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Infektionsdiagnostik

Multiplex Partikel-Assay
fur die HIV-1/2-1gG-Differenzierung
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Das Humane Immundefizienz Virus (HIV) ist ein weltweit verbreitetes
RNA-Retrovirus, welches die Krankheit AIDS (Erworbenes Immundefekt-
syndrom) verursacht. Allein in Deutschland lebten Ende 2006 rund
56.000 Menschen mit einer HIV-Infektion. Blut, Urin oder andere Gewebe
kénnen auf HIV-Antikérper tiberpriift werden: In der Diagnostik sind
ELISA-Tests, PCR und Western-Blots am gebrauchlichsten, wobei ein
positives ELISA-Ergebnis allein kein sicherer Befund fiir eine HIV-Infektion
ist. Mehrfache Bestatigungstests sind die Regel.

Aktueller Stand der HIV-Diagnostik

B Die Ubertragung der HI-Viren erfolgt
hauptséachlich tiber Blut- und Sexualkontakt.
Besonders hdufig sind HIV-Neuinfektionen
bei 30-39-Jahrigen, die zweithaufigste Grup-
pe sind die 20-29-Jahrigen. International sind
HIV-Neuinfektionen besonders stark unter
jungen Menschen (15-24 Jahre) zu beobach-
ten. Da es in den 80er-Jahren zu tragischen
HIV-Infektionen nach Transfusion von Blut-
spenden kam, wurde die Untersuchung von
Blutspendern in Deutschland obligatorisch,
um potenziell infektiose Spenden zu elimi-
nieren. Weltweit sind Bluttransfusionen
weiterhin eine mogliche Infektionsquelle, die
nur durch gezielte Routineuntersuchungen
der Blutspender vermieden werden kann.
Fiir die Identifizierung von HIV-infizier-
tem Probenmaterial stehen verschiedenste
Methoden zur Verfligung. Bei Patienten mit
Verdacht auf eine HIV-Infektion wird die HIV-
Diagnose durch zwei Tests gestellt: einen
Suchtest und einen Bestatigungstest. Im Fal-
le eines positiven Ergebnisses wird eine zwei-
te Blutprobe genommen und die Tests wer-
den wiederholt. Eine Moglichkeit der Unter-
suchung von Serum und Plasma besteht in
dem Nachweis von HIV-spezifischen Anti-
korpern. Als Suchtest werden hdufig auto-
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matisierte Screeningtests, meist HIV-ELISA-
Tests durchgefiihrt. Diese weisen Antikorper
gegen HIV-1, HIV-2 und HIV-1 Gruppe O im
Blut nach. Suchtests der neuesten Generation
detektieren nicht nur HIV-Antikorper, son-
dern auch das HIV-p24-Antigen. Damit las-
sen sich Infektionen noch zeitndher nach-
weisen. Aber auch hier ist ein Risiko vorhan-
den, da zwischen der Ansteckung des Spen-
ders und der Nachweisbarkeit des p24-Anti-
gens im HIV-Test mehrere Wochen verstrei-
chen konnen.

Blutspenden miissen zusitzlich auf HIV
mittels PCR getestet werden, um dieses dia-
gnostische Risiko auszuschlieBen. In Deutsch-
land wird dies regelméBig durchgefiihrt,
wohingegen weltweit nicht immer moleku-
larbiologische Methoden bereitstehen. Der
Vorteil der PCR ist, dass sie iiber eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat verfiigt, daher kon-
nen Blutspenderseren zunachst gepoolt unter-
sucht werden.

Bei positivem Ergebnis in den Antikorper-
und/oder PCR-Untersuchungen werden in der
Regel ein- oder mehrfache Bestatigungstests
wie Immunoblots und Einzelproben-PCRs
durchgefiihrt. Letztere sind jedoch deutlich
teurer als Immunoblots. Mit dem klassischen
Immunoblot werden Antikorper verschiede-

ner Spezifitat gegen das HI-Virus nachge-
wiesen. Jedoch dauert die Testabarbeitung oft
sehr lange und die Interpretation der erhal-
tenen Banden ist aufwéandig und sehr sub-
jektiv gepragt.

Das SERION Multianalyt™-System

Fiir eine prazise und kostengiinstige Serodi-
agnostik hat die Institut Virion\Serion GmbH
neue Multiplex-Tests entwickelt und validiert.
Mit dem SERION Multianalyt™-System ist die
Bestimmung mehrerer Parameter in einem
Testansatz moglich. Die Analyse erfolgt am
Durchflusszytometer. Bei der Produktion wer-
den farbkodierte Partikel (Beads) mit erre-
gerspezifischen Antigenen beschichtet und
in einem Multiplex-Testsystem zusammen-
gestellt (Abb. 1A). Die Plexe enthalten Parti-
kel, die aufgrund ihrer verschiedenen Gro-
Ben und Fluoreszenzfarbungen voneinander
unterschieden werden konnen. Aus einer Pro-
be konnen Antikorper verschiedener Spezi-
fitaiten unter Verwendung eines Konjugatan-
tikorpers detektiert und quantifiziert werden.
Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und
somit der Diagnose bietet eine groBe Sicher-
heit; die anwenderfreundliche, schnelle und
einfache Bewertung mit der SERION Multi-
analyt™-Software runden das System ab.

Der SERION Multianalyt™-HIV-Test wurde
als blotaquivalenter Bestatigungstest entwi-
ckelt, der zwischen HIV-1- und HIV-2-Infek-
tionen diskriminieren kann (Abb. 1B). Im
Rahmen einer Studie im Institut fiir Transfu-
sionsmedizin Miinchen, Blutspendedienst des
Bayerischen Roten Kreuzes (BRK), sollte die
Eignung als Bestatigungstest iiberpriift wer-
den.

Studie zu SERION Multianalyt™
HIV-Test

Fiir die Studie beim Blutspendedienst des
BRK wurde der SERION Multianalyt™-HIV-
IgG-Assay zwei automatisierten Antikorper-
Screeningtests (Chemilumineszenz-Immu-
noassay (ChLIA), Mikropartikel-Enzym-
Immunoassay (MEIA)), einem Line-Immuno-
assay (LIA) und dem PCR-Verfahren (in-house-
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A Abb. 1: A, Mischung von mit unterschiedlichen HIV- bzw. Kontrollantigenen beschichteten Par-
tikeln (Beads) im SERION Multianalyt™-HI-Virus-lgG-Kit zum simultanen Nachweis HIV-spezifi-
scher Antikérper. B, Punktediagramm eines SERION Multianalyt™-HI-Virus-IgG-Tests nach Reak-
tion mit einem Serum. Die Abbildung zeigt die unterschiedliche Reaktivitat der verschiedenen
Beadpopulationen. Die Kontrollpartikel sind nicht abgebildet.
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virion\serion Multianalyt

Anwender: Mustermann Institut: Institut Vilon\Serion GmbH  Adresse Friedrich-Bergius-Ring 19 M <L P
Datum/Uhrzeit  01.02.2007 16:50:03 rore

Lauf: 2007_02_01-16_48-HIV-Test

Instrument: FC500G Typ: FC500 Log SN: Viron

FCS Verzsichnis: C!\ Data

HIV 009 positry
HIV 001 nagaty
HIV 002 negati
HIV 003

HIV 004

HIV 005 HIV-1 posithe
HIV 008 HIV-1 poaitiv
HIv 0a7 HIV-2 positiv
HIV 008 HIV-2 positiv

A Abb. 2: Screenshot des SERION Multianalyt™-HIV-Reports. In dem tbersichtlichen Report wer-
den die Ergebnisse aller testspezifischen Antikdrpertiter, sowie chargenspezifischen Daten ange-

zeigt. Die in arbitrdre Units umgerechneten Antikorpertiter zeigen die Wertung des einzelnen Ana-
lyts an: <10 U/ml negativ, 10-15 U/ml grenzwertig, >15 U/ml positiv. In der zweiten Spalte steht
die Gesamtbewertung als Interpretationsvorschlag in Anlehnung an DIN 58969-41.

Screening- und
Bestatigungstests
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Tab. 1: Gegeniiberstellung der Testergebnisse.
Fir die negativen Seren wurden die Ergebnisse
der Screeningtests und der PCR gewertet. Bei
positiven bzw. fraglichen Seren wurde das Ergeb-
nis des Line-Immunoassays als richtig angenom-
men.

Methode) gegeniibergestellt. Insgesamt wur-
den 232 Seren auf IgG-Antikorper gegen HIV
untersucht. Das fiir den Multianalyt-Assay
genutzte Durchflusszytometer war das FACS-
Calibur™ der Firma Becton, Dickinson and
Company (BD).
Die 232 getesteten Proben setzten sich wie
folgt zusammen:
e 111 in Screeningtests HIV-reaktive Seren
(LIA- und PCR-negativ)
e 3 in Screeningtests HIV-reaktive Seren
(LIA-fraglich und PCR-negativ)
1 im Screeningtest HIV-reaktives Serum
(LIA-HIV-2-positiv und PCR-negativ)
27 bestatigte HIV-1-Seren (Screeningtests
reaktiv, LIA- und PCR-positiv)
90 in Screeningtests HIV-negative Seren
(PCR-negativ).

Fiir Nachweis und Differenzierung HIV-spe-
zifischer Antikorper wurden insgesamt acht
verschiedene HIV-1- und HIV-2-Antigene auf
acht Partikel verschiedener Fluoreszenzin-
tensitaten gebracht. Ein weiteres Partikel war
mit Kontrollantigen zur Detektion unspezifi-
scher Bindungen beschichtet. Die Auswer-
tung erfolgte in Anlehnung an DIN 58969-41
Immunoblot (IB), Spezielle Anforderungen
fiir den Nachweis von Antikorpern gegen HIV-
1 oder HIV-2. Hierfiir wurde ein Algorithmus
entwickelt, sodass mithilfe der SERION Mul-
tianalyt™-Software die Auswertung vollau-
tomatisch geschehen konnte (Abb. 2).

Die Tabelle 1 zeigt die gegeniibergestell-
ten Ergebnisse. Alle HIV-positiven Seren wur-
den mithilfe des SERION Multianalyt™-HI-
Virus-IgG detektiert. Von 111 im Screening-
assay reaktiv vorbewerteten Seren zeigten
110 im SERION Multianalyt™-Assay die kor-
rekte negative Bewertung. Ein Serum zeigte
ein positives Ergebnis. Die drei im Screening-
assay reaktiven und in den Bestiatigungstests
fraglichen Seren wurden negativ, ein Serum
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aus dem Blutspenderkollektiv wurde grenz-
wertig und das im Bestatigungstest HIV-2-
positive, PCR-negative Serum wurde negativ
bewertet.

Die mit dem SERION Multianalyt™-System
durchgefiihrte Zweitbestimmung dieser sechs
nicht ibereinstimmenden Seren ergab keine
Anderung der Verteilung.

Diskrepanzanalyse

Es folgte die Analyse aller sechs diskrepanten
Ergebnisse. Alle sechs Seren waren in der
PCR negativ fiir HIV-RNA. Im Rahmen dieses
Artikels soll jedoch nur auf das vermeintlich
falsch-positive (Serum A) und auf das ver-
meintlich falsch-negative Serum (Serum B)
eingegangen werden (Tab. 2).

Serum A war in beiden Screeningtests reak-
tiv, die Nachtestung des Immunoblots ergab
erneut ein negatives Resultat, Einzel-PCR und
Pool-PCR waren negativ. Die Endbewertung
war negativ bzw. unspezifisch.

Serum B war im Sceeningtest 1 reaktiv, im
Screeningtest 2 negativ und im Line-Immu-
noassay auch in der Nachtestung HIV-2-posi-
tiv. HIV-Einzel- und Pool-PCR wiesen ein
negatives Ergebnis auf, daher wurde eine spe-
zifische HIV-2-PCR in einem externen Refe-

Methode Serum A Nachtestung Serum B Nachtestung
Serum A Serum B

SERION Multianalyt™ pos. pos. neg. neg.

Sceeningtest 1 ChLIA reaktiv - reaktiv -

Screeningtest 2 MEIA reaktiv - neg. -

Line-lmmunoassay neg. neg. HIV-2-pos. HIV-2-pos.

Pool-PCR neg. - neg. -

Einzel-PCR neg. - neg. -

HIV-2-PCR (extern) - - neg. -

Endbewertung neg. bzw. unspezifisch unspezifisch

Tab. 2: Diskrepanzanalysen. Vergleichende Austestungen des im SERION Multianalyt™-System ver-

meintlich falsch-positiv (Serum A) und des vermeintlich falsch-negativ (Serum B) bewerteten Serums.
Wegen des im Line-lmmunoassay positiven HIV-2-Befunds wurde in einem externen Labor eine HIV-2-
PCR durchgefiihrt. Aufgrund fehlenden Serummaterials konnte kein zweiter Line-lmmunoassay durch-

geflihrt werden.

renzlabor durchgefiihrt. Der Blutspendedienst
des BRK bewertete das Serum B am Ende als
unspezifisch.

Wird Serum B aufgrund der unspezifischen
Reaktion nicht einbezogen, so errechnen sich
fiir den Multianalyt-Assay eine Sensitivitét
von 100 % und eine Spezifitdt von 99,5 %.

Zusammengefasst: Sensitivitat und Spezi-
fitat liegen im Bereich der auf dem Markt eta-

blierten und CE-zertifizierten Immunoblots
(LIA).

Diskussion und Ausblick

Von 111 eindeutig im Screeningtest reaktiv
vorbewerteten Seren zeigten 110 im SERION
Multianalyt™-Assay die korrekte negative
Bewertung. Ein Serum zeigte eine positive
Reaktion tibereinstimmend mit beiden Scree-



158

WISSENSCHAFT - SPECIAL: LABORMEDIZIN & DIAGNOSTIK

ningtests, jedoch im Gegensatz zum Line-
Immunoassay und der PCR. Ubereinstim-
mend mit den Ergebnissen der PCR wurde
keines der im Line-Immunoassay grenzwer-
tigen Seren, als grenzwertig oder positiv
bewertet. Ebenso tibereinstimmend mit der
PCR und Screeningtest 2 wurde das im Line-
Immunoassay vermeintlich HIV-2-positive
Serum negativ bewertet. Die Endbewertung
hier war ,unspezifische Reaktion“. Grund-
satzlich ist es moglich, einen positiven Anti-
korpertiter nachzuweisen, wenn das PCR-
Ergebnis negativ ist. Dies ware z. B. der Fall,
wenn bei einer HIV-Infektion antiretrovirale
Medikamente die Viruslast unter die Nach-
weisgrenze driicken bzw. das noch intakte
Immunsystem die Virusreproduktion hemmt.

Von dem Kollektiv aus 90 Blutspenden wur-
den 89 Seren als negativ erkannt, nur eins
wurde im Gegensatz zur negativen Pool-PCR
und dem negativen Line-Immunoassay mit
grenzwertig bewertet.

Die bestehenden serologischen Testver-
fahren bieten in der Regel qualitative (Blot,
PCR) oder quantitative Einzel-Nachweise
(ELISA, Fluoreszenz-PCR) an. Das SERION
Multianalyt™-System ermoglicht den zuver-
lassigen quantitativen Nachweis von Anti-
korpern gegen bestimmte Antigenstrukturen
des HI-Virus in einer Probe mittels Durch-
flusszytometrie. Obwohl sich der SERION
Multianalyt™-HIV-Assay noch in der Stu-
dienphase befindet, unterstreichen diese
Ergebnisse die zu diesem Zeitpunkt schon
marktreife Performance des Tests.

Das SERION Multianalyt™-System fiir den
serologischen Nachweis kann mit einer Rei-

he von im Labor hdufig verbreiteten Geréaten
verschiedener Hersteller genutzt werden (wie
dem BD FACSCalibur™, Beckman Coulter®
Cytomics FC 500 und EPICS® XL™, Partec
CyFlow® usw.) - ein wichtiges Merkmal ist
die Durchflusszytometertypunabhdngigkeit.
Die neuen SERION Multianalyt™-Tests
erdffnen in naher Zukunft vollig neue Wege
in der Analyse von Blutspenderproben und
im Patientenmonitoring. Neben den HI-Virus-
Tests konnen auch andere serologische Fra-
gestellungen mit dieser Methode bearbeitet
werden. Multiplex-Assays sind besonders bei
aufwéndigen Bestédtigungstests (z. B. Nach-
weis von Epstein-Barr-Viren, Borrelia burg-
dorferi (Borreliose) oder Bordetella pertussis
(Keuchhusten)) fiir den Labormediziner oder
das Klinikum von Interesse. Um den perso-
nellen Aufwand weiter zu reduzieren, wird
eine Automatisierung der Abarbeitung eines
SERION Multianalyt-Tests™ bereits realisiert.
|
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