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Externi hodnoceni kvality v molekularni biologii
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SOUHRN

Cilem prace je poskytnout pfehledné informace o dulezitych mezinarodnich evropskych programech externiho
hodnoceni kvality v molekularni biologii. Jednotlivé dilezité programy jsou v ¢lanku struéné charakterizovany. Uvadime
spektrum hodnocenych vySetfeni a pojednavame o postupech, jakymi se hodnoceni provadéji. Programy se sice
nemohou prokazat takovym stupném analytické a metrologické exaktnosti jako v klinické biochemii, toxikologii
a v dalSich oborech laboratorni mediciny, avSak na druhé strané je jejich pojeti mnohem komplexnéjsi zejména
v propojeni analyticko-technickych a klinicko-postanalytickych aspektll. Ve sdéleni je poukazano také na edukacni
vyznam programll EHK a rovnéz na fakt, Ze odborna zpusobilost nékterych pracovist, provadéjicich DNA analyzy, neni
na dostatecné vysi, ktera by byla potfebna pro efektivitu a spravnost téchto vysetreni.
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SUMMARY

Friedecky B., PliSkova L., Bolehovska R., Palicka V.: External quality assessment in molecular biology

This review deals with recent information on important international european programs in molecular biology. We
briefly characterize main European schemas for DNA analyses. Also we introduce list of analytes and methods used for
assessment. Narrow connection between analytical and postanalytical processes is very important and typical
characteristic for these programs. Published results reached in these programs clearly show their necessity as tool for

education of laboratory personal. Proficiency of laboratories performed DNA analyses is not enough sufficient.
Key words: external quality assessment, molecular biology, education, proficiency.

Uvod

V listopadu 2007 jsme se pokusili o odhad miry pub-
likacni aktivity, tykajici se vysledkd program0 externi-
ho hodnoceni kvality (EHK) ve svété. Pfi zadani ,EQA
in PCR" na strankach www. ncbi.nim.nih.gov (PubMed)
jsme nalezli pouze 18 odkazl tykajicich se organizace
a vysledkd rutinnich program@ EHK. Udaje v téchto
publikacich poskytly zajimavé, avSak nijak optimistic-
ke informace o kvalité vySetfeni v molekularni biologii.

Vypovéd EHK o kvalité vysSetieni v molekularni
biologii

Obecné Ize shrnout, Ze vysledky dosazené v EHK
jsou nedostate¢né srovnatelné. | srovnatelnost vysled-
kG dosazenych v rliznych laboratofich s pouzitim iden-
tickych systému méfeni/metod je malo uspokojiva.

V edukaénim evropském programu EQUAL mélo
20-30 % ucastnik(l problematické vysledky procesl
extrakce a amplifikace DNA, jmenovité se jedna o ne-
dostate¢nou presnost a/nebo spravnost pfi uréeni po-
¢tu kopii. Dale 20-30 % ucastnikd chybovalo v hodno-
ceni jednoho nebo vice vzorkll, dokonce pfi pouziti
stejného systému (detekéni format TagMan)
s vylou€enim ucasti metod in house [1, 2].

Italsky narodni program EHK z roku 2003 klasifiko-
val pouze u 4 laboratofi vysledky jako excelentni,
u 13 jako dobré, u 15 jako akceptovatelné, 3 laboratore
prokazaly Spatnou Uroven a 4 dalSi byly oznaceny jako
zcela neakceptovatelné [3]. O dva roky pozdéji byla
Cetnost vysledk( s nizSi nez pozadovanou kvalitou
v tomtéz systému stale jesté vysoka. Ackoli Ucastnici

pouzili pro analyzu 3 neznamych vzorku stejny analy-
ticky systém (TagMan) v&etné primer(i a byly jim po-
skytnuty stejné sady kalibratord (cDNA), ziskané vy-
sledky byly neuspokojivé. 12 ucastnikll z celkového
poctu 42 dosahlo u vSech vzorkll pozadované pres-
nosti a pravdivosti, oproti tomu stejny pocet laboratofi
nebyl schopen provést kvantifikaci u materialu

U sekvenovani DNA, kde by bylo apriori mozné pred-
pokladat vysokou kvalitu laboratofi, bylo v programu
EQUAL dosazeno vice nez 30% Cetnosti neuspokoji-
vych vysledku [5].

Problémy se zpusobilosti laboratofi jsou pozorova-
ny také u detekci a genotypizaci specialnich virovych
onemocnéni. Pfi provedeni prvniho mezinarodniho pro-
gramu EHK pro genotypizaci viru West Nile pouze
27 % laboratofi detekovalo virus ve vSech pozitivnich
vzorcich a 10 % laboratofi mélo dokonce faleSné pozi-
tivni vysledky [6].

Velkym problémem, ktery je opakované konstato-
van pfi hodnoceni vysledk(i EHK, je nedostate¢nost
a nekvalita postanalytické interpretaéni faze. Casto se
laboratore soustfeduji na analytickou techniku (a ani
to ne se suverénni Uspésnosti) a pomijeji poskytovani
interpretacnich informaci [2, 5]. V programu EQUAL,
zaméfeném na hodnoceni kvality sekvenovani PCR
produkt(i [5], neposkytlo vice nez 30 % uUcastnikl zad-
na interpretacni data k identifikaci genovych sekvenci
nebo mutaci. Stejné problémy s nedostatecnosti nebo
absenci interpreta¢nich dat jsou uvadény napf.
v komentafich organizatord cyklli Némecké spole¢nosti
klinické chemie a laboratorni mediciny (DGKL).
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Informace o evropskych programech
EHK v molekularni biologii

°* QCMD (www.qcmd.org)

Program organizuji Evropska spole¢nost klinické
virologie (ESCV) a Evropska spolecnost klinické mik-
robiologie a infek&nich chorob (ESCMID). Ugastnikim
z priblizné 60 zemi jsou rozesilany panely kontrolnich
material(l obsahujici 8-12 vzork(. Program pouziva
pestré spektrum matric vzorkd, které jsou ¢asto pouzi-
vany paralelné v jedné sadé vzorka.

e UKNEQAS (www.uknegas.org.uk)

Jedna se o EHK pro klinickou molekularni genetiku.
Jsou organizovany dva cykly za rok a v kazdém se
rozesila 4-5 vzorkd zhruba 30 U¢astnikim. Pfedmé-
tem hodnoceni jsou genotypizace, interpretace, admi-
nistrativni chyby a vysledkové protokoly.

e Instand (www.instand-ev.de)

Organizace zabyvajici se EHK mikrobiologickych
metod poskytuje i nékolik kontrolnich cykld pro mo-
lekularné biologické metody v ramci extrahumanni-
ho genomu.

* DGKL (www.dgkl-rfb.de)

Poskytuje 2 odli§né typy programu. Cyklus SQ —
sekvenace — se déli na technickou a Iékafskou in-
terpretacni ¢ast. V technické Casti se provede sek-
venace PCR produktl véetné identifikace sekvenci
a mutaci. V lékarské €asti se pozaduje provedeni
interpretace vysledk( a doporuceni pro ordinujiciho
lékare. K pFislusnym vzorkim jsou dodany kazuis-
tiky. Cyklus FV — molekularni biologie — zahrnuje 15
rlznych paneld, ve kterych se provadéji genotypi-
zace a klasifikace alel klicovych genetickych cho-
rob a mutaci.

e EQUAL (www.ec-4.org/equal, www.dgkl-rfb.de)

Jedna se o EHK program organizovany Evropskou
unii jako finalni ¢ast edukacniho procesu v moleku-
larni biologii. Zahrnuje 3 riizna schémata: EQUAL-qual
— kvalitativni PCR, EQUAL-quant — kvantitativni PCR
a EQUAL-seq — sekvenace PCR produktll. Rozesilaji
se vzorky, primery a u kvantitativnich méfeni také
kalibratory.

Kritéria a metody hodnoceni vysledku

V fadé pfipadud postaci k hodnoceni vysledka EHK
kvalitativni stupnice pozitivni/negativni. Z vysledku
Ucastnikd EHK Ize dobfe odhadnout senzitivitu a spe-
cificitu testd vyhodnocenim poctu faleSnych pozitivit
a negativit (tab. 1). Stale Castéji je vSak vyzadovano
kvantitativni hodnoceni vysledku, nap¥. z divodu kont-
roly prabéhu terapie. V tomto pfipadé je mozné
z vysledkd EHK odhadnout a verifikovat hodnoty mezi
detekce a stanovitelnosti pouzivanych metod. Jednot-
kou kvantitativhiho hodnoceni je pocet kopii DNA/mI,
pocet organismd/ml nebo pocet IU/ml. Cilovou hodno-
tou je obvykle priimér vysledkd méfeni ucastnikd nebo
pfedem dana hodnota. Velikost spravného rozmezi hod-
not pfedstavuje 80% (nebo 95%) interval spolehlivosti,
eventualné interval ohrani¢eny + 1 SD (+ 2 SD). Vy-
nost a vy§si problemati¢nost kvantitativnich méreni ve
srovnani s kvalitativnim hodnocenim. Sife rozpéti po-
¢tu kopii DNA, dana 95% intervalem spolehlivosti, se
¢asto pohybuje v rozmezi dvou fadu (tab. 3).

Table 1. True positivity (TP) and true negativity (TN) in qualitative
in house PCR (example of bacteriology — Programme Instand
2007, introduced in %)

Analyte TP TN
Chlamydia trachomatis 93 100
Helicobacter pylori 98 91
Borrelia burgdorferi s.1. 96 100
Legionella pneumophila 87 95
Salmonella enterica 79 100
Listeria spp. 86 100
MRSA 86 90
Chlamydia pneumoniae 99 98

Velké mezinarodni programy EHK pouzivaji
k hodnoceni zpUsobilosti laboratofi skdrovaci systémy.
Pfedmétem hodnoceni jsou nejen vysledky méfeni, ale
i jejich interpretace. Jako pfiklad uvadime systém hod-
noceni v programu UKNEQAS, ktery pfidéluje 2 body
za spravné vyhodnoceni vzorku, zatimco za chybné
vyhodnoceni 0 bodU. V pfipadé panelu s 8 vzorky je

Table 2. Acceptance (%) in quantitative PCR reaction. Example of hepatitis C virus in programme QCMD 2006. % results within 95%

confidence interval

Sample All Commercial conventional PCP | Commercial real-time In house real-time bDNA
(n=117) (n=41) (n =47) (n=10) (n=17)

1 81.2 78.0 915 100.0 64.7

2 95.7 95.1 95.7 90.0 94 .1

3 95.7 92.7 95.7 100.0 88.2

4 97.4 97.6 95.7 100.0 94.1

5 53.8 19.5 89.4 60.0 41.2

6 87.2 78.0 97.9 100.0 76.1

7 92.3 92.7 93.6 90.0 100.0
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Table 3. Results of quantitative measurement in QCMD EQA pro-
gramme. 95% confidence interval of HBV DNA (copies number/ml)

Sample HBV DNA (copies/ml)
Lower limit Upper limit

1 4.44E+04 3.78E406

2 8.45E+03 4.79E+05

3 1.36E+02 3.88E+04

4 9.11E+02 3.94E103

5 1.25E+02 .94E403

6 7.38E+02 3.78E+04

7 5.36E+03 4.66E+05

maximalni pocet ziskanych bodl 16. Pfi hodnoceni
genotypizace se pozaduje minimalné dosazeni 1,6na-
sobku maxima a pfi hodnoceni interpretace minimalné
0,7nasobku priméru skére dosazeného vsemi Ucast-
niky. Pretrvavajici neakceptovatelna kvalita vysledku
UCastnika je konstatovana pfi méné nez tfech Uspés-
nych nebo pfi dvou po sobé nasledujicich neuspésnych
cyklech z 6 po sobé jdoucich. V tabulce 4 je demon-
strovano, nakolik je doposud technicka zplsobilost la-
boratofi vy$si nez zpUsobilost klinicka.

Table 4. Demonstration of score in sequencing of PCR products
(programme DGKL-2007), 24 participants

Number Number % of labs
of labs of labs accepted/
total accepted improved
Technical
acceptance 24 20 83
Clinical
acceptance 24 14 58
Overall o4 10 42
acceptance
Significant
improvement 16 8 50
Zaveér

Pfinosem EHK v molekularni biologii je moznost
verifikace mezi detekce a stanovitenosti, klinické sen-
zitivity a specificity, propojeni technického a klinické-
ho hlediska. Velky pocet zu€astnénych laboratofi je
umoznén mezinarodnim charakterem EHK. Funkéni
programy EHK mohou byt pouzivany jako nastroje
monitorovani srovnatelnosti, ale také jako prostfedky
edukace laboratornich pracovnikd, s cilem dosahnout
jejich lepsi odborné zplsobilosti.

V soucasné dobé by méla mit kazda laboratof, za-
byvajici se molekularné biologickymi metodami, po-
vinnost U¢astnit se vhodné EHK. Podle naSeho nazo-
ru by bylo uzite€né preferovat ucast ve velkych
mezinarodnich programech s dostate¢nym poctem
Ucastnikl schopnych poskytnout dostate¢né robustni
statistickd data a s moznosti hodnotit jak vysledky
kvalitativni, tak i kvantitativni analyzy. Na druhé stra-
né by meély organizace, zabyvajici se pfipravou EHK
cykll a jejich vyhodnocenim, rozSifovat spektrum

Table 5. List of important analytes assessed in routine EQA programs

Bacteriology Virology Human genom
Chlamy d"? Cytomegalovirus | Factor V — Leiden
pneumoniae
Chlamydia Epstein-Barr Factor Il
trachomatis virus — Prothrombin
Borrelia burgdorferi s.I. | Hepatitis B virus | MTHFR

Escherichia coli

Hepatitis C virus

Collagen receptor

Bordetella pertussis

Herpes simplex
virus

Apolipoprotein E

Varicella zoster

Helicobacter pylori virus Apo B 100

Legionella : Beta-fibrinogen

pneumophila Parvovirus B19 g-455a

Listeria spp. Papillomavirus ACE

MRSA Rhinovirus Alpha-1-proteinase
inhibitor

Neisseria Influenza AB CYP 2D6

gonorrhoeae virus

Mycobacteﬁum P_arainﬂuenza TPMT

tuberculosis virus

Salmonella enterica

JC/BK virus

Cu transport protein

West-Nile virus

UDP-glucuronyl
transferase

Toxoplasma gondii

VGT1 Al

Cystic fibrosis

nabizenych panelll a zaroven poskytovat vice infor-
maci o vyhodnoceni jak analytickych, tak i klinickych
aspektl véetné individualniho hodnoceni jednotlivych
laboratofi.
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