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MANUÁL PRO ODBĚR A TRANSPORT BIOLOGICKÉHO MATERIÁLU V SOUVISLOSTI S VÝSKYTEM NOVÉHO VIRU CHŘIPKY A (H1N1)

CKL  ZÚ v Ostravě je personálně  i technicky vybaveno pro příjem a zpracování rizikového materiálu z oblasti Morava. Bude zde prováděna primární manipulace se vzorky a přípravné postupy k dalším analýzám jako jsou izolační pokusy, sérologická, molekulárně biologická a další stanovení, včetně základní biochemie a hematologie. Zde ve spolupráci s oddělením biochemie a hematologie FN v Ostravě. 

Ve spolupráci s NRL pro chřipku bude do rutinní praxe laboratoří ZÚ Ostrava zavedena detekce RNA Influenza A (H1N1) metodou reverzně transkripční real-time PCR. Diagnostika jsou objednána, očekáváme dodávku z CDC.

Oddělení virologie ZÚ se sídlem v Ostravě spolupracuje na metodice k průkazu specifických protilátek a antigenu sérologickými postupy.

ZÚ se sídlem v Ostravě bude diagnostickou laboratoří pro celou Moravu. Diagnostiku pro Čechy bude provádět NRL pro chřipku. NRL bude rovněž provádět konfirmace event. pozitivních nálezů metodou sekvenace.

Pro ověření metodiky budou v počátku výtěry u pacientů prováděny v duplikátu,          1. zkumavka (se dvěma výtěry) je zpracována v laboratořích ZÚ Ostrava, 2. zkumavka (se dvěma výtěry) je zasílána do NRL pro chřipku. V případě opakovaných shodných nálezů bude analýza prováděna pouze v jedné laboratoři – budeme vás informovat.

Transport do laboratoří SZÚ Praha zajišťuje ZÚ Ostrava. Vzorky jsou transportovány v bezpečnostním trojobalu (inf. Odd. příslušných nemocnic obdrželo od ZÚ) a umístěny v přepravních brašnách s monitorovanou teplotou. Požadavek na transport do SZÚ je lékařem uveden na průvodním listě, který je vyhotoven ve 2 kopiích -  1 je uvnitř papírového obalu, druhý na papírovém obalu zvenku.

 Spolu s odesláním materiálu je prostřednictvím ZÚ informována NRL a KHS.
SZÚ Praha tel. ústředna: 267081111, NRL pro chřipku - pohotovost: 724 362 602

KHS Ostrava – dle rozpisu služeb 

Na tel. č. 596 200 111 je seznam pracovníků vykonávajících službu v mimopracovní hodiny (17,00 – 22,00). V případě urgentního materiálu prosím zavolejte požadavek. V tomto případě odvoz vzorků do laboratoří ZÚ zajišťuje příslušná nemocnice.  
2009-05-05                                      Mgr. Hana Bílková Fránková,vedoucí CKL                                    

PŘÍLOHY:

1. princip detekce RNA Influenza A (H1N1), vzor průvodního listu

2. kontaktní údaje -  pracovníci ZÚ

3. kontaktní údaje - pracovníci KHS

4. rozpis služeb na měsíc květen – odd. virologie, odd. mol.biologických metod 

5. vzor průvodního listu - žádanka

Příloha č. 1

Detekce RNA nově popsané chřipky A (H1N1) metodou reverzně transkripční real-time PCR 

Princip detekce:

RNA izolovaná z klinických vzorků je enzymaticky transkribovaná do cDNA a následně jsou amplifikovány její úseky specifické pro influenzu A, prasečí influenzu A a prasečí variantu influenzy H1. Amplifikace je monitorována v reálném čase.

Akceptovatelné klinické vzorky:

Výtěr z nosohltanu a nosu deponovaný do virol. odběrového/transportního média pro  kultivaci virů (izolační pokus), průkaz antigenu, průkaz nukleových kyselin (PCR):

Výtěr* z nosohltanu se provede nejlépe ráno nalačno. Pacient by před tím neměl použít

kloktadlo ani zubní pastu. Provádí se suchým sterilním dakronovým tamponem na

tyčince-držátku z umělé hmoty. Pacienta necháme před odběrem zakašlat. Energicky

vytřít, při současné rotaci tamponem, zadní stěnu nosohltanu a patrové oblouky tak, aby se

zachytilo co nejvíce zejména buněčného materiálu. Tonzilám se při odběru na virologii

vyhneme. Tampon s materiálem vložit do zkumavky s vychlazeným virologickým odběrovým/transportním médiem. Plastové držátko - horní část tyčinky odlomit o okraj zkumavky a odložit. Zkumavku s tamponem pečlivě uzavřít gumovou zátkou.

Pokud se provádí u téhož pacienta i výtěr nosní sliznice, pak lze oba materiály vzhledem

k anatomické kontinuitě deponovat do jedné společné zkumavky s odběrovým/transportním médiem. 
Zkumavky se zmrazeným virologickým odběrovým/transportním médiem a dakronové tampony na požádání vydá oddělení virologie, tel.: 596 200 316,  311. Zkumavky s médiem uchovávat zmrazené. Ve výparníku chladničky je lze uchovávat až 1 rok. Před použitím se obsah zkumavky roztaví a lehce protřepe.  Vzorky uchovávat při 2-8°C. Nezmrazovat! 
možno vyšetřit také:

nasofaryngeální aspirát / výplach / výtěr* 

nasální výplach / aspirát

bronchoaleveolární laváž, tracheální aspirát, sputum
*(odběrové/transportní médium dodává oddělení virologie, tel.: 596 200 316,  311)
Pro sérologická vyšetření odeberte párové vzorky krve:

srážlivá krev – počáteční odběr

srážlivá krev – rekonvalescentní  za 2-3 týdny

Transport vzorků:

při 2-8°C do 24 hodin
Vzorek transportuje v nádobě s trojitým obalem, označenou POZOR! VYSOCE INFEKČNÍ MATERIÁL.

Řádně vyplněná žádanka (viz. další strana) musí být uložena MIMO bezpečně zabalený materiál!  Do diagnózy uveďte podezření na infekci novým virem chřipky A(H1N1).

Proces zpracování vzorků v laboratořích  ZÚ Ostrava: Vzorky jsou zpracovávány na Oddělení molekulární biologie (596 200 241, 266) a Oddělení virologie (596 200 316, 311)

Příjem materiálu, alikvotace (ESCO Airstream Class III Biosafety Cabinet)

Externí lýza (ESCO Airstream Class III Biosafety Cabinet)

Automatická izolace nukleových kyselin (MagNA Pure LC System, QIAcube)

Reverzně transkripční real-time PCR (ABI 7500 Real-time PCR System)

Vyhodnocení parametrů, pozitivní výsledky budou konfirmovány v NRL pro chřipku.

Příloha č. 2: kontakty ZÚ Ostrava

	Hana Bílková Fránková, Mgr.
	Vedoucí CKL 
	596 200 162

724 020 306
	Hana.Frankova@zuova.cz

	Alena Kloudová, RNDr.
	Zástupce vedoucí CKL 

Molekulárně biol. metody
	596 200 266

603 535 749
	Alena.Kloudova@zuova.cz

	Jiří Januška, MUDr.
	Zástupce vedoucí CKL Virologie
	596 200 310

606 738 322
	Jiri.Januska@zuova.cz

	Jakub Mrázek, Mgr.
	Molekulárně biol. metody
	596 200 266

774 979 466
	Jakub.Mrazek@zuova.cz

	Zuzana Lazarová
	Molekulárně biol. metody
	596 200 241

607 209 241
	Zuzana.Lazarova@zuova.cz

	Hana Zelená, MUDr.
	Virologie
	596 200 334
	Hana.Zelena@zuova.cz

	Jan Raszka, RNDr.
	Virologie
	596 200 355
	Jan.Raszka@zuova.cz

	Ivana Vidličková, Mgr.
	Virologie
	596 200 422
	Ivana.Vidlickova@zuova.cz

	Alena Hladíková 
	Virologie
	596 200 312
	Alena.Hladikova@zuova.cz

	SVOZOVÁ SLUŽBA ZÚ

	Richard Balcar 
	
	777 824 400
	

	Evžen Balcar
	
	777 588 930

603 477 588
	

	Jan Hladký
	
	774 354368
	


