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Celed: Herpesviri

Podceled Rod Virus Synonymum
Alfa-herpesvirinae Simplexvirus HHV-1 Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
HHV-2 Herpes simplex virus 2 (HSV-2)
Varicellovirus HHV-3 Varicella zoster virus (VZV)
Beta-herpesvirinae Cytomegalovirus HHV-5 Cytomegalovirus (CMV)
Roseolovirus HHV-6A Lidsky herpeticky virus 6A (HHV-6A)
HHV-6B Lidsky herpeticky virus 6B (HHV-6B)
HHV-7 Lidsky herpeticky virus 7 (HHV-7)
Gamma-herpesvirinae | Lymphocryptovirus HHV-4 Epstein-Barr virus (EBV)
Rhadinovirus HHV-8 Kaposi's sarcoma associated herpesvirus
(KSHV)
obalené DNA viry

dozivotneé perzistuji v lidském organizmu

dochazi k jejich reaktivaci

SZU
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Primoinfekce viru herpes simplex (HSV) o

v téhotenstvi /

Predstavuje vazne riziko pro plod a novorozence, zejména pokud k ni

dojde v prvnim trimestru, kdy muize zptisobit téZké vrozené malformace:

zavazné vrozené vady plodu:

» mikrocefalie
» mikrooftalmie
» kalcifikace v centralnim nervovém systému

Potrat



Séroprevalence HSV1 v CR (1996) (/
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https://www.thedermspecs.com/medical-services/herpes-simplex-virus-hsv-2/



Patogeneza infekce HSV u novorozencu

Kongenitalni infekce

« Vzacna

« Ascendentni Sireni viru
porodnimi cestami, priichod
poruSenymi plodovymi obaly

« transplacentarni prenos (?)

« Asi5 % déti s neonatalnim

herpesem

Perinatalni infekce

« 85 % déti s neonatalnim herpesem
« Vyluéovani viru do cervikalniho
sekretu
— asymptomatické
— rekurentni herpes (3 dny)

— primarni infekce (nékolik tydni)

Postnatalni infekce 10 %




Kongenitalni a perinatalni infekce HSV

Vyskyt:

USA: 1/3 500 zivych porodii
Anglie: 1,7/105
Svédsko: 5/105

Rizikové skupiny:
+ HSV2-seropozitivni zeny (1 %)
++ Zeny s rekurentnim
genitalnim herpesem a vysevem
pri porodu (4 %)
+++ Primoinfekce v 3.trimestru
téhotenstvi (67 %)

Preventivni opatreni HSV2
« Identifikace pari, kdy je partner HSV+

« Sexualni abstinence nebo uzivani
bariérovych pomiticek ve 3. trimestru

tehotenstvi
« MozZna profylaxe aciklovirem od 36.tydne

 Priporodu:
— zvazit porod s.c.
— omezit invazivni monitorovani

— interval mezi odtokem plodové vody a vaginalni
porodem by nemél trvat vice nez 4 hod



Neonatalni herpes

e 3 formy:
1. Mukokutanni 45 %
2. Infekce CNS 30 %
3. Disseminované onemocnéni 45 %
e ID 4 dny
e 70 % HSV2, 30 % HSV1
e TH: Aciclovir 20mg/kg a4 8 hod i.v., 21 dni

Pokud se jedna o postizeni CNS nebo

disseminovanou formu, pri mukokutanni —14 dni

e S terapii zadit ihned, kdyz je vysloveno podezieni



Doporucene postupy v diagnostice HSV

Onemocnéni u novorozencu:
Prikaz HSV ve stéru ze sliznic (spojivka, nosohltan) nebo koznich 1ézi
Prikaz HSV-DNA v periferni krvi
Prukaz HSV-DNA v likvoru
Onemocnéni kiize a sliznic:
Prikaz HSV ve stéru z 1éze
Sérologie — spolehliva jen u primoinfekci
Onemocnéni NS:
Prukaz HSV-DNA v likvoru
Prikaz intratekalni tvorby specifickych protilatek
Onemocnéni oka:
Prikaz HSV ve stéru z rohovky, spojivkového vaku, v biopsii
Diagnostika generalizované infekce u imunodeficientnich pacientt:
Prikaz HSV-DNA v periferni krvi, biopsii z postiZzeného organu




Terapie

Inhibitory virové DNA-polymerazy:

* Nukleosidova analoga; o
fosforylace virovou » Ganciklovir

thymidin-kinazou . Cidofovir - lokalng

» Aciklovir * (Fosforylace téz

bunécnou kinazou,
nezadouci vedlejsi
ucinky)

e Valaciklovir

« Famciclovir

o * Foscarnet
« Penciclovir

(fostfonoformiat)
* Brivudin



Vakciny

Preventivni (profylaktické) x terapeutické

 Inaktivovany virus
— klinicka téinnost neni dobre dokumentovana (LupidonG, Lupidon H, Skinnerova vakcina)

—nekteré geny jsou potencidlnimi onkogeny

« Subjednotkové vakeiny

—ve stadiu klinickych zkouSek (GSK, Chiron)
—nemaji zcela protektivni G¢inek (nezabrani latentni infekci — predpoklada se spise terapeutické vyuziti)
— horsi imunogenita - problémy s adjuvans, neté¢inné u HSV1 séropozitivnich

« Priprava geneticky modifikovanych vakcinalnich kmenti

— DNA vakeiny, DISC (disabled infectious single cycle virus)



VZV (varicella-zoster)

« Silné vazany na bunky
 Delsi replikac¢ni ¢as nez HSV

« Latence ganglia spinalnich nervi véetné satelitnich
bunék

« Asymptomatické vylucovani vzacne

« Reinfekce existuji



Hlaseneé pripady varicelly dle vékovych skupin
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Hlasené uzavrené pripady MKN-10 Bo1.x dle vékovych skupin na 100 000 obyvatel;
2015-2019, EpiDat, Ceska republika. Vztazeno na stfedni stav obyvatelstva v daném roce.



Primoinfekce virem varicella-zoster (VZV) v téhotenstvi

Miize zpuisobit vazné nasledky pro plod i novorozence, a to v zavislosti na délce téhotenstvi

v dobé nakazy:

« Vranych fazich téhotenstvi miize vést k syndromu vrozené varicely s defekty jako

jsou kozni jizvy, o¢ni defekty nebo poskozeni centralniho nervového systému

 Prinakaze kratce pred porodem (5 dni pred az 2 dny po ném) miiZe novorozenec

prodélat tézkou, generalizovanou formu onemocnéni kviili chybéjicim materskym

protilatkdm




Rizika a nasledky podle obdobi téhotenstvi

V prvnich 4 - 5 tydnech téhotenstvi:

Miize vést k predéasnym porodiim a syndromu vrozené varicely u ditéte, ktery se projevuje
koznimi jizvami, o¢nimi defekty, hypoplazii koncetin a poSkozenim CNS.

Mezi 20. a 30. tydnem téhotenstvi:

Vzacné mize dojit k vrozenym abnormalitAm u novorozence.

1-3 tydny pired porodem:

Plod miize ziskat plané nesStovice, které se projevi jako vrozena nebo neonatalni varicela.

5 dni pred porodem az 2 dny po porodu:
Toto je kritické obdobi. Nedochazi k vyznamnému prenosu materskych protilatek, a proto miize

novorozenec onemocneét tézkou, generalizovanou formou varicely (visceralni varicela)
s vysokou amrtnosti.



Prenos viru

Virus VZV se §iri vzdusnou cestou a kontaktem s tekutinou z koznich projevii.

Mozny je i transplacentarni prenos viru.

Co délat v pripadé nakazy

Vzhledem k riziku je klicové spravné posouzeni situace a mozna diagnostika véasné expozice viru VZV

v pribéhu téhotenstvi.

V pripadé podezreni na varicelu u téhotné zZeny je nutné co nejdrive vyhledat 1ékarskou pomoc, aby

mohla byt stanovena diagno6za a zvazena vhodna opatreni, pripadné progrese onemocnéni.



Kongenitalni infekce VZV

Riziko: Klinické priznaky:
« Primarni infekce matky « Kozni 1éze: generalizované hluboké,
* Vv 1. trimestru riziko kongenitalni varicely herpes zoster do 1 roku Zivota
(094 - 096 %)
e v 2. trimestru riziko kongenitalni varicely =~ * Chorioretinitis
(059 -14 %) 1 . k v e
+ 3 tydny pfed porodem neonatilni varicela Hypoplasie koncetin
» Herpes zoster v téhotenstvi — o riziko » Vrozene defekty CNS, kostry, odi,
e Sekundarni varicella — reinfekce s mirnym zazivaciho traktu, hydrocefalus,

pribéhem mikrocefalie



Lécba

 Hyperimunni IgG
(Varitect)

« do 72 hod po expozici

* novorozenci,téhotné,

rizikovi pacienti

« Aci(y)klovir

« Komplikovana varicella

(pneumonie, neuroifekce,

NOVOorozenci)

« Herpes zoster

« 10mg/kg po 8 hod

nebo 800 mg 6 xdenné 7-10 dni
(u déti 20mg/kg po 6 hod)




Vakcinalni kmen VZV OKA

Takahashi 1974
7 divokého japonského kmene p OKA - ,, clade“ 2 (J)

Opakované pasaze na bunkach mordéecich fibroblastii za nizké teploty

Vakcina (smeés kmenu)

Proti vychozimu divokému kmenu pouze bodové mutace (42 SNP),

vetsina se zménou AK v genu IE 62

Latence v organismu s moznosti reaktivace

Asymptomaticka superinfekce divokymi kmeny

Asymptomaticka virémie 2-4 tyden po vakcinaci u 3 % oc¢kovanych



Preventivni versus profylakticka vakcina

Varilrix, Varivax

« 2 davkové schema
* 10exp3,3 PFU
* I postexpozi¢ni profylaxe

(max 5.den)

Zostavax
e 1davkové schema
* 19 400 PFU

 Nelze pouzit jako
profylakticka

* 50 letavys

Shingrix
« glykoprotein E
« 2 davkové schema

* 90% efektivita v prevenci
HZ a PHN

« protektivita 85% 4 roky po
vakcinaci




Doporucené postupy v diagnostice VZV

PROTILATKOVA ODPOVED

Varicella:
« Detekce VZV ve stéru z léze L
« Sérologie (sérokonverze, nizkoavidni protilatky)

Herpes zoster:

» Detekce VZV ve stéru z léze /
* (sérologie)

Neurologicka onemocnéni:

« Prikaz VZV-DNA v likvoru
« Priikaz intratekalni tvorby specifickych protilatek

Onemocnéni u imunodeficientnich pacienti:
« Priikaz VZV-DNA v BAL, vytéru z nosohltanu, krvi




Diagnostika a prevence kongenitalni infekce VZV

Prenatalni diagnostika: Prevence prenosu na plod:

« Prikaz VZV DNA v plodové : , .
« Hyperimunni gammaglobulin

vode (spolehlivost, 4 - 6 tydni do 72 hodin od kontaktu s infekei

od onemocnéni matky) novorozenec (pokud vysev u matky

Diagnostika u novorozenci: 5 dni pred a 2 dny po porodu)

. PCR viru (krev, spojivkovy vak,  Aciklovir v terapeutické davce

kozni 1éze, mod), IgM (po 72 hodinach od kontaktu)



Problémy v diagnostice HSV, VZV

Sérologie:
« Nevhodn4 pro rekurentni
infekce

 Intrathékalni protilatky-tvori se i pri
polyklonalni aktivaci IS (zanéty v

CNS, RS —MRZ reakce)

« U akutnich infekei se tvori pozdé

Izolace:

 Snadna inaktivace viru

PCR:

« Asymptomatické vylu¢ovani HSV
ve slinach

« Dlouhodobé pretrvavani DNA v

likvoru po Herpes Zosteru




Primoinfekce cytomegalovirem (CMV) v téhotenstvi

Miize mit vazné nasledky pro plod, zejména pokud k ni dojde v prvnim trimestru

« Existuje riziko prenosu viru na plod, coz muze vést:
vk mikrocefalii
v poskozeni sluchu
v’ Zloutence

v a dalSim problémim u novorozence

* Virus se muze prenést transplacentarné, béhem porodu nebo kojenim



Rizika pro dité
« Zavazné nasledky: Nejvaznejsi riziko vznika pri nakaze v prvnim trimestru.

- Asymptomaticka infekce: VétSina déti narozenych s kongenitalni infekci je bez
priznaki, ale nékteré mohou mit problémy s vyvojem pozdéji, jako je postizeni sluchu
nebo mentalni retardace.

- Symptomaticka infekce: U nekterych déti se projevi zdvazné priznaky, jako je
mikrocefalie, riistové problémy, hepatosplenomegalie, ikterus, petechie a poskozeni sluchu
a zraku.



Diagnostika a prevence

« Serologické vysetreni: Doporucuje se vySetreni na CMV v téhotenstvi.

« Sledovani: V pripadeé pozitivniho vysledku je treba sledovat riziko a pripadné provést dalsi testy
(napr. PCR).

- Hygiena: Dilezita je hygiena slin a télesnych tekutin, které jsou hlavnim zptisobem prenosu
viru.



Sérologicky prrehled protilatek proti herpetickym virum CMV,
EBV, VZV (1996)

Organizace: SZU, NRL pro herpetické viry

VySetreno: cca 700 sér z Prahy, Zapadoceského a Severoceského kraje
Detekce anti-CMV IgG protilatek: ELISA Wellcozyme anti-CMV IgG (Murex)
Vysledky:

Séroprevalence CMYV se zvysSovala s vékem
U déti do 9 let se pohybovala okolo 40 %
K vyraznému promoreni dochazelo u populace nad 20 let (60 %)

Ve véku nad 30 let dosahovala séropozitivita 80 % a u nejvyssich vékovych skupin se blizila 9o %

Mezi muzi a Zenami nebyly vyrazné rozdily

Zdroj: Roubalova K., Seeman J. Sérologicky prehled protilatek proti herpetickym virdim CMV, EBV, VZV. Zpravy CEM 1998, ro¢nik 7, Pfiloha 1



Kongenitalni CMV infekce

CMYV — nejcéastéjsi pricina kongenitalnich infekei s prevalenci 0,5 — 2 %

TRANSPLACENTAR s 5% Placerta
Pf-enos: CMV can pass through placenta and < U
infect the foetus. / \5/ Foetus
Risk: 20% in the first trimester; 75% /
in the third trimester i
/ /
 transplacentarni

Partum

 perinatalni (bé¢hem porodu)

INTRA-PARTUM
cw can be shed wixt_x
 postnatalni (materskym mlékem) oy givco i sscrsion
BREAST MILK ) [ “‘\ { "‘/;‘
CMV infekce u téhotné Zeny: idinduareslonrc WU Tl

reaching a peak at 4-8 wks

primoinfekce x reaktivace

asymptomaticky pribéh x zvysen tinava

Zdroj: Bardanzellu F. Current pediatrics Review 2019, Volume 15, Issue 1



Kongenitalni CMV infekce

Intrauterinni prenos zavisi na dobé expozice plodu virem CMV:

Infekce v casnych fazich téhotenstvi vede ke vzniku vrozenych vyvojovych vad —
kongenitalni cytomegalicka inkluzni nemoc:

Predcasny porod

Hepatosplenomegalie

Hyperbilirubinemie

Trombocytopenie

Poskozeni mozku (mikrocefalie, intracerebralni kalcifikace, ...)
Hydrocefalus

Poskozeni zraku

Poskozeni sluchu

Petechie

Poporodni mortalita téchto déti je asi 5 %

(pricinou — diseminovand intravaskularni koagulace, jaterni selhani, bakterialni superinfekce)



Kongenitalni CMV infekce po—

Petechie (blueberry muffin rash), Mikrocefalie PosSkozeni sluchu (naslouchatko)

icterus

Jl

Zdroj: https://www.cdc.gov/ Zdroj: Photograph source: Isikay S, Yilmaz K. Congenital Zdroj: https://www.maine.gov/
cytomegalovirus infection and finger anomaly.
Case Reports. 2013;2013:bcr2013009486



Kongenitalni CMV infekce

 Infekce v pozdéjsim stadiu gravidity — bez priznaku po porodu

(vyluéovani CMV ve slinach, v moci)

* Pozdni nasledky kongenitalni CMV infekce:
« Hluchota
 Mentalni retardace
* Poruchy chovani

Tyto déti vylucéuji CMYV slinami a moc¢i radu mésicu x roku



Prenos CMV materskym mlékem

Klinicky obraz — stari ditéte, stavimunitniho systému

Tab. 2: Ritme typy oSetfeni matefského mleka

, . . negcativa ozitiva
 subakutni hepatitida gﬂ , p —
Holderova miceni CMV-spe- uplne mmiceni CMV (30)
. e e . pasterizace (30 | etfickych protilatek,
* intersticialni pneumonie min, 62.5°C) | enzymii, hormoni,
rustovych faktort
* hemolyticka anémie Kritkodoba snizeni enzymatické | eradikace CMV (9)
pasterizace aktivity
« trombocytopenické purpura (38, 727C)
rmrazeni neeliminuje virus, redukuje bunécne kom-
(-20°C, 18 pouze sniZue virolo- | ponenty, antioxidanty
h-20 dni) gickou naloz a imunoglobuliny (21, 31)
, . UV svetlo vir je stiale pfitomny | bioaktivita MM (13)
Mikroviny, neznamy vliv kompletni neutralizace
vysoky vikon | na sloZeni a vlastnost | CMV (14)
(T50 W, 30s) | materského mléka

Zdroj: Krivohlava R. Cytomegalovirus a kojeni. Neonatologické listy 24/2018, Cislo 2



Diagnostika CMYV infekce

Primy prukaz

Prukaz CMV DNA molekularné biologickymi metodami (kvantitativni real-time PCR)
Izolace viru na TK (moc¢, BAL nasofaryngealni sekret)

IZE%'ychlené izolace (Shell vials) — centrifugace vzorku na TK fibroblasti - prikaz antigenu
pp72

pp65 antigenemie - prilkkaz pp65 antigenu v leukocytech periferni krve (neprima
1munofluorescence)

Vyé.etfg[:pi funkce T-lymfocytu — stanoveni pravdépodobnosti reaktivace CMV u rizikovych
pacientii

Histopatologické vySetreni - nejspecificte)si \iyéetfeni;vkon,firmuje. primeé postizeni tkani
(napr. diagnostika CMV kolitidy — virémie nekoreluje s tkinovym postizenim)

Neprimy prukaz

Priikaz protilatek:
« IgG — anamnestické protilatky
« IgM, IgA — aktivni infekce (primoinfekce i reaktivace)
« Avidita IgG - rozliSeni primoinfekce od reaktivace
(Pri primoinfekei jsou produkovany IgG s nizkou aviditou.
Po uplynuti 2-4 mésict za¢ne probihat syntéza vysoce avidnich IgG)

U imunosuprimovanych pacienti mtize byt humoralni imunitni odpovéd vyrazné oslabena.



Kvantitativni real-time PCR

Prikaz CMV DNA v periferni krvi (akutni faze)
- sledovani priibéhu infekce (narist poc¢tu kopii viru)
- sledovani efektu 1écby

Kontrolni vysetreni za 5-7 dni (polocas CMV DNA v plazmé/krvi 3-8 dni)

Vysetreni v kratSim intervalu nemusi byt validni — virova naloz miize byt stejna/vyssi

(probihajici replikace viru > clearance viru)

vysledek tak muze byt chybné interpretovan jako selhani 1écby

Prukaz CMV DNA v moci (rekonvalescentni faze x asymptomatické vyluéovani viru)
Prikaz CMV DNA v BAL nebo aspiratu (pneumonie)
Prikaz CMV DNA v mozkomisnim moku (neurologické komplikace)



Kvantitativni real-time PCR

Pri pouziti periferni krve a jinych vzorkt (BAL, tkan) Ize odlisit aktivni infekci a lokalni reaktivaci CMV

« CMV pneumonie: prikaz CMV DNA v BAL a v krvi (jen ziidka nedochazi k virémii)

Pozn.: CMV mizZe byt v malém mnozZstvi pritomen i v BAL zdravych lidi

« CMV retinitida: prukaz CMV DNA v krvi, pripadné ve sklivci

* Postizeni GIT: prikaz CMV primo ve tkani (virémie — u nékterych jedincti nemusi byt detekovana)



Tvorba protilatek pri CMV infekci

vysoka avidita I

HLADINA PROTILATEK

| A
laMi

CAS

Akutni infekce Postinfekéni stadium Reaktivace

Zdroj: https://www?2.ikem.cz

CMYV IgM: tvori se 1-2 tydny po infekei, pokles az vymizeni cca za 3-4 mésice (neékdy pretrvavaji i déle nez rok)
CMV IgG: tvori se 2-4 tydny po infekei, vrcholu dosahuji cca za 2-3 mésice po infekei
CMYV IgA: ukazatelem aktivity infekce, tj. primoinfekce a reaktivace
CMV IgG avidita: slouzi pro detekci recentni primarni infekce
pri primoinfekci — produkee IgG s nizkou aviditou
po uplynuti 2-4 mésicti za¢ne probihat syntéza vysoce avidnich IgG



Diagnostika kongenitalni CMV infekce

Gravidni Zeny:
- sérologicky prikkaz CMV IgM, IgG, IgA
a avidita CMV IgG protilatek
- prikaz CMV DNA v periferni krvi

Plod: - sledovani vyvoje pomoci UZ a MRI
- prikaz CMV DNA v plodové vodé

Zdroj: nemuh.cz

. Amniocentesis
Novorozenci:

Zdroj: https://www.physio-pedia.com/

- pritkaz CMV DNA ve slinach, moci, krvi
- sérologicky pritkkaz CMV IgM, IgA protilatek v krvi (tvori se nepravidelné a opozdéné)

- dalsi vySetreni: UZ mozku, oéni + sluchové vysetreni, neurologické vysetreni, ...

- lab. dg. béhem prvnich 2-3 tydnu zivota (pak jiz nelze rozlisit pre- a perinatalni inf.)

- pri komplikacich v pozd€jsim veéku lze zpétné vyuzit pro detekci CMV DNA suchou kapku z Guthrieho karticky

(novorozenecky screening)


https://www.physio-pedia.com/

Diagnostika kongenitalni CMYV infekce

Odbér plodové vody:

* po 21. tydnu téhotenstvi
* nejméné 6 - 7 tydnu po predpokladaném zacatku maternalni infekce
* 5 -7 tydnu trva infekce plodu + replikace viru v ledvinach plodu + detekovatelné mnozstvi viru,

vyloucené do amniotické tekutiny



Sérologické vysetreni CMV infekce u téhotné zeny

CMV IgG |CMV IgM | Avidita CMV IgG Interpretace
- - nelze CMV séronegativni
L CMYV primoinfekce v minulosti
+ - vysokoavidni
Nizké riziko pro plod
) Lo CMYV primoinfekce
+ + nizkoavidni
Vysokeé riziko pro plod
L CMYV reaktivace
+ + vysokoavidni
Nizké riziko pro plod




CMYV antivirotika

Gancyklovir (Cymevene, i.v.) — 1ék 1.volby, inhibuje syntézu virové DNA
- nezadouci ucinky: myelosuprese (leukopenie, trombocytopenie, anémie, ...)

- gel do oci (Virgan)

Valgancyklovir (Valcyte, p.o.) — oralni forma GCV, 1ze podavat ambulantné
Foskarnet (Foscavir, i.v.) — Iécba CMV infekci, HHV-6 encefalitidy, aciklovir rezistentni HSV, VZV
- vaze se na virovou polymerazu — inhibice virové polymerazy
- nezadouci téinky: nefrotoxicita (vzacné mize dojit az k renalnimu selhani)
Cidofovir (Vistide, i.v.) — inhibuje syntézu virové DNA
- 1écba CMV retinitidy u HIV+ pacientt
- nezadouci t¢inky: nefrotoxicita, neutropenie
Hyperimunni IgG proti CMV (Cytotect)
Stimulace bunéc¢né imunity: adoptivni prenos autolognich nebo allogennich CMV specifickych Te-lymfocyti

Vakciny — ve vyvoji




Siroka s$kala laboratornich metod, které jsou dnes bézné k dispozici, miiZe vyznamné
prispét k diagnoze herpetickych infekci. Mnoha z laboratornich vysSetfeni maji i prognosticky
vyznam pro odhad rizika nebo priibéhu onemocnéni u téhotnych. Volba vhodné vysetrovaci
metody zavisi na klinickych priznacich infekce. Nespravny odbér materialu, jeho nevhodné
skladovani, ¢i transport do laboratore byva pri¢inou ziskani neplatnych a zavadejicich vysledkd.
Pro vSechny laboratorni vySetrovaci metody herpetickych infekci plati, ze vysledek vySetreni

pacienta je mozno interpretovat pouze v kontextu s ostatnimi laboratornimi a klinickymi nalezy.



Externi hodnoceni kvality
a
vyvoj v laboratorni diagnostice herpetickych viru

Michaela Ruzkova, Markéta Pumannova, Marcela Ondrakova
SzU Praha, NRL pro herpetické viry

Konzultaéni den SzU, 8. 10. 2025



Programy EHK pripravované v NRL pro herpetické viry v ramci roku 2025:

 PTHM/ 6 Sérologie EBV (11. 2. 2025, koordinator Ing. Razkova, Ph.D.) 119 ucastnikd
* PTHM/26 Sérologie HSV (27. 5. 2025, koordinator Ing. Razkova, Ph.D.) 78 Ucastnikl
* PTHM/27 Sérologie VZV (27. 5. 2025, koordinator Ing. Razkovd, Ph.D.) 70 Ucastnikd

 PTHM/34 Priikaz DNA HSV, VZV (22. 10. 2024, koordinator Ing. Rlzkova, Ph.D.) 37 ucastnikd

Programy EHK pripravované v NRL pro cytomegalovirus:

« PT#M/ 7 Sérologie CMV (11. 2. 2025, koordinadtor MUDr. Stépanova, Ph.D.)

* PT#M/15 Detekce CMV-DNA (24. 3. 2025, koordinator MUDr. Stépanova, Ph.D.)



Nejcastéji pouzivané diagnostické testy

PT#M/6/2025 Marker EBNA-1 IgG
EHK 1459 - Sérologie EBV .

20

EHK: Prikaz protilatek tridy I1gG a IgM ) 6 5 4 I 4
| | |
proti riznym antigenm EBV a souhrnnd interpretace testd P N R S R
v ° v . o ~§$Q} ® > %\)«0\ € «Qj’)‘
Pocet vzorkt v sadé (objem): 2 vzorky (0,3 ml) ¢
v /v /o Ny Marker VCA IgG
Pocet ucastnikd : 119 laboratori i g
Uspélo: 119 laboratori )
19
Neuspéla: zadna laborator i 6 s 4 I 8
’ / \'4 v V4 . - - .
Vzorky rozesilany spole¢né s PT#M/7 Sérologie CMV & ¢ e e S e @ e
 F F ¢ & S F
v ~<’>\$ © «,"‘6\ M
Spravne vysledky
Marker Vzorek A Vzorek B 47 Marker VCA IgM
EBNA IgG pozitivni negativni
EBNA IgM negativni negativni -
VCA IgG pozitivni negativni 20
VCA IgG avidita vysokoavidni nelze stanovit , 6 5 4 I 7 A
VCA IgM negativni negativni H = H =
VCA IgA negativni negativni & & & L S R N
EA IgG negativni negativni & ‘ 0@'0‘\ & ) @&& ® & 3
EA IgM negativni negativni v <@




Hodnoceni Ucastniku
PT#M/6/2025 EHK 1459 - Sérologie EBV

* U kazdé laboratore je vypoctena procentualni uspésnost, definovana jako podil
skutecné dosazeného poctu bodt a maximalniho dosazitelného poctu bod(
(maximalni dosazitelny pocet bodu je dan poctem vysSetfovanych markeru)

* Hranice ﬂspégnosti - stanovena na 80 % Bodové hodnoceni jednotlivych markerd
Marker Body

VCA IgG 2
VCA IgM
EBNA-1 IgG

EBNA-1 IgM
Hodnoceni laboratofi EA I1gG

* Pozadujeme vysSetreni alespon 3 marker

Uspelo vsech 119 laboratori, z toho 5 s bodovou ztratou. EA IgM

VCA IgA

Immunoblot

I I N N e =Y SRR N)

Celk. interpretace




PT#M/26/2025
EHK 1486 - Sérologie HSV

EHK: Prikaz protilatek tridy IgG a IgM
proti antigenim HSV a souhrnnad interpretace test(

Pocet vzork( v sadé (objem): 2 vzorky (0,3 ml)

Pocet ucastnik( : 78 laboratofri

Uspélo: 76 laboratofri

Vzorky rozesilany spolec¢né
s PT#M/27 Sérologie VZV a
PT#M/28 Sérologie klistové encefalitidy

EHK 1486 Spravné vysledky

_ HSV IgG HSV IgM HSV IgA HSV2 IgG
negativni negativni negativni negativni
pozitivni negativni negativni pozitivni

Nejcastéji pouzivané diagnostické testy

Marker HSV IgG

22

12
10
7
l : :
DiaSorin Diesse Euroimmun TestLine Vidia Jiny

Marker HSV IgM

29

7 I c 6
[] m B

DiaSorin Diesse Euroimmun  TestLine Vidia Jiny

Marker HSV2 IgG

5
2 2 2 2
1 1
H B =
DiaSorin Diesse NovaTec Orgentec Roche TestLine Vircell Jiny
Immun.



Hodnoceni ucastnikU
PT#M/26/2025 EHK 1486 - Sérologie HSV

* U kazdé laboratore je vypoctena procentualni uspésnost, definovana jako podil
skutecné dosazeného poctu bodl a maximalniho dosazitelného poctu bod(
(maximalni dosazitelny pocet bodu je dan poctem vysSetfovanych markeru)

* Hranice (]spégnosti - stanovena na 80 % Bodové hodnoceni jednotlivych marker(
Marker Body
HSV IgG 2
HSV1 IgG 2
, v/ HSV2 1gG 2
Hodnoceni laboratori: e
HSV IgM 2
Celkem 78 laboratori.
Z toho 77 laboratoti dodalo vysledky v terminu. HSV1 IgM 2
Uspélo 75 laboratofi. HSV2 IgM 2
S bodovou ztratou 3. Immunoblot 5
Neuspély 2 laboratore.
Celk. interpretace 2




PT#M/27/2025 NejCastéji pouzivané diagnostické testy
EHK 1487 - SérOIOgie VZV Marker VZV IgG

22

* EHK: Prikaz protilatek tfidy I1gG a IgM
proti antigeniim VZV a souhrnnd interpretace test( T

* Pocet vzork( v sadé (objem): 2 vzorky (0,3 ml) ;
e Pocet ucastnika: 70 laboratofri I

* Uspélo: 68 laboratori

& 3 Q) ~
& & & N & ¥

* Neuspéla: 1 laborator
* Vzorky rozesilany spolecné Marker VZV IgM
s PT#M/26 Sérologie HSV a .,

PT#M/28 Sérologie klistové encefalitidy

12
11 10

EHK 1487 Spravné vysledky .

VZV IgG VzV IgM Avidita 2 I 3 3
VZV IgG ] .
?},\@" .\(\“\

Vzorek A pozitivni negativni vysokoavidni

. . %
negativni negativni nelze 9 & ot <




Pokroky v ramci testovani protilatek
* Firma VIDIA prichazi s novou verzi analyzatoru:
 ThunderBolt®

* pokrocCily automatizovany ELISA analyzator Thunder/Bolt
S jednorazovymi kazetami MONO-VIDITEST

e kazda kazeta prichazi pripravena k okamzité analyze

e Je treba jen viozit vzorek
* prinasi automatické zpracovani i komplexni reportovani



Pokroky v ramci testovani protilatek

* Vyhody z pohledu laboratore:

* Vysoka kapacita a efektivita:
e Az 192 primarnich zkumavek na vzorky diky 12 zasuvnym stojanum po 16 vzorcich.
» Kapacita pro az 14 reagencii (2 stojany se 7 reagenciemi).
* Moznost provadéni mnoha ruznych protokolli v jedné sadé.
* Pfimé redéni v jamkach (az 1:100) pro minimalni spotrebu.

* Jednoduchost a uzivatelsky komfort:

* Intuitivni software s grafickym uzivatelskym rozhranim MS Windows 10, které Vas
provede celym procesem.

e Zasuvné stojany s pozitivni identifikaci vzorku a ¢tenim ¢arovych koédua pro snadné a
bezpecné vkladani.



Pokroky v ramci testovani protilatek

* ThunderBolt® je navrzen tak, aby vyhovoval ruznym pozadavkim
laboratori a predstavuje komplexni reseni pro automatizaci
diagnostickych procesu.




PTH#M/34/2024
EHK 1428 — Prikaz DNA HSV, VZV

EHK: Kvalitativni a kvantitativni prikaz DNA virt HSV1, HSV2 a VZV

* Pocet vzorki v sadé: 7 vzorku (lyofilizované vzorky)
e Pocet ucastniku: 37 laboratori
e Uspélo: 36 laboratofi (1 laborator nedodala vysledky)

Spravné vysledky HSV DNA

HSV

Kvantitativni vysledek?
kopie/ml

Kvalitativni
vysledek

HSV2 4,89.105
FIEAPZ negativni 0
negativni (VZV) 0
HSV1 1,65.105
HSV2 3,98.10¢
HSV1 2,15.10¢
negativm’(VZV) 0

vV

Kvantitativni priikaz HSV DNA: 14 laboratofi (1 nevyhovuijici)

Pouzité soupravy pro prikaz HSV DNA

Alinity m HSV1&2/VZV Assay 1(2,8%)
Argene HSV1&2 VZV R-GENE 1(2,8%)
Quanty HSV 1-2 1(2,8 %)
X esens HSV 1/2 genotype QL PCR kit 1(2,8%)
EliGene HSV1/HSV2 UNI 2 (5,5 %)
Herpes Simplex Virus (HSV-1/2) PCR Kit 17 (47,2 %)
CE S n-house 1(28%)
HSV 1/2 Typing Real-TM 8 (22,2 %)
Allplex Genital ulcer Assay 1(2,8 %)
Allplex Meningitis-V1 Assay 1(2,8 %)
GenomEra HSV-1/2, VZV + EV Assay Kit 1(2,8%)
Artus HSV-1/2 LC PCR Kit 1(2,8 %)
Celkem: 36



PTH#M/34/2024

EHK 1428 — Prikaz DNA HSV, VZV

v/

e Celkem: 37 laboratori

e Uspélo: 36 laboratofi (1 laborator nedodala vysledky)

e Kvantitativni prikaz VZV DNA: 13 laboratofi (1 nevyhovuijici)

Spravné vysledky VZV DNA

Vzorek vzv vzv
Kvalitativni Kvantitativni vysledek?
vysledek kopie/ml
0

negativni (HSV2)

negativni 0
\V74Y, 9,82.10*
negativni (HSV1) 0
negativni (HSV2) 0
negativni (HSV1) 0
VzV 1,34.108

Vv

Pouzité soupravy pro priikaz VZV DNA

Alinity m HSV1&2/VZV Assay 1(2,8 %)
Argene HSV1&2 VZV R-GENE 1(2,8 %)
Quanty HSV 1-2 1(2,8 %)
_ eSens HSV 1/2 genotype QL PCR kit 1(2,8%)
EliGene HSV1/HSV2 UNI 2 (5,5 %)
Herpes Simplex Virus (HSV-1/2) PCR Kit 16 (44,4 %)
(nhouse AN 1(28%
HSV 1/2 Typing Real-TM 9 (25,0 %)
Allplex Genital ulcer Assay 1(2,8 %)
Allplex Meningitis-V1 Assay 1(2,8 %)
GenomEra HSV-1/2, VZV + EV Assay Kit 1(2,8 %)
Artus HSV-1/2 LC PCR Kit 1(2,8%)
Celkem: 36



Hodnoceni ucastnikU
PT#M/34/2024 EHK 1428 — Prikaz DNA HSV, VZV

* U kazdé laboratore je vypocCtena procentualni uspésnost, definovana jako Eodil skutecné dosazeného poctu bodu a maximalniho
dosazitelného poctu bodd (maximalni dosazitelny pocet bodl pfi 7 vzorcich v sadé je 14 bodu)

* Hranice Uspésnosti - stanovena na 80 %
» Zvlast se hodnoti detekce HSV DNA a detekce VZV DNA

Kvalitativni hodnoceni

e Vztaznou hodnotou je vysledek ziskany v NRL pro herpetické viry

* Shodny vysledek kazdého vzorku je hodnocen 2 body

* Negativni vysledek u vzorku obsahujiciho méné nez 1000 kopii/ml je hodnocen 1 bodem

* Do hodnoceni je zahrnuto vSech 7 vzork(i v sadé

Kvantitativni hodnoceni

* Vysledky jsou porovnavany s medianem hodnot ziskanych od vSech ucastnikl vcetné vysledk( NRL pro herpeticke viry (po
vylouceni nejvyssi a nejnizsi odlehlé hodnoty)

* Odchylka do 1 dekadického logaritmu od vztazné hodnoty je hodnocena 2 body

* Odchylka do 2 dekadickych logaritmi od vztazné hodnoty je hodnocena 1 bodem
* Odchylka vétsi nez 2 dekadické logaritmy je za 0 bodu

* Do hodnoceni je zahrnuto vSech 7 vzorkd v sadé



Pokroky v ramci testovani DNA PCR

« GENEPROOF PORTFOLIO KITU PRO DETEKCI INFEKCi U IMUNOKOMPROMITOVANYCH A TRANSPLANTOVANYCH

IVDR

Kvantitativni kit*

v

RS

O SRS

GeneProof PCR Kit
Cytomegalovirus (CMV)
Epstein-Barr Virus (EBV)

BK/IC Virus (BK/IC)

BK Virus (BKV)

JC Virus (JCV)

Adenovirus

Aspergillus

Herpes Simplex Virus (HSV-1/2)
Human Herpesvirus 6/7 (HHV-6/7)
Human Herpesvirus 8 (HHV-8)
Parvovirus B19

Varicella-Zoster Virus (VZV)

Nabidka kvantitativnich kitu

12 patogent pro komplexni diagnostiku,

z toho 11 kvantitativnich

Flexibilita, jednoduchost a efektivita

Vsechny kity Ize kombinovat v jednom PCR béhu diky univerzalnimu
teplotnimu profilu napfic celym portfoliem
Jedna univerzalni interni kontrola pro vSechny kity
Jednoduché kity s ready-to-use reagenciemi
Sirokd $kala validovanych typ( vzorku a verifikovanych cyclerd
Vyssi efektivita vasi laboratore diky One Workflow systéemu

typy v, PCR destic, O VYsl,
o 2 A @ o e,
q@t %, ¥ O'/r(/

Pipravené
vzorky HV BV CMV
(8)

=

Kley  CSF Plazma =
HeY Cov2 CT

ONE WORKFLOW. SIMPLIFY COMPLEXITY.



SEMI-AUTOMATIZOVANE RESENi GENEPROOF

croBEE® NA16 Nucleic Acid Extraction System Plus (IVDR) croGENE Real-Time PCR System (IVDR)

CrOGENE

Geneproof

*  Automaticky systém pro extrakci nukleovych kyselin *  Vykonny pfistroj pro rychlou a spolehlivou diagnostiku
ze Sirokého spektra biologickych materialdi *  Poskytuje presné a reprodukovatelné vysledky
*  Snadna obsluha diky univerzalnim jednorazovym kazetam «  Optimalizovan pro pouZiti s PCR kity GeneProof

myCROBE® PLNE AUTOMATIZOVANE RESENI

EXTRAKCE VYSLEDEK

Minimalizace manualniho zpracovani vzorka
Sample-to-result walk-away automatizace
Siroké spektrum diagnostickych test(

”
* J mcrose,, ¢

IVDR certifikovano AN -
. . myCROBE

= GeneProof




UKAZKA VYSLEDKU: TEST NA CYTOMEGALOVIRUS A DALSI PARAMETRY

croGENE Real-Time PCR System

*  Experiment s CMV vzorky rGznych koncentraci

myCROBE’ plné automatizované feseni

Negativniho vzorek testovany na 4 parametry

najednou: CMV, EBV, VZV a BKV

1P % g AmpiifcsionCure |17 53 | [ Stanclard Curve:
0 %
Sample ID: 8csf Specimen: CSF Date: 5/8/2025
250 P R .
Detection Target Result Specimen
2000 » BKV BKV Negative
P - MV Negative
o V4 . EBV EBV Negative
2 /
- vZv VZV Negative
o0 y
" N
control =
=0 control
0 2 4 o s 10 2
— LogiConcentration)
o Gens st e Sope  Eficeny  Rh2 vl mercept
FAM. -3342 99151% 1,000 37608
00 ! } } | |
1 s I 1 0 3 F s © i
Cyeies
= Tedsatine] [CorsuCen] [SeeSMCine Export e
i Resul Tedle B OBV OBKVIC CcMv Qcmvic Q eV QEBVIC Qvzv Qvzvic
] (TR semttes | 30,000
A Well SamplelD  Sample SampleType Dye Gene TestName (1  Concntration Calling Concentration Unit Standaed Conc. Rsference Dye Unique D Replicats QC
L’ 810 Scp/ul Unknown  FAM 36,590 2.017E+00 /el - Pass.
< 810 Sep/ul Unknown  HEX 31.777,- 1u/mi Pass.
B10 Scp/ul Unknown  Cy5 - - IW/ml Pass.
® B11 Scp/ul Unknown  FAM 37,660 9,648E-01 1U/mi Pass.
E B11 Scp/ul Unknown  HEX 31645 - 1U/mi - Pass.
= B Scplul Unknown  Cy$ B - 1U/ml 5 Pass
B12 Scp/ul Unknown  FAM 36,730/ 1,830£+00 IW/ml Pa:
© g2 Scp/ul Unknewn  HEX. 31418 - 1u/mi Pa:
H Gene Color *| [ selectll [FFAM WIHEX 105

*  Vse potfebné k vyhodnoceni prehledné na jediné obrazovce

. PCR krivka

. Kalibracni krivka

*  RozloZenivzorkiv PCR platicku Automatické vyhodnoceni vysledkd zpracované v prehledné zpraveé
. Tabulka s kvalitativnimi vysledky

idedlni ke sdileni i archivaci



Pokroky v ramci testovani DNA PCR
* Firma DYNEX

»Béhem pfristiho roku by mély byt uvedeny na trh minimalné tyto dva
multiplexy pro herpetickeé viry:
- eDetect CMV-EBV-HHV6 QT PCR Kit
- eDetect HSV1-HSV2-VZV QT PCR Kit

v~ Certifikace dle CE IVD-R
v~ Multiplex kity
v~ 50 reakei (polymeraza i mastermix: po 2x25rxn)

v~ Lyofilizovany format — rekonstituce polymerazy primo mastermixem (1-
krokova priprava)

v~ Stejny teplotni profil

v~ 2 interni kontroly (endogenni, exogenni)

v~ Kontrola kontaminace (UDG)

v~ Trvanlivest zatim 12 mésici, cil 24 mésicii (dlouhodobé stabilitni studie v

béhu)

v~ Preprava pri pokojové teploté



Pokroky v ramci testovani DNA PCR

* eDetect CMV-EBV-HHV6 QT PCR Kit — quantitative
» Cytomegalovirus (sensitivita 143 IU/ml)
* Epstein-Barr virus (sensitivita 129 IU/ml)
 Lidsky herpeticky virus 6 A,B (sensitivita 179 IU/ml)
* Typy vzork(: DNA extrahovana z krve/plazmy




Mezilaboratorni porovnani (MLP)
pfipravovana NRL pro herpetické viry

 MLP Kultivace a identifikace herpetickych virt (duben prislusného
roku)

* MLP Sérologie HHV-6 (zari prislusného roku)
* MLP Sérologie HHV-8 (zari prislusného roku)

V pripadé zajmu kontaktujte:
Ing. Michaela Rizkova, Ph.D.

Tel: +420 267 082 476
E-mail: michaela.ruzkova@szu.gov.cz



mailto:ehk@szu.cz

Instand (Némecko)

Virus Genome Detection - Cytomegalovirus (365)

Virus Genome Detection - Cytomegalovirus Resistance Determination
(349)

Virus Genome Detection - Epstein Barr Virus (376)

Virus Genome Detection - Herpes Simplex Virus Type 1/Type 2 (363)
Virus Genome Detection - Human Herpesvirus 6 (HHV-6) (405)
Virus Genome Detection - Human Herpesvirus 8 (HHV-8) (406)
Virus Genome Detection - Varicella Zoster Virus (366)

Virus Immunology - Cytomegalovirus (Ab) (351)

Virus Immunology - Epstein Barr Virus (Ab) (352)

Virus Immunology - Herpes Simplex Viruses (Ab) (354)

Virus Immunology - Varicella Zoster Virus (Ab) (353)

Quality Control

for Molecular Diagnostics (QCMD)

(Velka Britanie)

e Cytomegalovirus Drug Resistance Typing

e Cytomegalovirus Whole Blood

* Human Cytomegalovirus DNA

* Cytomegalovirus Dried Blood Spot

* Epstein-Barr virus DNA

* Epstein-Barr virus Whole Blood

* Herpes Simplex Virus Drug Resistance
* Herpes simplex virus DNA

* Human Herpes Virus 6 DNA

EHK

* PT#M/7 Sérologie CMV
* PT#M/15 Detekce CMV-DNA




Podéekovani

Celému tymu NRL-HV za jejich praci a tymu LTK za spolupraci.

Bez nich by to neslo!




