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Program zkouSeni zplsobilosti PT#M/23/2021 byl zaméfen na diagnostiku kvasinek. Navrh a
realizace PT#M/23/2021 byly provadény podle standardniho opera¢niho postupu SOP M/23 na
pracovisti Expertni skupiny pro zkou$eni zpGsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho tstavu (SZU).
Toto pracovidté je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel
zkou$eni zpusobilosti €. 7001.

S veskerymi informacemi dodanymi uUcastniky je zachdzeno jako s davérnymi a nejsou bez
souhlasu uc€astnika poskytovany tietim stranam.

Za spravnost vysledkd ruci koordinator pfislusného cyklu EHK.

Pfiloha zavére€né zpravy, tj. vysledkovy protokol, je rozesilana postou.

Zpravu vypracoval:
MUDr. Karel Mencl, CSc. (OKM, Pardubickd nemocnice, Pardubice)

Zpravu autorizoval:

MUDr. Jana Kozakova (zastupce vedouci pracovisté 2 ESPT)
Tel. 267 082 260
Dne: 17. 8. 2021

Pracovisté 2 ESPT
ehk@szu.cz
http://www.szu.cz/programy-zpusobilosti-pro-mikrobiologicke-laboratore
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Mvkologicka diagnostika

PT# M/23/2021

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT# M/23/2021

Identifikace cyklu:

EHK 1198

Nazev:

Mykologicka diagnostika

Koordinator:

MUDr. Jana Kozékova

Subdodavatel:

Laborator I1ékafské mykologie, Pardubicka nemocnice, Kyjevskéa 44,
532 03 Pardubice, MUDr. Karel Mencl, CSc.

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3

Podstata a uc¢el PT/EHK:

druhova identifikace mykotickych organizmu izolovanych z klinického
materialu a stanoveni citlivosti na antimykotika

Kritéria pro uc¢ast na

Znalost a technické vybaveni pro identifikaci mykotickych organizm0

PT/EHK:
Zplsob pripravy: viz kapitola 2
Mnozstvi pfipravovaného

test. materialu:

cca pro 65 laboratofi (a pro ovéfeni homogenity a stability vzorku)

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1198,PT # M/23, €. 1 -5, 4. 5. 2021

Zabezpeceni kvality vzorku:

manipulace za sterilnich podminek, vhodné skladovani

Termin testu homogenity a
stability:

den pred distribuci vzorkl a po terminu jednotného zahajeni rozbort
vS8emi Ucastniky

Podminky distribuce a
uchovavani vzorku:

preprava a kratkodobé uchovavéanipfi4 -8 ° C
chranit pfed svétlem

Mozné zdroje chyb:

nedodrzeni spravné laboratorni praxe

Pocet Ucastniku:

60 laboratori

Termin distribuce:

4.5.2021

Zplsob distribuce:

Rozvoz pfepravni sluzbou (zajistuje Koordinaéni pracovisté ESPT 2)
Prilohy: formulaf pro zapis vysledkl a pokyny ucastnikim

Predani vysledku:

pisemné do 25. 5. 2021 na pfedepsanych formulafich

Zplisob vyhodnoceni
vysledku:

Viz kapitola 4

Uréeni maximalni
smérodatné odchylky:

Aritmeticky primér vysledkud ucastnikd +/-2 smérodatné odchylky od
priméru celkové ziskanych bodu

Urceni pfijaté vztazné
hodnoty:

Za vztaznou hodnotu je povazovan vysledek ziskany v NRL.

Termin uverejnéni
ocekavanych vysledku:

4.6. 2021

Termin uverejnéni
zavérecné zpravy:

Do 17. 8. 2021

Statni zdravotni Ustav Praha

3/11




Mvkologicka diagnostika PT# M/23/2021

2. Zpusob pripravy vzorku

Vzorky byly pfipraveny na pracovisti subdodavatele — OKM-Laborator |ékafské mykologie,
Pardubickd nemocnice, Kyjevska 44, 532 03, Pardubice. Garant: MUDr. Karel Mencl, CSc.
Laboratof je akreditovana u NASKL (DAA-018-2020-0336-802) dle CSN EN ISO 15189, ze dne
22. 6. 2021.

Vychozim materialem pro pfipravu vzorku je klinicky material dodany do laboratore.

Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zplsobem pouzivanym v mykologické laboratofi
(SOPV_16_12_PKN_53 2, SOPV_17_12_PKN_53 2), ¢cisté kultury jsou izolovany a
identifikovany.

Ziskané izolaty mykotickych organizmu jsou pomnozZeny a je provedena kontrola Cistoty kultur a
kontrola  identifikace = pomoci  alespoi  dvou riznych identifikacnich ~ souprav
SOPV_12_12_PKN_53_2, CandidaTest21 (Pliva-Lachema), Auxacolor2 (Bio-Rad), MALDI-TOF
(Bruker)). Vychozi material je vyockovan do plastovych zkumavek, uzavien, oznacen a uloZen do
prepravni krabice a doru¢en kuryrem osobné z laboratofe |ékafské mykologie OKM Pardubické
nemocnice do SZU Praha. V SZU Praha v Néarodni referenéni laboratofi/Ceska narodni sbirka
typovych kultur (CNCTC) - akreditovana u CIA pod ¢&. 8002 dle CSN EN ISO 15189 — je na z&kladé
dohody se subdodavatelem (hodnotitelem) u vybranych vzork( vytvofena smésna kultura a
nasledné je u vzorkd provedena lyofilizace.

Lyofilni médium obsahujici pfislusné kultury kvasinek je rozplnéno do jednotlivych lahvicek
(vzorkll) o objemu min. 0,5 ml. Vzorky jsou oznaeny pofadovym cgislem 1 — 5, €islem 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
pfipravena media. lzolaty mykotickych organizmO jsou pomnozZeny a provedena kontrola
identifikace v terminu pfed rozeslanim nebo v terminu rozesilani vzork( zakaznikam.

Po kontrole lyofilizatd jsou lahvicky opatfeny pertli pomoci pertlovacich klesti a oznaceny nalepkou
pro identifikaci lyofilizatu. Takto oznacené a zapertlované lahvicky jsou vlozeny do plastového
obalu a skladovany pfi teploté 4 — 8°C az do distribuce u€astnikim EHK.

Preprava vzorkl je zajiStovana prepravcem se sluzbou preprava nebezpecného zbozi dle reguli
ADR pro silni¢ni pfepravu.

3. Charakteristika materialu

5 lyofilizovanych simulovanych biologickych materiald s kvasinkovymi mikroorganizmy
k identifikaci, z toho jeden vzorek také pro urceni citlivosti k ATM.

Pro rok 2021 jsme v sestavé vzorkl zaradili opét dva smésné, které obsahovaly kazdy dva druhy

kvasinek. Vzorky pro toto kolo EHK z mykologie nebyly simulované, ale odpovidaly
skute€nostem, jak je Laboratorf Iékafské mykologie zachytila a identifikovala. Vzorek, u kterého
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Mvkologicka diagnostika PT# M/23/2021

se mél provést test citlivosti k ATM flukonazolu a vorikonazolu, obsahoval referenéni kmen
C. albicans, ktery vykazoval jasnou citlivost k obéma antimykotikiim Tato citlivost byla ovéfena
nékolika nezavislymi testy.

Také pro EHK roku 2021 jsme ze ziskaného biologického materialu zvolili takové kmeny
identifikovanych kvasinek, které ve vSech smérech vyhovovaly identifikacnim parametram tak, aby
jiz pfi rastu jak na zakladnich, tak i na speciélnich diagnostickych médiich rostly v typickych
koloniich a aby tak byla usnadnéna zvlasté diagnostika smésného vzorku. ProtoZze jsme letos
ziskali nezvykle ,Sirokou“ 8kalu puvodcu mykotickych infekci, mohli jsme otestovat pozornost
U€astnikd EHK na trochu vyssi arovni, nez tomu bylo v minulych kolech.

4. Zpusob hodnoceni

Kazdy rok je na zékladé vysledkl za uplynuly rok vybrano 20 laboratofi s nejvy$Sim poctem
dosazenych bodu. Tento vybér je anonymni, identita laboratofi neni zvefejiiovana, ani znama
laboratofi pfipravujici vzorky pro EHK. Vzorek je hodnocen pouze v pfipadé, Ze nejméné 16
z téchto 20 laboratofi dosahne vysledku shodného s vysledky testovani vychoziho materidlu v
SZU.

Za identifikaci signifikantnich patogent v 5 vzorcich mohou laboratofe ziskat maximalné 14 bod,
za spravneé vyhodnoceni stanoveni citlivosti k ATM dal$i dva body, tedy celkem 16 bodu.
Bodovani pro identifikaci je provadéno ve stupnici 2 body - spravna rodova i druhova identifikace,
1 bod — spravna rodova4 identifikace, 0 — neidentifikovano, —2 body — chybnd identifikace.

U citlivosti 1 bod — spravné hodnoceni, —1 bod — chybné hodnoceni .

Jako spravné jsou hodnoceny odpovédi s nazvy anamorfniho, pfipadné teleomorfniho stadia
jednotlivych taxona.

Laboratof uspésné absolvuje kolo EHK, pokud dosahne bodového limitu (za identifikaci signifikantnich
patogenu pro danou sérii a spravné stanoveni citlivosti u vybraného agens), ktery se vypocitava dle
vzorce (Limit = aritmeticky prdmér minus dvé smérodatné odchylky).

5. Vyhodnoceni

Tabulka é. 1: Uspésnost laboratoii v EHK 1198

14 bodu za bezchybnou identifikaci a 2 body za provedené citlivosti. To, Ze dvé laboratofe
citlivosti neprovadi a nebyly v této ¢asti hodnoceny, na celkovéem vysledku v€etné vypoctd nic
nemeni.

Dosazené body 12 13 14 15 16 /14 )*
Pocéet laboratofi 1 1 6 2 50/48
Procento 1,7 1,7 10 3,3 83,3

Poznamka: 14/12 )* = dvé laboratore nenabizeji zhotoveni citlivosti (tato ¢ast u nich nehodnocena)
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Celkovy vysledek identifikaci2021
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Pocet ziskanych bodu

Maximalniho poétu bodi dosahlo 50 laboratofi z 60 za¢astnénych.

Aritmeticky pradmér byl 15,65
Smérodatna odchylka byla 0,85
Limit (t. j. pramér —2 smérodatné odchylky) byl 13,95 bodu.

Limit splnilo 56 laboratofi, dalSi 2 laboratofe splnily na hladiné 14 bodd s ohledem

neprovadéni citlivosti.
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Tabulka ¢. 2: Bodové hodnoceni vysledku jednotlivych laboratofi
Oznaceny laboratore, které neprovadi citlivosti k ATM, nebo omezené.

Kod Bodové hodnoceni cot
laboratore vzorek 1 | vzorek2 |vzorek3 |vzorek4 |vzorek5 F \'} souce
11 4 4 2 2 2 1 1 16
16 4 4 2 2 2 1 1 16
17 4 4 2 2 2 1 1 16
18 4 4 2 2 2 1 1 16
23 4 4 2 2 2 1 1 16
26 4 4 2 2 2 1 1 16
28 4 4 2 2 2 1 1 16
31 4 4 2 2 2 1 1 16
32 4 4 2 2 2 1 1 16
37 4 4 2 2 2 1 1 16
39 4 2 2 2 2 1 1 14
48 4 4 2 2 2 1 1 16
50 4 4 2 2 2 1 1 16
51 4 4 2 2 2 1 1 16
53 4 4 2 2 2 - - 14/14
58 4 4 2 2 2 1 1 16
64 4 3 2 2 2 1 1 15
65 4 4 2 2 2 1 1 16
71 4 4 2 2 2 -1 1 14
89 4 4 2 2 2 1 1 16
156 4 4 2 2 2 1 16
174 4 4 2 2 2 - - 14/14
192 4 4 2 2 2 1 1 16
207 4 4 2 2 2 1 1 16
208 3 3 2 2 2 1 1 14
209 4 4 2 2 2 1 1 16
211 4 4 2 2 2 1 1 16
214 4 4 2 2 2 1 1 16
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soucet

16
16
16
16
16
16
16
16
16
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16
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14

Bodové hodnoceni

F

vzorek 5

vzorek 4

vzorek 3

vzorek 2

vzorek 1

Mvkologicka diagnostika

Kod
laboratore

215

228
283
289
290
299

333
350
354
365
369
370
371
373
384
388
407
443
456
460
465
467
529
539
554
566
595
641
702
761
763
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Mvkologicka diagnostika PT# M/23/2021

Tabulka €. 3 : Podily spravnych odpovédi v identifikacich jednotlivych vzorkid/kment

Vzorek Mikroorganizmus Pocet laboratori Procento

Cryptococcus neoformans

1 . . 57 95,0
Geotrichum capitatum

2 Ca_ndlda tropicalis ) 56 93,3
Trichosporon asahii

3 Saccharomyces cerevisiae 60 100

4 Candida guilliermandii 60 100
Candida albicans 60 100

5

- bezchybna citlivost z 58 laboratofi )* 55)* 94,8 )*

Poznamka: )* 2 laboratore citlivosti kvasinek neprovadi

Z4dna laboratof v tomto kole mykologické diagnostiky neméla problém se vzorky &. 3 —
Saccharomyces cerevisiae, ¢.4 — Candida giulliermandii a u €.5 — Candida albicans.

U vzorku €. 1, ktery obsahoval kmeny Cryptococcus neoformans a Geotrichum candidum meély
problém s identifikaci/smési tfi laboratofe a u smésného vzorku €. 2 se kmeny Candida tropicalis
a Trichosporon asabhii to byly laboratofe Ctyfi.

V letoSnim kole EHK mély s citlivosti k ATM problém celkem 3 laboratofe, kdy se v jednom
pfipadé jednalo pravdépodobné o technickou chybu, nebot byla spravné uvedena naméfena
hodnota testu ATM, ale chybné interpretovana. Vtomto pfipadé jsme si dovolili hodnotit
vysledek jako 0 bodu, misto -1.

Stejné jako v minulém kole EHK diky celkové vysoké uspéSnosti laboratofi byla i v roce 2021
vypoctena velmi nizka hodnota smérodatné odchylky, takze 6 laboratofi, které dosahly hodnotu
14 bodu, ,uniklo neuspésnosti“ o pouhych 0,06 bodu. Dvé laboratofe neuspély na nizsi bodové
hladiné. Vzhledem k tomu, Ze UspéSnost laboratofi stale stoupa, a to i z hlediska vybaveni
moderni diagnostickou technikou, bude mozna pro budoucnost nutné upravit hodnoceni,
pripadné parametry vystupu jednotlivych diagnostickych postupt.

Pokud jde o informace o pouzivanych technikach identifikace kvasinek, ve vétSiné parametru
nedoslo prakticky k zadnym velkym zméndm. Snad jen to, Ze opét pfibylo laboratofi s MALDI
technikou. Do vysledki této ankety muzete nahlédnout v Tab. 4.
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Tabulka ¢ .4: Prehled diagnostickych postupt (laboratore zapojené do EHK z mykologie v r.
2021)

Diag:r:sstticky Pocet , Diagnosticky test Pocet _
(identifikace) laboratori (citlivosti k ATM) laboratofri
CANDISELECT 35 E-TEST BioMérieux 17
MALDI TOF 40 ITEST Plus 10
AUXACOLOR 15 NEOSENSITABS/Biovendor 13
RYZOVY AGAR 1 E-TEST Liofilchem 18
API ID 20(32)C 6 VITEK2 6
CANDIDATEST 4 SENSITITRE YEASTONE 9
DALSI TESTY 7 DALSI TESTY 4

6. Zaver

Lze opét konstatovat, ze EHK 1198 v mykologické diagnostice dopadlo vyborné. Jiz delSi dobu je
patrné, Ze spektrum kvasinek zachytdvanych z tuzemskych biologickych materidld necini naprosté
vétSiné laboratofi problémy s identifikaci. To sebou vSak nese zasadni problém pfi vypoctu
smérodatné odchylky a od ni se odvijejici vypodet bodového limitu pro spinéni EHK. Uspé&snost
ziskani potfebného poctu bodl se tim posouva az na samy vrchol diagnostického uspéchu.

Na zékladé anketnich odpovédi ohledné kultivaci a identifikaci vlaknitych mikroskopickych hub
jsme méli pro rok 2021 predstavu zarfadit do vzorkd EHK jeden edukacni vzorek. Bohuzel se nam
to technicky nezdafilo. Snad se to podafi nékdy pfisté. V této souvislosti mizeme uvést, Zze z 60-ti
laboratofi zu€astnénych v letoSnim kole EHK provadi diagnostiku dermatofytd 40 + 2 s vyhradou,
diagnostiku aspergilll 37 + 2 s vyhradou a diagnostiku ostatnich mikromycet 18 + 3 s vyhradou.
Z hlediska mnozstvi laboratofi by se tak mohlo uvazovat o vytvofeni samostatné ,vétvi
mykologického EHK zaméfeného pouze na diagnostiku vldknitych hub. V tomto sméru je velka
8koda, Ze na$ obor — Iékaiska mykologie — nema k dispozici sluzby viastni NRL.

Opravna série probéhne 12. 10. 2021 a prihlasky Ize podavat do 14 dnd po obdrzeni vysledkd
cestou Koordinacniho pracovisté ESPT 2.

V pfipadé reklamaci vyhodnoceni série postupujte, prosim, dle reklamacniho fadu.
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