Imunochromatografické stanoveni nepritomnosti protilatek proti HIV viru

Teorie: In vitro test, vizualni odecet, kvalitativni immunoassay pro detekci protilatek proti
HIV-1 a HIV-2 v lidském séru, plazmé nebo celé krvi. Zjisténi protilatek u infikovanych
jedinct.

Virové onemocnéni AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) je charakterizovano
zménami populace T lymfocyti. U infikovaného jedince virus zptsobuje vycerpani Th
lymfocytll coz vede k niz$i obranyschopnosti organismu. Virus existuje ve dvou ptibuznych
typech HIV-1 a HIV-2. Ptitomnost viru HIV vyvolava tvorbu specifickych protilatek proti
obéma typtim.

Cil: Potvrzeni neptitomnosti protilatek proti HIV viru

Metoda: imunochromatografickd metoda v podob¢ kazetového testu (precipitace)

Material: kazetovy TEST, vzorek ze séra jedince

Postup: Odbér vzorku:

1. z prstu do tubi¢ek s EDTA nebo do eppendorfek standardni metodou s cilem ziskani krve,
séra nebo plazmy

2. z zily s cilem ziskéani krve

Vzorky uchovavat nanejvys 7 dni v chladu lednicky

Aplikace 50ul ze vSech zdroji (krev, sérum, plazma) na misto v kazeté oznacené Sipkou a
¢ekat od 15-60min a odecist vysledek. V piipadé pouziti krve, se za 1 min po aplikaci vzorku
piidava 1 kapka Chase pufru do stejné¢ho mista jako vzorek.

Vzorek je aplikovan na destiCku. Jak migruje ptes konjugatovou desticku, roziedi se a smicha
s selenium-antigen, ktery je vazan na desticce, koloidnim konjugatem. Tento roztok migruje
pies pevnou fazi do pacientovy casti (panelu), kde jsou imobilizované rekombinantni antigeny
a syntetické peptidy. Jestlize jsou ve vzorku protilatky, vazou se na antigen-selenovy koloid a
na antigen v pacientové okénku. Jestlize protilatky ve vzorku nejsou, antigen-selenovy koloid
projde pacientovym okénkem a nevytvoii se zddna Cervend linie. Pro kontrolu kvality je
zahrnut kontrolni panel.
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Interpretace vysledki:
- pozitivni: rudy prouzek se objevi jak na kontrolnim
panelu, tak na pacientové panelu
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e - negativni: rudy prouZek se objevi pouze v kontrolni ¢asti

- neplatny: nikde se neobjevi rudy prouzek
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Vysledky: Vzorek krve nafedény ptfidanim kapky Chase pufru projde béhem inkubace vSemi

¢astmi kazetového testu. Po cca 15 min dojde k vytvoteni zietelného prouzku v kontrolni ¢asti

testu (Obr. 2).
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Obr. 2: Kazetovy test pro detekci protilatek proti HIV s viditelnym cervenym prouzkem

v kontrolni ¢asti. Pacientova ¢ast je prazdna, protoZe testovany vzorek neobsahoval protilatky

proti HIV, které by se mohly navazat na zde imobilizovany antigen.

Poznamky:
- test je pozitivni, 1 kdyZz je prouzek v pacientové Casti siln€jSi nebo slabsi, nez v Casti
kontrolni
- sila prouzku v pacientové ¢asti nekoreluje s titrem protilatek v jeho krvi
- negativni vysledek nevylucuje moZnost infekce HIV. FaleSn¢ negativni vysledek se miize
objevit, pfi:

- mnozstvi protilatek niz§im, neZ je dolni hranice testu

- infekci variantou viru, na jejiz stanoveni neni test uréen

- HIV protilatky pacienta se nevazou na specifické antigeny v testu

- Spatna manipulace se vzorkem se odrazi ve §patné vaznosti protilatek
- pozitivni vzorky by mély byt znovu otestovany jinou metodou a porovnany s celkovym
klinickym stavem
Existuji ovefovaci testy tohoto setu pii oveéfovani pozitivity ¢i negativity u pacientl i
negativnich jedinct. VSechny testy byly 100% v ovéteni spravnosti téchto kazetovych testa.



