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HIV-Nachweis
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Geschichte

Die HIV-Forschung ist von einer faszinierenden
medizindiagnostischen Entwicklung geprégt: Be-
reits zwei Jahre nach der Entdeckung des neuen
Retrovirusim Jahr 1983 war die Verbindung zum
Krankheitsbild AIDS etabliert. Schonim Jahr 1985
gab die Zulassungsbehorde FDA einem ersten
p24-Antikorper-ELISA, der das Blutspendewesen
sicher machte, die Zulassung als Suchtest [1, 2].
Zusammen mit p24-Ag-HIV-Schnelltests, die sich
durch hohe Testempfindlichkeit und geringe Ko-
sten auszeichnen, haben sie insbesondere bei an-
onymen Beratungsstellen oder im chirurgischen
Notfallbereich einen festen Platzin der Diagnostik
gefunden. Als Bestétigungstest wurde die Western-
Analyse Pflicht, in welcher HIV-Proteine mittels
Antikorpern im Patientenblut dargestellt werden.

Glossar

Langst kommen heute standardisierte, kommer-
zielle Testverfahren zum Einsatz, und in der
Schweiz ist das Prozedere von Testung, Besti-
tigung und Wiederholung auf unabhédngigem
Material mitsamt (anonymer) Meldung bestens
etabliert, wenngleich weltweit immer noch nicht
einheitlich [3]. Besonders bei Primérinfekten, also
wihrend der ersten Wochen nach Infektion, sind
antikorperbasierte Tests nicht geeignet [4] und
werden daher prinzipiell mit p24-Antigentests
kombiniert.

Suchteste

Diese Tests sind heute in ihrer vierten Genera-
tion verfiighar: Der Einbezug des p24-Ag-ELISA
verkleinert die «diagnostische Liicke», also die

b-DNA

«Branched DNA»; eine DNA Quantifizierungsmethode, die
darauf beruht, dass das Signal fir die Detektion einer DNA-
Sequenz im Probenmaterial verstarkt wird (Signalverstar
kung); bei der PCR hingegen wird eine in der Probe vorhan-
dene DNA-Sequenz selbst vervielfacht (Inputverstarkung).

CCR5

«C-C-Motiv Chemokin-Rezeptor 5»; Membranrezeptor in
Leukozyten fir die zelluldre Signalisierungskaskade durch
Chemokine wie MIP-1a, Rantes usw. Dient zugleich als
bevorzugter zellularer Rezeptor fir CCR5-trope HIV-Isolate;
diese friher als «makrophagentrope Isolate» bezeichneten
Viren sind hauptverantwortlich fir die primére HIV-Infektion.

CRF

«Circulating recombinant HIV form» (z.B. CRFO1-AE); diese
Nomenklatur klassifiziert solche (neueren) Formen des
HI-Virus, bei denen sich Teile eines Virussubtyps genetisch
mit Teilen eines anderen gekreuzt haben und somit eine
neue, rekombinante Form darstellen (01_AE), die sich weder
durch die eine (A) noch die andere Ausgangsform (E) be-
schreiben lasst.

CXCR4

«C-X-C-Motiv-Chemokin-Rezeptor 4»; dieser von HIV als
zweiter Corezeptor missbrauchte Leukozytenrezeptor spricht
auf SDF-1 als seinen natlrlichen Liganden an und bewirkt
eine Stammzellaktivierung. CXCR4-trope HIV-Varianten
(friher «T-Zell-trope Viren») tauchen Uberwiegend spat im
HIV-Infektionsverlauf auf.

Delta32

Genetischer Defekt im CCR5-Gen mit einer Deletion ab
Codonposition 32. Heterozygote und vor allem homozygote
Trager dieses Allels zeichnen sich durch einen stark ver-
langsamten HIV-Infektions-Verlauf aus.

ELISA

Enzyme-linked Immunosorbent Assay; enzymgekoppelter
AntikérperTest, meist auf erregerspezifische Antikérper im
Patientenblut.

FDA
Federal Drug Administration; US-amerikanische Zulassungs-
behorde fir Medikamente.

HAART

«Hoch aktive antiretrovirale Therapie»; Acronym fir die HIV-
Kombinationstherapie aus Ublicherweise mindestens drei
antiretroviralen Medikamenten. Dadurch kann oft eine kom-
plette Suppression der Virusexpression (<50 Kopien/mL)
erzielt werden.

HIV-Typ 0 «outlier»

Seltene Gruppe von HIV-1-Viren, die in ihrer RNA-Sequenz
und folglich auch in ihren Proteinen grosse Unterschiede zu
den gangigen Subtypen der Hauptgruppe «M» aufweist.
Diese Unterschiede kénnen in HIV-Tests und bei der Virus-
Quantifizierung falschnegative Resultate verursachen.

HLA

«Human Leukocyte Antigen» —hochvariable Determinanten
des menschlichen Haupthistokompatibilitdtskomplexes;
ihre Gene finden sich als Cluster auf Chromosom 6, und
ihre Typisierung wird fir eine maogliche Assoziation mit
Krankheiten herangezogen.

p24-Ag

HIV-Strukturprotein-p24 als immunreaktiver Bestandteil
(Antigen) des Virus; ist Teil der formgebenden Hille um die
virale RNA, wird von infizierten Zellen auch in I6slicher
Form freigesetzt.

RT-PCR

Von RNA ausgehende Spezialform der Polymerase-Ketten-
reaktion; z.B. wird virale RNA zun&chst in DNA umge-
schrieben und kann dadurch als Substrat fir eine Standard-
reaktion der PCR eingesetzt werden. Mit dieser Methode
werden RNA-Viren wie HIV im Plasma quantitativ bestimmt.
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Prinzip des HIV-ELISA-Tests. Als Substrat (blau) dient beim Suchtest das p24-Protein selbst,

beim Antigen-ELISA dagegen ein HIV-spezifischer Antikorper. Das gesuchte Patientenprotein (rot)
ist entweder ein p24-Antikorper, der eine Immunantwort auf die HIV-Infektion (Suchtest) anzeigt,
oder das virale p24-Protein im infizierten Patienten (Ag-ELISA). Zur Detektion wird ein enzymgekop-
pelter charakterisierter Antikdrper (griin) eingesetzt, welcher entweder fir humane Antikérper
(Suchtest) oder flr das p24-Antigen (Ag-ELISA) spezifisch ist.

Zeit bis zur Antikorperbildung, wéhrend einer
Primérinfektion deutlich (Abb. 1 EX). P24-Ag ist
wihrend der ersten vier Wochen nach Infektion be-
reits sicher nachweisbar, und danach gelingt hiu-
fig bereits auch ein Antikérpernachweis, der aber
in seltenen Fallen auch iiber drei Monate negativ
bleiben kann [5, 6]. Diese diagnostische Liicke de-
finiert das Restrisiko durch einen zwangslaufig
(falsch)negativen Befund. Materialabhédngig liegt
die Detektion heutiger Methoden bei 99,3-100%,
die HIV-Spezifitdt bei 99,1-100 Prozent [7], wo-
gegen falschpositive (besser: «reaktive») Ergeb-
nisse eine Folge des Erfordernisses bleiben, dass
eine grosstmogliche Sicherheit durch die unbe-
dingte Erfassung realpositiver Proben erreicht
wird. Priméres Ziel der Suchteste ist ja, mit hoch-
ster Zuverlidssigkeit negatives Blut als sicher zu
markieren. Das kann aber nur gelingen, wenn
auch fragliche Proben der reaktiven Kategorie
zugeordnet werden, bevor sie in einem zweiten
Bestétigungsschritt prizise bestimmt werden.

Bestatigung einer Infektion

Zur Bestdtigung einer reaktiven Blutprobe im
Suchtest liefert eine unabhédngige Testmethode
dasselbe Resultat; giingig ist die Western-Analyse,
in welcher mittels bekannter HIV-Proteine eine
Antikorperreaktivitit im Patientenserum identi-
fiziert wird. Vom Testprinzip stellt allerdings die-
ser Antikorpertest nur bedingt ein «unabhéngiges
Verfahren» dar, und heute werden z.T. auch Nukle-
insdure-basierte Methoden (RT-PCR) verwendet,
z.B. in der Péddiatrie aufgrund interferierender
miitterlicher Antikorper.

Grenzen

Falschpositiv/-negativ: Die Spezifitit des Western-
Bestétigungstests ist sehr hoch; somit gilt ein nega-
tiver Westernblot als sicherer Ausschluss einer
HIV-Infektion. Die Beurteilung positiver Banden-
muster ist deutlich schwieriger: Eine grosse

Screeningstudie mit iiber 5 Millionen Teilnehmern
ergab eine Rate von insgesamt immerhin 4,7%
falschpositiven Western-Befunden. Die PCR-Nach-
analyse erbrachte flir diese falschpositiven Befunde
eine eindeutige Bestitigung fiir den negativen HIV-
Infektionsstatus [8].

Therapiebegleitung

Die unumstrittene Methode fiir die Viruslastbe-
stimmung im behandelten Patienten beruht heute
auf einer Abschitzung der viralen RNA-Kopien
im Patientenplasma oder in anderen Materialien.
In DNA umgeschriebene Virus-RNA wird entwe-
der nach Signalverstirkung (b-DNA-Test) oder
Proben-Multiplikation durch PCR quantifiziert.
Beide Systeme erreichen eine Empfindlichkeit
von <40 Kopien/mL mit hoher Reaktionsspezifitét
und Sensitivitit fiir verschiedene HIV-Subtypen
[9,101.

Dariiber hinaus macht ein neuartiger, preiswerter
p24-basierter Quantifizierungstest Hoffnung auch
fiir Lander in Afrika und Asien [11].

Grenzen

Eine Bestimmung der absoluten Empfindlichkeit
und Spezifitdt ist aufgrund der hohen Variabilitdt
von HIV nicht trivial und auf standardisierte Pro-
benmaterialien begrenzt. Es gibt auch heute noch
Berichte von falsch positiven Bestimmungen [12].
Die hohe HIV-Diversitidt in Form von globalen
Virussubtypen und Rekombinanten istim Moment
ein potentielles Problem ungekldrter Dimension:
7.B. wiirde eine kontinuierlich tief positive Virus-
lastja zunédchst als klinisch wenig bedrohlich ein-
gestuft. Erst ein damit nicht kompatibler rascher
CD4-Zell-Abfallmacht den behandelnden Arzt auf
ein mogliches Quantifizierungsproblem aufmerk-
sam, das wir z.B. fiir «exotische» Virusvarianten
tatsdchlich kennen (Rekombinanten CRFO1-AE;
HIV-1-Typ O usw.). Rein technisch liefert die PCR
rund 1,9-3% falschpositive bzw. -negative Ergeb-
nisse [13].

Therapieversagen/
Resistenzbestimmung

Genotypisierung und Phanotypisierung

Der herausragende Erfolg der seit 1995 etablier-
ten retroviralen Kombinationstherapie lasst sich
eindriicklich mit Mortalitdtskurven iiber die Jahre
belegen. Seit allerdings potente Therapiekonzepte
(HAART) verfiigbar sind, ist die Resistenz bei HIV
eine neue, wachsende Bedrohung im klinischen
Alltag geworden. Fiir alle HIV-Medikamente sind
heute Resistenzen beschrieben, und selbst neue
Therapeutika weisen bereits Versagerquoten auf,
bevor sie den Markt erreichen. Da eine effiziente
Kombinationstherapie zwingend auf das Funk-
tionieren aller ihrer Elemente angewiesen ist,
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HIV-Resistenz im Patienten kann entweder genotypisch liber Sequenzbestimmung des Erb-
materials im Viruspartikel (oberes Schema) oder funktionell (Phanotyp, unteres Schema) bestimmt
werden. Bei letzterem wird das zu untersuchende Gen (rotes Dreieck) in ein Virus eingefligt

und so in menschlichen Zellen unter Behandlung analysiert, bei sehr empfindlichen Systemen erst
nach mehreren Vermehrungszyklen (Umweg in Box [C]). Ein Reportergen in den Zellen erlaubt
das Auslesen der Bestimmung mittels Farbumschlag.

scheint es unabdingbar, dies mittels Resistenz-
tests sicherzustellen. Dieses an sich logische Kon-
zept ist ja in der Mikrobiologie hinldnglich belegt
und in der Standardliteratur verankert; dennoch
hatten mehrere Studien der vergangenen Jahre
Miihe, denselben Nutzen bei HIV zu demonstrie-
ren [14-18]. Eine der Ursachen dafiir mag darin
liegen, dass solche Resistenzstudien in einer Zeit
erfolgten, als eine Reihe neuer Inhibitoren als
therapeutische Alternativen den Markt erreichten,
wodurch ein Mehrgewinn durch Testung wenig
evident blieb.

Zur Resistenztestung bei HIV stehen sich prinzi-
piell zwei Konzepte gegeniiber: die nukleinsdure-
basierte Genotypisierung und die funktionelle Phé-
notypisierung (Abb. 2 EX). Erstere identifiziert
Mutationen im Zielgen der HIV-Therapie und inter-
pretiert genetische Verdnderungen mithilfe eta-
blierter Algorithmen. Ausgereifte internationale
Datenbanken liefern inzwischen ausgezeichnete
Ergebnisse, und fiir viele Medikamente sind die
wichtigsten therapiebedrohenden Mutationen
gut beschrieben. Grenzen der Genotypisierung
liegen allerdings in der Beurteilung neuer Muta-
tionen und bei Medikamenten, fiir welche erst we-
nige Mutationen belegt sind, sowie in Situationen,
in denen im Patienten zeitgleich mehrere Virus-
varianten auftreten. Klare Vorteile sind die rasche
Laborbearbeitung mit Standardausriistung sowie
relativ geringe Kosten (720 Franken).

Die alternative Phénotypisierung beurteiltin Zell-
kultur die Vermehrung des aus dem Patienten ge-
wonnenen Virus in der Gegenwart jedes einzelnen
Hemmstoffs separat, entweder wahrend einer ein-

zigen Infektionsrunde oder iiber eine definierte
Anzahl Vermehrungszyklen hinweg. Als Vorteil
braucht diese Phénotypisierung keine Vorinforma-
tion tiber Medikamente oder Mutation, da sie ja
die «Therapie in vitro» vornimmt. Auch gelingt
ihr eine empfindliche Trennung von Virusgemi-
schen bzw. der Nachweis von Virusminderheiten
am Anfang eines Therapieversagens. Demgegen-
iiber steht der Nachteil erheblich hoherer Kosten
(rund 1500 Franken) und eines deutlich hoheren
Laboraufwands.

Spezialtests

Tropismustest

Die neueste HIV-Inhibitorklasse zielt auf die
Chemokin-Rezeptoren auf der Oberfliche von T-
Lymphozyten, CCR5 und CXCR4. Sie sind essen-
tielle «Co-Rezeptoren» fiir die HIV-Infektion und
werden fiir Andocken und Eindringen der HIV-
Partikel bendtigt. Mit dem CCR5-Hemmer Cel-
sentri® wurde soeben der erste Hemmstoff dieser
Klasse fiir die Klinik zugelassen, allerdings mit
der Auflage, vor Therapiebeginn zu priifen, ob
das Virus im betroffenen Patienten tatsdch-lich
CCR5 als Co-Rezeptor verwendet, also «CCR5-
trop» ist. Dies kann entweder phénotypisch oder
auf Sequenzebene getestet werden. Fiir einen
ersten validierten Phidnotypisierungstest aus den
USA («Trofile»-Assay) ist der logistische Aufwand
zurzeit noch enorm und die Dauer von mehr als
vier Wochen problematisch. Ein neues schweize-
risches Testsystem wird in Basel entwickelt.
Die hochempfindliche Analyse beruht darauf,
dass die tropismusbestimmende Virussequenz
(im Envelop-Gen) gegeniiber einer bekannten
Referenz charakterisiert wird. Der Test dauert
sechs Tage.

Genetische Pradisposition (Delta32,
HLA-Antigene) und Bestimmung der
therapeutischen Medikamentenkonzentration
Uber die oben beschriebenen HIV-Nachweisme-
thoden hinaus sind im Behandlungszusammen-
hang solche Tests wichtig geworden, die thera-
pierelevante Patientenparameter analysieren.
Vor allem HLA-Determinanten sowie genetische
Aberrationen z.B. im Co-Rezeptor-Gen («Delta-
32») konnen therapeutisch wichtig sein und wer-
den zunehmend bestimmt.

Ausserdem konnen zur Beurteilung der Therapie-
treue/Compliance inzwischen Medikamenten-
spiegel im Plasma bestimmt werden [19].

Schlussbemerkung

15 Jahre nach der Entdeckung des Humanpatho-
gens HIV sorgen heute hochsensitive Analyse-
methoden fiir die Sicherheit der Blutbanken, einen
spezifischen Infektnachweis und optimale The-



281

Schweiz Med Forum 2008;8(15):278-281

Korrespondenz:

Dr.Thomas Klimkait

Institut fir Medizinische
Mikrobiologie

Universitat Basel
Petersplatz 10

CH-4003 Basel
thomas.klimkait@unibas.ch

rapiebegleitung. Ohne Zweifel wird dieses Wissen
auch fiir weitere Viren, z.B. die Hepatitisviren,
von grossem Nutzen sein. Wahrscheinlich wird es
wiederum die erfolgreiche Therapie sein, welche
auch dort den Problemkreis viraler Resistenzen
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