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Sammanfattning

I coronakommissionens direktiv ingér att beskriva och analysera olika aspekter av den initiala
smittspridningen till och inom Sverige. Denna rapport belyser dessa fragestillningar genom fylogenetiska
slaktskapsanalyser av SARS-CoV-2 gensekvenser och PCR analyser av tidigare ej testade luftvigsprov fran
borjan av 2020. Rapporten grundas pa analys av 1 350 svenska sekvenser fran prov tagna under perioden 31
januari till 1 juni 2020 samt alla cirka 125 000 internationella sekvenser tillgingliga i databasen GISAID for
samma period, vilket inkluderar sekvenser fran de andra nordiska landerna.

Inga indikationer pa dold smittspridning fore vecka 9

For att undersoka om det kan ha férekommit dold smittspridning av SARS-CoV-2 i Sverige innan de forsta
kinda fallen diagnostiserades utférdes SARS-CoV-2 PCR péa knappt 2 000 sparade luftvigsprov fran vecka 6
ar 2020. Dessa prov hade inte tidigare genomgétt denna analys utan hade testats for andra luftvigspatogener.
Vi fann endast 15 sikra eller misstiankta nya fall. Dessa prov var tagna i vecka 10 eller senare, dvs. vid en
tidpunkt d& det redan fanns kinda fall. Folkhdlsomyndigheten (FOHM) har rapporterat liknande resultat vid
analys av prov tagna for influensa-6vervakning. Skulle dolda fall anda ha funnits fére vecka 9 sa verkar de inte
pétagligt ha bidragit till den fortsatta smittspridningen.

Manga tidiga virusimporter, men fi ledde till pataglig fortsatt smittspridning

FOHMs tidiga rapporter anger att manga hundra av de tidigaste fallen hade smittats i utlandet, men det ar
sannolikt att det verkliga antalet var flera ganger hogre. Trots detta sa talar vara undersokningar for f av dessa
importer patagligt har bidragit till den fortsatta smittspridningen i Sverige. Istillet kan ménga fall under forsta
pandemivégen kopplas till smittkedjor som startades av négra fa tidigt importerade virusvarianter.

Tidig import av virusvarianter fran italienska och osterrikiska alperna initierade sannolikt en
betydande del av den fortsatta smittspridningen i Sverige under den forsta pandemivigen
Maénga (67%) av de undersokta virussekvenserna ar unikt svenska och mer n hilften kan kopplas till nio
svenska eller nordiska smittkedjor. Bdde reseanamnes och de fylogenetiska analyserna indikerar att import
fran italienska och Osterrikiska alperna under vecka 9—10 var mycket viktig for att etablera dessa inhemska
smittkedjor och darmed den fortsatta smittspridningen i landet. Ett kluster inom genotyp 20C
(20C:G24368T) med troligt

ursprung i Osterrike forefaller ha varit extra viktigt och utgor knappt 50% av de undersokta sekvenserna.

Tidigt etablerade smittkedjor med ursprungi alpomradet dominerade smittspridningen under
varen 2020 aven i vara nordiska grannlinder

Vi jamforde monstren for virusets spridning i Sverige med de i Danmark, Finland, Island och Norge. I dessa
lander, precis som i Sverige, finns manga land-specifika smittkedjor som forefaller ha etablerats genom tidig
import av virusvarianter frdn alpomradet. Detta talar for att skillnaderna i incidensen av SARS-CoV-2-
infektioner mellan linderna och stor del beror pd hur man lyckats dimpa den fortsatta inhemska
smittspridning genom restriktioner. Skillnader i fortsatt virusimport fran utlandet kan ocksa ha bidragit till
skillnaderna i antalet fall i de nordiska linderna, men bedoms dnd& vara en mindre viktig faktor under den
forsta pandemivégen.

Smittspridning i omraden med socioekonomiska utmaningar

Vi har inte detaljerad information om var provtagna personer bodde eller arbetade, men provtagande
sjukvardsinrittning ger viss information. Genotyp 20C, som dominerade smittspridningen i Sverige, stod for
en extra stor andel av prover tagna pa Sankt Gorans sjukhus, vars upptagningsomride ar nordvéstra
Stockholm inklusive Jarva-omradet. Detta talar for att viruset som spreds dar hade sitt ursprung i 6sterrikiska
alperna, snarare dn andra delar i virlden. Vara undersokningar ger dock ingen exakt information om hur eller
varfor denna variant kom att dominera bland prover fran Sankt Gérans sjukhus.

Smittspridning inom ildreviarden

Vi information om att 161 av de svenska proverna prov var tagna pa idldre- och omsorgsboende. Av dessa
tillhorde 74% genotyp 20C, jamfort med 53% for det kompletta datasetet. Skillnaden speglar sannolikt att
genotyp 20C gradvis fick en alltmer dominerade roll for smittspridningen i landet. Resultaten ger stod for
uppfattningen att den allmidnna samhillsspridningen var den huvudsakliga killan till spridning inom
dldrevarden, dvs att det inte var nigra speciella virusvarianter som spreds dar. Dessutom finns exempel pé att
olika virusvarianter pavisats pd ett och samma &aldreboende vilket bara forklaras av flera oberoende
virusintroduktioner till dessa boenden.



Uppdragsbeskrivning

I regeringens kommittédirektiv till Coronakommissionen (Dir. 2020:74) anges pa sidan 6 att kommissionen ska:

- beskriva den initiala smittspridningen till och inom Sverige,

- analysera resestrommarnas betydelse for smittspridningen i Sverige och i 6vriga nordiska lander, och

- sarskilt beskriva smittspridningen i omréaden med socioekonomiska utmaningar och smittspridningens
konsekvenser for utsatta grupper.

Coronakommissionen har darfor uppdragit till Prof. Jan Albert, Karolinska Institutet att inkomma med en
rapport som ger ett vetenskapligt underlag till kommissionens dterrapportering av punkterna 1 och 2 ovan. I
uppdragsbeskrivningen anges att kommissionen forviantar att arbetet fr.a. ska baseras pa s.k. fylogenetiska
analyser av SARS-CoV-2 gensekvenser och matematisk modellering. Projektgruppen forvintas insamla data
for arbetet fran Folkhdlsomyndigheten och olika 6ppna killor samt sjdlv generera data om detta bedoms
nodvindigt. Resedata och analys av dessa kommer om mgjligt géras i samarbete med forskningsprogrammet
Ett forskningsprogram om covid-19 i Sverige: Smittspridning, bekdmpning och effekter pd individer
och samhdille (under ledning av Torsten Persson, Stockholms universitet).

1 Inga indikationer pa spridning av SARS-CoV-2 i Sverige fore
vecka 9 2020

1.1  Bakgrund — Undersokning av oupptickt tidig smittspridning

Det finns rapporter om att SARS-CoV-2 retrospektivt har detekterats redan i december 2019 i prov fran enstaka
patienter i Frankrike [1] och Italien [2], samt i avloppsvatten i Italien [3]. Detta ar cirka tvA ménader innan de
forsta fallen rapporterades fran dessa lander. I Sverige diagnostiserades det forsta fallet i Jonkoping i vecka 6
hos en person som é&tervant frain Wuhan-omrédet i Kina. Det finns inga indikationer till att det uppstod
sekundarfall fran detta forsta svenska fall (figur 1).Det tog sedan till vecka 9 innan 13 fall rapporterades (6 i
Vistra Gotaland, 4 i Stockholm, 2 i Uppsala och 1 i Jonkoping). I svensk media har det dock rapporterats om
personer i Dalarna med covid-19-liknande sjukdom redan i december 2019, men vi har ingen information om
att dessa misstéankta fall har bekraftats.

Fragan uppkommer om det i Sverige fanns odetekterad spridning av viruset i samhaillet innan de forsta
fallen diagnostiserades. For att besvara denna friga analyserade vi 1 979 st sparade luftviagsprov fran
biobanken pi Klinisk Mikrobiologi, Karolinska Universitetslaboratoriet (KUL) med PCR fér SARS-CoV-2-
RNA. Proven hade inte tidigare undersokts for SARS-CoV-2 utan hade skickats in for analys av andra
luftvagspatogener. I urvalet exkluderades barn yngre an fem &r samt i mégjlig mén patienter med redan pavisat
SARS-CoV-2-RNA i annat prov. Urvalet omfattade veckorna 6—14 under ar 2020, se figur 2A. Det anvinda
kommersiella PCR-testet riktas mot tre olika virusgener varav minst tva ska detekteras for att provet ska anses
vara positivt for SARS-CoV-2. I hiandelse av detektion av endast en gen bedomdes det som ett misstankt fall av
SARS-CoV-2-infektion.

1.2 Resultat — Undersokning av oupptickt tidig smittspridning

Av 1 979 stycken analyserade luftvigsprov prov uppticktes 13 stycken tidigare ej kdnda fall av SARS-CoV- 2-
infektion samt tva misstankta fall (figur 2A). Provtagningsdatumet for det tidigaste av dessa fall var vecka 10.
Tvé prov var frin vecka 11 och resterande tolv prov var tagna veckorna 12—14. Som framgar av figuren hade 4
respektive 140 stycken bekriftade fall rapporterats i Stockholm vecka 9 respektive vecka 10
(Folkhalsomyndighetens statistik [4]). Forsok till sekvensering gjordes pa samtliga 15 prov och var
framgangsrik i 9 fall. Figur 2A visar att sekvenserna i dessa prov tillhorde virustyper som var tidigt etablerade
i Stockholm och pavisades ocksé bland tidigare kidnda fall.

1.3 Diskussion — Undersokning av oupptiackt tidig smittspridning

Analysen av sparade prov frin KUL gav inget stod for ndgon utbredd forekomst av SARS-CoV-2 i region
Stockholm innan vecka 9 eller ndgon pétaglig dold smittspridning (figur 2A). Denna slutsats stéds ocksé av
data fran Folkhilsomyndigheten, dir prover for influensaévervakning (sentinelprov) analyserades for SARS-
CoV-2 utan ndgon detektion av SARS-CoV-2 i prover fran vecka 1—9 (figur 2B). Enstaka fall pavisades fr.o.m.
vecka 10, precis som for proverna fran KUL.

Resultatet 4r i linje med den 6versikt av rapportingen av tidiga fall som globalt visade en 6kning av antalet
fall frdn och med vecka 9, speciellt i Europa [5], samt att storre smittspridning intriaffade i regioner med skollov
vecka 9 [6]. I en liknande undersokning av sparade luftviagsprov i Nottingham, Storbritannien, detekterades
tre tidigare oupptackta fall, varav det tidigaste i ett prov taget den 21 februari (vecka 8) frin en patient utan
resehistorik. Sekvensen fran detta fall klustrar med, samt foregir med en vecka, det forsta tidigare kdnda fallet



i Nottingham [7]. Analys av prov frin sentinelprovtagning for influensa i Bayern, Tyskland, pavisade inte ndgot
fall fore det forsta officiella fallet 277 januari 2020 [8]. Inte heller i USA pavisades dold cirkulation for slutet av
februari [9].

2 Molekylarepidemiologisk undersokning av smittspridning till
och inom Sverige

2.1 Bakgrund - Molekylarepidemiologi for SARS-CoV-2

For att analysera smittspridningen kan man utifrdn virusets arvsmassa studera hur virus fran enskilda
personer ar besldktade med varandra. SARS-CoV-2 arvsmassa bestar av cirka 30 000 byggstenar (nukleotider)
RNA vilka kan kartldggas med sekvensering. Nar virus forokar sig under en infektion uppstar slumpmassigt
mutationer i dess arvsmassa och det ar utifrdn forekomsten av sddana mutationer som sldktskapet mellan
enskilda virus kan analyseras med molekylirepidemiologiska metoder. Resultaten frin
molekylarepidemiologiska undersékningar kan askadliggors med sa kallade fylogenetiska slaktskapstrad och
andra metoder.

Liksom andra RNA-virus har SARS-CoV-2 en snabb mutationstakt (evolution) vilket underldttar mole-
kylarepidemiogiska undersékningar. Men trots detta finns det utmaningar med att undersoka den tidiga sprid-
ningen av SARS-CoV-2 eftersom samtliga virus har ett gemensamt ursprung som ligger vildig nara tillbaka i
tiden, endast nagra fa manader. Alla mutationer har ju uppstatt sedan den tidigaste gemensamma anfadern
for SARS-CoV-2 existerade vilket har berdknats till november 2019. Det korta tidspannet gor att arvsmassan
for virus frén olika lander kan vara identiska eller skilja sig &t med en eller ett fital mutationer. Det har rap-
porterats att tillracklig genetiskt diversitet for fylogenetiska analyser uppnéddes i bérjan av februari 2020 [10].
Reseanamnes ar darfor ett viktigt komplement till sekvensdata eftersom det kan indikera ett mojlig ursprung
for import dven om det inte utforts tillrackligt omfattande sekvensering av virus i sjdlva smittlandet. Det ska
dock papekas att reseanamnes kan dock ocksé ha felkéllor, t.ex. om en person smittas i Sverige kort efter en
utlandsresa och darfor felaktigt bedoms vara smittad utomlands.

En annan utmaning med molekylarepidemiologiska undersckningar av spridning av SARS-CoV-2 ar att
tillgdngliga sekvenser inte ar helt representativa for smittspridningen i olika lander och 6ver tid. Flertalet fall
av SARS-CoV-2-infektion har aldrig diagnostiserats och bara en andel av dessa patienters prov har
sekvenserats. I Sverige blev uppskattningsvis en tiondel av alla infektioner som intraffade fram till juni
diagnostiserade, och av dessa bekriftade fall finns virussekvens for omkring 3%. Sekvenserna representerar
alltsd bara en liten andel av alla faktiska infektioner (figur 3). Fylogenetisk analys ar beroende att det finns
representativa sekvenser. Vilka prov som har sekvenserats dr inte heller slumpvis valt och olika ldnder har
sekvenserat olika mycket, t.ex. har det i Europa utférts mycket sekvensering i Danmark och Storbritannien,
speciellt under pandemins forsta fas. Sannolikheten att hitta en speciell virusvariant i ett land ar stérre om det
har utforts mycket sekvensering i landet. Det betyder att om en virusvariant har pavisats i t.ex. Danmark eller
Storbritannien s& kan det spegla skillnader i tillgang pa sekvensdata snarare &n reella skillnader i férekomsten
av virusvarianten. Detta ar viktigt att beakta ovanstdende utmaningar nir resultaten fran vara och andras
molekylarepidemiologiska undersokningar tolkas.

2.2 Bakgrund - System for typning och klassificering av SARS-CoV-2

Internationellt s& anvinds ett antal olika och delvis 6verlappande klassificieringssystem dar virus grupperas i
genotyper, de viktigaste systemen ar Nextstrain, Pangolin, GISAID och WHO. Enligt Nextclade tilldelas en
beteckning (ar-bokstav, t.ex. 19A) nir en genotyp vid nagot tillfdlle har en frekvens pd mer dn 20% av globala
sekvenser. Pangolin dr ett system dar nya beteckningar (upp till fyra nivaer av tecken separerade med punkter,
t.ex. B.1.1.1 eller A.2) tilldelas ndr man utifran vissa fylogenetiska kriterier kan urskilja en genotyp [11]. WHO-
beteckningen avser att forenkla kommunikation med allménheten och betecknar de viktigare genotyperna med
en grekisk bokstav (exv. Nextstrain 201 = Pangolin B.1.1.7 = WHO alfa). GISAID-klassificeringen utgér i sin
beteckning (bokstaver, t.ex. G, GH) fran valda markor-mutationer som karakteriserar en genotyp. Figur 4 visar
hur de i rapporten vanligaste varianterna bendmns enligt dessa system. WHO-klassificeringen inférdes under
varen 2021 och ar inte applicerbar pa sekvenserna som undersokts i denna utredning.

I denna rapport har vi valt att framforallt anvinda Nextstrain-klassificeringen. Enligt detta system klassifi-
ceras merparten av sekvenserna fran varen 2020 i de sex genotyperna 19A—B och 20A-D.

2.3 Oversikt av undersokta virussekvenser och associerade metadata

Nir detta uppdrag gavs fanns det knappt 700 svenska sekvenser tillgdngliga i den publika internationella
databasen GISAID som representerade prov tagna under perioden 31 januari till 1 juni 2020. Den absoluta
merparten



av dessa prov hade sekvenserats av FOHM som i sin tur laddat upp dessa data till GISAID. Av dessa sekvenser
var 220 fran Stockholm. Men hilften av proven fran Stockholm var fran vecka 10 medan prov fran efterféljande
veckor endast representerades av endast enstaka sekvenser per vecka. Vi sekvenserade ytterligare prov
eftersom vi bedomde att det tillgingliga datasetet var for litet for vara planerade undersokningar. Var
malsittning var att ha tillgdng till minst 100 sekvenser per provtagningsvecka under forsta delen av pandemin.
Speciellt var prov fran Stockholm underrepresenterade eftersom FOHM hade haft problem att fa ut prover fran
Stockholms Medicinska Biobank. Sekvenseringen av prov fran Stockholm kompletterades dels utifrén en lista
frdn Folkhilsomyndigheten p& planerade sekvenseringar, samt utifrdn jamforelse med data fran
rutindiagnostiken vid Klinik mikrobiologi, KUL som visade en underrepresentation av dldre patienter.
Folkhélsomyndigheten urval baserades pa ett antal kluster med epidemiologiska samband, nirbesliktade
genotyper kan da forvintas. Urvalet pa Klinisk Mikrobiologi utgick inte fran négra kopplingar mellan proven
utan valdes utifrdn i) tillrdcklig virusniva, ii) provtagningsvecka, iii) patientens alder, iv) prover med
reseanamnes och prover fran patienter pé dldreboenden.

Analysen i denna rapport omfattar 1 350 svenska virussekvenser. Associerade metadata fanns for en andel
av proverna och omfattade information om provtagningsdatum, provtagande sjukhus/enhet, smittland, alder
och kon. Information om smittland har hamtats via utdrag fran SMInet dir informationen ldmnats av
behandlande ldkare och/eller smittskyddet. Merparten av sekvenserna (62%) kommer fran patienter i region
Stockholm och dirnist Vastra Gotaland (6,1%), se tabell 1. Andelen sekvenserade fall av bekraftade fall av
covid-19 till och med vecka 23 ar for Sverige totalt sett 3,0%, pa regionsniva har Halland den hogst andel
sekvenser av bekriftade fall (7,5%), foljt av Stockholm (5,9%) och Varmland (4,7%), se tabell 1. Nastan hélften
(45%) av sekvenserna kom fran patienter 65 ar eller dldre och 25% fran patienter 80 ar och dldre (tabell 2). En
négot hogre andel av sekvenserna var frdn méan (51%) an kvinnor.

Som jamforelsematerial anvinde vi samtliga tillgdngliga sekvenser i GISAID med provtagningsdatum
t.o.m. 31 maj 2020 (n=125 306 sekvenser) som fanns tillgidngliga under juli 2021. For den fylogenetiska
analysen subsamplades datasetet till att inkludera samtliga sekvenser fran Sverige, Danmark, Finland, Island
och Norge med en efterfoljande subsampling pa cirka 1 500 sekvenser vardera av europeiska och
utomeuropeiska sekvenser grupperade efter land och ménad med prioritet pa niarbesliktade sekvenser. Det
rorde sig om 1 763 sekvenser frin Danmark, 757 frin Finland, 377 frdn Norge och 1 447 frin Island vilket
motsvarar 15%, 11% 4% respektive 80% av de diagnostiserade fallen under tidsperioden i respektive land.
Motsvarade siffra for Sverige t.0.m 1 juni 2020 ir 3% (1 350 sekvenser och 39 309 bekriftade fall). For 6vriga
lander var sekvenser fran Storbritannien (n=36 502) och USA (n=32 848) klart dominerande.

2.4 Oversiktligt resultat av typning av svenska SARS-CoV-2 virus.

De 1 350 svenska sekvenserna fordelades i sex genotyper: 19A—B och 20A—D, se figurerna 5 och 6. Redan dessa
oversiktliga figurer visar att fem av dessa genotyper (19A och 20A—D) pavisades i Sverige redan i mars 2020
dvs tidigt under forsta vagen av pandemin. Figurerna visar ocksd att huvuddelen av de svenska sekvensera
faller inom genotyperna 20B (29%) och 20C (53%). Tradet och figuren indikerar att smittspridning av dessa
tva genotyper fortsatte under varen, medan smittspridningen inom genotyperna 19A, 20A och 20D avtog eller
helt avstannade. Genotypen 19B pévisades endast hos tre personer i Skéne vilket indikerar mycket begransad
spridning i Sverige av denna genotyp. Nedan undersoker och diskuterar vi de moéjliga orsakerna till dessa
skillnader och varifrin de olika genotyperna av virus sannolikt importerades.

Smittspridning under andra halvaret 2020 och 2021 berors egentligen inte i denna rapport men det kan
dnda ndmnas att inga av de fem(—sex) genotyper som spreds under viren 2020 visade pataglig fortsatt
smittspridning efter sommaren da istéllet genotyp 20E (B.1.177) med ursprung i Spanien kom att dominera i
Sverige och resten av Europa. Genotyp 20E ersattes under borjan av 2021 av alfa-varianten (201 eller B.1.1.7)
som i sin tur ersattes av delta-varianten (21A eller B.1.617.2) under sommaren 2021. Att dessa upprepade
skiften av dominerade genotyp skett i Sverige och stora delar av viarlden visar att nya virusvarianter snabbt kan
spridas mellan lander trots resebegriansingar och alla andra atgirder for att forhindra infléde och spridning av
nya virusvarianter. Nar de har etablerats i ett nytt land s kommer de framforallt spridas lokalt pa samma sitt
som skedde med gentyperna 19A—B och 20A-D under viren 2020.

2.5 N ir och hur manga ganger importerades viruset till Sverige?

Som ovan namnts finns det inga indikationer pa narvaro av av SARS-CoV-2 i Sverige fore vecka 9 d& 13 fall
diagnostiserades, forutom importfallet frdn Kina. Det &r troligt att de importer av virus som ledde till dessa
tidiga fall skedde samma vecka eller ndgon vecka innan. For fem av dessa fall finns sekvens. Alla fem tillhor
genotyp 19A, ett fall uppges ha smittats i Iran, ett i Sverige och for tre saknas uppgift om smittland. Det ar vart
att redan hir ndmna att vara analyser indikerar att import av virus av genotyp 19A fran Iran eller andra lander
inte patagligt bidrog till den fortsatta smittspridningen i Sverige under den forsta vagen (figur 7). Som framgér



av figuren dominerar genotyp 19A i tidiga sekvenser fran Iran. Denna genotyp visade begransad smittspridning
i Sverige (se figurerna 5 och 6).

Genom jamforelse med internationella sekvenser kan man identifiera att det skedde introduktion till
Sverige av minst 12 genetiskt tydligt skilda virusvarianter till Sverige (se figur 5 och 8). Vissa av dessa
introduktioner forefaller ha givit ett begriansat antal sekundarfall, dvs mindre utbrott. Andra introduktioner,
fr.a. de inom de genetiska genotyperna 20A, 20B och 20C forefaller ha gett upphov till fortsatt smittspridning
i storre skala.

Det ar mycket troligt att det skedde manga fler nastintill samtidiga introduktioner av virus tillhérande
genotyperna 20A, 20B och 20C, men det dr mycket svart att mer exakt uppskatta antalet introduktioner fran
de fylogenetiska undersokningarna. Som ovan namnts beror detta pa att det var fa sarskiljande mutationer
mellan virus frén olika infekterade personer i denna tidiga fas av pandemin samt att tillgangliga sekvenser fran
Sverige och andra ldnder inte nédvandigtvis ar representativa for alla virus som var i omlopp. En nagot mer
rattvisande uppskattning av antalet importer fas via reseanamnes for identifierade fall. Enbart i vart material
omfattande 1 350 sekvenserade fall finns uppgift om sannolik smitta utomlands for 138 fall (tabell 3). Det ar
sannolikt att det verkliga antalet fall av utlandssmitta, dvs importer, 4r manga ginger hogre. Detta illustreras
av en tidig veckorrapport frain FOHM dar man anger utlandssmitta for 88% av drygt 200 fall vecka 10 och 63%
av drygt 800 fall vecka 11 [12]. Trots detta, och som vi visar nedan, s kan merparten av fallen under den forsta
pandemivagen i Sverige harledas till fortsatt smittspridning i Sverige av ett mycket mer begransat antal
importerade virus. Det tydligaste exemplet finns inom genotypen 20C dar mer dn 600 svenska fall i vart dataset
harhor fran en virusvariant som sannolikt redan i slutet av februari eller bérjan av mars 2020 importerades
till Sverige eller uppstod hir (se nedan). I linje med med detta indikerar en rapport att det forekom mer an 1
000 oberoende introduktioner till Storbritannien, framst via resenarer fran Spanien, Frankrike och Italien,
men bara vissa varianter blev mer generellt spridda [13]. Som vi diskuterar nedan nar vi jamfor spridningen i
Sverige med den i de 6vriga nordiska ldnderna sé ar det inte helt 6verraskande att ett fatal tidiga virusimporter
dominerar den fortsatta smittspridningen i Sverige och andra linder. Om tidiga gransstdngningar vore helt
tita sa skulle alla fortsatta fall vara resultat av inhemsk smittspridning.

Det ar dock viktigt att iterigen paminna om att antalet undersokta sekvenser ar mycket litet i relation till
det totala antalet fall i Sverige som troligen uppgick hundratusentals personer under den férsta pandemivégen
enligt FOHMs studier av seroprevalens som indikerade att omkring 5% av den svenska befolkningen hade
genomgatt infektionen under det forsta halvaret 2020 [14] (figur 3). Vi bedomer dock att vart sekvensdataset
ar tillrackligt stort och representativt for att ha spegla de viktigare aspekterna av introduktioner och fortsatt
spridning av SARS-CoV-2 i Sverige. Ytterligare en svarigheten att med fylogenetiska metoder uppskatta antalet
virusintroduktioner beror pé att virus med identisk sekvens kan ha importerats flera génger vilket ar svart att
kartlagga frén virussekvenser.

2.6 Fran vilka Liinder skedde viktigare import

En viktig fraga nar det giller den tidiga spridningen av SARS-CoV-2 till och inom Sverige ar varifran virus
importerades. Detta giller speciellt genotyper och varianter av viruset som senare under forsta vagen utg]orde
viktiga kallor till fortsatt smittspridning. Det finns flera sétt att undersoka denna fraga. De metoder som vi
framforallt anvint dr: 1) Vilket land som rapporterat sekvensen; 2) Svenska sekvenser med uppgift om var
personen smittats (smittland); 3) Kluster med unikt svenska sekvenser. I alla tre fall sd kopplas informationen
till resultaten fran de fylogenetiska analyserna.

I figur 9 visas uppgift om smittland for svenska sekvenser fordelat 6ver de 6 genotyperna 19A—B och 20A—
D. Som ovan namnts sa pavisades fem av sex genotyper (19A och 20A-D) i svenska prover tagna redan de
forsta veckorna i mars. Genotyp 19B skiljer sig eftersom den endast har pévisats i tre prov som dessutom togs
senare varen (april). Informationen om patienternas smittland finns for 138 av de 1 350 sekvenserade svenska
proven
(tabell 3). Denna information ger indikation, men inte tvirsakert svar, pa varifran de virus som sedan spreds i
Sverige importerades. Av de 138 sekvenserna med uppgift om utlandssmitta s anges Italien och Osterrike som
smittland f6r 66 respektive 38 personer (66%). Dominansen for dessa tva lander ar 4nnu stérre for prov
frdn vecka 10—11. Det finns forstas en selektionsbias i detta eftersom resande frén norra Italien, och viss mén
Osterrike, speciellt uppmanades soka kontakt med virden vid symptom.

Som framgér av figur 9 s finns Osterrike angivet smittland for ménga av tidigaste sekvenserna tillhérande
genotyperna 19A och 20C. For 17 av 20 patienterna infekterade med genotyp 20C i Osterrike s var proverna
tagna under dagarna 9 — 12 mars, dvs tidigt i vecka 11. Med hansyn till inkubationstid, mm sa bor infektionerna
ha skett vecka 9 eller vecka 10. Flera internationella forskningsrapporter indikerar att det skedde
superspridning av genotypen 20C i Tyrolen och framforallt skidorten Ischgl i slutet av februari och att
merparten av den fortsatta spridningen av 20C i Europa och resten av virlden gar att harleda tillbaka till detta
[15, 16, 17].

Férutom de 20 dokumenterade fallen med genotyp 20C med smittland Osterrike i vart svenska material finns
liknande rapporter fran bland annat Island [16] och Danmark [15]. Grundvarianten av genotypen 20C (se

tabell 5 for definierande mutationer) ar den vanligaste varianten (n=4 241) i hela databasen av cirka 125 000
internationella sekvenser och totalt tillhor cirka 25 000 sekvenser genotyp 20C. Redan i prover fran vecka 10
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och vecka 11 aterfinns grundvarianten av genotyp 20C i 846 sekvenser fran 27 lander, forutom Sverige. Bland
svenska sekvenser aterfinns grundvarianten hos 15 patienter provtagna 8-31 mars i 7 regioner (Halland,
Kalmar, Véstra Gotaland, Stockholm, Orebro, Sérmland). For tolv av dessa, provtagna 9—16 mars, finns uppgift
om smitta i Osterrike. Det ar virt att notera att varianten initialt inte alls finns pavisad i prov fran Skane som
hade sportlov vecka 8. Sammantaget sa finns det starka indikationer pé att import av virus fran Osterrikiska
alperna runt ménadsskiftet februari-mars 2020 utgjorde grunden till viktig del av smittspridningen av genotyp
20C, som

dominerade under viren 2020 i Sverige, liksom i Danmark och flera andra europeiska linder. Se dven stycke

2.7 for analys av viktiga smittkluster nedan.

Italien finns angivet som smittland for 66 patienter varav 63 provtogs vecka 10 och vecka 11. Merparten av
dessa sekvenser finns inom genotyp 20A och 20B, men enstaka tillhor genotyp 19A och 20D (figur 9). Som vi
visar nedan sé finns det ett par svenska smittkluster inom genotyperna 20A och 20B som med stor sannolikhet
kan hirledas till import frén norra Italien vid manadsskiftet mars—april och som sedan har stitt for en
betydande del av den fortsatta smittspridningen i Sverige.

Sammantaget kan sigas att mycket talar for att tidig import fran norra Italien och Osterrike, formodligen
skidorter dir, var mycket betydelsefull for att etablera smittspridning i Sverige under véren 2020. Vi ser inga
tydliga indikationer pa import fran andra lédnder, stader och regioner har varit lika viktig. For att ytterligare
belysa betydelsen av import och fortsatt spridning av virusvarianter fran osterrikiska och italienska alperna
vore det vardefullt att analysera resestrommar fran Sverige till olika delar av Europa kopplat till uppskattningar
av incidensen av SARS-CoV-2-infektion i resemalen. Arbete med siddana analyser pagar i samarbete med
Torsten Perssons forskargrupp pa Stockholms Universitet.

2.7 Detaljerad analys av nio smittkluster

Redan tidigt fanns det i Sverige mutationer som inte har pévisats i ndgot annat land globalt (tabell 4). Det finns
ocksé flera exempel pa kluster med virus som &r unikt eller 6verviagande svenska. I ett fall ror det sig om ett
nordisk, snarare dn ett svenskt, kluster. Bakgrunden till dessa kluster ar att varianterna med de unika
mutationerna antingen har uppstétt i Sverige eller att de har importerats och sedan spritts i Sverige, men inte
alls eller i mycket liten grad spritts (eller i alla fall sekvenserats) i ursprungslandet och andra lander, se figur
10. Nedan analyserar vi i mer detalj négra av viktigaste av dessa kluster. De illustrerar pa olika sitt hur SARS-
CoV-2 troligen importerades till Sverige och sedan spreds generellt i landet eller mer lokalt. Tillsammans
omfattar dessa kluster 788 av de 1 350 (58%) undersokta svenska sekvenserna. Se figurerna S1—S9.

Vi paminner om att antalet analyserade svenska sekvenser ar lagt i forhallande till det totala antalet fall
under studieperioden (1 350 sekvenser av uppskattningsvis upp mot 500 000 fall; 0,3%) (figur 3). Om vi hade
haft tillgang till sekvens frén storre andel av det totala antalet fall &4r det sannolikt att de storsta klustren hade
blivit &nnu storre och att vi funnit fler unikt svenska kluster av mindre storlek. Det vill siga det hade forstarkt,
snarare an forsvagat, monstret vi beskriver diar en stor andel svenska fall kan kopplas till tidigt etablerad
inhemsk spridning utgdende fran en mycket liten andel av alla importerade varianter.

2.7.1 Kluster 20C:G24368T med 636 svenska sekvenser

Det storsta svenska, eller snarare nordiska, klustret finns i genotyp 20C och karaktiriseras av mutationen
G24368T som leder till aminosyra-substitutionen D936Y i spike-genen. Det finns 636 svenska sekvenser av
genotyp 20C med denna mutation och 1 017 utlandska. Bland dessa sekvenser finns det 183 svenska och 227
internationella sekvenser (varav 86 brittiska och 82 finska) med enbart denna mutation relativt grundformen
av 20C, men de flesta har 1 — 10 ytterligare mutationer. I det svenska sekvensmaterialet tillhér 636 av 1 350
sekvenser (47%) detta kluster. Dessa prov har tagits i 18 av landets regioner under perioden 8 mars till 1 juni
vilket visar pa stor spridningen vad giller antal, geografi och tid.

Forutom de 636 svenska sekvenserna tillhorande denna variant sa finns det alltsd enbart ytterligare 1 017
sekvenser med denna varianten i det internationella referensdatasetet av cirka 125 000 sekvenser (0,8%). Detta
visar att varianten ar klart 6verrepresenterad i Sverige och forefaller utgora en viktig del av smittspridningen i
landet under varen 2020. Utover Sverige, finns varianten i 415 av 757 (55%) av sekvenser fran Finland, 60 av
377 (16%) av sekvenser fran Norge, 34 av 1 763 (2%) av sekvenser frdn Danmark och 423 av 36 502 (1%) av
sekvenser fran Storbritannien. Resterande 9o sekvenser utgor enstaka sekvenser fran 22 olika lander. Med
reservation for skevheter i sekvensurvalet sé talar detta for att G24368T-varianten spreds i stor omfattning i
Sverige och Finland, mattlig omfattning i Norge och i 14g omfattning i Danmark och Storbritannien (figur 11).
Den dominerande och 6ver tid 6kande forekomsten av 20C:G24368T-varianten i Sverige och Finland har
rapporterats tidigare [18, 19, 20, 21]. Det finns en rapport som indikerar att mutationen D936Y skulle ha
genomgétt positiv selektion i Sverige [20], vilket foreslas kunna bero pé att den skulle kunna paverka struktur
och funktion hos spike-proteinet [21]. Men en annan artikel lyfter fram att epidemiologiska faktorer, sdsom
superspridningshéndelser, ar en alternativ forklaring [19]. Det faktum att varianten péavisats i Danmark och
Storbritannien utan att komma dominera dér talar emot att den skulle ha en 6kad smittsamhet jamfort med
andra varianter av genotyp 20C.



I och med 20C:G24368T-variantens stora betydelse for smittspridningen i Sverige (och Finland) under
varen 2020 sa ar det intressant att forsoka klarligga dess ursprung och fortsatta spridningdynamik. Det
tidigaste provet i virlden med denna sekvensvariant ar taget i Sormland 2020-03-08 (vecka 10) med uppgiven
smittort Eskilstuna/Stockholm, men redan vecka 11 (9—15 mars) terfinns varianten i ytterligare 18 prov frin
Stockholm och 1 frén Orebro, intressant nog finns i SMInet uppgift om att alla bedoms vara smittade i Sverige.
Givet bara en liten andel av alla fall har sekvenserats sd bor sekvenserade fall med inhemsk smitta rent
statistiskt ligga &tminstone tva—tre steg in i en smittkedja. Eftersom inkubationstiden (eller mer korrekt det
seriella intervallet) 4r minst 3—5 dagar sa innebar detta att 20V:G24368T-varianten bor ha importerats (eller
uppstéatt i Sverige) cirka tva veckor tidigare, dvs omkring vecka 8 — vecka 9.

Den forsta anamnesuppgiften om att en svensk patient infekterad med varianten skulle ha smittats utom-
lands &r en patient provtagen i vecka 12 (Tanzania). I vecka 13 finns ytterligare 5 patienter (en per Albanien,
Indonesien, Israel, samt tvd i Schweiz) och i vecka 14 en patient (Spanien). Vi bedomer att det ar osannolikt
att dessa anamnesuppgifter stimmer eftersom 20C:G24368T-varianten inte alls har rapporterats fran
Albanien, Indonesien, Israel, eller Schweiz, och bara en ging fran Spanien. Eftersom det pgick omfattande
spridning av varianten i Sverige sa forefaller mer troligt att dessa patienter har smittats i Sverige i néara
anslutning till en utlandsresa. I det internationella dataset saknas uppgift om smittland for 20C:G24368T
sekvenser med undantag for 4 sekvenser fran Island dar Storbritannien ar uppgivet som smittland. Men dessa
prover togs 19 mars — 1 april vilket gor att anamnesuppgiften inte siger sd mycket om variantens ursprung
eftersom den da redan var spridd till flera linder. Via smittland har vi alltsd ingen klar indikation p& varifran
eller hur ménga ganger 20C:G24368T-varianten importerades till Sverige.

Under vecka 11 rapporterades 20C:G24368T-varianten totalt 13 gdnger fran andra lander i vérlden; 6 fall i
Storbritannien (med 4 forsta fall 9 mars), 4 fall frdin Danmark (med f6rsta fall 9 mars), 1 fall frén vardera Norge,
Saudiarabien, och USA (med forsta fall 14 mars). Saledes star Sverige for 20 av de 32 tidigaste fallen av
infektion med varianten, dvs under vecka 10 och vecka 11. Under den resterande delen av mars 2020 finns
varianten i 241 sekvenser fran Sverige och 157 sekvenser frén resten av virlden. I Finland, som senare hade
manga fall infekterade med varianten, provtogs det forsta fallet 23 mars och &terfinns endast 23 ganger under
mars. Det kan ndmnas att ett pre-print som studerar introduktion och spridning av SARS-CoV-2 i Finland,
inklusive 20C:G24368T-varianten, anger att det ar svart att tillforlitligt bestimma variantens ursprung [19].

Figur 10 visar tre mdjliga scenarion for hur 20C:G24368T-varianten kan ha nitt Sverige: A) Varianten
uppstod i Osterrike och exporterades dirifran till Sverige och andra linder; B) Varianten uppstod i Osterrike,
men nadde Sverige via ett annat land; C) Varianten uppstod i Sverige och spreds darifran till andra léander. Vi
bedomer att det troligaste scenariot ar att 20C:G24368T-varianten uppstod i Gsterrikiska alperna eftersom
denna region utgjorde ett nav for superspridning av genotyp 20C vid manadsskiftet februari—mars 2020 [17].
Det som ocksa talar for detta scenario ar att 20C:G24368T-varianten néstintill samtidigt pavisades i Sverige,
Storbritannien, Danmark och Norge, varifran sannolikt manga skidturister befann sig i Ischgl och andra orter
i Tyrolen. Det som talar emot scenariot ar att varianten inte pavisats i prover fran Osterrike och att Osterrike
inte finns angivet for smittland for nagra av de tidiga 20C:G24368T-fallen. Antalet sekvenser av genotypen
20C fran Osterrike fran veckorna 10—12 ar dock lagt (1, 51 och 33 sekvenser i respektive vecka), vilket kan
jamforas med drygt 300 20C-sekvenser frin Danmark i veckorna 10—11. Ett 14gt antal sekvenserade prov i
Osterrike kan siledes vara en orsak till att varianten 20C:G24368T inte har pavisats dir. I detta sammanhang
kan noteras att de Osterrikiska sekvenserna av genotyp 20C frén vecka 11 uppvisar genetisk diversitet med
sekvenser som skiljer sig med en, tva respektive tre mutationer fran grundvarianten av 20C. Denna diversitet
indikerar dels att 20C- spridningen vid denna tid pagétt ett par veckor i Osterrike och dels att det troligen fanns
ytterligare varianter som cirkulerade dir men inte &terfinns bland de f tillgidngliga Gsterrikiska sekvenserna.
Motsvarande situation finns fér varianterna 20A:G22583A och 20A:A12790G som med stor sidkerhet
importerades till Sverige frdn Italien, men 4nda saknas bland sekvenser frén Italien (se nedan). Scenario B
(smitta till Sverige via ett annat land dn Osterrike) bedomer vi mindre sannolikt eftersom det forutsitter att
varianten redan hunnit etablera sig i detta tredje land och spridas till Sverige till slutet av vecka 10. P4 samma
satt bedomer vi scenario C (varianten uppstod i Sverige) mindre sannolikt eftersom den pavisades i Danmark
och England néstan samtidigt som i Sverige. Vi har 6vervagt att matematiskt modellera sannolikheten for dessa
alternativa scenarion, men har avstétt eftersom flera viktiga parametervérden &r valdigt osékra.

Vér bedomning om ett troligt osterrikiskt ursprung for 20C:G24368T-varianten skiljer sig fran rapporter
frdn Folkhilsomyndigheten [18] och Danmark [15] ddr man foreslar att varianten importerats frdn andra
lander i Europa respektive Storbritannien, vilket vi finner mindre sannolikt, men inte uteslutet, givet
ovanstiende resonemang. Om varianten uppstod i Osterrike s& forefaller troligt att det skedde, eller i alla fall
fick spridning, bland resenidrer fran Skandinavien och Storbritannien, sdsom en bar, ett hotell eller en
transitbuss. Spridningen till Finland har sannolikt till betydande del skett fran Sverige, givet att fallen i Sverige
foregick de forsta finska med cirka tva veckor, men det kan ocksa tidnkas att de tidigaste fallen infekterade med
varianten saknas i det finlandska sekvensdatasetet. Ett liknande scenario ar mojligt for Norge.



2.7.2 Kluster 20A:C14195A med 39 svenska sekvenser

Det nast storsta klustret aterfinns i genotyp 20A och kinnetecknas av mutationen C14195A. Klustret innehaller
39 svenska sekvenser och enbart 5 sekvenser fran andra lander (Costa Rica 1, Danmark 1, Ryssland 2, Stor-
britannien 1). Globalt var de tre forsta proverna med denna genotyp tagna i Sverige (Vistra Gotaland 11 och 16
mars, samt Halland 17 mars). Resterande svenska prov var tagna i nio olika regioner (Vastra Gotaland, Hal-
land, Stockholm, Visterbotten, Jamtland Harjedalen, Norrbotten, Varmland, Kalmar, Skane) under perioden
20 mars — 25 maj. Varianten spreds alltsa till stora delar av landet under storre delen av varen 2020. For det
svenska provet taget 16 mars finns uppgift om att smitta skett i Storbritannien, medan uppgift om smittland
saknas eller uppgett ha skett i Sverige for dvriga prover. A ven uppgiften om att ett svenskt fall skulle kunna
smittats i Storbritannien ska tas pa allvar s ar det anmérkningsvirt att genotypen endast setts i 1 av mer an
36 000 sekvenser frian Storbritannien tagna under vintern — varen 2020. I ljuset av detta forefaller troligt att
mutationen som karaktériserar varianten uppstatt i Sverige eller mycket tidigt importerats frén ett annat land
in Storbritannien. Oavsett vilket, sd kan misstankarna riktas mot norra Italien eftersom vi vet att genotyp
20A spreds tidigt dar och att flera av de tidiga fallen i Sverige med genotyp 20A uppges ha smittats i Italien. I
sammanhanget ska det noteras att det i vart dataset om 125 000 internationella sekvenser enbart finns 1 409
sekvenser fran Italien for hela perioden januari till maj 2020. Redan nir det forsta provet med varianten
20A:C14195A togs i Vistra Gotaland den 11 mars s& hade Italien rapporterat mer dn 10 000 sjukdomsfall och
det verkliga antalet fall var sikerligen mycket hogre.

2.7.3 Kluster 20A:G22583A med 23 svenska sekvenser

Inom genotyp 20A finns dven ett kluster som kdnnetecknas av mutationen G22583A. Klustret har likheter med
det foregaende i det att det innehéller 23 svenska sekvenser och enbart 5 sekvenser fran andra lander (alla fran
Storbritannien). Tjugoen av de 23 svenska prover tagna 3—9 mars, medan det forsta fran Storbritannien var
taget 12 mars. Femton svenska prover var tagna i Stockholm 3-8 mars, for dessa prov finns ingen uppgift om
smittland. Sex prover var tagna i Vasternorrland den 9 mars och alla dessa uppges vara smittade i Italien. Tva
senare prov var tagna i Vastra Gotaland 27 mars respektive Uppsala 12 april vilket indikerar att varianten
fortsatte att cirkulera i Sverige efter introduktionen i borjan av mars. Anamnesuppgifterna for fallen i
Visternorrland indikerar att varianten uppstod i Italien och sedan importerades till bide Vasternorrland och
Stockholm. De senare fallen i Storbritannien skulle ocksd kunna representera importer fran Italien eller
mojligen fran Sverige.

2.7.4 Kluster 20B:C26447T+C28887T med 25 svenska sekvenser

Nasta kluster finns inom genotyp 20B och kidnnetecknas av mutationerna G22583A och C28887T. Klustret in-
nehéller 25 svenska sekvenser provtagna 31 mars — 1 juni Over storre delen av landet (Stockholm,
Vasternorrland, Uppsala, Jimtland Harjedalen, Jonkoping, Varmland, Skdne, Kalmar, Vistmanland). Det
finns enbart ett utlindskt prov med denna variant; i ett dansk prov taget 18 maj som troligen representerar
import frén Sverige. For ungefar hélften av proverna finns uppgift om att smitta ska ha skett i Sverige medan
uppgift saknas for resterande prov. Den fylogenetiska analysen indikerar att varianten uppstétt i tva steg. Den
forsta mutation skulle i sa fall vara C26447T (mot bakgrunden
C241T,C3037T,C14408T,A23403G,G28881A,G28882A,G28883) som finns pavisad i 5 av de 125 000
internationella sekvenserna och dessutom i ett svenskt prov taget i Jamtland- Harjedalen 23 mars frén en
patient som uppges vara smittad i Sverige. Om uppgiften om smittland for detta fall stimmer sa betyder detta
att C26447T-varianten varit i dtminstone begransad cirkulation i landet. Varifran C26447T-varianten har
importerats till Sverige ar svart att bedoma i och med att det férsta och enda svenska fallet diagnostiserades
23 mars did SARS-CoV-2 var spritt 6ver hela Europa och virlden. Daremot ar det ar troligt att
tillaggsmutationen C28887T har uppstatt i Sverige. Darefter har sedan varianten med de tva kiannetecknande
mutationerna C26447T+C28887T spritts ganska brett i Sverige under varen och forsommaren. Frén Sverige
har den exporterats till Danmark vid minst ett tillfille.

2.7.5 Kluster 20A:A12790G med 19 svenska sekvenser

Detta kluster inom genotyp 20A ir ett exempel pé en variant som tidigt importerades till Varmland frén Italien
och spreds lokalt under en begréansad tid (4—12 mars 2020) utan pavisad fortsatt spridning lokalt eller andra
delar av landet. Nio av de infekterade personerna uppges vara smittade i Italien, atta i Sverige och for tva
saknas uppgift. Inga av de 125 000 internationella referenssekvenserna uppvisar den kannetecknande
mutationen A12790G inom genotyp 20A. Det ar Overraskande att nio svenska personer infekterade med
varianten uppges vara smittade i Italien och samtidigt det inte finns ndgon internationell sekvens med denna
variant. Det pekar mot att varianten inte hade bred spridning i Italien. Man kan spekulera i mdjligheten att de
personer fran Varmland som uppges vara smittade i Italien tillhorde samma resesillskap och att en person i
séllskapet forde in infektionen i gruppen. Vi har dock inte tillging till ngra detaljerade anamnesuppgifter som
skulle kunna bekrifta eller forkasta en sddan hypotes. En ytterligare kommentar ar att detta kluster visar att
ett lokalt utbrott



(som detta i Varmland) kan stoppas sa att bredare spridning i landet forhindras. Vi vet inte om detta skett
genom aktiva smittskyddsatgéirder eller om det delvis ar en slump att detta lokala utbrott snabbt begréansades.

2.7.6 Kluster 20B:C24865T med 16 svenska sekvenser

Detta kluster innehéller 14 svenska sekvenser. Fjorton sekvenser har erhéllits frdn prov tagna i Stockholm 5
april — 28 maj, medan ett prov ir fran Visterbotten 15 maj och ett fran Uppsala 20 maj. Ingen person uppges
vara smittad utomlands, men sex i Sverige. Bland de 125 000 internationella sekvenserna sa finns C24865T-
mutationen i 10 st genotyp-20B-sekvenser, men ingen av dessa matchar den fullstdndiga genotypen for de
svenska sekvenserna, vilket vi tolkar som att de inte tillhor det svenska klustret. Det gar inte att sdkert bedéma
om varianten uppstitt i Sverige eller importerats, men véra analyser visar att varianten spritts i Stockholm
under april-maj och dven péavisats i Vasterbotten och Uppsala.

2.7.7 Kluster 20B:G1421A med 13 svenska sekvenser

Detta kluster innehaller 13 svenska sekvenser. Elva sekvenser har erhallits fran prov tagna i Ostergotland under
perioden 12 mars — 5 maj, medan ett prov ar fran Kalmar 15 april och ett frin Stockholm 30 april. Det finns
inte uppgift om utlandssmitta for ndgot av de svenska fallen, men 8 uppges vara smittade i Sverige och 5 saknar
uppgift. Bland de 125 000 internationella sekvenserna si ar Gi421A-varianten endast pavisad 3 ginger
(Storbritannien 30 mars och 14 april samt Bosnien-Herzegovina 25 mars). Sammantaget s bedomer vi att
detta 4r en svensk variant som fr.a. spritts i mattlig omfattning lokalt i Ostergtland under varen. Det gir inte
att siikert beddma om varianten importerats till Ostergétland eller om den uppstatt dir. Det gir inte

heller att bedéma om G1421A-mutationen i de tre utlindska fallen representerar spridning fran Sverige eller
om mutationen oberoende har uppstétt i dessa tre fall.

2.7.8 Kluster 20B:C9857T med 10 svenska sekvenser

Detta kluster innehaller 10 svenska sekvenser som ar helt identiska. Alla 10 prover ar tagna i Stockholm under
dagarna 2—6 mars. Uppgift om smittland saknas for alla fallen. Bland de 125 000 internationella sekvenserna
sé finns tre prov fran Osterrike som har identisk sekvens med de svenska sekvenserna. Dessa prov ar tagna 6,

13, och 28 mars. Det ir troligt men inte sikerstillt att varianten importerats till Sverige frén Osterrike. En
alternativ forklaring skulle kunna vara att importerats till bide Sverige och Osterrike fran Italien, som var en
hub for tidig spridning av genotypen 20B. Det finns ytterligare 12 av de internationella genotyp 20B-
sekvenserna som har C9857T-mutationen men som sekvensmassigt skiljer sig lite frdn det svensk/0sterrikiska
klustret. Dessa sekvenser ar fran Storbritannien, Brasilien, Frankrike och Australien. Det 4r tinkbart att dessa
infektioner ocksa skulle kunna ha sitt ursprung i Osterrike eller Italien.

2.7.9 Kluster 20B:C5654T+C24034T med 7 svenska sekvenser

Det sista kluster som vi valt att presentera innehaller 7 svenska sekvenser och en belgisk. De svenska proverna
ar tagna i Stockholm under dagarna 7—10 mars. Det belgiska provet var taget 6 mars. Det finns inga andra av
de 125 000 referenssekvenserna som har denna genotyp. For ett av proven finns uppgift om smitta i Italien,
medan uppgift om smittland saknas for 6vriga fall. Det dr troligt att varianten importerats en eller flera gdnger
till Sverige fran Italien. Det ar intressant att denna variant inte forefaller att ha fortsatt att spridas i Sverige
eller ndgon annan del av virlden under den forsta pandemivagen.

2.8 Jamforelse av virusimport och spridning i de nordiska léinderna.

I och med att vi har alla tillgingliga sekvenser sekvenser fran de nordiska landerna (Danmark, Finland, Island,
Norge, Sverige) med i analyserna s kan vi 6versiktligt jaimfora de molekylarepidemiologiska monstren mellan
linderna med reservation for olikheter i urval och andel sekvenserade prov av alla diagnostiserade fall dar det
finns betydande skillnader. Under den studerade tidsperioden t.0.m. 1 juni 2020 finns f6r Danmark sekvens
for 1763 av 11 633 rapporterade fall (15%), Finland 757 av 6 826 fall (11%), Norge 377 av 8 411 fall (4%), Island
1447 av 1 806 fall (80%), samt for Sverige 1 350 av 39 309 fall (3%).

Figur 12 visar att det finns sekvenser frin prover tagna i slutet av februari och borjan av mars i fyra av
landerna, medan antalet ar lite ldgre for Finland. Precis som for Sverige finns rapporter om tidiga importer av
virus fran Italien och Osterrike till Danmark och Island [15, 16]. Trots skillnaderna i total sjukdomsbérda i de
fem lédnder sa finns det manga likheter i de fylogenetiska monstren. Det géller framforallt att en forhéllandevis
stor andel av sekvenserna aterfinns i land-specifika kluster som etablerades i borjan av mars och sedan
fortsatte att spridas i respektive land under resten av varen. Monstret ar allra tydligast for Danmark och Island
dér det finns flera stora land-specifika kluster inom genotyperna 20A och 20C respektive 19A, 20A och 20B
(figurer 13, 14). For Finland &r monstret ndgot annorlunda eftersom ménga finlindska sekvenser, som ovan
namnts,
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forefaller ha sitt ursprung i det stora svenska G24368T-klustret inom genotyp 20C, men det finns ocksé ett par
Kkluster som forefaller domineras av finska sekvenser (figur 15, 16A). A ven i Norge ir bilden med land-specifika
Kluster inte lika tydlig som i de 6vriga nordiska landerna (figur 16). Av de danska sekvenserna aterfinns 41%
inom tre storre kluster (20C:C1302T, 20C:G26951A, 20A:C7834T) och bland de isldndska sekvenserna finns
ett dominerade kluster som utgor 21% av sekvenserna (20A:A10323G) och ett storre pad 9% (19A:C5142T).
Bland de norska sekvenserna ses ett storre kluster (20A:G8371T, 11% av norska sekvenser) medan det storsta
finska klustret utgor 5% av finska sekvenser (20A:C6401T).

De spridningsmonster som indikeras av de fylogenetiska analyserna ar egentligen inte 6verraskande. Vid
manadsskiftet februari-mars var den omfattande smittspridningen i norra Italien, inklusive skidorter, och de
osterrikiska skidorterna dnnu inte fullt uppmirksammad. Detta ledde till ett mer eller mindre okontrollerat
inflode av smittade personer vars antal troligen var relativt vél korrelerat till resemonster. De olika nordiska
linderna inférde sedan smittskyddséatgarder sédsom karantdn for &tervindande resenirer, stingda
landsgrinser, och nedstingning av samhillet i olika grad och takt. A ven om sidana &tgirder inte ir 100%
effektiva s ar det forvantat att den fortsatta smittspridningen domineras av virusvarianter som redan etablerat
lokal spridning, vilket ar vad de land-specifika klustren indikerar. Omfattningen av denna fortsatta
smittspridning kommer mycket att bero pa hur effektiva atgarderna mot fortsatt lokal smittspridning ar. Med
oppna grianser forvintas ett visst tillskott av nya importerade varianter, men dven i Sverige, som hade minst
strikta atgirder, sa forefaller dessa std for mindre dn 50% av fallen. Detta géller i alla fall under varen 2020 da
varianterna inom genotyp 20A—C sannolikt hade ungefar samma smittsamhet. I linje med detta resonemang
finns en forskningsrapport som indikerar att det i europeiska lander under forsta halvaret 2020 finns en
omvind korrelation mellan tidiga atgdrder mot smittspridning och mortalitet [22]. Det ska dock pépekas att
import av virusvarianter har stor betydelse om de ar patagligt mer smittsamma vilket med all 6nskvard
tydlighet illustreras av alfa- och delta-varianterna som snabbt kom att dominera i savil Sverige som andra
europeiska lander trots att de inte uppstod i lokalt utan importerades och ersatte tidigare varianter.

2.9 Smittspridning inom Sverige

Som ovanstdende analys av de utvalda klustren visar sé finns exempel pé smittspridning som var begrénsad i
tid och rum, dvslokala utbrott sésom kluster 20B:G1421A 1 Ostergotland och kluster 20A:A12790G i Varmland.
Men de flesta av de stérre Klustren har fick spridning i stora delar av landet. Det géller fr.a. det stora klustret
20C:G24368T som ocksa spreds till och i Finland. Dessa monster ar inte 6verraskande i och med att det inte
funnits strikta restriktioner avseende resande inom Sverige. Trots detta skiljde sig omfattningen av smittsprid-
ning under forsta pandemivagen patagligt mellan olika svenska regioner, t.ex. mindre i Skdne an i Stockholm.
Orsaken till dessa skillnader ar dock svara att utreda via de molekylarepidemiologiska undersokningarna.

2.10 Analys av smittspridning i region Stockholm
2.10.1 Skillnader i fordelning av virusgenotyper mellan Stockholmssjukhusen

For prov tagna i region Stockholm har vi information om pa vilken vardinrattning provet var taget pa och vi
kunde darfor analysera eventuella skillnader vad géller sekvenstyper mellan vardinrattningar. For prov tagna
pé akutsjukhusen noteras att prov fran Sankt Gorans sjukhus nistan uteslutande utgors av virus tillhérande
genotyp 20C. 20C utgér ocksd majoriteten i prov fran Danderyd sjukhus samt frdn Karolinska
Universitetssjukhuset Solna (figur 17). En stor andel av dessa sekvenser terfinns inom det stora klustret
20C:G24368T (135 av 147 pad Sankt Gorans sjukhus, 52 av 84 pd Danderyds sjukhus, samt 29 av 42 pa
Karolinska Universitetssjukhuset Solna). Dessa fynd indikerar att det forelegat vissa regionala skillnader i
smittspridningen inom region Stockholm sa att genotyp 20C dominerat i upptagningsomradet for Sankt
Gorans sjukhus (dvs nordvéastra Stockholm), medan andra genotyper fitt begransad spridning i detta omréde.
Karolinska Universitetssjukhuset Huddinge dock utgjorde initialt regional vardavdelning for covid-19, dvs
kopplingen till upptagningsomrade blir inte lika tydlig da patienter fran alla upptagningsomraden blev
hénvisade dit. Men faktum kvarstér att under resten av varen sé var genotyp 20C extra dominerande bland
prover fran Sankt Gorans sjukhus. Som ovan ndmnts sé utgjorde Osterrikiska alperna ett nav for tidig spridning
av denna genotyp dven om ursprunget for den dominerande 20C:G24368T-varianten inte ar helt klarlagd.

Fordelat over tid pavisades genotyp 20C i region Stockholm forsta gangen vecka 11. De allra forsta fallen i
vecka 9 utgjordes av 19A och 20A, medan 20B dominerade i vecka 10 (figur 18). Detta visar att det inte verkar
ha varit de allra tidigaste introduktionerna i regionen som kom att dominera den fortsatta smittspridningen
under forsta pandemivagen. Att det skulle ha pagétt ndgon pataglig smittspridning av virus i genotyp 20C fore
vecka 10—11 som undgatt upptickt stods inte av analyserna av tidigare ej undersokta luftvigsprov (se stycke
1.2).
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2.10.2 Sekvenser frin tidigare okinda fall

Som ovan redovisats utférde vi SARS-CoV-2 PCR pa knappt 2 000 luftvigsprov som tidigare inte genomgatt
denna diagnostik. Totalt uppticktes enbart 13 stycken nya fall varav 9 kunde sekvenseras (fem genotyp 20C,
tva 20A, ett 20B och ett 19A) (figur 2). Det tidigaste fallet var provtaget i vecka 10 och detta virus tillhor genotyp
20A. En patient med virus i genotyp 20C provtogs vecka 11 d& det redan fanns 47 kianda patienter infekterade
med virus ur genotyp 20C. Detta indikerar att det inte forekom négon pétaglig dold/oupptéackt smittspridning
av genotyp 20C i samhillet innan de forsta fallen diagnostiserades. For de sekvenserade nyupptéckta fallen
har vi ingen information om att de skulle ha smittats utomlands och de bedoms darfor troligen ha smittats i
Sverige. Att 5 av 9 typbara virus hos de nyupptéckta patienterna tillhor genotyp 20C och tre av dessa
detekterades vecka 12 eller senare styrker att det huvudsakligen var denna variant som cirkulerade i samhillet,
snarare an att 20C dominerar i materialet pd grund av riktad testning. Det ska ocksd namnas att alla fem 20C-
fallen tillhorde det stora 20C:G24368T-klustret vilket ytterligare bekriftar dess dominerande roll i den svenska
smittspridning i och med att dessa nyupptickta fall sannolikt provtogs pa grund av luftvigssymptom utan
specifik misstanke om SARS-CoV-2-infektion eller reseanamnes.

2.10.3 Unikt svenska varianter

Det finns 151 sekvenser fran prov tagna i vecka 10. Av dessa har 54 sekvenser (36%) en kombination av
mutationer som forekommer unikt i Sverige, dvs saknar identiska motsvarigheter i det internationella
datasetet om 125 000 sekvenser. Andelen unikt svenska sekvenser 6kade under varen och uppgick vecka 13 till
57% och vecka 14 till 73%. Detta ger ytterligare stod for att smittspridningen redan i tidigt skede dominerades
av inhemsk smitta snarare dn kontinuerlig import fran utlandet. Viss forsiktighet kravs dock nar dessa fynd
tolkas eftersom bade det svenska datasetet och det internationella jaimforelsematerialet bara omfattar en liten
del av alla SARS-CoV-fall under studieperioden. Dessutom é&r antalet sérskiljande mutationer fi och mindre
delar av virusets arvsmassa kan sakna sekvens (det internationella kvalitetskravet anger att minst 95% av
viruset arvsmassa ska vara bestimd). Vi bedomer dock att jaimforelsen av svenska och internationella
sekvenser ar tillrackligt robust for att ge en bra bild av andelen unikt svenska sekvenser.

2.11 Aldersgrupper

Information om alder fanns for 1 338 av 1 350 patienter med sekvenserat virus (tabell 2). De flesta
sekvenserade virus kom frén patienter i dldrarna 25-64 ar (20A: 51%, 20B: 52% samt 20C: 40% av pavisade
virus). Virus i genotypen 20C var vanligare hos ildre patienter. Hos personer >65 ar utgjorde genotyp 20C
67% av alla sekvenser, medan 20C endast aterfanns hos 14% av personer <25 ar. P4 motsvarande sitt utgjorde
unga vuxna (15—24 ar) 8,7% och 9,8% av patienterna med virus i genotyperna 20A respektive 20B, men endast
1,3% av patienterna med virus i genotyp 20C, medan patienter 65 &r och dldre utgjorde 34% vardera av
patienterna med virus i genotyp 20A respektive 20B men 57% av patienterna med virus i grupp 20C. Det ska
dock papekas att det skedde ett skifte vad géller dominerade genotyp (20C ¢kade vartefter) samtidigt som
indikationerna for PCR-testning dndrades under den forsta vagen. Initialt testades alla misstdankta fall och
kontakter oavsett dlder. Senare testades fall som kravde sjukhusvard, dvs foretrdadesvis dldre. Detta kan ha lett
till en viss bias i aldersfordelning vad géller virusgenotyper eftersom andelen provtagning och darmed
sekvensering av yngre personer minskade under varen.

2.12 Varianter pa dldreboenden

I och med 6verrepresentationen av dodsfall pd dldreboenden (har avser vi mer precist sarskilt boende samt
vard- och omsorgsboende) har vi separat analyserat molekyldrepidemiologin for sekvenser fran personer i den-
na grupp. Analyserna har bara kunnat goras for Stockholm dar vi hade tillgang till information om vilken
vardinrattning som sént in provet. Totalt har vi tillging till 161 sekvenser fran personer provtagna pa 88 vard-
och omsorgsboenden, dldreboenden samt servicehus. Fran 42 boenden fanns minst tva sekvenser. For det
flesta av dessa 42 boenden si var sekvenserna niarbeslaktade vilket ar forenligt med smitta inom boendet. Men
pé sex boenden tillhérde sekvenserna olika genotyper (figur 19), vilket betyder att minst tvd oberoende
virusintroduktioner hade intraffat. Det ska dock papekas att forekomst av tva eller flera identiska sekvenser pa
ett boende inte formellt utesluter oberoende importer dven om lokal smittspridning far anses troligare.

Av de 161 sekvenserna fran personer pa dldreboenden sa var 84 sekvenser unika, dvs aterfanns varken bland
internationella eller 6vriga svenska sekvenser. Bland prov fran dldre- och omsorgsboende tillhorde 119 av 161
(74%) genotyp 20C, vilket kan jamforas med det totala datasetet dir 714 av 1350 (53%) av sekvenserna tillhérde
denna genotyp. Andelen av 20C sekvenserna var ocksa hogre pa idldre- och omsorgsboendena dn generellt i
aldersgrupperna 65-79 ar och >80 ar dir genotypen 20C utgjorde 66% respektive 67% av sekvenserna (tabell
2). Inom genotypen 20C hade 94 av sekvenserna frén dldre- och omsorgsboenden mutationen G24368T.
Denna fordelning ar inte helt 6verraskande eftersom sjukdomsfallen inom &ldrevarden tidsmaissigt sldapade
efter den mer allménna samhallsspridningen och genotyp 20C gradvis fick en alltmer dominerade roll.
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Resultaten ger dock stod for uppfattningen att den allmédnna samhallsspridningen var den huvudsakliga kallan
till spridning inom &ldrevirden, dvs att det inte var ndgra speciella virusvarianten som spreds inom
aldrevarden.

2.13 Smittsamhet

Under pandemin har det flera ganger visats att virusvarianter med mutationer som ger 6kad smittsamhet
snabbt har kommit dominera smittspridningen genom att ersétta tidigare varianter. De tydligaste exemplen
ar den brittiska alfa-varianten (Nextstrain-genotyp 201/Pangolin B.1.1.7) som under borjan av 2021 helt ersatte
tidigare varianter (fr.a. varianten 20E/B.1.177). Alfa-varianten ersattes i sin tur av delta-varianten
(21A/B.1.617.2) under sommaren 2021.

Den forsta mutationen som visades 6ka smittsamheten var dock spike-mutationen D614G [23]. Denna mu-
tation ar det som framfor allt skiljer genotyperna 19A—B frén genotyperna 20A—D; de senare har mutationen
medan de forra inte har den. Det dr darfor inte Gverraskande att genotyperna 19A-B fick begriansad smitt-
spridning i Sverige (liksom i manga andra delar av virlden) under den senare delen av forsta pandemivagen.
Genotyperna 19—B trangdes helt enkelt undan av de mer smittsamma genotyperna 20A—D, precis p4 samma
sétt som alfa- och delta-varianterna senare gjorde. Det finns dock inga data som tyder pa att genotyp 20C skulle
vara mer smittsam &n 20A, 20B och 20D. Dominansen av 20C beror saledes troligen pa andra faktorer och da
sannolikt framf6rallt pa att varianten ’av en slump’ hamnade i ratt miljé/population vid ritt tillfalle och darfor
fick en spridningsfordel (en variant av det som kallas founder effect pa engelska).
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granskning av utkast pd rapporten; Malin Grabbe (KUL) for uppslaget till undersékningen av sparade
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arbetning av sekvensdata; samt all personal utvecklat, lett och utfért arbetet med diagnostiska PCR-analyser
och sekvensering, i synnerhet Niklas Svedberg, Natalija Gerasimcik, Lynda Eneh, Martin Ekman och Karina
Hentrich pd KUL samt Sandra Broddesson pa KI. Till sist vill vi ocksa rikta vart tack till alla i det vetenskapliga
samfundet globalt som mgjliggjort vara analyser genom att dela sina sekvensdata pa plattformen GISAID.
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4 Appendix

4.1 Internationella SARS-CoV-2 sekvenser

Dataset av samtliga globala sekvenser med tillh6rande metadata med provtagningsdatum fram till 31 maj 2020
tillgangliga i GISAID sammanstélldes under juli 2021

4.2 Svenska sekvenser

Fran GISAID fanns 725 svenska sekvenser tillgingliga, huvudsakligen sekvenserade av Folkhdlsomyndigheten
(n=714). For utredningen generades ytterligare 625 nya sekvenser. Prov pa Karolinska Universitetslaboratoriet
valdes ut enligt foljande kriterier for sekvenseringen: i) enligt urval och uppdrag fran Folkhdlsomyndigheten,
ii) enligt eget urval utifran provtagningsdatum, provtagare, dlder och tillracklig virusniv4, iii) enligt eget urval
utifrdin SMInet-data om smitta utomlands, iv) pé tidigare ej diagnostiserade personer som upptéickts genom
SARS-CoV-2 PCR pé sparade luftviagsprov pd KUL, samt v) inom annat projekt om aterinfektion.

4.3 Metadata

Sekvenserna kompletterades med metadata. Metadata for de svenska sekvenserna erholls fran: i) statistikmo-
dulen for laboratoriets informationssystem (alder, kon, provtagare, provtagningsdatum) ii) utdrag frin SMInet
(smittland, smittort, anledning till provtagning).

4.4 SARS-CoV-2 helgenomsekvensering

Helgenomsekvensering av SARS-CoV-2 fran sparade luftvagsprov utférdes den metod som ér i drift inom
rutindiagnostik pa KUL som bygger pa ett samarbete mellan Klinisk Mikrobiologi, KUL och Clinical Genomics,
SciLifeLab.

Luftvagsproverna spaddes 1:2 i MagNA Pure 96 External Lysis Buffer (kat. nr. 06374913001, Roche Di-
agnostics AB) for inaktivering av virus och sedan extraherades RNA pad MagNA Pure 96 (MP96) (Roche
Diagnostics) med MagNA Pure 96 DNA and Viral NA SV Kit (kat. nr. 06543588001, Roche Diagnostics AB).
cDNA tillverkades med Illumina COVIDSeq Test Kit (Document # 1000000126053 v02) i enlighet med till-
verkarens instruktion: 8,5 uL. RNA-eluat blandades med 8,5 pL Elution Prime Fragment 3HC Mix HT foljt av
annealing vid 63°C - 3 minuter och 4°C - indefinitely. Darefter tillsattes 0,8 uL Reverse Transcriptase HT och
7,2 uL First Strand Mix HT till det annealade RNA:t. Protokoll f6r cDNA-syntes: 25°C - 5 min, 50°C - 10 min,
80°C - 5 min, samt 4°C - indefinitely.

Erhallet cDNA anvindes for amplifiering av hela SARS-CoV-2 genomet med 6verlappande amplikon enligt
ARTIC-systemet. Tva reaktioner per prov sattes upp med foljande innehéll: 12,5 puL Illumina PCR Mix HT, 3,9
nL nukleasfritt vatten, 3,6 uL. COVIDSeq primer pool 1 HT respektive COVIDSeq primer pool 2 HT, samt 5 pL
cDNA. Protokoll fér amplifiering: 98°C - 3 min, 35 cykler av (98°C - 15 s och 63°C - 5 min), samt 4°C
indefinitely. Efter amplifiering poolades reaktionerna till en slutvolym om 30 pL.

PCR amplifierat DNA anvindes for att tillverka sekvenseringsbibliotek med tagmenteringsmetodik. Till
varje reaktionsmix tillsattes 10 puL Tagmentation Buffer 1 HT, 3,3 pL Enrichment BLT HT samt 16,7 uL
nukleasfritt vatten. Proverna inkuberades i 55°C - 5 min f6ljt av 10°C - indefinitely. Efter tagmentering renades
amplikonen genom att tillsdtta 10 uL Stop Tagment Buffer 2 HT f6ljt av inkubation i rumstemperatur i 5 min
och magnetisk separation. Magnetkulorna tvittades tvd ginger med Tagmentation Wash Buffer HT.
Amplifiering av tagmenterade amplikon skedde genom att tillsdtta 20 pL Enhanced PCR Mix HT, 10 pL Index
Adapters och 20 pL nukleasfritt vatten till varje prov och inkubera i 72°C - 3 min, 98°C - 3 min, 7 cykler av
(98°C - 20 s, 60°C - 30 s, 72°C - 1 min), 72°C - 3 min samt 4°C indefinitely. Amplifierade bibliotek poolades
och 0.9X volym Illumina Tune Beads tillsattes. Efter 5 min inkubation i rumstemperatur separerades
reaktionen pd magnet och magnetkulorna tvittades tva ganger med 80% etanol. Biblioteken resuspenderades
i55 uL Buffer HT och supernatanten togs tillvara. Biblioteken kvantifierades med Qubit Fluorometer och Qubit
dsDNA HS Assay kit enligt tillverkarens instruktioner.

Sekvensering skedde pa NovaSeq 6000 Sequencing System, dar sekvensdata med ett maldjup pa 1,000,000
sekvenspar (2 X 150 bp) generades. Konvertering och demultiplexning av rddata utférdes med beclafastq v2.20.

4.5 Bioinformatisk behandling och analys av sekvensdata

Rédata fran sekvenseringen (s.k. reads) analyserades med hjilp av Sveriges nationella pipeline f6r SARS-CoV-
2 analyser, gms-artic. Denna analys utgar ifran det internationellt rekommenderade analysflode (ncov2019-
artic- nf) som framtagits av ARTIC Network och Public Health Wales for SARS-CoV-2 sekvensdata. I analysen
anviands Trim Galore for att trimma sekvenserna som sedan mappas mot SARS-CoV-2 referensgenomet
Wuhan- Hu-1 (accessionsnummer MN908947.3) med bwa [24]. Ivar [25] anvdnds for trimning av
primersekvenser samt
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generering av konsensussekvens for varje prov. Analysen tilldelar automatiskt varje sekvens en sa kallad
pangolin- sekvenstyp. I enlighet med kvalitetskrav fran GISAID och FOHM krivdes for godkint
sekvensresultat att >95% av genomet behévde ha ett sekvensdjup pa minst 10x. Enbart godkénda sekvenser
gick vidare till fortsatt analys. Analys av godkidnda sekvenser utférdes med Nextstrains bioinformatiska
pipeline augur for visualisering med programmet auspice. Karakterisering av forekomst av mutationer av
sekvenserna utfordes med Nextstrains Oppet tillgdngliga program Nextclade. Sekvensanalys av
mutationsprofiler och gruppering i genotyperna [19A-B, 20A-D] utfordes for de svenska och internationella
sekvenserna med nextclade med Wuhan-Hu-1 som referens. Sekvenserna grupperades enligt genotyper [19A-
B, 20A-D] utifran definierade mutationer (tabell 5). Fylogenetisk tridanalys utférdes med Nextstrains pipeline
augur: alignment av sekvenserna utférdes med nextalign med Wuhan-Hu-1 som referens, IQ-tree [26] anvandes
for att hirleda ett fylogenetiskt trad (substitutionsmodell GTR) {6ljt av hirledning av ett maximum-likelihood
tridd med TreeTime [27] rotat med Wuhan-Hu-1, med parametern clock rate satt till 0,0008 mutationer per
site per &r med standarddeviationen 0,0004. Sekvenser med ett avstand som avvek mer an 4 interkvartiler
fran clock rate (enligt regression root-to-tip vs tid) exkluderades.

4.6 SARS-CoV-2 PCR analys av tidigare ej undersokta prover

Luftviagsprover, som ej tidigare testats med avseende pa SARS-CoV-2, screenades for eventuell forekomst av
SARS-CoV-2-RNA. Pooler om max 10 st prover “a 25 pL spaddes 1:10 i 250 pL MagNA Pure 96 External Lysis
Buffer (kat. nr. 06374913001, Roche Diagnostics AB) for inaktivering av eventuella virus. For automatiserad
extraktion och PCR-setup anvindes HAMILTON STARlet KingFisher Presto® med MagMAX™
Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit (Kat.nr. A42352, ThermoFisher) och TagPath™ COVID 19 CE IVD
RT PCR Kit (Kat.nr. A48067, ThermoFisher). Quantstudio 5 (ThermoFisher/Applied Biosystems) anvindes
for qPCR. Analysen baserades pa fluorofor-konjugerade hydrolyseringsprober for detektion av de SARS-CoV-
2-specifika generna ORF1ab (FAM), N (VIC) och S (ABY). En internkontroll i form av enkelstrangad MS2-
bakteriofag (JUN) ingick ocksa i analysen. SARS-CoV-2-RNA bedomdes pavisat om en pool visade Ct-virde
<40 i minst en av de SARS-CoV-2-specifika mélgenerna. Vid pavisat SARS-CoV-2-RNA analyserades de
ingdende proverna enskilt med spadning 1:10 (50 pL prov + 450 pL ELB). Totalt analyserades 200 pooler och
189 prov frén 19 pooler analyserades enskilt. De enskilt analyserade proven resulterade i 18 stycken verifierade
fall, 3 misstinkta fall, samt 161 negativa. Material for enskild om-analys saknades fér 7 prov. Av de 18
verifierade fallen var 12 stycken tidigare ej kinda patienter (en patient hade detektion i tva prov). Av de 3
misstiankta fallen hade 1 patient SARS-CoV-2-RNA pavisat i annat prov. Sekvensering utfordes pa prover med
ct-virde upp till 35.
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4.7 Figurer och tabeller

A B
B Sverige (n=13) [ | Finland (n=11) [ Kina (n=1) [ ] Osterrike (n=2)
M island (n=262) [l Danmark (n=4) [ Sverige (n=4) [] talien (n=1)
[] Norge (n=29) [] Ovrigt (n=41) [] Frankrike (n=2)  [] Uppgift saknas (n=3)

——— @
—-0
=
—— i
S -~
2020-Jan 2020-Feb 2020-Mar 2020-Apr 2020-Jan 2020-Feb 2020-Mar 2020-Apr
Date

Date

Figur 1: Detaljbild inom genotyp 19A. Forstoring av gren inom genotyp 19A i vilken 13 sekvenser fran
Sverige aterfinns fargat efter land for detektion (A), samt sekvenserna fran Sverige fargade efter smittland (B).
Det finns inga svenska sekvenser som ar nirbesldktade med det tidigaste svenska fallet av covid-19 smittad i

Kina i Wuhan-omradet (utméarkt med pil i bdda panelerna), dvs inga beldgg for att just den introduktionen
skulle orsakat fortsatt smittspridning i Sverige.
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Figur 2: Undersokning av eventuell oupptickt tidig smittspridning av SARS-CoV i Stockholm
och Sverige. Antalet analyserade prov och upptickta fall av SARS-CoV-2-infektion i relation till antalet kinda
fall. A) Sparade luftvigsprov fran klinisk rutindiagnostik analyserade for SARS-CoV-2 pa Klinisk mi-
krobiologi, Karolinska Universitetssjukhuset (KUL). B) Luftvigsprov fran Folkhidlsomyndighetens (FOHMs)
sentinelovervakningen for influensa analyserade f6r SARS-CoV-2 (killa: FOHMs Veckorapport om covid-19,
vecka 16, samt personlig kommunikation Mia Brytting, FOHM).

| 1350 sekvenserade fall

144 681 diagnostiserade fall

=500 000 fall totalt

Figur 3: Sekvenser relaterat till antal fall. Pyramiden visar den ungefirliga relationer mellan antalet
svenska sekvenser under tidsperioden for utredningen, antalet bekraftade fall. Det senare baserat pA FOHMs
studier av seroprevalens som indikerade att omkring 5% av den svenska befolkningen hade genomgétt
infektionen under det forsta halvéret 2020 [14]
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Figur 4: Klassifikation av SARS-CoV-2 sekvenser. Tabellen visar de tre vanligaste systemen for genetisk
klassificering av SARS-CoV-2 och de i rapporten vanligaste genotyperna med de ungefarliga motsvarigheterna
mellan systemet. WHO-klassificering (alfa, beta, osv.) avser enbart varianter som férekommit under 2021 och
ar inte applicerbar pa genotyperna i tabellen eller denna rapport. Till hoger visas hur de sex Nextstrain-
genotypernairapporten relaterar till varandra, de vita boxarna anger de definierande mutationerna som skiljer
genotyperna.

Region Fall | Sekvenser Andel av Andel av
(antal) (antal) svenska sekvenser fall sekvenserade
(%) (%)
Blekinge 297 o} 0,0 0,0
Dalarna 1319 40 3,0 3,0
Gotland 92 o) 0,0 0,0
Gavleborg 1526 7 0,5 0,5
Halland 916 69 5,1 7,5
Jamtland 813 11 0,8 1,4
Harjedalen
Jonkoping 1773 10 0,7 0,6
Kalmar 408 14 1,0 3,4
Kronoberg 932 0 0,0 0,0
Norrbotten 504 17 1,3 3,4
Skane 1994 20 1,5 1,0
Stockholm 14247 842 62,4 5,9
Sormland 1756 20 1,5 1,1
Uppsala 2243 56 4,1 2,5
Varmland 643 30 2,2 4,7
Visterbotten 535 18 1,3 3,4
Visternorrland 880 26 1,9 3,0
Viastmanland 1437 17 1,3 1,2
Vistra Gotaland 8133 83 6,1 1,0
Orebro 1975 21 1,6 1,1
Ostergotland 2259 45 3,3 2,0
Uppgift saknas 0 4 0,3
Total 44682 1350 100 3,0

Tabell 1: Andel sekvenserade fall per region. Antal diagnostiserade SARS-CoV-2 fall per region i
Sverige till och med vecka 23 2020 (killa: Folkhédlsomyndighetens hemsida) samt antal sekvenser
inkluderade i analysen.
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Alder (ar) 19A | 19B | 20A | 20B | 20C | 20D | Total | Andel (%)
o till 4 3 3 6 0,4
5till 14 1 1 11 11 3 27 2,0

15 till 24 10 17 | 38| 9 74 5,5
25 till 64 27 2 99 | 202 | 285 3 618 45,8
65 till 79 2 28 65 | 184 279 20,7
>80 5 39 | 66 | 224 334 24,7
Ingen uppgift | 1 2 3 6 12 0,9
Total 46 3 196 | 388 | 714 3 1350 100

Tabell 2: dlderskategori per genotyp for de svenska SARS-CoV-2 patienter vars prov sekvenserats i det
svenska sekvensdatasetet.

Genotyp

B 19A (n=46; 3,4%)
[ 198 (n=3; 0,2%)
[ 20A (n=196; 14,5%)
|| 208 (n=388; 28,7%)
[ 20c (n=714; 52,9%)
B 20D (n=3; 0,2%)

2020-Jan 2020-Feb 2020-Mar 2020-Apr 2020-May 2020-

Figur 5: Svenska sekvenser. Fylogenetiskt slaktskapstrad som visar sliktskap mellan svenska SARS-CoV-2
sekvenser. De sex genotyperna ar indikerade med olika farger. X-axeln visar provtagningsdatum.
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Figur 6: SARS-CoV-2 genotyper i Sverige per vecka 2020. Fordelning av SARS-CoV-2 genotyper per
provtagningsvecka for sekvenser fran svenska patienter provtagna fram till och med 1 juni 2020 (méndag v
23) (staplar fargade per genotyp) samt antal diagnostiserade fall under dessa veckor (linje). Totalt antal
sekvenser

=1350.

[ Iran (n=44)
I Sverige (n=9)

’} USA (n=2), Sverige (n=1)

Iran

L 6 8 1 12

Figur 7: Sekvenser Iran. Detaljbild av fylogenetiska tradet inom genotyp 19A med fargmarkering av svenska
och iranska respektive 6vriga sekvenser. Texten i figuren anger smittland for de fyra sekvenser dar uppgift som
det finns i SMInet. X-axeln anger antal mutationers skillnad fran referenssekvensen Wuhan-Hu-1.
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[] Sverige
B Utland

Figur 8: SARS-CoV-2 introduktioner till Sverige. Fylogenetiskt trdd som visar sekvenser fran virus i
Sverige i relation till utlindska sekvenser. Pilarna ger en indikation om det minimala antalet introduktioner av
SARS-CoV-2 till Sverige. Det sanna antalet introduktioner ar dock med all sikerhet ménga génger hogre (se
text). X-axeln anger provtagningsdatum.

Smittland /Vecka | 5| ... | 9| 10 11 12 | 13 | 14 | 15—23 | Total
Ttalien 30 | 33 2 1 0 66
Osterrike 35 2 0] 38
Frankrike 3 2 0] 6
Spanien 1 1 2 o] 4
Schweiz 1 2 0] 3
Tyskland 1 1 1 o] 3
USA 2 1 0 3
Storbritannien 2 0] 2
Albanien 1 0 1
Danmark 1 0] 1
Finland 1 0] 1
Indonesien 1 0] 1
Iran 1 (o} 1
Israel 1 o) 1
Kina 1 0 1
Lettland 1 0 1
Nederldanderna 1 0 1
Portugal 1 0] 1
Tanzania 1 o) 1
Thailand 1 0 1
Osteuropa 1 0 1
Subtotal utland 1 1| 34 | 77 12 8 5 0 138
Sverige 1] 5 37 | 75 | 113 | 191 329 751
Ingen uppgift 3| 112 | 10 15 38 | 52 231 461
Total 1 51| 151 | 124 | 102 | 159 | 248 | 560 1350

Tabell 3: Smittland. Smittland enligt uppgifter i SMInet for svenska sekvenser uppdelat per provtagningsvecka.
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Figur 9: Smittland svenska sekvenser. Svenska sekvenser uppdelade per genotyp och firgade efter
smittland enligt uppgifter i SMInet. X-axeln anger provtagningsdatum. Se tabell 3 for specificering av lander i
kategorin ’Annat’.

Sekvenser/Vecka 5(.../9]| 10 11 12 13 14 | 15—23 | Total | Antal varianter
Unik (0) 1 5| 54 45 39 90 | 180 484 898 748
Singel (1) 14 13 4 4 4 13 52 22
Fétal (2-10) 24 9 3 7 2 6 51 27
Flertal (11-100) 14 17 3 1 3 38 18
Hundratals (101-1000) 25 22 46 51 48 31 223 11
Tusentals (> 1000) 20 18 7 6 14 23 88 3
Total 1 5| 151 | 124 | 102 | 159 | 248 | 560 1350 829

Tabell 4: Forekomst av sekvenser fran Sverige i det globala datasetet. Tabellen visar hur manga
identiska sekvenser som finns i det internationella datasetet om cirka 125 000 sekvenser for varje svensk
sekvens. Kategori ‘'Unik’ betyder att det inte finns ndgon identisk sekvens i det internationella datasetet, ’Singel’
att det finns en identisk utlandsk sekvens, ‘Fatal’ att det finns tv4 till tio identiska sekvenser, osv. Kolumnen
’Antal varianter’ visar att i t.ex. kategorin ’Singel’ utgors de 52 sekvenserna av 22 olika mutationsprofiler, de
88 sekvenserna i 'Tusentals’ gors av 3 mutationsprofiler, osv. Resultaten ar uppdelade per provtagningsvecka
for de svenska sekvenserna (vecka 5—23).

Genotyp Definierande mutationer
19A C8782-, C14408-
19B C8782T, T28144C
20A C8782-, C14408T, A23403G
20B C8782-, C14408T, A23403G, G28881A,
G28882A
20C C1059T, C8782-, C14408T, G23403G, G25563T
20D C4002T, G10097A, C13536T, C23731T

Tabell 5: Definierande mutationer for de sex nextstrain genotyperna 19A—B och 20A—D.

Bokstaven fore positionsnumret avser ursprungsvarianten, bokstaven efter positionsnumret avser mutationen,
dvs ’C8782T avser mutation fran C till T pa position 8782. -’ indikerar hir avsaknad av mutation, dvs *C8782-
"avser C pa position 8782.
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Figur 10: Alternativa scenarion for spridningen av 20C:G24368T-varianten. A) Mutationen
G24368T uppstar i alpomradet men detekteras inte dir. Varianten 20C:G24368T sprids darifréin till Sverige
och andra ldnder, bland annat Danmark och Storbritannien. Frin Sverige sprids den senare vidare till Finland.
B) Mutationen G24368T uppstar i alpomradet men detekteras inte dir. Varianten 20C:G24368T sprids till
andra ldnder, bland annat Danmark och Storbritannien, varifran den vidare sprids till Sverige. Frén Sverige
sprids den senare vidare till Finland. C) Genotypen 20C importeras till Sverige fran alpomradet. Mutationen
G24368T uppstéir i Sverige varifran den sprids vidare till andra ldnder, bland annat Danmark, Storbritannien

och Finland.

2020-May «

B Sverige (n=636)
[] Finland (n=412)
[] Norge (n=60)
[ Danmark (n=34)
M island (n=7)

[ ] Annat (n=3)

Figur 11: 20C:G24368T i Norden. Sekvenser inom genotyp 20C med mutationen G24368T fargade per
nordiskt land. Huvudsakligen har varianten pévisats i Sverige och Finland. X-axeln anger

provtagningsdatum.
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Figur 12: Sekvenser fran de nordiska léinderna. Figuren visar fordelningen 6ver tid for sekvenser fran de
nordiska ldnderna. X-axlen anger provtagningsdatum. Sverige (n=1350), Danmark (n=1762), Norge (n=377),
Finland (n=757), Island (1447).

A B

M Danmark (n=210) W Danmark (n=173)
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Figur 13: Exempel danska kluster. Figuren visar exempel pa tva kluster med huvudsakligen danska
sekvenser i genotyp 20C (A) respektive 20A (B). X-axlen anger provtagningsdatum.
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Figur 14: Exempel isléiindska Kkluster. Figuren visar exempel pé kluster med huvudsakligen isldndska
sekvenser i genotyp 20A (A) respektive 19A (B). X-axeln anger provtagningsdatum.
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Figur 15: Exempel finska Kluster. Figuren visar exempel pé kluster av finska sekvenser inom genotyp
20A. X-axeln anger provtagningsdatum.

27



I

] Norge (n=40)
[ Sverige (n=1)
B Danmark (n=1)

I

[ Finland (n=20)

2020-Mar

2020-Apr

2020-May

[ Norge (n=10)

2020-Mar-23 2020-Mar-30 2020-Apr-06

Figur 16: Exempel norska och ett finskt kluster. Figuren visar exempel pa tva kluster med
huvudsakligen norska sekvenser (A.I, B) samt ett finskt kluster i genotyp 20A (A.II). X-axeln anger
provtagningsdatum.
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Figur 18: Virusgenotyper i region Stockholm per vecka 2020. Fordelning av virusgenotyper i
sekvenserade prov fran region Stockholm per vecka for provtagning fram till och med 1 juni 2020 (méndag v
23) (staplar fargade per genotyp) samt antalet bekriftade fall i regionen (linje). Totalt antal sekvenser = 842.
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Figur 19: Multipla virusintroduktioner pa boenden. Tridet visar sex boenden i region Stockholm dér
sekvenser med olika genotyper pévisats. X-axeln anger provtagningsdatum.
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Figur S 1: 20C:G24368T. Detaljbild av kluster med 636 svenska sekvenser definierat av mutationen
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Figur S 2: 20A:C14195A. Detaljbild av kluster med 36 svenska sekvenser definierat av mutationen C14195A.
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Figur S 3: 20A:G22583A. Detaljbild av kluster med 23 svenska sekvenser definierat av mutationen
G22583A. X-axeln anger antal mutationers skillnad frén referenssekvensen Wuhan-Hu-1.
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A12790G. X-axeln anger antal mutationers skillnad fran referenssekvensen Wuhan-Hu-1.
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Figur S 6: 20B:C24865T. Detaljbild av kluster med 14 svenska sekvenser definierat av mutationen
C24865T. X-axeln anger antal mutationers skillnad fran referenssekvensen Wuhan-Hu-1.
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Figur S 7: 20B:G1421A. Detaljbild av kluster i 20B med 13 svenska sekvenser definierat av mutationen
G1421A. X-axeln anger antal mutationers skillnad frén referenssekvensen Wuhan-Hu-1.
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Figur S 8: 20B:C9857T. Detaljbild av kluster med 10 svenska sekvenser definierat av mutationen C9857T.
X-axeln anger antal mutationers skillnad fran referenssekvensen Wuhan-Hu-1.
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