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Die virus load Bestimmung: Klinische Relevanz
bei Infektionen mit HIV, HBV und HCV

Clinical Relevance of Viral Load Determination in HIV, HBV and HCV Infection

Annemarie Berger', H.W.Doerr', B. Weber'23 -

Zusammenfassung: Die quantitative Bestimmung
der Hepatitis B Virus (HBV) DNA mit Hilfe der Hy-
bridisierung wird neben der klassischen Serologie zur
Verlaufskontrolle der chronischen Hepatitis B seit lan-
gerer Zeit cingesetzt. Dagegen sind erst seit kurzem
molekularbiologische Verfahren zur Quantifizierung
der ,.Virus-Last™ bei der HIV- und Hepatitis C Virus
(HCV) Infektion in Form kommerzieller Testkits ver-
fiigbar . Die HIV-1 RNA Kopienzahl stellt neben der
CD4*-Zellzahl den zuverlidssigsten prognostischen
Marker, mit einer vergleichbar hohen Aussagekraft
wie onkologische Stadieneinteilungen, dar. Dennoch
bediirfen die aktuellen Testkits einiger Verbesserun-
gen. Mangelhafte Reproduzierbarkéit im unteren MeB-
bereich, fehlende Standardisierung sowie eine schlech-
te Sensitivitit fir Non-B HIV-1 Subtypen stellen
neben den hohen Reagenzienkosten die wichtigsten
Nachteile der meisten zur Zeit verfiigbaren Testkits
dar. Bei der Verlaufskontrolle der chronischen Hepati-
tis B nimmt die Quantifizierung der HBV-DNA iiber
Hybridisierung oder PCR nur eine untergeordnete
Rolle ein. Der qualitative HBV-DNA-Nachweis wird
bevorzugt zur Uberpriifung der Infektiositit oder zur
Abkldarung ungewohnlicher Serokonstellationen einge-
setzt. Nach neueren Erkenntnissen wird der Verlauf
der HCV-Infektion nicht oder nur unwesentlich vom
Ausmall der Viruslast beeinflut. Als prognostische
Faktoren spielen vor allem Alter, Geschlecht und Al-
koholkonsum eine wesentliche Rolle. Dagegen scheint
die Erfolgsaussicht der antiviralen Therapie mit der
vor Behandlungsbeginn gemessenen Kopienzahl zu
korrelieren.

Schliisselwérter: Viruslast; HIV-Infektionen; Hepa-
titis B;-Hepatitis C; DNA, Virale/Blut; RNA, Virale/
Blut, Variation (Genetik); Serodiagnostik.

Summary: While the determination of HBV DNA
with hybridization techniques has been used together
with conventional serology for several years in the fol-
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low-up of chronic hepatitis. B, molecular assays for
quantification of viral load in HIV and HCV infected
patients have only recently become available as com-
mercial test kits. HIV-1 RNA copy number measure-
ment represents independently of CD4* cell count the
most accurate prognostic marker for HIV infection
with a high-precision corresponding to that of oncolo-
gic tumor staging procedures. However, currently
available test kits need to be improved. The poor re-
producibility for low copy numbers, the absence of
standardization and low sensitivity for non-B HIV-1
subtypes represent the major drawbacks of most of the
assays. Quantification of HBV DNA by hybridization
or PCR plays only a minor role for the follow-up of
chronic hepatitis B. Qualitative HBV DNA detection is
preferentially used for the determination of infectiosi-
ty and resolution of unusual serological profiles. Ac-
cording to most recent findings, the course of HCV in-
fection is not influenced by viral load. Age, gender and
alcohol consumption represent the most important pro-
gnostic factors. In contrast, the response to antiviral
therapy seems be correlated with the copy number
measured prior to treatment.

Keywords: Viral Load; HIV-Infections; Hepatitis B;
Hepatitis C; DNA, Viral/blood; RNA, Viral/blood; Va-
riation (Genetics); Serodiagnosis.

'. ie Feststellung der hdmatogenen Erregerausbrei-
! tung im Organismus ist ein diagnostisches Verfah-
ren, dessen prinzipielle Bedeutung fiir Pathogenese
und Prognose einer Infektion seit langem bekannt ist.
Aus methodisch-technischen Griinden hat diese Unter-
suchung in der Virologie, anders als in der Bakteriolo-
gie, jedoch nur-in Einzelfillen eine wichtige Rolle ge-
spielt. Musterbeispiel hierfiir ist die Virushepatitis B,
weil es hier meist zu einer exzessiven Freisetzung von
Antigen in die Blutbahn kommt, was immunologisch
leicht nachgewiesen werden kann. Allerdings ist diese
Antigendmie mit der Virdmie nur eingeschrinkt korre-
liert. Das haben u.a. klinische Verlaufsstudien und
elektronenoptische ~ Serumuntersuchungen  gezeigt.
Auch bei vielen anderen Virusinfektionen verliuft die

Replikation mit einer hohen AusschuBrate unter Bil- -

dung inkompletter bzw. defekter Partikel.
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Der Genomnachweis gilt heute als der ideale Surro-
gatmarker fiir die Bestimmung der Zahl von in die
Blutbahn freigesetzten kompletten, infektionstiichtigen
Viren. Da Viren generell nur aufwendig bzw. oft gar
nicht routinemiBig in Kultur angeziichtet werden kon-
nen, hat die Erfindung der Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) zur Amplifikation viraler Genomsequenzen (an.

Stelle der Amplifikation des kompletten Virus in Kul-
tur) die virologische Labordiagnostik regelrecht revo-
lutioniert. Dies gilt besonders fiir Diagnose und Thera-
piebeurteilung bei ¢hronischen Viruskrankheiten. Im
folgenden soll der Stellenwert dieser modernen mole-
kularbiologischen Virusdiagnostik, die Bestimmung
des virus load im Plasma bzw. Serum des Patienten fiir
die Infektionen mit HIV, HBV und HCV, besprochen
werden.

HIV-assoziierte Krankheiten

Obwohl die Pathogenese der HIV-assoziierten Krank-
heiten noch einige Ritsel aufgibt, ist heute allgemein
akzeptiert, dal die hiamatogene, nicht zellassoziierte
Aussaat kompletter Viruspartikel unter allen Labor-
markern den hochsten pathognomonischen Stellenwert
besitzt [1-7]. Darauf haben bereits friihe Untersuchun-
gen hingedeutet, die auf den Nachweis des inneren Vi-
russtrukturantigens p24 oder auf die Isolierung und
Anziichtung des Virus in Zellkultur zielten. Trotz einer
recht guten statistischen Korrelation zur HIV-Pathoge-
nese erwies sich der vergleichsweise wenig sensitive
HIV p24-Antigentest fiir die Beurteilung des individu-
ellen Infektionsfalles als ungeéeignet. Sein einge-
schrinkter Stellenwert liegt weiterhin in der kosten-
giinstigen screening-Diagnostik einer neonatalen bzw.
Friihdiagnostik einer priméren HIV-Infektion (also im

Falle einer ‘bekannten Infektexposition) [8, 9]. Der

Zellkulturversuch zum HIV-Nachweis hat eine ent-
scheidende prognostische Aussagekraft, wenn Synzy-
tien-induzierende Virusstimme bzw. -Varianten im
Untersuchungsmaterial des Patienten gefunden wer-
den. Diese Methodik ist jedoch zeit-, arbeits- und ko-
stenintensiv und bringt hohe Sicherheitsauflagen an
das Laboratorium mit sich.

Der entscheidende Durchbruch fiir die theraplebe-
stimmende Labordiagnostik der HIV-Infektion kam
mit der Entwicklung des HIV-RNA-Nachweises. iiber
die reverse transcriptase Polymerasekettenreaktion

(RT-PCR) oder alternative Amplifikations- bzw. De-

tektionsverfahren [7]. Es stehen drei Methoden, RT-
PCR; nucleic acid sequence-based . amplification
(NASBA) und der branched-DNA Assay (bDNA)

Non standard abbreviations: AIDS, acquired immunodeficiency

syndrome; AZT, Azidothymidin; bDNA, branched deoxyri-
bonucleic acid; CD, cluster designation; ddC, Dideoxycytidin;
ddi, Dideoxyinosin; HBc, hepatitis B core (antigen, antibody);
HBe, hepatiits B early (antigen, antibody); HBs, hepatiits B surfa-
ce (antigen, antibody); HBV, Hepatitis B Virus; HCV, Hepatitis C
Virus; HIV, human immunodeficiency virus; NASBA, nucleic acid
sequence-based amplification; RT-PCR, reverse. transcriptase
polymerase chain reaction.
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kommerziell und damit allgemein zur Verfiigung. Die
Untersuchungen liefern qualitative (positiv/negativ)
und quantitative Ergebnisse, die als Zahl der Genomi-
quivalente oder Genomkopien bezeichnet und auf 1 mi
Plasma oder Serum bezogen angegeben werden. Die
Tests sind zwar firmenspezifisch normiert, weisen aber
dennoch in der Hand ganz unterschiedlich versierter
Anwender eine Reihe von Standardisierungsproble-
men auf. Die virologische Fachgesellschaften des In-
und Auslandes organisieren daher Ringversuche, an
denen alle Anwender teilnehmen sollten, wenn diese
Untersuchungsmethodik nicht in MiBkredit geraten
soll.

Zur klinischen Aussage der virus load Bestimmung
liegen eine Reihe von systematischen Studien und eine
Fiille von Einzelfallbeobachtungen vor [4-6]. Die HIV-
1 RNA-Bestimmung besitzt eine dhnlich hohe progno-
stische Aussagekraft wie die chirurgische Stadienein-
teilungen in der Onkologie. Ab einem Schwellenwert
von iiber 10.000 Genomiquivalenten pro .ml ist die
Progression der HIV-1 Infektion wesentlich schneller

- als bei Patienten mit einer geringen Viruslast, in fast

50% der Fille erfolgt eine Fortschreiten der Infektion
bis zum Vollbild AIDS innerhalb der nidchsten 5 Jahre
[4].

Auch fiir die Verlaufskontrolle der antiretroviralen
Therapie nimmt die Quantifizierung der HIV-1 RNA
den hochsten Stellenwert ein. Ein Ansprechen auf die
Therapie 148t sich iiber den Abfall der HIV-1 RNA-
Kopienzahl pro ml Plasma innerhalb weniger Wochen
beobachten. Kommt es unter Azidothymidin (AZT)-
Monotherapie nur zu einer relativ kurzfristigen Redu-
zierung der Viruslast von 0,7 log;o, wird bei der Kom-
bination von zwei Nukleosidanaloga ein Abfall von
1,5 logio nachgewiesen. Unter Zugabe von Protease-
Hemmern erreicht man eine 99%ige (2 log;o) Redukti-
on der Viruslast [7]. Die Suppression der Viruslast
geht einher mit einer verbesserten Prognose, bei einem
90%igen Abfall der HIV-1 RNA-Kopienzahl wird be-
reits das relative Risiko fiir das Fortschreiten der Er-
krankung um 80% reduziert [5,10].

Diese Erfahrungen wurden auf einer Konsensuskon-
ferenz der Deutsche Arbeitsgemeinschaft niedergelas-
sener Arzte gegen AIDS (DAGNA) im Mai 1996 am
Bundesamt fiir die Zulassung von Seren und Impfstof-
fen (Paul-Ehrlich-Institut) in Langen zusammengefaBt
(Tabelle 1).

Daraus ergibt sich:

(1) die Notwendigkeit zum Beginn einer virostati-
schen Therapie, wenn eine Genomkopienzahl von
10.000/ml Plasma iiberschritten wird.

(2) das Ziel die Viruslast unter 10.000 Kopien HIV-1
RNA/ml zu reduzieren ist aus Griinden der Selek-
tion resistenter Mutanten unter unvollstdndiger
Suppression der Virusreplikation nicht mehr aus-
reichend. Es sollte, obwohl -diese Empfehlung zur
Zeit noch Gegenstand kontroverser Diskussionen
ist, eine Reduzierung der Viruslast unter die Nach-
weisgrenze der HIV-1 RNA- Beqnmmungsmetho-
den angestrebt werden [11].
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Tabelle 1 HIV viral load: Konsensus-Empfehlungen der DAGNA, Paul Ehrlich- Institut 05/96

Diagnostische Fragestellung Vorgehen und Kriterien

Viruslast zusammen mit CD4-Zellzahl als Marker fir Therapiebeginn )
Emplehlung 06/96:antiretrovirale Therapie zu erwdgen bei mehr als 10.000 Kopien/mi

Prognose 2 6 Monale nach Serokonversion
< 100.000 Kopien = gute Prognose
>100.000 Kopien = schiechte Prognose
Therapiebeginn
Therapiemonitoring

Reduktion der Viruslast um mehr als 0,5 log-Stufen signalisiert therapeutischen Benefit
Persistierender Wiederanstieg ist Indikator fur Therapieversagen

kombinierte Messung von Virusbeladung und CD4-Zellzahl ist derzeit zuverlassigste
Verlaufskontrolle einer antiretroviralen Therapie .

(3) ecine infauste Prognose, wenn trotz Therapie eine
Genomkopienzahl von 1 Million/ml Plasma iiber-
schritten wird.

Entsprechendes gilt umgekehrt fiir den Therapieer-
folg. Der Riickgang der Virus-(genom)kopienzahl
unter Therapie geht der reziproken Entwicklung der
CD4-Lymphozytenzahl zeitlich bis zu einer Woche
voraus. ’

Die Zihlung der Viren erfolgt gewdhnlich im loga-
rithmischen MaBstab. Das gilt auch fiir die Ermittlung
der Genomkopienzahl. US-Arbeitsgruppen geben den
Faktor 3 als signifikante, methodenunabhingige Ande-
rung im Spontan- oder therapeutisch beeinflufiten In-
fektionsverlauf an [7]. Nach unseren Erfahrungen mit
dem Amplicor System (Hoffmann-LaRoche) oder dem
bDNA-Test (Chiron) sollte dieser Faktor im Routine-
betrieb jedoch 5 betragen. Die Testsensitivitdt wird
z.Zt. international mit 500 Kopien/ml Plasma angege-
ben, so daB ein signifikanter Anstieg mindestens 2500
Kopien/ml betragen sollte. Gerade im unteren Werte-
bereich fillt jedoch die Streuung nach unseren Erfah-
rungen wesentlich groBer aus, so da8 bis zum Anstieg
auf 5000 der Faktor 10 realistischer und stérunanfalli-
ger ist. Auch beim Uberschreiten hoher :Werte (ab
10/ml) sollte dieser Signifikanzfaktor verwendet wer-
den. ,

Wenn kein Verdacht auf eine akute oder reaktivier-
te opportunistische Infektion besteht, geniigt es, die
Bestimmung im zeitlichen Abstand von 3 Monaten
durchzufiihren. Da die opportunistische Infektion

voriibergehend die Absenkung der zelluliren Immu-

nitit (Absinken der CD4-Zahl) bewirkt, muB ggf.
kurzfristiger kontrolliert werden (Tab. 1). Ohnehin
sollte die molekularbiologische Virusdiagnostik stets
mit der CD4-Zahlbestimmung kombiniert werden.

Bei fortgeschrittenem AIDS ist der Wiederanstieg
der CD4-Zahl allerdings nicht unbedingt gleichbedeu-
tend mit der klinischen Besserung bzw. (partiellen) Er-
holung des Immunsystems. Andere Teile des Immun-
bzw. retikuliren Zellsystems sind méglicherweise
dann schon irreversibel geschidigt [12].

Ob die Messung der HIV-1 RNA oder die HIV-1
cDNA-Bestimmung das Verfahren der- Wahl fiir eine
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friihe und sensitive Labordiagnose der neonatalen In-
fektion darstellt, wird zur Zeit noch kontrovers disku-
tiert [13, 14].

Mit der PCR bzw. RT-PCR kann die neonatale In-
fektion frither und zuverldssiger erkannt werden (spé-
testens 2 Wochen nach der Geburt) als mit dem Anti-
gentest oder der Virusisolierung in der Zellkultur. Be-
reits kurze Zeit nach der Geburt findet bei infizierten
Kindemn eine intensive Virusreplikation statt, die Plas-
mavirdmie steigt um 2 bis 4 log-Stufen in weniger als
1 Woche an und bleibt im ersten Lebensjahr sehr hoch
(105-105 Kopien HIV-1 RNA/ml, [15]).

Aus nicht bekannten Griinden zeigen HIV-infizierte
Kinder hdufig signifikante Spontanschwankungen des
virus load, so daB in der P4diatrie die molekularbiogi-
sche Virusdiagnostik in dieser Weise zum Therapiemo-
nitoring weniger gut geeignet ist.

Die Sensitivitdt der quantitativen HIV-1 RNA-De-
tektionsverfahren wird stdndig verbessert. So kénnen
mit einem modifizierten Protokoll, nach vorheriger Ul-
trazentrifugierung, bis zu 20 Kopien HIV-1 RNA/ml
mit dem HIV-Monitor - Kit nachgewiesen werden. Um
den EinfluB der genetischen Variabilitdt auf die Am-
plifikationsrate auszuschlieBen bzw. zu reduzieren,
werden in Zukunft verbesserte Primer-Paare eingesetzt
werden, welche moglichst alle HIV-1 Subtypen gleich
gut erkennen. Bei.der bDNA steht die Problematik der
genetischen Variabilitdt weniger im Vordergrund, da
hier ohnehin iiber 20 verschiedene Fang- und Detekti-
onssonden eingesetzt werden. :

Die Sequenzierung ausgewihlter PCR-Amplifikate
der viralen Nukleinsdure im Bereich des RT-Gens er-
moglicht die Identifikation therapieresistenter HIV-
Stamme und damit die Beurteilung der Wirksamkeit
verschiedener einzeln oder in Kombination eingesetz-
ter Virostatika. Nach den Ergebnissen der DELTA-Stu-
die in welcher bei einem AZT-naivem Subkollektiv,
phenotypische und genotypische Resistenzuntersu-
chungen des RT-Gens sowie HIV-1 RNA Quantifizie-
rungen durchgefiihrt wurden, besitzt die Bestimmung
verschiedener Resistenz-Mutationen keine klinische
Relevanz bei Patienten unter einer Nukleosidanaloga-
Kombinationstherapie [16]. Obwohl unter der Kombi-
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nation von AZT + Dideoxyinosin (ddI) bzw. AZT +
Dideoxyzytidin  (ddC), AZT-Resistenzmutationen
genau so hidufig auftraten als unter Monotherapie,
wurde im Kombinationsarm eine wesentlich stiirkere
und langfristigere Suppression der Virusreplikation be-
obachtet. Wie weit diese Ergebnisse auf aktuelle The-

rapieschemata (2 RT- + 1 Protease-Hemmer) iibertrag-.

bar sind, bleibt fraglich. Es ist aber abzusehen, daf die
Resistenzbestimmung im klinischen Alltag wenig Be-
deutung einnehmen wird und vor allem fiir Studien-
zwecke (in vitro und in vivo) eingesetzt werden sollte.

Virushepatitis B

Fiir die Labordiagnose der Virushepatitis B verfiigen
wir wie bei den HIV-assoziierten Krankheiten .eben-
falls iiber eine breite Palette von Labormethoden. Eine
Erregeranziichtung ist zwar nicht moglich, dafiir ist
die Infektionsserologie wesentlich leistungsfidhiger
und seit Jahrzehnten gut eingespielt. Die virologische
Beurteilung des Infektionsverlaufes beruhte bisher in
erster Linie auf der qualitativen und quantitativen
HBs-Antigenbestimmung im Plasma oder Serum. Er-
gidnzend stehen der HBe-Antigentest und die quantita-
tive IgM-anti-HBc-Bestimmung zur Verfiigung. Der
signifikante Abfall des HBs-Antigen- und IgM-anti-
HBc-Titers, das Verschwinden des HBe-Antigens und
der Nachweis von anti-HBe werden als Marker der
nachlassenden Infektaktivitdt gewertet.

Die Bildung von anti-HBs zeigt die Elimination des
Virus an. In 10 bis 15% der Fille ist die Elimination
nicht vollstindig und man findet zirkulierende Immun-
komplexe. Die Einfithrung der molekularbiologischen
Diagnostik hat dieses festgefiigte Schema etwas er-
schiittert. Trotz erfolgreicher Impfung von Neugebore-

nen HBV-infizierter kommt es in verschiedenen Erd-

teilen (Siideuropa und Afrika) zur vertikalen Ubertra-
gung des Hepatitis B Virus, bedingt durch eine Ami-
noséuresubstitution im hauptneutralisierenden Epitop
des HBsAg (S-Mutanten) [17]. Infektionen mit pri-
core-Mutanten des HBV laufen ohne HBe-Antigenbil-
dung ab. Pré-core-Mutationen werden vor allem im
Mittelmeerraum beobachtet und sind hiufig mit einer
schlechteren Prognose der chronischen Hepatitis B,
trotz Serokonversion, assoziiert [18, 19]. Allerdings
gibt es auch asymptomatische Verlaufsformen bei

ten.

Diese Erkenntnisse verdanken wir den molekular—
biologischen Untersuchungsmethoden, mit denen Wwir
wie bei HIV problemlos die Zahl viraler Genomkopi-
en im Plasma des Patienten ermitteln und therapieresi-
stente Mutanten identifizieren koénnen. Im wesentli-
chen Unterschied zu HIV kommt jedoch der virus load
Bestimmung bei der HBV-Infektion auch ‘heute nur
eine erginzende Bedeutung zu. Im Fall.der akuten und
spontan abheilenden Virushepatitis kann auf die mole-
kularbiologische Untersuchung ganz verzichtet wer-
den. Bei chronischen Verldufen und im Therapiemoni-

chronischen Infektionen mit HBeAg-negativen Mutan-
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toring ist sie die Methodik der zweiten (unterstiitzen-
den) Wahl, wenn die konventionelle Diagnostik nicht
dem Krankheitsverlauf entspricht oder bei ungewdhn-
lichen Befundkonstellationen [20]. Wie bei HIV hat
die so bestimmte quantitative Virdmie im individuellen
Krankheitsfall den hochsten klinischen Aussagewert.
Das Verfahren der weniger sensitiven und z.Zt. noch
besser standardisierten klassischen Direkthybridisie-
rung zur ‘quantitativen Bestlmmung viraler Nukle-
insdure im Plasma weist ebenfalls eine hohe klinische
Plausibilitit auf. Es ist besser mit dem HBe- und anti-
HBe-System korrreliert als die hypersensitive PCR-
Testung. Die Frage der klinischen Infektiosiit (die eine
bestimmte Mindestmenge infektiose Viren voraus-
setzt) wird mit diesem Test realistischer beantwortet
(Abbildung 1). Die Nachweisgrenze der klassischen
Hybridisierung bewegt sich zwischen 1 bis 5 pg HBV
DNA (280.000 - 1.400.000 Genomégquivalente), fiir die
bDNA liegt der cut-off bei 700.000 Genomiquivalen-
ten.

Trotzdem wird bei iiber 5% der HBeAg negativen
»gesunden HBV-Trigern virale DNA mit der Hybri-
disierung nachgewiesen (Abbildung 1). Umgekehrt
sind 22,7% der HBeAg positiven Patienten in der Hy-

HBeAg

HBV-DNA
positiv
(n =98)

HBV-DNA
negativ
(n=138)

= positiv |
o negativJ

Abbildung 1  Ergebnisse der HBV DNA Hybridisierung und
HBeAg-Nachweis in einem Kollektiv HBsAg-positiver Patienten
(Institut fur Med. Virologie, Johann Wolfgang Goethe Universitat
Frankfurt)

HBsAg positiv*
(n=209)

HBeAg negativ
(n=132)

HBeAg positiv
(n=61)

PCR
“ ca. 50% in direkter HBV-DNA Hybridisierung ' POSitiv
positiv O negativ

Abbildung 2 Vergleich zwischen HBeAg-Nachweis und HBV-
DNA-| Messung bei HBeAg-positiven und HBeAg-negativen Patien-
ten -’
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Abbildung 3 Ergebnisse der HBV DNA PCR bei HBsAg-positiven
Patienten (Institut fir Med. Virologie, Johann Wolfgang Goethe
Universitat Frankfurt)

bridisierung negativ. Mehr als 50% der HBeAg nega-
tiven HBsAg-Triger sind in der HBV-DNA-PCR posi-
tiv (Abbildungen 2 und 3).

Zur Verlaufskontrolle der Interferon-Therapie bei
chronischer Hepatits B ist die quantitative HBV-DNA-
Bestimmung im Plasma oder Serum besser geeignet
als die Messung der HBeAg-Konzentration, da im
Falle eines Therapieerfolges HBV-DNA bereits mehre-
re Monate vor der Verminderung von HBeAg bzw.
HBsAg nicht mehr nachweisbar ist und somit auch
besser die tatsdchliche Replikationsaktivitdt des Virus
widerspiegelt [21].

Der ,,sichere** AusschluB} der Infektiositit, z.B. einer
Blutkonserve, wird natiirlich besser durch die PCR,
deren Nachweisgrenze bei einigen hundert Kopien vi-

raler DNAliegt, gewihrleistet. Biometrische Uberle- "

gungen zur Kosten-Nutzen-Relation haben allerdings
noch nicht zur obligatorischen Einfiihrung der PCR in
die Transfusionsmedizin gefiihrt. Selbst wenn das
HBYV auch nach kompletter Ausheilung als ,,minimal
infection* oder proviral latent lebenslang im Organis-

mus persistieren sollte, reicht die nur noch mit der

PCR nachweisbare Virusrestdosis in den meisten Fil-
len offenbar nicht fiir eine Infektiositit der Blutkon-
serve aus. Dies muB allerdings noch besser erforscht
werden, wenn man nicht den US-amerikanischen Weg
wihlt, alle anti-HBc-seropositiven Blutspender auszu-
schliefen.

Isoliert anti-HBc-positive Befunde werden je nach
Studie bei 0,7 bis 1% der gesunden Blutspender beob-
achtet [22]. Diese Befundkonstellation wird in ver-
schiedenen  klinischen  Situationen  beobachtet.
Wihrend des sogenannten diagnostischen Fensters in
der Rekonvaleszenzphase einer akuten selbstlimitie-
renden Hepatitis ist der Nachweis von hochtitrigem
anti-HBc-IgM neben anti-HBc bei negativem HBsAg
beweisend fiir eine relativ frische HBV-Infektion.
Diese Patienten werden trotz negativem HBsAg- und
HBeAg-Nachweis als infektios betrachtet, weil noch

10 J Lab Med 1998; 22 (1); 006-012

HBY in geringen Konzentrationen im Serum vorhan-
den sein kann. Bei einer protrahierten, aber limitierten
HBV-Infektion wird die diagnostische Liicke linger
und kann Monate bis Jahre anstelle von wenigen Wo-
chen dauern Es handelt sich in diesen Fillen um eine
chronische Hepatitis B (meistens bei immunsuppri-
mierten Patienten) mit einer niedrigen HBsAg-Produk-
tion. Bei einer Koinfektion oder Superinfekion mit
HCV kommt es zu einer Interferenz mit der Replikati-
on von HBYV, so daB bei diesen Patienten gehzuft iso-
lierte anti-HBc-positive Befunde beobachtet werden
[23].

Bei HIV-Trigern und AIDS-Patienten findet man
relativ hiufig anti-HBc als einzigen Marker einer zu
einem unbekannten Zeitpunkt erworbenen HBV-Infek-
tion [22-24]. Die Probanden sind in der Regel leberge-
sund, was die immunpathogenetische Komponente der
HBV-Infektion bestitigt. In einer Serie von 186 sol-
chen Probanden konnten wir bei 4 Personen HBV-
Genom mit der PCR nachweisen. Personen mit nur
schwach positivem (unsicherem) anti-HBc-Ergebnis
sind hierbei nicht beriicksichtigt worden (>90% Inhi-
bition im AxSYM bzw. IMx Core-Test und positives
Testergebnis bei einer Probenvorverdiinnung von 1:3).

Uber die Relevanz der HBV-DNA Messung fiir die
Risikobeurteilung bzw. Diagnose und Verlaufskontrol-
le der vertikalen HBV-Infektion liegen relativ_wenige
Daten vor. Obwohl das hdchste Risiko einer Ubertra-
gung bei HBeAg-positiven Miittern liegt, erscheint
wegen der bereits oben erwihnten Diskrepanz zwi-
schen anti-HBe-Seropositivitit und HBV-DNA-Tri-
gerstatus eine qualitative oder quantitative Bestim-

" mung der HBV-DNA zur Uberpriifung der Infektiositat

sinnvoll.

Virushepatitis C

Die Infektion mit dem Hepatitis CVirus (HCV) weist
eine hohe epidemiologische und klinische Ahnlichkeit
zur HBV-Infektion auf. Subklinische und chronische
Infektionsverldufe sind allerdings wesentlich haufiger.
Somit ist auch die Gefahr einer spiter auftretenden Le-
berzirrthose oder eines Leberkarzinoms gréBer. Im
Hinblick darauf besteht fiir die HCV-Infektion bei
nicht zu alten Patienten eine hiufigere Indikation zur
Einleitung der virostatischen Intervention als bei der
Virushepatitis B. Die virusdiagnostische Palette zur
Erkennung und Verlaufsbeurteilung der HCV-Infektion
ist im Vergleich zu HIV und HBV beschrinkt. Es ste-
hen weder die Erregerisolierung in Zellkulturen noch
Antigentests zur Verfiigung. Der Antikorpertest wird
in der Regel nicht vor 7 Wochen post infectionem po-
sitiv. Weder Titer noch Ig-Klassen-spezifische Analy-
sen sind mit dem Infektionsverlauf korreliert. Etwa 2-
4 Wochen p.i. kommt es zu einer betrichtlichen Viri-
mie [25], die im weiteren Infektionsverlauf immunolo-
gisch kontrolliert wird. In mindestens 70% der Infekti-

onsfille erfolgt keine spontane Abheilung zu der Erre- -

gerelimination. Im weiteren Infektionsverlauf korrelie-
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stimmung, HCV Monitor (a) und Quantiplex bDNA (b) im Ver-
gleich.

ren die meist niedrigen Virdmietiter nicht mit der
Krankheitsmanifestation. Alle ‘diese Erkenntnisse be-
ruhen auf der molekularbiologischen Diagnostik, der
also bei HCV ein besonderer bzw. singuldrer Stellen-
wert innerhalb der virologischen Labordiagnostik zu-
kommt.

Unabhingig von und in einem gewissen Wider-

spruch zur Inkongruenz von HCV-Genomkopien-
zahl/ml Plasma und spontanem Kranheitsverlauf
haben die klinische Empirie und mehrere Studien ge-
zeigt, daB der Erfolg einer virostatischen Intervention
mit dem Ziel der Erregerelimination mit der vor The-
rapiebeginn gemessenen Kopienzahl korreliert ist [26-
28]. Somit trigt diese Untersuchung nicht nur zur Er-
folgsbeurteilung, sondern auch zur Indikation der The-
rapie bei. Diese wird als erfolgversprechender bei
niedrigerer Virimie angesechen. Weitere Studien wei-
sen auch auf die Bedeutung des HCV-Genotyps fiir

"Krankheits- und Therapieverlauf hin [29, 30], wobei
es noch nicht restlos geklart ist, ob die Infektion be-
stimmter Genotypen niedrigere Virdmien verursacht.
Wie bei HIV ist die kommerziell erhéltliche Testausrii-
stung auf einheimische Genotypen (HCV 1b) opti-
miert, so daB die Amplifikationsrate mit kommerziel-
len RT-PCR Verfahren vor allem bei Genotyp 3 Infek-
tionen wesentlich geringer als fiir HCV 1b (Abbildun-
gen 4 bis 6). Die Sensitivitit der HCV Monitor Primer
fiir Genotypen 2 und 3 betrdgt nur 11% bzw. 8% im
Vergleich zu Genotyp 1 [31].

Es ist deshalb davon auszugehen, daB die Assoziati-
on einer niedrigen Virdmie und einer giinstigen Pro-
gnose von Infektionen mit HCV: Genotyp 3 ein Labor-
artefakt ist. Neuere Untersuchungen deuten darauf hin,
daB vor allem Alter, Geschlecht und Alkoholkonsum
den Verlauf der chronischen Hepatitis C beeinflussen
[32].
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Fiir dic Risikobemessung der vertikalen HCV-Infek-
tion spiclt die Quantifizierung der HCV RNA eine we-
sentliche Rolle, da die Wahrscheinlichkeit einer Mutter-
Kind-Ubertragung mit der Viruslast zunimmt. Bei HIV-
HCV-koinfizierten Miittern ist das Risiko durch hohere
HCV-RNA-Konzentrationen, bedingt durch die Immun-
suppression, erhoht [33, 34]. Dagegen wird der Einflu
der HIV-Infcktion auf den spontancn Verlauf der Hepa-
tiis C noch immer kontrovers diskutiert [29, 35].

Resumee

Die virus load Bestimmung hat die Labordiagnostik
und das Therapiemonitoring der Infektionen mit HIV,
HBV, HCV wesentlich verbessert. Sie muf8 bei HIV-
assoziierten Krankheiten als unentbehrlich betrachtet
werden. Sie ist ebenfalls notwendig bei schwierigen
Verliufen der chronischen Hepatitis B und unterstiitzt
die Verlaufskontrolle der HCV-Infektion unter antire-
troviraler Therapie; hier reichen allerdings auch quali-
tative Messungen in den meisten Fillen aus.
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