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Priloha — vysledkovy protokol jednotlivé laboratore

Program zkouseni zpUsobilosti PT#M/6/2020 je zaméfen na sérologicka vysetteni viru EBV, jejich
citlivost, specifitu a vyhodnoceni. Porovnava zplsobilost a dovednosti jednotlivych laboratofi ve
vySetfovani a interpretacich sérologickych vysledkd, ukazuje celkovou uroveri diagnostiky EBV

v CR.

Navrh a realizace PT#M/6/2020 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP M/6
na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zp@sobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho Ustavu (SZU).
Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel zkouseni
zp(sobilosti ¢. 7001.

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

Priloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je rozesilana postou.

Koordinator:
MUDr. Klara Labska
Tel: 267 082 247(2476)

Zpravu vypracoval: )
MUDr. Klara Labska, NRL pro herpetické viry, SZU Praha

Zpravu schvalil: Mgr. Markéta Pumannova
Dne: 1. 4. 2020
Pracovisté 2 ESPT (AP CEM - Akreditacni pracovisté Centra epidemiologie a

mikrobiologie): www.szu.cz/espt
Email: apcem@szu.cz
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Sérologie Epsteina-Barrové viru

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/6/2020

Identifikace kola/cyklu:

PT#M/6/2020 EHK-1114

Nazev: Sérologie Epsteina - Barrové viru

§ZU — Centrum laboratornich cinnosti - ESPT
Organizator: Srobarova 48, Praha 10, 100 42

tel.: + 420 267082575, fax.: + 420 267082271
Vedouci ESPT Ing. Véra Vrbikova
Koordinator: Dr. Labska
Subdodavatel: Neni

Charakteristika materialu:

Lidské sérum/plazma

Podstata a ucel PT/EHK:

prikaz protilatek tfidy IgG a IgM proti rdznym antigentim viru
Epsteina — Barrové a souhrnna interpretace provedenych testd

Kritéria pro Ucast na PT/EHK:

Vysetieni obou vzork{ imunoanalytickymi metodami, minimalné 1x
IgM a 1xIgG u kazdého vzorku, ale doporuceny jsou alespon 3
markery a odeslani vysledki ve stanoveném terminu

Zpiisob pripravy:

Vychozim materialem je lidské sérum/plazma.

MnoZstvi pfipravovaného test.
Materidlu:

130 sad (1 sada & 2 vzorky po 0,3 ml)

Oznaceni vzorkovnic:

EHK-1114, PT#M/6, €. 1 — 2, 25. 2. 2020

Zabezpeceni kvality vzorku:

1. Obsahuje-li vychozi material po rozmrazeni viditelné ¢astice
organického materialu (bilkoviny, tuky), je zcentrifugovan.

2. Pro zajisténi stability je do vychoziho materialu pfidavan po
rozmrazeni ProClin ve vysledné koncentraci 0.0095% ve vzorku

Termin testu homogenity a
stability:

1. Vychozi material je testovan na vhodné cilové markery
2. Finalni vzorek je testovan na vsechny cilové markery pred a
po rozplnéni

Podminky distribuce a
uchovavani vzorka:

Distribuce v predepsaném obalu. Pfeprava a kratkodobé uchovavani
vzork{ v chladnicce pfi teploté 2-8°C, dlouhodobé uchovavani pri -18
az -24°C, chranit pfed svétlem, zamezit opakovanému rozmrazovani

Mozné zdroje chyb:

nedodrZeni spravné laboratorni praxe, lidsky faktor

Pocet Ucastnik{:

119

Termin distribuce:

25.2.2020

Zpisob distribuce:

Pfepravni sluzbou v terminu uréeném AP CEM (zajistuje AP CEM)

Predani vysledkd: V elektronické podobé za pouZiti programu EHK Lab
Zplsob vyhodnoceni « Shodny vysledek markerd anti EBNA 1 IgG, anti VCA IgG a
vysledkd: anti VCA IgM je hodnocen +2 body/vzorek, ¢astecna neshoda

(mala chyba) +1 bod.

«  Ostatni markery pfi shodé +1 bod

« Spravna interpretace vysledku + 4 body (celkem 8 za sérii).
Hranice Uspésnosti 80%.

Urceni maximalni smérodatné
odchylky:

Neprovadi se

Urceni prijaté vztazné
hodnoty:

Vysledky ziskané v NRL

Termin uverejnéni zavérecné
zpravy

Do 12 tydnl po predani vysledk{ k hodnoceni
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Sérologie Epsteina-Barrové viru PT# M/6/2020

2. Priprava vzorkd

Vychozim materidlem pro pfipravu vzork( byla lidska séra a defibrinovana plazma, které byly
vySetfeny na pritomnost cilovych markerd. Vzorek A byl poolovany a vzorek B byla plazma jediného
darce.

Pro zajisténi stability byl do vychoziho materidlu pfidan po rozmrazeni ProClin v koncentraci
0.0095%.

Findlni (rozpinéné) vzorky byly testovany na pritomnost cilovych markerd metodami EIA a NIF dle
SOP-NRL/HV-01 a -03.

3. Charakteristika vzorkd

Série 1114 obsahovala 2 vzorky (3 0,3 ml) k vySetfeni sérologickych markerli EBV infekce. Vybér
konkrétnich markerll nebyl stanoven. Pozadovano bylo minimalné 1x IgM a 1x IgG, ale jsou
doporuceny alesponi 3 markery, protoze tfi vysledky predstavuji minimum nutné pro interpretaci
stadii EBV infekce a stavl organismu s nimi spojenych. Suboptimalni vybér sledovanych marker(
mdze také vést k nesouhlasné interpretaci charakteru vysetfovaného vzorku, coz se mize v EHK
projevit snizenym hodnocenim. Obvykle jsou pouzivany metody immunoassay a/nebo NIF, informaci
navic mdze poskytnout také immunoblot.

Prvni vzorek (A) byl pfipraven z poolu sér selektovanych na zakladé anti VCA IgM pozitivity a anti
EBNA1 IgG negativity. Ostatni markery byly testovany az po poolovani sér. Naslednym testovanim
v NRL pro herpetické viry byly stanoveny tyto hodnoty: EBNA1 IgG negativni, VCA IgG pozitivni, VCA
IgG avidita — Seda z6na, VCA IgM pozitivni, VCA IgA pozitivni, EA IgG pozitivni (typ
imunofluorescence D), EA IgM pozitivni, EBNA IgM pozitivni.

Jako druhy vzorek (B) byla pouzita defibrinovana plazma séronegativniho zdravého darce. Vzorky
byly kédovany, vase individualni kédovani je uvedeno na vysledkovém protokolu.

Tabulka 1: Spravné vysledky:

A B
EBNA IgG negativni negativni
EBNA IgM pozitivni negativni
VCA IgG pozitivni negativni
VCA avidita *Seda zona negativni
VCA IgM pozitivni negativni
VCA IgA pozitivni negativni
EA IgG pozitivni negativni
EA IgM pozitivni negativni
*nehodnoceno

4. Zptisob hodnoceni

Metody na bazi immunoassay (EIA, CLIA, NIF a dalsSi)

Vysledky zucastnénych laboratofi se porovnavaiji s vysledky ziskanymi v NRL pro herpetické viry a
pfihlizi se i k vysledklim ostatnich dcastnikdl jako celku. Kazdy otestovany marker ma hodnotu
POZITIVNI nebo NEGATIVNI, pfipustna je také hodnota HRANICNI.

Hodnoceni je zalozeno na ohodnoceni kazdého shodného vysledku sledovanych markerd anti- EBNA
IgG, anti-VCA IgG a anti-VCA IgM v kazdém vzorku pridélenim dvou bodd. V pfipadé castecné
neshody v téchto markerech (obvykle hranicni vysledek) je pridélen jeden bod.

Ostatni markery (napf. anti-EA IgG, anti-EA IgM, anti-VCA IgA, anti-EBNA-1 IgM, anti-ZEBRA IgM a
IgG, anti-BZLF-1 IgM a IgG a dalsi) jsou hodnoceny v pfipadé shody ziskem 1 bodu za 1 vzorek.

Statni zdravotni Ustav Praha 4/7



Sérologie Epsteina-Barrové viru PT# M/6/2020

Celkova interpretace vzorku je hodnocena 4 body za vzorek. Interpretace musi odpovidat dosazenym
vysledkdm, pokud jsou vysledky nékterych testl v rozporu s interpretaci, laboratof musi hodnoceni
zdGvodnit komentarem. Pro usnadnéni komunikace jsou navrzeny tyto preddefinované interpretace:
1. séronegativni,

2. stav po primoinfekci probéhlé v minulosti — anamnestické protilatky,

3. stav po primoinfekci probéhlé v minulosti — sérologické znamky reaktivace,

4. stav po primoinfekci probéhlé v minulosti (pokud laborator nekomentuje reaktivaci)

5. primoinfekce.

Zlcasnéné laboratore maji prostor interpretaci rozsifit v ramci formulare v poli ,Komentar".

Metody na bazi immunoblot
Zlcastnény do vysledkového formulare vypliuje, zda byly pritomny protilatky proti jednotlivym
antigentim, ale test se hodnoti jako celek interpretaci (viz preddefinované interpretace).

Hranice Uspésnosti se stanovuje v procentech dosazenych bodl/maximalni bodovy zisk pfi zvolené
kombinaci testl. Hranici Uspésnosti pro jednotlivé kolo dané série nelze stanovit pfedem, nebot’
zdlezi na mife shody hodnocené laboratore s NRL a zaroven na mife shody mezi zGCastnénymi
laboratofemi dohromady. Proto neni ani stanoveno rozmezi, ve kterém je laborator Uspésna. Pokud
se vsak vysledky lisi od vysledk{ vétsSiny laboratofi i vysledkl stanovenych koordinatorem, vyhrazuje
si koordinator pravo pfi hodnoceni UspésSnosti laboratofe rozhodnout direktivné. Koordinator si
vyhrazuje pravo v pfipadé rozporuplnych vysledkl urcitého testu tento test vyradit z hodnoceni.
Koordinator urci direktivné limit (%), ktery musi laboratof dosahnout. Limit pro sérii 1114 byl
stanoven na 80% bod{ dosazitelnych zvolenou kombinaci metod.

5. Vyhodnoceni

Vzorek A: EBV primoinfekce — poolovany vzorek

Marker EBNA 1 IgG — negativni

Marker vysetfilo 119 laboratofi, 109x negativni, 10x hrani¢ni. Neshodné vysledky byly dosazeny
soupravou Liaison Diasorin, Test Line EIA- EBV EBNA1 IgG a Siemens Immulite 2000 EBV-EBNA
19G viz Tabulka 2.

Tabulka 2 : Soupravy, které zachytily hranicni anti EBNA 1 IgG ve vzorku A EBV primoinfekce —
poolovany vzorek

vyrobce Nazev Pocet Pocet Pocet poznamka
soupravy pozitivnich | hranicnich | negativnich
zachytd/ zachytd/ zachytd/
pocet pocet pocet
stanoveni stanoveni stanoveni
Diasorin Liaison 0/39 4/39 35/39 rlizné Sarze
Test Line EIA- EBV 0/30 5/30 25/30 hranicni vysledky
EBNA1 IgG stejna Sarze
Siemens Immulite 2000 | 0/2 1/2 1/0
EBV-EBNA IgG

Marker VCA IgG — pozitivni, Seda zé6na/vysokoavidni

Metody na bazi EIA: vysetfilo 115 laboratori, vSichni shodné pozitivni vysledek
Metody na bazi NIF: 6x pozitivni, vSichni shodny vysledek

Anti-VCA IgG avidita — vySetfilo 9 laboratofi, rozmezi hodnot viz 7abulka 3.
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Sérologie Epsteina-Barrové viru PT# M/6/2020

Tabulka 3: Rozmezi hodnot avidity (%) ve vzorku A EBV primoinfekce — poolovany vzorek dle
souprav.

Vlyrobce souprava Pocet Rozmezi hodnot
stanoveni median (min-max)
Euroimmun EBV CA avidity 2 56%
determination
TestLine EIA EBV VCA IgG 3 97% (97-99)
Vidia ELISA-VIDITEST anti - 4 62% (57-83)
VCA EBV IgG a avidita

Marker VCA IgM — pozitivni

Metody na bazi EIA: 115x pozitivni, vSichni shodny vysledek

Metody na bazi NIF: 5x pozitivni, vSichni shodny vysledek

Marker VCA IgA — pozitivni

Marker vysetfilo 7 laboratori, vSichni pouZili metody na bazi EIA, shodné pozitivni
Marker EA IgG — pozitivni

Metody na bazi EIA: 73x pozitivni, vSichni shodny vysledek

Metody na bazi NIF: 4x pozitivni, 1x negativni, neshodny vysledek byl stanoven soupravou Vidia
IF-Viditest EA IgG ( 1 ze 3 stanoveni touto soupravou).

Marker EA IgM — pozitivni

Metody na bazi EIA: 18x pozitivni, vSichni shodny vysledek

Marker EBNA 1 IgM — pozitivni

Marker vysetfilo 28 laboratori, vSichni shodny pozitivni vysledek

Vzorek B: EBV séronegativni — jediny darce

Marker EBNA 1 IgG - negativni
Vsech 119 testujicich laboratofi shodny negativni vysledek

Marker VCA IgG — negativni

Metody na bazi EIA 114x negativni, 1x pozitivni vysledek, neshodny vysledek ziskan soupravou
Abbott Architect VCA IgG (1 z 20 ti stanoveni touto soupravou v sérii, ostatnich 19 negativni)
Metody na bazi NIF 6x pozitivni, vSichni shodny vysledek

Anti-VCA IgG avidita — séronegativni vzorek, nevysetfuje se

Marker VCA IgM — negativni
Metody na bazi EIA: 115x negativni, vSichni shodny vysledek
Metody na bazi NIF 5x negativni, vSichni shodny vysledek

Marker VCA IgA — negativni
Metody na bazi EIA 7x negativni, vSichni shodny vysledek

Marker EA IgG — negativni
Metody na bazi EIA: 73x negativni, vSichni shodny vysledek
Metody na bazi NIF: 5x negativni, vSichni shodny vysledek

Marker EA IgM — negativni
Metody na bazi EIA 18x negativni, vSichni shodny vysledek

Marker EBNA 1 IgM — negativni
28x negativni, vSichni shodny vysledek
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Sérologie Epsteina-Barrové viru PT# M/6/2020

Vysledky metodou imunoblot (western blot)

Metodu pouzilo 14 laboratofi, celkové hodnoceni poolovaného vzorku se liSilo, 1 laboratof vzhledem
k pFitomnosti protilatek proti p18 antigenu (soucast VCA) vzorek uzavrela jako stav po primoinfekci
probéhlé v minulosti — sérologické znamky reaktivace.. Vysledky protilatek proti jednotlivym
antigendm se liSily i v rdamci souprav.

Vysledky vzorku A (primoinfekce) jsou podany v 7abulce 4; pro prehlednost souhrnné dle pouZitych

souprav.

Tabulka 4:Vysledky metod na bazi immunoblot vzorek A- primoinfekce

souprava vyrobce EBNA VCA EA EBNA VCA EA
IgM IgM IgM IgG IgG IgG
Pozitivni Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni

Anti-EBV Euroimmun | ** 1/1 *x P 1/1 o

Westernblot

EUROLINE: Euroimmun | 3/3* 4/4 2/3* 0/4 4/4 4/4

EBV Profile 2

recomLine Microgen nt 1/1 1/1 0/1 1/1 1/1

ViraStripe Viramed nt 1/1 0/1 0/1 1/1 1/1

BLOT-LINE TestLine 6/9 9/9 4/8* 0/9 9/9 9/9

EBV

EBV 1gG & | Virotech nt 0/1 1/1 0/1 1/1 1/1

IgM  LINE

|mmunobl ot

nt - netestovano/neprovadi se u dané soupravy.

Jako pozitivni vysledek je bran zachyt protildtek proti kterékoliv casti vyse uvedenych antigend
*1x vysledek chybri

** nelze hodnotit, laborator uvedla pouze pozitivni vysledky

6. Zaver

Letosni série ,,Sérologie EBV" se zucastnilo 119 laboratofi, 1 laboratof neuspéla. Objevily se hranicni
zachyty anti EBNA IgG u vzorku primoinfekce, ale vSechny laboratore spravné interpretovaly vzorek
jako primoinfekci. Anti EBNA1 IgG protilatky v poolovaném vzorku primoinfekce nezachytila Zadna
laboratofr testujici imunoblotem vcetné NRL.

Z hodnoceni vzorku A byl vyfazen marker anti VCA IgG avidita, ktera byla kvili poolovani arteficialné
vysoka (vzorek byl poolovan na zakladé anti VCA IgM pozitivity a anti EBNA IgG negativity, avidita
byla testovana az u poolu).

Opravné kolo série probéhne v podzimnim terminu. O opravné vzorky mdzete zazadat do 14 dnt
po obdrzZeni vysledkd. V pripadé reklamaci vyhodnoceni série postupuijte, prosim, dle reklamacniho
radu.
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