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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Anfang der 80er-Jahre berichteten die Centers for Disease Control (CDC) Uber eine
Haufung von Infektionen mit Pneumocystis jerovici (ehemals Pneumocystis carinii)
und von Kaposi Sarkomen bei ansonsten gesunden homosexuellen Mannern in den
USA (Centers for Disease Control, 1981/1982). Die meisten der Patienten wiesen
eine unerklarliche Erniedrigung der Lymphozytenzahlen auf, wie sie sonst nur bei
Patienten unter Immunsuppression vorkam. Dies legte zunachst die Vermutung
nahe, dass diese Krankheiten in Zusammenhang mit einer erworbenen
Immunschwache stehen, die wahrscheinlich sexuell Ubertragen wird. Im Folgenden
traten diese Krankheiten allerdings auch gehauft bei heterosexuellen Mannern und
Jungen mit Hamophilie A, bei haitianischen Einwanderern und bei i.v.-Drogen-
abhangigen auf, was den Schluss nahe legte, dass die Immunschwéche auch durch
Blut und Blutprodukte tbertragen werden kann (Centers for Disease Control, 1982).
Diese erworbene Immunschwache wurde als Acquired Immunodeficiency Syndrome,

AIDS, bezeichnet, wobei zunachst unklar blieb, was der Ausldser der Krankheit ist.

In den Jahren 1983 und 1984 beschrieben verschiedene Forschungsgruppen ein
Virus, das sich in T-Zellen vermehrt und zur Gruppe der Humanen T-Zell-
Leukdmieviren (HTLV) gehort. Dieses HTL-Virus Typ Il (spater Humanes Immun-
defizienzvirus, HIV) wurde als der wahrscheinliche Erreger des AIDS angesehen, da
es sich bei vielen Patienten mit AIDS und Pre-AIDS und Probanden aus Risiko-
gruppen nachweisen liel3, wohingegen es bei heterosexuellen Menschen, die keiner
Risikogruppe angehdorten, nicht nachzuweisen war (Barre-Sinoussi et al. 1983; Gallo
et al. 1984; Broder et al. 1984).

1.2 Die Struktur des Humanen Immundefizenzvirus

Das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ist ein Retrovirus aus der Familie der
Lentiviren. Als Retroviren bezeichnet man RNA-Viren, die durch das Enzym Reverse
Transkriptase einzelstrdngige RNA in doppelstrangige DNA umschreiben kdénnen. Es

gibt zwei genetisch unterschiedliche HIV-Typen, wobei HIV-1 der erfolgreichere der
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beiden Typen ist und sich seit seiner Erstbeschreibung pandemisch ausgebreitet hat
(Essex 1999). HIV-2 tritt nahezu ausschlief3lich endemisch in Westafrika auf.

HIV-1 wird in vier distinkte Gruppen aufgeteilt: M flar ,Majority“, O fur ,Outlier* und N
fur ,non-M/non-O“. 2009 wurde eine weitere bei Menschen vorkommende HIV-
Gruppe bekannt, die eine enge genetische Verwandtschaft zu dem bei Gorillas auf-
tretenden SIVgor besitzt und fur die die Bezeichnung HIV-1 Gruppe P vorgeschlagen
wurde (Plantier et al. 2009). Die Hauptuntergruppe M wird weiter unterteilt in die
genetischen Subtypen A bis D, F bis H, J und K. Weiterhin existieren rekombinante
Formen aus den verschiedenen Subtypen, die als ,circulating recombinant forms*
(CRF) bezeichnet werden (Robertson et al. 2000). In Deutschland und Europa
kommt vorwiegend HIV-1 Typ M und dabei Uberwiegend der Subtyp B vor. Der HIV-1
Typ O findet sich Uberwiegend in den Landern Westafrikas, aber auch in Europa und
den USA werden seit Mitte der 90er-Jahre Falle dokumentiert (Gould et al. 1996;
Hampl et al. 1995; Soriano et al. 1996).

Das HI-Virus besteht aus einem ca. 100 nm grofR3en Viruspartikel, das von einer mit
Glykoproteinen durchsetzten Lipiddoppelschicht umgeben wird. Die Lipiddoppel-
schicht wird im Verlauf der Virusausschleusung von der Zytoplasmamembran der
Wirts-Zelle akquiriert und enthélt die viralen Glykoproteine gpl120 und gp4l. Dabei

bildet gp120 den externen und gp4l den transmembrandsen Anteil. Die Matrix-

Nukleokapsid

¥
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Reverse

Transkriptase Ll

Abbildung 1.1: Struktur des HI-Virus , modifiziert nach Flint et al.
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proteine pl7 sind Uber Myristinsdurereste mit der Innenseite der Hillmembran
verbunden. Ein kleines Protein p6 verbindet das Kapsid mit der Hillmembran. Das
konische Nukleokapsid wird von dem Protein p24 gebildet und enthalt zwei Kopien
der HIV-RNA. Die RNA-Strange sind jeweils mit dem Nukleokapsidprotein p7 und der
Reversen Transkriptase komplexiert. Des Weiteren enthalt das Kapsid noch andere

Enzyme wie die Integrase und eine Protease.

Das HIV-Genom ist ca. 9 kB grol3 und besteht aus drei Genabschnitten, die in allen
replizierenden Retroviren vorkommen, sowie aus sechs weiteren Genen. Zu den fur

die Replikation essentiellen Genen zahlt man:

1. das gag-Gen, welches fir die Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine
(gruppenspezifische Antigene) kodiert,

2. das pol-Gen, welches fur die Enzyme wie die Protease, Integrase und
Reverse Transkriptase kodiert, und

3. das env-Gen, welches fir die Glykoproteine der Virushille (,Envelope®)
kodiert.

Aus dem gag-Gen und dem pol-Gen entsteht bei der Translation ein gemeinsames
Vorlauferprotein, welches spater durch die virale Protease in die endgiltigen
Proteine gespalten wird (Debouck et al. 1987).

Die weiteren Gene sind vif, vpu, vpr, tat, rev und nef. Dabei sind rev (regulator of
expression of virion proteins) und tat (transactivator of transcription) weitere
essentielle Gene, die fur Proteine kodieren, die fur die Regulation der Transkription
und Translation notwendig sind. Die restlichen Gene (vif, vpu, vpr und nef) werden
als akzessorische Gene bezeichnet, da sie zumindest fur die Virusreplikation in vitro
nicht zwingend notwendig sind (Steffy, Wong-Staal 1991).

1.3 Krankheitsverlauf und Klinik

Der HIV-Krankheitsverlauf wird formal in drei verschiedene Stadien unterschieden:
1. Akute HIV-Infektion
2. Latenzphase
3. AIDS.
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Weiterhin unterteilt man die Stadien nach klinischen Gesichtspunkten und nach Hohe
der T-Helfer-Zellzahlen in die Kategorien A, B und C (Centers for Disease Control
1992).

Als AIDS-Erkrankte werden in Europa jene Patienten bezeichnet, die in die klinische
Kategorie C fallen, d.h. an einer AIDS-definierenden Erkrankung leiden. In den USA
zahlt man au3erdem noch alle Erkrankten mit einer CD4-Zellzahl kleiner 200/ul dazu.
Wurde ein Patient im Verlauf seiner Erkrankung einmal in eine hdhere Kategorie
eingestuft, wird er auch nach Besserung nicht zurtickgestuft, sondern bleibt immer in
der héheren Kategorie, auch wenn die Symptome nach Therapie verschwinden oder
die CD4-Zellzahl wieder ansteigt.

Die akute HIV-Infektion erfolgt ca. drei bis sechs Wochen nach der Ubertragung von
HI-Viren in den Organismus. Durch die massive Virusreplikation kommt es zu einer
starken Immunantwort, die als akutes antiretrovirales Syndrom bezeichnet wird.
Diese Immunantwort duf3ert sich in einem mononukleose- oder grippeahnlichen Bild
und geht unter anderem mit Fieber, Hautauschlag, Lymphknotenschwellung, oralen
Ulzera, Abgeschlagenheit und Pharyngitis einher (Vanhems, Beaulieu 1997). Sie
dauert meist eine bis zwei Wochen, selten mehr als vier Wochen. Zu dieser Zeit sinkt
die Anzahl der CD4-positiven Zellen, wahrend die Anzahl der CD8-positiven Zellen
als Teil der Immunantwort zunachst steigt (Borrow et al. 1994). Zum Ende der akuten
Phase normalisieren sich die CD4- und CD8-positiven Zellen oder bleiben tber einen
lAngeren Zeitraum konstant erniedrigt bzw. erhoht. In der klinischen Latenzphase
vermehrt sich das Virus vorwiegend im lymphatischen Gewebe, ohne dass eine
wesentliche Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes des Patienten vorliegt. Diese

Phase dauert je nach Viruslast und Therapie meist zehn Jahre oder langer.

1.4 Therapie

Die Behandlung der HIV-Erkrankung besteht aus zwei Therapiearmen: Der eine Arm
schlie3t die Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankheiten ein, wahrend der

zweite Therapiearm die gezielte antiretrovirale Therapie umfasst.

Der erste Arm dient der Impfpravention von Hepatitis B, Varizella-Zoster-Virus,
Tetanus, Diphterie, Influenza und Pneumokokken (STIKO 2005), jedoch nur wenn

der aktuelle Immunstatus des Patienten dies zulasst. Weiterhin schlief3t dieser Arm
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die umfassende Beratung uber Infektionsquellen und die sofortige Behandlung
auftretender (opportunistischer) Infektionskrankheiten ein, da der Patient mit der Zeit
Uber allmahlich abfallende CD4-positive Lymphozyten anfélliger fur Infektionen wird
(Centers for Disease Control 2002).

Die als Kombinationstherapie durchgeflihrte antiretrovirale Therapie (Hoch aktive
antiretrovirale Therapie = HAART) wird seit Mitte der 90er-Jahre durchgefuhrt.
Derzeit sind funf Medikamentenklassen zur Therapie zugelassen (Cane 2009):

1. Nukleosidische- und Nukleotidische-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI/
Nukleodisanaloga und NtRTI/Nukleotidanaloga)
Non-Nukleosid-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI)
Protease-Inhibitoren (PI)

Entry-Inhibitoren

o b~ 0N

Integrase-Inhibitoren.

Sowohl die NRTI als auch die NNRTI binden an die Reverse Transkriptase und
verhindern so Umschreibung von RNA in DNA. Die nukleosidischen bzw.
nukleotidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren binden als "falsche” Molekile
direkt an die Substratbindungsstelle und fuhren tber eine kompetitive Hemmung zur
Minderung der DNA-Synthesegeschwindigkeit. Im nachfolgenden Schritt ist durch
Inkorporation des zumeist an dem Pentoserest modifizierten Nukleotids in das
wachsende DNA-Molekil der Abbruch der DNA-Kette vorprogrammiert. NNRTI
hingegen lagern sich aullerhalb der Substratbindungsstelle an (allosterische
Hemmung) und flihren so zu einer Konformationsdnderung der reversen
Transkiptase, wodurch eine Enzymhemmung bedingt wird. In Kombination erganzen

sich die beiden Stoffgruppen in ihrer Wirkung.

Die Protease-Inhibitoren binden kompetitiv an die Substratbindungsstelle und
hemmen auf diese Weise die virale Protease. Damit wird die Spaltung der gag- und
gag/pol-Vorlauferproteine in die einzelnen funktionellen Komponenten der aus-

gereiften Viruspartikel verhindert.

Entry-Inhibitoren verhindern in einer frihen Phase des HIV-Replikationszyklus das
Eindringen von HIV in die Wirtszelle. Aktuell sind zwei Entry-Inhibitoren zugelassen,
weitere sind in der klinischen Erprobung. Enfuvirtide (T-20) bindet als Fusions-
Inhibitor an die Fusionsdomé&ne des gp41l. Damit wird der Prozess des zippings
verhindert, in dessen Verlauf die Virus- und die Wirtszellmembran bis zur endgtiltigen
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Membranfusion zueinander gebracht werden (Root, Steger 2004). Maraviroc bindet
als Korezeptorantagonist an den Chemokinrezeptor CCR-5. Durch die Bindung wird
eine Konformationséanderung des CCR-5 induziert, wodurch die weitere fir den
Fusionsprozess notwendige Bindung des HIV-CD4-Rezeptorkomplexes an CCR-5
verhindert wird (Jegede et al. 2008; Latinovic et al. 2004).

Die derzeit neueste Substanzklasse sind Integrase-Inhibitoren, die das virale Enzym
Integrase hemmen, das fur die Integration der Virus-RNA in die Wirts-DNA verant-
wortlich ist. Raltegravir, ein Diketon, fihrt als Chelat-Bildner von divalenten Kationen
unmittelbar an der Integrase zu deren Arretierung in einer Intermediarform, so dass
die Integration viraler DNA in chromosomale Wirts-DNA nicht mehr moglich ist
(Pommier et al. 2005). In dieser Klasse ist Raltegravir bisher die einzige zugelassene
Substanz (Hicks, Gulick 2009).

Jede HIV-Therapie ist eine Kombinationstherapie aus verschiedenen Préparaten. Fir
die Initialtherapie wird die Kombination aus zwei NRTI sowie einem NNRTI oder
einem Pl empfohlen (Yeni 2006). Das Therapiemonitoring erfolgt Uber die

Nebenwirkungen, die Viruslast sowie die Zahl der CD4-positiven-T-Helferzellen.

Ziel einer HIV-Therapie ist die Absenkung der Viruslast unter die Nachweisgrenze
von 20-50 HIV-RNA-Kopien/ml, da die Viruslast ein wichtiges Kriterium fir das
outcome der Patienten darstellt (Mellors 1996). Ist das Therapieziel nach drei bis vier
Monaten (in Ausnahmefallen nach sechs Monaten) nicht erreicht, so muss die
antiretrovirale Therapie Uberprift werden. Dies gilt auch, wenn die Viruslast nach
einer Phase der Suppression wieder ansteigt (Deutsche AIDS-Gesellschaft 2008).

1.5 HIV-Untersuchungsablauf

Die HIV-Diagnose lauft in einem Stufenverfahren ab. Als Suchtest wird hierfir ein
Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) verwendet. Dabei werden HIV-
Antikdrper und — je nach Testgeneration — auch das p24-Antigen nachgewiesen (Ly
et al. 2001). Der Suchtest auf HIV-Antikorper ist auf eine sehr hohe Sensitivitat
angelegt (>99,5%) und besitzt dadurch eine relativ geringe Spezifitat. Somit werden
fast alle HIV-Infizierten auch zutreffend als infiziert erkannt, wobei jedoch eine hohe

Rate falsch-positiver Ergebnisse in Kauf genommen werden muss. So gab es vor
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allem in den ersten Testgenerationen viele falsch-positive Ergebnisse, ausgelost
durch Antikorper gegen HLA-Klasse-ll-b-Antigene (Kuhnl et al. 1985), die auch in
einer Schwangerschaft auftreten kénnen (Zacharias et al. 2004). Selbst kurz
zuruckliegende Grippeimpfungen produzierten temporar falsch-positive HIV-Ergeb-
nisse (Mac Kenzie 1992). Die heute gebrauchliche Kombination des Nachweises von
HIV-Antikorpern mit dem Nachweis des p24-Antigens (Combotest bzw. HIV-Test der
4. Generation) bewirkt einerseits, dass eine akute HIV-Infektion schon friher als
sechs Wochen nach Infektion diagnostiziert werden kann, da mit dem p24-Antigen
ein Virus-Produkt nachgewiesen wird. Andererseits erhoht sich die Spezifitdt des
Testverfahrens durch die Kombination von zwei unabhéngigen Markern (Brust et al.
2000).

Als Bestatigungstest dient der Westernblot oder Immunoblot. Der Westernblot ist als
Festphasentest konzipiert, bei dem die viralen Antigene in nativer oder rekom-
binanter Form elektrophoretisch aufgetrennt werden. Als Festphase dient in der
Regel eine Nitrozellulosemembran. Die nicht antigen-besetzten Stellen auf dem
Nitrozellulosestreifen werden mit Blockierungsagentien (meist Milchpulver) gesattigt,
so dass bei der nachfolgenden Antikorperdetektion nur noch virale Antigene fur die
Immunreaktion zur Verfligung stehen. Es entsteht ein charakteristisches Banden-
muster. Ein Westernblot gilt in Deutschland als sicher positiv, sobald die Antikdrper
mit einem der verschiedenen env-Genprodukte und mindestens einem weiteren Gen-
produkt aus dem pol- oder gag-Bereich reagieren. Alle weiteren virusspezifischen
Bandenmuster werden als fraglich angesehen und mussen weiter abgeklart werden
(DIN 58969 2000). Nach dieser Logik erfordert selbst ein negativer Bestatigungstest
bei einem positiven Suchtest weitere Kontrollen, da der Bestéatigungstest das p24-
Antigen nicht mit erfasst, das in der Frihphase der Erkrankung nachweisbar wird.
D.h. es sollte entweder ein weiterer Westernblot im Abstand von zwei bis drei
Wochen durchgefuhrt werden oder bei einem hochgradigen Verdacht ein direkter

Nachweis von HIV-RNA erfolgen.
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Untere Nachweisgrenze Linearer Bereich

Hersteller Testverfahren Kopien/m Kopien/m

Cobas Amplicor HIV-1 Monitor™
Roche v1.5 (RT-PCR) 50 50-100.000
UltraSensitiv-Verfahren

LCx® HIV RNA Quantitativ
Abbott (RT-PCR) 50 50-1.000.000
1,0 ml Probenvolumen

Quantiplex HIV-1 RNA
Bayer version 3.0 50 100-500.000
(bDNA)

Tabelle 1.1: Ubersicht uiber die Leistungsdaten der quantitativen HIV-Nachweisverfahren im
Jahr 2003

Zum direkten Nachweis von HIV-RNA im Rahmen eines HIV-Testes, bei
Blutspenden sowie zur Messung der Viruslast unter Therapie wird eine PCR oder
eine b-DNA-Bestimmung durchgefuhrt. Der direkte Nachweis von Virusnukleinsduren
wird als Nucleic Acid Amplification Technique (NAT) bezeichnet. In Deutschland ist
die Polymerase-Ketten-Reaktion das derzeitig am haufigsten verwendete Verfahren,

da diese am sensitivsten ist.

Fur die Untersuchung von Spenderblut bei Blutspenden wurde 2004 in Deutschland
die Nucleic Acid Amplification Technique verbindlich eingefiihrt (Bundesarztekammer
2005). Vor Einfuhrung dieses Verfahrens lag das theoretische Rest-Risiko einer HIV-
Ubertragung durch eine Bluttransfusion bei etwa 1:1 Million (Gluck 1999) und lieR
sich durch Einfihrung der NAT auf ca. 1:5,54 Millionen (Offergeld et al. 2005) bzw.
nach alternativen Rechenmodellen auf etwa 1:4,3 Millionen (95% Vertrauensbereich
2,39 - 21,37 Millionen) senken (Hourfar et al. 2008).

Obwohl die PCR als sicherstes Verfahren anerkannt ist, kénnen sporadische
Ubertragungen vorkommen, was an dem ersten Fall einer HIV-Subtyp-B-
Ubertragung durch ein Erythrozytenkonzentrat nach Einfiihrung der NAT in
Deutschland gezeigt wurde. Dabei war es 2007 am Kieler Universitatsklinikum bei
einer Bluttransfusion im Rahmen einer Not-Operation zur Ubertragung von HIV-
positivem Blut auf einen HIV-negativen Empfanger gekommen. Das Spenderblut war
bei der Erstuntersuchung in der Mini-Pool-Testung durch serologische Tests und
durch den Roche CAP/CTM HIV-1 Test im 96-Pool als negativ befundet und somit
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fur die Blutspende freigegeben worden. Die im Rahmen des Rickverfolgungs-
verfahrens durchgefiuihrten Untersuchungen hatten eine kritische Mutation in einer
der Primer-Bindungsstellen detektiert, die durch das eingesetzte Roche-PCR-
Verfahren dramatisch unterquantifiziert und damit flr das initiale falsch-negative
Testergebnis verantwortlich war (Schmidt et al. 2009). Die Freigabe des Spender-

blutes durch den Blutspendedienst war somit schicksalhaft vorprogrammiert.
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Fragestellung

Das Ziel dieser Studie ist der Vergleich des LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahrens
von Abbott zum quantitativen Nachweis von HIV mit dem etablierten Verfahren des
HIV-1 Monitor™ Tests von Roche. Dabei ist Folgendes zu klaren:

1. Wie hoch ist die Ubereinstimmung beider Tests?

2. Wie positionieren sich die Leistungsparameter des LCx® HIV RNA Quantitativ
Verfahrens von Abbott im Vergleich zum HIV-1 Monitor™ Test von Roche?

3. Kann eine Umstellung des diagnostischen Verfahrens im Rahmen des
Therapiemonitorings vom HIV-1 Monitor™ Test von Roche auf das LCx® HIV

RNA Quantitativ Verfahren von Abbott aus Kklinischer Sicht verantwortet

werden?
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten und Patientenproben

Im Zeitraum von Mai 2003 bis September 2003 wurden 337 Proben von Patienten
aus der Infektions-Ambulanz des Stadtischen Krankenhauses Kiel untersucht, von
denen 272 in die Auswertung eingingen. Die Patienten befanden sich zum Teil in
antiretroviraler Therapie, und die PCR-Diagnostik wurde zur Therapielberwachung
genutzt. Parallel zur klinischen Routineanalyse mit dem HIV-1 Monitor™ Test von
Roche wurden die Proben auch mit dem LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von

Abbott untersucht.

2.2 Material

Fertigkits

Hersteller

COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Specimen Preparation Kit

COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Control Kit

COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Amplification Kit
COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Specific Detection Kit
COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Generic Detection Kit
COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Wash Buffer

LCx® HIV RNA Quantitativ Amplifikations-/Detektionskit

LCx® HIV RNA Quantitativ Kontrollkit

LCx® HIV RNA Quantitativ Kalibratorkit

0,2 mlund 1,0 ml QlIAamp Extraktionskit fir virale Nukleinséduren

Reagenzien
LCx® Inaktivierungsverdiinnungsmittel

LCx® Systemverdinnungsmittel

Geréte und Verbrauchsmaterialien
COBAS AMPLICOR Analyzer
LCx® Analysengerat

LCx® Vakuumsystem
LCx® Thermocycler
20-1000pl Prazisionspipetten

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Abbott
Abbott
Abbott

Qiagen

Hersteller
Abbott
Abbott

Hersteller

Roche Diagnostics
Abbott

Abbott

Abbott

Eppendorf




-12-

2.3 Methoden
2.3.1 PCR und RT- PCR - Theoretische Grundlagen

1984 entwickelte Mullis die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain
Reaction, PCR), eine Methode zur in vitro Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten
bestimmter Lange (Saiki et al. 1985). Voraussetzung fur diese Methode ist die
Kenntnis flankierender Nukleinsduresequenzen, da sich die Primer an diese anlagern
mussen. Das Verfahren besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung

2. Primeranlagerung

3. DNA-Synthese.

Im ersten Schritt wird die Losung, welche die zu vervielfaltigende DNA, die Primer,
die Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP: dATP, dTTP, dCTP, dGTP) und die DNA-
Polymerase enthélt, kurzzeitig auf ca. 95T erhitzt. Dadurch trennen sich die DNA-
Stradnge voneinander, und beim darauf folgenden Abkihlen auf ca. 54 kdnnen sich
die beiden Primer anlagern. Es werden unterschiedliche Primer fir den 3'-5"-Strang
und den 57-3"-Strang verwendet. Diese lagern sich an den flankierenden Sequenzen
oberhalb und unterhalb des Genabschnittes an, so dass die Polymerase jeweils in
3’-5"-Richtung arbeiten kann. Anschlie3end wird die Losung auf ca. 72C erwarmt,
da dies die optimale Arbeits-Temperatur der Tag-Polymerase ist. Diese DNA-
Polymerase wurde aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen. Die Poly-
merase verknupft nun die Nukleotide miteinander, so dass ein durchgehender Strang
entsteht. Dieser Vorgang dauert ca. 30 sec, danach sind die DNA-Stlcke repliziert.
Im Folgenden werden die Schritte mehrfach wiederholt, wobei auch die neu
gebildeten Stlicke als Matrizen dienen. Dadurch wird in kirzester Zeit eine hohe

Vermehrungsrate erreicht (Storch 2007).

Die Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) ist eine Sonderform der PCR, die es
maoglich macht, RNA zu vermehren. Dabei wird das Uber weite Bereiche thermo-
stabile Enzym Tth-Polymerase aus dem Bakterium Thermus thermophilus
verwendet. Dieses Enzym besitzt sowohl die Fahigkeit zur DNA-Polymerisierung als
auch die Fahigkeit zur reversen Transkription. Durch diese enzymatischen Eigen-
schaften kann der Prozess in einem geschlossenen System ablaufen (Myers,
Gelfand 1991). Dabei werden zunachst die Primer an die RNA angelagert und

anschlieRend durch die reverse Transkriptase zu einem cDNA-Strang verlangert (zur
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RNA komplementarer DNA-Strang). Diese cDNA wird dann in der folgenden PCR als

Matrize verwendet.

2.3.2 Grundsatzliches zur Arbeitsweise

Alle Arbeiten wurden in einem L2-Labor unter den dort geltenden Vorschriften
durchgefiihrt. Kontaminationspravention wurde durch die raumliche Trennung
einzelner Arbeitsschritte erreicht. Des Weiteren wurden zu allen Testlaufen negative

und positive Proben mitgefihrt.

2.3.3 COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR™ Test , v. 1.5 von Roche

Diagnostics

2.3.3.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung dient der Gewinnung der HIV-RNA aus den Viruspartikeln.
Dazu wird bei dem Verfahren ein Extraktions-Kit mitgeliefert, welches auf der RNA-
Ausféllung durch Alkohol beruht. Da die Proben mit dem Ultrasensitiv Verfahren
untersucht werden, muss als erster Schritt das Plasma ultrazentrifugiert werden, um
die Viruspartikel aufzukonzentrieren. Danach werden die Partikel durch eine
chaotrope Substanz (Guanidin-Thiocynat) in Losung gebracht, und schlief3lich wird
die HIV-RNA durch Alkohol ausgefallt.

2.3.3.2 PCR
Als Zielsequenz dient beim HIV-1 Monitor™ Test eine hochgradig konservierte
Region von 155 Nukleotiden innerhalb des gag-Gens. Diese erméglicht die Detektion

von HIV-1 der Gruppe M.

Die RT-PCR lauft prinzipiell wie oben beschrieben ab, allerdings wird beim HIV-1
Monitor™ Test neben den o. g. dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) noch dUTP
zugegeben, so dass die Amplifikate auch Uracil enthalten. Dies dient der
Kontaminationspravention, da durch Zugabe von AmpErase (Uracil-N-Glykosylase,
UNG), einem Enzym, das desoxyuridinhaltige DNA-Strange erkennt und zerstort,
kontaminierende Amplifikate aus vorangegangenen PCR-Zyklen vor dem jeweils
ersten Zyklus verdaut werden. Da die AmpErase ab 55T inaktiv ist, zerstort sie

keine neu gebildeten Sequenzen.
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2.3.3.3 Detektion

Die verwendeten Primer sind an den 5°-Enden biotinyliert. Nach der Amplifikation
werden zu dem Reaktionsgemisch Magnetpartikel zugegeben, die mit Oligo-
nukleotidsonden beschichtet sind, welche an die biotin-markierten Amplifikate
binden. AnschlieBend wird ein Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat hinzu-
gegeben, das Uber die Bildung eines stabilen Biotin-Avidin-Komplexes an die
markierten Amplifikate bindet. Es folgen ein Waschschritt und die Zugabe einer
Lésung aus Wasserstoffperoxid und 3, 37, 5, 5 -Tetramethylbenzidin (TMB). Die an
die Amplifikate gebundene Meerrettich-Peroxidase katalysiert die Oxidation von
TMB, so dass ein Farbkomplex gebildet wird. Die Extinktion des Farbkomplexes wird
im Cobas Amplicor Analyzer bei einer Wellenlange von 660 nm gemessen, und so
kann durch Vergleich mit dem Quantifizierungsstandard die Menge der in der Probe
vorhandenen RNA-Kopien bestimmt werden.

2.3.4 LCx® HIV RNA Quantitativ von Abbott

2.3.4.1 Probenvorbereitung

Beim LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren dient die Probenvorbereitung einerseits
der RNA-Gewinnung und andererseits auch der Entfernung infektioser Stoffe und
potentieller Amplifikations-Inhibitoren. Die RNA-Extraktion erfolgt mit Hilfe des
QlAamp® Extraktionskits fur virale Nukleinsauren. Dabei wird die Plasmaprobe
zundchst nach Zugabe eines Lysepuffers sowie einer Protease zentrifugiert.
Anschlie3end wird die Losung auf eine Silicagel-Saule aufgetragen, an welcher sich
die RNA anlagert. Danach erfolgen Waschschritte, um die Verunreinigungen zu
entfernen. Schliel3lich wird die RNA mit Hilfe eines Elutionspuffers von der Saule

eluiert.

2.3.4.2 PCR

Die Zielsequenz des LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahrens liegt in einer hoch-
konservierten Region des pol-Gens. Die Primer ermdglichen, dass nicht nur HIV-1
der Gruppe M erkannt werden, sondern auch HIV-1 der Gruppe O (Johanson et al.
2001). Die PCR lauft wie oben beschrieben ab.
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2.3.4.3 Detektion

Die verwendeten Primer sind mit einem synthetischen Capture-Hapten-Molekl
markiert. Am Ende der letzten Amplifikation binden spezifische Detektionssonden,
die aus mit Antikorper beschichteten Mikropartikeln bestehen, an dieses Capture-
Hapten-Molekul. Dann wird das Reaktionsgemisch auf eine Glasfibermatrix gegeben,
an die Mikropartikel irreversibel binden. Nach einem Waschvorgang wird die Glas-
fibermatrix mit den gebundenen Partikeln mit alkalischer-Phosphatase-Konjugaten
inkubiert, und 4-Methyliumbelliferyl-Phosphat wird als Substrat hinzugegeben. Das
Substrat wird umgesetzt, wobei ein Fluoreszenzsignal entsteht. Dieses Signal wird
im LCx®-Analysengerat detektiert, und durch Vergleich mit dem internen Standard

kann die Menge der RNA-Kopien in der Ausgangsprobe berechnet werden.

2.3.5 Generelles zur Auswertung

Beide Verfahren haben die Maoglichkeit, mit verschiedenen Probenmengen
unterschiedliche Nachweisbereiche zu umfassen. Je groRRer das initial eingesetzte
Volumen ist, desto geringere Konzentrationen der HIV-RNA kdnnen detektiert
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils die sensitiveren Nachweis-
methoden mit dem grofR3eren Probenvolumen angewendet. Im Rahmen des HIV-1
Monitor™ Tests von Roche benutzten wir das Ultrasensitiv-Verfahren mit 0,5 ml
Probenvolumen. Beim LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott benutzten
wir das Verfahren mit 1,0 ml Probenvolumen. Bei beiden Verfahren liegt laut

Herstellerangaben die untere Nachweisgrenze bei 50 HIV-1-Kopien/ml.

Fur die Datenauswertung wurde im Rahmen dieser Arbeit folgende Einstufung der

Testergebnisse vorgenommen:

» Bei einer Konzentration = 50 Kopien/ml wird das Testergebnis — auch oberhalb
des linearen Detektionsbereiches — als "positiv* bewertet.

» Fur die statistische Auswertung der Daten wurden im Rahmen dieser Studie Werte
< 50 Kopien/ml als "negativ" bewertet.

* Unabhangig davon wurde jede Analyseprobe mit einem Ergebnis zwischen 0 und

50 Kopien/ml nach Méglichkeit einer Wiederholungsuntersuchung unterzogen.
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2.3.6 Statistik

Die Daten wurden vor der statistischen Auswertung zur Dokumentation in Tabellen
des Programms Microsoft® Excel 2002 eingegeben. Die statistische Auswertung der
Daten und die grafische Darstellung erfolgten mit Hilfe der Programme Microsoft®
Excel 2002, MedCalc (Mariakerke, Belgien) und SPSS 10.0 fuir Windows (SPSS

Inc.).

Merkmal
positiv negativ
a b
positiv a+b
richtig positiv falsch positiv
Test
c d
negativ c+d
falsch negativ richtig negativ
a+c b+d a+b+c+d =N
Sensitivitat a/ (a+c)
Spezifitat d/ (b+d)
Ubereinstimmung beobachtet (a+d) /N
Ubereinstimmung erwartet [(atc)*(a+b)+(b+d)*(c+d)] / N2
Ubereinstimmung beobachtet - Ubereinstimmung erwartet
Kappa-Index

1 - Ubereinstimmung erwartet

Kappa-Index Ubereinstimmung
<0,10 Keine
0,10-0,40 Schwach
>0,40- 0,60  Deutlich
>0,60-0,80 Stark
>0,80-1,0 Fast vollstéandig

Tabelle 2.1: Ubersicht (iber haufig verwendete stati  stische Fachbegriffe
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3. Ergebnisse

3.1 Vorbemerkung

Im Untersuchungszeitraum wurden insgesamt 337 Proben analysiert, von denen in
die qualitative statistische Auswertung 272 Proben eingingen und von welchen
wiederum 117 quantitativ untersucht wurden. In Abbildung 3.1 ist die Verteilung der

analysierten Proben dargestellt.

337 analysierte Proben

Voo l

1 Probe nur mit 6 Proben ungliltig 58 Proben nur mit
Abbott analysiert bei Abbott Roche analysiert

v

272 Proben fur die qualitative Auswertung

2 Proben ergaben 3 Proben lagenin 102 Proben lagen 6 Proben ergaben 42 Proben
bei Abbott eine beiden Verfahren in beiden bei Roche eine ergaben bei Roche
quantitative oberhalb des Verfahren guantitative eine quantitative
Aussage und lagen Messbereichs unterhalb des Aussage und Aussage und
bei Roche linearen lagen bei Abbott lagen bei Abbott
unterhalb des Messbereichs oberhalb des unterhalb des
linearen Messbereichs linearen
Messbereichs v Messbereichs

117 Proben fir die quantitative Auswertung

Abbildung 3.1: Flussdiagramm der analysierten Patie ~ ntenproben

3.2 Tageskontrollen

Vor der technischen Freigabe eines Tests mussen die Herstellerangaben erfullt sein,
in denen die Grenzwerte fur die

e Negativkontrolle e Schwach positiv Kontrolle e Hoch positiv Kontrolle
festgelegt sind. Unabhéngig davon wurden die taglich erzielten Kontrollen
protokolliert. Die Hersteller geben Grenzen fir ihre Kontrollen an, die in den Tabellen
3.2 und 3.3 zu sehen sind.
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Die Schwankungsbreite der durch den Hersteller erlaubten Werte umfasst jeweils ca.

zwei lg-Stufen. Auf den folgenden Seiten sind in den Abbildungen 3.2 bis 3.5 die

Verteilung der einzelnen Ergebnisse der verschiedenen Chargen der Tages-

kontrollen als Box-and-Whisker-Plots dargestellt.

Minimaler Maximaler minimaler maximaler
Hersteller Zeitraum zuge\}\f;lzftener zuge\}\z;lzftener zuge\;\z;l:?tener zuge\}\f;lzftener

Kopien/ml| Kopien/ml Ig Kopien/ml  lg Kopien/ml
Abbott, niedrig pos. 1 759 12.023 2,88 4,08
Abbott, hoch pos. 4 144.544 1.380.384 5,16 6,14
Abbott, niedrig pos. 2 339 29.512 2,53 4,47
Abbott, hoch pos. 5 45.709 2.187.763 4,66 6,34
Abbott, niedrig pos. 3 1.000 15.849 3 4,2
Abbott, hoch pos. 6 218.776 2.089.297 5,34 6,32

Tabelle 3.1: Angegebene Grenzwerte der unterschiedl ichen Chargen der Tageskontrollen des
Abbott LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahrens in den Untersuchungszeitraumen 23.05. bis 27.06.03
(=1,4), 25.07. bis 08.09.03 (=2,5) und 09.09. bis 29.09.03 (=3,6)

Minimaler Maximaler minimaler maximaler
Hersteller Zeitraum zuge\;\z;lzftener zuge\;\z;lzftener zuge\l\f;lzftener zuge\;\z;lzftener

Kopien/ml Kopien/ml Ilg Kopien/ml g Kopien/ml
Roche, niedrig pos. 1 89 6.500 1,898 4,041
Roche, hoch pos. 3 800 100.000 2,903 5
Roche, niedrig pos. 2 79 11.000 1,949 3,813
Roche, hoch pos. 4 1.300 100.000 3,114 5

Tabelle 3.2: Angegebene Grenzwerte der unterschiedl ichen Chargen der Tageskontrollen des
Roche HIV-1 Monitor™ Tests in den Untersuchungszeitraumen 11.06. bis 20.08.03 (=1,3) und
22.08. bis 07.09.03 (=2,4)
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Aufgrund der Besonderheiten des PCR-Verfahrens sind auf der linken Seite die

Nominalwerte, auf der rechten Seite jeweils die logarithmierten Werte dargestellt.
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Abbildung 3.2: Darstellung der Tageskontrollen der schwach positiv Proben des LCx® HIV
RNA Quantitativ Verfahrens von Abbott in den Untersuchungszeitrdumen 23.05. bis 27.06.03 (=1),
25.07. bis 08.09.03 (=2) und 09.09. bis 29.09.03 (=3)

In der linken Abbildung sind die Werte numerisch auf der y-Achse aufgetragen, in der rechten
Abbildung als logarithmierte Werte. Rosa hinterlegt sind die vom Hersteller angegebenen Bereiche, in
denen die Ergebnisse liegen missen, damit der Test freigegeben werden darf.

650000 |- 6,51

550000 —

450000

350000
50/
250000 E
6

150000 |- 45
Charge 4 5 Charge 4 5 6

6,0

551

Kopien/ml
lg Kopien/ml

Abbildung 3.3: Darstellung der Tageskontrollen der hoch positiv Proben des LCx® HIV RNA
Quantitativ  Verfahrens von Abbott in den Untersuchungszeitraumen 23.05. bis 27.06.03 (=4),
25.07. bis 08.09.03 (=5) und 09.09. bis 29.09.03 (=6)

In der linken Abbildung sind die Werte numerisch auf der y-Achse aufgetragen, in der rechten
Abbildung als logarithmierte Werte. Rosa hinterlegt sind die vom Hersteller angegebenen Bereiche, in
denen die Ergebnisse liegen mussen, damit der Test freigegeben werden darf.
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In den Abbildungen zeigen sich einzelne Ausreil3er, die sich jedoch in den vom
Hersteller angegeben Grenzen positionieren. Die Negativkontrollen waren durch-

gehend alle negativ und werden hier nicht grafisch dargestellit.
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Abbildung 3.4: Darstellung der Tageskontrollen der schwach positiv Proben des HIV-1
Monitor™ Tests von Roche in den Untersuchungszeitraumen 11.06. bis 20.08.03 (=1) und 22.08.
bis 07.09.03 (=2)

In der linken Abbildung sind die Werte numerisch auf der y-Achse aufgetragen, in der rechten
Abbildung als logarithmierte Werte. Rosa hinterlegt sind die vom Hersteller angegebenen Bereiche, in
denen die Ergebnisse liegen mussen, damit der Test freigegeben werden darf.
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Abbildung 3.5: Darstellung der Tageskontrollen der hoch positiv Proben des HIV-1 Monitor™
Tests von Roche in den Untersuchungszeitraumen 11.06. bis 20.08.03 (=3) und 22.08. bis 07.09.03
(=4)

In der linken Abbildung sind die Werte numerisch auf der y-Achse aufgetragen, in der rechten
Abbildung als logarithmierte Werte. Rosa hinterlegt sind die vom Hersteller angegebenen Bereiche, in
denen die Ergebnisse liegen missen, damit der Test freigegeben werden darf.
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3.3 Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der be  iden Verfahren

Zur grafischen Darstellung der quantitativen Bestimmung der beiden Testsysteme
wurde eine doppelt-logarithmische Grafik eingesetzt (siehe Abbildung 3.6). Als
unabhangiges Merkmal wurden hierbei die Testergebnisse des HIV-1 Monitor™
Tests von Roche gegen die Ergebnisse des LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahrens
von Abbott aufgetragen.

Fur die Berechung des Korrelationskoeffizienten wurden in dieser Arbeit alle
quantitativen Werte verwendet, obwohl laut Herstellerangaben erst ab 50 Kopien/ml
der lineare Bereich beider Verfahren beginnt. Die grafische Darstellung zeigt eine
Regressionsgerade mit einer Steigung von m = 0,9741. Der Korrelationskoeffizient
nach Spearman betragt 0,971.

10000000

log (y) =0,1974 +0,9741 log(x)
r, =0971
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HIV-1 Monitor, Roche

Abbildung 3.6: Vergleich der Viruslastbestimmung du rch den Roche HIV-1 Monitor™ Test und
durch das Abbott LCx® HIV RNA Quantitativ. Verfahren

Die einzelnen Wertepaare sind als Kreise dargestellt, die mittlere Linie zeigt die Regressionsgerade,
die beiden auf3eren Linien zeigen das 95%-Intervall fiir die Regressionsgerade.
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Viruslast Roche, Viruslast Abbott, Faktor
Probe Kopien/ml Kopien/ml Roche/Abbott
1 2 55 0,04
2 57.500 577.360 0,10
3 6 44 0,14
4 160 26 6,15
5 175.000 27.283 6,41
6 236 35 6,74
7 945 104 9,09

Tabelle 3.3: Ubersicht tiber Patienten-Serumproben m it gravierend unterschiedlichen Viruslast-
bestimmungen

Bei der guantitativen Betrachtung fielen sieben Werte auf, die sich mindestens um
den Faktor vier (entsprechend zwei PCR-Zyklen) voneinander unterschieden. Diese
Werte sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Die Unterschiede zeigen sich sowohl im hohen

als auch im niedrigen Viruslastbereich und sind vom Hersteller unabhangig.

3.4 Vergleich der testspezifischen Leistungsparamet  er

Zur Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifitat des LCx® HIV RNA Quantitativ
Verfahrens von Abbott wurden die Ergebnisse mit dem HIV-1 Monitor™ Test von
Roche als Standard-Verfahren verglichen. Daraus ergibt sich, dass die Spezifitdt und
Sensitiviat nur relative Werte in Bezug auf den HIV-1 Monitor™ Test von Roche sind,
da das Verfahren nicht den Gold-Standard darstellt.

Tabelle 3.4 zeigt die erzielten Ergebnisse sowie die Vier-Felder-Tafel. Bei einer
Ubereinstimmung von 96% (261 von 272 Proben) ergibt sich ein Kappa-Index von
0,917, der eine fast vollstandige Ubereinstimmung der beiden Verfahren zeigt. Damit

konnen die Tests als qualitativ gleichwertig betrachtet werden.
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Roche
positiv negativ

positiv 150 4 154
Abbott

negativ 7 111 118

157 115 272

Sensitivitat relativ zum Roche HIV-1 Monitor™ Test 0,955
Spezifitat relativ zum Roche HIV-1 Monitor™ Test 0,956
Ubereinstimmung beobachtet 0,960
Ubereinstimmung erwartet 0,510
Kappa-Index 0,917

Tabelle 3.4: Qualitativer Vergleich der beiden Test  verfahren

3.4 Vorstellung von zwei Patientenverlaufen

Wie oben beschrieben ist fur die Therapieliberwachung u.a. ein regelmaliges
Monitoring der Viruslast der Patienten notwendig. Deshalb sollen hier beispielhaft
zwei Patienten vorgestellt werden, von denen konsekutive Seren zur Bestimmung

der Viruslast vorlagen.
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3.4.1 Patient 1, mannlich, geb. 1944

800 8,00

Tag 236
700 d4T, 3TC,DMP 7.00

wl
\

mm Kopien/ml  (Roche)
500 -@- g Kopien/ml (Roche) 5,00
-@- |9 Kopien/ml (Abbott)

400 k 4,00
300 | 3,00

“‘\ ,
200 | \.\ 2,00
100 1 1,00
0 : : : \0 —@——@— 0,00

1 86 140 166 223 265 293 349 405 496 594

kilo-Kopien pro ml
Ig Kopien pro ml

Tage nach 1. Viruslast-Bestimmung

Abbildung 3.7: Verlauf der Viruslast des Patienten 1 unter der Therapie mit Zerit®, Epivir® und
Efavirenz® (Details siehe Begleittext)
Zu beachten sind die beiden unabhé&ngig voneinander verlaufenden Ordinaten

Bei dem Patienten 1 erfolgten innerhalb des Untersuchungszeitraums von Juni bis
August 2003 drei gemeinsame Kontrollen. In der Abbildung 3.7 ist der zeitliche
Verlauf der Viruslast dargestellt. Beide Testverfahren zeigten bei der Bestimmung
der Viruslast nahezu gleiche Werte, die mit einer Abnahme um mehr als zwei Ig-
Stufen verbunden war. Im Verlauf der Therapie sank die Viruslast unter die

Nachweisgrenze, womit ein vollstandiger Therapieerfolg zu konstatieren ist.

Die Erstdiagnose einer HIV-Infektion war bei diesem Patienten im Oktober 2002
gestellt worden. Im Juni 2003 wurde eine antiretrovirale Therapie begonnen, die
zunachst aus Zerit® (Stavudin, d4T, ein NRTI), Epivir® (Lamivudin, 3TC, ein NRTI)
sowie Efavirenz® (Sustiva, DMP-266, ein NNRTI) bestand und zu einem deutlichen
Abfall der Viruslast fuhrte. Aufgrund von Nebenwirkungen wurde im August 2003
Zerit® gegen Viread® (Tenofovir-Disoproxil-Fumarat, TDF, ein NtRTI) ausgetauscht,
was aber nicht zu einem erneuten Anstieg der Viruslast fuhrte. Der Patient wird bis

heute mit dieser Kombination behandelt.
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3.4.2 Patient 2, mannlich, geb. 1960
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Tage nach letzter Resistenz-Bestimmung
Abbildung 3.8: Verlauf der Viruslast des Patienten 2 nach Resistenztestung und Therapie-

umstellung auf Trizivir®
Zu beachten sind die beiden unabhé&ngig voneinander verlaufenden Ordinaten

Bei dem Patienten 2 erfolgten innerhalb des Untersuchungszeitraumes vier
Kontrollen Gber den Zeitraum Mai bis August 2003. Die Viruslast schwankte wahrend
dieser Zeit um 10*° Kopien/ml. Die Abbildung 3.8 zeigt den zeitlichen Verlauf der
Kontrollen innerhalb des untersuchten Zeitraumes, dabei sieht man einen

weitgehend parallelen Verlauf der beiden Kurven.

Die Erstdiagnose einer HIV-Infektion wurde bei diesem Patienten 1995 gestellt.
Seitdem wurde er mit verschiedenen antiretroviralen Therapie-Regimen behandelt.
Im Januar 2003 erfolgte eine Resistenzbestimmung, in deren Rahmen Resistenzen
gegen alle damalig verfugbaren NRTI, NNRTI und PI nachgewiesen wurden. Der
Patient wies Mutationen gegen Thymidinanaloga auf, die mit einer Kreuzresistenz
gegeniber allen zu dieser Zeit verfiigbaren Nukleosidanaloga verbunden waren.
Trotzdem wurde im Februar 2003 ein Therapieversuch mit Trizivir®
(Kombinationspraparat aus den drei NRTI Zidovidun/AZT, Lamivudin/3TC und
Abacavir/ABC) begonnen. Darunter zeigte sich initial eine durch beide Testsysteme
dokumentierte Reduktion der Viruslast um eine Ig-Stufe. Die Nachhaltigkeit dieser

Therapie konnte aber in den Folgeuntersuchungen nicht belegt werden.
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Das Versagen dieser Therapie ist vermutlich auf mehrfach vorkommende Thymidin-
Analoga-Mutationen zurlckzufiihren, die eine mehr als 100-fach verminderte
Empfindlichkeit gegeniber Zidovudin verursacht. Weiterhin liegt bei diesem
Patienten eine Mutation im M184V-Gen vor, durch welche mit einer mehr als funf-
fachen Reduktion der Empfindlichkeit gegenliber Abacavir sowie einer Resistenz
gegen Lamivudin zu rechnen ist. Andererseits bedingt diese Mutation eine 40-
60%ige Reduktion der Replikationsfahigkeit des HI-Virus sowie eine gewisse
Resensitivierung gegenuber Zidovudin (Wolf, Braun 2009), wodurch die Viruslast bei
diesem Patienten im Verlauf nicht wesentlich anstieg. Da zu diesem Zeitpunkt
Therapiealternativen fehlten, der Patient sich immunologisch nicht verschlechterte

und die Viruslast nicht anstieg, wurde die Therapie so weitergefihrt.
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4. Diskussion

Sowohl im Rahmen der HIV-Therapie als auch beim Screening von Blutspendern
sind Verfahren zum Nachweis von HIV erforderlich, die moéglichst viele Typen und
Subtypen des HI-Virus erkennen. An die Testverfahren werden hdchste Anspriche
bezuglich Reproduzierbarkeit und Linearitat gestellt, um die Therapie optimal steuern

zu kdénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei PCR-Verfahren zum Nachweis von HIV-RNA
miteinander verglichen. Beide Verfahren sind reverse Transkriptase-PCRs, die sich
in der Wahl ihrer Primer unterscheiden. Der HIV-1 Monitor™ Test von Roche
verwendet als Zielsequenz eine konservierte Region innerhalb des gag-Gens, mit
Hilfe derer HIV-1 der Gruppe M detektiert wird. Das LCx® HIV RNA Quantitativ
Verfahren von Abbott hingegen verwendet als Zielsequenz eine konservierte Region
des pol-Gens, die neben der Detektion von HIV-1 der Gruppe M auch noch die
Detektion der Gruppe O ermdéglicht und somit das Spektrum der HIV-Diagnostik

erweitert.

4.1 Bewertung der Testverfahren

Bei allen Tageskontrollen wurden die vom Hersteller angegebenen Kriterien fur die
Positiv- und Negativ-Kontrollen erfillt (siehe Abbildungen 3.2 bis 3.5). In den Tages-
Kontrollen des LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahrens gab es einen Wert, der
aulBerhalb des 95%-Intervalls der Box-and-Whisker-Plots lag, sich jedoch in dem
vom Hersteller angegebenen erlaubten Ergebnisbereich bewegte. Laut Hersteller-
angaben durfen die Chargenkontrollen knapp eine bis knapp zwei Ig-Stufen
umfassen. Im Vergleich der beiden Testverfahren auf Linearitat ergibt die
Regressionsanalyse eine Steigung von m = 0,9741, was einer nahezu linearen
Ubereinstimmung der beiden Testverfahren entspricht und weitestgehend einen 1:1

Datenvergleich erméglicht.

Bei der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman ergibt sich ein
Wert von rs = 0,971, womit die Starke des linearen Zusammenhanges unterstrichen
wird. Darlber hinaus zeigt die Viruslastbestimmung durch beide Testverfahren
nahezu numerische Ubereinstimmung, so dass damit ein direkter Vergleich der

Daten mdglich ist. Die Unterschiede in der Viruslasththe der sieben Proben, die sich
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um den Faktor vier oder héher in den verschiedenen Testverfahren voneinander
unterscheiden, sind am ehesten auf diskrete Punktmutationen zurlickzufthren, die

eine feste Bindung des Primers an die Bindungsstelle beeintrachtigen.

Erstautor, Jahr Probenanzahl Korrelatlonskoc_aff|2|ent Kommentar
auf Linearitat

Johanson, 2001 149 Proben 0,864 HIV-1 Proben
Fur Proben mit weniger als 400 Kopien/ml
wurde das Ultrasensitiv Verfahren von Roche

angewendet.

Swanson, 2001 273 Proben 0,949 Uberwiegend Gruppe M mit allen Subtypen,
zwei Proben von Gruppe O

Berger, 2001 174 Proben 0,949 HIV-1 Proben, von 39 Proben
Verdiinnungsserien

Troonen, 2002 198 Proben 0,930 Nur Typ B HIV-1

De Mendoza, 2002 101 Proben 0,965 HIV-1 Proben

Plantier, 2003 133 M-Typen 0,958 M-Gruppe

Katsoulidou, 2004 148 Proben 0,960 HIV-1 Proben

Swanson, 2005 97 Proben 0,689 Ausgesuchte Subtypen aus Kamerun,
Brasilien und Sudafrika

Eigene Arbeit, 2003 117 Proben 0,971 Prospektive Studie mit Daten aus der

Infektionsambulanz Kiel

Tabelle 4.1: Vergleich des Cobas Amplicor HIV-1 Monitor™ Tests von Roche mit dem LCx® HIV
RNA Quantitativ Verfahren von Abbott in der Literatur

1,00
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0,95 5 00O
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=
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Abbildung 4.1: Vergleich zwischen den Literaturdate n zu den Korrelationskoeffizienten auf
Linearitdt des Cobas Amplicor HIV-1 Monitor™  Test von Roche und des LCx® HIV RNA
Quantitativ Verfahrens von Abbott
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Nach Recherche im Internet Uber pubmed fanden sich Uber die Stichworte ,HIV*,
L,LCX* und ,Amplicor’ sowie Uber Querverweise in der Literatur insgesamt acht
Arbeiten, die sich mit dem Vergleich der beiden Verfahren beschéftigen und die in

Tabelle 4.1 aufgelistet werden.

Im Gegensatz zu den Daten aus der Literatur erfolgte in der vorliegenden Arbeit
keine Aufschlisselung der Subtypen. Da die Proben jedoch aus der Infektions-
ambulanz des Stadtischen Krankenhauses Kiel stammen, ist zum betreffenden
Untersuchungszeitraum von einem Uberwiegen des HIV-1 M-Typen auszugehen.
Der Korrelationskoeffizient in der vorliegenden Arbeit entspricht denen der oben
genannten Arbeiten, die sich nur mit HIV-1 beschéftigen.

Deutlich weicht der Korrelationskoeffizient der Arbeit von Swanson et al. (2005) von
allen anderen Korrelationskoeffizienten ab. Hierfir konnen jedoch treffliche
Argumente herangezogen werden: Im Rahmen dieser Studie wurden 97 Seren
mittels vier unabhéngiger Testverfahren Uberprift, von denen eines das LCx® HIV
RNA Quantitativ Verfahren von Abbott und eines der HIV-1 Monitor™ Test von
Roche war. Aufgrund der Probenauswahl war in dem Kollektiv der Anteil der B-Typen
niedrig (17 von 97), wahrend der Rekombinantenanteil hoch war (23 von 97), so
dass eine grol3e genetische Variabilitat zwischen den Proben vorlag. Das LCx® HIV
RNA Quantitativ Verfahren stufte 97 der insgesamt 97 Proben positiv auf HIV ein,
wéahrend der HIV-1 Monitor™ Test 92 von 97 Proben (28 von 29 HIV-1 Typ C, 20 von
22 CRF02_AG und 0 von 2 HIV-1 Gruppe O) als HIV-positiv erkannte. Ohne dass
hierfir valide Sequenzierungsdaten vorliegen, ist dieser Umstand aus unserer Sicht
am ehesten auf Mutationen in der Primerbindungsstelle in dem exotischen Proben-

kollektiv zurtickzufuhren.

Im Rahmen der statistischen Auswertung erfolgte die Darstellung der Werte als Vier-
Felder-Tafel mit der Berechnung des Kappa-Index. Der Kappa-Index als Malf3 fur die
Ubereinstimmung weist einen Wert von 0,917 auf, was nach der Nomenklatur als fast
vollstandige Ubereinstimmung eingestuft werden muss. In der Vier-Felder-Tafel ist zu
sehen, dass von den 272 qualitativen Werten 261 Ubereinstimmende Werte haben,
die restlichen elf sich jedoch statistisch signifikant unterscheiden. Die Abbildung 4.2
zeigt die grafische Darstellung der elf Werte, wobei zur besseren grafischen



-30-

1000

10}

Abbott

01 s ©

0101 1 MR | Lol Lol MR | sl
0,01 0,1 1 10 100 1000
Amplicor Roche

Abbildung 4.2: Darstellung diskordanter Ergebnisse (Tabelle 3.4, Seite 23)

Als Quadrat sind diejenigen dargestellt, die im LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott mehr
als 50 Kopien/ml und im HIV-1 Monitor™ Test von Roche weniger als 50 Kopien/ml ergaben. Als Kreis
sind diejenigen Ergebnisse dargestellt, die im HIV-1 Monitor™ Test von Roche mehr als 50 Kopien/ml
und im LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott weniger als 50 Kopien/ml ergaben. Mit
Buchstaben bezeichnet sind die klinisch signifikanten Werte dargestellt. Da die Werte logarithmisch
dargestellt sind, wurde der Wert ,Null* mit 0,1 gleichgesetzt.

Darstellung der logarithmischen Werte der Wert Null mit 0,1 gleichgesetzt wurde. Auf
den roten 0,1-Horizontalen und 0,1-Vertikalen liegen die mit A/B und C/D bezeich-
neten Werte, die klinische Bedeutung haben, da hier diskrepante Werte zwischen
den beiden Testverfahren bestehen. Sie kommen dadurch zustande, dass ein
Verfahren keine Viruslast nachweist und das andere Verfahren eine Viruslast zeigt.
Hierbei liegt die Fehlerrate bei jedem Hersteller gemessen an dem anderen

Hersteller unter 1%.

Die sieben anderen Ausrei3er unterscheiden sich nur durch die Hohe der Viruslast
und sind somit zwar statistisch signifikant, da im Rahmen der Definition einer 50
Kopien/ml-Grenze das eine Verfahren ein negatives Ergebnis, das andere jedoch
einen positiven Wert ergibt. Allerdings ist dies nicht klinisch relevant, da jedes

positive Ergebnis unabhéngig von dessen Hohe als kontrollbedurftig zu werten ist.

4.2 Bedeutung fur das klinische Monitoring

Fur das klinische Monitoring sind wie oben erwahnt die mdglichst verlassliche
Detektion der Viruslast, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie die Detektion
eines maoglichst breiten Spektrums von Subtypen notwendig. Im Vergleich zwischen
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dem LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott und dem HIV-1 Monitor™ Test
von Roche zeigt sich, dass die beiden Verfahren statistisch fast vollstadndig Uber-
einstimmen. Bei der Auswertung fallen elf Werte auf, die sich in den beiden
Verfahren statistisch signifikant (im Sinne von positiv und negativ im Rahmen der
50 Kopien/ml-Grenze) unterscheiden. Vier Werte differieren auch klinisch relevant,
da sie in dem einen Verfahren den Wert Null und in dem anderen Verfahren einen
Wert groRer Null ergeben. Da es aber jeweils zwei Proben pro Verfahren waren,

lasst sich hier kein Vorteil fir das eine oder andere Verfahren finden.

Der Anteil der aus Hochpravalenz-Landern zugewanderten HIV-Infizierten ist in den
90er-Jahren deutlich angestiegen und seitdem weitgehend konstant geblieben
(Robert-Koch-Institut 2009). Innerhalb dieser Gruppe hat der Anteil der HIV-
infizierten Frauen in den letzten Jahren zugenommen. Diese Gruppe stellt derzeit bei
allen in Deutschland an AIDS erkrankten Frauen den grof3ten Anteil dar, und in
dieser Gruppe haben Frauen aus dem Subsahara-Afrika wiederum den gréf3ten
Anteil. Da in Afrika andere HIV-Genotypen als in Europa vorherrschen, ist es
aufgrund der Migration winschenswert, dass die derzeit verwendeten Testverfahren

neben der Gruppe M noch weitere Gruppen erkennen.

Insbesondere in Anbetracht der potentiellen HIV-Ubertragung durch Blutspenden
sollte hierbei eine maximale Sensitivitat zum Nachweis der HIV-Typen, -Subtypen
und rekombinanten Formen bestehen (Rox et al. 2004; Brand et al. 2004). Die
Tabelle 4.2 zeigt die Verteilung der in Kiel analysierten Typen der HIV-Infektion von
2008 bis 2009. Es wurden in diesem Zeitraum Proben von 93 Patienten sequenziert,

wobei es sich Uberwiegend um Erstsequenzierungen handelte.

Das LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott weist den Vorteil auf, auch den
HIV-O-Typ zu erfassen, obwohl dieser in Deutschland und insbesondere in
Schleswig-Holstein eher keine Rolle spielt, wie aus Abbildung 4.3 und Tabelle 4.2
hervorgeht.
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Subtyp Anzahl % 95% Vertrauensintervall

A 3 2,9 0,75-8,89

B 78 75,7 66,10-83,39
C 3 2,9 0,75-8,89
D 2 19 0,33-7,52
F 1 1,0 0,05-6,06
G 1 1,0 0,05-6,06
CRF gesamt 15 14,6 8,65-23,20
CRF 01_AE 6 5,8 2,39-12,75
CRF 02_AG 6 5,8 2,39-12,75
CRF 06_CPX 1 1,0 0,05-6,06
CRF 11 CPX 2 19 0,33-7,52

gesamt 103 100,0

Tabelle 4.2.: Verteilung der HIV-Subtypen 2008 bis 2009 in Kiel

A 1.861 3,4%
B 44,217 81,3%
C 1.389 2,6%
Gruppe M| 607 1,1%
F 1.012 1,9%
Verteilung der HIV- G 1.249 2.3%
Subtypen in Europa Gruppe O (0] 449  0,8%
CRF
06_CPX 673 1,2%

Total 54.412 100%
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Abbildung 4.3: Verteilung der HIV-Subtypen in Europ  a und in Deutschland (modifiziert nach HIV-
Database des Los Alamos National Laboratory http://hiv-web.lanl.gov), Abfrage vom 19.01.2010



-33-

Insbesondere mit Blick auf den 2009 publizierten Fall der ersten Ubertragung von
HIV nach der behdrdlich vorgeschriebenen Einfihrung des NAT im Jahr 2004 im
Rahmen einer Bluttransfusion in Kiel (Schmidt et al. 2009) ist zum Schutz von
Patienten eine genaue Erfassung von vielen HIV-(Sub-)Typen wichtig. In diesem
betreffenden Fall wurde das Spenderblut im Rahmen der Erstuntersuchung in der
Mini-Pool-Testung durch serologische Tests und durch den Roche CAP/CTM HIV-1
Test im 96-Pool als negativ befundet und somit fur die Blutspende freigegeben.
Nachdem die HIV-Ubertragung offenkundig geworden war, konnte im Verlauf der
Recherchen unter Einsatz diverser zugelassener PCR-Verfahren und HIV-Gen-
seguenzanalysen die Ursache dieses Ungliicksfalles geklart werden: Die betreffende
HIV-1 Subtyp B-Variante des Spenders war aufgrund einer Mutation in einer der
Primer-Bindungsstellen des gag-Genbereiches durch das eingesetzte Roche-PCR-
Verfahren dramatisch unterquantifiziert worden und flhrte so zu einem initialen
falsch-negativen Testergebnis, so dass die Freigabe des Spenderblutes durch den

Blutspendedienst erfolgte.

Dieser Fall zeigt, dass es wichtig ist, Gber ein Verfahren zu verfigen, das mdglichst
viele Subtypen erkennt. Dies ist dadurch realisierbar, dass eine mdglichst hoch
konservierte Region als Zielregion des Primers gewahlt wird und dass verschiedene

Primer und damit Zielregionen miteinander kombiniert werden.

In Anbetracht der Ergebnisse ist eine Umstellung von dem HIV-1 Monitor™ Test von
Roche auf das LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott prinzipiell méglich,
da die Verfahren ubereinstimmende Werte erbringen. Bei Neuanschaffung eines
Gerates ist das LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott dem HIV-1
Monitor™ Test von Roche vorzuziehen, da es mehr Subtypen erkennt, die zwar
aktuell in Deutschland nicht vorherrschend sind, aber fur kinftige Entwicklungen

nicht vernachlassigt werden sollten.
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5. Zusammenfassung

Seit der Entdeckung des HI-Virus in den 80er-Jahren spielt die Diagnostik der
Infektion sowohl im Zusammenhang mit dem Therapiemonitoring als auch im

Rahmen von Bluttransfusionen eine grol3e Rolle.

Im Jahr 2003 wurden innerhalb von finf Monaten Gber 300 Patientenproben
eingesendet und fur die vorliegende Arbeit einem Vergleich durch zwei quantitative
Testverfahren zum Nachweis der HIV-Viruslast unterzogen, von denen das eine die
gag-Region (HIV-1 Monitor™ Test, Firma Roche) und das andere die pol-Region
(LCx® HIV RNA Quantitativ, Firma Abbott) des HIV-Genoms als Zielregion hat.
Dabei sollte zum einen die Frage zum Ausmaf der Ubereinstimmung beantwortet,
zum anderen eine Beschreibung der Leistungsparameter vorgenommen werden.
Letztlich sollte durch diese Untersuchung Klarung herbeigefuhrt werden, ob die
Umstellung der klinischen Routinediagnostik, deren Ergebnisse unter anderem fur

das Therapiemonitoring verwendet werden, auch klinisch vertretbar ist.

Es konnten 272 Proben aus der Infektionsambulanz des Stadtischen Krankenhauses
Kiel mit beiden Verfahren direkt miteinander verglichen werden. Fir das hier unter-
suchte Patientenkollektiv liel3 sich zeigen, dass die Verfahren in ihrer diagnostischen
Leistungsfahigkeit als gleichwertig zu betrachten sind. Es zeigte sich eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse von 96% (Kappa-Index = 0,917, 95% Vertrauens-
intervall 0,870 - 0,965), womit eine fast vollstandige Ubereinstimmung der
Ergebnisse vorliegt. Fur elf von 272 Proben gab es diskordante Ergebnisse. Dabei
ergaben jeweils je Hersteller zwei Proben diskrepante qualitative Ergebnisse, die von
hdchster klinischer Bedeutung waren, da die Proben jeweils bei einem Hersteller als

"positiv" und bei dem anderen als "negativ" bewertet wurden.

Es lag ein starker linearer Zusammenhang zwischen den quantitativ erhobenen
Werten vor, so dass die Ergebnisse beider Verfahren direkt miteinander verglichen
werden kénnen und eine Umstellung von dem HIV-1 Monitor™ Test von Roche auf
das LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren von Abbott auch klinisch vertretbar ist.
Dadurch dass das LCx® HIV RNA Quantitativ Verfahren die HI-Viren der O-Gruppe
erkennt, weist es fur das Transfusionswesen einen unbestreitbaren Vorteil gegen-

Uber dem Alternativprodukt auf.
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