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Analytische Kenndaten und
Einsatzmoglichkeiten des
ARCHITECT-HCV-Ag-Assays

Der Nachweis von HCV-Core-Antigen ist kostengiinstiger und einfacher durchzu-

fiihren als die HCV-PCR. Die bisher vorgeschlagenen Core-Antigen-Testsysteme
konnten sich allerdings wegen methodischer Schwachen nicht durchsetzen. Der
neue ARCHITECT-HCV-Ag-Assay erwies sich dagegen als spezifisch und sensitiv
und konnte als Bestatigungstest in die Primadrdiagnostik Eingang finden.

Die gegenwartige Diagnostik von HCV-
Infektionen basiert auf der Detektion von
anti-HCV-Antikorpern mit Immunoassays
der dritten Generation und erfordert die
Bestatigung eines initial als reaktiv erho-
benen Befunds durch einen HCV-RNA-
Nachweis, der prinzipiell eine Unterschei-
dung zwischen einer abgelaufenen und
einer unverandert bestehenden und damit
replikativen chronischen Infektion ermdg-
licht."2

Da allerdings Methoden zur Nukleinsaure-
amplifikation noch immer vergleichsweise
kostspielig sind und es zu ihrer Durchfiih-
rung sowohl eines entsprechend ausge-
statteten Laboratoriums als auch hinrei-
chend geschulten Personals bedarf, wurde
in den zurlickliegenden rund zehn Jahren
immer wieder der Nachweis des HCV-
Core-Antigens als Alternative zur HCV-
RNA-Bestimmung propagiert.>* Sdmtliche
vorgeschlagenen Testformate konnten
sich jedoch bislang

nicht durchsetzen,

wobei ihre unzu-

reichende analy-
tische Sensitivitat
als einer der
hauptsachlichen
Kritikpunkte galt.

Der von Abbott Di-
agnostics im ver-
gangenen Jahr auf
dem diagnos-
tischen Markt eta-
blierte ARCHITECT-
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Abb. 1: Punktdiagramm, das die Korrelation von log;q HCV-Core-Anti-
gen- und log;y HCV-RNA-Konzentrationen zeigt, wie sie sich bei der
vergleichenden Untersuchung von 385 Patientenproben mittels des
ARCHITECT-HCV-Ag- und des VERSANT HCV RNA 3.0 Assays ergaben.
Der Korrelationskoeffizient und die Regressionsgerade wurden durch

Anwendung der nicht-parametrischen Methode nach Passing und

Bablock™ ermittelt (verdndert nach’)
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lichkeiten seiner
diversen Vorganger
zu liberwinden. Als
Nationalem Refe-
renzzentrum fiir
HCV bot sich uns

die Maglichkeit,

diesen neu entwickelten Testkit zur Be-
stimmung des gesamten HCV-Core-Anti-
gens noch vor der Markteinfiihrung aus-
flihrlich zu evaluieren. Die Untersu-
Bestimmung der

analytischen KenngréBen orientierten sich

chungen zur rein
an dem einschldgigen und urspriinglich
fir klinisch-chemische Analysatoren kon-
zipierten ECCLS-Protokoll.® Die diagnos-
tischen Kennwerte wurden anhand von
Proben mehrerer Hundert chronisch HCV-
Infizierter ermittelt.”

ANALYTISCHE KENNGROSSEN

Die Untersuchung von 100 anti-HCV-ne-
gativen Seren, die von gesunden Proban-
den stammten, erbrachte eine Spezifitat
von 100% (95% Konfidenzintervall: 96,4-
100%). Die Reproduzierbarkeit innerhalb
eines Laufes betrug konzentrationsabhan-
gig 3,6-8,0% und belief sich im Inter-As-
say-Vergleich auf 4,7-9,5%. Mit Ausnah-
me von HCV-Subtyp-2-Isolaten wurden
alle viralen Varianten mit 95%iger Wahr-
scheinlichkeit in Konzentrationen von
unter 10 fmol HCV-Core-Antigen/l er-
kannt.

Die diagnostische Sensitivitat des Tests er-
mittelten wir durch die Untersuchung
dreier kommerziell erhiltlicher Serokon-
versionspanels. Dabei konnte durch den
Core-Antigen-Nachweis das diagnostische
(antikorper-negative) Fenster um 4-16
Tage verkiirzt werden, womit sich der
Assay als ebenso sensitiv wie die HCV-
RNA-Bestimmung erwies.

Der lineare Bereich des ARCHITECT-HCV-
Ag-Tests, in dem verlassliche quantitative
Werte ermittelt werden konnten, bewegte
sich zwischen 10 und 20.000 fmol/l.

Die HCV-Core-Antigen- und HCV-RNA-
Konzentrationen waren bei der verglei-
chenden Untersuchung von 385 Proben
miteinander korreliert (Abb. 1), jedoch lieB
die Regressionsgerade eine signifikante
Abweichung von der Winkelhalbierenden
erkennen: log,, HCV-Core-Antigen
(fmol/1) = 1,0 x log;y HCV RNA (IU/ml) -
2,2 (95% Konfidenzintervalle fiir die Stei-
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gung und den Achsenabschnitt: 0,966 -
1,026 und - 2,343 - - 2,012). Separate
Auswertungen fiir die HCV-Subtypen 1a
und 1b sowie die Genotypen 2 und 3
flihrten zu dhnlichen Regressionsgeraden
mit Achsenabschnitten, die zwischen -
2,085 (HCV-Subtyp 1b) und - 2,571 (HCV-
Genotyp 3) schwankten. Ein fmol HCV-
Core-Antigen/l entsprach somit rechne-
risch zwischen 135 IU (HCV-Subtyp 1a)
und 257 IU (HCV-Genotyp 3) HCV RNA/ml.

DIAGNOSTISCHE KENNGROSSEN

Neunzig Seren, die von HCV-infizierten
virdmischen Hamodialyse-Patienten
stammten, wurden sowohl mit dem AR-
CHITECT-HCV-Ag-Assay als auch mit
einem seiner Vorganger, dem trak-C-Test
von Johnson & Johnson, Ortho Clinical Di-
agnostics, untersucht. Achtzig der Proben
waren in beiden Testformaten reaktiv, je-
doch erkannte der ARCHITECT-Assay auch
zehn Materialien, deren mittlere HCV-
RNA-Konzentration nur 1.152 IU/ml be-
trug und die daher dem Nachweis mit dem
analytisch weniger sensitiven trak-C-Kit
entgingen.

Bei insgesamt 38 chronisch mit HCV infi-
zierten Patienten Gberwachten wir deren
Ansprechen auf eine antivirale Kombina-
tionsbehandlung mit pegyliertem Interfe-
ron a und Ribavirin durch Bestimmungen
der HCV-Core-Antigen- und HCV-RNA-
Konzentrationen. Wie aus Abb. 2 exempla-
risch ersichtlich ist, stellten sich in allen
untersuchten Fillen sehr dhnliche und
daher gleichsam parameterunabhangige
Verlaufskurven ein. Die gute Ubereinstim-
mung der Messwerte auch hinsichtlich der
Voraussage des Therapieerfolgs zeigte sich
beispielsweise dann, wenn man auf der
Basis des ,2-log-Abfallkriteriums" zur Be-
handlungswoche 12 die pradiktiven Werte
des schlieBlich erreichten dauerhaften
virologischen Ansprechens berechnete.
Sowohl aus dem Verlauf der HCV-Core-
Antigen- als auch der HCV-RNA-Konzen-
trationen ergaben sich fiir Patienten, die
mit HCV-Isolaten der Genotypen 1 und 4
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Abb. 2: Kinetiken der HCV-Core-Antigen- und HCV-RNA-Konzentrations-Abnahmen bei vier
exemplarisch ausgewéahlten Patienten, die sich einer Kombinationsbehandlung mit pegy-

liertem Interferon a und Ribavirin unterzogen. A: Schnelles virologisches Ansprechen (RVR).

B: Dauerhaftes virologisches Ansprechen (SVR). C: Patient, der nach Beendigung der antivi-

ralen Behandlung einen ,Relapse” entwickelte. D: Patient, der nicht auf die antivirale Therapie
ansprach (NR). GT: HCV-Genotyp (verindert nach’)

infiziert waren, zur Therapiewoche 12 po-
sitive und negative Vorhersagewerte von
45% und 100%. Die ,Pendants” fiir Per-
sonen mit HCV-Genotyp-2- bzw. -3-In-
fektionen beliefen sich auf 87,5% und
100%. Diese Beobachtungen belegten,
dass der ARCHITECT-HCV-Ag-Assay prin-
zipiell ebenso zur Uberwachung einer an-
tiviralen Therapie chronischer HCV-Infek-
tionen geeignet ist wie die quantitative
HCV-RNA-Bestimmung. Angesichts seiner
im Vergleich zur Nukleinsdureamplifikati-
on jedoch noch immer geringeren analy-
tischen Sensitivitat, der insbesondere fir
Entscheidungen zu bestimmten Zeitpunk-
ten der Behandlung auBerordentliche Be-
deutung zukommt,"2 und des Fehlens von
Therapiealgorithmen, die in kontrollierten
klinischen Studien unter Einsatz des AR-
CHITECT-HCV-Ag-Assays entwickelt wur-
den, erscheint es allerdings fraglich, ob der
Test zukiinftig einen Platz im ,Therapie-
Monitoring" wird finden kdnnen.

EIGNUNG ZUR UBERWACHUNG DER
REPLIKATION IN ZELLKULTUREN

Um die Eignung des ARCHITECT-HCV-Ag-
Assays zur Uberwachung auch der HCV-

Replikation in Zellkultursystemen zu prii-
fen, wurden HuH 7-Zellen eingesetzt, die
stabil mit einem AD78-basierten HCV-
Jfull-length-Konstrukt" transfiziert waren®
und mit unterschiedlichen Konzentrati-
onen von Interferon a bzw. dem Protease-
Inhibitor BILN 2061% ™ fiir 48 Stunden in
vitro behandelt wurden. Unter dieser The-
rapie stellten sich Reduktionen der HCV-
Core-Antigen-Konzentrationen auf bis zu
7,9% (Interferon o) und 29,4% (BILN
2061) der jeweiligen Ausgangswerte ein,
so dass der ARCHITECT-HCV-Ag-Assay als
geeignetes und leicht zu handhabendes
Testformat fiir das ,Hochdurchsatz-Moni-
toring” der HCV-Replikation in in vitro-
Systemen gelten kann.

ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend erwies sich der ARCHI-
TECT-HCV-Ag-Assay in unserer bereits vor
seiner Markteinfiihrung durchgefiihrten
umfangreichen Evaluation als ein spezifi-
sches, reproduzierbares, analytisch und
diagnostisch sensitives und mit der HCV-
RNA-Konzentration nachvollziehbar kor-
reliertes Verfahren zur quantitativen
Bestimmung des HCV-Core-Antigen-
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Produktinformationen zum
ARCHITECT-HCV-Ag-Assay der
Firma Abbott Diagnostics

WARUM HCV Ag?

HCV-Antigen ist vor der Serokonversion, d.h. vor
dem Auftreten von HCV-Antikorpern nachweis-
bar. Nach einer ausgeheilten akuten Infektion
konnen HCV-Antikorper noch vorhanden sein,
eine Viramie, bzw. das HCV Ag ist aber nicht mehr
nachweisbar.

KLINISCHE ANWENDUNG DES
HCV ANTIGEN TESTS

e Screening von Patienten mit hohem Risiko fiir
eine HCV Infektion, z.B.: Dialyse-Patienten, i.v.
Drogenabhéngige

¢ Reflex-Testung eines Anti-HCV reaktiven Er-
gebnisses — um eine aktive von einer ausge-
heilten Infektion zu unterscheiden

* Quantitativer Test als Ergénzung in der Uber-
wachung der antiviralen Therapie

¢ Hohe Spezifitét:

¢ 99,76% initiale Spezifitat

® 99,98% nach Wiederholung initial reaktiver
Proben

¢ Hohe Sensitivitét:

e Grenzwert: 3 fmol/I

¢ Von 422 RNA-positiven Proben (qualitative PCR,
Roche Amplicor) wurden 414 (98,1%) mit dem
ARCHITECT HCV Ag Test detektiert und 399
(94,5%) mit einer quantitativen PCR (Roche
Amplicor Monitor)

e Bei 10 kommerziell erhéltlichen Serokonver-
sionspaneln deren erste Probe RNA-positiv
war, wurde die erste Probe ebenfalls mit dem
ARCHITECT HCV Ag Test detektiert —Verkiirzung
des serologischen Fensters um 35,8 Tage im
Vergleich zur Bestimmung der HCV-Antikorper

" Detaillierte Daten: Morota et al., A fully automated and highly
sensitive immunoassay for hepatitis C virus (HCV ) core antigen,
P-213, 2007 ISBT Madrid, Spain
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Abb. 3: Mdglicher zukiinftiger Algorithmus der HCV-Primérdiagnostik unter Einbeziehung
des ARCHITECT-HCV-Ag-Assays als Bestatigungstest fiir initial reaktive anti-HCV-Befunde
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Gehalts, das auch klinisch einsetzbar er-

scheint.” Nach unserer Uberzeugung wird

er - sofern es dem Hersteller gelingen
sollte, die von uns festgestellte ,carry-
over-Problematik” durch geeignete Modi-

fikationen des existierenden Assay-Proto-
kolls zu beseitigen - seine Anwendung
wohl vor allem als Bestatigungstest in der
Primérdiagnostik der HCV-Infektion fin-
den (Abb. 3) und so in Zukunft méglicher-
weise bis zu 70% der gegenwartig in die-

sem Zusammenhang noch durchgefiihrten

HCV-Nukleinsaurenachweise entbehrlich

machen. ]
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