( Podrobna zprava ke dni 26. 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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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



(;,_., Souhrn

e V obdobiod12.11.do 26.11. 2021 ma NRL k dispozici data z 61 773 provedenych testl diskriminacni PCR,
coz predstavuje necelych 28 % ze vSech pozitivnich testd. Diskriminaéni PCR bylo provedeno celkem v 76
laboratorich. Na variantu delta (v€etné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR pfiblizné 98 %
pozitivnich pripadl (viz tab. 1).

* Zarok 2021 bylo k 26. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 15 009 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd,
zdrojem jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. V této databazi je zverejnéno celkem 759
sekvenaci s datem odbéru mezi 26. fijnem a 26. listopadem.

* Prehled aktualni epidemiologické situace:
V CR bylo za poslednich 14 dni (tj. od 12. 11. do 25. 11. 2021) zachyceno 222 396 ptipadt SARS-CoV-2
pozitivnich osob, s dennim primérem 15 885,4 pripadl, coZz predstavuje 14denni incidenci 2 078,1 na
100 000 obyvatel. Vyvoj poctu pripadl v delSim ¢asovém horizontu zobrazuji grafy 1 a 2. Za uvedené obdobi
bylo nahlaseno 8 075 hospitalizaci. Celkovy pocet hospitalizaci ke konci sledovaného obdobi ¢ini 6 024 osob,
z toho 686 0sob s vaznym prubéhem. Nejvyssi 7denni incidence covid-19 je aktualné hlasena v okresech
Sumperk, Prost&jov, Olomouc a Vygkov, podrobné uvadi situaci graf 3a. Na grafu 3a je vidét aktudlIni situace
v porovnani se stavem pred 7 dny, viz graf 3b. Z porovnani je vidét postupné Sireni epidemie z vychodu
republiky na zapad.



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 25. 11. 2021
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(T-";w Epidemiologicky prehled

Graf 3a: 7denni incidence na 100 000 obyvatel covid-19 Graf 3b: 7denni incidence na 100 000 obyvatel covid-19
dle okrest ke dni 25. 11. 2021 dle okresu ke dni 18. 11. 2021
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( o Vyhodnoceni dat z diskriminacni PCR

SZ|

V obdobi od 12. 11. do 26. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 61 773 provedenych testl diskriminaéni PCR. Na variantu delta
(véetné subvariant AY.x) pripada dle diskriminacni PCR pfiblizné 98 % pozitivnich pfipadl (viz tab. 1).

Tabulka 1: Pfrehled zachycenych mutaci

LEE e e AL AL Interpretace (pouze suspekenivarianta)

‘As70D+ 68 15621 044 % alfa, delta + A570D
_ 97 39059 0,25 % beta, gama, alfa E484K+, delta+
_ 59139 60479 97,78 % delta, delta+
_ 96 38939 0,25 % delta+

1452R+aNSOLY+ 2 3206 0,06% deltar+

_ 0 463 0% susp. omikron
_ 0 3206 0% susp. omikron
_ 0 127 0% susp. omikron




Diskriminacni PCR:
Odborna doporuceni NRL pro diskriminacni PCR SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd je zmirnéna na 0 %, ale v souvislosti s
VOC omikron je nutné ledovat vice mutaci:

Minimum — u 10 % pozitivnich detekci E484K + N501Y nebo K417N nebo P681H, je mozné vysSetrovat i L452K.
Na sekvenaci posilejte vzdy L452R negativni vzorky, a vSechny vzorky pozitivni na jakoukoli vySe zminénou mutaci.
Dle MZ je povinné takto vysetrovat vSechny importy z Afriky, Belgie, Izraele, Hongkongu a Turecka.

Dalsi podrobnosti viz slide 17.



6’;,,, Odborna doporuceni NRL. Diskriminacni PCR

Diskriminacni PCR:
Odborna doporuceni NRL pro diskriminacni PCR SARS-CoV-2 pozitivnich vzork(l je zmirnéna na 10 %, ale v souvislosti s VOC
omikron je nutné sledovat vice mutaci:

Minimum — u 10 % pozitivnich detekci a u vSech importu:

Vzdy jednu z mutaci nebo jejich kombinaci:

1. N501Y -K417N -P681H — del 69-70 (N501Ymuze u soupravy Kogene vykazovat faleSnou
negativitu!)

2. v pripade kapacity vysetrovat také E484K

3. L452K

Na sekvenaci posilejte vzdy L452R negativni vzorky a vsechny vzorky pozitivni na jakoukoli

vyse zminénou mutaci.

Dle MZ je povinné takto vysetrovat vsechny importy z Afriky, Belgie, Izraele, Hongkongu a

Turecka. NRL doporucuje vysSetrovat vsechny pripady importu.



(;,_,, Odborna doporuceni NRL. Diskriminacni PCR - omikron

Preferencné samostatné nebo v kombinaci sledovat: N501Y + K417N +P681H+del69-70, tyto by mély byt
pozitivni (ne kazda takova PCR funguje, je mozné, Zze koddn je jiny, kvlli degeneraci kédu a kvili moznému jinému
poolu tRNA, a nékteré soupravy nemusi N501Y detekovat! (pozor na Kogene v tomto smyslu, Seegene vypada
OK). Tyto mutace mohou byt pozitivni i v delté, ale sou¢asné musi byt u omikronu L452R negativni (u delty je
tato SNP vzidy pozitivni), a soucasné T478K pozitivni (je vidy pozitivni i u delty), ale nevim, zda néktera ze souprav

cili na tuto mutaci.

Je také moznost dale testovat JEN L452R a v pripadé negativity povazovat tento vzorek za suspektni omikron.

VSechny suspektni omikron je nutné sekvenovat, a zajistit vzorek na izolaci viru (tedy odebrany do
virologického transportniho média) a tento zaslat neprodiené do NRL.



( 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

Prosim, uvadéjte pouze jedinou syntaxi, vcetné dodrzeni typu pisma.

Do jména sekvence uvadét 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 26. 10. — 26. 11. 2021

Vyhodnoceni dat z celogenomové sekvenace (WGS):

Za rok 2021 bylo k 26. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 15 009 SARS-CoV-2 pozitivnich vzorkd, zdrojem jsou
interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. V této databazi je zverejnéno celkem 759 sekvenaci s datem odbéru mezi
26. rijnem a 26. listopadem.

Podil piivodni varianty delta ve vySe uvedeném obdobi klesl na 4,87 %. Dle celogenomové sekvenace zaznamenavame
nardst novych subvariant delty - AY.43, AY.122, AY.4, AY.39. Podil subvarianty AY.43 v tomto obdobi ¢ini 28,99 %, podil AY.122
je 21,61 %, podil AY.4 je 11,2 %, AY.39 €ini 5,53 %, podil AY.4.2 ¢ini v daném obdobi pouze méné nez 2 %. % (celkové bylo v
roce 2021 detekovano 22 sekvenci AY.4.2). U 2,5 % sekvenaci v daném obdobi neni v mezinarodni databazi GISAID pfifazena
varianta. Podil dalSich subvariant AY.x Cini méneé 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 spike proteinu. NRL rozsiruje spektrum sledovanych mutaci dle situace ve svété. Zmény
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.



Tabulka 2:

(Varianta________________|Potet _____[Podil ____|DlewHo ___________|

AY.43 220

AY.122 164
AY.4 85
AY.39 42
37
AY.20.1 32
AY.102 20
15
AY.7.1 12
AY.121 11
AY.84 10
AY.4.2 10
10
AY.4.4 10
AY.34 8
AY.9.1 8
AY.98 7
AY.46 6
AY.36 5
AY.108 4
3
AY.45 3
AY.33 2
AY.89 2
AY.1 2
AY.46.6 2
B.1.558 1
B.1 1
AY.4.5 1
CH
AY.75.1 1
AY.20 1
AY.46.2 1
AY.42 1
AY.70 1
AY.5 1
Nezarazeno 19

759

28,99 %
21,61%
11,20%
5,53 %
4,87 %
4,22 %
2,64 %
1,98 %
1,58 %
1,45 %
1,32%
1,32%
1,32%
1,32%
1,05 %
1,05%
0,92 %
0,79 %
0,66 %
0,53 %
0,40 %
0,40 %
0,26 %
0,26 %
0,26 %
0,26 %
0,13 %
0,13%
0,13 %
0,13 %
0,13 %
0,13%
0,13 %
0,13 %
0,13 %
0,13%
2,50 %
100

Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta

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

Delta+

Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
Delta+
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., VOC omikron - B.1.1529

Varianta B.1.1.529 obsahuje vice nez 30 mutaci v genu pro spike protein, tedy neobvyklé mnozstvi na nové objevenou
variantu. Rovnéz v dalSich genech byly detekovany mutace. Pozornost mize budit mutace v ORF 14, tedy v genu, ktery
kdduje RNA opravny enzym, 3°- 5'RNA exonukledzu (podili se na opravé chyb vznikajicich pri tvorbé RNA retézce, tedy pfi
replikaci viru v pripadé zarazeni chybné baze). Nékteré z mutaci jsou zndmy a byly detekovany u nékolika variant VOC,
VOI, k jejichz vyvoji doSlo konvergentni evoluci. Jedna se tedy o mutace, které prinaseji zcela jasnou evolucni vyhodu,

nékteré jsou zcela nové. Znepokojeni rovnéz vzbuzuje prvni pozorovana inzerce u SARS-CoV-2. Dne 26.11.2021
v odpolednich hodinach probéhlo mimoradné zasedani WHO k prijeti opatfeni tykajicich se B.1.1.529 a pro tuto variantu
bylo pfijato oznaceni omikron.

ECDC jiz rozeslalo prostrednictvim EWRS upozornéni vSem zemim zapojenym v tomto systému a jiz tuto variantu zaradilo
mezi VOC.

Varianta je pravdépodobné fylogeneticky odvozena od plvodnich kmenU linie B.1 SARS-CoV-2 cirkulujicich v prvni
poloviné roku 2020 (viz obr. 2). VyCet mutaci prikladame nize. Ve védecké komunité se spekuluje, ze je pravdépodobné,
ze prvni pacient byl imunokompromitovan. Vzhledem k epidemické situaci v Africe se spekuluje o soubéhu s infekci HIV.
Kombinace mutaci soucasné i zastoupeni jiz znamych mutaci vede k podezieni na vysokou transmisibilitu (del 69-70,
N501Y, P681H, S477N) a na escape charakter (K417N, E484A, N501Y). Vysokou transmisibilitu implikuje kombinace
mutaci zasahujici jak N-termindlni oblast s vyraznou zménou reliéfu spike proteinu, tak zmény ve vazebné oblasti a
soucasné zmeéna v tésné blizkosti polybazického Stépného mista, ktera ovliviuje rovnéz intracelularni transmisibilitu, tedy
rychlejsi rozvoj nemoci.



., VOC omikron - B.1.1529 (2)

Varianta se poprvé objevila 11. listopadu v Botswane, 13. listopadu byla parcialné sekvenovana v Hongkongu a 14.
listopadu byla zachycena v Jizni Africe (vSechny zachyty jsou lokalizovany v provincii Guanteng, ve stejné provincii lezi
mésto Johannesburg). Prvni detekce byla zachycena u importu z Afriky v Hongkongu a ndsledné doslo k objeveni
casnéjsich sekvenci v Botswané. lzrael oznamil detekci B.1.1.529 u importu z Malawi. Vzhledem k malému poctu
celogenomovych sekvenaci z Botswany nelze vyloucit komunitni prenos. JAR intenzivné sekvenuje vzorky z Guantengu.
Kombinace jiz znamych mutaci prinasi vyhodu pro virus, ale soucasné umoznuje i detekci pomoci diskriminacnich PCR.

V GISAID je k dnesnimu dni 26.11.2021 vlozeno 66 sekvenaci, 2 z Hongkongu (import z Afriky), 6 z Botswany a 58 z JAR.
Tuto variantu lze detekovat stavajicimi diskriminacnimi PCR, a to dle doporuceni NRL a rovnéZz metodou parcialni i
celogenomové sekvenace.

Zachovani terapeutické Uucinnosti dosud znamych preparatl zatim nebylo ovéreno, ale je zrejmé, Ze podani
monoklonalnich protilatek bude vidy vyZzadovat jejich kombinaci, divodem jsou mutace v N-terminalni oblasti viru, ve
vazebném misté.

Zemeé s potvrzenym vyskytem:

Botswana, Hongkong, lzrael, Lesotho, Malawi, Namibie, JAR, Zimbabwe, Belgie

Ovlivnéni diagnostické PCR: metody, které vyuzivaji k PCR prikazu amplifikaci ve spike genu, mohou byt v dUsledku
nahromadéni mutaci falesné negativni.



. VOC omikron - B.1.1529 (3)

Spike mutace:

A67V, A69-70, T951, G142D/A143-145, A211/12121,ins214EPE, G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N,
T478K, E484A, Q493K, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K,
Q954H, N969K, L981F

Non-spike mutace:

NSP3 gen: K38R, V10691, A1265/L12661, A1892T;

NSP4 gen: T492l;

NSP5 — P132H;

NSP6 — A105-107, A189V;

NSP12 — P323L;

NSP14 gen: 142V; E — T9I;

M gen: D3G, Q19E, A63T;

N gen: P13L, A31-33, R203K, G204R

Mutace, které je mozné detekovat diskriminacni PCR:
A69-70, K417N, N501Y, P681H,

Mutace typické pro vice nebo jednu VOC/VOI:

A69-70, T951, G142D, A143-145, K417N, S477N, T478K, E484A, Q493K, G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G,
H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, N969K, L981F
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(;,_,, VOC omikron - B.1.1529 (5 — doporuceni NRL)

Doporuceni pro laboratore:

Dle aktualni situace doporucuje NRL sledovat: E484K a soucasné jednu z jiz znamych mutaci: N501Y, K417N,
del69-70, P651H, pfipadné doplnit o L452R a/nebo T478K. Pro uvedené mutace CR béZné ma k dispozici
diagnostické soupravy, které detekci téechto mutaci umoznuji. E484K se v nové varianté B.1.1.529 nevyskytuje,
ale je typickd pro delta + E484K, jejiz incidence v Evropé mirné trvale vzrasta (ECDC a WHO durazné
doporucuji monitoring Sifeni), a ktera ma jasny escape charakter, tedy nejvyssi miru rezistence vuci
protilatkam.

Doporuceni pro sekvenace:

WGS — celogenomové sekvenace

Zcela zasadni je podpofit a posilit sekvenacni kapacitu v ramci Narodni molekularné biologické surveillance SARS-CoV-2,
zajistit jeji kontinuitu, v€etné financovani, nejméné do konce roku 2023.

Parcialni sekvenace dle Sangera:

Podpofit v ramci Narodni molekularné biologické surveillance SARS-CoV-2 laboratore, které tuto metodu pouzivaiji.
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AY.46
AY.462
AY464
AY466
AY.4T
AYS
AY53
AY5.4
AY 51
AY53
AY54
AYS57
AY.58
AY6

AY 60
AY61
AY63
AY66

AY.67
AY68
AY69
AYT71
AYT2
AY.70
AYT1
AY.T74
AY751
AYT8
AYT79
AYs4
AY.89
AY.9
AYS1
AY92
AY.90
AY.92

AY.93
AY.94
AY.95
AY.96
AY.98
AY.98.1

B

B.1

B11
B.1.1.521
B.1.177
B.1221
B.1.351.5
B16172
B8.1.628
Cc37
None
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https://files.slack.com/files-pri/T01NKG47282-F02N30HNAMA/download/lineageassignments.pdf

Graf 4: 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
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Graf €. 5:

Podily jednotlivych spike protein mutaci ze vSech sekvenaci
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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
vekovych skupinach sekvenovanych opét vice
zastoupeny skupiny 30 — 39 a 40 — 49 let. V
listopadu pak zaznamendvdme ndrdst mezi
nejvysSimi  vékovymi  skupinami. Tento jev
neodpovida vékové distribuci v pripadé sledovani
pozitivity PCR testU, ale je definice vzorkd uréenych
k sekvenaci a tedy algoritmu UZIS pouZitého k
vyhodnoceni.

Vekova struktura sekvenovanych v kontextu prevazujicich variant
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(._'Ezu Zaver 1

V obdobiod 12. 11. do 26. 11. 2021 ma NRL k dispozici data z 61 773 provedenych testl diskriminaéni PCR (delta
+ AY.x tvori 98%)

Za rok 2021 bylo k 26. 11. 2021 v CR celogenomové sekvenovano 15 009 SARS-CoV-2 pozitivnich vzork(, zdrojem
jsou interni data NRL a mezinarodni platforma GISAID. V této databazi je zverejnéno celkem 759 sekvenaci s
datem odbéru mezi 26. fijnem a 26. listopadem.

Podil plvodni varianty delta ve vySe uvedeném obdobi klesl na 4,87 %. Dle celogenomové sekvenace
zaznamendvame narlst novych subvariant delty - AY.43, AY.122, AY.4, AY.39. Podil subvarianty AY.43 v tomto
obdobi ¢ini 28,99 %, podil AY.122 je 21,61 %, podil AY.4 je 11,2 %, AY.39 Cini 5,53 %, podil AY.4.2 Cini v daném
obdobi pouze méné nez 2 %. U 2,5 % sekvenaci v tomto obdobi neni v mezinarodni databazi GISAID prifazena
varianta. 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 spike proteinu. NRL rozSifuje spektrum sledovanych mutaci
dle situace ve svété. Zmeény jsou komplexni, zasahuji i do dalSich gend, véetné 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.



(f-‘;zu Zaver 2 - omikron

Dle aktualni situace doporucuje NRL sledovat: i E484K, ale predevsim jednu z jiz znamych mutaci: N501Y,
del69-70, P651H, pfipadné doplnit o L452R a /nebo T478K. Kromé T478K jsou v CR bézné k dispozici
diagnostické soupravy, které detekci téchto mutaci umoznuji. E484K se v nové varianté B.1.1.529
nevyskytuje, ale je typicka pro delta + E484K, jejiz incidence v Evropé mirné trvale vzrustd (ECDC a WHO
dlrazné doporucuji monitoring Sireni), a ktera ma jasny escape charakter, tedy nejvyssi miru rezistence vUci
protilatkam.

V souvislosti s objevenim se nové VOC omikron se opét ukazuje role diskriminacnich PCR jako nezastupitelna.
vysetreni a tim vetsi pravdépodobnost skrytého Sireni nezadouci varianty.

Zeme s potvrzenym vyskytem omikron: Botswana, Lesotho, Malawi, Namibie, JAR, Zimbabwe

Zemeé s potvrzenym importem: Hongkong, Izrael, Belgie
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