( Podrobna zprava ke dni 19. 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 potenciélnich 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 Vobdobiod11.11.do 19. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 50 744 provedenych testu diskriminacni PCR
z celkem 76 laboratofri. Na variantu delta (v€etné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR priblizné
98 % pozitivnich pripadu (viz tab. 1).

* Zarok 2021 bylo k 19. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 14 492 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd,
zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. Je k dispozici celkem 1250 sekvenaci s
datem odbéru mezi 19. fijnem a 19. listopadem.

* Prehled aktualni epidemiologické situace:
V CR bylo za poslednich 14 dni (tj. od 5. 11. do 18. 11. 2021) zachyceno 156 353 p¥ipadd SARS-CoV-2
pozitivnich osob, s dennim prumeérem 11 168 pripadu, coz predstavuje 14denni incidenci 1 461 na 100 000
obyvatel. Vyvoj poctu pripadl v delsSim ¢asovém horizontu zobrazuji grafy 1 a 2. Za uvedené obdobi bylo
nahlaseno 6 280 hospitalizaci. Celkovy pocet hospitalizaci ke konci sledovaného obdobi Cini 4 750 osob, z
toho 673 osob s vaznym pribéhem. Nejvyssi 7denni incidence covid-19 je aktualné hlasena v okresech
Sumperk, Olomouc, Vyskov a Prostéjov, podrobné uvadi situaci graf 3.



Graf 1: Pocty pripadi covid-19 za poslednich 28 dni
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Graf 2: Tydenni pocty pripadi covid-19 od 1. 1. 2021 do 18. 11. 2021
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Epidemiologicky prehled

Graf 3: 7denni incidence na 100 000 obyvatel covid-19 dle okresi ke dni 18. 11. 2021
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C.,

V obdobi od 11. 11. do 19. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 50 744 provedenych testl diskriminaéni PCR z celkem 76

laboratofri. Na variantu delta (véetné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR pfiblizné 98 % pozitivnich pfipad( (viz tab.
1).

Tabulka 1: Pfrehled zachycenych mutaci

Mutace | Pozitivnich | Celkem | Procento v sadé | Interpretace (pouze suspektni varianta)

A570D+ 39 12231 0,32 % alfa, delta + A570D

E484K+ 9 32929 0,03 % beta, gama, alfa E484K+, delta+
L452R+ 48583 49891 97,38 % delta, delta+

L452R+ a E484K+ | 32894 0,02 % delta+

L452R+ a N501Y+ [{0] 4802 0,00 % delta+
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Mutace 2

Vyhodnoceni dat z diskriminacni PCR

Heatmapa disk. PCR SARS-CoV-2 k 2021_11_ 19 pozitivni vzorky k celku (8 dni)
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Graf 4: procento pozitivnich detekci ze vSech

detekci z dat diskriminacni PCR za poslednich 8
dni.

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



(T-";w 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 E484K, NRL doporucuje provadét pouze v pripadé multiplex PCR umoznujici
soucasnou detekci vVRNA i mutaci, nicméné, v tomto duchu neni vydana aktualizace MO MZ.

2. Je mozné 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)

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

4. EA484K je moZné vySetifovat namisto L452R, pro zachyt rezistentnéjsi varianty delta vici virus neutralizacnim
protilatkam

5. Rozsirené spektrum mutaci doporucenych ke sledovani se neméni a v pripadeé jejich detekce poslat vzorky na
sekvenaci. Napr:
* Moznost : E484K a L452R a N501Y
* Moznost : E484K a L452R a N501Y a K417N
 Moinost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R

w

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



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 uvadét vzdy akronym laboratore:

, GHC GHC

. BP Biopticka laborator
Nap”klad: 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 19. 10. - 19. 11. 2021

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 19. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 14 492 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd, zdrojem jsou
interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. Je k dispozici celkem 1250 sekvenaci s datem odbéru mezi 19. fijnem a
19. listopadem.

Podil piivodni varianty delta ve vyse uvedeném obdobi je 9,68 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamenavame nardst
subvariant delta varianty - AY.43, AY.4, AY.39, AY.116. Podil subvarianty AY.43 v tomto obdobi Cini 33,12 %, podil AY.4 je 11,36
%, podil AY.39 je 10,88 %, podil AY.116 ¢ini 5,04 %, podil AY. 4.2. &ini v daném obdobi pouze méné nei 1 %, celkem bylo v CR
potvrzeno 15 pripadud (od 30. 8. 2021) této subvarianty a tendence je stoupajici. U 4,4 % sekvenci v tomto obdobi neni

v mezinarodni databazi GISAID pfifazena varianta. Trend narlstu detekce Ize v soucasné situaci spojit s AY.39. Podil dalSich
subvariant AY.x Cini méne nez pét procent kazda. Nove se objevuje varianta B.1.628, ktera nese nekteré ze sledovanych
mutaci nebo nékteré mutace typické pro jiné VOC (beta, gama) ve spike (L18F, T95I, R158S, P681H, T1027I) a je zarazena
jako monitorovanad varianta (VUM). Tato varianta byla detekovana u vzork( pochazejicich z Jihomoravského a Olomouckého
regionu. 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 genu A222V. NRL rozsifuje spektrum sledovanych mutaci dle situace ve svété. Zmeény jsou
komplexni, zasahuji i do dalSich gen, v€etné téch nestrukturalnich 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.



Tabulka 2:

Varianta

AY.43
AY.4
AY.39
B.1.617.2
AY.116
AY.20
AY.102
AY.113
AY.7.1
AY.98.1
AY.121
AY.4.4
AY.9.1
AY.44
AY.84
AY.98
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33,12 %
11,36 %
10,88 %
9,68 %
5,04 %
4,48 %
2,72 %
1,68 %
1,52 %
1,52 %
1,20 %
1,12 %
1,12 %
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0,72 %
0,64 %
0,64 %
0,56 %
0,48 %
0,48 %
0,40 %
0,32 %
0,32 %
0,32 %
0,32 %
0,24 %
0,24 %
0,24 %
0,16 %
1,28%
4,40 %
100
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6’;,,, AY.x — reklasifikace variant

Pred 21ti dny doslo k revizi vysledk( v databdzi Gisaid.org, nové nejvice sekvenaci pripada na variantu AY.43, ke které
byly pfifazeny nékteré starsi sekvence a zaroven se rychle Sifi.

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

Letni varianta detekovana v CR a charakterizovdna D235A, D979E byla zafazena po AY.68.


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPhyloPlace

AY.26
AY3
AY.33
AY.34
AY.34.1
AY.36
AY.39
AY4
AY4.1
AY42
AY43
AY44
AY45
AY41
AY.42
AY.43
AY.44
AY.45

AY.46
AY.46.2
AY46.4
AY.46.6
Av47
AYS
AY53
AY54
AY51
AY53
AY.54
AYS7
AY58
AYE
AY60
AY61
AY63
AY66

AY67
AY68
AY69
AYT71
AY72
AY.70
AY.T1
AY.74
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AY.89
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Prevzato z COG.cz
lineageAssignments.pdf



https://files.slack.com/files-pri/T01NKG47282-F02N30HNAMA/download/lineageassignments.pdf

Graf 5: Pfehled vyznamnych sekvenovanych variant v CR jako podil z celku
Podil jednotlivych sekvenovanych variant
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Frekvence
G142D a T95I
mMozna souvisi

s vyhodnocenim
sekvenacnich
dat.

Viz dalsi slide.

Podil varianty z celku

Graf ¢. 6:

Podily jednotlivych spike protein mutaci ze vSech sekvenaci
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(fs’;w Frekvence sledovanych mutaci T951 a G142D

NRL sleduje frekvence mutaci T951 a G142D, E484K/A/Q, G446V, A222S. 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 mlzZe jednat o technicky artefakt zplsobeny Spatnym nasedanim primeru v
rdmci sekvenace. V souvislosti s mutaci G142D dochdzi k vypadkiim amplifikace pti pripravé sekvenaéni
knihovny kitem CleanPlex® Amplicon Sequencing (Paragon). Vyrobce / distributor jiz pfipravil novou verzi
primeru, ktera tento vypadek eliminuje.

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. Subvarianta delty AY.4.2 vykazuje
nyni diky své transmisibilité v centru pozornosti védecké komunity.

DalSi pozornost vzbuzuje evolucné primitivnéjsi varianta nesouci neobvyklou kombinaci mutaci, ktera se
objevuje u nékterych sekvenci, predeviim z Konga a nové byla zafazena jako B.1.640, v CR zatim nebyla
prokazana:

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

Graf. ¢ 6: Veékova
osekvenovanym vzorkdm

struktura ve vztahu k

V meésicich lednu az kvétnu dominantni vékova
skupina 40 — 49 let byla od cervnha nahrazena
dominujici skupinou 20 — 29 let, pficemz od srpna
2021 pozorujeme narGst i mladsich vékovych
skupin, predevsim 10 — 19 let. V fijnu jsou ve

vékovych skupinach sekvenovanych opét vice
zastoupeny skupiny 30 — 39 a 40 — 49 let. V
listopadu pak zaznamendvdme ndrldst mezi
nejvysSimi  vékovymi  skupinami. Tento jev

neodpovida vékové distribuci v pripadé sledovani
pozitivity PCR test(, ale je odrazem definice vzorku

uréenych k sekvenaci a algoritmu UZIS pouZitého k
vyhledavani.

Vekova struktura sekvenovanych v kontextu prevazujicich variant
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Vyzkum funkce jednotlivych proteinl specifickych pro SARS-CoV-2 pokracuje. Podrobnéjsi informace
|ze najit na nasledujicim odkazu:

PDB-101: Learn: Flyers, Posters & Other Resources: Flyers: SARS-CoV-2 Genome and Proteins (rcsb.org)



https://pdb101.rcsb.org/learn/flyers-posters-and-other-resources/flyer/sars-cov-2-genome-and-proteins

(szv Zaver

e V obdobi od 11. 11. do 19. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 50 744 provedenych test(l diskriminacni PCR z celkem 76 laboratofi. Na variantu delta (véetné
subvariant AY.x) pfipada dle diskriminaéni PCR pfiblizné 98 % pozitivnich pfipad( (viz tab. 1).

* Pfestoze se muze zdat, Ze vzhledem k jasné dominanci delta varianty nema smysl konfirmovat pozitivni ndlezy diskriminacni PCR, z detekovanych mutaci vyplyva,
Opakované se potvrzuje, Ze diskriminaéni PCR vzhledem k rychlé odezvé hraji dlilezitou roli v monitoringu variant viru, a je stale dllezité i ¢ast PCR identifikovanych
variant sekvenovat, jak dokazuji stale ¢astéji detekované nové sublinie u varianty delta. Proto je nutné snazit se omezit pocet pozitivnich detekci po 2 000 az 5 000
denné. Prioritni mutace doporucené NRL se stale ukazuji jako zasadni pro sledovani evoluce viru. Doporucujeme vzdy detekovat pritomnost mutace L452R a opét i
E484K, v soucasné situaci pouze E484K a to pouze v téch pripadech, kdy je mozné zaradit toto sledovani do jediné multiplex PCR spolu s prikazem v RNA. Dalsi
mutace zatim nejsou stabilné pritomny. V zemich EU/EEA se zacina objevovat subvarianta AY.4.2, ktera nese dispozice k vyssi transmisibilité. V ECDC je pfipravovana
analyza rizika v souvislosti se Sifenim varianty AY.4.2.

V ECDC/WHO dochazi rovnéz k prehodnoceni VOC/VOI/VUM variant, blizsi podrobnosti zde: https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/variants-concern.

e Za rok 2021 bylo k 19. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 14 492 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd, zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma
GISAID. Je k dispozici celkem 1250 sekvenaci s datem odbéru mezi 19. fijnem a 19. listopadem.

Podil pdvodni varianty delta ve vySe uvedeném obdobi je 9,68 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamenavdme nardst subvariant delta varianty - AY.43, AY.4, AY.39,
AY.116. Podil subvarianty AY.43 v tomto obdobi Cini 33,12 %, podil AY.4 je 11,36 %, podil AY.39 je 10,88 %, podil AY.116 Cini 5,04 %. U 4,4 % sekvenaci vtomto obdobi
neni v mezinarodni databazi GISAID pfirazena varianta. Podil dalSich subvariant AY.x ¢ini méné nez pét procent kazda. Podil AY. 4.2. ¢ini v daném obdobi pouze méné
nez 1 %, celkem bylo v CR potvrzeno 15 pFipad@ (od 30. 8. 2021) této subvarianty a tendence je stoupajici. Celkovy piehled viech 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 genu A222V. Zmény jsou komplexni, zasahuji i do dalSich genq, véetné téch nestrukturalnich a ¢asto predstavuji tiché mutace
(mutace pouze na nukleotidové Urovni, ne véak na aminokyselinové drovni). Letni varianta detekovana v CR a charakterizovdna D235A, D979E byla zafazena pod
AY.68. Nové se objevuje varianta B.1.628, ktera nese nékteré ze sledovanych mutaci nebo nékteré mutace typické pro jiné VOC (beta, gama) ve spike genu.

V souvislosti s narlistem incidence doporucuje NRL zasilat do sekvencnich center pocet vzork( dle kapacit. Na algoritmu pro vybér relevantniho podilu vzork( dle
sekvenacnich kapacit NRL intenzivné pracuje.

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

Kolektiv autoru:
RNDr. Helena Jifincova, MUDr. Jan Moskalyk, RNDr. Alena Fialova, Ph.D., MUDr. Monika Liptakova, MUDr. Martina Leppova


https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/variants-concern

