STATNI ZDRAVOTNI USTAV
STATNI

IDRAVOTNI Srobirov:
e o Srobirova 49/48
Praha 10

SZU 100 00

VAS DOPIS ZN.:

ZE DNE: 04. 11. 2022
NASE ZN.: SZU/14975/2022
VYRIZUJE:

TEL./FAX .

E-MAIL:

DATUM: 14. 11. 2022

Poskytnuti informaci a o ¢asteéném odlozZeni Zadosti dle zédk. €. 106/1999 Sb., o svobodném
pfistupu k informacim, ve znéni pozdéjSich pfedpisa

Viazeni,
Statni zdravotni Gstav (dile jen LSZU“Y obdrzel dne 4. listopadu 2022 Vasi zadost podle zakona

¢. 106/1999 Sb., o svobodném piistupu k informacim, ve znéni pozdéjsich pfedpisu (dale jen ,,InfZ%),
ve které zadate o nasledujici informace, ke kterym zasilime nize uvedené odpoveédi:

1. Jakou diagnostickou sadu pro detekci SARS-CoV-2 ustav pouziva? Pokud pouZiva vice
ruznych sad, prosim uved’te jaké, a Zadosti o odpovéd’ pod &islem 2-5 specifikujte ke kazdé
soupravé zvlast.

CE-IVD PCR souprava Allplex SARS-Cov-2.

2. Plni tato sada technické poZadavky pro prostfedky pouZivané k in vitro diagnostice podle
nafizeni vlady & 56/2015 Sb. (popi. Smérnice Evropského parlamentu a Rady 98/79/ES) a
pokud ano, jaké jsou hodnoty jejich funk&nich parametrii dle bodu 4.

Piilohy 1 - Zakladni pozadavky:
- citlivost k pfislu§nému rozboru
- citlivost pro diagnozu

- analyticka specificita

- diagnostickd vhodnost

- pfesnost

- opakovatelnost

- reprodukovatelnost?

Vise uvedené nespadi do pisobnosti SZU. SZU dle § 2 odst. 1 InfZ je jako povinny subjekt
povinen poskytovat informace vztahujici se k jeho ptsobnosti, ktera je uvedena v § 86 zikona C.
258/2000 Sb., o ochrané vetejného zdravi, ve znéni pozdéjsich pfedpisi, a ve statutu SZU.

S ohledem na vyse uvedené se v souladu s § 14 odst. 5 pism. c) InfZ Vase zadost odkldd4.
Nad rimec shora uvedeného si Vis dovolujeme odkazat na vyrobce uvedené diagnostické sady.

3. Jaky je limit detekce této sady a jaka je mezni hranice Ct, kterou udava vyrobce, do kdy je
vysledek testu pozitivni a od kdy je vysledek negativni? Jak tuto hranici vyrobce testu
validoval z hlediska analytické a diagnostické specificity a senzitivity?

TELEFONNI CISLO USTREDNY: 267 081 111 BANKOVNI SPOJENI: 1730101/0710 IC: 75010330
FAX: 272 744 354



Vy$e uvedené nespadi do puasobnosti SZU. SZU dle § 2 odst. 1 InfZ je jako povinny subjekt
povinen poskytovat informace vztahujici se k jeho plsobnosti, ktera je uvedena v § 86 zakona c.
258/2000 Sb., o ochrané veiejného zdravi, ve znéni pozdéjsich piedpisi, a ve statutu SZU.

S ohledem na vyse uvedené se v souladu s § 14 odst. 5 pism. c) InfZ Vase zadost odklada.
Nad ramec shora uvedeného si Vas dovolujeme odkazat na vyrobce uvedené diagnostické sady.

4. Zaddme o poskytnuti kompletniho verifikaéniho protokolu této diagnostické sady podle
CSN ISO 15189, jak VasSe laboratof objektivné ovéfila vykonnostni charakteristiky tohoto

testu pfed uvedenim do testovaci praxe.

Jedna se o CE-IVD diagnostikum, Narodni referenc¢ni laboratof (dale jen ,NRL®) verifikuje
funkénost diagnostika s kazdym pouzitim (splnéni kritérif validity metody).

5. Jaké piistrojové vybaveni laboratof pouZiva pro izolaci RINA, pipetovini a provedeni RT-
PCR a prosime o dolozZeni prohldSeni o shodé vytobcu jednotlivych pfistroju a zafizeni, Ze
toto Vami pouZivané vybaveni plni technické pozadavky nafizeni vlady ¢&. 56/2015 Sb. (popf.
Smérmmice Evropského patlamentu a Rady 98/79/ES).

Pro izolaci RNA laboratof pouziva Zybio (EU declaration of confirmity) a Kingfisher (Certificate of
conformance), pro pipetovani automatické pipety eppendorf, bioht a provedeni RT-PCR CFX 98.

6. Organizoval/je uistav externi hodnoceni kvality testovani detekce viru SARS-CoV-2?
Ano.

7. Pokud ano, jakym zpiisobem jsou vzotky pro konttolované laboratofe pfipravovany a jak
ovéfujete spravnost vysledkia RT-PCR diagnostiky pro jednotlivé vzorky?

SARS-CoV-2 se znamou sekvenci (WGS) 1zolované na permisivnich bunéénych kulturach VERO
E6 /VERO E6 TMPRSS 2, vhodné nafedéné a ovéiené pomoci PCR, Sprivnost Ct hodnot
oveiujeme sadou standardd o znamé koncentraci.

V souvislosti s postupy pouZivanymi k celogenomovému sekvenovani viru SARS-CoV-2:

8. Uved’te, zda sekvenaci genomu SARS-CoV-2 provadite ve své laboratofi a kdo je jeji
odborny garant?

Ano, provadime. Odbornym pracovnikem je RNDr. Helena Jifincova, kategorie odborny garant
neni pro WGS zfizena.

9. Pokud ano, prosime o doloZeni pfesného laboratorniho postupu, jakym pfi celogenomové
sekvenaci laboratof postupuje, zda se jedna o validovany postup (nebo metodu) urcitého
vyrobce nebo zda se jedna o in house postup/metodu Vasi laboratofe?

Izolace RNA, piiprava cDNA, pfiprava amplikonové sekvenacéni knihovny, sekvenace na pfistrojich
Ilumina MiSeq, Genexus, nebo na chipu Oxforf Nanopore Minlon.

Pro sekvenaci vybirame pozitivni izolaty SARS-CoV-2 s t mensi nez 32,

Pro pfipravu knithovny PRO Illumina miSeq pouzivime: Komercni soupravu wvalidovanou
vyrobcem Paragpn,.Genomics CleanPlex SARS-CoV-2 nebo protokol Artic v3: NEBNext ARTIC
SARS-CoV-2 FS Library Prep.

Pro piipravu knithovny pro sekvenaci na Minlon, vychazime z protokolu Artic V3.

Sekvenator Genexus vyuzivame jako uzavieny systém.



Ve vsech piipadech kontrolujeme kvalitu sekvenct:

Sledujeme parametry: the base quality, the nucleotide distribution, GC content distribution and the
duplication rate.

Zasadni je: average or median depth and the percentage of the genome covered by the sequencing.
Dalsimi parametry: Alignment to reference sequence, Variant calling.

Vyuzivame automatické procesy:

[Nlumina — Paragon:Bioxsys: reference based bioinformatic analysis

Mlumina NEB protocol: bioinformatical pipeline of FoS CU-BIOCEV (HERA ECDC)

Oxford Nanopore Min Ion: biocinformatical pipeline adaptovanou dle doporuceni ARTIc
NETWORK Group.

Cely proces ziskani relevantnich sekvenacnich dat je uveden na obrazku.
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Pfed zvefejnénim v mezinarodni databazi GISAID kontrolujeme sekvence dle aktudlnich pozadavka
uvedenych zde: Kontrolu kvality provadime dle doporuceni uvefejnénych zde: Aksamentov, I,
Roemer, C., Hodcroft, E. B., & Neher, R. A., (2021). Nextclade: clade assignment, mutation calling
and quality control for viral genomes. Journal of Open Source Software, 6(67), 3773, 3

Cely proces je provadén v souladu s mezinarodnimi doporucenimi (Rosenthal, S.H., Gerasimova, A.,
Ruiz-Vega, R. et al. Development and validation of a high throughput SARS-CoV-2 whole genome
sequencing  wotkflow in a clinical laboratory. Sci  Rep 12, 2054  (2022).
https://doi.org/10.1038 /s41598-022-06091-0)



10.Jak probéhla validace tohoto postupu? Prosime o doloZeni postupti a vysledka validaéniho
procesu.

Proces je adaptovan dle aktualnich mezinarodnich doporuceni.

11.Jak probé&hla verifikace zpiisobem, ktery odpovida CSN ISO 15189? Zaidame o doloZeni
vetifikacniho protokolu.

Jedna se o neakreditovanou metodu. Vysledky verifikujeme dle postupu a patametrii uvedenych v
bodu 9. Nékteré sekvence ovéiujeme paralelni sekvenaci v ECDC.

12.Z4dame o poskytnuti informace o veSkerém vybaveni, které je k celogenomovému
sekvenovani pouzivano vcetné softwarového vybaveni a doloZeni jeho shody s technickymi
pozadavky nafizeni vlady ¢. 56/2015 Sb. (popf. Smérnice Evropského parlamentu a Rady
98/79/ES).

Ilumina MiSeq, ThermoFisher Ion Torrent Genexus. Shodu s technickymi pozadavky dokladame
v Piiloze ¢. 1 — prohlaseni o shodé.

13.Pokud SZU celogenomovou sekvenaci viru SARS-CoV-2 neprovadi, ale nechava si ji
zpracovat jinou laboratofi (resp. jinymi laboratofemi), Ziddme Vas o odpovéd’, kterd/é
laboratof/e to provadi a kdo je jejim/ich odbornym garantem.

NRL WGS provadi, nékteré vzorky jsou posilany do ECDC.

14.Provedli jste izolaci celého genomu viru SARS-CoV-2 a jeho zméfeni pomoci gelové
elektroforézy nebo pomoci jiné piimé metody, ktera by doloZila, Ze kompletni genom
ziskany celogenomovou sekvenaci je moZné detekovat i pfimo bez pouZiti
bioinformatickych metod? Pokud ano, Zddame o doloZeni materialu, ktery by takové ovéfeni
celogenomového sekvenovani prokazal, pfipadné o odkaz na védeckou publikaci, kterd by
takovy postup dolozila.

Ne. Cely genom pravidelné izolujeme, ale v soucasnosti obsolentni a nepfesnou metodu méfeni
délky pomoci horizontilni elektroforézy nepouzivame. Tato metoda je vhodna pro kratké useky
DNA /piipadné RNA, nikoli pro cely genom vitu.

15.Dne 4.7. 2020 (tedy aZ po prvnim sestaveni genomu SARS-CoV-2) byla do genové banky
pfidina nova sekvence: ,Homo sapiens RNA, 45S pre-tibosomal N4 (RINA455N4),
ribosomal RNA“ (GenBank: NR_146117.1). Ovéfili jste, zda tato lidska RNA, ktera byla
dodatecné do GenBanky zafazena, nevykazuje shodu s nékterymi uiseky genomu SARS-
CoV-2? Dle naSeho ovéfeni pravé tato sekvence vykazuje 98,85% shodu s kontigem
identifikovanym jako k141 27232 v praci Fan Wu et al: A new coronavirus associated with
human respiratory disease in China. In: Nature 580.7803 (2020). DOI: 10.1038/s41586-020-
2202-3, ktera stoji za prvnimi 3 kompletnimi sekvencemi genu SARS-CoV-2 v genové bance
z ledna 2020: MN908947.1, MIN908947.2 a MN908947.3. Pokud jste takové ovéieni provedli,
zZadame Vas o pisemné doloZeni tohoto provéfeni.

Sekvence uvefejnéna pod piistupovym kodem GenBank: NR_146117 (Homo sapiens RNA, 458
pte-ribosomal N4 (RNA455N4), ribosomal RNA“) odpovida (GenBank: NR_146117.1) odpovidi
DNA useku 28S ribosomal N4 (RNA28SN4) na chromosomu 22. Kratsi tseky této sekvence
vykazuji 1 castecnou shodu s dalsimi sekvencemi nékterych hominidii, napf. Pan trogoldytes.

Shodu u velmi kratkych usekd lze najit napfic sirokym taxonomickym spektrem, po ndhodném
vybéru 18 nukleotidii ze sekvence Homo sapiens RNA, 458 pre-ribosomal N4 (RINA45SN4),
ribosomal RNA“ uvefejnéné pod piistupovym kédem GenBank: NR_146117.1, ziskime casteénou
shodu u mnoha taxonomicky velmi odlisnych druht, od Homo sapiens az po 100 % shodu s



Ochotona curzoniae MAPK activated protein kinase 2 (MAPKAPK?2), v sekvenci uvefejnéné pod
piistupovym kédem XM_040985571.
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