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Allgemeines

Im Allgemeinen ist zu unterscheiden zwischen der selektiven Surveillance von bekannten

Virusvarianten und der Sentinel-Surveillance.

Selektive Surveillance

e Grundlage stellt die Testung SARS-CoV-2 positiver Proben mittels spezieller PCR-Un-

tersuchungen auf Mutationen, die Hinweise auf Virusvarianten liefern kdnnen (z.B.:
N501Y, HV69-70del), dar.
o Zielist

das rechtzeitige Auffinden von bereits bekannten Virusvarianten, die gegebenen-
falls eine gesonderte behoérdliche Vorgehensweise erfordern (z.B.: Variants Of
Concern; VOC),

die verlassliche Einschatzung der Verbreitung von neuen SARS-CoV-2 Varianten
nach Zeit und Ort, u.a. auch fir Prognosemodelle,

eine vertiefte Abklarung von Transmissionsketten.

e Vorgehen bei Vorliegen von Mutation(en):

a)

b)

Bei PCR-basiertem Nachweis von Kombinationen von Mutationen bzw. Wildtyp,

die hinweisend auf eine VOC sind, ist eine Sequenzierung angebracht; bei gehauf-

tem Auftreten dieser VOC ist eine Sequenzierung im Regelfall nicht mehr notwen-

dig

Teil- oder Ganzgenomsequenzierung (inkludiert auch Sanger-Sequenzierung):

i) Zentral (iber die AGES und die Institute CeMM und IMBA

ii) Gegebenenfalls dezentral in bestimmten Laboren in den Bundeslandern; Me-
thode soll durch das CeMM validiert werden.

In regelmdfSigen Abstinden werden die behérdlichen Vorgaben zur detaillierten Vorge-

hensweise in der selektiven Surveillance an die infektionsepidemiologische Lage strategisch

angepasst.
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Sentinel-Surveillance

o Ziel ist die Uberwachung von SARS-CoV-2, um deren zirkulierenden Varianten, die von
epidemiologischer und medizinischer Relevanz sind oder werden kdnnten, verlasslich
zu detektieren. Die operativen Komponenten des Sentinel-Surveillance-Systems sind
reprasentativ bundesweit verteilte Laboratorien, die von der AGES zu Sentinel-
Laboratorien ernannt sind.

e Esist eine ausreichend grolRe Stichprobe von SARS-CoV-2 positiven PCR-Proben wo-
chentlich in einer GroRenordnung wie von ECDC vorgegeben (nach ECDC fiir ein De-
tektions-Niveau von 2,5%) zur Sequenzierung von den ernannten Sentinel-Laborato-
rien zur Verfligung zu stellen.

e Die Sequenzierung erfolgt in den Instituten CeMM/IMBA, die Proben werden durch
die AGES aufbereitet und an die Institute Ubermittelt. Die Ergebnisse werden durch
die AGES in das EMS in das Eingabefeld ,, SARS-CoV-2 Lineage” eingepflegt.

e Die Sequenzierungsergebnisse sollen von den sequenzierenden Instituten in die
GISAID-Datenbank eingemeldet werden. Diese stellt eine weltweite Wissenschaftsini-
tiative dar, die freien Zugang zu Genomdaten von Influenza- und SARS-CoV-2-Viren
fordert, um den wissenschaftlichen Austausch zu ermoglichen.
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Aktuelle Vorgaben

Variants of Concern (VOC) — besorgniserregende Varianten

e B.1.351 (Beta/ZA-Variante)

e P.1(Gamma/BR-Variante)

e B.1.617.2 (Delta/IN-Variante)

e B.1.1.529 (Omicron/ZA-BW-Variante)

e Moglichst viele SARS-CoV-2 positive PCR-Proben sollen entsprechend den Kapazititen
der Labore moglichst vor Ort zusatzlich mittels spezieller PCR-Testverfahren (= PCR-
basierte Genotypisierung [vulgo: ,,Mutationsscreening”, ,Vorselektion“], welche auf
eine der unten ausgewiesenen Varianten hinweisen (bzw. selbige bestatigen) unter-
sucht werden. Dabei ist auf effizienten Einsatz der Mittel zu achten.

e Aktuell sind folgende Mutationen verdachtig flr besorgniserregende Varianten:

Tabelle 1: Mutationen mit Variantenverdacht

Mutationen mit Variantenverdacht

N501Y

E484K

L452R

P681R

T478K

HV69-70del

K417N

E484A

S371L/S373P
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Aufgrund der weitgehenden Ausbreitung der Delta-Variante, sowie der Einstufung der

Omicron-Variante als VOC, ist es unverzichtbar auf Mutationen gemaR Tabelle 1 zu

untersuchen.

Je nach Teststrategie der Labore, soll der Testfokus jedenfalls auf die Unterscheidung

der Delta- von der Omicron-Variante gelegt werden, wobei die Delta-Variante weiter-

hin identifiziert werden soll (Tabellen 2 und 3).

Die Einpflege in das EMS erfolgt wie Ublich betreffend die Ergebnisse der Mutations-

PCR Analysen in das Feld-S-Gen Mutationen: z.B. N501Y, HV69-70del, K417N, und so-

fern schon einer der Omicron-Var-PCR-Assays etabliert E484A oder S371L/S373P.

Samtliche SARS-CoV-2 positive Proben, die sich durch die Mutations-spezifischen PCR-

Testverfahren nicht eindeutig einer der unten angefiihrten Varianten (siehe Tabellen

2-4) zuordnen lassen, sollen der Teil- oder Ganzgenomsequenzierung unterzogen wer-

den.

Fir die Teil- und Ganzgenomsequenzierung sind die Proben an die AGES mit den fiir

die Riickverfolgung notwendigen Daten zu tbermitteln.

Nur bei nicht ausreichender Kapazitat fur die Teil- und Ganzgenomsequenzierungen

seitens AGES/CeMM/IMBA sollen die SARS-CoV-2 positiven Proben auch von Labora-

torien in den BL sequenziert werden. Qualitatssichernde MalRnahmen sind mit dem

CeMM zu vereinbaren.

Zusatzlich sollen Proben einer Sequenzierung zugefiihrt werden, wenn folgende Be-

dingungen vorliegen:

- bestimmte Variantenfalle fiir molekular-epidemiologische Untersuchungen im
Rahmen einer Cluster-/Ausbruchsabklarung

- Impfdurchbriiche (Erkrankungsfalle bei Geimpften)

- Verdacht auf Reinfektion

- Reiseassoziation (v.a. Reiseriickkehrer aus siidlichem Afrika und anderen Gebie-
ten, in denen sich die Omicron-Variante ausbreitet)

Die PCR-Screeningmethoden und Sequenzierungsmethoden unterliegen einer Quali-

tatskontrolle (insbesondere Teilnahme an Ringversuchen); organisiert von der Refe-

renzzentrale zusammen mit OQUASTA unter Beihilfe von AGES und CeMM.

Im Folgenden werden angefiihrt:

Die Kombinationen von Mutationen bzw. Wildtyp, durch die das Vorliegen einer inter-
national definierten Variante als bestatigt bzw. wahrscheinlich eingestuft werden soll.
Die Vorgabe hinsichtlich der Notwendigkeit einer Sequenzierung in Abhangigkeit des

Vorliegens einer bestatigten/wahrscheinlichen VOC oder VOI.
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Tabelle 2: Bestatigte Variants of Concern (VOC)

Aminosaurekombination Bestdtigte Variants of Concern Untersuchung mittels
(voCQ) Sequenzierung

N501Y +E484K +K417N Beta-Variante Ja

N501Y +E484K +V1176F + K4A17T Gamma-Variante Ja

N501 + E484 + (L452R oder Delta-Variante Nein

P681R oder T478K)

HV69-70del* + E484A oder Omicron-Variante Ja

K417N oder S371L/S373P

*Aufgrund der benachbarten Mutation A67V kann es zu einem Schmelzkurven-Peak-Shift kommen.

Tabelle 3: Wahrscheinliche VOC

Aminosaurekombination Wahrscheinliche VOC Untersuchung mittels
Sequenzierung

N501Y +E484K Beta/Gamma/Omicron-Variante?  Ja*
HV69-70del® Omicron-Variante Ja
N501 + (L452R oder P681R oder Delta-Variante Nein
T478K)

# Die Omicron-Variante weist die N501Y Mutation auf, allerdings wurden untypische Schmelzkurven (wie z.B.
Peak-shift) bzw. PCR-,,failure”, vermutlich aufgrund benachbarter Mutationen, bereits beschrieben. Des
Weiteren liegt bei der Omicron-Variante keine E484K Mutation vor sondern eine E484A Mutation, aber eine
Amplifikation mit Schmelzkurven-Peak-Shift kann sich in der Schmelzkurven-PCR-Analyse darstellen.
*Grundsatzlich ist eine weitere Differenzierung mittels PCR anzustreben.

$ Aufgrund der benachbarten Mutation A67V kann es zu einem Schmelzkurven-Peak-Shift kommen.

Tabelle 4: Variants of Interest (VOI)

Aminosdurekombination Variants of Interest (VOI) Untersuchung mittels
Sequenzierung

N501Y oder E484K, aber ohne B.1.621 (Mu) Ja
VOC typisches Muster

N501, aber ohne Delta Muster C.37 (Lambda) Ja

Y145H oder A22V AY.4.2 Ja
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