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Pilotni série programu zkousen zpUsobilosti PT#M/0/2022 byla zaméfena na kultivaci a
identifikaci vlaknitych mikroskopickych hub. Navrh a realizace PT#M/0/2022 byly provadény
podle standardniho operacniho postupu SOP M/38 na pracovisti Expertni skupiny pro
zkouseni zplsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracovisté je
akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, 0.p.s. jako poskytovatel zkougeni zplisobilosti
¢. 7001.

S veskerymi informacemi dodanymi Ucastniky je zachazeno jako s dlvérnymi a nejsou
bez souhlasu Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Priloha zavérecné zpravy, tj. vysledkovy protokol, je rozesilana postou.

Zpravu vypracoval:
Mgr. Radim Dobias, Ph.D. (Odd. BaM, Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé, Ostrava)

Zpravu autorizoval:
Mgr. Radim Dobias, Ph.D.
Tel: 596 200 239

Dne: 3. 5. 2022

Pracovisté 2 ESPT
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
e-mail: ehk@szu.cz
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

PT#M/0/2022

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/0/2022

Identifikace cyklu: EHK 1255

Nazev: Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

Koordinator: Mgr. Radim Dobias, Ph.D.

Charakteristika Viz kapitola 3 — Identifikované kmeny hyfomycetll izolované na
materialu: Sabouraudoveé agaru s vitaminem.

Podstata a ucel Ovéreni schopnosti identifikovat klinicky vyznamné druhy
PT/EHK: vlaknitych mikromycet(

Kritéria pro Ucast na
PT/EHK:

Pozadavky na laboratore: zajisténi spravné laboratorni praxe
dle normy CSN 15189/2013

Zpisob pripravy:

Viz kapitola 2

Mnozstvi
pfipravovaného
testovaného materialu:

Identifikace kmene €. 1 pro 32 a ¢. 2 (metoda uchovavani A) pro 32
laboratofi + 3 kontroly + 3 rezervni vzorky = 70 vzork{
Identifikace kmene €. 1 pro 32 a ¢. 2 (metoda uchovavani B)

pro 32 laboratofi + 6 kontrol + 20 rezervnich vzorkll = 90
vzork{

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1255, PT # M/0, & 1-2, 22. 2. 2022

Zabezpeceni  kvality
vzorku:

Zabezpeceni stability vzorkd: Stabilita je zajiSténa manipulacemi za
sterilnich podminek, vhodnym skladovanim, rychlym transportem ke
zpracovani a urcenim terminu, do kterého musi byt odeslan vysledek
zpét k vyhodnoceni.

Test homogenity a
stability:

Kvalita, homogenita a stabilita je posuzovana na zakladé
trojitého opakovaného testovani namatkou vybranych vzorkd
pripraveného cyklu: po vybéru jsou vzorky kultivovany za
béznych laboratornich podminek v souladu s normou CSN
15189 a je ovérena schopnost rlistu testovaného kmene pred
distribuci a v terminu blizkém dni odeslani vysledk(. Na kazdé
testovani se pouzije novy vzorek, prlkazem homogenity a
stability vzork{ je dosazeni totoZnych vysledkd v Case. Byla
provedena makromorfologickd pohledova kontrola rlistu vSech
rozesilanych naockovanych kmenl a identifikace kontrolni
kmend, pro vylouceni mozZné kontaminace.

Podminky distribuce a
uchovavani vzorka:

Distribuce v pfedepsaném obalu nasmlouvanym dopravcem.
Preprava a kratkodobé uchovavani vzork( pfi pokojové teploté

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokyn{ organizatora,
zaména vzorkd, neZivotaschopnost kmene vlivem nedodrzeni
Casl re-izolace

Pocet Ucastnik{:

32

Termin distribuce:

22. 2. 2022

Zpisob distribuce:

Prepravni sluzbou (zajist'uje Koordinacni pracovisté)

smérodatné odchylky:

Predani vysledkd: Postou na prilozeném vysledkovém formulafi

Zplsob vyhodnoceni Viz kapitola 4

vysledkd:

Urceni maximalni Aritmeticky prlmér vSech hodnocenych Ilaboratofi minus 2

smérodatné odchylky. Laboratof Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud
dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce: Limit =
aritmeticky prlmér vysledkd vSech hodnocenych laboratofi minus dvé
smérodatné odchylky. Pokud se v hodnocené skupiné vyskytne
pracovisté s extrémné nizkym bodovym ziskem (<50 % maximalniho
bodového zisku), je vylouceno z vypoctu limitu. Takové pracovisté je
automaticky hodnoceno jako nelspésné.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/0/2022

Jestlize stejny typ atypického vysledku vykaze vétSi pocet
UCastnikl, mdZe byt prihlédnuto k tomu, zda neexistuje
statisticky vyznamna souvislost mezi typem pouzitého testu a
zminénou odchylkou. V takovém ptipadé koordinator provede
hodnoceni po odborné konzultaci s poradni skupinou.

Urceni pfijaté vztazné VtaZnou hodnotou jsou vysledky druhové identifikace kmene v
hodnoty: laboratofi koordinatora, které byly ziskany identifikaci
puavodniho  vybraného kmene zklinického materialu
potvrzeného sekvenci DNA narostlé kultury a porovnanim
s typovou sekvenci DNA dle databaze CBS-KNAW (=
ocCekavané vysledky)

Termin uverejnéni 25. 3. 2022
ocCekavanych vysledkd

Termin uverejnéni Do 7. 6. 2022
zavérecné zpravy

2. Zpisob pripravy vzork

Pfipravu a zabezpeceni jakosti vzork( zajist'uje Laboratof klinické mykologie, Oddéleni
bakteriologie a mykologie, Centra klinickych laboratofi Zdravotniho Ustavu se sidlem
v Ostravé, Partyzanské nam. 7, 702 00, Ostrava, akreditované u CIA (¢. 551/2020) dle
CSN EN ISO 15189. Koordinator: Mgr. Radim Dobias, Ph.D. (ZUOVA)

Zpracovani a rozplnéni vychoziho materialu

Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zplisobem pouZivanym v laboratofi klinické
mykologie subdodavatele, Cisté kultury jsou izolovany, identifikovany do druhu.
Ziskané izolaty mykotickych organizm( jsou pomnoZeny a je provedena kontrola Cistoty
kultur a kontrola spravnosti identifikace. Identifikace vlaknitych hub pomoci
fenotypovych (makro a mikromorfologie) metod, metodou kultivacni a mikroskopickou
je nasledné ovérena konfirmacnim postupem, pomoci sekvence fungalni DNA oblasti
dlouhé podjednotky 28s rDNA, ITS 1-4, D1-2, B-tubulin a identifikovana dle validované
databaze CBS — KNAW (propojené s taxonomickou databazi mycobank.org). Vychozi
material je vyockovan do sklenénych lahvi¢ek se Sikmym agarem, uzavien, oznacen a
ulozen do prepravni krabice a doruden kuryrem (pravidelnym svozem ZU Ostrava) z
laboratore klinické mykologie ZU Ostrava do SZU Praha. V SZU Praha v Néarodni
referencni laboratori/Ceska narodni sbirka typovych kultur (CNCTC) je na zakladé
dohody se subdodavatelem u vybranych vzorkd vytvofena smésna kultura a nasledné
je u vzorkl provedena lyofilizace.

Pro kazdy vzorek je vystaven protokol o pripravé vzorkl, ve kterém jsou uvedeny
veskeré manipulace provadéné s pripravovanym vzorkem.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/0/2022

3. Charakteristika materialu

Typ a uskladnéni vychoziho materialu

Vychozim materialem pro pfipravu vzork{ jsou identifikované kmeny mikroskopickych
vlaknitych hub izolované z klinického materialu dodaného do laboratore subdodavatele.
Izolaty pochazeji pfimo z klinického materialu, ktery neni predtim nijak skladovan, pouze
po dobu nezbytné nutnou k transportu odebraného vzorku pacienta do laboratore
subdodavatele.

Nazev série EHK Pocet vzorky jsou urceny k testovani
vzorkd téchto cilovych markerit
v sérii
Kultivace a 2 Vybrané izolaty vlaknitych mikromycetd
identifikace z klinického materialu izolované
vlaknitych v transportni kulture
mikroskopickych
hub

Jednotlivé vzorky predstavuji simulovany humanni klinicky material s obsahem cilovych
druh mikromycetd.

C. vzorku kmen poznamka
Aspergillus fumigatus
1.
Trichophyton
2. interdigitale/mentagrophytes komplex

4. Zptisob hodnoceni

Vysledkové formulare ucastnikd predava k vyhodnoceni koordinacni pracovisté ESPT 2
uvedené v SOP-M Cinnost koordina¢niho pracovisté ESPT2 (viz bod 5.2).

Bodové hodnoceni Ucastnikl vychazi z oCekavanych vysledkl ziskanych opakovanym
vySetfenim vzork( na pracovisti subdodavatele (koordinator) a je nastaveno tak, ze
dvéma body je hodnocena shoda s ocekavanym vysledkem, jednim bodem je
hodnocena cCastecna shoda a bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se
s ocekavanym vysledkem neshoduji. Zptisob pFidélovani bodii je nastaven pouze
pro toto zkusebni kolo a v budoucim akreditovaném EHK se miize zmeénit.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/0/2022

Volba metody pro testovani vzorkd zavisi na rutinni praxi Ucastnika, pokud jsou vzorky
vysetieny vice metodami, body se nenasobi a hodnoti se laboratorni zavér Ucastnika.
Za identifikaci mykotického agens ve 2 vzorcich mohou laboratore ziskat maximalné 4
body. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se
vypocitava podle vzorce (Limit = aritmeticky prlmér vysledkl vSech laboratofi minus
dvé smérodatné odchylky). Pokud se v hodnocené skupiné vyskytne pracovisté
s extrémné nizkym bodovym ziskem (<50 % maximalniho bodového zisku), je
vylou¢eno zvypoctu limitu. Takové pracovisté je automaticky hodnoceno jako
neuspésné.

Jako spravné jsou hodnoceny odpovédi s nazvy anamorfniho, pripadné teleomorfniho
stadia jednotlivych taxond.

Jestlize stejny typ atypického vysledku vykaze vétsi pocet ucastnikl, mlze byt
prihlédnuto k tomu, zda neexistuje statisticky vyznamna souvislost mezi typem
pouzitého testu a zminénou odchylkou. V takovém pripadé koordinator provede
hodnoceni po odborné konzultaci s poradni skupinou.

5. Vyhodnoceni

Tabulka &. 1: Uspésnost laboratofi v pilotni sérii EHK 1255
4 body za bezchybnou identifikaci (rod/druh).

Dosazené body 2 3 4
Pocet laboratori 15 2 15
Procento 46,9 6,3 46,9

Maximalniho poctu bodi dosahlo 15 laboratoFi z 32 zicastnénych.
Aritmeticky pr@mér byl 3,00

Smérodatna odchylka byla 0,82

Limit (t. j. prdmér -2 smérodatné odchylky) byl 1,36 bodd.

Limit splnilo 32 laboratofi, z toho 15 laboratofi jen diky odecteni dvou smérodatnych
odchylek od prlméru.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

PT#M/0/2022

Tabulka ¢. 2: Bodové hodnoceni vysledkii jednotlivych laboratofi (n=32)

Kod

laboratore

vzorek 1

vzorek 2

soucet

17

N

N

28

32

50

51

53

58

65

89

156

207

208

211

215

283

289

350

354

369

821

371

384

443

459

465

467

702

633

641

595

539

554
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/0/2022

Tabulka c. 3: Podily spravnych odpovédi v identifikacich jednotlivych
vzorkl/kment

Vzorek Mikroorganizmus Pocet laboratori Procento
1 Aspergillus fumigatus 32 100,0
Trichophyton
2 interdigitale/mentagrophytes 14 43,8
komplex

Z4dna laborator v pilotni sérii EHK Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych
hub neméla problém s identifikaci vzorku €. 1 (Aspergillus fumigatus). U vzorku €. 2,
ktery obsahoval kmen T7richophyton interdigitale/mentagrophytes komplex, pricemz
byly uznavany jak vysledky identifikace 7. interdigitale tak T. mentagrophytes, mélo
problém s identifikaci 14 laboratofi, doslo k zaméné za 7. tonsurans a v pripadé dvou
laboratori byl pridélen alespori jeden bod za spravnou rodovou identifikaci
Trichophyton sp.

Vypoctena smérodatna odchylka, ktera byla odectena dvakrat od primeéru, se stala
pricinou toho, Ze 15 laboratori, které dosahly v celkovém souctu 2 bodd, ,uniklo
neuspésnosti® 0 0,64 bodu. Vzhledem k tomu, Ze celkova Uspésnost laboratofi je prilis
vysoka, a to i s ohledem na pouhou 50% Uspésnost (,sensu stricto") v pripadé 15
laboratofi, bude pro budoucnost nutné upravit zpsob hodnoceni, navysit budouci
EHK minimalné o jeden dalsi vzorek vlaknité mikromycety, pripadné upravit parametry
vystupu jednotlivych diagnostickych postupd.

Pokud jde o informace o pouzivanych technikach identifikace vlaknitych hub a vztahu
k Uspésnosti identifikace samotné, je vidét vyznamné se bliZici Cislo nespravnych
identifikaci vzorku €. 2 (jako 7. tonsurans) k Cislu celkové provedenych identifikaci
pomoci MS MALDI-TOF (Bruker). Je dost pravdépodobné, ze uzZivatelé této
technologie (a databaze) nezohlednuji vyznam vySe skore, které miZe byt
v nékterych pripadech identifikaci nizké nebo ne-validni. Pfiprava vzorku/kmene
narostlé kultury anebo kultivace pro extrakci proteinovych struktur a naslednou
detekci pomoci MS MALDI-TOF je klicova, vznikla chyba je multifaktorialni (a tézko
odhalitelnd) a proto mlze byt jistota ve vysi vysledného identifikatniho skére velmi
dllezita pro spravnou identifikaci. Nizsi skére je upozornénim pro nutnost vyuziti
dalSich identifikanich metod, coZ bylo vidét u malého poctu laboratofi, které se
stoprocentné nespoléhaly na vysledkovy protokol MS MALDI-TOF. Vysledky vedouci
k tomuto zjiSténi jsou shrnuty v Tabulce 4 nize.

Navic Ize Fici, ze data pro validaci identifikace vlaknitych hyfomycetl ovéfovana
vyrobcem by méla byt ovérena také v podminkach uzivatele. Podobné dil¢i vysledky
studii (jako naptiklad identifikace a validita skore nékterych druhd rodu Candida
[1,2]), které by vedly k presnéjsi informaci o validité daného vysledkového skére MS
MALDI-TOF pro konkrétni druhy vidknitych hub v Ceské republice bud’ chybi, nebo
nejsou brany na zretel.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/0/2022

Tabulka ¢. 4: Prehled diagnostickych postuptl (laboratofe zapojené do
pilotni série EHK 1255 v r. 2022)

Diagnosticky . Pocet laboratofi s
Pocet . . . .
test laboratofi nespravnou identifikaci
(identifikace) vzorku ¢. 2
Makro-morfologie 29 14
Mikro-morfologie 24 12
MS MALDI-TOF
b3
(Bruker) 17 13
MS MALDI-TOF
. . 1 0
(Biomerieux)

*v pripadé 12 ze 13 vzorkl €. 2 s vyuzitim MS MALDI-TOF (Bruker) v sérii
identifikacnich testl byl identifikovan 7richophyton tonsurans

6. Zaveér

Lze konstatovat, Ze pilotni série EHK 1255 ,Kultivace a identifikace vlaknitych
mikroskopickych hub" probéhla Gspésné, a Uspésné také ukazala nedostatky v presnosti
druhové identifikace vlaknitych hub nékterych laboratofi. Nemala smérodatna odchylka
ukazala na vétsi rozptyl spravnych vysledkd, coz bylo zmirnéno nastavenou metodikou
vypoctu pro limit spinéni EHK.

Na zakladé prlzkumu vyuZiti diagnostickych testl pro identifikaci kmend ve vzorcich
byly ukazany mozné rezervy v budouci presné druhové identifikaci vlaknitych hub
pomoci nékterych hojné dostupnych modernich metod identifikace, coz mlze vést ke
zlepSeni v pristim EHK. Edukacni vyznam této pilotni série byl spinén, ale zaroven je
vysoka Uspésnost znakem pro moznou Upravu vypoctu limitu pro spinéni budouciho
EHK.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupuijte dle reklamacniho fadu. Pro
zadani reklamace pouZijte webovou aplikaci SZU (viz informace o zménach v
objedndvani opravnych sérii a zadavani reklamaci na webovych strankach SzU:
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore).

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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