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Program zkouseni zplsobilosti PT#M/1-1/2025 je zaméfen na ovéreni schopnosti Ucastnikl provést
detekci mykobakterii v simulovanych vzorcich biologického materidlu pomoci mikroskopie a
kultivace.

Navrh a realizace PT#M/1-1/2025 byly provadény podle standardniho operacniho postupu
koordinatora programu EHK (Ing. Véra Dvordkova Ph.D., NRL pro mykobakterie) na pracovisti
Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Ustavu (SZU).

S veskerymi informacemi dodanymi ucastniky je zachazeno jako s dlvérnymi a nejsou bez souhlasu
Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Pfiloha zavéreCné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zucastnénou laborator
k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po prihlaSeni kédem
laboratore a heslem.

Zpravu vypracoval: )
Ing. Michaela Hromadkova a Ing. Véra Dvorakova, Ph.D. (NRL pro mykobakterie, SZU Praha)

Zpravu autorizoval:
Ing. Dvorakova, Ph.D.
Tel: 267 082 424

Dne: 10. 6. 2025

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

Statni zdravotni Ustav Praha 2/8



Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium

PT# M/1-1/2025

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/1-1/2025

Identifikace cyklu:

EHK 1453

Nazev PT:

Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium

Koordinator:

Ing. Véra Dvorakova, Ph.D.

Podstata a ucel PT:

Prikaz (detekce) mykobakterii v simulovanych vzorcich biologického
materialu pomoci mikroskopie a kultivace.

Kritéria pro Ucast na PT:

Rutinné provadéné vysetrovani vzork( biologického materialu, zajisténi
spravné laboratorni praxe.

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavéreCné zpravy.

Hodnocené ukazatele:

Mikroskopie:  pozitivita  (pfitomnost acidorezistentnich  tyCinek

prislusnikl rodu Mycobacterium ve vzorku) x negativita

Kultivace: pozitivita (pozitivni kultivace kultury mykobakterii rodu
Mycobacterium ve zvoleném médiu) x negativita

ZpUsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet Ucastnik{:

36

Termin distribuce vzorka:

21. 1. 2025

Informace ucastnikiim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd
Ucastniky (stop termin):

1. 4. 2025

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1453, PT#M/1-1, €. 1 -5, 21. 1. 2025

Zabezpeceni jakosti vzorku vcetné
testu homogenity a stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

NedodrzZeni spravné laboratorni praxe.

Zplsob vyhodnoceni vysledkd:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Vztaznou hodnotou je vysledek dosaZzeny pfi testovani vzorkd
zarazenych do EHK v NRL/M, které se provadi (Casové) soubézné s
probihajicim EHK v jednotlivych laboratofich.

Urceni maximalni smérodatné
odchylky:

Smérodatna odchylka se vypocita jako druhd odmocnina rozptylu
hodnot bodového hodnoceni jednotlivych laboratofi od aritmetického
prdméru dosazenych bod@ vsech laboratofi.

Zpravy:

Termin uverejnéni predbéznych | 7. 4. 2025
vysledkd{:
Termin uverejnéni zaveérecné Do 24. 6. 2025
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2025

2. Zplisob pripravy vzork
2.1 Postup pripravy vychoziho materialu

V pripravné pld bylo dne 10. 1. 2025 pfipraveno 750 ml sterilniho 0,3% agaru OXOID se 3,5 ml
sterilizované koncentrované Sulovy pldy. Agar byl rozplnén po 1 ml do 5 x 44 sterilnich plastovych
mikrozkumavek / eppendorfek (5 vzorkd pro kazdou z 36 prihlasenych laboratofi + 5x rezervni
vzorky + 3x vzorky pro testovani v NRLM) a ulozen v lednici. Zkumavky jsou dodavany
Koordinac¢nim pracovistém (objem 2 ml, Sroubovaci uzavér s tésnénim). Pro sérii EHK 1453 byla
vybrana kultura M. tuberculosis a M.kansasii, kterou jsme otestovali 9. 1. 2025, 10. 1. 2025 a 29.
1. 2025 metodou GenoType, zda se jedna o Cistou kulturu.

2.2 Zabezpeceni kvality vychoziho materialu, homogenita a stabilita

» Kontrola Cistoty kultury pouzitych mykobakterialnich species molekularnimi metodami
zalozenymi na hybridizaci (GenoType) a to celkem 3x - po vybrani kultury pro sérii EHK,
pred distribuci vzorkl a po distribuci vzorkd do pfihlasenych laboratofi.

* Kontrola sterility agaru OXOID

« Testovani kontrolnich vzorkd akreditovanymi metodami dle schvalenych SOP
koordinatora EHK (Ing. Véra Dvorakova, Ph.D., NRL pro mykobakterie) pred distribuci
vzorkl do pfihlasenych laboratofi a po distribuci vzorkl do pfihlasenych laboratofi
(¢asové soubézné s testovanim, které provadi prihlasené laboratore)

2.3 Rozplnéni vychoziho materialu

Dne 13. 1. 2025 bylo do jednotlivych eppendorfek s agarem prfidano po 0,1 ml kultury
mykobakterii (M. tuberculosis evid. €. 825/24, M. kansasii evid. ¢. 768/24) nebo destilované H,0
dle schématu v kapitole 3. VSechny vzorky byly zajistény parafilmovou folii, ulozeny do krabicek
oznacenych A — E a uschovany v lednici. Vzorky byly 21. 1. 2025 predany pracovnicim
koordinac¢niho pracovisté ESPT 2 k rozdéleni a distribuci do jednotlivych laboratofi. Jedna sada
vzork{ byla soucasné testovana v NRL/M pro zabezpeceni kvality vzorku.

3. Charakteristika materialu

A M. kansasii 50/25(evid. &. 768/24) 103
B M. tuberculosis 51/25 (evid. ¢. 825/24) 102
C Negativni 52/25 Cisty agar
D Negativni 53/25 Cisty agar
E Negativni 54/25 Cisty agar

4. Zptsob hodnoceni

Vzorky se hodnoti kvalitativné. Hodnoceni vychazi z vysledkl testovani v NRL/M. Pfi hodnoceni
jednotlivych laboratofi se porovnava vysledek dané laboratore s vysledkem dosaZzenym pfi testovani
vzorkl zarazenych do EHK v NRL/M, ktery je vztaznou hodnotou. Testovani se v NRL/M provadi
(Casové) soubézné s probihajicim EHK v jednotlivych laboratofich.

Prehled bodového hodnoceni vysledkii:
Maximalni mozny bodovy zisk Cinil 20 bodi

« Spravny vysledek mikroskopie = 2 body

+ Falesna negativita mikroskopie = 0 bod{
« Falesna pozitivita mikroskopie = 0 bod{

« Spravny vysledek kultivace = 2 body
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2025

+ Falesna negativita kultivace = 0 bod{
« Falesna pozitivita kultivace = 0 bod(

5. Vyhodnoceni

35 zUcastnénych laboratofi ziskalo 20 bod{ a jedna laborator ziskala 16 bodd.
Aritmeticky primér dosazenych bod( se rovnal 19,9 bodd.

Limit (aritmeticky prdmér minus 2 smérodatné odchylky) ¢inil 18,57 bodd.
Limit splnilo 35 (97,2 %) laboratofi. Jedna laborator neuspéla.

6. Zaver

EHK 1453 - Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium se zucastnilo 36 laboratofi
Uspélo 35 laboratofi. Laboratof, ktera v hodnoceni neuspéla, oznacila negativni vzorek nespravné
jako pozitivni (viz tabulka 2 a 3).

V letosnim roce vétsina laboratofi (19 ze 36, tedy 52,8 %) pouZila Ziehl-Neelsenovo barveni,
zbyvajici laboratore (17 z 36, tedy 47,2 %) pouzily fluorescencni mikroskopii. Pfehled metod
mikroskopie pouzitych zicastnénymi laboratofemi a rozloZeni spravnych vysledk( a chyb Ize nalézt
v tabulce 4.

Nejcastéji vyuzivanou metodou dekontaminace v zic¢astnénych laboratorich je metoda PETROFF (23
z 36 prihlasenych laboratori, tj. 63,9 %), dalSi metody dekontaminace a pocty laboratofi, které je
pouzily, jsou uvedeny v tabulce 5.

Pro kultivaci pouzivala vétSina laboratofi kombinaci médii, nejbézné&jsSim pouzivanym médiem pro
kultivaci je Léwenstein-Jensenova vajena plida. Tuto pidu vyuZilo 94,4 % prihlaSenych laboratofi.
Dalsimi ¢asto pouzivanymi médii pro kultivaci byla OGAWA (83,3 % prihlasenych laboratofi) a Sulova
plda (41,7 % prihlasenych laboratofi), vice informaci Ize nalézt v tabulce 6. Nejcastéjsi kombinaci
médii byla kombinace Lowenstein-Jensenovy vajené plidy a Ogawy. Tuto kombinaci vyuzilo 28
(tedy 77,8 % prihlasenych laboratofi). Tato kombinace byla ¢asto doplnéna stanovenim na Sulové
pldé, Ci v pristroji MGIT. Piehled hlavnich metod kultivace pouZzivanych v pfihlasenych laboratofich
je uveden v tabulce Cislo 6.

LaboratoF, ktera v hodnoceni neuspéla, pouZila metodu dekontaminace HCI + NaOH, Fluorescencni
mikroskopii a pro kultivaci kombinaci Lowenstein-Jensenovy vajec¢né pldy, Sulovy pddy a stanoveni
pomoci MGIT.

Laboratofe, které neuspeély, si mohou objednat edukativni vzorky prostfednictvim weboveé aplikace
SZU, a to do 30 dn{ po obdrzeni svych vysledkd. Vysledky edukativnich vzork& nebudou mit viiv na
opravu predchoziho nelspésného vysledku v ramci EHK a slouzi pouze jako podklad pro vyreSeni
pripadné neshodné prace v laboratofri.

Edukativni vzorky laborator obdrzi obvyklou cestou v co nejkratSim terminu po objednani.

V pfipadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupujte dle reklamacniho radu. Pro zadani
reklamace pouzijte také webovou aplikaci SZU.

Konec zavérecné zpravy
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2025

Priloha 1 - Tabulky

Tabulka 1 Vysledky EHK podle poc¢tu dosazenych bodd.

Body* 20 16
Pocet laboratori 35 1
(% laboratori) 97,2 2,8

* limit (hranice Uspésnosti) = 18,57 bod{

Tabulka 2 Souhrny vysledkd
Souhrnné vysledky mikroskopického a kultivacniho vysetfeni — pocet laboratofi se spravnym
vysledkem pro jednotlivé vzorky a jejich podil z celkového poctu prihlasenych laboratofi.

Vzorek Mikroskopie Kultivace
A 36 (100 %) 36 (100 %)
B 36 (100 %) 36 (100 %)
C 35 (97,2 %) 35 (97,2 %)
D 36 (100 %) 36 (100 %)
E 36 (100 %) 36 (100 %)

Tabulka 3 Charakter chyb mikroskopie a kultivace

Mikroskopie Kultivace
Vzorek | Falesna pozitivita | FaleSna negativita | FaleSna pozitivita | FaleSna negativita
A X X X X
B X X X X
C 1 X 1 X
D X X X X
E X X X X

Tabulka 4 Prehled metod mikroskopie pouZitych zGcastnénymi laboratoremi a rozlozeni spravnych
vysledkd a chyb (falesné pozitivnich a faleSné negativnich vysledkd) v rdmci téchto kategorii v Casti

mikroskopie.

Metoda mikroskopie

PocCet laboratofi

Spravné urceni*

FaleSné pozitivni*

FaleSné negativni*

Ziehl-Neelsenovo

barven 19 (52,8 %) 19 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Fluorescen¢ni
mikroskopie 17.(47,2 %) 16 (94,1 %) 1 (5,9 %) 0 (0 %)
celkem 36 (100 %) 35 (97,2 %) 1 (2,8 %) 0 (0 %)

* procenta udavaiji podil poctu laboratofi se spravnym vysledkem z poctu laboratofi pouzivajicich

danou metodu
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2025

Tabulka 5 Prehled hlavnich metod dekontaminace pouzivanych v pfihlasenych laboratofich a
rozlozeni spravnych vysledkd a chyb (faleSné pozitivnich a falesné negativnich vysledk() v ramci
téchto kategorii v ¢asti kultivace.

Metoda dekontaminace | Pocet laboratofi | Spravné urceni* | FaleSné pozitivni* | FaleSné negativni*
PETROFF 23 (63,9 %) 23 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
N-A-L-C 7 (19,4 %) 7 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
HCI + NaOH 3 (8,3 %) 2 (66,7 %) 1 (33,3 %) 0 (0 %)
Lauryl Sulfat 3 (8,3 %) 3 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
celkem 36 (100 %) 35 (97,2 %) 1(2,8 %) 0 (0 %)

Tabulka 6 Prehled hlavnich metod kultivace (typ média) pouzivanych v prihlasenych laboratorich
a rozlozeni spravnych vysledkl a chyb (falesné pozitivnich a faleSné negativnich vysledkd).

Metoda kultivace PoCet laboratofi | Spravné urceni* | Falesné pozitivni* | FaleSné negativni*
Lowenstein-
Jensenova vajecna 34 (94,4 %) 33 (97,1 %) 1(2,9 %) 0 (0 %)
plda
0GAWA 30 (83,3 %) 30 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
MGIT 11 (30,6 %) 11 (100 %) 1(33,3 %) 0 (0 %)
Sulova puda 15 (41,7 %) 14 (93,3 %) 1 (6,7 %) 0 (0 %)
Middlebrook 7H10 1 (2,8 %) 1 (100%) 0 (0 %) 0 (0 %)
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Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium PT# M/1-1/2025

Tabulka 7 Prehled vysledkd za jednotlivé laboratore

EHK 1453 - Mikroskopie a kultivace rodu Mycobacterium
odeslano: 21. 1. 2025

uzavérka: 1. 4. 2025

Ocekavané vysledky:
A — pozitivni B — pozitivni C — negativni D — negativni E — negativni

Pof. | Kéd | Mikroskopie Charakter chyby Kultivace Charakter chyby | 5 BODU
cislo spravné urceni | (fal. poz. / spravné urceni | (fal. poz. /
fal. neg.) fal. neg.)

11| 009 5x 5x 20

2| 017 5x 5x 20

31028 5x 5x 20

41 032 5x 5x 20

51 039 5x 5x 20

6| 047 5x 5x 20

7 | 051 5x 5x 20

8 | 055 5x 5x 20

9| 058 5x 5x 20
10 | 061 5x 5x 20
11 | 064 5x 5x 20
12 | 065 5x 5x 20
13 | 066 5x 5x 20
14 | 071 5x 5x 20
15 | 089 5x 5x 20
16 | 156 5x 5x 20
17 | 184 5x 5x 20
18 | 192 5x 5x 20
19 | 207 4x Falesné pozitivni 4x Falesné pozitivni 16
20 | 208 5x 5x 20
21 | 214 5x 5x 20
22 | 215 5x 5x 20
23 | 228 5x 5x 20
24 | 290 5x 5x 20
25 | 317 5x 5x 20
26 | 324 5x 5x 20
27 | 333 5x 5x 20
28 | 341 5x 5x 20
29 | 369 5x 5x 20
30 | 370 5x 5x 20
31| 388 5x 5x 20
32 | 407 5x 5x 20
33 | 456 5x 5x 20
34 | 590 5x 5x 20
35 | 760 5x 5x 20
36| 792 5x 5x 20
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