( Podrobna zprava ke dni 6. 8. 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 pfipravit na datech zaloZzené poklady pro laboratorni Setfeni a adekvatni
nastaveni protiepidemickych opatieni v CR.
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UZIS - Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR *VOC = Variant of concern (varianta hodnd obav - WHO), VOI = Variant of interest (varianta hodna zajmu - WHO), KT = kalend&ini tyden



C;,_., Souhrn

e V ramci diskriminacnich PCR bylo dle celorepublikovych dat dostupnych ve sledovaném 14-dennim obdobi od 23.
7.do 6. 8. 2021 vysetfeno a nahlaseno do ISIN 1787 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd (tabulka 1). Nékteré laboratore
jesté nemaiji export doresen, prestoze vysetruji v souladu s doporucenim NRL a dle pokynu MZ. Suspektni zachyt

varianty delta Cini ve sledovaném obdobi vice nez 90 %.

e Za rok 2021 bylo k 6. 8. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 6 155 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd, z toho 651
naleZelo Cesko-Saské preshrani¢ni spolupraci, kterd neni souéasti Narodni molekuldrné biologické strategie,
zdrojem dat je mezinarodni platforma GISAID. V poslednim tydnu bylo osekvenovano 376 vzork(, dva v Centru
molekularni biologie a genetiky FN Brno, 155 v SVU a 219 v NRL.



(m Vyhodnoceni dat z diskriminacni PCR

V obdobi od 23. 7. do 6. 8. 2021 ma NRL k dispozici data z 1787 provedenych testll diskriminacni PCR, které byly nahlaseny do ISIN ze 66

laboratofi v CR. Na zakladé analyzy t&chto dat NRL zjistila, Ze delta varianta je pfitomnda pfinejmensim v 90 % SARS-CoV-2 pozitivnich

pfipadl vysetfenych diskriminacni PCR. Varianta alfa je pfitomna u necelych 4 % vzork(. Ostatni varianty maji velmi maly podil

odpovidajici méné nez jednomu procentu vzorku. Varianta AY.1 (delta +) neni jednoznacné detekovana v zZadné z laboratofi.

Prehled dualezitych sad mutaci uvadime v nasledujicich doporucenich (strany 4 — 6).

Tabulka 1: Prehled vyhodnoceni diskriminacnich PCR

Z toho

Podil ze sady

Interpretace (pouze

L452R+ 1211
P6E1R+ 394
N501Y+, E484K+ 526
E484K-, NS01Y- | 526
N501Y+, E484K- 526
AS570D+ 230

pozitivnich

1101
364

213
12
19

90%
92,3%
=1%
97,5%
2,3%
3,6%

suspektni varianta)
delta
delta
beta, gama, alfa E484K+
delta
alfa
alfa



6’;,_., Odborna doporuceni NRL

Diskriminacni PVT:

Odborna doporuceni NRL pro diskriminacni PCR SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkl se neméni. V pripadé, 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 ddvdme 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.



(‘,-";w Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace k 6.8. 2021

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 6. 8. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 6 155 SARS CoV-2 pozitivnich vzork(, z toho 651 nélezelo
Cesko-Saské preshrani¢ni spolupraci, kterd neni souéasti Narodni molekuldrné biologické strategie, zdrojem dat je
mezinarodni platforma GISAID. V poslednim tydnu bylo osekvenovano 376 vzork(, dva v Centru molekularni biologie a
genetiky FN Brno, 155 v SVU a 219 v NRL.

Nové byla definovana subvarianta delty jako AY.3, ktera je charakterizovana mutacemi v otevieném ¢tecim ramci 1a a 1b,
tedy v nestrukturalnich genech kédujicich vétSinou subjednotky polymerazového komplexu. Mutace jsou uvedeny na obr.
1 - 3, strany 5 a 6. Mutace ve spike proteinu jsou stejné jako u puvodni delta varianty. Tato varianta byla zpétnou analyzu
sekvenénich dat potvrzena u 19 vzork( (tabulka 3, str. 8). Pfehled detekovanych variant v CR uvadi graf na strané 9.
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Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace
AY.3 subvarianta delta - mutace v ORFla a ORF1b
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C.

- Piehled WGS detekovanych variant VOC viru SARS-CoV-2 v roce 2021 v CR

 Delta-B.1.617.2 vCetné AY.3, celkem 773 pripadu, 330 sekvenovanych v aktudlnim
tydnu

* AY.1 (Delta+K417N) : 2 pripady (Jihomoravsky kraj)
 AY.3 (Delta +zmény v Orfla + Orflb) : 19 pripadu (kraje uvedeny v tabulce 3)

 Beta-B.1.351: 72 pripadu (ojedinélé detekce)
kraje: Praha, Moravskoslezsky, StredocCesky, Plzensky, Kralovéhradecky, Olomoucky,
Karlovarsky, Liberecky, Jihomoravsky, Vysocina

e Gama - P.1: 23 pf¥ipad( (kraje: Praha, Jiho€esky, Pardubicky, Jihomoravsky, Ustecky)

 Kappa B.1.617.1 - 4 pripady (z dubna- kvétna, bez dalsiho Sifeni a importu, Praha,
Stredocesky kraj)

* Lambda C.37 - jeden pripad bez dalSiho Sifeni (Stfedocesky kraj)



'SZU

Prehled WGS za sledovany tyden 31. 7. 2021 az 6. 8. 2021

Tab. 2:

Piehled WGS vloZenych jednotlivymi
sekvenacnimi centry, od 31. 7. do 6. 8. 2021

Pocet

Tab. 3:

Detekce a % zastoupeni AY.3 varianty
v krajich

kraj AY.3 Podil
Stredolesky 1 0,2%
Liberecky 10 12,2%
Moravskoslezsky 1 0,2%
Praha 2 0,2%
Ustecky 2 4,7%
Vysocdina 1 1,1%
Neprifazeno 2 0,1%

Sekvenacni centrum WGS % WGS

NRL 219 58,56%
Saxony 0 0,00%
UMTM 0 0,00%
CMBG 2 0,53%
FNB 0 0,00%
SvVU 155 41,22%
Biopticka 0 0,00%
IMG _CAS 0 0,00%
FNHK 0 0,00%
BC PARU CAS 0 0,00%
BIOCEV 0 0,00%
FN Plzen 0 0,00%
celkem v tydnu 376

Cervené oznalené laboratofe nejsou souddasti ndrodni strategie

AY.3 varianta byla u nékterych sekvenci
zjiSténa az po prepoctu sekvenacnich dat

novym algoritmem




(m Pfehled dat z celogenomové sekvenace za CR (VOC), leden aZ srpen 2021

Pfehled detekovanych variant SARS — CoV-2 v CR
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Celkem mmmmmB.1.617.2 (Delta) B.1.617.1 (Kappa) B.1.351 (Beta) P.1 (Gamma) = C36 + C36.3 B.1.1.7 (Alfa)

Z grafu je jasné patrnd narUstajici dominance delta varianty a postupna eliminace vsech dalsich variant , véetné drive
dominantni varianty alfa. NizsSi pocet vzork( uréenych jako varianta delta za posledni 2 tydny je dan zpozdénim
celogenomové sekvenace. Situace se od posledniho tydne dramaticky nezménila, v grafu chybi detekce delta varianty
u vzork( z posledniho tydne, které spadaji datem odbéru do rdznych KT.



., Zaver

V rdmci diskriminaénich PCR v CR lze vyslovit podezfeni na detekci varianty delta u 90 — 97 % vzork(l. Dfive dominantni varianta alfa je
pravdépodobné detekovana u méné nez 4 % vzork(l. Jiné sledované varianty (VOC/VOI/VUI/VUM) v kohorté diskriminacnich PCR na
zakladé vyhodnoceni nebyly vyhodnoceny jako suspektni.

Rovné? v kohorté WGS vzork(l dominuje delta varianta, alfa varianta se stava minoritni. V CR je rovnéz detekovana varianta AY.3, ktera je
charakterizovdna zménami v nestrukturnich genech pro polymerazovy komplex, a ktera byla vyvhodnocenou zpétnou analyzou jiz drive
osekvenovanych vzorklli novym vypocetnim algoritmem pro vyhodnoceni hrubych sekvenacnich dat. Zatim je detekovdna pouze v
minimech pripadl (19 z celkem 773 ptipad().

Na Sifeni viru se vzdy podili vice faktor(, stejné tak na tom jaké vzorky jsou odebrany. K zasadnim vlivim patfi i socidlni faktory, které NRL
nemuze bez spoluprace s dalSimi odborniky hodnotit, toto hodnoceni je vhodné provést po odeznéni epidemické viny.

Zavér odbornych doporuceni:

NRL v soucasné dobé doporucuje testovat jako minimum L452R a E484K mutace, doporuceni se ale mlze zménit ve chvili, kdy se
identifikuje jina potencidlné vyznamna varianta ¢i mutace. V tomto pripadé bude NRL v pravidelnych zpravach a v metodickych
doporucenich informovat.

V ramci celogenomové sekvenace doporucuje NRL, aby sentinelova centra pfijimala a zpracovavala vzorky z regionu, a to bez ohledu na to,
kolik jich je vygenerovano v ISIN jako vyznamnych. Stdle neni dosazeno 10% prosekvenovanosti pozitivnich vzorkd. V pripadé nizké
incidence je tedy vhodné sekvenovat vSechny pozitivni vzorky spliujici parametry a kapacitu sekvenacniho centra, tedy hodnoty Ct musi
byt mendi nei 27 (SVU a Biologické centrum Ceské Budé&jovice), nebo mendi nei 30 pro viechna ostatni sekvenaéni centra. SVU a BC
sekvenuji technologii Oxford Nanopore. Ve vyjimecnych pripadech lze sekevnovat i vzorky s hodnotou Ct33, v tomto pripadé je nutna
domluva se sekvenacnim centrem. Je nutné poutziti specialnich reagencii a postupu pro pripravu knihoven. Dobré vysledky dava v tomto
pripadé souprava Paragon, a Roche nabidku na specialni pfipravu enrichement knihoven budeme testovat.

Helena Jifincova, Timotej Suri, Jan Moskalyk



* https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/

* https://cov-spectrum.ethz.ch/explore/Czechia/

* https://sarscoverage.org/results/CZ.html
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