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Program zkouseni zplsobilosti PT#M/1-1/2023 je zaméfen na ovéreni schopnosti Ucastnikl provést
detekci mykobakterii v simulovanych vzorcich biologického materidlu pomoci mikroskopie a
kultivace.

Navrh a realizace PT#M/1-1/2023 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu EHK (Ing. Véra Dvordkova Ph.D., NRL pro mykobakterie) 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 dlvérnymi a nejsou bez souhlasu
Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zavéreCné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zucastnénou laborator
k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaseni kédem
laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval: ]
Ing. Michaela Hornikova, Ph.D. a Ing. Véra Dvorakova, Ph.D. (NRL pro mykobakterie, SZU Praha)

Zpravu autorizoval:
Ing. Dvorakova, Ph.D.
Tel: 267 082 424

Dne: 26. 6. 2023

Pracovisté 2 ESPT
https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
e-mail: ehk@szu.cz
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium

PT# M/1-1/2023

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

Identifikace cyklu:

EHK 1323

Nazev PT:

Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium

Koordinator:

Ing. Véra Dvorakova, Ph.D.

Podstata a ucel PT:

Prikaz (detekce) mykobakterii v simulovanych vzorcich biologického
materialu pomoci mikroskopie a kultivace.

Kritéria pro Ucast na PT:

Rutinné provadéné vysetrovani vzork( biologického materialu, zajisténi
spravné laboratorni praxe.

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavéreCné zpravy.

Hodnocené ukazatele:

Mikroskopie:  pozitivita  (pfitomnost acidorezistentnich  tyCinek

prislusnikl rodu Mycobacterium ve vzorku) x negativita

Kultivace: pozitivita (pozitivni kultivace kultury mykobakterii rodu
Mycobacterium ve zvoleném médiu) x negativita

ZpUsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnik{:

37

Termin distribuce vzorka:

24. 1. 2023

Informace ucastnikiim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd
Ucastniky (stop termin):

4. 4. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1323, PT#M/1-1, €. 1 -5,

Zabezpeceni jakosti vzorku vcetné
testu homogenity a stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

NedodrzZeni spravné laboratorni praxe.

Zplsob vyhodnoceni vysledkd:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Vztaznou hodnotou je vysledek dosaZzeny pfi testovani vzorkd
zarazenych do EHK v NRL/M, které se provadi (Casové) soubézné s
probihajicim EHK v jednotlivych laboratofich.

Urceni maximalni smérodatné
odchylky:

Smérodatna odchylka se vypocita jako druhd odmocnina rozptylu
hodnot bodového hodnoceni jednotlivych laboratofi od aritmetického
prdméru dosazenych bod@ vsech laboratofi.

Zpravy:

Termin uverejnéni predbéznych | 19. 4. 2023
vysledkd{:
Termin uverejnéni zaveérecné Do 27. 6. 2023
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2023

2. Zplisob pripravy vzork
2.1 Postup pripravy vychoziho materialu

V pripravné pld bylo dne 18. 1. 2023 pfipraveno 750 ml sterilniho 0,3% agaru OXOID se 3,5 ml
sterilizované koncentrované Sulovy pldy. Agar byl rozplnén po 1 ml do 5 x 43 sterilnich plastovych
mikrozkumavek / eppendorfek (5 vzorkd pro kazdou z 37 prihlasenych laboratofi + 3x rezervni
vzorky + 3x vzorky pro testovani v NRLM) a ulozen v lednici. Zkumavky jsou dodavany
Koordinac¢nim pracovistém (objem 2 ml, Sroubovaci uzavér s tésnénim). Pro sérii EHK 1323 byla
vybrana kultura M. tuberculosis, kterou jsme otestovali 19. 1. 2023, 20. 1. 2023 a 27. 1. 2023
metodou GenoType, zda se jedna o Cistou kulturu.

2.2 Zabezpeceni kvality vychoziho materialu, homogenita a stabilita

» Kontrola Cistoty kultury pouzitych mykobakterialnich species molekularnimi metodami
zalozenymi na hybridizaci (GenoType) a to celkem 3x - po vybrani kultury pro sérii EHK,
pred distribuci vzorkl a po distribuci vzorkd do pfihlasenych laboratofi.

* Kontrola sterility agaru OXOID

« Testovani kontrolnich vzorkd akreditovanymi metodami dle schvalenych SOP
koordinatora EHK (Ing. Véra Dvorakova, Ph.D., NRL pro mykobakterie) pred distribuci
vzorkl do pfihlasenych laboratofi a po distribuci vzorkl do pfihlasenych laboratofi
(¢asové soubézné s testovanim, které provadi prihlasené laboratore)

2.3 Rozplnéni vychoziho materialu

Dne 20. 1. 2023 bylo do jednotlivych eppendorfek sagarem pfidano po 0,1 ml kultury
mykobakterii (M. tuberculosis evid. C. 430/22) nebo destilované H,O dle schématu v kapitole 3.
VSechny vzorky byly zajistény parafilmovou fdlii, ulozeny do krabi¢ek oznacenych A — E a
uschovany v lednici. Vzorky byly 23. 1. 2023 predany pracovnicim koordinacniho pracovisté
ESPT 2 k rozdéleni a distribuci do jednotlivych laboratofi. Jedna sada vzork( byla soucasné
testovana v NRL/M pro zabezpeceni kvality vzorku.

3. Charakteristika materialu

A M, tuberculosis 41/23 (430/22 evid.C.) 107
B negativni 42/23 destilovana H.O
C M, tuberculosis 43/23 (430/22 evid.C.) 107
D M. tuberculosis 44/23 (430/22 evid.C.) 102
E negativni 45/23 destilovana H.O

4. Zphsob hodnoceni

Vzorky se hodnoti kvalitativné. Hodnoceni vychazi z vysledk{ testovani v NRL/M. Pfi hodnoceni
jednotlivych laboratofi se porovnava vysledek dané laboratore s vysledkem dosazenym pfi testovani
vzorkl zafazenych do EHK v NRL/M, ktery je vztaznou hodnotou. Testovani se v NRL/M provadi
(Casové) soubézné s probihajicim EHK v jednotlivych laboratofrich.

Prehled bodového hodnoceni vysledkii:
Maximalni mozny bodovy zisk Cinil 20 bodi

« Spravny vysledek mikroskopie, nebo kultivace = 2 body
+ Falesna negativita mikroskopie, nebo kultivace = 0 bodd
+ Falesna pozitivita mikroskopie, nebo kultivace = 0 bod(
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2023

5. Vyhodnoceni

35 laboratofi ziskalo 20 bodd, 2 laboratore ziskaly 18 bod.
Aritmeticky prdmér dosazenych bod{ se rovnal 19,9 bodd.
Limit (aritmeticky pr@imér minus 2 smérodatné odchylky) ¢inil 18,9 bodu.

Limit splnilo 35 (94,6 %) laboratofi.
6. Zaveér

EHK 1323 - Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium se zcastnilo 37 laboratofi, vysledky
dodaly vSechny laboratore.
Uspélo 35 laboratofi, neuspély 2 laboratore.

V letosnim roce vétsina laboratori (20 ze 37, tedy 54 %) pouzila fluorescencni mikroskopii, zbyvajici
laboratore pouzily Ziehl-Neelsenovo barveni. Jedna laboratof vyuzivajici Ziehl-Neelsenovo barveni
v Casti mikroskopie neuspéla.

Nejcastéji vyuzivanou metodou dekontaminace v ztcastnénych laboratofich je metoda PETROFF (24
z 37 prihlasenych laboratori, tj. 64,8 %), nejbéznéjSim pouzivanym médiem pro kultivaci je pak
Léwenstein-Jensenova vajecna plda. Tuto pddu vyuzilo 64,8 % prihlasenych laboratofi a dalSich
vice nez 20 % laboratofi vyuziva Lowenstein-Jensenovu pldu v kombinaci s dalsimi metodami
kultivace. Jedna laborator v ¢asti kultivace neuspéla.

Laboratofe, 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.

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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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium

PT# M/1-1/2023

Priloha 1 - Tabulky

Tabulka 1. Vysledky EHK podle poctu dosazenych bodd.

Body* 20 18
Pocet laboratofi 35 2
(% laboratori) 94.6 6.4

* [imit (hranice Uspésnosti) = 18.9 bodu

Tabulka 2. Souhrny vysledk{

Souhrnné vysledky mikroskopického a kultivaéniho vySetfeni — pocet laboratofi se spravnym
vysledkem pro jednotlivé vzorky a jejich podil z celkového poctu prihlasenych laboratofi.

Vzorek Mikroskopie Kultivace
A 37 (100 %) 37 (100 %)
B 37 (100 %) 37 (100 %)
C 37 (100 %) 37 (100 %)
D 37 (100 %) 36 (97,3 %)
E 36 (97,3 %) 37 (100 %)

Tabulka 3. Charakter chyb mikroskopie a kultivace

Mikroskopie Kultivace
Vzorek | Falesna pozitivita | FaleSna negativita | FaleSna pozitivita | FaleSna negativita
A X X X X
B X X X X
C X X X X
D X X X 1
E 1 X X X

Tabulka 4. Prehled metod mikroskopie pouzitych zGCastnénymi laboratoremi a rozlozeni
spravnych vysledkl a chyb (falesné pozitivnich a falesSné negativnich vysledkd) v ramci téchto
kategorii v ¢asti mikroskopie.

Metoda mikroskopie

Pocet laboratori

Spravné urceni*

Falesné pozitivni*

FaleSné negativni*

Ziehl-Neelsenovo

barveni 17 (46 %) 16 (94 %) 1(6 %) 0 (0 %)
Fluorescencni
mikroskopie 20 (54 %) 20 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
celkem 37 (100 %) 36 (97,3 %) 1(2,7 %) 0 (0 %)

* procenta udavaiji podil poctu laboratofi se spravnym vysledkem z poctu laboratofi pouzivajicich

danou metodu
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium

PT# M/1-1/2023

Tabulka 5. Prehled hlavnich metod dekontaminace a kultivace (typ média) pouZzivanych

v prihlasenych laboratorich a rozlozeni spravnych vysledkd a chyb (faleSné pozitivnich a falesné
negativnich vysledk{) v ramci téchto kategorii v ¢asti kultivace.

Metoda
. dekontaminace PETROFF N-A-L-C HCl + NaOH | Lauryl sulfat celkem
etoda
kultivace
Léwenstein-Jensen 16 (43,2 %) 4 (10,8 %) 3 (8,1 %) 1(2,7 %) 24 (64,8 %)
spravné urceni 16 (100 %)* 4 (100 %)* | 2 (66,7 %)* | 1 (100 %)* | 23 (95,8 %)*
fale$n& pozitivni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
fale$n& negativni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 1 (33,3 %)* 0 (0 %)* 1 (4,2 %)*
Ogawa 2 (5,4 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1 (2,7 %) 3 (8,1 %)
spravné urceni 2 (100 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 1 (100 %)* 3 (100 %)*
fale$né pozitivni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
faleSné negativni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
Middlebrook 7h10 1(2,7 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1(2,7 %)
spravné uréeni 1 (100 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 1 (100 %)*
falesSné pozitivni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
faleSné negativni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
MGIT 1(2,7 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 1(2,7 %)
spravné urceni 1 (100 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 1 (100 %)*
fale$né pozitivni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
faleSné negativni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
Kombinace metod** 4 (10,8 %) 3 (8,1 %) 0 (0 %) 1 (2,7 %) 8 (21,6 %)
spravné uréeni 4 (100 %)* 3 (100 %)* 0(0%)* | 1(100%)* | 8 (100 %)*
fale$né pozitivni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
faleSné negativni 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)* 0 (0 %)*
celkem 24 (64,8 %) 7 (18,9 %) 3 (8,1 %) 3 (8,1 %) 37 (100%)

* procenta udavaiji podil poctu laboratofi se spravnym / chybnym vysledkem z poctu laboratofi pouzivajicich

danou metodu

** néktere laboratore vyslovné uvedly, Ze pro kultivaci vyuzivaji kombinaci nékolika metod, nejcastéji se
jednalo o kombiaci L-J pddy, pldy Ogawovy a Sulovy pddy, pfipadné pddy Middlebrook 7h10 nebo také
kultivace v systému Bactec MGIT
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2023

Tabulka 6. Prehled vysledk( jednotlivych laboratofi.

EHK 1323 - Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium
odeslano: 24. 1. 2023
uzavérka: 4. 4. 2022

Ocekavané vysledky:
A — pozitivni B — negativni C — pozitivni D — pozitivni E — negativni

Pof. | Kéd | Mikroskopie Charakter chyby Kultivace Charakter chyby | 3 BODU
cislo spravné urceni | (fal. poz. / spravné urceni | (fal. poz. /
fal. neg.) fal. neg.)

1 9 5x 5x 20

2| 17 5x 5x 20

3| 28 5x 5x 20

4| 32 5x 5x 20

5| 39 5x 5x 20

6| 47 5x 5x 20

7| 51 5x 5x 20

8| 55 5x 4x falesna negativita 18

9| 58 5x 5x 20
10 | 61 5x 5x 20
11| 64 5x 5x 20
12 | 65 5x 5x 20
13| 66 5x 5x 20
14| 71 5x 5x 20
15| 89 5x 5x 20
16 | 156 5x 5x 20
17 | 184 4x falesna pozitivita 5x 18
18 | 192 5x 5x 20
19 | 207 5x 5x 20
20 | 208 5x 5x 20
21 | 214 5x 5x 20
22 | 215 5x 5x 20
23 | 228 5x 5x 20
24 | 290 5x 5x 20
25 | 317 5x 5x 20
26 | 324 5x 5x 20
27 | 333 5x 5x 20
28 | 341 5x 5x 20
29 | 345 5x 5x 20
30 | 369 5x 5x 20
31| 370 5x 5x 20
32 | 388 5x 5x 20
33 | 407 5x 5x 20
34 | 456 5x 5x 20
35| 590 5x 5x 20
36 | 760 5x 5x 20
37 | 792 5x 5x 20
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