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il Circuito inter-laboratorio RT-PCR Bluetongue: 1/2017

« Undicesimo circuito inter-laboratorio, 17 laboratori partecipanti

« 20 campioni di sangue + pGEM-NS3 (108 copie/ul)

* Ogni campione € stato analizzato con metodo Real-time RT-PCR

Y

« Test qualitativo e test quantificazione RNA virale
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8 ol — Campioni infettati con BTV / EHDV
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 1 10**
6 BTV 4 10°>°
7 BTV 4 10*°
8 BTV 4 10°
9 BTV 4 10%°
10 BTV 3 10>°
11 BTV 3 10*°
12 BTV 8 10%*
13 BTV 16 10*®
14 BTV 24 10**
15 BTV 26 10"
16 BTV 27 10*°
17 EHDV 7 10%
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Protocollo I1ZS

358, 361, 365, 368, 390,
594, 794,

Real time RT-PCR

=N, TERAMO
SSSae) T
S Procedure utilizzate
LN TR
Nome prova ID laboratorio Metodo Procedura Ente/ditta
emittente
IZS TE B2.1.4 SOP118 | Istituto Zooprofilattico

‘Ricerca mediante RT-
PCR real time del virus
della Bluetongue
(sierotipi 1 — 26).

Sperimentale
dell’Abruzzo e Molise “G.
Caporale” Teramo

Protocollo I1ZS modificato

362, 367, 369, 377, 380,
619, 681.

Real time RT-PCR

|ZS TE B2.1.4 SOP118
‘Ricerca mediante RT-
PCR real time del virus
della Bluetongue
(sierotipi 1 — 26), con
sotituzioni del kit di
Isolamento acidi nucleici
elo del kit per la
preparazione della
Master mix.

Y

Kit commerciale

378, 390, 594, 873, 874.

Real time RT-PCR

LSI Vetmax Bluetongue
virus NS3 - All
genotypes

ThermoFisher Scientific
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s Test qualitativo: Percentuali di risultati corretti
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()]‘P Reference Laboratory
= L Bluetongue
Id Campioni Campioni Stima della percentuale
Iabora.iorio correttamente esamFi)noti minima di risultati corretti
identificati (l.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%
594° 20 20 86,7%
619" 20 20 86,7%
681b 20 20 86,7%
794° 20 20 86,7%
aProtocollo 1ZS 873¢ 20 20 86,7%
b Protocollo IZS modificato i 56 791
¢ Kit commerciale 874° 20 '




P Y

f«‘:-}t\

=“‘-‘ IZSAM G.capoRALE
“3:‘~ TERAMO
R Analisi statistica dei risultati (test quantitativo)
AN, TREnIees

’ « 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
guadrati 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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Ao Test quantitativo basato sui Ct: riepilogo del giudizi
S relativi ai valori di z-score
ANE TRneie

sy

74

Campione z-score laboratori
Virus (TCIDsp/n)
Soddisfacenti Discutibili Insoddisfacenti
! BTV 1 (106%) 14 2 1
2 BTV 1 (1051) 12 4 1
3 BTV 1 (10%1) 14 3
4 BTV 1 (103%) 13 4
5 BTV 1 (102%) 14 3
® BTV 4 (1059) 16 1
! BTV 4 (10%9) 16 1
8 BTV 4 (1039) 13 4
9 BTV 4 (1029) 11 3 3
10 BTV 3 (1056) 15 1 1
11 BTV 3 (10*6) 13 4
12 BTV 8 (1031) 13 3 1
13 BTV 16 (10%9) 16 ]
14 BTV 24 (1034 13 3 1
15 BTV 26 (10*1) 15 2
16 BTV 27 (103°) 15 2
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Test quantitativo basato sui Ct:
Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

80
80
70
60
50
40
30
20
10

Z-score

Valutazione dell'attivita complessiva dei laboratori
SQzZ

794 368 362 365 380 594 369 681 619 377 358 390 378 874 367 873 361
Identificativo laboratorio

SQZ = = limite discutibili ——|imite insoddisfacenti

soddisfacente

discutibile

insoddisfacente
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S Test quantitativo basato sui Ct:
oie o Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

/- Valutazione della presenza di errori sistematici
RSZ

Z-score

2 794 368 380 369 365 390 361

Identificativo laboratorio

B RSZ = = limite discutibili =—Iimite insoddisfacenti

soddisfacente
discutibile
insoddisfacente

oy



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

 Prestazione globale (SQZ): soddisfacente per 11 laboratori,
discutibile per il laboratorio 390, insoddisfacente per i laboratori 361,
367,378, 873 ¢ 874.

 Errori sistematici (RSZ): risultati soddisfacenti per 7 laboratori,
discutibili per i laboratori 377 € 681, insoddisfacenti per i laboratori
358, 361, 367,378, 390, 619, 873 ¢ 874.

Y

R il

o3



?f""?.-:“‘\:\
i g
W

L IZSAM G.caroraLE

S
.

o€

s, TERAMO

S Test di quantificazione RNA virale

eference Laboratory
luetongue

Plasmide pGEM-T-easy vector + BTV1-Seq.10 (ds DNA, pGEM-NS3)

Plasmide 103, : range linearita 107-10*

copie/ul
Risultati: copie virali/ul sangue

Procedure : Protocollo 1ZS, Protocollo IZS modificato, Kit commerciale

Laboratori 390 e 594 risultati ottenuti con Protocollo IZS e Kit y
commerciale
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Stime del numero di copie virali per microlitro di sangue

ID LABORATORI

N° CAMPIONE| 358° | 361° | 362° | 365" | 367° | 368" | 369" | 377" | 378° | 380" | 300° | 390° | 619" | s04° | 504" | es1® | 794" | 874
1 [325857] 700 | 21600 | 651,65 | 765 | 13634 | 7061 | 9472 | 19990 | 1442 [43435|421765] 34300 | 3890 | 52900 | 1010 [680026| 2890
2 20365 | 1825 | 2693 | 3345 | 63 | 11,38 | 949,88 | 60525 | 3633 | 24 [106896|544404] 697 | 281 | 3080 | 503 [4ssea| 48
3 1622 [ 3045 | 277 | 267 | 7 | 107 | 1052 | 6705 | 160 | 23 [11839 (33493 | 223 | 253 | 27 | 898 41354 633
4 399 [ot8s| 32 013 | 1 [ o | 487 [ 670 | 28 | 023 [ 1408 | 489 | 51 | 15 | 179 | 497 | 1092 | 0451
5 66 103365 3 | 006 | 012 [o0s| 74 [ 120 ] 3 [o0s | 127 [ 098 | 54 | 279 | 505 | 117 | 349 | 0013
6  |65005| 141 | 8160 | 8724 | 100 | 2026 | 2203 | 4854 | 9532 | 465 [331056|676261) 7650 | 775 | 29700 | sa00 | 19222 326
7 2043 | 299 | 747 | 657 | 20 | 268 | 1655 | 470 | 761 | 48 |[19211|58788 | 94a | S04 | 800 | 465 [179421] 751
8 s16 | 6 | 65 | o2 | 3 o043 | 172 [ 3543 29 | 42 | 2400|3194 106 | 424 | 361 | 478 | 2198 | 172
9 51 looot7a| 9 | 006 | 03 [o0065 | 1491 | 468 | 6 [ 034 | 218 | o8s | 20 | 036 | 867 | 4 | 12885 | 0,068
10 [207493| 7850 | 58667 | 40642 | 525 | 92,88 | 9760 | 12622 | 20967 | 1752 [2931,45]20973,6] 10230 | 1860 | 22300 | 12900 [431373 670
1 8807 | 171 | 1040 [ 3006 | 50 | 694 | 1013 [129475] 2756 | 120 [50942 | 81947 | 2055 | 193 | 2040 | 1190 [179,664] 45
12 7 looosze| 11 | o1 | o3 [o0s | 336 | 6 9 [ o077 | 245 | 429 | 20 [ o036 | 638 | 487 | 1,25 | 0062
13 1049 [0325] 40 |03 | 1 [ o1 | 237 |46 | 76 | 67 | 1798 | 4109 | 105 | 365 | 339 | 142 | 5927 | 106
14 759 | o745 | 827 | 336 | 2 | 204 [ 287 260 | 894 | s0 1001210894 | 697 | 174 | 6:2 | 308 | 5573 | 15
15 1358 | 1115 | 88 | 165 | 3 [ o014 | 588 | 9607 | 168 | 33 [ 5771|3463 | 310 | 81 | 156 | 921 [16731] 33
16 1999 | 2795 | 109 | 149 | 3 | 065 | 1123 | 1109 | 426 | 29 [12733] 10591 | 175 | 269 | 131 | 124 | 1783 | 508
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
19 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

a protocollo 1ZS; ® Protocollo 1ZS modificato; €Kit commerciale.



Caratteristiche delle rette di riferimento ottenute dai

laboratori
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Confronto rette di riferimento

O
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Grafico 19: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno utilizzato
"Protocollo I1ZS", "Protocollo IZS modificato" e " Kit commerciale"

n°copie/pl
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o. Grafico 20: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno
/‘ utilizzato "Protocolio 128"
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Confronto rette di riferimento
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Grafico 21: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno
utilizzato "Protocollo IZS modificato"
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Grafico 22: Confronto delle rette ottenute dai laboratori che hanno utilizzato
"Kit commerciale"
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[ ®er Test quantitativo basato sul numero copie virali: riepilogo
s dei giudizi relativi ai valori di z-score — Protocollo I1ZS,

N

Qi@ e Protocollo 1IZS modificato e Kit commerciale

Bluetongue

Campione z-score laboratori
Virus (TCIDso/m) Soddisfacenti Discutibil Insoddisfacenti
1 BTV 1 (1081 18
2 BTV 1 (1051 18
3 BTV 1 (1041 18
4 BTV 1 (103%) 17 ]
5 BTV 1 (102%) 18
6 BTV 4 (1059) 18
! BTV 4 (104°) 18
8 BTV 4 (10%9) 17 1
9 BTV 4 (1029) 17 1
10 BTV 3 (1056) 17 1
11 BTV 3 (10%6) 18
12 BTV 8 (10%Y) 18
13 BTV 16 (10%9) 18
14 BTV 24 (1034) 18
15 BTV 26 (10%Y) 16
16 BTV 27 (1039) 15
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SO Test quantitativo basato sul numero copie virali:
N v 1 - = . .
Oie e, PTEStazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

Bluetongue

Grafico 23: valutazione dell'attivita complessiva dei
laboratori (SQZ) che hanno utilizzato “Protocollo 125,
“Protocollo 1ZS modificato” e “Kit commerciale”.
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380 594 874 794 365 367 390 361 681 377 369 390 368 358 362 594 378 619
LSI LSI

Identificativo laboratorio

sQZ = = [imite discutibili —— |imite insoddisfacenti

soddisfacente

discutibile

insoddisfacente
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Test quantitativo basato sul numero copie virali:

Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

Grafico 24: valutazione della presenza di errori
sistematici (RSZ) dei laboratori che hanno utilizzato
“Protocollo 1ZS”, “Protocollo 1ZS modificato” e “Kit
commerciale”.

Z-score

Identificativo laboratorio

am RSZ = = [imite discutibili —— |imite insoddisfacenti

soddisfacente
discutibile
insoddisfacente




(—— Test quantitativo basato sul numero copie virali:
i) Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RS2)

 Prestazione globale (SQZ): soddisfacente per 12 laboratori,
discutibile per i laboratori 358, 362, 368, 378, 594 insoddisfacente

per il laboratorio 619.

 Errori sistematici (RSZ): risultati soddisfacenti per 5 laboratori,
discutibili per il laboratori 794, insoddisfacenti per i laboratori 358,
362, 365, 368, 369, 377, 378, 390, 390 LSI, 594, 619 ¢ 681.
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Test quantitativo basato sul numero copie virali: riepilogo

PR s dei giudizi relativi ai valori di z-score — Protocollo IZS.

Campione z-score laboratori
Virus (TC1D50/m) Soddisfacentt Discutibil Insoddisfacentt
! BTV 1 (1081 7
2 BTV 1 (1051) 7
s BTV 1 (1041 7
4 BTV 1 (10%Y) 7
5 BTV L (1027 7
6 BTV 4 (1059) 7
! BTV 4 (1049) 7
8 BTV 4 (10°9) 7
9 BTV 4 (1029) 7
10 BTV 3 (1059) 7
11 BTV 3 (10%9) 7
12 BTV 8 (1051 7
3 BTV 16 (10%9) 7
12 BTV 24 (10°9) 7
15 BTV 26 (10°)) 5 2
16 BTV 27 (10°9) 7
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S5t} Test quantitativo basato sul numero copie virali:
O e, PTEStAZIONE globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

- Bluetongue

Grafico 25: valutazione dell'attivita complessiva dei
laboratori (SQZ) che hanno utilizzato “Protocollo 1ZS”.
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i) Test quantitativo basato sul numero copie virali:

DUy

ey PFEStazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RS2)

luetongue

Grafico 26: valutazione della presenza di errori
sistematici (RSZ) dei laboratori che hanno utilizzato
“Protocollo 1ZS”.
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Identificativo laboratorio
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feame o Test quantitativo basato sul numero copie virali: riepilogo dei
S8 giudizi relativi ai valori di z-score — Protocollo 1ZS modificato.
G T

Campione z-score laboratori
Virus (TCIDso/m) Soddisfacentt Discutibil Insoddisfacents

! BTV 1 (105%) 7

2 BTV 1 (105 S5 2

3 BTV 1 (104Y) 6 1

4 BTV 1 (10%Y) 7

5 BTV 1 (10%)) 7

6 BTV 4 (1059) 6 1

7 BTV 4 (10%9) 7

8 BTV 4 (10°9) 7

9 BTV 4 (10%9) 7

10 BTV 3 (10°9) 2 2 1
11 BTV 3 (10°%) 3 1

12 BTV 8 (1031 7

13 BTV 16 (10%9) 6 1

14 BTV 24 (1034) 6 1

15 BTV 26 (1041 5 2
16 BTV 27 (10°9) 5 1 1




N fEane Test quantitativo basato sul numero copie virali:
Sy Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

Grafico 27: valutazione dell'attivita complessiva
dei laboratori (SQZ) che hanno utilizzato
“Protocollo I1ZS modificato”.
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Test quantitativo basato sul numero copie virali:
Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)

RPORrRNWRWM

Z-score

Grafico 28: valutazione della presenza di errori
sistematici (RSZ) dei laboratori che hanno utilizzato
“Protocollo IZS modificato”.
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feame o Test quantitativo basato sul numero copie virali: riepilogo dei
S5 giudizi relativi ai valori di z-score — Kit commerciale.
G T

Campione z-score laboratori
Virus (TCID5o/m) Soddisfacenti Discutibili Insoddistacenti
L BTV 1 (1057 4
2 BTV 1 (105%) 4
3 BTV 1 (10%%) 4
4 BTV 1 (1031 4
5 BTV 1 (102 3 1
6 BTV 4 (1059) 4
7 BTV 4 (10%9) 4
8 BTV 4 (10°9) 2
9 BTV 4 (1029) 2
10 BTV 3 (10°9) 3 1
11 BTV 3 (10°9) 4
12 BTV 8 (1031) 4
13 BTV 16 (10%8) 4
14 BTV 24 (10°9) 2
15 BTV 26 (10°) 2
16 BTV 27 (10°9) p)
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Test quantitativo basato sul numero copie virali:

Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)
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Grafico 29: valutazione dell'attivita complessiva
dei laboratori (SQZ) che hanno utilizzato “Kit

commerciale”.
594 874 | 390 | 378
Identificativo laboratorio
SQZ = = limite discutibili =———Iimite insoddisfacenti
soddisfacente
discutibile

insoddisfacente
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Test quantitativo basato sul numero copie virali:
Prestazione globale (SQZ) ed errori sistematici (RSZ)
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Grafico 30: valutazione della presenza di errori
sistematici (RSZ) dei laboratori che hanno utilizzato
“Kit commerciale”.
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Conclusioni...

« Risultati qualitativi: tutti i laboratori partecipanti, che hanno utilizzato uno

el seguenti protocolli, Protocollo IZS, Protocollo IZS modificato e Kit

commerciale, hanno prodotto risultati corretti, anche per i campioni a piu
basso titolo virale.

« Risultati quantitativi sulla base dei Ct:
SQZ : 5insodd. su 17 laboratori

RSZ, : 8 laboratori hanno sistematicamente evidenziato una
sottostima del contenuto virale (Ct.,mpioni > Ct s ) 0 UNA sovrasti?

(thampioni < Ct ref )

« Per il test quantitativo basato sui Ct non e stata evidenziata relazi

errori sistematici e protocollo utilizzato. %




NS ...Conclusioni

variablilita, tra i 18 set di risultati, delle stime di RNA virale.

le rette di riferimento ottenute con i tre protocolli, Protocollo 1ZS,
Protocollo 1ZS modificato e Kit commerciale, sono risultate parallele
evidenziando una omogenea prestazione di amplificazione.

SQZgya - 1insodd. su 18 set di risultati (16 laboratori)

RSZ:\a | 12 set/lab hanno sistematicamente evidenziato una
sottostima o sovrastima del contenuto virale

e
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Oe
/‘O‘Q e considerando la variabilita delle stime di RNA, gli errori
sistematici, in termini di sovrastima o sottostima, il parallelismo delle
rette ottenute con il plasmide (sottoposto al solo step di
amplificazione di ciascun protocollo utilizzato), non e possibile, allo
stato attuale, evidenziare eventuali associazioni tra guanto emerso e
| protocolli utilizzati.
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Studio di comparazione protocolli diagnosi BTV

Kit isolamento acidi nucleici Tipologia metodo Kit amplificazione Real Ditta
isolamento time RT_PCR
High Pure Viral Nucleic Acid Kit Spin column Super Script Il Platinum Roche/Invitrogen/IZSAM-OIE

MagMax Core nucleic acid
purification kit

Magnetic beads

Super Script lll Platinum

Applied biosystems/Invitrogen/IZSAM-OIE

MagAttract 96 cador Pathogen Kit Magnetic beads VirotypeBTV pan/4 RT-PCR Qiagen
Kit
ID-Gene Mag Fast Extraction Kit Magnetic beads ID-Gene Bluetongue Duplex ID-Vet

MagMax Core nucleic acid
purification kit

Magnetic beads

VetMax BTV NS3 All
Genotypes Kit

Applied biosystems
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Grazie!!



