Narodni strategie

molekularné — biologické
surveillance SARS-CoV-2
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1 Uvod

Genetickd informace vir(, véetné SARS-CoV-2 zplsobujiciho onemocnéni COVID-19, se neustdle
méni. Tyto genetické zmény (mutace) se vyskytuji v pribéhu ¢asu a mohou vést ke vzniku novych
variant viru, které mohou mit odlisné biologické vlastnosti. Mnoho mutaci neovliviiuje schopnost viru
Sifit se nebo zpUsobit onemocnéni, protoZze neméni strukturu hlavnich proteind podilejici se na
infekci. Tyto jsou v pribéhu evoluce eliminovany a nahrazeny variantami viru s mutacemi, které jsou
pro virus vyhodnéjsi.

Béhem pandemie COVID-19 byl zdokumentovan vznik nékolika variant viru SARS-CoV-2, které se
rozsifily napfic¢ nékolika kontinenty. Zda se, Ze se tyto varianty Siti snadnéji a rychleji nez jiné varianty,
coz muze vést k vice pfipadidm onemocnéni COVID-19. ZvySeni poctu pripadll pak zatéZuje systém
zdravotni péce, vede k vétSimu poctu hospitalizaci a potencialné vice Umrti.

Mozné disledky vznikajicich variant jsou nasledujici:

A) Schopnost rychlejsiho sifeni viru

B) Schopnost zplsobit mirnéjsi nebo zavainéjsi onemocnéni; zménu klinickych projevi
onemocnéni nebo onemocnéni doposud nerizikové populace

C) Schopnost vyhnout se detekci specifickymi virovymi diagnostickymi testy

D) SniZena nachylnost k terapeutickym latkam, jako jsou monoklonalni protilatky.

E) Schopnost vyhnout se pfirozené imunité nebo imunité vyvolané vakcinami

Je proto duleZité sledovat varianty viru cirkulujici v populaci, zejména z hlediska pfitomnosti klicovych
mutaci, které se vyskytuji v dalezitych oblastech genomu.

2 Cile Narodni strategie molekularné — biologické surveillance

e pochopit narodni a mezinarodni souvislosti Sifeni viru SARS-CoV-2;

e zavést molekuldrné — biologické metody pro monitorovani a cileny rychly screening
pozitivnich vzorkl na pfitomnost mutaci spojenych s nezadoucimi vlastnostmi viru (= prvni
stupen surveillance, viz bod 3);

e vytvorit sit Sentinelovych laboratofi pro sbér pozitivnich vzorkd pro plosné monitorovani
variant SARS-CoV-2 cirkulujicich v populaci a sité Sekvenacnich center, kterd provedou
celogenomovou sekvenaci (= druhy stupen surveillance, viz bod 4);

e kromé plosného sbéru vzorkld se soustfedit na sekvenovani SARS-CoV-2 ve specifickych
klinickych a epidemiologickych situacich (viz bod 4.2.3);

e soustfedit se na vyhledavani mutaci a variant viru, které mohou mit dopady na potencidlni
ucinek budouci |é¢by, véetné vzniku rezistence na vakciny;

e usnadnit mezindrodni spolupraci na zvlddani pandemie COVID-19 prostiednictvim
otevieného sdileni dat sekvencnich dat SARS-CoV-2;

e zdlouhodobého hlediska vybudovat v Ceské republice kapacitu pro zvladani velkych epidemii
v ramci statem fizenych organizaci, agentur vefejného zdravi a akademickych instituci.

3 Prvni stupen surveillance — cilena detekce mutaci

Jednd se o cileny a specificky screening pozitivnich vzorkdl na pfitomnost nejc¢astéjSich mutaci
popsanych u globalné sledovanych variant SARS-CoV-2. Pro dosaZeni maximalnich vysledkd je
Zadouci, aby se do screeningu mutaci zapojilo co nejvice terénnich laboratofi, které se podili na



testovani SARS-CoV-2 v Ceské republice. V soucasnosti se jedna zejména o sledovani vyskytu mutaci
N501Y a E484K (aktualné zejména pfitomnych u variant B.1.1.7, B.1.351 a P1). Na pfitomnost téchto
mutaci je Zaddouci testovat vSechny vzorky pozitivni na SARS-CoV-2. Pokud laboratot tyto, ptipadné i
dal$i mutace detekuje, je povinna hlasit tato zjiSténi do Informacniho systému infekénich nemoci
(ISIN), kde k témto informacim nasledné maji pfistup prislusné Krajské hygienické stanice (KHS). Ty
tuto informaci vyuziji k pfednostnimu trasovani kontaktll nakazeného. Cilem je se zamezit Sifeni
zejména nebezpecnych variant viru. O tom, jaké mutace je nutné aktualné sledovat budou laboratore
pravidelné informovany prostfednictvim Narodni referenéni laboratofe pro chfipku a nechfipkova
respiraéni virova onemocnéni Statniho zdravotniho tstavu (NRL SzU).

3.1 Pouzité metody

3.1.1 Nepfima detekce mutaci

Nukleotidové zamény nebo delece v pfislusném genu se mohou projevit v podobé zvyseni Ct hodnoty
detekce SARS-CoV-2 v tomto genu (nejcastéji Spike genu) nebo Uplného selhani detekce tohoto genu.
Toto je zplsobeno neuplnou homologii sekvenci v misté nasedani primert nebo sondy pro RT-PCR.
Z tohoto dlvodu je nadale Zadouci, aby diagnostické soupravy pro RT-PCR obsahovaly alespon dva
rzné diagnostické cile, zejména pokud je diagnostika zaloZena na detekci Useku v N a S kéduijici
oblasti. V testujicich laboratofich je nutné sledovat neobvyklé laboratorni nalezy, zejména vyznamny
rozdil Ct hodnot mezi detekovanymi geny. Toto plati zejména u vzorkl se SARS-CoV-2 detekovanym
s Ct pod 30, u slabsich pozitivit mohou byt rozdily méné zjevné. V pfipadé podezieni na vyskyt
mutaci, které by mohly mit dopad na spravné fungovani diagnostické soupravy zjisténé vyrobcem
nebo dodavatelem, je nutné neprodlené informovat o tomto zékazniky a NRL SZU.

3.1.2 PFfima detekce mutaci

Pro vyhledavani zndmych mutaci u pozitivnich vzork(l je moiné pouzit komeréni diagnostické
soupravy, které jsou zalozeny nejcastéji na multiplex RT-PCR. U souprav Ize snadno odlisit wild-type a
mutantni variantu viru. Tyto diagnostické soupravy jsou casto zaloZeny na detekci jednoho
konzervativniho Useku. Vtomto pfipadé je pravidelnd 1x za mésic provadéna in-silico analyza
naprosto nezbytna. Do ISIN je tfeba hlasit konkrétni zachycené mutace, nikoli vlastni interpretace ci
vlastni zavéry ndlezu, o jakou variantu viru by se mohlo jednat (to je moiné aZ na zakladé
celogenomové sekvenace). Informace je interpretovana v ISIN automaticky s tim, Ze je pfislusna KHS
informovana, Ze ve vzorku byla detekovana/byly detekovany mutace, které jsou spojené se
atd.). Vyuziti multiplex RT-PCR pro screening vzorkd na pfitomnost mutaci je velmi vhodné, protoze
se jedna o rychlou a spolehlivou metodu. Provedeni detekce mutaci, jeho vyhodnoceni a hlaseni do
ISIN musi nasledovat bezprostfedné po pozitivni detekci SARS-CoV-2. U komercnich souprav je nutné,
aby vyrobce/dodavatel informoval zédkaznika do jakych cilovych mist (mutaci) je souprava zacilena,
nikoliv pouze zjednodusenou interpretaci (jakou variantu detekuje). Druh pouZité diagnostické
soupravy je nutné pro kazdou laboratof specifikovat v aplikaci CFA.

3.1.3 Sekvenace Spike proteinu

K detekci mutaci mizZe byt také vyuzito Sangerovo sekvenovani ¢asti SARS-CoV-2 genomu, nejcastéji
Spike genu. Pro spolehlivé rozliSeni mezi cirkulujicimi variantami, by oblast, kterd je sekvenovana,
méla pokryvat alespon celou N-koncovou a receptorovou vazebnou doménu (RBD) (aminokyseliny 1-
541, 1623 bp). Idedlné by mély byt sekvenovany aminokyseliny Spike genu 1-800 (2 400 bp) nebo cely
Spike gen, aby se také sledovalo $tépné misto S1 / S2 a dalSi oblasti zdjmu. Vyhodou Sangerova
sekvenovani je snazsi provedeni a vyhodnoceni vysledk(. Vzhledem k dostupnosti by vsak mélo byt
pfed Sangerovym sekvenovanim uprednostnéno celogenomové sekvenovani (viz ddle) a to jak
z Casovych, tak finanénich davoda.



3.2 Vyhodnoceni vysledkd

Vzhledem k tomu, Ze mutace mohou vznikat nezdvisle u rGznych variant viru, nemuze byt vysledkem
cilené detekce mutaci pfesné zarazeni vzorku ke konkrétni varianté (to je moiné aZ na zakladé
celogenomového sekvenovani). Na zakladé detekce konkrétni mutace nebo kombinace mutaci Ize
vyslovit jen podezieni na vyskyt varianty viru se specifickymi biologickymi vlastnostmi. Vzhledem
k tomu, Ze pocet vzork( podrobenych celogenomovému sekvenovani bude fadové mensi nez pocet
vzork(l otestovanych vySe uvedenymi metodami, je cilend detekce mutaci zcela zasadni pro
prospektivni monitorovani nezadoucich variant viru v populaci. Vysledky analyzy detekce mutaci ze
vsech testujicich laboratofich budou provadény pravidelné minimalné na krajské a narodni drovni
mély by byt k dispozici na tydenni bazi.

4 Druhy stupen surveillance — celogenomové sekvenovani

Cilem vyuziti celogenomového sekvenovani je ziskat moznost prospektivné sledovat pfitomnost a
zastoupeni konkrétnich nebo i novych variant SARS-CoV-2 v Ceské republice.

Toto je nutné obecné pro:

e Vcasnou detekci a charakterizaci objevujicich se variant viru SARS-CoV-2;

e Zkoumani dynamiky prenosu viru;

e Modelovani antigennich vlastnosti viru za U¢elem posouzeni rizika Uniku vakcinaci

e Vybér virll pro sloZeni vakciny;

e Posouzeni dopadu mutaci na pouZivané diagnostické metody - molekuldrni diagnostika,
sérologické metody;

e Zkoumani vztahu mezi kmeny / liniemi a epidemiologickymi Gdaji — ucinnost prenosu,
zavaznost onemocnéni, rizikové skupiny atd.;

e Posouzeni a potvrzeni reinfekci;

e Monitorovani rozvijejicich se variant v populacich divokych/domacich/na farmach chovanych
zvitat, ktera mohou mit dopad na zdravi ¢lovéka;

e Podnécovani dalSiho vyzkumu zdkladniho vyzkumu k potvrzeni relevance pozorovanych
mutaci v patogeneze onemocnéni (napf. infekénost, vazba na receptory);

e Posouzeni dopadu mutaci na ucinnost antivirotik;

4.1 Pocet vzorkl k sekvenaci

Pocet vzorkd, které je nutné sekvenovat je dle mezinarodnich doporuceni odhadovan na 1-5 % vsech
pozitivnich vzorkd za dané casové obdobi. Podet sekvenovanych vzorkl by mél umoznit nejen
zachytit novou variantu viru, ale také objasnit jeji % zastoupeni v populaci, pfipadné sledované
geografické oblasti. Dle doporuceni ECDC by surveillance variant SARS-CoV-2 v Ceské republice, pfi
tydennim poc¢tu 25000 — 50 000 pozitivnich vzorkl, méla zahrnovat sekvenovani asi 1000-1500
vzorkl tydné. Kromé plosné surveillance je nutné také sekvenovat vzorky s vyznamnym klinickym
nebo epidemiologickym podtextem (napt. selhani vakcinace/ reinfekce/ tézky pribéh u déti a
pacientd do 50 let bez komorbidit/ detekce SARS-CoV-2 v neobvyklém materidlu/ import z rizikovych
oblasti/ neobvykly kumulativni vyskyt pfipadu).



4.2 Plosné sekvenovani za ucelem detekce variant viru a monitorovani jejich rozsifeni

4.2.1 Sentinelové laboratore (ve smyslu plosné surveillance)

Pro Gcely narodni surveillance je nutné rovnomérné sbirat vzorky z laboratofi z celé Ceské republiky.
Pfedpoklada se zapojeni 10-20 laboratofi, na které budou kladeny zvlastni naroky pro zpracovani a
uchovani klinickych vzorkd. Z kazdé laboratofe bude k sekvenaci zasildano 70-100 vzork( tydné.
V pfipadé lokalniho ndlezu zdvainé varianty viru bude vhodné tento pocet navysit sbérem z dalSich
laboratofi ze stejného regionu.

V Sentinelovych laboratofich bude nutné:

e Skladovat vSechny pozitivni vzorky minimalné po dobu jednoho tydne — z toho maximalné 72
hodin pfi 2-8 °C, pak nutnost skladovani pfi -80°C.

e Vzorky zaslané k sekvenaci uchovavat dlouhodobé nebo alespor do uverejnéni sekvenci.

eV pfipadé zachytu kmene s unikatnimi biologickymi vlastnosti vzorek zaslat k izolaci viru do
NRL SzU.

o K sekvenovanym vzorklm poskytnout zakladni informace (metadata), kterd jsou nutna k
zaslani do mezindrodnich databazi (typ vzorku, datum odbéru, pohlavi, vék, klinicky stav —
pokud je zndm, lokalita (misto pobytu pacienta — ze Zadanky), Cislo vzorku v LIS, nazev a
adresa laboratore).

e K sekvenaci zaslat alespon adekvatni mnozstvi izolované RNA se SARS-CoV-2 detekovanym do
Ct 30. Konkrétni podminky budou zdleZet na nastaveni spoluprace mezi Sentinelovou
laboratofi a Sekvenacnim centrem.

e Vzorky pro sekvenaci bude je nutné oznadit jako: surveillance/vakcinace/reinfekce/tézky
pribéh/neobvykly material/import. Tato kategorizace je nutna pro nasledné vyhodnocovani
dat (viz Tabulka 1).

4.2.2 Vybérvzorkd pro sekvenaci

Vybér vzorkd je zavisly na cili sekvenace a dostupnych financnich prosttedcich. Pro Ucely surveillance
musi byt vybrany reprezentativni kmeny virG z rliznych geografickych oblasti, casovych obdobi, od
pacientl s riznymi demografickymi charakteristikami a napfic¢ spektrem zdvaznosti onemocnéni. Pro
cilené monitorovani (aby bylo mozné ucinnéji sledovat vyvoj variant viru a zmény v jeho genomu), by
strategie vybéru vzorkd méla zahrnovat vybér vzork( od pacient(, ktefi prodélali vakcinaci, vzork( od
pacientd s prokazanou reinfekci, varianty objevujici se v populacich zvifat nebo varianty se zvysenym
prenosem, zejména pokud nejsou vysvétleny jinymi epidemiologickymi faktory a dalsi typy vzorkd,
které jiz byly zminény vyse (viz Tabulka 1).



Oznaceni Sbira Sentinelova Sbiraji ostatni

Indikace k sekvenaci . .
pro ISIN laborator? laboratore?

Nahodny vybér zpozitivnich vzorkd
rovhomérné z celého tydne, toto mulze
byt upresnéno podle aktualni
epidemiologické situace (vyskyt
znamych dominantnich variant). Je
nutné vyhnout se rodinnym a jinym
znamym klastram. V pfipadé svozu
vzork(l z vice regiont CR preferovat ty
z kraje, ve kterém sidli Sentinelova
laboratof.

surveillance ano ne

Infekce u vakcinovaného jedince;

e , s , vakcinace ano ano
pozitivita >14 dni po prvni davce vakciny

Reinfekce; nova pozitivita >60 dni od

y .. reinfekce ano ano
predchozi infekce

a Pacient s tézkym pribéhem infekce, u tézky ano ano
déti a mladych pacientl bez komorbidit = pribéh

Detekce  SARS-CoV-2 v neobvyklych neobvykly
5 . . . ano ano
materialech (krev, likvor) material

6 Import/navrat z rizikové zemé/oblasti import ano ano

Vzorky z ohnisek infekce — bude aktualni
7 po snizeni celkového poctu pripadd cluster ne ano
v populaci Ceské republiky

4.2.3 Ostatni terénni laboratore podilejici se na vySetfovani vzork( na SARS-CoV-2

Sbér klinicky a epidemiologicky relevantnich vzorkd by nemél byt omezen pouze na Sentinelové
laboratore. Je proto nutné, aby vSechny testujici laboratofe uchovavaly pozitivni vzorky alespon po
dobu 72 h, moino pfi teploté 2-8°C. V pfipadé zjisténi pfitomnosti varianty se specifickymi
biologickymi vlastnostmi (selhani vakcinace, reinfekce, obzvlast zavainy pribéh atd.) mohou byt
laboratore vyzvany k zaslani izolované RNA nebo p¥imo klinickych vzorkd k sekvenaci do NRL SzU
nebo nejblizSiho spolupracujiciho Sekvenaéniho centra. Seznam Sekvenacnich center vcetné
informaci o moznostech pfijeti primarnich vzork( bude zvefejnén a bude vsem testujicim k dispozici.

4.2.4  Centralni Sekvenacni centra

Sekvenacéni centra mohou byt laboratofe zdravotnickych zafizeni, akademicka pracovisté nebo
komercni laboratofe, se kterymi bude pro ucely Narodni surveillance navdzana dlouhodob3d
spoluprace. Cilem této spoluprace bude tésné propojeni Sekvenacniho centra se
Sentinelovou laboratofi povérenou sbérem vzork(l. To by mélo zajistit vysokou Uspésnost pfi
sekvenaci a eliminovat nezadouci vlivy dané napf¥. kvalitou izolované RNA.

Pro ucely Sekvenacniho centra v Narodni surveillance bude nutné akceptovat tyto predpoklady:



e Osekvenovat pfedem domluveny pocet vzorkl (nej¢astéji cca 100-200 vzorku). Vzorky budou
zaslany 1 x tydné z jedné nebo vice Sentinelovych laboratofi. O¢ekdvame, Ze alespon 90 %
vzorkli bude osekvenovano a vysledky nahlaseny do 7-10 dnl od pfijmu vzorku. Delsi
casova prodleva neni Zadouci a bude se tykat pouze vzorkli sekvenovanych v ramci ECDC
podpory.

e Propojeni vysledk( celogenomovych sekvenaci s epidemiologickymi daty bude provedeno
v registru ISIN. Sekvenacnimu centru bude zfizen pfistup pro nahrani ziskanych vysledkd
v DASTA formatu. Zaslana data (Pangolin linie a GISAID Accession number) budou hodnocena
na tydenni bazi.

e Podminkou ucasti na Narodni surveillance bude neprodlené sdilet vysledky sekvenaci
v narodnich i mezindrodnich databazich. Dle doporuc¢eni WHO je na ndrodni Udrovni
doporucené sdileni i hrubych sekvenacnich dat. Ziskana primdarni data bude vhodné
skladovat, nejlépe na centralnim ulozisti.

e Pfi zpracovani sekvenci akceptovat obecné stanovena pravidla (ndroky na kvalitu konsenzus
sekvenci, pokryti atd.), kterd maji za cil sjednotit zpracovani vysledkd sekvenaci v ramci Ceské
republiky a zajistit srovnatelnost vysledk( napfi¢ Sekvenaénimi centry.

4.2.5 Lokalni Sekvenacni centra

Kromé centralnich sekvenacnich center se do Narodni surveillance mohou zapojit také mensi
Sekvenacdni centra, kterd budou schopna zpracovat mensi pocet vzorkd v kratkém ¢asovém intervalu.
Na tato centra se budou vztahovat stejné podminky pro zpracovani sekvenci a zvefejnéni ziskanych
vysledkd.

4.3  Sekvenovani neklinickych vzork(

Sekvenovani virovych kmen( z neklinickych vzorkd (napf. enviromentalni vzorky) bude v pfipadé
nutnosti provadéno v laboratofich SZU nebo jim povéienych laboratofich. Strategie odbéru a
metodika zpracovani téchto vzorki se bude fidit mezindrodnimi doporuéenimi, zejména
doporucenim Evropské komise.

4.4 Analyza ziskanych dat a jeji dopady

Data ziskana celogenomovym sekvenovanim jsou velmi komplexni. Jednim z vystupl je pfifazeni
vzorku ke konkrétni varianté viru pomoci zapisu Pangolin linie. Tato informace bude uloZena v ISIN,
spole¢né s odkazem na uloZenou sekvenci v databazi GISAID. Soucasti analyzy ziskanych dat musi byt
pravidelné automatické reporty z ISIN nebo jiného vhodného programu o poctu a procentudlnim
zastoupeni detekovanych variant viru a jeho zménach za ¢asovou jednotku (tyden, mésic) a to jak na
lokalni (krajské), tak narodni Urovni. Soucasti reportu musi byt také vycet variant vhodnych zretele,
aby bylo i na lokalni drovni véas zasahnout v pripadé detekce varianty viru s nezadoucimi
biologickymi vlastnostmi.

Dalsim z vystupl by méla byt korelace ziskanych sekvenacnich vysledkd (véetné detekovanych
privatnich mutaci) s poskytnutymi Udaji ke vzorku. Tento pristup by mohl pomoci detekovat varianty
viru spojené svySe uvedenymi klinickymi situacemi (surveillance/vakcinace/reinfekce/tézky
prabéh/neovykly materidl/import) v budoucnu se na né zaméfit.

V pfipadé, Ze bude detekovana varianta viru s nezadoucimi vlastnostmi je nutné neprodlené zahjjit
intenzivni sbér vzorkld z dané lokality k ovéreni této skutecnosti. Nasledné se soustredit na nastaveni



vhodnych protiepidemickych opatreni, hlavné uéinného trasovani a testovani kontaktl, abychom
ziskali nad Sifenim varianty kontrolu.

5 Predpokladané naklady

Predpoklddané naklady budou kryt materidlni a personalni naklady Sentinelovych laboratofi na
pfipravu vzork( k sekvenaci (zejména novou izolaci RNA), dopravu vzorkd a naklady Sekvenacnich
center na provedeni sekvenace a vyhodnoceni vysledka.

6 Odkazy na zdroje informaci
https://www.who.int/publications/i/item/9789240018440

https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/sequencing-sars-cov-2

https://www.ecdc.europa.eu/en/covid-19/surveillance/surveillance-definitions

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/variant-surveillance/variant-info.html

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/variant-surveillance.html

https://ec.europa.eu/environment/pdf/water/recommendation_covid19_monitoring_wastewaters.p
df
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