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Evaluation of the new Syva MicroTrak II ELISA for the detection of HIV-1
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Zusammenfassung

Die Sensitivitit fiir den friithen Nachweis HIV-spezifi-
scher Antikdrper und die Spezifitit des neuen Syva
MicroTrak Il Screening Enzymimmunoassays wurde an-
hand eines Kollektivs von 274 Serumproben evaluiert.
Das Probenkollektiv bestand aus Seren von AIDS-Pati-
enten, Kindern mit kongenitaler HIV-Infektion,; Ange-
hérigen von Hochrisikogruppen und von Patienten mit
anderen Erkrankungen als AIDS. Weiterhin wurden po-
tentiell kreuzreaktive Seren und HIV-1-Serokonver-
sionspanels untersucht, Als Vergleichstests wurden der

Wellcozyme HIV 1+2 ELISA und der Western blot (New -

LAV blot I) eingesetzt. Beim Serokonversionspanel K
wurde die HIV-1-Infektion 7 Tage frither mit dem Syva

MicroTrak II als mit dem Wellcozyme HIV 142 nach-

gewiesen. Bei den iibrigen Serokonversionen und Pro-
ben HIV-Infizierter wurden keine Unterschiede in
puncto Sensitivitit zwischen beiden Screening ELISAs

beobachtet. Mit dem Syva MicroTrak II wurde eine ho--
here Anzahl (n = 8) falsch positiver Ergebnisse als mit
dem Verglelchs-ELISA (n = 4) erzielt. Fiir den Micro

Trak II wurde eine Sensitivitit von 100 % und eine Spe-

zifitit von 96,3 % ermittelt. Die Ergebnisse unserer Stu-
die zeigen, daB der Syva MicroTrak II einen hoch'sen:"
sitiven Test fiir die frithe Erkennung HIV-1 -spemfischer ;
Antikorper darstellt. Allerdmgs ist es schw1eng, éine -
hohe Sensitivitit mit einer optimalen Spezifititzu kom-,

binieren, insbesondere wenn der’ entsprechendeTest mit

einem grofien Kollektiv potentlell kreuzreaktlver Pro-‘

ben konfrontiert wird.
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Summary

The sensitivity for the early detection of HIV antibo-
dies and the specificity of the new Syva MicroTrak II
screening enzymeé immunoassay (ELISA) was investi-
gated by testing a panel of 274 well-characterized se-
rum samples. The panel included sera from AIDS pa-
tients or children with congenital HIV infection, high-
risk individuals and patients with conditions unrelated
to AIDS. Potentially cross-reactive sera were also used
in this evaluation along with five seroconversion pan-

-els. The results-obtained with the MicroTrak II assay
‘were compared to those obtained with the Wellcozyme
“HIV.1+2 scréening ELISA and Western blot (New LAV
blotT). In panel K, HIV- 1 seroconversion was detected
7. days earlier with the Syva MicroTrak II than with the
“Wellcozyme HIV 142. No differences in sensitivity were

observed between the two screenmg ELISAsin the other

) ( 'e results (n 8) than the reference im-
.munoassay: (n=4)."The values for sensitivity and spe-
«<cificity of the Syva MicroTrak II were 100 % and
96.3:%; respectively. The results of our study show that
the Syva MicroTrak I is a highly sensitive assay for the
;early detectlon of HIV 1 mfectlon However, 1t remams

HIV-‘aﬁtiqudiéS.%-EUSA — Seroconversion panels —
false negative results — false positive
results - RPN
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Einleitung

Weltweit sind mehr als 100 kommerzielle Testkits zum
Nachweis von HIV-Antikorpern verfiigbar. Seit der Ein-
fihrung der ersten Screening ELISAs und Western blots
im Jahr 1985 wurde die Qualitit der HIV-Antikorper-
diagnostik entscheidend verbessert [1]. In der Routine-
diagnostik werden seit 1985 als Suchtests fiir den Nach-
weis von HIV-Antikdrpern sowohl indirekte als auch
kompetitive ELISAs eingesetzt. In den Enzymimmuno-
assays der zweiten und dritten Generation werden aus-
schliefilich rekombinante oder synthetische Peptide, die
wesentlichen Epitopen der Virushiille und des Kapsids
von HIV-1 und HIV-2 entsprechen, als Antigen eingesetzt.
Im Gegensatz zu gereinigtem Virus sind gentechnologisch
hergestellte oder synthetische Antigene frei von zelluld-
ren Bestandteilen, welche zu falsch positiven Reaktio-
nen fiihren. Bei rekombinanten Proteinen besteht aller-
dings die Gefahr einer Verunreinigung durch Signal-
sequenzen (z. B. Superoxiddismutase) der Fusionspro-
teine oder Bestandteile der gentechnologisch manipulier-
ten Escherichia coli-Bakterien.

Zur Optimierung der Spezifitit und Sensitivitdt des
Antikérpernachweises wurden in den.letzten zwei Jah-
ren direkte ELISAs mit zwei (virusspezifischen) re-
kombinanten Antigenen nach dem Sandwichprinzip
(Enzymimmunoassays der 3. Generation) entwickelt. Die
im Patientenserum vorhandenen spezifischen Antik6rper
werden an das rekombinante Festphasenantigen gebun-
den. Der Antigen-Antikérperkomplex wird dann durch
ein zweites enzymmarkiertes Antigen nachgewiesen. Die-
ses Verfahren bietet den Vorteil, da wie im Kompeti-
tionstest sowohl IgG-, IgM- als auch IgA-Antikérper
nachgewiesen werden kénnen und somit HIV-Serokon-
versionen oder frische HIV-Infektionen von Blutkonser-
ven frither erfafit werden sollten [2—4].

Abkiirzungen:

AIDS  Acquired immunodefiency syndrome
ARC AIDS related complex

CMV  Cytomegalie Virus

EBV Epstein-Barr Virus

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
gag Group-specific antigen
gp Glycoprotein

HAV Hepatitis A Virus

HBsAg Hepatitis B Surface antigen
HBV  Hepatitis B Virus

HCV Hepatitis C Virus

HIV Human immunodeficiency virus
HSV Herpes simplex Virus

Human T-cell leukemia virus
Intravends Drogenabhéngige(r)
RP Rekombinantes Antigen

SP Synthetisches Peptid .

vzv Varicella-zoster Virus

Fiir viel Aufsehen sorgte der Widerruf der Zulassung von
HIV-Antikorpertests durch das Paul-Ehrlich-Institut. Aus-
gelost wurde diese Aktion dadurch, daf3 ein Test der 2. Ge-
neration eine Serokonversion nicht erkannte. Daraufhin wur-
den sémtliche bis dato zugelassene Screening-ELISAs ei-
ner erneuten Qualitéitskontrolle zur Ermittlung der Empfind-
lichkeit unterzogen. Hier konnte gezeigt werden, daf3 10
Testkits HIV-Serokonversionen um 1 bis 2 Blutproben spi-
ter im Verlauf der Serokonversion erfafiten als die ELISAs
der 3. Generation und einige Tests der 2. Generation.

Eine besondere Herausforderung fiir die Labordiagnose
der HIV-Infektion stellt der vor kurzem entdeckte HIV-1
Subtyp O dar. Diese O-“Variante*, welche in Kamerun
gehduft vorkommt, unterscheidet sich vor allem im gp41-
Bereich von den bisher bekannten Serotypen [5], so daf3
HIV-O-positive Seren von einigen Antikorpertests nicht
erkannt werden. Besondere Schwierigkeiten macht diese
O-Variante den ELISAs der 3. Generation. In einer Unter-
suchungsreihe von 9 Seren wurden 2 nicht mit diesen
Enzymimmunoassays detektiert [6]. Zur Zeit ist die kli-
nische Bedeutung dieses O-Subtyps noch nicht bekannt.
‘Weltweit sind nur wenige Seren in geringen Mengen ver-
figbar. In Deutschland wurde bei einem Asylbewerber
eine HIV-Subtyp-O-Infektion diagnostiziert. In Frank-
reich wurden bereits zwei HIV-O-Subtyp-Trager identi-
fiziert, welche keinen Aufenthalt oder Kontakt zu Perso-
nen aus Endemiegebieten hatten. Im fortgeschrittenen
Stadium der HIV-Infektion zeigen Subtyp-O-Infizierte ein
sehr eingeschrinktes Bandenmuster im Western blot. Bei
einigen Patienten wurde nur eine einzige HIV-spezifische
Bande beobachtet. Diese eingeschriankte Reaktivitit im
Western blot ist auf die relativ starke Abweichung des
HIV-Subtyps-O zum Laborstamm HTLV III B, welcher
als Antigen fiir den Bestitigungstest eingesetzt wird, zu-
riickzufiihren. Zusétzlich kommt es mit dem Fortschrei-
ten der HIV-Infektion zu einem Verlust der Reaktivitit,
vor allem gegeniiber den gag-Proteinen.

, Esbesteht deshalb das Bestreben, die Qualitit der HIV--
Antikdrper-Screeningtests standig zu verbessern. Im letz-
ten Halbjahr wurden zwei neue ELISAs zugelassen, und
in nichster Zukunft werden zahlreiche neu entwickelte
bzw. verbesserte Tests auf dem Markt erscheinen. Mitte
letzten Jahres wurde der neue Syva MicroTrak II zum
Screening auf anti-HIV-1- und HIV-2-Antikorper vom
Paul-Ehrlich-Institut zugelassen. In der vorliegenden Stu-
die wurden die Leistungscharakteristika in Bezug auf die
friihe Diagnose der HIV-Infektion und die Spezifitét an-
hand von Serokonversionspanels bzw. schwieriger, po-
tentiell kreuzreaktiver Proben untersucht.

Material und Methoden
Syva MicroTrak Il HIV-1/HIV-2 ELISA

Der Syva MicroTrak II ist ein konventioneller indirekter
ELISA im Mikrotiterplatten-Format. Als tragerfixierte
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Antigene werden typenspezifische rekombinante Glyco-
proteine der duferen Virushiille von HIV-1 (gp120, gp41)
und HIV-2 (gp120, gp41) sowie das gruppenspezifische
gag-Antigen (p24) von HIV-1 eingesetzt. Sind spezifi-
sche Antikérper in der zu untersuchenden Serumprobe
enthalten, werden die gebildeten Antigen-Antikorper-
komplexe iiber ein anti-Human-Antikérperkonjugat mit
anschlieender Farbung des Substrats visualisiert. Die
gesamte Inkubationszeit betriigt 2 Stunden und fiir einen
Testansatz werden 10 pl Serum bzw. Plasma benotigt.

Vergleichstests

Der Syva MicroTrak I wurde mit dem Wellcozyme HIV
142 (Wellcome Diagnostics, Dartford, England) sowie mit
einem Western blot (New LAV blot I und New LAV blot
11, Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette,
France) verglichen. Alle Tests wurden entsprechend den
Herstellerempfehlungen durchgefiihrt. Der Western blot
wurde nach den Herstellerkriterien [7] interpretiert.

Serumproben

Insgesamt wurden 274 Serumproben aus folgenden Grup-

pen (Tabelle 1) untersucht:

1. 5 Serokonversionspanels, bestehend aus insgesamt 32’
Serumproben, welche kurze Zeit vor und nach der
Bildung HIV-1-spezifischer Antikérper entnommen
wurden. Es handelte sich hier um die Serokonver-
sionspanels E und K von Boston Biomedica Inc.
(BBI), West Bridgewater, MA, USA , sowie das Pa-
nel SV-0161 von NABI und zwei Serokonversionen
aus dem Untersuchungsgut des Instituts fir Med. Vi-
rologie, Universitatskliniken Frankfurt a. M (5267 und
WR).

2. 22 Seren von HIV-1 seropositiven Patienten in verschie-
denen Krankheitsstadien der HIV-Infektion (AIDS-
related Complex (ARC) und AIDS) und vertikal infi-
zierten Kindern, welche eine schwache Reaktivitit im
Western blot zeigen.

3. 31 Seren mit fraglichen Western blot-Bandenprofilen.

4. 38 Seren von HIV-negativen Probanden, die in aus-
wirtigen Labors initial reaktiv im ELISA, aber am In-
stitut fiir Med. Virologie der Univ.-Kliniken Frank-
furt-a. M. negativ im Western blot getestet wurden.

5. 63 Seren verschiedener Risikogruppen: Intravends
Drogenabhingige (IVDA), Prostituierte, Kinder HIV-
positiver Miitter, Himophilie-Patienten und Homo/Bi-
sexuelle.

6. 50 Seren von Personen mit anderen Erkrankungen als

AIDS, Hepatitis C Virus (HCV)-, HBsAg-, CMV-IgM-
positive Seren, EBV-VCA-IgM- und VZV-IgM-positi-
ve Seren sowie 8 Autoimmunantikrper- und Rheuma-
faktor-positive Seren.
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Tabelle 1. Charakteristika der Antikérper-ELISAs: Syva
MicroTrak i und Wellcozyme HIV 142

Test MicroTrak If Wellcozyme
HIV-1/HIV-2 EIA HIV 142

Hersteller Cambridge Biotech  Murex Diagnostics,
Corp., Worcester, Dartford, England
MA, USA

Testprinzip indirekter ELISA sandwich-ELISA

Antigene

HIV-1/ RP: p24, gp41, gp 120 RP: p18, p24, gp41

HIvV-2 RP: gp41, gp120 SP: gp36

reziproke Proben-

verdinnung 21 2

Probenvolumen 10 pi 25yl

Gesamt-

Inkubationszeit 120 min 90 min

Auswertung:

cut-off-Wert mittl, OD‘? o X03  mitt.OD_ . +0,20

Grauzone cut-off< 10 % mitd. 0D . +

0,170 0.2 0. D.

Alle Proben wurden vor der Testdurchfiihrung bei -20° C
gelagert.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Serokonversionspanels sind in Abbil-
dungen 1 und Tabelle 2 dargestellt.

Beim Serokonversionspanel K wurden mit dem Syva
MicroTrak II spezifische HIV-1-Antikorper bereits 2
Entnahmen (7 Tage) frither als mit dem Wellcozyme HIV
1/2 nachgewiesen. Bei den iibrigen Serokonversionen
zeigten die beiden Screening-ELISAs iibereinstimmen-
de Ergebnisse. Mit dem Syva MicroTrak II wurden 8
Serumproben als falsch positiv im Vergleich zum Western
blot bewertet. Sieben von diesen 8 Proben waren wieder-
holt reaktiv in den ELISAs von verschieden Laborpraxen,
welche ihre Seren zur weiteren Abklirung zu unserem
Institut einsenden. Der Wellcozyme ermittelte nur 4 falsch
positive Ergebnisse bei dem Kollektiv von potentiell
kreuzreaktiven Proben. Zwei dieser Seren stammten von
Patienten mit einer akuten HSV- bzw. EBV-Infektion. Eine
dritte Probe war von einem gesichert HIV-negativen
Hamophiliepatienten. Im Gegensatz zum Syva Micro
Trak II zeigte der Wellcozyme HIV 142 eine geringere
Storanfilligkeit gegeniiber wiederholt reakiven Proben in
verschiedenen Screening-ELISAs. Die Werte fiir die Spe-
zifitdt des Syva MicroTrak IT und Wellcozyme HIV 1+2
waren 96,3 % bzw. 98,1 %. Fiir beide Tests wurde eine
Sensitivitdt von 100 % ermittelt.

Diskussion

Erwartungsgemill zeigte der Antigen-Sandwich-Assay
von Murex eine hohe Sensitivitit fiir den frithen Nach-
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Abb. 1. Friihe Detektion HIV-1-spezifischer Antikdrper in 3 verschiedenen Serokonversionspanels: Syva MicroTrak Il
und Wellcozyme HIV 1+2 im Vergleich.
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Tabelle 2. Evaluierung des Syva MicroTrak Il im Vergleich zum Welicozyme HIV 142 und Western blot

Serumpanel Anzahl der Anzahl der positiven Ergebnisse im;
untersuchten
Proben Syva Wellcozyme Western

MicroTrak Ii HIV 142 biot
HIV-1 positiv 22 22 22 22
anti-HIV-1 Serokonversionspanel E 10 1 1 1
anti-HIV-1 Serokonversionspanel K 9 7 5 4
anti-HIV-1 Serokonversionspanel SV-0161 A-F 6 3 3 2
anti-HiV-1 Serokonversionspanel WR 3 2 2 1
anti-HIV-1 Serokonversionspanel 5267 3 3 3 2
wiederholt ELISA reaktiv aber Western blot neg. Seren 38 7 1 0
Western blot ,.indeterminate“-Seren 31 0 0 0
Hochrisiko-Gruppen (Prostituierte, IVDA, Homo/Bisexuelle,
Himophiliepatienten) ’ 63 0 1 0
andere Erkrankungen ais AIDS (Leuk#mie, Organ Transpl.,
Autoimmunerkrankungen,...) 31 1 0 0
akute virale Infektionen (CMV, EBV, VZV, HAV, HBV und HCV) 50 0 2 0
Rheumafaktor- und antinuklesre Antikorper-positive Seren 8 0 0 0
Gesamt 274 46 40 32

weis einer Serokonversion. In einer vorherigen Studie
hatte der Wellcozyme HIV 1+2 sich als einer der sensi-
tivsten Tests bewihrt [8]. Allerdings wurde beim Panel K
eine Serokonversion 7 Tage frither mit dem Syva

MicroTrak II, welcher auf dem indirekten ELISA-Prin--

zip basiert, nachgewiesen (Abb. 1). Vermutlich ist diese
friihe Diagnose einer HIV-Serokonversion iiber die De-
tektion spezifischer IgM-Antikorper moglich. Das
Konjugat des Syva MicroTrak II besteht aus einem Ge-
misch von markierten anti-IgG-Fc- und anti-lambda-Ket-
ten-Antikorpern, welche nicht Antikérperklassen-spezi-
fisch sind. Dagegen zeigen bei dem Panel K die Antigen-
Sandwich-ELISAs eine Serokonversion 1-2 Entnahmen
spéter an [8, 9], obwohl diese neben IgG-, auch IgM- und
IgA-Antikorper erfassen.

Obwohl 2. und 3. Generations-ELISAs extrem spezi-
fisch bei nicht selektierten Blutspendern sind — bei die-
sem unselektiertem Kollektiv wird eine nahezu 100 %
Spezifitit mit den gangigen Screening-ELISAs erzielt —,
zeigen die Ergebnisse unserer Evaluierung, daf bei po-
tentiell kreuzreaktiven Seren der Syva MicroTrak II et-
was storanfillig ist. In einer aktuellen Studie haben wir
gezeigt, daf} bei potentiell kreuzreaktiven Seren mit den
neuesten Screening-ELISAs bis zu 5 % falsch positive
Ergebnisse erzielt werden [8]. Die im Vergleich zu ande-
ren internationalen Studien [10-12] relativ niedrigen
Werte fiir die Spezifizitit sind darauf zuriickzufiihren, dafl
fir diese vergleichende Untersuchung ein grofes Kol-

lektiv von Problemseren, welche wiederholt reaktiv im -

ELISA waren, untersucht wurde. Aus fritheren Untersu-
chungen geht hervor daf3 sogar bei iiber 10 % der unter-
suchten ,tricky* Seren falsch positive Ergebnisse mit
ELISAs der 2. Generation ermittelt werden [13, 14-16]).
Falsch positive Ergebnisse werden (relativ selten) bei Pa-
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tienten mit Immunstérungen, Karzinose, alkoholischen
Hepatiden, bei Mehrfachschwangeren und wiederholt
Transfundierten beobachtet [13, 17], vermutlich infolge
verstirkter Autoantikdrperbildung.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der Qua-
litdt eines neuen Tests ist die Anzahl grenzwertiger Er-
gebnisse und die Maoglichkeit einer automatisierten
Abarbeitung. Insgesamt wurden nur 2 von den 274 un-
tersuchten Proben als grenzwertig mit dem Syva
MicroTrak II eingestuft. Mit dem Wellcozyme HIV 1+2
wurden keine grenzwertigen Ergebnisse erzielt. Sowohl
der Syva- als auch der Murex-Test konnen mit Hilfe von
ELISA-Prozessoren verschiedener Hersteller vollautoma-
tisch durchgefiihrt werden.

Nach wie vor ist es schwierig, eine optimale Sensitivi-
tit fiir die frithe Diagnose der HIV-Infektion mit einer ho-
hen Spezifitit der Testsysteme zu vereinbaren. So zeigte
auch die vorliegende Studie, daf3 der etwas sensitivere
MicroTrak II eine groflere Storanfilligkeit bei potentiell
kreuzreaktiven Seren als der Wellcozyme HIV 142 besitzt.
Unsere Untersuchungen haben ergeben, daf} Testkits, wel-
che bei der Untersuchung von potentiell kreuzreaktiven
Seren eine Spezifitét von 100 % zeigen, Serokonversionen
spiter erkennen als solche, die etwas anfilliger fiir Kreuz-
reaktivititen sind [8].

Angesichts dieser Tatsachen empfiehlt es sich, in der
Routinediagnostik immer zwei verschiedene Screening-
Tests (moglichst verschiedener Bauart) einzusetzen. Ne-
ben einem hochsensitiven ELISA, welcher zusitzlich den
Subtyp O erfaflt, sollte ein Test,welcher durch eine hohe
Spezifitit gekennzeichnet ist, eingesetzt werden.
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