( Podrobna zprava ke dni 3. 9. 2021
520 Charakterizace viru SARS-CoV-2 v Ceské republice dle diskriminaénich PCR a celogenomové sekvenace
Narodni referenéni laboratof pro chfipku a nechfipkova virova respiraéni onemocnéni, SZU

Uvod:

NRL pravidelné analyzuje data a poskytuje MZCR i laboratofim tydenni pfehledovy dokument, jeho? cilem je monitorovat
§ifeni variant SARS-CoV-2, které se na Uzemi CR vyskytuji, poskytovat informace o novych potencialnich i redlnych rizicich
v souvislosti s Sirenim a evoluci viru SARS-CoV-2, poskytovat metodické pokyny vysetrujicim laboratorim a poskytovat dalsi
kvalitativni i kvantitativni informace s cilem pripravit na datech zalozené poklady pro laboratorni Setfeni a adekvatni
nastaveni protiepidemickych opatieni v CR.
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6’;,_., Souhrn a upozornéni

* V ramci diskriminaénich PCR v CR bylo vy3etifeno v obdobi od 20. 8. do 3. 9. 2021 celkem 2 353 vzork( z celkem 74
laboratofri. Podezreni na detekci varianty delta bylo vysloveno u 95 % vzorkU. Varianta alfa je pod 2 % pripadd.

* Vzork( se srpnovym datem odbéru bylo sekvenovano 491. Vyskyt pavodni delta varianty klesa na 66 % a vzrlsta
nardst delta subvarianty AY.4 a to na 19,8 %.

e SZU bude 14.9. distribuovat EHK vzorky, sada bude obsahovat vSechny VOC, proto NRL doporucuje nespotrebované
izolaty RNA vyuzit jako pozitivni kontroly pro pouzivané diskriminacni PCR soupravy.
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(m Vyhodnoceni dat z diskriminacni PCR

V obdobi od 20. 8. do 3. 9. 2021 ma NRL k dispozici data z 2 353 provedenych testl diskriminacni PCR z celkem 74 laboratofi.
Na zakladé analyzy téchto dat NRL zjistila, Ze na variantu delta pripada stale priblizné 95 % pozitivnich pfipadd vySetfenych
diskriminacni PCR (viz tab. 1). Varianté alfa ndlezi méné nez 2 % vzork(. Podil delta varianty s E484K a N501Y se nezvysuje,
spiSe klesa, a vyskyt téchto variant je ojedinély.

m Z toho pozitivnich Interpretace (pouze suspektni
sad varianta

L452R+ 2079 1970 94,7 % delta
E484K+ 1688 27 1,5% beta, gama, alfa E484K+, delta+

L452R+, E484K+ 1615 4 0,2 % delta+
N501Y+, L452R+ 561 1 0,1% delta+
A570D+ 520 4 1,7 % alfa

V posledni dobé se objevuji v rdmci delta varianty nové kombinace mutaci, napt. N501Y a E484K, tyto kombinace byly v CR
detekovany v ramci diskriminacnich PCR i sekvenace (N501Y) nebo pouze v ramci diskriminacnich PCR (E484K). Na vyskyt
E484K u nékterych pfipad(i delta varianty upozorfiuje i Svédsko v rdmci interni komunikace zemi EU/EEA. V &eskych
sekvencich detekujeme nartst A222V, D253A (N termindlni doména) a D979E podrobnéji viz: ,haplotype analysis network” .
Viz strana 12.



6’;,,, Odborna doporuceni NRL. Diskriminacni PCR

Diskriminacni PCR:

Odborna doporuceni NRL pro diskriminacni PCR SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd se neméni. V pfipadé, Ze laborator
nevysetrfuje E484K a L452R v jedné reakci, doporucujeme jako prvni zaradit master mix obsahujici probu pro detekci
L452R. Pokud je detekovana jedna z téchto mutaci jako pozitivni, neni aktualné nutné stanovovat E484K v dalsi PCR.
Do uvahy ddavdme doporuceni na sledovani K417N, ktera je charakteristicka pro AY.1 (subvarianta vystépena z delty).
Tato mutace ma podil na vyssi transmisibilité i escape charakteru.

1. Minimum — vzdy povinné: E484K a L452R

2. Moznost : E484K a L452R a N501Y

3. Moznost : E484K a L452R a N501Y a K417N

4. Moznost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R

Doporuceni se mohou ménit v souvislosti se zménami SARS-CoV-2 a s epidemickou situaci. WHO
doporuceni ze dne 9. srpna 2021 uvadi stejné preferencni mutace (str. 5).
Zdroj: https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775



https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775

Dle fylogenetické analyzy a analyzy v nextclade doporucuje NRL tyto WGS revidovat

Doporuceni NRL — celogenomova sekvenace

na predchozi strané oznacené vzorky.

Pri zadavani do GISAID je tfreba dodrzovat nasledujici pravidla:
Pole , Location” uvadét kraj takto: '

Do jména sekvence uvadét akronym laboratore:

Napriklad:

hCoV-19/Czech Republic/UMTM239717/2021
hCoV-19/Czech Republic/€SQ0217/2021

South Bohemian Region
South Moravian Region
Hradec Kralove Region
Karlovy Vary Region
Liberec Region
Moravian-Silesian Region
Olomouc Region
Pardubice Region

Pilsen Region

Central Bohemian Region
Ustecky Region

Vysocina Region

Zlin Region

Prague Region

GHC GHC

BP Biopticka laborator

KNL Krajska nemocnice Liberec
FNP Fakultni nemocnice Plzen

FNHK Fakultni nemocnice Hradec Kralové
FNO Fakultni nemocnice Ostrava
csQ Fakultni nemocnice Brno



(7';,[, Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace 1. 8. — 3. 9. 2021

/

Tabulka 2. Prehled detekci AY.x (delta +) dle krajl
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nta

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 3. 9. 2021 v CR celogenomové
sekvenovano 7 290 SARS CoV-2 pozitivnich vzork(, zdrojem
jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID.
Celkem 491 WGS se vztahuje k datu odbéru v srpnu.

Podil pavodni varianty delta je v meésici srpnu 66,8 %.
Zaznamenavame dle celogenomové sekvenace narUst

subvariant delta varianty - AY.4, AY.12 a AY.9, které se Sifi

napriklad v Izraeli (dominance AY.12), ve Spojenych statech,
nebo ve Spojeném kralovstvi (dominance AY.4) a dalSich
zemich Evropy véetné CR (viz tab. 2). Podil subvarianty AY.4
vynech rapidné vrista na ukor plvodni delta varianty a od
zaCatku srpna k 3. 9. Cini jiz 19,8 %, podil AY.9 je 7,9 %, podil

AY.12 je 3,1 %. (graf na strané 8). Ostatni varianty predstavuji

méné nez jedno procento.
Pozn.: data ze sekvenaci jsou k dispozici za cca 1-3 tydny od
data odbéru.
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Z grafu je patrny nardst AY.4 subvarianty.
Podil jednotlivych sekvenovanych variant
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C.,

Opét probéhla nomenklaturni reklasifikace, aktualné je definovano 25 subvariant AY.x, pficemz v nékterych jsou jiz
definovany dalsi linie.

Vorianta__|_celiem | _pol _|_DlewHo__
280 66,83 % Delta

83 19,81 % Delta +

33 7,88 % Delta +

13 3,10% Delta +

2 0,48 % Alfa

1 0,24 % Delta +

1 0,24 % Delta +

1 0,24 % Delta +

419 100 %
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V siti jsou misty viditelné malé klastry
specifické pro region, ale jejich tvorba je
ovlivnéna nerovnomeérnosti odbéru vzorkd.
Zbytek sité predstavuje vzorky nalezejici do
odliSné varianty dominantni delty (B.1.617.2)
a jejich podskupin AY.4, 5 a 9. Podskupiny
AY.12 a AY.21 jsou v siti také pritomny, ale
netvori klastry. Za zminku stoji seskupeni v
levé Casti sité oznaCené Cervene, coz
predstavuje vzorky sdilejici mutace
SpiCkoveého proteinu A222V (definujici mutace
podskupiny AY.9), ale také mutace D253A +
D979E. Tyto genotypy nebyly identifikovany
algoritmem  Pangolin  jako  AY.9, ale
pravdépodobné jesté dojde k nomenklaturnim
zmenam Vv AY.x taxonomii. Proto je treba
sekvenovat | vzorky urCené diskriminacCni
PCR jako delta.
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Currently designated Variants of Interest:

Multiple
Eta B.1.525 G/484K.V3 21D countries, 17-Mar-2021
Dec-2020
Kappa B.1.617.1 G/452R.V3 21B Indea, 4-Apr-2021
PP 0ct-2020 :
Colombia, Jan-
B.1.621 oo 30-Aug-2021

*includes all descendent lineages. The full list of Pango lineages can be found here:https://cov-
lineages.org/lineage_list.html; for FAQ, visit: https://www.pango.network/faqs/



6’;,_,, Noveé definovana sledovana varianta C.1.2 (VUM)

C.1.2 byla poprvé identifikovana v kvétnu 2021 JAR a to ve dvou provinciich ( Mpumalanga and Gauteng ), nyni je
potvrzena nejméné v 6 z 9 provincii Jihoafrické republiky. Pangolineage klasifikace ji byla pfifazena v Cervenci 2021. V
GISAID celkem je 129 WGS.

Detekce z jinych ¢asti svéta mimo subsaharskou Afriku jsou ojedinélé. V CR zachycena nebyla.

ECDC ji zaradilo do kategorie VUM (under monitoring).

Nékteré z mutaci ve spike proteinu jsou jiz znamé z vyskytu u jinych linii, nékteré se doposud vyskytovaly spiSe minoritné.
Ze znamych mutaci je to napr. E484K, N501Y (alfa, beta gama, delece 144/145 (alfa), T478K (delta), H655Y (gama), T716l
(alfa, AY.2), jedna z mutaci se vyskytuje pobliz furinového stépného mista (N679K), a jiz byla taktéz popsana.

VétsSina mutaci spada do N-terminalni oblasti, vazebného mista a furinového stépného mista, coz jsou typické variablini
oblasti spike protein.

Jedna se o konvergentné vzniklé mutace, které prinasi evolucni vyhodu pro virus, a pravdépodobné povedou k vyssi
transmisibilité, a rovnéz k escape charakteru. Celkova charakteristika viru z hlediska transmisibility a escape charakteru
zatim neni k dispozici, vzhledem k oblastem, kde je detekovana. Presto i v zemich subsaharské Afriky zatim jasné dominuje
delta varianta.

Vzhledem k tomu, Ze v CR jsou povinné diskrimina&ni PCR a pfedepsané povinné mutace jsou v rdmci téchto PCR
detekovany, lze predpokladat, ze pri zachovani protiepidemickych opatfeni by tato varianta neméla laboratorné uniknout.
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.08.20.21262342v1



https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.08.20.21262342v1

., B.1.621 — VOI

V CR byl potvrzen jeden zachyt této varianty z ervence tohoto roku (import z Kolumbie bez dalsiho Sifeni). Ve
spike proteinu obsahuje znameé substituce typické pro alfu, betu, gamu , napf. N501Y, E4884K, P681H (vyskytuji
se u jedné nebo u vSech téchto VOC), ale ijiné varianty, nebo substituce na mistech, kde jsou z jinych variant
znamé delece (pozice 144 a 145), lze shrnout, ze kromé S346K jsou vSechny mutace v spike genu znamé z
predchozich sledovanych variant, davaji viru evolucni vyhodu a vznikaji konvergentni evoluci.

Jesté v Cervenci byly detekce vazany v predevsim na Kolumbii.

Nyni je vyskyt potvrzen na celém Americkém kontinentu, v Evropé a v Asii. Aktualné se jedna o vice nez 4900
sekvenci

Asie. Hong Kong a Japonsko, 4 sekvence, Evropa 22 zemi + CR (vzhledem k frameshiftu ve WGS nelze vloZit
na GISAID), na Slovensku 3 detekce: Bratislava, Dunajska Streda, Trnava (kvéten 2021), prvé detekce v Evropé
ve Spanélsku od letosniho biezna.

Incidence v Kolumbii stale stoupa, ale celosvetove je na ustupu a ani prediktivni modely zatim nenaznacuiji, ze
by se mela obstat v konkurenci s deltou.

V CR povinné sledované mutace i doporuéené mutace pro sledovani SARS CoV-2 diskriminaénimi PCR tuto
variantu detekuiji.

Opét se potvrzuje, ze doporuceni NRL a metodické pokyny ur€ujici povinné sledované mutace a doporucené
mutace jsou vybrany adekvatné a zatim tedy neni duvod ke zméné.
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V ramci diskriminaénich PCR v CR bylo vy$etieno v obdobi od 20. 8. do 3. 9. 2021 celkem 2 353 vzork( z celkem 74 laboratofi.
Podezreni na detekci varianty delta bylo vysloveno u 95 % vzorku. Varianta alfa je pod 2 % pripadu.

Vzorkl se srpnovym datem odbéru bylo sekvenovano 491. Vyskyt plivodni delta varianty klesa na 66 % a vzrusta nardst delta
subvarianty AY.4 a to na 19,8 %. Vzorky obsahujici mutaci L452R a N501Y patfi pravdépodobné do jedné ze sublinii delta
varianty AY.x.

Vyskyt dalSich prioritné sledovanych mutaci E484K a N501Y je u delta varianty dle diskriminacni PCR zatim ojedinély. Delta
varianta je typicky charakterizovana mutacemi L452R a P681R, ale v ramci evoluce viru pozorujeme u jednotlivych subvariant
jiz znamé aminokyselinové substituce i nékteré nové. Obecné Ize shrnout, ze definované prioritni mutace prinaseji viru vyhodu
a proto se nezavisle objevuji u vice sledovanych variant, jedna se o prirozeny proces. VétSina zamén ve spike genu je
soustredéna do oblasti N-termindlni domény, vazebného mista na receptor (tedy do oblasti kde dochazi k vazbé virus
neutralizaCnich protilatek) a furinového stépného mista.

PrestoZze se mUze zdat, Zze vzhledem k jasné dominanci delta varianty nema smysl konfirmovat pozitivni nalezy diskriminaéni
PCR, je stale role téchto PCR nezastupitelna. Opakované se potvrzuje, ze diskriminacni PCR vzhledem k rychlé odezvé hraji
dulezitou roli v monitoringu variant viru, a je stdle dulezité i ¢ast PCR identifikovanych variant stdle sekvenovat. Prioritni
mutace doporucené NRL se stale ukazuji jako zasadni pro sledovani evoluce viru.

Prestoze v poslednim tydnu WHO zménila klasifikaci dvou variant, B.1.621 a C.1.2, neni to ddvod k vaznému znepokojeni, ale
nelze fici, Ze virus nds do budoucna nemuze neprijemné prekvapit. V rdmci celé evoluce a soucasné diverzifikace SARS-CoV-2
je vidét setrvaly evolucni tlak, ktery predstavuje stale umoznujeme globalné Sireni v ¢astecné imunni populaci, timto davame
viru velkou evolucni prilezitost

RNDr. Helena Jifincova, MUDr. Jan Moskalyk,



