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Martin Sundqvist, Overlakare, Med Dr

Paula Molling, Molekylarbiolog, Docent
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SARS-CoV-2

« Tillnér Coronavirus familjen

7 typer kan drabba manniskor

— oftast enklare forkylning
— Men aven SARS, MERS

* SARS-CoV-2

— Orsakar Covid-19

— Asymptomatisk infektion

— Mild 6vre luftvagsinfektion

— Allvarlig pneumoni = Sjukhus/IVA-vard
— Hyperinflammation - Sjukhus/IVA-vard
- Dod
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SARS-CoV-2 pandemi

« December (sannolikt tidigare) 2019 Kina, Wuhan
« Sprids vidare till narliggande omraden

* Mitten av feb dkade antal fall i Iran o Italien

— Sprids till dvriga Europa och USA

 Spridning till alla kontinenter
- Klassas som Pandemi av WHO 11 mars 2020
— 1 okt 2020: 34 miljoner sjukdomsfall, >1 miljon avlidna

— 17 april 2021: >140 miljoner sjukdomsfall, >3 miljoner avlidna

T
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Provtagning for aktuell covid-19 |
Sverige

ANTAL TESTADE (BLA) OCH ANTAL POSITIVA (ORANGE) PER 100 000
INVANARE OCH VECKA REGION OREBRO LAN 2020

» Februari-juni 2020 7
— ffa provtagning av de med symtom ) it
som sokte vard + vardpersonal s !\ /

. . 2824 \ ‘Z,?EKS 5750
o Frén Junl 2020 2500 254598 2532515\ z/sss
— i de flesta regioner i princip 6ppen » / LY
provtagning av alla med symtom pa e
COVld'lg 1500 1a7e 148852
 Fran november 2020 o
- varierande grad av provtagning aven e s / -
. 45 1BEAL Haasqzasssqggua 36103 424904905 004444 33t 110H0 403
av asymtomatiska (som del av Bl e e e
smittsparning och antigentester i " B3os3u9g5qni0808005 R 808895997385338588550%0enesgsgas
Vlssa regloner) — —Antal testade/ 100 000inv ~ — —Antal pos/ 100 000 inv
[ ]

| ROL >260 000 PCR prover tagits ~18% positiva
— ca 10 000-11 000 tester/vecka (allménheten)
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Daily new COVID-19 tests per 1,000 people
30 ~ Denmark

tests performed

25
20
15
United Kingdom
tests performed
10

Sweden

tests performed
Nonnlfay g
people teste
° N & j Finland
/, '—(‘, W= Ny tests performed
— p—— -d" \ “' =~ Y | United States
m"ﬂ"—” o tests performed
_,-—'-"I
0 il " S

Germany
Mar 1, 2020 Apr 30, 2020 Aug 8, 2020 Nov 16, 2020 Apr 14, 2021

tests performed

Source: Official data collated by Our World in Data CCBY
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PCR diagnostik av SARS-CoV-2, ROL

Flode USO (ca 4200 prover per vecka)

« Kliniska och personalprover

— Akuta prover analyseras med snabb PCR
- Simplexa, GeneXpert

— Personalprover och ej akuta kliniska prover
- Provet kommer in till labbet - avdddas i varmeskap sa
att provet blir sakert att hantera
- Virusets RNA extraheras och férbereds for kommande
PCR-analys
- PCR-analys utférs med kommersiellt kit, Allplex™
SARS-CoV-2 Assay (Seegene)

Extern diagnostik (ca 7 000 prover per vecka)

» Allmanhetens prover skickas till Eurofins lab |
Uppsala (vissa dagar Tyskland), kan ta emot
>3000 per dag
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Antigen-tester

* Provtagning » Sjalvtester
- NPH - Prov fran nasa eller saliv
— Néasa — Néastan lika hog kanslighet
— Saliv som personaltagna NPH-
» Analys av vardpersonal tester (antigen)
« Kanslighet
— Om prov taget inom 5 dagar
fran symtomdebut >90% .

Positiva prov bor féljas upp
med PCR for verifiering och
ev typning

- Hoga virusnivaer >95%
- NPH>Néasa>saliv

* Negativ test utesluter inte
covid-19 vid symtom
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Sekvensering av SARS-CoV-2, Varfor?

« Overvakning (inklusive utlandsresa)
— Forandrad epidemiologi
— Mutationer - aa-férandringar - férandrade egenskaper
— infektivitet
— replikation
— Undvika immunfdrsvaret (aven vaccin)

 Vaccindvervakning
« Utbrottstypning

p— Kluster 1

Kluster 2

Grasvarta: Region Véstmanland
Bruna: Regian Orebro Lin
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Folkhalsomyndighetens nationella
overvakning

* minst 10% av alla positiva SARS-CoV-2 ska sekvenseras per
region

» Eurofins sekvenserar fr.o.m vecka 4 ca 100-300 prover per vecka
fran Region Orebro lan.

 Region Orebro Lan sekvenserar fr.o.m vecka 9 fér ca 20-40

prover per vecka

— Utbrott

— Vaccingenombrott

— Inneliggande patienter

« Alla resultat ska rapporteras till SMINET, GENSAM och GISAID

L
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Sekvensering av SARS-CoV-2

Plattformar

e Short-read

B IIIumina MiSeq System NextSeq 550 System
— lon Torrent (Thermo Fisher Scientific) (15Gb) (120 Gb)

lon S5™ System
(15Gb)

* Long-read
— Nanopore (Oxford Nanopore Technologies) i

MinlON GridION Mk1
(50 Gb) (250 Gb)
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Sekvensering av SARS-CoV-2

TEk n I ker Primerpool
 Riktad SARS-CoV-2 sekvensering — -2 7N
— amplikon baserad (ARTIC protocol) l[favfsrﬁﬁptas E E —» GATTTTAACCT
_ _ GA
cDNA - -
cDNA syntes PCR Amplifiering DNA sekvensering

' NN@ 10 %
- Metagenomik sekvensering §§ SARS-CoV-2

§
— allt sekvenseras i provet (humant, Y % e
‘%M S o

bakterier, virus etc)
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SARS-CoV-2 sekvensering i Region Orebro Lan

SARS-CoV-2 ARTIC V3 + Library Prep Kit (illumina)
FS DNA WORKFLOW FOR ILLUMINA®

cDNA synthesis —| Fragmentation, end repair, 5° phosphorylation and dA-tailing
0 VY. .V | 3 5 - s .
Hexamers and dT primers E s . W]
| [ —
Ey w———————ry
e ——
B ————— l

5 3 Adaptor ligation and U excision if the
optional NEBNext adaptor is used

| ! | Sekvensering idag
’ ’ PCR enrict with dual barcodes® BC1 PZ = Mlseq (”Iumina)
5 v i

Primer Pool2 ~  wa  aa  aa aa e \
| P g
. B T l

5 3 P7
3 5
3 = 5
l 5 — &
Combination of pools l
¥ : - ——
¢ : o — —
5 3 l
3 5
U 3
s ——
5 .
e ——
e — Kt
Can also be used with single barcodes & == s
= RNA = Barcode 1 (BC1) == P5 Primer l

== DNA S Barcode 2 (BC2) B P7 Primer Clean up




oo Region Orebro lan
@' Universitetssjukhuset Orebro

Hur lang tid tar det?

Sekvensering

DNA-
extraktion

Biblioteks- Dataanalys

preparation

« Automatisk * DNA Prep « MiSeq v3 (600
*1h Lib cykler) - 55h
+ >1dag + MiSeq v2 (250
cykler) — 39h
\ J \. J \_ J/ - g

~10 bakteriegenom + ~30 SARS-CoV-2 genom per vecka tar ca 4-5 dgr
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SARS-CoV-2 sekvensering med Nanopore

MinlON

lon Realtime Sequencing
(Oxford Nanopore Technologies) * ARTIC protokoll

RT Step ~1hr

PCR ~3hr

Add Barcodes ~15hr 8 h r
Add Adapter ~30m

Sequence ~1hr RNA to
Analyse ~1hr answer

OBS! 8 h for ett prov
1,5-2 dygn for 24-48/240 prov

https://nanoporetech.com/how-it-works
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Vad gor vi med alla SARS-CoV-2

sekvenserna?

* Letar mutationer och typar i ORF 1-10, ~29,903 bp genom

— NextStrain clade (grov uppdelning)

— Pangolin lineage (nagot finare uppdelning)

* Delar data med andra

Open reading frame (ORF) ORF ORF

<€ > > >

.

S (spike) M (membrane) N (nucleocapsid)
gene region gene region gene region

— Nationellt: Folkhdlsomyndigheten via GENSAM, GMS
— Internationellt: GISAID
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Dataanalys mha Ridom SeqSphere

» Kvalitetskontroll - passed_qc, perc avgerage coverage %%@E

—

(>1000x), covered genome (>98%)

* Assembly -bwao.7.15 %‘%ﬁ:&j\\%

« Mutationer g%? \%’%

.
» Pangolin Lineage E?"‘

s
* NextStrain Clade - egen uppladdning % w&%&
+ Slaktskap (trad) %ﬁﬂlﬁ

° Koppla metadata - provtagnings datum, alder, kon etc
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NextStrain clade

e https://clades.nextstrain.org/ « Nomenklatur av s.k. clades:
19A, 20A, 20 B etc

Nextclade™

Clade assignment, mutation calling, and sequence quality checks

@ 201501v.v1

@ 20F
SARS-CoV-2 Simple mode () Advanced mode 20B .

@ 200
* Sequences require > From UR ] Paste

@208

Drag & Drop afile here

<> . 20~ @ @ 201/501v.v2

Select a file 19A. . 19B 20C . .2DG
@ or @ 20e (eu1) —@20c
@:r

Show me an Example
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Pangolin lineage

* https://pangolin.cog-uk.io/ * lineage B, B1, B.1.1.7 osv

a
~
N s a
—— a
== A
Pangolin COVID-19 - —
Lineage Assigner 3 - —
- ! -
Phylogenetic Assignment of Named = o
Global Outbreak LINeages =
s
s
You can upload one or more sequences by dragging and - ey -
dropping a (muiti)fasta file or clicking "Select fasta file r = L
i -
Drag and drop fasta file to upload” and selecting a (multi)fasta file. o —
This Web Application assigns lineages to COVID-19 ‘{ = S i
z Z ——
e e ..I‘:
article DR
The software to assign lineages based on the algorithm e —— "
A — @
that was developed by Aine OToole, Verity Hill, JT e —
[ —ES8
McCrone. Emily Scher and Andrew Rambaut. ——
The source code can be found here [ ————
I
===y
&
Recommended browsers e @. ° —

« alt. automatiskt via SeqSphere
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VOC - variants of concern

 Hittills finns tre VOC’s som “Overvakas” varlden over
(Pangolin / NextClade):

B.1.1.7 lineage /201/501Y.V1 - England
B.1.351lineage / 20H/501Y.V2 - Sydafrika
P.1 lineage [ 20J/501Y.V3 - Brasilien
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|| Folkhdlsomyndigheten

GENSAM - Gemensam nationell hantering av
sekvenseringsdata inom klinisk mikrobiologi

2
—_ — — GATC...AGC —
¥

<.
AW
Illll

Vad ar GENSAM?

En plattform for:

- digital delning av mikrobiologisk sekvenseringsdata

- analys av mikrobiologisk sekvenseringsdata

- att uppratta en nationell databas

- fokus pa smittskyddslagens agens och 6vriga sarskilt
smittsamma sjukdomar

License

Symboler frdn fontawesome.com, CC-BY 4.0,

GENSAM projektet har nu fokus pa SARS-CoV-2
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Genomic Medicine Sweden 5N\ = e
(GMS) - Mikrobiologi , BV
Gemensamma nationella riktlinjer for o s
sekvensering och mdgjlighet till datadelning e

| real-tid for att:
minska smittspridning
Overvaka antibiotikaresistens
upptacka infektioner av okant ursprung

spara och forsta Covid-19

SARS-CoV-2 ar nu prioritet och anvands for att snabba pa hela uppbyggnaden
av GMS infrastrukturen for att dela data och analysresultat mellan alla regioner!
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GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza
Data) — delar data fran hela varlden i realtid

i WW )

137,495

137 k 93,080 ;1’(,30\/—19 data sharing via GISAID

submissions

1,108,905

57,450

submissions

35,683

i, \I.HW/,W A, ///

15,617

1 18 339 1,175
24-DEC 31-DEC 31-JAN 29-FEB 31-MAR 30-APR 31-MAY 30-JUN 31-JUL 31-AUG 4-OCT \

=
s
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Men vad ska vi leta efter da?

VOC

Men listan andras hela tiden sa viktigt med

internationell och nationell samordning
- WHO

-ECDC

- FoHM

Problematiska mutationer riskerar att
uppkomma i alla miljéer dar viruset sprids
och med allt 6kande immunitetsgrad sa
selekteras de som fortsatt kan spridas

Problemmutationer som forandrar viruset sa att mnk (@efined oy mutations: cel 69-70, vasar, 1692,
vi behover justera samhallets/vardens atgarder

Listan hamtad fran ECDCs Gvervakning

Total number of genotyped viruses for the reporting
week

Number of cases with B.1.1.7+E484K variant of concern
(mutations: del 69-70,del 144, E484K, N501Y, A570D,
D614G, P681H, T7161,5982A, D1118H) for the reporting
week

Number of B.1.351 variant cases (defined by mutations:
D80A,D215G,E484K,N501Y,A701V) for the reporting week

Number of Denmark cluster 5 cases associated with

M12291).

Number of P.1 variant (mutations:
L18F,T20N,P26S,D138Y,R190S,K417T,E484K,N501Y,H655
Y,710271,V1176F)

Number of cases with E484K (detected via a PCR-based
assay specific for E484K) for the reporting week

Number of cases with N501Y (detected via a PCR-based
assay specific for N5SO1Y) for the reporting week

Number of cases with ORFla deletion (del 3675-
3677) for the reporting week

Number of variant virus cases with deletion in S-gene
(defined by mutation: del 69-70 or by negative S-gene RT-
PCR) not associated with the UK variant.

Number of cases with the B.1.1.7 variant of concern
(defined by mutations: del 69-70, del 144, N501Y,
A570D, D614G, P681H, T7161, S982A, D1118H) for the
reporting week
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Vad letar vi sarskilt just nu?

« B.1.1.7 + E484K
« B.1.351 (Sydafrika)
* P.1 (Brasilien)

* Den nya varianten i Indien
(B.1.167)7?

e Fler?

s R —
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Phylogeny

PANGO LineagA

| kR I B1361

[ M 5117735

| 28 M 5117782

W 51177 W 511777

W 51258 W 5117780

H 51160 Hl 8195

W 5125817 B 5117746

W 51221 [l 5125822

B 51170 B ana

[ B11261

I 84 ] B114ss

W 51177386 Il 51614

B s H os

B s11141

45
Data updated 2021-04-15 » &DOWNLOAD DATA e Auspicev2.25.1
ﬁ‘. Powered by Nextstrain (Hadfield et al Bioinformatics)
coronavirus-data-ex....pn coronavirus-data-ex....pn coronavirus-data-ex....pn

O Oppna fil g O Oppna fil e « Oppna fil g el S

https://www.gisaid.org/phylodynamics/global/nextstrain/



https://www.gisaid.org/phylodynamics/global/nextstrain/
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Sverige (urval) vs Europa | GISAID

Mutationer pa X-axeln (0-50) Tid pa X-axeln (hela pandemin)

o P e e X | @ x D x i - 8 x o P x|is e X | @ x D x i = 8 x
< O 6 A phylodynamics/g aiy nx 0 @ - < O 6 A phylodynamics/g aiy ” +* & @
Y Conter or Gonomic.. () aCinca0s Cinca. [ Fetgpbmetipin.. 3 s SUCAST ) Home-Abtias . @ ogeinmeddme. [ loggain Y AP R [) A MY 4 Metwesigippnte. G Retwemsgrepents > ED Aera toor Y Conter or Gunomi.. () aChinca0S Cinca. [ Fomgobmetbpin.. 3¢ sucast SUCAST [} Home- Adtdes .

@ Loopimmescma. @ Lo EY R RF [) AN 4 Reemmguopents. G Relewnsguosents > ED Aera tocr

Events  Collaboratons  References  Registration  Help

@ Aboulus  Databese Features o . ; @

Login Q
= About us. Database Features Events. Collaborations References. Regrstration Heip.
A s

20H/501¥V2

- 20304 220k 2030w o00Ap  2020Mey 030m 2020-0

2030-Aug 202050 202000t W0ty 20200ec 20310 N 001450
Date
04-15 » LDOWNLOADDATA » Aus Data up 2021-04-15 » LDOWNLOADDATA o Ausph
\omered by Nextstrain [Hsdheld et sl Bioinformatics)

@ Powered by Nextstrain isdhetd et s Boinfrmatcs)
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fler stammar

Phylogeny [ £YVUM IUDELELIED || REJE I LATUY |“|’ ’
Admin Division A

. Skane . Varmland

. Stockholm . Kronoberg

. Uppsala . Jonkoping

. Vastra Gotaland . Blekinge

B Oostergotiand [ Gotland

. Halland . Norrbotten

[l Vastmaniand [T Gland

. Gavleborgs Lan . Sweden 201/501YV1
. Orebro . Jamtland :

. Vasterbotten
. Vasternorrland

. Dalarna

[ sormiand

[T Kalmar

B Jamtiand Harjedale
. QOrebro Lan

[ Smaland

[ sodermanland

20E (EU1

2020-Feb

2020-Apr 2020-Jun 2020-Aug

Date

2020-Oct 2020-Dec 2021-Feb

2021-Apr

Diversity

v T |
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Finns det risk att vi sekvenserar for

mycket?

« Ja, risken finns att « Viktigt att urvalet ar sa brett
sekvenseringen inte blir som mojligt
kostnadseffektiv

« Viktigt att det finns

 FOr att hitta nya varianter mojlighet att dela
kravs dock viss sekvenser framover med
baselineniva vilket i ROL t.ex. forskningsprojekt
ligger pa 60 sekvenser i (GISAID é&r ett bra
manaden vid lag exempel)

smittspridning. (Enl FOHM)

L
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Forskning globalt Forskning nationellt

https://app.dimensions.ai/discover/publication https://covid19dataportal.se/sv/projects/dashboard/

396,875 vetenskapliga artiklar

med Coronavirusforskning — o rm
(tom19 april 2021)

1000
800 /
600
400 /
200 —_—_‘{gf/
o = I . . - EmEN .-

« Epidemiologi A bt % & %k b Rk h
0

 Diagnostik

Number of Publications

"e eoe oe oe "’0,, *’o‘,o eoe *’oé "Oe oe r‘o*’o 2 e"e ')09 ‘)oe ‘)0,,
Date
* Vacciner
response suvey oL -care h..w,.,g,.ssevere-:f“;;,;v;
H European §°‘e“‘lal‘" management pppppp coronavurusdlsease i
e Immunologi  SEELea st mpact
I ﬂ‘ ,t,;m_ldren apid [l g
. ' eas
Terapi i A AT |
el @ W .
=Pan
vaccine

uuuuuuuuuuu

e ysisne alﬁlh‘”?”‘%ﬁ?fé,megs namong

Men var ar sekvensering?



https://app.dimensions.ai/discover/publication
https://covid19dataportal.se/sv/projects/dashboard/
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Sammanfattning

« Bedomningen ar att fortsatt « De nationella projekten

storskalig sekvensering GMS och GENSAM
(minst 10% av alla positiva kommer ge mojlighet till
+ vaccingenombrott) ar forenklade floden for lab
viktigt for 6vervakning av ffa  som vill borja sekvensera
sannolikheten for och samordnar oss som

vaccineffekt

redan sekvenserar.

« SARS-CoV-2 ger oss
mojlighet att etablera lokal
sekvensering vilket har
betydelse for framtida
smittskydd

TTeeammmmm—
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Forskning och utbildning (NS

Bianca Stenmark Magnus Johansson
Anita Koskela von Sydow Naveed Asghar
Anna Fagerstrom Marten Lindgvist
Sara Thulin-Hedberg M.

Ronz:'al Hadad N Y C K E L
Gunlég Rasmussen F 0 N D E N

Mfl.

Forskning vid USO

o0
D

A 4

Region Orebro lans
Forskningskommitté
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Forskning lokalt

Epidemiologisk 6vervakning av SARS-CoV-2 med bade genetiska och
kliniska data fran patienter med COVID-19 i Region Orebro lan

* Viruset: Undersdka stabiliteten av SARS-CoV-2 arvsmassa, over tid och
under infektion, och samspelet till andra mikroorganismer i forhallande

till grad av COVID-19 sjukdom
Paula Molling - Beviljad medel fran Nyckelfonden 2020

« Varden: Studera interaktioner mellan virus och vard hos patienter med
COVID-19 och det kliniska utfallet

Gisela Helenius - Beviljad medel fran Nyckelfonden 2020

\
TT—am——



