Příloha č.5.II.1 - laboratorní diagnostika chřipkového viru

Laboratorní diagnostika chřipkového viru – základní informace
Detekce viru – výchozí materiál:
1. nazofaryngeálním výtěr – 
2. nazofaryngeální aspirát

3. bronchoalveolární laváž  
4. sputum 
5. v případě podezření na meningeální dráždění lze k vyšetření indikovat mozkomíšní mok a srážlivou krev.
6. u vzácných mimoplicních manifestací domluvit vždy konkrétní odběr s NRL pro chřipku (punktát, výpotek, biopsie atd)
Diagnostika viru chřipky v pandemické situaci se řídí pokyny Světové zdravotnické organizace. 
Metody: 

· qPCR = PCR v reálném čase  (dle metodiky WHO) – metoda první volby, vysoce citlivá, specifikace typů, subtypů i driftových variant
· Různé formy imunoesejí včetně rapid testů – pouze typově specifické, omezená citlivost

· Immunofluorescence – stejné limity jako immunoeseje

· Izolace viru v TK – časově náročná, ale zcela nezbytná
Průkaz protilátek – výchozí materiál:
1. 5 ml srážlivé krve odebrané společně se sekretem z dýchacích cest (tzv. akutní vzorek)

2. 5 ml  srážlivé krve alespoň 1 týden po prvním odběru. Optimální interval je 21 dní (tzv. rekonvalescentní vzorek).
Metodou volby v rutinní praxi je na prvním místě komplementfixační reakce, která je dostatečně citlivá, ale pouze typově specifická. NRL pro chřipku provádí subtypově specifický test inhibice hemaglutinace a virusneutralizace. 
Doporučený postup při provádění nazofaryngeálního výtěru:

1. Manipulace s odběrovou soupravou musí být prováděna za sterilních podmínek.

2. Odběrovou soupravu tvoří dva odběrové tampony, záznamová karta a zkumavka s virologickým odběrovým médiem. Odběrové médium se uchovává v mrazničce při teplotě -20 ± 5 °C. Před odběrem je nutné médium rozmrazit tak, aby před použitím neobsahovalo kousky ledu.

3. Největší výtěžnost má odběr v akutní fázi infekce, tj. v prvních třech až čtyřech dnech od rozvoje klinických příznaků onemocnění.

4. Výtěr je nejlépe provést po ránu nalačno, bez vyčištění zubů a předchozího používání kloktadel či jiných dezinficiencií, které zkreslují laboratorní vyšetření. 
5. Pacienta před výtěrem necháme zakašlat. Jedním vatovým tamponem provedeme stěr zadní stěny nosohltanu krouživým pohybem tak, aby se setřelo co nejvíce epiteliálních buněk. Je nutné se vyhnout mandlím! Tampon vložíme do virologického odběrového média a zalomíme o okraj zkumavky. Druhým tamponem vytřeme obě nosní dírky a opět zalomíme o okraj téže zkumavky, tak aby se vešel do zkumavky.

6. Provedeme přesný zápis údajů do záznamové karty, tj. jméno, rodné číslo pacienta, kód zdravotní pojišťovny, všechny symptomy choroby, dosavadní terapii, jméno a odbornost a IČZ odesílajícího lékaře a jeho telefon.

7. Výtěr v odběrovém médiu ihned uložíme do chladničky (+2 až +8 °C). Materiál se nesmí zmrazit! Nutno co nejrychleji transportovat do virologické laboratoř, nejdéle do 24 hodin od odběru bez přerušení chladového řetězce.
8. Materiál je transportován v bezpečném trojitém obalu, který by při poškození zásilky zabránil úniku infekčního materiálu do prostředí. Karta je oddělena od infekčního materiálu nepropustnou bariérou.

Doporučený postup při odebírání pitevního materiálu: 

Odběr provádíme co nejdříve, nejdéle však během 24 hodin po exitu.

Lze odebrat:

a. při nálezu hemorhagické tracheitidy stěr z nejvíce postižených míst do transportního virologického média

b. malou část trachey se sliznicí (cca 1x1 cm) do šroubovací odběrové zkumavky s transportním virologickým médiem

c. marginální zónu pneumonického ložiska rovněž do virologického média (viz bod b).

Pokud nelze pitevní materiál transportovat do NRL v den odběru při teplotě +4°C, je nutné jej zamrazit, ideálně při -80°C. Není-li tato teplota k dispozici, lze zmrazit i při -20°C, ne však déle jak týden. Materiál je pak nutné transportovat na namražených chladících vložkách a zajistit jej tak, aby zůstal zmražený i během transportu. 

Nazofaryngeální výtěr či aspirát je indikován především u pacientů s infektem horních cest dýchacích, u pacientů s rozvinutou pneumonií, s dechovou tísní a na umělé plicní ventilaci je pro laboratorní diagnostiku velmi vhodné zajistit materiál z dolních cest dýchacích (laváž, sputum).
Diagnostika nového pandemického kmene je nejprve soustředěna v NRL pro chřipku v SZÚ, která komunikuje s WHO a jako součást sítě referenčních laboratoří WHO a ECDC  dostane nezbytná diagnostika pro zahájení vyšetřování. Jakmile budou dostupné komerční soupravy, diagnostika se rozšíří do všech laboratoří, které budou splňovat nutné podmínky. Konfirmace výsledků bude prováděna pouze v nezbytném rozsahu.
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