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Program zkouSeni apobilosti PT#M/15/2020 byl zatten na detekci CMV-DNA. Navrh a
realizace PT#M/15/2020 byly prov&dy podle standardniho opérdgho postupu SOP M/15 na
pracovisti Expertni skupiny pro zkousSenitgpbilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Ustavu
(SzU). Toto pracoviét je akreditovanoCeskym institutem pro akreditaci, 0.p.s. jako
poskytovatel zkouSeni #pobilosti ¢. 7001. Vzorky byly fpraveny na pracovisti
subdodavatele: FN Hradec Kralové, UKM, NRL pro CMStkolska 581, 500 05 Hradec

Kréaloveé.

S veskerymi informacemi dodanyméastniky je zachazeno jako swdrnymi a nejsou bez
souhlasu &astnika poskytovanydtim stranam.

Priloha zaérecné zpravy, tj. individualni vyhodnoceni jednotlitwéaboratai, je rozesilana
postou.

Za spravnost vysledkodpovida koordinatorifslusného cyklu EHK.

Koordinator:
MUDr. Barbora Mackova /

. VY
Tel: 267 082 101 /////07 %/5%7

Zpravu vypracoval:
MUDr. Vlasta S¢panova, Ph.D. (NRL pro CMV)

Zpravu schvalil:
MUDr. Barbora Mackova

Dne: 11. 8. 2020

Pracovis& 2 ESPT
Www.Sszu.cz/espt

email:apcem@szu.cz
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Detekce CMV — DNA

PT#M/162D

1. Souhrnné informace o Fipravé a hodnoceni PT#M/15/2020

Poskytovatel:

Identifikace kola/cyklu: EHK 1125
Nazev: Detekce CMV DNA
SzU, ESPT

Srobéarova 49/48, Praha 10, 100 00
Tel. 267 082 258

Vedouci ESPT

Ing. Véra Vrbikova

Koordinator:

MUDr. Barbora Mackova

Subdodavatel:

FN Hradec Kralové, UKM, NRL pro CMV, Sokolska 5&00 05
Hradec Kralové, MUDr. Vlasta §anova, Ph.D.

Charakteristika materialu:

6 vzorka s 1 ml plazmy pro stanoveni CMV DNA

Podstata adel PT/EHK:

Kvalitativni a kvantitativni ptkaz CMV DNA

Kritéria pro &ast na
PT/EHK:

Znalost a technické vybaveni pro vy&eii CMV DNA

Zpusob gipravy:

Vychozim materidlem proffpravu kontrolnich vzork byl kmen
CMV AD169, uskladgny dlouhodob pti -80°C. Kmen CMV
AD169 byl pred pouZzitim rozmrazen a opako¥gasazovan na
burg¢né kulture lidskych embryonalnich fibroblastpoté byl z
infikovanych bugk uvolrén opakovanym kratkodobym zmraZenir
(-20° C), rozmraZzenim a sonikaci ultrazvukem. Nasiduia
provedena orientai kvantifikace CMV DNA. Pak byl kmen
poolovan do lidské testované plazmy tak, aby vynikiZzadované
cilové kvantity CMV DNA jednotlivych kontrolnich azka.

MnozZstvi gipravovaného
test. materialu:

pro 31 laborati

Ozna&eni vzorkovnic:

EHK 1125, PT#M/15¢. 1 — 6, 24. 3. 2020

Zabezpeéeni kvality vzorku:

Zjisténi stability a homogenity se provadi na pracovisti

subdodavatele v ramcigdtestovani, 3 x u nahadlmybranych
vzorki 1-6, a to v denifipravy, v den ped distribuci a v terminu pg
distribuci vzork.

Metrologick& ndvaznost:

viz Protokol o pipraw vzorki

Termin testu homogenity a
stability:

den ged distribuci vzork a po terminu jednotného zahajeni rozb
vdemi astniky

Podminky distribuce a
uchovavani vzonk

preprava autem z Hradce Kralové v ozwee polystyrénové krabici
se suchym ledem, v SZU v Praze jsou vzorky uskiaglpii teplot
-70 ° C do distribuce

MoZné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe

Pcatet astniki:

29 laboratdi

Termin distribuce vzoitk

24. 3. 2020

Zpusob distribuce vzoirk

Osobni odbr v SZU
Prilohy: formul& pro zapis vysledka pokyny dastnikim

Predani vysledi

pisemrd do 24. 4. 2020 nafpdepsanych formuiich

Zpasob vyhodnoceni
vysledki:

Kvalitativni vysledky silg pozitivni (3 body), pozitivni (2 body),
slak® pozitivni (1 bod), negativni (3 body). Kvantitatiwysledky —
hodnoceny pouze pozitivni vzorky (do +/- 1SD ddo +/- 2 SD
2 body, do +/- 3 SD 3 body, nad 3 SD 4 body Siaieegativni
vzorek 5 bod a faleS& negativni u slabpozitivniho vzorku 3 body

Urceni [ijaté vztazné
hodnoty:

Za spravnou hodnotu (kopie/ml) je povazovan vydtedskany jako
pramér ze vSech hodnot ziskanych z&astrénych laboratti

Termin zvéejreni zawrecné
zpravy @astnikim:

Do 12 tydni po obdrZeni vysledkk hodnoceni

Statni zdravotni Ustav
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Detekce CMV — DNA

PT#M/162D

Statistika EHK:

pocet pihlaSenych tastnika
pocet zEastrenych

pocet hodnocenych pangel
pocet panel s kvalitativnimi vysledky

pocet panel s kvantitativnimi vysledky

2. Celkové hodnoceni
Tab.¢. 1: Panel EHK

29 laboratt
23 laboratid (laboratd 541
nevysetovala, laboratie 35,64,554,598 a
748 neodebraly vzorky)
23 (79,3 %)

23 (100 %), 6 (26,1 %Qyze s vysledky
kvalitativniho stanoveni

17 (73,9 %)

Spravny vysledek EHK
Vzorek Obsah vzorku* Kvalitativn & kvantitativn &
(kopie/ml)

NRL CMV 20-01| CMV AD169 pozitivni 1,83.10
NRL CMV 20-02| CMV AD169 pozitivni 3,10.16
NRL CMV 20-03| CMV AD169 | silng pozitivni 1,89.16
NRL CMV 20-04| CMV AD169 negativni 0
NRL CMV 20-05| CMV AD169 pozitivni 3,79.14
NRL CMV 20-06| CMV AD169 pozitivni 1,11.10

1Jako matrice vzorku byla u vzdr20-01 aZ 20-06 pouzita testovana negativni plazma.

Kvalitativni vyhodnoceni — celkem 23 laborat®i

Tab. &. 2: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledia (celkem 23 panai)

Vzorek Vysledek EHKZl’SSﬁg{//r?ﬁ/?ts?gﬁkza sz(r)g\e/;;/’/)c'/ﬁl/ig:ﬁe-m Uspésnost
NRL CMV 20-01f pozitivni 2 23/23 100,0 %
NRL CMV 20-02[ pozitivni 2 23/23 100,0 %
NRL CMV 20-03| silné pozitivni 3 23/23 100,0 %
NRL CMV 20-04 negativni 23/23 100,0 %
NRL CMV 20-05[ pozitivni 23/23 100,0 %
NRL CMV 20-06f pozitivni 23/23 100,0 %
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Detekce CMV — DNA PT#M/162D

Ospravné
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Graf €. 1: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledk u jednotlivych vzorki.
Celkem bylo mozné ziska® bodi, kterych dosahlo 23 labordtdtj. 100 %), kvalitativni

hodnoceni vSech labordtdoylo vyborné.

Kvantitativni vyhodnoceni — celkem 17 laborat®i

V8echny kvantitativni vysledky bylyfevedeny do dekadického logaritmu, &ipén jejich ptimér a
smérodatna odchylka, pomoci kterych byly vyteay intervaly spravnosti: +/- 1 snodatn
odchylka (SD), resp. +/- 2 a +/- 3 &rmadatné odchylky. Kvantitativni vysledky jednotlity
vzorka (resp. jejich logaritmy) byly nasledzarazeny do danych interialRozmezi +/- 2 SD
priblizné odpovida 95% intervalu dle Gaussova rozloZenirlogeckych hodnot a nedho by
presdhnout fiblizn¢ 2 fady.

Vysledky, které jsou v rozmezi intervalu +/- 1SB/a2 SD, jsou hodnoceny jako spravné.

Kvantitativni vysledky v rozmezi +/- 3 SD a viceyshodnoceny jako chybné (mimo 95% interval
Gaussova rozloZeni).
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Detekce CMV — DNA

PT#M/162D

Tab. ¢. 3: Kvantitativni vysledky vzorka EHK a jednotliva rozmezi snérodatnych

odchylek
Rozmezi
Vzorek Vysledek EHK|
z kopie/mit +/-1 SD? +/- 2 SD? +/- 3 SD?
(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)
NRL CMV 20-01 1,83.10 7,84.1G-4,30.10 | 3,35.1G-1,01.18 | 1,43.1G-2,36.18
NRL CMV 20-02| 3,10.16 1,42.16-6,78.16 | 6,47.16—1,48.10 | 2,96.16- 3,24.16
NRL CMV 20-03 1,89.10 9,02.10-3,96.18 | 4,30.10-8,29.18 | 2,06.10—- 1,74.16
NRL CMV 20-04 0 0 0 0
NRL CMV 20-05| 3,79.1¢ 1,95.16-7,36.16 | 1,00.10-1,43.18 | 5,16.1G- 2,78.16
NRL CMV 20-06 1,11.1¢ 5,26.1G-2,35.10 | 2,49.1G-4,97.10 | 1,18.1G-1,05.16

Primer hodnot v3ech laboratdu jednotlivych vzouk ? pozn. SD — s#énodatna odchylka

Tab. €. 4: Vyhodnoceni kvantitativnich vysledki (celkem 17 hodnocenych pané)

Pocet vysledli jednotlivych metod v daném rozmezi

Vzorek mimo faleSré negativni | faleSré pozitivni
+/- 1 SD|+/- 2 SD|+/- 3 SD 33D vysledek u pozitivivysledek u negatiy
vzorku vzorku

NRL CMV 20-01 12 5 0 0 0 0

NRL CMV 20-02 11 6 0 0 0 0

NRL CMV 20-03 12 5 0 0 0 0

NRL CMV 20-04 17 0 0 0 0 0

NRL CMV 20-05 11 6 0 0 0 0

NRL CMV 20-06 11 5 1 0 0 0

Pocet pridélenych

bodii za vysledek 1 2 3 4 5 5
v daném intervalu

Statni zdravotni Ustav
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Detekce CMV — DNA PT#M/162D
Odo +/- 15D
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Graf &. 2: Vyhodnoceni kvantitativnich vysledk u jednotlivych vzorki
Tab. €. 5: Vyhodnoceni laboratdi podle paitu ziskanych bodi (celkem 17
panehi)
Celkovy potet ziskanych bodh Poket paneli Procentudlni zastoupeni
6 bodh (nejlepsi) 6 35,3 %
7 bod 2 11,8 %
8 bodi 3 17,6 %
9 bodi 4 23,5 %
10 bod 1 59 %
11 bod 1 59 %
12 bod 0 -
13 bod 0 -
14 bod: 0 -
Statni zdravotni Ustav 7/11



Detekce CMV — DNA PT#M/162D

Z celkového pe&tu 17 hodnocenych laboratarélo vSechny kvantitativni vysledky v rozmezi +/- 1
SD (tj. zisk 6 bod) 6 laborat®i. NejvySSi poet ziskanych bad- 11 bod - ziskala jedna laborato
ktera vysledky systematicky podhodnocovala (celkm@noceni = dobré vysledky).

Celkové zhodnoceni kvantitativnich vyslédk v grafu¢. 3. Laboratée, které ziskaly 6 az 11
bodi, maji akceptovatelné kvantitativni vysledky — tonim roce se jedné o vSech 17
zWastreénych laboratdi. VSechny laborate v EHK 1125 — ptkaz CMV DNA 2020 - usgdy.
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Graf €. 3: Celkové zhodnoceni kvantitativnich vysledik vSech laboratd
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Detekce CMV — DNA

PT#M/162D

3. Dopliiujici informace

Dotaznik vyplnilo vSech 23 laborafo (6 laboratdi s kvalitativnim pikazem a 17
s kvantitativnim pikazem).

Akreditace CIA, SAK, SNAS
e ano — 15 laboratd (4 laboratdi s kvalitativnim pitkazem, 11 s kvantitativnim
prikazem) - 13>CIA, 2x SAK

* ne - 8 laboratid (2 laboratde s kvalitativnim pikazem, 6 s kvantitativnim fokazem)

Audit NASKL (neni akreditace!! — stéle v dotaznicich povaZzovaaakreditaci, jedna se
o dozorovy audit)

* ano - 10 laboratd (audit NASKL II)
* ne - 11 laborai®
* nevyplréno — 2 laboratie

Izolace
Typizolace | oor Izolagni kit od firmy Nézev izolagniho kitu
GeneProof- 5 laboratti Pathogen Free DNA Isolat. Kit (5%)
11 B . QIAamp DNA Mini Kit (4x)
Kolonky aboratai | S CEN — 5 laboratt QlAamp Viral RNA Mini Kit (1x)
Roche- 1 laboratd High Pure Viral NA Kit (1x)
ELITech group— 1 laboraté | ELITe InGenius SP200 (1x)
GeneProof— 3 laborate crpBEE 201A Nucleic Acid Extraction
Kit (3x)
QIAGEN — 1 laborat® Biorobot EZ1+EZ1 DSP Virus Kit (1x)
RBCBioscience- 2 laboraté lllﬂi??ggre Viral Nucleic Acid Extraction
magneticke 12 MagNA Pure Nucleic Acid Isolation Kit
partikule laboratdi (1x)

Roche— 2 laboratte

COBAS AmpliPrep Total Nucleic Acid
(1x)

Sacace- 2 laboratée

SaMag SACACE Viral nucleic acid
extraction (2x)

STRATEC MOLECULAR-
1 laborat®

InviMag Universal Kit (1x)

Jiné

Statni zdravotni Ustav

9/11



Detekce CMV — DNA

PT#M/162D

Metodika

» kvalitativni vySeteni — 6 laboratid
» kvantitativni vySateni — 17 laboraid

z toho:

konvereni PCR komegni
(zadna laborat) in-house

real-time PCR komekni 21 laboratt
(23 laboratdi) in-house 2 laborate

Pozn.:

- vSechny laborate pouZzivaji pouze real-time PCR

- vSech 6 laboratq které provadi kvalitativni stanoveni, pouziajmegni kity

- v pripack kvantitativniho stanoveni 15 labor#&tpouziva komemi kit a 2 in-house real-

time PCR

pouzité komedni kity (21 laboratdi)

- 20 laborat#éi pouziva kity s CE zré&ou
- 1 laborat® vyuziva kit bez CE zréky, kdy je nutné v laboratoprovést kompletni

validaci!

Firma Pocet laboratofi Nazev kitu

Argene 1 laborato | CMV, HHV 6,7,8 Rgene

ELITech group 1 laborato | CMV Q ELITe Kit

GeneProof 10 laborato | Cytomegalovirus PCR Kit

InterLabService 1 laborato | AmpliSens CMV-FRT

QIAGEN 5 laboratie artus CMV RG PCR Kit (1x)
artus CMV LC PCR Kit (1x)

Roche 1 laborato | COBAS TagMan CMV Test

Sacace Biotechnologies 4 labotd@to | CMV Real-TM Quant

TIB MOLBIOL (bez CE) 1laboraty | /9NtMix Kit Human

Cytomegalovirus

Statni zdravotni Ustav
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Detekce CMV — DNA

PT#M/162D

pouzité Fistroje

Firma P¥istroj Podet laboratoii | Typ pFistroje
BioRad Bio-Rad CFx 1 labordto | CFx96 (1x)
Cepheid SmartCycler 1 laborato | Smart Cycler (1x)
ELITech group ELITe In Genius 1 laborato| ELITe In Genius (1x)
GeneProof ggg%ig:ﬂ'ﬂme 3 laboratde g}?ﬁ;ﬁ (F;i?I-Time PCR
?::r?ﬁglzgfi;?,r Ltd Line Gene 1 laborato | Line Gene (1x)
ldaho Light Scanner 1 labordto | Light Scanner 32 (1x)
Life Technologies ABI PRISM 1 laborato | ABI PRISM 7300 (1x)
6000 (3x%)
QIAGEN Rotor-Gene 6 laboratio
Q (3%
typ 1.5 (1x)
Roche LightCycler 6 laboratth | typ 2.0 (4%)
480 a 480 Il (1x)
COBAS TagMan 1 laborato | COBAS TagMan (1x)
Siﬁ:gﬁnologies Sacycler 1 laborato | Sacycler (1x)

Inhibi éni kontrola

- Kontrola inhibice je satasti vySatni CMV DNA u vSech 23 laborato(ve¢etns 2
laboratdi, které pouZzivaji in-house real-time PCR metoduaborat® (58) v dotazniku
zaSkrtla, Ze IC neni soésti vySeteni, festoZe pouzivany kit dle Udagverejnénych
vyrobcem deklaruji fttomnost IC jako satast analyzy.

- Inhibice nebyla u Zadného vzorkuepto 1 laboratos dotazniku zaskrtla ,inhibice ANO*

(laboratd ale inhibici ve vysledkovém a dotaznikovém protakeeuvedia).

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte direklamaéniho Fadu.
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