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Abstrakt

Bakalarska prace se zaméfuje na vysetfovani infekce virem HIV s diirazem na
nejmoderné€jsi postupy. Teoreticka ¢ast se zabyva ptivodem HIV viruy, jeho cestami
prenosu, interakci HIV viru s infikovanou osobou a jejim imunitnim systémem

a moznou terapil.

Prakticka ¢ast prace popisuje soucasny stav testovani HIV viru v Ceské republice.
V kapitole metodika jsou systematicky uvedené metody pifimé i nepfimé
diagnostiky, které se vyuZivaji jak pro zadkladni, tak i pro konfirmacni testovani
v Narodni referencni laboratofi pro HIV/AIDS. Jednotlivé metody, tedy EIA,

western blot, imunoblot a PCR testovani.

Vysledkem bakaldfské prace je souhrn modernich metod testovani vzorkt na
piitomnost HIV viru a grafy vystihujici epidemiologickou situaci v Ceské republice
a také porovnani Ceské republiky s ostatnimi staty Evropy.
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Abstract

The bachelor thesis focuses on the examination of the HIV infection concentrating
on the latest procedures. The theoretical part deals with the HIV virus origin and the
way of it is transmission, the interaction of the HIV virus with the immune system

of the infected person and the possible therapy.

The practical part describes the current state of the HIV virus testing in the Czech
Republic. In the Methodology chapter there are systematically given direct
and indirect diagnostics methods, which are used for both the basic and the
confirmation testing at the National HIV / AIDS Reference Laboratory. Individual

methods, namely EIA, western blot, immunoblot and PCR testing.

The result of the bachelor thesis is a summary of modern methods of the HIV
virus presence testing and graphs describing the epidemiological situation in the
Czech Republic including the comparison of the Czech Republic with other

European countries.
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1 UVOD

HIV virus je stale celosvétovym problémem. I pfes rozsahlé snahy epidemii HIV
viru podchytit, bylo ke konci roku 2016 predpokladano 36,7 miliont1 lidi Zijici s HIV,
z toho 1,8 miliont1 osob piibylo pravé za rok 2016. Ceska republika se fadi mezi staty
s niz§im vyskytem HIV infekce, i pfes tyto pozitivni zpravy neustale nartista pocet
HIV pozitivnich osob i u nas. K 31.12.2017 bylo v Ceské republice diagnostikovéno,

od zahajeni sledovani infekce v roce 1.10.1985, 3 160 osob s pozitivnim HIV statusem

[1]; [2].

Ceska republika disponuje dostateéné kvalitnim diagnostickym zazemim se stale
se zvysujici citlivosti a specifinosti metod vyuzivanych k pfimé i neprimé
diagnostice HIV viru. Neustale je snaha zavadét nové metody, jako je napiiklad
NAT-PCR testovani v transfuzni sluzbé, které zvysuji troven testovani. I pfes
citlivéj$i moderni metody je stdle velkym problémem v diagnostice HIV
tzv. diagnostické okno. Kazdy organizmus reaguje na vir jinak, a proto

i nejmoderné&jsi metody nemusi byt v odhaleni viru vZdycky stoprocentni.

Dal8im problémem, sice jizZ mensi, je urcitd tabuizace tématu HIV. I pfes znacné
snahy HIV center a dalSich organizaci je HIV/AIDS strasdkem, o kterém se nemluvi.
Znacné procento osob Zijicich s HIV, sviij pozitivni status stdle neznd. Problém se
tyka prevazné osob ve zvyseném riziku, které nelze primét nechat se testovat.
Kazdy, kdo sije védom rizikového chovdni ma moznost se nechat at uz pod jménem
nebo anonymné vysetfit. Stimto problémem by mohly pomoct rychlé testy

certifikované pro domadci pouziti, které sebou ovsem nesou mnoha rizika.

Ve své praci usiluji o zachyceni aktudlniho stavu problematiky HIV tak, jak tomu
odpovida troven v letech 2017/2018. Ctenaf si ale musi byt védom skute¢nosti, Ze
onemocnéni virem HIV podléha prekotnému vyvoji a poznatky o této problematice

se stale méni a nartstaji [3].
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2 SOUCASNY STAV

HIV virus (virus lidského imunodeficitu) je fazen do skupiny RNA vir(,
konkrétné do celedi Retroviridae. Tento nazev je odvozen od enzymu reverzni
transkriptazy, ktery je charakteristicky pro vSechny zastupce této celedi. VSichni
zastupci obsahuji dvé kopie jednoretézcové RNA, kterou jsou schopny prepisovat
do podoby provirové DNA pravé pomoci enzymu reverzni transkriptdzy. Pozdéji
byl HIV virus zafazen do podceledi Orthoretrovirinae a rodu Lentivirus. Jiz
samotny ndzev rodu Lentivirus (lat. Lentus, pomaly) reflektuje schopnost nékterych
zastupcli rodu vyvolavat pozvolna se rozvijejici infekce s postupné se zhorsujicim

pritbéhem a fatalnim koncem [4]; [5].

Pravé RNA virus HIV je ptivodcem onemocnéni AIDS (syndrom ziskané imunitni
nedostatecnosti), ktery zptsobuje deficit v imunitnim systému organismu a tim
omezuje jeho funkci. Prvni zpravy o této nemoci se datuji k roku 1981, kdy bylo toto
onemocnéni diagnostikovano u mladych homosexudlnich muzt, ktefi byli pred
nakazou relativné zdravi. Diky témto faktiim byla vyslovena hypotéza, Ze se jedna
o sexudlné prenosné onemocnéni, tato hypotéza se nasledné, po patrani po dalsich

nemocnych ze stejné komunity potvrdila [6].

Hned od pocatku vyskytu onemocnéni AIDS zacala fada vyzkumnych tymt po
celém svété patrat po predpoklddaném ptivodci syndromu. V letech 1983-1984 dva
vyzkumné tymy (laboratof prof. L. Montagniera v Pasteurové Institutu v Pafizi
a prof. R. Gallo v Ndrodnim zdravotnim tstavu v americké Bethesdé) nezavisle na
sobé objevily etiologické agens AIDS (ve Francii pod ndzvem LAV, v Americe pod
HTLV III), které bylo pozdéji oznaceno novym jednotnym ndzvem HIV. V roce 1986
v laboratofi prof. L. Montagniera byl popsan dalsi virus izolovany z pacienta
vykazujici onemocnéni AIDS, ktery nesl jisté odlisnosti od ptvodniho viru. Tento
noveé popsany virus byl, diky své pfibuznosti k HIV pojmenovan jako virus HIV-2

[7]; [8].
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2.1 Pavod a druhy viru HIV

Na zakladé fylogenetické pribuznosti mezi HIV virem a opi¢imi retroviry SIV
(virus opi¢i imunitni nedostatecnosti) se ptivod viru HIV predpoklada, praveé z této
vétve RNA vird. SIV viry se pfirozené vyskytuji u africkych primata a neni znamo,
Ze by u téchto zvifat vyvoldvaly onemocnéni. Byla identifikovdna celd fada
divergentnich typti SIV a da se fici, Ze kazdy infikovany druh primatt ma svijj
vlastni specificky SIV vir. HIV-1 vir se tedy pravdépodobné vyvinul z viru
postihujiciho Simpanze, tedy Simpanziho SIVcpz viru, ktery napada Simpanze cego
(Pan troglodytes troglodytes). Vir tedy snejvétsi pravdépodobnosti preskocil
druhovou bariéru a dostal se z Simpanze, ktery byl jeho nositelem s dobrou toleranci
knému, na ¢lovéka, ktery se stal novym hostitelem tohoto viru a nebyl na néj
pfipraven. Samotny virus SIV je ale v lidském téle velmi slaby a lidsky imunitni
systém ho dokaze béhem nékolika tydnti zcela potlaci. Aby se tedy SIV virus vyvinul
az do HIV, muselo pravdépodobné probéhnout nékolik pfenosti mezi jedinci
v rychlém sledu za sebou. K samotnému pfeskoceni druhové bariery muselo dojit
minimalné tfikrat, co naznacuje vznik tfi virovych skupin, které byly doposud
rozpoznany, a to vir HIV-1-M, N a O. Vir HIV-2 m4 také pfibuznost se SIV viry,
ovSem od HIV-1 ma trochu odliSny ptivod a jeho nejblizSim pfibuznym je virus
SIVsmm, jehoZz nositelem je mangabej koutfovy (Cercocebus atys atys). K pfenosu
infekce HIV-11i HIV-2 na ¢lovéka doslo pravdépodobné pii zabijeni opic jako zdroje
potravy domorodct [9]; [10]; [11]; [12]; [13].

.....

vysledku projevuje naptiklad v jiném sloZzeni povrchovych struktur. Oba typy se
také odlisuji geografickym vyskytem, patogenitou, klinickym obrazem a nékterymi
epidemiologickymi charakteristikami. V Evropé, na americkém a asijském
kontinentu se vyskytuje prevazné HIV-1, HIV-2 zlistdva lokalizovadn zejména
v oblastech zapadniho pobfezi Afriky. Celd bakalarska prace je tedy soustfedéna

predevsim na HIV-1 [14].
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2.2 Morfologie viru

HIV-1virionova ¢astice ma stéricky tvar o primeéru 100-110 nm a je tvofena dvéma
hlavnimi ¢astmi, a to vnéjsim obalem, ktery je formovan lipoproteiny a virovou
kapsidou tzv. nukleokapsidou. Na vnéjsim lipoproteinové membrané kazdé virové
Castice je obsazeno 72 glykoproteinovych komplexi, které jsou do ni integrovany
ajsou slozeny z trimerti vnéjsitho glykoproteinu gpl20 a transmembranového
glykoproteinu gp4l. Vazba mezi gp120 a gp4l je pouze volna, a proto muze byt gp120
spontanné uvolnén do prostredi (gpl20 mtize byt detekovan v séru nebo
v lymfatické tkani infikovanych pacientt1). Béhem procesu puceni miize virus také
zaclenit na povrch své vnéjsi membrany rizné hostitelské proteiny pochazejici
z membrany hostitelské buriky, jako jsou naptiklad proteiny HLA tfidy I a II nebo
adhezni proteiny, jako je ICAM-1, které viru napomahaji k adhezi na cilovou buriku.
Na vnéjsi stran€ lipoproteinové membrany je navazan matrixovy protein pl7, ktery
vystyla vnitini povrch virového obalu a zprostfedkovava puceni viru. P17 je

k lipoproteinové vrstvé prichycen pomoci 14-C fetézce kyseliny myristové [15]; [8].

lipidova membrana
proteaza

gykoprotein gp120
integraza

glykoprotein gp4l

kapsida tvofena proteinem p24

matrix protein pl17

nukleokapsidovy protein p7

reverzni transkriptaza p66

HIVRNA

hostitelské proteiny (napi. HLA, ICAM-1)

Obr. 1- Struktura viry HIV-1 (Politkovd 2018),
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Vlastni jadro (nukleokapsida) je kryto proteinovym obalem p24, ktery ma tvar
ikozahedronu (dvanactisténu). V kapsidé jsou uschovany nejdiilezitéjsi
komponenty virionu. Dvé kopie HIV-1 RNA, které jsou soucasti komplexu
protein-nukleova kyseliny. Tento komplex je sloZen z nukleoproteinu p7 a reverzni
transkriptazy p66 (RT). Virové ¢astice obsahuji veSkeré enzymatické zafizeni, které

je nezbytné pro replikaci: reverzni transkriptdzu (RT), integrazu p32 (I) a protedzu

[4]; [7]; [16].

2.3 Cesty pfenosu HIV

Virova agens se mtze nachdzet v krvi, spermatu, preejakuldtu a vaginalnich
sekretech infikovanych osob. Tyto tekutiny jsou hlavnim prostfedkem pfenosu viru.
I kdyzZ se virus nachdzi i ve slindch, matefském mléce, moci, zvratkach, stolici, slzach
a potu, jeho mnozstvi je zde vysoce podprahové a k vyvolani infekce samo o sobé
nestaci (organismus je schopen se branit), prestoZe by tyto tekutiny teoreticky mohly
byt zdrojem infekce (v pfipadé, Ze by se dostaly do styku s krvi daného jedince),
v praxi se na Sifeni viru podle odbornikii nepodileji. Vétsi potenciondlni riziko

nakazy sebou nese mozkomisni mok, vypotky nebo plodova voda [8]; [17].

Pfenos miize byt tedy zprostfedkovan:

e pohlavnim stykem s infikovanou osobou (heterosexualnim, homosexudlnim):
o vagindlnim;
o analnim - vyssi riziko neZ u vaginalniho pfenosu, diky zranitelnéjsi
rektalni sliznici;
o orogenitalnim;
e krvi:
o infikovanou krvi a nékterymi krevnimi derivaty;
o sdileni jehel, stfikacek ¢i roztoku drogy mezi i.v. narkomany;
o krvavé poranéni infikovanou jehlou ¢ jinym predmétem

(napf. holicimi bfitvami, nesterilnimi tetovacimi nastroji apod.);
15



¢ zinfikované matky na plod nebo novorozence (vertikaln¢):
o transplacetarne;
o kojenim;
e jiné cesty:
o darovanim organt ¢i spermatu;
o masivnim zasaZenim sliznic ¢ koZni odérky infikovanou télni

tekutinou [7]; [15]; [17].

Virus HIV se nepfendsi vzduchem, kapénkami (kaslanim, rymou), libanim,
bodavym hmyzem, spoleénym sdilenim pfedmétt (nadobi, lozni pradlo apod.),

vodou v bazénu, virivce [17].

2.4 HIV a hostitel

Nejcastejsim zptisobem nakazy HIV infekci je pfenos pohlavnim stykem. Pri
této cesté nadkazy hraji hlavni roli antigen prezentujici bunky, pfedevsim pak
Langerhansovy buriky (LC), které jsou pritomny ve slizni¢nim epitelu a v epidermis.
Pfi ndkaze krevni cestou (tzn. pfes krev a krevni derivaty, transplantace, vertikalni
pfenos nebo kontaminovanym materidlem pii i.v. aplikaci drog) jsou infikovany
pfimo samotné CD4 lymfocyty. CD4 lymfocyty jsou pomocné T-lymfocyty, které
maji na své vnéjsi strané cytoplazmatické membrany povrchovych glykoproteint
CD4, ktery je predevsim koreceptorem, jenz se vaze na antigeny vystavované na
komplexech MHC II. tfidy. Nasledné se infekce $ifi do lymfoidnich tkéani, kde se
nachazi folikuldrni dendritické buriky, které po ndkaze slouZzi jako rezervoar infekce.
V lymfoidni tkani dochdazi k rozsahlému zmnozeni viru HIV, ten se poté uvolnuje
z tkané do krevniho fecisté a organizmus se potyka s rozsahlou viremii. Denni obrat
v akutni fazi ¢ini az 1010 vird. Virus je rozvadén po celém téle a usidluje se
v lymfatické tkani orgdniti obsahujici CD4 lymfocyty. V urcitych tkanich dochdzi
k dal$imu pomnoZeni viru, v jinych, napfiklad v tkdnich mozku nebo kostni diené

se nachazeji tzv. klidové CD4 lymfocyty, které slouzi jako rezervoar [8]; [18]; [19].
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2.4.1 Vstup HIV do cilové buniky hostitele

Poté co se virus HIV dostane do téla hostitele, je schopen se prostfednictvim
ligandu a glykoproteinu o molekulové hmotnosti 120 kDa (gp120) vazat na CD4
receptor, ktery je exprimovany na bunéné membrané cilovych bunék. Cilovymi
burikami pro virus HIV jsou pfedevsim CD4 T-lymfocyty, makrofagy, folikularni
dendritické bunky, mikroglie CNS a dalsi. Interakce viru HIV s CD4 T-lymfocyty
ma za nasledek vznik imunodeficitniho stavu, ostatni antigen prezentujicich buriky

a mikroglie CNS slouzi pfevazné k dlouhodobému uloZeni viru [8].

Vazba viru HIV prostfednictvim gpl20 na receptor CD4 nejen Ze umoZnuje
nasledny vstup viru do cilové buriky, ale také narusuje intercelularni signalni drahy
a dopomdhd k apoptdéze CD4 T-lymfocyti. Bylo zjisténo, Ze pfi blokaci pravé
receptoru CD4 napf. pomoci PRO542 (geneticky upraveny tetravalentni fazni

protein), dochézi k inhibici virové replikace in vitro [8]; [16].

Kromé vazby na CD4 receptor se virus vdze pomoci C-C chemokinovych
koreceptortt CCR5 nebo CXCR4 (existuji i dualné tropni kmeny HIV, tyto kmeny
poté mohou vyuzivat jak receptor CCR5, tak CXCR4 ke vstupu do cilové bunky).
Jedna se o skupinu receptorii se sedmi transmembranovymi regiony, které jsou
intracelularné spojeny s G-proteiny. Tyto receptory jsou pfirozenymi receptory pro
chemokiny, jako jsou napiiklad MIP-la, MIP-15 a Rantes. Tyto chemokiny, pokud
jsou v dostatecném mnozstvi dokazi zamezit navazani viru HIV pomoci gp120, diky
tomu Ze se na vazebnd mista navazi samy. CCR5 a CXCR4 jsou povrchové struktury
dtlezité pravé pro fuzi a nasledny prianik HIV do cilové bunky a uréuji takzvany
,tropismus” viru, tzn. které burlkky dany virovy kmen prednostné infikuje.
Koreceptor CXCR4 je lokalizovan pfevazné na naivnich CD4 T-lymfocytech, tato
povrchova struktura ma pfedevsim afinitu k T-tropnim kmentim HIV. Tyto T-tropni

kmeny indukuji tvorbu syncytii a jsou spojovany s rychlejsi progresi nemoci [16].
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Koreceptor CCR5 je nezbytny pro monocytotropni (M-tropni) izolaty HIV.
Tyto M-tropni izoldty jsou schopny atakovat makrofdgy, monocyty
a CD4 T-lymfocyty v ¢asné fazi infekce. M-tropni izolaty neindukuji tvorbu synticii,
amnohem lépe se ukryvaji pfed imunitnimi mechanismy, snadnéji preZivaji

v infikovanych organizmech, a proto jsou asociovany s dlouhodobou

asymptomatickou fazi [8]; [20].

Pravé u koreceptoru CCR5 byla prokdzana asociace mezi deleci genu
kodujiciho tento receptor CCR5-A32 a sniZzenym rizikem infekce virem HIV. Osoby
s mutaci nebo deleci tohoto genu mohou byt k HIV méné vnimavi, dokonce i zcela
rezistentni diky nepfitomnosti ¢i nefunkénosti koreceptoru CCR5. U homozygotii
sdeleci 32-bp (v populaci asi 1 % osob) nemutze dojit k onemocnéni
monocytotropnimi izolaty HIV, jedinci ktefi jsou i presto infikovani, jsou nakaZeni
variantami viru, které vyuzivaji CXCR4 pro vstup, tedy T-tropnimi kmeny HIV.
U heterozygottl s touto genetickou indispozici (cca 16 % nasi populace) dochézi
obvykle k velmi pomalému ndstupu onemocnéni (asymptomatickd faze v praméru
o 2 roky delsi) a postizeny jedinec mnohem lépe reaguje na lécbu, tyto jedince poté
oznacujeme jako tzv. dlouhodobé nonprogresory (LTNP). Stdle je v procesu
zkoumani také vliv polymorfizmu promotorového genu CCR5 na progresi

onemocnéni [21].

D4 §_fjj CxXCRa CCR5
/CD4+ T-lymfocyt MIP-la )\
p—_— ™\ \ MiP-1p frod Tymbocyt
s ! RANTES o~ [ y. \
G/
o Al
24—
D1 CCR5
T-tropni izolat HIV M-tropni izolat HIV

Obr. 2 - Chemokiny a jejich receptory (wravero die[8]),
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2.4.2 Penetrace HIV do hostitelské bunky

Po pfilnuti viru na cilovou buniku prostfednictvim vazby gpl20 na CD4
receptor a poté na receptory CCR5 a CXCR4, dojde k pfibliZeni virové castice
k bunice hostitele. Nasledné se povrchovy glykoprotein gpl20 uvolni
z transmembranového glykoproteinu gp4l, ktery byl jeho nosi¢em. Udava se, Ze
diky vazbé gpl120 na CD4 dojde u gp4l ke konformacnim zménam, tyto zmény pak
maji za nasledek, Ze gp4l dokdze vlozit sviij hydrofobni N-terminalni konec do

membrany buriky hostitele [16].

Po pfichyceni gp4l k cilové bunce, dojde k tzv. zipovani. Zazipovani nastava
mezi dvéma podjednotkami gp4l a po zazipovani jednotlivych podjednotek do sebe,
se membrana viru priblizi velice blizko membrané hostitele a nastane jejich

vzajemna fuze, nasledné je umoznén vstup viru do cilové buniky [16]; [22]; [23].

Zajimavym faktem je, Ze byl popsan a je ve stalém zkoumani alternativni vstup
viru HIV do hostitelské buriky endocytdzou. Je zndmo, Ze tento druh penetrace je
povinnym vstupnim krokem pro obalené viry, jejichz fizni proteiny jsou aktivovany
az kyselym pH. U virti, které jsou nezavislé na pH, jako je pravé HIV-1 se védci
domnivali, Ze k vniknuti viru do buriky dochdzi jen pomoci fize membran. Faktem
je, Ze endocytdzou se do burky dostane mnohem vice virovych castic, ty poté
vytvareji v burice endozomy. Za normalnich podminek se vSak burika dokaze viru
zbavit, vytvofenim lyzozymu a pomoci degradac¢nich enzymt HIV virus rozlozi.
Problém vsak nastavd, pokud zménime pH rtznymi latkami (napf. nékteré léky
amantadin, chloroquin) a nemftize dojit k okyseleni endozomt a lyzozymdu.
V takovychto ptipadech se nema cilova burika, jak branit, a dokonce mtize dojit az

k mnohondsobnému navyseni infekcénosti viru [22]; [23].
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2.4.3 Replikacniho cyklus HIV uvnitf hostitelské bunky
2.4.3.1 ObnaZeni genomu

Po praniku viru HIV do napadené bunky dochazi k oddéleni
glykoproteinovych obalt a do cytoplazmy poté putuje pouze nukleokapsida, ktera
kromé fady proteint (napf. p24) obsahuje dva fetézce RNA a riizné virové enzymy,

jako je napfiklad reverzni transkriptaza (RT), integrazy, virova proteaza [20].

2.4.3.2 Genom HIV-1

Virova RNA HIV je tvorena priblizné 9 200 nukleotidy. Tyto nukleotidy
formuji 9 genti. Tti strukturalni geny se podileji na stavbé zakladnich soucasti viru
HIV, fadime zde gen env (envelope), gag (group antigen) a pol (polymeraza). Gen
env je pfedevSim nositelem informace pro tvorbu virového obalu, tedy pro
prekurzorovy glykoprotein gpl60, ktery podléha proteolytickému stépeni za vzniku
povrchového glykoproteinu gpl20 a transmembranového glykoproteinu gp4l. Gen
gag obsahuje genetickou informaci pro tvorbu rtiznych proteinti, napf. proteinti
matrix (p17), nukleokapsid (p7) nebo proteint, které jsou soucasti kapsidy viru (p24).
Posledni strukturalni gen pol zodpovida za syntézu enzymi, které umoznuji prepis
virové informace, jeji duplikaci a integraci do genomu napadené burky. Déle se
v retrovirovém genomu na obou koncich nachdazi opakujici se tiseky nukleotid,
které se oznacuji jako LTR (long terminal repeat). Tyto tseky neslouzi k syntéze
zadnych struktur viru, ale maji za ukol zahdjit specifickou ¢innost vSech hlavnich

i regulac¢nich genti [7]; [8]; [15].

Zbytek genomu je tvofen regulacnimi geny, jednad se napiiklad o gen tat
(transactivator), ktery umoznuje pfepis vSech virovych proteinti, gen rev (regulator
of expression of virion proteins), jehoz produkt ptisobi na trovni messenger RNA
ajejim prostfednictvim mtze pozitivné i negativné ovlivnit tvorbu virovych
proteinti a v neposledni fadé gen nef (negative factor), ktery obsahuje informaci pro

tzv. protein F jehoZ tkolem je negativni zpétna vazba. Pokud v genomu chybi gen
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nef, tudiZ také protein F, dochazi k rychlejsi replikaci viru. DalSimi regulacnimi geny

pak jsou naptiklad gen vif (virion infectivity factory), vpr nebo vpu [7]; [15].

Genom HIV pak ma strukturu 5 LTR-gag-pol-env-LTR 3’ a je vélenén do DNA

napadené burnky, ¢imzZ se stane navZzdy jeji soucasti [8].

(—[l Tev —>»
€—— Rev =2
[Lr | Gag |Wf <« Tat —> |LTR |
Pol | L Env [ Ner ]
- Vpr Vpu
Gag prekursor Pol prekursor P g Env prekursor
PrSSGag gp 160
Protein/I\ pl5 , , _— . .
atrix hlavnd proteaza endonukledza  extraceluldrni  transmembrénovy
p17 strukturalng pll p32 protein protein
_ ) gp 120 gp 41
protein reversni
p24 transkriptaza
Po6, p5l
mukleokapsidovy
protein na prolin
p7 bohaty protein

P2

Obr. 3 - Genom HIV-1 (Polickovi 2018),

2.4.3.3 Replikace virového genomu

Po fazi virové HIV dastice s hostitelskou burlkou, jejim ndslednym
,odplasténim” a vniknutim nukleokapsidy nastane samotnd replikace.
Z nukleokapsidy se do cytoplasmy uvolni virovd RNA s navdzanou reverzni
transkriptazou (RT). V cytoplazmé bun€k poté dochazi plisobenim reverzni
transkriptazy k transkripci genetické informace viru uloZené v RNA na provirovou
DNA. Tento pfepis se uskutecniuje v nékolika krocich a vysledkem je dvoufetézcova
HIV DNA s LTR useky na obou kocich. Tato provirova HIV DNA se muize
v hostitelské burice, kterd je v klidovém stadiu pouze akumulovat v podobé
neintegrované provirové HIV DNA. Tento vztah je nazyvan latentni infekce buriky.

Virogenni burlka nadale normdlné metabolizuje, plni své funkce a déli se.
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Predstavuje vSak rezervodry HIV a je velkou komplikaci pri antiretrovirové terapii,
ktera pravé diky témto bunkam s latentnim rezervodrem nedokaze virus HIV zcela
vymytit. Pokud je ovSem bunka aktivovana nebo dojde k jeji aktivaci, nastane
pomoci integrazy zaclenéni provirové HIV DNA do genomu napadené aktivované
buriky. K aktivaci buriky mtZe dojit naptiklad v pribéhu oportunni infekce, po
ockovani, pfi kontaktu s antigenem nebo pfimo stykem virového glykoproteinu

gp120 s napadenou burku [7]; [8].

Po zaclenéni provirové HIV DNA do genomu bunky dochazi k dalsi
transkripci, kdy se prepisuje integrovanad virova DNA, standardnimi bunéénymi
mechanizmy do podoby mRNA, a je nasledné z jadra transportovana do
endoplasmatického retikula. V endoplasmatickém retikulu dochdzi k translaci
virovych proteintl, a nastdva chronicka infekce bunky, kdy burika vytvari jednotlivé
strukturdlni jednotky novych virionti, ale sama prezivd, metabolizuje a ¢astecné plni
své funkce. MtiZe vSak dojit k akutni formé infekce, kdy provirus HIV zcela ovladne
bunécny metabolismus ve sviij prospéch, a bunééné ribozomy zacnou tvofit pouze
komponenty pro nové viriony HIV. Jeji vlastni metabolismus je zcela utlumen, rtst

i mnoZeni je zastaveno, veskera energie je vycerpana a burika se rozpada a zanika

[7]; [8].

Samotna replikace virového genomu je zatizena velkym mnozZstvim chyb.
Piredpoklada se, Ze reverzni transkriptdza ma za nasledek v jednom replika¢nim
cyklu vznik 1-10 chyb na virovy genom. Diisledkem takto vzniklé mutace miize byt
na strané jedné snizend infekénost nebo virulence samotného viru HIV, na strané

druhé pak mtize predstavovat samotnou evoluéni vyhodu viru, pfed selekéni lécbou

[8]; [3].

2.4.4 Exprese virovych gent

Pokud dojde k chronické nebo akutni infekci, zacne builka
v endoplazmatickém retikulu syntetizovat polypeptidy — stavebni soucasti novych
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virovych castic. Tyto jednotlivé polypeptidové komponenty jsou pak v cytoplazmé
zkompletovany. Aby mohlo dojit k samotnému zkompletovani musi byt peptidické
vazby, pfitomné v fetézci gag-pol-env rozstépeny pomoci enzymtt HIV proteazy.
Nasledné pak miZe dojit k samotnému vytvoreni novych zralych virovych partikuli
a jejich maturaci v priibéhu puceni z hostitelské buriky. Nové virové castice jsou
ihned po dozrani infekéni a mohou napadnout dalsi dosud neinfikované cilové

bunky [15]; [3].

Pfi samotném puceni sebou berou virové partikule i lipoidni substance
bunécéné membrany hostitelské buriky, pro sviij vlastni obal, ale také k maskovani
pfed imunitnim systémem napadeného jedince. Maskuji se napfiklad pomoci HLA

znak hostitelské buriky, které jsou na bunécné membrané pritomny [15].

2.5 HIV a imunitni systém

2.5.1 Antigen prezentujici bunky

Hlavnimi burikami imunitniho systému prezentujici antigen jsou B-lymfocyty,
makrofagy a dendritické buriky (DC). Pravé DC jsou nejuéinné€jsimi induktory
specifickych imunitnich odpovédi a jsou povazovany za nezbytné pro iniciaci
primarnich antigen-specifickych imunitnich reakci. Nezralé DC migruji
z hematopoetické kmenové bunky v kostni dfeni smérem k primarnim lymfatickym
organtim a do submukdzni tkdné stiev, genitourindrniho a dychaciho traktu. Zde
fagocytuji odpad z bunék, razné dalsi molekuly a dale také cizorodé castice

a patogenni organizmy [8], [16].

Nékteré DC po kontaktu s patogenem, zacénou dozravat. Patogen je
endocytovan a transportnim vackem prenesen do lysozomu kde je degradovan na
virové antigeny, které jsou nasledné prezentovany prostfednictvim MHC-II na
povrchu DC. Pokud endocytovany virus ziska pfistup k cytoplazmé DC, mtize byt

proteazomem zpracovan a exprimovan na bunééné membrané jako soucast MHC-I
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receptoru. Signalizace prostfednictvim receptorit nebo detekce prozanétlivych
cytokini vyvolava aktivaci a migraci jiz zralych DC z periferie smérem

k sekunddrnim lymfatickym organtim [8]; [16].

Problémem je, Ze viry vcetné HIV, vyvinuly rtizné strategie, aby se vyhnuly
degradaénim cestam DC. Je znamo, ze DC vystaveny HIV dokazi prenaset
cytopatickou infekci. Naptiklad pomoci mechanismu zndmému jako trans-infekce,
kdy se infikované DC premistuji z perifernich tkdni do lymfatickych uzlin, kde se

HIV prenese z DC na CD4 T-lymfocyty a odtud se virus mtiZe snadno dale Sifit [24].

2.5.2 Interakce DC a B/T-lymfocytta

Dendritické buriky tedy jsou schopny zachytit antigeny na obvodu, zpracovat
a exprimovat jej na bunéném povrchu a spolu s kostimulaénimi molekulami,
iniciovat v sekunddarnich lymfatickych organech aktivaci T-lymfocytt. T-lymfocyty
spolecné s B-lymfocyty jsou povazovany za hlavni efektorové bunky
antigen-specifické imunitni odpovédi. Funkce obou jsou vSak kontrolovany pravé
dendritickymi burtkami. Rozdilem mezi T a B-lymfocyty je, Ze B-lymfocyty mohou
rozpoznavat antigen pfimo po navazani na B-bunéény receptor, T-lymfocyty
k rozpoznani antigenu vyzaduji predchozi zpracovani a prezentaci antigennich

peptidd pomoci DC [8]; [16].

V sekunddrnich lymfatickych orgdnech zralé DC aktivuji prostfednictvim
vazby MHC-II na T-bunéény receptor (TCR) antigen-specifické CD4 T-lymfocyty,
popripadé pomoci receptoru MHC-I, CD8+ T-lymfocyty. Schopnost DC aktivovat
T-lymfocyty zavisi také na sekreci stimulacnich cytokint, jako je IL-12, cozZ je klicovy
cytokin pro tvorbu a aktivaci bunék THi lymfocyt a NK-bunék. Pouze nékolik DC
a malé mnozstvi antigenu jsou dostatecné k vyvolani silné antigen-specifické

odpovédi T-lymfocytd, coz ukazuje znacnou imunostimulaéni té¢innost DC [8]; [16].
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Na membrané DC jsou kromé adheznich molekul exprimovany také lektiny,
jako je DC-SIGN, které podporuji agregaci DC s T-lymfocyty. Bylo také zjisténo, Ze
zapric¢inuji vzdjemnou infekci DC a T-lymfocytli, tedy Sifeni viru v hostiteli.
DC-SIGN je lektin typu C, ktery je schopen vazat Lentiviry, jako jsou SIV a HIV, diky
interakci s gpl20. Imunohistochemické studie poukazuji na expresi DC-SIGN
u submukdznich a intradermalnich DC, a naznacuji tak implicitni vliv DC-SIGN na
vertikalni a slizni¢ni pfenos HIV. Bylo prokazano, Ze exprese DC-SIGN zvysuje
prenos HIV na T-lymfocyty. DC-SIGN tedy mtize byt mechanismem, pfi kterém se
HIV prostfednictvim DC v mukdznich tkanich dostdva az do lymfoidnich tkani, kde

HIV poté miize infikovat CD4 T-lymfocyty [8]; [16].

2.5.3 Lymfaticka tkan

Lymfaticka tkan predstavuje hlavni a nejvyznamnéjsi misto pro replikaci HIV
viru, béhem celého pribéhu infekce. Cast replikace viru probiha také
v hematopoetickém systému. V pocatecni fazi infekce je do plazmy uvolnéno velké
mnozstvi HIV, na zdkladé toho se zacinad vytvaret HIV specifickd cytotoxicka
T-lymfocytarni odpovéd, ktera souvisi s potlacenim plazmatické viremie u vétsiny
pacientt. Viriony jsou v lymfatické tkani vychytavany pomoci sité folikuldrnich

dendritickych bunék (FDC) [8]; [16].

Pocet bunék obsahujicich provirovou DNA je v lymfatické tkani 5 - 10krat vyssi
neZ v cirkulujicich mononukledrnich burikach periferni krve. Samotna replikace viru
HIV je v lymfatické tkani asi 10 az 100krat vyssi nezli v periferni krvi. Primarnim
mistem zahdjeni replikace je parakortex miznich uzlin. K pfednostni replikaci a vétsi
destrukci CD4 T-lymfocytt vSak dochdzi v lamina propria a submukodze streva,
zfejmé diky vétsimu osidleni CCR5 efektorovymi pamétovymi CD4 T-lymfocyty,

které jsou idedlnimi cili pro replikaci HIV [8]; [16].

Od okamziku infekce virem HIV probihd neustdld intenzivni replikace viru
v cilovych burikdch (makrofagy, monocyty, aktivované a klidové CD4 T-lymfocyty).
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V brzké fazi infekce se pravé v téchto cilovych bunkach vytvareji trvalé rezervoary
virli, zejména pak v latentné infikovanych CD4 T-lymfocytech a makrofazich. Kdy
po dokonceni reverzni transkripce je moZné v cytoplazmé bunék prokazat
proviralni neintegrovanou HIV DNA (in vitro experimenty ukazaly, ze HIV se
prednostné integruje do aktivnich genti). Z toho vyplivd, Ze aktivace
CD4 T-lymfocytti je dilezita pro integraci DNA HIV do genomu hostitelské buriky
a je proto predpokladem pro syntézu novych viriontt. V tomto ohledu prostredi
lymfatické tkané predstavuje optimalni milieu pro replikaci viru. Diky blizkému
kontaktu mezi CD4 T-lymfocyty a burikami prezentujicimi antigen, pfitomnosti
infekénich viriont na povrchu FDC a také bohaté produkci prozanétlivych cytokint
(napt. IL-1, IL-6 nebo TNFa), podporuje zahdjeni virové replikace v doposud
latentnich infikovanych burikach a zesiluje replikaci viru v bunkéch, které jiz virus

produkuiji [8]; [16].

Béhem pfirozeného pribéhu onemocnéni HIV se pocet CD4 T-lymfocytt pomalu
snizuje, zatimco plazmatickd viremie se u vétSiny pacientti zvysuje. Progrese
onemocnéni se odrazi destrukci architektury lymfoidni tkdné a snizenou schopnosti

zachytiti samotny vir [8]; [16].

Genomova analyza virové RNA u pacienti s akutni infekci HIV ukazala, Ze
u priblizné 80 % infikovanych pacienti je viremie vysledkem infekce jedinou
partikuli viru. VétSina téchto napadenych bunék je béhem nékolika dni znicena
pfimymi i nepfimymi mechanismy. Dalsi progrese onemocnéni zavisi do znac¢né
miry na schopnosti hostitele rekonstruovat skupinu pamétovych bunék
v lymfoidnim tkdni. Neddvné vyzkumy naznacily, ze vydej CD4 T-lymfocytt
v thymu je béhem infekce HIV sniZovan, zvlasté u starsich pacientti, a Ze tento defekt
je zplisoben abnormalitami proliferacemi T-lymfocytii v burkach, jejichz
mechanizmus je stale nedefinovany, protoze thymocyty neexprimuji CCR5 a nemély

by byt tedy nutné cilem HIV [8]; [16].
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2.5.4 HLA systém

CD8 T-lymfocyty rozpoznavaji specifické antigeny ve spolupraci s molekulami
HLA 1. tfidy na bunkach prezentujicich antigen, zatimco CD4 T-lymfocyty vyzaduiji
prezentaci antigennich peptid v kooperaci s molekulami HLA II. tfidy. Vytvoreni
HIV-specifické imunitni odpovédi tedy zavisi na individudlnim HLA motivech [8];

[16].

Antigen-prezentujici buriky mohou vazat HIV peptidy rtznymi zptsoby na
molekulach HLA I. tfidy. CD8 T-lymfocyty tak mohou byt aktivovany optimalnim,
suboptimdlnim zptisobem nebo nemusi byt aktivovany vibec. Byly také
identifikovany HLA motivy spojené s pomalou nebo rychlou progresi onemocnéni,
z ¢ehoz lze usuzovat, ze typ HLA mtiZe byt odpovédny za priibéh onemocnéni.
Homozygozita pro HLA Bw4 je povaZovana za protektivni. Pacienti, ktefi vykazuji
heterozygozitu na lokusech HLA I. tfidy, maji charakteristicky pomalejsi pribéh
imunodeficience neZ pacienti s homozygozitou u téchto lokusti. Poc¢atecni studie
ukazala, ze HLA B4, B27, B51, B57 a C8 jsou spojeny s pomalou progresi
onemocnéni, zatimco pfitomnost HLA A23, B37 a B49 je spojena s rychlym rozvojem
imunodeficience. Neddvné studie naznacuji, Ze u diskordantnich parti mtize mit
neshoda v HLA I. tfidy ochranou funkci pfed heterosexudlnim pfenosem. U HLA
B57 pozitivnich pacientd se uplatiiuje HLA B57 restrikce CTL zaméfena proti HIV

peptidiim s lepsi imunitni odpovédi [8]; [16].

CD8 T-lymfocyty HIV exponovanych, ale neinfikovanych africkych Zen
rozpoznavaji odlisné epitopy nez T-lymfocyty CD8 infikovanych Zen. To naznacuje,
Ze epitopy, proti kterym je imunitni systém nasmérovan béhem pfirozené infekce,
se mohou lisit od téch, které jsou protektivni proti infekci. Vedle toho mitize
individualni HLA motiv ovlivnit adaptivni imunitni odpovéd a vyvoj unikovych
virovych mutaci. U pacientti s HLA B57 a B58 mohou u HIV viru vznikat jisté mutace

v genetickém kddu, které umoznuji viru uniknout ptisobeni CTL. Tyto mutace ve
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vysledku vedou ke sniZeni replikacni kompetence a tim ke snizeni virové zatéze [8];

[16].

Antigeny HLA 1II. tfidy jsou rozhodujici pro vyvoj HIV-specifické
CD4 T-lymfocytarni odpovédi. Identifikace ochrannych nebo nepratelskych alel
HLA tfidy II je méné dobfe prozkoumano neZ znalost alel u HLA 1. tfidy. Bylo
zjisténo Ze, HLA DRI13 prokazuji ochranny tcinek pfed vertikalni infekci HIV [8];
[16].

2.5.5 T-lymfocyty a NK bunky

Na NK burikédch (natural killers) a malé malém mnoZstvi T-lymfocytii jsou
exprimovany transmembranové receptory KIR (killer cell immunoglobulin-like
receptors). Tyto receptory KIR pfedstavuji ligandy, které se vazi na HLA I tfidy
a funguji jako aktivaéni nebo inhibicni receptory NK bunék. Bylo prokdzano, Ze
polymorfismy genu KIR souvisi s pomalou nebo rychlou progresi onemocnéni HIV.
Béhem infekce HIV mohou byt NK buriky nejen sniZeny, ale mohou také vykazovat
snizenou cytolytickou aktivitu. Pfedbézné vysledky naznacuji, Ze nizké pocty NK
bunék jsou spojeny s rychlejsim priabéhem onemocnéni. Imunologicky tlak KIR
receptori muze vést az kselekci mutant HIV viru schopnych uniknout
imunologické kontrole, coZ jednak svéd¢i pro pfimé ptisobeni NK bunék na evoluci

virti, jednak to podtrhuje vyznam pfirozené imunity v protivirové obrané [8]; [16].

2.5.6 HIV-specifickd bunécna odpovéd

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) jsou schopny rozpoznat a eliminovat buriky
infikované virem. Rada studii jasné demonstruje, Ze CTL jsou rozhodujici pro
potlacovani replikace HIV a maji vyznamny dopad na progresi onemocnéni po
infekci. Pfi srovnavani pacientt infikovanymi HIV s rychlym poklesem poctu

CD4 T-lymfocyti a dlouhodobych nonprogresorti, maji nonprogresorovi pacienti
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vysoké mnozstvi HIV-specifickych prekurzort CTL se Sirokou specificitou vici

riznym proteinam HIV [8]; [16].

Byli popsani néktefi jedinci, ktefi se po letech stabilizovaného onemocnéni
v pritomnosti silné CTL reakce vyvinuly mutanty HIV (escape mutanty), ktefi byli
schopni uniknout z vlivu CTL. Vyvoj CTL anikovych mutantii byl spojen s rychlym
poklesem CD4 T-lymfocytti, coZ naznacuje ochrannou tlohu CTL. Specifické CTL
mohou dokonce zabranit ndkaze v pripadé, Ze doslo k expozici HIV virem. Vyskyt
CTL odpovédi nesouvisi pouze s potlacenim plazmatické viremie béhem pocatecni
taze HIV infekce. Pacienti, u kterych byla zahdjena cART lécba zahy po ndkaze
a pozdéji podstoupily strukturovanou pferusovanou terapii, se i béhem faze bez

1écby vyskytovaly v krvi HIV-specifické CTL [8]; [16].

V roce 2009 bylo prokazano, ze pocatecni reakce HIV-specifickych CTL znacné
prispiva ke kontrole virémie béhem akutni infekce. Nicméné je stale nejasné proc
u vétSiny pacientd, ktefi vykazuji na zacatku infekce silnou CTL odezvu tato
odpovéd pozdéji zeslabuje. Jako jedno z moznych vysvétleni se naskytaji tzv. escape
mutanti, jejichz epitopy rozpoznavané CTL a jiz nejsou imunodominantni.
Negativneé se vSak miize uplatnit i nef protein, ktery dokdze regulovat antigeny HLA
I. tfidy a tim ptsobit proti rozpoznavani infikovanych bunék pomoci CTL. Neni
jasné, pro¢ vétsina infikovanych jedincti, pfestoze vykazuje detekovatelnou CTL

odpovéd neni schopna kontrolovat virus [8]; [16].

Zahdjeni ART béhem primdrni infekce HIV bylo spojeno s perzistenci
HIV-specifické = CD4  T-lymfocytdrni  odpovédi. Tyto  HIV-specifické
CD4 T-lymfocyty jsou zaméfeny hlavné proti epitopiim odvozenych od gag a nef.
Bylo prokazano, ze HIV prednostné infikuje aktivované CD4 T-lymfocyty,
predevsim HIV-specifické. Proto neni v soucasné dobé jasné, zda ztrata CTL aktivity
specifické pro HIV v priibéhu onemocnéni odradzi instinktivni vadu CTL nebo se

vyviji sekunddrné se ztratou specifické pomoci CD4 T-lymfocytt [8]; [16].
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CD8 T-lymfocyty vykazuji kromé samotné cytotoxické aktivity zamérené proti
HIV infikovanym bunikam také pozoruhodnou, produkci solubilni HIV inhibicni
aktivity, ktera inhibuje replikaci HIV v autolognich a alogennich bunéénych
kulturach. Navzdory velkému usili nebyla identita této inhibi¢ni aktivity vyjasnéna,
i kdyZz chemokiny, jako je MIP-la, MIP-1f nebo Rantes, IL-16 a defenziny mohou

predstavovat alespon ¢ast inhibice [8]; [16].

2.5.7 Imunitni odpovéd TH1/TH:

V zavislosti na vzorci sekrece cytokini mohou byt CD4 T-lymfocyty
diferencovany na THia TH:lymfocyty. TH: CD4 T-lymfocyty primdrné produkuji
interleukin-2 (IL-2) a IFNg, které reprezentuji cytokiny, které podporuji efektorové
funkce imunitniho systému (CTL, NK-buriky, makrofagy). THz lymfocyty prevazné
produkuji IL-4, IL-10, IL-5 a IL-6, které predstavuji cytokiny, které upfednostiiuji
vyvoj humordlni imunitni odpovédi. Vzhledem k tomu, ze cytokiny TH: jsou
kritické pro tvorbu CTL, specificka reakce THina HIV je povaZzovana za ochrannou
imunitni odpovéd. Studie na HIV-exponovanych, ale neinfikovanych jedincich
ukdzaly, Ze po in vitro stimulaci HIV-1 env antigeny (gpl20 / gpl60) a peptidy,
T-lymfocyty testovanych jedinci vylucuji IL-2 na rozdil od neexponovanych
testovanych osob. Z tohoto pohledu mtizeme HIV-1-specifickou imunitni odpovéd

TH: typu povazovat za potencidlné ochrannou [8]; [16].

2.5.8 HIV-specifickda humoralni imunitni odpovéd

Souvislosti mezi HIV specifickou humoralni imunitni odpovédi a pribéhem
onemocnéni jsou méné dobfe prozkoumany. Experimentdlni idaje naznacuji, Ze
tvorba HIV-specifickych protildtek je nezbytna pro preventivni oc¢kovaci strategie.
Naproti tomu vycerpani B-lymfocytti monoklonalni protildtkou namifenou proti
B-lymfocytim u opic s jiz zavedenou infekci SIV neovliviiuje pribéh plazmatické

viremie. Pomald progrese imunodeficience byla pozorovana u pacientt s vysokymi
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titry anti-p24 protilatek, stalosti neutralizujicich protilatek proti primarnim

a autolognim virtim a nedostatku protilatek proti nékterym epitoptim gp120 [8]; [16].

Mohutnou neutralizacni aktivitu zaméfenou viacéi fadé primarnich izolata
a perzistenci neutralizujicich protilatek proti autolognimu viru HIV vykazuji
obvykle dlouhodobi HIV nonprogresofi. V soucasnosti neni jasné, zda pritomnost
neutralizacnich protilatek u téchto osob predstavuje ¢ast ochrany nebo zda pouze
odrazi integritu relativné intaktniho imunitniho systému. U exponovanych jedinct,
ktefi byli vystaveni infekci HIV, ale sami nebyli infikovani, a u nichz tedy nejsou
prokazatelné protilatky proti HIV byla prokdzana lokalni (slizni¢ni) IgA odpovéd
proti HIV. Pravé tyto lokalni IgA protilatky, spiSe nez systémové IgG, jsou
spojovany s ochranou pred infekci HIV. Existuji také nékteré dtikazy, Ze urdité

protilatky proti HIV mohou zvysit infekci CD4 T-lymfocytt [8]; [16].

U infikovanych jedincd, existuji také neutralizacni protilatky, avsak ty se objevuji
s casovou prodlevou. To ve vysledku znamenad, Ze v dobé, kdy se tyto protilatky
vytvori, jiz v plazmé cirkulujici nové viry, odolné vici témto neutralizacnim
protilatkdm. Protilatkova odpovéd se tedy neustdle opozduje za stale se ménicim

cilem, coZ umoznuje viriim trvaly tniku [8]; [16].

V protilatkové obrané proti HIV jsou vyznamné Fc receptory, nikoliv vazba
komplementu. Nékteré neutralizacni protilatky rozpoznavaji vazebné misto pro
gp120 na CD4 receptoru. Neutralizujici protilatky casto rozpozndvaji stabilni
epitopy s vyznamem pro vir, vyzkum v poslednich letech odhalil nékteré specifické
struktury a povrchové glykoproteiny, které jsou zaméfeny na neutralizaéni
protilatky. Podrobnéjsi porozuméni témto mechanismiim je velice dtlezité,
k podpore strategii vakcin zaméfenych na lé¢bu nebo ochranu proti infekci HIV [8];

[16].
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2.6 Terapie

Usili o dosaZeni tispésné 1é¢by existovalo jiz od doby objeveni ptivodce HIV
infekce. Pfes nepochybné tspéchy v oblasti novych virostatik neexistuje doposud
zadna dostatecné uc¢inna specificka lécba ani ockovaci latka, ktera by vedla k aplné
eliminaci HIV z organismu. Eradikace infikovanych bunék z organismu je mozna
pouze za cenu destrukce vSech téchto bunek, nebot HIV napada buriky imunitniho
systému. Zniceni imunitnich bunék by vedlo k téZkému imunodeficitu, kterému by
infikovana osoba ihned podlehla. Diky nynéjsi dobré znalosti imunopatogeneze viru
lze pacientlim s touto diagnoézou alespon prodlouzit Zivot pomoci antiretrovirové
terapie a signifikantné tak snizit riziko vzniku AIDS-definujicich, ale také
non-AIDS-definujicich nemoci a stavil. K terapii se v soucasné dobé pouZzivaji
antiretrovirotika. Pravé dostupnost téchto léki zcela zménila ptivodni obraz HIV
infekce jako fatdlniho onemocnéni. Dnes je zvlast diky dostupné efektivni terapii

nakaza vnimdana jako nemoc chronickd, ktera nemusi vyznamnym zptisobem zkratit

délku zivota postizené osoby [8]; [15]; [20]; [21]; [25].

Primarnim cilem antiretrovirové terapie je sniZeni vysoké morbidity
a mortality ndsledkem infekce HIV. ART terapie ma snahu o co nejefektivnéjsi
virologickou a imunologickou odpovéd. U virologické odpovédi dojde k utlumu
virového mnozeni a diky tomu i ke snizeni hladiny viru v krvi, virové ndloze, nejlépe
pod mez detekovatelnosti. V dtisledku toho mtize dojit ke zlepSeni funkce
imunitniho systému. Imunologicka odpovéd je doprovazena pfedevsim nariistem
poctu CD4 T-lymfocyti a dochdzi k reparaci poskozeni zptisobeného HIV. Obé tyto
odpovédi, jak virologickd, tak imunologickd vétsinou jdou ruku v ruce, avsak
existuji i pfipady, kdy napft. sniZzeni replikace viru nevede k o¢ekdvanému zlepSeni

imunitnich ukazatelt [5]; [8]; [25].

Antiretrovirotika jsou latky syntetického ptvodu, které jsou zaméfeny na

zastaveni procesu virového mnoZeni. Rozdélujeme je do nékolika skupin jak podle
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chemického slozeni, tak dle mechanismu ucéinku. Specificky acinek téchto 1€kt se
zamérfuje na inhibici jednotlivych fazi replikacniho cyklu viru. Zasahuje bud do
klicovych enzymti HIV, nebo brani samotnému vstupu viru do burky. Dle téchto
mechanismt uc¢inku délime antiretrovirotika pouzivana v lécbé HIV do péti,

respektive Sesti skupin:

1. Inhibice enzymu reverzni transkriptdzy — tyto inhibitory jsou:
a. nukleosidové (NRTI) /nukleotidové (NtRTI);
b. nenukleosidové (NNRTTI);
. Inhibitor vstupu (EI);

2

3. Inhibitor fuze (FI);

4. Inhibitor integrazy (INSTI);
5

. Inhibitory proteazy (PI) [5]; [8]; [3].

V soucasnosti jsou ve vyzkumné fazi i dals$i moznosti terapie HIV pacientd.
Ve stadiu vyzkumu je naptiklad genova terapie, kterd pracuje s vyuzitim deleci i
mutaci genti (napf. pro chemokinové receptory). Velka pozornost je vénovana
riznym moznostem imunoterapie zaméfené piedevSsim na obnovu bunééné
imunity a indukci specifickych cytotoxickych lymfocytti. Tato imunoterapie by méla
mit své misto u tzv. zbytkové nemoci, tj. po snizeni virové nadloZe antiretrovirovymi
preparaty. V poslednich letech probihaji studie a testuji se imunoterapie
interleukinem 2 (pro vysokou toxicitu je jeho uplatnéni omezeno), ve fazi priprav je
také aplikace interleukinu 7 (indukuje mutaci a diferenciaci T-lymfocyta v thymu)

nebo interleukinu 15 [20]; [21].

Kromé ART lécby je nutnost HIV-pozitivnim pacientim v pokrodilych
stadiich onemocnéni (pfi CD4 lymfocytech <200 bunék/ul) zabezpecit profylaxi ¢i
lécbu oportunnich infekei a tumort, dostate¢nou vyzivovou podporu atd. Takto
komplexné pojata 1écba pak podstatné zlepsuje kvalitu zivota osob s HIV a snizuje

morbiditu a mortalitu [20].
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2.6.1 Podavani léku

Do poloviny 90. let 20. stoleti byly lé¢ebné mozZnosti velmi omezené. ART léciva se
podavala jednotlivé nebo v rdznych, ne zcela definovanych kombinacich.
Od 2. poloviny 90. let se zacal dodrZovat princip vysoce ucinné antiretrovirové
terapie HAART (highly active antiretroviral therapy, novéji téZ cART — combination
antiretroviral therapy). Principem HAART je kombinace tfi nebo vice 1ékii nejméné
ze dvou lékovych skupin. Nejcastéji se jednd o kombinaci dvou nukleosidovych
inhibitort RT spolu s nenukleosidovym inhibitorem RT, inhibitorem protedzy nebo
integrazovym inhibitorem. Zavedeni této kombinované strategie lécby sebou
prineslo pozitivni terapeuticky efekt. Pfi HAART dochazi k castecné obnové
imunitnich funkci, které se projevuji vzestupem CD4 lymfocytti s fenotypem 45RA+,
tedy tzv. panenskych, dokumentujicich urcitou obnovu funkce thymu a zvysenou
produkci panenskych lymfocytt v ném. Lécba HAART s sebou nese i nepfiznivé
jevy, a to snizeni cytotoxickych virové specifickych T-lymfocyti, ziejmé v dtsledku

imunosupresivniho vlivu samotnych léku [8]; [21].

2.6.2 Inhibitory enzymu reverzni transkriptazy
2.6.2.1 Nukleosidové inhibitory RT

Nukleosidové nebo také nukleotidové inhibitory (nukleoside reverse
transcriptase inhibitors, NRTI/ nucleotide reverse transcriptase inhibitors, NtRTI)
jsou vyznamnou soucasti vétSiny terapeutickych systémt. Po chemické strance jsou
NRTI nukleosidové analogy adenosinu, thymidinu, cytosinu a guanosinu, az na
vyjimku v podobé tenofoviru, ktery je chemickym nukleotidem. Tyto 1éky zasahuiji
do replikace HIV, tim Ze zabranuji zpétny piepis virové RNA do provirové DNA
pomoci zaclenéni syntetického analogu nukleosidu do vznikajiciho fetézce na misto
prirozeného. Diky tomuto zaclenéni dochdzi k inhibici enzymu reverzni

transkriptazy, kterd nemtize dal pokracovat ve vystavbé provirové DNA

a replikacni cyklus viru je zastaven [8]; [3]; [25].
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Jedna se o historicky nejstarsi antiretrovirové léky na lécbu HIV. Jejich
zastupce, lék azidothymidin (AZT, téZ zidovudin) byl schvalen a zaveden do
terapeutické praxe v roce 1987. Od té doby, se pokracovalo ve vyvoji dalsich
lékovych forem tohoto typu. V roce 2001 bylo schvaleno klinické pouZiti
nukleotidového inhibitoru RT tenofoviru, jehoZ objevitelem byl cesky veédec
prof. RNDr. Antonin Holy, DrSc. Toto lé¢ivo je v soucasné dobé celosvétové
nejpouzivanéjsim antiretrovirotikem. O dva roky pozdéji schvalila FDA dalsi lék
emtricitabin, za jehoZ objevem stdl také profesor Antonin Holy. Prof. Holy stojii za
daldimi antivirotiky vyuZivanymi nejen pfi lécbé HIV, ale také napitiklad

i u hepatitid typu B [8]; [20]; [25].

NRTI byvaji obvykle pouzivany v kombinaci dvou lékt1 z této skupiny, coz je
oznacovano jako zdklad neboli backbone. Napfiklad lék Emtricitabin se podava
pacientim ve fixni kombinaci (tj. 2 ¢ vice ucinnych latek v jedné tableté)
s tenofovirem. Vyhodu NRTI je, Ze se eliminuji hlavné rendlni exkreci, takze
interakce s jinymi lé¢ivy nebyvaji obvyklé, ovSsem velkou nevyhodou je jejich
mitochondridlni toxicita, kterd pfinasi velkou fadu neZzadoucich ucinkt. Dalsi
velkou nepfijemnosti bylo také zjisténi prikazu vysokého stupné zkfizené

rezistence v této skupiné [8]; [25].

2.6.2.2 Nenukleosidové inhibitory RT

Nenukleosidové inhibitory (non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors,
NNRTI) jsou k dispozici k 1é¢bé HIV od roku 1996. Tyto léky blokuji reverzni
transkripci viru podobné jako NRTI, ovSem mechanismus jejich téinku i chemické
slozeni se od NRTI zcela lisi. NNRTI se vazi pfimo na enzym reverzni transkriptazu,
konkrétné na misto alosterického centra, které je v blizkosti aktivniho mista enzymu.
Vznikly komplex NNRTI s RT ma pouze omezenou afinitu k pfirozenym

nukleotidiim a tim dochazi k efektivnimu utlumeni funkce RT [8]; [20]; [3].
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Nevyhodou NNRTI je wvznik zkfiZené rezistence mezi jednotlivymi
predstaviteli této skupiny léciv. Z tohoto déivodu se NNRTI aplikuje pouze
v kombinaci s jinou skupinou vyuzivajici odliSny mechanismus ptisobeni, nezZ ma
NNRTI. Nejcastéji tvori terapeutickou kombinaci s NRTI, kde nedochazi ke zkfiZené
rezistenci mezi témito skupinami 1é¢iv, popfipadé je moznd kombinace NNRTI
is PI. Kombinace s NRTI ma zna¢nou vyhodu v tom, Ze vede k znacné supresi
replikace viru, z tohoto dtvodu je doporucovana jako prvni volba u HIV

terapeuticky naivnich pacientt [3]; [25].

NNRTI jsou pacienty obvykle dobfe tolerovany, s vyjimkou vzniku exantému
projevujicim se pfedevsim u zastupct prvni generace napft. efavirenzu, ktery sebou
nese i neuropsychické ucinky. Mezi zastupce novéjsich 1€k, které se snazi v co

nejvyssi mife eliminovat vedlejsi u¢inky fadime etravirin a rilpivirin [8]; [25].

2.6.3 Inhibitory vstupu

Inhibitory vstupu (entry inhibitors, EI), prezentuji novou skupinu chemicky
odliSnych komponent, jejichZ cilem jsou proteiny a receptory bunék hostitele.
Samotny vstup viru do hostitelské buriky je prvni fazi replika¢niho cyklu HIV. Jedna
se o vicestupnovy slozity proces, pfi kterém HIV pouzivd ke vstupu do bunky
chemokinovy koreceptory (CCR5 nebo CXCR4). Chemokinové receptory jsou
nepostradatelné k tomu, aby se virova partikule dokazala navazat na cilovou buriku
a nasledné do ni pronikla. Inhibitory vstupu se vdZou pravé na tyto chemokinové
koreceptory na povrchu buriky hostitele, tak zabrdni vazbé virového glykoproteinu
gp120 na koreceptor a nedovoli HIV viru vstoupit do buriky a replikovat se v ni [25];
[26].

Urcitym problémem u této terapeutické skupiny je praveé existence dvou typti
chemokinovych koreceptorti. Jediny pfipravek, jenz je dosud z této skupiny léciv
pouzivan je maraviroc, ktery je nizkomolekuldrnim inhibitorem CCR5. Problémem
ovsem je, Ze neni u¢inny proti viram, které vyuzivaji pro vstup receptor CXCR4,
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ztohoto dtvodu je nutné pred nasazenim maraviroc laboratorné prokazat
tropismus, tedy schopnost vazby viru k CCR5. Uzivani léku je pacienty dobre
tolerovano a pfindsi obvykle pozitivni vysledky, proto se na tuto relativné novou
lékovou skupinu upind velka pozornost a je snaha o vyvoj novych antiretrovirotik

tohoto typu [8]; [25]; [27].

2.6.4 Inhibitory proteazy

Inhibitory HIV protedz (protease inhibbitors, PI) pfedstavuji velmi t¢innou
skupinu antiretrovirotik a jejich zavedeni do praxe v roce 1995, znamenalo obrovsky
posun vpred v oblasti 1é¢by HIV infekce. Pro klinické pouZiti je dostupna dosti
pocetna skupina téchto lékdi. PI tcinkuji na samém konci replikacnich cykla HIV,
kde inhibuji ¢innost virovych enzymu — HIV proteaz. Tyto protedzy jsou kodovany
v genomu HIV a jsou nezbytné pro nastépeni dlouhych polyproteinovych fetézct
(gag-pol). Z vytvofenych S$tépti se poté tvofi nové infekéni virové partikule.
PI dokazi tuto ¢ast maturace novych virionti zastavit tim, Ze se kompetitivné navazi
na aktivni misto pro HIV proteazu. Diky navazani PI se znemozni navazani samotné
protedzy, tedy vzniku plné funkénich virovych éastic. Vytvofi se pouze defektni
virové céastice, které nejsou schopny napadat a infikovat dalsi lidské buriky [8]; [15];

3].

PI jsou metabolizovany v organismu pomoci jaterniho cytochromu P450, tato
skutecnost znacné limituje samotné 1écivo, diky faktu, ze zde miize dochéazet ke
vzijemnym interakcim s léky na rtiznd onemocnéni, které se timto zptisobem také
metabolizuji. Tyto léky pak mohou vyznamné ovliviiovat aktudlni hladiny PI,
snizovat je az pod terapeutickou hodnotu nebo naopak znaéné navysovat, kdy mtize
dochazet az k fatdlnim pripadim intoxikace. Snahou o zamezeni téchto lékovych
interakci, je vyuZzivani farmakokinetického boostovani PI ritonavirem. Ritonavir je
v nizké davce podavan spolecné s PI, aby zpomalil jeho metabolické pochody.

Takovéto zlepSeni farmakokinetiky PI umoznuje prodavani léku v nizsich davkach
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a delSich intervalech, coZ ma za nasledek mensi vyskyt nezddoucich uéinkt, které

jsou pravé u PI velice caste [8]; [3].

Odhaduje se, Ze denné vznika priblizné 1010 virovych castic, PI vétsinou
v kombinaci s NRTI nebo NNRTI miize dokéazat utlumit replikaci HIV tak, Ze
v plazmé postiZzené osoby je pritomno jen velice malé mnozstvi HIV castic.
V soucasnosti fadime mezi nejvice pouzivana PI lopinavir, ktery obsahuje jiZ pfimo
ritonavir, dale pak atazanavir, ktery je pacienty dobfe snasen a v neposledni fadé

také darunavir [8]; [20].

2.6.5 Inhibitory integrazy

Inhibitory integrazy (integrase stand transfer inhibitors, INSTI) jsou uzivany
v klinické praxi od roku 2008. Tyto léky dokazi blokovat enzym HIV integrdzu, ktera
uskutecniuje integraci provirové DNA do DNA hostitelského chromozomu.
Hlavnimi zastupci této skupiny lé¢iv jsou raltegravir u néhoz byla na zakladé
klinickych studii potvrzena vysoka aktivita proti HIV u multirezistentnich pacientti.
Dal$imi zastupci jsou elvitegravir a dolutegravir. VSechny tyto léciva jsou
predevsim urcéena pro ,zachrannou lécbu”. Zavazné nezadouci ticinky zatim nebyly
u INSTI zaznamendany a vyhodou je také jejich velmi maly interakéni potencidl [8];

[25].

2.6.6 Inhibitory fuze

Inhibitory fuze (fusion inhibitors, FI) byly povoleny pro klinické pouzivani
v roce 2003. FI jsou latky, které zabranuji priniku virové partikule HIV do cilové
buriky. Doposud je v klinické praxi pouzivan pouze jeden lék tohoto typu a to
enfuvirtid. Enfuvirtid je z chemického hlediska synteticky peptid, ktery se dokaze
extraceluldrné kompetitivné vdzat na HR1 doménu virového povrchového
glykoproteinu gp4l viru HIV, diky tomu, Ze jeho molekula koresponduje
s alfa-helixem HR2 gp4l. Navazani léku na HR1 gp4l viru HIV, zabranuje zméné
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konformace daného glykoproteinu, proces flze se tak zastavi a vir se nedostane do
cilové buriky. Enfuvirtid ma velkou nevyhodu v injekénim podani, které neni pro
pacienty komfortni a také dochazi k vzniktim bolestivych rezistenci v oblasti mista
vpichu. Lék je pfevazné urcen ke kombinované lécbé HIV a v soucasnosti ma
vétsinou v l1écbé okrajovy vyznam, podava se pouze jako zaloZni ¢i zachranny lék

u pacientu s pritomnosti mnohocetnych rezistenci. [8]; [20]; [3].

2.6.7 Indikace k zahajeni 1écby

K zahajeni lé¢by u HIV pozitivnich pacientii existuji doporucené postupy,
které presné specifikuji, u kterych pacient(i a ve které fazi onemocnéni je vhodné
zahdjit ART lécbu. U postizenych s klinickymi projevy, tedy pfi
HIV-symptomatickém onemocnéni, také pfi postexpozicni profylaxi nebo

u HIV-pozitivnich téhotnych Zen je doporuceno zahdjit 1écbu infekce ihned, bez

ohledu na laboratorni ukazatele [8]; [20].

Symptomaticti pacienti s chronickou HIV infekci jsou nejcastéji indikovani
k zahdjeni farmakologické ART terapie, nebot je u nich vysoké riziko progrese
onemocnéni do stadia AIDS nebo dokonce smrti. Zna¢nym problémem je vysoky
vyskyt nezddoucich ucinkli terapie a cCasty vznik rezistence vici lé¢ivu. Z tohoto
ditivodu jsou v praxi, této skupiné pacienti obvykle predepisovany léky pouze

v kombinaci a v rezimu HAART [3].

Antiretrovirotika jsou ihned podavana také osobam, které byly vystaveny
riziku ndkazy at uz prostfednictvim krvavého poranéni kontaminovanym
pfedmétem nebo pohlavnim stykem. K témto situacim dochdzi naptiklad
u zdravotnikd, ktefi pfisli do kontaktu s krvi HIV pozitivniho jedince nebo u osob,
které se staly obéti zndsilnéni. Postexpozi¢ni profylaxije nutné zahdjit nejpozdéji do
48 hodin a vybird se obvykle trojkombinace ART, které jsou podavany po dobu

4 tydndi. Uspésnost 1é¢by pii véasném zahajeni terapie presahuje 90 % [8]; [3].
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HIV pozitivni téhotné Zeny jsou léceny cART a to z davodd snahy
minimalizovat riziko pfenosu infekce vertikalni cestou, tedy z matky na plod. Lécba
se zpravidla zahajuje mezi 12. a 14. tydnem téhotenstvi, a to u Zen, které dosud
neuzivaly antivirovou lécbu. ART lécba spolu s porodem cisafskym fezem,
pouzivanim ndhraZzek matefského mléka a prechodnym podavanim ART

novorozenci snizuje riziko pfenosu HIV na 0,5-8 % [8]; [3].

U asymptomatickych HIV-pozitivnich osob, jsou rozhodujici laboratorni
ukazatele. NejvyznamnéjsSim laboratornim ukazatelem je aktudlni hladina
CD4 T-lymfocyti, kde hodnoty pod 350/ul jsou dle doporucenych postupti
indika¢ni pro nasazeni ART lécby. Dalsi laboratornim ukazatelem, ktery je dtlezity
pro nasazeni terapie je hodnota virové ndloze. Pfi mnozstvi HIV RNA nad
100 000 kopii/ml je u pacienta nasazena lécba z dtivodu velkeé replikac¢ni aktivity viru

[8]; [20].

Kritéria pro zahajeni antiretrovirové terapie byla na podkladé observacnich
studii béhem let posouvana do ranéjsich stadii. Hlavnim milnikem tohoto vyvoje
smérem k casnéjsSimu zahdjeni ART terapie je multicentrickd randomizovana studie
Strategic Timing of Antiretroviral Therapy (START) I. studie, ktera statisticky
dokazala jednozna¢ny benefit z brzkého zahdjeni ART i u pacienti
asymptomatickych, s vysokym absolutnim pocétem CD4 lymfocytti >500 bunék/ul,
ato jak v cetnosti AIDS-definujicich onemocnéni, tak non-AIDS-definujicich
onemocnéni. Véasné zahajeni 1écby vSak s sebou pfindsi znacné mnozstvi otazniki.
PrestoZe u pacienti nebyla zaznamendna vyrazné vyssi mira nezaddoucich ucinku,
které s sebou ART lécba nese, v tivahu se musi brat i vedlejsi ucinky ART pri
dlouhodobém (celozivotnim) uzivani. Tyto dlouhodobé ¢inky nejsou dostatecné
definované a nejsou doposud k dispozici patficné relevantni tidaje exaktné

objasnujici tyto sekundarni fenomény [28].
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2.7 Diagnostika HIV

Diagnostika onemocnéni HIV se rozdéluje do dvou kategorii, klinickou
a laboratorni. Klinickd diagnostika, je provadéna lékafem na zakladé priznaki
onemocnéni a celkového stavu pacienta. Laboratorni diagnostika je provadéna
v laboratofich na zdkladé vysledka skupiny testi biologického materialu od
pacienta. Diagnostika ndm pomftiZe rozpoznat v jaké fazi je onemocnéni a jakou

lécbu pacientovi nasadit, popripadé jak je lé¢ba ucinna [7].

Predpokladem pro stanoveni infekce virem HIV, stejné jako diagndzy
onemocnéni AIDS je laboratorni diagnostika. Laboratorni diagnostika virovych
infekci maze byt pfima, kde stanovujeme virus pomoci antigenu ¢i jeho samotnou

izolaci, nebo nepfima, sérologicka, kterd je zamétena na priikaz tvorby protilatek [7].
Hlavni legislativni normy fesici problematiku HIV/AIDS V CR:

e Zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané verejného zdravi (§§ 71-74).

e Vyhldska MZ CR ¢. 143/2008 Sb., o poZadavcich na zaji$téni bezpecnosti a jakosti
lidské krve a jejich sloZek.

e Vyhldska MZ CR ¢&. 422/2008 Sb., o pozadavcich na zajisténi bezpecénosti a jakosti
lidskych tkani a bunék.

e Vyhldska MZ CR ¢&. 306/2012 Sb., o podminkéach piedchazeni vzniku a $ifeni
infek¢nich nemoci.

e Metodické opatfeni k feseni problematiky infekce HIV/AIDS v CR, Véstnik MZ
CR, ¢astka 8, srpen 2003 [8].

2.7.1 Organizace laboratorniho vysetieni HIV/AIDS V CR

Dle zdkona ¢. 258/2000 Sb., o ochrané vefejného zdravi (§ 71), lze provést
vysetfeni pfitomnosti viru lidského imunodeficitu jen se souhlasem fyzické osoby.

Bez souhlasu fyzické osoby 1ze test provést pouze:
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a) u téhotnych Zen;

b) u fyzické osoby, kterd ma poruchu védomi a u niz vySetfeni na virus HIV je

vyznamné z hlediska diferencidlni diagnostiky a léceni bez provedeni tohoto
vySetfeni muiZe vést k poskozeni jejiho zdravi;

u fyzické osoby, které bylo sdéleno obvinéni z trestného cinu ohroZovani
pohlavni nemoci véetné nemoci vyvolané virem HIV nebo z trestného ¢inu,

pfi kterém mohlo dojit k pfenosu této ndkazy na jiné fyzické osoby;

d) u fyzické osoby, ktera je nucené lécena pro pohlavni nemoc [8]; [29].

Povinné screeningové vysetfeni se provadi u darcti krve, tkani, organu

a spermatu. Screening na pfitomnost HIV se provadi pfi kazdém darovani.

U darkyn matefského mléka se provadi povinné vysetfovani na pfitomnost HIV

jednorazove, pred zapocetim darcovstvi. Bez testu na HIV neni darovani pripustné

[29].

2.7.2 Laboratorni vysetfovani HIV

Zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané verejného zdravi také definuje zdravotnické

zatizeni, které muize provadeét laboratorni vysetfovani HIV. Toto zafizeni musi mit

opravnéni k vySetfovani HIV udélené na zdkladé povoleni pfislusného organu

ochrany vefejného zdravi (OOVZ). Ten povoleni vyda, jestliZze zdravotnické zatizeni

spliiuje tyto podminky:

a)

b)

pracovisté, kde se laboratorni vysSetfovani provadi je pfistrojové
a materidlové vybaveno;
vedouci laboratofe ma pozadované vysokoskolské vzdélani a doklad
o Skoleni v Ndrodni referencni laboratofi pro ndkazu vyvolanou virem
lidského imunodeficitu (NRL pro HIV/AIDS);
vSechny reaktivni vysledky vySetfeni HIV ziskané ve screeningovém testu je
zdravotnické zafizeni povinno odeslat k provedeni konfirmacniho testu
v NRL pro HIV/AIDS;
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d) plni povinnost mésicniho hldSeni poctu vysSetfeni HIV a jejich vysledkd,
hlaseni zasila do NRL pro HIV/AIDS;
e) na vyzvani urcené organizace je zdravotnické zafizeni, povinno ucastnit se

systému externiho hodnoceni kvality diagnostiky HIV [8]; [29].

2.7.3 Kategorie laboratorniho vySetfeni HIV

o Zakladni,
o konfirmacni,

. specialni.

2.7.3.1 Zakladni vySetfeni HIV

Zakladni vySetfeni HIV se d4 rozdélit do nékolika skupin. VySetfeni darct
krve, plasmy, bunék, tkani, organti, matefského mléka a téhotnych zen. Tato
vySetfeni se fadi do skupiny povinnych screeningovych a jsou hrazena zdravotni
pojistovnou (u pojisténych pacient(l). Ze zdravotniho pojisténi je hrazena i dalsi

skupina, kterou tvofi vysetfeni indikovana lékafem, tzv. vySetfeni diagnosticka [8].

Pacienti, ktefi si nechaji testovat na vlastni Zadost maji dvé moznosti. Mohou
se nechat vySetfit pod svymi identifikacnimi tdaji, popfipadé ceska legislativa
umoznuje anonymni test pod kédem. Jedna se o jedinou vyjimku, kdy zakon
povoluje anonymni test. VySetfeni je hrazeno Zadatelem, u anonymniho testovani je
moznost thrady z dotaéniho programu Ministerstva zdravotnictvi CR, pokud je

vySetfovaci pracovisté smluvnim prijemcem dotace [8].

VysSetfeni v rdmci prevence jsou nejcast€ji hrazena zadavatelem (napt. OOVZ,
nadvladni organizace atd.). Testuji se osoby s pfedpokladanym zvySenym rizikem
infekce HIV, napfiklad drogové zavisli jedinci aplikujici si drogu intravendzné,
pracovnici v oblasti komer¢niho sexu nebo vézni. Do této skupiny jsou také fazeny

vysetfeni v rdmci odbornych studii, které jsou nejcastéji hrazeny z dotaci MZ CR.
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Mezi preventivni testovani je fazeno také predoperacni vySetfeni, které hradi

zdravotni pojistovna [8].

Vsechny tyto kategorie jsou vySetfovany v laboratofi opravnéné k testovani
HIV. Nejcastéji je vyuzivano nepfimé metody stanoveni protilatek vaci HIV
enzymovou imunoanalyzou (EIA). V pfipadé reaktivity vzorku neni laboratof
opravnéna vydat pozitivni vysledek, vysledek je oznacen jako reaktivni a putuje ke

konfirmaci [8].

2.7.3.2 Konfirma¢ni vySetfeni HIV

VsSechny reaktivni nadlezy, které se vySetfovaly EIA metodou ve
zdravotnickych zafizeni, které madji povoleni provadét laboratorni vysetfovani HIV
jsou zasilany do Narodni referencni laboratore pro HIV/AIDS (NRL pro HIV/AIDS)
ke konfirmaci. Potfebnost této konfirmace dokladaji také data, které uvadi ze HIV
infekce je potvrzena pouze u cca 15 % reaktivnich vzorkt poslanych do NRL ke
konfirmaci. Za pozitivni vysledek lze oznacit pouze ten, ktery byl ovéfeny prave
konfirmaénim vySetfenim. Veskerd konfirmacni vySetfeni jsou u pojisténych
pacientt hrazena z pojisténi, u nepojisténych jedincti hradi vySetfeni zadavatel,

u anonymnich vySetfeni pak Zadatel nebo zadavatel [8].

2.7.3.2.1 Konformacnich vySetifeni v NRL pro HIV/AIDS

Reaktivni vzorek séra nebo plazmy zaslany na konfirmaci musi byt dodana
v co nejvétsim objemu, ktery Ize z diivodu provadéni nékolika testi. Nutné je také
se vzorkem posilat vyplnénou zadanku o konfirmacénim vysetfeni HIV. Samotné
konfirmacni vySetfeni je pak sestaveno ze dvou ¢i vice EIA test(i 4.generace, volba
testu zohledniuje, jakym testem bylo provedeno zdkladni vySetfeni. Dal$im
vysetfeni je konfirmacni test wetern blot, pfipadné imunoblotovy test pro vylouceni
HIV-2 infekce. V indikovanych pripadech se stanovuje samostatny antigen p24

a v pfipadé reaktivity i test konfirmace antigenu p24 [8].
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2.7.3.3 Specialni vySetfeni HIV

Mezi specialni vySetfeni se fadi stanoveni virové naloZe neboli mnozstvi viru
v krvi, prokazované jako mnozstvi kopii HIV RNA v mililitru plasmy. Diky tomuto

stanoveni miiZeme monitorovat rozvoj infekce a také pribéh lécby [8].

Dal$im specidlnim vySetfenim je genotypizacni stanoveni rezistence vuci
antiretrovirotikem, zjisténim tropismu HIV pro indikaci urcitého lécebného
preparatu nebo stanoveni genotypu viru HIV-1 skupiny M. Tyto vySetfeni jsou

indikovana HIV centry a centralné je provadi NRL pro HIV/AIDS [8].

2.7.4 Rychlé testy

Rychlé testy umoznuji pfimy priikaz anti-HIV protilatek nebo dokonce i antigenu
p24 v krvi ¢i slindch, respektive ve stéru z dasni. Vyhodou téchto testd je, ze
poskytuji vysledek béhem par minut. Citlivost a specificnost téchto metod je
v dnesni dobé jiz na vysoké trovni, testy jsou vsak stale pouze orienta¢ni. Urcené
jsou k pouziti ve specifickych situacich, kdy bézné laboratorni vySetfeni neni mozné
nebo je potrebné znat rychle vysledek, naptiklad pti zasazich zachranafii, policie,
také pfi testovani v rizikovych skupinach, napfiklad u osob zabyvajicich se

komercnim sexem, v gay klubech nebo u injekénich uzivatelt drog [8].

Rychlé testy musi byt certifikované a vySetfeni miiZze provadét pouze zdravotnik
nebo fadné proskoleny pracovnik. Rychlé testy pro domadci testovani nejsou
v Ceské republice zatim certifikovany. Kazdy reaktivni vysledek musi vést
k laboratornimu vySetfeni z odbéru zilni krve a konfirmaci nalezu standardnim

postupem [8].

Hlavnim problémem pfi uZiti rychlych testt spocivaji ve validnim provedeni,
interpretaci vysledku a dostupnosti i kvalité pfedtestového a potestového

poradenstvi [8].
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3 CIL PRACE

Cilem bakalafské prace je podat uceleny prehled diagnostickych postupt
k prtikazu infekce virem HIV, jejich principy a vyuZiti téchto metod v klinické praxi.
V praci budou predstaveny soucasné diagnostické metody a moznosti s ohledem na
nejmodernéjsi pouzivané postupy, které vyhovuji pravnim normam pro Ceskou

republiku.

Soucasti prace je také podani informaci o soucasné epidemiologické situaci

v Ceské republice a problematice testovani krevnich vzork v transfuzni sluzbé.
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4 METODIKA

4.1 Prijeti a postup konfirmace reaktivniho vzorku v NRL pro

HIV/AIDS

Kazdy vzorek, ktery je do NRL pro HV/AIDS zaslan ke konfirmaci musi byt

doprovazen kompletné vyplnénym pravodnim listem ke konfirmacnimu vysSetfeni

HIV reaktivniho vzorku. Priivodka obsahuje informace o zadavateli a pacientovi,

kdy a jakym testem byl prvni zachyt reaktivity proveden a informace o oSetfujicim

lékari, pokud zadavatelem nebyl samotny lékar. V pripadé pozitivity vzorku je

informovan pravé uvedeny lékaf. Vzorek (sérum c¢i plasma) je nutné dodat

v maximalnim moZném objemu z d@ivodi provadéni mnoha konfirmacnich test.

Vzorky jsou nasledné v laboratofi fadné oznaceny a dokumentovany, aby nemohlo

dojit k zdméné biologického materialu pacienta s HIV virem a zdravého jedince [8].

Pozitivni test provedeny v terénni
laboratofi

= 2 ElA testy

= western blot
(u darca krve, plasmy)

I—I_|
negativni reaktivni alespon jeden
vysledek z testl

= dalsi EIA test
= western blot

» imunochromatografie

= HIV RNA PCR

= ELFA - antigen p24 vcetné konfirmace

= nejednoznacny vysledek testu

= malo materidlu pro dokonéeni konfirmace

= pozitivni Western blot
= zkonfirmovana pozitivita

= pozitivni vySetieni p24 antigenu

nejasny vysledek

(test nutno opakovat)

Obr. 4 - Postup konfirmace vzorku v NRL pro HIV/AIDS (upraveno die [30),

pozitivni
vysledek
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4.2 Enzymova imunoanalyza (EIA)

4.2.1 Popis metody

Enzymova imunoanalytickd metoda (EIA) je oznaceni pro skupinu
imunoanalytickych metod, které ve fazi detekce pouZzivaji enzymovou reakci. Tyto
metody vychazeji z toho, Ze na molekuly reaktantti (dle usporadani testu maze byt
detekénim reagens antigen, protilatka nebo oboje) 1ze kovalentné navazat molekuly
enzymu, aniz by se porusila funkce enzymu ¢i reaktantti. Voli se enzym, jenZ dokaze
katalyzovat vznik barevné reakce po pfidani vhodného substratu. Pozitivni reakce
se projevi zménou zbarveni reakéniho roztoku. Lze méfit také spektrofotometricky
intenzitu vzniklého zbarveni, které je pfimo imérné mnozstvi navdzané detekéni
protilatky, tedy koncentraci prokazovaného antigenu ve vzorku. Diky této metodé
tedy mtiZzeme nejen prokdzat pritomnost hledané reakcni slozky (kvalitativni
stanoveni — antigenu, protilatky), ale stanovit i jeji mmnozstvi (kvantitativni

stanoveni) [31]; [32].

Nejzndméjsi a nejcastéji pouzivanou metodou EIA je ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). K priikazu HIV se vyuzivd nepfima diagnostika, kdy se
anti-HIV protilatky stanovuji bézné pomoci kompetitivni ELISA. Vyhodou této
metod je moZnost automatizace, kterd umoZnuje velké mnoZstvi vysetfenych
vzorkl. V soucasné dobé existuje celd fada certifikovanych testti, které umoznuiji
diagnostikovat infekce vyvolané HIV-1 skupiny M i skupiny O a také virem HIV-2.
Z dtivodti rozsahlého diagnostického okna u stanoveni protilatek anti-HIV, byla
zavedena EIA c¢tvrté generace, kdy se soubézné s testovanim protilatek testuje
i pfitomnost virového kapsidového antigenu p24. Tento virovy antigen p24 je
pritomen v krvi infikované osoby jiz v casné fazi HIV infekce. Diky tomuto
rozsifenému testovani doslo ke zkraceni diagnostického okna pfiblizné o 6 dni
apouzivani této dvojkombinace je v CR povinné pro screening darct

a doporucovano pro screening téhotnych Zen a pro diagnostické vysetteni [31]; [32].
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4.2.2 Pracovni postup

V NRL pro HIV/AIDS jsou vyuzivany ke konfirmaci vzork{i pomoci sendvicové
ELISA metody testovaci soupravy Murex HIV Ag/Ab Combo od spole¢nosti
DiaSorin a soupravy Genscreen Ultra HIV Ag-Ab od spolecnosti Bio-Rad. Obé dvé
soupravy jsou zaloZeny na podobném pracovnim postupu, nize uvedeny postup je
prevzat z navodu pro testovaci soupravu od spolecnosti DiaSorin. Postup analyzy

( Obr. 5) zahrnuje nasledujici kroky.

1. Vjamkach mikrotitracni desticky jsou navazany HIV-1 a HIV-2 specifické
ENV a POL antigeny a monoklonalni protilatky proti p24 HIV-1.

2. Do jamek mikrotitraéni desticky je pfidan vzorek a kontroly. Pokud jsou ve
vzorku pritomny antigeny HIV, navdZou se na monoklonalni protilatky
vazané na pevnou fazi. HIV-1 a/nebo HIV-2 protilatky, pokud jsou nékteré
pritomny, se navaZzi na antigenni struktury imobilizované v jamce.

3. Po inkubaci a promyti je pridan konjugat, ktery obsahuje protilatky proti
antigenu p24 a HIV-1 a HIV-2 proteinti konjugovanych s peroxidazou (HRP).

4. Po inkubaci a promyti nenavdazaného konjugatu a za pfitomnosti substratu
(TMB) se projevi pritomnost komplexnich konjugati zménou barvy substratu.

5. Absorbance je ndsledné meéfena pomoci spektrofotometru. Naméfena
hodnota rozhoduje o pfitomnosti nebo nepfitomnosti HIV antigenu nebo

protilatky HIV-1 a/nebo HIV-2 [33].
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Obr. 5 — Princip sendvi¢ové metody ELISA 133,
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V NRL pro HIV/AIDS je kromé testovacich souprav, které se pipetuji ruc¢né
anasledné pouze spektrofotometricky odedcitaji vyuZivano analyzatoru
ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo od spolecnosti Abbott. Tento analyzator funguje
na podobném principu jako pfedchozi ELISA metody, pouze s tim rozdilem, Ze vse
je automatizovdno a je tudiz eliminovdana moZna chyba zptsobena lidskym
faktorem. DalSim rozdilem je, Ze se nejedna o ELISA metodu, ale CMIA
(Chemiluminiscent Microparticle Immunoassay), tedy ve vysledném méfeni se
neméfi absorbance, ale pfitomnost ¢i nepritomnost antigenu p24 HIV nebo

HIV-1/HIV-2 protilatek pomoci porovnani chemiluminiscencniho signalu [34].

4.2.3 Validace a interpretace vysledku

Vsechny testy, obsahuji negativni a pozitivni kontrolu, kterd musi splnovat urdcité

hodnoty absorbanci (u CMIA chemoluminiscenci).

O pfitomnosti nebo nepfitomnosti zjistitelnych antigentit HIV nebo protilatek
proti HIV-1 a/nebo HIV-2 rozhoduje srovnani hodnoty cut-off a absorbanci
naméfenych u jednotlivych vzorkt. Vzorky jejichz optickd hustota je nizsi, nez je
hodnota cut-off jsou povazovany za negativni. Vzorky s optickou hustotou vyssi
nebo rovnou hodnoté cut-off jsou povazovany za primdrné pozitivni. Pred

definitivni interpretaci by mély byt vzorky znovu dvakrat testovany [35].

4.3 Western blot

4.3.1 Popis metody

Western blot je jednou z nejvyznamnéjsich diagnostickych metod vyuzivanych
pii konfirmaci potenciondlné pozitivnich HIV vzorka. Test je zalozen na metodé
nepiimé ELISA probihajici na nitrocelulosovém stripu, ktery obsahujicim vSechny

proteinové slozky viru HIV-1 nebo HIV-2 a vnitfni kontrolu [31].
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Nitroceluldzovy strip je pfipraven nasledujici zptisobem: purifikovany HIV vir je
nejdfive rozdélen pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu na
inaktivované proteinové a glykoproteinové frakce podle své molekulové hmotnosti.
Rozdélené frakce se nasledné elektroforeticky pfenesou na nitrocelul6zovy strip.
Tyto stripy jsou jiz komercné prodavany a neni potfeba si je v laboratofi pfipravovat

[31].

4.3.2 Princip metody western blot

V NRL HIV/AIDS je vyuzivan ke konfirmaci vzorku pomoci metody western blot
testovaci souprava New LAV Blot I Assay od spole¢nosti Bio Rad. Obecny pracovni

postup pro tuto metodu je nasledovny.

1. Rehydratace komercné vyrobeného nitrocelul6zového stripu.

2. Inkubace s konfirmovanymi vzorky (sérum ¢i plazma odebrand do
protisrazlivych ¢inidel na bazi EDTA, heparinu, citrdtu) nebo kontrolnim
sérem. Jestlize jsou pfitomny anti-HIV protilatky, navazi se na definovany
virovy protein pfitomny na stripu.

3. Po promytinasleduje inkubace s protilatkami proti lidskému IgG, znacenymi
alkalickou fosfatdzou. Konjugat se vaze na anti-HIV protilatky, zachycené na
pevné fazi.

4. Po promyti a odstranéni prebytecného konjugatu chromogenni roztok
umoznuje prokdzat enzymovou aktivitu komplexu navdzaného na stripu.

5. Vznik specificky obarvenych prouzkii je diikaz anti-HIV protilatek ve
vzorku. Kazdy prouzek odpovida pfitomnosti protilatky proti pfislusSnému

virovému antigenu [36].

4.3.3 Validace a interpretace vysledku

Validace vysledki u testovaci soupravy New LAV Blot I Assay od spolec¢nosti Bio

Rad je zaopatfena kontrolnim prouzkem anti-IgG, ktery se musi silné zabarvit.
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Pokud se prouzek nezbarvi nebo je jeho intenzita nizka, poukazuje tato skutecnost,
na nenapipetovani vzorku eventudlné reagencie, nebo na nedodrZeni postupu testu.
Soucasti validace je také pozitivni a negativni kontrola. U pozitivni kontroly jsou

zbarveny vsechny prouzky u negativni pouze kontrolni prouzek [36].

Pfitomnost protilatek proti proteinovym slozkam HIV-1 v kontrolnich vzorcich je
prokdzana vznikem specificky zabarvenych prouzki. Jejich pozice odpovida

molekuldrnim hmotnostem proteinti viru HIV uvedenych v tabulce (Tab. 1) [36].

Tab. 1— Popis western blotového stripu 1361,

Oznaceni Genom Charakter Vzhled na western blotu
GP 160 ENV Prekursor GP 110/120 a GP 41 Prouzek s difusnimi okraji
GP 110/120 ENV Obalovy glykoprotein Prouzek s difusnimi okraji
P 68/66 POL Reversni transkriptaza Jasny prouzek
P 55 GAG Prekursor korového proteinu Dubleta
P 52/51 POL Reversni transkriptaza Jasny prouzek
GP 41 ENV Transmembranovy glykoprotein Difusni prouzek
P 40 GAG Prekursor korového proteinu Jasny prouzek
P 34/31 POL Endonukleaza Jasny prouzek
P 24/25 GAG Korovy protein Jasny prouzek
P18/17 GAG Korovy protein Nékdy dubleta

NRL pro HIV/AIDS vyuziva pro interpretaci vysledk kritéria WHO. Vzorek je
hodnocen jako pozitivni, pokud jsou na western blotovém stripu patrné dva
prouzky odpovidajici genomu ENV a alespon jeden prouzek odpovidajici genomu
GAG nebo POL. Jako neur¢ity je hodnocen vzorek, ktery ma viditelny pouze jeden
prouzek odpovidajici genomu ENV a jednomu GAG nebo POL, poprfipadé pouze
GAG a POL nebo jen GAG ¢i POL. Negativni vzorek je tehdy, pokud neni na stripu

viditelny Zaddny prouZzek nebo jsou prouzky neklasifikovatelné [36].
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Obr. 6 - Western blotovy strip — pozitivni kontrola 3.,

4.4 Imunochromatografie

4.4.1 Popis metody

Metoda kombinujici elektroforézu v usporadani pro déleni smési proteint dle
jejich molekulové hmotnosti s imunoanalytickym prtikazem specifické protilatky

zachycené v komplexu antigen x protilatka [32].

Testovana smés proteinovych antigenti se nejprve elektroforeticky rozdéli podle
velikosti molekulové hmotnosti a nasledné se provede otisk elektroforegramu na
vhodnou matrici (obvykle nitrocelulozova membrana) pomoci elektrického proudu.
Volnd vazebnd mista na matrici se vysyti inertni bilkovinou. V dalsi fazi nasleduje
vlastni imunodetekce, kdy se na matrici kdpne vzorek pacienta, ktery obsahuje
prokazované protilatky. Po inkubaci se vzniklé imunokomplexy vizualizuji pomoci

sekundarni protilatky s chemicky navdzanou znackou [32].
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4.4.2 Pracovni postup

V NRL HIV/AIDS je vyuZzivan imunoblotovy test predevsim pro vylouceni
infekce virem HIV-2. VyuZivand je testovaci souprava Geenius HIV 1/2
Confirmatory Assay od spolecnosti Bio Rad. Tato testovaci souprava vyuziva
protilatku vazajici protein A, ktery je konjugovan s barvicimi éasticemi koloidniho
zlata jako konjugat a HIV-1 (p31, gpl60, p24, gp4l) a HIV-2 antigeny (gp36, gp140),
které se vaZou na pevnou fazi membrany. Obecny pracovni postup pro tuto metodu

je nasledovny.

1. Vzorek (pIné krve, séra nebo plazmy) se aplikuje do pfislusnych jamek (v dané
testovaci sadé do jamek oznacenych SAMPLE + BUFFER).

2. Jakmile se vzorek a pufr pfesunou na testovaci prouzek, prida se dalsi pufr.
Dany pufr usnadnuje lateralni tok uvolnénych produktti a podporuje vazbu
protilatek na antigeny.

3. V reaktivnim vzorku jsou protilatky anti-HIV zachyceny imobilizovanymi
antigeny (v dané testovaci sadé v TEST oblasti): protein A konjugovany
s koloidnim zlatem se vaze na zachycené protilatky a vytvari barevné
zbarvené (u dané testovaci sady rtizové/fialové) prouzky.

4. Pokud nejsou pritomny protildtky proti HIV, pak se nevytvafeji Zadné
barevné prouzky.

5. V obou pfipadech vzorek i naddle migruje kolem membrany a vytvari
rtizovy/fialovy prouzek v kontrolni zon€ (v dané testovaci sadé zéna nazvana
CONTROL (C)) oblasti, kde dochézi k imobilizaci proteinu A.

6. IgG ze vzorku se vaze na protein A, ktery je imobilizovan v kontrolni zéné
pevné faze membrany a vytvafi barevny prouzek.

7. Kontrolni prouzek slouzi k indikaci toho, ze vzorek a reagencie byly spravné

naneseny a migrovaly v ramci kazety [38].
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Testovaci kazeta (Obr. 7) obsahuje kontrolni pruh (C) a Sest testovacich prouzkd,

které jsou na kazeté ocislovany podle nésledujiciho schématu:

e pruh1: gp36 (HIV-2, obalovy peptid) HIV-2 ENV;

e pruh 2: gpl140 (HIV-2, obalové peptidy) HIV-2 ENV;

e pruh 3: p31 (HIV-], polymerazovy peptid) HIV-1 POL;

e pruh 4: gpl60 (HIV-1, obalovy rekombinantni protein) HIV-1 ENV;
e pruh 5: p24 (HIV-1, jddrovy rekombinantni protein) HIV-1 GAG;

e pruh 6: gp4l (skupina M a O) (HIV-1, obalové peptidy) HIV-1 ENV;

e kontrolni pruh: protein A [38].

> B 10K001000105

£

Obr. 7 — Testovact kazeta Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory Assay 1331,

4.4.3 Validace a interpretace vysledku

Test 1ze povazovat za platny pouze v piipadé, Ze se v kontrolni oblasti objevi
barevny prouzek, a to bez ohledu na to, zda se objevi prouzek v jinych oblastech.
Pruhy v ostatnich oblastech, at uz viditelné nebo vybledlé museji byt povazovany

za reaktivni [38].

V nasledujici tabulce (Tab. 2) jsou popsana kritéria pouzivand pro konfirmaéni
test Geenius™ HIV 72 Confirmatory Assay ke stanoveni pfitomnosti nebo

nepiitomnosti protilatek proti HIV-1 a/nebo HIV-2 [38].
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Tab. 2 - Kritéria interpretace HIV-1a HIV-2 1381,

Kritéria interpretace HIV-1

Bio Rad kritéria

Jakékoli 2 pruhy ze 4 HIV-1 testovacich ¢ar s nejméné 1 ENV —

Pozitivni
gp160 (pruh 4) nebo gp4l (pruh 6)
Negativni Bez pruhu
1ENV (pruh 4 nebo 6)
1 GAG (pruh 5)
Neurcity
1POL (pruh 3) IGAG a
1POL (pruhy 5 a 3)
Kritéria interpretace HIV-2 Bio Rad kritéria

Pozitivni Museji byt pritomny 2 HIV-2 pruhy: gp36 a gp140 (pruh1a 2)
Negativni Bez pruhu
1 ENV: gp36 (pruh 1) nebo gpl40 (pruh 2)
Neurcity gp36 (pruh 1) samotny
gpl140 (pruh 2) samotny

4.5 Enzymova fluorescencni imunoanalyza (ELFA)

4.5.1 Popis metody

Soucasna diagnostika infekce HIV spociva predevsim v detekci sérovych

protilatek proti HIV s vyuzitim metody ELISA. Mezi expozici a vyskytem prvnich

protilatek vSak existuje obdobi v priméru 3 tydnii az 3 mésict, kdy tyto protilatky

nejsou detekovatelné. Soucasné studie ukdzaly, Ze béhem tohoto obdobi je u vétsiny

lidi infikovanych virem HIV-1 pfitomen antigen p24. Antigen p24 dokdZeme pomoci

metody ELFA ve vzorku analyzovat.

Metoda ELFA je podobnd jako metoda ELISA, rozdil je v pouzitém substratu

(molekula fluorochromu), ktery je enzymem Stépen na fluorescenéni produkt.

Vzniklé chemické zmény jsou detekovany pomoci fotodiodového fluorimetru [32].
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4.5.2 Pracovni postup

VNRL pro HIV/AIDS je vyuzivana metoda ELFA pfevazné k stanovovani
antigenu p24. Testovani probiha na pfistroji mini Vidas a vyuZzivaji se testovaci sady
VIDAS HIV DUO Ultra a VIDAS HIV P24 II od spolecnosti bioMerieux. Testovaci
sada VIDAS HIV DUO Ultra je zaloZena na kombinované detekci celkovych
imunoglobulinti proti HIV-1 a HIV-2 a antigenu p24 HIV-1 v lidském séru nebo
plasmé, sada VIDAS HIV P24 II ke stanoveni samotného antigenu p24 viru HIV,
k této sadé je dodavana také sada ke konfirmaci VIDAS HIV P24 II Confirmation od

stejného vyrobce [39].

Princip testu VIDAS HIV DUO Ultra kombinuje 2 reakce enzymové
imunoanalyza s kone¢nou detekci fluorescence (ELFA). Cinidla pro stanoveni jsou
pfipravena k pouziti a doddna v uzavfenych reagencnich stripech. Celé stanoveni
probihd v pfistroji automaticky. Horni ¢ast komtrky s pevnou fazi je potaZena
monoklonadlnimi protilatkami proti p24 k detekci antigenu p24, spodni cast pak
umoznuje detekci protilatek proti HIV-1a HIV-2: je potazena proteinem HIV-1 gp160
a syntetickymi peptidy specifickymi pro HIV-1 skupiny O a HIV-2 [39].

1. Béhem pfedbézné inkubace se vzorek, biotinem znacena protilatka proti p24
ve stripu opakované vhanéji do a ven z reakéni komitirky s pevnou fazi.

2. Béhem inkubace dojde k lyze viru a uvolnény antigen p24 se navaze na
monoklondlni protilatku proti p24, kterou je potazen vnitiek komtrky
a rozpoznd se pomoci protilatky proti p24 znacené biotinem.

3. Soucasné se protilatky proti HIV-1 a/nebo HIV-2 vazi na gpl160 a/nebo peptidy
ve spodni ¢asti reakéni komtrky. Komitirka se nékolikrat promyje.

4. Druha inkubace s antigenem znacenym biotinem ve stripu se provede pouze
v dolni ¢asti reakéni komurky. Biotinem znaceny antigen se navaze na kazdou
protilatku proti HIV, kterou je potazena dolni ¢ast reakéni komtrky. Veskeré

prebyvajici ¢inidlo se odstrani promytim.
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5. Treti inkubace se provede se streptavidinem znacenym alkalickou fosfatazou.
Béhem tohoto kroku se streptavidin vaZe na protilatku proti p24 s biotinem,
jestlize je pritomna v horni ¢asti reakéni komtrky, a na antigen s biotinem,
pokud je pfitomen v dolni ¢asti komtirky. Prebyvajici ¢inidlo se odstrani
promytim.

6. Substrat se napred inkubuje v dolni casti reakéni komurky a zméfi se
fluorescence pfi 450 nm. Intenzita fluorescence je pfimo tumérna pritomnosti
protilatky proti HIV ve vzorku.

7. Vzorek se poté inkubuje v celém objemu reakcni komtirky a provede se druhé
méfeni fluorescence.

8. Pristroj vypocita intenzitu fluorescence v horni ¢asti reakcni komtirky. Tato
intenzita je pfimo umeérna koncentraci antigenu p24 HIV-1 ve vzorku. Na
konci stanoveni pfistroj vysledky automaticky vypocitd ve vztahu ke

standardu a poté je vytiskne [39]; [40].

Testovaci sada VIDAS HIV P24 II ma zcela stejny princip provedeni, pouze je

v reakcni komtirce navazana pouze monoklonalnimi protildtkami proti p24.

Konfirmacni test VIDAS HIV P24 II Confirmation se pouzivad k potvrzeni
pfitomnosti antigenu p24 HIV-1 ve vzorcich lidského séra nebo plazmy, které
poskytly pozitivni nebo opakované nejednoznacny vysledek s testem VIDAS HIV
P24 11. Princip testu je zaloZen na neutralizaci antigenu p24, ktery mtize byt pfitomen
ve vzorku, kozim anti-p24 sérem. Po kontaktu s kozim anti-p24 sérem se vzorek
testuje pomoci reagencie VIDAS HIV P24 II v porovnani se stejnym vzorkem
inkubovanym s negativnim kozim sérem. Pro vypocdet procenta neutralizace se
pouziva vzorec. Pokud je hodnota procentudlni mira neutralizace vétsi nez 60 %, je

pritomnost antigenu p24 potvrzena [41].
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4.5.3 Interpretace vysledki

Vysledky jsou analyzovany automaticky pocitacem. Fluorescenci pfistroj odecte

v optické kyveté reagencniho stripu pro kazdy testovany vzorek.

4.6 HIV RNA PCR

4.6.1 Popis metody

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda rychlé amplifikace vybraného
useku nukleové kyseliny. Amplifikovany usek je ohranicen tzv. primery, které si
diky své komplementarité prisedaji pravé ke koncim vybraného tuseku. Od
prisedlych primer®i probiha syntéza pfislusnych tsekii. Samotnou syntézu provadi
termostabilni DNA polymeraza, izolovana nejcastéji z bakterie Thermus aquaticus
(Taq polymerdaza). Pfi reakci je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umoznuji

denaturaci nukleové kyseliny, pfisedani primerti a naslednou syntézu [42].

4.6.2 Pracovni postup

VNRL pro HIV/AIDS je vyuzivana metoda HIV RNA PCR prevazné
ke stanovovani virové ndloze, ke konfirmaci se tato metoda vyuziva jen ve
specifickych pripadech. Testovani probihd na pfistroji Cobas Ampliprep ve spojeni
s qPCR Cobas TagMan 48.

Test Cobas AmpliPrep je amplifikacni test nukleové kyseliny pro kvantifikaci
RNA viru lidského imunodeficitu typu HIV-1 v lidské plazmé. Test je zalozen na
tfech zakladnich procesech [43].

1. priprava vzorku pro izolaci HIV-1 RNA;

2. reverzni transkripce cilové RNA pro vytvoreni komplementdrni DNA
(cDNA);

3. simultanni PCR amplifikace cilové cDNA a detekce rozstépené, dvojité

znacené oligonukleotidové detekéni sondy specifické pro cil [43].
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Cobas AmpliPrep umozZnuje automatizovanou pfipravu vzorku nasledovanou
automatizovanou reverzni transkripci, PCR amplifikaci a detekci cilové HIV-1 RNA
a kvantifika¢niho standardu (QS) HIV-1. HIV-1 QS je jako druha cilova sekvence
pridavana o presné zndmé koncentraci do kazdého testovaného vzorku. Jedna se
o neinfekéni RNA konstrukci, kterd obsahuje sekvence HIV s vazebnymi oblastmi
pro primery identickymi s cilovou HIV-1 RNA a unikatni vazebné oblasti pro sondu,
které umozni odliSeni amplikonu HIV-1 QS od cilového HIV-1 amplikonu. Detekce
amplifikované DNA se provadi pomoci cilové specifickych a QS specifickych,
dvojité znacenych oligonukleotidovych sond, které umoZnuji nezavislou
identifikaci amplikonu HIV-1 a HIV-1 QS. Analyzator Cobas TagMan 48 vypoditava
koncentraci RNA HIV-1 v testovanych vzorcich srovnanim signalu HIV-1 se

signalem HIV-1 QS u kazdého vzorku a kontroly [43].

4.6.3 Interpretace vysledki

Analyzator Cobas TagMan 48 stanovuje automaticky koncentrace RNA HIV-1
uvzorki a kontrol. Koncentrace HIV-1 RNA je vyjaddfena v kopiich/ml nebo
mezindrodnich jednotkach (IU)/ml v zavislosti na pouZitém definiénim souboru
testu. Konverzni faktor mezi kopiemi RNA HIV-1 /ml a HIV-1 v mezindrodnich
jednotkach (IU)/ml je 0,6 kopii/IU, za pouZziti 1. mezindrodni normy WHO pro RNA
HIV-1 pro technologie analyzy nukleovych kyselin (NAT). Vysledky testovanych
vzork jsou interpretovany pristrojem mozné vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab.

3) [43].
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Tab. 3 — Mozné vysledky analyzatoru Cobas TagMan 48 43/,

Vysledek titru Interpretace
Target Not Prahova hodnota (Ct) pro HIV-1je nad hranici testu nebo nebyla
Detected zadna Ct ziskana. Vysledky uveden: ,HIV-1 RNA nedetekovana”.
Vypoctena hodnota kopii/ml je pod detekénim limitem analyzy.
<2.00E+01 cp/ml | Vysledek uveden: ,HIV-1 RNA detekovana, méné nez 20 HIV-1 RNA
E kopii/ml“.
.8" Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny hodnoté 20 kopii/ml a
N >2.00E+01 cp/ml
mensi nez nebo rovny 1,00E+07 kopii/ml jsou v linearnim rozmezi
<1.00E+07 cp/ml
analyzy.
Vypoctena hodnota kopii/ml je nad rozsahem analyzy. Vysledek
>1.00E+07 cp/ml
uveden: ,,vyssi nez 1,00E+07 HIV-1 RNA kopii/ml”.
— Vypoctena hodnota IU/ml je pod detekéni hranici testu. Vysledek
& | <3.34E+011U/ml
__Q’ oznacen: ,HIV-1 RNA detekovana, méné nez 33,4 HIV-1 RNA IU/ml”.
S
,.g > 3.34E+01 [U/ml
9 Vypocitané vysledky vétsi nez nebo rovny 33,4 IU/ml a mensi nez
= <1.67E+07
o nebo rovny 1,67E+07 IU/ml jsou v linedrnim rozmezi testu.
£ IU/ml
=]
Ej Vypoctena hodnota IU/ml lezi nad rozmezim testu. Vysledek
s >1.67E+07 IU/ml

oznacen: ,,vyssi nez 1,67E+07 HIV-1 RNA IU/ml".
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyhody a nevyhody jednotlivych metod

5.1.1 EIA

Vyhodou EIA metod je cena jednotlivych test(i. DalSim pozitivem je moZnost

automatizace, a tudiz zpracovani velkého mnozstvi vzorki najednou.

Naopak nevyhoda spociva ve velkém diagnostickém okné, toto se snazi
eliminovat EIA metody 4. generace, které testuji jak protilatky proti HIV viru, tak

pritomnost antigenu p24 v séru nebo plasmé.

5.1.2 Western blot

Vyhodou metody western blot je velka pravdépodobnost, u pozitivnich vysledkd,
Ze jsou ve vzorku pritomny protilatky anti-HIV, a tedy je pacient HIV pozitivni.

Podle statistik byvaji pouze méné nez 2 % testti faleSné pozitivni.

Nevyhodou testovani metodou western blot je moZnost prokdzani pouze infekce
zplisobené virem HIV-1, genom viru HIV-2 je zna¢né odlisny, a tudiZ je nutné pfed
samotnym pouzitim testovaci sady vyloucit pfitomnost viru HIV-2. Pokud chceme
konfirmovat pomoci western blotu infekci zptisobenou virem HIV-2, musime vyuZzit
testovaci sadu k tomuto tcelu uréenou, kdy na stripu budou navazany proteiny

a glykoproteiny viru HIV-2.

Dalsi nevyhodou metody western blot je nutnost pfitomnosti jiz vytvofenych
anti-HIV protilatek proti pfisluSnym proteinim viru. Tyto protilatky se vytvari
individudlné v rozmezi od 3 tydnd az do 3 mésicti po ndkaze. V akutnim stadiu
infekce, kdy nejsou jesté protilatky vytvofeny, jsou konfirmacni testy falesné

negativni.
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5.1.3 Imunochromatochrafické metody

Vyhody této metody spocivaji v rychlém vySetfeni (test trva pfiblizné 35 minut),
zda se jedna o infekci virem HIV-1 nebo HIV-2. Testovani lze realizovat z kapilarni
krve, plné krve, séra nebo plazmy. Vyhodou je také snadna manipulace s testovaci

sadou.

Hlavni nevyhodou tohoto testovani je, stejné jako u metody western blot, faleSna
negativita u pacientd, ktefi byli testovani v akutni fazi infekce. V akutni fazi jesté
nejsou vytvoreny protilatky proti proteintim viru HIV, tyto anti-HIV protilatky se
vytvareji v obdobi po 3 tydnti az 3 mésicti po expozici. Dalsi nevyhodou je vizualni
odecet, ktery mtize obndset urcitou variabilitu pfi konecném zavéru mezi dvéma
riznymi posuzovateli nebo dvéma rtiznymi testy. Metoda ma také, oproti metodé
western blot nevyhodu v men$im poctu navazanych proteinti viru HIV na kazeté,

a tudiZz niZ3i specificnost.

5.1.4 ELFA

Vyhodou této metody je automatizace, ktera zabranuje chybé zptisobené lidskym
faktorem. Dalsi vyhodou je mozZnost zachytu HIV pozitivnich jedinct v obdobi, kdy

by je béZné nepiimé serologické testy na HIV neodhalily.

Nevyhodou je fakt, Ze antigen p24 viru HIV je v krvi v detekovatelném mnoZstvi
pfitomen pfevazné v obdobi akutni infekce, tedy pfiblizné od druhého tydne po
nakaze az do ¢tvrtého tydne. Pokud je test proveden pozdéji, vykazuje test faleSnou
negativitu. Z tohoto di@ivodu je nutnd i ndsledna konfirmace, pokud je vzorek
pozitivni, jiné konfirmaéni metody na principu nepifimé diagnostiky by nemohly

pozitivitu potvrdit.
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5.1.5 HIV RNA PCR

Vyhodou této metody je, Ze dokaZe HIV virus zachytit nejdfive ze vSech doposud
jmenovanych metod, udava se uz 10 den po expozici je mozné virus HIV v plasmé

detekovat.

Metoda se vyuziva, hlavné k urcovani klinické terapie pacientti infikovanych
virem HIV. Pomoci testu je mozné posuzovat pacientovu prognozu stanovenim
vychozi hladiny HIV RNA nebo sledovat tcinky antiretrovirové terapie stanovenim
zmén hladin HIV RNA v plazmé v pribéhu antiretrovirové terapie. Tyto testy
povétsinou nejsou urceny k plosnému vysSetfovani krve ¢i krevnich derivati na
pritomnost HIV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni infekce virem HIV. Divodem
je cena, kterd je mnohondsobné vyssi nez u ostatnich béznych testt. Jsou zavadény
nové metody tzv. NAT PCR testy, u kterych je detekce nukleové kyseliny provadéna
v poolech 96 vzorkt (pool = smésny vzorek z pfislusného poctu primarnich vzork).
Toto testovani pak vyjde levnéji nez testovani kazdého vzorku zvlast, prozatim se

vyuziva toto NAT testovani v CR pouze v transfuzni sluzbé [44].

5.2 Epidemiologicka situace

5.2.1 Poéty vysetfeni a poéty HIV+ osob v Ceské republice

Obr. 8 znazortiuje epidemiologickou situaci v Ceské republice od zacatku
testovani v roce 1985 az po rok 2017. Pocty vySetfeni maji stale vzestupnou tendenci,

pocty nové infikovanych osob se jiz Sestym rokem drzi nad dvéma sty.
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Obr. 8 - Pocet vysetieni a pocet HIV+ v CR v jednotlivyjch letech 145,

5.2.2 CR v porovnani se svétem

Na Obr. 9 je porovnana epidemilogické situace nové infikovanych osob v Ceské
republice s ostatnimi staty Evropy za rok 2016. Z dGivodd porovnani zemi
s rozdilnymi pocty obyvatel, jsou ¢isla pfepocitdna na pocet pozitvnich pripadt na

100 000 obyvatel.

Slovensko S 1,6
Madarsko | 2,3
Chorvatsko [ 2.6
Ceskd republika GG 2,7
slovinsko G 2,5
Bulharsko | 2.G
Rakousko |G .9
Rumunske | 3.2
Polsko G 3,3
Finsko . 3.3
Norsko [ 2
Nemecko |G 2
Dansko | .3
Svédsko R ¢
Nizozemsko |
Lichtnstejnsko |GG 5,
italic .
Recko G .
Spancisko R 2
Litva | ———
Francie | — 7,5
Velkd Britinic | —— 7O
Belgic | £ |
Isand | ——— 2,
Kypr N ——— O,
Portugalsko | 10
Irsko | 10,5
Malte | 14,5
Estonsko | 17,
Loty Sk | 15,5

Zemé pivodu

potet pozitvnich pfipadiina 100000 obyvatel

Obr. 9 - Nové diagnostikovani HIV+ pacienti podle zemé piivodu za rok 2016
(pocet pozitivnich pripadit na 100 000 obyvatel) 1461,
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5.2.3 Testovani krevnich vzorka

Na Obr. 10 je zndzornéno testovani krevnich vzorkd, které je jednim ze zakladnich
povinnych screeningovych vysetieni v Ceské republice. V roce 2017 bylo celkem
provedeno 1002 283 testt u darcli krve a plasmy. Celkové predstavuji odbéry na
oddélenich transfuzni sluzby a v plazmaferetickych centrech 73,7 % vSech
provedenych testti na pfitomnost HIV viru. Bylo pfi nich zjisténo 8 HIV pozitivnich
darciti. Kumulativné bylo pfi darovani krve nebo plazmy od roku 1988 odhaleno 86

HIV pozitivnich osob.

1200000

=
2}
-
=
a
=)
P

1002283

983992

950 099

1000000

800 000

Potet vySetfeni

600 000

518216
510389

Pocet nové infikovanych
o
410933
411357
267725
378935
465551
475701
467778
455124
466774
508127
514523

400 000

334486

2 2
2 200 000
1011 11 1 1
b lI I b i ¢ ¢ by I | I I I
0
Co. Yo Yo Yo Yo Yo Yo Yo da Yo Zo 2 2 Y 2 2
% <3 %, <5 2, <0, 2,
% " B, Y, B, Y, Vo Y ",V Yy 7,

I T X T . o %, .
%, b, o, b, o, W, B, Y, W, W, By, G, G, G, %, Y Y

Rok

o
4 . -
e

@

Obr. 10 - Testovani krevnich vzorkil v transfuzni sluzbé 1451,

5.2.4 Nové pripady AIDS

Z Obr. 11 je patrné, Ze pocty nové zjisténych onemocnéni AIDS stale nartistaji. Za
rok 2017 byl zaznamendn nejvyssi pocet nové vzniklych onemocnéni v porovnani

s pfedchozimi lety.
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Obr. 11 - Pocet novych ptipadii AIDS v jednotlivijch letech 1491,
Na Obr. 12 je zobrazeno jaké procento novych piipadi AIDS onemocnéni je
u pacient1 s HIV pozitivitou prokazano nové, tedy pfi prvnim pozitivnim testovani

na HIV.
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Obr. 12 - Stadium AIDS — podil pozdé zachycenyjch pFipadii 14751431,
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6 DISKUZE

Béhem poslednich dvou desetileti doslo k vyraznému pokroku v porozumeéni
interakce viru HIV s hostitelem a klinické 1é¢bé infekce zptisobené timto virem.
Nové poznatky se odrazi také ve zlepSeni testli pouzivanych k diagnostice viru
a sledovani pribéhu onemocnéni AIDS. Jak je uvedeno ve zdroji [49] z roku 2008,
predevsim rozvoj molekularnich test(i znaéné zménil tradi¢ni pfistup k virové
identifikaci a charakterizaci. Do této doby, byly testy zalozené predevSim na
sérologickych metodach. Molekuldrni metody sebou pfindsi nové pojeti testovani,
zaloZené na detekci a kvantifikaci genovych sekvenci viru HIV. I pfes vyhody, které
sebou molekularni metody pfinasi nelze tidaje z ¢lanku ani po deseti letech vyloucit
a je stale nutné vyuzivat serologické enzymatické imunoanalytické metody (EIA)
jako stéZejni metodu pro testovani HIV. Doposud neni vyvoj molekuldrnich technik
na takové drovni, abychom je mohly vyuzivat jako hlavni metodu pro testovani.
Dtivodem je stdle jeSté vyssi cena testovani a také obcasné problémy s pfesnosti
testtl. Dnes se tedy v klinickych laboratofich v Ceské republice vyuZivaji stale jesté
serologické metody a molekuldrni metody se vyuZzivaji prevazné pro stanoveni
virové naloZe u jiz diagnostikovanych pacientd, jak je uvedeno ve zdroji [8] a nové

se také zavadi v transfuzni sluzbé u testovani krevnich vzorku.

Serologické imunoenzymatické techniky — EIA, které jsou nejen v Ceské
republice, ale také celosvétové nejrozsifenéjsimi screeningovymi testy viru HIV si
drzi jiz od pocatku testovani viru své neochvéjné misto. EIA testy prosly postupem
let spoustou modifikaci za tcelem zvysit Géinnost testt (Tab. 4 - ). EIA metod
1. generace, které byly vyuzivany jako prvni pro rutinni testovani protilatek proti
HIV jiz od poloviny osmdesatych let a fungovaly na principu lyzata HIV-1, dokazaly
detekovat pouze pfitomnost protilatek proti HIV a nebyly dostate¢né specifickeé.
Nasledovalo nahrazeni nativnich virovych proteini rekombinantnimi
a syntetickymi peptidy. Tyto modifikace vedly ke zkraceni diagnostického okna
azvySeni specifity. Neustdld potfeba zlepSovat screeningové a diagnostické
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stanoveni pro HIV vedla k vyvoji 4. generace, tzv. duadlnim testiim. U téchto testti
doslo ke spojeni detekce antigenu p24 s detekci protilatek proti HIV v jednom testu.
Zavedenim testovani antigenu p24 spolecné s anti-HIV protildtkami se znacné
zkratilo diagnostické okno (obdobi, kdy nelze virus stanovit, pfestoZe virus je jiz
pritomen) na cca 2 tydny po expozici. Diivodem tak velkého rozsifeni a vyuzivani
metod EIA je skloubeni priznivé ceny vySetfeni, citlivosti a specificnosti metody,
rychlosti samotného testu avneposledni fadé také mozZnosti automatizace.
Vyhodou je také velkd konkurence vyrobct na trhu EIA testovacich sad, ktera vede
k dostupnosti riiznych kombinovanych testti a snahu vyrobcii své testy neustdle

zdokonalovat, jak je uvedeno ve zdrojich [49] a [50].

Zavedeni automatickych analyzatort fungujicich na principu EIA metod,
umoznilo vice laboratofim zafadit do svého seznamu vysetfeni, také testovani viru
HIV. Automatizované testovani navysilo jesté vice specifitu a citlivosti vySetfeni

vcetné schopnosti detekovat antigen HIV i nékolika podtypt.

Tab. 4 — Obecny vyvoj imunologickych testit HIV od roku 1985 150!,

Generace 1. 2. 3. 4,
Vzorek Y 4
Konjugat \Y Y ,Y Y & K
Signal

Antigen Lyzat Rekombinantni a synteticky
Specifita 95-98 % >99 % >995 % 99,5%
Citlivost 99% >99,5 % >99,5% >99,8 %
Diagnostické okno 8-10 tydnt 4-6 tydnt 2 -3 tydny 2 tydny
Tiida detek

Srdadeterce I5G IG Ve Ve
imunoglobulinti

Peibliznysok 1985 1987 1991 1997
prviiho pouZziti

EIA metody se nevyuzivaji pouze kbéZnému screeningu v laboratofich
s opravnénim HIV testovat, ale také jako tzv. rychlé testy a konfirmacni testy v NRL
pro HIV/AIDS. Rychlé testy, jsou vyuZzivané pfedevsim ke screeningu v mistech, kde

neni mozné provést odbér v laboratofi nebo neni zadouci, aby byl vysledek zjistén
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co mozna nejrychleji. Takovéto testy dokazi zjistit vysledek do 20 minut. Vétsina
takovychto testll je zaloZena na principu EIA metod 4. nebo 3. generace a jsou

specidlné upravené na pouziti mimo laboratof.

Rychlé testy byvaji vyuzivany také pro doméci testovani. V Ceské republice vsak
doposud neni Zadna testovaci sada k domacimu pouZiti certifikovana. Naptiklad ve
Velké Britanii je povoleno domaci testovani od 6. dubna 2014, viz zdroj [51]. Vyhodou
téchto testt je, Ze testovana osoba ziska vysledek, pokud se jedna o test Ab/Ag do 20
minut, u testt, které testuji pouze Ab i do dvou minut, jak je uvedeno ve zdroji [52].
Na ¢eském trhu je v soudasnosti dostupny pouze lékaiskou spoleénosti Ceské
republiky necertifikovany domaci test OraQuick (v USA certifikovany pro domaci
pouziti jiz od roku 2012). Tato testovaci sada umoznuje testovani ze slin, kapky plné
krve i plasmy pacienta. U kapky plné krve a plasmy deklaruje vyrobce 100 %
specifi¢nost u testti ze slin pak 99,8 %, zdroj [53]. Domdci testovani vSak sebou nese
i pfe dobrou specifi¢cnost a citlivost testdl spoustu negativ, napf. nesnadnou
manipulaci s testem, slozité odecteni vysledkii, nepfitomnost osoby, kterd by v
pripadé reaktivniho vysledku poskytla poradenstvi. S postupem domaciho
testovani v zahraniéi, se bude pravdépodobné sledovat proces domaciho testovani
HIV v téchto zemich a pokud se neobjevi jakékoliv komplikace, miizeme ocekavat,

zavedent certifikovanych domécich testii také v Ceské republice.

Alternativou téchto testli, jsou tzv. poStovni testy, které jsou vyuzZivany
v zahranici (Velka Britanie, Némecko atd.) [54]. Testovana osoba si sama odebere
vzorek, nejcastéji krev z prstu nebo sliny, a poté tento test zasle do laboratore
k otestovani. Vysledky testu jsou pak zaslany textovou zprdavou nebo telefonatem
od zdravotnika. Tyto testy vSak neposkytuji informaci o vysledku ihned, coz je pro
testovanou osobu, ktera voli takovyto typ mimolaboratorniho vySetfeni vétSinou

klicové.
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Vsechny HIV reaktivni vzorky v Ceské republice, at uZ z klinickych laboratofi,
rychlych test(i a dalSich musi byt zasldny vZdy ke konfirmaci do NRL pro HIV/AIDS
v Praze. Oproti napifiklad Némecku, které vyZzaduje novy odbér vzorkii z davodu
mozné zamény, u nas referencni laboratof nevyzaduje novy odbér po reaktivnim
screeningovém testu, ale staci zaslat prvotni odbér, pokud je tedy materidlu dost na
provedeni pozadovanych konfirmacénich vysetfeni. Kjednotlivym vzorkiim se
pristupuje individudlné a neni dan zcela pfesny postup konfirmace reaktivniho

vzorku.

Hlavnim konfirmacnim testem je metoda western blot. Konfirmace reaktivnich
vzorkt je nutnd z divodi castych faleSné pozitivnich vysledki. FaleSné pozitivni
vysledky byvaji ¢asto zptisobené, vysokou citlivosti EIA test(i. Z téchto dtivodti je
nutné pouzit dalsi testovaci metodu a tou je nejcastéji Western blot. Tato metoda se
ke konfirmaci vyuziva po celém svété a nepsanym pravidlem je, Ze pokud je western
blot pozitivni lze pacienta oznacit za HIV pozitivniho. Postupem let se metoda
inovovala napfiklad pouZitim poloautomatii (v referenéni laboratofi vyuZzivaji
poloautomat Dynablot), které znatelné ulehcuji praci laborantiim a tim i predchazi
moznosti vzniku chyb zptisobenych lidskym faktorem. Nevyhodou této metody je
nutnost pritomnosti anti-HIV protilatek, které se v infikovaném organismu vytvari
v obdobi od tfi tydnt az tfi mésicti, pfehledné uvedeno na obrazku 17 (Obr. 13).
Diagnostické okno je i pfes velkou citlivost a presnost testu znacné velké a napriklad
pacienti v akutni fazi HIV infekce, s jesté dostatecné nevytvofenymi protilatkami
proti HIV mohou mit neurcité nebo faleSné negativni testy. Z téchto davodu se
provadi jesté vySetfeni a konfirmace pouze samotného antigenu p24 metodou ELFA,

ktery je, jak je z obrazku 17 patrné, pfitomny jiz v akutni fazi HIV infekce.
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HIV RNA (NAT)
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Obr. 13 — Dynamika markerti a zdchytnost testii 1301,

Dtlezité je také rozliSeni, zda se jedna o infekci virem HIV-1 nebo HIV-2. V nasi
zemépisné oblasti je znacnd prevaha infekci virem HIV-1, velice ojedinéle se
vyskytuje infekce virem HIV-2, ktery ma své ptisobisté predevsim na tizemi Afriky.
Na toto testovani se vyuzivd imunochromatografickd metoda, kterd diky
navazanym antigennim strukturdm obou typti virti, dokaze rychle rozlisit o ktery

vir se jedna.

Jak je patrné z Obr. 13, nejkratsi diagnostické okno ma stanoveni HIV RNA
molekuldrnimi metodami. Tyto metody jsou zaloZené na amplifikaci virové RNA
a nasledném analytickém stanoveni jeho mnozstvi. Vyhodou téchto testti je, Ze se
stanovuje pfimo vir HIV v krvi, tedy se nemusi ¢ekat na vytvoreni protilatek proti
HIV, ale pouze na zmnozZeni viru v krvi nad hodnotu 20 cp/ml, kterou jsou jiz dnesni
analyzatory schopny identifikovat. Metoda se vyuziva pfedevsim ke stanoveni
virové naloze, u jiz diagnostikovanych pacientt, ktefi podstupuji terapii
antiretrovirotiky. Modifikovand metoda se zacala vyuzivat v diagnostice darct
krevnich derivatu, kde je nutné znat jisté, Ze je darovana krev nebo jiny derivat

neinfekéni. Jedna se o tzv. NAT testovani, s rozdilem od bézného PCR se testuje
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v tzv. poolech, kdy je smichdno vice vzorkt riznych darct a otestuji se najednou,
pokud je jeden ze vzorkli v poolu infek¢ni je poté nutné jednotlivé vzorky otestovat
znovu. Tato modifikace umoznila ¢astecné zlevnit vySetfeni, ale zvysila nepfesnost
a chybovost metody. NAT testovani se vyuZiva nejen ke stanoveni HIV, ale také

hepatitid B a C, které by mohly vazné ohrozit pfijemce daného krevniho derivatu.

Vroce 2010 bylo zavedeno v TTO FN Brno NAT testovani za ucelem zvysit
bezpecnost transfuznich pripravki. V tomtéz roce bylo zaznamendan nejvyssi pocet
testovanych darct krevnich vzorkt (Obr. 10). Od zafi roku 2013 probiha NAT
testovani také v UVN Praha, zde bylo toto testovani zavedeno jednak k zvyseni
bezpecnosti, ale také z dtivodti harmonizace transfuznich pfipravktt v ramci
spojeneckych zemi NATO. Pokud chce CR napomahat ve vojenskych operacich
poskytovanim transfuznich pfipravkd, musi byt tyto pripravky dle NATO

otestovany pravé touto metodou [44].

Od roku 1988 do konce roku 2017 bylo otestovano pfes 18 milionti darc(i krevnich
vzorkli, znichZ bylo u 86 darcim zjisténa HIV pozitivita. Celkové predstavuji
odbéry na oddélenich transfuzni sluzby a v plazmaferetickych centrech 73,7 % vsech
provedenych test(i na pfitomnost HIV viru [47]; [48]. Stdlou diskuzi je povinné
zavedeni NAT testovani ve vech transfuznich stanicich, po celé Ceské republice. Po
uddlostech z predchozich let, kdy byla podana infikovana transfuze hepatitidou C
se zvysil tlak na povinné zavedeni testovani krevnich vzorkti metodami NAT.
Pravdépodobné bude tato povinnost ukotvena v zdkoné béhem nasledujicich

nékolika let.

Z&4dné4 metoda, kterd byla doposud pouZivana na testovani p¥itomnosti HIV viru
v organismu, nedokdze stoprocentné urcit, zda osoba, je, ¢i neni zcela jisté HIV
pozitivni. VSechny dodnes vyuzivané metody sebou nesou urcitou chybovost
v podobé falené negativnich nebo naopak pozitivnich vysledkti. Reseni

problematiky tak nadéle ziistava vysetfovat screeningové vzorky co nejcitlivéjsimi
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metodami, dnes nejcastéji EIA testy 4. generace, které sice diky své vysokeé citlivosti
produkuji zna¢né procento faleSné pozitivnich vysledkd, ale jsou komplexné zatim
nejvyhodnéjsi jak po strance diagnostické, tak ekonomické. Z reaktivnich vzorki se
poté Sirokou siti metod vyuzivanych ke konfirmaci vylouci vzorky faleSné pozitivni.
U EIA testti 4. generace, i pres stale dokonalejsi testovaci sady hrozi riziko

nezachyceni HIV-pozitivniho pacienta pfibliZzné po 14 dnech po expozici virem.

Zmenseni diagnostického okna (o cca 5 dni) pfinasi molekuldrni metody. Tyto
metody jsou vsak stdle financné nadkladnéjsi nez serologické testy, a proto jsou
k primarnimu screeningu (s vyjimkou transfuzni sluzby kde je vyuzivano také NAT
testovani), pouzivany stdle metody serologické. Budoucnost testovani HIV viru
v lidském organismu se, ale pravdépodobné bude ubirat pravé smeérem

molekuldrnich metod a jejich raznych modifikaci.

Epidemiologicka situace v Ceské republice, je i pres stale nartistajici pocty nové
diagnostikovanych HIV pozitivnich osob (Obr. 8), v porovnani s ostatnimi staty
Evropy fazena mezi zemé s niz$i incidenci HIV na 100 000 obyvatel (Obr. 9). Od
pocatku testovani az do roku 2016 byl pozorovan narist HIV pozitivnich osob,
lonisky rok vSak zaznamenal jisté snizeni a mtZzeme doufat, Ze tato tendence bude

nadale pokracovat.

Celosvétove je snaha o docileni mety 90-90-90, ktery by mél napomoct ukoncit
epidemii HIV/AIDS, kdy 90 % procent HIV pozitivnich osob by mélo byt seznameno
se svym HIV statusem, 90 % téchto identifikovanych HIV osob bylo léceno uc¢innou
antiretrovirovou lécbou a je snaha, aby z téchto lécenych osob, bylo 90 % léceno
ucinné. Podle pfedpokladu spolecnosti UNAIDS bylo v roce 2016 osob Zijici s HIV
bez znalosti jejich HIV statusu v CR p¥iblizné 25 %, tedy ptiblizné 700 lidi. Z HIV

pozitivnich osob, ktefi znaji svlij HIV pozitivni status podstupuje 52 %

antiretrovirovou terapii a u poloviny z nich je tato lécba tispésna [55].
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Soucasnym problémem je také pozdni zdchyt onemocnéni. Za rok 2017 bylo
zaznamenano 47 novych pripadt AIDS (Obr. 11). Z tohoto poctu pouze 12 osob jiz
bylo klasifikovano HIV pozitivhim statusem jiz dfive a do stadia AIDS teprve
dospélo, 35 osob se statusem AIDS bylo nové identifikovanych, tedy pfi prvnim
zachytu byly jiz ve stadiu AIDS (Obr. 12). Tento problém souvisi prevazné
s neinformovanosti osob, ale neni moc moznosti, jak tento narustajici fenomén

zastavit.
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7 ZAVER

Tato Bakalarska prace je zaméfena na moderni metody, kterymi se v soucasnosti
diagnostikuje virus HIV v lidském organismu. V praci jsem se snaZila podat uceleny
prehled pfimych i nepfimych diagnostickych metod. Popsala jsem pét zakladnich
metod, které jsou v Ceské republice pouzivany, konkrétné v NRL pro HIV/AIDS.
Techniky se vyuzivaji jak pro béZzny screening, tak i pro konfirmaci reaktivnich

vzorkdu.

Popsala jsem metody EIA 4. generace, které se vyuzivaji pro screening ale také ke
konfirmaci. Ddle metodu western blot, kterd je uréena vyhradné ke konfirmaci.
RovnéZ imunochromatografickou metodu, ktera je vyuzivdna predevsim k odliSeni
druhti viru HIV-1 a HIV-2. Metody ELFA slouZi ke stanoveni samotného antigenu
p24 a testovani HIV RNA pomoci PCR. U kazdé metody jsem uvedla, jaké testovaci

sady se vyuzivaji pravé v NRL pro HIV/AIDS a jejich principy.

Vysledky wuvadi vyhody a nevyhody jednotlivych metod a pfehled
epidemiologické situace v Ceské republice. Porovnéni incidence na 100 000 obyvatel
sostatnimi staty Evropy a screeningové testovani krevnich vzorkdi, které
predstavuji praktickou aplikaci metod pouzivanych metod v klinickych laboratofich

a Narodni referenc¢ni laboratofi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab
Ag
AIDS

ART

AZT

cART

CCR5

CD4 T-lymfocyty
CD8 T-lymfocyty
cDNA

CMIA

CNS
CTL
CXCR4
DC
DNA
EDTA
El

EIA
ELFA
ELISA
ENV
FDA

FDC

protilatka (antibody)

antigen

syndrom ziskaného imunodeficitu

(acquired immunodeficiency syndrome)
antiretrovirova terapie

azidothymidin

kombinovana antiretrovirova terapie

chemokinovy koreceptory 5

typ bilych krvinek nejcastéji napadeny HIV
cytotoxické bilé krvinky

DNA syntetizovana podle RNA (complementary DNA)
chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich
(chemiluminescent microparticle immunoassay)
centralni nervova soustava

cytotoxické lymfocyty

chemokinovy koreceptory 4 (fusin)

dendritické bunky (dendritic cells)
deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiaminotetraoctova

inhibitory vstupu (entry inhibitors)

enzymova imunoanalyza (enzyme immunoassay)
enzyme-linked fluourescent assay

enzyme-linked imunosorbent assay

gen viru HIV kédujici tvorbu virovych obalti (envelope)
ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

(Food and Drug Administration)

folikularni dendritické burky
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FI
GAG

&P
HAART

HIV

HIV+
HLA

HR1

HR2

HRP
HTLV III
I

ICAM
IFNg

Ig

IL

INSTI

IU
kDa
KIR
LC
LAV

inhibitory fize (fusion inhibitors)

gen viru HIV kodujici tvorbu proteinti matrix, kapsid a

nukleokapsidy (group antigen)
glykoprotein

vysoce aktivni antiretrovirova terapie
(highly active antiretroviral therapy)
virus lidského imunodeficitu

(human immunodeficiency virus)
HIV pozitivita, HIV-pozitivni

lidské leukocitarni antigeny

(human immunodeficiency virus)

doménu virového povrchového glykoproteinu gp4l

viru HIV

doménu virového povrchového glykoproteinu gp41

viru HIV

horse radish peroxidase

lidsky T-lymfotropni virus typ III
integraza

intercelularni adhezivni molekula
Interferon gamma

imunoglobulin

interleukin

inhibitor HIV-1 integrazy

(integrase stand transfer inhibitor)
mezinarodni jednotka (international unit)
kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)
killer cell immunoglobulin-like receptor
Langerhansovy buriky

lymfadenopaticky vir
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LTNP
LTR
MHC
MIP

mRNA
MZ
NAT
NK
NNRTI

NRL
NRTI

Oo0ovZ

PCR

PI
POL
QS
Rantes
RNA
RT
SIV

TCR
TNF
WHO

dlouhodobi nonprogresofi (long-term nonprogressors)

dlouha koncova repetice (long terminal repeat)
hlavni histokompatibilni komplex
macrophage inflammatory protein

(skupina chemokintt)

mediatorova ribonukleova kyselina (messenger RNA)

ministerstvo zdravotnictvi

analyza nukleové kyseliny (nucleic acid testing)
cytotoxické buriky (natural killers)
nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
(non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors)
narodni referencni laborator

nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
(nucleoside reverse transcriptase inhibitors)
organ ochrany vefejného zdravi

protedza

polymerazova retézova reakce

(polymerase chain reaction)

inhibitory proteazy

gen viru HIV kédujici enzymy viru (polymeraza)
kvantifikaéni standart

druh chemokinti (regulated upon activation)
ribonukleova kyselina

reverzni transkriptdza

virus opici imunodeficience

(stromal cell-derived factor)

T-bunécny receptor (T cell receptor)

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

Svétova zdravotnicka organizace
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