STATNI ZDRAVOTNI USTAV

Diagnostika herpetickych vir(

Prehled diagnostickych metod, provadénych v NRL + pfirucka odbéru vzorki.
Sérologie:

Prikaz protilatek proti EBV, HSV, CMV, VZV, HHV6 a HHV8 v séru. Prikaz intrathekélnich protilatek
proti EBV, HSV, VZV a CMV.

Material: 0,2 ml séra nebo likvoru, nebo 1 ml plné krve na vysetfeni jednoho agens.

Pfimy prikaz CMV:

A) Prikaz antigenemie - detekce antigenu CMYV v perifernich leukocytech pomoci monoklonalnich
protilatky proti pp65

Material: 5 ml nesrazlivé krve odebrané do EDTA (u malych déti 3 ml).

Indikace: Priikaz rozvijejici se systemické aktivni infekce, zejména u imunodeficientnich pacientt

B) Prukaz virové DNA v krvi, likvoru, BAL, mo¢i,biopsii, autopsii, kostni dieni,plodové vodé metodou
kvantitativni PCR

Material: 5 ml nesrdzlivé krve odebrané do EDTA (u malych déti 3 ml) 0,5 ml likvoru , plodové vody, o¢ni
tekutiny nebo BAL, nesrdzliva kostn{ dieri (1-3 ml) nabrand do EDTA, zmrazena tkan z biopsie (nefixovana,
u jehlové biopsie vloZend do 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku) vSe do sterilnich dobie uzavienych
odbérovych niddobek.

Indikace: Prtikaz aktivni infekce (primarni infekce nebo reaktivace), priikaz postiZeni organt, CNS, oka
(retinitidy), prikaz kongenitdlni infekce, stanoveni hladiny virové DNA v krvi.

Poznamka k metodé: Provadime real-time PCR s citlivosti 500 kopii virové DNA/ml tekutého materidlu.
Nizké hladiny virové DNA mohou u nelécenych pacientti s prodélanou infekci pretrvavat v krvi i nékolik
tydnt, v moci i nékolik mésici. Metoda je schopna zachytit i asymptomatickou reaktivaci infekce. VySetfeni
provadime nejdéle do jednoho tydne nebo statim po telefonické domluve.
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Piimy prikaz HSV:
A)lIzolace HSV z kozni nebo slizni¢ni 1éze, vytéru z dutiny tstni nebo nosohltanu.

Material: Stér se provadi sterilni Stétickou z Cerstvého puchytku tak, aby se odebralo co nejvice tekutiny z
puchyiku, aniZ by se tampon kontaminoval krvi. Kréni vytér se provadi setfenim zadnfi stény nosohltanu a
sliznice dutiny tstni. Vyhybame se mandlim.Tampon vloZeny do transportniho media pro virologii (na
pozadani doddame my nebo kterdkoliv virologicka laboratof) transportovat na ledu tyZ den do laboratofe. Pro
vysetfeni metodou PCR vloZit tampon do 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku.Skladovat pfi +4°C
max.24 hod.

B) Prukaz virové DNA ve stéru z 1éze, cervikovaginalnim , nebo krénim vytéru, likvoru, krvi, BAL,
biopsii metodou PCR

Material: Stér nebo vytér v 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku (viz vyse),1 ml likvoru, BAL,o¢n{
tekutiny, nebo kultivaéniho média z TK, nesrazliva krev (3-5 ml) nebo kostni dfefi (1-3 ml) nabrana do
EDTA, zmraZena tkan z biopsie (nefixovand, u jehlové biopsie vloZena do 0,5 ml sterilniho fyziologického
roztoku) vSe do sterilnich dobie uzavienych naddobek. Transport pfi normalni teploté, skladovani pii +4 C 24
hod (biopsie pii -20C.

Indikace: VySetieni stérii nebo vytérl je indikovano u pacientt se supektni mukokutélni, genitdlni nebo oéni
infekci. Typizace HSV.Vysetfeni krve je vhodné jen u imunodeficientnich pacientt s pfiznaky
generalizované infekce nebo u novorozenct. U vSech neurologickych symptomi je podstatné vysetien{
likvoru.

Poznamka k metodé: Provddime real-time PCR. Metoda diferencuje HSV1 a 2. Citlivost metody je cca 200
kopii virové DNA /1 ml tekutého vzorku.VySetieni provadime nejdéle do jednoho tydne nebo statim po
telefonické domluvée.

Pfimy prikaz VZV:
A) Priikaz virové DNA v likvoru, stéru nebo tekutiné z puchyiku pomoci PCR

Materidl: 1 ml likvoru, BAL,stér z puchyiku transportovany v 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku
(odbér viz vyse),tekutina z puchyiku odebrand injekéni jehlou a vstiiknutéd do 0,5 ml sterilntho
fyziologického roztoku, nesrdzliva krev (3-5 ml) nebo kostni dferi (1-3 ml) nabrand do EDTA, zmraZena tkén
z biopsie (nefixovand, u jehlové biopsie vloZena do 0,5 ml sterilnfho fyziologického roztoku) vSe do
sterilnich dobfe uzavienych naddobek. Transport pii normélni teploté, skladovani pti +4 C 24 hod (biopsie pii
-200).

Pozndmka k metodé: Provadime kvantitativni real-time PCR. Citlivost metody je 200 kopii virové DNA/1 ml
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vzorku.

Piimy prikaz EBV:

Prikaz zvySeného obsahu virové DNA v krvi, kostni di‘eni, nebo pFitomnosti virové DNA v likvoru,
ascitu nebo BAL pomoci kvantitativni PCR.

Material: 5 ml ( u malych déti 3 ml) nesrazlivé krve nabrané do EDTA, 1-3 ml kostni diené nabrané do
EDTA, 1 ml BAL nebo likvoru. Stér z aftézni léze u susp. leukoplakie vlasatych bunék, vloZzeny do 0,5 ml
sterilniho fyziologického roztoku.Transport pii normalni teploté, skladovani max.24 hod. +4 C .

Indikace: Suspektni lymfoproliferativni onemocnéni vyvolané EBV (imunodeficientni pacienti),
susp.chronicka aktivni infekce, leukoplakie vlasatych bunék

Poznamka k metodé¢: Provadime real time PCR. Citlivost metody je 100 kopii virové DNA /ml tekutého
materidlu. Toto mnoZstvi miize byt ob¢as zachyceno v krvi i u zdravych jedinct s latentni infekei. Pro dif.
Dg. Lymfoproliferace je dilezita vysoka hladina, nebo vzestupny trend. Prikaz DNA v likvoru je vhodny u
pacientd s probihajici nebo recentné prodélanou aktivni infekci, nebo imunodeficientnich pacientt

s neurologickymi pfiznaky. Pro vySetfeni biopsif je vhodnéjsi metoda hybridizace in situ, kterou provadéji
specializovana pracovisté klinické patologie.

Pfimy prikaz HHV6:
Prikaz virové DNA v Kkrvi , kostni dfeni, likvoru pomoci kvantitativni PCR.
Material: 5 ml (u déti 3 ml) nesrazlivé krve nabrané do EDTA, kostni dfen nabranid do EDTA, 0,5ml likvoru

nebo 1 ml slin do sterilni dobfe uzaviené nddobky.Transport pfi normélni teploté, skladovani pfi +4 C 24
hod.

Pozndmka k metodé: Provadime real time PCR, citlivost metody je 500 kopii virové DNA /ml tekutého
vzorku. Pro diferencidln{ diagnostiku primoinfekce se provadi soubézné prikaz virové DNA v krvi a

slindch pacienta. (Pfi primoinfekci nachdzime pozitivitu v krvi, nikoliv ve slinach, pfi reaktivaci jsou
pozitivni oba vzorky). VySetfeni likvoru je vhodné u pacientt s pfiznaky neuroinfekce.

Pfimy prikaz HHV7 a 8 pomoci PCR:

Nutno domluvit pfimo s NRL
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Volba vhodné diagnostické metody i zasilaného materidlu zdvisi na typu pacienta: Proto doporucujeme u
komplikovanych a zdvazZnych pripadii predchozi kontaktovdni NRL.
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