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Program zkouseni zpusobilosti PT#M/23/2024 byl zaméren na diagnostiku kvasinek. Navrh a
realizace PT#M/23/2024 byly provadény podle standardniho operac¢niho postupu
koordinatora programu na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (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 zachazeno jako s dlvérnymi a nejsou
bez souhlasu Gcastnika poskytovany tretim stranam.

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

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

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

Dne: 6. 8. 2024

Pracovisté 2 ESPT
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
e-mail: ehk@szu.cz
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Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub

PT#M/23/2024

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/23/2024

Identifikace cyklu: EHK 1402

Nazev: Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub

Koordinator: Mgr. Radim Dobias, Ph.D.

Charakteristika Viz kapitola 3 zavérecné zpravy — 5 + 1 lyofilizovanych simulovanych
materialu: biologickych materidld s kulturami kvasinek a kvasinkovitych

mikroorganizmd.

Podstata a Ucel PT:

Druhova identifikace mykotickych organizmu izolovanych z
klinického materidlu a stanoveni citlivosti na antimykotika

Kritéria pro Ucast na
PT:

Pozadavky na laboratore: zajisténi spravné laboratorni praxe

Zplsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavéretné zpravy

Pocet Ucastnik: 61
Termin distribuce 30. 4. 2024
vzorkd{:

Informace Ucastnikdm

zasilané spolu se vzorky

Termin pro odeslani
vysledkl Ucastniky:

21. 5. 2024

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1402, PT # M/23, &. 1-6, 30. 4. 2024

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.

Kvalita, homogenita a stabilita je posuzovana na zakladé trojitého
opakovaného testovani namatkou vybranych vzorkd pfipraveného
cyklu: po vybéru jsou vzorky kultivovany za b&Znych laboratornich
podminek v souladu s normou CSN 15189 a je ovérena schopnost
rlstu testovaného kmene pred distribuci a v terminu blizkém dni
odeslani vysledkl. Na kazdé testovani se pouzije novy vzorek,
priikazem homogenity a stability vzork{ je dosaZeni totoznych
vysledkl v Case.

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe a pokyn{ organizatora,
zaména vzorkd, neZivotaschopnost kmene vlivem nedodrzeni
Cast re-izolace

Zpilsob vyhodnoceni
vysledkd:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Uréeni pfijaté vztazné
hodnoty:

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

Urceni maximalni
smérodatné odchylky:

Aritmeticky primér vysledkd Uucastnikl +/-2 smérodatné
odchylky od priiméru celkové ziskanych bodu

Termin uverejnéni
oCekavanych vysledkd

10 dni od uzavérky série, tj. do 31. 5. 2024

Termin uverejnéni
zavérecCné zpravy

Max. do 12 tydnl od predani vysledkl k vyhodnoceni, tj. do
13. 8. 2024
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Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub PT#M/23/2024

2. Zplisob pripravy vzork

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

2.1 Zpracovani a rozplnéni vychoziho materialu

Vychozim materialem pro pripravu vzorkd je klinicky material dodany do laboratore.
Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zplsobem pouzivanym v NRL pro
mykologickou diagnostiku, Cisté kultury jsou izolovany a identifikovany.

Identifikace kvasinek a kvasinkovitych mikromycetd byla provedena pomoci
biochemickych metod, metodou kultivacni a mikroskopickou a porovnanim s databazi
MALDI-TOF, je nasledné ovérena konfirmacnim postupem, pomoci sekvence fungalni
DNA oblasti dlouhé podjednotky 28s rDNA, a identifikovana dle validované databaze CBS
— KNAW (propojené s taxonomickou databazi mycobank.org).

Ziskané izolaty mykotickych organizmd jsou pomnozeny a je provedena kontrola Cistoty
kultur a kontrola identifikace pomoci alesponn dvou rliznych identifikatnich souprav
SOP_12_R04, Auxacolor2 (Bio-Rad), MALDI-TOF (Bruker). Vychozi materidl je
vyockovan do plastovych zkumavek, uzavren, oznacen a ulozen do prepravni krabice a
dorucen kuryrem Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostravé z laboratore Klinické mykologie
do SzZU Praha. V SzZU Praha v Narodni referenéni laboratofi/Ceské narodni sbirka
typovych kultur (CNCTC) - akreditovana u CIA pod &. 8002 dle CSN EN ISO 15189 — je
na zakladé dohody s koordindtorem (hodnotitelem) u vybranych vzork( vytvorena
smésna kultura a nasledné je u vzork provedena lyofilizace.

Lyofilni médium obsahuijici prislusné kultury kvasinek je rozplnéno do jednotlivych
lahvic¢ek (vzorkl) o objemu min. 0,5 ml. Vzorky jsou oznaceny pofadovym Cislem 1 - 5,
Cislem EHK a datem rozeslani.

Po lyofilizaci je vychozi material testovan na pritomnost sledovanych kultur.

Ze série lyofilizace je nahodné vybrano 5 lyofilizatd. Ampule se zbavi pertle a pomoci
sterilni pinzety se opatrné vyjme gumovy uzavér. Do ampule se nakape nékolik kapek
fyziologického roztoku. Pomoci Pasteurovy pipety je homogenizovan obsah ampule a
nasledné vyockovan na pripravena media. Izoldty mykotickych organizmd jsou
pomnoZeny a provedena kontrola identifikace v terminu pred rozeslanim nebo v terminu
rozesilani vzork{ zakazniklm.

Po kontrole lyofilizatt jsou lahvicky opatteny pertli pomoci pertlovacich klesti a oznaceny
nalepkou pro identifikaci lyofilizatu. Takto oznacené a zapertlované lahvicky jsou vlozeny
do plastového obalu a skladovany pri teploté 4 — 8°C az do distribuce Gcastnikiim EHK.
Preprava vzorkd je zajiStovana prepravcem se sluzbou preprava nebezpecného zbozi dle
reguli ADR pro silni¢ni prepravu.
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Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub PT#M/23/2024

Pro kazdy vzorek je vystaven protokol o pripravé vzorkl, ve kterém jsou uvedeny
veskeré manipulace provadéné s pripravovanym vzorkem.

3. Charakteristika materialu
Typ a uskladnéni vychoziho materialu

6 lyofilizovanych simulovanych biologickych materidlG s kulturami  kvasinek a
kvasinkovitych mikroorganizm( k identifikaci, z toho jeden vzorek je Cisté edukativnim
(C. 6).

Vzorky pro toto kolo EHK z mykologie nebyly simulované, ale odpovidaly skute¢nostem,
jak je Laborator klinické mykologie zachytila a identifikovala.

Pro EHK roku 2024 jsme ze ziskaného biologického materidlu zvolili takové kmeny
identifikovanych kvasinek, které ve vSech smérech vyhovovaly identifikacnim
parametrlim tak, aby jiz pfi rlstu jak na zakladnich, tak i na specialnich diagnostickych
médiich rostly v typickych koloniich.

4. Zplisob hodnoceni

Kazdy rok je na zakladé vysledkl za uplynuly rok vybrano 20 laboratofi s nejvyssim
poCtem dosazenych bodl. Tento vybér je anonymni, identita laboratofi neni
zverejiiovana, ani znama laboratofi pripravuijici vzorky pro EHK. Vzorek je hodnocen
pouze v pripadé, ze nejméné 16 z téchto 20 laboratofi dosahne vysledku shodného s
vysledky testovani vychoziho materiadlu pracovisté koordinatora.

Za identifikaci signifikantnich patogent v 5 vzorcich mohou laboratore ziskat maximalné
14 bodd.

Bodovani pro identifikaci je provadéno ve stupnici 2 body - spravna rodova i druhova
identifikace,

1 bod - spravna rodova identifikace, 0 — neidentifikovano, —2 body - chybna
identifikace.

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

Laborator Uspésné absolvuje EHK, pokud dosahne bodového limitu (za identifikaci
signifikantnich patogenl pro danou sérii a spravné stanoveni citlivosti u vybraného
agens), ktery se vypocitava dle vzorce (Limit = aritmeticky primér minus dvé
smérodatné odchylky).
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Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub

PT#M/23/2024

5. Vyhodnoceni

Tabulka ¢&. 1: Uspésnost laboratofi v EHK 1402
14 bodl za bezchybnou identifikaci.

Dosazené body 14
Pocet laboratofi 55
Procento 90,2

Maximalniho poctu bodi dosahlo 55 laboratofi z 61 zicastnénych.

Limit splnilo 60 laboratofi z celkového poctu 61 laboratofi.

Tabulka ¢. 2: Bodové hodnoceni vysledki jednotlivych laboratofi (n=61)

Kod
laboratore | yzorek 1| vzorek 2| vzorek 3| vzorek 4 | vzorek 5 | Soucet
11 4 2 4 2 2 14
16 4 2 4 2 2 14
17 4 2 4 2 2 14
18 4 2 4 2 2 14
23 4 2 4 2 2 14
26 4 2 4 2 2 14
28 4 2 4 2 2 14
31 4 2 4 2 2 14
32 4 2 4 2 2 14
35 4 2 4 2 2 14
37 4 2 4 2 2 14
39 4 2 4 2 0 12
40 4 2 4 2 2 14
48 4 2 4 2 2 14
50 4 2 4 2 2 14
51 4 2 4 2 2 14
53 4 2 4 2 2 14
55 4 2 4 2 2 14
58 4 2 4 2 2 14
64 4 2 4 2 2 14
65 4 2 4 2 2 14
71 4 2 4 2 2 14
89 4 2 4 2 2 14
156 4 2 4 2 2 14
174 4 2 4 2 2 14
192 4 2 4 2 2 14
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Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub PT#M/23/2024

Tabulka ¢. 3: Podily spravnych odpovédi v identifikacich jednotlivych
vzorkti/kmenti

Vzorek Mikroorganizmus Pocet Procento
laboratori|
1 Candida albicans/Candida krusei (Pichia kudriavzevil, 60 98,4
2 Candlida tropicalis 61 100,0
3 Candida parapsilosis/Candida glabrata 56 91,8
4 Cryptococcus neoformans 61 100,0
5 Candida lusitaniae 60 98,4

Z4dna laboratof v tomto cyklu mykologické diagnostiky neméla problém s identifikaci
kvasinek a kvasinkovitych mikromycetl ve vzorcich ¢. 2 — Candida tropicalis a ¢. 4 -
Cryptococcus neoformans.

V letosnim EHK nebyly identifikovany smésné vzorky, které obsahovaly dva druhy
Candlida sp., v péti pripadech. Konkrétné Slo o neodhaleni Candida glabrata ve vzorku
¢. 3. Vjednom pripadé laboratof chybné identifikovala Candida krusei (Pichia
kdriavzevi)) — zaména za Candida lipolytica ve smési s Candida albicans vzorku €. 1.

Stejné jako v minulych EHK diky celkové vysoké Uspésnosti laboratofi byla i v roce
2024 vypoctena relativné nizka hodnota smérodatné odchylky.

Techniky identifikace kvasinek a kvasinkovitych mikromycetd, ve vétsiné parametrd
nezaznamenaly prakticky Zadnych velkych zmén. Dominuje vysoka vybavenost
technikou MALDI-TOF. Vice neZ polovina laboratofi vyuziva MALDI TOF jako jedinou
identifikacni metodu, viz Tabulka ¢. 4.

Edukativni vzorek €. 6 Candida auris spravné identifikovalo 59 laboratofi.

Tabulka ¢. 4: Prehled diagnostickych postupl finalni identifikace
(61 laboratori zapojenych do EHK 1402 v r. 2024)

Diagnosticky Pocet
test laboratori
(identifikace)
MALDI TOF v
. 19
kombinaci
MALDI TOF - 40
monotest
VITEK 2
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Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub PT#M/23/2024

6. Zaveér

Letosniho EHK 1402 se ucastnilo 61 laboratofi, ztoho 60 laboratofi uspélo a 1
laborator nesplnila bodovy limit.

Lze konstatovat, Zze EHK 1402 v mykologické diagnostice dopadla vyborné. A to je
patrné jiz delSi dobu. Spektrum kvasinek zachycenych z tuzemskych biologickych
materiall necini naprosté vétsiné laboratofi problémy spojené s presnou identifikaci.
Uspésnost ziskani potfebného poctu bodd se blizi vrcholu diagnostického Gspéchu.
Program M/23 ,Identifikace kvasinek a kvasinkovitych hub" byl v sérii 1402 obohacen
o edukativni polozku vyznamného druhu Candida auris, ktery se mlze vyskytnout
v klinickém materidlu a vzhledem k vysokému poctu spravnych identifikaci v letoSnim
EHK Ize Fici, Ze laboratore na Uzemi CR jsou velmi dobre pfipraveny na eventudini
zachyt tohoto rizikového oportunniho patogenu. Opétovné zarazeni smésnych kultur
upozornilo na dlleZitost spravné izolace kmend z klinického materidlu. Tento zplisob
koncepce se zda byt efektivni a mél by prispét k systematickému zlepSovani
kvasinek a kvasinkovitych mikroorganizm8. V nasledujicich sériich koncepci ménit
nebudeme a bude kladen dliraz na vyse uvedené skutecnosti tak, aby se zlepsila nejen
dovednost spravné identifikace, ale také efektivita v odhalovani poctu riznych taxond
ve smésné kulture.

Laboratore, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostrednictvim
webové aplikace SzU, a to do 30 dnl po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich
vzorkd nebudou mit vliv na opravu predchoziho nelspésného vysledku v ramci EHK a
slouzi pouze jako podklad pro vyreseni pripadné neshodné prace v laboratofri.
Edukativni vzorky laboratof obdrzi obvyklou cestou v co nejkratSim terminu po
objednani.

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro
zadani reklamace pouzijte webovou aplikaci SZU.

KONEC ZAVERECNE ZPRAVY
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