PRAVIDELNA TYDENNI ZPRAVA NRL SzZU
27.8. 2021
Charakterizace viru SARS-CoV-2 v CR
dle diskrimina¢nich PCR a celogenomové sekvenace

Uvod:

Narodni referencni laboratof pro chfipku a nechtipkova virova respiracni onemocnéni (NRL)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU) pravidelné analyzuje celorepublikova data z diskriminaéni
PCR SARS-CoV-2 pozitivnich vzork(, kterda ma k dispozici Ustav zdravotnickych informaci a
statistiky CR (UZIS) a data z celogenomové sekvenace pozitivnich vzorkd, kterd zvefejiuje
platforma GISAID. Na zékladé této analyzy NRL poskytuje MZCR tento 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 Sifenim a
evoluci viru SARS-CoV-2 i dalsi kvalitativni i kvantitativni informace, s cilem poskytnout
kvalifikované informace pro adekvatni nastaveni protiepidemickych opatteni v CR.

Vyhodnoceni dat z diskriminaéni PCR (plovouci datovy interval za 2 tydny z UZIS):
V obdobi od 13. 8. do 27. 8. 2021 ma NRL k dispozici data z2 236 provedenych testu
diskriminacni PCR z celkem 72 laboratofi. Na zakladé analyzy téchto dat NRL zjistila, Ze varianta

delta je pfitomna pfiblizné v 95 % pozitivnich pfipadl vysetifenych diskriminacni PCR (viz tab.
1). Varianté alfa ndlezi pod 2 % vzorka.

Tabulka 1: Pfehled dulezitych sad mutaci

L452R+ 2088 1975 94,5 % delta
E484K+ 1708 32 1,8 % beta, gama, alfa E484K+
L452R+, E484K+ | 413 4 1% delta+
N501Y+, L452R+ | 537 3 0,5% delta+
A570D+ 464 8 1,7 % alfa
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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
vzorkU, 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.

Podil puUvodni varianty delta je vmésici srpnu 81,2 %. Nové zaznamenavame dle
celogenomové sekvenace nar(ist subvariant delta varianty - AY.12, AY.4 a AY.9, které se Siti
napftiklad v Izraeli (dominance AY.12), ve Spojenych statech, nebo ve Spojeném kralovstvi a
dal3ich 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 Ize taxonomicky a nomenklaturné zaradit jako delta +, Ize
konstatovat, Ze jednoznacné dominuje delta varianta a detekce odpovidaji 98 % az 99 %
zachytu.

Tabulka 2: Pfehled detekci AY.x dle kraji v mésici srpnu

Kraj Varianta  Pocet

Zlinsky kraj AY.12 1
Jihomoravsky kraj AY.12 9
Vysocina AY.12 2
Nepfifazeno AY.12 1
Vysocina AY.4 12
Pardubicky kraj AY.4 1
Zlinsky kraj AY.4 1
Olomoucky kraj AY.4 1
Moravskoslezsky kraj AY.4 3
Jihomoravsky kraj AY.4 9
Praha AY.4 5
Jihomoravsky kraj AY.9 1
Pardubicky kraj AY.9 2
Vysocina AY.9 3
Moravskoslezsky kraj AY.9 8
Jihomoravsky kraj AY.6 1

Tabulka 3: Pfehled WGS detekovanych variant v srpnu 2021 v CR

Varianta Pocet
AY.12 13
AY.4 32
AY.6 1
AY.9 14
B.1.1.7
B.1.258
B.1.351
B.1.617.2 277

Celkem 341



Doporuceni NRL a WHOz 9. 8. 2021 (file:///C:/Users/sekvenace.orsevnh/Downloads/WHO-
2019-nCoV-surveillance-variants-2021.1-eng.pdf:

Doporucena strategie WHO pro odbér vzorku

a) detekce variant, které jsou v obéhu jen v nizké mire

b) sledovani relativni prevalence variant v priibéhu ¢asu a v rdmci geografickych oblasti
c) zkoumdni konkrétnich pripad(, které jsou relevantni pro verejné zdravi.

Obecné je moiné cile a) a b) naplnit prostifednictvim rutinniho sledovani randomizovaného
vzorku.
Cil ¢) vyzaduje cileny vzorek.

Tato doporuceni se shoduji s doporuc¢enimi NRL na zménu definovani algoritmu pro uréeni
vyznamného vzorku. V soucasnosti v CR prevaiuje cilend surveillance. Zména algoritmu
vybéru vyznamného vzorku UZISem a obnoveni surveillance povede krandomizované
surveillanci. ZWHO dokumentu vyplyva, 7e doporuéeni NRL jsou opravnéna. SZU (NRL ve
spoluprdci s Oddélenim epidemiologie) vydalo v kvétnu 2020 doporuceni pro nastaveni
strategie surveillance ARI/ILI, kterd by odpovidala vstupu nového agens do populace.
V soucasnosti pripravuji tato pracovisté aktualizaci strategie surveillance tak, aby odpovidala
aktudlni proménlivé situaci. Planujeme predlozeni ndvrhu surveillance pocatkem zafi.

Prioritni mutace ke sledovani v ramci diskriminaénich PCR — doporu¢eni WHO a NRL:
RovnéZz mutace, které NRL doporucuje pro sledovani metodou diskriminaénich PCR, jsou
shodné s témi doporuc¢enymi WHO:

Jednd se o0 L452R, E484K, N51Y, P681R a K417N. Prehled je uveden v pfiloze.

Zavér:

V rdmci diskriminaénich PCR v CR bylo vysetfeno v obdobi od 13. 8. do 27. 8. 2021 celkem
2 236 vzork( z celkem 72 laboratofi. Podezieni na detekci varianty delta bylo vysloveno u 95 %
vzork(. Varianta alfa je pod 2 % pfipadd.

VzorkU se srpnovym datem odbéru bylo sekvenovano 341. Na variantu delta pfipadd 98,4 %
vzork(, z toho je 81,2 % plivodni 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%. Celkovy pfehled vSech detekovanych variant v mésici
srpnu je uveden v tabulce 3.

Na zakladé kombinovanych dat z diskriminacni PCR za poslednich 14 dnl a celogenomové
sekvenace SARS-CoV-2 za srpen je ziejmé, Ze stale pretrvava dominance varianty delta.
Naruasta podil subvariant delty AY.4, AY.12 a AY.9, které jsou pravdépodobné zodpovédné za
narUsty poctu pozitivné testovanych i v dalSich zemich.

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

RNDr. Helena Jitincova
MUDr. Jan Moskalyk
MUDr. Jan Kyn¢l Ph.D.



Pt¥iloha: Prioritni mutace ke sledovani v ramci diskriminacnich PCR — doporuceni WHO a

NRL:

Tab: Prevztato z WHO doporuceni z 9. 8. 2021
https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775

Vyznamn Doména rizika | Dosud zdokumentované fenotypové ucinky Varianta
a mutace pro verejné vzbuzujici obavy
zdravi [ varianta
vyvolavajici
zajem

L452R Transmisibilita Mize zvysovat neaéinnost prostiednictvim stabilizace interakce s voc
receptorem ACE-2 (pro spike-angiotenzin konvertujici enzym-2) a vyvinula | Gama
se nezavisle na sobé u Fady varnant (23) VoI

FEscape protilatek SniZenE’i rjeutralizace rekonvalescentni  plazmou a monoklonalnimi lota, kappa, lambda
protilatkami  (mAbs); konkrétné wunika neutralizaci protilatkou, ktera ’ ’
pfedstavuje zaklad bamlanivimabu, konkrétniho 1&€iva na bazi mAb (24)

E484K Transmisibilita Zvyiena afinita na receptor (ACE-2), pficemZ navazani mizZze byt | VOC
stabilizovano pritomnosti K417N. Ma vyznamny dopad na posunuti | ajes
hlavniho mista kontakiu mezi vazebnou doménou pro receptor (RBD) a beta
reziduy ACE-2; in vitro evoluce smérem k vétsimu navazani na receptor
ACE-2 vedla k mutacim S:E484K, S:IN501Y a S:5477N, kiteré byly jako | 9ama
prvni selektovany (25,26) VoI

Escape protilatek) Bylo zaznamenano, 7e E484K je escape mutace pred monoklonalni
protilatkou, které neutralizuje SARS-CoV-2; kombinace E484K, K417N a | g
N501Y (ktera je souéasti B.1.351 a P.1) indukuje v&tsi konformaéni zménu
nez N501Y sama o sobé&; k selekci doslo, kdyZz byl Kkultivovan virus
vezikulami stomatitidy (rvSV)SARS-CoV-2 S) v pritomnosti vakcinou | a
vyvolanych mAbs (27,28)
iot
a
Kappa

N501Y Transmisibilita VyE3i afinita na receptor ACE-2. In vitro evoluce pro posileni vazby na | VOC
receptor ACE-2 vedla k mutacim S:E484K, SINS01Y a S:S477N, ktere byly | aifa
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. Pfesna pficina tohoto selektivniho posunu neni znama, ale narast
sérové pozitivity a/nebo uvolnéni opatfeni pro prevenci pfenosu jsou v této | VOI
souvislosti zjevnymi kandidaty. K selekei doslo, kdyZ byl kultivovan virus
vezikularni stomatitidy (rvSVYSARS-CoV-2 S) v pfitomnosti vakcinou
vyvolanych mAbs (29)

K417N Escape protilatek) V' ramci studie mapy escape mutaci byla identifikovana jako jedna z | VOC
mutaci, ktera by mohla uniknout rozpoznani ze strany protilatek; k selekcl | getg
doslo, kdyz byl kultivovan virus vezikularmni stomatitidy (rvVSV)/SARS-CoV-2
S) v pritomnosti vakcinou vyvolanych mAbs; kombinace E484K, K417N a delta
N501Y (ktera je souéasti B.1.351 a P.1) indukuje vét3i konformaéni zménu | dama
nez N501Y sama o sobé (25,27,30,31)

P681H/R Transmisibilita V' bezprostfedni blizkosti mista tépeni furinem v misté vazby S1/52. | VOC
Posiluje systematickou infekci a fuzi membran. Ve funkéni testovaci studii | ajeg
byly spiky obsahujici mutace PG681H a P681R efektivné) Stépeny a delta
predpoklada se jejich role pii zvySovani transmisibility a patogenity (32,33)

VOI
Kappa

C.

Diskriminaéni PCR:
Odborna doporuceni NRL pro diskriminaéni PCR SARS-CoV-2 pozitivhich vzorkll se neméni. V pfipadé, Ze laboratof

nevysetiuje E484K a L452R v jedné reakci, doporucujeme jako prvni zaradit master mix obsahujici prébu pro detekci
L452R. Pokud je detekovana jedna z téchto mutaci jako pozitivni, neni aktualné nutné stanovovat E484K v daldi PCR.
Do Uvahy davame doporudeni na sledovani K417N, ktera je charakteristicka pro AY.1 (subvarianta vy3tépena z delty).
Tato mutace ma podil na vysii transmisibilité i escape charakteru.

Odborna doporuceni NRL

1. Minimum — vZdy povinné: E484K a L452R

2. MoZnost : E484K a L452R a N501Y

3. MoZnost : EA84K a LA52R a N501Y a K417N

4. Moinost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R

Doporuceni se mohou ménit v souvislosti se zménami SARS-CoV-2 a s epidemickou situaci.
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