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Zprava o vysledcich EHK SARS-CoV-2 - 2020

Vzorky k testovani pfipravila Narodni referencni laboratof pro chfipku a nechfipkova virova respiracni onemocnéni

NRL pfipravila celkem 9 vzorkd po 1 ml. VSechny vzorky byly ziskdny po namnoZeni a izolaci SARS-CoV-2 viru na VERO bunkdach (na pdvodni divoké
linii). Tento namnozeny kmen byl v NRL otestovdn a nafedén tak, aby nejvyssi koncentrace odpovidala béznému pozitivnimu klinickému materidlu.
Dal$i Fedéni odpovidalo desitkové fadé. Vechny vzorky byly fedény virologickym odbérovym médiem pfipravenym v SZU a se viemi pozitivnimi
vzorky bylo manipulovano v BSL3 laboratofi.

Negativni vzorky byly pfipravovany zcela oddélené v laboratofi pro rutinni provoz, a nikdy nepfisly do styku s virem. Ke vzorku ¢islo 9 byl pridan
virus chripky izolovany na kurecich embryich.

Vzorky byly neinaktivované, Zivé, infekéni, a proto NRL vydala doporuceni, aby s nimi bylo zachdzeno jako se SARS-CoV-2 pozitivnim klinickym
materidlem. Koncentrace viru v zadném ze vzork( nepfesahla koncentraci viru v bézném klinickém materidlu. Vzhledem k velmi nizké koncentraci
viru v nékterych vzorcich, predevsim pak ve vzorku ¢. 5, byla pfiprava velmi prisné hlidana tak, aby aby se vSsemi vzorky/aliquoty bylo naklddano za
stejnych podminek bez vykyvi teploty. Proto také pozadovala NRL, aby transport byl proveden tak, aby nedochdazelo k rozmrazeni vzorkd, pfipadné
ke kolisani teploty, které by mohly nepfiznivé ovlivnit kvalitu materidlu a tedy i dosazenych vysledkd.

Vzhledem k distribuci infekéniho materidlu, byly vzorky baleny tak, aby spliovaly transportni podminky pro kategorii biologického materialu
spadajici pod UN3373. Proto také NRL a SZU vyZadovalo zaji$téni transportu od testujicich laboratofi, respektive instituci.

Vzorek Cislo 5 byl tak nafedén, Ze pfi typickém provedeni PCR reakce, bylo ve vySetfovaném objemu maximalné 5 kopii virové RNA. Proto tento
vzorek neni zahrnut do ohodnoceni laboratore.

Laboratore, které vyuzivaji vice detekénich metod, mély moznost zaslat vice vysledk(, proto je hodnoceni rozdéleno na finalni a testovaci sadu.
Cilem testovacich sad bylo ziskani prehledu o diagnostikach, jejich relevanci a moznost jejich porovnani na stejnych vzorcich.
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Souhrnné vyhodnoceni:

Celkem zaslano vysledk( 149
Celkem odpovédélo laboratofi: 80
Celkem distribuovano souprav: 86
Celkem k findlnimu k hodnoceni 80
Pocet testovacich odpovédi 69

Tabulka €. 1. Pfedpokladané vysledky a Uspé&snost detekce viru — findlni sada

pocet kopif Procento

VRNA/20 pl vzorku Spravnych odpovédi findInich Uspésnosti
vzorek 1 5,00E+03 80 100
vzorek 2 5,00E+06 80 100
vzorek 3 negativni 75 93,75 4x pozitivni, 1x nejasny (1 gen negativni, 1 gen pozitivni)
vzorek 4 5,00E+05 80 100
vzorek 5 5,00E+00 10 12,5 22x nejasny, 48x negativni

1x negativni, 5x nejasny, *1x pozitivni az po

vzorek 6 5,00E+02 73 +*1 92,5 zakoncentrovani, coz zifejmé neni bézna manipulace
vzorek 7 5,00E+01 54 67,5 17x negativni, 9x nejasny
vzorek 8 5,00E+04 80 100
vzorek 9 negativni 77 96,25 3x pozitivni/nejasny

Dodatky
1 laboratof 1 vzorek fale$né negativni, jeden vzorek pozitivni jako nejasny
1 laboratof hrani¢ni vzorek negativni, ale negativni vzorek pozitivni

Ct > 40: u laboratofri, které vysledky nekomentovaly, byla tato Ct povaZovéna za negativni vysledek, v pfipadé vice genl pak hodnoceno jako nejasny
1 laborator zaslala 2 sady vysledkd oznacené jako testovaci, 1 sada byla zménéna na findini
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Tabulka €. 2. Pfredpokladané vysledky a Uspésnost detekce viru —testovaci sada

Pocet kopii Procento

VRNA/20 pl vzorku Pocet spravnych odpovédi testovacich Uspésnosti
vzorek 1 5,00E+03 65 95,59 1x netestovano, 3x nejasny
vzorek 2 5,00E+06 69 100
vzorek 3 negativni 66 95,65 2x pozitivni, 1x nejasny
vzorek 4 5,00E+05 68 100 1x netestovano
vzorek 5 5,00E+00 13 19,12 8x nejasny, 47x negativni, 1x netestovano
vzorek 6 5,00E+02 59 85,51 4x nejasny, 6x negativni
vzorek 7 5,00E+01 38 55,07 21x negativni, 10x nejasny
vzorek 8 5,00E+04 68 100,00 1x netestovano
vzorek 9 negativni 66 97,06 1x netestovano, 2x pozitivni

Hodnoceni findlni sady

Maximalni pocet bodu 16

Primér bodového zisku 15,23
SD (smérodatna odchylka) 1,22
Limit pro tspésné absolvovani EHK 12,79

Vypocet limitu: hodnota prdmeéru minus (2 SD)

Vysledky ve shodé s predpokladanymi byly hodnoceny 2 body, vysledky v neshodé& nulovym ziskem. Céstené spravné odpovédi byly hodnoceny 1
bodem.

Veskeré informace naznaduji a potvrzuji teoreticky prfedpoklad, Ze vstupni a elu¢ni objem nehraje vyznamnou roli v citlivosti zachytu.
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svvs

Ctyfi z nich vyuZivaji pIné automatizovany detekéni systém, 3x GeneXpert (Cepheid), 1x Cobas (Roche). Automaticka extrakce NA byla vyuZita v 6
pfipadech, vidy s pouzitim systému Nextractor — Genolution, v 6 pfipadech byla pouzita manualni extrakce (vyrobci Elisabeth Pharmacon — 1x,
Machery Nagel — 1x, Taigen Bioscience — 3x, CatchGene Viral DNA/RNA Kit — 1x).

Pro vlastni diagnostiku byly pouzity PCR kity od vyrobc(: Liferiver -7x, Seegene — 2x, Vitassay -2x, Osang Health Care — 1x.

PCR platformy: Rotor gene 600 — 2x, CFX96 — 5x, ELITe InGenius — 1x, MIC gPCR — 3x, Quant Studio 5 — 1x.

BohuZzel, v nékterych pfipadech zfejmé doslo k nedorozuméni pfi vypliiovani dotazniku, napfiklad jedna laborator uvedla, Ze jako interni kontrolu
pouziva Cy5.

Laboratore, které uzivaji jako interni kontrolu Usek lidského gen,u ¢asto uvadély, Ze interni kontrola byla nevalidni ¢i negativni. To zcela odpovida
situaci, nebot se jednalo o 3, pasaz virové kultury namnozené na VERO burikach.
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Zaveér:

V EHK bylo hodnoceno pouze 8 vzorkd, maximalni dosazitelny pocet bodl byl 16, primérny zisk 15,23 (SD 1,22), limit pro Uspésné absolvovani 12,79
boda.

Sedmdesat Sest laboratofi se Uspésné zhostilo EHK, 51 laboratofi se 100% Uspésnosti. Tti laboratofe dosahly varovné nizké procentudlni Uspésnosti
81,25% (13 bodd). Tti dalsi laboratofe byly hodnoceny jako Uspésné, prestoZe Uspésnost v testu byla pouze 75 % (12 bodu) a dle klasické metodiky
pro hodnoceni EHK by neprosly o 0,79 bodu. Nicméné pokyny pro zadani vysledkl v testu Survio nebyly zadany zcela jednoznacné, a proto lze i tyto
laboratore povaZovat za Uspésné. Pouze jedna laborator neprosla, se ziskem pouhych 10 bodu a Uspésnosti 65,6 %.

dalSiho komentare. Z EHK Ize jasné usoudit, ze vysledky s Ct vy3Sim nez 39 mohou byt faleSné pozitivni. Proto u vSech stanoveni, kdy nejsou viechny
geny jasné pozitivni s Ct men3im neZ 38 (bez ohledu na to, jaké useky RNA dana souprava &i in house metoda vyuziva), nelze takovéto vysledky vydat
jako jasné pozitivni, ale je nutné vydat je jako nejasné a vyzadat si opakovany odbér.

Laboratofe — celkem 3 subjekty, kterym délal problém vzorek ¢islo 6, by mély bedlivé projit cely proces a zvazit pfipadné zmény vedouci ke zvyseni
citlivosti zachytu.

Dokumenty o absolvovani EHK budou rozeslany do konce zafi. Prosim vSechny laboratore, aby prekontrolovaly své kontaktni informace a to tak, aby
jako hlavni kontakt byla uvedena zodpovédna osoba za molekularni diagnostiku.

Soucasné informuji o EHK organizované WHO pro testujici narodni laboratore. NRL bude v pribéhu zafi distribuovat celkem 106 panelt (WHO EQAP)
o 5 vzorcich, se 4 tydenni Ih(tou pro zadani vysledk(. Kazda laborator dostane informace od WHO o zplsobu zadavani (obdrZi link pro zadavani
vysledkd), i z tohoto hlediska je dlleZité nahlasit korektni kontaktni idaje pfimo na vedouciho dané laboratore.

Zpracovala:

RNDr. Helena Jifincova
Vedouci Narodni referencni laboratofe pro chfipku a nechfipkova virova respiracni onemocnéni
CEM, SzU

V Praze dne: 7. 8. 2020
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