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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Studijni program: Zdravotnicka bioanalytika

Vedouci bakalafské prace: PharmDr. Ondrej Jand'ourek, Ph.D.

Nézev bakalatské prace: Moznost vyuziti stanoveni avidity protilatek proti HIV

pro detekci ¢asné infekce

Uréeni ¢asné infekce HIV je v CR zalozené na kombinaci vysledki
laboratorniho vysetteni, klinického vySetfeni a informaci z epidemiologického hlaseni.
Identifikace pacienta v akutni fazi onemocnéni umoziuje cilené vyhledavani kontaktt
v zajmu snizeni dal$iho Sifeni HIV, protoze pacienti v asné fazi onemocnéni jsou

nejrizikovéjsi z hlediska pfenosu infekce.

Jednim z laboratornich markerti akutni faze onemocnéni je nizkd avidita
protilatek, kterd vyjadiuje pevnost vazby mezi antigenem a protilatkou. Stanoveni
avidity je zaloZeno na skutecnosti, Ze u recentnich infekci je avidita nizka, protoZe se
protilatky s antigenem nevaZou dostatecné pevné a az s vyzravanim imunitni odpovédi
avidita stoupa. Kvantitativné je vyjaddiend indexem avidity, ktery urCuje jaka Cast
protilatek (%) zlstane navazana v komplexu s antigenem po inkubaci s chaotropnim

¢inidlem, v naSem pfipadé s roztokem guanidinu.

Vypovédni hodnota indexu avidity neni absolutni, ale je uZite¢na jako dopln€k

ostatnich parametrti, které se aktualné pouzivaji pro posouzeni stadia HIV infekce.
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Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
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Supervisor: PharmDr. Ondfej Jand’ourek, Ph.D.

Title of diploma thesis: The possibility of determination of HIV antibodies avidity

for early infection detection

The determination of early HIV infection in the Czech Republic is based
on a combination of results of laboratory examination, clinical examination,
and information from an epidemiological report. The identification of patient in the
acute phase of the disease allows to search for targeted contact to reduce further spread
of HIV, as patients in the early phase of the disease are the riskiest for transmission of

infection.

One of the laboratory markers of the acute phase of infection is low avidity
of antibodies, which expresses the strength of bonds between antigen and antibody.
The determination of avidity is based on fact that avidity in recent infections is low
because antibodies do not bind tightly enough to antigen and avidity increases when
the immune response matures. Quantitatively, it is expressed by the avidity index,
which determines what part of the antibodies (%) will remain bound in complex with

the antigen after incubation with chaotropic agent, in our case with guanidine solution.

The predictive value of the avidity index is not absolute, but it is useful in

addition to other parameters currently used to assess the stage of HIV infection.
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1. Cil prace

Cilem prace bylo zjistit, zda je mozné vyuzit stanoveni avidity protilatek proti
HIV jako vhodné metody pro odhaleni Casné faze infekce. Byl zvolen pfistup
modifikujici enzymatickou imunoanalytickou metodu, kterd se rutinn€ pouziva

k diagnostice protilatek HIV, s pouzitim guanidinu jako disociacniho Cinidla.



2. Uvod

V soucasnosti zije celosvétové asi 38 milionu lidi infikovanych virem HIV
a predpoklada se, ze od zacatku globalni epidemie jich uz 35 milion tomuto
onemocnéni podlehlo. Jde o celosvétovy zdravotni, ale 1 socioekonomicky problém.
Pandemie HIV/AIDS wupozornila nanerovnost v dostupnosti zdravotni péce,

ekonomické sile i pii ochrang zakladnich lidskych prav v jednotlivych zemich.

Nejvic postizenym mistem je Subsaharska Afrika, kde zije celosvétova vétSina
lidi nakaZenych virem HIV. Situace se diky globalni snaze feSit problematiku HIV
spoleénym Usilim mezindrodnich organizaci, vyrobci diagnostik a 1éciv zlepsila.
Vysledkem je snizeni nartstu trendu vyvoje v poctu novych piipadd, umrti,

transplacentarniho pfenosu infekce na déti a dalsich ukazatelt.

V teoretické ¢asti prace je popisovana taxonomie retrovirt, morfologické
vlastnosti viru HIV, jeho replikacni cyklus a zptsob Sifeni HIV infekce v populaci. Dale
jsou zde uvedena zakladni klinicka kritéria pro stanoveni diagnézy HIV/AIDS, popis
jednotlivych stadii onemocnéni, a predevSim moznosti laboratorni diagnostiky HIV

v CR.

Prakticka ¢ast je zaméfend na stanoveni a vyhodnoceni indexu avidity protilatek

proti HIV jako moZného ukazatele ¢asné faze infekce.



3. Historie

V roce 1981 popsal americky lékai Dr. Michael Gottlieb nékolik ptipadl zapalu
plic zpiisobeného Pneumocystis jirovecii (v té dobé jesté P. carinii), ktery byl
diagnostikovan u mladych homosexualnich muzt s horeckou, dramatickou ztratou vahy

a vazné poskozenym imunitnim systémem [1].

Na odhaleni virového ptivodce se pracovalo hlavné na dvou renomovanych
pracovistich vUSA a ve Francii. V USA pod vedenim profesora Roberta Gallo

a ve Francii v tymu profesora Luca Montagniera.

V roce 1983 se virus témeér soucasné podafilo obéma tymim izolovat. Doslo
ale k soupefeni ohledné prvenstvi objevu i o ndzev objeveného viru. USA ho
pojmenovali jako lidsky T-lymfotropni virus (HTLV III), protoze jevil n¢které spole¢né
charakteristiky s lidskymi onkogennimi viry HTLV I a Il, zatimco francouzsky tym ho

pojmenoval jako virus lymfadenopatie (LAV).

V roce 1988 ho Mezinarodni komise pro taxonomii virti pojmenovala jako virus
lidské imunitni nedostatecnosti (HIV). Prvenstvi ve sporu o objev viru HIV bylo v roce
1994 pfitceno francouzskému tymu vedenému Lucem Montagnierem, ktery byl v roce
2008 spolu se spolupracovnici Francoise Barré—Sinoussi ocenén Nobelovou cenou
za medicinu a fyziologii. Luc Montagnier navic v roce 1986 objevil v Zapadni Africe

druhy typ tohoto viru — HIV-2.

Rada druhti opic je infikovana ptibuznymi viry opi¢i imunodeficience (SIV),
které¢ pravdépodobné nevyvolavaji u svého hostitele onemocnéni a imunodeficienci.

HIV se do lidské populace pienesl z opic, HIV-1 ze Simpanzi a HIV-2 z mangabeji.

K ptenosu viru do lidské populace doSlo ziejmé jiZz pocatkem 20. stoleti.

Nejstarsi zdokumentovany piipad HIV-1 byl u lovce z Kinshasy z roku 1959 [2].

Zasadnim milnikem v boji s infekci HIV bylo objeveni ucinnych lekl, které
zabranuji mnozeni viru. Prvnim G¢innym Iékem byl azidothymidin (AZT), ktery byl
pouzivany od r. 1987. DalS§im vyznamnym krokem bylo pouZziti kombinované terapie,
tzv. vysoko ucinné antiretrovirové terapie (HAART), pouzivané od r. 1996. Ptestoze
infekci HIV lze velmi U¢inn€ zpomalit, dosud nebyl nalezen prostiedek k jejimu

vyléceni [3].
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4. Patogeneze HIV infekce

Virus HIV napadd buiikky imunitniho systému, pfedevs§im T-lymfocyty.
T-lymfocyty jsou bunky bilé krevni fady, vyvijejici se v thymu, kde probiha jejich
diferenciace a funk¢ni vyzravani. Nasledkem selekce (eliminace autoreaktivnich klont)
se do krve se dostava pouze cca 5 %, které se usidli v sekunddrnich lymfatickych

organech.

T-lymfocyty jsou zodpovédné za specifickou bunécnou imunitu. Podle funkce je

muzeme rozdélit na pomocné CD4+ a cytotoxické CD8+ T-lymfocyty.

Pomocné T-lymfocyty tvoti asi 55 % populace T-lymfocytt. Jejich ukolem je
pomahat ostatnim bunkdm imunitniho systému pii zneSkodnovani patogend.

Cytotoxické T-buniky usmrcuji infikované nebo nadorové transformované bunky.

Po nakaZeni virem HIV nastdva akutni faze infekce, kdy dochazi k intenzivnimu
mnozeni viru v CD4+ lymfocytech. Po nékolika tydnech hladina viru v krvi poklesne

a dojde k opétovnému zvyseni poctu Ty lymfocyta.

Infekce ptfechazi do bezptiznakové faze, kterd mize trvat i 10 let, béhem niz je
na jedné stran¢ infikovan a znicen velky pocet CD4+ T-lymfocyti, ale na druhé strané
jsou tyto ztraty kompenzovany produkci novych bunck. Po urcité dobé vSak dojde
k vyCerpavani schopnosti organismu tyto ztraty T-lymfocytl nahrazovat, dojde k
poklesu jejich mnozstvi, coZ se projevuje postupnym sniZenim imunity.

Nemoc se dostane do posledni faze tzv. syndromu ziskaného selhani imunity

(AIDS), kdy postupné selhavd imunitni systém a uplatiuji se bakteridlni, virove,

parazitarni a mykotické oportunni infekce, pfipadné€ 1 nddorovd onemocnéni.

Mnozeni viru a progresi onemocnéni do termindlniho stadia 1ze Gispé$né ovlivnit
antiretrovirovou terapii (ART). Laboratornim kritériem uspéSnosti 1écby je snizeni
virové naloze v krvi, vyjadiené poctem kopii HIV-1 RNA/ml, na nedetekovatelnou

nebo velmi nizkou hodnotu [4].

4.1. Struktura HIV

HIV je RNA virus z rodu Lentivirus (lat. lentus = pomaly — pomalu se rozvijejici

infekce) z Celedi Retroviridae.
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Patti do skupiny sexualné ptenosnych nemoci a vyskytuje se ve dvou typech
oznacovanych jako HIV-1 a HIV-2. HIV-1 je rozsifengjsi, zptsobuje 95 % infekci.
Virus HIV-2, s mirngj$im pribéhem onemocnéni, se vyskytuje pfedevsim v zemich

zapadni Afriky. Oba typy vedou v kone¢ném stadiu k onemocnéni AIDS.

Virion m& pramér 100 - 120 nm. Virovy obal je tvofen fosfolipidovou
membranou, do niz je zakotven transmembranovy glykoprotein gp41, ke kterému je
piipojeny povrchovy glykoprotein gpl120. Do obalu je z vnitini strany zakotvena
proteinova matrix, tvofend proteinem pl7. Kapsida konického tvaru, je tvofena
proteinem p24. Nukleoid se sklada ze dvou identickych jednotetézcovych vlaken RNA,
dale obsahuje proteiny p7, p9, p51 a enzymy (viz obr. 1) [5].

glvkoprotein gpl120
glvkoprotein gp41

HLAI
proteaza :
proteiny p7, p9
RNA ; :
integraza

lipidova

dvojvrstva
reverzni
transkniptaza

HLATI
kapsidovy protein p24 matrixovy protein p17

Obrazek 1 - Struktura virionu HIV (zdroj: upraveno podle https:/fotky-foto.sk/fotobanka/hiv-
virus-castice-struktura(4-40666623)/)

V genomu HIV bylo prokazanych 9 gentl, z nichz tfi jsou strukturni (gag, pol
aenv) aSest nestrukturnich, které maji regulacni funkci (tat, rev, nef). Organizace
genomu HIV je znazornéna na obr. 2. Podle variability genli gag a env se rozliSuje

nejméne 9 subtypt (A-1a O).

Ptehled funkeci jednotlivych genti HIV je uveden v tabulce 1 a 2.
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U3 R U5

LTR

p17

p24

— tat — B
—rev—|

vif env
pol [ [ver vpu / \
p7 \ gp120 gp41
p32
p11 integraza
proteaza 066

reverzni transkriptaza

Obrazek 2 - Organizace genomu HIV (zdroj: upraveno podle HIV 2011: Pathogenesis of HIV-

1 Infection, https://www.hivbook.com/category/part-1-the-basics/3-pathogenesis-of-hiv-1-

infection)

Tabulka 1 - Strukturalni geny HIV [6]

Gen a genovy produkt

Popis funkce

env (envelope)

gp 160

prekurzor env glykoproteinu

gp 120 vnéjsi env glykoprotein

gp 41 transmembranovy glykoprotein

gag (core)

p55 prekurzor gag proteind

p 24 kapsidovy protein (CA)

pl7 matrixovy protein (MA)
protein vazici se na nukleovou

p15p9p7 .
kyselinu (NA)

pol (polymerase)

p 66/51 reverzni transkriptaza (RT)

p 31 endonukledza/integraza

pll protedza
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Tabulka 2 - Regulacni geny HIV [6]

Gen a genovy produkt Popis a funkce

tat (transactivator)

” transaktivator virovych proteinti
p

rev (regulator of expression of virion proteins)

reguluje expresi virovych proteinti
p 19/20

vif (virion infectivity factor)

urcuje virovou infektivitu
p23

vpr neznama funkce

nef (negative factor)

redukuje virovou expresi
p 27

vpu (jen u HIV-1) morfologie a maturace

) nezndma funkce (snizeni
vpx (jen u HIV-2) satogenity?)

4.2. Replikaéni cyklus viru HIV

Zivotni cyklus viru za¢ind navazanim obalovych proteinii (gp120) na CD4
receptor, nachazejici se na povrchu hostitelské buniky. CD4 znak se vyskytuje pfevazné
na lymfocytech, v menS§i mife na makrofazich a monocytech. K vazbé jsou nutné
koreceptory (chemokinové receptory CXCR4 a CCRS) na povrchu cilovych bunék.
Vytvofenim této vazby dojde ke konformacni zméné, po niz dochdzi k fuzi virové a
bunééné membrany, ¢imZ se umozni prinik kapsidy s virovou RNA do hostitelské
buiiky. Po vstupu do bunky dochdzi k uvolnéni virového genomu a nasledné reverzni
transkripci  virové RNA za vytvofeni dvoufetézcové DNA enzymem reverzni
transkriptaza. Vznikla DNA je vlozena enzymem integrazou do DNA hostitelské buiiky.
Takto zabudovana virovd DNA je oznacovana jako provirovd DNA. Provirus miize byt
aktivni ihned nebo zistat v necinnosti i po dobu né¢kolika let. V ptipad¢ aktivace je
virovda DNA transkribovana do molekul RNA, které slouzi k syntéze virovych proteint
anove virové RNA. Nasledné se vytvati nové virové Castice, které se pucenim uvoliuyi

z buniky. Nov¢ vznikly virus dozrava a dosahuje plné infekénosti (maturace) [7].
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V soucasnosti existuje velmi uspéSna terapie infekce HIV, kterd je zaméiend
na inhibici nékterych krokti Zivotniho cyklu viru, jde zejména o zabranéni vstupu viru
do bunky, inhibici reverzni transkriptdzy, integraci do bunééné¢ho genomu nebo inhibici
protedz, které se podileji na vytvareni infekéni virové Castice (viz obr. 3). Pfesto je
dosud HIV infekce nevylécitelna, protoze neni zplsob, jak postihnout klidové CD4+

lymfocyty s integrovanou virovou DNA [3].

Virion HIV nese 2 kopie RNA

Puceni vi bunék
Obalovy protein HIV vaZe CD4+ receptor a chemokinovy al;?;;;;:;:iz une
receptor na povrchu bufiky virovych Eastic
Tvaorba novych virovych
Eastic

il
Translace

Inhibitory vstupu vir. proteinti

Fuze vir. obalu s buné&&nou

membranou a vyklopeni
nukleokapsidy do bufiky

Reversni
transkripce
vir. genomu

| Vstup do jadra

M\’ bun&éné jadro

LAVN

i
Integrace provirové DNA do |
‘hnsmslsk ho genomu \

Inhibitory integrazy

Obrazek 3 - Replika¢ni cyklus viru HIV a moZnosti farmakologické intervence (zdroj:
upraveno podle Nature reviews) [7]

4.3. Stadia HIV infekce

Dospélé infikované osoby lze podle klasifikace Centra pro kontrolu nemoci
v Atlant¢ (CDC) zaradit do tii klinickych kategorii oznaCovanych pismeny A, B, C
a k nim prifadit laboratorni kategorii 1, 2 nebo 3 v zavislosti na po¢tu CD4+ lymfocyti.
Vznika tak devét moznych kombinaci (Al, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2, C3), které

odrazi klinicky stav pacienta.

Stadium A. Akutni primdrni infekce (primoinfekce). V prubéhu 2-6 tydnt
po infikaci virem se u postizenych objevi prvni ptiznaky infekce. Primoinfekce Casto
probihd pod obrazem chiipkového onemocnéni. Mezi Casté piiznaky patii zdufeni

lymfatickych uzlin, horecka nad 38 °C, prjem, no¢ni poceni, zanét hltanu, bolesti
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hlavy. Tyto symptomy zpravidla spontdnn¢ odezni do 1-3 tydnt. Pfiblizn€ do 2 tydnti se
v krvi objevi p24 antigen a nasledn¢ dochazi k tvorbé protilatek proti HIV. Asi u 30-
50 % nakazenych, infekce probiha bez klinickych ptiznaki [8].

Po odeznéni akutni infekce zacina asymptomatickd faze onemocnéni, trvajici

u nelécenych osob obvykle 2-8 let.

Stadium B. Symptomatické stidium infekce zahrnuje nckteré nespecifické
piiznaky trvajici déle nez mésic. Jedna se o tzv. malé oportunni infekce a dalsi stavy,
kam fadime napf. orofaryngealni kandidézu, kandidovou wvulvovaginitidu, oralni
leukoplakii, herpes zoster, horeCcku nebo prijem trvajici déle nez mésic, cervikalni

dysplazii nebo karcinom in situ.

Stadium C. Klinicky rozvinuté stadium nemoci — AIDS. Posledni stadium
nemoci se u nelécenych pacientl objevuje po zhruba 10 letech. V tomto stadiu nemoci
je jiz imunitni systém nemocného rozvracen. Z toho divodu se vyskytuji rtzné

oportunni infekce a nadorova onemocnéni.

Mezi nejcastéji se vyskytujici onemocnéni patii pneumocystovd pneumonie,
encefalitida vyvoland mikroorganismem 7Toxoplasma gondii, generalizovand infekce
virem Herpes simplex, cytomegalovirova retinitida, tuberkuléza (i mimoplicni),
chronicka kryptosporidioza, HIV encefalopatie nebo wasting syndrom. NejcastéjSim

nadorovym onemocnénim ve stadiu AIDS je Kaposiho sarkom [9].

Dalsi klasifikacni schéma, zalozené vyhradné na klinickych aspektech
onemocnéni, vypracovala Svétova zdravotnickd organizace, v Ceské republice se vSak

nepouziva [10].
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5. Epidemiologie
5.1. Situace v CR a v Evropé

V Evropé je vyskyt novych ptipada HIV infekce rozdilny (viz obr. 4). Staty
zapadni Evropy maji rocné 5-10 ptipadti na 100 000 obyvatel. Mnohem horsi situace
je ve vychodoevropskych zemich, kde je vyskyt novych ptipadd vyssi nez 20 na

100 000 obyvatel (Bélorusko, Ukrajina, Moldavie, Rusko).

 — 1Y
[ 20-43
= 50-33
108-135
B 10,0433 . B .
B 50,0 vice . — T Zddrej ECDC

Obrazek 4 - Nové ptipady infekce HIV v roce 2018 v Evropé, relativni udaje na 100 000
obyvatel (zdroj ECDC)

Ceska republika patii k zemim, kde aktualné evidujeme méné nez 2 nové
ptipady HIV na 100 000 obyvatel ro¢né. Celkovy pocet hlagenych p¥ipadi HIV v CR od
zacatku sledovani, tj. od roku 1985 do konce roku 2019, byl 3590 osob, z nichz 465 jiz
zemfelo a 674 dospélo do stadia AIDS [11]. AZ do roku 2002 byl vyskyt novych
ptipadu HIV nizky. Od r. 2003 dochazelo k soustavnému narustu po¢tu novych ptipadi
s vrcholem v roce 2016 s 286 piipady. Narist se tykal pouze muzii, pocet Zen je setrvale
na nizké urovni mezi 20 az 25 ptipady rocné. Ve tiech poslednich letech (2017 — 2019)

byl zaznamenan vyrazné nizsi pocet nove diagnostikovanych osob (obr. 5).

17



et

)

absolutni po

350 -

300 A

250 A

200 -

150 ~

[y

180
146

=

153

212

23537

286
266

254

22
208

100

50 A

M oo
——

1990 =

1986 == 3

1987  '®
1988 [ &
1991 B

1992 == 3

1993 E= N

1994 = &

1995 === &

1996 e Y1

1997 s &

1998 = &

1999 T ¥

2000 === &
2001 === &

2002 e 4

2003 [ &

2004 [ N

2005 === 8

2006 2

1985 j w
1989
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019

rok
Obrizek 6 - Poéty novych piipadii infekce HIV v CR v jednotlivych letech, absolutni Gdaje
k 31. 12. 2019 (zdroj SZU)
Cizinci s trvalym pobytem (rezidenti) se v CR vyznamné podileji na poétu nové
potvrzenych piipadl. Za poslednich 12 let je to v priméru 29 % (obr. 6). Zemi ptivodu

je nejéastéji Slovensko, Ukrajina, Rusko a Polsko.
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Obrazek 5 - Nové ptipady HIV v CR podle zemé ptivodu, absolutni pocty a relativni
zastoupeni v obdobi 1. 1. 1995 —31. 12. 2019 (zdroj SZU)
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Podil jednotlivych stadii (akutnich, asymptomatickych, symptomatickych
non-AIDS a klinickych ptipadi AIDS) v dobé zachytu v letech 2000 — 2019 ukazuje
obr. 7. Pocet akutnich piipadl se dlouhodobé vyrazn€ neméni a pohybuje se mezi 10 -
20 %. Zavazny je podil tzv. pozdnich zachytl (symptomaticky non-AIDS a AIDS),
ktery se dlouhodobé pohybuje mezi 15 - 20 %. Za rok 2019 to v absolutnich ¢islech
znamend 28 pacientdl ve stadiu akutni infekce, 53 v asymptomatickém,

11 v symptomatickém non-AIDS a 30 ve finalnim stadiu onemocnéni AIDS.
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70% -
60% *

30% 7

podil

40% -
30%
20% +

10% -

0% -

| m AIDS @ sympt. non-AIDS B asymptomaticke | akutni |

Obrazek 7 - Nové ptipady HIV v CR podle stadia v dobé zachytu, relativni zastoupeni v obdobi
1. 1.2000 — 31. 12. 2019 (zdroj SZU)

5.2. Cesty prenosu

Podil jednotlivych zplsobii pienosu se v zemich Evropské unie/ Evropského
hospodatského prostoru (EU/EEA) vyrazné lisi (obr. 8). V Ceské republice tvofi
sexualni pfenos, at’ uZz homosexudlni nebo heterosexudlni, vice nez 90 % nové
diagnostikovanych HIV pozitivnich ptipadi (obr. 8). Trvale dominuje homosexualni
prenos u muz majicich sex s muzi (MSM), ktery tvofi kumulativné od r. 1986 za celou
dobu sledovani 67 % z celkového poctu nové diagnostikovanych pacientl. Vstupni
branou infekce je sliznice koneCniku nebo pohlavniho Ustroji. Nejvyssi riziko

pfedstavuje receptivni andlni styk.
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Obrazek 8 - Nové diagnostikované pfipady HIV v EU/EEA v r. 2018 podle zemi a zpiisobu
prenosu v procentech (zdroj: ECDC/WHO, HIV/AIDS Surveillance in Europe 2018)
Heterosexualni pfenos tvoii kumulativné 25 % piipadi. Nejméné se uplatiiuje
pifenos prostfednictvim injekéniho uzivani drog s méné nez 5 %. Data za rok 2019 jsou

uvedena na obr. 9.
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Obrazek 9 - Rozdéleni HIV pozitivnich piipada v CR podle zptisobu pienosu, udaje za rok
2019 (zdroj SZU)
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K parenteralnimu pfenosu by mohlo dojit sdilenim injekénich jehel, stiikacek
aroztokil u intravendznich narkomanti, podanim infikované krve a krevnich derivatu,
nebo pii krvavém poranéni infikovanou jehlou ¢i jinym piredmétem, pokud nebyl

zajistén spravny asepticky postup (nesterilni tetovaci jehly, akupunktura, piercing).

Podil pienosu viru HIV prostiednictvim injekéniho uZivani drog je v CR setrvale
nizky. Riziko pfenosu sdilenim injekcnich jehel, roztoki a tzv. parafernalii je snizovano
diky preventivnim programiim nabizejicim vymény pouzitych jehel v nizkoprahovych
kontaktnich centrech. Riziko pfenosu infekce HIV podanim kontaminované transfuze
&i krevnich derivatd je v CR diky diikladnému testovani snizen na minimum. Vysetieni
nukleové kyseliny (NAT) zatim v CR povinné neni, aviak &tyii transfuzni stanice jiz
timto zpiisobem provadéji screening darcti. Od roku 1988, kdy byl v CR detekovan
prvni ptipad HIV pozitivniho darce krve, do konce roku 2019 bylo v souvislosti s

darcovstvim krve odhaleno 98 HIV pozitivnich osob. [12]

Vertikalni pifenos infekce zmatky dit¢ je zdivodi zavedeni povinného
screeningu té¢hotnych Zen ojedinély. Od roku 1990 bylo odhaleno 110 gravidnich HIV
pozitivnich Zen (obr. 10), pficemz na celkovém poctu rodi¢ek se vyznamné podili
cizinky s dlouhodobym pobytem. Riziko vertikalniho pienosu se snizuje podavanim
antiretrovirové 1écby HIV pozitivnim matkam, planovanym porodem vedenym
cisafskym fezem a profylaktickym podavanim antiretrovirové terapie novorozenciim
prvnich 4-6 tydna Zivota. K pienosu HIV muze dojit 1 pii kojeni, proto se po porodu
zastavuje laktace. Z celkového podtu déti narozenych v CR byla diagnostikovana HIV
pozitivita u 6 déti (obr. 10). Jednalo se zpravidla o nesledovanou graviditu bez fadné

TEHOTENSTVI U HIV POZITIVNICH ZEN
fobéané CR a cizinci 5 dlouhodobym pobytem)
Absolutni udaje ke dni
31.12. 2019

POROD NOVOROZENCI
215 220
/ (dvojcata 5x)
TEHOTENSTVI | POTRAT HIV STATUS
271 umelé ukonceni 40 pozitivni 6
(rutinni testovani 110 spontanni 12 negativni 168
neuzavieny 26
neznamy 20
o
OCEKAVANY POROD D_ETl NAROZENE PRED i
4 ZJISTENIM HIV POZITIVITY !
U MATKY !
pozitivni 4 3
NRL AIDS 1

Obrazek 10 - Absolutni pocty té¢hotenstvi u HIV pozitivnich Zen, kumulativni Gdaje k
31.12.2019 (zdroj SZU)
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zajiStovaci terapie.
6. Prevence Sireni HIV infekce

Preventivni aktivity pfedstavuji dulezity néstroj k snizeni vyskytu a §ifeni

rizikového chovani ve spole¢nosti.

Lze ji rozdélit na primarni, sekundarni a tercidrni. Cilem primarni prevence je
predchazet vzniku rizikového chovani u osob, u kterych jesté k rizikovému chovani

nedoslo, ptipadné oddalit jeho vznik.

Sekundarni prevence je zaméfend na predchazeni vzniku, rozvoji a pretrvavani
rizikového chovani u osob, které jsou jiz rizikovym chovénim ohroZené. Podstatou

je v€asna diagnostika a zabranéni progrese vyvoje nemoci.

Terciarni prevence je zaméfend na pacienty v rozvinutém stadiu onemocnéni,
s cilem omezit progresi onemocnéni. Patii sem lécba, udrzeni kvality Zivota i snaha

o jejich reintegraci.

Vzhledem ktomu, ze dosud neexistuje vakcina proti viru HIV, snazi se

jednotlivé epidemiologické ptistupy branit Siteni viru HIV podle zptsobu ptenosu.

Prevence je realizovana prostfednictvim informac¢nich materiali, poradenstvim,
poucenim o snizovani rizika predevsim pouzivanim kondomt, vyménou pouzitych jehel
a stifkadek a v neposledni fadé 1é¢bou HIV pozitivnich osob. Usp&sna 1é¢ba snizuje
virovou naloZ na minimum, takZe HIV pozitivni osoba piestava byt zdrojem infekce.

v

Nejvyssi riziko prenosu predstavuje homosexudlni styk. Kromé& obvyklych
preventivnich opatfeni se osobam s rizikovym chovdnim doporucuje 1 tzv. pre-expozi¢ni

(PrEP), eventualné postexpozi¢ni profylaxe (PEP).

PrEP je urcen ke snizovani rizika pfenosu infekce na HIV negativni osoby, které
maji sexualniho partnera s aktivni HIV infekci, nebo, u kterého neni dosazeno 1é¢bou
adekvatni  virové suprese, pfip. pro osoby svysokym rizikem nakazy
jako je pohlavni styk s HIV pozitivni osobou a nechranény pohlavni styk s osobou,
kterd méa vice sexudlnich partnerti. Maximalni ochrany pfed HIV je dosazeno po
dvoutydennim uZivani. PrEP nechrdni pfed ostatnimi pohlavné pfenosnymi nemocemi,
proto je doporucovano jeho uzivani spolu s pouZivanim kondomu. Aby se doséhlo co

v

nejvyssi ucinnosti, uziva se pravidelné po celou dobu trvéni rizika.
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Postexpozi¢ni  profylaxe (PEP) oznaCuje vyuziti antiretrovirotik po
jednorazovém piipadu vysoce rizikového chovani, aby se zabranilo mnozeni viru HIV a
jeho Sifeni v téle. Aby byla terapie antivirotiky U¢inna je nutné ji zahajit co nejdfive,
a to nejlépe do jedné hodiny po expozici, ale nejpozdéji do 72 hodin po ni. Doporucuje

se podani trojkombinace po dobu ¢tyf tydnti.

U intravendznich uzivateli drog je prevence zaméfend jak proti samotnému
Siteni jevu narkomanie, tak i k snizovani rizika ndkazy HIV, hepatitid a dalSich

infekénich nemoci.

V CR je trvale kolem 100 nizkoprahovych zaiizeni, ktera jsou zaméfena
zejména na intraven6zni uzivatele drog. Vroce 2018 bylo vramci vyménnych

programi vydano 6 932 269 jehel a stiikacek. [13]

Prevence ma ve strategii boje proti Sifeni viru HIV zdsadni roli, piestoze efekt
vCasného zahdjeni 1€cby a preexpozi¢ni a postexpozi¢ni profylaxe velmi u¢inn¢ brani

Siteni HIV.
6.1. Antiretrovirova terapie

ART se zahajuje co nejdiive po potvrzeni HIV pozitivity pacienta, pficemz se
vyuziva lé€ba pomoci kombinace U€innych latek v jedné tableté [14].

Klinické studie prokézaly, Ze lé€ba kombinaci antiretrovirotik je daleko

vvvvvv

Cilem lécby je dlouhodobd suprese replikace viru HIV, prodlouzeni
bezptiznakového obdobi, snizeni vyskytu oportunnich infekci a regenerace imunitnich
funkci. SniZzeni morbidity a mortality spojené s HIV vyznamné pfispiva k prodlouZeni
a zlepSeni kvality Zivota. Studie HPTN 052 (Lécba jako prevence), publikovana v roce
2011, prokazala, Ze pokud je HIV pozitivni osoba U¢inné lé¢ena pomoci ART, je
minimalni ptedpoklad, Ze svého HIV-negativniho partnera nakazi [16].

K nejcastéjSim nezddoucim ufinkiim terapie patii toxicita ucinnych latek nebo
vznik virové rezistence.

Podle mechanizmu G¢inku lze ART rozdélit do 6 skupin (viz tabulka 3).
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Tabulka 3 — Vycet jednotlivych skupin antivirotik a jejich zastupci

Lékova skupina

Lécivo

Nukleosidové/nukleotidové inhibitory
reverzni transkriptdzy (NRTI/NtRTI)

zidovudin, lamivudin (3TC), emtricitabin
(FTC), abacavir (ABC), tenofovir
disoproxil fumarat (TDF), tenofovir
alafenamid fumarat (TAF)

Nenukleosidové inhibitory reverzni
transkriptazy (NNRTI)

efavirenz, etravirin, rilpivirin, doravirin,

Inhibitory proteaz (PI)

atazanavir, fosamprenavir, darunavir
(DRV), ritonavir (r)

Inhibitory faze (FI)

enfuvirtid

Inhibitory integrazy (INSTI)

raltegravir (RAL), elvitegravir,
dolutegravir (DTG)

Inhibitory vstupu (EI)

maraviroc

Zakladni kombinaci ART lze vyjadrit vzorcem: [1 NRTI + 1 NNRTI] nebo

2 NRTI + INSTI nebo PI/r. (viz tabulka 4)

Tabulka 4 - Antiretrovirotika pro zakladni kombinaci [3]

NNRTI NRTI INSTI Pl/r

TDF ABC DTG DRV/r

TAF FTC EVG/cobicistat DRV/cobicistat
3TC RAL
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7. Laboratorni diagnostika HIV

7.1. Organizace testovani HIV v CR

Dle zdkona ¢. 258/2000 Sb., O ochrané vetejného zdravi (§ 71), lze provést
vySetieni na pfitomnost HIV jen se souhlasem fyzické osoby. Za urcitych podminek lze
ale provést vySetfeni 1 bez souhlasu fyzické osoby, nebo v ptipad¢ darcovstvi, se jedna
o predpokladany souhlas s povinnym vysetrenim. U darci krve, tkani, organi
a spermatu se provadi povinné vysetfovani na virus lidského imunodeficitu pfi kazdém
darovani. U darkyn mateiského mléka se provadi povinné vysetfovani na virus lidského

imunodeficitu jednorazové, pred zapocetim darcovstvi.
Bez souhlasu fyzické osoby je mozné provést test na virus lidského imunodeficitu:
a) u t¢hotnych zen,

b) u fyzické osoby, ktera ma poruchu védomi a u niz vySetieni na virus lidského
imunodeficitu je vyznamné z hlediska diferencidlni diagnostiky a léceni

bez provedeni tohoto vySetfeni mize vést k poskozeni jejiho zdravi,

¢) u fyzické osoby, které bylo sdéleno obvinéni z trestného ¢inu ohrozovani
pohlavni nemoci véetné nemoci vyvolané virem lidského imunodeficitu nebo
z trestného Cinu, pfi kterém mohlo dojit k pfenosu této ndkazy na jiné fyzické

osoby,
d) u fyzické osoby, kterd je nucené lécena pro pohlavni nemoc. [17]

Laboratorni vySetieni mtizeme rozdélit do tii skupin:

1) Zakladni vysetreni. Patfi sem povinné testovani darc a té¢hotnych Zen (viz
vyse), vySetfeni indikovana lékafem, kam patii napt. predoperacni vySetieni,
vySetieni na vlastni zadost, kdy méd zajemce o testovani moznost zvolit si
vySetieni pod jménem nebo anonymné. Jednd se o jedinou vyjimku, kdy zakon
povoluje anonymni testovani. Dilezitou soucasti preventivnich programii je
testovani osob v rizikovych skupinach (oblast komeréniho sexu, injekéni

uzivatelé drog, v€zni atd.).

2) Konfirmacni vySetieni. VSechna vysetiujici pracovisté maji zdkonnou povinnost

posilat reaktivni vzorky ke konfirmaci do Narodni referen¢ni laboratoie
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pro HIV/AIDS (NRL pro HIV/AIDS). Pouze vysledek ovéieny dal§imi testy dle

algoritmu konfirmacniho vySetieni je mozné oznacit za pozitivni.

3) Specialni vysetieni. Do této skupiny patii vySetfeni virové néloze, tj. stanoveni
mnozstvi viru v ml plazmy, zpravidla pomoci polymerazové tfetézové reakce.
Tento test umoziuje monitorovat prib¢h infekce a efektivitu 1écby HIV.
K dalsim vySetfenim v této kategorii patii stanoveni rezistence Vvuci
antivirotikiim, urceni subtypu nebo zjisténi tropismu HIV. Indikace specidlnich

vySetfeni je vyhrazena pro specializovana klinicka pracovisté (HIV centra).
7.2. Diagnostické metody

Laboratorni diagnostika HIV je zalozena na stanoveni protilatek, p24 antigenu
nebo virové nukleové kyseliny. Piiblizné za tyden od expozice je mozné infekci HIV
prokazat stanovenim virové RNA v plazmé. Za dal$i tyden se zpravidla objevuje
antigen p24. Protilatky jsou obvykle detekovatelné po tfech tydnech, dynamika
protilatkové odpovédi je vSak individualni, proto ma negativni vysledek testu zpocatku
nizkou negativni prediktivni hodnotu, kterd naristad s casem. Dva mésice od posledniho
rizika nadkazy (nechranény sexudlni styk, profesionalni expozice, injekéni aplikace drog
atd.) je pravdépodobnost spravnosti negativniho vysledku cca 95 %, po tfech mé&sicich
dosdhne 100 %. Tii mésice po infekci virem HIV jsou prokazatelné protilatky vSemi
pouzivanymi testy. Kazdy test ma vSak urcitou miru nespecifity (v tadu desetin
procenta). Z tohoto divodu je nutné kazdy vzorek s reaktivnim vysledkem potvrdit

dal$im (konfirmacnim) vysetfenim.
7.2.1. Primy prukaz

Metody jsou zaloZeny na piimém prikazu viru nebo jeho casti ve vzorku

pacienta. Patii sem testy pro detekci p24 antigenu a virové nukleové kyseliny.
7.2.1.1. Antigen p24

Antigen p24 l1ze obvykle detekovat v séru dva tydny po nakazeni pacienta virem
HIV. Jeho ptitomnost odrazi intenzivni mnoZeni viru. Detekce antigenu p24 umoziuje
casnou diagnézu v dobé pfed nebo behem sérokonverze. Nékolik tydnti (cca 8-10

tydnil) po infekei jiz nelze antigen v krvi detekovat [18]. Jeho znovuobjeveni je jednou
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ze zndmek progrese infekce [19]. K prikazu antigenu p24 se nejcastéji pouziva
enzymova imunoanalyza. Existuje metoda pro samostatny prukaz antigenu p24 nebo
test kombinujici prikaz antigenu a protilatek. Antigen p24 piitomny ve vzorku se vaze
s protilatkami navazanymi na pevné fazi. Promytim se odstrani nenavazané slozky.
Na zachyceny antigen se vazou protilatky proti p24 znacené biotinem. Nasleduje
promyvaci krok. Vytvofeny komplex se oznaéi streptavidinem konjugovanym
s alkalickou fosfatdzou. V kone¢ném detekénim kroku se do reakéni nadobky
opakovan¢ aplikuje substrat (4-methylumbelliferylfosfat). Konjugovany enzym
katalyzuje hydrolyzu tohoto substratu na fluorescencni produkt (4-methylumbelliferon),
jehoz fluorescence se méii pii 450 nm. Intenzita fluorescence je pfimo Umérna
koncentraci p24 ve vzorku. Specifitu stanoveni antigenu p24 lze ovéfit konfirmacnim
testem, ve kterém se antigen ve vzorku pfed vySetfenim neutralizuje piidanou

protilatkou.

Screeningové testy ¢tvrté generace vyuzivaji souCasné stanoveni antigenu p24,
protilaitek anti HIV-1 a anti HIV - 2. Kombinovany test zkracuje féazi tzv.

diagnostického okna pfiblizné o tyden.

7.2.1.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je vicekrokova enzymaticka metoda, kterd umoznuje po predchozi reverzni
transkripci, exponencialni amplifikaci specifického tiseku DNA vymezeného dvojici
pouzitych primert. PCR reakce probihd v termocykléru, v némz postupné dochazi diky
cyklickym zménam teploty k denaturaci DNA, pfisednuti primert, a nakonec s vyuzitim

DNA polymerazy k syntéze nové DNA.

Prib¢h PCR:

1. Denaturace - zahtatim na teplotu 92 — 95 °C dochazi k disociaci dvouvldknové
DNA na jednotlivé fetézce (ssDNA).

2. Nasednuti primerti (annealing) — pii zchlazeni na teplotu v rozmezi 45-60 °C
dojde ke specifickému navazani  primert  (kratkych  oligonukleotidit)
na komplementarni sekvenci DNA. Tato faze je nejdilezitéjsi, protoze
na spravném navazani primera zavisi specifita a citlivost celé PCR.

3. Elongace — probiha vétsinou pii 72 °C, coz je optimalni teplota pro ¢innost DNA

polymerédzy. Béhem této faze dochdzi od 3 - konce primera k vlastni syntéze
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novych fetézcii DNA. Reakce je katalyzovana termostabilnim enzymem Taq

DNA polymerazou.

7.2.2. Nepiimy prikaz

Tyto metody umoziuji detekei protilatek vytvorenych jako odpovéd organismu
na pritomnost viru. Metody zaloZzené na nepifimém priikkazu se pouzivaji u zakladniho

1 konfirmacéniho vySetieni.

Moderni imunoanalytické metody dosahuji zvySeni citlivosti znacenim jedné
z reagujicich slozek. Znackou miize byt vhodny enzym (enzymova imunoanalyza),
fluorescen¢ni nebo chemiluminiscen¢ni latka (fluorescen¢ni nebo chemiluminiscen¢ni

imunoanalyza), popt. dalsi.

7.2.2.1. Metody enzymové imunoanalyzy (EIA)

Enzymova imunoanalyza je citlivdA imunochemickd metoda, ktera vyuziva
k detekci antigenu nebo protilatek pevné faze usnadiujici oddéleni vazanych a volnych
znacenych slozek reakce. Jako pevné faze se uzivaji riizné plastové materidly —
zkumavky, jamky mikrotitratnich desticek, magnetické Castice, na které se adsorbuje
antigen v ptipad¢ stanoveni protilatek (nebo protilatka v ptipad€ stanoveni antigenu).
K takto vzniklému imunosorbentu se ptidd vySetfovany vzorek nebo kontroly. Pokud
jsou ve vzorku pfitomné protilatky, dojde k vazbé na imunosorbent. Nenavdzana cast
vzorku se promytim odstrani. Vznikly imunokomplex se prokazuje riznymi zpisoby,
nejcastéji pomoci druhé protilatky proti lidskym imunoglobulinim znacené¢ enzymem
(konjugat). Po inkubaci je nenavdzany konjugat odstranén promytim. Nasleduje ptfidani
substratu s chromogenem. Pfitomny enzym katalyzuje pfeménu substratu za vzniku
barevného produktu. Enzymatickd reakce se po stanoveném Case zastavi hydrolyzou
enzymu piidanim kyseliny. Barevny vysledek reakce se odecita spektrofotometricky,
absorbance produktu je pfimo Umérna mnozstvi protilatek. Test se vyhodnocuje

dle navodu vyrobce.

Alternativni uspotfadani EIA testu jako je blokacni nebo neutralizacni se

v komerc¢nich EIA testech zpravidla nepouzivaji.

28



Obrizek 11 - ELISA — odeget vysledkt spektrofotometrem (zdroj SZU)

7.2.2.2. Westernblot

Virové proteiny jsou rozdéleny v pfitomnosti detergentli na polyakrylamidovém
gelu v elektrickém poli podle jejich molekulové hmotnosti. V dalSim kroku jsou
rozdélené proteiny elektroforeticky pieneseny na nitrocelulozovou membranu.

U komer¢nich testi tuto fazi provadi vyrobce.

Vlastni vySetfeni spocivd v inkubaci virovych antigenli zachycenych
na nitrocelul6zovém nosici s vySetrovanym vzorkem. Pokud jsou ve vzorku pfitomny
protilatky dojde k jejich navazani na odpovidajici antigeny. Po vymyti nenavazanych
slozek nasleduje inkubace s konjugatem a po promyti je piidan substrat s chromogenem.
Nerozpustny chromogen zlstavd v misté reakce antigenu s protilatkou a vytvaii
na nitrocelul6zovém nosi¢i barevny prouzek (viz obr. 12). Po promyti a vysuSeni se
provadi vyhodnoceni vysledkti podle navodu vyrobce (dle doporuceni CRSS -

Consortium for Retrovirus Serology Standardization).
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Obrazek 12 - Snimek plné rozvinutého vzorce protilatkové odpovédi anti-HIV-1,
test New LAV Blot (Biorad)

7.2.2.3. Rychlé testy

Jde o orientacni testy poskytujici vysledek zpravidla do 20 minut. Primarnim
materidlem je nejCastéji kapilarni krev nebo sliny. Testy jsou zaloZeny na principu
imunochromatografického priikazu protilatek proti antigenim HIV-1 a HIV-2
na nitrocelul6zové membrané. Vyhodnoceni testu se provadi na zdklad¢ ptitomnosti
nebo nepfitomnosti barevnych detekénich linii nebo tecek. Odecet zahrnuje detekci
specifické testovaci linie prokazujici na pfitomnost HIV-1/HIV-2 protilatek i kontrolni
linie, ktera slouzi k ovéteni funk¢énosti testu a kontrole spravnosti jeho provedeni (viz
obrazek 13). Tyto testy jsou urCeny pro pouziti proskolenym zdravotnickym
personadlem. Jen nékteré znich Ize vyuzit ipro sebetestovani, protoze musi mit
odpovidajici CE certifikaci. Reaktivni vysledek rychlych testl rovnéZz podléha zakonné

povinnosti konfirmace v NRL pro HIV/AIDS.
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| oy
Obriazek 13 - Anti-HIV reaktivni vysledek - rychlotesty od n&kolika vyrobcii (zdroj SZU)
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8. Sérologické metody stanoveni ¢asné faze HIV-1 infekce

Identifikace pacientd v akutni fazi infekce HIV je v ptipad¢ tohoto chronického
a dlouhodob¢ latentné perzistujiciho onemocnéni dulezitd z nckolika divodu.
Z epidemiologického hlediska umoziuje predevsim kvalifikovany odhad incidence
onemocnéni v populaci. Tato informace je klicova pro zajiSténi cilenych preventivnich
programt v rizikovych skupinach a je také dulezitym ukazatelem efektivity jiz

zavedenych opatfeni.

Na urovni jednotlivych pacientl je v pfipad¢ akutni nebo recentni infekce
prilezitost pro cilené trasovani kontaktd v zajmu sniZzeni moznosti dalSiho S$ifeni
onemocnéni. Analyzy dynamiky pienosu HIV v ramci subpopulacnich studii potvrdily,
ze zdrojem infekce jsou predevSim pacienti ve velmi casném stadiu, které je
charakteristické vysokou virovou nalozi [20]. Pokud by byli nové infikovani jedinci

vcas identifikovani a okamzité 1éCeni, vyrazné by se snizil pocet novych ptipada [21].

V soucasnosti se za ,zlaty standard® pro stanoveni recentni infekce HIV
povazuje longitudindlni sledovani a opakované testovani inicidlné negativni kohorty
rizikovych jedincti jakymi jsou muZzi majici sex s muzi, injekéni uzivatelé drog nebo
sexualni pracovnici. Realizace tohoto pfistupu je vSak casov€ i1 finan¢n¢ naroc¢na.
které se mohou kombinovat vysledky né¢kolika metod. Sérologicky testovaci algoritmus
pro neddvnou HIV sérokonverzi (STARHS — The Serological Testing Algorithm
for Recent HIV Seroconversion) je oznaceni pro soubor laboratornich technik, které 1ze

pouzit k odliSeni akutni (méné nez 6 mésicii trvajici) a chronické infekce.

Béhem velmi rané faze infekce HIV dochézi nejdiive k lokalni replikaci v misté
vstupu do organizmu a nésledné k vysoké virémii, obvykle béhem druhého az tfetiho
tydne po expozici. Prikaz virové RNA bez detekovatelnych protilatek je jasnou
znamkou velmi Casné infekce, v praxi vSak byvaji tyto zachyty ndhodné, nejcastéji
u darct krve nebo plazmy. Proteinova slozka virového jadra, antigen p24, je obvykle
detekovatelna jiz béhem nékolika dnii od nastupu virémie. S rozvojem protilatkové
odpovédi hladina volného antigenu klesa a stdva se neméfitelnou. Detekce p24 antigenu
v nepfitomnosti anti-HIV protilatky mize byt také pouzita jako marker nedavné
infekce, ale jeho pfitomnost je kratkodoba (1-2 tydny), a proto ma omezené pouZiti.

U nelécenych pacientl dochazi v prubéhu 8-10 let v souvislosti s progresi onemocnéni

32



a destrukci hostitelského imunitniho systému k opétovné nadprodukci p24 antigenu

a sv&dci to o Spatné prognodze.

PocateCni imunitni odpovéd ve formé virové specifickych IgM protilatek
je variabilni co do intenzity i trvani a obvykle vrcholi béhem 1-2 tydnua a klesa o dalsi
1-2 tydny pozdéji. Soucasné se vyviji dlouhodobé protilatkova odpovéd ve tiidé IgG.
V prubéhu nékolika mésicti dochazi k postupnému zvysSovani titru anti-HIV-1, coz je
premisou pro nékteré sérologické testy k identifikaci recentni faze infekce. Patii mezi né
1 jeden z prvnich pouzivanych testil, tzv. enzymové imunoanalyzy se snizenou citlivosti
(Less  Sensitive Enzyme Immunoassays, LS-EIA), znamé také jako
nrozladény“/“detuned test [22]. Hodnoceni tohoto testu vychazi z predpokladu,
ze nedavno infikovani jedinci budou mit nizs$i hladiny protilatek proti HIV-1 ve
srovnani s pacienty po plné sérokonverzi. Citlivost testu je snizena fedénim vzorku az
do hodnoty 1:20 000 a zkracenim inkubacni doby. Neddvna infekce je potvrzena
v ptipadé, ze HIV-1 konfirmacné pozitivni vzorek dava negativni vysledek pfi testovani
v podminkdch LS-EIA. Testy ztéto skupiny, HAVAB 3Al11 ELISA (Abbott)
a Vironostika HIV microELISA (BioMerieux), jiz nejsou komeréné dostupné.
Konstrukéné v nich byly vyuzity antigeny subtypu B, ktery je nejbéznéjSim kmenem
HIV-1 cirkulujicim v USA aEvropé. U pacienti snon-B subtypem vSak mély
protilatky sniZenou vazebnou schopnost k nehomolognimu antigenu, coz vedlo

k vys$§imu procentu vysledki s faleSn€ nizkou aviditou [23].

Dals§im casto pouzivanym sérologickym testem je komeréné dostupna Capture
Enzyme Immunoassay (BED-CEIA) spolecnosti Calypte Biomedical, USA [24].
Princip testu je zaloZen na odhadu podilu HIV-1 specifickych protilatek tfidy IgG
na celkovém mnozstvi IgG, ktery je u recentnich infekci nizky. V testu jsou pouZity
peptidy z imunodominantnich oblasti glykoproteinu gp41 tfi riznych kmenli HIV-1,
a to subtyp B, CRF_01AE a D, proto oznaceni BED.

Studie potvrdily, ze jednou z dominantnich podtiid v ¢asné protilatkové
odpovédi na infekci HIV-1 jsou protilatky izotypu IgG3 [25]. Izotyp IgG3 proti p24
antigenu je obvykle pfitomen pfechodné¢ béhem prvnich 1-4 mésici onemocnéni.
Vysoké hladiny IgG3 jsou spojeny také s vysokou virovou ndlozi HIV-1. Diky tomu se
protilatky IgG3 anti-p24 jevily jako slibny biologicky marker pro identifikaci

neddvnych infekci, bohuzel neni tato metoda komercné dostupnd. Navic, ackoli bylo
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pozorovano, ze podil IgG3 casem klesd, piiblizné tfetina jedinch vykazuje relativné

vysoké hladiny i v pozdnim stadiu infekce [26].

Pro laboratote, které v algoritmu konfirmacniho wvySetfeni vyuzivaji jako
potvrzovaci test komer¢ni imunoblot Inno-LIA ™ HIV I/II Score (Fujirebio N. V.),
je mozné pro identifikaci Casné faze infekce vyuzit upraveny bodovaci systém.
Protilatkovy vzorec je posuzovan na zéklad¢ intenzity pruhli detekujicich protilatky
proti rekombinantnim peptidim HIV-1 (p17, p24, p31, gp41 a gp120) a HIV-2 (gp36
a gpl05) [27].

Jingm piistupem k identifikaci neddvné infekce je testovani ,zralosti
protilatkové odpovédi vysetfovanim avidity, ktera je definovana jako celkova stabilita
komplexu protilatky a antigenu. Avidita naristd s poctem soucasné se uplatiujicich
vazebnych mist a jejich afinitou, tedy intenzitou interakce mezi protilatkou a antigenem.
Pevnost této vazby je primarné ovlivnéna slabymi molekuldrnimi vazbami (vodikové
vazby, hydrofobni a coulombouvské interakce), koncentraci protilatky a antigenu,
teplotou, pH prostiedi a v konkrétnim piipad¢ testu na stanoveni avidity rovnéz
pfitomnosti disocia¢niho ¢inidla. Avidita vypovida o vyzralosti protilatek. Na zacatku
infekci se tvoii nejprve protilatky s nizkou aviditou, kterd se ¢asem postupné zvysuje.
Tato optimalizace protilatkové odpoveédi se oznacuje jako afinitni maturace. Proces
vyzravani protilatek mé& dva oddélené, ale souvisejici kroky, a to somatickou
hypermutaci a naslednou klonélni selekci. V prvnim kroku se B-lymfocyt, ktery rozezna
antigen a dostane pomocné¢ signaly od T-lymfocytii, opakované d¢€li a soucasné dochazi
k intenzivnim ndhodnym mutacim ve variabilnich castech gend kodujicich
imunoglobulinové fetézce. Frekvence mutaci je az 10° krat v&tsi neZ v jinych oblastech
genomu. Vysledkem je nadprodukce B-lymfocytd, které se liSi svou afinitou k antigenu.
B-lymfocyty musi soutéZit o riistové faktory a dostupnost antigenu. PfeZiji jen ty
snejvyssi afinitou pro antigen, ostatni budou vlivem kompetice z organismu
odstranény. Po nckolika cyklech selekce maji diky tomu protilatky v krevnim obé&hu

radove vyssi afinitu, nez pied ni [28].

Testy avidity jsou soucdsti standardniho vySetfovaciho algoritmu u onemocnéni,
kde je dilezité odlisit primarni infekci od reaktivace. Zvlasté u t€¢hotnych Zen, u nichz je
primarni infekce zardénkami, toxoplasmou nebo nékterymi herpetickymi viry
(Cytomegalovirus, Varicella zoster virus, Herpes simplex virus) spojena s vysSim

rizikem poskozeni plodu [29, 30, 31].
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Pro stanoveni avidity se pouzivd metoda, pifi niz je vzorek pted testem
inkubovén s chaotropnim c¢inidlem (ureou nebo guanidinem), které narusi vodikové
vazby urcujici sekundéarni strukturu protilatky a vyznamné tak ovlivni jeji naslednou
interakei s antigenem. Uginek je vyrazngj§i u Gasnych protilatek, protoZe jejich aktivni
misto ma méné definovanou strukturu a mize byt degradovano jiz mirnou denaturaci,
takze jsou méné schopné vazat svlij homologni antigen. Jak zraje protilatkova odpovéd,
aktivni misto se stava odolnéjSim vici tomuto naruSeni. Pii hodnoceni indexu avidity se
porovna uroven signalu ziskaného po oSetfeni vzorku chaotropni latkou se signalem
vytvofenym pfi inkubaci vzorku v neutrdlnim fedidle, jakym je napf. pufrovany
fyziologicky roztok (PBS). Pokud je protilatka vysoce avidni, budou oba signaly
v imunochemickém testu velmi podobné. Vazba Casnych, méné avidnich protilétek,
bude vlivem chaotropniho ¢inidla vyznamné sniZena, coz ve srovndni s neoSetfenym

alikvotem, vygeneruje slabsi signal [32].

Prvnim komer¢né dostupnym produktem pro méfeni avidity je The Limiting
Avidity test (LAg, Sedia™), ktery obsahuje nizké koncentrace peptidi kédovanych
v imunodominantni oblasti gp41 nékolika subtypt HIV-1 [33]. V odborné literatuie
byly pro vypocet indexu avidity popsdny jednoduché modifikace standardné

pouzivanych automatizovanych screeningovych test 3. a 4. generace [34].

Vyuziti sérologickych testll pro stanoveni recentni infekce ma nékolik omezeni.
Vysledky mohou byt vyznamné ovlivnény individudlni variabilitou imunitni odpovédi
pacientd k riznym subtypim HIV-1, antiretrovirovou terapii, kterd snizuje virovou
naloz, a tim 1 antigenni stimulaci imunitniho systému. Selhavani imunitniho systému
v pokrocilém stadiu onemocnéni HIV je spojeno s poklesem hladin protilatek proti HIV.
Lze tedy oCekavat, Ze tento fakt ovlivni specifitu metod, které zavisi na kvantifikaci

hladiny protilatek.

Optimalnim se jevi algoritmus kombinujici sérologické testy, epidemiologicka
data a v blizké budoucnosti snad také 1 molekularné-biologické metody zaloZené

na detekci virové diverzity.
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9. Experimentalni ¢ast

9.1. Metoda stanoveni Al testem ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo

Ke stanoveni indexu avidity jsme pouzili modifikaci automatizované metody
HIV Ag/Ab Combo (test 4. generace) pro analyzator Architect (Abbott). Jedna
se o chemiluminiscen¢ni imunoanalyzu na mikrocasticich (CMIA) ke kvalitativni
detekci antigenu p24 a protilatek proti HIV-1 (skupina M a skupina O) a HIV-2. V
prvnim kroku se antigen p24 a protilatky HIV-1 nebo HIV-2 pfitomné ve vzorku vazou
na paramagnetické mikrocastice potazené monoklondlni (mysi) protilatkou proti
antigenu p24 a protildtkami proti humannim protilatkdm anti-HIV-1/HIV-2. Po promyti
se vytvofené imunokomplexy vazou s konjugatem znaenym akridinem. Po dal§im
promyvacim cyklu se reakcni prostredi alkalizuje a do smési se prida oxidac¢ni Cinidlo
(peroxid vodiku). Nasledné dochazi k oxidaci akridinu za vzniku jeho nestabilni formy
v excitovaném stavu. Pfi pfechodu do stabilni formy dochazi k uvolnéni energie
v podobé¢ svétla. Vyslednd chemiluminiscenéni reakce se méfi jako relativni svételné
jednotky (RLU). Existuje vztah mezi mnozstvim antigenu a protilatek ve vzorku
a hodnotou RLU detekovanou optickym systémem analyzatoru. Reakce se vyhodnocuje
na zékladé porovnani namétené hodnoty vzorku (S) s hodnotou cut-off (CO) namétenou

pfi kalibraci (pomér S/CO).

Kazdy vysetfovany vzorek jsme rozdélili do dvou alikvoti, které byly testovany
paraleln€. Prvni alikvot (B) jsme fedili v poméru 1:10 pufrovanym fyziologickym
roztokem (PBS, pH 7,4) a druhy alikvot (G) ve stejném poméru 1M roztokem guanidin
hydrochloridu. Po pétiminutové inkubaci pfi pokojové teploté jsme alikvoty testovali

dle standardniho protokolu vyrobce. Index avidity (Al) jsme pocitali podle vzorce:

_ S/CO alikvot G
~ §/CO0 alikvot B

tedy jako pomér hodnoty naméiené pro alikvot G oSetfeny guanidinem k hodnoté

alikvotu B s fyziologickym roztokem.
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9.2. Charakteristika analytického souboru

Soubor byl vybran ze sér archivovanych v NRL pro HIV/AIDS. Soubor tvoftilo
98 sér od pacientii s HIV infekei v akutnim stadiu infekce (od 93 pacientli) a pacientli
v symptomatickém stadiu non-AIDS nebo AIDS (275 sér od 121 pacientl). Stanoveni
Al v ¢asti souboru z akutniho stadia, ve které¢ se ocekdvaly nizké hodnoty Al,
a podsouboru symptomatickych pacientli s ocekavanymi vysokymi hodnotami Al
poskytlo data pro statistickou analyzu distribuce hodnot Al a ur¢eni rozhodovaci meze
(cut-off) k odliseni akutnich infekci od pozdé¢jSich stadii. Podsoubor sér pacienti
s akutni infekci byl vybran na podkladé v souCasnosti vyuzivanych udaji o Casnosti
HIV infekce v ramci surveillance. Jsou to jednak udaje klinické (pfiznaky akutniho
retrovirového syndromu), data epidemiologickd o negativit¢ vysetfeni na HIV
vnedavné dob&é a udaje laboratorni, zejména prukaz antigenu p24 a slabé ¢i
nekompletni reaktivité¢ protilatek v metodé westernblot. Zohlediiuji se 1 kombinace
téchto udaji.

Soubor 214 pacientli analytického souboru tvotilo 200 muzi (93,5 %) a 14 Zen
(6,5 %). Primérny veék pacientl byl 38,7 let. V tabulce 5 je uvedeno zastoupeni subtypt
HIV. Subtyp nebyl zndm u 64 pacientt tj. 29,9 %. V podskupiné se zndmym subtypem
byl nejvice zastoupen subtyp B (78,0 %) a nasledné subtyp A (8,7 %).

Tabulka 5 - Zastoupeni subtypti HIV v analytickém souboru

Subtyp HIV Cetnost Procento
A 13 8,7
CRFO1AE 4 2,7
CRF02AG 3 2,0

B 117 78,0

C 1 0,6

jiné 12 8,0
celkem 150 100
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9.3. Vyhodnoceni indexu avidity jako ukazatele akutniho stadia

na podkladé vySetieni analytického souboru

Vyhodnoceni se provadi pomoci ROC kiivky (Receiver Operating
Characteristic), ktera ukazuje vztah mezi senzitivitou a specificitou (pfesnéji jeji
transformaci, 1-specificitou). Tento postup se bézn¢ pouziva v kontextu screeningovych
a diagnostickych testli, kde hodnoti kvality testu ve vztahu k rozpoznani pfitomnosti
onemocnéni. V nasem piipadé byl postup opravnéné aplikovan k rozliSeni stadia
onemocnéni. Vypocet senzitivity a specificity dava do vztahu ,,skutec¢nost (v tomto
ptipadé predstavovanou klasifikaci do vySe uvedenych dvou skupin: akutni stadium vs.
symptomatické non-AIDS/AIDS stadium) a dichotomizovanou hodnotu indexu avidity.
ROC kitivka ukazuje, jak se meéni senzitivita a specificita v zavislosti na volbé
rozhodovaci meze (cut-off) pouzité pro dichotomizaci indexu avidity. Hodnoty

pod cut-off se pak berou jako indikace akutni faze infekce.

K hledéani optimalni rozhodovaci meze indexu avidity rozliSujici mezi akutnimi
a neakutnimi stadii se pouzivaji rizné metody vychézejici ze senzitivity a specificity.

V této analyze byly pouzity tfi z nich:

Youdenova metoda maximalizuje soucet senzitivity a specificity, Liuova metoda
maximalizuje soucin senzitivity a specificity, tfeti metoda urCuje hrani¢ni hodnotu
jako bod, ktery je v grafu ROC kiivky nejblize soutadnému bodu [0,1] odpovidajicimu
perfektni senzitivité a specificité [35, 36, 37].

Vsechny tii metody daly velmi podobné vysledky, dale jsou uvedeny predevSim

vypocty vychazejici z Youdenova indexu.

Odhad rozhodovaci meze postupem podle Youdena vySel jako 0,734 s 95%
intervalem spolehlivosti (0,678; 0,790). Liuova metoda dala stejnou hodnotu 0,734
a metodou hodnoty nejblizsi bodu [0,1] vySlo 0,755.

Obrazek 14 zobrazuje ROC kiivku s vyznaenim bodu, ktery odpovida
rozhodovaci mezi odvozené na zékladé Youdenova indexu. Cim vice se kfivka
pfiblizuje levému hornimu rohu obrazku, tim mé zkoumany ukazatel (zde avidita) vétsi
schopnost odlisovat dva stavy (zde akutni a neakutni stadium). Cim vice se kiivka
pfiblizuje k diagondlni ¢éfe, tim je diskriminacni schopnost ukazatele horsi. Diagonala

odpovida situaci, kdy by vzorky byly ndhodné oznaCovany za pozitivni ¢i negativni.
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ROC kiivka ziskana nasi analyzou ukazuje, Ze schopnost indexu avidity rozlisit akutni a
neakutni stadia infekce HIV je dobra, coz doklada ukazatel plochy pod kiivkou, ktery je

roven 0,901 (pfi maximalni mozné hodnoté 1).
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N 0.504
c
@
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0.25
0.00
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0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - specificita

Obrazek 14 - Graf vyhodnoceni zavislosti senzitivity a specificity (ROC kiivka)

V tabulkach 6 a 7 je ilustrovana funkcnost rozpoznavani akutniho stadia podle
aviditniho indexu. V fadcich tabulky 6 je skupina akutnich pfipadi a skupina
symptomatickych non-AIDS/AIDS, ve sloupcich je rozliSeni podle indexu avidity
na zékladé vypocteného cut-off. Falesné akutnich na zakladé¢ indexu avidity bylo
15 vzorkl neakutnich pacientti podle surveillance s nizkou aviditou a faleSné neakutnich
bylo 14 vzorkid akutnich pacientli s vysokou aviditou. Spravnost testu, coz je podil
spravné klasifikovanych, at’ uz akutnich ¢i neakutnich vzorki z celku, doséhla 92,2 %

[38].

V tabulce 7 je vidét, ze s vypoctenou hranicni hodnotou Al bylo dosazeno

senzitivity 85,7 % a specificity 94,5 %.
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Tabulka 6 - Porovnani klasifikace vzorka podle surveillance a indexu avidity

index avidity (AI)
Data ze surveillance Al<0.734 Al>0.734 Celkem
Akutni stadium 84 14 98
Neakutni stadium 15 260 275
Celkem 99 274 373

Tabulka 7 - Charakteristiky testu zaloZzeného na indexu avidity v analytickém souboru

Charakteristika Hodnota charakteristiky | 95% interval spolehlivosti
Senzitivita 85,7 % (77,2 %; 92,0 %)
Specificita 94,5 % (91,2 %; 96,9 %)

Podil falesné pozitivnich 5,5% (3,1 %:; 8,8 %)

Podil falesn¢ negativnich 14,3 % (8,0 %; 22,8 %)

Spravnost 92,2 % (89,0 %; 94,7 %)

Plocha pod ROC ktivkou | 0,901 (0,864; 0,939)

9.4. Charakteristika testovaciho souboru

Pro ovéfeni pouzitelnosti stanoveni avidity protilatek proti HIV pro rozpoznani
akutniho stadia infekce byl vytvofen soubor sér ze vzorkdl 432 pacientl nové
diagnostikovanych v priubéhu let 2014 a 2015. Soubor zahrnoval pouze vzorky ziskané
hned pfi zachytu infekce. Pacienti pfi zdchytu méli infekci v rtiznych stadiich (akutnim,
chronickém, symptomatickém non-AIDS nebo AIDS) uréenych b&znym postupem
v ramci surveillance (viz kapitola 7.2). Ze 432 pacientll bylo 395 muza (91,4 %) a 37
zen (8,6 %). Primérny veék pacientl byl 34,9 let. V tabulce 8 je uvedena Cetnost zachytu
subtyptl HIV (subtyp nebyl stanoven u 136 tj. 31,9 %). Nejvice zastoupenym byl subtyp
B (75,9 %), dale subtyp A (10,2 %).
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Tabulka 8 - Cetnost subtypit HIV v testovacim souboru.

Subtyp HIV Cetnost Procento
A 30 10,2
CRFO1AE 3 1,0
CRF02AG 3 1,0

B 223 75,9

C 2 0,7

F 1 0,3

jiny 32 10,9
celkem 294 100

9.5. Vysledky stanoveni indexu avidity jako mozného ukazatele

akutniho stadia infekce HIV

Avidita protilatek ve vzorcich souboru byla stanovena metodou podle bodu 9.1.
Pro vyhodnoceni vysledkl vySetfeni testovaciho souboru byla pouZzita rozhodovaci mez
indexu avidity 0,734 stanovena na podkladé statistického vyhodnoceni vysledka

stanoveni Al u analytického souboru v kap. 9.3.

Urc€eni akutniho stadia infekce HIV v testovacim souboru na podkladé¢ dosud
pouzivanych udaji pro surveillance bylo porovnano s vysledky stanoveni avidity

protilatek. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 - Urceni akutniho a neakutniho stadia infekce HIV postupem dle surveillance
a dle stanoveni indexu avidity (¢isla uvadi pocty pacienti)

index avidity (Al)
Data ze surveillance Al<0.734 Al>0.734 celkem
Akutni stadium 42 12 54
Neakutni stadium 64 314 378
Celkem 106 326 432
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V tabulce 10 je vidét, Ze pro testovaci soubor bylo s mezi odvozenou z dat

analytického souboru dosazeno senzitivity 77,8 % a specificity 83,1 %.

Tabulka 10 - Charakteristiky testu zalozeného na indexu avidity v testovacim souboru

Charakteristika Hodnota charakteristiky | 95% interval spolehlivosti
Senzitivita 77,8 % (64,4 %; 88,0 %)
Specificita 83,1 % (78,9 %; 86,7 %)

Podil falesné€ pozitivnich 16,9 % (13,3 %; 21,1 %)

Podil falesn€ negativnich 22,2 % (12,0 %; 35,6 %)
Spravnost 82,4 % (78,5 %; 85,9 %)

Plocha pod ROC kiivkou | 0,804 (0,745; 0,863)

Obrazek 15 ukazuje pro ilustraci tfi modelové ptiklady s rozdilnou dynamikou

zmén indexu avidity v Case. Pacient ,,a“ pfedstavuje o¢ekavany vyvoj indexu avidity

u akutnich pfipadt. Pacient ,,b“ ilustruje moznou dynamiku u piipadd zachycenych

v neakutnim stadiu. Ojedinéle se vyskytuji pacienti s atypickym pribéhem (ktivka ,,c),

kde se ani v priibéhu dlouhodobého sledovani nedostane index avidity nad rozhodovaci

mez a nelze ho tedy pouzit jako pomocné kritérium pro upfesnéni stddia onemocnéni

v dobé zachytu.
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1.00

0.73 1

index avidity
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Obrazek 15 - Vybrané priklady rozdilné dynamiky zmén indexu avidity v Case:
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¢as od prvniho stanoveni avidity (dny)

a-akutni, b-chronicky, c-atypicky (bliZsi popis v textu)
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10. Diskuze

Dva vytvofené soubory sér (analyticky a testovaci) maji podobné zakladni
charakteristiky. Nizky podil Zen odpovida epidemiologické situaci v CR. Pramémy vék
v testovacim souboru je nizsi - 34,9 let oproti hodnoté 38,7 let v analytickém souboru,

coz pravdépodobn¢ souvisi se zahrnutim asymptomatickych pacienti do souboru.

Rozhodovaci mez odvozena na zédkladé analytického souboru pomérné dobie
odpovidd mezim zjisténym v diive publikovanych studiich, jak téch, které vyuzivaji
stejnou automatizovanou metodu (Abbott Architect) [34] a disociacni cinidlo
(guanidin), tak téch, které vyuzivaji jinou metodu (Biorad) a jiné Cinidlo (mocovina)

[39].

Navic se ukdazalo, Ze pfi zpracovani naseho analytického souboru vedly tfi
statistické postupy stanoveni meze podle riiznych kritérii, vychédzejicich ze senzitivity

a specificity, k prakticky stejnym vysledkim.

Testovaci soubor zahrnuje Sirsi spektrum pacientii ve vSech stadiich onemocnéni
oproti tizce vybranému analytickému souboru omezenému na vyrazné odliSené skupiny
akutnich a symptomatickych pacientd. Tato skute¢nost pochopitelné ovlivnila schopnost
aviditniho testu odliSit akutni a neakutni stddium. To se projevuje méné piiznivymi

charakteristikami senzitivity, specificity a spravnosti.

U nékterych jedincti nelze vyloucit, Ze vzhledem k nedostatku informaci
pro posouzeni akutniho stadia (bezpfiznakovy klinicky stav, chybéjici informace
epidemiologického charakteru, nejednoznacny laboratorni nalez) nedoslo ke spravnému

urceni stadia v ramci surveillance.

Zavéry né€kolika studii ukazuji, Ze ¢asna antiretrovirova lécba miize zpomalit
zrani protilatek, protoZe k jejich maturaci dochédzi pouze v pribéhu aktivni virové

replikace [40,41].

Na druhou stranu, literarni tdaje naznacuji, Ze hodnota indexu avidity mtize byt
fale$n¢ zvysena u vzorki v Casnych stadiich infekce s pozitivnim antigenem p24 kvili
vysoké afinit¢ anti-p24 monoklondlnich protilatek pouzivanych v testovacich

soupravach [34].

Dal§im faktorem, ktery muze ovlivnit vysledek testu avidity je subtyp HIV.
Dle dostupnych tdaji je to predev§im nizkd avidita protildtek proti subtypu D,
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a to iupacienti dlouhodobé infikovanych [42]. Stanoveni subtypu HIV se ziskava
jako vedlejsi informace pfi stanoveni rezistence HIV na antivirotika, pouze na zaklade
indikace lékate specializovaného HIV centra, neni tedy dostupna u vSech nové
zachycenych piipadii. Vyskyt subtypu D je v CR velmi vzacny (0,24 %), a proto

nemtize vysledky stanoveni indexu avidity v testovaném souboru vyrazné ovlivnit.

Identifikace akutnich nebo nedévno infikovanych osob a jejich okamzita 1écba
prispiva podstatné ke snizeni dalSiho pfenosu HIV, coz je hlavnim cilem vsSech
preventivnich 1iintervencnich programll. Stanoveni indexu avidity pomoci
automatizovaného testu na analyzatoru Architect s manudlni preanalytickou upravou
vzorku je jednoduchou metodou, ktera muze ptispét k presnéjSimu urceni Casné faze

infekce.
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11. Zavér

Provedend studie naznacuje, ze index avidity je uZzitecny ukazatel k odhaleni
akutni infekce, byt jeho vypovidaci schopnost zdaleka neni absolutni, jak naznacuji
zjisténé hodnoty senzitivity a specificity. Mlze byt nicméné uzitecny jako doplnék
ostatnich markerti akutni infekce pouzivanych v ramci systému surveillance. Dilezitym
pfinosem je, Ze index muze mit indikaéni hodnotu v pfipadé, ze bézné udaje
ze surveillance nejsou k dispozici nebo jsou nejednoznacné.

Zkusenosti z jinych pracovist ukazuji, ze index avidity je vyuzitelny pro
odhaleni akutnich piipadi infekce HIV v prevalen¢nich studiich i1 v systémech
surveillance [39]. Na zaklad¢ vysledkll nasi studie bude metoda zavedena do bézné
laboratorni praxe, ale nadale se budou analyzovat faktory, které mohou vypovédni

hodnotu a praktické vyuziti aviditniho indexu ovliviiovat.
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12. Seznam zkratek

3TC
ABC
Al
AIDS

ART

AZT

BED - CEIA
CD

CDC
CE
CMIA
CO
CRSS
CR
DNA
DRV
DTV
ECDC
El

EIA
ELISA
EU/EEA
FI

FTC
HAART

HIV

HTLV

lamivudin

abacavir

index avidity

Acquired Immune Deficiency Syndrome

syndrom ziskaného selhani imunity
antiretrovirova terapie

azidothymidin

capture enzyme immunoassay

cluster of designation

diferencia¢ni skupina

centrum pro kontrolu a prevenci nemoci

evropska certifikace

chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikroc¢asticich
cutt-off

Consortium for Retrovirus Serology Standardization
Ceska republika

deoxyribonukleova kyselina

darunavir

dolutegravir

Evropské stredisko pro prevenci a kontrolu nemoci
inhibitory vstupu

enzyme immunosorbent assay

enzyme — linked immunosorbent assay

Evropska unie/Evropsky hospodaisky prostor
inhibitory fuze

emtricitabin

highly active antiretroviral therapy

vysoko U€inna antiretrovirova terapie

human imunodeficiency virus

virus lidské imunitni nedostate¢nosti

lidsky T-lymfotropni virus
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INSTI

LAV

LS-EIA
MSM
NA

NAT

NNRTI

NRL pro HIV/AIDS
NRTI/NtRTI

PBS

PCR

PEP
PI
PrEP

RAL
RLU
RNA
RT

ROC

SIvV

ssDNA

STARHS

SzU

TAF
TDF

inhibitory integrazy

The Limiting Avidity test
lymphadenopathy associated virus

virus lymfadenopatie

Less Sensitive Enzyme Immunoassays
muzi majici sex s muzi

nucleid acid

nukleova kyselina

nucleic acid test

nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy
Nérodni referen¢ni laboratot pro HIV/AIDS
nukleosidové/nukleotidové inhibitory reverzni transkriptazy
phosphate-buffered saline

fyziologicky roztok pufrovany fosfatem
polymerase chain reaction

polymerdzova fetézova reakce
postexpozi¢ni profylaxe

inhibitory protedz

pre-expozicni profylaxe

ritonavir

raltegravir

relativni svételna jednotka

ribonukleova kyselina

reverzni transkriptaza

Receiver Operating Characteristic

operacni charakteristika ptijimace

Simian immunodeficiency virus

virus opi¢i imunodeficience

single stranded

jednovldknova DNA

Serological Testing Algorithm for Recent HIV Seroconversion
Statni zdravotni Gstav

tenofovir alafenamid fumaréat

tenofovir disoproxil fumarat
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