Celogenomova sekvenace v CR 2021 — souhrnna zprava NRL k 29. 6. 2021

Ke dni 25.6.2021 bylo za CR osekvenovano a do GISAID vloZeno 4 523 celogenomovych sekvenci. K datu 29.6. tento pocet stoupl na 4 714
WGS. Za rok 2021 bylo vloZzeno do GISAID databaze 4 432 sekvenci. Zatim do GISAID databaze nebyly vloZzeny sekvence ziskané v ramci
Cesko- saské preshrani¢ni spoluprace, ktera byla zahajena v Unoru 2021. V rdmci této spoluprace bylo osekvenovano vice nez 500 vzorkd,
ve 46 pripadech byla prokazana varianta delta. Sledovanim alertnich variant metodou celogenomové sekvenace bylo celkem v nékolika
nezavislych klastrech a v nékolika sekvenénich centrech potvrzeno a v GISAID publikovano 65 pfipadll importu B.1.351 (JAR varianty).
Varianta gama (P.1) byla potvrzena ve 21 pripadech (Pardubicky kraj, Praha, Brno, Mélnik). Varianta delta byla potvrzena celkem v 118
pripadech (v€éetné preshranicni spoluprace). Nové byl ve Stredoceském kraji potvrzen zachyt jednoho pfipadu varianty lambda (C.37,
dominantni varianta v Peru). Tato varianta je pravdépodobné navadzana na zdroj v Némecku (dle vysledkl sekvenacni analyzy, obr. 8).
Celkovy prehled detekovanych linii SARS-CoV-2 je uveden v grafu 1 a v tabulce 2, detekci VOC variant v porovnani s doposud majoritni
variantou alfa znazornuje graf ¢.2.

V souvislosti s vys$si mirou pozitivity v Jiho¢eském kraji bylo do NRL k datu 24. 6. zasldno a vysSetifeno 177 vzorkd.

Prehled vysledk( diskriminacnich PCR v NRL a Jihoceské univerzité :

Podezfeni na variantu alfa: 168 vzorki

U jednoho vzork(l prokazana kombinace N501Y + E484K, tento vysledek nelze jednoznacné interpretovat, suspektni alfa (B. 1.1.7 +
E484K, suspektni gama P.1, suspektni theta P.3, suspektni B.1.621).

U jednoho vzorku detekovan soubor mutaci poukazujici na variantu delta (L452R a P681R pozitivni, E484K, E484Q, N501Y a K417N
negativni).

Vysledky diskriminacnich PCR v NRL bez pozitivni detekce zadné z vySetfovanych mutaci: 8

Vysledky celogenomové sekvenace 42 vzork(: ve 39 pfipadech byla potvrzena varianta alfa, u jednoho vzorku byla detekovana varianta
alfa + E484K. Ve 2 pripadech se ziskat kvalitni celogenomovou sekvenci nepodafilo.

Celogenomova sekvenace dalSich vzork( probiha.



NRL se v rdmci surveillance SARS-CoV- 2 soustfeduje na monitoring $ifeni a importu novych variant viru v CR. NRL doporuduje
dlsledné pouzivat diskriminaéni PCR u vSech jasné PCR pozitivnich vzork( s Ct mensim neZ 34 a rovnéZ u pozitivnich antigennich
testd. Primarnim cilem jsou fenotypové vyznamné mutace. Tedy mutace, které vedou k vytvoreni tzv. escape variant ¢i variant s vyssi
transmisibilitou. Jako nejdllezitéjsi sledované mutace doporucuje NRL E484K a L452R, tyto mutace mohou vést k rezistenci vici
nékterym [é¢ebnym monoklonalnim protilatkam (napf. bamlanivimab, tedy BAMLAN - Eli Lilly).

NRL dale doporucuje predevsim sledovani tzv. hot spot pozic ve vazebné doméné spike proteinu (RBD) a v oblasti, kterd je zasadni
pro rychly vstup do bunky (furinové stépné misto) tedy pozice K417N/T, E484Q, N501Y, P681H/R, pripadné, T478K . Dalsi oblasti
vhodnou pro sledovani mutaci je N-terminalni doména, ktera je také cilem virus neutralizaCnich protilatek stejné jako RBD, napt.
tedy deleci 69-70, pripadné substituci W152C. Od 1.7. 2021 budou tyto PCR testy hrazeny ze zdravotniho pojisténi.

Souhrnné doporuceni pro vybér mutaci vysetrovanych diskriminacnimi PCR:

*E484Q/K a L452Q/R, idedlné doplnéno o:
*N501Y, N417K/T, P681H/R, pripadné o dalsi :
*del69-70, T478R, S477N, W152C, A222V.

Oblasti, kam je tfeba cilit diskriminacnimi PCR jsou vyznaceny na obrazku 2.

Nedilnou soucasti surveillance variant je celogenomova sekvenace. Od ledna zvySujeme kapacity celogenomové sekvenace vlastnimi
silami, a soucasné vyuzivdme ECDC/PHE celogenomové sekvenacni podpory. V ramci preshranicni spoluprace se Saskem vyuzivame
celogenomové sekvenaéni kapacity nabidnuté Saskem (jedna se o Liberecky a Ustecky kraj). Dne 11.6. NRL ve spolupraci s LS MZ
zorganizovala webinar, kterym byla oficialné zahdjena narodni sekvenacni strategie. Dalsi webinaf byl zorganizovan v patek 25. 6.. Sit
laboratofi zapojenych do sekvenacni strategie je v tabulce 3. NRL klade d(iraz na cilenou sekvenaci v nasledujicich pfipadech - selhani
vakcinace, reinfekce, sledovani klastr(, sledovani tézkych onemocnéni u osob mladsich 50 let véku pripadné jakychkoli atypickych
PCR ¢i klinickych nalez(. V soudasné dobé, kdy je podil pozitivnich zachytl nizky, doporucuje NRL predat na sekvenaci vSechny jasné
pozitivni vzorky at jiz z PCR ¢i antigenniho testovani.




NRL jiz zahajila pfipravu vzorkl pro podzimni kolo EHK, laboratore, které se chtéji dodatecné prihlasit by tak mély ucinit idealné co nejdtive, alespon do
konce Cervence.

V rdmci izolace kmen( na bunécéné kulture NRL UspéSné namnozila vSechny sledované varianty. Kromé alfa, beta, gama, delta a kappa varianty NRL
disponuje i nékterym dalSimi. Pfesny seznam udava prehled uvedeny v tabulce 4. NRL prosi o spolupraci v tomto sméru - sekvenacni a sentinelové
laboratore by mély uchovavat vzorky uréené na sekvenaci do doby vyhodnoceni. V pripadé detekce nové varianty, prosime zaslat tuto aliquotu do NRL.
NRL ve$keré pozitivni materidly vydava v ramci podpory zdarma. Zivy virus vydavame jen laboratofim opravnénym k nakladani s virem dle SUJB
rozhodnuti nebo jej vydavame pouze v koncentraci odpovidajici klinickému vzorku.

Zaver:

V CR je stale majoritni B.1.1.7, britskd varianta, nicméné celogenomovou sekvenaci bylo jiZ potvrzeno 120 pfipad(l B.1.617.2. Od &ervna evidujeme
prikazy varianty gama, a to predevsim v Pardubickém kraji a na Mélnicku. V poslednim tydnu jsme prokazali prvni detekci varianty lambda. 11. ¢ervna
byla zahdjena sekvenacni surveillance dle Narodni sekvenacni strategie, a od 1. 7. budou hrazeny ze zdravotniho pojisténi diskriminacni PCR. Obé tyto
skute¢nosti by mély zasadné zlepsit metodiku sledovani SARS-CoV-2 v Ceské republice. V soucasné dobé je incidence pozitivit nizka, proto se mdze stat, ze
sekvenacni centra budou muset ve sbéru vzorkd kooperovat a bude mensi pocet osekvenovanych vzork( v absolutnim Cisle, ale procento osekvenovanych
vzorkd vzroste. Vzhledem k nizkému poctu pozitivnich detekci doporucuje NRL zasilat na sekvenaci vSechny pozitivni vzorky s Ct niz§im nez 30. Pro
diskriminacni PCR je vhodné vybirat pozitivity s Ct mensim nez 34, ale lze pouzit i hrani¢ni hodnoty Ct, zalezi na citlivosti pouzité diskriminacni PCR. Ve
vétsiné pripadu citlivost téchto PCR klesa.

RNDr. Helena Jifincova, NRL pro chfipku a nechripkova respiracni onemocnéni SZU, Praha



Tab. 1: Souhrnna sekvenacni data

Column: clade

+ Celkem v GISAID viozeno 4523

* Celkem v GISAID vloZeno za rok 2021 4241 depicted lnthe schema bolow

* Celkem v GISAIDU - ECDC podpora 1980 Cp—,

- AlfaB.1.1.7 3314z toho alfa + E484K 10 >

* Beta B.1.351 65 ~® : -

* GammaP.1 21 s

 Delta B.1.617.2 120 ri

e Zeta P.2 5 | os .

* B.1.620 3

* B.1.1.318 4 VOC — variant of concern

 KapaB.1.617.1 5 VUI —variant under investigation

e EtaB.1.525 2 VOI — varint of interest (CDC/WHO terminologie)
. C36 17 VUM —variant under monitoring (ECDC terminologie)
* (C.36.3 1

* Lambda C.37 1

e B.1.258 a subvarianty 369
(dominantni linie na podzim a na prfelomu roku 2020/2021



Tab. 2: Prehled kraju s detekovanymi alertnimi variantamijinymi nez alfa
(VOC- VOI =VUM - VUI)

e Beta-B.1.351, 65 pripad
Praha, Moravskoslezsky kraj, StredocCesky kraj, Plzensky kraj, Kralovehradecky
kraj, Olomoucky kraj

* Gama - P.1, 21 pripad
9 x Pardubicky kraj, 6 x Mélnik, 2 x Hradec Kralové, 1 x Praha, 1 x Brno a 2 x
Hradec Kralové

e Delta-B.1.617.2, 120 pripadu: ,
Praha, Kralovehradecky kraj, Moravskoslezsky kraj, Liberecky kraj, Ustecky kraj,
Vysocina

* Kappa B.1.617.1 - 5 pripadu (Praha)
 Lambda C.37 - 1 pripad— Stredocesky kraj



Tab. 3:

Sekvenacni a sentinelové laboratore

Praha FN Bulovka NRL SZU + UMG AV CR
Karlovarsky Sang Lab — klinicka laborator s.r.o. FN Plzen
Plzensky Fakultni nemocnice Plzen FN Plzen

Jihocesky

Nemocnice Ceské Budéjovice

Biologické centrum AV CR

Ustecky

Masarykova nem. Usti nad Labem o.z.

Saxony crossborder NGS + SVU Praha

Liberecky

Krajska nemocnice Liberec

Saxony crossborder NGS + SVU Praha

Kralovehradecky

Oblastni nemocnice Trutnov a.s.

NRL SZU + SVU Praha

Pardubicky Orlickoustecka nemocnice FN Hradec Kralové
Kralovehradecky FN Hradec Kraloveé FN Hradec Kralové

Pardubicky Pardubicka krajska nemocnice a.s. FN Hradec Kralové
Moravskoslezsky Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé NRL SzU
Moravskoslezsky Spadia Lab s.r.o. FN Ostrava

Olomoucky

UMTM, LF LP a FN Olomouc

UMTM, LF LP a FN Olomouc

Zlinsky Krajska nemocnice T. Bati a.s. UMTM LF LP a FN Olomouc
Vysocina Nemocnice Jihlava p.o. FN Brno
Jihomoravsky FN Brno FN Brno
Jihomoravsky Fakultni nemocnice U sv. Anny

FN Brno
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the B.1.1.7 spike

o 7 v Vv 7
‘ MW W It takes three spike proteins to form one spike, so each mutation
appears 1 ee aces:
P appears in three places

Y144/145

Obr. 2: Doporucené oblasti spike
protienu pro diskriminacni PCR

Y144/145

For more on the B.1.1.7 mutations, see: Inside the B.1.1.7
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Graf 1: Prehled detekovanych variant v roce 2021
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Absolutni pocet VOC

Graf 2: Prehled detekci variant budicich pozornost VOC v kalendarnich
tydnech 8 az 24 2021, meritko alfa (B.1.1.7) 1:10 (data ke 24. 6. 2021)

(data pouze z NRL, nezapocitany 30 WGS beta z Olomoucka a 1 WGS gama z Brna ani 20 WGS delta z Liberecka)
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Graf 3: Prehled detekci sledovanych variant (data z GISAIDU k 25.6.2021)
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Graf 4: PrUkaz varianty delta ve vzorcich sekvenovanych v ramci Cesko —
saske preshranicni spoluprace, prevzato ze zpravy

SARS-CoV-2 Cross-Border Sequencing Project

Results 25.06.2021
Samples from: Saxony, Usti nad labem, Liberec, Bolestawiec
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Obr.2: Fylogeneticky strom cCerven 2021 - NRL vzorky
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Obr.3: Fylogeneticky strom vytvoreny z 4 435 celogenomovych sekvenci
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Obr.4: Fylogeneticky strom pro variantu beta na Uzemi CR (65 sekvenci)
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Obr.5: Fylogeneticky strom pro 9 celogenomovych sekvenci varianty gama na
Uzemi CR
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Obr.6: Fylogeneticky strom pro variantu delta na Uzemi CR (72 sekvenci z
GISAID, bez sekvenci ze Saska)
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Obr.7: Fylogeneticky strom varianty delta vyplyvajici z Cesko-saské

preshranicni spoluprace
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Graf 5: Pfehled sekvenaéné potvrzenych detekci v rdmci Cesko — saské
preshranicni spoluprace
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Obr. 8: Evropskeé detekce varianty lambda — C.37
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Tab. 4: Prehled kmenu v NRL, mozno ziskat pro standardizaci metod, pro
sledovani virus neutralizacniho titru Ci pro vyzkumne ucely.

B.1.258
B.1.1.318
P.1.1.248
B.1.351
B.1.1.7
B.1.617.1
B.1.617.2
P.1

Lambda variantu (C.37), C.36.3 a B.1.525 zatim NRL pro malé mnozstvi
puvodniho materialt zatim nema.



