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Vakcinace některých věkových skupin a počet nakažených

V kontextu změn variant 
SARS-CoV mezi březnem a 
červencem, vakcinačním 
programem je patrná (na 
příkladu věkové skupiny 
70-79 let) korelace mezi 
poklesem počtu 
nakažených a vakcinací 
některých rizikových 
skupin.

Na poklesu počtu 
nakažených může mít vliv 
více faktorů (např. klima, 
opatření, atd.)

Zdroj dat: ÚZIS ČR



Situace v Peru, lambda vs. delta varianta

Zdroj: https://cov-spectrum.ethz.ch/

Původně v Peru dominantní lambda snižuje svůj podíl na úkor delty. 
Je tedy pravděpodobné, že varianta delta má oproti lambdě evoluční 
výhodu ve vyšší míře transmisibility..
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Beta CoV - rozšíření



Human CoV

V lidské populaci je doposud známo 6 koronavirů, z nichž 4 byly objeveny 
v posledních 10 letech. 
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Obr 2  Schematický časový diagram (18)  

Zastoupení CoV 5 -18% v sezónách2013 – 2019, 

celosvětově až 30 % ARI.



TAXONOMIE



NSP 14 – proofreading exonuclease

Cells 2020, 9(5), 1267; https://doi.org/10.3390/cells9051267

https://doi.org/10.3390/cells9051267




Vstup do buňky
vazba na ACE2 – štěpení „RBD“ transmembránovou proteázou





2347 cases / 823 deaths /27 countries from 2012



Klinická manifestace onemocnění

• celková nevolnost  (nauzea)

• svalová bolest (myalgie)

• horečka

• bolest hlavy   (cefalea)

• snížená chuť k jídlu

• kašel   (tussis)  

• rýma   (rhinitis)

• zánět spojivek  (conjunctivitis)

• zánět hltanu    (pharyngitis)    

• zánět hrtanu    (laryngitis) 

• zánět průdušnice (tracheitis)

• zánět drobných průdušek   
(bronchiolitis)

• zánět plic   (pneumonie)

• zánět středního ucha   (otitis 
media)

a další

Klinické projevy se týkají často více než jednoho anatomického místa 
a vyskytují se společně, nemusí být respirační.

Encefalitis, Diarrhea, Myokarditis, Rhabdomyolysis

Ztráta čichu a chuti



Nerespirační klinické manifestace hCoV

• Gastroenteritidy

• HCoV-OC43 chronic demyelinating disease and acute 
encephalomyelitis (Morfopoulou et al., 2016; Murray et al., 1992;Yeh
et al., 2004).



Izolace Vero E6 24 a 48 hod

Státní zdravotní ústav



Diagnostika

• Amplifikace RNA (DNA)

• Detekce antigenu/viru  imunometody, izolace, biosenzory

• HCD – DCD - sliny

• Detekce protilátek – není diagnostická metoda
• IgM – IgA – IgG
• Krev – sliny . Liquor (intratekální)
• Virus neutralizační – celkové
• Který antigen – S/N? .- nebo epitop?

• Sdílené epitopy s hCoVs!!!







Otázky

• Přetrvávající pozitivita Ct

• Seskupení cílů do jednoho kanálu

• Diferenciální qPCR

• Kvantifikace

• Izolace NA

• Poolování



Přetrvávající pozitivita

• CoV v elektronovém mikroskopu

• Ojediněle izolace na VERO 



Whole-genome sequencing (WGS) 

Mocný nástroj 
• Sledování a porozumění dynamice šíření viru v rámci epidemie

• umožňuje nastavení racionálních opatření

• Monitoring evoluce viru
• In silico analýza primerů/prob
• vývoj a aplikace léčiv
• vývoj vakcín

• Připravenost na budoucnost
• Aplikace protokolů v případě jiné epidemie
• Oxford Nanopore technologie – pracovní skupiny:

• ARTIC protokoly
• CLIMB bioinformatická podpora

Trasování - pomocný nástroj, 
doplnění klasického epidemiologického trasování

WGS užitečnost ověřena - 2014–2016 Ebola outbreak

https://artic.network/
https://www.climb.ac.uk/


Metodiky

1. Random primers (RNA mikrobiom)

2. ARTIC 400 pb amplikony

3. ARTIC 1200 pb amplikony

https://artic.network/
https://artic.network/


Mutace v SPIKE proteinu u 739 recentních sekvencí



Celosvětové sekvence březen až září 2020
100 000 sekvencí – genomic epidemiology

GR

G

GH

G

L



WGS – české kmeny v  březen - září

Nahromadění nukleotidových změn 
v ohnisku Praha září 2020

Důl Darkov, sekvence 
6834 je totožná se 
sekvencí 6835



Co potřebujeme vědět

• Je pacient infekční?

• Jakou má pacient prognózu, pro včasnou strategii léčby. 

• Varianty – důsledky – reinfekce – vakcinace – léčba – transmisibilita –
klinický stav



PCR SARS-CoV-2

• Konzervativita úseku
• Genomové – subgenomové RNA – virová nálož
• Přetrvávající pozitivita
• Detekce klíčových mutací



Escape – transmisibilní varianty

• Varianty virů s mutacemi, které vedou ke změně konformace – reliéfu 
povrchových struktur a jsou cílem virus neutralizačních protilátek.

• U viru chřipky zaznamenáno, že stačí záměna jediné AA k vytvoření 
escape mutace.

• V populaci promořené virem či vakcinované tak, aby se tvořili „virus 
neutralizační“ protilátky existuje evoluční tlak vedoucí k pozitivní 
selekci escape variant.



ESCAPE mutanty v ČR?
Delece 6 nukleotidů, tedy 2 aminokyselin (69 histidin, 70 valin) v N-terminální 
doméně spike proteinu - boční pohled



PCR based surveillance

B.1.1.526  (South America)   S: A701V, D253G, D614G, E484K, L5F and T95I



Phylogeny treee SARS –CoV-2 Czechia
481 of consensus fasta – NRL  and State Veterinary Institute
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20I/501Y.V1 - B.1.1.7

Haplotype network analysis Czechia - 19-01-2021

NRL 2020
Other labs 2020
NRL 2021
9th January – 19th February
Additional nt deletion
B.1.1.7 UK strains

Leigh, J.W. and Bryant, D. (2015), popart: full‐feature software for haplotype network construction. Methods Ecol Evol, 6: 1110-1116. 



Haplotype network analysis Czechia - 24-02-2021

20I/501Y.V1 - B.1.1.7

Leigh, J.W. and Bryant, D. (2015), popart: full‐feature software for haplotype network construction. Methods Ecol Evol, 6: 1110-1116. 
https://doi.org/10.1111/2041-210X.12410

20H/501Y.V2 - B.1.351



Závěr:
• Pro jednoznačnou intepretaci z nutno použít více metod

• V případě nejasností opakovat odběr a PCR - dynamika
• Rapid testy napomohou pro stanovení infekčnosti pacienta

• Detekce mutací nikoli variant PCR
• Nutné sledování ohnisek s vyšší trasmisibilitou, 
• Nutné sledování atypických klinických projevů

! Nutná opatrnost - unáhlené a nepodložené intepretace!
Nestačí pouze pozitivní negativní – archivace materiálů



Děkuji za pozornost



Rozšíření 20I/501Y.V1 



Global phylogeny – 19-20 taxonomy Nexststrain



NEXTCLADE – PHYLOGENY CZECHIA





UK variant spread



Spike protein changes - RBD



Od konce září, počátku října 
se v ČR objevuje nová varianta 
s delecí 6 nukleotidů, což 
vede ke ztrátě 2 AA (histidin, 
valin) v N terminální doméně 
genu S doprovázený substitucí 
N439K

Haplotype network analysis
ČR – WGS SARS-CoV-2, březen – říjen 2020

Kmeny vydané NRL pro VNT
fenotypovou analýzu



Delece 6 nukleotidů, tedy 2 aminokyselin (69 histidin, 70 valin) v N-terminální 
doméně spike proteinu - boční pohled (model dle rentgenostrukturní analýzy –
SVU+SZU)



501, 570, 614, 681, 716, 982, 1118

Analýza WGS z ČR
20I/501Y.V1

del 69-70

del 145

N501Y

A570D, 

D614G,

P681H

T716I 

S982A

D1118H 

https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/
https://www.gisaid.org/references/gisaid-in-the-news/uk-reports-new-variant-termed-vui-20201201/


Haplotype network analysis 282 WGS, 25-12-2020

• Blue circle – collection date September -November

• Green circle – B.1.258,

• Yellow circle 20A.EU2
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20I/501Y.V1 Czechia, England
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Suspected 20I/501Y.V1 WGS Czechia

Virus name Collection date Location Additional location informationAdditional host information Gender Patient age Patient status

hCoV-19/Czech Republic/NRL_403/2021 2021-01-07  Hradec Králové Region / Červený Kosteleccontact within manufacturing site SAARGUMMI

contact with positive cases of VUI 

202012/01 in Germany, EWRS Female 52 unknown

hCoV-19/Czech Republic/NRL_233/2021 2021-01-04  Prague Male 39 unknown

hCoV-19/Czech Republic/NRL_234/2021 2021-01-05  Prague Nursing Home Prague 5 Female 86 Mild clinical signs without hospitalization

hCoV-19/Czech Republic/NRL_235/2021 2021-01-04  Prague Female 18 No clinical signs

hCoV-19/Czech Republic/NRL_236/2021 2021-01-04  Hradec Králové Region / Staré Hrady Male 66 Mild clinical signs without hospitalization

hCoV-19/Czech Republic/NRL_237/2021 2021-01-04 Hradec Králové Region / Trutnov Female 14 No clinical signs

hCoV-19/Czech Republic/NRL_238/2021 2021-01-04  Prague Male 49 Mild clinical signs without hospitalization

hCoV-19/Czech Republic/NRL_239/2021 2021-01-05  Prague distorted ability to smell and taste Female 29 Mild clinical signs without hospitalization

hCoV-19/Czech Republic/NRL_240/2021 2021-01-05  Prague Female 29 Mild clinical signs without hospitalization

hCoV-19/Czech Republic/NRL_241/2021 2021-01-05 Prague Male 25 Mild clinical signs without hospitalization

hCoV-19/Czech Republic/NRL_274/2021 2020-01-06  Prague arrival at Václav Havel Airport Female 24 unknown

hCoV-19/Czech Republic/NRL_275/2021 2021-01-05 Prague arrival at Václav Havel Airport, import from Ukraine Male 28 unknown



Celogenomová sekvenace nebo sledování mutací 
PCR jako nástroj trasování?

Helena Jiřincová

NRL pro chřipku a nechřipková respirační virová onemocnění

CEM - SZÚ



Doporučení k diskriminačním PCR pro laboratoře – HOT SPOT MUTACE

• Vznik konvergentní nezávislou evolucí v různých lokalitách a v různých variantách.
• PCR - nejrychlejší nástroj - mutace - evoluční zvýšení transmisibility, escape
• Cílem není určit variantu, ale nalézt hot spot mutaci

Příklad: L452R či E484K
rezistentce vůči léčebným monoklonálním protilátkám bamlanivimab (BAMLAN - Eli Lilly)
Např. C.36 / B.617.2 B.1.1.7, P.1, P.2, B.1.351/B.1.1.318

? T478K B.1.617/2, B.1.1.519 T478R (Tanzánie, Uganda A.VO.1)

NRL doporučení: E484K, N501Y, L452R

Další mutace k úvaze jsou: K417N, P681H/R, E484Q, případně deleci 69-70.

Poslední data naznačují důležitost mutace T478K.

ECDC : https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/variants-concern

• Import
• Ohniska
• Atypické PCR nálezy
• Reinfekce
• Selhání vakcinace
• Hospitalizace <50 let
• Atypické průběhy



Furinové štěpné 
místo





Escape mutace v 
jednotlivých linií

• Import
• Ohniska
• Atypické PCR nálezy
• Reinfekce
• Selhání vakcinace
• Hospitalizace <50 let
• Atypické průběhy





Závěr  - PCR nebo sekvenace?

• PCR bez snahy přiřadit variantu

• Hot spot mutace

• WGS – PANGO LINIE

• Varianty (VOC- VUI – VUM)

• I)mport
• Ohniska
• Atypické PCR nálezy
• Selhání vakcinace
• Hospitalizace <50 let
• Atypické průběhy

Doplnit na 5 % pozitivit o:

Náhodný výběr



Závěr 2: Jak se mám v těch číslech/zkratkách 
vyznat?

Alertní varianta

Varianta hodně pozor

• B.1.1.7

• B.1.1.7.+.E484K

• B.1.351 (+  cokoli)

• P.1

• B.1.617.2

Varianta/varianta zájmu

Varianta pozor

• B.1.1.318

• B.1.525

• B.1.617.1

• B.1.620

• C.36



Děkuji za pozornost

Namasté



Spike D614G – first cases detected in CR
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Graf 3: 7denní incidence na 100 000 obyvatel covid-19 dle okresů ke dni 30. 9. 2021

Graf 2: Týdenní počty případů covid-19 od 1. 1. 2021 do 30. 9. 2021
Graf 1: Počty případů covid-19 za posledních 28 dní



Odborná doporučení NRL. Diskriminační PCR 

Diskriminační PCR:
Odborná doporučení NRL pro diskriminační PCR SARS-CoV-2 pozitivních vzorků se téměř nemění. V případě, že
laboratoř nevyšetřuje E484K a L452R v jedné reakci, lze detekci mutace zařadit do druhé reakce. Do úvahy dáváme
doporučení na sledování K417N, která je charakteristická pro AY.1 (subvarianta vyštěpená z delty) a N501Y, která se
rovněž u některých AY.x objevuje. Mutace K417N má podíl na vyšší transmisibilitě i escape charakteru.

1. Minimum – vždy povinné L452R a E484K, vzhledem k tomu, že  nedochází k dalšímu nárůstu detekcí    
E484K u L452R pozitivních vzorků, NRL stále doporučuje sledovat nejdříve L452R, vzorky, které tuto 
mutaci neobsahují posílejte na sekvenaci i bez upozornění UZIS na významný vzorek.
2. Možnost : E484K a L452R a N501Y 
3. Možnost : E484K a L452R a N501Y a K417N 
4. Možnost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R 

Doporučení se mohou měnit v souvislosti se změnami SARS-CoV-2 a s epidemickou situací. WHO 
doporučení ze dne 9. srpna 2021 uvádí stejné preferenční mutace (str. 5).
Zdroj: https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775

https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775


Podíl sekvenovaných variant SARS-CoV-2 dominantních v ČR od března 2020 do září 2021

B.1.258

alfa

delta

AY.x

.

Graf 4: Přehled významných sekvenovaných variant v ČR jako podíl z celku



Podíl dominantních mutací ve spike genu SARS-CoV-2 od března 2020

B.1.258 N439K + (del 69-70)

B.1.1.7
(del 69-70) 
+ N501Y
a P681H

B.1.617.2.x
L452R
P681R

AY.x
A222V
D253A
D979E

T95I

Trend detekce 
mutací se od 
minulého týdne 
nezměnil. 

Graf č. 5: 



Cílem není určit variantu, 
ale nalézt hot spot mutaci 

E484K/Q, N501Y, L452R/Q
K417N/T, P681H/R, E484Q, 
delece 69-70.

T478K, L452Q, W152C, S477N



Furinové štěpné 
místo



Věková struktura sekvenovaných v kontextu převažujících variant

Graf. č. 6: Věková struktura ve vztahu k
osekvenovaným vzorkům

V měsících lednu až květnu dominantní věková
skupina 40 – 49 let je od června nahrazena
dominující skupinou 20 – 29 let, přičemž od srpna
2021 pozorujeme nárůst i mladších věkových
skupin, především 10 – 19 let. Tento trend
pravděpodobně kopíruje věkovou distribuci
pozitivních detekcí a souvisí zřejmě s očkováním a
sociálním chováním.





Přehled WGS detekovaných variant SARS-CoV-2 mezi 1. 9. a 1. 10. 2021

Opět proběhla nomenklaturní reklasifikace, aktuálně je definováno 36 subvariant AY.x, přičemž v některých jsou již 
definovány další sublinie.

Varianta Celkem Podíl (%) WHO název
B.1.617.2 227 44,16 Delta

AY.4 160 31,13 Delta+

AY.26 45 8,75 Delta+

AY.9 32 6,23 Delta+

AY.5 11 2,14 Delta+

AY.4.1 9 1,75 Delta+

AY.37 9 1,75 Delta+

AY.7.1 7 1,36 Delta+

AY.20 6 1,17 Delta+

AY.21 2 0,39 Delta+

AY.36 2 0,39 Delta+

AY.7.2 1 0,19 Delta+

AY.34 1 0,19 Delta+

AY.23 1 0,19 Delta+ 

AY.11 1 0,19 Delta+

Celkem 514 100 Delta+

Tabulka 2:
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Graf 1: Přehled detekovaných variant SARS – CoV-2 v ČR 

Celkem B.1.617.2 B.1.617.1 B.1.351 P.1 C36 + C36.3 B.1.1.7



Přehled WGS detekovaných variant SARS-CoV-2 mezi 1. 9. a 1. 10. 2021

Opět proběhla nomenklaturní reklasifikace, aktuálně je definováno 36 subvariant AY.x, přičemž v některých jsou již 
definovány další sublinie.
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Graf 2: Týdenní počty případů covid-19 od 1. 1. 2021 do 30. 9. 2021
Graf 1: Počty případů covid-19 za posledních 28 dní



Odborná doporučení NRL. Diskriminační PCR 

Diskriminační PCR:
Odborná doporučení NRL pro diskriminační PCR SARS-CoV-2 pozitivních vzorků se téměř nemění. V případě, že
laboratoř nevyšetřuje E484K a L452R v jedné reakci, lze detekci mutace zařadit do druhé reakce. Do úvahy dáváme
doporučení na sledování K417N, která je charakteristická pro AY.1 (subvarianta vyštěpená z delty) a N501Y, která se
rovněž u některých AY.x objevuje. Mutace K417N má podíl na vyšší transmisibilitě i escape charakteru.

1. Minimum – vždy povinné L452R a E484K, vzhledem k tomu, že  nedochází k dalšímu nárůstu detekcí    
E484K u L452R pozitivních vzorků, NRL stále doporučuje sledovat nejdříve L452R, vzorky, které tuto 
mutaci neobsahují posílejte na sekvenaci i bez upozornění UZIS na významný vzorek.
2. Možnost : E484K a L452R a N501Y 
3. Možnost : E484K a L452R a N501Y a K417N 
4. Možnost : E484K, L452R, N501Y, K417N a P681R 

Doporučení se mohou měnit v souvislosti se změnami SARS-CoV-2 a s epidemickou situací. WHO 
doporučení ze dne 9. srpna 2021 uvádí stejné preferenční mutace (str. 5).
Zdroj: https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775

https://apps.who.int/iris/handle/10665/343775


Podíl sekvenovaných variant SARS-CoV-2 dominantních v ČR od března 2020 do září 2021
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Graf 4: Přehled významných sekvenovaných variant v ČR jako podíl z celku



Podíl dominantních mutací ve spike genu SARS-CoV-2 od března 2020
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Graf č. 5: 



Věková struktura sekvenovaných v kontextu převažujících variant

Graf. č. 6: Věková struktura ve vztahu k
osekvenovaným vzorkům

V měsících lednu až květnu dominantní věková
skupina 40 – 49 let je od června nahrazena
dominující skupinou 20 – 29 let, přičemž od srpna
2021 pozorujeme nárůst i mladších věkových
skupin, především 10 – 19 let. Tento trend
pravděpodobně kopíruje věkovou distribuci
pozitivních detekcí a souvisí zřejmě s očkováním a
sociálním chováním.



Haplotype analysis network
909 WGS 2.7.2021 – 31.8. 2021

V síti jsou místy viditelné malé klastry specifické
pro region, ale jejich tvorba je ovlivněna
nerovnoměrností odběru vzorků. Zbytek sítě
představuje vzorky náležející do odlišné varianty
dominantní delty (B.1.617.2) a jejích podskupin
AY.4, 5 a 9. Podskupiny AY.12 a AY.21 jsou v síti
také přítomny, ale netvoří klastry. Za zmínku stojí
seskupení v levé části sítě označené červeně, což
představuje vzorky sdílející mutace špičkového
proteinu A222V (definující mutace podskupiny
AY.9), ale také mutace D253A + D979E. Tyto
genotypy nebyly identifikovány algoritmem
Pangolin jako AY.9, ale pravděpodobně ještě dojde
k nomenklaturním změnám v AY.x taxonomii.
Proto je třeba sekvenovat i vzorky určené
diskriminační PCR jako delta.

Autor: V. Hampl



Přehled WGS detekovaných variant SARS-CoV-2 za srpen 2021

VOC Varianta Počet

delta+ AY.12 13

delta+ AY.4 32

delta+ AY.6 1

delta+ AY.9 14

alfa B.1.1.7 2

B.1.258   1

beta B.1.351 1

delta B.1.617.2 277

Celkem 341

Aminokyselinové substituce charakteristické pro B,617,2 (delta)

Pohled shora 
Pohled z boku

Modře označena N terminální doména
Žlutě vazebné místo

https://molstar.org/



Přehled WGS detekovaných variant SARS-CoV-2 mezi 1. 9. a 1. 10. 2021

Opět proběhla nomenklaturní reklasifikace, aktuálně je definováno 36 subvariant AY.x, přičemž v některých jsou již 
definovány další sublinie.

Varianta Celkem Podíl (%) WHO název
B.1.617.2 227 44,16 Delta

AY.4 160 31,13 Delta+

AY.26 45 8,75 Delta+

AY.9 32 6,23 Delta+

AY.5 11 2,14 Delta+

AY.4.1 9 1,75 Delta+

AY.37 9 1,75 Delta+

AY.7.1 7 1,36 Delta+

AY.20 6 1,17 Delta+

AY.21 2 0,39 Delta+

AY.36 2 0,39 Delta+

AY.7.2 1 0,19 Delta+

AY.34 1 0,19 Delta+

AY.23 1 0,19 Delta+ 

AY.11 1 0,19 Delta+

Celkem 514 100 Delta+

Tabulka 2:



Přehled WGS detekovaných variant SARS-CoV-2 mezi 1. 9. a 1. 10. 2021

Opět proběhla nomenklaturní reklasifikace, aktuálně je definováno 36 subvariant AY.x, přičemž v některých jsou již 
definovány další sublinie.
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