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1. Materiał do badań metodą ELISA / immunofluorescencji / neutralizacji

A. Surowica lub plazma w ilości około 1 ml; bez hemolizy, pobrana jałowo do szczelnie zamykanej probówki. Do 48 godzin od momentu uzyskania, próbki można przechowywać i transportować w temperaturze pokojowej (21 ± 4oC), chociaż lepiej przechowywać je i transportować w warunkach chłodni (5 ± 3oC ). Jeżeli próbka będzie przechowywana powyżej 48 godzin należy ją zamrozić i transportować w warunkach uniemożliwiających rozmrożenie.

B. Krew pełna w ilości około 5 ml; pobrana jałowo "na skrzep". Próbkę należy dostarczyć do laboratorium bezzwłocznie w przeciągu 2 h od pobrania.

C. Płyn mózgowo-rdzeniowy (pmr) w ilości około 1 ml; pobrany jałowo do szczelnie zamykanej probówki. Do 48 godzin od momentu uzyskania, próbki można przechowywać i transportować w temperaturze pokojowej (21 ± 4oC), chociaż lepiej przechowywać je i transportować w warunkach chłodni (5 ± 3oC ). Jeżeli próbka będzie przechowywana powyżej 48 godzin należy ją zamrozic i transportować w warunkach uniemożliwiających rozmrożenie.


WAŻNE: 

oznaczenia obecności swoistych przeciwciał w płynie mózgowo-rdzeniowym należy zawsze wykonywać równolegle z oznaczeniami w surowicy pobranej w tym samym czasie. 
2. Materiał do badań metodą PCR:

Wybór materiału do badań metodą PCR jest uzależniony od wirusa, którego poszukujemy lub typu zakażenia (np. neuroinfekcja, zakażenia wrodzone itp.). W przypadku badań PCR materiał powinien być pobierany do jałowych, szczelnie zamykanych probówek lub pojemników. Przy pobieraniu należy zachować maksymalną ostrożność, aby nie doprowadzić do kontaminacji materiału. W sprawie możliwości wykonania badania PCR w innym materiale niż wymienione poniżej należy kontaktować się bezpośrednio z Laboratorium.

2.1
Badanie PCR w kierunku zakażenia CMV, EBV, HHV-6, HHV-7, HHV-8
A. Krew pobrana na antykoagulant – pełna krew w ilości około 3 ml, pobrana na antykoagulant (najlepiej EDTA, nie należy używać heparyny). Próbki nie należy odwirowywać. Jeżeli próbka zostanie dostarczona do laboratorium w ciągu 24 godzin może być transportowana w temperaturze pokojowej (21 ( 4oC). Przy dłuższym okresie czasu (maksymalnie do 5 dni) próbkę krwi zaleca się przechowywać i transportować w temperaturze chłodni (5 ( 3oC).

B. Płyn mózgowo-rdzeniowy (pmr) – w ilości 1 - 2 ml; próbka pmr po pobraniu powinna być dostarczona do laboratorium tak szybko, jak to jest możliwe, najlepiej w temperaturze chłodni (5 ( 3oC). Jeżeli próbka pmr nie może być dostarczona w ciągu 24 godzin, należy ją zamrozić i transportować do laboratorium w warunkach uniemożliwiających jej rozmrożenie.

C. Mocz – w ilości 10 - 20 ml (z pierwszego strumienia; do momentu pobrania próbki pacjenci nie powinni oddawać moczu przez co najmniej 2 godziny). Próbka moczu powinna być dostarczona do laboratorium tak szybko jak to jest możliwe, najlepiej od razu po pobraniu. Jeżeli próbka będzie dostarczona od razu, może być transportowana w temperaturze pokojowej, jeżeli nie, należy ją umieścić w temperaturze chłodni (5 ( 3oC) i dostarczyć tak szybko, jak to możliwe.

D. Popłuczyny oskrzelowo – pęcherzykowe (BAL) - w ilości 1 – 2 ml należy dostarczyć do laboratorium najszybciej jak to możliwe po pobraniu, najlepiej w temperaturze chłodni (5 ( 3oC). Jeżeli próbka będzie przechowywana dłużej, należy ją zamrozić i dostarczyć do laboratorium w warunkach uniemożliwiających rozmrożenie.

Na życzenie klienta badanie może być wykonane w innym materiale: w wycinku z tkanek lub surowicy (prosimy o kontakt w tej sprawie z Laboratorium).

E. Wycinki tkanek  – w ilości nie mniejszej niż 0,2 g należy pobierać do jałowej probówki lub pojemnika zawierającego niewielką ilość sterylnej wody lub fizjologicznego roztworu soli. Jeżeli materiał będzie dostarczony do laboratorium bezzwłocznie, może być transportowany w temperaturze pokojowej, jeżeli nie należy go przechowywać i transportować w temperaturze chłodni (5 ( 3oC). Przy dłuższym przechowywaniu materiał należy zamrozić i dostarczyć do laboratorium w warunkach uniemożliwiających jego rozmrożenie.

F. Surowica lub plazma  – w ilości 1 - 2 ml. Jeżeli materiał do badań stanowi surowica, a nie pełna krew, surowicę należy oddzielić jak najszybciej po pobraniu krwi i przesłać do laboratorium najlepiej w temperaturze chłodni (5 ( 3oC). Jeżeli surowica nie może być dostarczona natychmiast po pobraniu, należy ją zamrozić i transportować do laboratorium w warunkach uniemożliwiających rozmrożenie. Uwaga: W przypadku badania metodą jakościowego PCR wirusów wymienionych w punkcie 2.1 materiałem z wyboru jest pełna krew, a nie surowica.

2.2
Badanie PCR w kierunku zakażenia enterowirusami
A. Kał – należy pobrać do pojemniczka przeznaczonego specjalnie do pobierania kału (tzw. „kałówki”) i przesłać do Laboratorium w temperaturze chłodni (5 ± 3oC). Tak pobrany kał może stanowić również materiał do izolacji wirusów w hodowli komórkowej.

B. Wymaz z gardła – jałową wymazówką należy głęboko pobrać wymaz z gardła i umieścić w jałowej probówce z zakrętką. Probówka powinna zawierać sterylne podłoże do transportu (buforowany fizjologiczny roztwór soli – PBS lub płyn Hanks’a). Stosowanie innych podłóż transportowych, np. bakteriologicznych, uniemożliwia badanie. Próbkę należy przesłać do laboratorium w ciągu 48 godzin od momentu pobrania. Próbkę należy przechowywać i transportować bezwzględnie w temperaturze chłodni (5 ± 3oC). Tak pobrany wymaz może stanowić również materiał do izolacji wirusów w hodowli komórkowej.

C. Płyn mózgowo-rdzeniowy (pmr) – patrz punkt 2.1.

2.3
Badanie PCR w kierunku zakażenia wirusem odry
A. Wymaz z gardła –  patrz punkt 2.2.  Zalecane jest umieszczenie próbki na lodzie w celu zapewnienia temperatury chłodni (5 ± 3oC).

B. Krew pobrana na antykoagulant - patrz punkt 2.1.

C. Mocz - patrz punkt 2.1.

2.4
Badanie PCR w kierunku zakażenia wirusem różyczki
A. Wymaz z gardła –  patrz punkt 2.2.  Zalecane jest umieszczenie próbki na lodzie w celu zapewnienia temperatury chłodni (5 ± 3oC).

B. Wymaz z nosa – wykonać jak wymaz z gardła.

C. Mocz - patrz punkt 2.1.
2.5 Badanie PCR w kierunku zakażeń układu oddechowego, np. RSV, hMPV, koronawirusy, bokawirusy, wirusy paragrypy, adenowirusy, enterowirusy
Materiał do badań PCR w kierunku zakażeń układu oddechowego (np. RSV) stanowi wymaz z gardła/nosogardzieli. Wymaz należy pobrać używając zestawów transportowych przewidzianych specjalnie do pobierania materiału klinicznego w kierunku zakażeń wirusowych (wymazówka + podłoże w próbówce). Jałowa wymazówka powinna być wykonana w całości ze sztucznego tworzywa, tzn patyczek plastikowy oraz wacik wykonany z materiału innego niż wata (dakron, czysta wiskoza, poliester lub sztuczny jedwab), ponieważ stosowanie innych wymazówek powoduje inhibicję reakcji PCR. Jałowe podłoże (buforowany roztwór soli fizjologicznej – PBS lub płyn Hanks’a albo fizjologiczny roztwór soli) powinno być umieszczone w próbówce wolnej od DNA-az i RNA-az. 

Uwaga: 
Stosowanie innych podłoży transportowych, np. bakteriologicznych uniemożliwia izolację wirusa z próbki. Przesyłanie próbki w nieodpowiedniej próbówce może spowodować uzyskanie fałszywie ujemnego wyniku. 
Jałową wymazówką należy pobrać głęboki wymaz z gardła i umieścić w probówce z  podłożem (patrz opis powyżej). Próbówkę należy szczelnie zamknąć (w razie potrzeby uciąć patyczek wymazówki), jednoznacznie opisać (data pobrania, imię i nazwisko chorego) i przechowywać w temperaturze chłodni (5 ± 3oC).  Próbkę należy przesłać do Laboratorium w ciągu maksymalnie 48 godzin od momentu pobrania. W czasie transportu próbka powinna być umieszczona na lodzie w celu zapewnienia temp. chłodni (5 ± 3oC).

2.6
Materiał do badań metodą PCR w kierunku zakażenia wirusem adeno (inne niż oddechowe)
A. Mocz – patrz punkt 2.1.

B. Krew pobrana na antykoagulant – patrz punkt 2.1.

C. Popłuczyny oskrzelowo – pęcherzykowe (BAL) – patrz punkt 2.1.

D. Wymaz/zeskrobiny/płyn z komory oka – zlecony i pobrany przez lekarza specjalistę zgodnie z obowiązującymi procedurami medycznymi. materiał powinien być dostarczony do Labratorium natychmiast po pobraniu. Jeżeli nie, należy go zamrozić i transportować w warunkach uniemożliwiających jego rozmrożenie.

Na życzenie klienta  badanie może być wykonane w innym materiale, podanym poniżej (w tym celu należy wcześniej skontaktować się z Laboratorium).

E. Wycinki tkanek  – patrz punkt 2.1.

G. Płyn mózgowo-rdzeniowy (pmr) – patrz punkt 2.1.

H. Surowica lub plazma  – patrz punkt 2.1.

2.7
W uzasadnionych przypadkach (np. materiał od noworodków, niemowląt lub małych dzieci) dopuszcza się mniejszą ilość materiału niż w zaleceniach powyżej. Dotyczy to m.in. krwi, surowicy, moczu i pmr. W celu uzgodnienia minimalnej ilości materiału klinicznego umożliwiającej w danym przypadku wykonanie badania należy kontaktować się bezpośrednio z Laboratorium. 

3.
Materiał do izolacji i identyfikacji wirusów 

3.1
Badanie w kierunku zakażenia wirusami herpes simplex (HSV-1 i HSV-2)

W przypadku izolacji w hodowli komórkowej i identyfikacji herpeswirusów metodą IF, materiał do badania stanowi wymaz z miejsc chorobowo zmienionych, pobrany jałową wymazówką. Koniec wymazówki należy zanurzyć w 1 - 1,5 ml roztworu jałowej soli fizjologicznej umieszczonej w jałowej probówce. Koniec wymazówki, którym był pobierany materiał nie może być suchy. Materiał powinien być dostarczony do laboratorium natychmiast po pobraniu. Jeżeli materiał nie może być dostarczony od razu po pobraniu, należy go zamrozić i transportować w warunkach uniemożliwiających rozmrożenie. 

Uwaga: 
W sprawie możliwości wykonania powyższego badania należy wcześniej kontaktować się z Laboratorium.

3.2
Badanie w kierunku zakażenia enterowirusami

A. Kał – patrz punkt 2.2.

B. Płyn mózgowo-rdzeniowy (pmr) – patrz punkt 2.1.

C. Wymaz z gardła – patrz punkt 2.2.

3.3.
Materiał do badań w kierunku izolacji wirusów polio od chorych z ostrymi porażeniami wiotkimi w ramach programu eradykacji WHO.

Materiał do badań stanowi kał. Należy pobrać dwie próbki kału (waga około 8-10g) w odstępie 24-48 godz., w okresie od 0 do 14 dni od wystąpienia porażeń. Po pobraniu, próbki należy zamrozić, a następnie w ciągu 3 dni od pobrania przesłać do Laboratorium w temperaturze chłodni (4-8°C).

4. Badania specjalne

4.1 Badania diagnostyczne techniką Real-Time RT-PCR w kierunku zakażeń układu oddechowego wirusem MERS-CoV (hCoV-EMC/2012).
Dodatkowe i szczegółowe wymagania dotyczące rodzaju, pobrania i transportu materiału do badań są umieszczone na stronie internetowej NIZP-PZH, ikonka MERS (www.pzh.gov.pl)

4. Badania diagnostyczne w kierunku zakażenia wirusem EBOLA metodą RT-PCR.

Dodatkowe i szczegółowe wymagania dotyczące rodzaju, pobrania i transportu materiału do badań są umieszczone na stronie internetowej NIZP-PZH, ikonka EBOLA (www.pzh.gov.pl)
4.1. Serologiczne badania diagnostyczne w kierunku zakażenia wirusem Zika, wirusa Chikungunya, wirusa Denga, wirusa gorączki Zachodniego Nilu – materiał do badań opisany:  punkt 1.A i 1.B lub na stronie internetowej NIZP-PZH, ikonka ZIKA (www.pzh.gov.pl). 

4.2. Badania diagnostyczne w kierunku zakażenia wirusem gorączki Zachodniego Nilu metodą RT-PCR – materiał do badań opisany w punkcie 2.1. Płyn mózgowo-rdzeniowy można badań do 7-10 dnia od momentu zakażenia
4.3. Badania diagnostyczne w kierunku zakażenia wirusem ospy kociej/krowiej (CPXV) metodą PCR 

A.
Materiałem do badań są przede wszystkim wymaz/zeskrobiny ze zmian – materiał powinien być dostarczony do Laboratorium natychmiast po pobraniu. Jeżeli nie, należy go zamrozić i transportować w warunkach uniemożliwiających jego rozmrożenie.
B.
Surowica krwi lub plama – pobrana jak opisano w punkcie 2.1.F.  
5. Dodatkowe informacje

W celu uzyskania dodatkowych informacji należy kontaktować się z Sekretariatem Zakładu Wirusologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego - Państwowego Zakładu Higieny (ul. Chocimska 24, 00-791 Warszawa), nr telefonu: (22) 54 21 230 lub (22) 54 21 385. Strona internetowa Instytutu: www.pzh.gov.pl
