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“HIV is not only transmitted by sex. It is transmitted by sexism, racism,
poverty and homophobia. If we are going to end AIDS, we must cure the

disease in our hearts and minds first.”

Charlize Theron, United Nations Messenger of Peace

International AIDS Conference, Durban 2016
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV)

1.1.1 Epidemiologie

In den frithen 1980er Jahren wurde das HI-Virus als auslosendes Agens der erworbenen
Immunschwache AIDS identifiziert [2]. Seither beobachtete man die globale Ausbreitung
der Infektion im Sinne einer Pandemie. Noch immer steigt die Zahl der mit einer HIV-
Infektion lebenden Menschen stetig an, laut UNAIDS waren 2016 weltweit 36,7
Millionen Menschen betroffen. Seit etwa der Jahrtausendwende fallt die globale
Inzidenz und betragt aktuell etwa 1,8 Millionen Neuinfektionen pro Jahr. Die Zahl der
AIDS-bedingten Todesfélle konnte seit ihrem Hochststand um das Jahr 2005 fast halbiert
werden auf 1,0 Millionen im Jahr 2016.

Gut die Halfte aller HIV-Infizierten leben im Osten und im Siiden Afrikas. Allerdings sinkt
in dieser Region die Zahl der Neuerkrankungen. Osteuropa und Zentralasien tragen mit
1,6 Millionen Betroffenen einen eher geringen Anteil der weltweiten HIV-Last. Doch
stieg die Zahl der Neuinfektionen in dieser Region um 57 % zwischen 2010 und 2015 —
so rasant wie in keiner anderen Region der Welt. [3-5]

In Deutschland lebten im Jahr 2015 85.000 Menschen mit HIV, die Anzahl der
Neuinfektionen betrug 3.200 [6].

1.1.2 Ursprung

Das HI-Virus entwickelte sich aus dem Simian Immunodeficiency Virus (SIV), welches seit
Jahrtausenden in afrikanischen Affenpopulationen endemisch ist [7]. Die
speziesiibergreifende Ubertragung des SIV vom Affen auf den Menschen wird durch
direkten Kontakt zu infiziertem Affenblut im Rahmen der Jagd und Verarbeitung von
»,Bushmeat” erklart. Durch die lange Tradition der ,Bushmeat” Jagd waren bestimmte
Populationen Afrikas seit langer Zeit in engem Kontakt mit SIV, ohne dass sich
epidemisches HIV entwickelte. Der Beginn der HIV-Epidemie wird in der ersten Halfte

des 20. Jahrhunderts im westlichen Zentralafrika vermutet. [8-10]
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Der Ubergang von der individuellen menschlichen SIV-Infektion hin zur HIV-Epidemie
erforderte die genetische Anpassung des Virus an den Menschen, z.B. durch die
Uberwindung von wirtspezifischen Restriktionsfaktoren. Um die dafiir nétigen
Mutationen anzusammeln, muss sich das Virus in einem gewissen Ausmal replizieren.
Die Wahrscheinlichkeit einer Adaptation des Virus an den Menschen steigt durch
Umstédnde, welche die Ubertragung von Mensch zu Mensch begiinstigen. [11]

Moglicherweise geben die Bedingungen, die im 20. Jahrhundert im kolonialen und
postkolonialen Afrika herrschten, Antwort auf die Frage, warum HIV gerade in dieser
Zeit epidemisch wurde. Diskutiert werden in diesem Zusammenhang koloniale
Praktiken, postkoloniale soziokulturelle Entwicklungen und iatrogene Ubertragung

durch massenhafte unsterile Injektionen. [9, 11-13]

1.1.3 Klassifizierung und geographische Ausbreitung

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) gehort zur Familie der Retroviridae und zur
Gattung Lentivirus [14]. Es existieren zwei Spezies, HIV-1 und HIV-2. Beide Spezies
werden in Gruppen unterteilt, wobei jede dieser Gruppen aus einer unabhangigen SIV-
Ubertragung auf den Menschen resultiert: HIV-1 Gruppe M, N, O und P und HIV-2
Gruppe A-H. HIV-1 Gruppe M ist der Verursacher der HIV-Pandemie und fiir den Grofteil
aller HIV-Infektionen verantwortlich, wahrend HIV-1 Gruppe N, O und P sowie HIV-2
hauptsachlich auf West- und Zentralafrika begrenzt sind und mitunter nur wenige
Menschen betreffen. Innerhalb der HIV-1 Gruppe M wiederum werden neun
verschiedenen Subtypen (A-D, F-H, J, K) unterschieden, die Resultat der weiteren
genetischen Diversifizierung des Virus im Verlauf der Epidemie sind. Rekombinanten
zwischen verschiedenen Subtypen werden als Circulating Recombinant Forms (CRFs)
bezeichnet. Die epidemische Verbreitung der Gruppe M nahm in der ersten Halfte des
20. Jahrhunderts ihren Ausgang im heutigen Kinshasa (Demokratische Republik Kongo).
Es konnte gezeigt werden, dass dort bereits in den 1960er Jahren eine erhebliche
genetische Diversitat des Virus vorlag [15, 16]. Wahrend der weltweiten Verbreitung
innerhalb der nachsten Jahrzehnte kam es zu einer Reihe von Griindereffekten, sodass
einzelne Subtypen sich in bestimmten Regionen der Welt vorrangig etablierten. [8, 11,

17, 18]
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Abbildung 1 zeigt die geographisch stark unterschiedliche Verteilung der HIV-1 Subtypen
aus Gruppe M und bezieht sich auf Daten, die von 2004-2007 erhoben wurden [19]. Die
groBte Diversitat an Subtypen und CRFs findet man am Ausgangspunkt der HIV-
Epidemie in Zentralafrika. Subtyp B dominiert auf dem amerikanischen
Doppelkontinent, in West- und Zentraleuropa und in Australien, macht jedoch nur 11 %
der Gesamtheit der HIV-Infektionen weltweit aus. Die Epidemie im silidlichen Afrika,
Athiopien und Indien ist fast ausschlieRlich durch Subtyp C verursacht, der knapp die
Halfte aller HIV-Infektionen weltweit bedingt. [19-22]
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Abbildung 1: Globale Verteilung der HIV-1 Subtypen und CRFs. Die Tortendiagramme veranschaulichen die Verteilung
verschiedener Subtypen und CRFs in einer Region, wéhrend sich die GréfSe der Kreise auf die Anzahl an HIV-Infizierten
Menschen in den jeweiligen Regionen bezieht. Aus Hemelaar, J., et al., Global trends in molecular epidemiology of HIV-
1 during 2000-2007. AIDS, 2011 mit freundlicher Genehmigung von Hr. Hemelaar und Wolters Kluwer Health, Inc.,
Lizenznummer 3966160448936

1.1.4 Aufbau und Lebenszyklus

Das HI-Virion hat einen Durchmesser von 120 nm. Es ist von einer Lipidhiille umgeben,
welche mit 72 Glykoproteinkomplexen besetzt ist. Diese Komplexe bestehen aus
Trimeren des externen Glykoproteins gp120 und dem die Membran durchspannenden

Protein gp41. Weiterhin kdnnen Wirtsproteine wie HLA-Proteine in der Lipidhille
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enthalten sein. An der Innenseite der viralen Lipidhille sind die Matrixproteine
verankert. Das Nukleokapsid beinhaltet zwei Kopien des viralen RNA-Genoms. Die
einzelstrangige RNA befindet sich im Komplex mit weiteren Proteinen und Enzymen,
darunter die Reverse Transkriptase. Das virale Genom verfligt (iber die Gene gag (group-
antigen), pol (polymerase), env (envelope) und weitere regulatorische Gene. Wahrend
gag fir Strukturproteine und env fir die Glykoproteine der Virushille kodieren,
beinhaltet pol die Informationen fir die Enzyme Reverse Transkriptase, Integrase und

Protease. [14, 23]

Matrix Protein
Capsid (p17 Antigen)

(p24 antigen)

Nukleocapsid
(p7-gag etc.)

Viral RNA
Genome

Tat

Protease Proteins of Host Cell

Lipid Membrane

Integrase  Reverse
Transcriptase

Abbildung 2: Aufbau des Hi-Virions [aus: Hoffmann, Rockstroh, HIV 2015/2016, Medizin Fokus Verlag, 2015] mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Rockstroh

Das HI-Virion befdllt hauptsachlich aktivierte CD4+ Lymphozyten, aber auch andere
CD4+ Zellen wie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und Mikroglia. Fir die
Fusion mit der Wirtszelle ist die Interaktion der Oberflachenstrukturen des Virions
(gp120 und gp41) mit CD4 und Korezeptoren (CCR5 und CXCR4) auf der Oberflache der
Wirtszelle entscheidend. Im Zytoplasma schreibt das virale Enzym Reverse Transkriptase
die virale RNA in provirale DNA um. Diese wird von der Integrase ins Wirtsgenom

eingebaut. Nach Transkription und Translation werden die viralen Proteine durch das
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Enzym Protease prozessiert, was notwendig fiir die Bildung neuer Viruspartikel ist.
Strukturproteine, Enzyme und HIV-RNA formieren neue Viruspartikel, die durch

Knospung (englisch: budding) aus der Wirtszelle entlassen werden. [14, 18, 23]

1.1.5 Infektionswege

Das HI-Virus kann sexuell, parenteral und vertikal Ubertragen werden [24].
Ungeschiitzter Geschlechtsverkehr mit einem HIV-positiven Partner ist die haufigste
Ursache einer HIV-Infektion. Dabei beeinflussen die Viruslast des HIV-positiven Partners,
die Sexualpraktik und eventuelle Vorschadigungen der Schleimhaute, z.B. durch andere
Geschlechtskrankheiten, die Ubertragungswahrscheinlichkeit. [25]

Das gemeinsame Benutzen von Injektionskantilen (needle sharing) beim intravendsen
Drogenkonsum birgt eine hohe Ubertragungswahrscheinlichkeit. Eine Infektion durch
Blutprodukte ist selten in Landern, in denen Blutspenden systematisch auf HIV getestet
werden. Im medizinischen und paramedizinischen Bereich kann HIV durch perkutane
Inokulation, z.B. im Rahmen einer Nadelstichverletzung libertragen werden. Das Risiko
hierflr wird auf 0,3 % geschatzt. [5]

HIV kann von der Mutter auf ihr Kind in utero, wahrend der Entbindung und durch das
Stillen mit Muttermilch libertragen werden [26]. Ohne Intervention infizieren sich bis zu
40 % der Neugeborenen HIV-positiver Mutter. Durch geeignete MalBnahmen, z.B. die
Kontrolle der Viruslast der Schwangeren durch antiretrovirale Therapie, konnte das
Ubertragungsrisiko auf 1-2 % gesenkt werden. [5, 14]

Werden Blut zu Blut Kontakte vermieden, stellen Alltagskontakte, z.B. zwischen
Familien- oder Haushaltsmitgliedern, kein Ubertragungsrisiko dar. Auch eine

Ubertragung liber Insekten scheint nach derzeitigem Wissen nicht méglich zu sein. [5]

1.1.6 Verlauf der Infektion

In den ersten Wochen nach der Infektion mit HIV treten in einigen Fallen Symptome wie
Fieber, Lymphknotenschwellungen und Hautausschlage auf [14]. Im Verlauf der
folgenden Jahre sind die meisten Patienten asymptomatisch, wahrend das
Immunsystem sukzessive durch das Virus beeintrachtigt wird. Es konnen Infektionen wie

orale Candidiasis, orale Haarleukoplakie oder Herpes Zoster auftreten. [5]
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Sobald die CD4-Zellzahl unter 200/ul bzw. 14 % fallt, oder eine AIDS-definierende
Erkrankung auftritt, ist gemaR der tberarbeiteten CDC-Klassifikation das Stadium 3 der
HIV-Infektion erreicht, das AIDS genannt wird. Zu den AIDS-definierenden Erkrankungen
gehoren opportunistische Infektionen wie CMV-Retinitis oder Pneumocystis-jirovecii-
Pneumonie, maligne Erkrankungen wie das Kaposi-Sarkom und HIV bedingte Leiden, z.B.
die HIV-Enzephalopathie. [27]

AIDS-definierende Erkrankungen treten durchschnittlich 8-10 Jahre nach der Infektion
auf und enden ohne Therapie in der Regel letal [5]. Zwei Laborparameter sind zur
Beurteilung des Krankheitsverlaufes von grofRer Bedeutung: Die Viruslast, also die Zahl
an HIV-RNA-Kopien pro Milliliter Blutplasma, und die Zahl an CD4+ Lymphozyten pro ul
Blut [28]. Das Verhalten von Viruslast und CD4-Zellzahl im Verlauf der Infektion ist in

Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Der natiirliche Verlauf der HIV-Infektion [aus: Hoffmann, Rockstroh, HIV 2015/2016, Medizin Fokus
Verlag, 2015] mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Rockstroh

Kurz nach der Infektion ist die Viruslast hoch, um dann mit Beginn der Immunantwort
kontrolliert zu werden. Die CD4-Zellzahl fallt nach initialer Erholung kontinuierlich ab,
was mit einem Wiederanstieg der Viruslast einhergeht. Im weiteren Krankheitsverlauf

ist die Viruslast ein Pradiktor fir die Geschwindigkeit des Krankheitsfortschritts,
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wahrend die CD4-Zellzahl Auskunft iber die HIV-bedingte Immunsystemschadigung
gibt. [24, 28]

1.1.7 Antiretrovirale Therapie und Therapiemonitoring
Die antiretrovirale Therapie (ART) hat die HIV-Infektion vom Todesurteil in eine
behandelbare chronische Infektionskrankheit verwandelt - den Zugang zur Therapie
vorausgesetzt [24]. In den ausgehenden 1980er Jahren wurden die ersten Erfolge der
antiretroviralen Monotherapie verzeichnet [29, 30]. Mitte der 1990er Jahre erkannte
man die Notwendigkeit einer Dreifachkombination von Wirkstoffen fir einen
nachhaltigen Therapieerfolg [31, 32]. Die Zahl der Therapieempfanger betrug im Jahr
2000 weniger als eine Million Menschen und konnte bis zum Ende des Jahres 2016 auf
weltweit 19,5 Millionen Menschen gesteigert werden — ein grofRer Erfolg im Kampf
gegen HIV und AIDS [33, 34].
Heute stehen funf Klassen antiretroviraler Wirkstoffe zur Verfligung, deren Angriffsziele
der Viruseintritt (englisch: entry) in die menschliche Zelle sowie die viralen Enzyme
Reverse Transkriptase, Integrase und Protease sind:
(1) Nukleosidische/nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)
NRTIs sind Analoga physiologischer Nukleotide. Mit diesen konkurrieren sie um
den Einbau in die DNA, der durch das virale Enzym Reverse Transkriptase
katalysiert wird. Einmal eingebaut verhindern sie den Anbau weiterer Nukleotide
an die DNA und beenden somit die virale Replikation.
(2) Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI)
NNRTIs sind allosterische Inhibitoren der Reversen Transkriptase. Sie binden in
einer hydrophoben Tasche nahe der Substratbindungsstelle der Reversen
Transkriptase. Dies bewirkt eine Konformationsanderung und Inaktivierung des
Enzyms.
(3) Protease-Inhibitoren (PI)
Durch die Hemmung des Enzyms Protease kdnnen virale Proteine nicht in ihre

endgliltige Form gespalten werden. Es entstehen nicht-infektiose Viruspartikel.
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(4) Integrase-Inhibitoren

Das virale Enzym Integrase vermittelt den Transfer der viralen DNA vom

Zytoplasma in den Zellkern und deren Integration in das Wirtsgenom. Heutige

Integrase-Inhibitoren greifen beim Strangtransfer ein und verhindern diesen. Sie

werden als Integrase Strand Transfer Inhibitors (INSTI) bezeichnet.

(5) Entry-Inhibitoren

Entry-Inhibitoren beeintrachtigen auf verschiedene Weise den Eintritt des

Virions in die Wirtszelle. Der Fusions-Inhibitor Enfuvirtide verhindert die gp41-

vermittelte Verschmelzung der Virushille mit der Wirtszelle. Der CCR5-

Rezeptorantagonist Maraviroc verandert die Konformation des CCR5-Rezeptors

auf den Wirtszellen. Dadurch behindert er die Bindung des viralen gp120 an die

Zelle. [24, 35, 36]
GemdR WHO-Definition versteht man unter antiretroviraler Therapie (ART) die
Kombination von mindestens drei antiretroviral wirksamen Medikamenten zur Therapie
der HIV-Infektion. Es handelt sich dabei um eine lebenslange Therapie, eine Eradikation
des Virus ist mit heutigen Medikamenten nicht moglich [35]. Seit 2015 empfiehlt die
WHO, ART bei jedem HIV-positiven Patienten unabhangig von der klinischen
Symptomatik und der CD4-Zellzahl zu initiieren [37]. Als Erstlinientherapie sieht die
WHO die Kombination zweier NRTIs mit einem NNRTI oder einem INSTI vor. Der
Therapieerfolg kann nach virologischen, immunologischen und klinischen Kriterien
beurteilt werden. Therapieziel nach virologischen Kriterien ist die Virussuppression, die
laut WHO als Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze definiert ist. [38]
Die positiven Auswirkungen der Virussuppression sind vielfaltig. Der Reduktion der
Viruslast folgt die immunologische und klinische Besserung des Patienten, was die
Viruslast zum wichtigsten Surrogat-Parameter des Therapieerfolgs macht [24].
Weiterhin minimiert eine konsequente Virussuppression das sexuelle und vertikale
Ubertragungsrisiko des Virus [39-43] und die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung von
Medikamentenresistenzen (vgl. Absatz 1.1.8).
Dem Monitoring des Therapieerfolges durch die regelmafige Viruslastbestimmung bei

Patienten unter ART kommt eine grofRe Bedeutung zu (vgl. Absatz 1.3.1). Die WHO
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empfiehlt die routinemaRige Viruslastbestimmung fiir Patienten, die stabil unter ART
sind, mindestens einmal jahrlich [38]. In Deutschland sind Viruslastkontrollen alle zwei
bis vier Monate empfohlen [44].

Die Prognose HIV-Infizierter unter ART ist gut. Unter optimalem Management der
Infektion und in Abwesenheit weitere Risikofaktoren nahert sich die Lebenserwartung

Betroffener an die der Allgemeinbevolkerung an. [35, 45-47]

1.1.8 Virologisches Therapieversagen

Die WHO definiert virologisches Versagen als eine Viruslast von (iber 1.000 Kopien/ml
nach einer Therapiedauer von mindestens sechs Monaten [38]. Steigt bei Patienten
unter ART die Viruslast, so kann das unterschiedliche Ursachen haben. Wichtige Griinde
sind mangelnde Therapieadhdrenz oder Resistenzen gegen die verwendeten
Medikamente, aber auch Unterdosierung, Medikamenteninteraktionen, verminderte
Absorption oder gesteigerte Metabolisierung der antiretroviralen Medikamente kdnnen
eine Rolle spielen [44, 48].

Mangelnde Therapieadhdarenz hat ernste Konsequenzen fiir HIV-Infizierte. Die
unzureichende Suppression der viralen Replikation fihrt zu medizinischen
Komplikationen und wirkt sich negativ auf die Prognose aus [49]. Beratungsgesprache
zur Steigerung der Adhdrenz hingegen zeigen einen positiven Effekt auf die
Virussuppression. In einer Metaanalyse fiihrte Adhdrenzberatung bei Patienten mit
erhohter Viruslast unter ART in 70 % der Félle zur erneuten Virussuppression. [50]
Auch bei der Entstehung von Medikamentenresistenzen spielt mangelnde
Therapieadhéarenz eine Rolle. Eine prospektive Kohortenstudie aus den USA kam zu dem
Ergebnis, dass das Auslassen von 11-30 % der Medikamentendosen ein besonders hohes
Risiko der Resistenzentwicklung birgt [51].

Bei der Resistenzentstehung ist die ausgepragte Dynamik der HIV-Replikation von
Bedeutung. Die Replikationsrate von HIV ist sehr hoch, in infizierten Individuen
entstehen pro Tag bis zu einer Milliarde Viruspartikel [52]. Das im Replikationszyklus
entscheidende Enzym Reverse Transkriptase besitzt keine Korrekturfunktion und
erzeugt durchschnittlich einen Fehler pro 10.000 Basen [35]. Aus diesen Umstdnden

resultiert ein hohes Mal’ an genetischer Diversitat des Virus innerhalb eines Wirts. Mit
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dem Beginn einer ART bekommen Virusmutanten mit Resistenzmutationen einen
Selektionsvorteil. Ist die Virussuppression unzureichend, kénnen diese Mutanten weiter
replizieren und zusatzliche Resistenzmutationen ansammeln. Bei Verdacht auf
Medikamentenresistenz kann durch eine genotypische Resistenztestung (siehe Absatz
2.2.7) das Vorliegen von Resistenzmutationen untersucht werden. Dem behandelnden
Arzt hilft dies bei der Entscheidung, ob im Falle eines virologischen Versagens eine

Umstellung der Therapie auf ein Zweitlinienregime notwendig ist. [17, 24, 35, 44, 53]

1.2 HIV im siidlichen Afrika

1.2.1 Epidemiologie

Wiahrend  HIV/AIDS in  einigen Industrienationen ein eher marginales
Gesundheitsproblem darstellt, ist es eine der haufigsten Todesursachen in Afrika [5].
Am hartesten betroffen ist die UNAIDS-Region sidliches und 6stliches Afrika. Die Halfte
aller HIV-positiven Menschen lebt dort, wahrend die Population dieser Region nur 6,2 %
der Weltbevolkerung ausmacht [54]. Die hochsten HIV-Pravalenzen innerhalb dieser
Region wiederum findet man im Siden.

HIV-Pravalenz 2016
Abbildung 4 zeigt neun Staaten mit den

30
< 25 weltweit hochsten HIV-Pravalenzen im
c
~ 20 Jahr 2016, und im Vergleich dazu die
<
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Abbildung 4: Die neun Ldnder mit den hdchsten HIV- Afrika“ Zusammengefasst. In diesen
Privalenzen im Jahr 2016. Daten heruntergeladen von

http://aidsinfo.unaids.org/, Zugriff am 01.10.2017 Hochprévalenzléndern wird die HIV-
Epidemie fast ausschlieRlich durch HIV-1 Subtyp C verursacht, der fiir (iber 98 % der HIV-
Infektionen im stidlichen Afrika verantwortlich ist [19].

In den neun Staaten der Region siidliches Afrika leben 13,5 Millionen Menschen mit HIV,

7 Millionen davon allein in der Republik Stidafrika. 2016 verzeichnete die Region 540.000
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Neuinfektionen und 270.000 AIDS-assoziierte Todesfalle. Die Zahl der AIDS-Waisen wird
auf ca. 4 Millionen geschatzt. [55]

Einen Eindruck davon, wie massiv die Auswirkungen der HIV-Epidemie auf die
Bevolkerung im Siiden Afrikas waren und sind, vermittelt Abbildung 5. Sie zeigt die
dramatische Reduktion der Lebenserwartung in den Landern des slidlichen Afrikas im

Verlauf der Epidemie von 1960 bis 2014.

Lebenserwartung sudliches Afrika 1960 - 2014
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Abbildung 5: Verlauf der Lebenserwartung im sidlichen Afrika von 1960 bis 2014. Daten heruntergeladen von
http.//data.worldbank.org, Zugriff am 01.12.2016

1.2.2 Antiretrovirale Therapie

In den vergangenen Jahren fand eine massive Ausweitung der globalen Verfligbarkeit
der antiretroviralen Therapie statt. Dies stellt einen groRen Erfolg im Kampf gegen HIV
und AIDS dar und ist maRgeblich am Riickgang der AlDS-assoziierten Todesfédlle um 48
% seit dem Jahr 2005 beteiligt. [3]

Ende 2016 hatten 19,5 Millionen Menschen Zugang zu Therapie, davon 8,2 Millionen im
sudlichen Afrika [34, 55]. Den Anteil der HIV-Infizierten unter ART (englisch: ART-
Coverage) in den verschiedenen siidafrikanischen Staaten zeigt Abbildung 6. In keinem

der Lander liegt die ART-Coverage unterhalb des globalen Durchschnitts von 53 %.

11
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Schatzungen von UNAIDS zufolge

ART-Coverage 2016
wurden im slidlichen Afrika seit 2010
durch ART Uber 3 Millionen AIDS-
Todesfalle verhindert [55]. Trotz dieser

Erfolge steht die Region grolRen
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antiretrovirale Therapie bei allen HIV-

. L. . Abbildung 6: ART-Coverage im siidlichen Afrika 2016. Daten
Infizierten unabhanglg von Kklinischer heruntergeladen von http://aidsinfo.unaids.org, Zugriff am

01.10.2017
Symptomatik und CD4-Zellzahl zu

initiieren [37]. Diese Maligabe wurde von allen Staaten im siidlichen Afrika in die
landeseigenen Guidelines tUbernommen [54]. Um dieses Ziel zu erreichen, muss
weiteren 5 Millionen Menschen, die im sidlichen Afrika mit HIV leben, der Zugang zur
ART ermoglicht werden. Gegenwartig empfehlen die nationalen Therapieleitlinien der
Staaten des sudlichen Afrikas eine auf NRTIs und NNRTIs basierte Erstlinientherapie [56-
63]. Die einzige Ausnahme hiervon stellt Botswana da, wo seit 2016 der
Integraseinhibitor Dolutegravir neben zwei NRTIs Bestandteil der Erstlinientherapie

geworden ist [64].

1.2.3 Therapiemonitoring

Im sldlichen Afrika empfehlen inzwischen alle neun Staaten die routinemaRige
Viruslastbestimmung als Standardmethode fiir das Monitoring der antiretroviralen
Therapie. Zuletzt Gbernahm Simbabwe diese Empfehlungin die 2016 neu veroffentlichte
ART-Leitlinie. Trotz dieser weitreichenden Empfehlungen ist die Verfligbarkeit der
Technologie in der Region begrenzt. Gemal} hivpolicywatch.org ist im slidlichen Afrika
nur in Botswana, Namibia und Sidafrika Viruslastmonitoring ausreichend verfligbar.
[63, 65]

Die routinemaRige Testung auf Medikamentenresistenzen bei Patienten mit
virologischem Therapieversagen wird momentan nicht von der WHO empfohlen, da sie
im Rahmen eines Public Health Konzeptes zu teuer und zu komplex ist [38]. Wahrend in

Deutschland und anderen Landern mit hohem Einkommen die genotypische
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Resistenztestung Teil der Routinediagnostik HIV-Infizierter ist, ist sie im slidlichen Afrika
auBerhalb  von Referenz- und  Forschungslaboren und der privaten
Gesundheitsversorgung Ublicherweise nicht verfligbar [66-68]. Am slidafrikanischen
National Health Laboratory Service Tygerberg in Kapstadt ist seit 2011 ein laboreigener
genotypischer Resistenztest im Einsatz, auf den im Rahmen dieser Arbeit zugegriffen

werden konnte [69].

1.3 Hintergrund und Zielsetzung der Arbeit

1.3.1 Stellenwert des Viruslastmonitorings

Die WHO empfiehlt die routinemaRige Viruslastbestimmung als Goldstandard fiir das
Monitoring der antiretroviralen Therapie. Falls keine Viruslastbestimmung verfiigbar ist,
werden CD4-Zellzahlbestimmung und klinisches Monitoring zur Uberwachung des
Therapieerfolgs empfohlen. [38]

In zahlreichen Publikationen konnte jedoch gezeigt werden, dass immunologische und
klinische Kriterien ungeeignet sind, um virologisches Therapieversagen zeitnah
festzustellen. Zwar korrelierten Anderungen der CD4-Zellzahl auf Gruppenebene
signifikant mit der Viruslast. Auf individueller Ebene jedoch flihrten CD4-Zellzahl-
basierte oder klinische Therapieentscheidungen haufig zu einer vorzeitigen und
unnotigen Umstellung auf ein Zweitlinienregime, wahrend die geringe Sensitivitat dieser
Kriterien bei anderen Patienten dazu flihrte, dass virologisches Therapieversagen
unentdeckt blieb. [70-75]

Die Viruslast reprisentiert die Virusproduktion im Wirt [76]. Folglich sind Anderungen
der Viruslast ein direktes Mald der Replikationshemmung durch die ART, wahrend
immunologische und klinische Verdanderungen zumeist erst als zeitlich versetzte
Konsequenzen einer Viruslastanderung auftreten. Daher kann die Viruslastbestimmung
ein Therapieversagen viel friher und sensitiver detektieren. Haufig besteht dann noch
die Moglichkeit, die Erstlinientherapie durch Verbesserung der Therapieadhdrenz zu
erhalten [50]. Falls Adharenzprobleme ausgeschlossen sind, kann eine sofortige

Umstellung auf eine Zweitlinientherapie erfolgen. [77]
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Wird die antiretrovirale Therapie ohne Viruslastmonitoring durchgefiihrt, ergeben sich
negative Folgen auf individueller und auf der Public Health Ebene. Zahlreiche
Untersuchungen zeigen eine hohe Pravalenz von Medikamentenresistenzen in Settings
ohne Viruslastmonitoring und vergleichsweise niedrigere Pravalenzen in Settings mit
Viruslastmonitoring [74, 78-80]. Der Grund dafir konnte die Akkumulation von
Resistenzmutationen in Patienten mit einem lange unentdeckten Therapieversagen sein
[79]. Andererseits fihren unnotige Wechsel auf ein Zweitlinienregime zu vermeidbaren
Nebenwirkungen, Medikamententoxizitaiten und Kosten [74]. Es ist anzunehmen, dass
sich die unglinstigeren Therapieumstande in Abwesenheit von Viruslastmonitoring auf
die Prognose auswirken. In einer Analyse von 17 ART Programmen im slidlichen Afrika
mit fast 100.000 Patienten konnte eine hohere Mortalitdt unter den Patienten
festgestellt werden, die keinen Zugang zu Viruslastmonitoring haben, im Vergleich zu
Patienten mit routinemaRiger Viruslastbestimmung. [81]

Im Hinblick auf die Eindammung der HIV-Pandemie gewinnt der praventive Effekt der
antiretroviralen Therapie zunehmend an Bedeutung [82]. Daten einer Studie an 17.000
sudafrikanischen Patienten ergaben eine Reduktion des statistischen Ansteckungsrisikos
einer HIV-negativen Person um 38 % in einer Population mit einer 30-40 prozentigen
ART-Coverage im Vergleich zu einer Population mit einer ART-Coverage unter 10 % [83].
Die Gemeinschafts-Viruslast (englisch: community viral load) einer Population korreliert
dabei stark mit der Zahl an Neuinfektionen und kann ein wertvoller epidemiologischer
Parameter zur Evaluation der Effektivitdat  von Praventions- und

Behandlungsprogrammen sein [84, 85].

1.3.2 Bedarf im sudlichen Afrika

2014 hat UNAIDS die 90-90-90 Ziele definiert, welche den Weg zur Beendigung der HIV-
Pandemie bereiten sollen. Sie sehen vor, dass bis zum Jahr 2020 90 % aller HIV-
Infizierten ihren HIV-Status kennen, von denen wiederum 90 % ART erhalten, welche bei
90 % der Behandelten zur Virussuppression fihren soll. [86]

Neben vielen weiteren MaBnahmen ist eine massive Ausweitung der Verfligbarkeit von

Viruslasttests notig, um diese Ziele zu erreichen. Im Rahmen der internationalen AIDS
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Konferenz in Melbourne 2014 forderten {(iber 30 HIV-Organisationen eine
weitverbreitete Implementierung des Viruslastmonitorings. [77]

In ressourcenknappen Gegenden erschweren die relativ hohen Kosten von Viruslasttests
deren Einsatz [87]. Weiterhin stellen die gangigen kommerziellen Hochdurchsatz-
Systeme hohe Anforderungen an die infrastrukturelle Ausstattung der Labore und die
technische Expertise der Anwender [68, 88]. Es besteht ein grolRer Bedarf an einfach
durchfihrbaren,  kosten- und  ressourcenextensiven  Testsystemen  zum
Viruslastmonitoring in Landern des sudlichen Afrikas, in denen diese Technologien

bisher noch nicht erschwinglich sind. [54, 87]

1.3.3 Konzept von Tilghman et al. 2012

Ein neuartiges Konzept flir das Therapiemonitoring in ressourcenknappen Regionen
wurde 2012 von Tilghman et al. [68] publiziert, welches als Vorlage fiir diese Arbeit dient.
Es handelt sich um ein Vorgehen, das methodisch in einigen Punkten von kommerziellen
Hochdurchsatz-Systemen zur Viruslasttestung abweicht. Diese Viruslast-Plattformen von
Herstellern wie Abbott, bioMérieux, Roche und Siemens beruhen auf verschiedenen
Nukleinsaureamplifikationsverfahren. Durch Echtzeitdetektion der amplifizierten
Nukleinsauren erméglichen sie eine quantitative Bestimmung der Viruslast einer Probe.
Die amplifizierten Genabschnitte liegen, je nach Plattform, auf hochkonservierten
Regionen des pol integrase oder gag Gens. [88]

In der Publikation von Tilghman et al. 2012 wird eine konventionelle RT-PCR (siehe
Absatz 2.2.3) durchgefiihrt und das amplifizierte DNA-Fragment durch eine
Gelelektrophorese visualisiert. Dadurch kann lediglich eine qualitative Aussage iber den
Nachweis von HIV-RNA in einer Probe getroffen werden. Eine spezifische Bande in der
Gelelektrophorese entspricht dem Nachweis von HIV-RNA in der Probe, ist keine Bande
vorhanden, so konnte keine HIV-RNA nachgewiesen werden. Weiterhin werden jeweils
funf Einzelproben zu einem Pool vereint und dann gemeinsam getestet. Nur wenn ein
Pool positiv getestet wird, muss durch Nachtestung der individuellen Proben
(Dekonvolution) herausgefunden werden, welche Probe(n) die nachweisbare HIV-RNA
im Pool verursacht hat/haben. Dies dient einerseits der Einsparung von Tests, da ein

negativ getesteter Pool keine Dekonvolution nach sich zieht und somit im Vergleich zur
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individuellen Testung vier Tests einspart. Andererseits wurde bei Tilghman et al. 2012
der Verdiinnungseffekt durch das Poolen genutzt, um die analytische Sensitivitat der PCR
anzupassen. Die ldee hinter der qualitativen Viruslasttestung ist namlich, durch eine
begrenzte analytische Sensitivitat nur diejenigen Proben positiv zu testen, deren
Viruslast so hoch ist, dass ein Therapieversagen wahrscheinlich ist. Proben von
Patienten, die unter ART eine suffiziente Virussuppression aufweisen, sollen negativ
getestet werden. Eine weitere Neuerung der von Tilghman et al. 2012 vorgestellten
Methode ist die Amplifikation eines Genabschnittes, der auf dem HIV-1 pol Gen liegt und
flir das virale Enzym Reverse Transkriptase kodiert. Werden Therapieregime verwendet,
die auf NRTIs und NNRTIs basieren und sich gegen die Reverse Transkriptase richten, so
ist bei Therapieversagern dieser Genabschnitt relevant fir die Suche nach
Resistenzmutationen. Tilghman et al. verwenden fir den genotypischen
Resistenznachweis positiv getesteter Proben einen laboreigenen Sequenzierungs-Assay
auf der Grundlage der Sequenzierungsmethode nach Sanger (vgl. Absatz 2.2.7).
Zusammenfassend kombiniert die von Tilghman et al. 2012 vorgestellte Strategie zum
Therapiemonitoring in ressourcenknappen Regionen einen gepoolten qualitativen
Viruslasttest mit der nachfolgenden genotypischen Resistenztestung von positiv
getesteten Patientenproben. Die zugrundeliegende Idee ist, dass eine hohe Viruslast
zwar das Vorliegen eines virologischen Therapieversagens beweist, aber noch keine
Auskunft ber die Atiologie des Therapieversagens gibt. Die wichtigste Frage fiir den
behandelnden Arzt ist in dieser Situation, ob die aktuelle Therapie erhalten werden
kann, z.B. durch eine Verbesserung der Therapieadhdrenz, oder ob
Medikamentenresistenzen vorliegen, die den Wechsel auf ein Zweitlinientherapieregime
notwendig machen. Diese Frage kann durch eine genotypische Resistenztestung direkt
beantwortet werden.

In einer retrospektiven Studie an 295 mit HIV-1 Subtyp B-infizierten Proben aus San
Diego (CA, USA) zeigten Tilghman et al. 2012 die prinzipielle Umsetzbarkeit des

Konzeptes unter nordamerikanischen Bedingungen. [68]
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1.3.4 Zielsetzung der Arbeit
Die von Tilghman et al. 2012 vorgeschlagene kombinierte Therapiemonitoringstrategie
zum Nachweis von virologischem Versagen und antiretroviralen
Medikamentenresistenzen wurde bislang nur an HIV-1 Subtyp B-infizierten Patienten in
den USA getestet. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung der Methode fir
ressourcenknappe Lander des slidlichen Afrikas mit hohen HIV-Pravalenzen und Subtyp
C-Pradominanz, gefolgt von der Validierung der Methode in einem solchen Setting. Die
folgenden Schritte wurden im Rahmen der Zielsetzung festgelegt:
= QOptimierung des Testdesigns mit Fokus auf HIV-1 Subtyp C
= Bestimmung des Detektionslimits der RT-PCR
= Anpassung der Menge des Probenmaterials, das in die RT-PCR eingetragen wird,
sodass Proben mit einer Viruslast von Gber 1.000 Kopien/ml positiv getestet
werden, wahrend niedrigere Viruslasten zu einem negativen Ergebnis fiihren
= Vergleich der qualitativen PCR-Minipool-Strategie mit der Referenzmethode
bezlglich der Detektion von virologischem Versagen
= Evaluation der relativen Effizienz der Poolstrategie

= Genotypische Resistenztestung positiv getesteter Proben

1.3.5 Institutioneller Hintergrund

Institutionelle Grundlage dieser Arbeit war die Kooperation der Universitat Wiirzburg
mit der Stellenbosch University und der University of Cape Town im Rahmen des DFG-
geforderten IRTG 1522 (International Research Training Group 1522) unter dem Titel
,HIV/AIDS und assoziierte Infektionserkrankungen im stdlichen Afrika“ von 2008-2013.
Die Forschungsarbeit wurde von Januar bis Mai 2013 in den Laboren der Division of
Medical Virology an der Stellenbosch University am Tygerberg Campus in Kapstadt,
Sidafrika durchgefiihrt.
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2 Material, Methoden, Projektaufbau und -durchfiihrung

2.1 Material

2.1.1 Patientenproben

Als HIV-positives Testmaterial dienten Patientenblutproben, die von Januar bis Mai 2013
von staatlichen Kliniken der Provinz Western Cape in Sudafrika zur
Routineviruslastbestimmung an die virologische Sektion des National Health Laboratory
Service Tygerberg (NHLS Tygerberg) gesendet wurden. Es handelte sich dabei um mit
EDTA versetztes, venoses Blut HIV-1-positiver Patienten unter antiretroviraler Therapie.
Zwischen Blutentnahme und Probeneingang im NHLS Tygerberg vergingen, abhangig von
Entfernung und logistischer Anbindung der einsendenden Klinik, zwischen 24 Stunden
und sieben Tagen. Unmittelbar nach Eingang der Proben wurden diese fiir zehn Minuten
bei 3.000 rpm zentrifugiert (Allegra™ X-12 Centrifuge), anschlieend wurde die Plasma-
Viruslast durch den Abbott RealTime HIV-1 Assays (Abbott Molecular) bestimmt.
Uberbleibendes zentrifugiertes EDTA Blut wurde bei 4 °C aufbewahrt. Dieses
Probenmaterial stand zur Testoptimierung und Validierung zur Verfligung und wurde
hierfir bis maximal 24 Stunden nach Viruslastbestimmung weiterverarbeitet. Auller
dem Viruslastergebnis wurden keine Patientendaten verwendet. Die Probenbearbeitung
erfolgte anonymisiert, wobei die Patientennummer, die mit den Patientendaten
verknlpft war, durch einen Studiennamen ersetzt wurde und die Zuordnung zwischen

beiden verworfen wurde.

2.1.2 HIV-negatives Plasma

HIV-negatives Plasma diente als Negativkontrolle und zur Verdiinnung von HIV-positivem
Plasma. Hierfiir wurde HIV-negatives Blut von einem freiwilligen Probanden gespendet,
in ETDA-Blutrohrchen (BD Vacutainer® K2E (EDTA)) gesammelt und unmittelbar nach der
Entnahme fiir zehn Minuten bei 3.000 rpm zentrifugiert (Allegra™ X-12 Centrifuge).
AnschlieBend wurde das Plasma abpipettiert und bei 4 °C fir maximal zwei Wochen

aufbewahrt.
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2.1.3 Kontrollen

2.1.3.1 Positivkontrollen

Eine ausreichend groRRe Zahl HIV-1-positiver Plasmen verschiedener Patienten wurde
gepoolt, aliquotiert und bei -80 °C bis zur Verwendung aufbewahrt. Die Viruslast der
gepoolten Positivkontrolle betrug 21.000 Kopien/ml (Abbott RealTime HIV-1 Assay).
Eine Positivkontrolle wurde in jedem Experiment parallel mitgefiihrt und durchlief alle

Schritte von der Nukleinsdaureextraktion bis zur Gelelektrophorese.

2.1.3.2 Negativkontrolle
Als Negativkontrolle diente HIV-negatives Plasma eines freiwilligen Spenders. Eine
Negativkontrolle wurde in jedem Experiment parallel mitgefiihrt und durchlief alle

Schritte von der Nukleinsaureextraktion bis zur Gelelektrophorese.

2.1.3.3 Non template control

Als non template control diente nukleasefreies Wasser. Diese Kontrolle diente der
Uberwachung von Kontaminationen im Verlauf des Prozesses. Sie wurde parallel in
jedem Experiment mitgefihrt und durchlief beide PCR-Durchginge sowie die

Gelelektrophorese.

2.1.4 Weitere Materialien
Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziellen Kits, Gerate, Reagenzien und
Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Computersoftware sowie Online Datenbanken

und Tools sind in Tabellen in Absatz 7 (Anhang) zusammengefasst.

2.2 Methoden

2.2.1 Referenzmethode zur Viruslastbestimmung

Im NHLS Tygerberg wird die HIV-1 Routineviruslastbestimmung seit dem Jahr 2010 mit
dem Abbott RealTime HIV-1 Assay (Abbott Molecular) durchgefiihrt. Die mit dieser
Methode ermittelten Viruslastergebnisse dienten als Referenz fiir die in der

vorliegenden Arbeit entwickelten qualitativen RT-PCR.
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Das Abbott m2000 RealTime System besteht aus zwei Instrumenten, welche eine
weitgehende Automatisierung der Probenvorbereitung und PCR-Amplifikation
erlauben. Die RNA-Extraktion und die Vorbereitung des PCR Master Mix werden vom
m2000sp™ Instrument durchgefiuhrt, wihrend die reverse Transkription, die PCR-
Amplifikation und die auf real-time PCR-Technologie basierende Detektion und
Quantifizierung im m2000rt™ Instrument ablaufen. Amplifiziert wird die hoch
konservierte Integrase Region auf dem HIV-1 pol Gen [89, 90]. Der Test eignet sich zur
Detektion von HIV-1 Gruppe M Subtypen A-D, F-K und einigen zirkulierenden
rekombinanten Formen (CRF) sowie HIV-1 Gruppen N, O und P [91]. Die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Protokolle fir Plasmavolumina von 1,0 ml und 0,6 ml
ermoglichten eine Quantifizierung im Viruslastbereich von 40 Kopien/ml bis 10’

Kopien/ml. Pro Durchlauf konnten maximal 93 Patientenproben getestet werden [92].

2.2.2 Nukleinsdureextraktion

Vor der Vervielfaltigung viraler Nukleinsdauren mittels PCR miissen diese zunachst aus
dem Probenmaterial extrahiert werden [93]. Dieser Schritt beeinflusst entscheidend die
Gute und Reproduzierbarkeit von nachgeschalteten Amplifikationsverfahren. Besonders
bei Probenmaterial mit niedriger Nukleinsaurekonzentration sind die Abwesenheit von
Nukleasen, chemischen Verunreinigungen und inhibitorischen Substanzen &duferst
wichtig fir die erfolgreiche enzymatische Vervielfiltigung der Nukleinsdauren [94]. Fir
die Extraktion der Nukleinsduren aus dem Patientenplasma wurde das automatisierte
NucliSens® easyMAG™ System (bioMérieux) verwendet, welches am NHLS Tygerberg
routinemaRig im Rahmen eines laboreigenen HIV-1 Resistenztestes zum Einsatz kommt
[69]. Das Prinzip des NucliSens® easyMAG™ Systems basiert auf der Bindung von
Nukleinsdauren an magnetische Silica-Partikel in Anwesenheit der chaotropen Substanz
Guanidiniumthiocyanat [95, 96]. Nach mehreren Waschschritten werden die
Nukleinsauren durch einen Elutionspuffer von den Silica-Partikeln gel6st. Das Eluat
enthalt die aufgereinigten Nukleinsduren des Probenmaterials. Das NucliSens®
easyMAG™ System bietet einen Durchsatz von 24 Proben in weniger als einer Stunde
[97]. Das in dieser Arbeit verwendete Protokoll Generic 2.0.1 operiert mit

Probenvolumina von 10 ul bis 1.000 ul. Das Elutionsvolumen kann von 110 pl bis 25 pl
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variiert werden. Folglich kdnnen die im Plasma enthaltenen Nukleinsduren bis zu 40-fach
konzentriert und bis zu 11-fach verdiinnt ausgegeben werden. Diese Flexibilitat bei der
Konzentrierung der extrahierten Nukleinsduren war nitzlich fir die Optimierung des
Nukleinsaure-Eintrags in die PCR. Die fiir die qualitative PCR-Minipool-Strategie

verwendeten Extraktionsparameter sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Extraktionsparameter

Plasmavolumen | Elutionsvolumen Konzentrationsfaktor | Protokoll
Minipools 500 pl 100 pl 5 Generic
2.0.1
Individuelle 100 pl 100 pl 1 Generic
Patientenprobe 2.0.1

Unmittelbar nach der Extraktion wurden die Eluate aliquotiert, bei -20 °C aufbewahrt

und innerhalb von zwei Monaten getestet.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction, PCR) wurde Mitte
der 1980er Jahre von Kary B. Mullis beschrieben und entwickelte sich seitdem zu einer
der wichtigsten Methoden der Molekularbiologie [98, 99]. Voraussetzung sind zwei
Oligonukleotidmolekiile (Primer), welche aufgrund ihrer Sequenz spezifisch an jeweils
einen Strang der Nukleinsdure binden. Das zu amplifizierende DNA-Segment liegt
zwischen den beiden Primerbindungsstellen. Nach Hitzedenaturierung des DNA-
Doppelstranges lagern sich die Primer komplementar an jeweils einen Strang an
(Annealing) und bieten der hitzestabilen DNA-Polymerase ein freies 3‘-Ende dar. Das
Enzym katalysiert die Verlangerung der Primer in 5‘-3‘-Richtung anhand der Vorlage des
jeweiligen Matrizenstranges. Sobald die neu synthetisierten Strange die Lange des von
beiden Primern flankierten DNA-Segments erreicht haben, entsteht dort eine zum
jeweils anderen Primer komplementadre Bindungsstelle. Nach erneuter Denaturierung
stehen also auch die neu synthetisierten Strange als Matrize zur Verfligung. Durch die
konsekutive Wiederholung des dreistufigen Zyklus, bestehend aus Denaturierung,

Primer-Anlagerung und DNA-Synthese, kommt es zur exponentiellen Vermehrung des
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von den beiden Primern eingeschlossenen DNA-Fragmentes. So kdnnen mit dieser
Methode spezifische DNA-Fragmente innerhalb weniger Stunden um Uber sieben
Zehnerpotenzen vervielfaltigt und somit durch nachfolgende Methoden nachweisbar
gemacht werden [100, 101]. Die hohe Sensitivitat und Spezifitat der PCR er6ffnet ihr ein
breites Anwendungsspektrum in der Diagnostik von Viruserkrankungen [102].

Liegt das virale Genom, wie beim HI-Virus, in Form von RNA vor, so muss die aus dem
Probenmaterial extrahierte RNA in vitro durch das Enzym Reverse Transkriptase in
komplementdre DNA (englisch: complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden.
Die cDNA dient dann als Vorlage fiir die weitere PCR-Amplifikation. Dies wird als RT-PCR
(Reverse Transkriptase-PCR) bezeichnet. [99]

Bei einer Nested-PCR wird das Produkt eines ersten PCR-Durchgangs (englisch: round)
als Matrize fir einen zweiten PCR-Durchgang verwendet. Das flir den zweiten
Durchgang verwendete Primer-Set ist so gewahlt, dass es innerhalb des im ersten
Durchgang amplifizierten Fragments bindet. [103]

Im Rahmen der Optimierung der qualitativen PCR-Strategie in dieser Arbeit wurde eine
Nested-PCR entworfen. Im Folgenden sind die Nested-PCR-Protokolle aufgefiihrt, die
Ergebnis des Optimierungsprozesses waren und fir die Validierung der qualitativen PCR-

Strategie verwendet wurden.

2.2.3.1 Erster PCR-Durchgang: RT-PCT

Im ersten Durchgang kam das SuperScript® Ill One-Step RT-PCR System with Platinum®
Tag DNA Polymerase (Invitrogen™) zum Einsatz. Dieses Einschritt-RT-PCR System vereint
die reverse Transkription der viralen RNA mit der darauffolgenden PCR-Amplifikation
der entstandenen cDNA in einem Experiment. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis
durchgefihrt. Das Pipettierschema und das Thermocycler-Protokoll sind in Tabelle 2 und
Tabelle 3 zusammengefasst. Vor der reversen Transkription wurde ein RNA-
Denaturierungsschritt eingefiihrt, um RNA-Sekundarstrukturen zu beseitigen. Der
Master Mix | wurde erst anschlieBend zum RNA-Extrakt hinzugefiigt, um das Enzym
Reverse Transkriptase wahrend des RNA-Denaturierungsschrittes bei 65 °C nicht zu
schadigen. Zunachst wurden pro Reaktion 10 pl RNA-Extrakt in ein PCR-Reaktionsgefald

gegeben und die RNA-Denaturierung im Thermocycler (GeneAmp® PCR System 9700,

22



Material, Methoden, Projektaufbau und -durchfiihrung

Applied Biosystems) bei 65 °C durchgefiihrt. Nach Ablauf der 30 Sekunden wurden die

ReaktionsgefaRe aus dem Thermocycler genommen, sofort stark gekiihlt (IsoFreeze mini

cooler) und je 40 ul des bereits vorbereiteten Master Mix | hinzugefiigt. AnschlieRend

wurden die PCR-Reaktionsgefalle wieder im Thermocycler platziert und das Programm

wurde mit der reversen Transkription fortgesetzt.

Tabelle 2: Pipettierschema erster PCR-Durchgang

Reagenz Volumen pro
Reaktionsansatz

Master Mix | | Nukleasefreies Wasser (Promega) 9 ul

2X Reaction Mix (3,2 mmol/l, MgS04, 400 25 ul

umol/l of each dNTP) (Invitrogen™)

Primer Mj3 forward (10 umol/I) 2 ul

Primer Mj4 reverse (10 umol/I) 2 ul

SuperScript® Il RT/Platinum® Taq Mix 2 ul

(Invitrogen™)
Nukleinsdaure | RNA-Extrakt 10

Tabelle 3: Thermocycler-Protokoll erster PCR-Durchgang

Schritt Wiederholungen | Temperatur Dauer
RNA-Denaturierung 1x 65 °C 30 Sekunden
Reverse Transkription | 1x 50 °C 30 Minuten
Denaturierung 1x 94 °C 2 Minuten
Denaturierung 94 °C 20 Sekunden
Primer-Anlagerung 35x 55°C 30 Sekunden
DNA Synthese 68 °C 90 Sekunden
Finale Synthese 1x 68 °C 5 Minuten
Kuhlen 4°C oo
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2.2.3.2 Zweiter PCR-Durchgang: Nested-PCR

Im zweiten Durchgang kam das Kit GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega) zum
Einsatz. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Der Master Mix Il wurde
zeitgleich mit dem Master Mix | hergestellt. Pro Reaktion wurden 23 pl des Master Mix
Il in ein PCR-Reaktionsgefall vorgelegt und bis zum Start des zweiten PCR-Durchgangs
flir maximal vier Stunden bei -20 °C aufbewahrt. Nach Abschluss des ersten Durchgangs
wurden je 2 pl des PCR-Produkts in das korrespondierende Reaktionsgefall fir den
zweiten Durchgang libertragen und die PCR im Thermocycler (GeneAmp® PCR System
9700, Applied Biosystems) gestartet. Das Pipettierschema und das Thermocycler-

Protokoll sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 4: Pipettierschema zweiter PCR-Durchgang

Reagenz Volumen pro
Reaktionsansatz

Master Mix I Nukleasefreies Wasser (Promega) 11,25 pl

5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega) 5ul

PCR nucleotide mix (10 mmol/I each) 0,5 pl

(Promega)

Magnesium Chloride Solution (25 mmol/l) 2 ul

(Promega)

Primer 5RT-LONG-C forward (10 umol/I) 2 ul

Primer 4RT reverse (10 umol/l) 2 ul

GoTag® DNA Polymerase (Promega) 0,25 ul
Nukleinsdure PCR-Produkt aus erstem Durchgang 2 ul
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Tabelle 5: Thermocycler-Protokoll zweiter PCR-Durchgang

Schritt Wiederholungen Temperatur Dauer
Denaturierung 1x 94 °C 2 Minuten
Denaturierung 94 °C 20 Sekunden
Primer-Anlagerung | 35x 55°C 30 Sekunden
DNA Synthese 68 °C 60 Sekunden
Finale Synthese 1x 68 °C 5 Minuten
Kiihlen 4°C oo

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese und Geldokumentation

Die Agarose-Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von DNA nach ihrer GroRe.
Aufgrund ihrer negativen Ladung bei neutralem pH-Wert wandert DNA im elektrischen
Feld auf die Anode zu. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit von linearen,
doppelstrangigen DNA-Molekiilen in der Agarose-Gelmatrix invers proportional zum
Logio der Basenzahl [104]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Agarose-
Gelelektrophorese zum Nachweis von amplifiziertem PCR-Produkt nach dem zweiten
PCR-Durchgang verwendet. Zur Herstellung des Gels wurden 2 % w/v Agarose (SeaKem®
LE Agarose, Lonza) in 1x Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer im Mikrowellenherd aufgekocht,
in eine Agarose-Gelelektrophorese-Kammer gegossen und nach dem Erstarren mit 1x
Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer tberschichtet. 5 ul PCR-Produkt wurde mit 1 pul Novel
Juice (GeneDireX®) vermischt und in das Gel geladen. Ebenso wurde mit 3 pl DNA-
Langenstandard DNA Ladder RTU 100bp (GeneDireX®) verfahren. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 8 V/cm liber 40 Minuten, wobei das Gel
zum effektiveren Abtransport der entstehenden Warme mit ca. 50 rpom (LAB. Rotator,
Digisystem Laboratory Instruments) bewegt wurde, sobald die DNA in das Gel
eingedrungen war. Die Geldokumentation erfolgte mittels des Uviprochemi Il
Geldokumentationssystems (Uvitec) bei UV-Licht mit 312 nm Wellenlange. Eine Bande
bei 552 bp entsprechend der Lange des im zweiten PCR-Durchgang amplifizierten DNA
Fragments wurde als positives Ergebnis gewertet. Fiir die Bildbearbeitung wurde die

Software Uviband Version 12.11 (Uvitec) verwendet.
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2.2.5 DNA-Aufreinigung

Durch die DNA-Aufreinigung werden Enzyme sowie ungenutzte Primer und dNTPs aus
dem PCR-Produkt entfernt, um die Qualitdt der anschlieRenden Sequenzierung zu
verbessern [105]. Hierflir wurde das QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) gemaR den
Herstellerangaben verwendet. Dieses Kit basiert auf der Bindung von DNA an eine Silica-
Membran. Ein Waschschritt entfernt Verunreinigungen, anschlieRend wird die DNA in

eine geringe Menge Puffer eluiert [106, 107].

2.2.6 Messung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA in wassriger Losung kann UV-spektroskopisch ermittelt
werden. Die Absorption von UV-Strahlung der Wellenldange 260 nm dient dabei als Mal}
der DNA-Konzentration, wahrend der Quotient aus den Absorptionen bei 260 nm und
280 nm bzw. bei 260 nm und 230 nm Aussagen Uber die Verunreinigung der DNA mit
Proteinen bzw. Extraktionsreagenzien (z.B. Guanidiniumthiocyanat) zuldsst [106]. Die
DNA-Konzentration des aufgereinigten PCR-Produkts wurde mit dem NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer bestimmt. Anhand der gemessenen DNA-Konzentrationen lieRen
sich Verdiinnungsfaktoren ermitteln, um fir die Sequenzierung geeignete DNA-

Konzentrationen von 10-25 ng/ul zu erhalten.

2.2.7 Sequenzierung

Fiir eine genotypische Resistenztestung wird die Nukleotid-Abfolge relevanter viraler
Gene bestimmt. Durch ihren Abgleich mit groBen Sequenzdatenbanken ko&nnen
resistenzassoziierte Mutationen identifiziert werden [108, 109]. Eine Moglichkeit der
Sequenzanalyse beruht auf dem Prinzip der von Sanger et al. beschriebenen
Didesoxymethode [110]. Die Weiterentwicklung dieser Methode macht sich
fluoreszenzmarkierte 2 3‘-Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zunutze, die
zusatzlich zu den 2‘-Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) im Reaktionsansatz
vorhanden sind und ebenfalls als Substrat der DNA-Polymerase dienen. Jedem der vier
ddNTPs (ddATP, ddCTP, ddTTP und ddCTP) ist eine eigene Fluoreszenzfarbe zugeordnet.
Der Einbau eines ddNTP hat aufgrund der Abwesenheit der 3‘-Hydroxygruppe einen

Kettenabbruch zur Folge. Es resultieren unterschiedlich lange DNA-Strange, die jeweils
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durch ein fluoreszierendes ddNTP terminiert werden. Automatisierte DNA-Sequenzer
trennen die Strange mittels Kapillargelelektrophorese ihrer Lange nach auf, wobei
Langenunterschiede von nur einem Nukleotid aufgelést werden kénnen. Durch
Detektion der unterschiedlichen Emissionsspektren der die Strange terminierenden
ddNTPs kann auf die Basenabfolge der Matrizen-DNA geschlossen werden [105, 111,
112]. Das BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) wurde zur
Sequenzierung des PCR-Amplifikats verwendet, wenn die entsprechende
Patientenprobe positiv fir virologisches Versagen getestet wurde. Als Thermocycler
diente das GeneAmp® PCR System 9700 von Applied Biosystems. Die
Sequenzierungsreaktion erfolgte fiir jede der Proben in zwei getrennten
Reaktionsansatzen, wobei je einer den Primer S5RT-LONG-C forward, der andere den
Primer 4RT reverse (Ausgangskonzentration je 5 uM) beinhaltete. So wurden Plus- und
Minusstrang des PCR-Produkts sequenziert. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Das Pipettierschema und das Thermocycler Protokoll sind in Tabelle 6 und

Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 6: Pipettierschema Sequenzierungsreaktion

Reagenz Volumen pro

Reaktionsansatz

Master Mix | Nukleasefreies Wasser (Promega) 4 ul

BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 1l
(Applied Biosystems)

5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 3ul

Primer (5RT-LONG-C forward oder 4RT reverse) | 1 ul
(5 um)

Nukleinsdure | Aufgereinigtes PCR-Produkt (10-25 ng/pl) 1 ul
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Tabelle 7: Thermocycler-Protokoll Sequenzierungsreaktion

Schritt Wiederholungen Temperatur Dauer
Denaturierung 96 °C 10 Sekunden
Primer-Anlagerung | 25x 50 °C 5 Sekunden
DNA Synthese 60 °C 4 Minuten
Kuhlen 4°C oo

Nach der Sequenzierungsreaktion wurde das BigDye® XTerminator™ Purification Kit
(Applied Biosystems) entsprechend der Herstellerangaben zur Entfernung nicht
verbrauchter Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt [113]. Kapillargelelektrophorese und

Detektion der Basensequenz erfolgten im 3130x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

2.2.8 Alignment, Sequenzanalyse und Resistenzinterpretation

Fiir Alignment und Bearbeitung der Sequenzen wurde die Software Sequencer V10.1
(Gene Codes Corporation) verwendet. Die Sequenzdaten beider Strange wurden
berlicksichtigt. Zur Sequenzanalyse und Resistenzinterpretation wurde das HIVdb
Program (Genotypic Resistance Interpretation Algorithm) der Stanford University

verwendet (http://hivdb.stanford.edu/).

2.3 Projektaufbau

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ubertragung des von Tilghman et al. 2012
vorgeschlagenen Therapiemonitoringkonzeptes (siehe Absatz 1.3.3) auf das stdliche
Afrika. Dieses Projekt wurde in zwei Phasen unterteilt, die Optimierung der Methode fiir
die im sudlichen Afrika vorherrschenden Bedingungen und die Validierung der

optimierten Methode in einem stidafrikanischen Setting.

2.3.1 Optimierung

Zunachst musste die PCR fir HIV-1 Subtyp C optimiert werden und eine ausreichende
analytische Sensitivitdt aufweisen. Als analytische Sensitivitat wird in dieser Arbeit die
Fahigkeit der PCR bezeichnet, geringe Analytkonzentrationen zu detektieren. Die

kleinste detektierbare Analytmenge wird Detektionslimit genannt. In Abgrenzung dazu
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beschreibt die diagnostische Sensitivitat den Anteil richtig positiv getesteter Personen
an allen fiir das gesuchte Merkmal positiven Personen. [114, 115]

Im nachsten Schritt wurde das Detektionslimit der PCR als absolute Zahl von HIV-1 RNA-
Molekiilen (fortan: Kopien) bestimmt, die notwendig sind, um ein positives Ergebnis zu
erzielen. Mit diesem Wissen konnte der Eintrag an Probenmaterial in die PCR so
abgestimmt werden, dass Pools positiv getestet wurden, die mindestens eine Probe mit
einer Viruslast von lber 1.000 Kopien/ml enthielten. Gleichzeitig musste gewahrleistet
sein, dass bei der Dekonvolution positiver Pools individuelle Proben mit einer Viruslast
von Uber 1.000 Kopien/ml positiv getestet wurden, wahrend Proben mit niedrigerer
Viruslast negativ blieben. Die Definition von virologischem Therapieversagen als
Viruslast von Gber 1.000 Kopien/ml steht im Einklang mit der WHO-Definition und den
ART-Leitlinien der Staaten des sudlichen Afrikas (Ausnahme Botswana, hier 400

Kopien/ml) [38, 116].

2.3.2 Validierung

Die optimierte qualitative PCR-Minipool-Strategie wurde im Rahmen einer Studie an 50
Patientenproben aus der routinemafligen Viruslasttestung am NHLS Tygerberg in
Sidafrika mit der Referenzmethode verglichen. Nachfolgend wurden vier positiv
getestete Proben sequenziert und die Sequenzen mithilfe einer HIV-Resistenzdatenbank

auf das Vorliegen von Resistenzmutationen gepruft.

2.3.3 Ethische Klarung
Das Studienprotokoll wurde vom Health Research Ethics Committee der University of

Stellenbosch gebilligt (Ethics Protocol Number: $12/03/064).

2.4 Projektdurchfiihrung

2.4.1 Optimierung der PCR fiir HIV-1 Subtyp C
Mit den von Tilghman et al. 2012 beschriebenen Primern [68] und einem PCR-Durchgang
wurde bei der Testung von HIV-1 Subtyp C-infizierten Proben keine ausreichende

analytische Sensitivitdt erreicht. Daher wurde eine Nested-PCR entworfen und
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optimiert. Wichtige methodische Elemente des Optimierungsprozesses werden im
Folgenden dargestellt, wahrend der Optimierungsprozess in der Diskussion (Absatz 4.1)

ausfuhrlich erlautert wird.

2.4.1.1 Primer

Als duBeres Primerset wurden die von Plantier et al. [117] publizierten Primer Mj3 und
Mj4 verwendet, deren Sequenzen und Charakteristika in Tabelle 8 dargestellt sind. Als
inneres Primerpaar wurden 5RT long C und 4RT designt, die fir HIV-1 Gruppe M mit
spezieller Beriicksichtigung von Subtyp C optimiert sind, vgl. Absatz 4.1.1. Sequenzen

und Charakteristika der Primer sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Sequenzen und Charakteristika des dufSeren Primersets; die TM-Werte wurden mit dem Exigon Ty, Prediction
Tool berechnet, verfiighbar auf https.//www.exigon.com/Is/Pages/ExigonTMPredictionTool.aspx, Zugriff am
01.12.2016

Primer Sequenz (5‘-3¢) Nukleotidposition | Tm[°C] Designer

relativ zu HXB2

Mj3 (forward) AGTAGGACCTACACCTGTCA 2480 - 2499 61 Plantier

Mj4 (reverse) CTGTTAGTGCTTTGGTTCCTCT 3399 < 3420 62 Plantier

Tabelle 9: Sequenzen und Charakteristika des inneren Primersets; Die TM-Werte wurden mit dem Exiqon Ty, Prediction
Tool berechnet, verfiigbar auf https://www.exigon.com/Is/Pages/ExiqonTMPredictionTool.aspx, Zugriff am
01.12.2016

Primer Sequenz (5-3¢) Nukleotidposition Tm Designer
relativ zu HXB2 [°C]

5RT long C | CTGAAAATCCATATAACACTCCAATATTTGY 2704 - 2734 62- | Van Zyl,

(foward) 63 | G.U.

4RT GATGGAGTTCATACCCCATCCA 3234 <3255 64 | Van Zyl,

(revese) G.U.
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2.4.1.2 Amplifizierte DNA-Fragmente

Das Testdesign sieht vor, das PCR-Produkt zur genotypischen Resistenztestung zu
verwenden. Daher wurden die Primer 5RT long C und 4RT so entworfen, dass sie die
wichtigsten resistenzassoziierten Mutationen der fir die Reverse Transkriptase
kodierenden Genregion einschliefen, wie in Abbildung 7 zu sehen ist. Einzig die
Mutation M41L liegt auBerhalb des vom inneren Primerset flankierten DNA-Fragments.

Details zu den Fragmenten sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Abbildung 7: Die virale RNA ist grau dargestellt, sie zeigt einen Ausschnitt des pol Gens mit Anteilen der fiir die Protease
(PRO) und die Reverse Transkriptase (RT) kodierenden Regionen. Die Pfeile markieren die Primer auf Héhe ihrer
Bindungsstellen. MJ3(->) und MJ4 (&) schliefsen das dufSere Fragment (blau) ein, wdhrend 5RT long C (=) und 4RT
(¢) das nested-Fragment (griin) flankieren. Die roten Balken markieren die Positionen wichtiger Mutationen in der
Reverse Transkriptase kodierenden Genregion, welche mit Resistenzen gegen Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTIs
und NNRTIs) assoziiert sind. Resistenzdaten aus Wensing et al. 2015 [1], Sequenzdaten aus der Los Alamos HIV
sequence database, verfiigbar unter http://www.hiv.lanl.qov/ Zugriff am 01.12.2016

Tabelle 10: Abmessungen der Fragmente und ihre relative Position innerhalb des HIV-1 Genoms, Sequenzdaten aus
der Los Alamos HIV sequence database, verfiigbar unter http://www.hiv.lanl.gov/ Zugriff am 01.12.2016

Fragment Linge Nukleotidposition Aminosdureposition
relativ zu HXB2 Relativ zu Pol Relativ zu RT
(Codon 1) in HXB2 (Codon1) in HXB2
AuBeres 941 2480 - 3420 133 - 446 15291
Fragment Nukleotide
Nested 552 2704 - 3255 207 - 391 52 - 236
Fragment Nukleotide

2.4.1.3 Protokolle
Unter der MaRgabe, zunachst eine moglichst hohe analytische Sensitivitat zu erzielen,
wurden die Reaktionsansatze und Thermocycler-Protokolle der Nested-PCR optimiert.

Die Protokolle sind in Absatz 2.2.3 dargestellt.
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2.4.2 Bestimmung des Detektionslimits der Nested-PCR

Fir die Bestimmung des Detektionslimits wurden zunachst Verdinnungsreihen
hergestellt. Als Verdinnungsmittel diente HIV-negatives Plasma. Eine Patientenprobe
mit bekannter Viruslast wurden auf einen bestimmen Viruslast Ausgangswert
vorverdiinnt. Dann wurden durch serielles Verdiinnen abgestufte Viruslastwerte
erzeugt, wobei die Viruslast zwischen den Verdiinnungsstufen jeweils halbiert wurde.
AnschlieBend wurden die Proben unmittelbar der Nukleinsdureextraktion zugefihrt
oder fir maximal zwei Wochen bei -20 °C bis zur Extraktion aufbewahrt.

Fir die experimentelle Bestimmung des Detektionslimits wurden sechs
Verdlinnungsreihen mit einheitlichen Verdiinnungsstufen im Bereich des vermuteten
Detektionslimits der Nested-PCR angefertigt. Unter Berlicksichtigung der RNA-
Konzentrationen der Verdiinnungsstufen und des Volumens an extrahierter RNA, die in
die PCR eingebracht wurde, konnte die absolute Anzahl an HIV-1 RNA-Kopien pro PCR-
Reaktionsansatz (Kopien/Reaktion) angegeben werden. Es wurden RNA-Input-
Abstufungen von 40 Kopien bis 0,625 Kopien getestet, wobei sich die Zahl an RNA-
Kopien zwischen zwei Stufen jeweils halbierte. Jede Stufe einer jeden Verdiinnungsreihe
wurde doppelt getestet. Es wurden die in Absatz 2.2.3 beschriebenen Protokolle
verwendet, mit der Abweichung, dass der RNA-Input im ersten Durchgang 5 ul betrug
und folglich 14 ul nukleasefreies Wasser verwendet wurde. Mittels einer Agarose-
Gelelektrophorese wurde im Anschluss an die PCR das Vorliegen von amplifiziertem
PCR-Produkt beurteilt.

Zur Regressionsanalyse der Daten wurde eine Probit-Analyse mit dem Programm SPSS
Statistics 22 (IBM) durchgefiihrt. Die Probit-Analyse ist eine giangige Regressionsanalyse
fur die empirische Bestimmung der niedrigsten Analytkonzentration, die von einem
molekularen Test zuverlassig detektiert werden kann (Detektionslimit). Sie ist geeignet
fir die Analyse binomial verteilter Daten, d.h. Daten mit nur zwei moglichen
Ergebnissen, hier ,positiv’ oder ,negativ’. Die Probit-Analyse transformiert die
Analytkonzentration-Ergebnis-Kurve in eine Gerade, welche zur Regressionsanalyse
genutzt werden kann. Ublicherweise wird als Detektionslimit die Analytkonzentration

bezeichnet, bei der 95 % der Proben positiv getestet werden. [115]
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2.4.3 Minipool-Studie

Zur Validierung der qualitativen PCR-Minipool-Strategie wurde eine retrospektiv
methodenvergleichende Studie an 50 Patientenproben durchgefiihrt. Die
Patientenproben stammten aus der routinemaRigen Viruslasttestung am NHLS
Tygerberg und wurden im April und Mai 2013 sukzessive gesammelt, wenn sie folgende
Einschlusskriterien erfillten: Erwachsener Patient unter Erstlinien-ART und
ausreichendes  verbleibendes  Probenvolumen nach der routinemaRigen
Viruslastbestimmung. Die  quantitative  Viruslastbestimmung  durch die
Referenzmethode (Abbott RealTime HIV-1 Assay, siehe Absatz 2.2.1) war zum Zeitpunkt
der Probenakquise bereits im Gange oder abgeschlossen. Die Probenverarbeitung und
Testdurchfihrung erfolgte verblindet beziiglich der Viruslastergebnisse, welche erst
offengelegt wurden, als alle Testergebnisse der qualitativen PCR-Minipool-Strategie
vorlagen.

Fiir die Herstellung der Minipools wurden 50 Patientenproben a 300 ul gesammelt.
Jeweils funf Patientenproben wurden gepoolt. Hierfir wurden 120 pl jeder
Patientenprobe in ein Reaktionsgefall (Greiner bio-one) gegeben und durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren gemischt. Unmittelbar nach ihrer Herstellung wurden die
Minipools der Nukleinsdaureextraktion zugefiihrt. Das Poolvolumen von 600 pl wurde
gewdhlt, um ein suffizientes Pipettieren des bei der Extraktion benoétigten
Plasmavolumens von 500 pl zu gewahrleisten. Die verbleibenden 180 ul jeder
individuellen Patientenprobe wurden aus Griinden der Zeitersparnis ebenfalls direkt zur
Extraktion gegeben, woflr ein Volumen von 100 ul benétigt wurde. Die extrahierte RNA
der Pools und individuellen Patientenproben wurden aliquotiert und bei -20 °C bis zur
Durchfiihrung der PCR aufbewahrt. Fir die Testung der Minipools wurden die in
Abschnitt 2.2.3 beschriebenen Protokolle verwendet. Amplifiziertes PCR-Produkt wurde
anhand einer Agarose-Gelelektrophorese detektiert. Alle individuellen Proben positiv
getesteter Minipools wurden im Anschluss in gleicher Weise getestet.

Die Ergebnisse der qualitativen PCR-Strategie wurden mit der Referenzmethode
verglichen. Dabei wurde die Ubereinstimmung beider Methoden hinsichtlich der

Detektion von Proben mit einer Viruslast von tiber 1.000 Kopien/ml untersucht. Eine
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Kappa Statistik (SPSS Statistics 22, IBM) wurde durchgefiihrt um zu prifen, ob die
beobachtete Ubereinstimmung beider Methoden gréRer war als die allein durch Zufall
zu erwartende Ubereinstimmung. Weiterhin wurden die diagnostische Sensitivitat und
Spezifitat und der negative und positive pradiktive Wert der qualitativen PCR-Strategie
bestimmt. Die relative Effizienz der Minipool-Methode wurde anhand dieser Formel
berechnet:

NTests

Relative Ef fizienz = (1 - ) - 100

Proben

mit Nyosts = Zahl der durchgefiihrten Tests und Np,open = Zahl der gescreenten Proben

[118].

2.4.4 Genotypische Resistenztestung

Die PCR-Produkte von vier positiv getesteten Patientenproben wurden sequenziert.
Dafir durchliefen die Proben nach der PCR-Amplifikation die Schritte DNA-Aufreinigung
(2.2.5), Messung der DNA-Konzentration (2.2.6), Sequenzierung (2.2.7) sowie
Alignment, Sequenzanalyse und Resistenzinterpretation (2.2.8). Zwei der Proben sollten
wahrend der PCR-Optimierungsphase zeigen, ob die Nested-PCR mit den Primern 5RT
LONG C und 4RT ein sequenzierbares PCR-Produkt erzeugte. Weiterhin wurde das PCR-
Amplifikat zweier positiv getesteter Patienten der Minipool-Studie sequenziert. Diese
beiden Proben durchliefen beispielhaft den gesamten im Testdesign vorgesehenen
Prozess, von der gepoolten Testung liber die Dekonvolution der positiven Pools bis zur

genotypischen Resistenzbestimmung positiv getesteter individueller Patientenproben.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung des Detektionslimits der Nested-PCR
In diesem Absatz werden fir die Optimierung entscheidende Laborergebnisse
dargestellt, wahrend der Optimierungsprozess in der Diskussion (Absatz 4.1) ausfiihrlich

erlautert wird.

3.1.1 Testung von Verdiinnungsreihen

Das Detektionslimit wurde durch die Testung von Verdiinnungsreihen mit niedrigen HIV-
1 RNA-Konzentrationen bestimmt. Hierflir wurden von sechs Patientenproben
Verdlinnungsreihen mit einheitlichen RNA-Konzentrationen angefertigt. Jede
Verdiinnungsstufe einer jeden Verdinnungsreihe wurde doppelt getestet. Dadurch
entstanden zwolf bindre Testergebnisse (positiv oder negativ) pro Verdiinnungsstufe.
Rechnerisch wurde die absolute Zahl an RNA-Kopien bestimmt, die bei der Testung der

1 2 3 4 5 6 jeweiligen Verdinnungsstufe in die PCR-

40+ +|+ +|+ +[+ +|+ +[+ + . .
Reaktion eingetragen wurde. Es wurden Stufen

20|+ +|+ - [+ +|+ +|+ +|+ +

10+ +|- - |+ |- +|+ +|+ + von 40 Kopien bis 0,625 Kopien getestet.

51+ +]+ - [+ +]|- +|+ +|- + .

25(- - |- - |+ - |+ - |+ +#|+ - Abbildung 8 gibt einen Uberblick Gber die
L25 ] -k - e - Ergebnisse der Verdinnungsreihentestung. In
0,625(+ - |- - |+ -|- -|- +|+ -

Abbildung 8: Die Verdiinnungsreihen sind von 1 - Abb”dung 9 ist die absolute und prozentuale

6 nummeriert. Am linken Rand ist der RNA-Input . . . .
als absolute Zahl von RNA-Kopien/Reaktion Zahl positiver Ergebnisse auf die verschiedenen

angegeben. Positive Ergebnisse sind  blau

hinterlegt, negative griin Verdinnungsstufen bezogen.
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Abbildung 9: Absolute und prozentuale Zahl positiver Ergebnisse pro Verdiinnungsstufe
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3.1.2 Probit-Analyse zur Bestimmung des Detektionslimits
Zur Auswertung der Daten wurde eine Probit-Analyse durchgefiihrt. Die damit erzeugte

Regressionsgerade ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Kopien/Reaktion
Abbildung 10: Kopien/Reaktion gegen Probit-Werte; die Gleichung der Regressionsgerade ist rechts oben angezeigt

Weiterhin wird durch das Statistikprogramm eine Tabelle ausgegeben, in der die
geschatzte Anzahl an RNA-Kopien (inkl. zugehdoriger 95 %-Konfidenzgrenzen) aufgefiihrt
ist, die im Reaktionsansatz vorhanden sein muss, um mit einer gegebenen
Wahrscheinlichkeit ein positives PCR-Ergebnis zu erzielen. Der Probit-Wert (vgl.
Abbildung 10) ist hier in eine prozentuale Wahrscheinlichkeit konvertiert. Die Werte der
Tabelle sind in Abbildung 11 graphisch dargestellt. Wird das Detektionslimit einer
Methode als Analytmenge definiert, bei der 95 % der Proben positiv getestet werden,
so betragt das Detektionslimit der optimierten Nested-PCR 20 RNA-Kopien (95 %
Konfidenzintervall 14 — 41 Kopien).
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20; 95%

16; 90%

10; 75%

Wahrscheinlichkeit fiir positives Ergebnis

0%
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RNA-Input (Kopien/Reaktion)

—@—Schatzung  —@—Untergrenze Obergrenze

Abbildung 11: Schdtzung (blau) und 95 % Konfidenzgrenzen (braun und grau) der RNA-Kopien die notwendig sind, um
mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit ein positives PCR-Ergebnis zu erzielen. 20 RNA-Kopien werden zu 95 % positiv
getestet, 16 RNA-Kopien zu 90 % und 10 RNA-Kopien zu 75 %.

3.2 Validierung der qualitativen PCR-Minipool-Strategie

3.2.1 Minipool-Studie

3.2.1.1 Studienpopulation und Ergebnisse der Referenzmethode

50 Patientenproben aus der Routine-Viruslasttestung am NHLS Tygerberg wurden in die
Studie eingeschlossen. Die mit der Referenzmethode erhobenen quantitativen
Viruslastergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst: Der Viruslastbereich
detektierbarer Proben erstreckte sich von 43 — 114.845 Kopien/ml. Die mittlere Viruslast
betrug 7.942 Kopien/ml.

11 der 50 Patientenproben wiesen eine Viruslast von tiber 1.000 Kopien/ml auf, die
Pravalenz des virologischen Versagens in der Studienpopulation war somit 22 %.

Die Viruslastverteilung in der Studienpopulation ist in Abbildung 12 veranschaulicht.
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VL < 40 Kopien/ml (74%)
40 < VL < 100 Kopien/ml (4%)
virologisches H 100 < VL < 1000 Kopien/ml (0%)
Versagen .
22% 1.000 < VL <10.000 Kopien/ml (8%)
M 10.000 < VL < 100.000 Kopien/ml (10%)

m VL > 100.000 Kopien/ml (4%)

Abbildung 12: Viruslastverteilung in der Studienpopulation

3.2.1.2 Ergebnisse der qualitativen PCR-Minipool-Strategie

Aus den 50 Patientenproben wurden 10 Minipools a 5 Proben erstellt und mit der
qualitativen PCR getestet. 7 Pools fielen positiv aus, 3 negativ. Zur Dekonvolution der 7
positiven Pools wurden 35 Patientenproben individuell getestet, wovon 10 positiv

ausfielen.

3.2.1.3 Ubereinstimmung der Methoden

Als Ubereinstimmung wurde gewertet, wenn Proben mit einer Viruslast von tiber 1.000
Kopien/ml mit der qualitativen PCR positiv getestet wurden und wenn Proben mit einer
Viruslast unter 1.000 Kopien/ml mit der qualitativen PCR negativ getestet wurden. Als
Fehlklassifizierung galt hingegen, wenn Proben {ber 1.000 Kopien/ml mit der
qualitativen PCR negativ getestet wurden (falsch negativ) oder wenn Proben unter 1.000
Kopien/ml von der qualitativen PCR positiv getestet wurden (falsch positiv).

Der Vergleich der Ergebnisse beider Methoden zeigte, dass von den 11 Proben mit einer
Viruslast von tber 1.000 Kopien/ml 10 Proben durch die qualitative PCR positiv getestet
wurden. Falsch negativ fehlklassifiziert wurde eine Probe mit 8.885 Kopien/ml. Alle der
39 Proben mit einer Viruslast unter 1.000 Kopien/ml wurden durch die qualitativen PCR
negativ getestet, es gab also keine falsch positiv getesteten Proben. Jeder der 7 positiv
getesteten Pools enthielt mindestens eine Probe mit einer Viruslast iber 1.000
Kopien/ml, wahrend alle 3 negativ getesteten Pools ausschlieRlich Proben mit

Viruslasten unter 1.000 Kopien/ml enthielten. Die Pooling-Methode fiihrte also nicht
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zum Verpassen von Proben mit virologischem Versagen. Die falsch negativ getestete
Probe war Teil eines positiv getesteten Pools. Bei der Dekonvolution dieses Pools wurde
eine Probe mit einer Viruslast von 1.191 Kopien/ml positiv getestet, wahrend die Probe
mit 8.885 Kopien/ml negativ blieb. Der verbliebene RNA-Extrakt der falsch negativ
getesteten Probe wurde mehrfach nachgetestet. In keinem der Tests wurde ein
positives Ergebnis erzielt.

Der Methodenvergleich mit 50 Patientenproben ergab nur eine Fehlklassifizierung
durch die qualitative PCR-Strategie. Die Ubereinstimmung beider Tests beziiglich der
Klassifikation der Proben entweder als ,virologisches Versagen” oder , kein virologisches
Versagen” betriagt 98 %. Um zu untersuchen, ob die beobachtete Ubereinstimmung
beider Methoden groBer war, als die allein durch Zufall zu erwartende
Ubereinstimmung, wurde eine Kappa Statistik durchgefiihrt. Mégliche Kappa Werte
reichen von -1 bis 1, wobei 1 eine perfekte Ubereinstimmung, 0 genau die durch Zufall
erwartete Ubereinstimmung und -1 keine Ubereinstimmung bedeutet. Die Kappa
Statistik ergab einen Kappa Wert von 0,94. Tabelle 11 zeigt die im Rahmen der Studie
erhobenen Ergebnisse im Vergleich zu den Ergebnissen, die durch Zufall zu erwarten

waren.

Tabelle 11: Die Tabelle zeigt die gemessenen Ergebnisse (Anzahl) und jeweils darunter die Zahl der Ergebnisse, die
gemdfs Kappa Statistik durch Zufall zu erwarten wdéren (erwartete Anzahl)

Referenzmethode
virologisches
kein virologisches Versagen Versagen Gesamtsumme
qualitative kein Anzahl 39 1 40
Exﬁzu I- Urfbg'sﬁ " Erwartete 1,2 4
pog ersage Anzahl 31, 8,8 0,0
Strategie
virologisches  Anzahl 0 10 10
Versagen Erwartete 29 1
Anzahl 7,8 ! 0,0
Gesamtsumme Anzahl 39 11 50
Erwartete
Anzahl 39,0 11,0 50,0

3.2.1.4 Giitekriterien der Klassifikation
Die diagnostische Sensitivitat der qualitativen PCR-Strategie fir die Detektion von
virologischem Versagen war 91 %, der negative pradiktive Wert (NPV) 98 %. Die

Spezifitat und der positive pradiktive Wert (PPV) betrugen jeweils 100 %.
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3.2.1.5 Relative Effizienz der Minipool-Methode

Die relative Effizienz beschreibt den prozentualen Anteil eingesparter Tests durch die
Minipool-Methode gegentiiber der Testung jeder einzelnen Patientenprobe.

Die Minipool-Strategie benétigte 45 Tests fir 50 Patientenproben, folglich betragt die

relative Effizienz 10 %.

3.2.1.6 Ubersicht der Ergebnisse der Minipool-Studie

Tabelle 12: Ergebnisse der Minipool-Studie

Ubereinstimmung mit Referenzmethode 98 %
Kappa Wert 0,94
Diagnostische Sensitivitat 91 %
NPV 98 %
Spezifitat 100 %
PPV 100 %
Relative Effizienz 10%

3.2.2 Genotypische Resistenztestung

Die PCR-Produkte von vier positiv getesteten Patientenproben wurden sequenziert.
Sequenzdaten aller vier PCR-Produkte konnten erfolgreich generiert werden. Das HIVdb
Program (Stanford University) identifizierte alle eingegebenen Sequenzen als Reverse
Transkriptase kodierende Genregion von HIV-1 Subtyp C. Jede der Sequenzen enthielt
eine oder mehrere Mutationen, die mit Resistenzen gegen NRTIs oder NNRTIs assoziiert
sind. In Tabelle 13 sind Viruslastergebnisse, analysierte Codons der Reverse
Transkriptase kodierenden Genregion und Resistenzmutationen aller sequenzierten

Patientenproben zusammengefasst.

Tabelle 13: Sequenzierte Patientenproben

Probe Optimierung 1 Optimierung 2 Pool Studie 1 Pool Studie 2
Viruslast [Kopien/ml] 1.488 21.443 114.845 1.191
RT Codons 55-230 55-231 56 - 230 56 - 230
NRTI Resistenzmutationen A62AV, M184V A62AV A62AV A62AV
NNRTI Resistenzmutationen Y181C K103N E138K -
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4 Diskussion

Der Nutzen des routinemaRigen Viruslastmonitorings zur Sicherung eines nachhaltigen
Erfolgs der antiretroviralen Therapie ist unbestritten. Es verbessert das individuelle
Outcome HIV-infizierter Patienten, tragt zur Pravention der HIV-Infektion bei und
verringert moglicherweise den Bedarf an teuren Zweit- und Drittlinienmedikamenten
[77]. Dies schlagt sich auch in den aktuellen WHO-Empfehlungen zum
Therapiemonitoring [38] und den Anstrengungen der UNAIDS Diagnostics Access
Initiative! und von Médecins Sans Frontiéres (MSF) zur Steigerung der Verfugbarkeit von
Viruslastmonitoring in ressourcenknappen Landern nieder [119, 120]. Trotz diesen
Empfehlungen und MaBnahmen mangelt es noch in vielen Landern des slidlichen Afrikas
an Viruslasttests. Es besteht ein hoher Bedarf an der Ausweitung der Verfligbarkeit von
Viruslasttestsystemen, welche den Anforderungen dieser Lander gerecht werden. [54,
87, 121]

Obwohl die Viruslasttestung die sensitivste Methode zum Nachweis von virologischem
Therapieversagen ist, gibt sie zunichst keine Auskunft (ber die Atiologie des
Therapieversagens. In Landern mit gut ausgestattetem Gesundheitssystem ist eine
genotypische Resistenztestung bei Therapieversagen Standard, um moglichst schnell
eine Auskunft Gber das Vorliegen von Resistenzmutationen zu bekommen [44, 122].
Auch in ressourcenknappen Landern ware dies eine wertvolle Information, jedoch ist die
genotypische Resistenztestung aufgrund ihrer hohen Kosten und ihrer Komplexitat im
Rahmen des Public Health Konzeptes der WHO noch nicht empfohlen [38] und in
ressourcenknappen Settings kaum verfiigbar [66, 67, 123, 124].

In dieser Arbeit wurde eine kostenglinstige und ressourcenextensive Methode zur
gepoolten qualitativen  Viruslasttestung und nachfolgenden genotypischen

Resistenzbestimmung fir Lander des slidlichen Afrikas vorgestellt.

! Die UNAIDS Diagnostics Access Initiative ist ein Zusammenschluss folgender Organisationen:

UNAIDS, WHO, Clinton Health Access Initiative (CHAI), United States President’s Emergency Plan for AIDS
Relief (PEPFAR), Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria, US Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), African Society for Laboratory Medicine, USAID, UNITAID und UNICEF
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4.1 Diskussion des Optimierungsprozesses

4.1.1 Optimierung der PCR fiir HIV-1 Subtyp C

Tilghman et al. publizierten 2012 ein neuartiges Vorgehen zum kombinierten Nachweis
von virologischem Versagen und Resistenzmutationen im Rahmen einer Studie an
nordamerikanischen Patienten mit HIV-1 Subtyp B-Infektion. Durch sein
kostensparendes und technisch wenig aufwendiges Design ist dieses Konzept jedoch
besonders fiir den Einsatz in ressourcenknappen Regionen geeignet, in denen
kommerzielle Viruslast- und Resistenztestung nicht erschwinglich sind. [68]

In dieser Arbeit diente das Konzept von Tilghman et al. 2012 als Vorlage. Das Testdesign
wurde fir die im sddlichen Afrika vorherrschenden Bedingungen optimiert.
Berlicksichtigt wurde dabei die HIV-1 Subtyp C-Pradominanz dieser Region und die
Anforderung einer sensitiven und niederstringenten PCR. Dieser Optimierungsprozess
wird im Folgenden erldutert:

Mit den von Tilghman et al. 2012 beschriebenen Primern und einem Durchgang RT-PCR
wurde fiir HIV-1 Subtyp C keine ausreichende analytische Sensitivitat erzielt. Beim
Alignment der Primer mit HIV-1 Sequenzen der Los Alamos HIV sequence database
(QuickAlign) zeigten sich Mismatches mit HIV-1 Subtyp C-Sequenzen. Daraufhin wurden
die Primer 5RT long C und 4RT designt, die in hochkonservierten Regionen des HIV-1 po/
Gens binden. Sie sind fiar HIV-1 Gruppe M Sequenzen unter besonderer
Berlicksichtigung von Subtyp C optimiert. Beim Design wurde auf einen hohen GC-
Gehalt und auf dhnliche Tu-Werte beider Primer sowie auf die Lage der 3‘-Enden in
hochkonservierten Regionen geachtet. Da das PCR-Produkt positiv getesteter Proben
zur genotypischen Resistenzbestimmung genutzt werden sollte, wurden die Primer so
designt, dass das amplifizierte DNA-Fragment die wichtigsten resistenzassoziierten
Mutationen der fir die Reverse Transkriptase kodierenden Genregion beinhaltet (vgl.
Absatz 2.4.1.2).

Zur weiteren Steigerung der analytischen Sensitivitait wurde eine Nested-PCR
eingefliihrt, welche besonders bei der Detektion von Proben mit niedriger Viruslast
hilfreich ist [125], aber auch die Spezifitdt des PCR-Produkts steigert [126]. Flir den

ersten PCR-Durchgang, welcher reverse Transkription der RNA und Amplifikation der
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cDNA in einem Schritt vereint, wurden die von Plantier et al. [117] beschriebenen Primer
Mj3 und Mj4 und das Enzym SuperScript® Il RT/Platinum® Taq Mix (Invitrogen™)
verwendet. Vor der Reversen Transkription wurde ein RNA-Denaturierungsschritt
eingefiihrt, um RNA-Sekundarstrukturen zu beseitigen, welche die Reverse
Transkriptase beeintrachtigen konnen [126-128]. Dieser Denaturierungsschritt
beeinflusste in einer vorausgegangenen Arbeit die Menge an erzieltem PCR-Produkt
positiv [69]. Die reverse Transkription wurde bei einer moderat erhéhten Temperatur
von 50° C durchgefiihrt, was einen Kompromiss aus vermindertem Auftreten von RNA-
Sekundarstrukturen und weiterhin suffizientem Primer-Annealing an die RNA darstellt
[126]. Das weitere Protokoll des ersten Durchgangs (vgl. Absatz 2.2.3.1) orientiert sich
weitgehend an den Empfehlungen des Enzym-Herstellers [129]. Allerdings wurde der
Primer-Input verdoppelt auf eine finale Konzentration von 0,4 umol/I pro Primer.

Im zweiten Durchgang kamen die Nested-Primer 5RT long C und 4RT und das Enzym
GoTag® DNA Polymerase (Promega) zum Einsatz. Das von Claassen [69] optimierte
Protokoll wurde Gbernommen und geringfiigig angepasst (vgl. Absatz 2.2.3.2). Der
Primer-Input wurde halbiert auf eine finale Konzentration von 0,8 umol/l pro Primer. Da
das hier amplifizierte Fragment wesentlich kirzer ist als das Nested-Fragment im
Protokoll von Claassen, wurde die Synthesezeit auf 60 Sekunden verkiirzt. Durch die
Wahl relativ niedriger Annealing-Temperaturen (55 °C in beiden Durchgédngen) bei einer
mittleren Tm der Primer von ca. 62 °C wurden niederstringente Bedingungen fir die
Primerhybridisierung geschaffen. Dies steigert die Toleranz der PCR gegentliber Primer-
Template Mismatches [130, 131]. Die niedrige Stringenz der PCR sollte gewahrleisten,
dass HIV-Genome, die Mismatches im Bereich der Primerbindungsstellen aufweisen,
gleichermallen amplifiziert werden wie Genome, deren Sequenzen genau
komplementér zu den Primersequenzen sind.

Die Zahl der Zyklen wurde im Laufe der Optimierung fiir beide Durchgiange auf 35
reduziert, wodurch weiterhin gute Ergebnisse bei geringerem Zeitaufwand erzielt
wurden.

Ziel des Optimierungsprozesses war es, eine sensitive und wenig stringente PCR zu

schaffen, die eine hohe Toleranz gegeniiber Primer-Template Mismatches besitzt und

43



Diskussion

gute Ergebnisse bei der Testung von HIV-1 Subtyp C erzielt. Zusammenfassend wurden
bei der Optimierung im Hinblick auf diese Ziele folgende Punkte beachtet:

= QOptimierung der Primer

» Einfihrung einer Nested-PCR

= RNA-Denaturierung vor der reversen Transkription

= Hohe Temperatur wahrend der reversen Transkription

= Relativ niedrige Annealing-Temperaturen

4.1.2 Testung von Verdiinnungsreihen und Probit-Analyse

Die Ergebnisse der Testung von Verdlinnungsreihen und deren statistische Auswertung
durch die Probit-Analyse zeigten das Verhalten der PCR am unteren Ende ihres
Detektionsbereichs. GemaR Abbildung 11 (Absatz 3.1.2) wirden 30 Kopien/Reaktion in
nahezu 100 % der Falle positiv getestet. Bei 20 Kopien/Reaktion ware in 95 % der Falle
ein positives Ergebnis zu erwarten. Aus der Grafik geht weiterhin hervor, dass auch 0
Kopien/Reaktion noch zu 35 % positiv getestet wirden, und dass theoretisch ein
negativer RNA-Input notwendig ware, um eine weitere Senkung der Wahrscheinlichkeit
positiver Ergebnissen zu erzielen. Hierbei muss beachtet werden, dass es sich um eine
Extrapolation der Ergebnisse der Verdiinnungsreihentestung handelt. Keineswegs
wurden mit der Nested-PCR Proben positiv getestet, die faktisch keine HIV-RNA
enthielten (z.B. Negativkontrollen und non template controls).

Dass die durch die Probit-Auswertung vorhergesagte Wahrscheinlichkeit eines positiven
Ergebnisses bei 0 RNA-Kopien nicht ebenfalls null betragt, ist darauf zurlickzufiihren,
dass bei der Testung der Verdinnungsreihen die niedrigste Verdinnungsstufe, mit
einem errechneten RNA-Input von 0,625 Kopien, in vier von zwolf Experimenten positiv
getestet wurde. Idealerweise sollte fir die experimentelle Bestimmung des
Detektionslimits die hochste Verdinnungsstufe ausschlielich positive Ergebnisse
hervorbringen, wahrend die Analytkonzentration der niedrigsten Verdiinnungsstufe so
gering ist, dass kein Test mehr positiv wird. Bei der Planung des Experiments wurde
davon ausgegangen, dass mit einem errechneten RNA-Input von 0,625 Kopien kein
positives PCR-Ergebnis mehr erzielt werden kénne. Dass dennoch vier von zwolf Tests

dieser Verdiinnungsstufe positiv wurden, ware durch eine sehr hohe analytische
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Sensitivitdt der Nested-PCR zu erkldaren. Eine andere Erklarung ware eine moderate
Unterquantifizierung der Viruslast der Patientenproben, die zur Anfertigung der
Verdinnungsreihen verwendet wurden, durch die Referenzmethode, welche auch
schon an anderer Stelle beschrieben wurde [91, 132, 133]. Dies wiirde bedeuten, dass
die reale Viruslast der einzelnen Verdiinnungsstufen hoher ware als die aus den
Ergebnissen der Referenzmethode errechnete Viruslast. Da die Ergebnisse der
qualitativen PCR-Strategie in Ubereinstimmung mit der Referenzmethode stehen sollen
und andere Ursachen fiir das Positivwerden der vier Proben nicht ausgeschlossen
werden konnen, wird der moglichen Unterquantifizierung im Folgenden keine
Bedeutung beigemessen.

Ware die niedrigste Verdiinnungsstufe ausschlieRlich negativ getestet worden, so wiirde
die RNA-Input-Wahrscheinlichkeits-Kurve spatestens beim Input von 0 RNA-Kopien den
Wahrscheinlichkeitsnullpunkt durchlaufen. Da dies nicht der Fall war, ist das untere
Ende der Kurve verzerrt. Dennoch wird angenommen, dass die oberen Anteile der Kurve
aussagekraftig sind, da die hochste Verdiinnungsstufe ausschlielllich positiv getestet
wurde und von dort die absteigende Wahrscheinlichkeit positiver Ergebnisse bei
sinkendem RNA-Input durch die Probit-Regression simuliert wird. Dies steht im Einklang
mit einem Review-Paper (iber die Validierung von molekularen Tests fir
Infektionskrankheiten von Eileen M. Burd. Dort wird in einem Beispielexperiment das
Detektionslimit eines molekularen Tests mit Hilfe einer Probit-Analyse bestimmt. Die
zugrundeliegenden Ergebnisse der Testung von Verdiinnungsreihen zeigen, dass auch
hier die niedrigste Verdiinnungsstufe in 25 % positiv getestet wurde. Dennoch kann die
Probit-Regressionsanalyse auf diese Daten angewandt und das Detektionslimit ermittelt
werden. [115]

Abbildung 11 (Absatz 3.1.2) macht deutlich, dass es einen Schwellenwert (in
Kopien/Reaktion) gibt, Uber welchem nahezu alle Proben positiv getestet werden,
wahrend unterhalb einem niedrigeren Schwellenwert fast alle Proben negativ getestet
werden. Zwischen diesen beiden Schwellen gibt es einen Bereich, in dem die Proben
intermittierend positiv getestet werden. Dieses Verhalten einer PCR im Bereich

niedriger Analytkonzentrationen wurde bereits von Smieja et al. beschrieben [134].
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Auch Eileen M. Burd betont, dass es im Bereich niedriger Analytkonzentrationen immer
ein Kontinuum der Ungewissheit gibt und die im Rahmen einer Regressionsanalyse
bestimmten Cut-offs eine Vereinfachung darstellen [115]. In dieser Arbeit ermdglichten
die Ergebnisse der Probit-Analyse ein besseres Verstandnis fir Lage und Ausdehnung
des Bereichs, in welchem Proben intermittierend positiv werden, und halfen so bei der

Adaptation der analytischen Sensitivitat.

4.1.3 Adaptation der analytischen Sensitivitat

In der WHO-Leitlinie zur antiretroviralen Therapie, sowie in den meisten ART-Leitlinien
der Staaten des slidlichen Afrikas, ist virologisches Therapieversagen als eine Viruslast
von Uber 1.000 Kopien/ml definiert [38, 116]. Im Einklang mit dieser Definition sollte die
qualitative PCR-Minipool-Strategie Proben mit einer Viruslast Gber 1.000 Kopien/ml
positiv testen, wahrend Proben mit niedrigerer Viruslast negativ getestet werden
sollten. Es galt die analytische Sensitivitat der Methode so anzupassen, dass sie diese
Differenzierung leisten konnte. Dies sollte durch Verringerung des RNA-Inputs in die PCR
erreicht werden, da die Nested-PCR nach der Optimierung zu sensitiv war und auch sehr
niedrige Viruslasten detektierte. Andere Moglichkeiten, die analytische Sensitivitdt zu
vermindern, wie z.B. die Erhéhung der Annealing-Temperatur, wurden verworfen, um
die Stringenz der PCR bezliglich Primer-Template Mismatches nicht zu erhéhen [130,
131].

Das Resultat der Probitanalyse war, dass die Nested-PCR bei einem RNA-Input von 20
Kopien/Reaktion in 95 % der Falle positiv ausfallen wirde. Wiirde man nun den RNA-
Input so limitieren, dass 2 % der HIV-RNA eines Milliliters Patientenplasma in die Nested-
PCR eingetragen wirde, so wiirden von einer Probe mit 1.000 Kopien/ml genau 20
Kopien in die PCR gelangen. Dies hatte eine hohe diagnostische Sensitivitat der
gualitativen PCR-Strategie zur Folge, da fast alle Proben mit einer Viruslast tGiber 1.000
Kopien/ml positiv getestet wiirden. Allerdings geht die Wahrscheinlichkeit eines
positiven Testergebnisses unterhalb von 20 Kopien/Reaktion nicht sofort gegen null.
Abbildung 11 (Absatz 3.1.2) ist zu entnehmen, dass 16 Kopien/Reaktion noch in 90 % der
Falle positiv getestet wiirden. Wenn man, wie oben vorgeschlagen, 2 % der in einem

Milliliter vorhandenen RNA in die PCR eintragen wiirde, entsprachen 16
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Kopien/Reaktion einer Ausgangsviruslast von 800 Kopien/ml. Diese Probe sollte
eigentlich bereits negativ getestet werden, und nicht in 90 % der Falle ein positives
Testergebnis liefern. Die hohe diagnostische Sensitivitat ware also auf Kosten einer
geringen Spezifitdt erkauft, da es viele falsch positiv getestete Proben im
Viruslastbereich unter 1.000 Kopien/ml gdbe. Daher wurde der RNA-Input in die PCR
noch weiter reduziert, auf 1 % der HIV-RNA, die in einem Milliliter Patientenplasma
enthalten ist. Das bedeutet, dass von einer Probe mit 1.000 Kopien/ml rechnerisch
genau 10 Kopien in die PCR eingetragen wurden. Gemals Abbildung 11 (Absatz 3.1.2)
wiurde eine solche Probe in 75 % der Falle positiv getestet werden. Eine Probe mit 2.000
Kopien/ml wiirde zu 95 % positiv getestet werden, wahrend eine Probe mit 500
Kopien/mlin etwa 55 % der Falle positiv getestet werden wiirde. Diese Beispiele machen
deutlich, dass im Viruslastbereich um 1.000 Kopien/ml immer ein gewisser Teil falsch
positiver bzw. falsch negativer Ergebnisse zu erwarten sind. Das Ziel der qualitativen
PCR-Minipool-Strategie ist es jedoch, als Screening-Instrument Patienten mit guter
Virussuppression, d.h. einer Viruslast unterhalb des Detektionslimits der
Referenzmethode (hier 40 Kopien/ml), von virologischen Therapieversagern mit einer
Viruslast von Gber 1.000 Kopien/ml zu unterscheiden.

Der RNA-Input von 1 % der in einem Milliliter Patientenplasma vorhandenen HIV-RNA
schien auf der Grundlage der Ergebnisse der Probit-Analyse ein guter Kompromiss
zwischen einer akzeptablen diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat zu sein.
Technisch wurde dies folgendermaRen gel6st: Von einer individuellen Patientenprobe
wurde 100 pl (entspricht 10 % der in einem Milliliter enthaltenen HIV-RNA) zur RNA-
Extraktion gegeben. Die extrahierte RNA wurde in 100 ul Puffer eluiert, wovon
wiederum 10 pl (entspricht 1 % der in einem Milliliter enthaltenen HIV-RNA) in die PCR
eingetragen wurde. Um der filinffachen Verdiinnung individueller Patientenproben in
den Minipools Rechnung zu tragen, wurde die HIV-RNA aus 500 ul gepooltem Plasma
extrahiert und durch das NucliSens® easyMAG™ System (bioMérieux) fiinffach
konzentriert (100 ul) ausgegeben. Wiederum 10 pl dieses RNA-Extraktes dienten als
Testmaterial fur die PCR. Somit war auch bei der Testung der Pools 1 % der HIV-RNA

jeder individuellen Patientenprobe in der PCR vertreten.
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4.2 Diskussion der Testvalidierung

4.2.1 Studiendesign

AnschlieRend an den Optimierungsprozess sollte eine Studie die Ubereinstimmung der
qualitativen PCR-Minipool-Strategie mit der Referenzmethode untersuchen. Fiir diese
»Proof-of-concept”-Studie wurde Patientenplasma aus der Routine-Viruslasttestung am
NHLS Tygerberg verwendet, das nach der Testung durch die Referenzmethode
Ubriggeblieben war. Die zu vergleichenden Methoden wurden also nicht gleichzeitig
durchgefihrt. Wie auch bei Tilghman et al. 2012 wurden die Ergebnisse beider
Methoden retrospektiv verglichen. Wahrend Tilghman et al. 2012 jedoch Proben
verwendeten, die zum Teil Gber 10 Jahre lang gelagert worden waren, waren in dieser
Studie die Zeitabstiande zwischen der Testung durch die Referenzmethode und der
Testung durch die qualitative PCR-Minipool-Strategie relativ gering. Die Herstellung der
Pools und die Nukleinsaureextraktion erfolgte maximal 24 Stunden nach der Testung
der Proben durch die Referenzmethode, und die extrahierte RNA wurde bis zur
Durchfiihrung der PCR fiir maximal 3 Wochen bei -20 °C aufbewahrt. Es gibt zahlreiche
Untersuchungen zur Stabilitat von HIV-RNA, die zu dem Ergebnis kommen, dass sich die
Viruslast bei Lagerung von EDTA-Plasma bei Raumtemperatur oder 4 °C fir 24 bis 48
Stunden und selbst bei wiederholtem Einfrieren und Auftauen nicht signifikant
verandert [135-137]. Es wird daher davon ausgegangen, dass die Unterschiede in der
Praanalytik beider Methoden keinen systematischen Fehler bedingten und keinen
relevanten Einfluss auf die Vergleichbarkeit der Proben hatten. Um Zeit zu sparen,
wurde die Nukleinsdureextraktion von Minipools und individuellen Proben parallel
durchgefihrt. In Anbetracht der Lagerungsfahigkeit von HIV-RNA in EDTA-Plasma
konnte man bei Anwendung des Konzeptes in ressourcenknappen Regionen die
individuellen Patientenproben bis zum Erhalt der Ergebnisse der Pooltestung bei 4 °C
aufbewahren, um dann nur jene Proben weiterzubearbeiten, die in einem positiv
getesteten Pool enthalten sind. 50 Patientenproben wurden in 10 Minipools a 5 Proben
getestet. Diese erste Validierung sollte zeigen, ob die optimierte qualitative PCR-
Minipool-Strategie eine gute Ubereinstimmung mit der Referenzmethode zeigte. Eine

umfangreichere Validierung der Methode folgte daraufhin in einer Studie mit 300
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Patientenproben, die 2014 im Journal of Clinical Virology publiziert wurde [138]. Das
Konzept zur kombinierten Testung von virologischem Versagen und
Medikamentenresistenzen, das von Tilghman et al. vorgeschlagen und in dieser Arbeit
fir die Bedingungen im sidlichen Afrika optimiert wurde, sieht die genotypische
Resistenztestung aller positiv getesteten Proben vor. In dieser Machbarkeitsstudie
wurden beispielhaft vier positiv getestete Patientenproben sequenziert und auf das

Vorliegen von genotypischen Medikamentenresistenzen untersucht.

4.2.2 Minipool-Studie

Die qualitative PCR-Minipool-Strategie klassifizierte 49 von 50 stidafrikanische
Patientenproben in Ubereinstimmung mit der Referenzmethode beziiglich des
Vorliegens einer Viruslast von tiber oder unter 1.000 Kopien/ml. Der Kappa Wert von
0,94 spricht dabei fiir eine exzellente Ubereinstimmung beider Methoden jenseits des
Zufalls [115, 139]. Nur eine Probe mit einer Viruslast von 8.885 Kopien/ml wurde mit der
qualitativen PCR falsch negativ getestet. Von dieser Probe standen drei weitere Aliquote
extrahierter RNA zur Verflgung, die erneut getestet wurden. Eine Amplifikation blieb
weiterhin aus. Es sind verschiedene Griinde fir die Fehlklassifizierung dieser Probe
denkbar. Eine wahrscheinliche Erklarung sind Primer-Template Mismatches, die bei der
Amplifizierung der genetisch hochdivergenten HIV-Genome ein bekanntes Problem
darstellen [138, 140], zumal nicht ausgeschlossen ist, dass es sich bei dieser Probe um
einen anderen HIV-1 Subtyp als Subtyp C handelte. Auch technische Fehler, z.B. bei der
Nukleinsaureextraktion, waren eine moégliche Erklarung.

In der Minipool-Studie gab es ein falsch negatives, aber kein falsch positives Ergebnis.
Man kdnnte daher argumentieren, dass die PCR zu wenig sensitiv sei und die analytische
Sensitivitdt durch eine Erhéhung des RNA-Inputs angehoben werden misse. Es ist
jedoch zu beachten, dass in der Studie keine Proben mit Viruslasten zwischen 100 und
1.000 Kopien/ml vertreten waren, wohl aber Proben mit Viruslasten zwischen 1.000-
10.000 Kopien/ml. Diese Verteilung senkte moglicherweise die Wahrscheinlichkeit fir
falsch positive Ergebnisse. Dass die analytische Sensitivitdit der Methode nicht
tendenziell zu niedrig ist, legen auch die Ergebnisse einer nachfolgenden Studie nahe.

Newman et al. (2014) validierten die hier beschriebene Methode in einer Studie an 300
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sidafrikanischen Patientenproben. In Vorexperimenten wurde eine hohe Zahl an falsch
positiven Ergebnissen festgestellt, weshalb der RNA-Input in die RT-PCR sogar nochmals
reduziert wurde auf 0,5 % der in einem Milliliter Patientenplasma enthaltenen RNA.
Selbst diese weitere Reduktion des RNA-Inputs fihrte bei Newman et al. 2014 zum
Uberwiegen der falsch positiv klassifizierten tber die falsch negativ klassifizierten
Patientenproben. [138]

Die diagnostische Sensitivitdt der qualitativen PCR-Minipool-Strategie fiir die Detektion
von virologischem Versagen betrug in dieser Arbeit 91 %. Tilghman et al. erzielten mit
ihrer 2012 beschriebenen qualitativen PCR nach einem PCR-Durchgang eine
diagnostische Sensitivitat und Spezifitat von 100 % fir die Detektion von Pools, die
mindestens eine Probe mit einer Viruslast Gber 1.000 Kopien/ml beinhalteten. Jedoch
wurde aufgrund von unzureichenden Probenvolumina keine Dekonvolution positiver
Pools durchgefiihrt, sodass keine Aussage Uber die Glite der Methode fiir die Detektion
individueller Patientenproben mit virologischem Versagen maoglich ist. Weiterhin war
die Pravalenz von virologischem Versagen in der nordamerikanischen
Studienpopulation mit 1,4 % sehr gering. Die absolute Zahl von 4 Patientenproben mit
virologischem Versagen in der 295 Proben umfassenden Studienpopulation von
Tilghman et al. war damit wesentlich kleiner als die 11 Proben mit virologischem
Versagen in unserer Studienpopulation.

In dieser Arbeit wurde das von Tilghman et al. 2012 vorgeschlagene Konzept in einem
Setting mit HIV-1 Subtyp C-Prddominanz und hoher Prdvalenz von virologischem
Versagen optimiert und validiert. Mit einem negativen pradiktiven Wert von 98 % und
einer Spezifitat und einem positiven pradiktiven Wert von jeweils 100 % konnte gezeigt
werden, dass sich dieses Konzept erfolgreich auf die Gegebenheiten im stidlichen Afrika
Ubertragen lieR3.

Die Pooling-Strategie erzielte in dieser Studie eine relative Effizienz von 10 %. Das
bedeutet, 10 % der Tests konnten durch die Pooling-Strategie im Vergleich zur Testung
jeder einzelnen Patientenprobe gespart werden. Die Effizienz von Pooling-Strategien ist
abhangig von der GréRe der Pools und der Pravalenz des gesuchten Merkmals. In dieser

Arbeit betrug die Prdvalenz des virologischen Versagens 22 %. Eine mathematische
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Simulation verschiedener Poolstrategien von May et al. errechnet eine relative Effizienz
kleiner 10 % fur Flinferpools, wenn die Pravalenz des virologischen Versagens 22 %
betragt [118]. Ware die Pravalenz des virologischen Versagens in der zu screenenden
Population tatsachlich 22 %, so kdnne die relative Effizienz der Pooling-Strategie durch
eine Reduktion der PoolgrofRe auf 3 Proben pro Pool erhéht werden. Doch selbst
dadurch ware gemall mathematischer Modelle lediglich eine relative Effizienz zwischen
10 % und 20 % zu erreichen [118, 141]. Daher miusste in einem solchen Setting
grundsatzlich diskutiert werden, ob die Einsparung von 10 — 20 % der notigen Tests die
Nachteile einer Pooling-Strategie aufwiegen wiirde. Nachteile des Poolens sind z.B. die
langere Zeit bis zum endgiiltigen Ergebnis von Proben, welche sich in positiv getesteten
Pools befinden, der zuséatzliche Arbeitsaufwand fir das Erstellen der Pools und die
Fehlerquellen bei der Durchfihrung.

Es ist davon auszugehen, dass Patientenproben mit virologischem Versagen in dieser
Studie Uberreprasentiert waren. 2010 publizierten van Zyl et al. Ergebnisse von 2546
Patientenproben, die von 2008 bis 2009 am NHLS Tygerberg im Rahmen der
routinemaligen Viruslasttestung erhoben wurden. Die Pravalenz des virologischen
Versagens betrug hier 14,2 %. In dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass durch
Vorselektion von Patienten mit einer niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit fir
virologisches Versagen dessen Pravalenz im selektierten Kollektiv deutlich gesenkt
werden konnte, wodurch wiederum die Effizienz der Pooling-Strategie stieg. [142]

Die Validierung der qualitativen PCR-Minipool-Strategie durch Newman et al. 2014 an
300 Patientenproben aus dem NHLS Tygerberg ergab eine Pravalenz des virologischen
Versagens von 8,7 %. Die Minipool-Strategie erzielte in dieser Studie eine relative
Effizienz von 43 %. [138]

Der Nutzen einer Pooling-Strategie sowie die optimale PoolgroBe missen von der
Pravalenz des virologischen Versagens in der Patientenpopulation und von lokalen
Gegebenheiten abhiangig gemacht werden. Die hier prasentierte Methode bietet
aufgrund der Kenntnis um das Detektionslimit der PCR die Flexibilitat, durch Variation
des RNA-Inputs die analytische Sensitivitat der PCR an die erforderliche PoolgréRRe bzw.

an die individuelle Testung anzupassen.
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4.3 Limitationen und Starken der Methode

4.3.1 Limitationen

Eine Besonderheit der hier vorgestellten Methode ist, dass flr den Viruslastnachweis
amplifiziertes PCR-Produkt positiv getesteter Proben anschliefend zum genotypischen
Nachweis von Resistenzmutationen verwendet werden kann. Diese elegante Strategie
birgt jedoch eine systeminhdrente Limitation. Denn die Primer fir den
Viruslastnachweis binden in einer Genregion, die flir das Therapieziel Reverse
Transkriptase kodiert. Entsteht in dieser Region eine Mutation, welche die Resistenz des
Virus gegen die eingesetzten Medikamente erhdht, so erfahrt die Virusmutante unter
Therapie einen Selektionsvorteil gegeniiber Wildtyp-Viren [24]. Bei Patienten mit
Therapieversagen sind Mutationen also besonders in Regionen zu erwarten, die fir
Therapieziele kodieren. Liegen diese Mutationen im Bereich der Primerbindungsstellen,
flhrt dies zu Primer-Template Mismatches und somit womaoglich zur praferentiellen
Amplifikation nichtresistenter Viren oder sogar zur falsch negativen Testung der Probe
durch die qualitative PCR. Zwar wurde darauf geachtet, dass die Primer in
hochkonservierten Regionen binden und die PCR eine niedrige Stringenz besitzt. Auch
erzielte dieses Testdesign in der vorliegenden Arbeit und in der Arbeit von Newman et
al. 2014 eine gute Ubereinstimmung mit der Referenzmethode [138]. Bislang wurden
jedoch nur die Ergebnisse der Viruslasttestung mit der Referenzmethode verglichen,
nicht jedoch die Ergebnisse der genotypischen Resistenztestung mit einem anderen
Verfahren. Daher sollte in weiteren Studien Gberpriift werden, ob es im Rahmen der
Viruslasttestung zum systematischen Verpassen von Viren mit Resistenzmutationen
oder zur praferentiellen Amplifikation von Viren ohne solcher Mutationen kommt.

Eine weitere Limitation ist der Ausschluss der NRTI-Resistenzmutation M41L aus der
genotypischen Resistenztestung. Abbildung 7 (Absatz 2.4.1.2) zeigt, dass diese Mutation
aullerhalb des im zweiten PCR-Durchgang amplifizierten Nested-Fragments liegt,
welches im Rahmen der genotypischen Resistenzbestimmung sequenziert wird. M41L
bedingt in Kombination mit T215Y (eine NRTI-Resistenzmutation, die von unserer
Methode erfasst wird) eine moderate bis hohe Resistenz gegen die NRTIs AZT und D4T
[143], beide aus der Gruppe der Thymidin-Analoga [144]. M41L kommt laut Daten der
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Stanford HIV Drug Resistance Database bei HIV-1 Subtyp C-infizierten Patienten mit
Therapieversagen unter NRTI/NNRTI-Regime in 9,2 % vor, als isolierte Mutation jedoch
nur in 2,2 % [145]. Am NHLS Tygerberg wurde M41L bei Therapieversagern unter
Thymidin-Analogon basiertem Regime sogar nur in 2,8 % gefunden und nur in einem
Viertel dieser Falle stellte sie die einzige Thymidin-Analogon-Mutation dar [138, 146].
Die NNRTI-Resistenzmutation M230L ist theoretisch im Nested-Fragment enthalten. Das
Codon 230 auf dem Reverse-Transkriptase kodierenden Gen wurde in jeder der vier
sequenzierten Patientenproben miterfasst (vgl. Tabelle 13 in Absatz 3.2.2). Durch die
Lage am dullersten Rand des Nested-Fragments liegt es jedoch im Bereich einer
Primerbindungsstelle. Bei der Sequenzierung wird daher in diesem Bereich die
Primersequenz bestimmt und nicht die Sequenz des zugrundeliegenden HIV-Genomes.
Weiterhin ist problematisch, dass durch die Lage der Mutation im Bereich der
Primerbindungsstelle die oben erwahnten Konsequenzen von Primer-Template-
Mismatches wadhrend der PCR-Amplifikation auftreten kénnen. Allerdings findet sich
M230L nur in 3,5 % der therapieversagenden HIV-1 Subtyp C-Patienten, die mit einem
NNRTI behandelt werden und extrem selten als alleinige NNRTI-Mutation [138, 147].
Auf der Grundlage dieser Daten wird davon ausgegangen, dass der Ausschluss der
beiden Resistenzmutationen die klinische Aussagekraft der genotypischen
Resistenztestung nicht wesentlich beeintrachtigte.

Zwei Schritte der Methode, wie sie in dieser Arbeit beschrieben ist, sind auf Infrastruktur
angewiesen, die in ressourcenknappen Landern nur in zentralen Referenzlaboren
vorhanden ist. Dies stellt eine Limitation bei der Implementierung der Methode in einem
ressourcenknappen Setting im siddlichen Afrika dar. Zum einen wurde die
Nukleinsdaureextraktion in dieser Arbeit mit dem automatisierten NucliSens® easyMAG™
System von bioMérieux (vgl. Absatz 2.2.2) durchgefiihrt. Um den Gegebenheiten eines
einfacher ausgestatteten Labors gerecht zu werden, kdnnte die Nukleinsaureextraktion
jedoch auf ein manuelles System umgestellt werden [148].

Genotypische Resistenzbestimmungen sind in ressourcenknappen Regionen des
sidlichen Afrikas auRRerhalb von Referenz-und Forschungslaboren und der privaten

Gesundheitsversorgung kaum verfligbar [66-68]. Wiirde die qualitative PCR-Minipool-
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Strategie zum Screening auf virologisches Therapieversagen in einem dezentralen Labor
eingesetzt werden, so kdnnte die genotypische Resistenztestung im Rahmen einer
Kooperation mit einem Forschungs- oder Referenzlabor wie dem NHLS Tygerberg
organisiert werden. Das PCR-Amplifikat positiv getesteter Proben wirde zur
Sequenzierung und Resistenzanalyse an das Kooperationslabor geschickt werden, was
eine logistische Herausforderung fiir Proben- Ergebnistransfer bedeuten wiirde,
anderseits aber die zentrale Erfassung zirkulierender Resistenzmutationen vereinfachen
wiurde.

In dieser Arbeit wurde eine Methode vorgestellt, die eine kostenglinstige und
ressourcenextensive Alternative zu kommerziellen Systemen fiir die Viruslasttestung
und genotypische Resistenztestung bieten soll. Eine Limitation der Studie ist jedoch,
dass keine Kostenanalyse durchgefiihrt wurde. Eine Kostenschatzung in der Publikation
von Newman et al. 2014 vermittelte eine grobe Vorstellung der Kosteneffizienz der
Methode [138]. Letztendlich kann eine prazise Kostenanalyse jedoch erst in dem Setting
durchgefiihrt werden, in welchem die Methode implementiert werden soll, da die
Kosten maligeblich durch lokale Faktoren beeinflusst werden. Ein wichtiger Faktor ist
die Pravalenz des virologischen Versagens in der Population, woraus sich wiederum
ableitet, ob eine Pooling-Strategie liberhaupt sinnvoll ist. In weiteren Studien miissen
daher die Kosten der Methode im Rahmen konkreter Projekte im sidlichen Afrika

evaluiert werden.

4.3.2 Stdrken

In der Vergangenheit wurden verschiedene Strategien vorgestellt, um im Hinblick auf
den Bedarf ressourcenknapper Liander die Kosten und die Komplexitdit von
Viruslastmonitoring und genotypischer Resistenztestung zu senken. Gepoolte
Viruslasttestung flihrte zur Einsparung von Tests und erzielte negative pradiktive Werte
von Uber 90 % fiir die Detektion von virologischem Versagen [118, 149, 150]. Qualitative
statt quantitative Testung reduzierte die Komplexitat der Viruslastbestimmung [151].
Die Sequenzierung eines moglichst kurzen Abschnitts der fiir die Reverse Transkriptase
kodierenden Region auf dem pol Gen, der alle wichtigen NRTI- und NNRTI-

Resistenzmutationen beinhaltet, senkte die Kosten der genotypischen Resistenztestung
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im Vergleich zu anderen kommerziellen und laborentwickelten Assays [66]. Tilghman et
al. stellen 2012 ein Konzept vor, das alle diese Ansatze vereinte: Eine qualitative PCR zur
Viruslastbestimmung gepoolter Proben, wobei ein Abschnitt der fir die Reverse
Transkriptase kodierenden Genregion amplifiziert wurde, der bei Verdacht auf
virologisches Therapieversagen zum Nachweis wichtiger Resistenzmutationen
sequenziert werden konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Konzept
erfolgreich flir HIV-1 Subtyp C optimiert und in einem stidafrikanischen Setting validiert.
Neben einer qualitativen Aussage Uber die Viruslast bietet die Methode Informationen
Uber das Vorliegen von Resistenzmutationen. Diese Informationen sind fir den
behandelnden Arzt wichtiger als ein quantitatives Viruslastergebnis, wenn es um die
Entscheidung lber die Notwendigkeit einer Umstellung der antiretroviralen Therapie
auf ein Zweitlinienregime geht. Und Uber das individuelle Patientenmanagement hinaus
ist die genotypische Resistenztestung ein wichtiges Public Health Instrument fir die
Erfassung der Verbreitung von Resistenzmutationen innerhalb einer Population [123].

Ein groRer Vorteil dieser Arbeit ist die Bestimmung des Detektionslimits der qualitativen
PCR. Mit dem Wissen um die Zahl von HIV-RNA Kopien, die notwendig sind um mit einer
bestimmten Wahrscheinlichkeit ein positives PCR-Ergebnis zu erzielen, kann die
analytische Sensitivitdit der Methode an verschiedenste Anforderungen angepasst
werden. Tilghman et al. erzielten mit einem PCR-Durchgang eine hervorragende
diagnostische Sensitivitat und Spezifitat fiir die Detektion von Therapieversagern, wenn
Flinferpools getestet wurden und Therapieversagen als Viruslast grofler 1.000
Kopien/ml definiert war. Wurden niedrigere Schwellenwerte fiir virologisches
Therapieversagen definiert, so konnten durch die Hinzunahme eines zweiten PCR-
Durchgangs der Sensitivitatsverlust nicht kompensiert werden [68]. Die Variation der
Anzahl der PCR-Durchginge erwies sich nicht als erfolgreich, um die analytische
Sensitivitdt der PCR anzupassen. In dieser Arbeit wurde der RNA-Input in die PCR als
Variable bei der Anpassung der analytischen Sensitivitit an verschiedene
Anforderungen gewahlt. So wurde die extrahierte RNA individueller Patientenproben im
Vergleich zum RNA-Extrakt der Minipools flinffach verdiinnt in die PCR eingetragen.

Dadurch wurde der fiinffachen Verdinnung individueller Proben in den Minipools
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Rechnung getragen, sodass die analytische Sensitivitat bei der Pooltestung und der
individuellen Testung gleich war. Dies erméglichte die akkurate Dekonvolution positiver
Pools. Ist die analytische Sensitivitdit der Methode zu hoch oder zu niedrig, oder soll
virologisches Therapieversagen anders definiert werden, so erlaubt die Methode die
informierte Anpassung der analytischen Sensitivitat Gber den RNA-Input. Dies geschieht
auf der Grundlage der Probit-Auswertung, welche die Wahrscheinlichkeit positiver PCR-
Ergebnisse in Abhangigkeit vom RNA-Input darstellt. Soll die hier vorgestellte Methode
in einem neuen Setting implementiert werden, oder werden neue Nested-Primer
eingesetzt, um die genotypische Erfassung weiterer Resistenzmutationen mdglich zu
machen, so kann durch eine erneute Verdiinnungsreihentestung und Probit-Analyse
nach dem Vorbild dieser Arbeit die Wahrscheinlichkeit positiver PCR-Ergebnisse bei
verschiedenen RNA-Inputs neu ermittelt werden. GemalRl der lokalen Definition fir
virologisches Versagen und der gewiinschten Poolingstrategie kann der RNA-Input im
Anschluss festgelegt werden. Dieses Vorgehen ermdoglicht eine hohe Flexibilitat und
Anpassungsfahigkeit der Methode an die verschiedenen Gegebenheiten

ressourcenknapper Lander im stidlichen Afrika.

4.4 Aktuelle Entwicklungen und Ausblick

Wahrend bisher versucht wurde, Schritt fiir Schritt Erfolge im Kampf gegen HIV und AIDS
zu erreichen, ist das Ziel in der Ara nach 2015 kein geringeres, als die AIDS-Pandemie bis
2030 zu beenden [86]. Auf diesem Weg spielt der praventive Effekt der antiretroviralen
Therapie auf die Ubertragungswahrscheinlichkeit von HIV eine entscheidende Rolle [54].
Die UNAIDS 90-90-90 Ziele sehen vor, dass 2020 90 % der HIV-infizierten Menschen
ihren HIV-Status kennen, von denen wiederum 90 % antiretrovirale Therapie erhalten,
die bei 90 % der therapierten Menschen zur Virussuppression fiihrt. Mathematische
Modelle zeigen, dass die Umsetzung dieser Ziele, im Verbund mit
PraventionsmafRnahmen, die HIV-Inzidenz und die AIDS-assoziierte Mortalitat bis 2030
um 90 % senken konnte, was das Ende der HIV/AIDS-Pandemie als globales
Gesundheitsproblem bedeuten wiirde [86, 152]. 10-30 % der Patienten unter Erstlinien-

ART entwickeln im Laufe der Zeit ein virologisches Therapieversagen [67, 153-156].
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Therapieversager miuissen identifiziert und wenn notig auf ein
Zweitlinientherapieregime umgestellt werden. Eine Virussuppression bei 90 % aller
Patienten unter ART, wie von UNAIDS gefordert, kann daher nur durch universellen
Zugang zu routinemaligem Viruslastmonitoring erreicht werden. Auf dem Weg dorthin
gibt es zahlreiche vielversprechende Entwicklungen. Dazu gehoért die Reduktion des
CD4-Zellzahl-Monitorings zugunsten der Viruslastbestimmung. In Siidafrika wurde die
CD4-Zellzahl-Bestimmung bei Patienten, die stabil unter ART sind, eingestellt. Dadurch
konnten massive Kosteneinsparungen erreicht werden. Diese MalRnahme steht im
Einklang mit der aktuellen WHO-Leitlinie und wird inzwischen auch von anderen
afrikanischen und asiatischen Staaten empfohlen, wenn Viruslastmonitoring verfligbar
ist. [38, 77, 157]

Kommerzielle Systeme zur Viruslasttestung werden immer glinstiger. 2014 verkiindete
die UNAIDS Diagnostics Access Initiative eine Vereinbarung mit Roche Uber einen
Hochstpreis fir Viruslasttests von weniger als 10 USS in 83 Landern mit niedrigem und
mittlerem Einkommen [77]. Zwischen dem ,,Globalen Fonds zur Bekampfung von AIDS,
Tuberkulose und Malaria® und sieben fihrenden Diagnostikherstellern wurden 2015
Rahmenvereinbarungen getroffen mit dem Ziel, den Markt flr Viruslasttests
transparenter und kompetitiver zu machen und Kosten dadurch mafigeblich zu senken
[88]. Mehrere Point-of-care-Viruslasttests befinden sich in der Entwicklung oder sind
bereits auf dem Markt verflighar. Im Sinne der Dezentralisierung des
Viruslastmonitorings sollen diese Systeme eine klinische Entscheidungsfindung auf der
Basis eines Viruslastergebnisses noch wahrend des Patientenbesuchs ermdoglichen.
Dabei stellen sie minimale Anforderungen an Bedienung und Infrastruktur. Den
Problemen zentralisierter Viruslasttestung wie Probentransport, Ergebnistibermittlung
und der Gefahr, dass der Patient im Laufe des Prozesses aus dem Versorgungsprogramm
ausscheidet, kann mit diesen Technologien begegnet werden. [88, 158]

Médecins Sans Frontieres (MSF) fihrte von 2013-2016 eine Initiative zur Steigerung der
Verfligbarkeit von Viruslastmonitoring in sieben afrikanischen Liandern durch. 2016
wurden die Projekte evaluiert und ein Bericht liber die Studienergebnisse und die

gewonnenen  Erfahrungen  publiziert. Es wurden sowohl kommerzielle
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Hochdurchsatzsysteme als auch ,beinahe“-point-of-care-Systeme eingesetzt. MSF
kommt zu dem Schluss, dass die universelle Verfligbarkeit von Point-of-care-Systemen
unwahrscheinlich bleibt und setzt daher fir die Zukunft auf einen Mix an Technologien
unter Bericksichtigung lokaler Gegebenheiten. Systeme zur Resistenztestung wurden in
den MSF-Projekten nicht implementiert, eine Aussage Uber das Vorliegen von
Resistenzmutationen lag den behandelnden Arzten also nicht vor. Daher wurde der
WHO-Algorithmus zur Kldrung der Atiologie von virologischem Versagen angewandt:
Wird eine erhohte Viruslast gemessen, so erhalt der Patient eine Adharenzberatung und
wird zur erneuten Viruslasttestung in drei Monaten einbestellt. Ist nach dieser Zeit die
Viruslast trotz der Adhéarenzintervention erhoht, so wird von Resistenzmutationen
ausgegangen und die ART auf ein Zweitlinienregime umgestellt.

Die MSF-Analyse der Umsetzung des Algorithmus zeigte, dass auf jeder Ebene Patienten
verloren gingen. So betrug die Wahrscheinlichkeit, nach einem initial erhoéhten
Viruslastwert einen zweiten Test zu erhalten, zwischen 23 % und 71 %. Wurde beim
zweiten Test eine persistierend hohe Viruslast festgestellt, so erfolgte eine
leitliniengerechte Umstellung auf ein Zweitlinienregime in 10 % - 68 % der Falle. [159,
160]

Die in dieser Arbeit vorgestellte PCR-Minipool-Strategie bietet neben einer qualitativen
Aussage Uber die Viruslast die Moglichkeit einer genotypischen Resistenztestung positiv
getesteter Proben. Der Einsatz in einem ressourcenknappen Setting ware im Rahmen
einer Kooperation mit einem Referenzlabor moglich. Bei einem positiven Testergebnis
fir virologisches Versagen konnte bei dem Patienten eine Adharenzberatung begonnen
werden. Das PCR-Produkt wiirde dann zur genotypischen Resistenzbestimmung an das
Referenzlabor gesendet werden. Eine erneute Blutentnahme oder PCR-Amplifikation
der viralen RNA wiére dafiir nicht notig. Werden bei der Resistenztestung
Medikamentenresistenzen nachgewiesen, die einen Therapieregimewechsel noétig
machen, so konnte dieser sofort erfolgen. Im Vergleich zum WHO-Algorithmus wirde
die Zeit bis zum Therapieregimewechsel verkiirzt und der zweite Viruslasttest einspart

werden.

58



Diskussion

Die Methode stellt gewisse infrastrukturelle Anforderungen, wie kontinuierliche
Stromversorgung, Tiefkiihlung der Reagenzien, fliir molekulare Diagnostik geeignete
Rdaumlichkeiten und  geschultes Laborpersonal. Die  Durchfihrung der
Viruslastbestimmung bedarf jedoch nur sehr einfacher Gerate, die zur
Grundausstattung eines molekulardiagnostischen Labors gehéren. Dadurch entfallen
bei der Implementierung die Kosten fiir die Anschaffung teurer und hochspezialisierter
Gerate, wie sie fir die Durchfiihrung kommerzieller Tests benotigt werden. Aufgrund
des vorrangig auf HIV-1 Subtyp C ausgerichteten Testdesigns kdnnte die qualitative PCR-
Minipool-Strategie im siidlichen Afrika, aber auch in Athiopien und Indien eingesetzt
werden [19].

Langfristig werden kommerziell verfiigbare Hochdurchsatz- und Point-of-care-Systeme
zum Standard beim Viruslastmonitoring in ressourcenknappen Regionen werden. Sie
bieten automatisierte Ablaufe und durchliefen offizielle Zulassungsverfahren. Bis zu
ihrer flaichendeckenden Verfligbarkeit im stidlichen Afrika ist es jedoch noch ein weiter
Weg. MSF-Schatzungen zufolge hatten Ende 2015 in Swasiland 70 %, in Malawi 83 % und
in Simbabwe 90 % der Patienten keinen Zugang zu Viruslastmonitoring [159]. Diese
Menschen brauchen schon jetzt angepasste und unkomplizierte Strategien zum
Monitoring der Wirksamkeit ihrer antiretroviralen Therapie. Die qualitative PCR-
Minipool-Strategie wurde fiir einen solchen Einsatz entworfen. 2014 wurde sie im
Journal of Clinical Virology publiziert [138]. In weiteren Studien soll der Nutzen der
Methode bei ihrer konkreten Anwendung in ressourcenknappen Regionen evaluiert

werden.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die weltweit hochsten HIV-Pravalenzen finden sich im siidlichen Afrika. In
den letzten Jahren gelang in dieser Region die massive Ausweitung der Verfligbarkeit
antiretroviraler Medikamente — ein groRer Erfolg im Kampf gegen HIV und AIDS. Doch
nur durch regelmaliges Viruslastmonitoring kdnnen die Therapieerfolge nachhaltig
gesichert werden. In vielen Landern des slidlichen Afrikas ist die Verfligbarkeit von
Viruslasttests noch unzureichend. Grinde dafiir sind die hohen Kosten und die
Komplexitat kommerzieller Testsysteme. Als Alternative filir ressourcenknappe
Regionen wurde eine qualitative PCR-Minipool-Strategie zum kombinierten Nachweis
von virologischem Versagen und Medikamentenresistenzen vorgeschlagen. In dieser
Arbeit sollte diese Methode an die Gegebenheiten des slidlichen Afrikas adaptiert und
im Rahmen einer Studie validiert werden.

Methoden: Die qualitative PCR wurde zunachst fir HIV-1 Subtyp C optimiert. Dafir
wurden Primer designt und in eine Nested-PCR integriert. Das Detektionslimit der
optimierten Methode wurde bestimmt, um den HIV-1 RNA-Eintrag in die RT-PCR so
abstimmen zu kdnnen, dass trotz der qualitativen Natur der PCR eine Unterscheidung
zwischen hoch- und niedrigpositiven Proben maoglich war. Im Rahmen einer Studie an
50 stidafrikanischen Patientenproben wurde die qualitative PCR-Minipool-Strategie mit
der Referenzmethode verglichen. An einigen positiv getesteten Proben wurde eine
genotypische Resistenztestung durchgefiihrt.

Ergebnisse: Das Detektionslimit der Nested-PCR betrug 20 RNA-Kopien. Daraus wurde
der optimale RNA-Eintrag in die RT-PCR abgeleitet. 50 Patientenproben wurden in 10
Minipools a 5 Proben getestet, anschlieRend erfolgte die Dekonvolution der 7 positiven
Pools. Die qualitative PCR-Minipool-Strategie detektierte 10 der 11 Patientenproben mit
einer Viruslast (iber 1.000 Kopien/ml. Die Ubereinstimmung mit der Referenzmethode
betrug 98 %, die diagnostische Sensitivitat flir die Detektion von Therapieversagern
betrug 91 %, der negative pradiktive Wert 98 %. Die Spezifitat und der positive pradiktive
Wert betrugen jeweils 100 %. Durch die Minipool-Methode konnten 10 % der Tests

eingespart werden. Vier positiv getestete Patientenproben wurden der genotypischen
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Resistenztestung  zugefuhrt. Alle  wurden erfolgreich  sequenziert und
resistenzassoziierte Mutationen wurden identifiziert.

Schlussfolgerung: Die konsequente Virussuppression verbessert die Gesundheit der

Patienten unter ART und ist eine SchlliisselmalRnahme auf dem Weg zur Beendigung der
HIV-Pandemie. Viele Lander des sudlichen Afrikas verfligen jedoch noch nicht lber
angepasste Technologien zum Monitoring der Viruslast. Die in dieser Arbeit optimierte
Methode zeigte bei der qualitativen Viruslastbestimmung von 50 stdafrikanischen
Patientenproben eine hervorragende Ubereinstimmung mit der Referenzmethode.
Durch die Kombination mit einer genotypischen Resistenztestung bietet sie dariber
hinaus wichtige Informationen {ber die Atiologie des Therapieversagens. Dem
behandelnden Arzt hilft das bei der Entscheidung liber die Notwendigkeit einer
Therapieumstellung. Durch ihr anpassungsfahiges und simples Testdesign ist die
qualitative PCR-Minipool-Strategie fir die Anwendung in ressourcenknappen Regionen

des sudlichen Afrikas geeignet.
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7 Anhang: Materialtabellen

7.1 Kommerzielle Kits

Kit

Hersteller

BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit

Applied Biosystems

BigDye® XTerminator™ Purification Kit

Applied Biosystems

GoTaq® Flexi DNA Polymerase

Promega

QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen

SuperScript® Il One-Step RT-PCR System

with Platinum® Taq DNA Polymerase

Invitrogen™ by life technologies™

7.2 Gerate

Gerat

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese-Kammern

Institutswerkstatt

GeneAmp® PCR System 9700

Applied Biosystems

3130xI Genetic Analyzer

Applied Biosystems

IsoFreeze mini cooler

Lasec

Laborwaage PL1200

Mettler

LAB. Rotator

Digisystem Laboratory Instruments

Magnetic Stirrer

Fried Electric

Mikrowellenherd KOR-600A

Daewoo

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer

Thermo Scientific

NucliSens® easyMAG™

bioMérieux

70




Anhang: Materialtabellen

Pipetten
BioPette™ Plus

Finnpipette®

Labnet

Thermo Scientific

Multi-Microplate Genie®

Pipetman® Gilson
Spannungsquellen fiir Gelelektrophorese

EPS 2A200 Hoefer

EPS 301 Amersam Pharmacia Biotech
Uviprochemi Il D77 WL/LS 26 M Uvitec
Vortex Mischer

IKA-Vibro-Fix IKA

Scientific Industries

Zentrifugen
Allegra™ X-12 Centrifuge
Centrifuge 5415 D
Microfuge® 16 Centrifuge

Spectrafuge™ Mini Centrifuge

Beckman Coulter
Eppendorf
Beckman Coulter

Labnet
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7.3 Reagenzien und Chemikalien

Produkt

Hersteller/ Zusammensetzung

DNA Ladder RTU 100bp

GeneDireX®

Ethanol 70 % v/v

SG Reagents

Natriumhypochlorit 3,5 %

Jik Regular Household Bleach

Novel Juice

GeneDireX®

SeaKem® LE Agarose

Lonza

Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer (50x)

2 mol/I Tris-Acetat, 0,05 mol/I EDTA

7.4 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

BD Vacutainer® K2E (EDTA)

BD

Cellstar® Tubes 50 ml

Greiner bio-one

Nitrile examination gloves

Lasec

Parafilm M®

Pechiney Plastic Packaging

PCR Tubes 0,2 ml

Scientific Specialties

Pipettenspitzen mit Filter

Labcon, ZAP™, QSP®

Reaction Tubes 2 ml

Greiner bio-one
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7.5 Computersoftware

Programm Hersteller
EndNote X7 Thomson Reuters
Geneious 6.1 Biomatters
Office 2013 Microsoft

Sequencer V10.1

Gene Codes Corporation

SPSS Statistics 22 IBM
Uviprochemi Il Software Uviband Version 12.11 | Uvitec
7.6 Online Datenbanken und Tools
Name Betreiber Link
Los Alamos HIV Los Alamos http://www.hiv.lanl.gov/

Sequence Database

National Security,

LCC

Stanford University HIV
Drug Resistance

Database

Stanford University

http://hivdb.stanford.edu/

LNA™ Oligo Tm

Prediction

Exiqon A/S

https://www.exiqon.com/Is/Pages/

ExigonTMPredictionTool.aspx
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