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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/15/2021 byl zaméfen na detekci CMV-DNA. Navrh a realizace
PT#M/15/2021 byly provadény podle standardniho operaniho postupu SOP M/15 na pracovisti
Expertni skupiny pro zkouSeni zpisobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho dstavu (SZU). Toto
pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel zkouseni
zplsobilosti ¢. 7001.

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

Priloha zavérecné zpravy, tj. individudlni vyhodnoceni jednotlivych laboratofi, je rozesilana postou.

Za spravnost vysledkd ruci koordinator pfislusného cyklu EHK.

Zpravu vypracoval: )
MUDr. Vlasta Stépanova, Ph.D. (FN Hradec Kralové, UKM, NRL pro CMV)

Zpravu autorizoval:
MUDr. Jana Kozakova
Tel: 267 082 260
Dne: 22. 7. 2021

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

PT# M/15/2021

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/15/2021

Identifikace cyklu:

EHK 1189

Nazev: Detekce CMV - DNA
Koordinator: MUDr. Kozakova )
Subdodavatel: FN Hradec Kralové, UKM, NRL pro CMV,

MUDr. Vlasta Stépanova, Ph.D.

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3

Podstata a ucel PT/EHK:

Kvalitativni a kvantitativni prlikaz CMV DNA

Kritéria pro ucast na

PT/EHK:

Pozadavky na laboratofe: zajiSténi laboratornich procesd podle
CSN EN ISO 15189:2013

Zplsob pripravy:

viz kapitola 2

Mnozstvi pfipravovaného
testovaného materialu:

Cca pro 30 laboratofi

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1189, PT # M/15, €. 1 -6, 23. 3. 2021

Zjisténi stability a homogenity se provadi na pracovisti

Zabezpeceni kvality | subdodavatele v ramci predtestovani, 3 x u nahodné

vzorku: vybranych vzorkd 1-6, a to v den pripravy, v den pred
distribuci a v terminu po distribuci vzorkd.

Test homogenity a| Provadi se den pred distribuci vzorkd a po terminu jednotného

stability:

zahajeni rozborl vSemi ucastniky

Podminky distribuce a
uchovavani vzorka:

pfeprava autem z Hradce Kralové v oznaCené polystyrénové
krabici se suchym ledem, v SZU v Praze jsou vzorky
uskladnény pri teploté -70 ° C do distribuce

Mozné zdroje chyb:

nedodrZeni spravné laboratorni praxe, zaména vzorkd, lidsky
faktor

Pocet Ucastnik{:

29

Termin distribuce:

23. 3. 2021

Zplsob distribuce:

prepravni sluzbou (zajistuje Koordinacni pracovisté)

Predani vysledkd:

pisemné na predepsanych formulafich

Zpisob vyhodnoceni Viz kapitola 4

vysledkd:

Urceni maximalni | aritmeticky prdmér minus 2 smérodatné odchylky

smérodatné odchylky:

UrCeni prijaté vztazné|Za spravnou hodnotu (kopie/ml) je povazovan vysledek

hodnoty: ziskany jako prlmér ze vSech hodnot ziskanych ze
zUcastnénych laboratofi

Termin uverejnéni | 6. 5. 2021

oCekavanych vysledkd:

Termin uverejnéni | Do 20. 7. 2021

zaveéreCné zpravy:

Statni zdravotni Ustav Praha
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Detekce CMV - DNA PT# M/15/2021

2. Zplisob pripravy vzorkd

Vychozim materidlem byl kmen CMV AD169, ktery se dlouhodobé uskladnuje pfi -80°C. Pred
pouzitim byl rozmrazen a opakované pasazovan na bunécné kulture lidskych embryondlnich
fibroplastl (LEP). Pasazovany virus byl z infikovanych bunék uvolnén opakovanym kratkodobym
zmrazenim (-20°C) a rozmrazenim a sonifikaci ultrazvukem. Poté byla provedena orientacni
kvantifikace CMV DNA. Nasledné byl poolovan do lidské testované plazmy tak, aby vznikly
pozadované kvantity CMV DNA jednotlivych vzorkd panelu EHK. Po provedni testovani byly vzorky
rozpipetovany po 0,6 ml do predem oznacenych 1,5 ml zkumavek. Do doby transportu byly vzorky
uloZeny pfi -20°C.

3. Charakteristika materialu

6 vzorkd s 1 ml plazmy pro stanoveni CMV DNA

Tab. ¢. 1: Panel EHK.

Spravny vysledek EHK
Vzorek Obsah vzorku' . kvantitativné
kvalitativné (kopic/m)

NRL CMV 21-01 | CMV ADI169 | siln€ pozitivni 7,26.10°
NRL CMV 21-02 | CMV ADI169 negativni 0

NRL CMV 21-03 | CMV AD169 pozitivni 6,83.10°
NRL CMV 21-04 | CMV AD169 pozitivni 5,03.10*
NRL CMV 21-05 | CMV AD169 negativni 0

NRL CMV 21-06 | CMV AD169 pozitivni 3,54.10°

1Jako matrice vzorku byla u vzorki 21-01 az 21-06 pouzita testovana negativni plazma.

4. Zphsob hodnoceni

Za spravnou hodnotu (kopie/ml) je povaZovan vysledek ziskany jako prlimér ze vSech hodnot
ziskanych ze zucastnénych laboratofi.

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 bodl a falesné
negativni u slabé pozitivniho vzorku 3 body.

Laborator se mlze Ucastnit pouze kvalitativniho uréeni CMV DNA, jehoz vysledek je zasadni pro
Uspésnost v EHK.
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Detekce CMV - DNA PT# M/15/2021

5. Vyhodnoceni
Kvalitativni vyhodnoceni — celkem 29 laboratofi

Tab. ¢. 2: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledkut (celkem 29 paneld).

Vzorek Vysledek EHK] Ziskany pocet bodu zaj  Pocet vysledku - Uspé&snost
spravny vysledek spravnych/celkem
NRL CMV 21-01 | siln€ pozitivni 3 29/29 100,0 %
NRL CMV 21-02| negativni 3 28/29 96,6 %
NRL CMV 21-03 pozitivni 2 29/29 100,0 %
NRL CMV 21-04 pozitivni 2 29/29 100,0 %
NRL CMV 21-05| negativni 3 29/29 100,0 %
NRL CMV 21-06| pozitivni 2 29/29 100,0 %
30 a ) o a @B Ospravné vysledky
- -
ochybné vysledky
25 |
§ 20 |
$ 29 28 29 29 2 i
E 15 |
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21-01 21-02 21-03 21-04 21-05 21-06
¢islo vzorku

Graf ¢. 1: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledki u jednotlivych vzorki.

Celkem bylo mozné ziskat 15 bodi, kterych dosdhlo 28 laboratoti (tj. 96,6 %), kvalitativni
hodnoceni téchto laboratofi bylo vyborné. Jedna laboratoi (C. laboratoie 34) vydala faleSnou

pozitivitu u vzorku NRL CMV 21-02 a ziskala celkov¢ v kvalitativnim hodnoceni 12 bodd, t;.
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Detekce CMV - DNA

PT# M/15/2021

velmi dobré vysledky. Fale$na pozitivita byla zpiisobena chybnou technikou pipetovani bud’ pfi

izolaci CMV DNA, nebo pfi ptipravé PCR (jednalo se o kontaminaci od vzorku NRL CMV 21-01).

Kvantitativni vyhodnoceni — celkem 21 laboratori

Vsechny kvantitativni vysledky byly pfevedeny do dekadického logaritmu, spocitan jejich

prumér a smérodatnd odchylka, pomoci kterych byly vytvofeny intervaly spravnosti: +/- 1

smérodatnd odchylka (SD), resp. +/- 2 a +/- 3 smérodatné odchylky. Kvantitativni vysledky

jednotlivych vzorkl (resp. jejich logaritmy) byly nésledné zatazeny do danych intervali. Rozmezi

+/- 2 SD piiblizn€ odpovida 95 % intervalu dle Gaussova rozlozeni logaritmickych hodnot a

nem¢lo by presdhnout ptiblizné 2 tady.

Vysledky, které jsou v rozmezi intervalu +/- 1SD a +/- 2 SD, jsou hodnoceny jako spravné.

Kvantitativni vysledky v rozmezi +/- 3 SD a vice jsou hodnoceny jako chybné (mimo 95 % interval

Gaussova rozlozeni) — laboratoie s témito vysledky neuspély.

Tab. ¢. 3: Kvantitativni vysledky vzorku EHK a jednotliva rozmezi
smérodatnych odchylek.

. Rozmezi
Vysledek EHK
Vzorek . 1
kopie/ml +/-1 SD? +/- 2 SD? +/-3 SD?
(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)

NRL CMV 21-01 7,26.10° 3,64.10-1,45.107 | 1,83.10°-2,88.107 | 9,19.10°-5,73.10’
NRL CMV 21-02 0 0 0 0
NRL CMV 21-03 6,83.10° 3,22.10°-1,45.10* | 1,52.103-3,07.10* | 7,17.10°-6,51.10*
NRL CMV 21-04 5,03.10* 2,56.10*-9,91.10* | 1,30.10*-1,95.10° | 6,59.10°—3.,84.10°
NRL CMV 21-05 0 0 0 0
NRL CMV 21-06 3,54.10° 1,66.10°-7,53.10° | 7,81.10*—1,60.10* | 3,67.10>—3,41.10*

! Priimeér hodnot vsech laboratoii u jednotlivych vzorkii. ? pozn. SD — smérodatna odchylka
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Detekce CMV - DNA PT# M/15/2021

Tab. ¢. 4: Vyhodnoceni kvantitativnich vysledku (celkem 21
hodnocenych panelt)

Pocet vysledki jednotlivych metod v daném rozmezi
Vzorek mimo faleSné negativni | faleSné pozitivni
+/-1SD|+/-2 SD|+/-3 SD 3SD vysledek u pozitiv. vysledek u negativ.
vzorku vzorku
NRL CMV 21-01 15 3 2 1 0 0
NRL CMV 21-02 21 0 0 0 0 0
NRL CMV 21-03 14 4 3 0 0 0
NRL CMV 21-04 15 2 4 0 0 0
NRL CMV 21-05 21 0 0 0 0 0
NRL CMV 21-06 16 2 2 1 0 0
Pocet pridélenych
bodi za vysledek 1 2 3 4 5 5
v daném intervalu
Ocdo +/- 18D
Odo +/- 28D
25 ¢ Bdo +/- 35D
Enad 3SD
E mfalesné negativni
..E > >, mfalesné pozitivni u neg. vz.
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Graf ¢. 2: Vyhodnoceni kvantitativnich vysledki u jednotlivych vzorku.
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Detekce CMV - DNA

PT# M/15/2021

Tab. ¢. 5: Vyhodnoceni laboratori podle poc¢tu ziskanych bodu

(celkem 21 panelu).

Celkovy pocet ziskanych bodi Pocet panelu Procentualni zastoupeni

6 bodi (nejlepsi) 12 57,1 %
7 bodi 3 14,3 %
8 bodil 0 --
9 bodil 1 4,8 %
10 bodu 1 4,8 %
11 bodu 1 4,8 %
12 bodu 0 --
13 bodu 1 4,8 %
14 bodu 1 4,8 %
15 bodu 1 4,8 %

Z celkového poctu 21 hodnocenych laboratoii mélo vSechny kvantitativni vysledky v rozmezi
+/- 1 SD (tj. zisk 6 bodl) 12 laboratoti. Nejhorsi skére (nejvyssi pocet ziskanych bodit) - 15 boda

ziskala jedna laboratof (C. laboratofe 748), ktera vysledky systematicky nadhodnocovala (celkové

hodnoceno jako neakceptovatelné kvantitativni vysledky).

Celkové zhodnoceni kvantitativnich vysledkt je v grafu ¢. 3. Laboratote, které ziskaly 6 az 11
bodl, maji akceptovatelné kvantitativni vysledky — v letoSnim roce se jednd o 18 laboratofi.

Neakceptovatelné kvantitativni vysledky se v letoSnim roce objevily u 3 laboratoii (13, 14 a 15

ziskanych bodt).

Statni zdravotni Ustav Praha
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Detekce CMV - DNA PT# M/15/2021
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Graf ¢. 3: Celkové zhodnoceni kvantitativnich vysledku vSech laboratori.

Dopliiujici informace:

Dotaznik vyplnilo vSech 29 laboratofii (8 laboratoii s kvalitativnim prikazem a 21 s kvantitativnim
prikazem).

Akreditace CIA, SAK, SNAS
e ano — 18 laboratofi (5 laboratoii s kvalitativnim prikazem, 13 s kvantitativnim prikazem) -
16x CIA, 2x SAK
e ne— 10 laboratofi (3 laboratofe s kvalitativnim prukazem, 8 s kvantitativnim prikazem)

e 1 laboratot fadné nevyplnila tuto otazku
Audit NASKL (neni akreditace!! — stile v dotaznicich povaZovano za akreditaci, jedna se
o dozorovy audit)

e ano — 11 laboratofi (audit NASKL II; 1laboratof ma akreditaci SAK a audit NASKLII)
e ne— 17 laboratofi

e nevyplnéno — 1 laboratofe
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Detekce CMV - DNA

PT# M/15/2021

Izolace
Typ izolace ll; (;)é::a toFi Izolac¢ni kit od firmy Nazev izolac¢niho kitu
o Pathogen Free DNA Isolat. Kit (4x)
GeneProof — 5 laboratofi DNA Isolation Kit (1x)
4 QIAamp DNA Mini Kit (2x%)
kolonky . B o QIAamp Blood Mini Kit (2x)
laboratorl QIA GEN 6 labOI‘atOI‘l QIAamp k]t (1 X)
QIACube QIAamp DNA Mini Kit (1x)
Roche — 1 laboratof High Pure Viral NA Kit (1x%)
ELITech group — 1 laboratot ELITe InGenius SP200 (1x)
. croBEE 201A Nucleic Acid Extraction
GeneProof — 3 laboratot Kit (3%)
QIAGEN — 1 laboratot Biorobot EZ1+EZ1 DSP Virus Kit (1x)
RBCBioscience — 2 laboratof MagCore Viral Nucleic Acid Extraction
Kit (2x)
MagNA Pure Nucleic Acid Isolation Kit
(1)
magnetické 15 Roche — 3 laboratofe MagNA Pure Compact Nucleic Acid
partikule laboratofi Isolation Kit (1x)
COBAS AmpliPrep Total Nucleic Acid
(1x)
Sacace — 4 laboratore SaMag SACACE Viral Nucleic Acid
Extraction Kit (4x)
. . MT-Prep Viral/Pathogen Nucleic
BioVendor — 1 laborator Acids Extraction kit B (1x)
Seegene — 1 laboratof STARMag ProPrep (plate type) (1x)
STRA TEC: MOLECULAR - InviMag Universal Kit (1%)
1 laboratof
jiné -
Metodika

e kvalitativni vySetieni — 8 laboratofi

e kvantitativni vySetfeni — 21 laboratofi

z toho:

Pozn.:

konven¢éni PCR komeréni —
(Z4dn4 laboratot) in-house —
27 laboratofi (8%
) komer¢ni kvalitativné a 19x
real-time PCR Lo
. kvantitativné)
(29 laboratofi) .
in-house 2 laboratofe
(kvantitativn¢)

- vSechny laboratofe pouZzivaji pouze real-time PCR
- vSech 8 laboratofi, které provadi kvalitativni stanoveni, pouzivaji komerc¢ni kity

- v ptipadé kvantitativniho stanoveni 19 laboratofi pouziva komercni kit a 2 laboratofe in-house
real-time PCR, které musi byt pIn¢ validovany

Statni zdravotni Ustav Praha
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Detekce CMV - DNA

PT# M/15/2021

pouZité komercni kity (19 laboratoii)

- vSech 19 laboratoti pouzivé kity s CE znackou

Firma Pocet laboratoii Nazev kitu
Argene 1 laboratoft CMV R-gene
ELITech group 1 laboratot Elite CMV MGB Kit
GeneProof 14 laboratoii | Cytomegalovirus PCR Kit
. y AmpliSens CMV-Screen/Monitor
InterLabService 1 laboratot FRT PCR Kit
QIAGEN 1 laboratot artus CMV LC RT-PCR Kit
Roche 1 laboratoft COBAS TagMan CMV Test
Sacace Biotechnologies 7laboratori | MV Real-TMa CMV Real-TM
Quant
Diagenode 1 laboratot H-Dia CMV Q
pouZité piistroje
Firma Pristroj Pocet laboratori Typ pristroje
) . y CFx96 (2x)
BioRad Bio-Rad CFx 3 laboratofe CFx384 (1%)
Cepheid SmartCycler 1 laboratot Smart Cycler (1x)
ELITech group ELITe In Genius 1 laboratot EI;I)TG In Genius
GeneProof croBEE Real-Time PCR 4 laboratoie croBEE Real-Time
System PCR System (4x)
Hangzhou Bioer . . .
Technology co., Ltd Line Gene 1 laboratoft Line Gene (1x)
6000 (5%)
QIAGEN Rotor-Gene 13 laboratofi Q (7%
neoznacen (1x)
typ 1.5 (1x)
LightCycler 4 laboratofe typ 2.0 (2%)
Roche 480 11 (1x)
COBAS TagMan 1 laboratot 82$AS TagMan
Sacace y
Biotechnologies Sacycler 1 laboratot Sacycler 96 (1x)

Inhibi¢ni kontrola

- Kontrola inhibice je soucasti vySetiteni CMV DNA u vSech 29 laboratoti (véetné 2 laboratofi,

které pouzivaji in-house real-time PCR metodu). 2 laboratote (58, 748) v dotazniku zaskrtla,

ze IC neni soucésti vySetieni, pfestoze pouzivany kit dle udajii zvefejnénych vyrobcem

deklaruji ptitomnost IC jako soucast analyzy.

- Inhibice nebyla u zadného vzorku, ptesto laboratot 34 v dotazniku zaskrtla inhibice ANO

(laboratof ale inhibici ve vysledkovém a dotaznikovém protokolu neuvedla).
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Detekce CMV - DNA PT# M/15/2021

6. Zaveér

Do letosniho EHK 1189 se prihlasilo 30 laboratofi, jedna laborator vysledky nevratila zpét
k vyhodnoceni. Hodnotilo se tedy 29 panelll (96,7 %). Pocet panell s kvalitativnimi vysledky byl 29
(100 %). Pocet panell s kvantitativnimi vysledky byl 21 (72,4%).

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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