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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zplsobilosti PT#M/13-14/2024 (EHK 1417-1418) byl zaméren na detekci HBV-
DNA a HCV-RNA.

Navrh a realizace PT#M/13-14/2024 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkouSeni zplsobilosti (ESPT)
Statniho zdravotniho Ustavu (SZU). Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro
akreditaci, 0.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: https://ehk.szu.cz/EHK10/ po pfihlaseni
kddem laboratore a heslem.

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

Zpravu autorizoval:
Mgr. Pavel Fritz

Tel. 267 082 484
Dne: 27. 11. 2024

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

1 / Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/13-14/2024

Identifikace cyklu: EHK 1417-1418
Nazev PT: Detekce HBV-DNA, Detekce HCV-RNA
Mgr. Pavel Fritz
Koordinator: Nérodni referencni laboratot pro virové hepatitidy

tel.: +420 267082484 (2455); email: pavel.fritz@szu.cz

Podstata a ucel PT:

Prikaz HBV-DNA (DNA viru hepatitidy B) a HCV-RNA (RNA viru
hepatitidy C)

Kritéria pro ucast na PT:

Znalost postupi; technické vybaveni pro diagnostiku cilovych
markerti

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Pozitivita, negativita vzorku

Zpusob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet ucastniku:

EHK1417: 59 ptihlasenych tcastnikli (58 dodalo vysledky)
EHK1418: 65 ptihlasenych tcastnikli (64 dodalo vysledky)

Termin distribuce vzorka:

9.9.2024

Informace ucastnikum:

viz Informace pro tcastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkl
ucastniky (stop termin):

Oznaceni vzorkovnic:

Do 30. 9. 2024
a) EHK 1417, PT#M/13, ¢. 1-6, 9. 9. 2024
b) EHK 1418, PT#M/14, ¢. 1-6,9. 9. 2024

Zabezpeceni jakosti vzorku
vcetné testu homogenity a
stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

nedodrzZeni spravné laboratorni praxe a pokyntl organizitora, ziména
vzorkl

Zpusob vyhodnoceni vysledki:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni ptijaté vztazné
hodnoty:

Neurcuje se

Uréeni maximalni smérodatné
odchylky:

Neurcuje se

Termin uvetejnéni
predbéznych vysledki:

Do 10. 10. 2024

vvvvvv

Zpravy:

Do 23. 12. 2024

2 / Zplsob p¥ipravy vzorkd

2.1 Primarni zpracovani biologického materialu

PT#M/13-14/2024

Vychozim materialem 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 markerl, testovani homogenity a stability
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Detekce HBV-DNA a HCV-RNA PT#M/13-14/2024
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
PCR.

Test stability pred distribuci je provadén pouze, existuje-li prodleva mezi pfipravou vzorkd a
distribuci, pfipadné mezi pFipravou vzorkl a jejich zamrazenim. V EHK 1417 i EHK 1418 byly
vzorky pripraveny do 1 mésice pred distribuci a bezprostfedné po pfipravé zamrazeny. Distri-
buce probéhla v zamrazeném stavu (na suchém ledu).

Stabilita materidlu po distribuci (stejné jako homogenita) je analyzovana z vysledk{ ucastnic-
kych laboratofi a (v pfipadé potfeby) z archivnich vzorkl uskladnénych v referencni laboratofi.
Zakladni soubor dat pouZzitych k analyze je dostupny vSem Gcastnikdm jako soucast zavérecné
zpravy (tabulky €. 2 a 3). Ackoli jsou kvantitativni hodnoty analyzovany a komentovany, netvo-
fi soucast bodového hodnoceni Gcastnikd.

2.3 Rozplnéni materiall

Rozplnéni jednotlivych biologickych materiald do zkumavek bylo uskutecnéno do 1 mésice pred
distribuci. Ihned po rozpInéni byly materidly zmrazeny pfi teploté -20°C a/nebo -80°C a poté
distribuovany na suchém ledu.

EHK 1417 tvorilo 6 materiall (vzork(), z nichZ kazdy byl rozplnén do zkumavek po 1,5 ml.

EHK 1418 tvorilo 6 materiall (vzork(), z nichZ kazdy byl rozplnén do zkumavek po 1,5 ml.

Rozplnéni jednotlivych materiall (vzork{) probihalo ¢asové oddélené od ostatnich, coZ branilo
vzajemné kontaminaci.

3 / Charakteristika materialu

EHK 1417 byla urcena pro stanoveni pfitomnosti DNA viru hepatitidy B, EHK 1418 pro stanoveni
RNA viru hepatitidy C.

Kazdou ze sérii tvorilo 6 vzorkd, z nichz 3 byly pozitivni a 3 negativni. Objem vzork{ cinil
cca 1,5 ml lidského séra nebo plazmy.

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

marker ¢. vzorku
1 2 3 4 5 6
HBV-DNA neg. poz. neg. neg. poz. poz.
(EHK-1417) (+) (+4) (+++)
HCV-RNA neg. neg. poz. poz. poz. neg.
(EHK-1418) (+) (++4) (++)

V sérii EHK 1417 cinily koncentrace HBV-DNA namérené v NRL-VH 1,35x10e2 IU/ml (vzorek
2), 4,80x10e3 (vzorek 5) a 4,25x10e4 (vzorek 6). V sérii EHK 1418 Cinily naméfené koncentrace
HCV-RNA 1,99x10e2 IU/ml (vzorek 3), 2,22x10e4 (vzorek 4) a 1,74x10e3 (vzorek 5).

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

Statni zdravotni Ustav Praha 4/8




Detekce HBV-DNA a HCV-RNA PT#M/13-14/2024

4 |/ Zplsob hodnoceni

Do EHK1417-1418 nebyl (na rozdil od predchozich let) zarazen zadny nebodovany vzorek, takze
kazdy neshodny vysledek znamenal pro Ucastnika hodnoceni ,laboratof neuspéla®.

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

5 / Vyhodnoceni

Vzorky byly distribuovany 9. 9., kone¢nym terminem pro dodani vysledk( byl 30. 9. 2024.

Obou sérii se zucastnilo celkem 65 laboratofi, z nichz 6 testovalo jen HCV-RNA, 58 testovalo
oba markery a jedna nedodala vysledky.

U markeru HBV-DNA kvantifikovalo své vysledky 39 laboratofi (67,2%), u markeru HCV-
RNA kvantifikovalo 45 laboratofi (70,3%).

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

V EHK1417-1418 zaznamenaly neshodné vysledky celkem 4 laboratore, pficemz ve dvou
pripadech existuje podezieni na zaménu vzork{ pfi testovani, ¢ pfi zapisu vysledkd do
elektronického formulare. Laboratof s poradovym €. 27 vykdzala u markeru HBV-DNA jednu
faleSnou pozitivitu (vzorek 1) a jednu faleSnou negativitu (vzorek 2), laborator s poradovym ¢. 49
vykazala u markeru HCV-RNA dvé falesSné pozitivity (vzorky 2 a 6) a dvé faleSné negativity (vzorky
3 a 4). BliZSi analyze brani skuteCnost, ze obé laboratofe poskytly nekvantitativni vysledky. O
chybné polepeni zkumavek v SZU se ziejmé nejedna vzhledem k zavedenym pravidlGm pfi pfipravé
vzork{, laboratofe maji pfesto moznost vratit zbytkovy material k pfezkoumani.

U dalSich dvou laboratofi byla pfi¢inou neshodného vysledku zrejmé nizsi citlivost pouzité
metody PCR. Laborator s poradovym €. 57 vykazala pri testovani markeru HBV-DNA faleSnou
negativitu u nejslabsiho pozitivniho vzorku 2, laborator s pofadovym €. 37 vykazala pfi testovani
markeru HCV-RNA faleSnou negativitu u nejslabsiho pozitivniho vzorku 3.

Kvantifikace pozitivnich vysledkd netvofi soucast bodového hodnoceni, nékteré laboratore
vSak obdrzely upozornéni na vyraznéjsi odchylky od pr@iméru. Nejvétsi problémy méla laborator
s poradovym ¢. 6, jejiz kvantifikace byla u obou markerli zcela nefunkéni. Déle vykazaly znacné
nepresné hodnoty laboratore s poradovymi €. 5 (pouze u markeru HBV-DNA) a 37 (pouze u marke-
ru HCV-RNA). Zbyli Ucastnici se drzeli v tolerovatelném rozmezi, nebo vyboCili méné vyraznym
zplsobem. Ciselné hodnoty vSech Ucastnik{ Ize studovat v tabulkach €. 2 a 3.

Tab. 2: vysledky vySetieni HBV-DNA v EHK 1417 (P = pozitivni, N = negativni{)

pof.C. 1 2 3 4 5 6 jednotky
N 3 N N ++ 1FEE

1 - NRL N | 1,35x10e2 N N | 4,80x10e3 | 4,25x10e4 1U/ml

2 N P N N P P

3

4 N | 1,50x10e2 N N | 5,00x10e3 | 7,80x10e4 1U/ml

5 N | 1,67x10el N N | 9,95x10e4 | 2,92x10e5 1U/ml

6 N | 0,35x10el N N | 0,91x10el | 6,70x10el Neuved.

7 N | 2,20x10el N N | 1,50x10e3 | 1,60x10e4 1U/ml

8 N | 1,26x10e2 N N | 4,96x10e3 | 4,38x10e4 1U/ml

9 N P N N P P

10 N | 1,03x10e2 N N | 5,88x10e3 | 4,73x10e4 1U/ml

11 N P N N P P

12 N | 1,80x10e2 N N | 5,60x10e3 | 5,50x10e4 | Neuved.

13 N | 5,50x10el N N | 4,54x10e3 | 4,03x10e4 1U/ml
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Detekce HBV-DNA a HCV-RNA PT#M/13-14/2024

14 N | 1,63x10e2 N N | 4,98x10e3 | 4,71x10e4 TU/ml
15 N | 1,43x10e2 N N | 4,81x10e3 | 5,14x10e4 TU/ml
16 N P N N 3 P

17 N P N N 3 P

18 N | 1,45x10e2 N N | 5,07x10e3 | 5,11x10e4 TU/ml
19 N P N N 3 P

20 N P N N 3 P

21 N P N N 3 P

22 N P N N 3 P

23 N | 1,52x10e2 N N | 424x10e3 | 5,12x10e4 TU/ml
24 N 3 N N 3 P

25 N | 8,60x10el N N | 2,80x10e3 | 4,20x10e4 TU/ml
26 N 3 N N 3 P

27 3 N N N 3 P

28 N | 1,44x10e2 N N | 5,12x10e3 | 4,52x10e4 TU/ml
29 N 3 N N 3 P

30 N 3 N N 3 P

31 N | 1,07x10e2 N N | 2,63x10e3 | 2,04x10e4 TU/ml
32 N | 1,59x10e2 N N | 3,93x10e3 | 5,30x10e4 TU/ml
33

34 N 3 N N 3 P

35

36 N | 3,68x10e2 N N | 3,04x10e4 | 1,25x10e5 1U/ml
37 N | 1,72x10e2 N N | 2,34x10e3 | 2,91x10e4 TU/ml
38 N | 4,00x10el N N | 1,50x10e3 | 2,00x10e4 TU/ml
39 N | 1,48x10e2 N N | 528x10e3 | 5,34x10e4 TU/ml
40 N | 1,43x10e2 N N | 3,71x10e3 | 3,48x10e4 TU/ml
41 N | 1,63x10e2 N N | 5,69x10e3 | 4,94x10e4 TU/ml
42 N | 1,68x10e2 N N | 5,85x10e3 | 5,53x10e4 TU/ml
43 N 3 N N 3 P

44

45 N 3 N N | 8,58x10e2 | 1,41x10e4 1U/ml
46 N | 2,00x10e2 N N | 520x10e3 | 5,20x10e4 TU/ml
47 N 3 N N 3 P

48

49 N | 1,50x10e2 N N | 3,53x10e3 | 4,10x10e4 TU/ml
50 N | 3,20x10e2 N N | 9,10x10e3 | 8,00x10e4 TU/ml
51 N | 4,26x10e2 N N | 1,56x10e4 | 1,26x10e5 TU/ml
52 N | 1,52x10e2 N N | 542x10e3 | 547x10e4 TU/ml
53 N | 1,91x10e2 N N | 4,94x10e3 | 5,01x10e4 TU/ml
54 N | 1,45x10e2 N N | 4,74x10e3 | 4,58x10e4 TU/ml
55 N | 2,00x10e2 N N | 527x10e3 | 6,46x10e4 TU/ml
56 N | 1,39x10e2 N N | 4,96x10e3 | 4,09x10e4 | Neuved.
57 N N N N p P TU/ml
58 N | 1,63x10e2 N N | 4,77x10e3 | 5,63x10e4 | Neuved.
59 N | 3,00x10el N N | 5,50x10e3 | 4,70x10e4 TU/ml
60

61 N |  7.7x10el N N | 4,40x10e3 | 6,70x10e4 TU/ml
62 N p N N p P

63 N | 7,40x10el N N | 6,11x10e3 | 6,28x10e4 TU/ml
64 N | 2,50x10e2 N N | 4,20x10e3 | 5,70x10e4 TU/ml
65 N | 1,58x10e2 N N | 5,12x10e3 | 5,17x10e4 TU/ml

Laboratofe, u nichZ nejsou uvedeny ¢iselné hodnoty, své vysledky nekvantifikovaly. Pofadov4 ¢isla laboratoi{
v této tabulce nemaji souvislost s jejich zavedenymi kédy v EHK (NRL pro VH uvedena pod ¢islem 1).
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Tab. 3: vysledky vySetfeni HCV-RNA v EHK 1418 (P = pozitivni, N = negativni)
5 6

poft.c. 1 2 3 4 jednotky
N N + +++ ++ N

1 - NRL N N | 1,99x10e2 | 2,22x10e4 | 1,74x10e3 N 1U/ml

2 N N P P P N

3 N N | 7,90x10el | 1,18x10e4 | 1,04x10e3 N 1U/ml

4 N N | 2,80x10e2 | 1,20x10e4 | 1,50x10e3 N 1U/ml

5 N N | 1,36x10e2 | 1,55x10e4 | 1,38x10e3 N 1U/ml

6 N N | 0,57x10el | 5,30x10el | 0,81x10el N | Neuved.

7 N N | 3,30x10e2 | 2,20x10e4 | 2,00x10e2 N 1U/ml

8 N N | 1,05x10e2 | 1,04x10e4 | 1,13x10e3 N 1U/ml

9 N N P P P N

10 N N | 1,39x10e2 | 1,34x10e4 | 1,33x10e3 N 1U/ml

11 N N P P P N

12 N N | 4,40x10e2 | 2,60x10e4 | 2,50x10e3 N 1U/ml

13 N N | 1,58x10e2 | 1,59x10e4 | 1,70x10e3 N 1U/ml

14 N N | 1,67x10e2 | 1,48x10e4 | 1,38x10e3 N 1U/ml

15 N N | 1,30x10e2 | 1,01x10e4 | 1,17x10e3 N 1U/ml

16 N N P P P N

17 N N P P P N

18 N N | 1,70x10e2 | 1,22x10e4 | 3,28x10e2 N 1U/ml

19 N N P P P N

20 N N P P P N

21 N N P P P N

22 N N P P P N

23 N N | 1,36x10e2 | 1,15x10e4 | 1,45x10e3 N 1U/ml

24 N N P P P N

25 N N | 1,58x10e2 | 1,70x10e4 | 1,70x10e3 N 1U/ml

26 N N P P P N

27 N N P P P N

28 N N | 1,16x10e2 | 1,36x10e4 | 1,09x10e3 N 1U/ml

29 N N P P P N

30 N N P P P N

31 N N | 7,90x10el | 7,33x10e3 | 9,23x10e2 N 1U/ml

32 N N | 1,09x10e2 | 1,14x10e4 | 1,13x10e3 N 1U/ml

33 N N | 1,22x10e2 | 1,09x10e4 | 1,29x10e3 N 1U/ml

34 N N P P P N

35 N N | 9,50x10el | 1,02x10e4 | 1,50x10e3 N 1U/ml

36 N N | 3,61x10e2 | 1,68x10e4 | 8,68x10e2 N 1U/ml

37 N N 0| 4,50x10e2 | 3,64x10el N 1U/ml

38 N N | 3,50x10el | 5,60x10e3 | 2,40x10e2 N 1U/ml

39 N N | 1,99x10e2 | 2,05x10e4 | 1,58x10e3 N 1U/ml

40 N N | 2,36x10e2 | 1,16x10e4 | 1,65x10e3 N 1U/ml

41 N N | 9,60x10e2 | 1,25x10e4 | 1,01x10e3 N 1U/ml

42 N N | 2,40x10e2 | 2,14x10e4 | 2,30x10e3 N 1U/ml

43 N N P P P N

44 N N | 1,32x10e2 | 1,49x10e4 | 1,32x10e3 N 1U/ml

45 N N P | 9,21x10e3 | 5,46x10e2 N 1U/ml

46 N N | 1,40x10e2 | 8,80x10e3 | 9,80x10e2 N 1U/ml

47 N N P P P N

48 N N | 1,14x10e2 | 1,13x10e4 | 1,26x10e3 N 1U/ml

49 N | 1,50x10e2 N N | 3,53x10e3 P 1U/ml

50 N N | 1,50x10el | 2,30x10e4 | 1,40x10e3 N 1U/ml

51 N N | 4,53x10e2 | 1,53x10e5 | 1,83x10e4 N 1U/ml

52 N N | 1,39x10e2 | 1,32x10e4 | 1,52x10e3 N 1U/ml

53 N N | 1,27x10e2 | 9,07x10e3 | 1,22x10e3 N 1U/ml

54 N N | 1,28x10e2 | 1,19x10e4 | 9,41x10e2 N 1U/ml

55 N N | 1,48x10e2 | 5,68x10e3 | 1,23x10e3 N 1U/ml

56 N N | 1,86x10e2 | 6,49x10e3 | 2,02x10e3 N 1U/ml
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57 N N P P P N

58 N N | 2,07x10e2 | 1,46x10e4 | 1,08x10e3 N | Neuved.
59 N N | 1,30x10e2 | 4,90x10e4 | 2,90x10e3 N 1U/ml
60 N N | 1,20x10e2 | 1,31x10e4 | 1,57x10e3 N 1U/ml
61 N N | 8,00x10el | 8,20x10e3 | 3,40x10e2 N 1U/ml
62 N N P P P N

63 N N | 1,05x10e2 | 1,79x10e4 | 1,82x10e3 N 1U/ml
64 N N | 5,80x10el | 1,50x10e4 | 9,20x10e2 N 1U/ml
65 N N | 1,38x10e2 | 1,61x10e4 | 1,58x10e3 N 1U/ml

Laboratofe, u nichZ nejsou uvedeny ¢iselné hodnoty, své vysledky nekvantifikovaly. Pofadov4 ¢isla laboratoi{
v této tabulce nemaji souvislost s jejich zavedenymi kédy v EHK (NRL pro VH uvedena pod ¢islem 1).

6 / Zavér

Série EHK 1417 byla uréena pro stanoveni pritomnosti DNA viru hepatitidy B, série EHK
1418 pro stanoveni RNA viru hepatitidy C. Obou sérii se Ucastnilo 65 laboratori, z nichz jedna ne-
dodala vysledky zpét k hodnoceni.

Celkem neuspély 4 laboratore, pficemz ve dvou pripadech byla ziejmé pricinou nizsi citli-
vost pouzité metody PCR (1x u HBV-DNA, 1x u HCV-RNA), ve zbylych nelze vyloucit zaménu vzor-
k& pri testovani, ¢i pri zapisu vysledkd do elektronického formuldfe (1x u HBV-DNA, 1x u HCV-
RNA).

Laboratore, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostrednictvim webové aplikace
SZU, a to do 30 dnd po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich vzorkl 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 pfipadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho fadu. Pro zadani
reklamace pouzijte také webovou aplikaci SZU
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