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Program zkouSeni zpUsobilosti PT#M/23/2019 byl zaméfen na diagnostiku kvasinek. Navrh a
realizace PT#M/23/2019 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP M/23 na
pracovisti Expertni skupiny pro zkouseni zpusobilosti (ESPT) Statniho zdravotniho tstavu (SzU).
Toto pracovisté je akreditovano Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. jako poskytovatel
programl zkouSeni zpUsobilosti ¢. 7001.

S veSkerymi informacemi dodanymi Ucastniky je zachazeno jako s duavérnymi a nejsou bez
souhlasu U¢astnika poskytovany tfetim stranam.

Za spravnost vysledkd ruci koordinator pfislusného cyklu EHK.

Opraveny vysledkovy protokol jednotlivé laboratofe je po zhodnoceni vracen zpét pfislusné
laboratofi. Opravena zavérecna zprava je zverejnéna na strankach SzU..

/

Koordinator:

MUDr. Barbora Mackova /////é(/ %/ﬁ@%

Tel: 267 082 101

Opravu zpravy vypracoval:

MUDr. Barbora Mackova (ESPT SzU Praha)

MUDr. Karel Mencl, CSc. (OKM, Pardubicka nemocnice, Pardubice)

Zpravu schvalil: MUDr. Barbora Mackova

Dne: 31.10.2019

Pracovist € 2 ESPT (AP CEM - Akredita €ni pracovist & Centra epidemiologie a mikrobiologie):
WWWw.Szu.cz/espt email: apcem@szu.cz
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Mykologicka diagnostika - oprava PT# M/23/2019

1. Souhrnné informace o p Fipravé a hodnoceni PT# M/23/2016

Identifikace kola/cyklu: PT#M/23/2019

Nazev: Mykologicka diagnostika

SzZU — Centrum epidemiologie a mikrobiologie - ESPT Srobéarova
48, Praha 10, 100 42

Poskytovatel tel.: + 420 267082575, fax.. + 420 267082271

Vedouci ESPT Ing. Véra Vrbikova

Koordinator: MUDr. Barbora Mackova

Subdodavatel- Laboratof 1ékafské mykologie, Pardubicka nemocnice, Kyjevska 44,

532 03 Pardubice, MUDr. Karel Mencl, CSc.

5 lyofilizovanych simulovanych biologickych materidld s kvasinkovymi
Charakteristika materialu: mikroorganizmy k identifikaci, ztoho jeden vzorek také pro urceni
citlivosti kK ATM.

druhovaé identifikace mykotickych organizmu izolovanych z klinického

Podstata a ucel PT/EHK: L L " ) .
materialu a stanoveni citlivosti na antimykotika

Kriteria pro tcast na Znalost a technické vybaveni pro identifikaci mykotickych organizma

PT/EHK:
ZpUsob pFipravy: viz Protokol o pfipravé vzorku
Mnozstvi pripravovaného

test. materialu: cca pro 65 laboratofi (a pro ovéfeni homogenity a stability vzorku)

ESPT SzU
Oznaceni vzorkovnic: PT # M/23/2019 — EHK 1078

Mykologicka diagnostika
Zabezpeceni kvality vzorku: | manipulace za sterilnich podminek, vhodné skladovani
Metrologicka navaznost: klinicky material

Termin testu homogenity a | den pfed distribuci vzork( a po terminu jednotného zahajeni rozborud
stability: vSemi Ucastniky

Podminky distribuce a preprava a kratkodobé uchovavani pfi4 -8 ° C
uchovavani vzorku: chranit pfed svétlem
Mozné zdroje chyb: nedodrzeni spravné laboratorni praxe
Pocet Gcastniku: 60 laboratofi
Termin distribuce: 7.5.2019
Zpusob distribuce: Rozvoz pfepravni sluzbou
Prilohy: formulaf pro zapis vysledkd a pokyny G€astnikiim
Predani vysledku: pisemné do 28. 5. 2019 na predepsanych formulafich

Kazdy rok je na zakladé vysledk(i za uplynuly rok vybrano 20 laboratofi s
nejvyssim poétem dosazenych bodu. Vzorek je hodnocen pouze v
pfipadé, ze nejméné 16 z téchto 20 laboratofi dosahne vysledku

Zpusob vyhodnoceni shodného s vysledky testovani vychoziho materialu v NRL. Za

vysledku: identifikaci signifikantniho patogenu v 5 vzorcich mohou laboratofe
ziskat maximélné 14 bodd, za spravné vyhodnoceni stanoveni citlivosti

k ATM dalsi dva body, tedy celkem 16 bodu. Bodovani pro identifikaci je
provedeno ve stupnici 2, 1, 0 a -2 bodd, u citlivosti +1 a -1 bod

Uréeni maximalni Aritmeticky primér vysledkud G€astnikd +/-2 smérodatné odchylky od
smérodatné odchylky: prameéru celkové ziskanych bodu
Urcéeni pfijaté vztazné

hodnoty: Za vztaZznou hodnotu je povaZovan vysledek ziskany v NRL.

Termin seminére, rozeslani

Zeoy (O e srpen 2019
zpravy ucastnikim:
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2. Priprava vzork 4

Vzorky byly pfipraveny na pracovisti subdodavatele — OKM-Laborator Iékafské mykologie,
Pardubickd nemocnice, Kyjevskad 44, 532 03 Pardubice. Garant: MUDr. Karel Mencl, CSc.
Laboratof je akreditovana u NASKL (All-034-2018-0336-802) dle CSN EN ISO 15189, ze dne
28.6.2018.

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

Klinické vzorky jsou zpracovany standardnim zpusobem pouzivanym v mykologické laboratofi
(SOPV_16 12 PKN 53 2, SOPV_17 12 PKN_53 2), ¢isté kultury jsou izolovany a
identifikovany.

Ziskané izolaty mykotickych organizm( jsou pomnozZeny a je provedena kontrola Cistoty kultur a
kontrola  identifikace pomoci  alespon dvou riznych identifikacnich souprav
SOPV_12 12 PKN_53 2, CandidaTest21l (Pliva-Lachema), Auxacolor2 (Bio-Rad), MALDI-TOF
(Bruker)). Vychozi materiél je vyockovan do plastovych zkumavek, uzavien, oznacen a uloZzen do
pfepravni krabice a doru¢en kuryrem osobné z laboratofe |ékafské mykologie OKM Pardubické
nemocnice do SZU Praha. V SZU Praha v Narodni 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 vzorkld provedena lyofilizace.

Lyofilni médium obsahujici pfFislusné kultury kvasinek je rozplnéno do jednotlivych lahviCek
(vzorkd) o objemu min. 0,5 ml. Vzorky jsou oznaceny pofadovym ¢islem 1 — 5, ¢islem EHK a
datem rozeslani.

Po lyofilizaci je vychozi material testovan na pfitomnost 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. Izolaty mykotickych organizmd jsou pomnoZeny a provedena kontrola
identifikace v terminu pred rozeslanim nebo v terminu rozesilani vzork zakaznikam.

Po kontrole lyofilizatl jsou lahvi€ky opatfeny pertli pomoci pertlovacich klesti a oznaceny nalepkou
pro identifikaci lyofilizatu. Takto oznaené a zapertlované lahvi¢ky jsou vloZeny do plastového
obalu a skladovany pri teploté 4 — 8°C az do distribuce ucastnikim EHK.

Pfeprava vzorkl je zajiStovana pfepravcem se sluzbou preprava nebezpeného zbozi dle reguli
ADR pro silniéni pfepravu.

3. Hodnoceni

Princip hodnoceni:

Kazdy rok je na zakladé vysledk( za uplynuly rok vybrano 20 laboratofi s nejvy$Sim poctem
dosazenych bodd. 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 materialu v
SzZU.

Puvodné za identifikaci signifikantnich patogend v 5 vzorcich mohly laboratofe v EHK-1078 ziskat
maximalné 14 bodu, za spravné vyhodnoceni stanoveni citlivosti k ATM dalSi dva body, tedy
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celkem 16 bodu. Vzhledem k uznani reklamace hodnoceni vzorku €.4, a protoZze k podobnému
hodnoceni doslo i u dalSich laboratofi, neni tento vzorek v opravené zpravé soucasti hodnoceni.
Celkovy pocet dosazitelnych bodu je nové, za hodnocené 4 vzorky , 14 bodu v€etné hodnoceni
citlivosti.

Bodovani pro identifikaci je provadéno ve stupnici 2 body - spravna rodova i druhova identifikace,
1 bod - spravna rodova identifikace, 0 — neidentifikovano, —2 body — chybna identifikace.
U citlivosti 1 bod — spravné hodnoceni, —1 bod — chybné hodnoceni.

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

Laborator 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 pramér minus dvé smérodatné odchylky).

Tabulka &.1: Uspé&3nost laborato ¥ v EHK 1078 — opravené hodnoceni 4 vzork U
a 1 chybného zapisu

Dosazené body 10 12 14
Pocet laborato Fi 5 6 49
Procento 8,33 10 81,67

Celkovy vysledek identifikaci

50 {7

as 7 i
) Limit
40 1 11,07

a5 b
30

25 7

20 +7

Pocet laboratori

T T T
3 4 5 6 7 8 ] 10 11 12 13 14 15 18

Pocet ziskanych bodi

ZAaveér po p fepoéteni bod U pfi nehodnoceni vzorku ¢€.4:

Maximalniho po étu 14 bod & dosahlo 49 laborato Fi z 60 zG¢astn énych.
Aritmeticky pr amér byl 13,47

Smérodatna odchylka byla 1,2

Limit (t.j. pr mér —2 sm érodatné odchylky) byl 11,07 bod 4.
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Limit splnilo 54 laborato Fi, z toho 2 laborato Fe splnily na maximalnim po ¢&tu 12 bod 4
s ohledem na neprovad éni citlivosti (viz ozna €eni v kap.4).

Vysledky jednotlivych laborato  Fi jsou uvedeny v kapitole 4 (Souhrn vysledk @)
4. 4. Souhrn vysledk G

Tabulka €. 2: Opravené bodové hodnoceni vysledk  jednotlivych laborato Fi
Oznacéeny laborato fe, které neprovadi citlivosti k ATM, nebo omezen  é.

Kaod Bodové hodnoceni Sou &et
laborato Fe
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 vzorek 4 vzorek 5 E \Vj
11 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
16 4 2 2 nehodnoceno 2 1 1 12
17 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
18 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
23 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
28 4 2 2 nehodnoceno 2 1 1 12
31 4 2 4 nehodnoceno 2 -1 1 10
32 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
35 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
37 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
39 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
48 4 2 4 nehodnoceno 2 -1 1 10
50 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
51 4 2 4 nehodnoceno 2 -1 1 10
53 4 2 4 nehodnoceno 2 - - 12
58 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
64 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
65 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
71 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
88 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
89 2 2 4 nehodnoceno 2 1 1 12
156 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
174 4 2 4 nehodnoceno 2 - - 12
192 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
207 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
208 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
209 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
211 2 2 4 nehodnoceno 2 1 1 12
214 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
215 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
228 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
283 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
289 4 2 4 nehodnoceno 2 1 1 14
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Kod Bodové hodnoceni Sou&et
laborato fe
vzorek 1 | vzorek2 |vzorek3 | vzorek 4 vzorek 5 El|l v
290 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
299 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
333 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
350 4 2 4 nehodnoceno 2 111 14
354 4 2 4 nehodnoceno 2 111 14
365 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
369 4 2 4 nehodnoceno 2 11 14
370 4 2 4 nehodnoceno 2 11 14
371 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
373 4 2 4 nehodnoceno 2 111 14
384 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
388 4 2 4 nehodnoceno 2 111 14
407 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
413 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
443 4 2 4 nehodnoceno 2 111 14
456 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
460 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
465 4 2 4 nehodnoceno 2 11 14
467 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
527 4 2 0 nehodnoceno 2 11 10
539 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
554 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
566 0 2 4 nehodnoceno 2 11 10
595 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
641 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
702 4 2 4 nehodnoceno 2 1|1 14
763 4 2 4 nehodnoceno 2 111 14

Tabulka €. 3 : Podily spravnych odpov édi v identifikacich jednotlivych vzork  G/kmen

Vzorek Mikroorganizmus Pocéet laborato ¥i | Procento

1 Candida krusei (Issatschenkia orientalis 56 933
Candida lusitaniae (Cyberlindera lusitaniae) '

2 Saccharomyces cerevisiae 60 100

3 Candida parapS|I03|s_ o 55 91,7
Kluyveromyces marxianus (C.pseudotropicalis)

4 Cyberlindera (Hansenula) fabianii HODNOCENI ZRUSENO
Candida tropicalisis 60 100

5

- bezchybna citlivost 552z 58 94,8
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5. Komenta f k identifikovanym vzork am

Pro rok 2019 byly v sestavé vzork(l opét zafazeny dva smésné, které obsahovaly po dvou
druzich kvasinek. Tomuto stavu odpovidalo i zadani, které nebylo popisovano jako kmeny, ale
jako ,vzorky materiald“. Tyto vzorky pro rok 2019 nebyly simulované, ale odpovidaly
skute€¢nostem, jak je Laboratof Iékarské mykologie zachytila a identifikovala. Vzorek, u kterého
se mél provést test citlivosti k ATM flukonazolu a vorikonazolu, obsahoval referenéni kmen
C. tropicalis, ktery vykazoval jasnou citlivost k obéma antimykotikiim, citlivost byla ovéfena
nékolika nezavislymi testy a nezavislou laboratofi. Stejné jako v minulych letech jsme i pro toto
kolo EHK volili takové kmeny kvasinek, které ve vSech smérech vyhovovaly identifikacnim
parametriim tak, aby jiz pfi rlstu jak na zakladnich, tak i na specialnich diagnostickych médiich
rostly v typickych koloniich a aby tak byla usnadnéna zvlasté diagnostika smésnych vzorkd.
V8echny vzorky byly pfed i po lyofilizaci podrobeny pfisnému hodnoceni.

Vzhledem k vysledkim v pFedchozich letech jsme do sestavy zafadili vzorky s méné
frekventovanymi kvasinkami, nicméné urcitelnymi i béZnymi postupy, nejen hmotnostnim
spektrofotometrem. Tento n&S manévr sice zpusobil vétsi variabilitu vysledkd, ale bohuzel, a za
to se Uc¢astnikim omlouvame, doslo k pominuti jednoho rodového oznaceni pro vzorek ¢.4, na
coz nas upozornila jedna laboratof svoji reklamaci vysledku hodnoceni. ProtoZze mohly byt
chybnym rozhodnutim u tohoto vzorku postizeny dalSi laboratofe, rozhodli jsme se tento vzorek
nehodnotit a hodnoceni tak probihalo na hladiné 14 bodl za bezchybny vysledek u ostatnich
vzorkd a citlivosti. Toto rozhodnuti vSak s sebou pfineslo nemilou skute¢nost, cozZ je snizeni
hodnoty smérodatné odchylky, takZze posun limitu vyfadil z Gspé&snosti 6 laboratofi.

Zadna laboratof v tomto kole mykologické diagnostiky neméla problém se vzorkem ¢&. 2 —
Saccharomyces cerevisiae a €.5 — Candida tropicalis. U vzorku ¢. 1 s Candida krusei a
Cyberlindera lusitaniae pochybily Etyfi laboratofe, u smésného vzorku &. 3, ktery obsahoval
kmeny Candida parapsilosis a Kluyveromyces marxianus pochybily laboratore tfi. Vzorek €. 4 byl
z hodnoceni stazen, nebot jsme v puvodnim hodnoceni nezohlednili moZnost uréeni jako
Candida fabianii.

VySetieni citlivosti kmene C. tropicalis zvladlo bez problému 55 laboratofi, 2 laboratofe toto
vySetfeni neprovadi a ve tfech pfipadech byly vysledky chybné. Vzhledem k tomu, Ze tyto
laboratofe uvedly jako techniku Sensititre YeastOne, domnivdme se, Ze se mohlo jednat o
technickou chybu.

Pokud jde o informace o pouZzivanych technikéach identifikace kvasinek, ve vétSiné parametrd
nedoslo prakticky k Zzadnym velkym zménam aZz na to, Ze se nam o pét mist rozrostl stav
laboratofi vlastnicich hmotnostni spektrofotometr (MALDI). Zde muiZete nahlédnout do udaju
v Tab. 4.

Tab. 4 Prehled diagnostickych postup a (laborato fe zapojené do EHK z mykologie v r. 2019)

DIAGNOSTICKY TEST POCET . DIAGNOSTICKY TEST POCET N

PRO IDENTIFIKACE LABORATORI PRO CITLIVOSTI K ATM LABORATORI
CANDISELECT 43 E-TEST BioMérieux 19
MALDI TOF 39 ITEST Plus 15
AUXACOLOR 22 NEOSENSITABS 12
RYZOVY AGAR 17 E-TEST Liofilchem 12
API ID 20(32)C 4 VITEK?2 5
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CANDIDATEST 8 SENSITITRE YEASTONE 7

DALSI TESTY 4 DALSI TESTY 4

6. Slovo na zav ér

Vzhledem k tomu, Ze neni ve finalni zpravé vzorek ¢€.4 hodnocen, snizila se variabilni odchylka a
tim posunul limit pro aspé&Sné hodnoceni na vysSi aroven. Neuspélo tak celkem 6 laboratofi z 60
zUcCastnénych. Za tento stav se znovu omlouvame, rozhodné nebylo naSim cilem kohokoliv
po3kodit. Do budoucna bychom radi zpestfili mykologickou diagnostiku i o identifikace nékterych
zakladnich vlaknitych mikromycet. Jak jsme zjistili diky aktualné vzniklé situaci, bude nutné za
timto Ucelem upravit SOP pro toto EHK M/23. Pokud se nam to podafi, budeme Vas v3echny v¢as
informovat.
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