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Zusammenfassung

Die HIV-1-Resistenztestung wird ein immer bedeuten-
derer Bestandteil des Monitorings der antiretroviralen
Therapie und erfolgt in der Regel mittels Genotypisie-
rung. Zur Zeit sind zwei Systeme kommerziell erhältlich
und obwohl diese technisch nicht zu den einfach durch-
führbaren Methoden gehören, haben sie doch einen
hohen Grad an Qualität erreicht. Modifikationen der Stan-
dardprotokolle sind für bestimmte Fragestellungen
durchaus von Vorteil. Obwohl beide Systeme auf Ent-
scheidungsregeln basierende Resistenz-Reports bein-
halten, braucht es das zusätzliche Wissen und die
Erfahrung des Anwenders, um die detektierten Muta-
tionsmuster in klinisch brauchbare Resultate überführen
zu können. Beide der hier detailliert beschriebenen
Systeme haben ihre Vor- und Nachteile. Die Entschei-
dung für das eine oder andere System muss aufgrund
der individuellen Bedürfnisse getroffen werden. Micro-
array-Systemen könnte der Markt der Zukunft gehören.

Schlüsselwörter: HIV-1 Genotypisierung; Resistenztes-
tung; Therapiemonitoring; TruGene; ViroSeq.

Abstract

HIV-1 resistance testing has become an increasingly
important feature in antiretroviral treatment and is com-
monly performed by genotyping. Currently, two different
systems are being marketed, and despite being far from
easy to use, they have achieved a high degree of quality.
Modifications of the standard kit protocols may be
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advantageous in certain situations. Although resistance
reports issued by these systems are based on decision
rules, they nevertheless require considerable knowledge
and skills by the user to draw useful clinical data out of
detected resistance patterns. Both systems described
here in detail have their advantages and disadvantages;
a decision in favor of one or the other needs to be based
on individual requirements. In the future, Microarray sys-
tems may achieve a leading position on the market.

Keywords: HIV-1 genotyping; resistance testing; therapy
monitoring; TruGene; ViroSeq.

Einleitung

Das Auftreten von Medikamenten-resistenten Humanen
Immundefizienzvirus Typ-1 (HIV-1)-Varianten wurde erst-
malig bei Patienten beobachtet, deren Zidovudin (AZT)-
Monotherapie erfolglos war w1x. Viren, die aus diesen
Patienten isoliert wurden, wiesen eine phänotypische
Medikamenten-Resistenz in vitro auf. Kurze Zeit später
konnte diese Beobachtung mit spezifischen Mutationen
im Reversen Transkriptase (RT)-Gen w2x korreliert werden.
Auch nach der Zulassung weiterer Nukleosidaler (NRTIs)
und Nicht-Nukleosidaler (NNRTIs) Reverse Transkriptase-
Inhibitoren zur HIV-1-Behandlung konnte im Rahmen der
Zweifach-Kombinationstherapie keine länger andauernde
Virus-Suppression erreicht werden. Mit der Einführung
der Protease-Inhibitoren (PIs) im Jahre 1996 wurden Drei-
fach-Kombinationstherapien als therapeutische Optionen
in Erwägung gezogen; die Kombination von zwei NRTIs
mit entweder einem PI oder einem NNRTI ermöglichte es,
die Virusmenge über einen längeren Zeitpunkt zu unter-
drücken, was eine grundlegende Bedingung für eine dau-
erhaft erfolgreiche antiretrovirale Therapie darstellt w3–6x.
Die Virusvermehrung so weit wie möglich zu unterdrü-
cken ist sehr wichtig, um das Entstehen und die Selek-
tion von Virusvarianten mit Resistenz-assoziierten
Mutationen (RAMs) zu vermeiden. Die Bildung neuer
Varianten ist aufgrund der hohen Mutationsrate von HIV
nicht ungewöhnlich: die RT von HIV hat keine Reparatur-
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Funktion (‘‘proof-reading’’) und produziert durchschnitt-
lich einen Fehler pro 1.000 bis 10.000 Basen w7–9x, und
das bei einer Neubildung von 109 Viren pro Tag in unbe-
handelten Patienten w10, 11x. Die so genannte hochaktive
antiretrovirale Therapie (HAART) beinhaltet mindestens
zwei NRTIs in Kombination mit einem PI (bis auf Nelfi-
navir mit Ritonavir geboostert) oder einem NNRTI als
‘‘Goldstandard’’ und hat die Mortalität sowie das Auftre-
ten AIDS-definierender Krankheiten signifikant reduziert
w12–14x. Trotz dieser Erfolge sprechen einige Patienten
nicht oder nur unzureichend auf HAART an w15–17x. Fak-
toren wie mangelnde Compliance, Adsorptionsstörun-
gen, andere pharmakogenetische Wechselwirkungen
oder fehlende Potenz der Therapie im jeweiligen Patien-
ten (hohe initiale Viruslast, möglicherweise vorhandene
Resistenz resultierend aus vorherigen Therapieversu-
chen) können insuffiziente Medikamentenspiegel verur-
sachen, die eine Virusreplikation in Anwesenheit von
Medikamenten ermöglichen. In der Folge können Medi-
kamenten-resistente Viren entstehen und selektiert wer-
den, die dann für ein Therapieversagen verantwortlich
sind w18, 19x. Es ist ziemlich sicher, daß die Entstehung
und Selektion solcher resistenter Viren nicht auf antire-
trovirale Monotherapien beschränkt, sondern auch unter
HAART möglich ist w20–23x. Zusätzlich wurde die Trans-
mission von resistenten Viren im Zusammenhang mit der
primären HIV-Infektion beobachtet w24–29x. Für alle anti-
HIV-1-Medikamente, die zur Zeit zugelassen sind, wur-
den RAMs im RT-, im Protease (PR)- und im gp41-Gen
beschrieben w30, 31x.

Zahlreiche prospektive Studien haben die genotypi-
sche HIV-1-Resistenztestung mit dem ‘‘standard of care’’
in Patienten verglichen, deren antiretrovirale Therapie
aufgrund von virologischem Versagen geändert werden
musste w32–37x. In den meisten Fällen war die Entwick-
lung der virologischen Parameter (beurteilt durch Bestim-
mung der Viruslast) signifikant besser; die genotypische
Resistenztestung wurde daher in aktuelle nationale und
internationale Behandlungsrichtlinien implementiert
w38–41x. In Deutschland kann die Genotypisierung
zusätzlich seit dem 01. April 2004 als Kassenleistung
gemäß einheitlichem Bewertungsmaßstab (EBM) abge-
rechnet werden (Ziffer 4828). Trotz dieser insgesamt posi-
tiven Ergebnisse zeigen diese Studien aber auch, dass
nicht alle Patienten von einem Resistenztest profitieren
w32–36x. Damit wird klar, dass die Genotypisierung nur
einen Teil im Puzzlespiel der erfolgreichen Behandlung
HIV-infizierter Patienten darstellt.

Ein elementarer und entscheidender Punkt bei der
genotypischen Resistenztestung sind die Präzision des
eingesetzten Testsystems bei der Detektion von RAMs
sowie die darauf folgende Interpretation der gefundenen
Mutationsmuster. Zur Zeit sind zwei kommerzielle Syste-
me auf dem Markt erhältlich, die im eigenen Labor durch-
geführt werden können: das ViroSeq� HIV-1 Genotyping
System Version 2 (Abbott GmbH, Wiesbaden, Deut-
schland) und das TruGene HIV-1 Genotyping Kit (Bayer
Diagnostics, Fernwald, Deutschland) w42x; beide Syste-

me haben Interpretationsprogramme implementiert, die
auf ‘‘rule-based’’-Algorithmen basieren. Obwohl zusätz-
liche Firmen- bzw. Service-basierende Assays existieren,
beschränkt sich diese Übersichtsarbeit auf die beiden
oben erwähnten Assays und vergleicht den aktuellen
Stand dieser Systeme bezüglich Durchführung und
Präzision.

Allgemeine Daten zu den Systemen

Sowohl das ViroSeq� HIV-1 Genotyping System Version
2 (ViroSeq) als auch das TruGene HIV-1 Genotyping Kit
(TruGene) sind von der FDA zur HIV-1-Genotypisierung
zugelassen. Sie beinhalten Module zur Extraktion der
Nukleinsäure, zur reversen Transkription und Polymer-
ase-Kettenreaktion (RT-PCR) und zur Sequenzier-Reak-
tion sowie Software für das Sequenz-Alignment und die
Interpretation der Mutationsmuster w42x. Ein automati-
sierter Sequenzer zur Analyse der Sequenz-Produkte
muss separat erworben werden; für ViroSeq sind die
Kapillar- oder Gelsequenzer der Firma Applied Biosys-
tems, Foster City, USA, einsetzbar, die TruGene
Sequenz-Produkte werden auf dem Gel-basierenden
Opengene� DNA sequencing system (Opengene) ana-
lysiert, das ebenfalls von Bayer erhältlich ist w42x.

Testdurchführung

Das Standard-Testprotokoll für beide Testsysteme ist in
Tabelle 1 zusammengefasst und wird im Detail zusam-
men mit sinnvollen Modifikationen in den folgenden
Abschnitten diskutiert.

Nukleinsäure-Extraktion

Beide Systeme werden mit unterschiedlichen Extrak-
tionsmodulen ausgeliefert. Die TruGene-Extraktion
(TruPrep�) basiert auf dem QIAamp Viral RNA Kit (Qia-
gen, Hilden, Deutschland) unter nicht-exklusiver Lizenz
durch Qiagen. Zu 140 mL Patientenplasma werden
560 mL AVL-Puffer hinzugegeben und die Proben für
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hinzu-
gabe von 560 mL Ethanol und intensivem Mischen der
Proben werden 630 mL dieser Lösung auf die Silika-
Membran-Säulen gegeben, die im TruPrep-Modul ent-
halten sind. Die Bindung der Nukleinsäure wird durch die
Selektivität der Silika-Gel-basierenden Membran unter
speziellen Pufferkonditionen ermöglicht. Die Proben wer-
den für eine Minute mit 6000=g zentrifugiert. Nach dem
Entfernen des Filtrats werden die übrigen 630 mL der
Lösung auf die Säulen gegeben und wie zuvor zentrifu-
giert. Die Säulen werden mit 500 mL Puffer AW1 und
anschließend mit 500 mL Puffer AW2 gewaschen,
anschließend jeweils für eine Minute mit 6000=g zentri-
fugiert und das Filtrat wird verworfen. Um den restlichen
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Tabelle 1 Überblick des Arbeitsablaufes für ViroSeq und TruGene.

Schritt ViroSeq TruGene
detaillierte Beschreibung detaillierte Beschreibung

Nukleinsäure- Zentrifugation zur Aufkonzentrierung keine Aufkonzentrierung (optional)
Extraktion 500 mL Probe 140 mL Probe

Isopropanol-Präzipitation Silika-basierende Extraktion
2 h 1 h

RT-PCR ‘‘Two-enzyme, two step’’ ‘‘Two-enzyme, one step’’
Kontaminationskontrolle keine Kontaminationskontrolle
5 h 5,5 h

PCR Produkt- Säulenaufreinigung nicht benötigt
Aufreinigung Agarose-Gel-Quantifizierung

Verdünnung der PCR-Produkte
1 h –

Sequenzier- Big Dye Terminator-Chemie CLIP Dye Primer-Chemie
Reaktion Sechs Primer (59 und 39 in verschiedenen Drei Primerpaare (59 und 39 im gleichen

Ansätzen; Abb. 1) Ansatz; Abb. 2)
Terminatoren mit vier Farbstoffen markiert Verschiedene Ansätze je Terminator;
(ein Ansatz) Primer mit zwei Farbstoffen markiert
Sechs Reaktionen pro Patient 12 Reaktionen pro Patient
3,5 h 4 h

Sequenzier- Natriumacetat-Ethanol-Fällung oder nicht benötigt
Produkt- Säulenaufreinigung
Aufreinigung 1 h oder 0,5 h –
Elektrophorese Abhängig vom Sequenzer

ABI377-96 als Beispiel:
96 Spuren/Gel o 16 Patienten/Gel 16 Spuren/Gel o Patienten/Gel11 /3

8 h 1 h

Analyse Spurzuordnung für Gelsequenzer keine Spurzuordnung nötig
HIV Genotyping-Software GeneObjects-Software
Macintosh Window OS OpenStep OS
15 oder 10 min/Probe 10 min/Probe

Waschpuffer nach dem zweiten Waschschritt vollständig
zu entfernen, werden die Säulen abschließend für zwei
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die
virale RNA wird mit 60 mL Puffer AVE durch Zentrifuga-
tion für eine Minute mit 6000=g eluiert. Mit Hilfe dieses
Protokolls sollte es möglich sein, Proben mit einer Virus-
last von mindestens 1000 Kopien/mL erfolgreich zu
genotypisieren. Eine Modifikation, die schon im TruPrep-
Protokoll erwähnt ist, wird wie folgt durchgeführt: 1 mL
EDTA-Plasma wird für 60 Minuten mit 25.000=g zentri-
fugiert, um die Viruspartikel vor der Extraktion zu pelle-
tieren. 860 mL des Überstandes werden nach der
Zentrifugation verworfen und die restlichen 140 mL für
die RNA-Extraktion eingesetzt. Mit Hilfe dieser Modifi-
kation kann die Nachweisgrenze für die Genotypisierung
mittels TruGene auf 500 bis 750 Kopien/mL gesenkt wer-
den w42, 43x.

Das RNA-Extraktionsmodul von ViroSeq basiert auf
der Isopropanol-Präzipitierung. 500 mL Plasma werden
für 60 Minuten mit 25.000=g zur Aufkonzentrierung der
Viruspartikel zentrifugiert. Anschließend wird der Über-
stand entfernt und 600 mL Viral Lysis-Puffer werden zum
Viruspellet hinzugegeben. Die Proben werden für

10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wer-
den 600 mL Isopropanol hinzugegeben und die Proben
für 15 Minuten mit 15.000=g zentrifugiert. Der Überstand
wird entfernt und 1 mL 70%iges kaltes Ethanol (48C)
hinzugefügt. Die Proben werden für fünf Minuten mit
15.000=g zentrifugiert. Nachdem der Überstand und das
restliche Ethanol vollständig entfernt wurden, wird das
Pellet in 50 mL RNA-Diluent resuspendiert. Die Nach-
weisgrenze beim Gebrauch dieser Extraktionsmethode
liegt bei 1000 Kopien im Testansatz, was einer Viruslast
von 2000 Kopien/ml entspricht. In einer Studie bei pädia-
trischen Patienten war es mit diesem Protokoll sogar
möglich, bei sieben von acht Proben mit im Median 742
Kopien im Testansatz eine Genotypisierung erfolgreich
durchzuführen w44x. Zwei Modifikationen der ViroSeq-
Extraktion sind beschrieben worden. Das Verdoppeln der
Plasmamenge von 0,5 mL auf 1,0 mL hat die Sensitivität
von ViroSeq auf 500–750 Kopien/ml gesteigert w42x.
Zusammen mit dieser erhöhten Plasmamenge von
1,0 mL und dem Einsatz des QIAamp Viral RNA Kit
anstelle der Isopropanol-Präzipitation ist es möglich, eine
Nachweisgrenze von 250 Kopien/mL zu erreichen w45x.
Die Extraktion wird wie für TruPrep beschrieben durch-
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Abbildung 1 Lage der Sequenzier-Primer des ViroSeq. Das
gesamte Protease-Gen (PR) und das Reverse Transkriptase-Gen
(RT) bis Aminosäure 335 werden abgedeckt. Primer D ist ein
Backup-Primer für den Fall, daß Primer A ausfällt; wir empfehlen
den Einsatz auch nur in diesem Fall.

geführt, nur wird das Elutionsvolumen von 60 mL auf
50 mL reduziert.

Reverse Transkription und Polymerase-
Kettenreaktion

Beide Systeme benutzen zwei Enzyme für die reverse
Transkription (RT) der RNA in cDNA und die
anschließende Polymerase-Kettenreaktion (PCR) für die
Amplifikation der Zielsequenz. Das ViroSeq-Modul
basiert auf separaten Reaktionen für RT und PCR. Die
extrahierte RNA wird mit einem ready-to-use RT-Mix
(welcher einen einzelnen spezifischen Primer, dNTPs,
Puffer, MgCl2 und Wasser beinhaltet), Dithiothreitol (dTT),
RNase-Inhibitor und MuLV Reverse Transkriptase für
60 Minuten bei 428C für die RT inkubiert. Der komplette
Reaktionsansatz wird zum PCR-Mastermix hinzugefügt,
der aus einem ready-to-use PCR-Mix (welcher zwei spe-
zifische Primer, dNTPs mit dUTP anstelle von dTTP, Puf-
fer, MgCl2 und Wasser beinhaltet), Uracil N-Glykosylase
(UNG) und AmpliTaq Gold besteht. Dieser Mix wird für
10 Minuten bei 508C (Verdau möglicher dUTP-haltiger
PCR-Kontaminationen), 12 Minuten bei 938C (Denaturie-
rung der UNG), gefolgt von 40 Zyklen mit 938C für 20
Sekunden, 648C für 45 Sekunden und 668C für 180
Sekunden (PCR) und einem finalen Elongations-Schritt
bei 728C für 10 Minuten inkubiert. Die PCR-Produkte
müssen in einem weiteren Schritt mit Microcon-100 Gel-
filtrations-Säulen aufgereinigt werden, um nicht einge-
baute dNTPs und Primer zu entfernen. Anschließend
werden diese Produkte auf einem Agarose-Gel mittels
Massen- und Größenstandards visualisiert und quantifi-
ziert und entsprechend der vorhandenen Menge ver-
dünnt. Eine Modifikation des PCR-Protokolls an dieser
Stelle ermöglicht eine Genotypisierung bei einigen
Patienten mit einer Viruslast zwischen 50 und 300
Kopien/mL w46x bzw. unter 50 Kopien/mL w47x. Es wird
ein Nested-PCR-Protokoll mit zwei Primern (A und H) aus
dem Sequenzierungs-Modul (Abbildung 1) verwendet.
Three bis 5 mL Produkt aus der ersten PCR werden mit
der AmpliTaq Gold-Polymerase, dem dazugehörigen

Reaktionspuffer II (1 = konzentriert), MgCl2, den Primern
A und H sowie den vier Standard-dNTPs unter den sel-
ben Bedingungen wie oben erwähnt inkubiert. Damit liegt
die Rate an amplifizierbaren Proben zwischen 50 und
300 Kopien/mL bei 84% und zwischen 300 und
1000 Kopien/mL bei 95% w46x bzw. wird von 59% auf
86% zwischen 50–999 Kopien/mL und von 24% auf
88% in Proben unter 50 Kopien/mL erhöht w47x.

Das TruGene System verwendet eine so genannte
‘‘two-enzyme one-tube’’ RT-PCR-Reaktion. Die extra-
hierte RNA wird zu einem Mastermix hinzugefügt, der RT-
PCR-Primer, dNTPs, dTT und einen RNase-Inhibitor
enthält, und bei 908C für 120 Sekunden und bei 508C für
mindestens fünf Minuten inkubiert wird. Während die
Temperatur bei 508C gehalten wird, wird ein zweiter
Mastermix hinzugefügt, der RT-PCR-Puffer, RNase-Inhi-
bitor, das RT-Enzym und die DNA-Polymerase enthält.
Dieses Gemisch wird weiter bei 508C für insgesamt
60 Minuten und 948C für 120 Sekunden inkubiert, gefolgt
von 20 Zyklen mit 948C für 30 Sekunden, 578C für 30
Sekunden und 688C für 120 Sekunden, 17 Zyklen mit
948C für 30 Sekunden, 608C für 30 Sekunden und 688C
für 150 Sekunden sowie einem finalen Elongations-
Schritt mit 688C für sieben Minuten. Keine weiteren
Schritte sind notwendig. Bis dato wurden für die TruGene
RT-PCR keine Modifikationen beschrieben.

Sequenzier-Reaktion und Detektion

Die Sequenzier-Reaktionen in beiden Systemen basieren
auf der Kettenabbruchmethode von Sanger w48x, nutzen
aber eine unterschiedliche Chemie. Das ViroSeq-System
benutzt Fluoreszenz-markierte Terminatoren, jeder mit
einem anderen Farbstoff markiert. In Verbindung mit ein-
em automatisierten Sequenzer, der die vier unterschied-
lichen Farbstoffe detektieren kann, ist es möglich, jede
Probe in einem Reaktionsansatz zu sequenzieren. Sieben
Primer (A-D 59-Richtung, F-H 39-Richtung) sind im
ViroSeq für die Analyse der kompletten PR und dem
größten Teil der RT (Aminosäure 1-335, Abbildung 1) ent-
halten. Der D-Primer dient als Backup-Primer für den
Fall, daß der A-Primer keine brauchbare Sequenz liefert.
Er besitzt aber insgesamt eine sehr schlechte Erfolgs-
quote w49–51x, daher empfehlen wir den Einsatz dieses
Primers für die initiale Testung nicht. Die Zusammenfas-
sung in Tabelle 1 basiert auf dem Einsatz der übrigen
sechs Primer. Das aufgereinigte und verdünnte PCR-Pro-
dukt wird mit dem entsprechenden Primer-Mix (welcher
Puffer, dNTPs, Fluoreszenz-markierte Terminatoren, den
Sequenzier-Primer und das Sequenzier-Enzym beinhal-
tet) bei 968C für 60 Sekunden gefolgt von 30 Zyklen mit
968C für 10 Sekunden, 508C für 5 Sekunden und 608C
für vier Minuten inkubiert. Die Sequenzier-Produkte müs-
sen zur Entfernung der nicht eingebauten Fluoreszenz-
markierten Terminatoren aufgereinigt werden. Das
Originalprotokoll empfiehlt den Gebrauch der Natriuma-
cetat/Ethanol-Methode zur Fällung der Sequenzier-Pro-
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Abbildung 2 Lage der Sequenzier-Primer des TruGene. Das
Protease-Gen (PR) von Aminosäure 4-99 und das Reverse Tran-
skriptase-Gen (RT) von Aminosäure 38-247 werden abgedeckt.
Wir empfehlen für die Analyse der PR nur das Primerpaar PR2.

dukte, allerdings wird auch eine Gelfiltrations-Methode
vorgeschlagen. Wir setzen das Qiagen DyeEx 96 Kit ein,
weil es schneller, einfacher und reproduzierbarer als die
Fällung ist. Dieses Kit beinhaltet eine einzelne Platte mit
96 Gelsäulen. Die Platte wird für 1 Minute bei 1000=g
zentrifugiert, um den Säulenpuffer zu entfernen.
Anschließend werden 300 mL Wasser auf die Säulen
gegeben, gefolgt von einer Zentrifugation für 3 Minuten
mit 1000=g. Die komplette Sequenzier-Reaktion wird auf
die Säulen gegeben und die Abfallplatte durch Reak-
tionsgefäße ersetzt, in denen die aufgereinigten Sequen-
zier-Produkte nach einer Zentrifugation für drei Minuten
mit 1000=g aufgefangen werden. Die Produkte werden
bei 808C getrocknet und in dem für den entsprechenden
Sequenzer vorgesehenen Ladepuffer resuspendiert.
Sowohl Gel- als auch Kapillar-Sequenzer, die in der Lage
sind, die im ViroSeq verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
zu detektieren, können für die Analyse der Sequenzier-
Produkte eingesetzt werden, in der Regel die ABI 310,
3100 oder 3700 Kapillar-Sequenzer, bzw. die ABI 373,
377 oder 377-96 Gel-Sequenzer der Firma Applied Bio-
systems. Wir nutzen in unserem Labor zur Zeit noch den
ABI 377-96-Sequenzer, der 16 Patienten auf einmal in
ungefähr 7 Stunden analysiert.

Im TruGene-System werden Fluoreszenz-markierte Pri-
mer eingesetzt. Wie in Abbildung 2 gezeigt, werden die
komplette PR und ein Teil der RT (Aminosäuren 38-247)
mit vier Primerpaaren (PR bzw. PR2 für die PR, RT
Anfang und RT Mitte für die RT) abgedeckt, wobei die
Hin- und Rückprimer unterschiedlich markiert sind.
Sequenzierung in 59- und 39-Richtung können in einer
Reaktion durchgeführt werden, allerdings wird jedes
Nukleotid einzeln angesetzt, was in vier Reaktionen je
Primerpaar resultiert. Nach unserer Erfahrung liefert das
Primerpaar PR2 stabilere Ergebnisse als das Primerpaar
PR, was mit anderen Daten übereinstimmt w49x. Daher
basiert die Zusammenfassung in Tabelle 1 auf dem
Gebrauch der übrigen drei Primerpaare, was letztendlich
in 12 Reaktionen pro Patient resultiert. Das PCR-Produkt
wird mit dem entsprechenden Sequenzier-Mix, der den
Sequenzier-Primer, den CLIP�-Reaktionspuffer und das
Sequenzier-Enzym AmpliTaq FS enthält, direkt sequen-
ziert. Dieser Reaktionsmix wird bei 948C für fünf Minuten
inkubiert, gefolgt von 30 Zyklen mit 948C für 20 Sekun-
den, 568C für 20 Sekunden und 708C für 90 Sekunden,

sowie einem finalen Elongations-Schritt bei 708C für fünf
Minuten. Es sind keine weiteren Aufreinigungsschritte
nötig, und der Gel-Ladepuffer kann unmittelbar nach
Beendigung der Sequenzier-Reaktion hinzugegeben wer-
den. Das Opengene-System ist für die Detektion der
Sequenzier-Produkte vorgesehen. Vier Fragmente kön-
nen in einem Lauf in ca. 60 Minuten analysiert werden,
d. h. Daten für vier Patienten sind nach 3 Stunden
verfügbar.

Sequenz-Zusammenführung und
Dateninterpretation

Die Qualität der Sequenzen sollte in beiden Systemen
überprüft werden. Für ViroSeq sollte gewährleistet sein,
dass der Hintergrund minimal und die Peakhöhe der
detektierten Fluoreszenz für die Datenanalyse ausrei-
chend ist. Bei Benutzung eines Gelsequenzers muß
zusätzlich die Zuordnung der einzelnen Spuren manuell
überprüft werden, da keine fixierte Spur-Anordnung auf
den Glasplatten vorhanden ist. Beim Gebrauch von
TruGene ist es ebenfalls notwendig, Hintergrund und
Peakhöhe zu überprüfen. Die Zuordnung der Spuren muß
nicht überprüft werden, da die Opengene-Glasplatten
eine fixierte Spur-Anordnung besitzen. Weil vier verschie-
dene Spuren entsprechend den jeweiligen Nukleotiden
für eine Sequenz gebraucht werden, ist es jedoch nötig,
das Alignment dieser vier einzelnen Nukleotid-Spuren in
eine Komplettsequenz zu überprüfen.

In beiden Systemen ist eine Sequenz-Analysesoftware
enthalten, die alle Teilsequenzen eines Patienten in ein
Projekt zusammenführt. In diesem Projekt wird die
gewonnene Sequenz mit einem Medikamenten-empfind-
lichen Wildtyp-Virus verglichen, die Konsensus-Sequenz
wird editiert und abschließend ein Resistenz-Report
erstellt, der die Aktivität der anti-HIV-Medikamente
bewertet. Die ViroSeq HIV-1 Genotyping System-Soft-
ware (HGS) besteht aus einem Navigations- und einem
Editier-Fenster (Abbildung 3). Das Navigationsfenster
vermittelt einen Überblick über das Primer-Alignment und
die Sequenzqualität. Im Editierfenster sind alle Teilse-
quenzen sichtbar, die in der entsprechenden Region prä-
sent sind, dazu die Wildtyp- und Konsensus-Sequenzen.
Die Basen können bei Bedarf einzeln überprüft und edi-
tiert werden, die Software ist zur Vereinfachung aber
auch so einstellbar, dass nur wichtige und nicht eindeu-
tige Positionen zum Editieren bzw. Überprüfen angesteu-
ert werden. Mischungen von Basen auf einer Position
werden von der Software nur angezeigt, wenn eine mino-
ritäre Variante einen Mindestanteil von 30% aufweist. Der
direkte Vergleich von Wildtyp- und Konsensus-Sequenz
ist möglich, ab der 2.5-Version auch auf dem Aminosäu-
relevel. Im Anschluss an die Editierung erstellt die
Software einen Resistenz-Report, der auf Entschei-
dungsregeln basiert, die von einem Expertengremium
entwickelt und überprüft werden (Abbildung 4). Die
bekannten RAMs werden den entsprechenden Medika-
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Abbildung 3 Beispiel für das Navigations- (oberer Teil) und Editierfenster (unterer Teil) der ViroSeq HIV-1 Genotyping System-
Software; grau unterlegte Sequenzbereiche werden für die Erstellung der Konsensussequenz nicht berücksichtigt.

menten zugeordnet und ihr Einfluss auf die Aktivität des
Medikaments mittels einer Farbkodierung dargestellt.
Dabei kommen drei Graduierungen zum Einsatz: ‘‘high’’,
‘‘intermediate’’ und ‘‘none’’. Der komplette Report
besteht aus vier Seiten. Seite 1 beinhaltet die Interpre-
tation für die NRTIs und Seite 2 diejenige für die NNRTIs
und PIs (siehe Abbildung 4). Variationen zwischen Kon-
sensus- und Wildtyp-Sequenz, die nicht mit einer
Resistenz assoziiert sind, werden auf Seite 3 zusammen-
gefasst. Auf der letzten Seite sind die Entscheidungsre-
geln aufgelistet, die zur Erstellung dieses Reports
herangezogen wurden. Mischungen von Wildtyp und
Mutanten werden nur als Mutanten dargestellt. Bei
Bedarf müssen diese Mischpopulationen manuell doku-
mentiert werden. Die Qualität der Interpretation wird wei-
ter unten in diesem Kapitel diskutiert.

Die GeneObjects-Software, die mit dem TruGene-Sys-
tem mitgeliefert wird, besteht aus einem ‘‘curve view’’-

und einem Editier-Fenster (Abbildung 5). Das ‘‘curve
view’’-Fenster zeigt das Alignment aller Sequenzen in der
selektierten Region an, mit Hilfe des Editier-Fensters kön-
nen alle Basen überprüft und gegebenenfalls editiert wer-
den. Es können, wie für HGS beschrieben, definierte
Einstellungen zur Ansteuerung einzelner Basen vorge-
nommen werden, mit denen die Überprüfung jeder ein-
zelnen Base vermieden werden kann. Im Gegensatz zur
HGS-Software, die ein nicht veränderbares Limit für die
Detektion von Mischungen besitzt, ermöglicht die Gene-
Objects-Software diverse Einstellungen. Der Anteil an
Mischungen, der von der Software angezeigt werden soll,
kann auf mindestens 15%, auf mindestens 20%, auf
ungefähr 50% und auf 100% gesetzt werden. Die letzten
beiden Einstellungen sind für die HIV-1-Genotypisierung
nutzlos, und der 15%-Level sollte nur bei Sequenzen mit
einem sehr niedrigen Hintergrundsignal benutzt werden.
Wir empfehlen den Gebrauch des 20%-Levels, der einen
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Abbildung 4 Beispiel für den Resistenz-Report von ViroSeq.

akzeptablen Kompromiss zwischen Sensitivität und
zusätzlichem Editier-Aufwand darstellt. Die Konsensus-
Sequenz kann mit dem Wildtyp-Laborstamm verglichen
werden und die Aminosäure-Abfolge der Konsensus-
Sequenz wird dargestellt. Insertions- und Deletionsmu-
tanten müssen mit der entsprechenden Funktion markiert
werden, um in den Reports vermerkt und ausgedruckt zu
werden. Im Anschluss an die Editierung können zwei
Reports generiert werden. Der erste Report (nicht
gezeigt) fasst alle detektierten Mutationen auf einer Seite
in vier Spalten zusammen. In der ersten Spalte sind alle
RAMs aufgelistet, in der zweiten alle stillen Mutationen,
die nicht zu einem Aminosäurewechsel führen, die dritte
Spalte beinhaltet Aminosäurewechsel auf Positionen, die
nicht mit Medikamentenresistenz korreliert sind und die
vierte Spalte ungewöhnliche Mutationen auf den Positio-
nen, die mit einer Medikamentenresistenz korreliert sind.
Mischungen von Wildtyp und Mutante werden angezeigt.
Der zweite Report ist der TruGene HIV-1-Resistenz-
Report, der alle relevanten RAMs für die drei Medika-
mentengruppen auflistet und die Daten mit Hilfe von
Entscheidungsregeln interpretiert, die von einem Exper-
tengremium entwickelt worden sind (Abbildung 6). Ana-
log zum HGS-Resistenz-Report wird eine dreistufige
Farbkodierung für die Interpretation der Medikamenten-
effizienz benutzt (‘‘resistance’’, ‘‘partial resistance’’ und
‘‘no evidence of resistance’’). Mischungen werden in die-
sem Report nicht angezeigt, sondern nur die entspre-
chende Mutante.

Wie bereits erwähnt, ist die Interpretation von RAMs
ein elementarer Bestandteil in der klinischen Anwendung
von genotypischen Resistenztests. Es wurde gezeigt,
dass man zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen kommt,
wenn verschiedene Interpretationssysteme die gleiche
Sequenz analysieren w52x. In einer Studie wurde der
ViroSeq-Resistenz-Report mit acht anderen Algorithmen
verglichen w53x. Obwohl insgesamt eine hohe Abwei-
chung der Ergebnisse innerhalb der getesteten Algo-
rithmen bestand, war der ViroSeq-Report nicht mit
schwerwiegenden Fehlern in der Interpretation assoziiert.
Leider wurde der ViroSeq-Report die letzten zwei Jahre
nicht aktualisiert, daher fehlt die Interpretation neuerer
Medikamente wie Tenofovir, Atazanavir, Fos-Amprenavir
oder Emtricitabin. Glücklicherweise ist ein Update kürz-
lich im Rahmen einer Studie getestet worden w54x und
wird demnächst erhältlich sein. In dieser Studie zeigte die
neue Version Ergebnisse, die vergleichbar sind mit der
Stanford-Datenbank, die als Online-Service für die
Interpretation von HIV-Genotypisierungen unter der Web-
adresse http://hivdb.stanford.edu/ kostenfrei zur Verfü-
gung steht w55–57x. Die Stanford-Datenbank war in
anderen Vergleichsstudien nicht mit größeren Fehlern in
der Interpretation assoziiert w53, 58–60x. Eine ähnlich
hohe Anzahl von diskordanten Ergebnissen zwischen
verschiedenen Interpretationssystemen wurde in zwei
anderen Studien beobachtet, die den TruGene HIV-1-
Resistenz-Report anderen Algorithmen gegenüber
gestellt hatten w59, 61x. Wie schon für den ViroSeq-
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Abbildung 5 Beispiel für das ‘‘curve view’’- (oberer Teil) und Editierfenster (unterer Teil) der TruGene GeneObjects-Software.

Abbildung 6 Beispiel für den Resistenz-Report von TruGene.



58 M. Stürmer et al.: Kommerzielle Systeme zur Genotypisierung von HIV Typ 1

Article in press - uncorrected proof

Report erwähnt, ist auch der TruGene-Report nicht mit
außergewöhnlichen Interpretationsfehlern assoziiert. Der
TruGene-Report wird alle sechs Monate aktualisiert und
beinhaltet die Interpretation für alle zur Zeit in
Deutschland zugelassenen Medikamente, außer für
Emtricitabin und Fos-Amprenavir, die erst kürzlich zuge-
lassen wurden.

Präzision der Assays

Beide Assays wurden sehr intensiv hinsichtlich ihrer Leis-
tungsfähigkeit beim Einsatz unterschiedlicher Blutabnah-
mesysteme w43x und verschiedener Extrak-
tionsprotokolle w43, 45x, bei der Detektion aller Gruppe
M-Subtypen w49–51, 62x und ungewöhnlicher Insertions-
mutanten w63, 64x sowie auf generelle Übereinstimmung
w42, 65x getestet.

Eine Studie hat sich mit der Leistungsfähigkeit von
TruGene befasst, wenn unterschiedliche Blutabnahme-
systeme in An- bzw. Abwesenheit möglicher interferie-
render Substanzen sowie verschiedene Extraktions-
protokolle eingesetzt wurden w43x. Die durchschnittliche
Übereinstimmung aller getesteten Parameter betrug
G97,5% für Proben mit einer Viruslast über der Nach-
weisgrenze, die der Hersteller vorgegeben hatte
()1000 Kopien/mL). Eine andere Studie, die verschie-
dene Extraktionsprotokolle für ViroSeq testete, konnte
keine signifikanten Unterschiede in parallel getesteten
Proben detektieren w45x.

In zwei Studien, die sich mit der Analyse unterschied-
licher Subtypen befassten (Gruppe M, Subtypen A-H, 34
Proben w51x und Gruppe M, Subtypen A-J, 22 Proben
w49x), konnten alle Proben von beiden Systemen analy-
siert werden, sofern die jeweils aktuelle Version einge-
setzt wurde (TruGene Version 1.5 and ViroSeq Version
2.0). In einer weiteren Studie konnten mit dem ViroSeq
26/31 (84%) Gruppe M-Proben mit Subtypen A-J erfolg-
reich analysiert werden, während im Vergleich nur 16/30
(53%) Proben mit TruGene auswertbar waren w62x. Ein-
schränkend muß gesagt werden, daß in dieser Studie die
TruGene Version 1.0 benutzt wurde. Eine afrikanische
Studie zeigte, daß mit ViroSeq 112/130 (86%) Proben mit
den Subtypen A, C, D und A/D-Rekombinanten w50x
erfolgreich genotypisiert werden konnten. Sowohl der
ViroSeq- als auch der TruGene-Report liefern keine Infor-
mationen über den vorliegenden Subtyp.

Eine andere Studie hat sich mit der Fähigkeit beider
Assays zur Detektion von Insertionsmutanten in der RT-
Region befasst w63x. ViroSeq war in der Lage, 8/8 (100%)
Insertionen zu detektieren, während TruGene bei einer
Probe scheiterte (7/8, 87,5%). Für ViroSeq konnte in ein-
er Falldarstellung auch gezeigt werden, daß das System
Insertionen in der PR-Region detektiert w64x. Insertions-
mutanten werden auf dem ViroSeq-Report automatisch
angegeben, während man mit der OpenGene-Software
einen weiteren Schritt zur Bestätigung der Insertion aus-

führen muß, ohne den die Insertion nicht auf dem Resi-
stenz-Report erscheint.

Die generelle Assayperformance wurde in zwei Studien
verglichen. Die eine Studie hat sich mit der Intra-assay-
Variation von TruGene befasst und zeigt eine Überein-
stimmung von 98,7% w65x. In der anderen Studie wurde
die Inter-assay-Konkordanz zwischen TruGene und
ViroSeq untersucht und eine Übereinstimmung von 99%
gefunden w42x.

Synopsis

Die HIV-1-Genotypisierung ist inzwischen ein sehr wich-
tiger Bestandteil des Therapiemonitorings HIV-infizierter
Patienten. Zur Zeit sind zwei kommerzielle Systeme zur
Genotypisierung erhältlich, das ViroSeq� HIV-1 Genoty-
ping System Version 2 (Abbott GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) und das TruGene HIV-1 Genotyping Kit
(Bayer Diagnostics, Fernwald, Deutschland). Beide
Systeme beinhalten Module für Probenextraktion, RT-
PCR, Sequenzier-Reaktion, Sequenz-Alignment sowie
Interpretation der detektierten RAMs. In einem direkten
Vergleich sind beide Assays ähnlich hinsichtlich ihrer
Komplexizität, aber unterschiedlich in der Durchführung.
Obwohl wir kein System dem anderen vorziehen würden,
sollten dennoch ein paar Unterschiede hervorgehoben
werden.

Das Extraktionsmodul basiert entweder auf der Isopro-
panol-Präzipitation (ViroSeq) oder auf Silika-basierenden
Gelsäulen (TruGene), die effektiver zu sein scheinen.
Auch wenn das ViroSeq-Extraktionsmodul in der CE-
gekennzeichneten Version nicht mehr separat erhältlich
ist, empfehlen wir dennoch, die Isopropanol-Extraktion
durch eine Silika-basierende Methode zu ersetzen.

Die RT-PCR-Module sind vergleichbar, jedoch entfallen
beim Einsatz von TruGene die für ViroSeq notwendige
Aufreinigung der PCR-Produkte und die anschließende
Quantifizierung im Agarose-Gel.

Ein großer Unterschied besteht bei den beiden Syste-
men hinsichtlich der Sequenzier-Chemie. ViroSeq
benutzt ein System mit vier Dye-Terminatoren, das
robuster ist als das von TruGene benutzte Dye-Primer-
System und eine verbesserte Sequenzqualität aufweist.
Dazu kommt, daß für die Untersuchung eines Patienten
im ViroSeq sechs Analysen nötig sind, im Gegensatz zu
12 Analysen im TruGene. Andererseits ist es mit TruGene
nicht notwendig, die überschüssigen Dye-Primer nach
der Sequenzier-Reaktion zu entfernen, während die
Entfernung der überschüssigen Dye-Terminatoren bei
ViroSeq für eine gute Sequenzqualität elementar ist.

Ein weiterer sehr wichtiger Punkt ist der Probendurch-
satz. Abhängig vom Sequenzer, der für die Analyse der
ViroSeq-Sequenzier-Produkte eingesetzt wird, kann ein
entsprechend hoher Probendurchsatz erzielt werden. Mit
dem ABI 377-96, den wir zur Zeit noch in unserem Labor
einsetzen, können wir 16 Patientenproben innerhalb von
sieben Stunden ohne zwischenzeitliches Nachladen ana-
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lysieren. Das Opengene-System für die Detektion der
TruGene Sequenzier-Produkte analysiert vier Patienten in
ungefähr drei Stunden in drei getrennten Läufen.

Beide Resistenz-Reports sind im Vergleich mit anderen
Interpretationssystemen nicht mit schwerwiegenden
Fehlern bei der Interpretation assoziiert. Das ist sehr
wichtig, wenn man bedenkt, dass eine fehlerhafte Ein-
stufung von Medikamenten zu einer weniger wirksamen
antiviralen Therapie führen kann.

Wie bereits erwähnt, würden wir kein System dem
anderen vorziehen. Die Auswahl des Systems sollte
neben anderen Gründen auch den Probendurchsatz
sowie möglicherweise schon vorhandene Laborausstat-
tung berücksichtigen. Unabhängig vom letztendlich ein-
gesetzten System darf nie außer Acht gelassen werden,
dass alle genotypischen Daten von einem Expertenurteil
begleitet sein sollten und diese Daten unbedingt im Kon-
text aller individuellen Patientenparameter inklusive The-
rapiehistorie zu sehen sind.

Ausblick

Die genotypische HIV-1-Resistenztestung als diagnosti-
sches Tool für das Monitoring der antiretroviralen The-
rapie ist inzwischen in nationalen und internationalen
Behandlungsrichtlinien implementiert w38–41x. Darüber
hinaus existiert in Deutschland seit dem 01. April 2004
eine Abrechnungsziffer im EBM. Daher erwarten wir, dass
der Markt für Testsysteme, die den HIV-1-Genotyp
bestimmen, anwächst. Die zur Zeit erhältlichen kommer-
ziellen Systeme, TruGene und ViroSeq, sind beide von
der FDA zugelassen und besitzen die CE-Markierung.
Beide Assays basieren auf dem Cycle-Sequencing-Prin-
zip, in Verbindung mit einem automatisierten Sequenzer
für die Analyse der Sequenzier-Produkte. Sie sind in der
Lage, vergleichbare Resultate für die HIV-1 Gruppe M-
Isolate mit den Subtypen A-J sowie für verschiedene zir-
kulierende rekombinante Varianten zu liefern. Beide
Systeme sind mit einem Resistenz-Reportsystem aus-
gestattet, das die detektierten RAMs in klinisch relevante
Informationen translatiert. Der TruGene-Report wird im
Unterschied zu ViroSeq regelmäßig durch ein Experten-
gremium aktualisiert. Nach unserem Kenntnisstand plant
Abbott jedoch ein regelmäßiges Update der ViroSeq-
Software, und eine neue Version wird in Kürze erhältlich
sein.

Die Voraussetzungen dafür, dass diese Systeme in der
Zukunft von vielen Anwendern eingesetzt werden, sind
regelmäßige Aktualisierungen der Interpretations-Soft-
ware, klinische Validierung der Resistenz-Reports und
hohe Effektivität bei der Detektion aller non-B-Subtypen,
deren Prävalenz in Europa und den USA im Steigen
begriffen ist w66–71x. Sie sollten zusätzlich das Potential
haben, auch Proben mit niedriger Viruslast unter
1000 Kopien/mL zu analysieren.

Ein anderer Ansatz für die Detektion von RAMs sind
Methoden, die auf einer Hybridisierung basieren. Ein

Assay, genannt ‘‘line probe assay’’ (LiPA), wurde zur
Detektion von Schlüsselmutationen in der RT- und PR-
Region etabliert und kommerziell verfügbar gemacht
w72x. Diverse Oligonukleotidsonden, die die entsprechen-
de RAM und die umgebenden Kodons inklusive verschie-
dener bekannter Polymorphismen abdecken, wurden
entwickelt und auf einem Nitrozellulosestreifen immobili-
siert. Allerdings hat dieses System aufgrund der extrem
ausgeprägten Variabilität von HIV-1 Probleme damit, alle
Virusvarianten zu detektieren w73, 74x, und ist darüber
hinaus auch auf die festgelegten Aminosäurepositionen
limitiert. Um die Limitierung des LiPA in Bezug auf die
Polymorphismen zu umgehen, hat man Oligonukleotid-
sonden in einer um ein Vielfaches größeren Anzahl auf
einem Microarray-Chip platziert w75x. Dieses System wird
Affymetrix HIV-1 GeneChip genannt und zeigt vergleich-
bare Resultate zu klassischen Sequenz-basierenden
Assays w76–78x. Der Einsatz von Microarrays anstelle der
Sequenzierung resultiert in einem vollautomatisierten
Assay mit einer kurzen Abarbeitungszeit. Jedoch ist es
zur Zeit noch immer ein Problem, alle natürlich vorkom-
menden Polymorphismen abzudecken. Für jeden Subtyp
muß ein anderer Chip benutzt werden, und die Detektion
von Insertions- und Deletionsmutanten dürfte kompliziert
werden. Jede Mutation oder jeder Polymorphismus, der
von den Chipherstellern nicht berücksichtigt oder erwar-
tet worden ist, kann nicht detektiert werden. Zusätzlich
sind die Fragen bezüglich der Produktionskosten eines
entsprechend optimierten HIV-1 Genotypisierungs-Chips
sowie der Sensitivität und Spezifität zu klären. Nur wenn
alle diese Probleme gelöst werden können, haben Mic-
roarray-Chips eine Chance, in Zukunft die Methode der
Wahl für die Detektion von RAMs bei HIV zu werden.
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