( Podrobna zprava ke dni 27. 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 pripravit na datech zalozené poklady pro laboratorni Setfeni a adekvatni
nastaveni protiepidemickych opatieni v CR.
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C;,_., Souhrn

e V ramci diskriminacnich PCR bylo dle celorepublikovych dat dostupnych ve sledovaném 14-dennim obdobi od 13. 8.
do 27. 8. 2021 vysSetfreno a nahlaseno do ISIN 2 236 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkl (tabulka 1). Suspektni zachyt
varianty delta Cini ve sledovaném obdobi kolem 95 %.

« Za obdobi 1. 3. 2020 aZ 27. 8. 2021 v CR celogenomové sekvenovano celkem 7 209 SARS CoV-2 pozitivnich vzorkd,
zdrojem jsou interni data NRL a mezindrodni platforma GISAID. V poslednim tydnu bylo osekvenovano 439 vzorkd,
341 WGS se vztahuje k datu odbéru v srpnu.



( Vyhodnoceni dat z diskriminacni PCR
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V obdobi od 13. 8 do 27. 8. 2021 ma NRL k dispozici data z 2 236 provedenych test diskriminacni PCR
z celkem 72 laboratofi. Na zakladé analyzy téchto dat NRL zjistila, Ze varianta delta je pfitomna priblizné
v 95 % pozitivnich pripadl vysetrenych diskriminacni PCR (viz tab. 1). Varianté alfa nalezi pod 2 % vzorka.

Tabulka 1: Prehled dulezitych sad mutaci

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

L452R+ 2088 1975 94,5 % delta

E484K+ 1708 32 1,8 % beta, gama, alfa E484K+
LY L7 C i 413 4 1% delta+

N501Y+, L452R+ XY 3 0,5 % delta+

A570D+ 464 8 1,7 % alfa

V posledni dobé se objevuji v ramci delta varianty nové kombinace mutaci, napr. N501Y a E484K, tyto kombinace byly
v CR detekovany v ramci diskriminaénich PCR i sekvenace (N501Y) nebo pouze v rdmci diskriminaénich PCR (E484K).
Na vyskyt E484K u nékterych pfipadd delta varianty upozorfiuje i Svédsko v ramci interni komunikace zemi EU/EEA.



C’;,_,, Odborna doporuceni NRL . Diskriminacni PCR

Diskriminacni PCR:

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. WHO
doporuceni ze dne 9. srpna 2021 uvadi stejné preferencni mutace (str. 5).

Zdroj file:///C:/Users/sekvenace.orsevn/Downloads/WHO-2019-nCoV-surveillance-variants-2021.1-
eng.pdf



Odborna doporuceni WHO —9. 8. 2021

Vyznamn | Doména rizika | Dosud zdokumentované fenotypové Gcinky Varianta
a mutace | pro vefejné vzbuzujici obavy
zdravi [ varianta
vyvolavajici
Zajem

L452R Transmisibilita MuZe zvy3ovat neuginnost prostiednictvim stabilizace interakce s voc
receptorem ACE-2 (pro spike-angiotenzin konvertujici enzym-2) a vyvinula | gama
se nezavisle na sobé u fady variant (23) Vol

Escape protildtek| Snizend neutralizace rekonvalescentni plazmou a monoklonalnimi l6ta, kappa, lambda
protilatkami  (mAbs); konkrétné unika neutralizaci protilatkou, ktera ! '
piedstavuje zaklad bamlanivimabu, konkrétniho 1&€iva na bazi mAb (24)

E484K Transmisibilita ZvyZena afinita na receptor (ACE-2), pficemZ navazani miZze byt | VOC
stabilizovano pfitomnosti K417N. Ma vyznamny dopad na posunuti | s
hlavniho mista kontakiu mezi vazebnou doménou pro receptor (RBD) a
reziduy ACE-2; in vitro evoluce smérem k vétSimu navéazani na receptor beta
ACE-2 vedla k mutacim S:E484K, S:N501Y a S:S477N, které byly jako | 9ama
prvni selektovany (25,26) VoI

Escape protilatek| Bylo zaznamenano, Ze E484K je escape mutace pied monoklonalni
protilatkou, ktera neutralizuje SARS-CoV-2; kombinace E484K, K417N a | g
N501Y (ktera je soucasti B.1.351 a P.1) indukuje vétsi konformaéni zménu
nez N501Y sama o sob&; k selekci doslo, kdyZz byl kultivovan virus
vezikularni stomatitidy (rvSV)/SARS-CoV-2 S) v pfitomnosti vakcinou | a
vyvolanych mAbs (27,28)
iot
a
Kappa

N501Y Transmisibilita Vyssi afinita na receptor ACE-2. In vitro evoluce pro posileni vazby na | VOC
receptor ACE-2 vedla k mutacim S:E484K, SINS01Y a 5:5477N, které byly | ajfa
selektovany jako prvni (25,26 29) beta

Escape protilatek| Objeveni a neustala konvergentni evoluce variant N501Y se kryje s | Gama
vyznamnym globalnim posunem, pokud jde o selektivni prostiedi SARS-
CoV-2. Presna pricina tohoto selektivniho posunu neni znama, ale narust
sérové pozitivity a/nebo uvolnéni opatieni pro prevenci prenosu jsou v této | VOI
souvislosti zjevnymi kandidaty. K selekci doslo, kdyZ byl kultivovan virus
vezikularni stomatitidy (rvSV)/SARS-CoV-2 S) v pfitomnosti vakcinou
vyvolanych mAbs (29)

K417N Escape protildtek| V ramci studie mapy escape mutaci byla identifikovana jako jedna z | VOC
mutaci, ktera by mohla uniknout rozpoznani ze strany protilatek; k selekei | gatg
doslo, kdyz byl kultivovan virus vezikulami stomatitidy (rvsv)/SARS-CoV-2
S) v pritomnosti vakcinou vyvolanych mAbs; kombinace E484K, K417N a delta
N501Y (ktera je soucéasti B.1.351 a P.1) indukuje vétsi konformaéni zménu | dama
nez N501Y sama o sobé (2527 .30,31)

P681H/R Transmisibilita V' bezprostiedni blizkosti mista stépeni furinem v misté vazby S51/52 | VOC
Posiluje systematickou infekci a fizi membran. Ve funkéni testovaci studii | ¢4
byly spiky obsahujici mutace P681H a P681R efektivngji 5tépeny a delta
pifedpoklada se jejich role pfi zvysovani transmisibility a patogenity (32,33) Vol

Kappa




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
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Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 27. 8. 2021 v CR celogenomové
sekvenovano 7 209 SARS CoV-2 pozitivnich vzorkl, zdrojem
jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID.
V poslednim tydnu bylo osekvenovano 439 vzorkud, 341 WGS
se vztahuje k datu odbéru v srpnu.

Podil plvodni varianty delta je v mésici srpnu 81,2 %. Nové
zaznamendvame dle celogenomové sekvenace naruUst
subvariant delta - AY.12, AY.4 a AY.9, které se Sifi napfriklad
v lzraeli (dominance AY.12), v USA ¢i Spojeném kralovstvi a
daldich zemich véetné CR (viz tab. 2). Podil subvarianty AY.4
za mésic srpen v CR je 9,4%, AY.12 pak 3,8 % a AY.9 se
vyskytuje v 4,1 %.

Vzhledem k faktu, Ze vSechny AY.x lze taxonomicky a
nomenklaturné zaradit jako delta+, lze konstatovat, ze
jednoznacné dominuje delta varianta a detekce odpovidaji 98
% az 99 % zachytu.

Zlinsky kraj
Jihomoravsky kraj
Vysocina
Nepfifazeno
Vysocina

Pardubicky kraj
Zlinsky kraj
Olomoucky kraj
Moravskoslezsky kraj
Jihomoravsky kraj
Praha

Jihomoravsky kraj
Pardubicky kraj
Vysocina
Moravskoslezsky kraj

Jihomoravsky kraj

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace 1. 8. az 27. 8. 2021

AY.12
AY.12
AY.12
AY.12
AY.4
AY.4
AY.4
AY.4
AY.4
AY.4
AY.4
AY.9
AY.9
AY.9
AY.9

AY.6

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



Z grafu je vidét pocinajici narlst AY.4, AY.12 a AY.9
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Aminokyselinové substituce charakteristické pro B,617,2 (delta)

VOC Varianta Pocet

delta+ AY.12 13
delta+ AY.4 32
delta+ AY.6 1 ‘@féﬂﬁf
delta+ AY.9 14 ik L0 5  T Gl el
alfa B.1.1.7 2 o
B.1.258 1
beta B.1.351 1 I
Pohled shora
delta B.1.617.2 277 Pohled z boku
LG = Modfe oznaéena N termindlni doména https;//molsta r_org/

Zluté vazebné misto
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V rdmci diskriminaénich PCR v CR bylo vygetfeno v obdobi od 13. 8. do 27. 8. 2021 celkem 2 236 vzork( z celkem 72
laboratori. Podezfeni na detekci varianty delta bylo vysloveno u 95 % vzorkU. Varianta alfa je pod 2 % pripadu.

Prioritni mutace ke sledovani v ramci diskriminacnich PCR jsou shodna v doporucenich WHO a NRL a zahrnuiji tyto
aminokyselinové substituce ve spike proteinu L452R, E484K, N51Y, P681R a K417N.

Vzorkud se srpnovym datem odbéru bylo sekvenovdno 341. Na variantu delta pripada 98,4 % vzorkd, z toho je 81,2 %
pUvodni varianta delta(B.1.617.2) a vyskyt subvarianty AY.4, AY.12 a AY.9 je 9,2%, respektive 3,8% a 4,1%.

Na zakladé kombinovanych dat z diskriminacni PCR za poslednich 14 dnd a celogenomové sekvenace SARS-CoV-2 za srpen
je zfrejmé, Ze stdle pretrvdavd dominance varianty delta. Narlstd podil subvariant delty AY.4, AY.12 a AY.9, které jsou
pravdépodobné zodpovédné za narlsty poctu pozitivné testovanych i v dalSich zemich. V souvislosti s Sirenim delta varianty
a jeji pomérné rychlou diverzifikaci (viz graf na str.7) lze usuzovat na viditelné plsobeni selekéniho evolucniho tlaku. V této
souvislosti dochazi ke konvergentnimu znovuobjeveni nékterych mutaci (viz graf na str. 8), které byly typické pro jiné
varianty, napr. N501Y (alfa), E484K (beta, gama) pripadné A222V (20A.EU1). Na vyskyt E484K u nékterych pripad( delta
varianty upozorfiuje i Svédsko. Tyto mutace jsou cileny vétdinou do vazebné oblasti (RBD-S1) nebo do N terminalni oblasti
spike proteinu. U varianty delta, v€etné AY.x subvariant, se objevuji mutace i v dalSich genech, které kdéduji napriklad
polymerazovy komplex a mohou tak ovliviiovat zivotni cyklus viru a tedy i nepfimo prispivat k transmisibilité.

RNDr. Helena Jifincova
MUDr. Jan Moskalyk



