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Program zkouseni zplsobilosti PT#M/15/2023 je zaméfen na detekci CMV DNA metodou PCR.

Navrh a realizace PT#M/15/2023 byly provadény podle standardniho operacniho postupu koordinatora
programu EHK na pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zplsobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho
Ustavu (SZU). Toto pracoviété je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel
zkouseni zpUsobilosti ¢. 7001.

S veskerymi informacemi dodanymi Ucastniky je zachazeno jako s dGvérnymi a nejsou bez souhlasu

Ucastnika poskytovany tretim stranam.

Priloha zavérecné zpravy, tj. ohodnoceny vysledkovy protokol, je pro kazdou zicastnénou laborator
k dispozici ve webové aplikaci SZU v odkazu: http://ehk.szu.cz/EHK10/ po pfihlaseni kédem laboratore

a heslem.

Zpravu vypracoval:
MUDr. Stépanova, Ph.D. (NRL pro CMV)

Zpravu autorizoval:

MUDr. Stépanova, Ph.D. (NRL pro CMV)
Tel. + 420 721 371 297

Dne: 18. 7. 2023

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

e-mail: ehk@szu.cz



Detekce CMV DNA

PT# M/15/2023

1. Souhrnné informace o pripravé a hodnoceni PT#M/15/2022

Identifikace cyklu:

EHK 1340

Nazev PT:

Detekce CMV DNA

Koordinator:

MUDr. Vlasta St&panova, Ph.D.

Podstata a ucel PT:

Prlikaz DNA lidského cytomegaloviru (CMV DNA) metodou PCR

Kritéria pro ucast na PT:

Znalost a technické vybaveni pro vysetfeni CMV DNA metodou
PCR, zajisténi laboratornich procesd podle CSN EN ISO
15189:2013

Charakteristika materialu:

Viz kapitola 3 zavérecné zpravy

Hodnocené ukazatele:

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni CMV DNA

ZpUsob pripravy:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Pocet ucastnikd:

31 laboratori

Termin distribuce vzorkd:

27. 3. 2023

Informace Gcastnikim:

viz Informace pro Ucastniky zaslané spolu se vzorky

Termin pro odeslani vysledkd
Ucastniky (stop termin):

1. 5. 2023

Oznaceni vzorkovnic:

EHK 1340, PT#M/15, €. 1 - C. 6, 27. 3. 2023

Zabezpeceni jakosti vzorku vcetné

testu homogenity a stability:

Viz kapitola 2 zavérecné zpravy

Mozné zdroje chyb:

Nedodrzeni spravné laboratorni praxe, lidsky faktor

Zplsob vyhodnoceni vysledki:

Viz kapitola 4 zavérecné zpravy

Urceni prijaté vztazné hodnoty:

Za vztaznou hodnotu je povaZovan vysledek ziskany prdmérem

vsech vysledkd zuc¢astnénych laboratofi

Uréeni maximalni smérodatné | VSechny kvantitativni vysledky jsou prevedeny do dekadického

odchylky: logaritmu, spocitan jejich prdmér a smérodatna odchylka, pomoci
kterych jsou vytvoreny intervaly spravnosti

Termin uverejnéni predbéznych |11. 5. 2023

vysledkd:

Termin  uverejnéni  zavérecné | Do 24. 7. 2023

zpravy:




Detekce CMV DNA PT# M/15/2023

2. Zplisob pripravy vzork

6 simulovanych vzorkd (6x 1,0 ml plazmy) pro EHK 1340, stanoveni CMV DNA, bylo pfipraveno
z laboratorniho kmene CMV AD169 a lidské plazmy CMV negativnich darct krve. Jako matrice vzorku
byla u vzorkd €. 1 az €. 6 pouZita testovana negativni plazma. Plazma a laboratorni kmen CMV AD169
byly dlouhodobé uskladnény pfi -80 °C a poté byly pouzity pro pfipravu kontrolnich vzorkl o rliznych
koncentracich. Tyto koncentrace byly zjistény metodou kvantitativni rt-PCR.

Pripravené a otestované vzorky (6x 1,0 ml plazmy) byly uchovavany pri teploté -80 °C a distribuovany

do SzU v prepravce se suchym ledem.

Datum pfipravy a testovani pfipravenych vzorkd: 22. 2. az 21. 3. 2023

Pripravené vzorky EHK 1340 byly rozplnény do zkumavek Eppendorf se Sroubovacim uzavérem,
oznaceny etiketou a byly odeslany kuryrem dne 23. 3. 2023 do SZU Praha, na pracovisté Expertni
skupiny pro zkouseni zplsobilosti, ze které byly vzorky dale distribuovany do jednotlivych laboratofi

prihlasenych k Gcasti v tomto cyklu EHK.

Tab. 1: Pfiprava a testovani vzorkd EHK 1340

Datum ProvedI
Postuny schvali 22.2.az23.2. | MUDr. Vlasta Stépanova, Ph.D.
Py 2023 Mgr. Radka Bolehovska, Ph.D.
” o 23. 2. az13. 3. lab. Lenka Kolesova, DiS.
Priprava vzorkt pro EHK 1340 2023 Mgr. Radka Bolehovska, Ph.D.

Vysetreni vzorkd pro EHK

1340 13. az 17. 3. 2023 | lab. Lenka Kolesova, DiS.

lab. Lenka Kolesova, DiS.

Vysetreni vzorku EHK 1340 21. 3. 2023 Mgr. Radka Bolehovskd, Ph.D.

3. Charakteristika materialu

Cyklus EHK 1340 obsahoval 6 vzork{ pro stanoveni DNA lidského cytomegaloviru metodou PCR.
Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkd je laboratorni kmen CMV AD169 a lidska plazma CMV
negativnich darcl krve. Plazma a laboratorni kmen CMV AD169 byly pred zpracovanim dlouhodobé

uskladnény pri -80 °C.
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Tab. 2: Predpokladané vysledky kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni EHK 1340

Vzorek Predpokladany kvalitativhi | Predpokladany kvantitativni
vysledek vysledek (kopie/ml)
1 pozitivni 6,43.E4
2 negativni negativni
3 pozitivni 4,03.E3
4 silné pozitivni 2,08.E6
5 negativni negativni
6 slabé pozitivni 8,13.E2

4. Zphsob hodnoceni
Kvalitativni, kvantitativni (pokud laborator prihlasena do EHK stanovuje kvantitativné virovou naloz).

Vztaznou hodnotou je prlmér vysledk( vsech zicastnénych laboratofi.

Kvalitativni vysledky: za spravné stanoveni u silné pozitivniho vzorku - 3 body, pozitivniho - 2 body,
slabé pozitivniho - 1 bod, negativniho - 3 body; maximum = 14 bodd.

U kazdé laboratore je vypoctena procentudlni Uspésnost, definovana jako podil skute¢né dosazeného
poctu bodl a maximalniho dosazitelného poctu bodl - maximalni dosazitelny pocet bodl pfi 6 vzorcich
v sadé je 14 bodd.

Laborator uspéla, pokud ziska alespont 11,2 body, tj. 80 %. Hranice Uspésnosti pro EHK 1340 je
stanovena ve shodé s ostatnimi EHK a deklarovana pracovistém ESPT2 na 80 %.

Pro ziskani certifikatu je nezbytna Uspésna UGcast v kvalitativni ¢asti EHK.

Kvantitativni vysledky: za spravnou hodnotu pfi kvantitativnim stanoveni (kopie/ml) je bran vysledek
ziskany jako prdmeér vSech hodnot ziskanych ze z(Castnénych laboratofi. Jako predbézné vysledky jsou
brany vysledky stanoveni NRL pro CMV, které jsou podle planu uverejnény pracovistém ESPT2.

U kvantitativniho stanoveni: odchylka do +/- 1 SD dekadického logaritmu ke vztazné hodnoté je
hodnocena 1 bodem. Odchylka do +/- 2 SD dekadickych logaritm{ ke vztazné hodnoté je hodnocena 2
body. Odchylka do +/- 3 SD dekadickych logaritm{ je za 3 body. Odchylka nad +/- 3 SD dekadické
logaritmy je za 4 body. FaleSné negativni nebo falesné pozitivni vzorek je hodnocen 5 body a faleSné
negativni vysledek u slabé pozitivniho vzorku je hodnocen 3 body.

Nejlepsi bodové hodnoceni (100 %) je 6 bodd.
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5. Vyhodnoceni

Tab. 3: Konecné kvalitativni a kvantitativni referencni vysledky — panel EHK 1340

Spravny vysledek EHK
Vzorek Obsah vzorku e kvantitativni
kvalitativni .
(kopie/ml)

1 CMV AD169 pozitivni 1,31.E5
CMV DNA negativni o

2 , negativni 0
(samostatna plazma)

3 CMV AD169 pozitivni 8,55.E3

4 CMV AD169 silné pozitivni 4,15.E6
CMV DNA negativni o

5 , negativni 0
(samostatna plazma)

6 CMV AD169 slabé pozitivni 2,04.E3

Pozn. 1,31.E5 = 1,31.10° = 131 000 kopij/m!

a) Vyhodnoceni kvalitativnich vysledkii

Celkem bylo hodnoceno 31 laboratofi (panell). U kvalitativnich vysledk{ bylo mozné ziskat 14 bodd.

Celkem 30 laboratofi (tj. 96,77 %) dosahlo maximalniho poctu 14 bod{ a splinilo kritéria kvalitativniho
stanoveni CMV DNA v EHK 1340, kdy jejich vysledky byly v naprosté shodé s vysledky NRL.
V kvalitativnim stanoveni neuspéla 1 laborator (€. 302), kterad stanovila vzorek ¢. 5 obsahujici pouze
CMV DNA negativni plazmu jako pozitivni. Ziskala tedy pouze 11 bodd, ¢imz nedosahla 80 % bodového

hodnoceni. FaleSna pozitivita mohla byt zplisobena chybnou technikou pipetovani bud’ pfi izolaci CMV

DNA, nebo pri pripravé PCR (mohlo se jednat o kontaminaci vzorkem ¢. 4).

Pozn..: Upozorriujeme laboratore, Ze je nutné vypinit u vsech vzorkd vysledek kvalitativniho stanoveni -

pozitivni nebo negativni (laborator 364 u vzorku C. 6 vysledek nevypinila; vzhledem k uvedeni kvantity

byla rovneZ vyhodnocena se ziskem 1 bodu za tento vzorek).

Tab.4: Vyhodnoceni kvalitativnich vysledki a pridélené body (celkem 31 paneli)

Vzorek Vysledek EHK Pocet bodti za Uspésnost
spravny vysledek

1 pozitivni 2 100,0 %
2 negativni 3 100,0 %
3 pozitivni 2 100,0 %
4 silné pozitivni 3 100,0 %
5 negativni 3 96,8 %
6 slabé pozitivni 1 100 %




Detekce CMV DNA

PT# M/15/2023

Tab. 5: Bodové vyhodnoceni kvalitativnich vysledki EHK 1340 - jednotlivé laboratore

Lab. | Max. | zisk Celkové Pocet ziskanych bodii pro jednotlivé vzorky

kéd | bodd | bodl | hodnoceni ) 5 3 4 c 6
20 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
32 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
34 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
35 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
51 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
58 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
64 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
65 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
115 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
156 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
211 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1

lab.

302 14 11 neuspéla 2 3 2 3 0 1
313 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
316 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
364 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
365 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
376 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
430 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
456 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
539 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
541 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
552 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
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554 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
574 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
595 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
598 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
710 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
742 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
748 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
784 14 14 | lab. uspéla 2 3 2 3 3 1
786 14 14 lab. uspéla 2 3 2 3 3 1

b) Vyhodnoceni kvantitativnich vysledki
Vysledky vSech laboratofi jsou porovnavany s primérem hodnot ziskanych vsemi Ucastniky vcéetné NRL
pro CMV. Do hodnoceni je zahrnuto vSech 6 vzorkl v sadé.
Bodové hodnoceni v kvantitativni ¢asti EHK neovlivni ziskani certifikatu, kvantitativni vysledky jsou pro
letosni rok hodnoceny pouze individualnim komentafem v hodnoticim protokolu nasledujicim zplsobem:
6 a 7 bodl — vyborné vysledky
8 a 9 bodl — velmi dobré vysledky
10 a 11 bodl — dobré vysledky
12 a vice bodl — nespravné vysledky
VSechny kvantitativni vysledky jsou prevedeny do dekadického logaritmu, spocitan jejich priimér a
smérodatna odchylka, pomoci kterych jsou vytvoreny intervaly spravnosti.

Kvantitativni stanoveni CMV DNA ve vzorcich EHK 1340 provedlo celkem 23 laboratofi.
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Tab. 6: Kvantitativni vysledky EHK 1340 — jednotlivé laboratore a jejich bodovy zisk

kéd 1 2 3 4 5 6 Bodovy
laboratore zisk
NRL pro
MY 6,43.F4 0 4,03.E3 | 2,08.F6 0 813.E2
20 1,87.E4 0 1,12.E4 | 3,40.E6 0 3,44.E3 8
51 2,95.E5 0 1,42.E4 | 6,26.E6 0 2,36.E3 6
58 1,54.E5 0 8,20.E3 | 3,48.E6 0 1,05.E3 6
65 2,30.E4 0 9,80.E3 | 2,50.E6 0 1,90.E3 7
115 9,57.E4 0 4,30.E3 | 2,15.E6 0 6,12.E2 7
156 2,45.E5 0 1,66.E4 | 5,07.E6 0 6,34.E3 7
211 1,11.E5 0 5,66.E3 | 4,23.E6 0 1,31.E3 6
302 1,44.E6 0 581.E4 | 460.E7 | 3,10.E3 | 3,78.E4 20
313 1,32.E5 0 1,07.E4 | 3,79.E6 0 1,41.E3 6
316 8,04.E4 0 5,10.E3 | 2,25.E6 0 1,20.E3 6
364 1,01.E5 0 7,03.E3 | 2,93.E6 0 1,03.E3 6
376 6,49.E5 0 598.E4 | 2,06.E7 0 6,40.E3 12
430 1,40.E5 0 7,01.E3 | 4,61.E6 0 8,22.E3 7
539 3,38.E5 0 1,54.E4 | 3,96.E6 0 3,72.E3 7
541 1,21.E5 0 7,93.E3 | 2,74.E6 0 2,13.E3 6
552 1,12.E5 0 5,58.E3 | 2,03.E6 0 1,69.E3 6
554 2,10.E5 0 8,90.E3 | 5,13.E6 0 1,82.E3 6
574 1,81.E5 0 5,81.E3 | 4,50.E6 0 1,85.E3 6
595 1,56.E5 0 8,29.E3 | 3,88.E6 0 2,87.E3 6
710 9,43.E4 0 1,06.E4 | 7,06.E6 0 1,68.E3 6
742 6,70.E4 0 1,50.E3 | 2,90.E6 0 7,70.E2 9
748 7,04.E4 0 3,40.E3 | 2,11.E6 0 8,15.E2 7
784 1,10.E5 0 7,70.E3 | 4,20.E6 0 8,40.E2 6

*jedna se o hodnoty predpokladanych vysledkd NRL pro CMV
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Tab. 7: Kvantitativni vysledky vzorkl EHK a jejich rozmezi

] Rozmezi
Vzorek vfcl):cil:/knfltu( +/- 1SD? +/- 2 SD? +/- 3 SD?
(kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml)
1 1,31.E5 5,21.E4- 3,27.E5 2,08.E4- 8,21.E5 8,29.E3-2,06.E6
2 0 0 0 0
3 8,55.E3 3,87.E3 - 1,89.E4 1,75.E3 - 4,18.E4 7,92.E2-9,23.E4
4 4,15.E6 2,02.E6 — 8,53.E6 9,84.E5-1,75.E7 4,79.E5 - 3,60.E7
5 0 0 0 0
6 2,04.E3 7,96.E2 - 5,22.E3 3,11.E2 - 1,34.E4 1,21.E2 - 3,42.E4

Pozn: 1Primér hodnot vsech laboratori u jednotlivych vzorki.

28D — smérodatna odchylka

Tab. 8: Pocty laboratori v jednotlivych rozmezich a bodovy zisk v daném rozmezi (celkem

23 hodnocenych laboratori)

Pocet vysledki jednotlivych metod v daném rozmezi
Vzorek +/-1 | +/-2 | +/-3 | mimo falespel. r:jegkatlvm fales’ncle on:twm
SD SD sp |3sp | Vysecexu vysedex u
pozitiv. vzorku | negativ. vzorku
1 18 3 2 0 0 0
2 23 0 0 0 0 0
3 19 1 3 0 0 0
4 21 0 1 1 0 0
5 22 0 0 0 0 1
6 17 5 0 1 0 0
Pocet pridélenych
bodi za vysledek 1 2 3 4 5 5
v daném intervalu

10
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Tab. 9: Kvantitativni stanoveni - vyhodnoceni laboratofi podle poctu ziskanych bodt

(celkem 23 laboratofi)

Celkovy pocet Pocet Slovni hodnoceni Procentualni
ziskanych bodti | laboratofi zastoupeni
6 bod{ (nejlepsi) 13 vyborné vysledky 56,5 %

7 bodi 6 vyborné vysledky 26,1 %

8 bod{ 1 velmi dobré vysledky 4,3 %

9 bodd 1 velmi dobré vysledky 4,3 %

10 bod( 0 dobré vysledky 0 %

11 bod( 0 dobré vysledky 0 %

12 bod( 1 nespravné vysledky 4,3 %

20 bod( 1 nespravné vysledky 4,3 %

Z celkového poctu 23 hodnocenych laboratori mélo vSechny kvantitativni vysledky v rozmezi +/- 1
SD (tj. zisk 6 bod(i) 13 laboratofi. 7 bodd, znacicich rovnéz vyborné vysledky, ziskalo 6 laboratofi (oproti
loriskému roku se jedna o zlepseni). Nejhorsi skdre (tj. nejvyssi pocet ziskanych bodd), 20 bodd, ziskala
jedna laboratof (C. laboratore 302), jejiz kvantitativni vysledky se pohybovaly az v rozmezi 4
smérodatnych odchylek. Tato laboratof navic u CMV DNA negativniho vzorku detekovala faleSnou
pozitivitu. Tato laboratof neuspéla soucasné ani v kvalitativnim stanoveni. V kvantitativnim stanoveni
neuspéla také laborator ¢. 376, ktera ziskala 12 bodU. Celkové mélo vyborné vysledky (6,7 bod() 19
laboratofi (tj. 82,6 %), velmi dobré vysledky (8, 9 bodl) 2 laboratore (tj. 8,7 %), dobré vysledky neméla

Zadna laborator a nespravné vysledky mély 2 laboratore (tj. 8,7 %).

Elektronicky formular:

ProtoZze nékteré zucastnéné laboratore v elektronickém formuldfi nevyplnily ndzvy pouzitych

diagnostickych souprav, uvadim zde pouze seznam zminénych dg. kit0 a jejich vyrobcl, tak jak byly
uvedeny:
CMV Real-TM CMV a Real-TM Quant., Sacace Biotechnologies; CMV RCR kit, Gene Proof; Elite CMV MGR
kit, ELITech Group; CobasTag Man CMV Test, Roche; Altona Real Star CMV PCR Kit; Alinity m CMV
Assay, Abbott; Amplisens CMV Screen Monitor FRT PCR kit, InterLabService; Artus CMV LC RT-PCR kit,
Qiagen; ZENA HCMV quant. PCR kit, ADM; metoda in-house.

11
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6. Zaver

EHK 1340 — Detekce CMV DNA se zucastnilo 31 laboratori, které zpét poslaly vysledkovy protokol.
Celkem 30 laboratofi uspélo v kvalitativnim stanoveni CMV DNA. Kritéria pro Uspésnou Ucast
v kvalitativnim stanoveni CMV DNA nesplnila 1 laborator.

Z celkového poctu 23 laboratofi, které se Ucastnily kvantitativniho stanoveni CMV DNA v EHK 1340,
uspélo 21 laboratofi. Kritéria pro Uspésnou Ucast v kvantitativnim stanoveni nesplnily 2 laboratore.

Laboratore, které neuspély, si mohou objednat edukativni vzorky prostiednictvim webové aplikace SzU,
a to do 30 dnl po obdrzeni svych vysledk{. Vysledky edukativnich vzorkd nebudou mit vliv na opravu
predchoziho nelspésného vysledku v ramci EHK a slouzi pouze jako podklad pro vyreSeni pfipadné
neshodné prace v laboratofi.

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

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série, prosim, postupuijte dle reklamacniho radu. Pro zadani
reklamace poufzijte také webovou aplikaci SZU.

Konec zavérecné zpravy
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