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Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/11/2021 byl zaméfen na identifikaci respiracnich virQ.
Navrh a realizace PT#M/11/2021 byly provadény podle standardniho operac¢niho postupu SOP
M/11 na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho
Ustavu (SZU). Toto pracovisté 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.

Pfiloha zaverecné zpravy, tj. vysledkovy protokol, je pro kazdou zicastnénou laboratof
k dispozici na webovych strankach SzZU (http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-
mikrobiologicke-laboratore) po pfihlaseni kddem a heslem v zaloZce ,,Hodnoceni sérii*.

Zpravu vypracoval:
MUDr. Radomira Limberkova, NRL pro chfipku a nechfipkova respiracni virova onemocnéni a
NRL pro zardénky, spalnicky, parotitidu a parvovirus B19, SZU Praha

Zpravu autorizoval:
MUDr. Radomira Limberkova
Tel: 267082412

Dne: 15. 5. 2021

Pracoviste 2 ESPT
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
e-mail: ehk@szu.cz
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Identifikace respirac¢nich virll

PT#M/11/2021

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/11/2021

Identifikace cyklu:

EHK 1184

Nazev:

Identifikace respiracnich vird

Koordinator:

MUDr. Radomira Limberkova

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3

Podstata a ucel PT:

Oveéreni schopnosti identifikovat respiracni viry (chfipka A,
chripka B, adenovirus, RSV)

Kritéria pro Ucast na PT:

Pozadavky na laboratore — zajiSténi laboratornich procesti podle
CSN EN ISO 15189

ZpUsob pripravy:

Viz kapitola 2

Mnozstvi  pfipravovaného
test. materialu:

pro 25 laboratofi

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1184, PT # M/11, €. 1-4, 9. 3. 2021

Zabezpeceni kvality vzorku:

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

Zabezpeceni stability vzork(: Stabilita je zajisténa manipulacemi
za sterilnich podminek, vhodnym skladovanim, rychlym
transportem ke zpracovani a uréenim terminu, do kterého musi
byt odeslan vysledek zpét k vyhodnoceni. Dlouhodoba stabilita
vzorkl je zajisténa jejich lyofilizaci.

Test homogenity a stability:

Kvalita, homogenita a stabilita je posuzovana na zakladé trojitého
opakovaného testovani: po lyofilizaci, pred distribuci a v terminu
blizkém dni odeslani vysledkl zpét k vyhodnoceni. Na kazdé
testovani se pouzije novy lyofilizat, prlkazem homogenity a
stability vzorkl je dosazeni totoznych vysledkl v Case.
Lyofilizované vzorky jsou skladovany pfi teploté 2 — 8° C.

Podminky distribuce a
uchovani vzorkQ:

Distribuce v predepsaném obalu. Do rozpusténi uchovaveijte
lyofilizované vzorky pfi chladnickové teploté (2 - 8°C).
Rozpusténi lyofilizatl provadéjte v den vysetieni a zbytek vzorkd
po otestovani uchovejte pfi teploté vhodné pro dlouhodobé
skladovani klinického materialu tohoto typu (-18°C a nizsi).

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokynl organizatora,
zaména vzorkd

Pocet Ucastnikd:

25

Termin distribuce:

9. 3. 2021

ZpUsob distribuce:

Prepravni sluzbou (zajistuje Koordinacni pracovisté ESPT 2)

Predani vysledkd:

V elektronické podobé za pouziti aplikace EHK10

smérodatné odchylky:

Zplsob vyhodnoceni | Viz kapitola 4
vysledkd:
Urceni maximalni | Aritmeticky prlmér vsSech hodnocenych laboratofi minus 2

smérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosdahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle
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Identifikace respirac¢nich virll PT#M/11/2021

vzorce: Limit = aritmeticky prdmér vysledkd vSech hodnocenych
laboratofi minus dvé smeérodatné 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
GCastnikl, m0ze 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.

Urcéeni vztazné hodnoty:

Vztaznou hodnotou jsou vysledky NRL, které byly ziskané trojitym
opakovanym testovanim vzorkd (= oCekavané vysledky).

Termin uverejnéni
oCekavanych vysledki:

9. 4. 2021

Termin uverejnéni
zavérecné zpravy:

do 22. 6. 2021

2. Zplisob pripravy vzorki

Infikace kurecich embryi aktudlnimi WHO kmeny virll chfipky, ovéfeni ptitomnosti vird
v alantoidni tekutiné titraci hemaglutininu s morcecimi krvinkami, ovéreni sterility
alantoidnich tekutin inkubaci 0,5 ml alantoidni tekutiny v hovézim bujénu. Naredéni
jednotlivych vzorkl v mediu pro tkanové kultury v poméru 1:500, rozplnéni po 1 ml a

lyofilizace.

Experimentalni urceni nejvhodnéjsiho fedéni lyofilizatd pomoci PCR tak, aby virova naloz
odpovidala béznému klinickému vzorku (CT 20 — 33 % 1): resuspendace lyofilizatu do 0,2 ml
deionizované vody nebo vody pro PCR, nasledné fedéni vzorkd vodou pro PCR v poméru
1:10 (uvedeno v prvodnim dopise Gcastniklim).

3. Charakteristika materialu

Jednalo se o aktualni WHO kmeny virl chfipky pomnozené na kufecich embryich (virus
chripky A/H1N1 , virus chiipky A/H3N2, virus chfipky B), alantoidni tekutiny byly naredény
v mediu pro tkanové kultury tak, aby virova naloz odpovidala béznému klinickému vzorku.
Zarazen byl i na vySe jmenovana agens negativni vzorek (kontrolni antigen PIV-1).

Zasilka obsahovala 4 vzorky k urceni virového agens metodou PCR ¢ méné vhodnymi
orientacnimi metodami rychlého priikazu virového antigenu, které nelze pouzivat jako jediné
diagnostikum pouzivané laboratofi. VSechny vzorky (kromé vzorku 4) byly v NRL pozitivni pfi
testovani pomoci RT- PCR a negativni imunochromatografickymi rychlotesty.

4. Zptlisob hodnoceni

Kazdy vzorek byl hodnocen v rozmezi 0 - 2 body:

Ocekavany vysledek
Castecné spravny vysledek
Nespravny vysledek

2 body
1 bod
0 bodl (negativni vysledek u pozitivniho vzorku nebo naopak)
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PT#M/11/2021

Vystupy z laboratofi se ocekavaji v podobé pozitivni ¢i negativni s uvedenim hodnoty CT,
pokud to diagnostikum umoznuje. Za vyhovuiici jsou povazovany vysledky, které jsou ve
shodé s ocekavanymi vysledky. Dvéma body je hodnocena shoda, jednim bodem je
hodnocena ¢astecna shoda a bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se

s ocekavanym vysledkem neshoduiji. Volba metody pro testovani vzork( zavisi na rutinni

praxi Ucastnika

Za identifikaci CtyF virovych agens ve 4 vzorcich mohou laboratore ziskat maximalné 32 bodd
a maximalné 24 bod{ za vySetieni tfi agens (bez adenoviru) metodou PCR a 32 bod{ pfi
diagnostice pomoci ,rychlotestd". Pokud jsou vzorky vysSetfeny vice metodami, body se
nescitaji a hodnoti se kazda metoda zvlast'.

Limit pozadovanych bodl byl stanoven vypoctem (limitem je aritmeticky primér z hodnot
ziskanych bodd ucastnikd dané skupiny minus dvé smérodatné odchylky). Pokud se

v hodnocené skupiné vyskytuje 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 Gcastnikd, mlze byt pfihlédnuto
k tomu, zda neexistuje statisticky vyznamna souvislost mezi typem pouzitého testu a
zminénou odchylkou. V takovém pripadé koordinator provede hodnoceni po odborné
konzultaci s poradni skupinou.

5. Vyhodnoceni

5.1 Ocekavané vysledky PCR

Vzorek Influenza A Influenza B Adenovirus RSV
1 pozitivni negativni negativni negativni
2 pozitivni negativni negativni negativni
3 negativni pozitivni negativni negativni
4 negativni negativni negativni negativni
Pozn.: vzorek 1 = A/H1IN1 a vzorek 2 = A/H3N2
5.2 Ocekavané vysledky , rychlotesty"
Vzorek Influenza A Influenza B Adenovirus RSV
1 negativni negativni negativni negativni
2 negativni negativni negativni negativni
3 negativni negativni negativni negativni
4 negativni negativni negativni negativni

5.3 Dosazené vysledky PCR - vypocet limitu

32 bodi (13 laborato¥i) — /nfluenza A, influenza B, RSV, AV

Aritmeticky primér 32
Smérodatna odchylka 0
2 smérodatné odchylky 0
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Limit 32 bodti
Uspélo 13
Neuspélo 0

24 bodi (10 laboratof¥i) - /influenza A, influenza B, RSV
Aritmeticky primér 23,2
Smérodatna odchylka 1,6
2 smérodatné odchylky 3,2
Limit 20 bodti
Uspélo 10
Neuspélo 0

5.4 Dosazené vysledky ,rychlotesty" - vypocet limitu
Aritmeticky prdmér 30
Smérodatna odchylka 3,46
2 smérodatné odchylky 6,92
Limit 23,08
Uspélo 4
Neuspélo 0

6. Zaveér

Vzorky byly rozeslany do 25 laboratofi, vSechna pracovisté kromé jednoho zaslala své
protokoly zpét k vyhodnoceni. 23 laboratofi testovalo vzorky za pouziti PCR (3 z nich
soucasné vysetrily vzorky i ,rychlotesty"), jedno pracovisté pouziva k diagnostice vyhradné
rychlotesty. Uspélo véech 24 hodnocenych laboratofri.

Metoda PCR

Vsechny ctyri antigeny ve vzorcich testovalo 13 laboratofi, maximalni bodovy zisk byl 32
bod{, vSechny laboratore dosahly 100% bodd.

Tri antigeny (bez adenoviru) ve vzorcich testovalo 10 laboratori, maximalni bodovy zisk byl
24 bod{, osm laboratofi dosahlo 100% bodovy zisk.

Rychlotesty

Rychlotesty pouzily 4 laboratore. T¥i z nich se 100% bodovym ziskem. Jedna laborator, ktera
pouziva rychlotesty jako jediné diagnostikum, neziskala 100% bodovy zisk diky nespecifické
pozitivité vSech vzorkd v rychlotestu Viditest RSV+Adeno Resp. Card.

Diagnostickym limitem rychlotestl v porovnani s metodou PCR je dosazeni negativnich
vysledkd u jednoznacné pozitivnich vzork{. Pouzivani rychlotestd jako jediné diagnostické
metody v laboratofi neni vhodné kvdli jejich nizké citlivosti a specificité.

Upozornéni: od roku 2022 bude M/11 urena vyhradné pro metody prlikazu NA, soucasné
dojde k prejmenovani programu zkouseni zpdsobilosti na Detekce NA respiracnich virli (chfipka
A/B, ADV, RSV).

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupuite dle reklamacniho fadu.
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Tab. 1 Bodové hodnoceni jednotlivych pracovist’
RT = imunochromatograficky rychlotest
Lab. A B C D Max.bodli | DosaZeno b. Hodn.sest.
PCR/RT PCR/RT
20 8 8 8 8 32 32 100%
26 6 6 6 6 24 24 100%
28 16 16 16 16 32/32 32/32 100%
34 8 8 8 8 32 32 100%
48 6 6 6 2 24 20 uspél
51 6 6 6 6 24 24 100%
55 6 6 6 6 24 24 100%
65 6 6 6 6 24 24 100%
70 8 8 8 8 32 32 100%
71 8 8 8 8 32 32 100%
115 16 16 16 16 32/32 32/32 100%
184 6 6 6 6 0/32 0/24 uspél
211 8 8 8 8 32 32 100%
214 8 8 8 8 32 32 100%
317 8 8 8 8 32 32 100%
333 6 6 6 2 24 20 uspél
344 8 8 8 8 32 32 100%
365 8 8 8 8 32 32 100%
369 6 6 6 6 24 24 100%
532 8 8 8 8 32 32 100%
552 14 14 14 14 24/32 24/32 100%
595 8 8 8 8 32 32 100%
737 6 6 6 6 24 24 100%
759 6 6 6 6 24 24 100%
Tab. 2 Prehled pouzitych diagnostik — PCR
PCR adenovirus
211 | Seegene Allplex RP2
214 | Seegene Allplex RP2
344 | Seegene Allplex RP1
532 | Geneproof Adenovirus PCR kit
20 | PathoFinder Adenovirus
34 | Sacace Biotechnologies Adenovirus
28 | In house In house
70 | neuvedeno
71| neuvedeno
115 | neuvedeno
317 | neuvedeno
365 | neuvedeno
595 | neuvedeno
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PCR chfipka A, chfipka B, RSV

26 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
28 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
34 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
48 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
51 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
55 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
65 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
115 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
211 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
317 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
333 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
369 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
737 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
759 | Cepheid Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
214 | Seegene Allplex RP1
344 | Seegene Allplex RP1
20 | Vitassay Vitassay A+B+RSV
70| jiny jiny
71 jiny jiny
365 | jiny jiny
532 jiny jiny
552 jiny jiny
595 | jiny jiny

Tab. 3 Prehled pouzitych diagnostik —, Rychlotesty"

Rychlotesty adenovirus

28 | Coris Adeno Respi K-Set
115 | Vidia Rapid-VIDITEST Adenovirus Resp. Card
184 | Vidia Rapid-VIDITEST RSV+Adeno Resp. Card
552 | Vidia Rapid-VIDITEST RSV+Adeno Resp. Card

Rychlotest RSV

28 | Abott RSV ALERE BINAXNOW® RSV CARD
115 | Abott RSV ALERE BINAXNOW® RSV CARD
184 | Vidia Rapid-VIDITEST RSV+Adeno Resp. Card
552 | Vidia Rapid-VIDITEST RSV+Adeno Resp. Card

Rychlotest chiipka A a B

28 | SD Bioline | SD BIOLINE INFLUENZA ULTRA
115 | Abott Alere BinaxNow A+B
184 | Vidia Rapid-VIDITEST Influenza A+B Card
552 | Vidia Rapid-VIDITEST Influenza A+B Card

Stranka 8 z 10



Identifikace respirac¢nich virll

PT#M/11/2021

Tab. 4 Vysledky PCR — hodnoty CT

Chripka A
Laboratof| V1-CT V2-CT V3-CT V4-CT |Souprava

26 23,8 23,8 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
28 25,4 25,6 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
34 24 23 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
48 22,8 23,3 0 39,2 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
51 23 23,5 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
55 22,7 23,5 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
65 22 23 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
115 22,3 22,9 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
211 22,7 22 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
317 25 25 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
333 24 24 0 39 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
369 22,2 23,3 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
737 22,5 23,5 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
759 24 25 0 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
214 25,29 23,47 0 0 Allplex RP1
344 34 33 0 0 Allplex RP1
20 25 27,58 0 0 Vitassay A+B+RSV
70 N/A N/A 0 0 jiny
71 N/A N/A 0 0 jiny
365 23,8 23,76 0 0 jiny
532 30 29,3 0 0 jiny
552 20,31 22,73 0 0 jiny
595 18,28 18,85 0 0 jiny

Chripka B

Laboratof| V1-CT V2-CT V3-CT V4-CT |Souprava

26 23,2 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
28 27,4 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
34 23 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
48 22,2 39,6 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
51 0 0 22,4 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
55 22,2 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
65 22 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
115 21,7 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
211 0 0 22,5 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
317 22 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
333 22 37 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
369 0 0 22,1 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
737 23,2 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
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759 0 0 23 0 Genexpert Xpert Xpress Flu/RSV
214 23,48 Allplex RP1
344 31 Allplex RP1
20 25,93 Vitassay A+B+RSV
70 N/A N/A jiny
71 N/A N/A jiny
365 21,16 jiny
532 0 0 29,8 0 jiny
552 21,76 jiny
595 15,9 jiny

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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