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Program zkouSeni zpusobilosti PT#M/23/2022 byl zaméfen na diagnostiku kvasinek.
Navrh a realizace PT#M/23/2022 byly provadény podle standardniho operacniho
postupu SOP M/23 na pracovisti Expertni skupiny pro zkou$eni zpusobilosti (ESPT)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracovité je akreditovano Ceskym institutem
pro akreditaci, 0.p.s. jako poskytovatel zkouseni zpusobilosti €. 7001.

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

Pfiloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kaZzdou zucastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po ptihlaseni
kddem laboratore a heslem.

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

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

Dne: 2. 8. 2022

Pracovisté 2 ESPT
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
e-mail: ehk@szu.cz
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Mvykologicka diagnostika

PT#M/23/2022

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/23/2022

Identifikace cyklu: EHK 1273

Nazev: Mykologicka diagnostika

Koordinator: Mgr. Radim Dobids, Ph.D.

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

Podstata a Ucel Druhovéa identifikace mykotickych organizmi izolovanych z
PT/EHK: klinického materialu a stanoveni citlivosti na antimykotika

Kritéria pro ucast na
PT/EHK:

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

Zplsob pripravy:

Viz kapitola 2

Mnozstvi
pripravovaného
testovaného materialu:

Pro 59 laboratofi (a pro ovéfeni homogenity a stability vzorka)

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1273, PT # M/23, &. 1-5, 3. 5. 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:

Den pred distribuci vzorkll a po terminu jednotného zahgjeni
rozborl vSemi Gcastniky

Podminky distribuce a
uchovavani vzorkd:

Distribuce v predepsaném obalu nasmlouvanym dopravcem.
Preprava a kratkodobé uchovavani vzorkd pfi 4-8 °C, ochrana
pred svétlem.

Mozné zdroje chyb:

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

Pocet Ucastnikd:

59

Termin distribuce:

3. 5. 2022

Zpisob distribuce:

Prepravni sluzbou (zajist'uje Koordinacni pracovisté)

smérodatné odchylky:

Predani vysledka: V elektronické podobé do 24. 5. 2022

Zplsob vyhodnoceni Viz kapitola 4

vysledkd:

Urceni maximalni Aritmeticky prdmér vysledkd Gc¢astnikl +/-2 smérodatné

odchylky od priiméru celkové ziskanych bodu

Urceni pfijaté vztazné
hodnoty:

VztaZznou hodnotou jsou vysledky druhové identifikace kmene
v laboratofi koordinatora (NRL pro mykologickou diagnostiku),
které byly ziskany identifikaci puvodniho vybraného kmene
z klinického materialu potvrzeného sekvenci DNA narostlé
kultury a porovnanim s typovou sekvenci DNA dle databaze
CBS-KNAW (= oc¢ekavané vysledky)

zavérecné zpravy

Termin uverejnéni 3.6.2022
oCekavanych vysledkd
Termin uverejnéni Do 16. 8. 2022
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Mvykologicka diagnostika PT#M/23/2022

2. Zpisob pripravy vzork

Pripravu a zabezpeceni jakosti vzorkd zajistuje Laborator klinické mykologie a Narodni
referencni laborator pro mykologickou diagnostiku, Oddéleni bakteriologie a mykologie,
Centra klinickych laboratofi Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostrave, 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

Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkud je klinicky materidl dodany do laboratofe a
kmen ATCC 6258 Candida krusei (Pichia kudriavzevii) uréenym pro ovéfeni schopnosti
laboratore identifikovat rezistenci k flukonazolu kvalitativné.

Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zpusobem pouzivanym v mykologické
laboratofi (SOPV_16_12_PKN_53 2, SOPV_17_12 PKN_53 2), Cisté kultury jsou
izolovany a identifikovany.

Identifikace kvasinek a kvasinkovitych mikromycetd byla provedena pomoci
biochemickych metod, metodou kultivacéni a mikroskopickou a porovnanim s databazi
MALDI-TOF, je nasledné ovérena konfirmacnim postupem, pomoci sekvence fungalni
DNA oblasti dlouhé podjednotky 28s rDNA, a identifikovana dle validované databaze CBS
— KNAW (propojené s taxonomickou databazi mycobank.org).

Ziskané izolaty mykotickych organizmu jsou pomnozeny a je provedena kontrola Cistoty
kultur a kontrola identifikace pomoci alespon dvou raznych identifikacnich souprav
SOP_12_R04, Auxacolor2 (Bio-Rad), MALDI-TOF (Bruker)). Vychozi materidl je
vyockovan do plastovych zkumavek, uzavien, oznacen a ulozen do pfepravni krabice a
dorucen kuryrem Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostravé z laboratofe Klinické
mykologie do SZU Praha. V SZU Praha v Narodni referenéni laboratofti/Ceska narodni
sbirka typovych kultur (CNCTC) - akreditovana u CIA pod &. 8002 dle CSN EN ISO
15189 — je na zakladé dohody s koordinatorem (hodnotitelem) u vybranych vzorkud
vytvofena smésna kultura a nasledné je u vzorkd provedena lyofilizace.

Lyofilni médium obsahujici pfFislusné kultury kvasinek je rozplnéno do jednotlivych
lahvicek (vzorkud) o objemu min. 0,5 ml. Vzorky jsou oznaceny pofadovym gislem 1 -5,
Cislem EHK a datem rozeslani.

Po lyofilizaci je vychozi material testovan na pfitomnost sledovanych kultur.

Ze série lyofilizace je nahodné vybrano 5 lyofilizatd. Ampule se zbavi pertle a pomoci
sterilni pinzety se opatrné vyjme gumovy uzavér. Do ampule se nakape nékolik kapek
fyziologického roztoku. Pomoci Pasteurovy pipety je homogenizovan obsah ampule a
nasledné vyockovan na pfipravena media. lzolaty mykotickych organizmd jsou
pomnozeny a provedena kontrola identifikace v terminu pfed rozeslanim nebo v terminu
rozesilani vzorku zakaznikim.

Po kontrole lyofilizatd jsou lahviCky opatfeny pertli pomoci pertlovacich klesti a
oznaceny nalepkou pro identifikaci lyofilizatu. Takto oznacené a zapertlované lahvicky
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Mvykologicka diagnostika PT#M/23/2022

jsou vlozeny do plastového obalu a skladovany pfi teploté 4 — 8°C az do distribuce
Ucastnikim EHK.

Pfeprava vzorkU je zajiStovana prepravcem se sluzbou preprava nebezpecného zbozi
dle reguli ADR pro silni¢ni pfepravu.

Pro kazdy vzorek je vystaven protokol o pripravé vzorkl, ve kterém jsou uvedeny
veskeré manipulace provadéné s pripravovanym vzorkem.

3. Charakteristika materialu
Typ a uskladnéni vychoziho materialu

5 lyofilizovanych simulovanych biologickych materiald s kulturami  kvasinek a
kvasinkovitych mikroorganizmu k identifikaci, ztoho jeden vzorek také pro urceni
citlivosti k vybranym ATM.

Pro rok 2022 jsme v sestavé vzorku zaradili opét dva smésné, které obsahovaly kazdy
dva druhy kvasinek. Vzorky pro toto kolo EHK z mykologie nebyly simulované, ale
odpovidaly skute¢nostem, jak je Laboratof klinické mykologie zachytila a identifikovala.
Vzorek, u kterého se mél provést test citlivosti k ATM flukonazolu a vorikonazolu,
obsahoval referenéni kmen ATCC 6258, C. krusei — P. kudriavzevii.

Pro EHK roku 2022 jsme ze ziskaného biologického materialu zvolili takové kmeny
identifikovanych kvasinek, které ve vSech smérech vyhovovaly identifikacnim
parametrim tak, aby jiz pfi rlstu jak na zakladnich, tak i na specialnich diagnostickych
mediich rostly v typickych koloniich a aby tak byla usnadnéna zvlasté diagnostika
smésného vzorku.

4. Zptisob hodnoceni

Kazdy rok je na zakladé vysledkl za uplynuly rok vybrano 20 laboratofi s nejvy$Sim
poctem dosazenych bodlG. Tento vybér je anonymni, identita laboratofi neni
zvefejiiovana, ani znama laboratofi pfipravujici vzorky pro EHK. Vzorek je hodnocen
pouze v pfipadé, Zze nejméné 16 z téchto 20 laboratofi dosahne vysledku shodného s
vysledky testovani vychoziho materialu pracovisté koordinatora.

Za identifikaci signifikantnich patogenu v 5 vzorcich mohou laboratofe ziskat maximalné
14 bodu, za spravné vyhodnoceni stanoveni citlivosti k ATM dalSi dva body, tedy celkem
16 bodu.

Bodovani pro identifikaci je provadéno ve stupnici 2 body - spravna rodova i druhova
identifikace,

1 bod — spravna rodova identifikace, 0 — neidentifikovano, -2 body — chybna
identifikace.

U citlivosti 1 bod — spravné hodnoceni, —1 bod — chybné hodnoceni .

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

Laboratof uspésné absolvuje EHK, pokud dosahne bodového limitu (za identifikaci
signifikantnich patogent pro danou sérii a spravné stanoveni citlivosti u vybraného agens),
ktery se vypocitava dle vzorce (Limit = aritmeticky primér minus dvé smérodatné odchylky).
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PT#M/23/2022

5. Vyhodnoceni

Tabulka é&. 1: Uspésnost laboratofi v EHK 1273

14 bodu za bezchybnou identifikaci a 2 body za provedené citlivosti. To, ze dvé
laboratofre citlivosti neprovadi a nebyly v této ¢asti hodnoceny, na celkovém vysledku

véetné vypoctld nic neméni.

Dosazené body 12/14 )* 14/14 )* 16/14 )*
Pocet laboratori 1/1 5/2 50/48
Procento 3,4 11,9 84,7

Poznamka: 14/12,2 )* = tfi laboratore nenabizeji zhotoveni citlivosti (tato ¢ast u nich
nebyla hodnocena)

Maximalniho poctu bodi dosahlo 15 laboratoFi z 32 zicastnénych.
Aritmeticky pr@imér byl 15,6

Smérodatna odchylka byla 0,9
Limit (t. j. prdmér -2 smérodatné odchylky) byl 13,8 bodd.

Limit splnilo 57 laboratofi z celkového poctu 59 laboratofi.

Tabulka ¢. 2: Bodové hodnoceni vysledkii jednotlivych laboratofi (n=59)

Kod
laboratore soucet
vzorek 1| vzorek 2| vzorek 3| vzorek 4 | vzorek 5 | FLU | VOR
11 2 4 4 2 2 1 1 16
16 2 2 4 2 2 1 1 14
17 2 4 4 2 2 1 1 16
18 2 4 4 2 2 1 -1 14
23 2 4 4 2 2 1 1 16
26 2 4 4 2 2 1 1 16
28 2 4 4 2 2 1 1 16
31 2 4 4 2 2 1 1 16
32 2 4 4 2 2 1 1 16
35 2 4 4 2 2 1 1 16
37 2 4 4 p 2 1 1 16
39 2 4 4 p 2 1 -1 14
40 2 4 4 2 2 1 1 16
48 2 4 4 2 2 1 1 16
50 2 4 4 2 2 1 1 16
51 2 4 4 2 2 1 1 16
53 2 4 2 2 2 - - 12/14
58 2 4 4 2 2 1 1 16
64 2 4 4 2 2 1 1 16
65 2 4 4 2 2 1 1 16
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Tabulka c. 3: Podily spravnych odpovédi v identifikacich jednotlivych
vzorkl/kment

Vzorek Mikroorganizmus Pocet Procento
laboratofi

1 Candliaa albicans 59 100,0
2 Candlida glabrata/Candlida tropicalis 56 94,9
3 Candlida parapsilosis/Candida lusitaniae 57 96,6
4 Cryptococcus neoformans 59 100,0

Candida krusei (Pichia kudriavzevii) 59 100,0
> - bezchybna citlivost z 57 laboratori )* 54 94,7

Poznamka: )* 3 laboratore stanoveni citlivosti kvasinek k antimykotikium neprovadi

Zadna laboratof v tomto cyklu mykologické diagnostiky neméla problém s identifikaci
kvasinek a kvasinkovitych mikromycetl ve vzorcich €. 1 — Candida albicans, ¢&. 4 —
Cryptococcus neoformans a €. 5 — Candida krusei (Pichia kudriavzevii).

V pfipadé vzorkd se smésnou kulturou dvou druh( oportunnich patogenu &. 2, ktery
obsahoval kmeny Candida glabrata a Candida tropicalis mély problém s odhalenim
pritomnosti druhého agens tfi laboratofe a u smésného vzorku €. 3 se kmeny Candida
parapsilosis a Candida lusitaniae to byly laboratofe dvé.

V letodnim EHK mély s citlivosti k ATM problém celkem 3 laboratofe. Ve vSech téchto
pripadech byl vysledek hodnocen vysledek jako -1.

Stejné jako v minulych EHK diky celkové vysoké uspésnosti laboratofi byla i v roce
2022 vypoctena relativné nizkd hodnota smérodatné odchylky, takze 5 laboratofi,
které dosahly hodnotu 14 bodu, splnilo limit Gspésnosti s rezervou pouhych 0,2 bodu.
Dvé laboratofe neuspély na nizsi bodové hladiné.

Techniky identifikace kvasinek a kvasinkovitych mikromycetd, ve vétSiné parametri
nezaznamenaly prakticky Zzadnych velkych zmén. Pocet laboratofi vybavenych
technikou MALDI-TOF se zvysil v porovnani s rokem 2021 o 6. Souhrn pfehledu o
sou€asném vybaveni laboratofi naleznete v Tabulce 4.
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Tabulka ¢. 4: Prehled diagnostickych postupt (59 laboratori zapojenych do EHK
1273 v r. 2022)

Diag:l:sstticky Pocet ’ Diagnosticky test Pocet ’
(identifikace) laboratofi (citlivosti k ATM) laboratofi
CANDISELECT 35 E-TEST BioMérieux 17

MALDI TOF 46 ITEST Plus 10
AUXACOLOR 15 NEOSENSITABS/Biovendor 13
RYZOVY AGAR 1 E-TEST Liofilchem 18
API ID 20(32)C 6 VITEK2 6
CANDIDATEST 4 SENSITITRE YEASTONE 9
DALSI TESTY 7 DALSI TESTY 4

6. Zaveér

LetoSniho EHK 1273 se Ucastnilo 59 laboratori, dvé laboratore neuspély.

Lze konstatovat, Ze EHK 1273 v mykologické diagnostice dopadlo vyborné. A to je
patrné jiz delSi dobu. Spektrum kvasinek zachycenych z tuzemskych biologickych
materiald necini naprosté vétsiné laboratofi problémy s identifikaci. To sebou vSak
nese zasadni problém pfi vypoctu smérodatné odchylky a od ni se odvijejici vypocet
bodového limitu pro spinéni EHK. Uspésnost ziskani potfebného poétu bodu se tim
posouva az na samy vrchol diagnostického uspéchu. Vzhledem k tomu, Ze UspésSnost
laboratofi stale stoupa, a to i z hlediska vybaveni moderni diagnostickou technikou,
budeme moci nasledujici série EHK obohatit o polozky nékterych vzacnéjSich druht
kvasinek a kvasinkovitych mikromycett, které se mohou vyskytnout v klinickém
materialu a to edukativné (v pfedpokladaném poctu dvou vzorkd navic). Zamysleny
zpUsob by mél prispét k systematickému zlepSovani pripravenosti mikrobiologickych
V letodnim roce vznikly dvé nové Narodni referenéni laboratofe pro oblast l1ékarské
mykologie (NRL pro mykologickou diagnostiku a NRL pro antimykotika) a proto bude
v pfistim roce otestovana pilotni série EHK pro testovani citlivosti k antimykotikim a
bude rozesilana paralelné s kmeny pro identifikaci. Tim v budoucnu zanikne nutnost
dvojiho hodnoceni u laboratofi, které ATM citlivosti neprovadéji.
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Laborator, ktera neuspéla, ma moznost objednat si opravnou sérii EHK pfes 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. Opravné série se budou rozesilat dne 11. 10. 2022.

V pfipadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro
zadani reklamace pouzijte webovou aplikaci SZU.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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