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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouSeni zplsobilosti PT#M/8/2023 je zaméfen na sérologii leptospirdzy. Navrh a
realizace PT#M/8/2023 byly provadény podle standardniho operacniho postupu koordinatora
programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkousem zplsobilosti (ESPT) Statniho
zdravotniho Ustavu (SzU). Toto pracowste 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.

Pfiloha zavéreCné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kaZzdou zlcastnénou
laborator k dispozici na webovych strankach SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaseni
kédem laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval: ]
Mgr. Eliska Zadrobilkova, Ph.D., NRL pro leptospiry, SZU Praha

Zpravu autorizoval:
RNDr. Petr Kodym, CSc.
Tel: 267 082 105

Dne: 16. 5. 2023

Pracovisté 2 ESPT
https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
e-mail: ehk@szu.cz
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Sérologie leptospirozy

PT#M/8/2023

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/8/2023

Identifikace kola/cyklu:

EHK 1331

Nazev:

Sérologie leptospirdzy

Koordinator:

RNDr. Petr Kodym, CSc., Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10

Podstata a ucel PT:

Identifikace pdvodce a stanoveni titrl specifickych protilatek

Kritéria pro Ucast na PT:

Znalost a technické vybaveni pro vysSetreni protilatek metodou
MAT

Charakteristika materialu:

Simulace klinického materialu: smésné vzorky lidskych sér,
séra imunizovanych kralik{

Hodnocené ukazatele:

Pozitivita, negativita vzorku

Zplsob pripravy:

Séra imunizovanych kralik( a pacientska séra, byla skladovana
v mrazicim boxu v NRL pro leptospiry pfi teploté -20 °C + 5
OC. Poté byly vzorky rozmrazeny a slity tak, aby byly smiSeny
vzdy vzorky, které maji stejnou kategorii kvalitativniho a
semikvantitativniho obsahu stanovovanych markerd. Objem
kazdého vzorku EHK byl smési sér prislusné kategorie upraven
na 6 ml. Vzorky byly stabilizovany pridanim 0,06 ml 0,1%
roztoku azidu sodného na vzorek (finalni koncentrace:
0,001%). Kazdy vzorek byl rozplnén do lahvicek — objem 300
ul (18 od kazdého vzorku). Vzorky byly oznaceny a predany

k zabaleni a rozeslani. Skladovany byly v chladnicce pfi 2°C -
8°C.

Pocet Ucastnikd

13

Termin distribuce:

21. 2. 2023

Informace Ucastnikdim

Informace pro Ucastniky zasilané spolu se vzorky

Termin pro odeslani
vysledkd Ucastniky (stop
termin):

14. 3. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1331, PT # M/8, C. 1-5, 21. 2. 2023

Zabezpeceni jakosti vzorku
véetné testu homogenity a
stability:

Garance adekvatniho obsahu specifickych protilatek:
Priprava podle standardnich metod na akreditovaném
pracovisti, vySetfeni vzork{ na testované markery
akreditovanymi metodami dle schvalenych SOP.
Zabezpeceni homogenity: Homogenita je zajisténa
promichanim vzork{ pred zahajenim alikvotovani do
vzorkovnic a je prlibézné kontrolovana.

Stabilita vzorku: priibézna kontrola, adekvatni skladovani,
stabilizace 0,001% azidu sodného

Test homogenity a stability: 22.2., 28.2., 8.3. 2023

Mozné zdroje analytickych
chyb:

Nedodrzeni spravné laboratorni praxe, lidsky faktor.

Zplsob vyhodnoceni
vysledkd:

Kvalitativni a semikvantitativni vysledky a jejich interpretace
jsou ohodnoceny 0-2 body/vzorek. Laboratofe mohou ziskat
maximalné 10 bod{ (za spravné urceni vSech 5 kontrolnich
vzork(). 2 body za spravny vysledek kvalitativni i kvantitativni,
1 bod za spravné urceni sérovaru, ale odlisné udanou titraci (v
subjektivni toleranci +/- 2 titry oproti NRL), 0 bod({ za celkové
chybny vysledek jednoho vzorku.
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Urceni pfijaté vztazné Vztaznou hodnotou jsou vysledky NRL, které byly ziskané
hodnoty: trojitym opakovanym testovanim vzorkd.

Urceni maximalni Aritmeticky priimér vSech hodnocenych laboratofi minus 2
smérodatné odchylky: smérodatné odchylky. Laborator Gspéné absolvuje kolo EHK,

pokud dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle
vzorce: Limit = aritmeticky prdmér vysledkd vsech
hodnocenych laboratofi minus dvé smérodatné odchylky.

Termin uverejnéni 22. 3. 2023
predbéznych vysledka:
Termin uverejnéni Do 6. 6. 2023

zaveéreCné zpravy:

2. Zplsob pripravy vzork
2.1 Postup pripravy vychoziho materialu

Ze zamrazenych pacientskych sér nebo imunizovanych kralicich sér vybereme libovolnych pét
vzork{. Po rozmrazeni vzorky podle potfeby slijeme nebo doplnime fyziologickym roztokem tak,
aby objem materidlu odpovidal o¢ekdvanému mnozstvi Ucastnik(. Takto pfipraveny vychozi
material je testovan na piitomnost protilatek uvedenych cilovych markerd v Narodni referencni
laboratofi pro leptospiry SZU pomoci Mikroskopického aglutinacniho testu (MAT) pro priikaz
antileptospirovych protilatek. Pokud charakter materidlu opakované kvantitativné i kvalitativné
souhlasi se stavem pred zamraZzenim, vybrané vzorky jsou nasledné pouzity pro EHK.

2.2 Zabezpeceni kvality vychoziho materialu, homogenita a stabilita

Kvalita vychoziho materidlu je zabezpecena standardni metodikou vyroby hyperimunnich sér
(Sebek Z. Standartni metoda laboratorni diagnostiky leptospirdzy. Praha: AHEM. IHE, 1979.) a
mikroskopickou kontrolou kvantitativniho vysledku pomoci Mikroskopického aglutinacniho testu
(MAT) pro prlikaz antileptospirovych protilatek.

Homogenita je zajisténa dikladnym promichanim vzork(d pred zahajenim alikvotovani do
zkumavek.

Pro zajisténi stability je do vychoziho materiadlu pridavan roztok azidu sodného s antibakterialnimi
ucinky v koncentraci 0,001%. Do dne distribuce jsou takto pfipravené vzorky skladované v lednici
pri teploté 2 — 8 °C.

Testy homogenity a stability se provadi a) v den pred distribuci vzorkd, b) v den zahajeni rozbor(
vSemi Ucastniky, c) v dobé stop terminu.
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2.3 Rozplnéni vychoziho materialu
Vychozi material je rozplnén do jednotlivych zkumavek o objemu minimalné 0,3 ml. Jednotlivé

vzorky se uloZi do umélohmotnych krabicek oznacenych podle poctu zasilanych vzorkl 1 — 5, do
predani koordinacnimu pracovisti ESPT2 se vzorky se skladuiji pfi teploté 2 — 8° C.

3. Charakteristika materialu

Simulace klinického materialu: smésné vzorky lidskych sér a hyperimunni krali¢i séra, odpovidajici
svym kvalitativnim i semikvantitativnim obsahem antileptospirovych protilatek skutecnym vzorkdm
zasilanym k diagnostice leptospirdzy. Vysledky vysetieni vzork v NRL LEPT shrnuje tabulka 1.

Tab. 1: Vysledky vysetreni vzork(i EHK 1331 v NRL LEP

Kategorie vzorku MAT- Ag Pozit + Anti-LEPTO titr Ig
A negativni -
B Leptospira sorex 1:6400
C negativni -
D Leptospira tarassovi 1:1600
E negativni -

4. Zptsob hodnoceni

V zaslanych vzorcich séra méla kazda diagnosticka laborator zjistit sérologickou metodou MAT
(mikroskopicky aglutinacni test) kvalitativné a semikvantitativné pritomnost (nebo nepfitomnost)
antileptospirovych protilatek. MAT je (nejen) u nas ,zlatym standardem" sérologické diagnostiky
leprospirdz. Tento vysoce specificky a senzitivni test byl vyhlaSen hlavnim hygienikem MZ
zavaznym standardnim diagnostickym postupem. Jako antigen pouziva zivé leptospiry, které si
kultivuje v poZadované standardni Skdle kazda diagnostickd laboratof a které jsou v pfipadé
potreby doplfiovany z banky referenc¢nich kmenl v NRL LEP CEM SZU.

Ve zkuSebnich vzorcich byly pfitomny protildtky proti leptospiram, které se mohou
vyskytovat na Uzemi CR. Jednalo se o sérotypy L. sorex a L. tarassovi (viz tabulka). TFi zkusebni
vzorky byly negativni. )

Vyhodnoceni bylo provedeno v NRL pro leptospiry CEM SZU vzorek po vzorku podle nize
uvedenych kritérii:

«  Spravnost kvalitativnich vysledkli stanoveni antileptospirovych protilatek:
zjisténi, zda byly nebo nebyly ve vzorku pfitomny protilatky proti leptospiram a
v pripadé séropozitivniho vzorku i uréeni kauzalniho sérotypu leptospir.
. Spravnost (semi)kvantitativnich vysledkl — titru protilatek v subjektivni toleranci
+/- 2 titry oproti NRL.
Plny pocet za jeden vzorek, 2 body, byly udélovany za zcela spravny kvalitativni i
(semi)kvantitativni vysledek. 1 bod bylo mozné ziskat za spravny kvalitativni vysledek, ale s
nespravné udanym titrem mimo interval tolerance. 0 bodd pak NRL udélila za chybny jak
kvalitativni tak kvantitativni vysledek vzorku. Nejvyssi mozné hodnoceni za celou sérii 5 vzorkd
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bylo 10 bodl. Hranice Uspésnosti byla vypoctena z aritmetického prdméru minus dvakrat
smérodatna odchylka.

5. Vyhodnoceni

Vzorek A urcily spravné jako negativni vSechny laboratofe s vyjimkou jedné. U vzorku B
zaznamenalo spravny vysledek — reakci na Leptospira sorex (véetné titru v tolerovaném rozsahu) —
8 laboratofi. Dvé laboratore uvedly jiny titr, jedna laborator uvedla nespravny sérotyp a jedna
laborator oznacila vysledek chybné jako negativni. VétSina laboratori také spravné zminila
pritomnost koaglutianci s L. icterohaemorrhagiae pripadné dalSimi sérotypy. U vzorku D uvedlo
spravné reakci se sérotypem L. tarassovi a s adekvatnim titrem 7 laboratofi, 2 laboratore uvedly
spravny sérotyp ale chybny titr a 3 laboratore oznacily vzorek chybné jako negativni. Vzorky C a
E oznacily vSechny laboratore spravné jako negativni.

Maximalniho poc¢tu 10 bodl dosahly v sérii EHK 1331 Ctyfi ze 12 hodnocenych laboratofi. TFi
laboratore dosahly vysledku 9 bodd, kdy dvé laboratofe chybovaly v titru u vzorku D a jedna
laboratof uvedla chybné titr u vzorku B. Celkem 8 bod( ziskaly tfi laboratofe — jedna oznadcila
vzorek B chybné jako negativni a dvé laboratore urcily vzorek D chybné jako negativni. Dvé
laboratore dosahly 7 bodl (jedna laboratof u vzorku B uvedla chybné titr a vzorek D oznacila
nespravné jako negativni a druha laborator oznacila vzorek A nespravné jako pozitivni a u vzorku B
uvedla nespravny sérotyp).

Tab. 2: Bodové hodnoceni laboratori v EHK 1331

Dosazené body 10 9 8 7

Pocet laboratofi 4 3 3 2

Zavérecné hodnoceni této kontrolni a edukativni série EHK 1331 laboratofi diagnostikujicich
leptospirdzu v CR je nasledujici. Hranice Uspésnosti vypoctena z aritmetického priiméru 8,8
minus dvakrat smérodatné odchylky 1,1 je 6,6. V této sérii tak dosahlo akceptovatelnych vysledkd
12 diagnostikuijicich laboratori, které by mély obdrzet certifikat od ESPT.

6. Zaver

EHK 1331 — Sérologie leptospirdzy se zUcastnilo 13 laboratori, vysledky nedodala 1 laboratof.
Uspélo 12 laboratofi.

Obecné mizeme konstatovat, Ze rutinni diagnostika leptospirdzy v CR je i nadale hodnocena na
pomérné vysoké Urovni Uspésnosti. Standardni metoda (MAT) diagnostiky leptospirdzy mlze byt
v indikovanych pripadech vhodné doplfiovana molekularnimi metodami, které potvrdi akutni fazi
Cerstvé infekce u suspektniho pacienta. Metody ELISA dlouhodobé nevykazuji uspokojivé vysledky
v diagnostice leptospirdz.

Laboratore, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostrednictvim webové aplikace
SZU, a to do 30 dnd po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich vzork nebudou mit vliv
na opravu predchoziho netspésného vysledku v ramci EHK a slouzi pouze jako podklad pro
vyreseni pripadné neshodné prace v laboratofi.
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Edukativni vzorky laborator obdrzi obvyklou cestou v co nejkratSim terminu po objednani.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro zadani
reklamace pouZzijte také webovou aplikaci SZU.

Konec zavérecné zpravy
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