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Program zkouseni zplsobilosti PT#M/38/2023 byl zaméren na kultivaci a identifikaci
vlaknitych mikroskopickych hub.

Navrh a realizace PT#M/38/2023 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (ESPT)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracoviété je akreditovano Ceskym institutem pro
akreditaci, 0.p.s. jako poskytovatel zkouseni zpUsobilosti ¢. 7001.

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

Priloha zavérecné zpravy, tj. vysledkovy protokol, je rozesilana postou.

Zpravu vypracoval:
Mgr. Radim Dobias, Ph.D. (Narodni referencni laborator pro mykologickou diagnostiku,
pri Zdravotnim Ustavu se sidlem v Ostravé, Ostrava)

Zpravu autorizoval:
Mgr. Radim Dobias, Ph.D.
Tel: 596 200 239

Dne: 19. 5. 2023

Pracovisté 2 ESPT
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
e-mail: ehk@szu.cz
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

PT#M/38/2023

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/38/2023

Identifikace cyklu:

EHK 1332

Nazev PT:

Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

Koordinator:

Mgr. Radim Dobias, Ph.D.

Podstata a Ucel

Ovéreni schopnosti identifikovat klinicky vyznamné druhy

PT/EHK: vlaknitych mikromycetd

Kritéria pro Ucast na Pozadavky na laboratore: zajisténi spravné laboratorni praxe
PT/EHK:

Charakteristika Viz kapitola 3 zavérecné zpravy — Identifikované kmeny
materialu: hyfomycetd izolované na Sabouraudové agaru s vitaminem.

Hodnocené ukazatele:

Zpisob pripravy:

Viz kapitola 2 zaveérecné zpravy

Pocet Gcastnikd: 29
Termin distribuce 7.2.2023
vzorkd{:

Informace Ucastnikdm

zasilané spolu se vzorky

Termin pro odeslani
vysledkl Ucastniky:

28. 2. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1332, PT # M/38, ¢. 1-4, 7. 2. 2023

Zabezpeceni  jakosti
vzorku vcetné testu
homogenity a stability:

Zabezpeceni stability vzorkd: Stabilita je zajiSténa manipulacemi za
sterilnich podminek, vhodnym skladovanim, rychlym transportem ke
zpracovani a urcenim terminu, do kterého musi byt odeslan vysledek
zpét k vyhodnoceni.

Testovani homogenity neni mozno provést vzhledem k tomu, Ze se
jedna o distribuci narostlych kultur na Zivném médiu. Stabilita je
posuzovana na zakladé testovani vybranych vzork{l po ukonceni
cyklu EHK: po vybéru jsou vzorky kultivovany za béznych
laboratornich podminek v souladu s normou CSN 15189 a je ovéfena
schopnost rlistu testovaného kmene. V priibéhu testu je provedena
makro-morfologicka pohledova kontrola rlistu kment vSech
rozesilanych naockovanych kmen a identifikace téchto kontrolnich
kmend.

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokyn( organizatora,
zaména vzorkd, nezZivotaschopnost kmene vlivem nedodrzeni ¢asl
re-izolace

Zplsob vyhodnoceni
vysledkd:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni pfijaté vztazné
hodnoty:

Vtaznou hodnotou jsou vysledky druhové identifikace kmene
v NRL pro mykologickou diagnostiku, které byly ziskany
identifikaci pvodniho vybraného kmene z klinického materialu
potvrzeného sekvenci DNA narostlé kultury a porovnanim
s typovou sekvenci DNA dle databaze CBS-KNAW (=
ocekavané vysledky)

Urceni maximalni
smérodatné odchylky:

Aritmeticky pr@mér vSech hodnocenych laboratofi minus 2
smérodatné odchylky. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud
dosahne bodového limitu, ktery se vypocitava podle vzorce: Limit =
aritmeticky prmér 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 nelspésné.

Jestlize stejny typ atypického vysledku vykaze vétSi pocet
UCastnikl, mdZe byt prihlédnuto k tomu, zda neexistuje
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/38/2023

statisticky vyznamna souvislost mezi typem pouzitého testu a
zminénou odchylkou. V takovém ptipadé koordinator provede
hodnoceni po odborné konzultaci s poradni skupinou.

Termin uverejnéni 10. 3. 2023
oCekavanych vysledkd

Termin uverejnéni Do 23. 5. 2023
zavérecCné zpravy

2. Zplsob pripravy vzork

Pripravu a zabezpeceni jakosti vzork{ zajiStuje NRL pro mykologickou diagnostiku,
Laborator klinické mykologie, Oddéleni bakteriologie a mykologie, Centra klinickych
laboratofi Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostravé, Partyzanské nam. 7, 702 00, Ostrava,
akreditované u CIA (¢. 551/2020) dle CSN EN ISO 15189. Koordinator: Mgr. Radim
Dobiag, Ph.D. (ZUOVA)

Zpracovani a rozplnéni vychoziho materialu

Klinické vzorky byly zpracovany standardnim zptisobem pouzivanym v laboratofi klinické
mykologie subdodavatele, Cisté kultury jsou izolovany, identifikovany do druhu.
Ziskané izolaty mykotickych organizml byly pomnozeny a byla provedena kontrola
Cistoty kultur a kontrola spravnosti identifikace. Identifikace vlaknitych hub pomoci
fenotypovych (makro a mikromorfologie) metod, metodou kultivacni a mikroskopickou
byla nasledné ovérena konfirmacnim postupem, pomoci sekvence fungalni DNA oblasti
dlouhé podjednotky 28s rDNA, ITS 1-4, D1-2, B-tubulin a identifikovana dle validované
databaze CBS — KNAW (propojené s taxonomickou databazi mycobank.org). Vychozi
material byl vyockovan do plastovych lahvi¢ek s agarem, uzavien, oznacen a ulozen do
prepravni krabice a doru¢en kuryrem (pravidelnym svozem ZU Ostrava) z NRL pro
mykologickou diagnostiku ZU Ostrava do SZU Praha. Pro kazdy vzorek je vystaven
protokol o pripravé vzorkd, ve kterém jsou uvedeny veskeré manipulace provadéné
S pfipravovanym vzorkem.

3. Charakteristika materialu

Typ a uskladnéni vychoziho materialu

Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkd jsou identifikované kmeny mikroskopickych
vlaknitych hub izolované z klinického materidlu dodaného do laboratore subdodavatele.
Izolaty pochazeji primo z klinického materialu, ktery neni predtim nijak skladovan, pouze
po dobu nezbytné nutnou k transportu odebraného vzorku pacienta do laboratore
subdodavatele.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/38/2023

Nazev série EHK Pocet vzorky jsou urceny k testovani
vzorkd téchto cilovych markerit
Vv sérii
Kultivace a 4 Vybrané izolaty vlaknitych mikromycet(
identifikace z klinického materialu izolované
vlaknitych do transportni kultury
mikroskopickych
hub

Jednotlivé vzorky predstavuji simulovany humanni klinicky material s obsahem cilovych
druh mikromycetd.

C. vzorku kmen poznamka
1. Aspergillus niger
2. Aspergillus fumigatus
3. Microsporum canis
Trichophyton L
4, benhamiae/Arthroderma Edukativni
. vzorek
benhamiae

4. Zptisob hodnoceni

Vysledkové formulare ucastnikd predava k vyhodnoceni koordinacni pracovisté ESPT 2
uvedené v SOP-M Cinnost koordina¢niho pracovisté ESPT2 (viz bod 5.2).

Bodové hodnoceni Ucastnikl vychazi z oCekavanych vysledkl ziskanych opakovanym
vySetfenim vzork( na pracovisti subdodavatele (koordinator) a je nastaveno tak, ze
dvéma body je hodnocena shoda s ocekavanym vysledkem, jednim bodem je
hodnocena cCastecna shoda a bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se
s ocekavanym vysledkem neshoduiji. Volba metody pro testovani vzork{ zavisi na rutinni
praxi Ucastnika, pokud jsou vzorky vySetfeny vice metodami, body se nenasobi a hodnoti
se laboratorni zavér Ucastnika.

Za identifikaci mykotického agens ve 4 vzorcich (4 izolatd) mohou laboratore ziskat
maximalné 6 bod{, protoZe vzorek Cislo 4 ma edukativni charakter a body se za néj
neudéluji. Laborator Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery
se vypocitava podle vzorce (Limit = aritmeticky priimér vysledkd vSech laboratofi minus
dvé smérodatné odchylky). Pokud se v hodnocené skupiné vyskytne pracovisté
s extrémné nizkym bodovym ziskem (<50 % maximalniho bodového zisku), je
vylou¢eno z vypoctu limitu. Takové pracovisté je automaticky hodnoceno jako
neuspésné.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub PT#M/38/2023

Jako spravné jsou hodnoceny odpovédi s nazvy anamorfniho, pripadné teleomorfniho
stadia jednotlivych taxond.

Jestlize stejny typ atypického vysledku vykaze vétsi pocet ucastnikl, mlze 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.

5. Vyhodnoceni

Tabulka ¢&. 1: Uspésnost laboratofi v sérii EHK 1332
6 bodd za bezchybnou identifikaci (rod/druh).

Dosazené body 4 6
Pocet laboratofi 3 26
Procento 10,3 89,7

Maximalniho poctu bodi dosahlo 26 laboratofi z 29 ziiCastnénych.
Aritmeticky pr@mér byl 5,00

Smérodatna odchylka byla 0,6199

Limit (t. j. prdmér -2 smérodatné odchylky) byl 3,76 bodd.

Limit splnilo 29 laboratofi.
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

PT#M/38/2023

Tabulka ¢. 2: Bodové hodnoceni vysledkii jednotlivych laboratofi (n=32)
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Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub

PT#M/38/2023

Tabulka c. 3: Podily spravnych odpovédi v identifikacich jednotlivych

vzorkl/kment
Vzorek Mikroorganizmus Pocet laboratori Procento
1 Aspergillus niger 29 100,0
2 Aspergillus fumigatus 29 100,0
3 Microsporum canis 26 89,7
Trichophyton
4 benhamiae/Arthroderma 23 79,3
benhamiae

Z4dna laboratof v pilotni sérii EHK Kultivace a identifikace viaknitych mikroskopickych
hub neméla problém s identifikaci vzorku €. 1 a 2 (Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus). U vzorku €. 3, ktery obsahoval kmen Microsporum canis, mély problém
s identifikaci 3 laboratore, v jednom pripadé doSlo k zaméné za Microsporum audinii
a ve dvou pripadech za Trichophyton mentagrophytes a Trichophyton interdigitale.

6. Zaveér

EHK 1332 — Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych hub se ztcastnilo 29
laboratori, vysledky k hodnoceni dodaly vSechny laboratore.
Uspélo vsech 29 laboratofi.

Lze konstatovat, ze série EHK 1332 ,Kultivace a identifikace vlaknitych mikroskopickych
hub" probéhla Uspésné.

Na zakladé prizkumu vyuziti diagnostickych testl pro identifikaci kmen( ve vzorcich a
podnétl ucastnikl EHK 1332 budou v pFisti sérii zohlednény pripominky, které se tykaly
nedostatku cCasu potfebného pro kultivaci a identifikaci vlaknitych hub, zvlasté
dermatofytd. Doba potiebna pro nezbytné ukony vedouci ke spravné
identifikaci bude prodlouzena o 14 dni, coz by mélo vést ke zvySeni komfortu
uZivatel v pristich sériich EHK. Vyznam edukacniho vzorku byl pfinosem a vzhledem
k vysoké Uspésnosti identifikaci bude druh Trichophyton benhamiae/Arthroderma
benhamiae bézné fazen mezi bodové hodnocené vzorky v nasledujicich sériich EHK.
V dalsich sériich EHK se také miZze zvysit poCet bodovanych pozic ze soucasnych 3 na
4. Toto navyseni prispéje ke zvysSeni poctu uznatelnych bodl a zvysi bodovy rozptyl pro
vypocet smérodatné odchylky.

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

KONEC ZAVERECNE ZPRAV
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