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VI. Trida

RNA-viry se zpetnou transkriptazou — RT

Celed’: Retroviridae (hostitelé: Obratlovci)
Rody:
Alpharetrovirus

Betaretrovirus

Gammaretrovirus Jednoduché onkogenni retroviry
Deltaretrovirus

Epsilonretrovirus

Lentivirus Human immunodeficiency virus 1
Spumavirus |zolat z opic - nepatogenni



Puvod HIV- pfenos z opic na ¢lovéka
Dukaz: shoda v sekvencich humanniho HIV a SIV
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Stredni Afrika (protilatky proti HIV v krevnich sérech z 1950, 1960-70)
Vzplanuti pandemie AIDS v 1. polovin¢ 70 let soucasné v USA a Stredni Africe



Centra pandemie HIV
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Prubéh infekce HIV

Pocet Th-lymfocytu

Perzistentni stav «———

Viriony HIV
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Vysetreni na HIV-1
Deéti
* prvni vysetreni - beéhem 48 hodin po narozeni dale
— za 2 tydny zivota
— za 4 az 6 tydnu Zivota
— za 4 az 6 mésicu Zivota

* Dospely pacient — sérologické vySetieni opakované
za 2 — 3 tydny po pozitivhim testu na virus HIV.



Diagnostika HIV- vysetrovany material

Krev
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Odbér vzorku a kultivace retroviru

HIV-1 viriony rychle odumiraji
Zpracovani plasmy béhem 6 hodin po odbéru.

Uchova vzorku po oddé&leni plasmy a buné&k
pri 4° C 24 — 30 hod. nebo déle pri -80 °C

Inkubace mononuklearnich krevnich bunek pacienta s
bunkami HIV-negativniho jedince. Supernatant ze
smesneho vzorku je testovan na pritomnost antigenu p24
(CA/gag).

Pozitivni ,,kultura® je znovu testovana po 1 meésici.



Sledované markery - proteiny HIV
Genom = RNA 11 kb
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Diagnostika HIV- metody

Detekce pritomnosti:
- protilatek proti antigenum HIV,
- RNA/DNA

Sérologické metody - standard v diagnostice HIV
enzymoimunologicka metoda ELISA test
(vyuziti polyklonalnich a nebo monoklonalnich
protilatek).

Molekularni metody
1. prukaz vertikalniho pfenosu (z matky na dité)
2. monitorovani davky viru u pacienta (behem IéCby).
3. molekularni epidemiologie vyskytu typu kmenu HIV-1

Studium evoluce HIV — oblast vyzkumu



ELISA test 5 HIV antigen
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Westernovy prenos (WB)
elektroforeticka separace
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Molekularni analyza genomu viru

*Detekce cilovych oblasti genomu a charakterizace genomu
*Typizace a stanoveni pfibuznosti kmenu HIV

« Stanoveni nukleotidovéeho slozeni genomu

-

RNA viry jsou mnohem citlivejSi k mutacim nez DNA viry.

DUVOD = RNA-polymerazy nemaiji 3" - 5” exonukleazovou
aktivitu nemohou opravovat chyby vzniklé pri replikaci.



|zolace RNA

Zajisteni ochrany RNA pred
rozkladem RNazou.
NejCastéji se jako inhibitor
RNazy pouziva guanidin
thiokyanat (GTC).

Uchova RNA o velikosti v&tsi
nez 1 kb v etanolu pfri
nizkych teplotach.
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MOLEKULARNE-BIOLOGICKE METODY
v diagnostice HIV

Techniky zalozené na detekci RNA/DNA

1. PCR — amplifikace specifickych sekvenci

2. RT-PCR pro analyzu polymorfismU nukleové kyseliny
3. PCR v realném Case (Real time PCR)

4. Hybridizacni metoda bDNA (branched Chain DNA)
5. Analyza pohyblivosti heteroduplextu (HMA)

6. Sekvenovani a analyza virového genomu



PCR-polymerazova retézova reakce

Matricova DNA
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Zpeéetna transkripce (RT-PCR) a hybridizace

1. izolace RNA z krevni plazmy pacienta
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Real-time PCR - Technologie TagMan

« kvantitativni analyza cDNA

« mnozstvi amplifikované cDNA je detekovano intenzitou
fluorescenc€niho zareni v realném Case béhem kazdého cyklu

reakce
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Hybridizacni metoda (bDNA)
Versant HIV-1 RNA Assay (Bayer, Tarrytown, NY)
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Komercne dostupné kity na detekci HIV-1

Producent Nazev metoda cilovy gen skupina
Roche
Diagnostics Amplicor HIV-1 Monitor RT-PCR gag Group M: A-H

COBAS Amplicor HIV-1 Monitor RT-PCR gag Group M: A-H
COBAS AmpliPrep/COBAS

Amplicor HIV-1 Monitor RT-PCR gag Group M: A-H

COBAS AmpliPrep/COBAS

TaqMan HIV-1 Test RT-PCR gag Group M: A-H
Bayer branched
HealthCare Versant HIV-1 RNA (bDNA) DNA pol Group M: A-H
Abbott LCx HIV RNA Quantitative competetive pol Group M: A-G
Laboratories Assay RT-PCR (integr) Group O
Abbott pol Group M: A-G
Laboratories RealTime HIV-1 Assay RT-PCR (integr) Group O

COBAS - comprehensive bioanalytical systems (jsou robotické systémy)



ANALYZA POHYBLIVOSTI HETERODUPLEXU (HMA)

Metoda:
1. PCR amplifikace cilové sekvence

2. Elektroforéza- separace PCR
produktu

3. Hodnoceni:

v agarézovém gelu se smeés
nedenaturovanych heteroduplexu i
homoduplexu pohybuje stejnou
rychlosti a zastavi se v jedné
pozici,

v polyakrylamidovém gelu se
heteroduplexy obsahujici vydute
zpusobené deleci nukleotid
pohybuji pomaleji nez
homoduplexy

provirova DNA izolovana z mononuklearnich bunék pacienta

amplifikace sekvenci
variabilni oblasti DNA

produkty PCR

N

2,5% agarozovy gel

homoduplex
- |

heteroduplex

5% polyakrylamidovy gel

heteroduplexy

homoduplex




STANOVENI PRIBUZNOSTI KMENU HIV METODOU (HMA)

standardni provirova DNA izolovana z pacientt

k
men A B c

amplifikace s pouzitim stejnych primerua

produkty PCR produkty PCR produkty PCR (0,5 - 1,0 kbp)
vytvofeni smési /
amplikoni A+B a A+C
i A+B A+C
denaturace

a hybridizace

elektroforéza v neutralnim 5% ‘i
polyakrylamidovém gelu

— heteroduplexy A + C
heteroduplexy A + B
——

homoduplex homoduplex




SEKVENOVANI GENOMU

U RNA genomu se pouzitim RT nejprve prepiSe do DNA

Klasicka je Sangerova metoda s terminacnimi ddNTP
1984 poprve sekvenovani genomu HIV

SEKVENOVANI PCR PRODUKTU

PCR + sekvenovani - pro useky (1 kb).

NejCasteji jsou to geny pro Ag epitopy povrchovych
proteinu.

Vyznam: pro epidemiologii a vyzkum evoluce HIV



Sangerova metoda sekvenovani DNA

Pripojeni znaceného primeru k matricové DNA
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Pribuznost lentiviri — dle sekvenéni ,,homologie*
v genech gag a env
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Skupiny lentiviru rozliSené na zaklade
sekvencni podobnosti
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Geograficka distribuce subtypu skupiny M (HIV-1) celosvétové
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Pfipady HIV- pozitivnich v CR

Mésic/Rok -  HIV pozitivnich AIDS  Umrti na AIDS

CR/ cizinci/
Zerven/2008  1120/294 252/22 137/10
kvéten/2014  2233/384 408/42 209/15

Muzi > zeny, homosexualni > heterosexualni jedinci

Asi 1/6 tvori cizinci
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