PFiusnice: odbér, skladovani a transport klinického materidlu, laboratorni
diagnostika a klinicky obraz onemocnéni u vakcinovanych osob

MUDr. Radomira Limberkova, SZU Praha, NRL pro zardénky, spalni¢ky, parotitidu a parvovirus B19

VZORKY PRO SEROLOGICKE VYSETRENI

Biologicky material: cca 5-7 ml srazlivé vendzni krve, idedIné akutni a rekonvalescentni vzorek
(pdrové sérum)

Optimaini doba odbéru:

1. vzorek krve (akutni): 5. az 7. den od pocatku klinické manifestace (v prvnich dnech
onemocnéni nemusi byt IgM protilatky detekovatelné)

2. vzorek krve (rekonvalescentni): minimalné 10 dni od prvniho odbéru
Podminky pro skladovani:

plnda krev — pred doru¢enim do laboratofe maximalné 24 hodin pfi pokojové teploté nebo 72 hodin
pfi teploté 2 — 8 °C (po této dobé je nutné provést separaci séra)

separované sérum — pred doruc¢enim do laboratofe maximalné 5 dni pfti teploté 2 — 8 °C, dlouhodobé
skladovani pfi teploté -20 °C+ 5 °C

Podminky pro transport do laboratore:

vendzni krev Ci sérum je mozné transportovat pfi pokojové teploté, pokud byl vzorek séra pred
transportem zmrazeny, je nutné tuto skutecnost uvést na Zadance o vysetreni

VZORKY PRO VIROVOU DETEKCI
Biologicky material: bukalné ordlni stér (sliny), moc, mozkomisni mok
1. Bukalné oralni stér (sliny)

Optimaini doba odbéru: co nejdfive, idedlné do 4. az 5. dne od pocatku klinické manifestace,
nejpozdéji 9. den (plati pro primoinfekce, u vakcinovanych jiz nemusi byt virus detekovatelny,
nebot ho neutralizuji rychle stoupajici I1gG protilatky)

Provedeni odbéru (nejlépe rano, nalacno, pred Ustni hygienou):

stér co nejvétsi plochou odbérového tampdnu (syntetické jsou vhodnéjsi nez bavinéné, které
mohou obsahovat latky zpomalujici enzymy pouzivané v PCR)

- cca 30 sekundova masaz oblasti kolem Stensenova vyvodu pfiusni Zlazy (oblast v blizkosti
hornich zadnich stolicek mezi tvari a zuby)

- razantni opakovany stér bukalni sliznice od horni stolicky k dolni

- zalomeni odbérového tampdnu do zkumavky se 2 ml standardniho virového
transportniho média (VTM)



Zdroj: CDC - lllustration of Parotid Gland and Instructions for Collection of Buccal Fluid

Podminky pro skladovani:

pred doruéenim do laboratore 24 (max. 48) hodin pfi teploté 2 — 8 °C, dlouhodobé
skladovani -20 °C £ 5 °C (idedlné -70 °C £ 5 °C)

Podminky pro transport:

bukalné oralni stér je nutné transportovat pri teploté 2 — 8 °C, pokud byl vzorek pred
transportem zmrazen, nesmi pfi pfepravé rozmrznout (chladici box)

Zpracovani bukalniho stéru (slin) v laboratofi:

optimalné do 24 hodin od doruceni, nejdrive za hodinu od provedeni odbéru

- zkumavka se kratce protrepe

- tampodn se sterilné vymacka o okraj zkumavky a zlikviduje jako infekéni odpad

- zkumavka se vzorkem se sterilné uzavre

2. Moc (méné vhodna nez vzorky z dutiny Ustni, naro¢néjsi na uchovani a rychlost
transportu a rovnéz na zpracovani)

Optimalni doba odbéru: co nejdrive, idedlné do 4. az 5. dne od pocatku klinické manifestace
(pozdéji nemusi byt virus v moci detekovatelny)

Provedeni odbéru:
50 ml prvni ranni moci do sterilni nddobky
Podminky pro skladovani:

pred dorucenim do laboratore 24 (max. 48) hodin pfi teploté 2 — 8 °C, dlouhodobé skladovani
-20°C £ 5 °C (idedlné -70 °C £ 5 °C) neni moZné bez predchozi centrifugace a resuspendace
mocového sedimentu do 2 ml virového transportniho média (viz nize)

Podminky pro transport:

moc je nutné transportovat pri teploté 2 — 8 °C (chladici box), pokud byl vzorek moci po
centrifugaci resuspendovan do VTM a zmraZen, nesmi pfi pfepravé rozmrznout (chladici box)



Zpracovani moci v laboratofi:

optimalné do 24 hodin od doruceni

- centrifugace 15 minut pfi 2500 x g a teploté 4 °C

- resuspendace sedimentu do 2 ml VTM, supernatant se zlikviduje jako infekéni odpad

- zkumavka se vzorkem se sterilné uzavre

3. Mozkomisni mok

Optimalni doba odbéru: co nejdrive od klinickych projev(i postizeni centralniho nervového
systému (meningoencefalitida, encefalitida)

Provedeni odbéru:
minimalné 1 ml mozkomisniho moku do sterilni nadobky
Podminky pro skladovani:

pred dorucenim do laboratore 24 hodin pfi teploté 2 — 8 °C, dlouhodobé skladovani -20 °C+ 5
°C (idedlné -70 °C = 5 °C)

Podminky pro transport:

mozkomi$ni mok je nutné transportovat pfti teploté 2 — 8 °C (chladici box), pokud byl vzorek
zmrazen, nesmi pfi prepravé rozmrznout (chladici box)

SEROLOGICKY OBRAZ U PRIMOINFIKOVANYCH A VAKCINOVANYCH OSOB

Pro spravnou interpretaci sérologického nalezu je nutné znat nejen zacatek klinické manifestace, ale
také vakcinacni stav pacienta. Oba tyto Udaje maji zasadni vliv na vysledek sérologického vysetieni a
jeho naslednou interpretaci a mély by tedy byt uvedeny na Zadance o vysetreni. Do 3. aZ 4. dne od
pocatku onemocnéni nemusi byt v séru detekovatelné IgM a IgA protilatky bez ohledu na vakcinacni
status, protilatky IgG pak mohou byt negativni (primoinfikovani, vakcinovani), hrani¢ni (vakcinovani) i
pozitivni (vakcinovani). V sérech odebranych pfiblizné od 5. dne klinické manifestace jsou mezi
primoinfikovanymi a vakcinovanymi jiz zasadni rozdily.

U primoinfikovanych osob jsou v akutnich sérech pozitivni IgM a IgA protilatky, protilatky 1gG jsou
negativni a pfi vySetfeni parového vzorku séra dochazi k signifikantnimu vzestupu protilatek.
V rekonvalescentnim séru je mozné detekovat nizkoavidni IgG protilatky.

U vakcinovanych je sérologicky nalez charakterizovdan pomérné Castou negativitou IgM protilatek a
vysokymi titry 1gG protilatek (desetitisicové hodnoty) jiz v prvnim vzorku séra. Pfi vySetfeni parového
séra nemusi diky vysokym hodnotam IgG protilatek v prvnim vzorku dojit k signifikantnimu vzestupu
protilatek; 1gM protildtky mohou vykazovat sérokonverzi, ale u cca 20 % v minulosti vakcinovanych
pacientd mohou byt IgM protilatky negativni i vtzv. rekonvalescentnim vzorku séra. DalSim
charakteristickym rysem je ndlez vysokoavidnich 1gG protilatek v rekonvalescentnim séru.



Tabulka 1 Charakteristické sérologické nalezy u primoinfikovanych a vakcinovanych osob

I. odbér Il. odbér

5.—7. den od pocatku onem. min. 10 dni od prvniho odbéru
Primoinfikovani IgM + IgM ++

IgA + IgA ++

IgG - lgeG ++

Avidita IgG — nelze stanovit Avidita IgG nizka
Vakcinovani IgM - /%/ + IgM - /%/ +

IgA -/+/+ IgA £/ +

I8G - /+/+ /+++ IgG +++

Avidita IgG nizka Avidita IgG vysoka

KLINICKY OBRAZ U PRIMOINFIKOVANYCH A VAKCINOVANYCH OSOB

Klinicka kritéria (EU Commission Decision of 8 August 2012):
- Horecka a nejméné dva z nasledujicich projevu:

e Nahly nastup jedno- nebo oboustranného bolestivého otoku pfiusni nebo podcelistni Ci
podjazykové slinné zlazy bez jiné zjevné priciny

e Orchitis

e  Meningitis

U vakcinovanych osob byva priibéh onemocnéni mirnéjsi a vyskyt komplikaci (orchitis, meningitis) je
méné Casty nez u primoinfikovanych. Pfiusnice mohou rovnéz probihat pod obrazem nespecifickych
respiracénich symptom? ¢i jako subklinicka infekce (30 — 40 %).

Pozndamka: VTM Ize nahradit bunéénym kultivacnim médiem — MEM nebo Hanksuv solny roztok - Ci
jinym sterilnim isotonickym roztokem (napf. fosfatovy pufr ve fyziologickém roztoku). Je nutné vzit
v Uvahu, Ze pfitomnosti bilkoviny v médiu (napt. 1 % hovéziho albuminu, 0,5 % Zelatiny nebo 2 %
séra) stabilizuje virus. Viry bez pfitomnosti bilkoviny v médiu ztraci i pfi chladnickové teploté 90 az
99 % infekénosti béhem 2 hodin. Je mozné provést také suchy stér se zalomenim odbérového
tamponu do prazdné zkumavky. Pro tyto ucely je vhodné pouzit tampdny typu flocked swab (Copan
flocked swabs nebo Dacron swabs), které plisobi na mikroorganismy elektrostatickou a kapilarni
silou. Neni vhodné provadét suchy stér bavinénym namotkem, u néhoz burky jen ulpivaji mezi
jednotlivymi vlakny, kromé toho mze bavina obsahovat inhibitory enzymu PCR.

VTM JE ZDARMA K DISPOZICI V NRL, jejich odbér je nutné predem domluvit na telefonnich cislech
26708 2412, 2400, 2504, 2234 pripadné na pohotovostnim mobilu 724362602.




