( Podrobna zprava ke dni 22. 10. 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 pravideln& analyzuje data a poskytuje MZCR i laboratofim tydenni prehledovy dokument, jehoZ 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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6’;,_., Souhrn

* V obdobi od 8. 10. do 22. 10. 2021 ma NRL k dispozici data z 19 793 provedenych testl diskriminaéni PCR
z celkem 81 laboratofi. Na variantu delta (v€etné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR priblizné
93,7 % pozitivnich pripadu (viz tab. 1).

* Zarok 2021 bylo k 22. 10. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 10 347 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd,
zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. Celkem 527 sekvenaci se vztahuje k datu
odbéru mezi 22. zafim a 22. fijnem.

* Prehled aktualni epidemiologické situace:
V CR bylo za poslednich 14 dni (tj. od 8. 10. do 21. 10. 2021) zachyceno 24 334 pfipad( SARS-CoV-2
pozitivnich osob, s dennim prumérem 1738,1 pripadu, coz predstavuje 14denniincidenci 227,4 na 100 000
obyvatel. Vyvoj poctu pripadl v delSim ¢asovém horizontu zobrazuji grafy 1 a 2. Za uvedené obdobi bylo
nahlaseno 1 027 hospitalizaci. Celkovy pocet hospitalizaci ke konci sledovaného obdobi Cini 771 osob, z
toho 136 osob s vaznym pribéhem. Nejvyssi 7denni incidence covid-19 je aktualné hlasena v okresech
Ceské Budg&jovice a Ostrava-mésto, podrobné uvadi situaci graf 3.

Upozornéni:

e 26.10.2021 se kona online konzultacni den — covidovy special, informace alena.janypkova@szu.cz



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 21. 10. 2021
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Graf 3: 7denni incidence na 100 000 obyvatel covid-19 dle okresi ke dni 21. 10. 2021
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C.,

V obdobi od 8. 10. do 22. 10. 2021 ma NRL k dispozici data z 19 793 provedenych testl diskriminacni PCR z celkem 81
laboratofi. Na variantu delta (véetné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR pfiblizné 93,7 % pozitivnich pripadl (viz
tab. 1).

Tabulka 1: Pfrehled zachycenych mutaci

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

L452R+ 18 939 17 745 93,7 % delta, delta+

E484K+ 14 754 14 0,1% beta, gama, alfa E484K+, delta+

L452R+, E484K+ 14 589 5 0,03 % delta+
N501Y+, LA52R+ 4791 5 0,1% delta+

A570D+ 4 051 39 1% Alfa, nebo delta + A570D (mald pravdépodobnost,
zatim necelych 200 WGS delta + A570D v GISAID)



(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 L452R, v pripadé nedostatku kapaci je mozné takto vysetrovat pouze
kazdy treti vzorek

2. Je mozné vysetrovat L452K 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 ul (tedy
na reakci)

3. Na sekvenaci posilejte vzdy L452R negativni vzorky
4. EA484K je moZné vySetfovat pouze u L452R negativnich vzorku a to jedenkrat za tyden
5. Rozsirené spektrum mutaci doporucenych ke sledovani se nemeéni. Napf:

e Moznost : E484K a L452R a N501Y
e Moznost : E484K a L452R a N501Y a K417N
e Moznost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R

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



(;,_,, Odborna doporuceni NRL - PCR pro detekci SARS-CoV-2

V souvislosti s moznosti selhani diagnostiky PCR v dlsledku nukleotidovych zamén upozoriniuje NRL na
povinnost vyrobcl provadét pravidelnou in-silico analyzy detekcniho systému a na pripadné
disproporce upozornit zakazniky.

K nejspolehlivéjsim detekénim systémuim patfi stale detekce oblasti konzervativni pro vsechny viry ze
skupiny Sarbecoviridae:

Charité Germany E-gene
Detection of 2019 novel coronavirus {2019-nCoV) by real-time RT-PCR (Eurc Swrvsill, 2020;25(3):pii=2000045, https://doi.org/10.2807/15607917.E5.2020.25.3.2000045)

Primer/Probe Type Length Sequence

E_Sarbeco_F F 26 S-ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT-3'
E_Sarbeco F1 P 26 5-ACA CTA GCC ATC CTT ACT GCG CTT CG-3'
E_Sarbeco_ R R 22 5'-ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC 4-3

Uploaded: 2020-09-14

Last scanned: 2021-02-03 08:09:55

V ramci analyzy Nextclade je automaticky in-silico analyzou vyhodnocena i kohorta ECDC/CDC a WHO
doporucenych metod (vysledky na stranach ......)



of genomes

%

Common Primer Check for High Quality Genomes 2021-10-22

Percent of genomes with at least one mutation
in primer region
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To reduce noise of random mutations ~ x139,166 available high quality genomes (out of x139,166 entries) submitted in the past 90 days are considered here.
Each bar is annotated with the change in percentage since the previous update.

This is a simplified summary view of the percent of high quality genomes (defined as <1% Ns and <0.05% unique non-synonymous mutations) with one or more mutations
in either forward, probe or reverse primer region. This does not necessarily indicate a primer would not function but serves as a guide to variability of the targeted region.
The second Figure shows the same but with mutations in 3’ ends for the primer regions (defined as last 5 nuclectides of the primer sequence) which can affect sensitivity
partially.

Sources of primer sequences (may have been updated in meantime):
https:/iwww.who.int/docs/default-source/coronaviruse/protocol-v2-1.pdf
hitps://'www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/peiris-protocol-16-1-20.pdf
http://ivde.chinacdc.cn/kyjz/202001/t20200121_211337.html

hitps://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/uscdert-per-panel-primer-probes . pdf

by BII/GIS, A*STAR Singapore
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Charité Germany E-gene

Dietection of 2019 novel coronavirus {2019-nCoV) by resl-time RT-PCR (Euro Surveill, 2020;25(3):pii=2000045. https://doi.crg/10.2507/15607917.E5.2020.25.3,.2000045)

E_Sarbeco_F 26 5-ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT-3'
E_Sarbeca P1 P 26 5'-ACA CTA GCC ATC CTT ACT GCG CTT CG-3'
E Sarbeco R R 22 5-ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A-Y

Uploaded: 2020-09-14

Last scanned: 2021-02-03 08:09:55
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(__‘;,_,, Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace 22. 9. - 22. 10. 2021

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 22. 10. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 10 347 SARS-CoV-2 pozitivnich vzork,
zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. Celkem 527 sekvenaci se vztahuje k datu
odbéru mezi 22. zafim a 22. fijnem.

Podil puvodni varianty delta obdobi 22. 9. —22. 10. je 24,86 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamenavame
nardst subvariant delta varianty - AY.4, AY.33 a AY.39. Podil subvarianty AY.4 v tomto obdobi ¢ini 36,24 %, podil
AY.33 Cini 9,87 %, podil AY.39 je 8,73 %. Podil dalsich subvariant AY.x Cini 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 genu, v€etné téch
nestrukturalnich a ¢asto predstavuji tiché mutace (mutace pouze na nukleotidové urovni, ne vsak na
aminokyselinové urovni).

V pripadé AY.33 zatim nedochazi k selhani PCR diagnostiky, ketou pouziva NRL.

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



Graf 4: Pfehled vyznamnych sekvenovanych variant v CR jako podil z celku
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Podil varianty z celku

Graf €. 5:

Podily jednotlivych spike protein mutaci ze vsech sekvenaci
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('.’;zu Frekvence mutaci T951 a D152G pravdépodobné souvisi s technickym artefaktem

NRL sleduje frekvence mutaci T951 a D152G. 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 mlize jednat o

technicky artefakt zplsobeny Spatnym nasedanim primeru v rdmci sekvenace.

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



https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2021.10.14.21264847v1
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Tabulka 2:

Varianta podil (%)
Varianta__| celkem | podil (%) | Dle WHO

191

B.1.617.2
AY.33
AY.39
AY.9
AY.20
AY.34
AY.26
AY.4.5
AY.7.1
AY.25
AY.4.2
AY.7
AY.5
AY.10
AY.12
AY.38
AY.4.4
Celkem

131
52
46
24
24
23
19
4

3

2

2

1

1

1

1

1

1
527

36,24
24,86
9,87
8,73
4,55
4,55
4,36
3,61
0,76
0,57
0,38
0,38
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
100

Delta

Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+



Africa (+96 sequences)
AY.32 I 30.27%

B.1.617.2 I 25.0%
Av.4 I 20.83%
AY.40 N 10.42%
Ayl 417%
AY.34 M 417%
AY.380 2.08%

North America (+37,570 sequences)
B.1.617.2 e 49.74%

AY.25 I 14.71%
AY.3 I 11.5%
AY.4 M 8.58%

AY.39 M 3.6%

AY.26 0 2.66%

AY.200 2.43%

AY.3.11 1.09%

Asia (+1,357 sequences)
AY. 23 I 46.57%

B.1.617.2 I 15.33%
AY.23 1 9.14%
AY.AIM 5.38%
AY 30 4.79%
AY.33 M 4.2%
AY.26 3.54%
AY.28 M 3.1%
AY.290 2.51%

Oceania (+1,870 sequences)
AY.30. I 19.89%

B.1.617.2 I 23.16%
AY.30 NN 18.24%
AY39 417%

Av.41 1.71%
AY.5] 118%

Europe (+124,787 sequences)
AY.4 I 65.81%

B.1.617.2 NN 18.88%
AY.4.2 M 3.54%
Av.5H 3.0%
Av6l 1.65%
AY.91 1.46%
AY.331 1.2%

South America (+425 sequences)
B.1.617.2 e 40.1%

AY.25 I 19.06%
AY.4 . 12.24%
Av.9lm 8.0%

Av.34m 4.71%

AY.39W 2.82%

AY.51 118%



.. Zaver

V obdobi od 8. 10. do 22. 10. 2021 ma NRL k dispozici data z 19 793 provedenych testl diskriminaéni PCR z celkem 81 laboratofi. Na variantu
delta (v€etné subvariant AY.x) pfipada dle diskriminacni PCR pfiblizné 93,7 % pozitivnich pfipadl (viz tab. 1).

Prestoze se mUze 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, Zze diskriminacni PCR vzhledem k rychlé odezvé
hraji dleZitou roli v monitoringu variant viru, a je stale dllezité i ¢ast PCR identifikovanych variant sekvenovat, jak dokazuji stale castéji
detekované nové sublinie u varianty delta. Prioritni mutace doporucené NRL se stale ukazuji jako zasadni pro sledovani evoluce viru.
Doporucujeme vzdy detekovat prfitomnost obou povinné sledovanych mutaci E484K a L452R.

Za rok 2021 bylo k 22. 10. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 10 347 SARS-CoV-2 pozitivnich vzork(, zdrojem jsou interni data NRL a
mezinarodni platforma GISAID. Celkem 527 sekvenaci se vztahuje k datu odbéru mezi 22. zafim a 22. fijnem.

Podil pavodni varianty delta obdobi 22. 9. — 22. 10. je 24,86 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamendvame narust subvariant delta varianty
- AY.4, AY.33, AY.39, které se Sifi i v dalSich zemich. Podil subvarianty AY.4 v tomto obdobi ¢ini 36,24 %.

Pozorujeme nardst varianty AY.4, kde dochazi k divergentni evoluci a vzniku novych subvariant. AY.4 je v tuto chvili dominantni varianta v CR,
pfi¢emz u AY.4.2 probiha diskuze, zda je nakazlivéjsi nez pGvodni varianta delta. V CR byly zachyceny celogenomovou sekvenaci prozatim 2
vzorky této varianty, ktera se rapidné Sifi napf. ve Velké Britanii.

Zatim neni aktualni selhani PCR diagnostiky v dlsledku Stépeni delta varianty na subvarianty.

Kolektiv autor(:
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