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Program zkousSeni zpdsobilosti PT#M/31/2019 byl zaméfen na detekci papillomavird. Navrh a realizace
PT#M/31/2019 byly provadény podle standardniho operacniho postupu SOP M/31 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 programl zkouseni
zpUsobilosti ¢. 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.

/

Za spravnost vysledkd ruci koordinator pfislusného cyklu EHK.

/M e
S aehivg
Koordinator:
MUDr. Barbora Mackova
Tel: 267 082 101

Zpravu vypracoval:
RNDr. Ruth Tachezy, PhD. (NRL pro papillomaviry a polyomaviry, Praha)

Zpravu schvalil: MUDr. Barbora Mackova

Dne: 30. 12. 2019

Pracovisté 2 ESPT (AP CEM - Akreditacni pracovisté Centra epidemiologie a
mikrobiologie):

WWW.Szu.cz/espt

email: apcem@szu.cz
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Detekce papillomavir(

PT#M/31/2019

1. Souhrnné informace o pipravé a hodnoceni

Identifikace kola/cyklu:

PT#M/31/2019

Nazev:

Detekce papillomavird

Poskytovatel:

§ZU — Centrum epidemiologie a mikrobiologie - ESPT
Srobarova 48, Praha 10, 100 42

Koordinator:

MUDr. Barbora Mackova

Subdodavatel:

NRL pro papillomaviry a polyomaviry, Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha, RNDr. Ruth Tachezy, PhD.

Charakteristika materialu:

5 vzorkd lyofilizovanych obsahujici buriky negativni i pozitivni na lidské
papillomaviry a/nebo klonovanou DNK lidskych papillomavird rdznych
genotypl

Podstata a ucel PT/EHK:

overit schopnost Ucastnikd identifikovat pfitomnost a urcit skupinu a/nebo typ
lidskych papillomavird v simulovanych vzorcich cytologickych stérli a spravné
interpretovat vysledky vysetieni

Kritéria pro Ucast na
PT/EHK:

Znalost a technické vybaveni pro vySetieni pfitomnosti lidskych papillomavird
a urceni prislusnosti ke skupiné genotypli nizkého a vysokého rizika a
eventuelné genotypu viru

Zplsob pripravy:

Vychozim materidlem pro ptipravu vzorkd jsou HPV negativni lidské buriky
smichané s bunkami obsahujicimi nékteré HPV genotypy a/nebo klonovanou
DNK lidskych papillomavird v lyofilizované formé

MnozZstvi pripravovaného
test. materialu:

cca pro 40 laboratofi (a pro ovéreni homogenity a stability vzork{)

Oznaceni vzork(:

Detekce papillomavird, PT#M/31-1/2019 — EHK 1101 a PT#M/31-2/2019 —
EHK 1102

Zabezpeceni jakosti
vzorku:

Manipulace za sterilnich podminek, pfiprava vzorkd v mistnosti vyhrazené pro
preamplifikacni fazi, vhodné skladovani, adekvatni transport ke zpracovani,
testy homogenity

Metrologicka navaznost:

klinicky material

Testy homogenity a
stability:

Pro zajisténi stability materialy lyofilizujeme, vzorky nejsou infekcni. Vybrané
vzorky ze série rozesilané zakazniklm jsou testovany na pfitomnost cilového
markeru v NRL pro papillomaviry a polyomaviry po jejich pfipravé dvéma
metodami a dvéma rdiznymi operatory. Poté jsou vzorky odeslané do SZU

k lyofilizaci a skladovany na -20°C az do jejich distribuce. Lyofilizované vzorky
jsou znovu ovérované dvéma metodami v NRL.

Podminky distribuce a
uchovavani vzorka:

Transport pfi pokojové teploté, kratkodobé uchovavani pfi 2 — 8 °C

Mozné zdroje chyb:

NedodrZeni spravné laboratorni praxe, vadna Sarze setu

Pocet Gcastniki:

38 laboratori

Termin distribuce:

10. 9. 2019

Zplsob distribuce:

Rozvoz prepravni sluzbou
Prilohy: formulaF pro zapis vysledkd a pokyny ucastniklim

Predani vysledk(:

pisemné do 1. 10. 2019 na predepsanych formulafich

Urceni vztazné hodnoty:

Pro hodnoceni je za vztaznou hodnotu povazovan vysledek ziskany v NRL.

Zplsob vyhodnoceni
vysledkd:

Bodové ohodnoceni: za 1 vzorek max 2 body, jeden za spravné urceni
absence Ci pritomnosti nizkorizikovych genotypd (LR) a 1 za urceni absence i
pritomnosti vysokorizikovych genotypt (HR) HPV. Pokud pouzity diagnosticky
test neumoziuje detekci LR HPV, hodnotime vysledek také dvéma body a

v pripadé chybného vysledku ¢i zavazné chyby detekce 0 body. Za nespravny
vysledek - zavaznou chybu, povazujeme falesné pozitivni a faleSné negativni
vysledek, pfipadné Spatnou skupinovou detekci genotypu. Maximalnim
moznym poctem ziskanych bodd je 10. Laboratofim s mensim poc¢tem bod(
nez 9 doporucujeme vyzadani opravné série vzorkl. Laboratofim s jednim
chybnym vysledkem, dle zavaznosti, doporucujeme pretestovani daného
vzorku.

Urceni smérodatné
odchylky:

Neprovadi se
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2. Priprava vzorkl

Vzorky byly pfipraveny na pracovisti subdodavatele — v Narodni referencni laboratofi pro papillomaviry
a polyomaviry, v Ustavu hematologie a krevni transfuze, vedouci: RNDr. Ruth Tachezy, PhD., v terminu
od 10. 6. 2019 do 9. 9. 2019 dle SOP M/31.

Vychozim materidlem pro pfipravu vzorkd byly linie lidskych bunék negativnich na HPV a dale linie
lidskych bunék obsahujici nékteré genotypy HPV a klonovana izolovana virova DNK rliznych genotypt
HPV.

Vzorky pro EHK byly pfipraveny jako simulované klinické vzorky odbéru stéru z délozniho hrdla. Na
pozadi HPV negativnich bunék byly i buriky obsahujici HPV a klonovana virova DNK. Vzorky jsou
pripraveny tak, aby obsahovaly rlizné genotypy (LR, HR) a rlizné koncentrace téchto genotyp(. Vzorky
byly po pfipravé a rozplnéni skladovany pfi + 4-8 °C. Jednotlivé zkumavky byly oznacené stitkem s
Cislem a nazvem cyklu EHK, cislem vzorku. Pro letosni rok byly pfipraveny dvé sady vzork{ - pro
amplifikacni metody (EHK 1101) a pro neamplifikacni metody (EHK 1102). Sada pro neamplifikacni
metody obsahovala stejné typy HPV jako sada pro amplifikacni metody. S tim rozdilem, ze sada pro
neamplifikacni metody obsahovala klony HPV ve vysSi koncentraci nez pro metody amplifikacni.
Pripravené vzorky byly dle svého oznaceni 1 — 5 vlozené do nepropustnych sackd a ty poté do
polystyrénové krabice s chladicimi vioZkami. Ta byla osobné dopravena z NRL pro papillomaviry a
polyomaviry do SZU Praha dne 24. 6. 2019 (Zaznam o prijeti/predani vzorku).

Vzorky jsou umistény v polypropylénovych zkumavkach se Sroubovacim vickem a jsou oznaCeny
pofadovym Cislem 1 — 5, Cislem EHK. V SZU Praha byly vzorky lyofilizovany, ze vzorkd kompletovany
série obsahuijici vzdy vzorek 1-5 a preprava vzorkd byla zajisténa prepravcem dle reguli ADR pro silnicni
prepravu.

3. Hodnoceni

Celkem byly dne 10. 9. 2019 v ramci PT#M/31/2019 - EHK-1101 a 1102 (Detekce papillomavir(l)
rozeslany vzorky do 38 laboratofi. Vzorek 1 byl pozitivni na HR HPV 31, vzorek 2 obsahoval HR HPV 16
a 45, vzorek 3 byl negativni na HPV, vzorek 4 obsahoval LR HPV 6 a HR HPV 18 a vzorek 5 byl pozitivni
na HR HPV 16.

Princip hodnoceni:

Hodnoceni vysledkd PT#M/31/2019 - EHK-1101 a 1102 je provadéno kvalitativné, pfi diskrepanci se u
neamplifikacnich metod pfihlizelo i k vysledk@m semikvantitativnim, pokud byly dostupné.

Pri kvalitativnim hodnoceni je za vyhovujici hodnotu povazovan vysledek ziskany v NRL pro
papillomaviry a polyomaviry.

Bodové ohodnoceni:

Za spravny vysledek u 1 vzorku je mozno ziskat max 2 body, jeden za spravné urceni absence di
pfitomnosti nizkorizikovych genotypl (LR) a 1 za urceni absence i prfitomnosti vysokorizikovych
genotypl (HR) HPV. Pokud pouzity diagnosticky test neumoZziuje detekci LR HPV, hodnotime vysledek
také dvéma body. Pokud je polovina vysledku spravna hodnotime 1 bodem a v pfipadé chybného
vysledku ¢i zavazné chyby detekce 0 body. Za nespravny vysledek povazujeme faleSné pozitivni a
faleSné negativni vysledek, pripadné Spatnou skupinovou detekci genotypu. Pokud se jedna o HPV typy
vakcinacni, jsou tyto chyby povazovany za zavazné. Maximalnim moznym poctem ziskanych bodl je
10. Laboratofim s mensim poctem bodl neZ 9 doporuCujeme vyzadani opravné série vzorkd.
Laboratofim s jednim chybnym vysledkem, dle zavaznosti, doporucujeme pretestovani daného vzorku.
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VypInéné protokoly vySetreni PT#M/31/2019 - EHK-1101 a 1102 ke dni uzaverky 1. 10. 2019 vratilo 37
laboratofi.

3.1 Hodnoceni EHK 1101 — amplifikacni metody detekce HPV

34 laboratofi provedlo vysetfeni EHK vzork& amplifikacnimi metodami, z toho dvé laboratore (369, 754)
pouzily dvé rlzné amplifikatni metody a dalsi dvé laboratore (696, 736) vysetfily vzorky tremi
amplifikacnimi metodami. Celkem bylo hodnoceno 40 vysledkovych listd pro amplifikacni metody
detekce HPV. Prehled pouzitych metod je uveden v Tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1 Prehled testli pouzitych v PT#M/31-1/2019 - EHK 1101 pro amplifikacni
metodu detekce HPV a pocet laboratori, které prislusny test pouzily.

Test Vyrobce (Distributor) Pocet laboratori
Cobas 4800 HR HPV panel, HRV Roche (Roche) 13
16/18
Anyplex Il HPV28 Detection Seegene 6
Anyplex Il HPV HR Detection Seegene 1
GeneXpert HPV Assay Cepheid (Biovendor) 5
HPV Genotypes 14 Real-TM Quant Sacace Biotechne$ogi 1
(Dynex)
HPV 14 Screening and 16,18,45 Sacace Biotechnologies 2
Typing Real-TM Quant (Dynex)
HPV Easy Screening PCR AID GMBH (Medisco) 1
PCR STD Detection Kit GenlID (Medisco) 1
AmoyDx HPV Getotyping Detection Amoy Diagnostic 1
Kit
Amplisens HPV HCR Genotype, HPV CRIE Moskow (Ecoli SR) 1
6/11 Kit
QIAscreen HPV PCR Test QIAGEN 1
PapilloCheck Greiner Bio-One 1
Linear Array HPV Roche 1
Vect08-Best HR HPV, real-time PCR Vect08-Best 1
Human Papillomavirus (HPV) PCR GeneProof 3
Kit
.in house" PCR, primery CPSGB, 1
sekvenace

Vysledky vysetreni EHK 1101:
Prehled vSech vysledkl vysetfeni amplifikacnimi metodami je uveden v prehledové tabulce v Prfiloze
ZavéreCné zpravy pro PT#M/31/2019 (4 Souhrn vysledk().

Vzorek 1 (HR HPV 31 pozitivni):

Vsechny laboratore vyuzivajici amplifikacni metody detekce a typizace HPV spravné detekovaly ve
vzorku pritomnost HR HPV. Pokud to test umoznoval byl spravné urcen genotyp HPV 31.

5/7



Detekce papillomavirl PT#M/31/2018

Vzorek 2 (HR HPV 16 a HR HPV 45 pozitivni):
VSechny laboratore, které vyuzivaji amplifikacni metody detekce HPV, spravné detekovaly ve vzorku
pritomnost HR HPV a pokud to testy umoznovaly byly spravné urceny typy HR HPV 16 a 45.

Vzorek 3 (HPV negativni)
VSechny laboratore s vyjimkou jedné ziskaly spravny vysledek HPV negativni. Laboratof 508 uvedla
falesné pozitivni vysledek na HR HPV, doporudili jsme opravnou sérii.

Vzorek 4 (LR HPV 6 a HR HPV 18 pozitivni)

13/13 laboratori vyuzivajici amplifikacni metody, které detekuji LR HPV typy, ziskalo spravny vysledek
LR HPV 6 Ci LR HPV pozitivni. 37/40 laboratornich vysledkd vysSetfeni spravné identifikovalo HR HPV 18
nebo HR HPV. Dvé laboratore deklarovaly faleSné negativni vysledek. Jedné laboratofi (598) bylo
doporuceno vySetieni opravné série. Dalsi laborator (696) pouZila test, ktery je cilen na detekci genu
E1. Tento Usek genomu je u simulovanych vzorkd s typem HPV 18 prerusen klonovanim, proto tento
negativni vysledek nebyl povazovan za chybu detekce. DalSi laboratof (541) chybné uvedla ve
vyhodnoceni vysledku kromé& HPV 18 jesté pfitomnost dalSich HR HPV typd. Této laboratofi jsme
doporucili pretestovani tohoto vzorku ¢i revizi vysledku.

Vzorek 5 (HR HPV 16 pozitivni)

VétsSina laboratori spravné urcily vzorek jako HR HPV pozitivni nebo typ HPV 16. Pouze jedna laborator
(783) chybné uvedla ve vysledcich vysSetfeni kromé& HPV 16 pfitomnost HPV 45. Laboratofi bylo
doporuceno pretestovani tohoto vzorku ¢i revize vysledku.

3.2 Hodnoceni EHK 1102 — neamplifikacni metody detekce HPV

Pro neamplifikacni metody dvé laboratore pouzily hc2 HPV Test Qiagen (Dynex), ktery umoznuje
detekovat LR i HR HPV genotypy a 4 laboratore pouzilo hc2 HR HPV Test Qiagen (Dynex), ktery
detekuje pouze HR HPV typy (Tabulka ¢. 2).

Tabulka ¢. 2 Prehled testd pouzitych v PT#M/31-2/2019 - EHK 1102 pro neamplifikacni
metodu detekce HPV a pocet laboratori, které prislusny test pouzily.

Test Vyrobce (Distributor) Pocet laboratori
Hc2 HPV Test Qiagen Dynex 2
Hc2 HR HPV Test Qiagen Dynex 4

Vysledky vysetireni EHK 1102:

Simulované vzorky pro vySetfeni pritomnosti a typizace HPV byly pripraveny obdobné jako pro metody
amplifikacni, jen s tim rozdilem, Ze mnozstvi pfitomné HPV DNA bylo vyrazné navyseno. I pres to
vysledné hodnoty tfech kontrolnich testl s rozdilnou SarZi v NRL dosahovaly hrani¢nich hodnot pro
stanoveni pozitivity, proto bylo pfi vyhodnoceni pfihlizeno k semikvantitativnim hodnotam méreni v
laboratofich. Zadna laboratof neméla falesné pozitivni vysledek vysetieni.

Prehled vSech vysledk{ vysetieni neamplifikacnimi metodami je uveden v piehledové tabulce v Priloze
ZavéreCné zpravy pro PT#M/31/2019 (4 Souhrn vysledk().

Vzorek 1 (HR HPV hranicné pozitivni az negativni):

VSechny laboratore s neamplifikacnimi metodami detekce HPV spravné detekovaly ve vzorku hrani¢né
pozitivni pritomnost HR HPV.
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Vzorek 2 (HR HPV pozitivni):
VSechny laboratore vyuzivajici neamplifikacni metody detekce HPV spravné detekovaly ve vzorku
pritomnost HR HPV.

Vzorek 3 (HPV negativni)
VSechny laboratore ziskaly spravny vysledek HPV negativni.

Vzorek 4 (LR HPV pozitivni a HR HPV hranicné pozitivni az negativni)

Dvé laboratore vysetfovaly vzorky na pozitivitu LR HPV a obé uvedly hrani¢ni pozitivitu na LR HPV
s prihlédnutim k semikvantitativnim hodnotam vysetreni. VSechny laboratore spravné vysetfily vzorek
jako HR HPV negativni az hrani¢né pozitivni.

Vzorek 5 (HR HPV 16 pozitivni)
VSechny laboratore spravné urcily vzorek jako HR HPV negativni az hrani¢né pozitivni s prihlédnutim
k uvedenym semikvantitativnim hodnotam vysetreni.

3.3 Opravna série

Dvéma laboratofim, které vysetrovaly vzorky amplifikacnimi metodami detekce HPV, jsme doporucili
vySetfeni opravné série, protoze se jednalo o zavazné chyby detekce a nebylo mozné doporucit vydani
certifikatu. Laborator 508 méla faleSné pozitivni vysledek vysetfeni vzorku €. 3, ktery byl na HPV zcela
negativni. Laborator 598 ziskala naopak falesné negativni vysledek vySetreni u vzorku €. 4, ktery byl
pozitivni na vakcinacni typ HPV 18. Dalsi laborator (696) také nedetekovala ve vzorku ¢. 4 HR HPV 18.
Test, ktery tato laboratof pouZzila, je cilen na detekci genu E1, ktery je u simulovanych vzork{ s typem
HPV 18 prerusen klonovanim. Proto tento vysledek nebyl povazovan za chybu detekce.

Laborator 541 chybné deklarovala pritomnost dalSich HR HPV kromé HR HPV 18 ve vzorku €. 4.
Obdobnou chybu uvedla ve vysledcich vysetieni laborator 783, ktera vedle spravné uréeného typu HPV
16 detekovala typ HPV 45 ve vzorku €. 5. Obéma laboratofim bylo doporuceno pretestovani prislusnych
vzorkd.

3.4 Zavér

Z 38 zUcastnénych laboratofi v ramci PT#M/31/2019 - EHK-1101 a 1102 Detekce papillomavirl 37
laboratofi vratilo protokol. Celkové bylo hodnoceno 40 vysledkovych protokold pro amplifikacni metody
a 6 protokold pro neamplifikani metody.

Sest laboratofi vysetfilo vzorky metodou neamplifikacni (EHK 1102). VSechny laboratore ziskaly plny
pocet bodd a bylo doporuceno vydani certifikatu pro neamplifikacni metodu vysetfeni HPV. Vzhledem
k nizkym semikvantitativnim hodnotam vysSetfeni v NRL i laboratofich bude v pfistim okruhu EHK
zménén postup pripravy série pro neamplifikacni metody detekce HPV.

Celkem bylo hodnoceno 40 vysledkovych protokoll vySetfeni HPV pro amplifikacni metody ze 34
laboratori. Dvé laboratore pouzily dvé a dalsi dvé laboratore tfi amplifikacni metody vysetreni,
v pripadé Uspésného absolvovani série je vSak vydan pouze jeden certifikat pro amplifikacni metody.
Celkem 30 laboratofi ziskalo plny pocet bodl a doporudili jsme vydani certifikatu. U dvou laboratofi
(508 a 598), které ziskaly 8 bodd, jsme doporucili opravnou sérii pro zavazné chyby detekce. DalSim
dvéma laboratorim (541 a 783) s méné zavaznymi chybami detekce HPV jsme doporudili pretestovani 1
vzorku.

Tri laboratore (528, 696, 736) spravné pouzily amplifikacni i neamplifikacni metody detekce a ziskaly
10 bod. Tyto laboratore dostaly dva certifikaty.

Prehled vysledkl vSech metod vySetfeni v jednotlivych laboratofich je uveden v Pfiloze Zavérecné
zpravy pro PT#M/31/2019 (4 Souhrn vysledk®).

V pripadé reklamaci vyhodnoceni série postupuijte prosim dle reklamacniho fadu.
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