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Referenzzentrum fur Retroviren —
was machen die eigentlich?

Das Nationale Referenzzentrum fliir Retroviren besteht seit 1996 am Institut fiir Viro-

logie in Erlangen und ist Teil eines Netzwerks von Referenzzentren und Referenzlabors

in der Bundesrepublik, das vom Robert Koch-Institut im direkten Auftrag der Bundes-

regierung zur Uberwachung von Infektionen in Deutschland verwaltet wird.
Das Nationale Referenzzentrum fiir Retroviren (NRZ) teilt sich mit dem Robert Koch-
Institut die wesentlichen epidemiologischen Aufgaben in Hinsicht auf retrovirale Infek-

tionen. Dies umfasst die zentrale Erfassung am RKI von Inzidenz und Prévalenz der

HIV-Infektion und die Typisierung der transmittierten Erreger, wie es in nationalen und

internationalen Studien zur Erfassung der Ubertragung von resistenten HIV seit Jahren

erfolgt und jetzt europaweit im EuropeHIVResistance-Program fortgesetzt wird.

Neben den rein epidemiologischen As-
pekten ist eine Hauptaufgabe des NRZ die
Referenzdiagnostik. Wann immer sich also
die Frage stellt, ob eine Infektion mit

\
o[ naon | | Serum
v
Wiederhnlen?l
™
o]
v
Bestitigungstests
N T~
negativ fraglich
12 v
™

Diagnose gesichert, Serokonversion ?

Abb. 1: Schema der Diagnosesicherung bei
retroviralen Infektionen. Durchgesetzt hat
sich der gestaffelte Einsatz von ELISAs als
Screening-Verfahren, Immunoblot oder
Immunfluoreszenz und bei Verwendung von
Antigen-Antikdrper-Kombinations-ELISAs
auch des p24-Antigen-ELISAs zur Bestati-
gung im rein serologischen Bereich. Nur bei
unklaren serologischen Ergebnissen empfiehlt
sich der Einsatz von Nukleinsdure-basie-
renden Tests ,als letzte Instanz" Als Tipp fiir
die Einsender, fast alle serologischen Tests
konnen aus Plasma und Serum durchgefiihrt
werden, so dass Vollblut im Zweifelsfall

immer die bessere Wahl ist.
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Vollblut

einem Retrovirus vorliegt, dies aber durch
reguldre Tests nicht ohne weiteres fest-
stellbar ist, und ausreichend und geeig-
netes Probenmaterial zur Verfligung steht,
kann das NRZ eine definitive Antwort fin-
den (Abb. 1).

UNKLARE BEFUNDE

Zur Abkldarung kommen unklare serolo-
gische Befunde meist zu der relativ hdu-
figen HIV-1-Infektionen, aber auch zu In-
fektionen mit HIV-2 und HTLV-1. Hier
werden dann serologische Bestatigungs-
tests bzw. Nukleinsdurenachweise (hiufig
auch NAT genannt fiir engl.: nucleic acid
test)
durchgefiihrt. Die weiterfiihrende Dia-
gnostik flr die seltenen retroviralen Infek-
tionen ist weniger verbreitet, da der
Hauptanteil aller retrovirologischen Infek-
tionen in Deutschland von HIV-1 verur-

auf viraler und proviraler Ebene

sacht wird. Ferner gewinnt das Therapie-
monitoring von HIV-2- und HTLV-1-Infek-
tionen zunehmend an Bedeutung.

VIRUSLAST BEI HIV-2 UND HTLV

Aufgrund der steigenden Nachfrage nach
Quantifizierung von HIV-2-RNA und HTLV-
DNA hat das NRZ sein Spektrum an Nukle-
insdurenachweisen erweitert. Die Bestim-
mung der Viruslast bei HIV-2-Infektionen
stellt wegen der geringen Virusmenge im
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Blut selbst in klinisch apparenten Fallen
eine molekularbiologische Herausforde-
rung dar. Bei klinisch apparenten HTLV-1-
Infektionen besteht Bedarf fiir Therapie-
monitoring lberwiegend im Kontext von
neurologischen Manifestation, z.B. der tro-
pischen spastischen Paraparese. Ein neu
entdecktes Retrovirus, das Retrovirus
XMRYV, das moglicherweise mit dem Pros-
tata-Karzinom assoziiert ist, lasst sich seit
kurzem ebenfalls quantifizieren.

WEITERFUHRENDE HIV-DIAGNOSTIK

Neben den von der Krankenkasse zugelas-
senen Tests zum Therapiemonitoring von
HIV-1 kann das NRZ eine Reihe weiterer
diagnostischer Untersuchungen durchfiih-
ren. Zu dieser speziellen Diagnostik geho-
ren z.B. die phanotypische Resistenztes-
tung, die Bestimmung der viralen Replika-
tionskapazitat sowie der Nachweis von
resistenten Minoritaten fiir z.B. K65R,
K103N und M184V Mutationen in der re-
versen Transkriptase. Die Anzahl der Anfor-
derungen zur phanotypischen Resistenz-
testung ist in letzter Zeit stark zuriickge-
gangen, was wohl auf die fehlende
Kostenerstattung zuriickzufiihren ist. Um
zu gewahrleisten, dass auch in Zukunft
und insbesondere auch fiir neue Substan-
zen ausreichend verldssliche Informationen
zur Verfiigung stehen, baut das NRZ der-
zeit in Kooperation mit dem HIV-GRADE-
Team (www.hivgrade.de) und dem Kom-
petenznetz HIV ein System zur Uberwa-
chung und Testung von neuen Mutationen
auf.

NEUE METHODEN ENTWICKELN

Zu den Aufgaben des NRZ als Referenzla-
bor gehort auch die Auswertung der Pro-
ben fiir Ringversuchen fiir serologische
Tests und Nukleinsaurenachweise. Bis Ende
Februar 2007 beispielsweise wurde vom
NRZ in Kooperation mit der Kommission
flir antivirale Therapie der deutschen Ge-
sellschaft fiir Virologie ein Ringversuch
zur genotypischen Resistenztestung bei
HIV durchgefiihrt.
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Ein relativ neuer, aber immer wichtigerer
Bereich ist zudem die Entwicklung von
Methoden zur Interpretation genoty-
pischer Daten. So werden derzeit das bio-
informatisch unterstiitzte, frei verfligbare
geno2pheno-System weiter entwickelt
und die Vorhersage des Resistenz-Phano-
typs mittels eines deutschen Konsensus-
Interpretationssystem fiir genotypische
HIV-1-Resistenzdaten (HIV-GRADE) kli-
nisch validiert.

OFFENTLICHKEITSARBEIT

Das NAZ leistet auch Beratung und Of-
fentlichkeitsarbeit. Hier spielen drei Tatig-
keitsbereiche eine wesentliche Rolle. Die
aktive Teilnahme an nationalen und inter-
nationalen Veranstaltungen, die den wis-
senschaftlichen Anspruch unterstreicht
und gleichzeitig dem Erwerb und der Ver-
breitung von Informationen dient. Die in-
dividuelle Beratung fiir diagnostische La-
boratorien, klinisch tatige Arztinnen und
Arzte, Mitarbeitern im offentlichen Ge-
sundheitsdienst und in gewissem Umfang
auch Privatpersonen (z.B. Infizierte), ver-
mitteln den Mitarbeitern des NRZ wert-
volle Einblicke in den klinischen Alltag.

RETROVIRUS-BULLETIN

Das Retrovirus-Bulletin, das offizielle Pub-
likationsorgan des NRZ, erscheint viertel-
jahrlich. In dieser Publikation werden
neben NRZ-spezifischen Ankiindigungen
Themen von allgemeinem Interesse aus
dem Bereich der Retrovirologie fir ein
breites Publikum mit sehr unterschied-
lichen Vorkenntnissen behandelt. Das Bul-
letin hat sich z.B. als beliebte Auslage in
Arztpraxen erwiesen und erfreut sich mit
einer Auflage von 2.500 Exemplaren ge-
nerell eines positiven Feedbacks. Dankens-
werterweise konnten fiir die Gestaltung
regelmaBig Autoren auBerhalb des NRZ
gewonnen werden.

Das Retrovirus-Bulletin ist mit allen Aus-
gaben frei online auf der Homepage des
NRZs (www.viro.med.uni-erlangen.de/nrz/
nrz.htm) verfiigbar.

Abb. 2: Verteilung der phanotypischen Resis-
tenz uber alle eingesendeten Isolate. Die
Einteilung gemiB S-1-R (suzeptibel - inter-
mediir - resistent) erfolgte gemaB phanoty-
pischer Resistenz und daher nur bedingt nach
klinischen Kriterien. Im NRZ wurden im Laufe
der Zeit ca. 1.100 Isolate auf phanotypische
Resistenz hin untersucht und ca. die Halfte
davon waren insgesamt empfindlich (pro
Substanz). Die Gesamtzahl der getesteten
Isolate pro Substanz ist dabei unterschied-
lich, so liegt sie z.B. fiir TPV noch bei <100
Isolaten. Dennoch zeichnet sich ein glinstiges
Kreuzresistenzprofil fiir den neueren Proteas-
einhibitor klar ab.

Darunavir ist in Europa noch nicht zugelassen
und steht flir die Testung derzeit noch nicht

zur Verfligung

Nicht unerwdhnt bleiben sollen auch die
zahlreichen Projekte im Bereich der
Grundlagen- und angewandten For-
schung, die durch die Deutsche For-
schungsgemeinschaft (DFG), das Bundes-
ministerium fiir Bildung und Forschung?
(BMBF) sowie weitere nationale Férderer
und durch Forschungsmittel der Europa-
ischen Union unterstiitzt werden.
Ohne die Ndhe zur Forschung und der all-
gemeinen Virologie ware die Arbeit als Re-
ferenzlabor - gerade in der Abkldrung vie-
ler kleiner Unwagbarkeiten - nicht zu ge-
wahrleisten.
Dr. Hauke Walter
Institut fiir klinische und molekulare Virologie
Nationales Referenzzentrum fiir Retroviren
Universitét Erlangen-Niirnberg
Schlossgarten 4
91054 Erlangen

Email: hauke.walter@viro.med.uni-erlangen.de
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Service des NRZ

Das NRZ bietet seinen Partnern — behan-
delnden Arzte, Laboratorien, Gesundheits-
behorden - folgende Leistungen an:

e Beratung zu Fragen der Diagnostik und Epi-
demiologie von Immundefizienzviren und
T-Zell-Leukdmieviren sowie bei Fragen zur
AIDS-Pathogenese und Therapie.

Serologische Diagnostik fir humane Immun-
defizienzviren (HIV-1/-2) und humane T-Zell-
Leukamieviren (HTLV-1/-2)

Molekulargenetischer Nachweis und Typi-

sierung humaner Immundefizienzviren und

T-Zell-Leukdamieviren

= zu diagnostischen Zwecken (frithe Erfassung
von Infektionen, Infektionstestung von Neu-
geborenen seropositiver Mitter, Klarung von
fraglichen serologischen Befunden)

=fiir epidemiologische Fragestellungen und
zur Abklarung von Infektionsketten (Subty-
pisierung von HIV-1-Isolaten, Identifizierung
und Charakterisierung von HIV-2-Isolaten)

¢ Im Rahmen von Verlaufsbeobachtungen, zur

Therapiekontrolle und Erfassung der Resis-

tenzentwicklung werden folgende Unter-

suchungen durchgefihrt:

= Quantitative Bestimmung der Viruslast
(Bestimmung der HIV-1 RNA-Kopien im
Plasma)

= Geno- und Phénotypische Resistenztestung
von HIV-1

= Isolierung von humanen Immundefizienzvi-
ren und T-Zell-Leukamieviren (Virusanzuich-
tung und Subtypisierung)

= Analyse der molekularen Grundlagen des
asymptomatischen  HIV-Tragerstatus  bei
Langzeitiiberlebenden

= Standardisierung von Methoden zur Bestim-
mung genetischer Subtypen und Serotypen
von HIV (Peptid-Serologie, Sequenzierung
proviraler DNA und viraler RNA)

Externen Laboratorien steht auf Anfrage eine
Stammsammlung zur Verfiigung, die sowohl
die konventionellen Laborstimme von HIV
und HTLV als auch Isolate aus Patientenma-
terial (z.B. HIV-1 non-B Subtypen) umfasst.
Dariiber hinaus steht interessierten Dia-
gnostikern und Grundlagenforschern eine
umfangreiche Sammlung von Plasmiden zur
Verfligung.
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