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s Circuito inter-laboratorio RT-PCR Bluetongue: 1/2016

’. Decimo circuito inter-laboratorio, 17 laboratori partecipanti (+2
~ rispetto 2015)

« 20 campioni di sangue + pGEM-NS3 (108 copie/ul)
« Ogni campione é stato analizzato con metodo Real-time RT-PCR

« Test qualitativo e test quantificazione RNA virale !

AT

* |nvio materiale: novembre 2016
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OIE s vorson Campioni infettati con BTV
N° campione |Virus/sierotipo | Titolo (TCIDso/ml)
1 BTV 1 10°°
2 BTV 1 10*°
3 BTV 1 10°°
4 BTV 1 10%°
5 BTV 4 10°8
6 BTV 4 10*8
7 BTV 4 10°®
8 BTV 4 10°8
9 BTV 2 10°°
10 BTV 2 10%°
11 BTV 8 10*°
12 BTV 8 10°°
13 BTV 8 10%°
14 BTV 16 10°°
15 BTV 24 1838
16 BTV 26 105
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Procedure utilizzate

Nome prova

ID laboratorio

Metodo

Procedura

Ente/ditta emittente

Protocollo 1ZS

358, 361, 362, 365, 367,
368, 369, 377, 380, 390,
594, 681, 794.

Real time RT-PCR

IZS TE B2.1.4 SOP118
“Ricerca mediante RT-
PCR real time del virus
della Bluetongue
(sierotipi 1 — 26).

Istituto Zooprofilattico
Sperimentale

dell’Abruzzo e Molise
“G. Caporale” Teramo

Kit commerciale

378, 390, 874, 873, 484,
594.

Real time RT-PCR

LSI Vetmax Bluetongue
virus NS3 — All
genotypes

ThermoFisher Scientific
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TS Test qualitativo: Percentuali di risultati corretti

()ie Reference Laboratory
. L Bluetongue

Identificativo laboratorio Campiqni cc_)r_rettgmente Campioni esaminati S“”.”a.‘ de""’.l percer_‘t“a'_e minima
identificati di risultati corretti (I.c.i. 95%%*)
358** 20 20 86,7%
361** 20 20 86,7%
362** 20 20 86,7%
365** 20 20 86,7%
367** 20 20 86,7%
368** 20 20 86,7%
369** 20 20 86,7%
377** 20 20 86,7%
378*** 20 20 86,7%
380** 20 20 86,7%
390** 20 20 86,7%
L84 * ** 20 20 86,7%
594** 20 20 86,7%
681** 20 20 86,7%
794%* 20 20 86,7%
873*** 20 20 86,7%
874*** 20 20 86,7%

*1.c.i. 95%: limite inferiore intervallo di confidenza al 95%
** Protocollo 1ZS
*** Kijt commerciale
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S Analisi statistica dei risultati (test quantitativo)
ENES e

,. « Calcolo del valore di z-score di ogni singolo campione
| esaminato, per ogni laboratorio partecipante

 Valutazione della prestazione globale del Ilaboratorio
mediante calcolo di un indice definito dalla somma dei
quadrati dei valori di z-score del singolo laboratorio (SQZ)

« Verifica della presenza di errori sistematici nei risultati forniti
dai laboratori mediante calcolo dell'indice RSZ basato sulla
somma degli z-score y
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) Test quantitativo basato sui Ct: z-score campioni

(. BTV-1 TCID,,,,, 1059

Grafico 1: andamento dei valori di z-score - campione 1
et
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Identificativo laboratorio
[ z-score — = limite discutibili —— |imite insoddisfacenti
|z|=2 soddisfacente
2<|z|<3 discutibile
|z|23 insoddisfacente
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="  relativi ai valori di z-score

ARES e

Campione z-score laboratori
Virus (TCIDso/m) Soddisfacenti Discutibili Insoddisfacenti

1 BTV 1 (1059) 16 -

2 BTV 1 (10%9) 16 1
3 BTV 1 (1039) 16 1
4 BTV 1 (1029) 16 -

5 BTV 4 (10°9) 16 1

6 BTV 4 (10%9) 16 -

! BTV 4 (1029) 16 1

8 BTV 4 (1028) 16 1

9 BTV 2 (1039) 16 1

10 BTV 2 (1029) 15 2

1 BTV 8 (10%9) 16 1

12 BTV 8 (10%9) 15 1 1
13 BTV 8 (1029) 16 -

14 BTV 16 (10°5) 16 1

15 BTV 24 (1025) 17

16 BTV 26 (1027) 16 1
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Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

Test quantitativo basato sui Ct:

Z-score

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Valutazione dell'attivita complessiva dei laboratori (SQZ)

358 361 362 365 367 368 369 377 378 380 390 484 594 681 794 873 874

Identificativo laboratorio

Z-score = = |imite discutibili — |imite insoddisfacenti

soddisfacente

discutibile

insoddisfacente
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Reference Laboratory

Test quantitativo basato sui Ct:

Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

Bluetongue
Valutazione della presenza di errori sistematici (RSZ)
T R
=
3 | | I I
N 8 362 377 594 390 380 794 365 484 368 358 369 361

Identificativo laboratorio

s z-score — = |limite discutibili — |imite insoddisfacenti

soddisfacente
discutibile
insoddisfacente U
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S Test quantitativo basato sui Ct:
Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

~ *» Prestazione (globale (SQZ): soddisfacente per 14 Ilaboratori,
discutibile per il laboratorio 358, insoddisfacente per i laboratori 361
e 369.

« Errori sistematici (RSZ): risultati soddisfacenti per 6 Ilaboratori,
discutibili per i laboratori 681 e 873, insoddisfacenti per i laboratori
358, 361, 365, 367, 368, 369, 484, 794 ¢ 874.
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_\ f. Plasmide pGEM-T-easy vector + BTV1-Seg.10 (ds DNA, pGEM-NS3)

Plasmide 108 ., : range linearita 107-10" . /4

Risultati: copie virali/ul sangue (20 campioni del pannello)
Procedure : Protocollo IZS e Kit commerciale

Laboratori 390 e 594 risultati ottenuti con entrambe le procedure y

AT
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ID LABORATOR

[ZSAGM* | IZSAGM | ZSABAT | IZSABA | IZSAGN® | IZSABNY® | IZGABN |IZSAGMY | LSI** | IZGABAE | LSI** | IZOABM* | LSI** | LSI** | [ZSABM® | IZSABNE |IZSAGM? | LSI** | LSI**

38 | 1 | 32 | 35 | 7 | 38 | 39 | W | ;8 | B0 | 0 | J0 | 464 | 94 | 4 | 61 | M9 | 8B | &M

Slope: 309 | 4935 | 2979 | 3604 | 3430 | 5295 | 3680 | 3330 | 3478 | 3398 | 3200 | 4006 | -3668 | 3439 | 3963 | 3455 | 3530 | 335 | -36¥

V-inter. G259 | 54683 | 32943 | 39505 | 33735 | 6057 | 4750 | 39940 | 34990 | 35808 | 36,748 | 46200 | 3553 | 38005 | 44390 | 39306 | 39464 | 3450 | A0T

R2. 0997 | 0997 | 099 | 0999 | 0599 | 09%3 | 09%0 | 0390 | 0993 | 09% | 0% | 0993 | 09% | 0%97 | 0993 | 09% | 0%% | 0% | 0%

Eff%: 89,480 | 59500 | 116,600 | 89440 | 95699 | 54468 | 86830 | 99500 | 93,890 | 98500 | 105300 | 77,680 | 87330 | %5300 | 78860 | 94742 | 91912 | 99880 | 88400

T S S S L S L o o O T O O O o O T O O T

1" 68 | 1880 | 1232 | W3 | 951 | 185 | 104 | B | 1000 | 1232 | 1400 | 10 | 146l | 1M | 1520 | 1451 | 13RS | 1336 | 114l

10" 1868 | 2386 | BB | 8L | B3| 1N | 027 | 1929 | 1409 | 1563 | US| 000 | 1797 | 1490 | 1868 | 1830 | 1730 | 1534 | 1619

1 Bl | 0| 09 | N3 | lo86 | 77 | W% | 203 | T8 | 1B | 2001 | 260 | 238 | 1853 | 238 | 260 | 054 | 1854 | 2075

1M DB RS 0N | BAT | 1K | | BN | WK | UL | N | U | B0 | B | DU | BH | B3| UB | 0B | B

1M 06L | 3% | 281 | B8 | 2840 | 3K | 05 | 908 | U | DA | N | B0 | BT | DA | 040 | B | U84 | B | 20083

1M 03 | 4289 | 209 | N | 00 | B3 | BB | 0B | WA | B3 | 00| 330 | 05 | 8U | U5 | 0B | 308 | 878 | 300

M 4 ) B3] 033 | DK | NI | QB | 9| BT | AR | 0B/ | BB | A0 | BB | 4| Bl | B | KB | 20 | 363

* Protocollo IZS
**Kit commerciale
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Grafico 19: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno utilizzato "Protocollo 1ZS" e "Kit
commerciale"
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O Grafico 20: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno utilizzato "Protocollo 125"
’ L A L .- e ——-. i i .- E
0 T T T T T 1
~. 2000000 4000000 6000000 8000000 10000000 12000000
JET010107010/0 [ SRR ~ OO
20000000 -}o-mes s nomms s eSS s
111 T, \"s‘_
CA0000000 U "'h. ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
-50000000 -
-60000000 -




ﬁ&‘i“:-‘-‘ik
'a‘%'l‘ IZSAM c.caporaLE L. .
Ny TERAMO Confronto rette di riferimento
QLN SN
® Grafico 21: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno utilizzato "Kit commerciale"
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St Stime RNA virale ottenute dal laboratori partecipanti.
R
ID LABORATORI
[ZSAGM* | IZSA&M* | IZSA&M* | [ZSA&M* | IZSA&M™ | [ZSAGM* | IZSA&M™ [ IZSAGM* | LSI**  [1ZSA&M* | LSI** | IZSA&M* | LSI** LSI** | 1IZSA&M®™ | IZSAGM* | IZSA&M* |  LSI** | LSI**
N° CAMPIONE| 358 361 362 365 367 368 369 377 318 380 390 390 484 594 594 681 79 873 874
1 306543 [ 14800 | 10933 | 1260 6900 | 819869 | 3980 | 59600 | 2786,15 | 802596 | 32642 | 11732.4 | 429932 | 3820 | 12600 | 18500 | 4775 827 20700
2 5356 | 7100 1085 145 841 | 64979 | 292 5890 | 33503 | 8737 | 2979.7 | 6561.2 | 463,15 | 460 2360 2060 | 1964 705 2610
3 77,63 377 175 205 50 2505,6 61 392 472 1233 | 2522 | 5065 | 37,04 314 324 223 242 8,73 523
4 5,01 85 4 21 10 310,2 29 321 37 3,7 36.7 80.2 315 17 336 144 39 1,02 93,2
5 3933,03 [ 19100 | 11733 | 955 8625 | 823831 | 8688 | 94300 | 524335 | 55871 | 36262 | 33176.2 | 326241 | 4280 | 29900 | 23300 | 6181 845 22900
6 21093 | 6050 | 2075 | 2815 | 1072 | 151349 | 881 10800 | 412,95 | 8913 | 3639.2 | 7720.7 | 299,55 | 305 3170 | 2000 | 4584 | 954 3920
1 127,79 | 2490 65 218 25 1436,4 93 684 439 83,7 3755 | 555.7 | 4192 28 417 242 62,6 10,76 767
8 4,15 443 20 17 16 2291 7 63,2 584 549 35.2 97.1 523 6,64 815 281 739 1,21 111
9 60,5 182 20 91 50 686,6 31 291 18,1 544 1216 | 2608 27 245 213 853 143 443 257
10 993 240 3 13 80 146,5 2 209 131 3,64 12.6 17.2 421 0972 21,7 6,9 45 0,54 51,6
11 11,25 1510 445 785 240 2051 27 1910 784 1118 | 3792 | 12395 | 918 62 463 38 1831 | 11,% 894
12 2,09 775 27 6,25 23 179,2 31 84.4 6,2 942 45.2 84.4 82 744 104 339 12,8 1,34 137
13 041 285 4 0,65 2 23 2 179 0,65 03 43 234 1,24 041 764 49 42 012 16,6
14 1,05 321 2 1,45 10 1393 6 294 3 3,28 14.2 229 1,35 2,49 303 144 14,7 057 63,3
15 3,66 252 5 3,02 16 3278 6 735 523 394 87 | 1774 | 2,65 499 393 31,7 6,2 0,61 74,6
16 1,19 86,5 1 54 13 1678 Al 703 3,38 11 24.5 1934 12,2 41 759 148 8,76 084 8
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* Protocollo IZS
*Kit commerciale




W maMeon\/@lori minimi, massimi, media, deviazione standard e
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Wy CcOefficiente di variazione dei risultati quantitativi ottenuti

dai laboratori

Protocollo IZS
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Campione z-score laboratori
Virus (TCIDsy/ ) - - - — - -
Soddisfacenti Discutibili Insoddisfacenti
1
BTV 1 (1059) 17 2
2 BTV 1 (10%9) 14 4 1
3 BTV 1 (1039) 17 2
4 BTV 1 (1029) 17 2
5 BTV 4 (1058)
17 2
6 BTV 4 (10%8) 15 4
7 BTV 4 (1038) 18 1
8 BTV 4 (1028)
18 1
9 BTV 2 (1039)
17 2
10 BTV 2 (1029)
18 1
11 BTV 8 (10%9)
17 2
12 BTV 8 (1039) 17 2
13
BTV 8 (1029) 17 2
14 BTV 16 (1035)
18 1
15 BTV 24 (1029)
14 1
16 BTV 26 (1027)
15

Protocollo IZS e Kit commerciale
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vy Test quantitativo RNA virale: Prestazione globale (SQZ)

Grafico 22: Valutazione dell'attivita complessiva di tutti i laboratori
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Identificativo laboratorio

SQZ,,, = SQZ (a = 0,0455; n) soddisfacente
SQZ (a = 0,0455; n) £ SQZ,, < SQZ (a = 0,0027; n) discutibile

SQZ,, 2 SQZ (a = 0,0027; n) insoddisface
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Test quantitativo RNA virale: Errori sistematici (RSZ)
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’ Grafico 23: Valutazione della presenza di errori sistematici di tutti i laboratori
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Identificativo laboratorio

|IRSZ| <2 soddisfacente
2<|RSZ|<3 discutibile
IRSZ| =3 insoddisfacente




N TEravo Test quantitativo RNA virale:
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’*“ii\;-‘s“{iig Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

~ +» Prestazione globale (SQZ): soddisfacente per 11 laboratori,
discutibile per i laboratori 794 e 380, insoddisfacente per i laboratori
358, 365, 378, 484, 594 (“Kit commerciale) e 873.

 Errori sistematici (RSZ): risultati soddisfacenti per 6 laboratori,
discutibili per i laboratori 368 e 681, insoddisfacenti per i seguenti 11
laboratori: 358, 362, 365, 367, 369, 378, 380, 484, 594 (“Kit
commerciale”), 794 e 873. y
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oTest quantitativo: Ctgry

Confronto SQZ

Test quantitativo: RNAgTy

»

Valutazione dell'attivita complessiva dei laboratori (SQZ)

358 361 362 365 367 368 369 377 378 380 390 484 594 681 794 873 874
Identificativo laboratorio

[nzscore = = limite discutibili - === limite insoddisfacenti

Grafico 22: Valutazione dell'attivita complessiva di tutti i laboratori
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Test quantitativo: Ctgry Test quantitativo: RNAgty
Valutazione della presenza dierrori sistematici (RSZ) Grafico 23: Valutazione della presenza i erroi istematicidi tutt  laborator
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-,.iisultati qualitativi: entrambi i protocolli, Protocollo IZS e Kit commerciale,
~ hanno prodotto risultati corretti, anche per i campioni a piu basso titolo
virale.

« SQZ migliorata rispetto al 2015 (2015: 15 lab- 4 insodd. — 2016: 17 lab- 2
insodd.).

« RSZg; alcuni laboratori hanno sistematicamente evidenziato una sottostima
del contenuto virale (Ct > Ct ¢ ) altri hanno sovrastimato I

(Cloampioni < Clret )

campioni

campioni

* Non e stata evidenziata relazione tra errori sistematici e pro
utilizzato. g
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” ...Conclusioni

Test di quantificazione RNA virale: stime RNA con CV% elevati

Le rette ottenute con il Kit commerciale sono sovrapponibili a quelle del
Protocollo IZS.

L'enorme variabilita delle stime fatte su ogni campione é probabilmente
da ricondurre alla fase di isolamento-RNA (differenti metodi di
estrazione dell’acido nucleico) e non a differenti prestazioni dei due
protocolli nello step di amplificazione. y
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A presto! Distribuzione 1/2017 in arrivo!
Grazie!!



