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Priloha - vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zplsobilosti PT#M/15/2022 byl zaméfen na detekci CMV DNA metodou PCR. Navrh
a realizace PT#M/15/2022 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP M/15 na
pracovisti Expertni skupiny pro zkoudeni zpQsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Gstavu (SZU). Toto
pracoviété je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel zkouseni
zplsobilosti ¢. 7001.

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

Priloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zicastnénou laborator
k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po pfihlaseni kédem laboratore

a heslem.

Zpravu vypracoval:
MUDr. Stépanova, Ph.D. (NRL pro CMV)

Zpravu autorizoval:

MUDr. Stépanova, Ph.D. (NRL pro CMV)
Tel. + 420 721 371 297

Dne: 20. 7. 2022

Pracovisté 2 ESPT
ehk@szu.cz

http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/15/2022

Identifikace cyklu: EHK 1265

Nazev: Priikkaz DNA lidského cytomegaloviru (CMV DNA)
Koordinator: MUDr. Vlasta Sté&panova, Ph.D.

Chara!<,ter.|st|ka Viz kapitola 3

materialu:

Podstata a Géel PT/EHK: Prikaz DNA lidskeho cytomegaloviru (CMV DNA) metodou PCR
Kritéria pro Ucast na Znalost a technické vybaveni pro vysetfeni CMV DNA metodou PCR,
PT/EHK: zajisténi laboratornich procesti podle CSN EN ISO 15189:213
ZpUsob pripravy: Viz kapitola 2

Mnozstvi

pripravovaného test. cca 36 sad

materialu:

Oznaceni vzorkovnic: NRL CMV 22-01 aZ 22-06

Zabezpeceni kvality Je zajisténa manipulacemi za sterilnich podminek, vhodnym
vzorku: skladovanim, rychlym transportem ke zpracovani

Vychozi material je testovan na vhodné cilové markery.

et Ineligg =iy & Finalni vzorek je testovan den pred distribuci a po terminu jednotného

stability: re 4 o v sy ;

zahajeni rozboru vsemi ucastniky
Podminky distribuce a | Preprava a kratkodobé uchovavani pfi — 70 °C na suchém ledu
uchovavani vzorkd: chranit pred svétlem, zamezit opakovanému rozmrazovani
Mozné zdroje chyb: Nedodrzeni spravné laboratorni praxe, lidsky faktor
Pocet Ucastniki: 31
Termin distribuce: 28. 3. 2022

ZpEs e mane: Rozvoz prepravni sluzbou (zajistuje Koordinacni pracovisté ESPT 2)

Predani vysledkd: V elektronické podobé za pouziti webové aplikace EHK10
Zplsob vyhodnoceni
vysledkd:

Kvalitativni, kvantitativni - Viz kapitola 4

Vsechny kvantitativni vysledky jsou prevedeny do dekadického
logaritmu, spocitan jejich prlimér a smérodatna odchylka, pomoci
kterych jsou vytvoreny intervaly spravnosti

Urceni maximalni
smérodatné odchylky:

Urceni prijaté vztazné
hodnoty:

Termin uverejnéni
oCekavanych vysledk:
Termin uverejnéni
zavéreCné zpravy:

Za vztaznou hodnotu je povazovan vysledek ziskany v NRL

5. 5. 2022

Do 25. 7. 2022
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

2. Zptisob pripravy vzorki

Vzorky byly pfipraveny na pracoviéti FN Hradec Kralové, Ustav klinické mikrobiologie, NRL pro CMV,
Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové.

6 simulovanych vzorkd (6x 1,0 ml plazmy) pro EHK 1265, stanoveni CMV DNA, bylo pfipraveno
z laboratorniho kmene CMV AD169 a lidské plazmy CMV negativnich darct krve. Jako matrice vzorku
byla u vzorkl 22-01 az 22-06 pouzita testovana negativni plazma. Plazma a laboratorni kmen CMV
AD169 byly dlouhodobé uskladnény pfi -80 °C a poté byly pfipraveny poolovanim kontrolni vzorky o
rliznych koncentracich. Tyto koncentrace byly zjistény metodou kvantitativni rt-PCR (SOP M/15).
Pripravené a otestované vzorky (6x 1,0 ml plazmy) byly uchovavany pfi teploté —20 °C a

distribuovany do SZU v prepravce se suchym ledem.

Datum testovani pfipravenych vzorkd: 9.3. — 19.3. 2022
Pripravené vzorky EHK 1256 byly rozplnény do zkumavek Eppendorf se Sroubovacim uzavérem,
oznadeny samolepkou ¢&. 1 aZ 6 a byly odeslany dne 22. 3. 2022 do SZU Praha, na pracovisté Expertni

skupiny pro zkousSeni zpdsobilosti, ze kterého byly vzorky dale distribuovany do jednotlivych laboratofi.

NRL pro CMV FN HK jesté pro kontrolu vysetfuje panel zakddovanych vzorkl pro priikaz CMV DNA, které
jsou distribuovany do SZU Praha a déle jako EHK 1265 do prihlaSenych laboratofi. Datum tohoto
testovani 29. 3. 2022.

Datum Proved| Podpis
Postupy schvali 9.3.-19.3. MUDr. Vlasta §tépénov’é, Ph.D.

2022 Mgr. Radka Bolehovska, Ph.D.
Pfiprava vzorkl EHK 1265 9. 3. 2022 lab. Lenka Kolesova, DiS.

9.-19. 3.

Vysetreni vzorkd EHK 1265 lab. Lenka Kolesova, DiS.

2022

lab. Lenka Kolesova, DiS.

Vysetreni vzorku EHK 1265 29.3.2022 Mgr. Radka Bolehovskd, Ph.D.
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

3. Charakteristika materialu

EHK 1265 obsahovalo 6 vzorkd pro stanoveni DNA lidského cytomegaloviru metodou PCR. Vychozim
materidlem pro pfipravu vzork( je laboratorni kmen CMV AD169 a lidska plazma CMV negativnich
darcd krve. Plazma a laboratorni kmen CMV AD169 byly pred zpracovanim dlouhodobé uskladnény pfi
-80 °C.

EHK 1265 - predpokladané vysledky kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni CMV DNA:

Vzorek C. Predpokladany kvalitativni | Predpokladany kvantitativni
vysledek vysledek (kopie/ml)
NRL CMV 22-01 pozitivni 1,03.E3
NRL CMV 22-02 pozitivni 2,66.E3
NRL CMV 22-03 pozitivni 8,65.E2
NRL CMV 22-04 pozitivni 1,52.E5
NRL CMV 22-05 negativni negativni
NRL CMV 22-06 pozitivni 7,75.E3

4. Zphsob hodnoceni

Vztaznou hodnotou jsou ocekavané vysledky NRL. Za spravnou hodnotu pfi kvantitativnim stanoveni
(kopie/ml) je bran vysledek ziskany jako prlimér vSech hodnot ziskanych ze zdcastnénych laboratofi.
Zplsob vyhodnoceni vysledkd: Kvalitativni vysledky silné pozitivni (3 body), pozitivni (2 body), slabé
pozitivni (1 bod), negativni (3 body).

Kvantitativni vysledky — hodnoceny pouze pozitivni vzorky (do +/- 1SD 1 bod, do +/- 2 SD 2 body, do
+/- 3 SD 3 body, nad 3 SD 4 body, faleSné negativni vzorek 5 bod{ a faleSné negativni u slabé
pozitivniho vzorku 3 body.

Pro udéleni certifikatu je nezbytna Uspésna ucast v kvalitativni ¢asti EHK.
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

5. Vyhodnoceni

Tabulka konecnych kvalitativnich a kvantitativnich referencnich vysledkl — panel EHK 1265

Spravny vysledek EHK
Vzorek Obsah vzorku? e kvantitativni
kvalitativni .
(kopie/ml)
NRL CMV 22-01 CMV AD169 pozitivni 1,35.10°
NRL CMV 22-02 CMV AD169 pozitivni 2,56.10°
NRL CMV 22-03 CMV AD169 slabé pozitivni 8,49.10%
NRL CMV 22-04 CMV AD169 silné pozitivni 2,04.10°
CMV DNA -,
NRL CMV 22-05 o, negativni 0
negativni plasma

NRL CMV 22-06 CMV AD169 pozitivni 8,66.103

a) Vyhodnoceni kvalitativnich vysledkd
Bylo hodnoceno celkem 31 laboratofi (panell). 10 laboratofi (32,26 %) ma pouze vysledky kvalitativniho

stanoveni, 21 laboratofi (67,74 %) provedlo kvantitativni stanoveni CMV DNA.

Tabulka dosazenych vysledkii a pridélenych bodi

Tab.: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledki (celkem 31 panelil).

Vzorek Vysledek Ziskany pocet Pocet vysledki Uspésnost
EHK bodii za spravny | spravnych/celkem
vysledek
NRL CMV 22-01 pozitivni 2 31/31 100,0 %
NRL CMV 22-02 pozitivni 2 31/31 100,0 %
NRL CMV 22-03 slabé 1 31/31 100,0 %
pozitivni
NRL CMV 22-04 silné 3 31/31 100,0 %
pozitivni
NRL CMV 22-05 negativni 3 30/31 96,8 %
NRL CMV 22-06 pozitivni 2 30/31 96,8 %

Statni zdravotni Ustav Praha
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

Vyhodnoceni kvalitativnich vysledki — jednotlivé laboratoie
kod Cislo vzorku a vysledek celkové
laboratofe | 22-01 | 22-02 | 22-03 | 22-04 22-05 22-06 body
20 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
32 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
34 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
35 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
51 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
58 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
65 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
70 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni 10
115 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
192 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
208 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
211 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
214 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
302 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
316 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
364 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
365 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
456 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
539 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
541 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | negativni 11
552 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
554 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
574 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
595 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
598 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
708 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
710 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
742 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
748 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
784 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
786 pozitivni | pozitivni | pozitivni | pozitivni | negativni | pozitivni 13
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022
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Graf: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledkii u jednotlivych vzorki

Celkem bylo mozné ziskat 13 bodd, kterych dosahlo 29 laboratofi (tj. 93,5 %), kvalitativni
hodnoceni téchto laboratori bylo vyborné (laboratore uspély v kvalitativhim hodnoceni).
Hranice Uspésnosti v kvalitativhim hodnoceni bylo 12 dosazenych bodyi.

Jedna laborator (€. laboratore 70) vydala faleSnou pozitivitu u vzorku NRL CMV 22-05 a ziskala
celkové v kvalitativnim hodnoceni 10 bodU. Falesna pozitivita byla zpldsobena chybnou technikou

pipetovani bud’ pri izolaci CMV DNA, nebo pfi pripravé PCR (jednalo se pravdépodobné o kontaminaci

od vzorku NRL CMV 22-04). Jedna laborator (€. laboratore 541) vydala faleSnou negativitu u vzorku
NRL CMV 22-06 (koncentrace CMV DNA 8,66.10° kopii/ml), a ziskala tak celkové v kvalitativnim
hodnoceni 11 bodl. Tyto dvé laboratore neuspély v kvalitativhim hodnoceni.
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Detekce CMV - DNA

PT#M/15/2022

b) Vyhodnoceni kvantitativnich vysledk

Tab.: Kvantitativni vysledky vzork{ EHK a jednotliva rozmezi smérodatnych odchylek

Vzorek

Vysledek EHK
kopie/mli*

Rozmezi
+/- 1 SD? +/- 2 SD? +/- 3 SD?
(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)

NRL CMV 22-01

1,35.103

5,22.10%- 3,51.10°

2,01.10>-9,10.10°

7,75.10*-2,36.10*

NRL CMV 22-02

2,56.10°

1,04.10%- 6,34.10°

4,20.10- 1,57.10*

1,70.10>- 3,87.10*

NRL CMV 22-03

8,49.10°

3,30.10%-2,18.103

1,28.10%-5,62.10°

5,00.10!- 1,44.10*

NRL CMV 22-04

2,04.10°

1,16.10°- 3,60.10°

6,56.10* - 6,34.10°

3,72.10%—1,12.106

NRL CMV 22-05

0

0

0

0

NRL CMV 22-06

8,66.10°

4,36.10°-1,72.10*

2,20.103- 3,41.10*

1,11.103-6,77.10*

Pozn: 1Primér hodnot vsech laboratori u jednotlivych vzorkid.

28D — smérodatna odchylka

Vyhodnoceni kvantitativnich vysledki — jednotlivé laboratore

kod Cislo vzorku a vysledky
laboratore 22-01 22-02 22-03 22-04 22-05 22-06 celkové
referencni | pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni skore
panel | 1,35E+03 | 2,56E+03 | 8,49E+02 | 2,0a6+05 | "°P*™™ | g 66Er03
20 2,70E+03 | 2,03E+03 | 1,79E+03 3,16E+05 0,00E+00 | 3,19E+04
51 8,06E+02 | 1,99E+03 | 8,30E+02 1,53E+05 0,00E+00 1,01E+04
58 7,55E+02 | 1,83E+03 | 6,43E+02 1,41E+05 0,00E+00 | 4,96E+03
65 4,57E+02 | 7,59E+02 | 3,28E+02 1,15E+05 0,00E+00 | 4,46E+03 10
115 5,50E+02 | 7,55E+02 | 6,10E+02 1,08E+05 0,00E+00 | 4,09E+03 9
208 7,30E+03 | 2,06E+04 | 4,90E+03 2,04E+06 0,00E+00 | 6,70E+03 13
211 4,88E+02 | 1,73E+03 | 7,52E+02 1,52E+05 0,00E+00 6,98E+03
214 7,41E+02 | 2,12E+03 | 4,16E+02 1,21E+05 0,00E+00 6,33E+03
302 2,79E+03 | 7,21E+03 | 3,03E+03 4,39E+05 0,00E+00 1,87E+04 10
316 6,00E+02 | 2,10E+03 | 3,00E+02 1,81E+05 0,00E+00 | 7,80E+03 7
364 1,86E+02 | 7,29E+02 | 8,74E+02 1,01E+05 0,00E+00 | 4,62E+03 10

Statni zdravotni Ustav Praha
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022
539 2,51E+03 | 2,77E+03 | 6,30E+02 2,02E+05 0,00E+00 | 9,24E+03 6
541 2,45E+03 | 4,81E+03 | 2,50E+03 3,30E+05 0,00E+00 | 0,00E+00 11
552 3,62E+03 | 9,71E+03 | 1,76E+03 1,01E+06 0,00E+00 | 4,97E+04 12
554 2,14E+03 | 1,02E+03 | 9,03E+01 2,03E+05 0,00E+00 | 3,92E+03 10
574 1,33E+03 | 3,23E+03 | 9,70E+02 2,19E+05 0,00E+00 | 9,27E+03 6
595 6,00E+02 | 3,00E+03 | 8,67E+02 2,95E+05 0,00E+00 | 8,21E+03 6
710 2,09E+03 | 4,00E+03 | 1,51E+03 3,21E+05 0,00E+00 1,45E+04 6
742 1,40E+03 | 8,80E+02 | 1,70E+02 1,20E+05 0,00E+00 | 4,30E+03 9
748 9,34E+03 | 1,15E+04 | 2,31E+03 3,63E+06 0,00E+00 | 2,14E+05 16
784 1,90E+03 | 2,00E+03 | 1,00E+03 2,40E+05 0,00E+00 1,40E+04 6

Tab.: Vyhodnoceni kvantitativnich vysledkti (celkem 21 hodnocenych paneli)

Pocet vysledkii jednotlivych metod v daném rozmezi

Vzorek } ) : - faleSné negativni| falesné pozitivni
+éD1 +S/,D2 +S/,D3 r;u;nl;) vysledek u vysledek u
pozitiv. vzorku | negativ. vzorku
NRL CMV 22-01 15 4 2 0 0 0
NRL CMV 22-02 12 8 1 0 0 0
NRL CMV 22-03 13 7 1 0 0 0
NRL CMV 22-04 14 4 1 2 0 0
NRL CMV 22-05 21 0 0 0 0 0
NRL CMV 22-06 13 5 1 1 1 0
Pocet pridélenych
bodi za vysledek 1 2 3 4 5 5
v daném intervalu
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022
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Graf: Vyhodnoceni kvantitativnich vysledki u jednotlivych vzorki
Tab.: Vyhodnoceni laboratofi podle poctu ziskanych bodi (celkem 21 panel)

Celkovy pocet ziskanych . . Procentualni
Pocet panelu 3
bodi zastoupeni
6 bodd (nejlepsi) 8 38,1 %
7 bodi 3 14,3 %
8 bodl 0 --
9 bodt 2 9,5 %
10 bodd 4 19,0 %
11 bodd 1 4,8 %
12 bodd 1 4,8 %
13 bodd 1 4,8 %
14 bodd 0 --
15 bodd 0 --
16 bodU 1 4,8 %

Hranice Uspésnosti v kvantitativhim hodnoceni bylo maximalné 11 dosazenych bodi.
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

Z celkového poctu 21 hodnocenych laboratofi mélo vSechny kvantitativni vysledky v rozmezi +/- 1
SD (tj. zisk 6 bod() 8 laboratofi (oproti lofiskému roku se jedna o pokles). Nejhorsi skore (nejvyssi pocet
ziskanych bodl) - 16 bodl ziskala laborator, ktera vysledky systematicky nadhodnocovala (celkové
hodnoceno jako Spatné kvantitativni vysledky).

Celkové zhodnoceni kvantitativnich vysledkd je v grafu ¢. 3. Laboratore, které ziskaly 6 az 11 bodd,
maji akceptovatelné kvantitativni vysledky (laboratore uspély v kvantitativnim hodnoceni) — v letoSnim
roce se jedna o 18 laboratori. Neakceptovatelné, resp. Spatné kvantitativni vysledky se v letosnim roce

objevily u 3 laboratofi.
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Graf: Celkové zhodnoceni kvantitativnich vysledkii vsech laboratoFi
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Detekce CMV - DNA PT#M/15/2022

6. Zaveér

EHK 1265 — Priikaz DNA lidského CMV bylo rozeslano 31 laboratofim. Vysledkovy protokol poslalo zpét
31 laboratofi. Dvé laboratore nesplnily kritéria pro udéleni certifikatu za Uspésnou Ucast v EHK a

maji moznost objednat si opravnou sérii EHK pres webovou aplikaci SZU: https://ehk.szu.cz/EHK10/,
viz informace o zménach v objednavani opravnych sérii a zadavani reklamaci na webovych strankach

SzU: http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupuite dle reklamacniho fadu. Pro zadani reklamace

pouzijte také webovou aplikaci SZU.

Konec zavérecné zpravy
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