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Rozsah a ti¢el Narodnich standardnich vysSetiovacich postupti (NSVP)

UzZivatelé NSVP v klinické mikrobiologii

NSVP jsou uréeny pfedevsim klinickym mikrobiologlim na pracovistich klinické mikrobiologie. Zaroven
poskytuji klinikéim informace o dostupnych vySetfenich a o standardu sluzeb pracovist klinické
mikrobiologie, které by méli oCekavat v souvislosti s vySetfenimi mikrobialnich infekci u svych
pacientl. NSVP by rovn&z mély usnadnit komplexni vybér vy3etieni v ramci klinické diferencialni
diagnostiky. Dokumenty rovnéz poskytuji informaci o vhodnosti a standardu mikrobiologickych
vySetfeni pro management zdravotnickych zafizeni a pro platce zdravotni péce. Informace obsazené
v NSVP jsou rovnéz podkladem pro expertni posuzovatele akreditaénich organa.

Skladba NSVP

Ceské NSVP (nikoli vyluéné) byly zpracovany podle britskych standardd pro mikrobiologicka vysetieni
vydanych Public Health England. UK Standards for Microbiology Investigations.
https://www.gov.uk/uk-standards-formicrobiology-investigations-smi-quality-and-consistency-in-
clinical-laboratories. Text byl pfepracovan a doplnén podle mistnich zvyklosti. Dokumenty pfedstavuji
soubor doporuéenych algoritmi a postupt, které pokryvaji vdechny faze vy3etfovaciho procesu

v klinické mikrobiologii od proces( pred vySetfenim (klinické syndromy, preanalyticka faze), pres
procesy pfi vySetfeni (analyticka faze) a procesy po vySetfeni (postanalyticka faze, interpretace
vysledkd a vydavani vysledkd).

Nedilnou sou&asti vdech NSVP v CR je klinicka preambule, ktera je vzorem a poZadovanou
strukturalni soucasti lokalné pfipravovanych SOP, protoZze umoznuje klinicko-mikrobiologickou
diferencialni diagnostiku vychazejici ze znalosti hostitele (klinického obrazu syndromd a symptomd,
ze znalosti konkrétnich informaci z anamnézy a chorobopisu pacienta, a dale ze znalosti parazita
(vlastnosti mikroorganismu).

onemocnéni a infekci. Poznamky k algoritmtm zasazuji informace do klinického kontextu, poskytuji
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podklady pro klinickou a klinickomikrobiologickou diferenciélni diagnostiku a specifikuji vhodna
vySetfeni pro dané klinické souvislosti. Poznamky ke kontrole kvality popisuji laboratorni procesy
majici vztah ke kvalité, zejména k validaci vySetfeni. Nedilnou soucasti vSech typl kontrol je narodni
externi kontrola EHK, kterou provadi Akreditované pracovisté Statniho zdravotniho Ustavu v Praze.
Konfirmac¢ni vySetfeni u virdl hepatitidy provadi NRL pro hepatitidy Statniho zdravotniho Ustavu v
Praze (SzU). Standardizace diagnostického procesu s pouzitim NSVP poméaha k zajisténi
srovnatelnosti vySetfovacich strategii v riiznych laboratofich v CR a je zdrojem informaci pro vytvareni
lokalnich SOP s odpovidajici strukturou a obsahem pro Ucely akreditace.

Spoluprace na tvorbé NSVP

NSVP jsou pfipravovany povérenymi ¢leny spole¢nosti a pracovnimi skupinami Spole€nosti pro
lékaFskou mikrobiologii Ceské Iékafské spolenosti Jana Evangelisty Purkyné (SLM CLS JEP) a jsou
garantovany a oponovany mikrobiologickymi spoleénostmi SLM CLS JEP a Spole&nosti pro
epidemiologii a mikrobiologii CLS JEP (SEM CLS JEP). Na pripravé se déale podili Pracovni skupina
pro Spravnou laboratorni praci (PS SLP), pfipadné dalSi pracovni skupiny v oboru lékarské
mikrobiologie. Platné dokumenty jsou oznaceny logem mikrobiologickych spole€nosti. Povéreni
jednotlivci ani pracovni skupiny nemohou plné reprezentovat nazor odbornych spolecnosti, slouzi vSak
jako kandl zabezpecujici oboustranny komunikaéni tok pro oznamovani a dialog pfi pfipominkovani
NSVP. NSVP jsou pfipravovany, pfipominkovany a revidovany v procesu, ktery je popsan

v dokumentu http://www.splm.cz/dokumenty/NSVP2_zasady.pdf a v pfipravovaném NSVP_Q_5
Zasady tvorby Narodnich standardnich vySetfovacich postupl v klinické mikrobiologii a _
(NSVP), umisténém na strankach SLM CLS JEP http://www.splm.cz/narodni-standardy.

Poznamka

Poznamka: V NSVP-V-2 byly slou€¢eny 2 Standardni mikrobiologicka vySetfeni (SMI)

V5 a V8.

Uvod

Virus hepatitidy C (HCV) je virus Celedi Flaviviridae a rodu Hepacivirus a pfenasi se
krvi podobné jako HBV a HIV.). Je to jednovlaknovy, obaleny RNA virus s pozitivni
polaritou, jehoz genom se sklada priblizné z 9600 bazi. Podle WHO je celosvétové
nakazeno virem hepatitidy C vice nez 185 miliénd lidi (3% svétové populace), z nichz
kazdy rok zemfe 700 000 lidi. Ve Spojeném kralovstvi Zije podle odhadu 214 000 lidi
s chronickou hepatitidou C. Dale se odhaduje, Ze celosvétové je 10 milionl lidi nakazeno
soucasné virem hepatitidy C a HIV, coZz se dava do souvislosti s rizikovou skupinou
muzd majicich sex s muzi, u nichz hraji roli v pfenosu infekce zejména rizikové
traumatizujici sexualni praktiky a uzivani drog. Vzhledem k tomu, Ze ucinna léCba
vyznamné zlepSuje progndzu pacientll, mohou programy, které se zaméruji na véasnou

detekci infekce zabranit vyvoji zavaznych chronickych stavl, zlepsit zdravi, pfedchazet
pfenosu a Sifeni viru a tim tak Setfit prostfedky.
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WHO stanovila cil, Ze mortalita v souvislosti s HCV by méla byt snizena o 10% do roku
2020 a 0 65% do roku 2030. K eliminaci HCV se uZivaji nové pfimo plsobici antivirové
leky, jejichZz dostupnost se stale vice zvysuje.

HCV infikuje jatra, k pfenosu HCV dochazi hlavné kontaktem s krvi a krevnimi derivaty.
Hlavnimi rizikovymi faktory pro ziskani infekce jsou uziti kontaminované krve a krevnich
produktl (nebo Uraz spojeny s kontaminovanou krvi nebo krevnimi produkty), pouZiti
kontaminovanych jehel nebo stfikatek a nedostatecné sterilizovanych zdravotnickych
nastrojll. Nej¢astéjsi cesty prenosu se lisi v rozvinutych zemich a v rozvojovych oblastech.

Ve vyspélém svété je od doby zavedeni testovani krve a krevnich derivatd na HCV
zaékladnim zplsobem prenosu rekreacni uzivani injekénich drog. V Evropé je bézna infekce
HCV u uzivateld injek¢nich drog. Pokud uzivaji drogy dva roky, je prevalence protilatek anti-
HCV 10%, u téch, co uzivaji 15 let, je prevalence protilatek anti-HCV 70%.

V rozvojovych zemich, kde je zasobovani sterilnimi zdravotnickymi prostfedky nedostatecné
nebo zcela chybégjici, i béZné lékarské vykony a injek¢ni aplikace mohou znamenat vysoké
kumulativni celoZivotni riziko pro ziskani infekce HCV.

Méné Casté zplsoby prenosu infekce jsou tetovani a piercing, pracovni, perinatalni nebo
sexudlni expozice. Ve Spojeném kralovstvi je prevalence HCV infekce vyssi u lidi, ktefi
dostavali krevni prevody, byli jim aplikovany krevni derivaty nebo prodélali tkanovou nebo
orgdnovou transplantaci pfed zavedenim testovani vroce 1992. Tyka se i
hemodialyzovanych.

Akutni HCV infekce je Gasto asymptomaticka (85-90% pfipadd, inaparentni priibéh) a proto
je zfidkakdy diagnostikovana. Symptomy, pokud se viibec objevi, zahrnuji: Zloutenku,
nevolnost, malatnost; fulminantni hepatitida je extrémné vzacna. Po 4-6 mésicich od
pocateCni infekce je jiz spontanni eliminace viru velmi vzacn4, a proto, pokud je HCV RNA
detekovatelna po dobu vice jak Sesti mésicd, je to povazovano za chronickou infekci.
Konecné projevy chronické HCV infekce v podobé end-stage jaterni cirhdzy a
hepatocelularniho karcinomu se mohou rozvinout za méné nez dvacet let ale i za vice nez
tficet let od pocatecni infekce. Koinfekce s HIV urychluje progresi nemoci, protoze HCV se
chova jako oportunni infekce. U téchto nemocnych dochazi daleko Castéji a rychleji k jaterni
cirhéze a k rozvoji hepatocelularnimu karcinomu. Koinfekce s virem hepatitidy B vede

v synergickou progresi obou nemoci. Nadmeérné uzivani alkoholu rovnéZ urychluje progresi
chronické hepatitidy C smérem k end-stage jaterni cirh6ze a hepatocelularnimu karcinomu.
Casto je nutné transplantace jater vzhledem k doprovodnému jaternimu selhani, avdak u
25% pacientl dochazi k progresi do jaterni cirh6zy do péti let po transplantaci.

Inkubaéni doba je 7-8 tydn(.
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Odolnost viru:

Je inaktivovan tukovymi rozpoustédly a detergenty, UV zéfenim i beta-propiolaktonem.
Formaldehyd inaktivuje HCV pfi 37 st. C po dvou hodinach. Je velmi termorezistentni,
snese teplotu 60st. C po dobu 10 hodin a teplotu 100 st. C po dobu dvou minut.

Reinfekce HCV je definovana jako znovuobjeveni RNA viru HCV nejméné Sest mésicl
po dosaZeni eliminace viru. Déale je nutné potvrzeni, Ze infekce je zplsobena jinym
genotypem HCV nebo jinym kmenem viru (coz se potvrzuje fylogenetickou analyzou
Vv pfipadé, Ze genotypy jsou shodné).

Podle guidelines WHO je jednoznacné doporucovan screening na HCV u lidi v riziku
infekce. s cilem zvySit miru v€asnéjSi diagnozy.

Vztah mezi neutralizujicimi protildtkami a kontrolou HCV virémie je komplexni vzhledem
k enormni genetické variabilité viru (ta je mnohem vysSi nez variabilita viru HIV)
obzvlasté v oblasti obalového glykoproteinu E2, kam cili mnoho protilatek. Tato
variabilita rovnéz vede k tomu, Ze v kazdém infikovaném hostiteli HCV existuje jako
kvazidruh (t.j. jako smés odli$nych vird) a nebo jako skupina Uzce pfibuznych variantnich
virQl (existuji mezi nimi drobné rozdily v sekvenci nukleotidd). Okno mezi detekci HCV
RNA a detekci protilatek proti HCV mize byt mésice, primér je Sedesat dni.

Existuje Sest genotypl viru HCV (1-6) s mnoha subtypy, ackoliv v nedavné dobé byl
popsan novy genotyp, genotyp 7. Subtypy jsou oznaceny abecedné v poradi, v jakém
byly objeveny. Genotypy 1, 2 a 3 se vyskytuji celosvétové s tim, Ze existuji v jejich
relativni prevalenci odchylky v zavislosti na geografické lokalizaci. Genotyp 4 pfevazuje
v severni a stfedni Africe a na Stfednim Vychodé, zatimco genotyp 5 je nejspiS omezen
jen na jizni Afriku a genotyp 6 jen na Honkong. Ve Spojeném kralovstvi se nejcastégji
vyskytuji genotypy 1 a 3. V CR 1b.

Patogeneze:

In vivo se virus mnozi v hepatocytech a B-lymfocytech, a to do extrémné vysokych
hodnot. RNA dependentni RNA polymeraza nedovede korigovat chyby vznikajici pfi
replikaci. To ma za néasledek rychly vznik kvazidruhu (smés odlisnych vir(l) v infikovaném
organismu, coz vyznamné znesnadinuje imunitnimu systému se s infekci vyporadat,
proto pfechazi do chronicity a perzistuje (existujici protilatky nemohou neutralizovat jiz

nove vytvorené varianty). Za postizeni jater (zanét a nekroza bunék) zodpovida imunitni
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reakce a tvorba prozanétlivych cytokin = imunopatologické mechanismy obrany a déle i
autoimunitni pochody. Cytopaticky Ucinék viru se uplatfiuje mélo.

Pouze pétina nakazenych jedincl je schopna virovou infekci zlikvidovat. Tato schopnost
je dana geneticky a souvisi s pfitomnosti urCitych alel systému HLA 1. tfidy.

Rutinni laboratorni diagnostika infekce je zaloZena na detekci protilatek proti viru
serologickymi metodami, nasleduje detekce viru s pouzitim testll uZivajicich molekularné
mikrobiologické metody nebo prikaz antigenu, oboji k potvrzeni virémie.

Protilatky se tvofi pfi infekci i po Uzdravé. Nevypovidaji o klinickém obrazu. Protilatky anti-
HCV jsou prokazovany s pouZitim metody ELISA, enzymové imunoanalyzy EIA,
chemiluminiscentni analyzy CLIA (CMIA) nebo imunoblotovanim. Byly vytvofeny
imunoeseje k detekce protilatek proti Siroké Skale virovych proteind, ze druhé generace
(core proteiny a nestrukturalni proteiny 3 a 4), ze tfeti generace (nestrukturalni protein 5)
a nyni ze ¢tvrté generace (kapsidovy antigen viru).

Jako konfirmacni vySetfeni se HCV RNA RT-PCR (NAAT) upfednostiuje pred
testovanim HCV core antigenu. Analyzy pro HCV core antigen jsou méné senzitivni nez
HCV RNA RT-PCR (NAAT), hranice detekce pro HCV core antigen je ekvivalentni k 500-
3000 IU/ml HCV RNA, zavisi to na genotypu HCV. Test na HCV core antigen ma 100%
specificitu a 96-97% senzititivitu, pokud se porovna s HCV RNA RT-PCR (NAAT).
Laboratofe by si mély byt védomy, Ze by mélo byt zvaZzeno provedeni HCV RNA RT-
PCR (NAAT) u pacient(, ktefi maji test na HCV core antigen negativni.

Pro nékteré analyzy v souladu s predpisy Evropské unie (oznacené CE) je vyZadovano,
aby serum nebo plazma pro RT-PCR (NAAT) byly separovany do Sesti hodin od odbéru
krve, coZ je pro nékteré laboratofe obtizné dosazitelné. Nicméné (kvalitativhé) pozitivni
HCV antigen nebo RT- PCR (NAAT), které ukazuje na aktivni infekci, je Casto dostacujici
pro stanoveni efektivniho léCebného rezimu. Navic byva problematické obdrzet dalSi
kontrolni vzorek k potvrzeni akutni infekce u pacientd, ktefi jsou obtizné kontaktovatelni
a u téch, u kterych se obtizné provadi odbér krve.

PFritomnost RNA a protilatek anti-HCV nevysvétluje, zda soucasna infekce je akutni nebo
chronick&. Trva vSak dlouho, nez dojde k vytvofeni protilatek, proto jsou detekovatelné
jen u 50-70% akutni symptomatickych infekci.
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HCV RNA v krvi je dobry marker replikace viru, a mize byt detekovana jiz 1-3 tydny po
pocatecni infekci. Mohou byt rovnéz pouzity molekularni metody k odliseni rliznych HCV
genotypd a subtypl, coZ umoziiuje volbu lécebného rezimu a odliSeni relapsu od
reinfekce.

Molekularni metody:

1. kvalitativni - RNA prokdzana / neprokazana

2. kvantitativni

- k monitorovani IéCby virostatiky - na zacatku, v prlibéhu Ié¢by a na konci
- citlivost 50 kopii/ml = 15 1U/m|

3. stanoveni genotypu

- pro stanoveni spravné délky léCby (ta dale zavisi jeSté na virémii)

- stagi typ, neni potfeba subtyp, v CR 1b - delsi Ié¢ba

Setrvala virologickd odpovéd: negativita po dobu Sesti mésicd od ukoncéeni IéCby ...
eliminace viru. dle jiného zdroje po dobu 12 nebo 24 tydnd - dle terapie, ktera byla
pouzita.

Postup pfi poranéni infekEnim materialem:

v CR: anti HCV do 72 hod, za 90 dn{l a za 180 dn( (u pacienta jen do 72 hod)

dle SMI: za 6 a za 12 tydn{l HCV RNA PCR, za 12 a za 24 tydn( anti-HCV protilatky
Doporucuji postupovat podle mistnich predpist.

Vertikalni a perinatalni pfenos hepatitidy C:

K pfenosu hepatitidy C od matky, ktera je HCV RNA pozitivni, na dité dochazi ve 3-6%
pripadl. VétSina téchto pfipadd vznikd v disledku perinatalniho prenosu, obvykle v
pribé&hu porodu, ackoliv se odhaduje, Ze az ve tietiné pfipadl k prenosu dochazi
transplacentarné. Riziko pfenosu se zvysuje 3 - 4x v pfipadé koinfekce s HIV a v pfipadé
predcasné ruptury plodovych oballl. Pfenos pfi kojeni je velmi vzacny.

Pokud u Zen pretrvavaji rizikové faktory pro hepatitidu C a HCV RNA je negativni, je
potfeba zvazit provedeni konfirmacniho vySetfeni HCV RNA RT-PCR béhem tfetiho
trimestru.

Je nepravdépodobné, Ze by doSlo k pfenosu hepatitidy C na dité, jestlize matka je anti-
HCV pozitivni a stabilné HCV RNA negativni. Tyto déti nevyZaduiji rutinni sledovani.
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Podle tohoto algoritmu by mély byt sledovany i déti, jejichz matky se infikovaly béhem
téhotenstvi a zaroven u nich doslo k eliminaci viru.

V pfipadé déti narozenych matkam uZivajicim drogy a v pfipadé, Ze matka neni k
dispozici k vySetfeni, vySetfime u ditéte anti-HCV protilatky. Pokud jsou pozitivni,
postupuje se podle algoritmu uvedeného dale. Pokud jsou protilatky anti-HCV negativni,
je nepravdépodobné, Ze by se u dité jednalo o infekci, jestlize k expozici doslo pfed vice
jak Sesti mésici.

U déti s intermitentni virémii mGze byt vysledek HCV RNA RT-PCR negativni. Proto se
doporucuje ve véku 12-18 mésicl provést vySetfeni protilatek anti-HCV.

V pfipadé, Ze v Sesti mésicich véku je HCV RNA jiz negativni (ve 2-3 mésicich byla
pozitivni), znamena to, ze se jedna o prodélanou infekci (ve 25% dojde k eliminaci viru)
nebo je kolisava hladina RNA v krvi nebo se jedna o laboratorni chybu.

Pfedmét NSVP

Typ vzorku

PIna krev s EDTA, plasma EDTA, sérum.

Tato NSVP popisuje screening ze vzorkl krve, plazmy a séra na hepatitidu C (HCV)

S pouZzitim screeningovych vySetfeni pomoci enzymové imunoanalyhy (EIA) a konfirmaci
vysledkl s pouZitim molekularné mikrobiologickych vySetfeni (NAAT), imunoblotovych
vySetfeni a vySetfeni HCV core antigenu. Dried Blood Spot (DBS) vzorky se pouZivaji stale
Castéji ve Spatné dostupnych populacich jako nastroj vefejného zdravotnictvi ve vézenskych
sluZzbach a u injekénich uzivateld drog. DBS vzorky mohou byt pouzity pfi odb&ru vzorkd piné
krve, které jsou testovany s pouzitim standardnich CE znacenych Anti-HCV EIA a NAAT
test po verifikaci a validaci, které provadéji akreditované testovaci laboratore. Je
doporuceno reflexni testovani. HCV RNA NAAT provadénych ze stejného vzorku jako
plvodni screeningovy test urychluje nasazeni |éCby HCV a zamezuji ztraté 20-30% pacientd
s pozitivnimi screeningovymi testy, ktefi se uz nedostavi k odbéru druhého vzorku. Reflexni
NAAT testovani sniZuje TAT pro vzorky zasilané do referencnich laboratofi, zlepSuje péci o
pacienty a zvySuje nakladovou efektivitu. Jsou tfeba dalSi studie ke zjisténi relativni
sensitivity a specificity kombinovanych antigen/protilatkovych testl. Komeréni NAAT nemusi
byt validovany pro vSechy typy shora zminénych vzork(. Je tfeba postupovat podle pokyn(
vyrobce a vSechny kity by mély byt lokalné pfed pouzitim validovany a verifikovany. Pro
vySetfovani a fizeni expozice zaméstnanc( viz PHE a HSE guidelines. Pro testovani krvi
prenasenych virli /BBV/ po dialyze mimo misto dialyzacniho oddéleni (DAFB) viz DH

guidelines. Déle viz smérnice SaBTO pro informaci tykajici se screeningu HCV v pfipadé
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transfuzi nebo darcovstvi organd a transplantaci. Tato NSVP by se méla uZivat ve spojeni
s dalSimi NSVP

Zkratky

Zkratka Definice

HCV hepatitis C virus (kompletni infekéni virion)
HCV core Ag hepatitis C core antigen

Anti-HCV Protilatka proti HCV

BBV Blood-borne viruses, krvi pfenasené viry
Definice

Pro vSechny testy na antigeny, protilatky a NAAT se pouZzivaji nasledujici definice:
Béhem procesu vySetreni:

Reaktivni — Pocate€ni vnitini stadium pozitivniho vysledku vyzadujici konfirmaci.
Nereaktivni — pocate€ni vnitini stadium negativniho vysledku.

Nerozhodny - Vysledek neni jasné pozitivni nebo negativni. PoZzaduje se dalsi
vySetieni.

Termin ,nerozhodny, dvojsmysiny, nejasny (equivocal)“ se mize lisit pro rlizné
platformy (analyzatory) napf. ,,neuréity, nejasny (indeterminate)“.

Inhibice - Termin ‘inhibitory (inhibovany, potlaceny)’ se muzZe lisit pro rtizné
platformy, nap¥. ‘invalid (neplatny)’.

Faze sdélovani vysledku

Tyto terminy se pouzivaji pro zavére¢ny nebo predbézny vysledek.

Prokazan - sdélovaci faze konfirmovaného reaktivniho vysledku.

Neprokazan - sdélovaci faze nereaktivniho vysledku.

Nerozhodny - reaktivni vysledek, ktery nemuiZe byt konfirmovan.

Inhibice - termin ,inhibice* se miize liSit pro riizné platformy, nékde se uvadi napft.
neplatny (‘invalid’).

Technické informace lomezeni

Omezeni NSVP

Omezeni uvedend v NSVP jsou zaloZena na dilkazech (napf. sensitivita a specificita), tam, kde jsou
tyto Gdaje k dispozici, dale na zkuSenosti odbornik a pragmatismu s ohledem na dostupné finanéni
prostfedky. Laboratofe musi brat do Uvahy mistni poZzadavky a provést dodate¢na vySetfeni tam, kde
je to vhodné. Pfed zah4jenim vySetfeni by se laboratofe mély uijistit o tom, Ze v8echny pouZivané
komerc¢ni a in-house testy byly validovany a jsou vhodné k danému Gcelu.

Odbérové soupravy
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SMI/NSVP uzivaji termin ,hermeticky uzaviratelny kontejner s CE znackou“ k oznaceni kontejner( pro
odbér a transport klinickych vzorkl. PoZadavky na odb&rové kontejnery jsou popsany v EU in vitro
Diagnostic Medical Devices Directive (98/79/EC Annex 1 B 2.1), které stanovi: ,Tvar kontejneru musi
umoziovat snadnou manipulaci, a tam, kde je to vhodné, maximalné zamezit mozné kontaminaci
kontejneru nebo Gniku materialu z néj béhem pouZziti a naopak zabranit kontamince vzorku. Vyrobni
proces musi zohlednovat tyto pozadavky*“.

Bezpecnost prace ---

Laboratorni postupy, u nichz vznika aerosol, museji byt provadény biohazard boxu. Viz platné
guidelines na bezpecné zachazeni se vSemi organismy, popsanymi v tomto NSVP. Zminéna
guidelines musi byt doplnéna mistnimi pravidly OBP a fizenim rizika.

Doprava, skladovani a uskladnéni vzorku

Optimalni podminky dopravy a uskladnéni

Vzorky by mély byt dopraveny do laboratofe a zpracovany co nejdfive. Pokud se zpracovani
opozdi, davé se prednost pfed uskladnénim v lednici oproti pokojové teploté. Poznamka:
Vzorky pro molekularné mikrobiologicka vySetfeni mohou byt dlouhodobé skladovany pfi -
20C nebo -70C k minimalizovani ztraty RNA. Primarni vzorky by mély byt uskladnény

v Gasovém intervalu podle mistnich predpisu.

Spoluprace s hygienickou sluzbou

Hepatitida C je obvykle asymptomatickd mnoho let po infekci, proto u mnohych jedincli neni
rozpoznana a diagnostikovana. Pro informaci ve vztahu ke hlaSeni hygienické sluzbé (nebo
jejimu ekvivalentu v podobé kompetentni administrativy) viz str. 19. HCV je v CR hlaSena ze
zakona.

Pro zajimavost jsou uvedeny odkazy na dokumenty PHE souvisejici s hlasenim:

PHE guidance: https://www.gov.uk/government/collections/hepatitis-c-guidance-data-and-analysis a
www.gov.uk/government/publications/hepatitis-b-and-c-local-surveillance standards. Dodate¢né ke hlaSeni nové pozitivni diagnézy
hygienické sluzbé& by doty&né laboratofe mély také hlasit nalezy do sentinelovych programd surveillance pro HCV. V UK existuje

smérnice pro onemocnéni zdravotnik( hepatitidou C (HCW). Viz https://www.gov.uk/guidance/bloodborne-viruses-in-healthcare-
workersreport-exposures-and-reduce-risks
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Algoritmus: infekce hepatitidou C pomoci prlikazu protilatek proti HCV s
konfirmaci HCV RNA NAAT?>49%

< HCV protilatky ® >

b nerozhod
Reaktivni
HCV RNA NAAT %€ P

z plvodni zkumavky

Nereaktiv
ni

VYSLEDEK:
HCV protilatky ©
neprokazany

l

_VVSLEDEK: VVSLEDEK:
HCV protiltky reaktll\ml nebo' Dikaz aktivni infekce HCV f
nerozhodnel i Prosim, zailete opakovany vzorek na
I-!.CV RNA neprokazana konfirmaci
Neni dukaz pro aktivni HCV infekci

Poznamky k algoritmu ukazujicimu testovani protilatek proti HCV konfirmované
molekularné mikrobiologickou metodou (HCV RNA NAAT)

a) u imunokompromitovanych pacient(, u nichz mdze byt opozdéna protilatkova odpovéd,
silné podezielé pripady akutni HCV anebo pfi podezieni na reinfekci nebo reaktivaci mize
byt indikovén alternativni screening pomoci NAAT nebo HCV core antigenu. Je tfeba
poznamenat, Ze pouziti HCV core antigenu nebo vySetfeni NAAT se stéle vice prosazuje na
jednotkach renalni dialyzy.
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b) Pokud se konfirmace opozdi a vysledek by mohl mit bezprostfedni vyznam pro léCeni
pacienta, vydejte predbézny vysledek. Napr. ve formeé ,Pocatecni vySetfeni na protilatky proti
HCYV je reaktivni. VyCkejte na konfirmaci“

c) Pri riziku pracovni expozicie si vyZadejte opakovany vzorek ve vhodném intervalu, obvykle
p 6 — 12 tydnech, na vySetfeni NAAT a po 12 a 24 tydnech vySetfena protilatek. VétSina lidi
je NAAT pozitivni 4 tydny po expozici. Ridte se mistnimi guidelines, co se ty&e pracovniho
|ékarstvi.

d) K priikazu HCV RNA Ize vyuzit kvalitativni nebo kvantitativni NAAT. Vysokou citlivost
vysetfeni zajistuje dodrzeni doporuéeného objemu vzork(; pokud se pouzije suboptimalni
objem (moZna po nafedéni) musi to byt ozndmeno ve vysledku a je tfeba vyZadovat
opakovany vzorek. VSechny testy musi obsahovat vhodné kontroly, v€etné kontroly inhibice,
a musi byt dodrZzena doporuceni vyrobce. Tam, kde jsou pfiprava vzorku nebo testy
pouzivany jinak, nez je uvedeno v navodu (,off label“), musi se pfed prvnim pouZzitim provést
lokélni validace.

e) vyzadejte si druhy vzorek tam, kde je nedostatecny objem vzorku k provedeni testu. Typ
vzorku, to je EDTA nebo sérum pro opakovany vzorek podle mistnich smérnic.

f) Pro interpretaci vysledk( pouZiveijte interpretacni tabulky.

Algoritmus: vySetieni infekce virem hepatitidy C infection pomoci prikazu HCV
protilatek s konfirmaci prtikazem HCV core antigenu®

Poznamky k algoritmu ukazujicimu vysSetieni protilatek proti HCV s konfirmaci priikazem HCV
core antigenu.
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a) U imunokompromitovanych pacientd, ktefi mohou mit opozdénou protilatkovou odpovéd nebo u
pripady silné podezrelych z akutni infekce HCV nebo tam, kde je podezieni na reinfekce nebo
reaktivaci, je mozné indikovat okamzity screening s vySetfeni NAAT nebo HCV core antigenu. Je tfeba
poznamenat, Zze screening s pouzitim HCV core antigenu nebo NAAT se stéle Castéji pouziva na
renélnich dialyzacnich jednotkach.

b) Vysledek v této fazi je pfedbéznym vysledkem pii opozdéné konfirmaci a vysledek mlze mit
bezprostfedni vyznam pro IéCbu pacienta; navrzeny komentar je ,Pocatecni protilatky proti HCV
reaktivni. Ceka se na konfirmaci*

c¢) Pokud existuje riziko pracovni expozice, zadejte opakovany vzorek ve vhodném intervalu, obvykle
vzorek po 6 a 12 tydnech na vySetfeni NAAT a po 12 a 24 tydnech vySetfeni protilatek. VétSina lidi
bude pozitivni na NAAT po 4 tydnech po expozici a bude mit pozitivni protilatky 12 tydn(i po expozici.
Postupujte podle lokalnich guidelines pracovniho Iékafstvi.

d) HCV core antigen je nahradni marker replikace HCV a mliZe se pouzivat k diagnostikovani aktivni
infekce, pokud neni dostupny nebo cenoveé prijatelny HCV RNA NAAT. VySetfeni HCV core antigenu
je méné citlivé nez molekularné mikrobiologické testy (HCV RNA NAAT)

e) K prikazu pfitomnosti HCV RNA Ize pouZit kvantitativni nebo kvalitativni NAAT. Vysoké hladiny
citlivosti Ize dos&hnout jen tehdy, pokud se vy3etiuji doporuéené objemy vzorkd; pokud se vysetiuje
mensi objem (po naredéni), musi to byt ohlaSeno zadateli a pozaduje se opakovany vzorek. VSechna
vySetfeni musi byt provadéna s vhodnymi kontrolami, v€etné inhibice kontroly a musi probihat podle
doporudeni vyrobce. Tam, kde se protokol pfipravy vzorku nebo vySetfeni pouZzije ,off label*, miZe se
provést az po pfedchozi mistni validaci.

f) V pfipadé, Ze byl dodan nedostatecny objem vzorku, Zadejte druhy vzorek k dokon&eni testovani.
Typ vzorku (EDTA, sérum) pro opakovany vzorek se fidi podle mistnich smérnic.

g) Pro interpretaci vysledk( pouzivejte interpretaéni tabulku.
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Algoritmus: Vertikalni a perinatalni prenos viru HCV

Konfirmavand ulrlnuckli'r:lkm HCV v tEhatenst
Wiz Ve
@trete dite na po - Icich visku
| V‘I’SElDEK
T . Infekee HOW nepravdépodabnat
VYSLEDEK i wani
Prokazana infekos HOW. WyEddejte konzultaci détského hepatologa
nebo inf?thIQEaOpakuth zah mEsich HOW RMA NAAT

nianti HCW -18 mési:
l‘ ! ‘JI antiHCV Ak 11'12-13 misicd ™'

e

| HCV RNA NAAT za 6 masich ' |
VY¥SLEDEK

1
\ | i
[ H
1
1
1
:
—— e
: VISLEDEK Infekce HOW neprokizdna
VYSLEDEK 2 Neprokazana probihajici infekce HCOV, ¥
Prokézana infekee HOW doporutte antiHCV Ab za 12-18 mésich
Pokud nenastalo, kenzultujte détského k prﬁkazu eliminace viru ¥

hepatologanebo infektologa
VYSLEDEK V¥SLEDEK
Prokézana infekee HCV, opakufte HCW RNApro konfirmaci Prokazéna infekce HCV, opakujte HCW RNA
Kozultufte ped.hepatologa a infektologa pro konfirmaci
Kozultuite ped.hepatologa a infekiologa

Opakujte za & mésicl HOV RMNA NAAT
Poznamky k algoritmu Vertikalni a perinatalni pfenos hepatitidy C
a) prenos hepatitidy C z HCV RNA pozitivni matky na dité se vyskytuje ve 36%. K vét-Siné
pfipadd dochazi perinatalnim pfenosem, obvykle béhem porodu, ackoliv k pfenosu v déloze
doslo ve vice nezZ jedné tietiné pripadd. Frekvence pfenosu je 3-4x vys$si u HIV-HCV
koinfekce a souvisi rovnéz s prodlouzenym odtokem plodovych vod. Pfenos kojenim je
vzacny. U Zen v aktualnim riziku infekce HCV, které maji negativni test na RNA viru je tfeba
zvazit dalSi konfirmacni test amplifikaCni metodou (NAAT) ve tfetim trimestru téhotenstvi.
b) U Zen, které se infikovaly b&éhem t&hotenstvi, ale odstranily virémii, by déti meély byt
sledovany tak, jak je popsano v tomto algoritmu.
¢) U déti narozenych Zzenam s abusem injek&nich drog, kde je matka neschopna vySetreni,
se déti testuji na HCV protilatky a v pfipadé positivity ditéte se postupuje podle algoritmu.
Pokud je dité negativni na pfitomnost protilatek proti HCV, potom je velmi pravdépodobné,
Ze nedoslo k infekci za pfedpokladu, Ze k expozici doslo dfive nez pfed 6 mésici.
d) U matek s prokazanymi protilatkami proti HCV, které jsou trvale HCV RNA negativni, je
vysoce nepravdépodobny pfenost HCV na dité. Déti narozené HCV RNA PCR negativnim
matkam s pozitivnim nalezem protilatek neni tfeba dale vy3etfovat, nicméné testovani mize
byt zvaZovano na zakladé mistnich smérnic.

e) Je tfeba poznamenat, Ze jiné guidelines ne vZzdy doporucuji Casné vySetfeni NAAT u déti.
f) Hladina specifické citlivosti vySetfeni HCV RNA je 50IU/mL nebo nizsi.
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g) Jak k vySetieni protilatek tak k vySetfeni NAAT je tfeba odebrat dostate¢né mnozstvi
vzorku; to musi byt zdlraznéno v mistni laboratorni pfiru¢ce. Pokud neni k dispozici
dostateCny objem vzorku pro obé vySetfeni, dava se pfednost vySetfeni protilatek pred
NAAT.

h) mlzZe se také pouzit kombinované vySetfeni HCV Ag-Ab nebo pouze HCV antigen. Tyto
testy maji obvykle citlivost asi 1000-50001U/ml a mohou neprokazat kolem 3% viremickych
pripadl. Pfesna analyticka citlivost a klinicka citlivost se u rliznych test( lisi a méla by byt
presné posouzena pred tim, nez se test zacné pouzivat. Pokud je antigen negativni, zajistéte
proveden NAAT.

i) Negativni vysledek HCV RNA NAAT lze pozorovat u infikovanych déti s fluktuujici virémii,
takZe je tfeba vySetfit anti-HCV protilatky mezi 12-18 mésicem.

j) MGzZe ukazovat hojeni infekce (vyhoji se>25%), kolisajici hladinu RNA nebo laboratorni
chybu.

k) Vyzadejte si opakovany vzorek. Laboratof si miZe prat ovéfit si diskrepantni vysledky.

Komentare k vysledkiim

Konecné vysledky by mély rozliSit mezi aktivni HCV infekci z prokazané infekce s pouzitim
kombinace vySetfeni protilatek, antigenu a NAAT. Po prvnim pozitivnim vysledku (z prvniho
vzorku) je nejlepSi praxi poZzadovat opakovany vzorek. V pfFipadé klinicky vyznamnych
vysledk a v pfipadé, Ze laboratof nema k dispozici NAAT je doporuéeno v CR zaslat
vzorek ke konfirmaci pfipadné k dalSi genetické analyze do NRL pro hepatitidy ve

Statnim zdravotnim Gstavu v Praze.
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Vysetreni hepatitidy C testovanim anti-HCV protilatek, konfirmace
pomoci PCR

1.test 2.test 3. test Intepre- poznamka
HCV Ab HCV RNA volitelny tujici
PCR HCV Ag ko-
mentar
1. | negativni netestovano netestovano Protilatky V pfipadé podezfeni na akutni hepatitidu
anti-HCV C nebo v pfipadé imunokompromi-
nebyly tovanych pacientt, by mélo byt prove-
Zjistény. deno HCV RNA PCR.
2. | pozitivni nebo pozitivni netestovano Zjistény Pokud jsou protilatky anti-HCV prokazany
hrani¢ni anti-HCV zaroveri spolu s HCV RNA, Ize soudit, Ze
protilatky. stanoveni protilatek anti- HCV je spravné
Prokdzana | pozitivni (ne faleSné pozitivni).
HCV RNA. Doplrite vyS. na hepatitidu A a B,
Odpovida pfipadné doplrite ockovani, pokud je
aktivni HCV | potfeba.
infekci. Zvazte provedeni HCV genotypizace,
Doporucuje | pfipadné testovani dalSich krvi
me odeslat | prenasenych virQ.
pacienta pro | Pokud je pogatecni prikaz protilatek anti
odpovidajici | HCV jen hrani¢ni, mdZe to znamenat ne-
léCbuke | dévnou infekci. Zvazte prostudovéni
specialistovi | anamnézy a lab. vysledkd, zjistéte, zda
boporu(:ena mﬁ_ie byt prokazana serokonverze na
. anti-HCV.
vakcinace
proti hepati-
tidé A a B.
3. | pozitivni nebo negativni netestovano Nejsou V pfipadé pozitivity protilatek anti-HCV a
hranicni Zadné labo- | negativity HCV RNA je doporuceno opa-
ratorni kovat HCV RNA PCR za tfi mésice, aby
znédmky ak- | se potvrdila konegnd negativita.
tivni HCV
infekce.
4. | pozitivni nebo negativni pozitivni nebo | Nejsou Pozitivita protilatek anti-HCV mlZe
hraniéni hrani¢ni 74dné labo- | znamenat probéhlou HCV infekci.
ratorni V pfipadé pozitivity protilatek anti HCV a
znamky ak- | negativity HCV RNA je doporuceno
tivni HCV opakovat testovani HCV RNA za tfi
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infekce. mésice, aby se potvrdila kone¢na
negativita.
Vhodné zaslat kontrolni vzorek ke stano-
veni protilatek anti-HCV. V pfipad§, Ze
HCV RNA je nedetekovatelnd, nezna-
mena to jesté, Ze Ize vyloucit aktudlni
infekci, protoZe virémie mdZe byt jen in-
termitentni. Vhodné z kontrolniho vzorku
provést HCV RNA PCR k odhaleni pfi-
padné kolisavé virémie.
5. | pozitivni nebo negativni negativni Nejsou Zvazte ohlaSeni pocatecni reaktivity proti-
hranicni Zadné labo- | latek anti-HCV podle mistnich zvyklosti.
ratorni
znamky ak-
tivni HCV
infekce.
6. | negativni pozitivni netestovano Prokazéana Ukazuije bud'na akutni infekci virem HCV
HCV RNA. nebo piipadné na chronickou infekci u
Odpovida imunokompromitovaného pacienta.
T:]I;tel\li?:ll HCV' | Dopliite vy3. na hepatitidu A a B,
Dop orﬁéuj em prlQadne doplrite ockovani, pokud je
e odeslat potfeba. i . .
pacientapro | Zvazte provedeni HCV genotypizace pfi-
odpovidajici | padné testovani dalSich krvi pfendSenych
lécbu ke vird.
specialistovi.
Doporucena
vakcinace
proti hepatiti-
déAaB.
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VysSetreni hepatitidy C testovanim protilatek anti-HCV, konfirmace

HCV core antigenem

1.test 2.test 3.test voli- Interpretujici Poznamka
HCV Ab HCV Ag telny komentaf¥
HCV RNA
PCR
7. negativni netestovano ne- Protilatky anti- V pfipadé podezieni na akutni hepatitidu C nebo v
testovano HCV nebyly pfipadé imunokompromitovanych pacientd, by mélo
Zjistény. byt provedeno HCV RNA PCR.
Stanoveni pro HCV core antigenu je méné senzitivni
nez stanoveni HCV RNA. U pacientd s akutni HCV
infekci je core Ag v periferni krvi detekovatelny o néko-
lik dni pozdé&ji nez HCV RNA.
8. pozitivni pozitivni ne- Odpovida aktivni | ZvaZte testovani HCV RNA spolu s provedenim HCV
nebo testovano HCV infekci. genotypizace.
hraniéni Doporucujeme Vhodné testovani dalSich krvi prenasenych virdi.
odeslat pacienta
pro odpovidajici
léCbu ke
specialistovi.
Doporucena vak-
cinace proti hepa-
titidé A a B.
9. pozitivni hrani¢ni nebo negativni Nejsou Zadné la- | Doporu€ujeme zaslat kontrolni vzorek k provedeni
nebo negativni boratorni zndmky | HCV RNA PCR.
hraniéni aktivni HCV infek- | V pfipadé pozitivity protilatek anti-HCV a negativity
ce. HCV RNA je doporuceno opakovat HCV RNA PCR za
tfi mésice, aby se potvrdila kone¢nd negativita.
10. pozitivni hranicni pozitivni Detekovana RNA | ZvaZte provedeni HCV genotypizace pfipadné
nebo viru HCV. testovani dalSich krvi pfenasenych virdi.
hraniéni Odpovida aktivni
HCV infekci.
Doporucujeme
odeslat pacienta
pro odpovidajici
lécbu ke
specialistovi.
Doporu¢ena vak-
cinace proti hepa-
titidé A a B.
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HIaseni organiim hygienické sluzby

Hepatitida C patfi v CR k infekcim hlaSenym ze zékona, dle ... . HI&3eni provadi oSetfujici Iékaf na Gervené Zadance a pra-
covisté lékarské mikrobiologie, které provedio pfislusné vy3etfeni. HI&Seni se provadi telefonicky, pisemné nebo elektronicky
(napr.v systému EPIDAT), vZdy s odpovidajicim zaznamem v dokumentaci (LIMS, formular, kniha) s uvedenim oznamo-
vatele, vysledku, pfijemce zpravy, ¢as a datum. V nemocnici se vysledek hlasi jako urgentni pracovnikovi Prevence a kon-
troly infekci, v reZimu ¢asného varovani u pfipad( profesionaini expozice zdravotnickych pracovnikd napf.pfi poranéni pred-
métem kontaminovanym krvi potencidlné infekéniho pacienta. V souvislost s expozici se provadi dalSi navazujici vySetfeni,
pfipadné ve spolupraci se zavodnim lékafem podani profylaktického imunoglobulinu.

Literatura:

Literarni udaje jsou hodnoceny podle modifikované tabulky GRADE pro britské standardy mikro-
biologickych vySetieni (SMis)

Klasifikace doporuceni, posouzenti, rozvoje a hodnoceni (Grading of Recommendations, Assessment, Development, and
Evaluation (GRADE)) je systematicky pfistup k posuzovani hodnoty pisemnictvi. Modifikovana metoda GRADE se pouZiva u
britskych standardd k ohodnoceni citovanych literarnich ddajd. Kazdy literarni odkaz je posouzen a oznacen stupném sily
doporuéeni (A-D) a kvality pfedkladanych ddkazd (I-1V). NiZe je uvedena kumulativni tabulka, ktera definuje klasifikaci
GRADE a méla by byt pouZivana ve spojeni se seznamem literatury.

Sila doporuceni

Sila doporuceni Kvalita diikazu

A Silné doporuceno | Dikazy z randomizovanych kontrolovanych studif,
metaanalyz a systematickych posouzen.

B Doporudeno, ale pfijatelné mohou byt i jiné alternativy. | Il Dikazy z nerandomizovanych studif.

C Slabé doporuceno: hledejte jiné moznosti. [l Neanalytické studie, napf. Kazuistiky, pfehledné
Clanky, série kazuistik

D Nikdy nedoporuceno. IV Nazor odbornikd a Siroce pfijato jako spravna praxe,
ale bez prikazné studie.
V' poZadovano zakonem, kodexem praxe nebo
narodnim standardem.
VI Nazakladé dopisu/pisemného dokumentu.
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