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Seznam zkratek:

Agp24 .. antigen viru HIV o mol.vaze 24 kDal.

ARO ... akutni respiraéni onemocnéni
ATB ... antibiotika (gentamycin, fungizon)
AV .. adenovirus -

BAL ... bronchoalveoldrni lavaz

cDNA ... komplementarni DNA

CMYV ... cytomegalovirus

CNS ... centralni nervovy systém

EA ... Casny antigen viru Epsteina a Barrové
EBERSs... EB virové ¢asné RNA

EBV ... virus Epsteina a Barrové
EBNAL...EB virovy nukle4rni antigen 1
ELISA,EIA ... enzymoimunoassay

FITC ... fluorescein-isothiokyanat

HA ... hemaglutinin

HAV ... virus hepatitidy A

HBYV .. virus hepatitidy B

HBeAg... &asny antigen HBV

Hbc.. kapsidovy antigen HBV

HBsAg... povrchovy (s) antigen viru hepatitidy B

HCYV ... virus hepatitidy C

HDV ... virus hepatitidy D

HDAg ... antigen viru hepatitidy D
HEV .. virus hepatitidy E

HHYV6 ... lidsky herpeticky virus 6
HHV8 ... lidsky herpeticky virus 8

HIT ... hemaglutina¢né inhibi&ni test
HIV1,2 ... virus lidského imunodeficitu 1,2
HPV ... lidsky papillomavirus
HSV1,2... virus herpes simplex typu 1,2
IL-2 ... interleukin 2 '

INF ... interferon

KFR .. komplement-fixa¢ni reakce
LCM ... virus lymfocytarni choriomeningitidy
LCR ... ligdzova fetézova reakce

LDN .. lé¢ebna dlouhodobé nemocnych
LEP ... lidské embryonalni fibroblasty
LMP1 ..latentni membranovy protein 1
NIF ... nepfima imunofluorescence

NT .. normalni teplota ( = 15-25°C)
NRL ....nérodni referenéni laboratof
NRL-AIDS .. NRL pro AIDS

PCR ... polymerdzova fet€zova reakce
Px ... kienova peroxidaza

RF ... rheumatoidni faktor

RSV ... respira¢ni syncytidlni virus
RT-PCR ... PCR s reversni transkripci
RV ... respira¢ni viry

VCA .. virovy kapsidovy antigen
VKE .. virus kli§t'ové encefalitidy
VZV ... virus varicella zoster

TK ... tkariové kultury



L Adenovirus

Sérologické vySetieni:

Zikladni:
Alternativa Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 1 celkové protilatky KFR kvantitativné v parovych
proti AV vzorcich séra
2 1 1gG protilatky proti ELISA kvantitativné v parovych
AV vzorcich séra u déti do 5
let

DOplﬁkOVé: (dopliiuje a upfestiuje zakladni vysetieni)

Alternativa Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka

1 1 IgM protilatky proti ELISA u zavaznych diagnoz

AV

Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
akutni a 3-5 ml srazlivé pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
rekonvalescentni krve diouhodobé
sérum -20°C

P¥imy prikaz viru:

1. Izolace Adenoviru na tkanovych kulturich (klasick4)

Princip:PomnoZeni viru v tkafiové kultufe (L132, Hep-2, LEP),mikroskopicky pritkaz
cytopatického efektu. Identifikace imunohistochemicky pomoci specifické protilatky,typizace
virus-neutralizaénim testem s typove specifickymi antiséry

Kdy pouzit: Diagnostika a surveillance ARO véetns syndromu davivého kasle, pneumonii a
akutni hore¢naté faryngitidy,onemocnéni o&i, akutni hemoragické cystitidy ( v akutni fazi
onemocnéni -1.-4.den)

Material: vyt&r nosohltanu,kréni vyplach, aspirat, BAL, vytér ze spojivkového vaku, seskrab
z rohovky, mo¢,vytér z rekta



Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
Vytér z Sterilnim detoxik. +4 C Vytiepani do media, 2-8 C max. 12
nosohitanu tamponem do homogenizace, pro  hod
odbérového media ELISA sonikace
pro Rv*

Mo¢ Do steril. nadobky +4 C Centrifugace, 2-8 C max. 12
sediment do hod
odbérového media
pro RV, pro ELISA
sonikace

Vyter Sterilnim detoxik. +4 C Vytfepani do media, 2-8 C max. 12

spojivkového tamponem do homogenizace, pro  hod

vaku odbérového media ELISA sonikace

pro RV*

Seskrab z Do odbérového +4 C Homogenizace, pro 2-8 C max. 12

rohovky media pro RV ELISA sonikace hod

Vytér z rekta Do odbérového +4 C Homogenizace, 2-8 C max. 12

media pro RV centrifugace, pro hod
ELISA sonikace

* Stirat krouZivym pohybem ze zadni stény nosohltanu (vyhnout se mandlim).Tampon -
zalomit do zkumavky s odbér. mediem.Druhym tamponem provést stejnym zplsobem stér z
obou nosnich priiduchii a tampon zalomit dostejné zkumavky.

2. Priikaz virového antigenu v klinickém materialu
Princip: ELISA

Kdy poutzit: viz 1.,rychl4 diagnostika ARO. .

Material: viz 1.

3. Prikaz virového antigenu na TK

Princip: Prikaz replikace viru v TK imunohistochemicky pomoci specifické protiltky
znacené FITC nebo Px

Kdy pouzit: viz 1.,rychls diagnostika. .

Material: viz 1.

4. Priikaz virového antigenu latexovym testem

Princip: Aglutinace latexovych &astic s navazanou specifickou protilatkou v roztoku za
pfitomnosti antigenu adenoviru.

Kdy pouzit: Diagnostika prijmovych onemocnéni u malych déti a oslabenych jedinct
Material: stolice

4.  Elektronova mikroskopie
Princip: Visualizace virovych &stic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zéklad& charakteristickych
morfologickych vlastnosti
Kdy pouZit: U zavaZnych diagnoz
Materidl: bronchoalveolami lavaz (BAL), stolice,plasma



Material Odber Transport Zpracovani Skladovani
Plasma 5 ml nesrazlivé +4 C separace plasmy +4 C 24 hod,po
Krve separaci-70 C
Stolice Do uzaviené +4C Homogenizace, +4 C 24 hod nebo
nadobky klarifikace 70 C
BAL Do sterilni +4C Klarifikace +4 C 24 hod nebo
nadobky -70C




Astroviry,Coronaviry, Caliciviry

Sérologické vySetieni: neni dostupné
P¥imy priikaz viru:

1.  Elektronova mikroskopie

Princip: Visualizace virovych &stic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zakladé charakteristickych morfologickych vlastnosti.
Kdy pouzit:dif.dg.prijmovych onemocnéni u kojencti a imunodeficientnich pacientu
Material: stolice

Material  Odbeér Transport Zpracovani Skladovani

stolice do uzavfené nadobky +4°C homogenizace, klarifikace pfi -20°C




Cytomegalovirus

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
alternativa test &. Nazev stanoveni metoda  poznamka
1 1 1gG protilatky proti EIA, NIF U NIF mozna interference
CMV virového Fc-receptoru
2 1gM protilatky proti EIA, NIF  mozna interference RF
CMV
2 1 Celkové protilatky KFR kvantitativné v parovych vzorcich
proti CMV séra
2 1gM protilatky proti EIA, NIF  mozna interference RF
CMvV

DOplﬁkOVé: Upfesfiuje serologicky nélez a jeho interpretaci

test ¢. Néazev stanoveni metoda  poznamka
1 IgA protilatky proti EIA, IF vhodné zvlasté u malych déti
CMV v séru
2 intrathekalni IgG EIA u neurologickych pacienttl

protilatky proti CMV

Material:
material odbér transport Zpracovani skladovani
sérum 5 ml srézlivé krve  pfi normalni separace séra 2-8 C 7 dni,
teploté dlouhodobé -20C
plasma 5 ml nesrazlivé krve pfi normaini separace plasmy 2-8 C 7 dni,
teploté dlouhodobé -20C
likvor 1 mi likvoru pfi normaini teploté 2-8 C 7 dni,

diouhodobé& -20 C

Primy prikaz viru:

1. Izolace CMYV na tkafiovych kulturich (klasicka)

Princip:PomnoZeni viru v kultufe lidskych embryonalnich fibroblasti (LEP),mikroskopicky
priikaz cytopatického efektu. Identifikace neutralizaénim testem,nebo imunohistochemicky
pomoci monoklonalni protilatky .

Kdy poutzit: Pro pritkaz CMV v biologickém materidlu od nemocnych s pfiznaky onemocnéni
(potvrzeni etiologie onemocn&ni)

Materidl: mog,vytér nosohltanu,periferni leukocyty,stolice,likvor, bronchoalveolarni lavaz




(BAL),biopsie, autopsie
Pozndmka: Trva 7-21 dni.

2. Zrychleni izolace (Shell vial)

Princip: Infekce kultury LEP, nao&kovéni pomoci centrifugace,priikaz ¢asného antigenu
CMV (pp72 nebo p68) v jadrech infikovanych bungk pomoci monoklondlni protilatky.

Kdy pouZit:Pro prikaz CMV v biologickém materislu od nemocnych s pfiznaky
onemocnéni:diagnostika aktivni infekce u imunosuprimovanych osob,novorozenct a kojencti
Poznémka: Trv4 24-48 hod.

Material: viz ad 1.

Material:
material  odbér transport  zpracovani skladovani
mod do steril. nddobky ~ +4°C Uprava +4°C 24 hod
osmolarity, pfidani
antibiotik
vytér z sterilnim tamponem +4°C vytiepani do +4°C 24 hod
nosohltanu do odbé&rového media, pfidani
media - antibiotik
leukocyty nesrazliva krev +4°C separace zpracovani ihned
leukocytu
biopsie, do 0,5 ml +4°C homogenizace v zpracovani ihned nebo
autopsie  odb&rového media mediu pro TK, -70C
pfidani antibiotik
stolice vzorek cca 1 cm +4°C homogenizace v zpracovani inned
mediu pro TK,
klarifikace, pfidani
ATB
likvor do steril. nadobky  +4°C +4°C 24 hod
BAL do steril. nddobky  +4°C sedimentace +4°C 24 hod
bunék, pridani
ATB,
3. Prikaz antigenu pp65 v polymorfonukledrech (antigenemie)

Princip: Imunohistochemicky priikaz strukturalniho antigenu , ktery se pfi aktivni infekci
- hromadi v jadrech perifernich polymorfonuklean: a mononukleari.

Kdy pouzit: Casny prikaz aktivni infekce,rychla diagnostika CMV infekce, u

imunodeficientnich pacientd a malych déti

Material: nesrazliva krev

Pozndmka: trva 8 hod.

material odbér transport  zpracovani skladovani
leukocyty,polym 5 mi nesrazlivé krve +4°C separace ZEIragovatt ihned’.1 natery
orfonukledry  (heparin, EDTA citrat leukocytd, i i tonlots 3 o
hotoveni natéri  Mopn o leplote S dny,
z nebo fixace a-70 C

4.  Prikaz virové DNA hybridizaci (hybrid capture system,HCS,Murex)
Princip: Hybridizace virové DNA, izolované z leukocytfi pacienta,s imobilizovanou
genetickou sondou,imunochemick4 detekce a kvantifikace hybridi

Kdy pouzit: Casna diagnostika aktivni infekce CMV u imunodeficientnich pacienti,




monitorovani G&innosti 1é¢by
Material: Nesrazliva krev (odbér, transport a zpracovani podle instrukci vyrobee do
zkumavek, které jsou soudasti diagnostického kitu)

5. Prikaz virové DNA amplifikaci (polymerazova Fetézova reakce,PCR)

Princip: Amplifikace vybraného dseku virové DNA , izolované z biologického materialu,
s pouZitim termostabilni DNA polymerazy.Prikaz amplifikovaného segmentu
pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znatenou sondou.

Kdy pouZit: Casna diagnostika aktivni infekce u imunodeficientnich pacienti a

novorozenci, diagnostika kongenitalni infekce,diagnostika infekei u neurologickych pacientt

;identifikace CMV,monitorovani u&innosti lé¢by

Materidl: leukocyty,plasma,likvor, kostni diefi,biopsie,oéni tekutina, vypotek, BAL,

amniotickd tekutina,mod

Poznamka: Vysoka citlivost ale nizka prediktivni hodnota.Pro diagnostické tiéely je nutna

kvantifikace nebo kombinace s dal$imi metodami pfimého priikazu.

material odbér transport  zpracovani skladovani
leukocyty, nesrazliva krev +4°C separace +4°C 24 ,po separaci
(EDTA) leukocytd,izolace +4 C tyden nebo -70 C
DNA
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy, +4°C 24 ,po separaci
(EDTA) izolace DNA +4 C tyden nebo -70 C
likvor do steril. nadobky  +4°C izolace DNA nebo +4 C tyden nebo -70
tepel.denaturace C
biopsie, do 0,5 ml sterilniho  +4°C homogenizace,izol +4°C 6 hod. nebo -70
autopsie fysiol.roztoku ace DNA c
BAL, vypotek  do steril. nadobky  +4°C sedimentace +4 C 24 hod nebo -70
buné&k,izolace C
DNA
ocni tekutina do steril. nadobky  +4°C izolace DNA +4 C 24 hod nebo -70
C
kostni dren 3 mi punktatu do +4°C separace +4°C 24 po separaci
EDTA bunék,izolace +4 C tyden nebo -70 C
DNA

6. Elektronovi mikroskopie
Princip: Visualizace virovych &astic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zakladé charakteristickych

morfologickych (Celed herpesviridae), nebo imunologickych vlastnosti.
Kdy pouzit: Diagnostika CMV infekce u imunodeficientnich pacienti,akutni infekce CNS,
kongenitalni a perinatélni infekce
Material: likvor,plasma ,bronchoalveolarni lavaz (BAL),

material odbér transport  zpracovani skladovani
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy +4°C 24 hod nebo
-70C
likvor do steril. nddobky  +4°C +4°C 24 hod nebo
-70C
BAL, vypotek  do steril. nadobky  +4°C klarifikace +4°C 24 hod nebo
-70C




Virus Dengue 1-4

Sérologické vySetieni:
Zakladni:

Test &. Nazev stanoveni Metoda Poznamka

1 1gG protilatky proti Dengue EIA
2 IgM protilatky proti Dengue ElA

Material:

Material Qdbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve  pfi NT separace séra 2-8° C 7 dni,
dlouhodobé

-20°C
plasma 5 ml nesrazlivé pfi NT separace plasmy 2-8° C 7 dni,
krve diouhodobé

-20°C
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Virus Epsteina a Barrové (EBV)

Sérologické vySetFeni:

Zakladni:
Alternativa |Test ¢. |N4azev stanoveni Metoda Poznamka
1 119G protilatky proti VCA NIF, ELISA kvantitativné
2(lgG protilatky proti EBNA1  ELISA
3|igM protilatky proti VCA NIF, ELISA mozna
interference RF
2 1|1gG protilatky proti EA ELISA (Biotest)
2|19G protilatky proti EBNA1 ELISA
3|IgM protilatky proti EA ELISA (Biotest) mozna
interference RF

DOplﬁkOVé: (Dopliiuje nebo upiesiiuje zakladni vySetfeni)

Test &. [Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1|1gG protilatky proti EA NIF, ELISA doplrikové
vySetfeni k
alternativé 1
2|lgA protilatky proti VCA NIF dif. dg. karcinomu
nosohltanu,
diagnostika u
malych déti
3|lgA protilatky proti EA ELISA dif. dg. karcinomu
nosohltanu
4|IgM protilatky proti EBNA1 ELISA hlavné u déti a
mladych
dospélych
Slintrathekalni IgG protilatky ELISA diagnostika
proti VCA EBNA onemocnéni CNS
Materiail:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve  pii NT separace séra 2-8° C 7 dni,
dlouhodobé -20°C
plasma 5 mil nesrazlivé krve pfi NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
diouhodobé -20°C
likvor 1 ml likvoru pfi NT 2-8°C 7 dni,
diouhodobé -20°C

Primy prikaz viru:

1. Prikaz virové DNA (PCR)
Princip: Amplifikace vybraného tseku virové DNA termostabilni DNA-polymerazou.

11



Kvantifikace poctu kopii virové DNA ve vzorku.

Kdy pouzit: Diagnostika lymfoproliférativnich onemocnéni u imunodeficientnich pacienty,
chronické aktivni infekce EBV, neurologickych komplikaci spojenych s EB virovou infekci,
monitorovéani reakce na lé&bu.

Material: Plasma, periferni leukocyty, likvor

Material Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
leukocyty, nesrazliva krev +4°C separace +4°C 24 ,po separaci
(EDTA) leukocytd,izolace +4° C tyden nebo
DNA -70°C
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy, +4°C 24 po separaci
(EDTA) izolace DNA +4° C tyden nebo
-70°C
likvor do steril. nadobky ~ +4°C izolace DNA nebo +4° C tyden nebo
tepel.denaturace -70°C

2. Prikaz virové DNA v biopsii.

Princip: Hybridizace in situ, pouziti cDNA pro EBERSs jako sondy.

Kdy pouzit: Diagnostika lymfoproliferativnich onemocnéni u imunodeficientnich pacientt
diferenciélni diagnostika nadort.

Material: biopsie, autopsie.

al

material transport zpracovani skladovani
biopsie nebo autopsie uzlin, [na suchém histologické fezy z -70°C
nadord,lymfoproliferativnich  |ledu lymfoproliferativnich lozisek

loZisek (zmrazené),fixace

3. Prukaz virovych antigeni (EBNA1,2,LMP1,EA,VCA) v biopsii

Princip: Imunohistochemicky priikaz virovych antigend pomoci monoklondlni protilatky.
Kdy pouzit: Diagnostika a charakterizace lymfoproliferativnich onemocnéni u
imunodeficientnich pacientii,nadort,hairy cell leukoplakii.

Materidl: viz 2.
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Enteroviry (Polio,ECHO,Coxsackie)

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 virus-neutralizaéni TK nutné vysetreni
test parovych vzorktl vzorkd
séra
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

sérum 5 misrazlivé krve  pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
dlouhodob& -20° C

plasma 5 ml nesrazlivé krve pfi NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé -20° C

likvor 1 ml likvoru pii NT 2-8°C 7 dni,
diouhodobé -20° C

Primy prukaz viru:

1. Izolace viru na tkafovych kulturach

Princip: PomnoZeni viru v kultufe lidskych embryonalnich fibroblasti (LEP) a opicich
bun&k (MK2), mikroskopicky prikaz cytopatického efektu, identifikace neutralizaénim
testem.

Kdy pouZit: Pro prikaz enterovirii v biologickém materidlu od nemocnych s pfiznaky
onemocnéni, zejména u pacientli s paralytickym onemocnénim (akutni chabé parézy,poruchy
licniho nervu), komplikacemi po o&kovani proti polio,akutnimi infekcemi CNS nebo s
prajmovym onemocnénim, kardiopatii a pleuritid (potvrzeni etiologie onemocnéni).
Materidl:stolice, likvor, nasofaryngealni vytér, prikardialni a pleuralni vypotek.

material  odbér transport Zpracovani skladovani
vytér z sterilnim tamponem +4°C vytiepani do pfi -20°C
nosohitanu do odb&rového media, pfidani
media antibiotik
stolice do uzaviené +4°C homogenizace, pfi-20°C
nadobky klarifikace,
pfidani ATB
vypotek 1 ml do steril. +4°C pii -20°C
nadobky
likvor 1 mi likvoru +4°C pfi -20°C
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2. Prikaz virové RNA (RT-PCR)

Princip: Reversni transkripce a amplifikace vybraného (nejastéji rodové spole¢ného) tseku
RNA pomoci termostabilni DNA polymerazy .Vizualizace produkti reakce elektroforesou
nebo imunochemicky.

Kdy poutit: Rychlé diagnostika enetrovirovych infekci.

Material: Stolice, likvor, plasma,vytér z nosohltanu, perkardiéini a pleuralni vypotek.

Material  Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
vytér z sterilnim tamponem -20°C  homogenizace pii-20°C, lépe pfi
nosohltanu do odb&rového jizolace RNA  -70°C
media
stolice do uzaviené -20°C  homogenizace pfi-20°C, lépe pfi
nadobky , Jizolace RNA -70°C
plasma 5ml nesrazlivé krve  +4° C do 24 separace po separaci pfi
do EDTA hod plasmy, i -20°C, lépe pii -

izolace RNA  70°C
vypotek  do sterilni nadobky 20°C izolace RNA

likvor 1 ml likvoru -20°C  izolace RNA  pfi ;20°C, lépe pfi
-70°C

3. Elektronova mikroskopie
Princip: Vizualizace virovych &astic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu. Identifikace na zéklad® charakteristickych morfologickych vlastnosti
(Cel.picornaviridae)

Kdy pouzit: akutni infekce CNS, prijjmova onemocnéni u kojenci a oslabenych
jedinct, komplikace po ofkovani
Material: stolice, likvor, plasma

material  odbér transport zpracovani skladovani
stolice  do uzaviené +4° C do 24 homogenizace zpracovat ihned
nadobky hod Jklarifikace
plasma 5ml nesrazlivé krve  +4° C do 24 separace +4° C do 24 hod
do EDTA hod plasmy,
likvor 1 mi likvoru +4° C do 24 hod +4° C do 24 hod
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Hantaviry

Sérologické vysetieni:
Zakladni:

Test &. Nazev stanoveni Metoda Poznamka

119G protilatky proti hantavirim EIA, NIF

2 IgM protilatky proti hantavirim EIA, NIF  mozna interference RF

Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 mi srazlivé krve  pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé
-20°C
plasma 5 mi nesrazlivé pri NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
krve diouhodobé
-20°C
PFimy prikaz viru:
1. Prikaz virového antigenu v klinickém materidlu
Princip: ELISA
Kdy pouzit: Potvrzeni diagnozy
Material: Autopsie (plice,ledviny)
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
autopsie do uzaviené +4"C thned, -0 C
zkumavky homogenizace,
lyse bunék
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Virus hepatitidy A (HAV)

Sérologické vySetieni

Zakladni:

Test &. Nazev stanoveni Metoda

1 I1gM protilatky proti HAV  EIA

DOplflkO‘Vé: (dopliiuje nebo upfesiiuje zakladni vy3etieni)

Test ¢&. Nazev stanoveni Metoda

1 Celkové protilatky proti HAV EIA

Material:

Mterial Obér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 mlsrazlive  pfiNT separace  2-8° C 7 dni,
krve séra dlouhodobé

-20°C
plasma 5 minesrazlivé pfi NT separace  2-8° C 7 dni,
krve plasmy diouhodobé

-20°C

P i"l'm)” prl‘ikaz viru: Diagnosticky se neprovadi
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Virus hepatitidy B (HBV)

Sérologické vySetieni:

1. Vyhledavaci vySetfeni (screeningové):

Test & Nazev stanoveni

Metoda Poznamka

1 prikaz HBsAg

2 konfirmaéni test

EIA

neutralizaéni uH

BsAg reaktivnich vzork(

2. Diagnostické vySetieni

Zakladni:
Test & Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 prikaz HBsAg EIA

2 konfirmacni test

3 prikaz HBeAg

4 protilatky proti HBe
5 protilatky proti HBc

6 IgM protilatky proti
HBc
7 protilatky proti HBs

neutralizaéni
EIA
EIA
EIA
EIA

EIA

u HBsAg reaktivnich vzorkd
u HBsAg reaktivnich vzorki

u HBsAg reaktivnich vzorku

kontrola ogkovani,stav po
limitované VHB

Materidl:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 mi srazlive  pii NT separace  2-8°C 7 dni,

krve

plasma 5 mi nesrazlivé pfi NT

krve

séra

plasmy

separace  2-8°C 7 dni,

diouhodobé
-20°C

dlouhodobé
-20°C

17




Primy prikaz viru:

1.  Prikaz virové DNA v krvi.

Princip: a) Amplifikace vybraného wiseku virové DNA pomoci termostabilni DNA-
polymerazy nebo ligazy (PCR,LCR). Detekce amplifikovanych produkti elektroforezou nebo
imunochemicky.

b) Hybridizace virové DNA se znagenou sondou.

Kdy pouzit: U diagnosticky nejasnych pfipadi ( napt. hraniéni nekonfirmovatelna HBsAg
reaktivita,samotna anti- Hbc reaktivita), pro indikaci chronické VHB k 1é¢bé INF (pouzit
citlivéjsi amplifikagni testy),pro monitorovéni efektu 1é&by (Ize pouzit i méng citlivé
hybridizaéni testy).

Materidl: plasma, sérum.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve pii NT separace  2-8°C 7 dni,
séra,izolace dlouhodobé

DNA -20°C
plasma 5 ml nesrazlivé pfi NT separace  2-8°C 7 dni,
krve (EDTA) plasmy, dlouhodobé

izolace DNA -20°C
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Virus hepatitidy C (HCV)

Sérologické vySetieni:

Zakladni:

Test &. Nazev stanoveni Metoda

1 celkové protilatky proti HCV EIA

DOplﬁkOVé: (Upfesfiuje a doplituje zakladni vy3etieni)

Test &. Nazev stanoveni Metoda Poznamka

1 konfirmaéni test  imunoblot u HCV-reaktivnich vzork(

2 serotypovani EIA pred terapii chronickych VHC IFN
Material:

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum S misrazlivée pfiNT separace  2-8° C 7 dni,
krve séra dlouhodobé

-20°C
plasma 5 ml nesrazlivé pfi NT separace  2-8°C 7 dni,
krve plasmy diouhodobé

-20°C

Primy prikaz viru:

1. Prikaz virové RNA v krvi.

Princip: a) Reversni transkripce a amplifikace vybraného tiseku virové RNA pomoci
termostabilni DNA-polymerazy nebo ligazy (RT-PCR, isothermick4 amplifikace). Detekce
amplifikovanych produkti elektroforézou nebo imunochemicky. Hybridizace se specifickou
sondou (branch-RNA).

Kdy pouZit: Pro priikaz virémie u anti-HCV pozitivnich pacientd, pro monitorovani odpovédi
na lécbu, pro pritkaz Sasnych stadii infekce pred vytvotenim anti-HCV protilatek, pro priikaz
HCV u imunosuprimovanych osob.

Material: plasma, sérum.
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2. Stanoveni genotypu HCV

Princip: RT-PCR a reversni hybridizace.

Kdy pouzit: U HCV RNA-pozitivnich pacientt pfed lécbou INF.
Material: plasma, sérum.

Material Odbér Transport Zpracovani  Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve pii +4°Cdo  separace -20° C lépe
24 hod. séra,izolace -70°C
RNA .
plasma 5 mlnesrazivée  pfi +4°Cdo separace -20° C,lépe
krve (EDTA) 24 hod. plasmy,izolace -70°C
RNA
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Virus hepatitidy D (HDV)

Sérologické vySetieni
Zakladni:

Test &. Nazev stanoveni Metoda

1 celkové protilatky proti HDV ElIA

Doplitkové: (Uptesiiuje a doplituje zakladni vysetieni)

Test &. Nazev stanoveni Metoda
1 IgM protilatky proti HDV EIA
2 prukaz HDAg EIA
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlive  pfi NT separace  2-8°C 7 dni,
krve séra diouhodobé
-20°C
plasma 5 ml nesrazlivé pii NT separace  2-8°C 7 dni,
krve plasmy dlouhodobé
-20°C

Pf‘im)" prl‘ikaz viru: Diagnosticky se v CR neprovadi
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Virus hepatitidy E (HEV)

Sérologické vySetireni

Zakladni:
Test & Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 celkové protilatky proti HEV(anti-HEV) EIA omezena diagnosticka hodnota
vySetieni, bez moznosti rozlideni akutni
a anmnestické protilatkové
odpoveédi.Sporna specifita stanoveni. '
Material:
Material Odbér Transport zpracovani skladovani
sérum 5 ml srézlive  pfi NT separace  2-8° C 7 dni,
krve 'séra diouhodobé
20°C
plasma 5 ml nesrazlivé pfi NT separace  2-8° C 7 dni,
krve plasmy dlouhodobé
-20°C

PFimy prukaz viru: Diagnosticky se v CR neprovadi
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Herpeticky virus 6 ,7 (HHV6,7)

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
Alternativa Test ¢. Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 1 IgG protilatky proti NIF kvantitativné
HHV6
2 |gM protilatky proti NIF mozna interference RF
HHV6

DOplﬁkOVé: Upfesiiuje nebo dopliiuje zékladni vy3etfeni

Test &. Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 test avidity IgG eluce ureou pro diagnostiku
protilatek primoinfekci
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

sérum 5 mi srazlivé krve  pii NT separace séra  2-8°C 7 dni,
dlouhodobg -20° C

plasma 5 mi nesrazlivé krve pfi NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
diouhodobé -20° C

likvor 1 mi likvoru pfi NT 2-8°C 7 dni,

dlouhodobé -20° C

Primy prikaz viru:

1. Prikaz virové DNA amplifikaci (polymerizovi Fetézovi reakce, PCR).
Princip: Amplifikace vybraného iseku virové DNA , izolované z biologického materialu,
s pouZitim termostabilni DNA polymerazy. Prikaz amplifikovaného segmentu

pomoci elektroforézy nebo hybridizace se zna¢enou sondou.

Kdy poutit: Priikaz aktivni infekce u imunodeficientnich pacientti, neurologickych

pacienti,hematologickych pacientil.

Poznamka: Prikaz virové DNA v leukocytech je nutno kvantitativné nebo semikvantitativné

hodnotit.
Materidl: leukocyty, plasma, likvor, kostni dfen, biopsie, vypotek, BAL
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Materidl Odbér Transport  Zpracovani Skladovani

leukocyty, nesrazliva krev +4°C separace +4°C 24 ,po separaci
(EDTA) leukocytd,izolace +4° C tyden nebo
DNA -70°C
plasma  nesrazliva krev +4°C separace plasmy, +4°C 24 ,po separaci
(EDTA) izolace DNA +4° C tyden nebo
-70°C
biopsie, do 0,5 ml steriiniho +4°C homogenizace, +4°C 6 hod. nebo -
autopsie  fysiol.roztoku izolace DNA 70°C
likvor do steril. nadobky  +4°C izolace DNA nebo +4° C tyden nebo
tepel.denaturace -70°C
BAL, do steril. nadobky ~ +4°C sedimentace +4° C 24 hod nebo -
vypotek bunék,izolace 70°C
DNA
kostni 3 ml punktatu do +4°C separace +4°C 24 po separaci
dren EDTA bunék,izolace +4° C tyden nebo
DNA -70°C

2.  PomnoZeni viru v kriatkodobé kultuie perifernich T-lymfocytd

Princip: PomnoZeni viru v kratkodobé kultuie (7-14 dni) perifernich lymfocytt pacienta (viz
1.)kultivovanych in vitro v mediu podporyjicim rist T-lymfocyti (s fytohemaglutininem a IL-
2).Mikroskopicky priikaz infikovanych bun€k na zakladé cytopatického efektu.

Identifikace viru pomoci monoklonalni protilatky nebo PCR.

Kdy pouzit: Prikaz viru v akutnim stadiu onemocnéni (imunodeficientni
pacienti,primoinfekce u malych déti s komplikovanym pribéhem).

Pozniamka: Citlivost metody je nizka,zachyti se jen velké mnoZstvi viru.

Material: Periferni leukocyty.

material  odbér transport zpracovani skladovani
leukocyty nesrazliva krev +4°C separace 2-8°C do 6 hod
leukocytl

3. Imunohistochemicky prikaz antigenu HHV6

Princip: Imunohistochemicky prikaz antigenu HHV6 (p41) v biologickém materialu od
pacientii (viz 1) pomoci monoklonalni protilatky.

Material: biopsie, autopsie, sediment bunék z likvoru nebo BAL

material  odbér transport zpracovani skladovani
biopsie,  do steril. nadobky  na suchém pfiprav histol. -70°C
autopsie ledu preparatu, fixace
likvor do steril. nadobky  +4°C sedimentace -70°C
bunék,pfiprava
natéru, fixace
BAL, do steril. nadobky  +4°C sedimentace -70°C
vypotek bunék,pfiprava
natéru, fixace
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Herpeticky virus 8 (HHVS)

Sérologické vySeti‘eni
Zakladni:

Test &. Nézev stanoveni Metoda Poznamka

1 celkové protilatky NIF

proti HHV8
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

sérum 5 ml srazlivé krve pfi NT  separace séra 2-8°C 7 dnl,
dlouhodobé -
20°C

plasma 5 ml nesrazlivé krve pfi NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
diouhodobé -

20°C

P¥imy prikaz viru:

1. Prikaz virové DNA amplifikaci (polymerizovi Fetézova reakce, PCR)

Princip: Amplifikace vybraného useku virové DNA , 1zolované z biologického materialu,
S pouZzitim termostabilni DNA polymerazy. Prikaz amplifikovaného segmentu
pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znagenou sondou.

Kdy pouzit: Diagnostika aktivni infekce u imunodeficientnich pacientt,diferencialni dg.

Kaposiho sarkomu.

Material: leukocyty, plasma, biopsie, autopsie

Material  Odber Transport Zpracovani Skladovani

leukocyty, nesrazliva krev (EDTA) +4°C separace +4°C 24 po
leukocytu,izolace DNA  separaci +4° C
tyden nebo -70° C

plasma  nesrazliva krev (EDTA) +4°C separace plasmy, +4°C 24 po
izolace DNA separaci +4° C
tyden nebo -70° C
biopsie, do 0,5 m +4°C homogenizace,izolace +4°C 6 hod. nebo -
autopsie sterilnihofysiol.roztoku DNA 70°C
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Herpes simplex virus (HSV 1,2)

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
Alternativa Test&  Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 1 1gG protilatky proti HSV EIA, NIF  kvantitativné
(1+2)
2 IgM protilatky proti HSV EIA, NIF  moZna interference RF
(1+2)
2 1 Celkové protilatky proti KFR nutné vysetfeni
HSV (1+2) parovych vzorki séra
3 1 1gG protilatky proti EIA pro epidemiol. ucely
HSV 2
2 1gG protilatky proti EIA pro epidemiol. ucely
HSV 1

DOplﬁ kové: Uptesiiuje serologicky nalez a jeho interpretaci

Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 1gA protilatky proti HSV v NIF vhodné zvlasté u malych
séru déti
2 intrathekalni 1IgG EIA u neurologickych
protilatky proti HSV pacient
Materiil:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve pfi NT separace séra 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé -20°C
plasma 5 ml nesrazlive  pii NT separace 2-8°C 7 dni,
krve plasmy dlouhodobé& -20° C
likvor 1 ml likvoru pfi NT 2-8°C 7 dni,

dlouhodobé -20°C

Piimy prikaz viru:

1. Izolace HSV na tkainovych kulturiach.

Princip: PomnoZeni viru v kultufe lidskych embryonalnich fibroblasti (LEP), mikroskopicky
prikaz cytopatického efektu. Identifikace neutralizaénim testem,imunohistochemicky pomoci

monoklonalni protilatky, nebo PCR.

Kdy pouzit: Pro priikaz HSV v biologickém materidlu od nemocnych s pfiznaky
onemocnéni, ( exanthematosni onemocnéni, lymfadenitis u déti, gingivostomatitis,
onemocnéni oka, kongenitalni nebo perinatilni infekce: diagnostika, potvrzeni etiologie

onemocnéni).
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Material: stér z koZnich a slizni¢nich 1ézi, vaginalni sekret, vytér nosohltanu, spojivkového
vaku, seSkrab z rohovky, biopsie, autopsie.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
stér z sterilnim +4°C vytiepani do +4°C 24hod. nebo
kozni léze tamponem do media, pfidani -70°C

odbéroveého antibiotik
media
wytér z sterilnim +4°C vytfepani do +4°C 24hod. nebo
nosohltanu tamponem do media, pfidani -70°C
odbé&rového antibiotik
media
biopsie, do odbé&rového +4°C homogenizace zpracovat ihned
autopsie  media pridani antibiotik
stér ze sterilnim +4°C vytfepani do +4°C 24hod. nebo
spojivky  tamponem do media, pfidani -70°C
odbérového antibiotik
media

*Stér provadime z Cerstvého puchytku tak, abychom do tamponu nabrali co nejvice tekutiny z
puchytku. Vyhneme se kontaminaci krvi.

2.  Prikaz virové DNA amplifikaci (polymerizovi Fetézova reakce, PCR)
Princip: Amplifikace vybraného useku virové DNA , izolované z biologického materialu,
s pouZitim termostabilni DNA polymerazy. Prikkaz amplifikovaného segmentu
pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znacenou sondou.
Kdy pouzit:Diagnostika infekce u neurologickych pacienti, u imunodeficientnich pacientq,
priukaz kongenitdlni nebo perinatalni infekce infekce, diagnostika o¢nich chorob
Material: likvor, kostni dfefi, biopsie, oéni tekutina, BAL, amnioticka tekutina .

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
leukocyty, 3-5 ml nesrazlivé +4°C separace +4°C 24 hod
krve (EDTA) leukocytl a
plasmy,izolace
DNA
kost. dfet 3 ml punktatu do +4°C separace +4°C 24 hod
EDTA bunék, izolace
DNA
biopsie, do 0,5 ml +4°C homogenizace, zpracovatihned
autopsie  sterilniho fysiol. izolace DNA
roztoku
amniot. do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C 24 hod
tekutina
likvor do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C tyden
nebo tepel.
denaturace
oéni do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C tyden
tekutina
BAL do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C tyden
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3. Priikaz virového antigenu v biologickém materislu
Princip:a) Prikaz antigenu v roztoku nebo bunééném lyzétu metodou ELISA.

b) Imunohisochemicky priikkaz antigenu na natérech bun&k s pouZitim monoklondlni
nebo polyklondlni protilatky.
Kdy pouZzit: Diferencialni diagnostika exanthematickych onemocnéni, gingivostomatitid,
ocnich onemocnéni.
Material: Stér z koZnich nebo slizni¢nich 1ézi (tekutina z puchytku), vytér ze spojivkového
vaku.
Poznimka: Metoda je méng citlivd neZ izolace (zachyti pouze vé&t8i mnoZstvi viru), ale

vysledek neni ovlivngn inaktivaci viru.

4.  Elektronova mikroskopie

Princip: Vizualizace virovych &astic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zékladé charakteristickych morfologickych &i antigennich
vlastnosti (Eeled’ herpesviridae) .

Kdy pouizit: Diagnostika herpetickych infekci u imunodeficientnich pacientil, akutni infekce
CNS, kongenitalni a perinatalni infekce.

Material: likvor, plasma, BAL.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
likvor do steril. nAdobky +4°C +4°C 24 hod.
plasma 3-6 mi nesrazlivé +4°C separace +4°C 24 hod.

krve plasmy
BAL do steril. nadobky +4°C klarifikace +4°C 24 hod.
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Virus lidského imunodeficitu (HIV 1,2)

Sérologické vysetieni:
A)Vyhleddvaci (screeningové) testy:

Alternativa Test & Nazev stanoveni Metoda Poznamka

1 1 protilatky proti EIA reaktivni vzorek nutno
HIV 1,2 (celkové Ig) konfirmovat v NRL AIDS

2 1 protilatky proti EIA reaktivni vzorek nutno
HIV 1,2 a soudasné konfirmovat v NRL AIDS
stanoveni antigenu
p24 HIV 1

3 1 protilatky proti pasivni  reaktivni vzorek nutno

HIV1,2 (celkové Ig) aglutinace konfirmovat v NRL AIDS

4 1 protilatky proti rychlé  meéné spolehlivé, dopor.
HIV 1,2 orientacni doplnéni klasickou
testy ElA.Reaktivnl vzorek
nutno konfirmovat v
NRL AIDS

B) Konfirmaéni testy:

Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka

1 protilatky proti EIA vy$etfeni minimalné dvéma testy od

HIV 1,2 (celkové Ig) raznych vyrobcl - provadi pouze NRL
AIDS u vSech reaktivnich vzork

2 prikaz antigenu EIA provadi pouze NRL AIDS u
HIV 1 p24 vybranych reaktivnich vzorku

3 prukaz protilatek imunoblot provadi pouze NRL AIDS u
proti HIV 1,2 (IgG) vybranych reaktivnich vzork(

C) Dopliikova vySetieni: (Dopliiuji nebo uptesiiuji zakladni vysetfeni)

Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 priikaz protilatek EIA vhodny pro screeningové vys. u
"proti HIV 1,2 ve rizikovych skupin,reaktivni nalez
slinach nutno konfirmovat vy$etienim z krve
2 protilatky proti western  pro monitorovani prab&hu infekce u
jednotlivym blot HIV+ pacientd. Provadi pouze NRL
antigenam HIV 1 AIDS.

29



Material pro vySetieni HIV - protilatek:

Material Odbeér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlive pifi NT separace  2-8°C 7 dni,
krve séra dlouhodobé
20°C
plasma 5 ml nesrazlivé pii NT separace  2-8°C 7 dni,
krve (EDTA) plasmy diouhodobé
-20°C
sliny odbé&rovou pii NT 2-8°C 7-10
soupravou dle dni,
pokynu dlouhodobé
vyrobce -20°C

Primy prikaz viru:

1. Prikaz virového antigenu
Princip: Priikaz antigenu p24 HIV 1,2 volného, nebo vazaného v imunokomplexech
EIA.
Kdy pouzit: Diagnostika akutni infekce HIV: HIV-reaktivni darci krve, novorozenci HIV+
matek,sledovani progrese infekce.
Material: sérum.
Poznimka: Provadi pouze NRL pro AIDS.

2. Izolace viru na tkinovych kulturach

Princip: Kokultivace lymfocyth HIV+ pacienta s lymfocyty zdravého darce. Prikaz antigenu
p24 v tkanové tekutiné.

Kdy pouzit:V indikovanych pfipadech- diagnostika akutni infekce HIV, zejména
novorozenci HIV+ matek.

Material: mononuklearni buiiky periferni krve.

Poznamka: Provadi pouze NRL AIDS.

3. Priikaz provirové DNA v mononukleirnich buiikich periferni krve (PCR)
Princip: Amplifikace vybraného useku virového genomu termostabilni DNA- polymerazou.
Identifikace amplifikovaného segmentu pomoci hybridizace se specifickou sondou a EIA.

Kdy pouZit: Prikkaz viru u nové identifikovanych pfipadi infekce, novorozenci
HIV+ matek, protilatkové negativnich kontaktd HIV+ osob.

Materidl: mononuklearni buiiky periferni krve.

Poznamka: Provadi pouze NRL AIDS.

4. Kvantitativni prikaz virové RNA v plasmé (virova naloZ -virus load).
Princip: Reverzni transkripce a amplifikace vybraného useku virové RNA termostabilni
DNA-polymerszou. Kvantifikace amplifikovanych produkti pomoci hybridizace a EIA.
Kdy pouzit: Sledovani progrese infekce,sledovéani Gi¢innosti antiretrovirové terapie.
Material: plasma.

Poznamka: Provadi pouze NRL - AIDS.
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5.  Priikaz rezistence na antiretrovirové preparity

Princip: Identifikace virovych mutant nesoucich znaky rezistence pomoci PCR a
sekvenovani vybranych sek virového genomu,

Kdy pouiit: Pro zavadeni a sledovani efektivity antiretrovirové terapie.
Materiil: mononuklearni buiiky periferni krve.

Poznimka: Provad; pouze NRL AIDS.

Materiil pro pFimy priikaz viru:

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
mononukleary 5 ml nesrazlive +4° G Separace  +4°C 3
periferni krve  krve (EDTA) bunék( do 6 dny,dale
hod po odb.) -70° ¢
plasma S ml nesrazlivé +4° C separace +4°C 3
krve (EDTA) plasmy ( do dny,dale
6 hod po -70°C
odb.)
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Virus chripky A a B

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
Alternativa Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 1 protilatky proti KFR kvantitativné
chiipce A,B
2 1 1gG protilatky proti HIT rozlideni subtypu
HA chfipky A,.B

DOplflkOVé: Upfestiuje serologicky nilez a jeho interpretaci

Test &. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 1gG protilatky proti ELISA u déti do 3 let véku
chiipce A,B
2 1gG protilatky proti NIF konfirmadni vys. u déti
chiipce A,B do 3 let
2 |gM protilatky proti ELISA, u zavainych diagnoz
chiipce A,B NIF pouze v kombinaci se
zakl. vys,, jsou li
dostupné ldaje o
zacatku onem.
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skiadovani
akutni a 3-6 ml srazlivé pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
rekonvalescentni krve diouhodobé
sérum -20°C

Primy prikaz viru:

1. Izolace ChFipky na tkafiovych kulturich (klasicka)

Princip: PomnoZeni viru v tkdfiové kultufe (MDCK), Identifikace hemaglutinaci nebo

imunohistochemicky pomoci specifické. protilatky.

Kdy pouZit: Diagnostika a surveillance ARO v akutni fizi onemocnéni (1.-4.den) Post-

mortem priikaz etiogie onemocnéni.
Material: vytér nosohltanu, kréni vyplach, aspirat, BAL, autopsie
(bifurkace trachey, okraj pneumonického loZiska )
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Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
vytér z steriinim detoxik. +4°C vytfepani do media, 2-8° C max.
{nosohltanu tamponem do homogenizace, proc 24 hod
odbérového media ELISA sonikace
pro RV*
autopsie do steril.nadobky +4°C pfiprava suspenze, zpracovat
pro ELISA sonikace ihned
BAL vyplach, do sterilni nadobky +4° C homogenizace, 2-8° C max.
aspirat klarifikace,pro ELISA 24 hod
sonikace

¥ Stirat krouZivym pohybem ze zadni stény nosohltanu (vyhnout se mandlim). Tampon
zalomit do zkumavky s odbér. mediem.Druhym tamponem provést stejnym zpiisobem stér z
obou nosnich priduchi a tampon zalomit do stejné zkumavky.

2. Prikaz virového antigenu na TK

Princip: Prikaz replikace viru v TK imunohistochemicky pomoci specifické protilatky
znatené FITC nebo Px

Kdy pouizit: viz 1. rychla diagnostika. .

Material: viz 1.

3. Prikaz virového antigenu v klinickém materialu
Princip: ELISA

Kdy pouzit: viz 1. rychla diagnostika. .

Material: viz 1.

4. Izolace viru ch¥ipky v kurecim embryu

Princip: PomnoZeni viru v amniotickém vaku kufeciho embrya. Identifikace hemaglutinaci.
Kdy pouiit: viz 1.

Material: viz 1.

5. Prikaz virové RNA amplifikaci (polymerazova Fetézova reakce, PCR)
Princip: Reversni transkripce a amplifikace vybraného useku virové RNA | izolované z
biologického materialu, s pouZzitim termostabilni DNA polymerdzy. Prikaz amplifikovaného
segmentu pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znaCenou sondou.

Kdy pouzit: rychla diagnostika ARO u zavaZnych diagnéz.

Material: vytér nosohltanu, kréni vyplach, aspirat, BAL, autopsie, likvor.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
vtér z sterilnim detoxik. +4°C  vytfepani do media, 2-8° C max.
noschltanu tamponem do homogenizace, 24 hod
odb&rového media izolace RNA
pro RV*
autopsie do steri.nadobky +4°C homogenizace, Zpracovat
izolace RNA ihned
likvor do steril.nadobky +4°C izolace RNA nebo  2-8° C max.
tepelna denaturace 24 hod
BAL, vyplach, do sterilni nadobky +4° C homogenizace, 2-8° C max.
aspirat izolace RNA 24 hod.
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6. Elektronova mikroskopie

Princip:Vizualizace virovych éastic v biolo
mikroskopu. Identifikace na zaklad& charak
Kdy pouiit: post mortem uréeni etiologie
infekce CNS, diferencialni diagnostika AR

diagnoéz.
Materiil: autopsie (bifurkace trachey, okraj pneumonického loZiska), likvor, plasma , BAL.
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
plasma 3-6 ml nesrazlive +4°C separace plasmy 2-8° C max.
krve 24 hod
autopsie do steril.nddobky +4°C pfiprava ultratenkych Zpracovat
ezl ihned
likvor do steril.nadobky +4°C 2-8° C max.
24 hod
BAL,vyplach, do sterilni nadobky +4° C klarifikace 2-8° C max.
aspirat 24 hod
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r Virus chiipky C B

Serologické vySetieni:

Zakladni:
Alternativa Test ¢&. Nazev Metoda Poznamka
stanoveni
1 1 protilatky proti  HIT kvantitativné u
HA chfipky C déti do 5 let
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
akutni a 3-5 ml srazlivé pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
rekonvalescentni krve diouhodobé
sérum -20°C

PFfimy prikaz viru:

1. Izolace viru chiipky v kuiecim embryu

Princip: PomnoZeni viru v amniotickém vaku kufeciho embrya. Identifikace hemaglutinaci
nebo imunohistochemicky pomoci specifické protilatky.

Kdy pouiit: Diagnostika a surveillance ARO v akutni fizi onemocnéni (1.-4.den) .
Material: Nasofaryngealni vytér, vyplach krku, BAL, aspirat.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
vytér sterilni §tétkou do  +4°C vytfepanido  2-8° C max
nosochltanu odbérového media media 24 hod.
pro RV*
BAL,vyplach, do sterilni nadobky +4° C homogenizace, 2-8° C max
aspirat kiarifikace 24 hod

* Stirat krouZivym pohybem ze zadni stény nosohltanu (vyhnout se mandlim). Tampon
zalomit do zkumavky s odbé&r. mediem. Druhym tamponem provést stejnym zptsobem stér z
obou nosnich priiduchi a tampon zalomit do stejné zkumavky.
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Virus kliSt'ové encefalitidy (VKE)

Sérologické vySetreni:

Zakladni:
Alternativa Test &. Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 119G protilatky proti EIA
VKE
2 |gM protilatky proti EIA mozna
VKE interference RF
2 1 Celkové protilatky EIA
proti VKE
2 IgM protilatky proti EIA mozna
VKE interference RF
3 1 Celkové protilatky KFR
proti VKE
2 1gM protilatky proti EIA mozZna
VKE interference RF

Doplﬁkové: Upfestiuje serologicky nalez a jeho interpretaci

Test &. Nézev stanoveni Metoda

1 virus-neutraliza¢ni VNT
protilatky proti VKE

2 intrathekalni 1gG proti EIA

VKE
3 intrathekalni IgM proti  EIA
VKE
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum S misrazlivé krve  pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé
-20°C
plasma 5 ml nesrazlivé krve pii NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
diouhodobé
20°C
likvor 1 ml likvoru pfi NT 2-8°C 7 dni,
dliouhodobé
-20°C
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Primy prukaz viru:

1. Izolace VKE na tkdiiovych kulturich

Princip:PomnoZen{ viru v bun&éné kultufe (PS nebo KEB,dif.dg. CV-1,LEP),
mikroskopicky priikkaz cytopatického efektu. Identifikace neutralizaénim testem, nebo
imunohistochemicky, pomoci monoklonalni nebo polyklonalni protilatky.

Kdy pouzit: Pro prikkaz VKE v biologickém materidlu od nemocnych v akutni fazi
onemocnéni (akutni infekce CNS).

Material: periferni leukocyty, likvor, autopsie.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
leukocyty nesrazliva krev +4°C  separace 2-8° C do 6hod
leukocyth nebo -70°C
likvor do steril. nadobky +4°C 2-8° C do 6hod
nebo -70°C
autopsie do odbé&rového +4°C  homogenizace v 2-8° C do 6hod
media ) mmediu pro TK, nebo -70°C
klarifikace, pfidani
antibiotik
2. Izolace VKE na sajicich mySich

Princip:PomnoZeni viru v sajicich mysich po intracerebralni inokulaci.. Identifikace
neutralizaénim testem, nebo imunohistochemicky na otiscich mozku pomoci monoklonalni
nebo polyklonalni protilatky.

Kdy pouzit: viz 1.

Material: viz 1.

3. Elektronova mikroskopie

Princip: Visualizace virovych &astic v biologickém materidlu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zakladé charakteristickych morfologickych vlastnosti (arboviry).
Kdy pouzit: Akutni infekce CNS.

Material: likvor, plasma .

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy +4°C 24 hod
likvor do steril. nadobky  +4°C +4°C 24 hod
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Virus lymfocytarni choriomeningitidy (LCM) J

Serologické vy$etieni:
Zikladni:

Test &. Nazev stanoveni Metoda

1 celkové protilatky KFR

proti LCM
Material:
Material Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
sérum 5 mi srazlive krve pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
diouhodob& -20° C
likvor 1 ml likvoru pti NT 2-8°C 7 dni,
dlouhodobg -20°C

38



Papillomaviry (HPV)

Sérologické vySetieni: neni dostupné
Primy prukaz viru:

1. Pritkaz virové DNA hybridizaci v roztoku

Princip: Hybridizace virové DNA, izolované z cervikalniho materialu s imobilizovanou
genetickou sondou, imunochemicka detekce a kvantifikace hybridu.

Kdy pouZit: U pacientek s atypickym cytologickym nalezem (atypical squamose cells of
unknown significancy-ASCUS/ atypical glandular cells of unknown significancy-AGUS),u
pacientek nad 35 let s nalezem LSIL(low squamous intraepitelial lesion) a pro sledovani
pacientek po chirurgickém oSetfeni (LSIL,HSIL - high squamous intraep.lesion).

Materidl: Cervikalni stér nebo vyplach.

Materal Odbér Transport Zpracovani Skladovani
Stér z cervixu Dacronovym PH NT lyzovéni bunék  2-8°C 2 tydny,
SteteCkem do denaturace DNA  nebo -20°C
odbér. media
(Digene)
vyplach sedimentace Pii NT lyzovani bunék  2-8°C 2 tydny,
bunék, suspenze denaturace DNA  nebo -20°C
v odbér. mediu
(Digene)

2. Prikaz virové DNA v tkani amplifikaci (polymerizova Fetézova reakce,PCR)

Princip: Amplifikace vybraného tseku virové DNA , izolované z biologického materialu,
s pouZitim termostabilni DNA polymerazy. Priikaz amplifikovaného segmentu
pomoci hybridizace se znadenou sondou.

Kdy poutzit: Pro potvrzeni ptitomnosti papillomavird v histologickych vzorcich

(intraepitelialni neoplasie dlazdicového epitelu, kondylomata).

Material: biopsie, fezy z parafinovych blogki.

Material Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
biopsie, do 0,5 ml sterilniho +4°C homogenizace, +4°C 24 hod
autopsie fysiol.roztoku izolace DNA
parafinové fezy fezy 2x20 um z tkané pfiNT odstranéni parafinu, pfi NT
fixované neutrainim extrakce DNA
formalinem

3. Priikaz virové-specifického antigenu ve tkdni

Princip: Imunohistochemicky pritkaz pomoci specifické protilatky.

Kdy pouZit: Pro potvrzeni histologického nalezu (koilocyty).

Materiil: Tkatové fezy z parafinovych blo¢ki (tkad fixovana neutralnim formalinem) na
silikonizovanych skli¢kach.
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Virus parainfluenzy 1,2,3

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
Alternativa Test &. Nazev Metoda Poznamka
stanoveni
1 1 protilatky proti HIT kvantitativné v parovych
Parainfluenze vzorcich séra
2 1 protilatky proti NIF kvantitativné v parovych
Parainfluenze vzorcich séra
3 1 protilatky proti EIA kvantitativné u dé&ti do
Parainfluenze 10 let

Dopliikové: (Dopliiuje nebo upfestiuje zakladni vySetfeni)

Test ¢. Nazev Metoda Poznamka

stanoveni

11gM protilatky ELISA  jako ¢asna dg pouze u

proti déti do 2 let véku. Mozna

Parainfluenze interference RF
Materisl:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
akutni a 3-5 ml srazlivé pfi NT separace séra 2-8°C 7 dni,
rekonvalescentni krve diouhodobé
sérum -20°C

Primy prikaz viru:

1. Izolace virii parainfluenzy na tkiiiovych kulturich

Princip:PomnozZeni viru v tkatiové kultute (LLC-MK2), Identifikace hemadsorpci,
hemaglutinaci a imunohistochemicky pomoci specifické protilatky

Kdy pouzit: Diagnostika a surveillance ARO v akutni fazi onemocnéni (1.-4.den). Post-
mortem prikaz etiogie onemocnéni.(bifurkace trachey).

Material: vytér nosohltanu, kréni vyplach, aspirat, BAL, autopsie.
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Material Odbér Transport Zpracovani

Skladovani
vytér z sterilnim detoxik.  +4°C vyttepani do media, 2-8°C max
nosohitanu tamponem do homogenizace, pro 24 hod A

odbérového media
pro RV*

ELISA sonikace

Autopsie do steril.nddobky +4° C pfiprava suspenze, Zpracovat
pro ELISA sonikace ihned

BAL,vyplach, do sterilni nadobky +4° C homogenizace, 2-8° C max.

aspirat klarifikace,pro ELISA 24 hod

sonikace

* Stirat krouZivym pohybem ze zadn{ st€ny nosohltanu (vyhnout se mandlim). Tampon
zalomit do zkumavky s odbér. mediem.Druhym tamponem provést stejnym zpisobem stér 7
obou nosnich priiduchd a tampon zalomit do stejné zkumavky.

2. Priikaz virového antigenu v klinickém materislu
Princip: ELISA

Kdy poutZit: viz 1.,rychla diagnostika. .

Material: viz 1.

3. Elektronovi mikroskopie

Princip: Visualizace virovych &astic v biologickém materidlu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zakladg charakteristickych morfologickych vlastnosti

Kdy poutit: akutni infekce CNS, diferencialni diagnostika ARO u imunodeficientnich
pacienti a kojenci do stafi jednoho roku.

Materidl:likvor, plasma , BAL, autopsie.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

Plasma 3-5 ml nesrazlivé +4°C separace plasmy 2-8° C max.
krve 24 hod

Autopsie do steril.nadobky +4°C pfiprava ultratenkych zpracovat
tezu ihned

Likvor do steril.nadobky +4°C 2-8° C max.
24 hod

BAL,vyplach, do sterilni nadobky +4° C klarifikace 2-8° C max.
aspirat 24 hod
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Parvovirus B19

Sérologické vysetieni:
Zakladni:

Test & Nazev stanoveni Metoda Poznamka

119G protilatky proti EIA

parvo
2 IgM protilatky proti EIA mozna interference
parvo RF

DOplﬁkOVé: Upifesiiuje serologicky nalez a jeho interpretaci

Test €. Nazev stanoveni Metoda  Poznamka
1 19G protilatky proti imunoblot diagnostika
parvo primoinfekce
2 IgM protilatky proti imunoblot
parvo
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve  pii NT separace séra 2-8° C 7 dni,
dlouhodobé& -20° C
plasma 5 mlnesrazlivé krve pfi NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
dlouhodob& -20°C

Primy prikaz viru:

1.  Prikaz virové DNA amplifikaci (polymerazova Fetézova reakce, PCR)
Princip: Amplifikace vybraného tseku virové DNA , izolované z biologického materialu,
s pouZzitim termostabilni DNA polymerazy. Prikaz amplifikovaného segmentu
pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znadenou sondou.
Kdy pouzit: Diagnostika aktivni infekce u imunodeficientnich pacientd, diagnostika infekci
u hematologickych onemocnéni, arthropatif, kardiopatii, prikaz kongenitalni infekce,
identifikace parvoviru B 19.
Materidl: plasma, kostni dfefi, amniotick4 tekutina, pupe¢nikova krev, vypotek.
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Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

plasma 3-5 ml nesrazlive  +4°C separace +4°C 24 hod
krve (EDTA) plasmy,izolace
DNA
ﬁupeCnikové 3-5 mi do EDTA +4°C izolace DNA +4°C 24 hod
rev
kost. dfefi 3 ml punktatu do +4°C separace bunék, +4°C 24 hod
EDTA izolace DNA
biopsie, do 0,5 ml sterilniho  +4°C homogenizace,  zpracovat ihned
autopsie fysiol. roztoku izolace DNA
amniot. do steril. nddobky  +4°C izolace DNA +4°C 24 hod
tekutina
vypotek do steril. nadobky  +4°C izolace DNA +4°C 24 hod

2.  Elektronova mikroskopie

Princip: Vizualizace virovych &astic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu. Identifikace na zakladé charakteristickych morfologickych vlastnosti.
Kdy pouzit: Diagnostika infekce u imunodeficientnich pacienti,hematologickych
onemocnéni, arthropatii a kardiopatii.

Material: plasma, kostni dfefi, vypotek,

Material Odber Transport Zpracovani Skladovani
kost. dfert 3 ml punktatu do +4°C sedimentace +4°C 24 hod
EDTA bunék
plasma  3-5 ml nesraZlivé +4°C separace +4°C 24 hod
krve (EDTA) plasmy,izolace
DNA
vypotek  do steril. nadobky  +4°C klarifikace +4°C 24 hod
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Polyomavirus

Sérologické vySetieni: neni dostupné
Primy priitkaz viru:

1.  Elektronova mikroskopie

Princip: Visualizace virovych &astic v biologickém materidlu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zaklad charakteristickych morfologickych vlastnosti.
Kdy poufit: Dif. diagnostika onemocnéni urogenitélniho traktu u imunodeficientnich
pacientd (prikaz viru BK v mo¢i). Dif. diagnostika onemocnéni CNS (progresivni
multifokalni leukoencefalopatie - prikaz viru JC)

Material: mo¢, likvor

material odbér transport skladovani
moé 5 ml do sterilni +4° C do 24 +4° C do 24 hod
nadobky hod
likvor 1 mli likvoru +4° C do 24 hod +4° C do 24 hod
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Virus pFiusnic

Sérologické vySetieni:

Z.akladni:
Alternativa Test ¢. Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 1 1gG protilatky proti viru EIA, NIF
piusnic
2 IgM protilatky proti viru EIA, NIF  moZna interference RF
pFiusnic

DOplﬁkOVé: Uptestiuje serologicky nélez a jeho interpretaci

Test ¢. Nézev stanoveni Metoda Poznamka

1 virus-neutralizacni TK konfirmaéni metoda u
test nizkych titri protilatek

2 celkové protilatky KFR nutné vysetfeni parovych
proti pfiusnicim vzorkl sér

Material:

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve  pii NT separace séra 2-8° C 7 dni,

dlouhodobé -20° C

plasma 5 mi nesrazlivé krve pfi NT separace plasmy 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé -20° C

likvor 1 ml likvoru pii NT 2-8°C 7 dni,
diouhodobé -20° C

PFimy prikaz viru:

L. Izolace viru pFiusnic na tkdanovych kulturach

Princip:Pomnozeni viru v kultufe lidskych embryonalnich fibroblastd (LEP), mikroskopicky
pritkaz cytopatického efektu, identifikace neutralizanim testem,nebo

imunohistochemicky pomoci monoklonalni nebo polyklonalni protilatky.

Kdy pouzit: Pro prikaz viru pfusnic v biologickém materialu od nemocnych s piiznaky

onemocné&ni, zejména u pacientd s meningitidou (potvrzeni etiologie onemocnéni), orchitidou,

pankreatitidou. Odbér materialu je nutno udélat do 8. dne po za€atku onemocnéni.

Material: mo¢, likvor, sliny, vytér z nosohltanu, vyplach z krku, biopsie, plasma.
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Odbeér Transport  Zpracovani Skladovani
mod do steril. nadobky +4°C tprava pH a zpracovat ihned
osmolarity, pfidani
antibiotik
vytér z sterilnim tamponem +4°C vytfepani do zpracovat ihned
nosohitanu  do odbérového media, pfidani
media antibiotik
biopsie, do odbérového +4°C homogenizacev  zpracovat ihned
autopsie media mediu pro
TK, pfidéni
antibiotik
likvor do steril. nadobky +4°C zpracovat ihned
sliny do steril. nadobky +4°C ptidani antibiotik, zpracovat ihned
klarifikace
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy zpracovat ihned
vyplach-krk  vykloktat fyziol. +4°C pidani ATB, zpracovat ihned
roztokem klarifikace

2.  Elektronova mikroskopie
Princip: Vizualizace virovych &astic v biologickém materidlu pomoci elektronového mikroskopu.
Identifikace na zaklad® charakteristickych morfologickych vlastnosti (¢el.paramyxoviridae).

Kdy poutzit: Akutni infekce CNS.
Material: likvor, plasma .

Material Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy +4°C 24 hod
likvor do steril. nadobky +4°C +4°C 24 hod

46




Rotavirus

Sérologické vySetieni: neprovadi se
Primy prikaz viru:

1. Priikaz virového antigenu latexovym testem

Princip: Aglutinace latexovych &astic s navazanou specifickou protilatkou v roztoku za
pfitomnosti antigenu rotaviru.

Kdy pougzit: Diagnostika prijmovych onemocnéni u malych déti ,oslabenych jedincii

a osob starsich 65 let (domovy diichodcti a LDN)

Material: stolice

2. Priikkaz virového antigenu ve stolici ELISA
Princip: ELISA

Kdy pouZit: viz 1.

Material: viz 1.

Material  Odbér Transport Zpracovani Skladovani

stolice do uzavfené nadobky +4°C homogenizace, klarifikace pfi -20°C

2.  Elektronova mikreskopie

Princip: Visualizace virovych &astic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zaklad charakteristickych morfologickych vlastnosti.

Kdy pouzit: viz 1.,dif.dg.prijmovych onemocnéni u kojencd a imunodeficientnich pacientu
Material: stolice, viz 1.,2.
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Respiraéni syncytialni virus (RSV)

Sérologické vySetieni:

Zakladni:
Alternativa Test &. Nazev stanoveni Metoda Pozndmka
1 1 celkové protilatky KFR kvantitativng
proti RSV
2 1 1gG protilatky proti ELISA kvantitativn@ u déti do 5
RSV let

DOplﬁkOVé: Upfestiuje serologicky nalez a jeho interpretaci

Alternativa Test &. Nézev stanoveni” Metoda Poznamka

1 1 1gM protilatky proti ELISA jako €asna dg pouze u
RSV déti do 2 let v&ku.
Mozn3 interference RF

Material:

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

akutni a 3-5 mi srazlivé pifi NT separace séra 2-8°C 7 dni,

rekonvalescentni  krve dlouhodobé .

sérum 20°C i
{

PFimy priikaz viru;

1. Izolace RSV na tkiilovych kulturich (klasick4)

Princip: PomnoZeni viru v tkafiové kulture (L132,Hep-2), mikroskopicky prikaz
cytopatického efektu. Identifikace imunohistochemicky pomoci specifické protilatky nebo
KFR,ELISA.

Kdy pouzit: Diagnostika a surveillance ARO, zejména u déti do 5 let, imunodeficientnich
pacienti a osob nad 65 let véku ,v akutni f4zi onemocnéni (1.-4.den) Post- mortem priikaz
etiogie onemocnéni.

Materidl: vytér nosohltanu, kréni vyplach, aspirat, BAL, autopsie.
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Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
Vytér z nosohlitanu steriinim detoxik. +4°C vytfepani do media, zpracovat ihned
tamponem do homogenizace, pro

odbérového media ELISA sonikace
pro RV*
autopsie bifurkace trachey +4°C pfiprava suspenze, zpracovat ihned
nebo okraj pro ELISA sonikace
pneumonického
loZiska - do sterilni
nadobky
BAL,vyplach, do sterilni nadobky +4° C homogenizace, zpracovat ihned
aspirat klarifikace

* Stirat krouZivym pohybem ze zadni stény nosohltanu (vyhnout se mandlim). Tampon
zalomit do zkumavky s odbér. mediem.Druhym tamponem provést stejnym zpisobem stér z
obou nosnich priiducht a tampon zalomit do stejné zkumavky.

2. Priikaz virového antigenu na TK

Princip: Prikaz replikace viru v TK imunohistochemicky pomoci specifické protilatky
znacené FITC nebo Px.

Kdy pouzit: viz 1.,rychla diagnostika. .

Material: viz 1.

3. Priikaz virového antigenu v klinickém materiilu
Princip: ELISA

Kdy poutit: viz 1.,rychla diagnostika. .

Materiil: viz 1.

4. Prikaz virové RNA amplifikaci (polymerazova Fetézova reakce, PCR)

Princip: Reversni transkripce a amplifikace vybraného tseku virové RNA , izolované z
biologického materidlu, s pouZitim termostabilni DNA polymeréazy. Prikaz amplifikovaného
segmentu pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znadenou sondou.

Kdy pouZit: Rychla diagnostika u zivaznych diagnoz (kojenci, imunodeficientni pacienti).
Material: viz 1.

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
vytér z nosohltanu sterilnim detoxik. +4° C vytfepani do media, zpracovat ihned
tamponem do homaogenizace,
odbérového media izolace RNA
pro RV*
autopsie bifurkace trachey +4°C pfiprava zpracovat ihned
nebo okraj suspenze,izolace
pneumonického RNA
loZiska - do sterilni
nadobky
BAL,vyplach, do sterilni nadobky +4° C homogenizace, zpracovat ihned
aspirat izolace RNA

5. Elektronova mikroskopie

Princip: Vizualizace virovych &astic v biologickém materialu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na ziklad& charakteristickych morfologickych nebo antigennich
vlastnosti (Seled’ paramyxoviridae) .
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Kdy peuzit: Dif. dg. ARO imunodeficientnich pacienti a kojenct.
Material: viz 1

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
vytér z steriinim detoxik. +4° C vytfepani do media, zpracovat ihned
nosohltanu tamponem do homogenizace,
odbérového media klarifikace
pro RvV*
autopsie bifurkace trachey +4°C pfiprava ultratenkych zpracovat ihned
nebo okraj fez()
pneumonického
loZiska - do sterilni
nadobky
BAL vyplach, do sterilnl nadobky +4° C homogenizace, zpracovat ihned
aspirat kiarifikace
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Virus spalnicek

Sérologické vySetieni:

Zikladni:
Alternativa Test &. Néazev stanoveni Metoda Poznamka
1 1 1gG protilatky proti EIA, NIF
spalnickam
2 IgM protilatky proti EIA NIF  mozn4 interference RF
spalni¢kam nebo polyklonalni
aktivace IS
Materiil:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 misrazlive krve  piiNT separace séra 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé -20°C
likvor 1 mi likvoru pii NT 2-8° C 7 dni,
diouhodobé -20°C
DOplﬁkOVé: (dopliiuje nebo upfestiuje zdkladni vysetieni)
Alternativa Test é. Nazev stanoveni Metoda Poznamka
2 1 celkové Ig proti KFR kvantitativne v
spalnickam parovych vzorcich
séra
Primy prikaz viru:
1. - Izolace viru spalniéek na tkaiovych kulturich

Princip:PomnoZeni viru v kultufe opi¢ich bunék (VERO),mikroskopicky prﬁkaz. ’
cytopatického efektu, identifikace neutralizatnim testem, nebo imunohistochemicky pomoci

monoklonélni ¢i polyklonalni protilaiky.

Kdy pouzit: Pro pritkaz viru spalnigek v biologickém materialu od nemocnych s pfiznaky
onemocnéni (potvrzeni etiologie onemocnéni). Odbér materialu je nutno udélat do 3. dne po

objeveni vyrazky.
Poznimka: Zachytnost (citlivost) metody je nizka.

Material: moc, likvor, vytér z nosohltanu, leukocyty, plasma.
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Material Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
moé do steril. nddobky  +4°C Uprava pH a zpracovat ihned
osmolarity,pfidani
antibiotik
wytér z sterilnim tamponem +4°C vytiepani do zpracovat ihned
nosohitanu do odb&rového media, pfidani
media antibiotik
likvor do steril. nadobky  +4°C zpracovat ihned
leukocyty  nesrazliva krev +4°C separace zpracovat ihned
leukocytt
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy zpracovat ihned
vyplach-krk vykloktat fyziol. +4°C pfidani zpracovat ihned
roztokem ATB,klarifikace

2.  Elektronova mikroskopie

Princip: Visualizace virovych &astic v biologickém materidlu pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zakladé& charakteristickych morfologickych nebo antigennich
vlastnosti (el.paramyxoviridae ).

Kdy pouzit: Infekce CNS.

Material: likvor, plasma .

Material Odbér Transport  Zpracovani Skladovani
plasma nesrazliva krev +4°C separace plasmy +4°C 24 hod
likvor do steril. nddobky  +4°C +4°C 24 hod
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Virus varicella zoster (VZV)

Sérologické vySetieni:

Zikladni:
Alternativa Test &. Nazev stanoveni Metoda Poznamka
1 119G protilétky proti VZV EIA, NIF  u NIF mozna
interference virového Fc
receptoru
2 1gM protilatky proti VZV EIA, NIF  mozna interference RF
2 1 Celkové Ig proti VZV  KFR nutne vyseteni
parovych vzork( séra

DOplIvlkOVé: Upfesiiuje serologicky nalez a jeho interpretaci

test ¢. nazev stanoveni metoda  poznamka
1 1gA protilatky proti VZV v NIF vhodné zvlaste u malych
séru déti
2 intrathekalni igG EIA u neurologickych
protilatky proti VZV pacientd
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlive krve pii NT separace séra 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé
20°C
likvor 1 mi likvoru pfi NT 2-8°C 7 dni,
dlouhodobé
-20°C

PFimy prikaz viru:

1. Izolace VZV na tkanovych kulturich

Princip: PomnoZeni viru v kultufe lidskych embryonalnich fibroblasti (LEP), mikroskopicky
prikaz cytopatického efektu. Identifikace imunohistochemicky pomoci monoklonalni
protilatky, neutralizaénim testem nebo PCR.

Kdy pouZit: Pro prikaz VZV v biologickém materidlu od nemocnych s pfiznaky
onemocnéni, ( exanthematosni onemocnéni, onemocnéni oka, infekce u novorozencii ).
Material: st&r z koZnich 1ézi, Vytér nosohltanu, spojivkového vaku, biopsie, autopsie, seskrab
z rohovky.

Pozndmka: zachytnost metody nizk4.
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Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani

stérz kozni steriinim +4°C vytfepani do media, +4°C 24hod. nebo
léze tamponem do pfidan( antibiotik -70°C
odbérového
media*
vytér z sterilnim +4°C vytfepani do media, +4°C 24hod. nebo
nosohltanu tamponem do pfidani antibiotik -70°C

odbé&rového media

biopsie, do odbérového +4°C homogenizace zpracovat ihned
autopsie media pfidani antibiotik

stér ze sterilnim +4°C vytfepani do media, +4°C 24hod. nebo
spojivky tamponem do pridani antibiotik -70°C

odbé&rového media

*Stgr provadime z &erstvého puchytku tak, abychom do tamponu nabrali co nejvice tekutiny z
puchytku. Vyhneme se kontaminaci krvi.

2. Prikaz virové DNA amplifikaci (polymerizova retézova reakce, PCR)
Princip: Amplifikace vybraného tseku virové DNA , izolované z biologického materialu,
s pouZitim termostabilni DNA polymerazy. Prikaz amplifikovaného segmentu
pomoci elektroforézy nebo hybridizace se znacenou sondou.
Kdy pouzit:Diagnostika infekce u neurologickych pacienti (prikaz viru v mozkomisnim
moku), u imunodeficientnich pacienti, pritkaz kongenitilni nebo perinatalni infekce infekce
Materidl: tekutina z puchytku, likvor, biopsie,stér ze spojivky, oénitekutina, BAL,
perif.leukocyty, amnioticka tekutina .

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
leukocyty  nesrazliva krev +4°C separace leukocytil a +4°C 24 hod
(EDTA) plasmy, izolace DNA
biopsie, do 0,5 ml +4°C homogenizace, +4°C 24 hod

autopsie sterilniho izolace DNA

fysiol.roztoku
likvor do steril. nadobky +4°C izolace DNA nebo  +4°C tyden

tepel. denaturace

oéni do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C tyden
tekutina
tekutinaz  injstfikatkoudo +4°C izolace DNA +4°C tyden
puchytka 0,5 mi PBS
amniot. do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C tyden
tekutina
BAL do steril. nadobky +4°C izolace DNA +4°C tyden

3. Prikaz antigenu v klinickém materidlu

Princip: Imunohistochemicky pritkaz virového antigenu na natérech bun€k pomoci
monoklonalni protilatky.

Kdy poutzit: viz 1.

Material: stér z 1éze, BAL
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3. Elektronovs mikroskopie

Princip: Vizualizace virovych &stic v biologickém materialy pomoci elektronového
mikroskopu.Identifikace na zakladé charakteristickych morfologickych nebo antigennich
vlastnostj (Cel herpesviridae).

Kdy poutit: Akutni infekce CNS,onemocnénj y imunodeficientnich pacientil, kongenitalni a
perinatélni infekce,

Materisl: likvor, plasma .

Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
plasma nesrazliva krev +4°C Seéparace plasmy +4°C 24 hog
likvor do steril, nadobky  +4°C +4°C 24 hod
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Virus zardének

Sérologické vySetieni:
Zakladni:

Alternativa Test ¢. Nazev stanoveni Metoda Poznémka

i 1 1gG protilatky proti zardénkam EIA uréeni imunniho stavu pfi
kontaktu

2 1 1gG protilatky proti zardénkam EIA pro diagnostiku

2 IgM protilatky proti zardénkam EIA doporucuje se "capture” syst.

3 1 celkové protilatky proti zardénkam HIT kvantitativné v parovych
vzorcich séra

DOplﬁkOVé: Upfesiiuje serologicky nalez a jeho interpretaci

test&. néazev stanoveni metoda poznamka

1 Test avidity protilatek eluce ureou Kk rozlideni primoinfekce od

reinfekce
Material:
Material Odbér Transport Zpracovani Skladovani
sérum 5 ml srazlivé krve  pfi NT separace  2-8°C 7 dni,
séra diouhodobé -
20°C

plasma 5 ml nesrazlivé krve pfi NT separace  2-8°C 7 dni,
plasmy dlouhodobé -
20°C

P¥imy prikaz viru:

1. Elektronovi mikroskopie

Princip: Vizualizace virovych ¢astic v biologickém materidlu pomoci elektronového
mikroskopu. Identifikace na zaklad& charakteristickych morfologickych nebo antigennich
vlastnosti (&el.togaviridae).

Kdy pouzit: Akutni infekce CNS s podezienim na zardénkovou etiologii.

Material: likvor, plasma.

material odbér transport zpracovani skladovani
plasma  nesrazliva krev +4°C separace plasmy +4°C 24 hod
likvor do steril. nadobky  +4°C +4°C 24 hod

56












