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Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/37/2021 byl zaméfen na detekci RNA SARS-CoV-2. Navrh
a realizace PT#M/37/2021 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP M/37
na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (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 Gcastniky je zachdzeno jako s d@vérnymi a nejsou bez
souhlasu Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zucCastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: https://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaseni
kédem laboratore a heslem.
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Detekce RNA SARS-CoV-2

PT#M/37/2021

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/37/2021

Identifikace cyklu:

EHK 1302

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 zZivy virus SARS-
CoV-2, povoleni pro praci se SARS-CoV-2

ZpUsob pripravy:

Viz kapitola 2.

Mnozstvi  pfipravovaného
test. materialu:

pro 26 laboratofi + 6 aliquot pro NRL

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1302, PT # M/37, €. 1-6, 17.01.2022

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 uréenim 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 zakladé 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
vysledkl v Case. Vzorky jsou skladovany pfi teploté nizsi nez -
60 °C. Identita je kontrolovana diskriminacni PCR bez nutnosti
aliquotace.

Podminky distribuce a
uchovani vzorkd:

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
potrebu.

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokyn{ organizatora,
zaména vzork{

Pocet Ucastnikd:
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PT#M/37/2021

Termin distribuce:

17. 1. 2022

ZpUsob distribuce:

zajist'uje Koordinacni pracovisté ESPT 2

Predani vysledkd:

V elektronické podobé za pouziti aplikace EHK10

smérodatné odchylky:

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

smérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK,
pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle
vzorce: Limit = aritmeticky prdmér vysledkl vsech 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 neuspésné.

Jestlize stejny typ atypického vysledku vykaze vétsi pocet
Ucastnikl, mbze byt prihlédnuto 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.

Urceni vztazné hodnoty:

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

2. Zptisob prFipravy vzork

Infikace tkanové kultury VERO E6, nebo VERO E6-TMPRSS2 aktudlnimi 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 bujonu. Experimentalni uréeni nejvhodnéjsiho redéni vzorkl ve virologickém
odbérovém mediu pomoci PCR tak, aby virova naloz odpovidala béZznému 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:

Varianta Jméno kmene Accession code GISAID Pasaz
B.1.617.2 hCoV-19/Czech EPI_ISL_ 2357738 P4
delta Republic/NRL_7102/2021
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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.

Ocekavané vysledky

Vzorek | Ocekavana hodnota Ct | Vysledek Sestava mutaci*(spike) -

1 28,51 pozitivni L452R, P681R,T478K, D950N
2 25,03 pozitivni L452R, P681R,T478K, D950N
3 20,65 pozitivni L452R, P681R,T478K, D950N
4 N/A negativni N/A

5 N/A negativni N/A

6 32,15 pozitivni L452R, P681R,T478K, D950N

4. Zptisob hodnoceni

a) Hodnoceni vysledk{ obecné

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

Vystupy laboratofi se o¢ekavaji v podobé pozitivni/hranicni/negativni hodnota Ct. Urceni poctu
kopii VRNA/mI v pripadé pouziti kvantitativnich metod je dobrovolné a vysledek zapiste do
poznamky.
Bodové hodnoceni ucastnikd vychazi z ocekavanych vysledkd NRL a je nastaveno tak, Ze:
e dvéma body je hodnocena shoda s oc¢ekavanym vysledkem s odchylkou max. Ct < 3
e jednim bodem je hodnocena ¢aste¢na shoda (tedy odchylka ocekavaného Ct > 3 a <
4)
e bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se s ocekavanym vysledkem neshoduiji.
Za neshodné vysledky je povazovana neshoda v zavérecném hodnoceni (napf. misto
pozitivniho hrani¢ni) nebo odchylka hodnoty ocekavaného Ct o vice nez 4 (= 4).
Za prikaz virové RNA v 6 vzorcich mohou laboratore ziskat maximalné 12 bodd. Laboratof
Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle
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nasledujiciho vzorce: Limit = aritmeticky prdmér 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 nelspésné. Hodnocen je pouze 1 PCR Usek s Ct,
které je blizSi o¢ekavané hodnoté.

b) Hodnoceni dle Ct hodnoty (tab. 1):

Vzorky s odchylkou Ct hodnoty do 2,99 jsou bodovany dvéma body, s odchylkou Ct od 3 do 4
vcetné jednim bodem. U vzorku 4 je bodovano dvéma body spravné urceny negativni vysledek.

¢) Informativni hodnoceni dle slovné vyjadireného zavéru pozitivni/hrani¢ni/negativni (tab. 2):

Shoda v oCekavaném hodnoceni a hodnoceni laboratori byla ohodnocena 2 body.

Vzorek pozitivni urCeny laboratofi jako hrani¢ni anebo negativni byl hodnocen nulovym
bodovym ohodnocenim, vyjma vzorku €. 1, kde bylo kvdli nizsi koncentraci tolerovano hranicni
hodnoceni, které bylo ohodnoceno jednim bodem.

Vzorek negativni uréen jako pozitivni nebo hrani¢né pozitivni by byl hodnocen nulovym poctem
bod(, takovéto hodnoceni nezaslala zadna z laboratofi.

d) Hodnoceni Uspésnosti pfi porovnani jednotlivych vzorkd/variant (tab. 3):

Detekce mutaci nebyla predmétem opravné série.

5. Vyhodnoceni

Hodnoceni dle Ct hodnoty - zasadni pro posouzeni Uspésnosti (tab. 1):

Tabulka 1: Hodnoceni dle Ct veli¢in

Primér 12
SD 0
SD * 2 0

Prahova hodnota=Iimit 12

Uspélo na 100 % 12 bodt 17 laboratofi | 100 % Ze 17

Vyhodnoceni dle slovné vyjadieného zavéru pozitivni/hrani¢ni/negativni (tab. 2):

Tabulka 2: Hodnoceni dle slovniho zavéru (pozitivni/hranicni/negativni)

Pramér 11,88

SD 0,5

SD * 2 1

Prahova hodnota=limit 11

Uspélo na 100 % 12 bodU 16 laboratofi |94 %
Uspélo 11 bod( 1 laboratof 6 %
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Celkem 17 (100 %) laboratofi bylo stoprocentné Uspésnych a ziskalo 12 bodd z moznych 12,

Tabulka 3: Sumarni prehled vysledku pro jednotlivé laboratore

Kéd Skoére Skoére Izolace RNA PCR
| Ct slovni Uspél Ct | Uspél | Souprava /Vyrobce | Souprava /Vyrobce
hodnoceni slovni
66 12 12 ANO ANO
68 12 12 ANO ANO
192 12 12 ANO ANO
313 12 12 ANO ANO
317 12 12 ANO ANO
351 12 12 ANO ANO
352 11 12 ANO ANO
370 12 12 ANO ANO
376 12 12 ANO ANO
379 12 12 ANO ANO
614 | 12 12 ANO ANO
696 12 12 ANO ANO
759 12 12 ANO ANO
761 12 12 ANO ANO
775 12 12 ANO ANO
783 12 12 ANO ANO
784 12 12 ANO ANO
6. Zavér

Do opravné série EHK 1302 se prihlasilo 17 laboratori, 17 laboratofi zaslalo v terminu vysledky,
ve vSech pripadech spravné jak v hodnoceni dle Ct hodnot tak ve slovnim hodnoceni.

Pro Uspésné absolvovani by nutno ziskat bodovy limit 12. Absolutni bodovy zisk obdrzelo 16
(94 %) laboratofi, viz tabulka 3.

Hodnoceni uspésnosti vychazelo z vysledkii Ct hodnot. Slovni hodnoceni v podobé
pozitivni/hrani¢ni/negativni bylo pouze pomocné.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY



