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1. CiL PRACE

Cilem mé bakalarské prace bylo nastinit problematiku HIV a pfedevSim
diagnostické metody prikazu viru, jejich vyuZiti v praxi, pozitiva a negativa
jednotlivych metod.



1.1. SOUHRN

V prvni ¢asti bakalafské prace je uvedena obecna charakteristika viru HIV. Na
historicky pfehled navazuje obecna charakteristika (taxonomie, struktura). Dale
jsou popsany mozné cesty prenosu infekce, patogeneze, klasifikace. Onemocnéni
AIDS ma dvé faze - akutni a chronickou, které se vyznaluji rozdilnymi
laboratornimi vysledky a klinickymi projevy. Jsou zde také stru¢né vyjmenovany
dostupné antivirové preparaty.

Druha &ast pojednava o diagnostickych pfistupech volenych k detekci viru HIV
- jde o metody pfimé i nepfimé. Do pfimého prikazu patfi kultivace, metoda PCR
a stanoveni antigenu p24. Metodami nepfimého prukazu jsou stanoveni HIV

protilatek.

1.1. SUMMARY

There is a general characteristic of HIV virus in the first part of the bachelor's
study. The general characteristic ( taxonomy, structure) comes after a historical
overview. Futhermore, the possible ways of a transport of the infection,
pathogenesis and a classification of HIV. AIDS disease has got two phases —
acute and chronic with diferent laboratory.. There is a short list of the accessible
antiviral pharmaceuticals, aswell.

There are the diagnostic accesses to a detection of the HIV virus in the second
part of the study. The methods are direct and indirect. The direct methods include
cultivation, PCR and a detection of the antigen p24. The indirect method is a

detection of the HIV antibodies.



1.2. UVOD

Masové rozSifeni infekce HIV (Human Imunodeficiency Virus)
od jeho objevu v roce 1981, je jednou z nejvétSich pandemii v modernich déjinach
lidstva. | pfes intenzivni vyzkum nebyl dosud nalezen léCebny postup, ktery by
vedl k uplnému vylé€eni nakazenych nebo nemocnych osob.

Infekce HIV a nemoc AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) s sebou
pfinasi predevsim socioekonomicky problém. | pfesto, Ze existuji u€inné léky,
které dokazi Castecné potlacit infekci a prodlouzit tak lidsky zivot.

Devadeséat procent vSech HIV pozitivnich osob Zije v nejchudSich oblastech
rozvojového svéta a nemohou si potfebnou pééi zajistit. Také v Ceské republice
kazdorocné pfibyva HIV pozitivnich pacientl i pfes rozsahlé preventivni akce.

Vv s

diagnostika.



2. TEORETICKA CAST A: HIV / AIDS
2.1. DEFINICE HIV/AIDS

Virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus, HIV) infikuje
primarné cilové lidské buriky ( helper T-lymfocyty, makrofagy a dendritické burky)
a vede krozvratu imunitnihno systému. AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrom) je posledni a nejtézsi fazi HIV infekce. Ten je charakterizovan
vyskytem nékterého z indikativnhich onemocnéni, mezi nez patfi urcité oportunni

infekce, nékteré nadory, kachexie a encefalopatie.

2.2. HISTORIE ONEMOCNENI

Na jafe roku 1981 popsal newyorsky dermatolog Dr.Friedman-Kien u dvou
mladych a do té doby zdravych homosexualné orientovanych muzi pro tuto
vékovou kategorii velmi vzacny kozni nador, Kaposiho sarkom. V téze dobé v Los
Angeles M.S.Gottlieb a kol. prokazali u péti homosexualné zamérenych muzd
pneumocystovou pneumonii, kandidézu dutiny Ustni a cytomegalovirovou
infekci.VSem témto nemocnym byl spole€ny hluboky rozvrat imunity neznamého
puvodu. Epidemiologické a statistické zhodnoceni situace vedlo k zavéru, ze nové
popsané onemocnéni, oznatované od roku 1982 jako AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome), je vyvolano s nejvétsi pravdépodobnosti infek&nim
puvodcem.(H4jek et al., 2004).

Byl zahajen vyzkum, ktery vroce 1983 ved| k prikazu a charakterizovani
puvodce AIDS. Virové agens bylo nejprve nazvano francouzskymi védci LAV
(Lymphadenopathy Associated Virus). Americk& skupina pojmenovala virus
HTLV-1Il (Human T Leukemia Virus). Definitivné byl pfejmenovan na HIV-1 roku
1986 (Krejsek a Kopecky, 2004).



2.3. TAXONOMIE HIV

Baltimorska klasifikace vira fadi druhy HIV-1 a HIV-2 do skupiny VI.(ssRNA

viry sreverzni transkriptdzou), Cceled Retroviridae (retroviry), podceled
Orthoretrovirinae, rod Lentivirinae (lentiviry).
Pro retroviry je charakteristicka pfitomnost genomové jednoviaknové RNA, ktera
je prepisovana pomoci RNA dependentni DNA polymerazy (reverzni transkriptazy)
do dvousSroubovicové DNA. Pro podcCeled Orthoretrovirinae rod Lentivirinae
(lentiviry) je typické, Ze infekce vede po dlouhé dobé latence k cytopatickému
efektu a lyze buriky.

Na zakladé genetické analyzy se kmeny HIV-1 viru rozliSuji do tfi hlavnich
skupin: M, O a N. Vramci hlavni skupiny M se rozliSuje nejméné deset
genetickych podtypd oznaCovanych jako klady A-J. Ve Spojenych statech a
v zemich zapadni Evropy pfevaZuje subtyp B, zatimco v jinych Castech svéta
dominuji subtypy napf. A,C,D a E.

Virus HIV-2 ma vétSinu imunobiologickych vlastnosti velmi podobnych viru
HIV-1.Nejvétsi vyskyt viru HIV-2 je v zapadni Africe . Z genetického pohledu se
odliSuje absenci genu vpx a pfitomnosti genu vpu. PrestoZze je geneticka
organizace HIV-2 podobna viru HIV-1, je homologie mezi témito viry na genetické
i bilkovinné Udrovni pouze 40% az 60%. Tato skuteCnost komplikuje prikaz

specifickych protilatek (Krejsek a Kopecky,2004).



2.4. STRUKTURA VIRIONU

Virova castice (Obr.€.1) ma pramér 100-120 nm. V lipidovém obalu,
pochazejicim z membrany hostitelské burky, jsou vybéZky slozené ze dvou
glykoproteini  (Gp). Gp41 tvofi Cast zakotvenou v membrané, na povrchu
vyCnivajici Gp120 je nastrojem adsorpce virionu na bunécné receptory. Pod
obalem je membranovy protein P17. Nukleoid ohraniCeny zevni kapsidou (p24)
mé& asymetricky, konicky tvar. Dfen nukleoidu obsahuje dveé identicka vidkna RNA,
ktera maiji pozitivni (informacni) polaritu, polypeptidy p7 a p9, které se vazi na
genom a tvofi vnitfni, helikoidalni kapsidu a enzymy reverzni transkriptazu (RT),

integrazu (IN) a virova proteaza (PR) (Bednaf, et al. 1996).

STRUKTURA VIRIONU HIV-1
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Obr.¢.1 Struktura virionu HIV-1 (www.Ifhk.cuni.cz/ukia/vyuka/aids.pps)
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2.5. PRENOS INFEKCE

Virus lidského imunodeficitu (HIV) je velmi citlivym virem, ktery je rychle

inaktivovan a usmrcen prakticky vSemi béznymi dezinfekCnimi prostfedky. Mimo

organismus virus velmi rychle umira (Svoboda,1996).

HIV infekce se prenasSi sexualné, parenteralné a vertikalné. Tyto zpUsoby

pfenosu jsou ureny pfitomnosti viru v krvi, spermatu a vaginalnim sekretu

infikovanych osob. V podprahovém mnoZstvi se virus vyskytuje i v dalSich télnich

tekutinach, jako slinach nebo slzach, ty se vSak v Sifeni viru neuplatiuiji.

a)

b)

Sexualni prenos je hlavnim zplsobem prenosu. Mize knému dojit
pfi vaginalnim i analnim sexualnim styku, at uz heterosexualnim nebo
homosexualnim. Vstupni branou infekce je sliznice konecniku nebo pohlavniho
ustroji. Riziko pfenosu je vy$Si ve sméru muz-Zena nez ve sméru zena-muz.

Analni receptivni styk je spojen s nejvysSim rizikem.

K parenteralnimu pfenosu muze dojit spoleCnym sdilenim kontaminovanych
injek&nich jehel a stfikacek, obvykle u injekénich uzivatelt drog. Teoreticky je
mozné nakazit se i tetovacimi nebo nesterilnimi akupunkturnimi jehlami.
K pfenosu  HIV  infikovanymi  transfuzemi a  krevnimi  derivaty
( napf. u hemofiliki) by v dnesni dobé nemélo dochazet, protoZe vSechny
pripravky z krve podiéhaji povinnému testovani ( v Ceské republice od
1.€ervna 1987) a zpracovavaji se novymi technologickymi postupy. Protilatky
se detekuji za 3 tydny - 3 mésice po infekci.Prikaz HIV virového antigenu p-
24, predchazi tvorbé protilatek 3-5 dnl. Nepatrné riziko je dano asi 20dennim
~okénkem"“ (Window Period — serologické okno) mezi expozici a sérokonverzi.
Nozokomialni infekce pfi dodrzeni elementarnich zasad asepse nejsou
prakticky mozné. Nebyl prokazan pfenos komary nebo jinym bodavym
hmyzem. Riziko nakazy infekci HIV, se podle rozsahlych studii pfi skute¢né
krvavém poranéni pohybuje okolo 0,3%.
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c) K vertikalnimu pFenosu dochazi v prabéhu gravidity a zejména bé&hem
porodu, vyjmecné se mulze uplatnit pfenos kojenim ( Rozsypal, 1998, Hajek
et al.,2004).
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2.6. PATOGENEZE HIV INFEKCE

Infekce bunky zacina vazbou viru pomoci gp 120 na CD4 antigen, cozZ je
specificky receptor vmembrané Th Iymfocytd, monocytd, makrofagu,
dendritickych a gliovych bunék. Vnimavost bunék na cytopaticky efekt HIV je
umérna koncentraci molekul CD4 na jejich povrchu, proto jsou nejvice
poSkozovany Th lymfocyty. Makrofagy a monocyty nejsou destruovany, ale jsou
dlouhodobym rezervoarem viru a zdrojem rozsevu infekce po napadeném
organismu.

Priniku HIV do cilové CD4 bunky predchazi oddéleni glykoproteinovych oball
(tzv. odplasténi) a do cytoplazmy pak pronikd konicka jaderna struktura,
ktera kromé fady strukturalnich proteind obsahuje dva Fetézce RNA, reverzni
transkriptazu (RT), integrdzu (l) a virovou protedzu (P). Pomoci RT dojde zahy
k pfepisu RNA na provirovou DNA, ktera je posléze integrazou zabudovana
do genomu hostitelské bunky. Tim konci tzv. preintegracni faze replikacniho cyklu.

Vznik DNA podle RNA templatu enzymem RT, vede k ¢astym mutacim ve
virovém geonomu. Ve skute€nosti jsou pacienti s AIDS nosi¢i mnoha ruznych
variant HIV, které jsou geneticky odliSné od plavodniho viru, kterym se infikovali.
To s sebou pfinasi velké problémy pfi I€Cbé této choroby.

Casna faze infekce HIV je charakterizovana okamzitou tvorbou velkého
mnoZzstvi novych virovych ¢astic v napadenych burikach. To je umoznéno pravé
zabudovanou provirovou DNA. V nasledujicich krocich (transkripce a translace)
dojde postupné k syntéze komponent a po jejich kompletaci k uvolnéni novych
HIV mimo napadenou burku. Vlivem virové protedzy pak dojde k ,maturaci* —
rozStépeni plvodné polyproteinového fetézce na jednotlivé aktivni peptidy. Zralé
HIV jsou infek¢ni a napadaji dalSi, do té doby intaktni CD4 bunky.

Jiz béhem prvnich dnli po nakaze HIV dochazi k latentni infekci pamétovych
CD4 T-lymfocytl, coz umoznuje viru dlouhodobé prezivat v rezervoarovych
organech a tkanich lidského téla (Hajek et al.,2004, Alberts, 2005).
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2.7. KLASIFIKACE INFEKCE HIV

Klasifikace infekce HIV dle CDC (Centrum pro kontrolu chorob v Atlanté),
platnd od 1.1.1993 (Tab.¢.1a,b).
Kombinaci 3 Klinickych a 3 laboratornich kategorii vznika 9 skupin: Al, A2,
A3, B1, B2, B3, C1, C2, C3. Osoby zafazené do skupin C1, C2 a C3 spliuji
kritéria AIDS. Pacient nemlze byt po zlepSeni stavu preklasifikovan do nizsi

kategorie.

Klinicka kategorie Definujici diagnozy

A o Asymptomatickd HIV infekce
o Perzistujici generalizovana lymfadenopatie
e Akutni (primarni) HIV infekce (rovnéz v anamnéze)

Horecka >38.5°C déle nez mésic

Prtjem déle nez mésic

Orofaryngedlni kandiddza

Vulvovaginalni kandid6za (chronické nebo obtizné
1écitelnd)

Herpes zoster recidivujici nebo postihujici vice dermatomti
Orélni "chlupatad" leukoplakie

Lymfoidni intersticidlni pneumonitida

Cervikalni dysplazie nebo carcinoma in situ
Zanétliva onemocnéni malé panve

Listerioza

Bacilarni angiomatdza

Trombocytopenicka purpura

Periferni neuropatie

C
(AIDS)

Pneumocystova pneumonie

Toxoplasmové encefalitida

Ezofagealni, trachealni, bronchialni nebo plicni kandidoza
Chronicky analni herpes simplex nebo herpeticka
bronchitida, pneumonie nebo ezofagitida

CMV retinitida

e Generalizovana CMV infekce (kromé jater, sleziny a
lymfatickych uzlin)
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Progresivni multifokalni leukoencefalopatie
Recidivujici pneumonie (2 a vice epizod za rok)
Recidivujici salmonelova bakteriémie

Chronicka intestindlni kryptosporididza (prijem >1 mésic)
Chronicka intestinalni izospordza (prijem >1 mésic)
Extrapulmonalni kryptokokova infekce

Diseminovana nebo extrapulmonalni histoplazmoza
Diseminovana kokcidioidomykdza

Tuberkuloza

Diseminovana nebo extrapulmonalni mykobakteridza
Kaposiho sarkom

Maligni lymfomy (Burkittiv, imunoblasticky)
Primarni lymfom mozku

Invazivni karcinom délozniho hrdla HIV encefalopatie
Wasting syndrom

Tabulka ¢€.1a Klasifikace HIV infekce podle CDC 1993 —klinické kategorie
(Rozsypal,1998)

Laboratorni Pocet CD4+ lymfocyti
kategorie , .
absolutni (/ul) relativni (%0)
1 >500 >28
2 200-500 14-28
3 <200 <14

Tabulka €.1b Klasifikace HIV podle CDC 1993 — laboratorni kategorie
(Rozsypal,1998)
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2.8. AKUTNI A CHRONICKA FAZE INFEKCE HIV

Bezprostfedné po infekci nastava kratké obdobi akutni faze, které se projevuje
symptomy podobnymi chfipce nebo mize byt i asymptomatické. V krvi pacienta je
v té dobé velké mnozstvi virovych €astic a probiha intenzivni imunitni odpovéd
(protilatkova i cytotoxicka). Pfechodné poklesne pocet CD4+ T-lymfocytll. BEéhem
nékolika tydna se tento pocet vrati k normalnim hodnot&, mnozstvi virovych ¢astic
v krvi dramaticky klesne, vznikne velké mnoZstvi anti-HIV protilatek a virové
specifickych klont T-lymfocytl. Tento stav pretrvava v dalSi, asymptomatické fazi
onemocnéni, které zpravidla trva nékolik let.

V symptomatické fazi se zacinaji projevovat poruchy imunity, propukaji rizna
infekEni onemocnéni. V této fazi zacina vzrustat mnozstvi viru v krvi, klesat pocet
CD4+ T-lymfocytl a mnozstvi antivirovych protilatek. Dysfunkce imunitniho
systému infikovaného virem HIV vede postupné k selhani vétSiny sloZzek imunity
se v8emi dusledky, jako je snizena rezistence k infekcim, zvySena incidence
nékterych charakteristickych nadorovych chorob a rGzné projevy autoimunity a
alergie. V konecné fazi (vlastni AIDS) pocet CD4+ T-lymfocytl klesa témeér k nule

a postizeni umiraji nejcastéji na oportunni infekce (HorejSi a Barttrikova, 2005).
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2.9. SOUCASNA LECBA HIV INFEKCE

Soucasna éra HAART (Highly Aktive Antiretroviral Therapy) ,vysoce aktivni
antiretrovirova terapie“, je spojena se zlepSenim kvality Zivota HIV infikovanych,
jejich dlouhodobégjsim prezivanim vzhledem k redukci umrti na terminélni stadia
AIDS. Zaroven vsSak zakladnimi problémy zlstavaji jednak vysoky vyskyt
nezadoucich ucinkl a také Casty vznik rezistence, v neposledni fadé ovSem také

vysoka ekonomicka narocnost.

Virostatika uzivana k lécbé:

e Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NRTI)

-Zidovudin, Lamivudin, Stavudin, Didanosin a Abacavir

e Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NNRTI)

-Nevirapin, Efavirenz.

e Inhibitory proteaz (PI)

___-Ritonavir, Lopinavir.

e Inhibitory fuze (FI)
___-Enfuvirtid

Terapie by méla respektovat zasady HAART (Highly Active Antiretroviral
Therapy) — doporu¢ovana je kombinace nejméné tfi preparati z alespon dvou
léCebnych skupin, ¢imz se minimalizuje vznik rezistence. Princip 1éEby spociva
v blokovani riznych mist replikaniho cyklu HIV. Cilem by méla byt
dlouhodoba kontinualni inhibice replikace HIV v cilovych CD4+ T lymfocytech.
Nasledné klesa i virémie (tzv. virova zatéz, z angl. Viral Load - VL).

Nepfitomnost destrukéniho vlivu HIV na cilové CD4+ bunky vede k jejich
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postupné obnové. Tim se také postupné zvySuje imunologicka kompetence
HIV-pozitivnich osob. Spravné zvolena léCba vede v pomérné kratké dobé (do
3 mésicl) k vyznamnému poklesu VL a zvySeni absolutnich i relativnich poct
perifernich CD4+ t-lymfocytu.

V roce 2007 byly pro klinickou praxi uvolnény prvni zastupci dalSich dvou
skupin lékl — jednak inhibitor koreceptoru CCR5 maraviroc, ktery blokuje
proces pfichyceni HIV na cilové buhce a také prvni inhibitor HIV integrazy
raltegravir, ktery blokuje proces integrace provirové DNA do genomu napadené
buriky. Oba tyto pfipravky nejsou v Ceské republice dosud k dispozici, Ize ale
oCekavat, ze v pribéhu roku 2008 jimi budou IéCeni prvni pacienti (Machala,
2008; Sedlacek et al.,2007).

Jak vyplyva z vySe uvedeneého, jedinou moznosti jak zabranit pandemii
infekce HIV-1 a AIDS je aktivni imunizace. Z pozadavk, které jsou na aktivni
imunizaci kladeny vyplyva, ze vakcina by méla vzbudit dostateCnou protektivni
imunitu, ktera by méla byt dlouhodoba. Vakcina by méla plsobit na vSechny
genotypy viru HIV-1 a méla by odrazet rychlou proménlivost jednotlivych
kmenu viru HIV-1. V neposledni fadé by méla byt dostupna pro vSechny
ohroZené skupiny. Dosud neni takova vakcina k dispozici, i pfes zna¢né usili,

které bylo jejimu vyvoji vénovano (Krejsek a Kopecky , 2004).
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2.9.1. POSTEXPOZICNIi PROFYLAXE

Postexpozi¢ni profylaxe (PEP) slouzi k zabrané prenosu HIV infekce
u exponovanych osob ve vysokém riziku, jako je perkutanni poranéni
kontaminovanym pfedmétem nebo pohlavni styk. Léky se podavaji po dobu
4 tydnl a podle miry rizika pfenosu infekce se voli bud kombinace dvou NRTI
nebo pfi vysokém riziku kompletni HAART. Maximalni ucinnost ma profylaxe
pfi nasazeni béhem 1-2 hodin, respektive 24 hodin po expozici. Po uplynuti
vice nez 72 hodin od expozice je jiz profylaxe povazovana za neucinnou.
Pfi spravné provadéné profylaxi lze pocCitat se snizenim rizika o pfiblizné
90-95% (Machala, 2006).
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3. TEORETICKA CAST B: HIV / AIDS
3.1. DIAGNOSTIKA HIV INFEKCE

Kratce po objevu HIV, byly vypracovany a vroce 1985 do komercniho
vyuziti pfivedeny laboratorni testy pro detekci infekce virem HIV. Jednalo
se 0 enzymové imunoeseje typu ELISA pro detekci protilatek proti viru HIV.
Do tehdejsiho Ceskoslovenska byly prvni testy na detekci HIV protilatek
na naléhani odbornikl dovezeny zacatkem roku 1986 (Brickova, 2001).

V souCasné dobé patfi mezi rutinni metody vysSetieni HIV/AIDS nepfimé
stanoveni protilatek HIV-1/2 spole¢né s antigenem p24 metodou ELISA
(Enzyme Liked Immunosorbent Assay) nebo MEIA (Microparticle Enzyme
Immunoassay).

Kazdy reaktivni vysledek je nutno ovéfit specifictéjSi metodou
(napf.Western blot). Konfirmaci reaktivnich vzorkil zajistuje v Ceské republice
Statni zdravotnicky Gstav (SZU), Néarodni referendni laboratoi pro AIDS,
se sidlem Srobarova 48 Praha 10.

3.2. MATERIAL

PFi odbérech biologického materialu vZzdy pouzijeme rukavice, k odbériim krve
pouZijeme uzavieny systém (napf.Vacutainer firmy Becton Dickinson, dodavatel
pro CR-Ars Audio), pouZivame jen jednorazové odbé&rové pomucky . VSechny tyto
zasady bezpecnosti prace s biologickym materialem vedou k minimalizaci rizika
infekce pro zdravotnicky personal.

Zilni krev se odebird v mnozstvi 5-7 ml a nasledné je provedena centrifugace .
Ziskané sérum (pfipadné plazma) je mozné uchovavat pfi 4°C az 48 hodin.

DalSi télni tekutiny pouzivané pro detekci protilatek nebo virového antigenu
jsou: mozkomisni mok, sliny, sperma, vaginélni sekret nebo bioptické vzorky

rliznych tkani.
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3.3. PRIMY PRUKAZ

Tyto metody jsou zalozeny na pfimém prikazu pfitomnosti nékteré virové
komponenty ve vzorku pacienta.

Tento druh diagnostiky se pouZziva predevSim pro diagnostiku vertikalni
infekce u déti v prvnim pulroce véku a diagnostiku akutni HIV infekce.
V neposledni fadé se pouziva i pro sledovani pribéhu infekce, kdy je mozné zjistit

pocet infikovanych bunék na 1 ml krve.

A) KULTIVACE HIV

Pfimy prikaz viru kultivaci in vitro je v pfipadé viru HIV obtiznym,
zdlouhavym a pro laboratorni pracovniky z hlediska moZznosti profesionalni
nakazy nebezpecnym procesem. lzolace viru se provadi technikou kokultivace
mononuklearnich bunék ( T-lymfocytl) periférni krve s burikami zdravych darcu
projevuje tvorbou cytopatického efektu, eventualné tvorbou syncytii ( Brackova,
2000).

V dnesni dobé se tato metoda standartné pro prukaz nepouziva, spisSe

nachazi uziti pro védecky vyzkum.

B)PRUKAZ GENETICKE INFORMACE HIV

HIV virové nukleové kyseliny se detekuji bud v burfikach (provirova DNA),
nebo v plazmé (virova RNA). K prikazu HIV virové RNA s pomoci molekularné
biologickych testl, zejména polymerazové fetézové reakce (PCR) je mozno
v plazmé detekovat virus jiz za 10-12 dnl po infekci. Protoze HIV je RNA virus,
musi byt pouzita technika reverzné-transkriptdzova PCR (RT-PCR). Virova
RNA je nejprve pfepsana reverzni transkriptazou na dvojSroubovicovou DNA,
kterd je v nasledném kroku amplifikovana PCR reakci.
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Izolace HIV virovych nukleovych kyselin se pouzivda u vySetfeni
novorozencl a kojenct HIV-pozitivnich matek, ke sledovani progrese infekce,
pfi hodnoceni ucinku lé€by a z likvoru pfi podezfeni na progresi infekce HIV
v CNS. (Bruckova, 2000, Zima et al. 2008).

C)PRUKAZ HIV ANTIGENU p24

Detekce HIV antigenu p24 je dalSim ze serologickych testl laboratorni
diagnostiky HIV/AIDS. Vpraxi je nejvice vyuZzivdna metoda EIA
(enzymoimunoanalyza). Bylo prokazano, Ze vrlznych fazich infekce Ize
v periférni krvi prokazat vnitfni (coroveé) struktury viru HIV proteinové povahy.
Tyto antigenni Castice Ize v krevnim séru detekovat pfedevsim ve stadiu akutni
infekce kratce po vniknuti viru do organismu. Pomérné zahy, udava se,
Ze primérné do 3 mésicu, klesa jejich vyskyt k neméfitelnym hodnotdm. Znovu
se antigen p24 objevuje s nastupujicimi klinickymi pfiznaky plné rozvinutého
onemocnéni AIDS, tedy ve finalnim stadiu infekce. Protoze vyskyt antigenu
o nékolik dnu pfedchazi vyskytu protilatek (udava se o 5-6 dna), Ize testovanim
antigenu o tento interval zkratit tzv. imunologické okno (Brac¢kova,2000).
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3.4. NEPRIMY PRUKAZ

Zaméfuje se na prukaz specifickych protilatek HIV, které se objevuji
pfiblizné po prvnim az tfetim mésici po expozici. Diagnostika téchto protilatek
(Obr.€.2) slouzi jako zaklad pro ur€eni diagnézy HIV infekce. Tuto metodu
vyuzivaji napfiklad testy ELISA a dale testy western blot. Ty jsou vice
technicky naroc¢né, ale i vysoce specifické. Testy western blot slouzi zejména

jako ovérovaci testy pro reaktivni testy ELISA.

Obr.¢.2 Dynamika specifickych protilatek HIV
(www.Ifhk.cuni.cz/ukia/vyuka/aids.pps)

virémie — pritomnost viru v krvi

protilatky anti gp-120 — protilatky proti obalovému glykoproteidu gp-120
HIV-specificka CTL — HIV specifické T-lymfocyty

protilatky anti-p24 — protilatky proti dfefiovému proteinu p24
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A)PRUKAZ SPECIFICKYCH PROTILATEK

Prikaz specifickych protilatek proti viru HIV je nejrozSifengjSim
pouzivanym nastrojem diagnostiky infekce HIV a onemocnéni AIDS. Protilatky
se detekuji za 3 tydny — 3 mésice po infekci v séru nebo v plazmé. Protilatky
proti povrchovym antigenum (gp41, gp120) pfetrvavaji v organismu po cely
zivot. Detekce HIV protilatek se pouziva nejen k u€elim diagnostickym,
ale i vprevenci Sifeni infekce (napf. k testovani krevnich darcl, krevnich
pFipravkl a gravidnich Zen).

V transfuzni sluzbé se HIV pravidelné testuje od r. 1987. Od pocatku
testovani jsou vysSetfovany HIV protilatky technikou ELISA, vybér testu
schvélila Narodni referen¢ni laboratof (NRL). A tento princip se uplathuje
dodnes (Turek, 2005).

Laboratorni testy pro prikaz HIV protiladtek jsou vesmés zaloZeny
na principu enzymovych imunoeseji (EIA) typu ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay).

Mezi bézné pouzivané komercni testy patfi napf. Vironostika HIV Uni-form
I Ag/Ab od firmy Biomérieux. Tento vySetfovaci systém je pouzivan pro

automaticky ELISA systém DSX, firmy Dynex Technologies s.r.0. (Obr.&.3).
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Obr.¢.3 Automaticky ELISA systém DSX (Snimek pofizen fotoaparatem Canon
Power Shot S 3 1S)

B)Prukaz specifickych protilatek rychlymi HIV testy

Podobné jako konvencni EIA, jsou rychlé HIV testy sreeningové. Jsou-li
provadény spravné, detekuji HIV protilatky s citlivosti podobnou
s v soucasnosti dostupnymi EIA testy. Jsou ur€eny pro pouziti tam, kde nejsou
k dispozici potfebné podminky nebo vybaveni (v rozvojovych zemich,
v centrech pro drogové zavislé) k vySetieni standardnich EIA test(.

VSechny komeréné dostupné rychlé HIV testy jsou interpretovany vizualné
a nevyzaduji zadné vybaveni. HIV antigeny jsou pfipevnény k testovacim
prouzkim nebo membrané. Pokud jsou HIV protilatky pfitomné v testovacim
vzorku, navazi se na pfipevnény antigen. Kolorimetrické Cinidlo pfitomné v kitu
se vaze na tyto imunoglobuliny a vytvofi ukazatel, ktery je vizualné zjistitelny.

OraQuick testovaci zafizeni (Obr.€.4) ve tvaru padla obsahuje pasek
z nitrocelulézy, k nemuz je vtestovaci ,T“ oblasti pfichycen prouzek se

syntetickymi peptidy gp41l zastupujici HIV-1 a gp36 HIV-2, prouzek s kozim
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antihumannim IgG v kontrolni ,C* oblasti. Vzorek (pln& krev, plazma, serum,
sliny) je pfidan pfimo do vyvijeci lahvi¢ky. Pokud jsou HIV protilatky ve vzorku
pfitomny, vazi se na peptidy zplsobujici €ervenou linii, ktera se objevi
v testovaci oblasti. Jak roztok putuje dale, dorazi k antihumanni IgG kontrole a
byl-li pfidan adekvatni vzorek, tak se zobrazi Cervena linie v kontrolni oblasti.
VSechny ,pfedbézné reaktivni“ vzorky vyZaduji potvrzeni vysledku vice
specifickymi testy napf. Western blot (Greenwald et al.,2006).

Reactive Non-Reactive == Non-Reactive

. Reactive

22

C — kontrolni oblast
T — testovaci zé6na
Non-Reactive — nereaktivni

Reactive - reaktivni

Obr.€.4 Rychlé testy OraQuick Advance Rapid HIV-1/2 (Greenwald et.al.,
2006)
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3.5. PRINCIPY METOD

3.5.1. PCR

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je
molekularné biologickd metoda. Principem je enzymaticka amplifikace DNA
in vitro syntézou mnoha kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o tfech
teplotnich fazich. Protoze HIV je RNA virus, musi byt pouZzita technika RT-PCR
(Reverzné-transkriptazova PCR). Tato technika dovoluje detekci a v ur€itych
pfipadech i kvantifikaci mnozstvi mRNA pro urCity gen. PFi reverzné-
transkriptazové PCR je mRNA nejprve pfepsana do cDNA pomoci nékteré
z reverznich transkriptaz. Reverzni transkriptaza je po skonCeni syntézy
prvniho vlakna cDNA inaktivovana a useky DNA, které chceme analyzovat,
jsou dale namnozeny pomoci klasické PCR

Vyhodou PCR je, Ze Ize vySetfovat takfka jakykoliv typ materialu, vysoka
specificnost a citlivost. Nevyhodou je, Ze tato metoda vyZaduje drahé
chemikalie, kvalifikované pracovniky a peclivé dodrzovani laboratornich
protokoll (Votava et al.,2000).

Samotna PCR diagnostika neni dostacujici v nékterych (latentnich) fazich
HIV infekce, kdy je pfitomnost infekCniho viru v plazmé, detekovana jako HIV
RNA, prakticky neméfitelna. Virus se sice intenzivné v organismu replikuje

v miznich uzlinach, do periférni krve se vSak neuvolnuje (Bric¢kova,2001).
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3.5.2. EIA METODY

EIA (enzymoimunoanalyza), patfi mezi metody, které zaznamenaly velky
zvrat v laboratorni diagnostice a pro svoji citlivost umoznily stanoveni i malych
koncentraci latek. Jejich podstatou je reakce antigen-protilatka. EIA metody,
které pomoci imunochemickeé reakce s enzymatickou detekci umozniuji stanovit
v neznamém vzorku koncentraci antigenu nebo protilatky. Dulezité je to, Ze
indikatorem imunoanalytické metody je enzymovy konjugat. Podle povahy
substratu je reakci mozno detekovat spektrofotometricky, nefelometricky,
fluorometricky a luminometricky (Barturikova a Paulik, 2005).

ELISA (Enzyme Linked. Immunosorbent Assay) je specialnim druhem EIA
(enzymoimunoanalyza).Touto metodou Ize vySetfovat antigeny HIV (nejCastéji
p24 antigen) nebo protilatky proti HIV-1 a HIV-2 v séru nebo plazmé pacient(
s podezienim na infekci HIV (Obr.¢.5).

V prubéhu let byly vyvinuty &tyfi generace komerc¢nich testd metody EIA.
Lze jimi detekovat protilatky tfidy 1gG, IgM a C&tvrtou generaci Ize detekovat
virovou kapsidu p24. Prvni generace testd osahovala virovy lyzat, druha
generace rekombinantni protein s HIV kapsidou. Testy tfeti a ¢tvrté generace
jsou pouzivany v sou¢asné dobé (Marquez et al, 2008).

Princip metody spociva v tom, Ze protiladtka nebo antigen jsou navazany
na pevnou fazi (napf. sténu jamky) a po kompetetivni reakci s antigenem nebo
protilatkou se ve vzorku ustavi rovnovaha. Nenavazany konjugat (druha
protilatka znaCena enzymem) je odstranén zreakCéni smési promytim
a konjugat vazany na pevné fazi je inkubovan senzymovym substratem,
provadéjici barevnou reakci a nasledné zméren fotometricky.

Vyhodou téchto testi je jejich vysoka citlivost, specificita,
reprodukovatelnost, moznost masoveého provadéni s pouzitim ¢astec¢né Ci plné
automatizace a objektivni pFistrojové hodnoceni vysledkd. Nevyhodou jsou

Casté faleSné pozitivni reakce (napf. Castéji v tfetim trimestru gravidity, za
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pfitomnosti revmatoidnich faktord a pfi rdznych dysimunoglobulinémiich)
(Svoboda,1996, Barttrikova et al, 2005).

@ H,SO,

» > ©
< <O >0

Smés antigent Protiatky proti HIV-1/  Smés antigent: Substrat MB
HIV-1/HIV-2/ HIV-2/ HIV-1/HIV-2/
HIV-1 skupiny Of HIV-1 skupiny O/ HiIV-1skupiny O
protilatky proti HIV-1  antigen HIV-1 protiatky proti
ve vzorku HIV-1znadenych ‘
i HRP
{

Inkubujte 60 minut pri tepoté at 37 °C Inkubujte 30 Zastavte a
minut pfi odecitejte pfi
teploté 15 az (450 nm)

30 °C

Obr.¢.5. Pribéh ELISA testu (pfibalovy letak vySetfovaciho setu Vironostika HIV
Uni-Form Il Ag/Ab, vyrobce BioMérieux bv)
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3.5.3. WESTERN BLOT

Western blot (WB) je technika na béazi elektroforézy, imunochemie a
enzymatické reakce.
V prikazu HIV infekce jsou touto metodou nejcastéji detekovany protilatky se
specifikou proti proteinu, core antigenu p24, pl7, p55,.p40, a rozhodujici
protilatky proti glykoproteinovym antigenim obalu viru (gp160, gp120, gp41).
Nejprve dojde pomaoci elektroforézy k jejich frakcionaci podle hmotnosti a poté
jsou proteiny prevedeny na nitroceluldsovou membranu. Nasleduje vizualizace
pomoci vazby se specifickymi protilatkami, které jsou znaceny napf. enzymem.
Mozné zplsoby detekce jsou: kolorimetricka, chemiluminiscencni, radioaktivni
a fluorescentni.(Obr.€.6). Pokud jsou pfitomny alespori dva ze tfi antigen(
(p24, gp4l,a nebo gpl20,gpl60), je vysledek testu pozitivni. Pokud je
pfitomna néjaka jina kombinace antigen(, pak je vysledek neurcity.

Oproti béinym sérologickym metodam jako je ELISA, je WB sice Casové
detekuje protllatky bez rozliSeni specifickych antigenu. WB je pravdépodobné

nejvice vyuzivanym konfirmacnim testem (Zetola a Klausner,2006).

= A B € 1) Pozitivni kontrola HIV-1.

gp 160 ---' - o
gp 120 — 2) Negativni kontrola.
- 3) WB pacienta A (negativni vysledek)
55 — = -
9241 — 8 ~ 4) WB pacienta B (nejasny vysledek)
21 5) WB pacienta C (pozitivni vysledek)
p31 —m
Obr.¢.6 Western blot (www.biology.arizona.edu)
pi24 —= - m
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4. DISKUZE

Vir HIV a nemoc AIDS jsou v sou€asné dobé oznacCovany za pandémii
3. tisicileti. Tento maly a velmi nachylny vir zpusobil fadu pokrokovych zmén
v oborech jako jsou mikrobiologie, imunologie, molekularni biologie aj..

V boji s timto proménlivym virem nam pomaha fada neustale se vyvijejicich
diagnostickych metod. Ihned po objevu viru bylo vyvijeno znaéné usili najit
metodu, ktera by prokazala pfitomnost viru v organismu jesté pred nastupem
klinickych projevi onemocnéni AIDS.

V souCasné dobé jiz existuji takové testy, které jsou schopny detekovat
infekci jiz po 3 tydnech od mozné nékazy. Rychlé HIV protilatkove testy
zapoc€inaji revoluci v testovani pacienta mimo zdravotnické zafizeni. Tim
prispivaji k lepSi dostupnosti a nasledné pomahaji prekonat prekazky k v€asné
diagn6éze a mohou tak zlepSit navaznost v péci o infikovanou osobu. Rychlé
HIV protilatkové testy spole¢né s EIA metodami jsou metody screeningové.
EIA i rychlé HIV testy jsou znacné citlivé a proto se u nich Castéji setkame
s tzv. faleSnou reaktivitou. Rychlé HIV protilatkové testy maji oproti EIA
metodam vyhody — rychlost, dostupnost, nenaro¢nost na obsluhu a technické
vybaveni. Cenové relace jsou u t&chto testli témérF totozné. V Ceské republice
vSak stale prevlada vysetfovani v klinickych laboratofich.

Metoda Western blot je vysoce specificka, draha a Casové narocna.
VySetfeni je provadéno pfevazné manualné s vysSimi naroky pro laboratorni
personal, a proto je WB vyuzivan pfevazné specializovanymi pracovisti jako
konfirmacni metoda.

DalSi vysoce specificka a citlivh metoda PCR je v soucasnosti jiz vice
vyuzivana i pro béznou praxi jako screeningové vysetfeni. Zejména se vyuziva
k prikazu infekce u novorozencl HIV - pozitivnich matek, kdy nelze pouzit
vySetieni protilatkovych testl. Tato metoda ma vSak na rozdil od protilatkovych
testd nevyhody - je drazsi, vyzaduje naro¢né technické vybaveni a
kvalifikovany laboratorni personal.
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Pro bezpecnost krevnich pfipravkil, transplantovanych organd a v€asnou
detekci u téhotnych matek by bylo idealni pouzivat kombinaci vySetreni
protilatkovych testu, testd na pfitomnost antigenu p24 a testd pro prikaz virové
RNA (PCR).

Kultivace viru neni v sou€asnosti bézné pouzivana pro prukaz infekce HIV.
Metoda je velmi draha, naroCna a predstavuje zvySené riziko laboratorni

nakazy. Byva vyuzivana pro védecky vyzkum.
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5. ZAVER

Z uvedenych udaju vyplyva, Ze v€asnym zachytem HIV pozitivhich osob a
jejich poucenim Ize napomoci k zpomaleni Sifeni infekce HIV/AIDS.

Diky tomuto viru doSlo béhem poslednich dvaceti let krozsahlému
vyzkumu v oboru imunologie. Bylo zapotfebi vyvinout rychlé, finanéné
dostupné a citlivé metody detekce. Aby bylo mozZné testovat co nejvice vzorkud
pohromadé pro potieby transfuznich stanic, v prenatélni diagnostice aj.. Tuto
podminku v dnesSni dobé spliuji metody ELISA a PCR, které lze i plné
zautomatizovat.

V soucasné dobé jsou na trhu i rychlé screeningové HIV testy, které nasly
uplatnéni v klinickych i neklinickych zafizenich. Zejména pak v rozvojovych
zemich a v centrech pro drogové zavislé.

Metoda Western blot je ponechana jen na specialnich pracovistich a je
povazovana za metodu referencni.

V problematice HIV/AIDS zUstava nadale nejdllezitéjSi prevence, jako
zpusob ochrany pred timto onemocnénim. Intenzivné se pracuje na ucinné

vakcinaci, ale komplikovanost tohoto viru brani rychlejSimu rozvoiji.
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7. SEZNAM ZKRATEK

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskaného selhani
imunity

CD4 - subpopulace lymfocytd T (T-lymfocyt()

CDC - Centers for disease control and prevention ( Centra pro kontrolu nemoci
a prevenci)

EIA - enzymoimunoanalyza

ELISA - Enzyme liked immunosorbent assay

FI - inhibitor fuze

Gp - glykoprotein

HAART - Highly Aktive Antiretroviral Therapy (souCasny standart
antiretrovirové kombinacéni 1éCby)

HIV - Human Immunodeficiency Virus, virus selhani lidského imunitniho
systému

IN — virova integraza

MEIA — Microparticle Enzyme Immunoassay, enzymova imunoanalyza na
mikrocasticich

NNRTI — nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy

NRL AIDS — Narodni referenéni laboratof pro AIDS v SZU Praha

NRTI — nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy

PCR - polymerazova fetézova reakce

PEP — postexpozi¢ni profylaxe

PGL — perzistujici generalizovana lymfadenopatie

PI — inhibitory virové proteinazy

PR — virov4 proteaza

RT — reverzni transkriptaza

SzU — statni zdravotnicky Ustav

VL — ,viral load" (virova naloz)-HIV RNA, prokazatelnd po PCR

WB — western blot — konfirmacni test
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