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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zplsobilosti PT#M/13/2023 (EHK 1338) a PT#M/14/2023 (EHK 1339) byl
zaméren na detekci HBV-DNA a HCV-RNA.

Navrh a realizace PT#M/13-14/2023 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zpUsobilosti (ESPT)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracoviété 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 kazdou zicastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: https://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaseni
kédem laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval:
Mgr. Pavel Fritz, NRL pro virové hepatitidy, SZU Praha

Zpravu autorizoval:
Mgr. Pavel Fritz

Tel. 267 082 484
Dne: 24. 7. 2023

Pracovisté 2 ESPT
https://szu.cz/sluzby/zkouseni-zpusobilosti/zkouseni-zpusobilosti-pro-lekarskou-mikrobiologii/
e-mail: ehk@szu.cz
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Detekce HBV-DNA a HCV-RNA

PT#M/13-14/2023

1 / Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/13-14/2023

Identifikace cyklu:

EHK 1338-1339

Nazev PT: Detekce HBV-DNA, detekce HCV-RNA
Mgr. Pavel Fritz
Koordinator: Narodni referen¢ni laboratot pro virové hepatitidy
tel.: +420 267082484 (2455); email: pavel.fritz@szu.cz
Podstata a tiéel PT: Prikaz HBV-DNA (DNA viru hepatitidy B) a HCV-RNA (RNA viru

hepatitidy C)

Kfritéria pro ucast na PT:

Znalost postupii; technické vybaveni pro diagnostiku cilovych
markertil

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Pozitivita, negativita vzorku

Zpusob ptipravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet ucastniku:

EHK1338: 45 prihlasenych Gcastniki (44 dodalo vysledky)
EHK1339: 50 piihlagenych Gastnikil (viichni dodali vysledky)

Termin distribuce vzorka:

27. 3. 2023

Informace ucastnikum:

viz Informace pro ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkii
ucastniky (stop termin):

Do 1. 5. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

a) EHK1338, PT#M 13, vzorky 1-6, 27. 03. 2023
b) EHK1339, PT#M 14, vzorky 1-6, 27. 03. 2023

Zabezpeceni jakosti vzorku
véetné testu homogenity a
stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

nedodrzeni spravné laboratorni praxe a pokynti organizatora, zaména
vzorkll

Zpusob vyhodnoceni vysledki:

Viz kapitola 4 zavéreCné zpravy

Ur€eni ptijaté vztazné

Neurcuje se

hodnoty:

Urceni maximalni smérodatné | Neurcuje se
odchylky:

Termin uvetejnéni 11. 5. 2023
predbéznych vysledki:

Termin uvetejnéni zaverecné | Do 24. 7. 2023

Zpravy:

2 / Zplsob pFipravy vzorkd

2.1 Primarni zpracovani biologického materialu

Vychozim materidlem pro pripravu vzork{ jsou lidské plazmy. Stabilita plazem je zajisténa pfi-
danim antibakterialniho cinidla ProClin 950 v koncentraci 0.01%. Obsahuje-li material po roz-

mrazeni viditelné Castice organického materialu (bilkoviny, tuky), je zcentrifugovan. Plazmy
mohou byt pro dosazeni potfebného objemu fedény fyziologickym roztokem, pripadné jinou

plazmou (smésné vzorky).

2.2 Vysetieni cilovych marker(, testovani homogenity a stability

Vychozi material je testovan na cilové markery metodou Real Time PCR. Finalni material (po
pfipadném fedéni ¢i tvorbé smési) je znovu testovan na cilové markery metodou Real Time
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PCR. Test stability je provadén pouze, existuje-li prodleva mezi pfipravou vzorkd a distribuci.
V EHK 1338 i 1339 byly vzorky pfipraveny bezprostiedné pred distribuci a distribuovany za-
mrazené (na suchém ledu). Stabilita materidlu po distribuci (stejné jako homogenita) je analy-
zovana z vysledkd Ucastnickych laboratofi a (v pfipadé potreby) z archivnich vzork( uskladné-
nych v referencni laboratori. Zakladni soubor dat pouzitych k analyze je dostupny vSem Ucast-
nikdm jako soucast zavérecné zpravy (tabulky ¢. 2 a 3). Ackoli jsou kvantitativni hodnoty ana-
lyzovany a komentovany, netvori soucast bodového hodnoceni ucastnikd.

2.3 Rozplnéni materialu

K rozplnéni materialu doslo v 3-tydennim obdobi mezi jeho pripravou a distribuci. Material byl
po rozplnéni zamrazen pfi teploté -20°C a/nebo -80°C a poté distribuovan na suchém ledu.
Sérii EHK 1338 tvorilo 6 materiall (vzorkd), z nichz kazdy byl rozplnén do aliquotli po 1,5 ml.
Sérii EHK 1339 tvorfilo 6 materiall (vzorkd), z nichz kazdy byl rozplnén do aliquotli po 1,5 ml.
Rozplnéni jednotlivych material( (vzork{) probihalo ¢asové oddélené od ostatnich, coz branilo
vzajemné kontaminaci.

3 / Charakteristika materialu

Série EHK 1338 byla urcena pro stanoveni pritomnosti DNA viru hepatitidy B, série EHK 1339 pro
stanoveni RNA viru hepatitidy C.

Kazdou ze sérii tvorilo 6 vzorkd, z nichZz 4 byly pozitivni a 2 negativni. Objem vzork( Cinil
cca 1,5 ml lidského séra nebo plazmy.

Tabulka 1: Ocekavané vysledky (sila pozitivity znazornéna orientacné krizky)

marker ¢. vzorku
1 2 3 4 5 6
HBV-DNA neg. poz. poz. poz. poz. neg.
(EHK-1338) (++) (+) (+++) | (+++4)
HCV-RNA poz. neg. neg. poz. poz. poz.
(EHK-1339) (+/-) (+4) (+) (+++4)

V sérii EHK 1338 cinily koncentrace HBV-DNA namérené v NRL-VH 6,7x10el IU/ml
(vzorek 3), 6,2x10e2 (vzorek 2), 6,9x10e3 (vzorek 4) a 6,3x10e4 (vzorek 5). V sérii EHK 1339
Cinily namérené koncentrace HCV-RNA 2,2x10el IU/ml (vzorek 1), 7,8x10el (vzorek 5), 1,1x10e3
(vzorek 4) a 1,3x10e4 (vzorek 6).

Vysledky ziskané v referencni laboratofi nelze brat jako presny standard. Pri testovani
nukleovych kyselin metodou PCR existuje prirozeny rozptyl hodnot v zavislosti na typu pouzité
soupravy i specifickych podminkach kazdého béhu.

4 |/ Zplsob hodnoceni

Nejslabsi pozitivni vzorky v obou sériich (vzorek €. 3 v sérii EHK 1338 a vzorek €. 1 v sérii EHK
1339) slouzily ucastniklm k ovéreni citlivosti pouZivanych metod a nebyly soucasti bodového
hodnoceni. U zbyvajicich vzorkd znamenal kazdy neshodny vysledek pro Ucastnika hodnoceni
Jlaboratof neuspéla“.

Kvantifikace pozitivnich vysledkl nebyla povinna ani bodové hodnocend, vyraznéjsi
nepresnosti se vSak promitly do komentare referencni laboratore.
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5 / Vyhodnoceni

Vzorky byly distribuovany 27. 3. 2023, kone¢nym terminem pro dodani vysledkd byl 1. 5.
2023.

Obou sérii se zucastnilo celkem 51 laboratori, z nichZ 1 testovala pouze HBV-DNA, 7 pouze
HCV-RNA a zbyvajicich 43 oba markery. VSichni prihlaseni Gcastnici dodali vysledky.

Své vysledky kvantifikovalo 38 laboratofi u markeru HBV-DNA (86,4%) a 43 u markeru
HCV-RNA (86,0%).

Celkové vysledky Ucastnik( jsou shrnuty v tabulkach 2-3 (Narodni referencni’ laborator’ pro
virové hepatitidy figuruje v obou tabulkach pod poradovym €. 1).

Nejvyraznéjsi rozdil mezi obéma sériemi spocival v poCtu laboratori, které nezachytily
nejslabsi (nebodovany) pozitivni vzorek. Zatimco v sérii EHK-1338 vykazaly negativitu u nejslabsiho
pozitivniho vzorku dvé laboratore (4,5%), v sérii EHK-1339 to bylo 10 pracovist' (20%) a jedno
dalsi nedodalo vysledek kvdli inhibici. Tento nepomér je dan zejména rozdilnou koncentraci
cilovych markerl v nebodovanych pozitivnich vzorcich - konkrétné 6,7x10el IU/ml HBV-DNA
(vzorek €. 3, EHK 1338) a 2,2x10el IU/ml HCV-RNA (vzorek €. 1, EHK 1339). Nebodovany vzorek
pro HCV-RNA byl opravdu ,prisny". Hodnota okolo 20 IU/ml HCV-RNA je zhruba 3x nizSi nez u
nejslabsich pozitivnich vzorkl zafazovanych do systému EHK v minulych letech. Referencni
laboratof chtéla timto zplsobem ziskat presnéjsi data. Podle aktudlniho doporuceni Ceské
hepatologické spolecnosti pro chronickou infekci HCV by dolni detekéni limit pouzité techniky mél
byt < 15 IU/ml HCV RNA. Pro Uplnost uvedme, Ze hranic¢ni vysledky u nebodovanych vzorkd jsou
do statistik zahrnuty jako pozitivni.

U bodovanych vzorkl méla kazda chyba za nasledek hodnoceni ,laboratof neuspéla®.
V pripadé EHK 1338 Slo o dvé pracovisté. Prvni (s poradovym €. 43) vykazalo nedostatecnou citli-
vost metody, kdyZ vedle nejslabsiho pozitivniho vzorku €. 3, nezachytilo ani druhy nejslabsi pozi-
tivni vzorek €. 2 (6,2x10e2 IU/ml HBV-DNA). Druhé pracovisté (s poradovym ¢. 29) prekvapivé ne-
zachytilo pritomnost HBV-DNA u stfedné silného vzorku €. 4 (6,9x10e3 IU/ml HBV-DNA), prestoze
dva slabsi vzorky s nizsi koncentraci viru vysetfilo spravné. Problém tedy nebyl v citlivosti metody.

V pfipadé EHK 1339 chybovaly u bodovanych vzork{ 4 laboratofe. Dvé z nich (poradova C.
37 a 49) vykazaly nizsi citlivost metody, kdyZ vedle nejslabsiho pozitivniho vzorku €. 1, nezachytily
ani druhy nejslabsi pozitivni vzorek €. 5 (7,8x10el IU/ml HCV-RNA). Treti laborator (poradové C.
43) vykazala faleSnou pozitivitu u negativniho vzorku €. 2. Vzhledem k tomu, Ze zaroven ohlasila
negativitu u nejslabsiho pozitivniho vzorku €. 1, mize jit o zaménu vysledk{ pfi zapisu do elektro-
nického formulare. Hodnota falesSné pozitivity (7,1x10e2 IU/ml) je vSak o dost vysSi, nez by nebo-
dovanému vzorku €. 1 odpovidalo. Dodejme, Ze takto silnou hodnotu nelze ocekavat ani v pripadé
kontaminace vzorku €. 2 jinym vzorkem v sérii, pokud by se realizovala drobnou kapkou, kapénkou
Ci aerosolem (nejsilngjSi pozitivni vzorek €. 6 mél koncentraci pouze 1,3x10e4 IU/ml HCV-RNA).
Pricinu tedy neumime z hodnot vycist. Posledni chybujici laborator (poradové ¢. 26) vykazala nega-
tivitu u vSech Sesti vzorkd (vCetné Ctyf pozitivnich), coz znamend, ze v dobé testovani neméla
funkcni metodu.

Kvantifikace pozitivnich vysledkd nebyla soucasti bodového hodnoceni, zadna laboratof
vSak nevykazala extrémni vykyv od prlméru. Ciselné hodnoty vSech Ucastnikd Ize studovat
v tabulkach €. 2 a3.

Statni zdravotni Ustav Praha 5/5




Detekce HBV-DNA a HCV-RNA

PT#M/13-14/2023

Tab. 2: vysledky vySetieni HBV-DNA v sérii EHK 1338 (P = pozitivni, N = negativni)

pot-.¢. 1 2 3 4 5 6 jednotky
= ++ + +++ +4+++ =
1-NRL N 6,16x10e2 6,71x10el 6,90x10e3 6,30x10e4 N 1u/ml
2
3 N 7,46x10e2 8,22x10el 8,09x10e3 6,67x10e4 N neuved.
4 N P P P P N
5 N 6,66x10e2 5,10x10el 5,23x10e3 6,66x10e4 N 1U/mi
6 N 1,60x10e2 2,30x10el 1,70x10e3 1,30x10e4 N 1U/mi
7 N 7,41x10e2 6,70x10el 7,05x10e3 7,53x10e4 N 1u/ml
8
9 N 6,99x10e2 7,50x10el 6,57x10e3 9,42x10e4 N 1U/mi
10 N 4,70x10e2 5,00x10el 4,50x10e3 5,10x10e4 N 1u/ml
11 N 3,80x10el 1,00x10el 1,35x10e3 3,00x10e4 N 1u/ml
12
13 N 7,63x10e2 6,10x10el 7,71x10e3 6,69x10e4 N 1U/mi
14 N P P P P N
15 N 6,90x10e2 6,40x10el 6,71x10e3 5,42x10e4 N 1U/mi
16 N P P P p N
17 N P P P p N
18 N 5,76x10e2 5,79x10el 8,36x10e3 8,39x10e4 N 1u/ml
19 N 5,03x10e2 4,70x10el 5,87x10e3 5,45x10e5 N 1u/ml
20 N 7,02x10e2 7,10x10el 4,20x10e3 7,99x10e4 N 1U/mi
21 N P P P p N
22 N 3,80x10e2 3,30x10el 4,00x10e3 4,20x10e4 N 1U/mi
23 N 5,97x10e2 6,50x10el 7,05x10e3 8,11x10e4 N 1U/mi
24
25 N 2,40x10e2 0,91x10e1 4,90x10e3 3,60x10e4 N 1u/ml
26 N 2,59x10e2 N 2,10x10e3 2,18x10e4 N 1U/mi
27 N 6,85x10e2 5,91x10el 6,74x10e3 7,67x10e4 N 1U/mi
28 N 6,94x10e2 6,23x10el 7,38x10e3 7,55x10e4 N 1U/mi
29 N 5,00x10e2 8,41x10el N 1,27x10e5 N 1U/mi
30 N 2,50x10e2 hrani¢ni 3,83x10e3 3,32x10e4 N 1U/mi
31 N 5,67x10e2 5,30x10el 9,29x10e3 6,52x10e4 N 1U/ml
32 N P P P p N
33
34 N 4,17x10e2 3,15x10el 4,10x10e3 3,36x10e4 N 1U/mi
35 N 8,60x10e2 5,90x10el 9,80x10e3 1,70x10e5 N 1U/mi
36 N 4,67x10e2 5,90x10el 4,47x10e3 6,72x10e4 N 1U/mi
37 N 4,23x10e3 1,06x10e2 2,03x10e4 1,69x10e5 N 1U/mi
38 N 7,10x10e2 6,80x10el 7,14x10e3 7,94x10e4 N 1U/mi
39 N 8,55x10e2 6,15x10el 9,30x10e3 1,04x10e5 N 1U/mi
40 N 5,80x10e2 8,50x10el 6,28x10e3 8,22x10e4 N 1U/mi
41 N 5,19x10e2 7,23x10el 8,33x10e3 1,31x10e5 N 1U/ml
42 N 7,19x10e2 6,30x10el 7,22x10e3 7,92x10e4 N 1U/mi
43 N N N 1,60x10e2 2,92x10e3 N 1U/ml
44 N 6,70x10e2 6,40x10el 5,65x10e3 7,42x10e4 N 1U/ml
45 N 7,30x10el 3,90x10e1 9,86x10e3 9,35x10e4 N 1U/ml
46 N 5,62x10e2 0,60x10e1 9,34x10e2 6,97x10e4 N 1U/ml
47
48 N 4,00x10e2 5,70x10el 6,40x10e3 5,60x10e4 N 1U/ml
49
50 N 6,00x10e2 5,60x10el 5,00x10e3 8,40x10e4 N 1U/ml
51 N 1.00x10e3 5,00x10el 1,00x10e4 1,30x10e5 N 1U/ml
52 N 6,12x10e2 7,10x10el 7,88x10e3 7,17x10e4 N 1U/ml

Laboratofe, u nichz nejsou uvedeny ¢iselné hodnoty, své vysledky nekvantifikovaly. Potadova ¢isla laboratofi
V této tabulce nemaji souvislost s jejich zavedenymi kody v EHK (NRL pro VH uvedena pod ¢islem 1).
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Tab. 3: vysledky vySetieni HCV-RNA v sérii EHK 1339 (P = pozitivni, N = negativni)
pof-.¢. 1 2 3 4 5 6 jednotky
+/- - - ++ + +++
1-NRL 2,22x10el N N 1,11x10e3 7,78x10el | 1,27x10e4 1U/ml
2 inhibice N N 1,05x10e3 7,40x10el | 1,10x10e4 1U/ml
3 3,57x10el N N 1,37x10e3 2,42x10e2 | 1,32x10e4 neuved.
4 N N N P P P
5 N N N 2,12x10e3 1,28x10e2 | 1,12x10e4 1U/ml
6 N N N 1,50x10e3 4,00x10e2 | 1,90x10e4 1U/ml
7 1,70x10el N N 5,77x10e2 5,50x10el | 8,32x10e3 1U/ml
8 N N N 3,80x10e3 1,70x10e2 | 1,10x10e5 1U/ml
9 hrani¢ni N N 1,30x10e2 2,87x10el | 2,13x10e3 1U/ml
10 3,90x10el N N 4,50x10e2 1,10x10e2 | 7,10x10e3 1U/ml
11 1,00x10el N N 1,38x10e3 1,35x10e2 | 3,29x10e4 1U/ml
12 1,80x10el N N 6,72x10e2 5,40x10el | 8,86x10e3 1U/ml
13 1,60x10el N N 1,04x10e3 9,20x10el | 1,09x10e4 1U/ml
14 P N N P P P
15 2,20x10el N N 7,18x10e2 6,30x10el | 1,10x10e4 IU/ml
16 P N N P P P
17 P N N P P P
18
19 3,10x10el N N 1,31x10e3 9,50x10el | 2,00x10e4 IU/ml
20 1,20x10el N N 6,70x10e2 1,04x10e2 | 1,03x10e4 IU/ml
21 P N N P P P
22 1,20x10el N N 4,30x10e2 4,40x10el | 4,40x10e3 IU/ml
23 2,20x10el N N 6,37x10e2 9,00x10el | 1,20x10e4 IU/ml
24 1,80x10el N N 6,31x10e2 1,04x10e2 | 9,58x10e3 IU/ml
25 3,13x10el N N 3,19x10e3 2,17x10e2 | 3,70x10e4 IU/ml
26 N N N N N N
27 3,03x10el N N 1,19x10e3 1,31x10e2 | 3,70x10e4 IU/ml
28 6,28x10el N N 1,29x10e3 1,50x10e2 | 1,57x10e4 IU/ml
29 N N N 9,76x10e3 1,70x10e2 | 7,72x10e4 IU/ml
30 7,58x10el N N 1,65x10e3 1,83x10e2 | 4,13x10e4 1U/ml
31 2,10x10el N N 6,90x10e2 7,50x10el | 1,00x10e4 1U/ml
32 P N N P P P
33 1,50x10el N N 6,26x10e2 6,10x10el | 1,15x10e4 1U/ml
34 0,20x10el N N 8,70x10el 1,00x10el | 1,23x10e3 1U/ml
35 1,80x10e2 N N 1,60x10e3 3,70x10el | 2,60x10e4 1U/ml
36 1,14x10e2 N N 5,72x10e3 1,17x10e3 | 4,50x10e4 1U/ml
37 N N N 6,51x10e2 N | 9,04x10e3 1U/ml
38 2,20x10el N N 8,66x10e2 9,20x10el | 7,33x10e3 1U/ml
39 N N N 1,28x10e3 6,68x10el | 9,04x10e3 1U/ml
40 1,20x10el N N 5,31x10e2 6,90x10el | 6,48x10e3 1U/ml
41 2,09x10el N N 7,54x10e2 7,78x10el | 8,70x10e3 1U/ml
42 1,60x10el N N 6,89x10e2 7,40x10el | 7,97x10e3 1U/ml
43 N | 7,10x10e2 N 5,65x10e3 4,00x10el | 3,76x10e4 1U/ml
44 2,70x10el N N 1,57x10e3 1,12x10e2 | 2,44x10e4 1U/ml
45 1,80x10el N N 7,40x10e2 5,40x10el | 8,31x10e3 1U/ml
46 1,30x10el N N 1,80x10e3 2,70x10el | 3,87x10e4 1U/ml
47 1,10x10el N N 6,09x10e2 9,40x10el1 | 7,11x10e3 1U/ml
48 1,50x10e3 N N 5,40x10e2 3,50x10el | 1,30x10e4 1U/ml
49 N N N 5,66x10e2 N | 1,41x10e4 1U/ml
50 1,70x10el N N 1,06x10e3 3,04x10e2 | 2,40x10e4 1U/ml
51 4,00x10e1 N N 5,00x10e2 6,30x10el | 5,00x10e3 1U/ml
52 1,60x10el N N 7,17x10e2 5,70x10el | 9,73x10e3 1U/ml

Laboratote, u nichZ nejsou uvedeny ¢iselné hodnoty, své vysledky nekvantifikovaly. Pofadova ¢isla laboratofi
V této tabulce nemaji souvislost s jejich zavedenymi kody v EHK (NRL pro VH uvedena pod ¢islem 1).
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Detekce HBV-DNA a HCV-RNA PT#M/13-14/2023

6 / Zavér

Série EHK 1338 byla uréena pro stanoveni pritomnosti DNA viru hepatitidy B, série EHK
1339 pro stanoveni RNA viru hepatitidy C.

Statistiku chyb vyrazné ovlivnilo zafazeni mimoradné slabého vzorku €. 1 v sérii EHK 1339
(2,2x10el IU/ml HCV-RNA), kde pritomnost cilového markeru nezaznamenalo 10 ucastnikd. Jedna-
lo se o vzorek nebodovany.

Nadpr@mérné bylo i mnozstvi neshodnych vysledkl u bodovanych vzorkd. Celkem neuspélo
5 laboratori (1x za marker HBV-DNA, 3x za marker HCV-RNA a 1x za oba markery). V predchozich
letech pfitom pocet netspésnych Ucastnikd kolisal mezi jednim a zadnym. Jde o vyrazny statisticky
vykyv, jaké ovsem (v relativné malém souboru) mohou nastavat.

Laboratore, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostfednictvim webové aplikace
SZU, a to do 30 dnd po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich vzorkl nebudou mit vliv
na opravu predchoziho neuspésného vysledku v rdmci 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 poutzijte také webovou aplikaci SZU

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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