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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/35/2024 (EHK 1392) byl zaméfen na identifikaci
enterovirl. Navrh a realizace PT#M/35/2024 (EHK 1392) byly provadény podle standardniho
operacniho postupu koordinatora programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni
zpOsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Ustavu (SzU). Toto pracowste je akreditovano Ceskym
institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel zkouseni zpUsobilosti ¢. 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 zlcastnénou
laborator k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po pfihlaseni
kddem laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval:
MUDr. Petra Rainetova, NRL pro enteroviry, szU Praha

Zpravu autorizoval:

MUDr. Petra Rainetova
Tel: 267 082 221 (333)
Dne 09. 4. 2024

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

PT# M/35/2024

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/35/2024

Identifikace cyklu:

EHK 1392

Nazev:

Detekce NK enterovirll

Koordinator:

MUDr. Petra Rainetova

Podstata a ucel PT/EHK:

Schopnost Ucastnik{ identifikovat pfitomnost enterovird v
simulovaném klinickém materialu

Kritéria pro Ucast na PT/EHK:

Pozadavky na laboratore — zajisténi spravné laboratorni praxe dle CSN
EN ISO 15189:2013

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele

Pozitivita, negativita vzorku

Zplsob pripravy

Viz kapitola 2 zavéretné zpravy

Ucastniky:

Pocet Ucastnika: 16

Termin distribuce vzorkd: 12. 3. 2024

Informace Ucastnikdm: Viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky
Termin pro odeslani vysledkl | 2. 4. 2024

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1392, PT # M/35, &. 1-3, 12. 3. 2024

Zabezpeceni kvality
vzorku:

Zabezpeceni homogenity: Homogenita je zajiSténa promichanim
vzorkl pred zahajenim alikvotovani do vzorkovnic.

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. Dlouhodoba stabilita vzorkd je zajisténa
zmrazenim pfi — 70 °© C.

Test homogenity a stability:

Kvalita, homogenita a stabilita je posuzovana na zakladé
opakovaného testovani vSech tfi vzorkl pomoci virus neutralizacniho
testu (VNT) a RT-gPCR: po naredéni, pred distribuci a v terminu
blizkém dni odeslani vysledkd zpét k vyhodnoceni (viz protokol o
pripravé vzorkd pro PT#M/35/2024 EHK-1392). Na kazdé testovani se
pouZije novy vzorek, prlikazem homogenity a stability vzorkd je
dosazeni totoznych vysledkl v Case. Vzorky jsou skladovany pfi
teploté

-70°C.

Mozné zdroje chyb:

Nedodrzeni spravné laboratorni praxe, lidsky faktor

Zplsob hodnoceni
vysledkd:

Viz kapitola 4 zaveérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné
hodnoty:

Vysledky NRL, ziskané trojitym opakovanym testovanim vzorkd

Urceni maximalni

Aritmeticky priimér vSech hodnocenych laboratofi minus 2 smérodatné

zZpravy:

smérodatnké odchylky: odchylky
Termin uverejnéni 4. 4. 2024
ocCekavanych vysledkd:

Termin uverejnéni zavérecné |do 25. 6. 2024

Statni zdravotni Ustav Praha

3/8




Identifikace enterovir( PT# M/35/2024

2. Zplisob pripravy vzorkd

2.1 Postup pripravy vychoziho materialu

Ze sbirky vybereme kmen ECHO virus 30 (E30) pomnozeny na tkanové kulture VERO. Dva vzorky
jsou médium.

Tekutinu z oznacené zkumavky po rozmraZeni testujeme pomoci metody PCR a titraci. Pokud
charakter materidlu souhlasi se stavem, pfi kterém byl uloZzen do sbirky kmen(, tak kmen viru
pomnozime.

MnoZeni virll se provadi v tkanovych kultivacnich lahvich. Po infikaci jsou tkanové kultury
inkubovany v termostatu. V prlbéhu kultivace je mikroskopicky ovéfen rlst virl na tkarnovych
kulturach podle vyskytu cytopatického projevu. Po ukonceni

inkubace se kultivacni lahve trikrat zmrazi pfi teploté — 20°C + 5°C a rozmrazi do tekutého stavu,
aby se z bunék uvolnil pomnozeny virus.

Objem materialu odpovida o¢ekavanému mnozstvi Gcastnikd.

Pritomnost viru v tkanové kulture po pomnozeni do potfebného objemu se prokazuje opét pomoci
metody PCR a titraci.

V pripadé vysoké koncentrace virového antigenu v prfipravovaném vzorku je mozné jeho doredéni
kultivacnim médiem tak, aby virova naloz ve vzorku odpovidala virové naloZi bézného klinického
materialu.

2.2 Zabezpeceni kvality vychoziho materialu, homogenita a stabilita

Zabezpeceni kvality: Pripraveny vychozi materidl je mnozen a nasledné testovan na pritomnost
virové nukleové kyseliny enterovirll v akreditované narodni referencni laboratofi pro enteroviry
pomoci metody PCR a titraci.

Kultivaéni tkariovd média obsahuji antibiotika pro zabranu bakterilni kontaminace. Cistota
neinfikované tkanové kultury i tkanové kultury s pomnozZenym virem je ovérena zkouskou sterility
v hovézim bujonu.

ZabezpeCeni homogenity: Homogenita je zajiSténa promichanim vzork pred zahajenim
alikvotovani do lahvic¢ek. Rozplnéné vzorky jsou pred expedici skladovany pfi mraznickové teploté (
— 20° C). V den distribuce vzork{ jsou testovany libovolné tfi vzorky tfikrat na pfitomnost virové
nukleové kyseliny enterovird.

Zabezpeceni stability vzork(: Stabilita je zajiSténa manipulacemi za sterilnich podminek, vhodnym
skladovanim a testovanim libovolnych tfi vzork( tfikrat na pfitomnost virové nukleové kyseliny
enterovirl po skonceni pfislusného kola.

2.3 Rozplnéni vychoziho materialu

Vhodné naredéné vzorky jsou postupné rozplnény po 1,5 ml.

Statni zdravotni Ustav Praha 4/8



Identifikace enterovir( PT# M/35/2024

Jednotlivé vzorky se ulozi do umélohmotnych krabic¢ek oznacenych podle poctu zasilanych vzorkl 1
— 3, do predani koordinacnimu pracovisti ESPT2 se vzorky se skladuji pti teploté — 20° C.

3. Charakteristika materialu

Vychozim materidlem je simulovany klinicky material, cozZ je virovy kmen enterovir E30 zaslany

z RRL WHO Helsinky.

Pro pfipravu vzork( jsou pouzity tkanové kultury infikované identifikovanym virovym kmenem E30
zaslanymi z RRL WHO v Helsinkach, ktery je rozpinén do zkumavek po 1,5 ml a ulozen v mrazicim
pultu pfi teploté - 65° C a nizsi.

Vzorek 1 negativni

Vzorek 2 pozitivni (E30)

Vzorek 3 negativni

4. Zphsob hodnoceni

Vysledky se zadavaji elektronicky do webového formulare, pristup do formulare se uzavre
v terminu ukonceni cyklu. Vystupy z laboratofi se o¢ekavaji v podobé pozitivni ¢i negativni
vysledek. Hodnoceni vysledkd ucastnikl elektronicky zadanych probiha za poutziti aplikace EHK2.

Bodové hodnoceni Ucastnikd vychazi ze vztazné hodnoty, kterou tvofi ocekavané vysledky ziskané
opakovanym testovanim vzork( v NRL. Dvéma body je hodnocena shoda s ocekavanym vysledkem
a bez bodového ohodnoceni jsou vysledky, které se s o¢ekavanym vysledkem neshoduii.

Metodou pro testovani vzorkd je urena PCR za pouZiti spravné laboratorni praxe.

Za identifikaci pritomnosti/nepritomnosti virového agens ve 3 vzorcich mohou laboratore ziskat
maximalné 6 bodd. Laboratof Uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu, ktery se
vypocitava podle vzorce (Limit = aritmeticky priimér vysledkd vsech laboratofi minus dvé smérodatné
odchylky L= P—2 * s

p 1 - X x4t
kde & n je aritmeticky primér dosazeného bodového hodnoceni x véech n
zUcastnénych laboratofi

1 n
s= "Z“’i“‘ P)?
a =1 je smérodatna odchylka vypocitana jako druha odmocnina rozptylu hodnot

bodového hodnoceni x jednotlivych laboratofi). Vypocet provede po zadani spravnych vysledkd aplikace
EHK2. 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.

Koordinator si vyhrazuje pravo pfi vysokém vyskytu atypickych vysledkd vyradit z hodnoceni cely
vzorek. Koordinator je opravnén v pripadé potreby jmenovat odbornou poradni skupinu pro reseni
konkrétniho kola dané série.

Zpilsob hodnoceni v pripadé nizsiho poctu Ucastnikd, nez je limit pro statistické vyhodnoceni (tj.
pro pfipad, Ze by se zkousky Ucastnilo méné nez 10 laboratofi), nelze pouzit statistické hodnoceni
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pro vypocet bodového limitu. V tomto pripadé se pouzije limit odpovidajici 80 % bodové
Uspésnosti.

V pripadé hrubé chyby (ktera by v praxi mohla vést k zavaznému poskozeni zdravi nebo ohrozeni
Zivota pacienta), Ize vyhodnotit vysledek Ucastnika celkové jako nelspésny i pfi dosazeni
dostatecného poctu bodd.

Pokud se v hodnocené skupiné vyskytne pracovisté s extrémné nizkym bodovym ziskem

(<50% maximalniho bodového zisku), je vylouceno z vypoctu limitu, aby nedoslo k ovlivnéni
celkového hodnoceni série EHK. Takové pracovisté je automaticky hodnoceno jako neulspésné.

5. Vyhodnoceni

Hodnoceno bylo 16 laboratofi.
Kazdy vzorek byl hodnocen v rozmezi 0 — 2 body, maximalni pocet bodl byl 6. 14 laboratofi ziskalo
maximalni pocet bodd. 2 laboratore ziskaly 4 body.

Ocekavany vysledek a souhrn zaslanych vysledkii

vzorek virové agens shoda neshoda*) nevysetieno
A Negativni 15 1 0
B Enterovirus (E30) 16 0 0
C Negativni 15 1 0

Bodové hodnoceni jednotlivych pracovist’

Kod Vzorek A Vzorek B | Vzorek C Dosazeny
laboratore pocet
bodii/ max.
bodi

20 2 2 2 6/6
26 2 2 2 6/6
28 2 2 2 6/6
34 2 2 2 6/6
51 2 2 2 6/6
65 2 2 0 4/6
115 2 2 2 6/6
208 2 2 2 6/6
211 2 2 2 6/6
333 2 2 2 6/6
350 2 2 2 6/6
369 2 2 2 6/6
532 2 2 2 6/6
554 2 2 2 6/6
595 0 2 2 4/6

Ocekavany | Negativni Enterovirus | Negativni

vysledek (E30)
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Bodové hodnoceni a stanoveni limitu

Pocet vysSetirenych 3
vzorkd

Max. pocet bodti 6
Ziskané body 92
Pocet laboratori 16
Aritmeticky 5,75
primér

Smérodatna 0,7
odchylka

2 smérodatné 1,4
odchylky

Hranice Gspésnosti 4,83

Pokud v dané skupiné nebyl dostatecny pocet Gcastnikl pro vypocet limitu za pomoci smérodatné
odchylky, byl limit stanoven procentudlné (80 % bodového maxima).

Prehled pouzitych metod

Kod PCR Pouzita
labo- souprava
ratore
AB C
20 - + | - ENTEROVIRUS
REAL-TM
SACACE
26 - + - | ENTEROVIRUS
REAL-TM
SACACE
28 -+ - IN HOUSE
34 - + - | ENTEROVIRUS
REAL-TM
SACACE
35 - + - GENE PROOF
PCR
ENTEROVIRUS
51 - + | - ENTEROVIRUS
REAL-TM
SACACE
65 - +  + GENE PROOF
PCR
ENTEROVIRUS
115 - + - | CEPHEID
GENEXPERT
ENTEROVIRUS
208 - + | - ENTEROVIRUS
REAL-TM
SACACE
211 -+ - ALLPLEX
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MENINGITIS-
V2 ASSAY
SEEGENE
CEPHEID
GENEXPERT
ENTEROVIRUS
350 - + - GENE PROOF
PCR
ENTEROVIRUS
369 -+ - ELIGENE
ENTEROVIRUS
LC
532 - + | - ENTEROVIRUS
REAL-TM
SACACE
554 - + - GENE PROOF
PCR
ENTEROVIRUS
595 + + - AUS
DIAGNOSTICS
VIRAL

333 -+

6. Zaver

EHK 1392 — Detekce NK enterovird se zucastnilo 16 laboratori. VSechny laboratore odevzdaly
vysledky v fadném terminu k vyhodnoceni. 14 laboratofi Uspésné absolvovalo EHK 1392. Jen 2
laboratore (65,595) nedosahly hranice Uspésnosti.

Laboratofe, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostrednictvim webové aplikace
SZU, a to do 30 dn{ po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich vzork nebudou mit vliv
na opravu predchoziho nelspésného 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 pouzijte také webovou aplikaci SZU.

Konec zavérecné zpravy
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