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Program zkouseni zp{sobilosti PT#M/37/2022 byl zaméfen na detekci RNA SARS-CoV-2. Navrh
a realizace PT#M/37/2022 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP M/37
na pracovisti Expertni skupiny pro zkouSeni zpdsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho dstavu
(SZU). Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako
poskytovatel zkouseni zpUsobilosti ¢. 7001.

S veskerymi informacemi dodanymi Gcastniky je zachazeno jako s d@vérnymi a nejsou bez
souhlasu Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zaverecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zucastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: https://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaseni
kédem laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval:
RNDr. Helena Jifincova, NRL pro chripku a nechfipkova respiracni virova onemocnéni

Zpravu autorizoval:
RNDr. Helena Jifincova
Tel: 725362602

Dne: 21. 12. 2022

Pracovisté 2 ESPT

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

e-mail: ehk@szu.cz
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Detekce RNA SARS-CoV-2

PT#M/37/2022

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/37/2022

Identifikace cyklu:

EHK 1287

Nazev:

Detekce RNA SARS-CoV-2

Koordinator:

RNDr. Helena Jifincova

Charakteristika materialu:

Identifikované kmeny SARS-CoV-2 izolované na bunécné kulture
naredéné na koncentraci odpovidajici klinickému materialu.

Podstata a ucel PT:

Ovéreni schopnosti detekovat VRNA SARS-CoV-2 a prioritnich
mutaci

Kritéria pro Ucast na PT:

Pozadavky na laboratore — zajisténi bezpecnosti prace pfi
manipulaci s infekénim materidlem obsahujicim zivy virus SARS-
CoV-2, povoleni pro praci se SARS-CoV-2

Zpdsob pripravy:

Viz kapitola 2.

Mnozstvi  pfipravovaného
test. materialu:

pro 132 laboratofi + 20 aliquot pro NRL

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1287, PT # M/37, & 1-6, 12. 9. 2022

Zabezpeceni kvality vzorku:

Zabezpeceni homogenity: Homogenita je zajiSténa promichanim
vzorkl pred zahajenim alikvotovani do vzorkovnic a rovnéz
v jejim pribéhu.

Zabezpeceni stability vzork({: 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. Dlouhodoba stabilita
vzork{ je zajisténa zamrazenim na teplotu nizsi nez - 60 °C.

Test homogenity a stability:

Kvalita, homogenita a stabilita je posuzovana na zakladeé trojitého
opakovaného testovani: po rozplnéni (3 aliquoty) a rozdéleni do
UN3373, pred distribuci a v terminu blizkém dni odeslani vysledk{
zpét k vyhodnoceni. Na kazdé testovani se pouziji nové aliquoty,
prikazem homogenity a stability vzorkd je dosazeni totoznych
vysledkd v Case. Vzorky jsou skladovany pri teploté nizsi nez -
60 °C. Identita je kontrolovana diskriminacni PCR bez nutnosti
aliquotace.

Podminky distribuce a
uchovani vzorkQ:

Distribuce v predepsaném obalu UN3373. Do prvého testovani
uchovaveijte pri teploté nizsi nez 60 °C nebo co nejdrive zpracujte
jako bézny klinicky materidl. Vzorky Ize uchovavat az 5 dnl
zamrazené pri teploté nizSi nez -15 °C nebo v chladnickové
teploté (+2 az +8 °C). Zbytek vzorkl neuchovavejte déle nez
tyden, doporucujeme vyizolovat RNA a tu uchovavat pro vlastni
potfebu.

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokynli organizatora,
zaména vzorkd

Pocet Ucastnikd:

123, 9 laboratofi si vyzadalo 2 sady, 119 laboratofi zaslalo
vysledky a bylo hodnoceno

Termin distribuce:

12-9-2022
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Detekce RNA SARS-CoV-2

PT#M/37/2022

ZpUsob distribuce:

Prepravni sluzbou (zajistuje Koordinacni pracovisté ESPT 2)

Predani vysledka:

V elektronické podobé za pouziti aplikace EHK10

smérodatné odchylky:

Zpisob vyhodnoceni | Viz kapitola 4.
vysledkd:
Urceni maximalni | Aritmeticky prdmér vSech hodnocenych laboratofi minus 2

smérodatné odchylky. Laboratof Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle
vzorce: Limit = aritmeticky prdmér vysledkd vSsech 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.

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

Urceni vztazné hodnoty:

Vztaznou hodnotou jsou vysledky NRL, které byly ziskané trojitym
testovanim vzork(d v terminu blizkém dni odeslani vysledkd zpét
k vyhodnoceni (= ocCekavané vysledky).

zavéreCné zpravy:

Termin uverejnéni | 13-10-2022
ocCekavanych vysledka:
Termin uverejnéni | 26-12-2022

2. Zptisob prFipravy vzorkd

Infikace tkanové kultury VERO E6, nebo VERO E6-TMPRSS2 aktualnimi variantami viru SARS-
CoV-2 v rezimu BL-3 (3 az 4 pasaze), mnozeni viru v CO2 termostatu (5% CO2, 35 — 37°C),
oveéreni pritomnosti RNA viru pomoci PCR, ovéreni sterility tkanové tekutiny s pomnozenymi
viry v hovézim bujénu. Experimentalni urceni nejvhodnéjsiho redéni vzorkl ve virologickém
odbérovém mediu pomoci PCR tak, aby virova ndloz odpovidala béznému klinickému vzorku
(CT 19 - 35+1). Rozplnéni po 0,5 ml do vzorkovnic a zamrazeni na teplotu nizsi nez — 60 °C.

Identifikace jednotlivych variant pomnozenych na tkanové kulture VERO E6:

Statni zdravotni Ustav

Varianta Jméno kmene Accession code GISAID Pasaz
Delta AY.4 hCoV-19/Czech EPI_ISL_3063142 P3
Republic/NRL_9377/2021
Omikron hCoV-19/Czech NA P2
B.1.1.529 Republic/NRL_17577/2021
4




Detekce RNA SARS-CoV-2

PT#M/37/2022

3. Charakteristika materialu

Zasilka obsahovala 6 x 0,5 ml simulovanych lidskych klinickych vzork{i s obsahem SARS-CoV-
2 viru ve virologickém odbérovém médiu. Vzorky neobsahovaly lidsky geneticky material,
nebot’ se jednalo o viry pomnozené v tkanoveé kulture. Koncentrace viru v jednotlivych vzorcich
neprekrocila béZznou koncentraci viru v klinickém materialu, tj. CT 19 - 35+1. Vzorky byly
pripraveny jako infekcni neinaktivované, do expedice byly ulozeny pfi teploté nizsi nez - 60 °C
a byly distribuovany na suchém ledu.

Jako edukativni test byla zarazena detekce mutaci, ktera byla dobrovolna a nebyla predmétem

hodnoceni.

Ocekavané vysledky

Oznaceni | Ocekavana | Varianta | GISAID accession Ocekavana sestava
hodnota Ct kod mutaci*(spike)
E484A, K417N, N501Y,
Omikron P681H, Y505H, del 69-70,
Vzorek 1 25,2 B.1.1.529 NA S371F, S373P, T478K,
Q493R,
Delta
Vzorek 2 26,7 EPL_ISL_3063142 |  L452R, P681R, T478K
AY.4
Delta
Vzorek 3 30,2 EPL_ISL_3063142 |  L452R, P681R, T478K
AY.4
E484A, K417N, N501Y,
Omikron P681H, Y505H, del 69-70,
Vzorek 4 32,5 B.1.1.529 NA S371F, S373P, T478K,
Q493R,
Vzorek 5 negativni NA
E484A, K417N, N501Y,
Omikron P681H, Y505H, del 69-70,
Vzorek 6 28,3 B.1.1.529 NA S371F, $373P, T478K,
Q493R,

*Doporuceni NRL pro chfipku a nechripkova virova respiracni onemocnéni a WHO, D614G
pfitomna u vSech vzorkd/variant
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Detekce RNA SARS-CoV-2 PT#M/37/2022

4. Zptisob hodnoceni

a) Hodnoceni vysledk{ obecné

Vztaznou hodnotou jsou vysledky NRL, které byly ziskané trojitym testovanim vzorkd v terminu
blizkém dni odeslani vysledk{ zpét k vyhodnoceni (= ocekavané vysledky).

Vystupy laboratori se o¢ekavaji v podobé pozitivni/hranicni/negativni hodnota Ct. Urceni poctu
kopii VRNA/mI v pfipadé pouziti kvantitativnich metod je dobrovolné a vysledek zapiste do
poznamky.

Bodové hodnoceni Gcastnikl vychazi z ocekavanych vysledkl NRL a je nastaveno tak, ze se
scitaji dosazeno body za hodnoceni Ct a slovni hodnoceni. Zapocitanou hodnotou je celkova
ziskana suma za obé dilci hodnoceni.

Hodnoceni dle Ct:
e dvéma body je hodnocena shoda s o¢ekavanym vysledkem s odchylkou max. Ct < 3
¢ jednim bodem je hodnocena ¢astecna shoda (tedy odchylka ocekavaného Ct > 3 a <
6)
e bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se s o¢ekavanym vysledkem neshoduii.
Za neshodné vysledky je povaZzovana neshoda v zavérecném hodnoceni (napr. misto
pozitivniho hrani¢ni) nebo odchylka hodnoty ocekavaného Ct o vice nez 6 (= 6).

Hodnoceni slovni:

Shoda — 3 body, CasteCna shoda (hranicni/pozitivni namisto pozitivni - 1 bod), neshoda
negativni namisto pozitivni, nebo pozitivni/hrani¢ni namisto negativni 0 bodd.

Za prikaz virové RNA v 6 vzorcich mohou laboratore ziskat maximalné 30 bod{. Laboratof
Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle
nasledujiciho vzorce: Limit = aritmeticky primér vysledkd vSech 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 neuspésné. Hodnocen je pouze 1 PCR Usek s Ct,
které je blizSi o¢ekavané hodnoté.

Laboratore, které nemohou stanovit hodnotu Ct, protoze pouzivaji izotermalni metodu
neumoznujici tuto hodnotu stanovit, jsou hodnoceny pouze dle slovniho hodnoceni, podminkou
je vypInéni komercni soupravy.

Hodnoceni detekce mutaci

Detekce mutaci se zadava pouze jako pozitivni (+) nebo negativni (-) a neni predmétem
hodnoceni. Za kaZzdou spravné stanovenou mutaci ziskava laboratof 1 bod, ale tyto body
nejsou zapocitavany do celkového hodnoceni. Nepravné ur¢ena mutace nebo neurceni mutaci
znamena zisk 0 bodd.

Statni zdravotni Ustav



Detekce RNA SARS-CoV-2 PT#M/37/2022

5. Vyhodnoceni
Tabulka 1: Hodnoceni detekce RNA

Prdmér aritmeticky 29,18

SD 1,92

SD * 2 3,84

Prahova hodnota=Ilimit | 25,34

Celkem Ucastnikd EHK | 119 Rok 2021 115 laboratofi
Uspélo na 100 % 91 76 % 36 31 %
Uspélo s neshodou 20 16,8 % 59 51,3 %
Uspélo celkem 111 93,3 % 95 83 %
Neuspélo 8 6,7 % 20 17 %
Nehodnoceno/

Nezaslany vysledky 4 3% 1 <1%

Z vypoctu limitu hodnoceni nebyla vylouc¢ena zadna laborator, v roce 2021 ziskalo méné nez
50 % moznych bod( 14 laboratofi, které byly z hodnoceni vylouceny. V roce 2022 je
zaznamenan vyznamny posun v kvalité odevzdanych vysledk{ coz je dsledkem jednak vétsi
zkuSenosti laboratofi a rovnéz poucenim NRL s jakou vahou hodnotit Ct hodnoty a slovni
hodnoceni, tedy zménou hodnoceni dosazenych vysledk@. V roce 2022 byl kladen mensi diiraz
na ziskané hodnoty Ct a naopak vétsi dliraz na zavérecné slovni hodnoceni. Vzhledem k tomu,
Ze je velmi ddlezité zachovat citlivost prikazu detekce a soucasné neni mozné pozadovat
kvantifikaci stanoveni, je stdle hodnocena odchylka pozadované hodnoty Ct. Nulovym
hodnocenim jsou bodovany vzorky s odchylkou vétsi nez 6, coZz znamena snizeni citlivosti
detekce témér o 2 Fady. Vyznamné sniZeni citlivosti detekce mdze mit fakticky dopad na Sifeni
infekce, pripadné na zdravotni stav vySetfovaného pacienta/klienta.

Tabulka 2: Hodnoceni Uspésnosti pfi porovnani jednotlivych vzorkd

Vzorek |Vzorek |Vzorek |Vzorek Vzorek
Hodnoceni 1 2 3 4 Vzorek 5 |6
Celkem spravné urcenych 109 104 106 103 119 104
Celkem nespravné urcenych 10 15 13 16 0 15
Priimérné skore za vzorek 4,91 4,87 4,85 4,62 5 4,85
Procento Uspésnych laboratori 92 % 87 % 89 % 87 % 100% |87 %
Varianta: omikron | delta delta a |omikron | negativni | omikron
Ocekavana hodnota Ct 25,2 26,7 30,2 32,5 0 28,3
Pocet laboratofi se spravné
urc¢enou kombinaci mutaci: 37 37 34 32 NA 36
Detekce mutaci - procento
uspesnych laboratofi 5% |95% [87% [82% |NA 92 %

Nejvétsi problém cinil vzorek 4, tedy vzorek o nejvyssi hodnoté Ct 32,5, ktery lze stale
povazovat za pozitivni, a ktery neshodné urcilo 16 laboratofi. Pomérné prekvapivé je, ze velmi
podobny problém cinily vzorek 2 a 6, kde ocekavana hodnota Ct byla 26,7, respektive 28,6.
tyto vzorky byly neshodné hodnoceny 15 laboratoremi. Je mozné, ze u vzorkd s hodnotami Ct,

7
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Detekce RNA SARS-CoV-2 PT#M/37/2022

tedy u vzork{ s nizsi koncentraci virové RNA je variabilita vysledkd u laboratofi vétsi nez u silné
pozitivnich vzorkd, nevétsi rozdil v hodnotach Ct vykazoval vzorek 4 o nejnizsi koncentraci VRNA
(tabulka 3, rozdil Ct).

Tabulka 3: Prehled zaslanych vysledk{

Laboratof ¢ Vzorek 1 |Vzorek 2 |Vzorek 3 |Vzorek4 |Vzorek 5 |[Vzorek 6 Soudet Usp&snost
2 5 5 5 5 5 5 30 ano

5 5 5 5 5 5 5 30 ano
11 5 5 5 5 5 5 30 ano
16 4 5 5 5 5 5 30 ano
17 5 5 5 5 5 5 30 ano
20 5 5 5 5 5 5 30 ano
23 5 5 5 5 5 5 30 ano
26 5 5 5 5 5 5 30 ano
28 5 5 5 5 5 5 30 ano
31 5 5 5 5 5 5 30 ano
32 5 5 5 5 5 5 30 ano
33 5 5 5 5 5 5 30 ano
34 5 5 5 5 5 5 30 ano
35 5 5 5 5 5 5 30 ano
39 5 5 5 5 5 5 30 ano
50 5 5 5 5 5 5 30 ano
51 5 5 5 5 5 5 30 ano
55 5 5 5 5 5 5 30 ano
56 5 5 5 5 5 5 30 ano
58 5 5 5 5 5 5 30 ano
64 5 5 5 5 5 5 30 ano
65 5 5 5 5 5 5 30 ano
70 5 5 5 5 5 5 30 ano
71 5 5 5 5 5 5 30 ano
77 5 5 5 5 5 5 30 ano
88 5 5 5 5 5 5 30 ano
89 5 5 5 5 5 5 30 ano
117 5 5 5 5 5 5 30 ano
156 5 5 5 5 5 5 30 ano
184 5 5 5 5 5 5 30 ano
192 5 5 5 5 5 5 30 ano
207 5 5 5 5 5 5 30 ano
211 5 5 5 5 5 5 30 ano
214 5 5 5 5 5 5 30 ano
228 5 5 5 5 5 5 30 ano
299 5 5 5 5 5 5 30 ano
302 5 5 5 5 5 5 30 ano
310 5 5 5 5 5 5 30 ano
312 5 5 5 5 5 5 30 ano
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Detekce RNA SARS-CoV-2

Uspésnost

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

Soucet

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

Vzorek 6

Vzorek 5

Vzorek 4

Vzorek 3

Vzorek 1 |Vzorek 2

Laboratof ¢

313
316
317
332
333
350
354
362
364
369
373
379
380
386

388
392
396
397
401

406
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420
425

456
460

532
541
552
560
563
566
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633
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641
672
690
692

696
702
710
732
734
736
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Detekce RNA SARS-CoV-2 PT#M/37/2022
Laborator ¢  |Vzorek 1 [Vzorek 2  |Vzorek 3 |Vzorek4 |Vzorek 5 |Vzorek 6 Soucet Uspésnost
737 5 5 5 5 5 5 30 ano
742 5 5 5 5 5 5 30 ano
748 5 5 5 5 5 5 30 ano
757 5 5 5 5 5 5 30 ano
759 5 5 5 5 5 5 30 ano
763 5 5 5 5 5 5 30 ano
783 5 5 5 5 5 5 30 ano
792 5 5 5 5 5 5 30 ano
18 5 5 5 5 5 4 29 ano
138 5 5 4 5 5 5 29 ano
227 5 4 5 5 5 5 29 ano
241 5 4 5 5 5 5 29 ano
370 5 4 5 5 5 5 29 ano
376 5 5 4 5 5 5 29 ano
598 5 5 4 5 5 5 29 ano
614 5 5 5 4 5 5 29 ano
786 4 5 5 5 5 4 29 ano
66 5 4 5 5 5 4 28 ano
68 5 4 5 5 5 4 28 ano
348 5 5 5 3 5 5 28 ano
497 5 4 5 5 5 4 28 ano
352 4 4 4 5 5 4 27 ano
365 5 5 5 2 5 5 27 ano
394 5 4 5 3 5 5 27 ano
539 5 4 5 4 5 4 27 ano
554 4 4 4 4 5 4 26 ano
761 4 4 4 4 5 4 26 ano
775 4 4 4 4 5 4 26 ano
529 5 5 5 0 5 5 25 ne
743 5 5 5 0 5 5 25 ne
53 4 5 3 3 5 3 24 ne
435 5 5 3 0 5 5 23 ne
48 5 5 2 3 5 2 22 ne
355 3 3 4 1 5 4 22 ne
551 4 4 4 0 5 4 22 ne
410 4 4 3 0 5 4 21 ne
Ct 25,2 26,7 30,2 32,5 0 28,3
ocekavané
celkem bodi |584 579 577 550 595 577
maximum 595 595 595 595 595 595
Rozdil Ct 11 16 18 45 0 18
Pocet neshod (10 15 13 16 0 15
Prlmér 491 4,87 4,85 4,62 5,00 4,85
L'Jspéénost 92 % 87 % 89 % 87 % 100 % 87 %

10
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Detekce RNA SARS-CoV-2 PT#M/37/2022

Hodnoceni detekce mutaci:

V dobé pripravy EHK byl kladen diraz na detekci mutaci jak v ramci mezinarodnich pozadavk{
(ECDC/WHO), tak ze strany Ministerstva zdravotnictvi. V soucasnosti vSak neni tento vykon
ani hrazen ani vyzadovan a spektrum vySetfovanych mutaci jiz neodpovida v pripadé
subvariant omikronu realnym vystup@m v souvislosti s rezistenci vici virus neutralizacnim
protilatkam, ani v souvislosti s rezistenci na v CR pouzivana antivirotika. S blizicim se nastupem
legislativy IVD R nebude mozné pruzné spektrum detekovanych mutaci obménovat ani v house
keeping soupravach ani v komercnich kitech. Proto Ize tuto ¢ast povazovat za realné edukativni
a je pravdépodobné, Ze bude nadale jesté vice specifickym vysSetfenim pro omezenou skupinu
pacientl. Alespon jednu z uvedenych mutaci urcovalo 39 laboratofi, coZ je 33 % Ucastnikd.
V zadné laboratofi nebyla pouzita kompletni kombinace mutaci, ktera byla uvedena pro mozné
hodnoceni. Nicméné cilem nebylo stanoveni vSech mutaci, ale poskytnuti kompletniho spektra
laboratofim, tak, aby si kazda laboratof méla moZnost v zavislosti na v CR dostupnych
soupravach vybrat mutaci, kterou stanovuje i stanovovala v rutinni praxi.

vvvvvv

jednu spravnou mutaci neurcilo pouze 7 z 39 vysetrujicich laboratori. Prehled hodnoceni
Uspésnosti je uveden v tabulce 2.

Tabulka 4: Prehled vysledkd urcovani mutaci:

C. lab. Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek Celkovy Vysettenych
1Mut. | 2 Mut. 3Mut. | 4Mut. | 6 Mut. soucet vzorkd s alespon
1 spravnou
mutaci
17 0 2 2 0 0 4 2
26 2 2 2 2 2 10 5
32 2 1 1 2 2 8 5
39 1 1 1 1 1 5 5
51 1 0 0 1 1 3 3
64 1 4 3 0 1 9 4
65 1 1 1 1 1 5 5
68 1 1 0 0 0 2 2
71 2 3 2 2 2 11 5
138 6 6 5 6 6 29 5
192 6 6 5 6 6 29 5
214 7 7 6 7 7 34 5
228 2 2 2 1 3 10 5
241 4 5 4 3 4 20 5
302 2 3 2 2 2 11 5
313 1 1 1 1 1 5 5
317 0 1 1 0 0 2 2
350 3 2 1 3 3 12 5
352 1 1 1 1 1 5 5
355 1 2 0 0 1 4 3
362 4 5 4 4 4 21 5
365 1 1 0 0 1 3 3
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C. lab. Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek Celkovy VySetienych
1Mut. | 2 Mut. 3Mut. | 4Mut. | 6 Mut. soucet vzorkl s alespon
1 spravnou
mutaci
373 1 0 0 1 1 3 3
386 1 1 1 1 1 5 5
425 2 3 2 2 2 11 5
456 1 1 1 1 1 5 5
529 1 1 1 0 1 4 4
541 1 1 1 1 1 5 5
552 1 1 1 1 1 5 5
554 4 2 2 4 4 16 5
560 2 2 2 2 2 10 5
563 1 1 1 1 1 5 5
595 2 1 1 2 2 8 5
641 2 3 2 2 2 11 5
692 4 2 2 4 4 16 5
702 2 2 2 2 2 10 5
734 6 6 5 6 6 29 5
736 2 1 1 2 2 8 5
786 6 6 5 6 6 29 5
Spravné 37 37 34 32 36
lab
Nespravné 2 2 5 7 3

Tabulka 5: Porovnani laboratori, které neuspély v ¢asti priikaz RNA ve vztahu k pfipadné
detekci mutaci a pouzitym komerénim soupravam

529 — Pocet spravné uréenych mutaci 2 (K417N, L452R) u 4 vzork(, celkem 4 body, vzorek
25 bodii 4 nedetekovany mutace

Izolace RNA | GeneProof myCROBE/CROBee 2.0 Univerzal Extraction Kit
Detekce GeneProof GeneProof SARS-CoV-2 Screening PCR Kit

RNA

detekce Kogene Powercheck SARS-COV-2 S-gene Mut. Kit
mutaci

743 Mutace nedetekovany

25 bodii

Izolace RNA | AMD ZENA SARS-CoV-2 Direct Detection Kit

Detekce AMD ZENA SARS-CoV-2 Direct Detection Kit

RNA

53 Mutace nedetekovany

24 bodii

Izolace RNA | cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (Sarze 1000382698)
Detekce

RNA Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (Sarze 1000382698)

Statni zdravotni Ustav
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435 — Mutace nedetekovany

23 bodii

Izolace RNA | NA neuvedeno

Detekce Biovendor SARS-Cov-2 Direct MULTILAMP 96-kit ()

RNA

48— Mutace nedetekovany

22 bodii

Izolace RNA | cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (3arze 1000340487)
Detekce

RNA Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 2 (Sarze 1000340487)
355 - Celkem urcéeny 4 spravné mutace (E484A/K, L452R. P681R) ve 3 vzorcich (1, 2, 6)
22 bod{ vzorky 3 a 4 bez uréeni mutace, celkovy bodovy zisk 4 body.

Izolace RNA | ELISABETH PHARMACON | EliGene® Viral RNA/DNA FAST 96 Vacuum Iso, SarZe VIK9605222
Detekce VIK9605222 EliGene® COVID19 UKV/SAV RT (Sarze USV09221)
RNA ELISABETH PHARMACON

detekce COV(C525721

mutaci ELISABETH PHARMACON

551- Mutace nedetekovany

22 bodii

Izolace RNA | zinexts MagPurix Viral Nucleic Acid Extraction Kit, SarZze 205105
Detekce

RNA Vitassay gPCR SARS-CoV-2, Sarze 1046-577

410-

21 bodi Mutace nedetekovany

Izolace RNA | GeneProof CroBEE 201A Nucleic Acid Extraction Kit, SarZe 2233544
Detekce SARS-CoV-2 PCR Kit, 3arze 2232918

RNA GeneProof

Pouzité komercni soupravy:

Prehled pouzitych souprav je uveden v tabulce 6 a je prevzat bez korekce dat poskytnutych
Ucastniky.

U nelspésnych laboratofi jsou v tabulce 5 uvedeny i komeréni soupravy pouzité pro izolaci
RNA, detekci RNA a detekci mutaci. U vSech téchto souprav bylo provedeno srovnani s jinymi
laboratoremi. Pokud soupravy byly pouzity opakované i dalSimi laboratoremi, pak je seznam
téchto laboratofi uveden v tabulce 7. Pokud zde néktery komercni kit chybi, pak byl pouzit
pravé jedenkrat laboratofi, ktera neuspéla a souprava je uvedena pouze v tabulce 5.
V porovnani s lonskym rokem je zajimavé, Ze ve 2 pripadech neuspély laboratore, které
pouzivaji uzavieny systém vyrobce Cepheid, kdy laborator vyuzivajici stjiného systému patfily
zprostredkovani komunikace pripadného problému s vyrobcem. Naopak je tfeba vyzdvihnout
skutecnost, Ze v porovnani s lofiskym rokem doslo k zasadnimu zlepSeni u nékterych v roce
2021 problematickych souprav a nelze fici, ze néjaky komercni kit vykazuje systematickou
odchylku v citlivosti i nespecificite.
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Tabulka 6: Pouzité komercni soupravy

Metodicka cast
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA

Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA
Izolace RNA

SARS-CoV-2 priikaz RN
SARS-CoV-2 prlkaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prlkaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN

Statni zdravotni Ustav

Vyrobce

Aus Diagnostics
Biovendor

Cepheid

Diana Biotechnologies
Dynex

ECOLI

ELISABETH PHARMACON

ELITech
GeneProof
GeneProof
GeneSpector
Genolution
Jiné
Macherey-Nagel
MT Prep
Qiagen

RBC Bioscience
Sacace

Seegene
Taiwan Advanced
Nanotech

ThermoFisher
Zinexts
Zinexts

Zybio

3D Biomedicine Science

& Techn

Applied Biosystems
BAG

Cepheid

DIANA Biotechnologies

ELISABETH PHARMACON

Erba Lachema
Euroimmun

Fast Track Diagnostics
GeneProof
GeneProof
GENERI BIOTECH
GENERI BIOTECH
IAB

Jiné

Perkin Elmer
Roche

Souprava

Viral/Pathogen Nucleid Acid Extraction Kit
LAB TURBO VIRAL DNA/RNA MINI KIT
Xpert® Xpress SARS-CoV-2

Diana Automated RNA isolation kit
IndiMag Pathogen IM48 Cartridge

ePure Viral Nucleic Acid Extraction Kit
EliGene® Viral RNA/DNA FAST 96 Vacuum Iso
ELITech InGenius

CroBEE 201A Nucleic Acid Extraction Kit
PathogenFree RNA Isolation Kit

viRNAtrap Extraction kit

NX-48S Viral NA Kit

jiné Uvedlo 9 laboratofi.
NucleoMag Pathogen kit
Viral/PathogenNucleic acids Extraction KIT
QlAamp Viral RNA Mini Kit

MagCore® Viral Nucleic Acid Extraction Kit
SaMag Viral Nucleic Acids Extraction kit
STARMag 96 ProPrep

OptiPure Viral Auto Plate
ThermoFisher MagMAX™ Viral RNA Isolation K
MagPurix Viral Nucleic Acid Extraction Kit
ZiXpress-32 Viral DNA/RNA Extraction Kit
Nucleic Acid Extraction Kit

3DMed 2019-nCoV RT-gPCR Detection Kit
TagPath™ 1-Step Multiplex Master Mix
ViroQ SARS CoV 2

Xpert Xpress SARS-CoV-2

DBdirect COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit
EliGene® COVID19 CONFIRM RT

Erba MDx SARS-CoV-2 RT-PCR Kit
EURORealTime SARS-CoV-2

FTD SARS-CoV-2 Assay

GeneProof SARS-CoV-2 PCR Kit
GeneProof SARS-CoV-2 Screening PCR Kit
gb SARS-CoV-2 Combi

gb SARS-CoV-2 Multiplex

DIOS COVID-19 DETECTION KIT

jiné

PerkinElmer® SARS-CoV-2 Real-time RT-PCR
cobas SARS-CoV-2
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SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
SARS-CoV-2 prikaz RN
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci

Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci
Detekce mutaci

Sacace

Seegene

Shaghai ZJ Bio-Tech
Zybio

Zybio

CLONIT

Diana Biotechnologies
Diana Biotechnologies
Diana Biotechnologies

ELISABETH PHARMACON

GENERI BIOTECH
IAB

ID solutions
Institute of Aplied
Biotechnol

Jiné
Kogene
Sacace
Seegene
Seegene
Zybio

SARS-Cov-2 Real-TM

Allplex SARS-COV-2 Assay
2019-nCoV/Covid-19 Real Time Multiplex
Molaccu COVID-19 Detection Kit

Zybio SARS-CoV-2 Assay Kit

COVID-19 Ultra Variant Catcher

DB-1246 COVID-19 Primer additive S:Y505H
DB-1247 COVID-19 Additive S:L452R/Y505H
DBdirect™ COVID-19 Multiplex RT-PCR Kit
EliGene® COVID19 UKV/SAV RT

gb SARS-CoV-2 Variant E484K, L452R
RT-gPCR genotyping kit

SARS-COV-2/VOC evolution Pentaplex

DIOS-RT-gPCR SCR

jiné

Powercheck SARS-COV-2 S-gene Mut. Kit
Covid-19 SARSCoV2 variant typing Real TM
Allplex TM SARS CoV 2 Variants Il Assay
Allplex™ SARS-CoV-2 Variants | Assay
Molaccu SARS-CoV-2 multiplex variants PCR

Tabulka 7: Prehled laboratori vyuZivajici komercni soupravy shodné jako laboratore, které

neuspély
Lab. Vyrobce Souprava Sarie
31| Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 33820
31| Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 33820
33| Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000340889
33| Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000340889
48 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000340487
53| Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000382698
53 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000382698
56 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 plus 11115
56 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 plus 11115
70 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000366450
70 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000366450
77 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000426696
77 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000426696
88 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000420658
184 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000382698
207 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000426696
207 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000426696
227 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 33819
299 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000376295

Statni zdravotni Ustav
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299 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000376295

364 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 plus 11115

364 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 plus 11115

370 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 16413

370 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 33013

396 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000330926

396 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000330926

638 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000382698

638 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000382698

690 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000330926

690 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000330926

737 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000382698

737 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 1000382698

786 | Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 1000420658

786 | Cepheid Xpert Xpress SARS-CoV-2 100042658

Lab. Vyrobce Souprava Sarze

348 | GeneProof GeneProof SARS-CoV-2 PCR Kit 2232674

354 | GeneProof GeneProof SARS-CoV-2 PCR Kit 2132357

394 | GeneProof GeneProof SARS-CoV-2 PCR Kit 2234952

410 | GeneProof CroBEE 201A Nucleic Acid Extraction Kit 2233544

410 | GeneProof GeneProof SARS-CoV-2 PCR Kit 2232918
GeneProof SARS-CoV-2 Screening PCR

529 | GeneProof Kit 2233572

552 | GeneProof CroBEE 201A Nucleic Acid Extraction Kit 2233545

552 | GeneProof GeneProof SARS-CoV-2 PCR Kit 2232787

IRNAO50-

710 | GeneProof PathogenFree RNA Isolation Kit 2235127
GeneProof SARS-CoV-2 Screening PCR

710 | GeneProof Kit 403480

Lab. Vyrobce Souprava Sarie

MagPurix Viral Nucleic Acid Extraction

138 | Zinexts Kit 221406
ZiXpress-32 Viral DNA/RNA Extraction

214 | Zinexts Kit 201701
MagPurix Viral Nucleic Acid Extraction

551 | Zinexts Kit 205105
MagPurix Viral Nucleic Acid Extraction

742 | Zinexts Kit 220804-1

Statni zdravotni Ustav
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6. Zaveér
Celkem bylo distribuovano 132 sad pro 123 G&astnikd, 9 laboratofi mélo objednano 2 sady.

Pracovisté ESPT SZU obdrzelo vysledky od 119 laboratofi, a tento pocet laboratofi byl i
hodnocen. Vysledky uvedené v poznamce nebyly do hodnoceni zahrnuty. Bylo distribuovano
celkem 6 vzork({ v jedné sad€, 5 vzorkl pozitivnich a jeden vzorek negativni, zadny ze vzorkd
neobsahoval hrani¢ni koncentraci RNA SARS-CoV-2. Z&dnd z laboratofi neurcila negativni
vzorek jako pozitivni. Pouze 3 laboratore pouzily komercni soupravu, kde nebylo mozné urcit
hodnotu Ct. Protoze se jednalo o takto maly vzorek, byly hodnoceny spolecné s laboratoremi
pouzivajici klasickou gqPCR a hodnota za Ct byla témto laboratofim manudiné doplnéna.
Nejméné ve dvou pripadech se jedna o velmi malé nemocnicni laboratore s malou kapacitou.
Moznost pouziti téchto souprav v EHK byla s NRL konzultovana distributorem a NRL povazuje
za dllezit&jsi znat vysledky v porovnani s celym souborem laboratofi. NRL ani v tomto pfipadé
neni schopna priradit vysledky konkrétni laboratori a je tedy plné zachovana anonymita pri
vyhodnoceni. Timto se NRL omlouva vSem laboratofim, které mohou povazovat tento pristup
za nespravedlivy.

Kromé prikazu RNA bylo i vtomto cyklu zarazeno jako edukativni Cast stanoveni mutaci
klicovych pro urceni sledovanych variant. I kdyz spravné detekovana mutace byla hodnocena
jednim bodem, za nespravné urCenou mutaci nebylo zadné laboratofi kraceno bodové
hodnoceni. Hodnoceni v této Casti EHK je tedy pouze orientacni a je tfeba, aby si UcCastnici
zkontrolovali spravnost stanovenych mutaci dle ocekavanych vysledkd.

Pro Uspésné absolvovani by nutno ziskat bodovy limit 25,34. Absolutni 100% bodovy zisk
obdrzelo 91, tedy 76 % laboratoti coz je v porovnani s rokem 2021 vyznamné zlepSeni, kdy
pouze 36 laboratori ze 115 Ucastnénych (31 %) ziskalo maximalni bodové hodnoceni, viz
tabulka 1. V EHK 1287 v roce 2022 neuspélo pouhych 8 laboratofi (6,7 %) coz je opét
vyznamné lepsi vysledek v porovnani s rokem 2021, kdy neuspélo 20 laboratofi (17 %) ze 115
(tabulka 1). Prehled ziskanych bodovych hodnot je uveden v tabulce 3.

V roce 2022 se poucila i NRL a zménila vahu hodnoceni ve prospéch slovniho hodnoceni, aby
zmirnila pfirozenou rozkolisanost ziskanych Ct hodnot stanovovanych réiznymi soupravami, na
rlznych pfistrojich a v rdznych laboratofich. Nicméné, NRL stale povazuje za ddlezité sledovat
hodnoty Ct ve wvztahu kovlivnéni citlivosti detekce virové RNA. Vzhledem
k nehomogenité pouzivaného klinického materialu v rutinni praxi (nasopharyngealnimu stéru
a dalSim materiall, z hornich a dolnich cest dychacich), vzhledem k tomu, Ze v detek¢énim
systému nelze odliSit genomovou RNA od subgenomové RNA, neni vhodné pozadovat
kvantifikaci virové RNA, protoZe tuto hodnotu nelze primo vztahnout k tzv. virové naloZi, tedy
k mnozstvi kompletnich virovych ¢astic, a nelze tedy jednoznacné hodnotit infekénost pacienta
ve vtahu hodnoté Ct, ktera je pro kvantifikaci jednou z urcujicich hodnot. Proto neni racionalni
pozadovat v béZné laboratorni praxi a tedy ani v EHK kvantitativni vysledky. Nicméné, odchylka
0 vice nez 6 od oCekavaného vysledku u hodnoty Ct jiz odpovida snizeni citlivosti detekce témér
o dva rady, a proto vzorky s vétsi odchylkou nez + 6 byly pouze v ramci hodnot Ct hodnoceny
nulovym bodovym ziskem. Je treba si uvédomit, ze faleSné negativni vysledky mohou mit
pomérné zavazny ddsledek pro pacienta Ci osoby, se kterymi je v kontaktu. V letosnim kole
nebyly hodnoceny snizenym mnozstvim bod( vysledky se zapornou odchylkou hodnot Ct (tedy
tam, kde laborator dosahla nizsich hodnot Ct nez byly o¢ekavané vysledky), i kdyz v nékterych
pripadech nebyla tato odchylka zanedbatelna a toto naznacuje, Ze v daném testu neni
v prvnich nékolika cyklech mérena fluorescence a laborator tyto nemérené cykly k vysledné
hodnoté nepficita. Prosim tyto laboratore o kontrolu nastaveni PCR na cykleru.
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Detekce mutaci typickych pro VOC:

Laboratofe mohly stanovit mutace u jednotlivych vzorkd metodou diskriminacnich PCR. Tato
Cast byla dobrovolna a nebyla predmétem hodnoceni Uspésnosti, prestoze spravné detekované
mutace byly hodnoceny jednim bodem. Celkem se této ¢asti EHK Ucastnilo 39 laboratofi, coz
je méné nez lonskych 66 laboratofi. Pfesto témto Ucastnikd NRL dékuje, protoZe tato snaha
neni ze strany narodnich autorit ani pozadovana ani nejsou ve vétSiné pripadd tyto testy
hrazené ze ZP. Souhrnné hodnoceni je uvedeno v tabulce 4. Udrzitelnost této metody i jeji
smysluplnost je negativné ovlivnéna nejen evoluci SARSCoV-2, ale i legislativou tykajici se
povinnosti zavedeni certifikace IVD R.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupuijte dle reklamacniho radu.

Pro zadani reklamace pouzijte webovou aplikaci SZU: http://ehk.szu.cz/EHK10/.

Laboratore, které nespély, si mohou zazadat cestou Koordinacniho pracovisté (telefonicky,
mailem) o opravné vzorky. Opravna série se bude distribuovat 16. 1. 2023 za stejnych
podminek jako série plvodni.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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