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Zusammenfassung:

Im Rahmen einer Therapiestudie mit 53 HlV-infizierten Probanden (CDC-Stadien II-IV)
bestimmten wir die HIV- 1-p24-Antigen-Konzentration im Serum mittels Enzymimmuno-
assay. Dabei zeigte sich, daß eine Säurevorbehandlung der Seren zur Dissoziation von
Antigen-Antikörper-Komplexen den Anteil der positiven Proben um 27,4% auf 52,7%
steigerte. In Seren mit einem Anti-HIV-1-p24-Antikörper-Titer größer 1 (Endpunkttiter-
bestimmung) konnte das Antigen nur nach Säurebehandlung detektiert werden. Die
Zahl falsch positiver Proben für HIV- 1-p24-Antigen erhöhte sich durch die Säurebehand-
lung nicht.
Neben anderen Parametern ist die quantitative Bestimmung von HIV-1-p24-Antigen
nach Säurebehandlung ein bedeutender Marker für die Beurteilung des Fortschreitens
der HIV-Erkrankung und der Wirksamkeit antiretroviraler Therapien.
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Summary:

As pari ofa clinical trial in 53 HIV-positives, (CDC stages II-IV) serum, HIV- 1-p24-antigen
was determined by enzyme immunoassay. Lowering the pH to cause dissociation ofthe
antigen-antibody complex in antigen-positive sera showedan increase ofseropositivity
from 27.4% to 52.7%. In sera with anti-HIV-1-p24-antibody titer greaterthan 1, antigen
could only be. detected after pretreatment with an acid.
Lowering the pH increases the sensitivity without increasing the number of false
positive tests. Among other parameters, quantitative determination of HIV-1-p24-
antigen after Iowering the pH i$ an importantsurrogafe markerto determine progression
of HlV-disease and the efficacy of anti-retroyiral therapies.
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Einleitung genabhängigen und Empfängern von Blut oder Blut-
produkten in der symptomlosen Phase zeigen, daß die

_ . . Progression hin zu AIDS anhand bestimmter Parameter
Die Infektion mit dem Humanen Immundefizienzvirus vorhergesagt werden kann. Dazu gehören die Zahl der
Typ 1 (HIV-1) zeichnet sich durch ein heterogenes klihi- CD4+-Lymphozyten, die Neopterin- und der -Micro-
sches Bild aus und führt nach durchschnittlich 7 bis 11 globulin-Konzentration und die An- oder Abwesenheit
Jahren zu dem sogenannten erworbenen Immunmangel- von HIV-1-p24-Antigen im Serum (1 -16). Diese als Sur-
syndrom(AIDS, acquiredimmunodeficiencysyndrome) rogat-Marker zu bezeichnenden Parameter gewinnen
(1, 2, 4). Studien mit homosexuellen Männern, i.v. Dro- zunehmend an Bedeutung für die Einteilung der klini-
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sehen Bildereiner HIV-Infektion sowiefür die Beurteilung
der Effizienz antiviraler Therapien (17,18).

Das Capsidprotein p24 ist ein wichtiges Strukturprptein
des HIV-1. Im Blutvon HlV-infizierten Personen ist dieses
Antigen bereits vor der Serokonversion nachweisbar.
HIV-1-p24-Antigen ist ein bedeutender Parameterfür den
Verlauf der Infektion.

Bei gleichzeitigem Vorhandensein von Anti-HIV-1-p24-
Antikörpern im Blut des Probanden ist das Capsidprotein
häufig nicht frei, sondern liegt in Form von Antigen-
Antikörper-Komplexen vor. Durch eine Säurevorbehand-
lung der Seren können solche Immunkomplexe dissoziiert
werden (19-21).

Im Rahmen einer multizentrischen Studie mit HIV-positi-
ven Probanden untersuchten wir Serumproben mit und
ohne Säurevorbehandlung auf das Vorhandensein von
HIV-1-p24-Antigen.

Material und Methoden

Die vorliegende Untersuchung wurde mit dem ICD-Prep
und dem HIV-1-p24-Antigen-Assay der Firma Coulter
durchgeführt.

Beim Nachweis des HIV-1-p24-Antigens mittels Enzym-
immunoassay wird das im Blut zirkulierende Antigen an
monoklonale Anti-p24-Antikörper (Maus) gebunden, mit
denen die Vertiefungen der Mikrotiterplatten beschichtet
sind. An das gebundene Antigen bindet ein weiterer Anti-
p24-Antikörper (human), der über einen Biotin-Strepta-
vidin-Komplex mit dem Enzym Meerrettichperoxidase
konjugiert ist. Die Intensität der Farbentwicklung in der
Gegenwart von Tetramethylbenzidin und Wasserstoff-
peroxid ist proportional zur Menge des gebundenen p24-
Antigens. Die Quantifizierung erfolgt über den Vergleich
der Probenextinktion mit Standardextinktionen.

Bei der Säurevorbehandlung wird der pH-Wert der Seren
durch Zugabe von Glycin-Reagenz erniedrigt, nach einer
Inkubation (90 Minuten bei 37° C) wird die Probe mittels
Tris-Reagenz wieder auf einen pH-Wert um 7 eingestellt.
Die Bestimmung des HIV-1-p24-Antigens erfaßt somit
auch das ehemals komplexierte Virusprotein im Blut. Um
eine erneute Antigen-Antikörper-Komplexierung zu ver-
hindern, sollte die Bestimmung unmittelbar im Anschluß
an die Säurebehandlung erfolgen.
Zur Vermeidung falsch positiver Reaktionen werden reak-
tive Seren in einem HIV-1-p24-Antigen-Neutralisations-
test (Coulter) bestätigt. Das Serum wird vor Testdurch-
führung mit einen Neutralisationsreagenz gemischt, wel-
ches Anti-HIV-IgG (human) enthält. Nach einer Adsorp-
tionsphase muß die Extinktion dieser Probe im anschlie-
ßenden HIV-1-p24-Antigen-Assay gegenüber der mit nor-
malem Humanserum gemischten Probe um mindestens
50% sinken. Andernfalls ist die Probe als HIV-1-p22-Anti-
gen-negativ zu betrachten.

An der multizentrischen Studie waren 53 HIV-positive
Probanden (51 Männer, 2 Frauen, Durchschnittsalter 37
Jahre (23 - 58 Jahre], in den Stadien II - IV der Infektion
[CDCxCentersforDiseaseControl]) beteiligt. In zweiwöchi-

gen Abständen wurden in einem Zeitraum von bis zu 8
Monaten neben dem klinischen Status Lymphozyten-
Subpopulationen, ß2-Microglobulin und HIV-1-p24-Anti-
gen bestimmt.

Die Seren wurden unmittelbar nach der Gewinnung por-
tioniert und biszurTestdurchführung bei-80° C gelagert.
So stand für jede Untersuchung eine Probe zur Verfü-
gung und mehrfaches Auftauen und Einfrieren konnte
weitgehend vermieden werden.

Die quantitative Bestimmung des HIV-1-p24-Antigens er-
folgte in allen Seren im Anschluß an eine Säurebehand-
lung der Proben zur Trennung von Antigen-Antikörper-
Komplexen gemäß den Vorschriften des Herstellers. Zur
Prüfung der Spezifität wurden außerdem Serumproben
von 18 HIV-negativen Probanden nach Säuredissoziation
im HIV-1-p24-Antigen-Assay untersucht.

Jede zweite respektive dritte Serumprobe der HIV-1-
positiven Probanden (insgesamt 273 Proben) wurde zu-
sätzlich ohne vorherige Säuredissoziation im HIV-1-p24-
Antigen-Assay getestet.

Positive Ergebnisse wurdem im HIV-1-p24-Antigen-
Neutralisationstest bestätigt. Diese Bestätigung fand für
jeden HIV-1-p24-positiven Probanden im Verlauf der Stu-
die mindestens zweimal statt.

In etwa sechswöchigen Abständen wurde weiterhin das
Vorhandensein von Anti-p24-Antikörpern im Endpunkt-
titer-Verfahren (HIVABp24, Abbott) gemäß den Angaben
des Herstellers ermittelt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Studie sind in Tabelle 1 dargestellt.

Die untere Nachweisgrenze lagfür den HIV-1-p24-Antigen
Test nach Säurebehandlung bei 10 bis 20 pg/ml, ohne
Säurebehandlung bei 5 bis 8 pg/ml.

Proben, deren Extinktion oberhalb der des höchsten
Standardwertes lagen, wurden entsprechend der Her-
stellervorschrift verdünnt und erneut getestet.

Von den 630 untersuchten Seren zeigten nach Säuredis-
soziation 332 (52,7%) ein positives Ergebnis, der Durch-
schnittswert der positiven Proben lag bei 218 pg/ml. HIV-
negative Serumproben zeigten nach Säurebehandlung
im HIV-1-p24-Antigen-Assay ein negatives Testergebnis.
Dies spricht dafür, daß die Säuredissoziation keine falsch
positiven Resultate hervorruft.

Ohne Säurebehandlung konnte HIV-1-p24-Antigen in 69
von 273 (25,3%) untersuchten Proben nachgewiesen
werden, der Durchschnittswert betrug hierbei 38 pg/ml.

Alle Seren, in denen HIV-1-p24-Antigen ohne Säure-
behandlung nachweisbar war, zeigten auch nach der
Säuredissoziation ein positives Ergebnis. Die Menge
nachgewiesenen HIV-1-p24-Antigens war in allen Fällen
nach Säurebehandlung größer, oft um ein Vielfaches der

•ohne Dissoziation bestimmten Menge. 48% der Seren,
die im Anschluß an den ICD-Prep HIV-1-p24-Antigen
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Tab. 1: Zahl der CD4+ Lymphozyten und Ergebnisse der HIV-1-p24-Amigen- und Ami-HIV· 7-
p24 Antikörper-Bestimmungen bei HIV positiven Probanden.

Proband

AOI
A02
A03
A06
A07
A08
A09
AIO
A l l
A12
A14
A15
A16
B01
B02
B03
B05
B06
B07
B08
B09
B10
Bll
B12
B13
BIS
B16
B17
C01
C02
C03
C04
COS
C06
C07
C08
C09
C14
CI5
C16
XU1
X02
X03
X04
X06
X08
X09
X10
Xll
X13
X14
X15
X16

CD4f
Lymphozytcn/ ,

Mittelwert

282
153
141
208
250
290
247
213
220
176
115
65
244
337
233
187
355
415
112
176
298
303
66
51
300
400
156
390
470
510
348
528
465
406
242
224
362
228
62
72
86
390
66
11
187
108
81
199
51
191
171
155
38

HIV-l-p24-Ag
mit ICD,

Mittelwert (pg/ml)

negativ
34

1280
95
17

negativ [*]
negativ

negativ [*]
negativ f**l

negativ
negativ

155
151

negativ [**]
negativ
negativ

97
negativ
123 (t)

154
1239

negativ
189 (t)

negativ [**]
455
81
179

negativ
negativ
negativ

58
296

27(4)
negativ
negativ
negativ
negativ

114
404

18 (1)
306

negativ
46
50
166
108
124
188
411

negativ
40

negativ
115

HiV-l-p24-Ag
ohne ICD,

Mittelwert (pg/ml)

negativ
negativ

27
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ [*]
negativ

negativ
negativ
negativ

23
negativ
negativ
negativ

11
negativ
negativ

24
84

negativ
negativ
negativ

47
12
30

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

39
negativ

20
negativ
negativ
negativ
negativ

22
50
30
116

negativ
negativ
negativ

41

Anti-HIV- l-p24 Ak,
Mittelwert

(Endpunkttitcr)

-10000
-25000

<1
-100
-20

-10000
-5000
-50000
-350
-400
n.b.
n.b.
n.b.

-450
-15

-10000
1

-1000
~5(i)

I
negativ
-14000

20
-2000

< l
1

<1
-15

-3500
-1500
-25

1
-2000 (t)

-15
-75

-50000
-250
-100

1
-10
<1

-100
-5

negativ
-50

negativ
<1

. <1
negativ
-200
-35

1
negativ

(t)-Tendenz steigend
(*) -Tendenz feilend
n.b. - nicht bestimmt
[*] - ein positiver Wert, der sich im Neutralisationstest nicht bestätigt hat
l**] - zwei oder mehrere positive Werte, die sich im Neutralisationstest nicht bestätigt haben .

Die untere Nachweisgrenze lag für den HlV-l-p24-Antigen Test nach Säuredissoziation bei 10 bis 20
pg/ml, ohne Säuredissoziation bei 5 bis 8 pg/ml.

positiv waren, zeigten ohne diese
Vorbehandlung ein negatives Test-
ergebnis.
Der Neutralisationstest ebenfalls
entsprechend der Vorschrift des Her-
stellers durchgeführt, bestätigte zu
96,8% das Vorliegen von HIV-1-p24-
Antigen. Lediglich bei fünf Patienten
konnte das positive Ergebnis nicht
bestätigt*werden. Bei diesen Fällen
handelte es sich um mit dem ICD-
Prep vorbehandelte Proben, bei zwei
Patienten trat die Diskrepanz zusätz-
lich auch bei der Bestimmung des
HIV-1-p24-Antigens ohne Vorbe-
handlung auf. Diese nicht bestätig-
ten Werte lagen alle nahe der Nach-
weisgrenze und die betroffenen
Probanden verfügten über mäßig bis
hohe Anti-p24-Antikörpertiter.

Diskussion

Für den behandelnden Arzt ist das
HIV-1-p24-Antigen ein bedeutender
Surrogat-Marker, um das Fortschrei-
ten einer HIV-Erkrankung und die
Effizienz einer antiviralen Therapie
zu beurteilen. Darum ist ein unkom-
plizierter, verläßlicher und kosten-
günstiger Test zur quantitativen Be-
stimmung der HIV-1-p24-Antigen-
Konzentration im Serum ein wichti-
ger Parameter bei der klinischen
Betreuung HIV-positiver Patienten.

Nach unseren Erfahrungen erhöht
die Säurebehandlung zur Dissozia-
tion von Antigen-Antikörper-Kom-

.· plexen im Serum die Anzahl der für
HIV-1-p24-Antigen positiven Proben
in Anti-HIV-positiven Seren und stei-
gert deutlich die Konzentration an
freiem Antigen, ohne daß sich die
Zahl falsch positiver Proben erhöht.
Diese Beobachtungen bestätigen
Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen
(19-21).

Die Konzentrationen von p24-Anti-
gen und Anti-p24-Antikörpern im
Serum verhielten sich bei nahezu
allen Probanden umgekehrt propor-
tional zueinander. Im Fall von meß-
baren Antikörpertitern war HIV-1-
p24-Antigen nur nach der Säure-
behandlung detektierbar. Proban-
den, bei denen p24-Antigen mit und
ohne Säurevorbehandlung nach-
weisbar war, wiesen einen Antikör-
pertiter < 1 auf.

Inwieweit eine Übereinstimmung
zwischen der HIV-1-p24-Antigen-
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Konzentration und der Virusladüng im Blut besteht konnte
im Rahmen dieser Studie nicht ermittelt werden. E-ine
geplante Portsetzung der Studie soll darum die Bestim-
mung der Virusmenge im Blut mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion beinhalten.
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