VYUZITi CELOGENOMOVE, PARCIALNi SEKVENACE A DISKRIMINACNI PCR PRI SLEDOVANI
VARIANT VIRU SARS-COV-2

Celogenomova sekvenace je dlleZita pro sledovani zmén viru SARS-COV-2 v ¢ase.

Celogenomova sekvenace ndm umoznuje sledovat zmény v genomu (zamény nukleotid(). Ty vedou ke
zméné slozeni aminokyselin a tim muZze dojit k ovlivnéni struktury a tedy i vlastnosti proteinu. V tomto
pfipadé je sledovan komplex vSsech zmén v genomu viru, neni zacileno pouze na gen kédujici bilkoviny
tvorici vlastni virovou c¢astici, napt. spike protein, ale jsou zjistény i zmény v proteinech, které jsou
klicové pro regulaci Zivotniho cyklu viru. Nékteré zmény mohou byt vyznamné a pak vést ke snizeni
ucinnosti ochrannych protilatek (napfiklad v spike proteinu zaména aminokyselin E484K , tedy zdména
glutaminu za lyzin, nebo L452R, tedy zdména leucinu za arginin) nebo zlepsit schopnosti Sifeni viru
v populaci nebo vtéle infikovaného Clovéka (napf. N501Y, tedy zdména kyseliny asparagové za
tyrosin).

Vysledkem celogenomové sekvenace je , prectenicelého genomu viru“. Genom viru obsahuje pfiblizné
30 000 parl bazi (pb).

Cely proces zpracovani vzorku od pfijmu k nam do NRL az po ziskani vysledku pfifazeného k pacientovi
trva 20 - 30 dni (viz schéma). K této dobé pfispiva to, Ze jsou vzorky do NRL svazeny, zpracovavany v
poctu po 94 a preddvany do dalSich sekvenacnich center a jen mensi ¢ast je sekvenovana v NRL (94
vzorku, pod bodem 3 ve schématu), 18 az 36vzork( je ve zrychleném rezimu (6 — 10 dni, pod bodem
4 ve schématu) sekvenovana ve spolupraci s SVU. Pro cely proces je tfeba téchto kroka:

1. lzolace RNA
2. Priprava cDNA (pfepis genetické informace viru, tedy RNA na jednovlaknovou DNA)
3. Pfiprava tzv. knihovny
e namnoZeni (amplifikace) kratkych Usek( (75 — 150 para bazi), pro technologie sekvenace
na bioCipu maji tyto useky délku 1 500 nebo 2 000 pb
e pfisyntetizovani (v jednom nebo ve tfech krocich) molekul identifikujicich vzorek
e precisténi na magnetickych kuli¢ckach po kazdém vySe zminéném kroku
e kontrola koncentrace a kvality ziskané reakéni smési (dle protokolu jedno nebo aZ po
kazdém kroku)
4. Vlastni sekvenace v sekvenatoru, pfipadné na biocipu (cca 24 — 30 hodin)
5. Vyhodnoceni sekvenace (zahrnuje 5 krokd, pro 94 vzork( jeden az 2 pracovni dny dle kvality
ziskané sekvence)

Pro kazdou sekvenaci je tfeba alespon 94 vzor(, sekvenace mensiho poc¢tu vzorkd na sekvenatoru vede
k dramatickému navysSeni ndklad(, ndklady jsou stejné pro jeden i 94 vzorkl) a v dusledku
presekvenovani mize vést k nevalidnim ¢i nepublikovatelnym (v GISAID) vysledkdm.

Sekvenace v NRL trva 2 tydny, manudlni pfiprava knihovny je rozdélena na 3 skupiny po 32 vzorcich,
kazda skupina trva 2 pracovni dny, tedy celkem 6 pracovnich dni. Nasleduje 30 hodin strojového ¢asu
v sekvenatoru a nejméné dva dny pro vyhodnoceni a administraci vysledka.

Ke dni 7. 6. 2021 je v databazi GISAID nahrdno témér 1,9mil sekvenaci, za CR je ke stejnému datu do
této databaze vloZzeno 4 089 celogenomovych sekvenci., pficemzZ NRL vloZila do této databaze 2 780
sekvenci.

Parcialni sekvenace umoziuje Cist relativné kratké Useky viru, vétSinou 800 pb dlouhé, maximalni
pocet vzorkld v jedné sekvenaci byva vétSinou 16. V tomto pfipadé se sekvenuji jen vybrané useky spike



proteinu, ktery je urcujici pro vazbu ochrannych protilatek (tzv. virus neutralizacnich protilatek) a pro
vazbu na bunécny receptor, tedy zdsadné ovliviiuje schopnost viru Sifit se in vivo a in vitro.

Spike protein je tvoren fetézcem 1 274 aminokyselin, a v ném sledujeme predevsim useky ovliviujici
schopnost Sifit se a unikat pred protilatkami. To je ,,RBD“ — doména, kterou se virus vaZze na receptor
a ktera je zasadni pro vazbu ochrannych virus neutralizac¢nich protilatek a N-termindlni doménu (NTD),
ktera predstavuje cil 10 — 20% virus neutralizacnich protilatek. Gen pro spike protein je necelych 3900
pb dlouhy.

Metoda parcidlni sekvenace spocivd v namnoZzeni, amplifikaci 2 aZz 3 oblasti genu pro spike protein,
které cili do RBD a NTD. S vysokou mirou presnosti pak umime precist tyto dllezité oblasti spike genu
a pomérné presné urcit variantu viru. Nicméné, pro presné urceni varianty a jejich vlastnosti je tfeba
znat i zmény v dalSich ¢astech genomu SARS-CoV-2.

Parcidlni sekvenace zahrnuje tyto kroky:

1. lzolace RNA

2. Priprava cDNA (pfepis genetické informace viru, tedy RNA na jednovlaknovou DNA)

3. Priprava namnozenych Usek( cca 800 pb dlouhych (mohou byt i delsi, ale technologie je méné
béZna ve virologickych laboratofich)

4. precisténi na magnetickych kuli¢kdch kontrola koncentrace a kvality ziskané reakéni smési

5. Vlastni sekvenace na kapilare

6. Vyhodnoceni sekvenace

Cely tento proces trva 3 az 5 pracovnich dn(, v jednom vzorku ¢teme nejméné 3 useky, v pripadé
velikosti Sarze 16 vzorkl( je v jednom sekvenaénim béhu zarazeno 5 vzorkd.

V NRL neprovadime parcialni sekvenaci, ale na nékolika pracovistich je v ramci sledovani variant tato
metoda provadéna (napf. FN Moto, SVU Jihlava, FN Hradec Kralové). Vede k presnéjsim vysledkdm nez
diskriminaéni PCR. Na rozdil od diskrimina¢ni PCR umozni odhalit i nezndmé mutace/varianty, je
pomalejsi nez diskriminacni PCR, ale je rychlejsi, levnéjsi a dostupnéjsi nez celogenomova sekvenace,
je urcité vhodnym doplnénim viech metod.

Diskriminacni PCR je oproti sekvenaci rychla, cenové dostupna a pro hlaseni epidemiologiim velmi
efektivni metoda. UmoZiuje sledovat pouze znamé mutace, které jsou v popredi zajmu (musi existovat
komercné dostupna diagnosticka sada) a okam?zité reagovat. Vétsinou je zaloZena na pritomnosti tzv.
diskriminacni sondy, kterd umozni detekovat pouze alelu obsahujici mutaci. V nékterym pfipadech je
sonda navrZena tak, Ze divoka a mutovana alela vykazuji pozitivni signal, rozliSeni spociva v analyze
teploty tani. V jedné PCR multiplex reakci je mozno sledovat 3 — 4 mutace. Vysledky jsou dostupné v
fadu hodin az dne. ZaleZi na tom, jaké kombinace mutaci aktualné sledujeme, jak je laboratof
vybavena. V tomto pfipadé je virus vétSinou o néco rychlejsi, nez vyrobci PCR souprav. Nejdfive je tieba
zjistit, Ze ta kterd mutace se objevuje ve vice variantach nezavisle na sobé, nebo se objevuje v nové
alertni varianté. Vyroba téchto komercnich souprav vyZaduje vysokou miru specializace, dostatek
pozitivnich kontrolnich material(, je tfeba ovéfit jeji funkénost (validaci) a dokonce ne vSsechny mutace
Ize zafadit do jedné multiplexni reakce. V pfipadé kombinace mutace lze na nékterou variantu
usuzovat, v pfipadé detekce jediné sledované mutace, je vétSinou tfeba podrobnéjsi charakterizace
sekvenaci. V ptipadé sledovani vice mutaci mize byt vyhodnoceni diskriminacni PCR Interpretacné
naroc¢néjsi.
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umoziuje epidemiologlim prlstouplt rychle k nastaveni adekvatnich opatrenl vedoucich kzamezenl
Sifeni dané varianty.

Naptriklad: mutace L452R a E484K patfi k escape mutacim (Unik pred ochrannymi protilatkami). Tyto 2
mutace zatim nikdy nebyly zjistény v jedné varianté. Nalez jedné, nebo druhé z téchto mutaci pak bez

zjistovani dalSich mutaci nebo bez epidemickych souvislosti nevede k vysloveni jednoznacného
podezieni na urcitou variantu, ale je vidy vyznamny a mél by vést k nastaveni prisnéjsich opatreni.
Prehled variant obsahujici mutaci L452R ¢i E484K je uveden na obrazku 1. VSechny alertni varianty
obsahuji jednu ¢i druhou z téchto mutaci. Také mutace N501Y, usnadiujici schopnost Sifeni, byla
nalezena ve vice variantach a kombinace mutaci E484K a N501Y je také vysledkem nezavislého
adaptacéniho vyvoje viru vedouci k vytvoreni nékolika variant. Pfehled téchto variant je uveden na
obrazku 1. Mutace E484K se vyskytuje nejen v nékolika variantach, ale vznika konvergentni nezavislou
evoluci u jiz zndmych variant (pfikladem je varianta alfa B.1.1.7 + E484K). Varianta alfa je znama i
v kombinaci s mutaci L452R. U nékolika variant byla v kombinaci s L452R zjisténa mutace S13I, ktera
pozménuje NTD.

Obr. 1: Pfehled variant obsahujici mutaci L452R , E484K, N501Y ¢i kombinace. Kombinace L452R + S13I
je recentné zjiSténa a jeji vyznam neni zatim ziejmy.

S:E484K

prominent in [a.lf:-z-a] [E'.E'ﬁl] [E-.'.ﬁz:':-] [E'.].SIE] [E-'.E.'ilzl

Fl 2] [ 3.I.351.3] [ B.1612

() o) () () (o) () (o) (s () o) ) () )

S:L452R

prominent in|B1429 | | 16172 A25] B1604

) ) ] o] o) ) D e

6173 l 814291 l B1E17

S:NSO1Y

prominent in [EH.I.?] [EI.IEE'

[B.IEE'.Z] [E'.EQSI [F'.IZ] [3.I.351.3] [.l‘-...'_*T] [E'.E-Z']

S:NSO1Y & S:E484K
prominent ir‘| [B.IEEII [3.|35'.1] [Fu.l] [P'.El [E135I? [El ] E




S:5131 & S:L452R

[ 3.'42'.-'] [ 3.'.429.']

prominent in [3.1.42-3

NRL standardné detekuji dvéma diskriminac¢nimi PCR tyto mutace v S genu:

K417N, L452R, E484K, E484Q, N501Y a P681R,

Zvazujeme v ramci standardniho vySetieni doplnit o del 69-70, T478K, H655Y, S477N, Q677H, pfipadné
P681H a N501T, tedy mutace v NTD, RBD. Ci $tépném misté pro protedzy furinového typu.

V nékterych pfipadech Ize vyslovit jednoznacné podezieni na detekci varianty, v nékterych pripadech
mUze byt pocet variant omezen tak, jak je znazornéno v tabulce 1.

Tab. 1 Kombinace mutaci detekovanych béZné v NRL a vysloveni podezieni na detekci varianty
(Cervené pozitivni detekce, Cerné neprokazana pfitomnost mutace):

Detekovana mutace
varianty (Cervené pozitivni detekce,
neprokazana pritomnost mutace)

cerné

Suspektni varianta*

Cervené — VOC (alertni varianta)
cerné bold VOI (varianta zajmu)
¢erné VUM (sledovana varianta)

N501Y, K417N, LA52R, EA84K, E484Q, P681R

Suspektni alfa (B. 1.1.7)

N501Y, E484K, KA17N, LA52R, E484Q, P681R

Suspektni alfa (B. 1.1.7) + E484K
Suspektni gama P.1

Suspektni theta P.3

Suspektni B.1.621

N501Y, E484K, K417N, L452R, E484Q, P681R

Suspektni beta (B.1.351)

N501Y, L452R, K417N, E484K, E484Q, P681R

Suspektni alfa (B. 1.1.7) + L452R
Suspektni A.27

E484K, K417N, LA52R, E484Q, N501Y, P681R

Suspektni zeta P2,
Suspektni iota B.1.526
Suspektni B.1.525,
Suspektni B.1.620,
Suspektni A.28,
Suspektni AT.1,
Suspektni B.1.1.318,
Suspektni AV.1

LA52R, K417N, E484K, E484Q, N501Y P681R

C.16, C.36 + L452R, C.37,B.1.526.1

L452R, P681R, K417N, EA84K, E484Q, N501Y
P681R

Suspektni delta B.617.2

L4A52R, E484Q, P681R, K417N, E484K, N501Y
P681R

Suspektni kapa B.1.617.1
Suspektni B.1.617.3
Suspektni B.1.617

Pozn. Neni-li uvedeno fecké pismeno, nebylo jesté pfifazeno WHO

* VOC — variant of concern, VOI — variant of interest, VUM — variant under monitoring (dle ECDC)



Podminky pro pfijem vzorkt k sekvenaci a pfipadné i k diskriminaéni PCR:

Vidy v pfipadé:

e Importu/rizikovy kontakt ¢i podezieni na import

o Selhani vakcinace (14 dnl od prvni davky véetné aplikace druhé davky)
e Reinfekce (vice nez 90 dnl od predchozi pozitivni PCR)

e Hospitalizace/Umrti osob mladsich 50 let

e Nahlého umrti

e Neobvyklych klinickych pfiznak( ¢i neobvyklych PCR

Ct pro sekvenaci: maximalné 30 (v zavaznych ptipadech az + 2 Ct)

Ct pro diskriminacni PCR — maximalné 34 (v zadvaznych pfipadech az + 2 Ct)

s v s

Udaje na #adance nebo kopie elektronické zadanky (bez prelepeného &arového kédu) doplnéné o:

o C(islo zadanky

e Datum odbéru

e Identifikaéni Gdaje (jméno, pfijmeni, rodné &islo, PSC)

e Duvod vysetrfeni (import/rizikovy kontakt), selhani vakcinace, reinfekce, hospitalizace, umrti,
divna PCR)

e Hodnoty Ct v zasilajici laboratofi

V pripadé selhani vakcinace je nutno uvést tyto udaje: (nebo je nutno zajistit jejich stazeni z ISIN):

e Ndazev a SarzZe vakciny
e Datum prvni, ptipadné druhé davky

Podminky uchovavani a transportu vzorku:

e Primarni materidl, do 5 dn(i od data odbéru pfi chladnickové teploté (+2 az +8 °C)

e Izolované RNA, do dvou dnU od izolace pfi chladni¢kové teploté (+2 aZ +8 °C)

eV pfipadé zamraZeni na -20 °C pfijimdme primdarni materidly a izolované RNA do 1 mésice od
odbéru ciizolace.

eV pfipadé zamraZeni na -60 °C a méné, pfijimame primarni materidly a izolované RNA kdykoli.

Laboratofe mohou zasilat vzorky dle svého vybéru ¢i na zakladé vyzadani epidemiologa. V pfipadé
zasilani hromadnych zdsilek prosime materidly a Zadanky srovnat, napt. do stojanku. Pfi zasilani je
tfeba zachovat podminky pro transport UN3373.
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