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Die Zuverldssigkeit der virologischen Diagnostik hat ein hohes MafB
erreicht. Trotzdem gibt es Konstellationen, in denen nur der intensive
Informationsaustausch mit dem Laborarzt zum Ziel fiihrt. Insbesondere
fir die Interpretation ungewdhnlicher Befunde sind tiefe Kenntnisse
der Arbeitsweise der verschiedenen Testverfahren und der speziellen

klinischen Umstédnde notwendig.

Hepatitis-Diagnostik

Derzeit kann man funf Formen der Virus-
hepatitis unterscheiden. Sie werden mit
den Buchstaben A bis E bezeichnet.
Daneben kommen als virale Ursachen
fur  Transaminasenerhdhungen  aber
auch viele andere Virusinfektionen in
Betracht. Diese sogenannten Begleit-
hepatitiden koénnen im Rahmen von
Herpesvirusinfektion (hier am haufigs-
ten bei EBV- oder CMV-Primarinfek-
tionen) auftreten und zeichnen sich in
der Regel durch eine nur méBiggradi-
ge Transaminasenerhéhung aus. Im
Gegensatz zur Infektion mit Hepatitis-
Viren stehen hier andere Krankheits-
zeichen im Vordergrund, z.B. ein Exan-
them, respiratorische oder gastro-
intestinale Symptome. Ein Ikterus wird
nur selten beobachtet.

Bei den Hepatitisviren dagegen dominiert
die Lebersymptomatik. Die Infektion kann
allerdings auch symptomlos verlaufen
(insbesondere bei HBV und HCV) und
sich erst im chronischen Stadium oder in
anderen Organsystemen manifestieren.

Verdacht auf akute
Virushepatitis

Zur Abklarung erhdhter Transaminasen
empfiehlt sich eine kostenbewusste,
rationale  Diagnostik ~ gemaB  der
klinischen Fragestellung. Bei Verdacht
auf eine akute Hepatitis-A-Infektion
kann der Nachweis beim Auftreten der
Symptomatik mit einem IgM-spezifischen
Antikorpertest  gefuhrt  werden  (Anti-
HAV-IgM). Fallt dieser Test negativ aus,
ist eine akute Hepatitis-A-Infektion als
Ursache fur die Transaminasenerhdhung
sehr unwahrscheinlich. Der Hepatitis-A-
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Impfschutz wird dagegen in aller Regel
mit einem Test nachgewiesen, der nicht
zwischen IgG und IgM unterscheidet.

Fur die Diagnose einer akuten Hepatitis-
B-Infektion eignet sich die kombinierte
Testung von HBs-Antigen und Anti-HBc-
IgM. Dabei wurde in Einzelfallen bei HIV-
Infizierten mit schlechtem Immunstatus
eine massive Virusreplikation (HBs-
Antigen, HBe-Antigen und HBV-DNA)
Uber mehrere Monate beobachtet,
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ohne dass eine Entzindungsreaktion
in der Leber vorlag. Diese Patienten
sind hoch infektids. Im Rahmen einer
erfolgreichen  alleinigen  HIV-Therapie
kann es dann durch die Verbesserung
des Immunstatus zu einer fulminanten
Entziindungsreaktion (Immunrekonstitu-
tionshepatitis) kommen.

Eine HDV-Diagnostik sollte nur bei
bekannter chronischer HBV-Infektion mit
ikterischem Flare oder bei diagnostizierter
akuter HBV-Infektion angeschlossen
werden. Sie erfolgt kostenbewusst mit
dem Nachweis von Anti-HDV-IgM.

Der Nachweis einer akuten HCV-Infektion
ist selten, da diese Infektion meistens
asymptomatisch verlauft und daher nicht
im akuten Stadium entdeckt wird.
Meist ist der Nachweis von Anti-HCV
mit nachfolgendem Bestatigungstest
ausreichend. Dagegen ist bei ent-
sprechendem Expositionsverdacht (z.B.
Drogenkonsum, Nadelstichverletzung an
HCV-Infiziertem) und klinischer Symp-
tomatik eine HCV-PCR gerechtfertigt.

Reaktivierung oder
Neuinfektion

Erneute  Transaminasen-Erhdhungen
oder ein ikterischer Flare bei Patienten
mit chronischer Hepatitis bzw. friher
exponierten Patienten kdnnen verschie-
dene Ursachen haben. Neben einer
Superinfektion durch andere Hepatitis-
viren (HAV oder HBV bei bekannter
HCV-Infektion; HDV bei chronischer
HBV-Infektion) sollte eine Reaktivierung
(HCV oder HBV) ausgeschlossen werden.
Offensichtlich bedeutet die Entwicklung
von Anti-HBs des neutralisierenden Anti-
korpers im Lauf einer HBV-Infektion nur
die Kontrolle des Korpers Uber das Virus,
aber nicht seine Elimination aus dem
Korper. Bei besonderen Formen der
Immunsuppression (Knochenmarktrans-
plantation, HIV-Infektion oder Behand-
lung mit Rituximab) muss mit Reakti-
vierungen gerechnet werden. Zum
Nachweis einer Reaktivierung eignen
sich, neben den bereits oben erwahnten
Antikdrpertests, quantitative Nuklein-
saurenachweisverfahren (bDNA, PCR)
fir HCV- und HDV-RNA sowie fir HBV-
DNA. Bei der Hepatitis-B kdnnten auch
Anderungen von HBe-Antigen, Anti-
HBe, HBs-Antigen und Anti-HBc-IgM
for die Interpretation wichtig sein. Bei
immungeschwachten HIV-Infizierten un-
ter initialer antiretroviraler Therapie sollte
man auch an die Moglichkeit einer star-
keren zytotoxischen T-Zellantwort im Sin-
ne einer Immunrekonstitution denken.

Spezielle Probleme bei der
Hepatitis-Diagnostik

Was nun, wenn bei der Frage nach ei-
ner Hepatitis-B-Infektion allein Anti-HBc
(Antikdrper gegen das Core-Antigen
des Hepatitis-B-Virus) positiv  sind?
Dieser nicht ganz seltene Befund kann
unterschiedliche Ursachen haben. Zum
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einen kann es sich um einen Hinweis
auf eine friher abgelaufene HBV-In-
fektion handeln, bei der Anti-HBs
unter die Nachweisgrenze gesunken
ist. Eine andere Moglichkeit ist eine
chronische HBV-Infektion mit niedriger
Virusreplikation und ohne nachweisba-
res HBs-Antigen. Eine dritte Mdglichkeit
besteht in einer unspezifischen Reak-
tion gegen das im Test benutzte Antigen,
insbesondere wenn das Testsignal nied-
rig ist und kein Anti-HBe nachgewiesen
werden kann.

Um zu einer Diagnose zu kommen,
kann man eine einmalige Hepatitis-B-
Impfung durchfGhren und nach vier
Wochen auf Anti-HBs testen. Falls eine
alte HBV-Infektion vorliegt, sollte ein ho-
her Anti-HBs-Titer messbar werden, als
Ausdruck der anamnestischen Immun-
reaktion. Die zweite Moglichkeit kann
man durch HBV-DNA im Blut mit einer
sensitiven HBV-PCR nachweisen.

Hepatitis-B-Mutanten

Noch seltener als isolierte positive Anti-
HBc ist ein Fehlen von HBs-Ag (Hepa-
titis-B-Surface-Antigen) bei  massiver
Virusreplikation, nachgewiesen durch
hohe Werte fur HBV-DNA mittels Nuk-
leinséuretests. Dieser Befund kann auf
Mutationen der antigenen Determinante
des HBs-Antigens zurlckgehen. Da
verschiedene Hersteller unterschiedliche
antigene Determinanten in den Testen
benutzen, kdnnen die Ergebnisse davon
abhangen, welcher Test benutzt wurde.
Eine Sequenzierung der antigenen De-
terminante beim Patienten ist geeignet,
sogenannte  Immun-Escape-Varianten
zu entdecken. Solche werden gele-
gentlich bei peripartal von der Mutter
infizierten Kindern nach Impfung oder
bei Infektionen unter Immunsuppression
gefunden, also in Situationen, bei denen
eine groBe Virusmenge und ein nicht voll
funktionstlichtiges Immunsystem  mit
partieller Immunitat zusammentreffen.

Eine weitere Besonderheit bei der Hepa-
titis B sind pra-core- oder HBe-minus-
Mutanten. Hierbei ist die normalerweise
gultige Kopplung zwischen Anti-HBe-
positivem (und damit HBe-Antigen-ne-
gativem) Status und gunstiger Prognose
aufgehoben. Aufgrund einer genetischen
Anderung produzieren diese Viren kein
HBe-Antigen mehr und HBV kann in
der Leberzelle replizieren, ohne dass die

Antikdrper-vermittelte Immunitat durch
Anti-HBe die weitere Ausbreitung in der
Leber begrenzt. Diese Patienten erkennt
man an der hohen HBV-DNA-Konzen-
tration (>10° Genomaquivalenten pro
Milliliter) trotz Antikbrpern gegen HBe-
Antigen. Auch diese Mutanten kann
man mittels Nukleins&uresequenzierung
nachweisen.

Weitere Einsatzgebiete der Nuklein-
sauresequenzierung sind das Thera-
pieversagen unter Nukleosid- bzw.
Nukleotid-Analoga sowie bei HBV/HIV-
Koinfizierten vor HBV-Therapie, wenn
die HIV-Infektion friher mit Lamivudin
behandelt wurde.

Schwierige
HCV-Diagnostik

Die Probleme bei der HCV-Diagnostik
sind ganz anderer Natur. So kann es
schwierig sein, vernunftige Aussagen
zum Infektionsstatus zu treffen, wenn
sich nach reaktivem HCV-Suchtest im
Bestatigungstest nur eine einzelne Ban-
de zeigt. Isolierte Banden kdnnen immer
auch unspezifisch sein oder sie deuten,
wenn sie gegen das HCV-Core-Protein
gerichtet sind, z.B. auf eine abklingende
Immunreaktion nach Ausheilen einer
friher chronischen Infektion. Liegt eine
einzelne Antikérper-Reaktion (Bande)
gegen das NS3-Protein vor, so kann es
sich zudem auch um die einzige Spur
einer akuten HCV-Infektion mit spon-
taner Ausheilung handeln. Hier ist zur
Abgrenzung gegen eine floride Infektion
mit Replikation ein HCV-RNA-Nachweis
empfehlenswert.

HIV-Diagnostik
Infektionsnachweis

FUr den Nachweis einer HIV-Infektion
stehen qualitativ hochwertige Verfahren
von multiplen Herstellern zur Verfligung.
Die heute gangigen Suchtests der drit-
ten Generation weisen Antikorper gegen
alle derzeit bekannten HIV-Typen nach
(HIV-1 der Gruppen M und O sowie HIV-
2) nach. Bei Testen der vierten Genera-
tion wird zusatzlich freies HIV-p24-Anti-
gen nachgewiesen, was in der frihen
Phase der Infektion einige Tage vor der
Antikdrperbildung auftreten kann. Diese
Teste verklrzen zwar das diagnostische
Fenster, eine HIV-Infektion kann jedoch
weiterhin erst dann mit hinreichender

Sicherheit

werden,
wenn das Testergebnis 12 Wochen nach
Exposition negativ ist.

ausgeschlossen

Suchtest positiv,
Bestatigung fraglich

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit die-
ser Tests kdnnen sich Probleme bei der
Bestatigung eines reaktiven Ergebnis-
ses geben. Die Bestatigungsverfahren
(Westernblot oder Line-Immuno-Assay)
sind namlich beim Antikdrpernachweis
weniger empfindlich. HIV-p24-Antigen
wird grundsatzlich nicht erfasst. Ein re-
aktiver Suchtest soll deshalb, wenn die
Bestatigungsreaktion negativ ist, in der
Regel mittels Nukleinsdurenachweisver-
fahren (PCR, bDNA etc.) weiter abge-
klart werden. Alternativ kann man auch
eine zweite, spatere Serumprobe im
Antikdrpertest analysieren, verliert aber
dann wieder die Zeit, die man durch die
Erhéhung der Sensitivitat der Suchteste
gewonnen hat.

Durch intelligente Kombination verschie-
dener Tests der vierten Generation mit
unterschiedlicher  Empfindlichkeit  flr
HIV-p24-Antigen lasst sich gelegentlich
eine Klarung ohne Einsatz der PCR kos-
tengUnstig herbeifihren. Das heif3t, man
fUhrt zuerst den Test durch, der eine ge-
ringere p-24-Antigenempfindlichkeit hat.
Falls dieser niedrig-reaktiv ist, wird an-
schlieBend der Test mit der hoheren
p-24-Ag-Empfindlichkeit  durchgefuhrt.
Beim tatsachlich HIV-Infizierten sollte
dieser zweite mindestens ebenso nied-
rig-reaktiv sein und es sollte zur weiteren
Abklarung eine PCR veranlasst werden.
Beim falsch-reaktiven Ergebnis wird der
zweite Test moglicherweise negativ
ausfallen und damit eine HIV-Infektion
ausschlieBen.

Falsch-positiver Test?

Ein ganz anderes Problem kann hin-
sichtlich der Spezifitdt der Anti-HIV-
Tests auftreten. Gllcklicherweise sind
diese Félle sehr selten. Wahrend die
Suchteste mit einer Spezifitdt von
99,9% nur etwa einen von tausend
HIV-negativen Blutspendern irrtimlich
als reaktiv einstufen, kann die falsch-
positive Rate bei nicht HIV-infizierten
Kranken erheblich héher sein und bis
zu 1% betragen. Normalerweise werden

diese falschen Signale durch den Besta- >
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tigungstest korrigiert. In seltenen Féllen
konnte aber gezeigt werden, dass auch
die Spezifitdt der Bestatigungstests
limitiert ist. Gerade beim Auftreten von
schwachen Reaktionen oder von inkom-
pletten Antikdrpermustern ist daher Vor-
sicht bei der Interpretation der Besta-
tigungstests angebracht. Im Einzelfall
sind weitere Tests unter Einsatz von
Nukleinsdurenachweisverfahren  aus
Plasma und aus Lymphozyten aus
mehreren konsekutiven Blutabnahmen
notig, bevor ein abschlieBendes Urtell
gebildet werden kann.

Neugeborenen-Diagnostik

Schwieriger ist die Beantwortung bei
Kindern von HIV-infizierten Muttern,
weil alle reif geborenen Kinder bis
weit in ihr zweites Lebensjahr hinein
HIV-Antikdrper in  sich tragen. Der
Antikdrpernachweis ist also notwen-
digerweise positiv. Die Frage nach dem
Infektionsstatus kann daher nur durch
den Nukleinsdurenachweis beantwor-
tet werden. Im Regelfall werden die
Schwangeren aber in der Endphase
antiretroviral behandelt und das Kind
erhalt fir die ersten Lebenswochen
eine medikamentése Postexpositions-
prophylaxe (PEP). Damit wéare auch im
Fall einer HIV-Infektion die Plasmavirus-
last mdglicherweise unter die Nachweis-
grenze supprimiert. Deshalb findet der
Virusnachweis nicht im Plasma, son-
dern in den kindlichen Lymphozyten
statt (provirale cDNA). Der einzusetzen-
de Test richtet sich selbstverstandlich
nach dem bei der Mutter vorliegenden
Virus und sollte in Zweifelsfallen mit
mutterlichen Lymphozyten ein positives
Ergebnis liefern. Eine serologische Ab-
schlusskontrolle auf HIV-Antikrper er-
folgt beim Kind sicherheitshalber erst
nach 18-24 Monaten.

Genotypische Resistenztestung
ist Kassenleistung, wenn

— Viruslast innerhalb von 4-6 Monaten
nicht <50 ¢/ml

- erneuter Viruslastanstieg >3fach
iiber dem Tiefstpunkt

— Viruslastabfall um <90% nach
8 Wochen Therapie
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Viruslast
FUr die Bestimmung der Viruslast gibt
es einige kommerzielle Verfahren

(bDNA-Bayer,PCR-Roche, PCR-Abbott,
NASBA-Biomerieux), die alle vergleich-
bare Ergebnisse liefern. Auch die Unter-
schiede beim Nachweis verschiede-
ner Subtypen sind sehr gering gewor-
den. Der Test der Firma Abbott kann
im Gegensatz zu den Mitbewerbern
auch HIV-1/0O-Infektionen empfindlich
nachweisen, doch hat dieser Vorzug
kein Gewicht, da derartige Infektionen
in Deutschland kaum vorkommen. HIV-
2 wird von keinem der kommerziellen
Systeme erfasst. Die Testergebnisse der
Nukleinsdurenachweisverfahren  unter-
liegen zudem - neben technischen
Schwankungen - auch einer biologi-
schen Variabilitét, so dass nur Anderun-
gen um Faktor 3 und gréBer signifikant
Uber einer Zufallsschwankung liegen.

Resistenztest

Zur genotypischen Resistenztestung
stehen heute Systeme verschiedener Fir-
men zur Verflgung (Abbott-ViroSeq™;
Bayer-Truegene™; Vircolab-Virco Type
HIV-1™:  ViroLogic-GeneSeq HIV™),
Daneben gibt es an einigen Universi-
tatslaboren selbst entwickelte Testver-
fahren zur Sequenzierung des HIV-
Proteasegens und HIV-Reversen Tran-
skriptase. Das Mutations-Muster wird
dann mit Hilfe komplexer Algorithmen
interpretiert. Teilweise sind diese Al-
gorithmen Bestandteil des kommer-
ziellen Tests. Daneben existieren aber
auch frei zugangliche Interpretations-
algorithmen, z.B. ANRS (Agence natio-
nale de recherches sur le sida),
Rega Institut — Leuven, Geno2pheno,
Genafor — Bonn, und die Stanford HIV
Drug Resistance Databank, die es
dem Behandler ermdglichen, Einblick
in das Zustandekommen einer Bewer-
tung zu nehmen. Resistenztestungen
bei einer Therapie mit Fusionsinhibi-
toren werden von spezialisierten Labo-
renangeboten (u.a. Nationales Referenz-
zentrum fUr Retroviren — Uni Erlangen,
Max von Pettenkofer-Institut, LMU-MUn-
chen). Eine Resistenztestung vor The-
rapiebeginn, wie sie in verschiedenen
internationalen Empfehlungen gefordert
wird, ist derzeit noch nicht erstattungsfahig.

Autor: Prof. Josef Eberle - Max von Pettenkofer-
Institut, Pettenkoferstr. 9a, 80336 Mdnchen,
eberle@imu.de

Wie gut ist der Impfschutz

Die Impfung gegen Hepatitis-A-Viren
fiihrt bei nahezu allen Geimpften zu ei-
nem Aufbau einer belastbaren Immunitét.
Nach einer Auffrischimpfung, die idealer-
weise 6-12 Monate nach der Erstimpfung
erfolgt, kann man von einem 10-jahrigen
Impfschutz ausgehen.

Nach einer kompletten, dreiteiligen Imp-
fung gegen das Hepatitis B-Virus sind da-
gegen nur bei etwa 90-95% der Impflinge
neutralisierende Antikorper gegen das
HBV-Oberflachenprotein (HBs-Antigen),
also Anti-HBs, nachweisbar. Die erziel-
bare Schutzrate sinkt mit dem Alter der
Impflinge.

Ist vier bis sechs Wochen nach einer
kompletten Impfserie Anti-HBs mit mehr
als 100 IU/L nachweisbar, so ist unge-
achtet eines Absinkens dieses Titers
von einem Schutz vor einer klinisch be-
merkbaren HBV-Infektion sowie vor einer
Chronifizierung im Falle einer Infektion
fiir mindestens 10 Jahre auszugehen.
Zusitzlich sind diese Geimpften vor einer
HDV-Infektion geschiitzt.

Bei HiIV-infizierten Impflingen hdngt die
Entwicklung eines dauerhaften Impf-
schutzes von der Immunsituation zum
Impfzeitpunkt ab. Die erzielbare Anti-
korperantwort (Titerhdhe und vermutlich
Dauer der Schutzwirkung) ist insgesamt
schwicher als bei nicht mit HIV Infizier-
ten. Unterhalb von 250 CD4+-Zellen/pl ist
kaum noch ein Impferfolg zu erwarten.
Einige Autoren schlagen vor, die Impf-
dosis zu verdoppeln, um einen ausrei-
chenden Schutz zu erzielen. In jedem
Fall solite man jedoch den Impferfolg
kontrollieren und gegebenenfalls mog-
lichst unter besseren immunologischen
Bedingungen nachimpfen.

Links zu Interpretationsalgorithmen

ANRS iiber
http://pugliese.club.fr/index.htm
Stanford HIV Drug Resistance Databank
iiber
http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/
hiv_central.pl?program=hivdb
Geno2pheno - Genafor iiber
http://195.37.60.133/cgi-bin/
geno2pheno.pl/

Rega Institut — Leuven iiber HiValg:
http://hivdb6.stanford.edu/asi/deployed/
hiv_central.pl?program=hivalg |




