( Podrobna zprava ke dni 12. 11. 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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(;,_., Souhrn

e Vobdobiod2.11.do 12.11. 2021 ma NRL k dispozici data z 56 047 provedenych testl diskriminaéni PCR
z celkem 80 laboratofi. Na variantu delta (v€etné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR priblizné
98 % pozitivnich pripadl (viz tab. 1).

 Zarok 2021 bylo k 12. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 13 110 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd,
zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. Celkem 1000 sekvenaci se vztahuje k datu
odbéru mezi 12. fijnem a 12. listopadem.

* Prehled aktualni epidemiologické situace:
V CR bylo za poslednich 14 dni (tj. od 29. 10. do 11. 11. 2021) zachyceno 114 683 ptipad SARS-CoV-2
pozitivnich osob, s dennim prumeérem 8 191,6 pripadul, cozZ predstavuje 14denni incidenci 1071,6 na 100
000 obyvatel. Vyvoj poctu pripadu v delSim ¢asovém horizontu zobrazuji grafy 1 a 2. Za uvedené obdobi
bylo nahlaseno 4 833 hospitalizaci. Celkovy pocet hospitalizaci ke konci sledovaného obdobi Cini 3 557
osob, z toho 501 osob s vaznym prubéhem. Nejvyssi 7denni incidence covid-19 je aktualné hlasena v
okresech Sumperk, Prost&jov, Strakonice a Olomouc, podrobné uvadi situaci graf 3.



Graf 1: Pocty pripadi covid-19 za poslednich 28 dni Graf 2: Tydenni pocty pripadi covid-19 od 1. 1. 2021 do 11. 11. 2021
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Epidemiologicky prehled

Graf 3: 7denni incidence na 100 000 obyvatel covid-19 dle okresi ke dni 11. 11. 2021
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C.,

V obdobi od 2. 11. do 12. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 56 047 provedenych testd diskriminacni PCR z celkem 80
laboratofi. Na variantu delta (véetné subvariant AY.x) pfipada dle diskriminacni PCR pfiblizné 98 % pozitivnich pripadl (viz tab.
1).

Tabulka 1: Pfrehled zachycenych mutaci

_ Z toho pozitivnich | Podil ze sady Interpretace (pouze suspektni varianta)

L452R+ 54 732 53 659 98 % delta, delta+

E484K+ 29 0,07 % beta, gama, alfa E484K+, delta+
L452R+, E484K+ 16 0,04 % delta+

N501Y+, L4A52R+ 50 0,48 % delta+
A570D+ 32 0,27 % alfa, delta + A570D




szu

Vyhodnoceni dat z diskriminacni PCR

Heatmapa diskriminacni PCR SARS-CoV-2: 2.11 - 12.11 // pozitivni vzorky k celku
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Graf 4: procento pozitivnich detekci ze vSech
detekci z dat diskriminacni PCR za poslednich
10 dni.

Nejcastéjsi kombinace mutaci jsou zeleng,
odstiny modré jsou kombinace mutaci kolem
1% pozitivity, fialoveé jsou nepritomné
kombinace.



(‘,-’;z,, Odborna doporuceni NRL. Diskriminacni PCR

Diskriminacni PCR:
Odborna doporuceni NRL pro diskriminacni PCR SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd je zmirnéna na:

1. Minimum - vzdy povinné L452R i E84K

2. Je moiné vysetrovat L452K + E484K v multiplexni PCR spolecné s ,,diagnostickou PCR“ pokud je dana souprava
v tomto smyslu certifikovana a pokud limit detekce je LOD < 10 kopii RNA/ 5 — 10 pl (tedy na reakci)

3. Na sekvenaci posilejte vzdy L452R negativni vzorky, nebo L452R + E 484K pozitivni vzorky

4. V pripadé, Ze je denni zachyt pozitivit nad 5 000 musi poskytovatel takto zaslat nebo vysetrit nejméné 30 %
pozitivnich vzork(. V pripadé, Ze se denni zachyt pohybuje nad 10 000, nejméné 10 % vzorkd.

5. EA484K je moZné vysetiovat pouze u L452R negativnich vzorkt a to jedenkrat za tyden

6. Rozsirené spektrum mutaci doporucenych ke sledovani se neméni. Napf:
* Moznost : E484K a L452R a N501Y
* Moznost : E484K a L452R a N501Y a K417N
 Moznost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R

WHO doporuceni: https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775
Dene 3.11.



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

( Doporuceni NRL — celogenomova sekvenace

SZU

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

Dle fylogenetické analyzy a analyzy v nextclade doporucuje NRL tyto WGS revidovat
na predchozi strané oznacené vzorky.

Pfi zadavani do GISAID je treba dodrzovat nasledujici pravidla:
V poli ,Location” uvadét kraj takto: |

> Olomouc Region
Pardubice Region

Pilsen Region

Central Bohemian Region

Ustecky Region

Vysocina Region

Zlin Region

Prague Region

Do jména sekvence uvadeét vzdy akronym laboratore:

, GHC GHC

» BP Biopticka laborator
Naprlklad: hCoV-19/Czech Republic/UMTM239717/2021 KNL Krajska nemocnice Liberec
hCoV-19/Czech Republic/€5Q0217/2021 FNP Fakultni nemocnice Plzen

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



(;,_,, Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace 12. 10. - 12. 11. 2021

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 12. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 13 110 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd, zdrojem jsou
interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. Celkem 1000 sekvenaci se vztahuje k datu odbéru mezi 12. fijnem a 12.
listopadem.

Podil plvodni varianty delta obdobi 12. 10. — 12. 11. je 9,0 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamenavame ndrust
subvariant delta varianty - AY.4, AY.43, AY.39, AY.102, AY.5. Podil subvarianty AY.43 v tomto obdobi Cini 41,3 %, podil AY.4 je
8,3 %, podil AY.39 je 8,1 %, podil AY.102 Cini 5,3 %, podil AY.20 je 5,1 %, u 8,9% sekvenaci vtomto obdobi neni v mezinarodni
databazi GISAID prirazena varianta. Podil dalSich subvariant AY.x ¢ini méné nez pét procent kazda. Celkovy prehled vsech
sekvenovanych variant v tomto obdobi ukazuje tabulka 2. Vyvoj podilu jednotlivych sekvenovanych variant zobrazuje graf 4.
AY.x varianty se lisi jen malo v aminokyselinové sekvenci S proteinu, AY.9 a AY.26 nese navic mutaci ve spike A222V. Zmeény
jsou komplexni, zasahuji i do dalSich gen, véetné téch nestrukturdlnich a ¢asto predstavuji tiché mutace (mutace pouze na
nukleotidové Urovni, ne vsak na aminokyselinové urovni).

Pozn.: data ze sekvenaci jsou k dispozici za cca 1-3 tydny od data odbéru.



C’;,_,, AY.43 — reklasifikace variant

Pred 14ti dny doslo k revizi vysledk( v databdazi Gisaid.org, nové nejvice sekvenaci pfipada na variantu AY.43, ke které
byly pfifazeny nékteré starsi sekvence a zaroven se rychle Sifi. Davod reklasifikace je vétsi presnost pfirazeni

k varianté.

Od listopadu doslo ke zméné vypocetniho algoritmu tak, aby byla respektovana fylogeneze viru. Je pravdépodobné,
ze nebude tak ¢asto dochazet k reklasifikaci variant. Namisto algoritmu Pango learn je vyuzivan algoritmu UShER
(Ultrafast Sample placement on Existing tRee).

Pro online urceni Pango linie je mozné pouzit odkaz:
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPhyloPlace



Graf 5: Pfehled vyznamnych sekvenovanych variant v CR jako podil z celku
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('f;zu Frekvence mutaci T951 a D152G pravdépodobné souvisi s technickym artefaktem

NRL sleduje frekvence mutaci T95| a G142D, E484K/A/Q, G446V, A22S. Ve védecké komunité zaznély hypotézy,
ze vysSi frekvence souvisi s kompetici v ramci evoluce viru. Pre-print védeckého ¢lanku uverejnéného na
medrxiv.org naznacuje, Ze se mlze jednat o technicky artefakt zplsobeny Spatnym nasedanim primeru v rdmci
sekvenace. V souvislosti s mutaci G142D dochazi k vypadkim amplifikace pfi pripravé sekvenacéni knihovny
kitem CleanPlex® Amplicon Sequencing (Paragon).

https://www.paragongenomics.com/

Vice zde:
Variation at Spike position 142 in SARS-CoV-2 Delta genomes is a technical artifact caused by dropout of a
sequencing amplicon | medRxiv

Opét se dostava do centra pozornosti mutace E484K, pripadné E484A, E484Q.

DalSi pozornost vzbuzuje evolucné primitivnéjsi varianta nesouci neobvyklou kombinaci mutaci, ktera se
objevuje u nékterych sekvenci, predevsim z Konga:

Emerging B.1.X variant lineage in Europe and Africa with conserved
Spike mutations: POL, E96Q, R346S, Y449N, P681H and T859N #297/


https://www.paragongenomics.com/
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.10.14.21264847v1

Studie AY.4.2.

Varianta AY 4.2, ktera je ostre sledovana napfr. ve Velké Britanii, neni odolné;jsi vici virus-neutralizaci v porovnani
s ostatnimi subvariantami delty. Subvarianta AY.4.2 obsahuje mutace Y145H a A222V, které vSak dle studie nejsou
asociovany s vyssi transmisibilitou nebo imunitnim escapem viru. Vyssi odolnost v{ci virus neutralizaci je
zaznamenana u subvarianty nesouci mutace E484K a L452R.

Odkaz:

Neutralisation of SARS-CoV-2 Delta sub-lineage AY.4.2 and B.1.617.2+E484K by BNT162b2 mRNA vaccine-
elicited sera (https://t.co/LSe01fi4sh?amp=1)
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Tabulka 2: [ T R

AY.43 413 41,3 Delta+

B.1.617.2 90 9,0 Delta
Neprirazeno 89 8,9
Av.4 83 8,3 Delta+
81 8,1 Delta+
AY.102 53 53 Delta+
AY.20 51 5,1 Delta+
AY.4.4 19 1,9 Delta+
AY.9.1 15 1,5 Delta+
AY.98 8 0,8 Delta+
AY.46.6 7 0,7 Delta+
B.1 7 0,7 Delta+
AY.7.1 7 0,7 Delta+
AY.42 7 0,7 Delta+
AY.36 7 0,7 Delta+
AY.98.1 7 0,7 Delta+

AY.33 6 0,6 Delta+
AvY.44 6 0,6 Delta+

AY.46 6 0,6 Delta+

s 020 E 0,4 Delta+

AY.34 4 0,4 Delta+
VA :X] 3 0,3 Delta+

3 03 Delta+
AY.4.2 3 0,3 Delta+
DERVETIE]14Y 21 2,1

Celkem 1000



(szv Zaver

e \V obdobi od 2. 11. do 12. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 56 047 provedenych testu diskriminacni PCR z celkem 80 laboratofi. Na variantu delta (véetné
subvariant AY.x) pfipada dle diskriminaéni PCR pfiblizné 98 % pozitivnich pfipad( (viz tab. 1).

* Prestoze se mUzZe zdat, Ze vzhledem k jasné dominanci delta varianty nema smysl konfirmovat pozitivni ndlezy diskriminaéni PCR, z detekovanych mutaci vyplyva,
Ze role téchto PCR je nezastupitelna. Opakované se potvrzuje, Ze diskriminacni PCR vzhledem k rychlé odezvé hraji dllezZitou roli v monitoringu variant viru, a je
stdle dalezité i ¢ast PCR identifikovanych variant sekvenovat, jak dokazuji stale ¢astéji detekované nové sublinie u varianty delta. Prioritni mutace doporuc¢ené NRL
se stale ukazuji jako zasadni pro sledovani evoluce viru. Doporucujeme vzdy detekovat pritomnost mutace L452R a opét i E484K. Dalsi mutace zatim nejsou
stabilné pritomny.

e Za rok 2021 bylo k 12. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 13 110 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd, zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma
GISAID. Celkem 1000 sekvenaci se vztahuje k datu odbéru mezi 12. fijnem a 12. listopadem.

Podil pavodni varianty delta obdobi 12. 10. — 12. 11. je 9,0 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamendvame narlst subvariant delta varianty - AY.4, AY.43, AY.39,
AY.102, AY.5. Podil subvarianty AY.43 v tomto obdobi ¢ini 41,3 %, podil AY.4 je 8,3 %, podil AY.39 je 8,1 %, podil AY.102 ¢ini 5,3 %, podil AY.20 je 5,1 %, u 8,9%
sekvenaci v tomto obdobi neni v mezinarodni databazi GISAID prifazena varianta. Podil dalSich subvariant AY.x ¢ini méné nez pét procent kazda. Celkovy prehled
vSech sekvenovanych variant v tomto obdobi ukazuje tabulka 2. Vyvoj podilu jednotlivych sekvenovanych variant zobrazuje graf 4. AY.x varianty se lisi jen malo

v aminokyselinové sekvenci S proteinu, AY.9 a AY.26 nese navic mutaci ve spike A222V. Zmény jsou komplexni, zasahuji i do dalSich gen, véetné téch
nestrukturalnich a ¢asto predstavuji tiché mutace (mutace pouze na nukleotidové uUrovni, ne vSak na aminokyselinové Urovni). V souvislosti s narGstem incidence
doporucuje NRL zasilat do sekvencnich center pocet vzorkl dle kapacit. Na algoritmu pro vybér relevantniho podilu vzorkd dle sekvenacnich kapacit NRL
intenzivné pracuje.

Pozn.: data ze sekvenaci jsou k dispozici za cca 1-3 tydny od data odbéru.
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