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Detekce CMV DNA

PT# M/15/2024

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/15/2024

Identifikace cyklu:

EHK 1394

Nazev PT:

Detekce CMV DNA

Koordinator:

MUDr. Vlasta St&panova, Ph.D.

Podstata a ucel PT:

Prlkaz DNA lidského cytomegaloviru (CMV DNA) metodou PCR

Kritéria pro ucast na PT:

Znalost a technické vybaveni pro vysetfeni CMV DNA metodou
PCR, zajiéténi laboratornich procesd podle CSN EN ISO
15189:2013

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni CMV DNA

Zplsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnikd:

34 laboratori

Termin distribuce vzork{:

25. 03. 2024

Informace Gcastnikiim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd

Ucastniky (stop termin):

15. 04. 2024

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1394, PT#M/15, €. 1 - C. 6, 25. 3. 2024

Zabezpeceni jakosti vzorku vcetné

testu homogenity a stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

Nedodrzeni spravné laboratorni praxe, lidsky faktor

Zplsob vyhodnoceni vysledk:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Za vztaznou hodnotu je povazovan vysledek ziskany prlimérem

vSech vysledkd zuc¢astnénych laboratofi

Uréeni maximalni smérodatné | VSechny kvantitativni vysledky jsou prevedeny do dekadického

odchylky: logaritmu, spocitan jejich prdmér a smérodatna odchylka, pomoci
kterych jsou vytvoreny intervaly spravnosti

Termin uverejnéni predbéznych | 25. 4. 2024

vysledkd:

Termin  uverejnéni  zavérecné |Do 8. 7. 2024

zpravy:
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2. Zplisob pripravy vzorkd

6 simulovanych vzorkl (6x 1,0 ml vzorku) pro EHK 1394, stanoveni CMV DNA, bylo pfipraveno
z laboratorniho kmene CMV AD169 a lidské plazmy CMV negativnich darct krve. Jako matrice vzorku
byla u vzork{ 1 az 6 pouZzita testovana negativni plazma. Plazma a laboratorni kmen CMV AD169 byly
dlouhodobé uskladnény pfi -80 °C a poté byly pouzity pro pripravu kontrolnich vzorkd o rlznych
koncentracich. Tyto koncentrace byly zjistény metodou kvantitativni rt-PCR (SOP ¢. M15).

Pfipravené a otestované vzorky byly uchovavany pfi teploté -80 °C a distribuovany do SzU

v prepravce se suchym ledem.

Datum pripravy a testovani pripravenych vzork(: 29.2 az 21.3.2024

Pripravené vzorky EHK 1394 byly rozplnény do zkumavek Eppendorf se Sroubovacim uzavérem,
oznaceny 1 a7 6 a byly odeslany kuryrem dne 20. 3. 2024 do SZU Praha, na pracoviété Expertni skupiny
pro zkouseni zpUsobilosti, ze které byly vzorky dale distribuovany do jednotlivych laboratofi pfihlasenych

k Ucasti v tomto cyklu EHK.

Tab. 1: Priprava a testovani vzorki EHK 1394

Datum ProvedI

MUDr. Vlasta Sté&panova, Ph.D.

Postupy schvalil 29.2. az 1.3.2024 Mgr. Radka Bolehovské, Ph.D.

lab. Bc. Lucie Kasalova

Priprava vzorku pro EHK 1394 | 6.3. az 14.3.2024 Mgr. Radka Bolehovska, Ph.D.

Vysetreni vzorkd pro EHK

1394 15. az 21.3.2024 | lab. Bc. Lucie Kasalova

lab. Bc. Lucie Kasalova

Vysetreni vzorktu EHK 1394 11. 2 19.4.2024 Mgr. Radka Bolehovska, Ph.D.

3. Charakteristika materialu

Cyklus EHK 1394 obsahoval 6 vzorkl pro stanoveni DNA lidského cytomegaloviru metodou PCR.
Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkd je laboratorni kmen CMV AD169 a lidska plazma CMV
negativnich darcl krve. Plazma a laboratorni kmen CMV AD169 byly pred zpracovanim dlouhodobé

uskladnény pri -80 °C.
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Tab. 2: Predpokladané vysledky kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni EHK 1394

Vzorek Predpokladany kvalitativni | Predpokladany kvantitativni
vysledek vysledek (kopie/ml)
1 silné pozitivni 1,63.10°
2 slabé pozitivni 9,69.10°2
3 stfedné pozitivni 2,51.108
4 stfedné pozitivni 7,63.10%
5 silné pozitivni 1,48.106
6 negativni negativni

4. Zptsob hodnoceni
Kvalitativni, kvantitativni (pokud laborator prihlasena do EHK stanovuje kvantitativné virovou naloz).

Kvalitativni vyhodnoceni:

Pokud byl pozitivni vzorek (silng, stfedné nebo slabé pozitivni) spravné stanoven jako pozitivni, pak jsou
pridéleny body nasledovné: u silné pozitivniho vzorku — 3 body, u stfedné pozitivniho — 2 body, u slabé
pozitivniho — 1 bod. Pokud byl negativni vzorek spravné hodnocen jako negativni, jsou pridéleny 3 body.
Pokud byl pozitivni vzorek nespravné hodnocen jako negativni, je pfidéleno 0 bodl. Pokud laboratof
stanovi negativni vzorek jako faleSné pozitivni, poté tato laboratof v dané sérii neuspéje.

V letoSnim roce je maximalni dosazitelny pocet bodl pfi 6 vzorcich v sadé 14 bod{. Laborator uspéla,
pokud ziska alespor 11,2 bodd, tj. 80 %, a ma spravné urceny negativni vzorek. Pro ziskani certifikatu

je nezbytna Uspésna ucast v kvalitativni ¢asti EHK.

Kvantitativni vyhodnoceni:

Hodnoceni probihda pouze u pozitivnich vzorkl. VSechny kvantitativni vysledky jsou prevedeny do
dekadického logaritmu, spocitan jejich primeér a smérodatna odchylka, pomoci kterych jsou vytvoreny
intervaly pro hodnoceni: primér £ 1 smérodatna odchylka (SD), priimér + 2 SD, priimér + 3 SD a vice
nez primér + 3 SD. Kvantitativni vysledky jednotlivych vzork( (resp. jejich logaritmy) jsou nasledné
zarazeny do danych intervall. Vztaznou hodnotou je pr@imér vysledkd vzorkl spocteny bez vysledkd,
které byly extrémné odchylené.

Odchylka do £ 1 SD dekadického logaritmu ke vztazné hodnoté je hodnocena 5 body. Odchylka do + 2
SD dekadickych logaritmd ke vztazné hodnoté je hodnocena 4 body. Odchylka do + 3 SD dekadickych
logaritml je za 3 body. Odchylka nad + 3 SD dekadické logaritmy nebo falesné negativni vysledek je
hodnocen 0 body. Nejlepsi bodové hodnoceni je tedy 25 bodd. Laboratof je hodnocena jako Uspésna,
pokud dosahne alespori 80 % maximalniho bodového zisku, tj. 20 bodl. Podminkou Uspésného spinéni

kvantitativniho hodnoceni je Uspésny vysledek kvalitativniho hodnoceni.
5
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5. Vyhodnoceni

Tab. 3: Konecné kvalitativni a kvantitativni referencni vysledky — panel EHK 1394

Spravny vysledek EHK
Vzorek Obsah vzorku e e, kvantitativni
kvalitativni .
(kopie/ml)
1 CMV AD169 silné pozitivni 1,63.E5
2 CMV AD169 slabé pozitivni 9,69.E2
3 CMV AD169 stredné pozitivni 2,51.E3
4 CMV AD169 stiedné pozitivni 7,63.E4
> CMV AD169 silné pozitivni 1,48.E6
6 CMV DNA negativni L, L,
, negativni negativni
(samostatna plazma)

Pozn. 1,63.E5=1,63.10° = 163 000 kopiy/m/

a) Vyhodnoceni kvalitativnich vysledkd
Celkem bylo hodnoceno 34 laboratofi (paneld). U kvalitativnich vysledkd bylo mozné ziskat 14 bodd.
Celkem 33 laboratofi (tj. 97,1 %) dosahlo maximalniho poctu 14 bodd a splnilo kritéria kvalitativniho
stanoveni CMV DNA v EHK 1394, kdy jejich vysledky byly v naprosté shodé s vysledky NRL. V kvalita-
tivnim stanoveni 1 laborator (€. 302) vydala faleSnou negativitu u vzorku 2 (slabé pozitivni vzorek), tzn.
zisk 13 bodd, a byla tak hodnocena jako ,uspéla“. V letosnim roce tedy uspély v kvalitativnim hodnoceni

vSechny laboratore, neobjevila se zadna kontaminace u negativniho vzorku.

Tab. 4: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledki a pridélené body (celkem 34 panel)

Vzorek Vysledek EHK splz‘giitybvovds?eilaek Uspésnost
1 silné pozitivni 3 100,0 %
2 slabé& pozitivni 1 97,1 %
3 stfedné& pozitivni 2 100,0 %
4 stfedné pozitivni 2 100,0 %
5 silné pozitivni 3 100,0 %
6 negativni 3 100,0 %
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Tab. 5: Bodové vyhodnoceni kvalitativnich vysledkd EHK 1394 - jednotlivé laboratore

Lab. | Max. | Zisk Celkové Pocet ziskanych bodti pro jednotlivé vzorky

kéd | bodu | bodl | hodnoceni 1 N 3 4 5 6
20 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
32 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
34 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
35 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
51 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
58 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
64 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
65 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
115 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
156 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
211 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
302 14 13 lab. uspéla 3 0 2 2 3 3
313 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
316 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
350 14 14 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
364 14 13 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
365 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
369 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
376 14 14 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
394 14 14 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
430 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
456 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
539 14 14 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
541 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
552 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
554 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
574 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
595 14 14 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
598 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
708 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
710 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
742 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
743 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
784 14 14 | lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
786 14 14 lab. uspéla 3 1 2 2 3 3
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b) Vyhodnoceni kvantitativnich vysledki

Do hodnoceni jsou zahrnuty pouze pozitivni vzorky, tj. v letoSnim roce 5 vzorkd, kdy maximalni bodovy

zisk je 25 bodl. Laboratof je hodnocena jako Uspésna, pokud dosahne alespor 80 % maximalniho

bodového zisku, tj. 20 bodd. Podminkou Uspésného spinéni kvantitativniho hodnoceni je Uspésny

vysledek kvalitativniho hodnoceni.

Kvantitativni stanoveni CMV DNA ve vzorcich EHK 1394 provedlo a bylo hodnoceno celkem 26 laboratofi.

Pozn.: Upozorriujeme laboratore, Ze je nutné vypinit u vsech pozitivnich vzorkd ciselny udaj

(laborator 313 u vzorku NRL CMV 3 vysledek nevypinila, tj. pro hodnoceni dopinéna kvantita 0 kopij/ml).

Tab. 6: Kvantitativni vysledky vzork{ EHK 1394 — jednotlivé laboratore a jejich bodovy

zisk
kod labora-
tore 1 2 3 4 > Bodovy | Celk. hod-
NRL pro zisk noceni
CMg* 1,63.E5 9,69.E2 2,51.E3 7,63.E4 1,48.E6
20 4,37. E5 2,50.E3 2,19.E3 4,89.E4 3,20.E6 23 lab. uspéla
32 1,25.E5 2,03.E2 2,80.E2 1,05.E4 3,93.E6 21 lab. uspéla
51 1,05.E5 4,72.E2 2,09.E3 3,12.E4 1,55.E6 25 lab. uspéla
58 1,51.E5 3,10.E3 3,92.E3 4,63.E5 2,26.E6 21 lab. uspéla
65 2,85.E5 2,32.E3 3,85.E3 4,93.E4 1,84.E6 23 lab. uspéla
115 5,54.E4 1,66.E3 1,25.E3 2,46.E4 9,48.E5 25 lab. uspéla
156 1,21.E5 3,00.E3 1,90.E3 4,41.E4 2,43.E5 23 lab. uspéla
211 2,88.E4 3,65.E2 5,73.E2 9,23.E3 3,84.E5 22 lab. uspéla
302 6,98.E5 0,00.E0 5,62.E3 1,60.E5 3,36.E6 16 lab. neuspéla
313 1,99.E4 2,12.E2 bez Cisla 9,54.E2 2,78.E5 12 lab. neuspéla
316 2,10.E4 3,00.E2 3,00.E2 1,85.E4 5,35.E5 23 lab. uspéla
350 2,82.E5 1,23.E3 3,65.E3 3,95.E5 1,79.E6 22 lab. uspéla
364 7,34.E4 2,12.E2 3,41.E2 2,66.E4 7,59.E5 23 lab. uspéla
394 1,31.E5 2,75.E3 1,50.E3 1,05.E5 2,99.E6 23 lab. uspéla
430 3,30.E4 3,15.E2 5,04.E2 3,06.E4 4,91.E5 24 lab. uspéla
539 1,78.E5 3,70.E3 2,00.E3 1,67.E5 2,99.E6 22 lab. uspéla
541 6,31.E5 2,11.E3 3,54.E3 4,98.E4 1,50.E6 23 lab. uspéla
552 6,89.E4 1,11.E3 4,67.E2 3,07.E4 7,57.E5 25 lab. uspéla
554 4,80.E3 3,80.E1 4,80.E1 1,20.E3 1,60.E5 10 lab. neuspéla
574 5,70.E4 9,15.E2 6,95.E2 3,67.E4 7,32.E5 25 lab. uspéla
595 2,34.E5 4,18.E3 3,35.E3 1,50.E5 1,93.E6 22 lab. uspéla
708 4,08.E3 4,50.E1 8,30.E1 1,09.E3 8,98.E4 12 lab. neuspéla
710 2,88.E4 2,37.E2 3,96.E2 6,18.E4 5,25.E5 22 lab. uspéla
742 7,30.E4 7,20.E2 1,60.E3 2,50.E4 8,40.E5 25 lab. uspéla
743 1,76.E4 1,73.E2 2,05.E2 8,08.E3 2,34.E5 20 lab. uspéla
784 6,00.E4 6,00.E2 9,40.E2 6,60.E4 7,90.E5 25 lab. uspéla

*jedna se o hodnoty predpokladanych vysledkd NRL pro CMV

8
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Tab. 7: Kvantitativni vysledky vzorkd EHK a jejich rozmezi

Rozmezi
Vzorek Vysledek EHK

kopie/mli* +/- 1 SD? +/- 2 SD? +/- 3 SD?

(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)
1 1,63.E5 3,37.E4-2,79.E5 | 1,17.E4-8,02.E5 | 4,08.E3-2,30.E6
2 9,69.E2 2,94.E2 - 2,50.E3 1,01.E2 - 7,31.E4 3,45.E1 - 2,13.E4
3 2,51.E3 4,46.E2 — 3,29.E3 1,64.E2 — 8,93.E3 6,05.E1 - 2,43.E4
4 7,63.E4 1,36.E4 — 1,41.E5 5,84.E3 —4,07.E5 2,02.E3-1,17.E6
5 1,48.E6 3,93.E5 - 2,47.E6 1,57.E5-6,17.E6 6,26.E4 — 1,55.E7

Pozn: Pridmér hodnot vsech laboratori u jednotlivych vzorkd.

28D — smérodatna odchylka

Tab. 8: Pocty laboratori v jednotlivych rozmezich a bodovy zisk v daném rozmezi (celkem

26 hodnocenych laboratofri)

Pocet vysledki jednotlivych metod v daném rozmezi
Vzorek - _
+/-1SD |+/-2SD| +/-3sp | Mimo 3SD, falesna
negativita
1 13 11 2 0
2 13 10 2 1
3 12 11 1 2
4 15 7 1 3
5 15 10 1 0
Pocet pridélenych
bod{ za vysledek 5 4 3 0
v daném intervalu

Tab. 9: Kvantitativni stanoveni - vyhodnoceni laboratoFi podle poctu ziskanych bodt

(celkem 26 laboratofri)

Celkovy pocet a
procentualni zastoupeni

22 laboratori, tj. 84,6 %

Celkovy pocet Pocet , i
, , . Slovni hodnoceni
ziskanych bodti | laboratofri
25 6 laboratof uspéla
24 1 laborator uspéla
23 7 laborator uspéla
22 5 laborator uspéla
21 2 laborator uspéla
20 1 laboratof uspéla
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Celkovy pocet Pocet Slovni hodnoceni Procentualni
ziskanych bodti | laboratofi zastoupeni
19 0 laboratof neuspéla
18 0 laboratof neuspéla
17 0 laboratof neuspéla
16 1 laboratof neuspéla
15 0 laboratof neuspéla 4 laboratore, tj.
14 0 laboratof neuspéla 15,4 %
13 0 laboratof neuspéla
12 2 laboratof neuspéla
11 0 laboratof neuspéla
10 1 laboratof neuspéla

Z celkového poctu 26 hodnocenych laboratofi mélo vSechny kvantitativni vysledky v rozmezi + 1 SD
(tj. zisk vSech 25 bod() 6 laboratofi. V kvantitativnim hodnoceni EHK 1394 uspélo 22 laboratofi (84,6 %)

vV

554, ktera vSechny vysledky podhodnotila (zejména u vzorku 3 a 4).

Dotaznik:
Extrakce:
Z celkového poctu 34 laboratori 26 z nich pouziva pro extrakci CMV DNA magnetické partikule a 8

laboratori kolonky (viz tab. 10).

10
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Tab. 10: Kity pouzité pro extrakci CMV DNA.

Typ extrakcni Vyrobce kitu . . .
metody (celkovy pocet) Nazev kitu Pocet

magnetickeé Sacace (5) SaMag Viral Nucleic Acids Extraction 3

partikule Viral Nucleic Acid Extraction Kit 2

GeneProof (4) croBEE 201A Nucleic Acid Extraction Kit 4

QIAGEN (2) Biorobot EZ1 + EZ1 DSP Virus Kit 2

Seegene (2) STARMag 2

Genolution (2) NX-48S Viral NA Kit 2

Zinexts (2) MagPurix Viral NA Extraction Kit 2

Abbott (1) Sample Prep Kit 1

AusDiagnostics Viral Pathogen Nucleic Acid Extraction Kit 1

(1)

E.coli (1) ePure Viral NA Extraction Kit 1

Elitech group (1) | Elite InGenius SP200 1

RBCBioscience (1) | MagCore Viral Nucleic Acid Extraction Kit 1

Roche (1) MagNA Pure + MP NA Isolation Kit 1

Zybio (1) blize nespecifikovano 1

neuvedeno (2) 2

QIAamp DNA Mini Kit 4

kolonky | QIAGEN (5) QIAamp DNA Blood Mini Kit 1

GeneProof (2) (Ksi?cneProof Pathogen Free DNA Isolation )

neuvedeno (1) 1

PCR:

Komercni kit pro detekci CMV DNA metodou real-time PCR pouziva 33 laboratofi, 1 laborator pouziva

in-house real-time PCR.

Tab. 11: Kity pouzité pro extrakci CMV DNA.

Vyrobce kitu (celkovy pocet) Nazev kitu Pocet
GeneProof (16) Cytomegalovirus PCR Kit 16
Sacace Biotechnologies (8) CMV Real-TM a CMV Real-TM Quant 8
Abbott (2) RealTime CMV Assay PCR Kit (Alinity) 2
Altona Diagnostics (2) Real Star CMV PCR Kit 2

AmpliSens CMV Screen/Monitor- FRT PCR Kit 1
InterLabService (E.coli) (2) AmpliSens EBV/CMV/HHV6 screen-FRT PCR 1
Kit
QIAGEN (1) artus CMV LC PCR Kit
Argene (1) CMV R-gene

11
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6. Zaveér

EHK 1394 Detekce CMV DNA se zucastnilo 34 laboratori, kvalitativni vysledky zaslalo vSech 34 laboratofi
(100 %) a kvantitativni vysledky zaslalo 26 laboratofi (76,5 %).

V kvalitativnim stanoveni CMV DNA uspélo vSech 34 laboratofi. Z celkového poctu 26 laboratofi, které
se Ucastnily kvantitativniho stanoveni CMV DNA v EHK 1394, uspélo 22 laboratofi (tj. 84,6 %). Kritéria

pro Uspésnou Ucast v kvantitativnim stanoveni nesplnily 4 laboratore (tj. 15,4 %).

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupuijte dle reklamacniho radu. Pro zadani

reklamace pouzijte také webovou aplikaci SzU.

Konec zavérecné zpravy
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