Analyser ved kjent hiv-infeksjon

behandling kan effektivt redusere produk-
sjonen av nye viruspartikler og har fgrt til en drama-
tisk reduksjon i hiv-relatert sykelighet og dgdelighet.
Ved oppfelging av pasienter med kjent hiv-infeksjon benyttes
viruskvantitering for a folge sykdomsutviklingen og monito-
rere behandlingen. Genotypiske resistensundersgkelser utfg-
res ved behandlingssvikt samt for nydiagnostiserte som ledd i

nasjonal overvakning.
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Hiv angriper immunforsvaret og gir en
kronisk virusinfeksjon som ubehand-
let forer til alvorlig immunsvikt. Viruset
smitter seksuelt, via blod og blodpro-
dukter, samt fra mor til barn i forbindel-
se med svangerskap, fadsel og amming.
Den forste tiden etter smitte kan viruset
pavises i hgye konsentrasjoner i plasma.
Ubehandlet vil som regel viruskonsen-
trasjonen iblod avta i lgpet av de forste
fire til seks manedene (1,2). Mengden hiv-
RNA vil deretter stabiliseres pa et niva
som varierer fra person til person og vil
sd igjen begynne a stige etter hvert som
pasienten utvikler en gkende grad av
immunsvikt.

Innfering av antiviral behandling ved
hiv-infeksjon har fort til en dramatisk
reduksjon i hiv-relatert sykelighet og
dedelighet. Det finnes i dag en rekke uli-
ke medikamenter som benyttes i behand-
lingen av hiv-infeksjon, og disse er rettet
mot ulike faser av hivs livssyklus (figur
1). Strategien for antiretroviral behand-
ling er & benytte en kombinasjon av flere

medikamenter fra ulike medikament-
klasser med ulike angrepspunkter for &
unnga utvikling av resistens.
Behandlingen eliminerer ikke virus
fullstendig, men kan effektivt redusere
produksjonen av nye viruspartikler. Ved
effektiv antiviral behandling vil hiv-
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RNA-mengden ofte vaere sd lav at den
ikke detekteres. Et lite stopp i medisine-
ringen vil derimot raskt kunne gi gken-
de hiv-RNA-verdier i blodet og gke risi-
koen for utvikling av resistens. Medika-
mentell resistens er dessverre en mulig
begrensende faktor for langvarig effektiv
behandling. Pasienter med erkjent kro-
nisk hiv-infeksjon fglges opp regelmessig
ved infeksjonsmedisinske poliklinikker
med klinisk undersgkelse og ulike blod-
prover, som oftest hver tredje eller sjette
maned. For disse pasientene benyttes uli-
ke virologiske analyser som hjelpemiddel
til a folge sykdomsutviklingen og moni-
torere behandlingen. Virusmengden i
blodet sier noe om sykdomsprogresjon,
og benyttes til & folge effekten av anti-
viral behandling. Ved gkende virusniva
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Hivs livssyklus og angrepspunkter for dagens tilgjengelige antivirale medisiner (9).

1. For at hiv skal formere seg ma det trenge inn i en celle (fusjonere). Dette krever binding av
hiv membranprotein gp 120 til to reseptorer pa malcellens overflate: CD4 (hovedreseptor), og

enten CCR5 eller CXCR4 (co-reseptorer).

Medikamenter: CCR5 antagonister blokkerer binding til CCR5. Fusjonshemmere.

2. | cytoplasma omskriver enzymet revers transkriptase virusets RNA til DNA. Dette provirale
DNA integreres deretter i cellekjernen ved hjelp av hiv-enzymet integrase.

Medikamenter: Nukleosid / non-nukleosid revers transkriptasehemmere og integrasehem-

mere.

3. Nye viruspartikler frigis fra cellemembranen, protease spalter store polyproteiner til kortere

funksjonelle proteiner.
Medikament: Proteasehemmere.
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under pagdende behandling, kan man
undersgke virusets folsomhet for ulike
antivirale medikamenter. Slik under-
sgkelse av resistens er sammen med kli-
nisk oppfolging et viktig redskap ved
valg av behandling og ved eventuelt byt-
te av medikamentregime. Resistenstes-
ting skal ogsd utfares hos pasienter med
nydiagnostisert hiv-infeksjon som ledd i
nasjonal overvaking av mulig smitte med
resistent virus.

Hiv-1 RNA kvantitering

Mengden fritt sirkulerende hiv-RNA i
blod hos pasienter med kjent hiv-infek-
sjon, sier noe om virusets evne til & repro-
dusere seg selv i kroppen. Malet med
antiviral behandling, er a svekke virus-
ets evne til reproduksjon slik at meng-
den hiv-RNA i plasma stabiliserer seg

pa et niva under 20 kopier per milliliter.
@nsket effekt av behandlingen er at
mengden hiv-RNA skal ligge under 500
kopier per milliliter etter 12 uker og
under 50 kopier per milliliter etter 24
uker (1). For @ male mengde fritt sirkule-
rende hiv-RNA iblod og folge effekten av
behandlingen, utfgres hiv-RNA kvanti-
tering.

P34 Ulleval utfores kvantitering av
hiv-1 RNA ved hjelp av en nukleinsy-
reamplifikasjonstest fra Roche: COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1 test,
som har en deteksjonsgrense pa 20 kopi-
er per milliliter (3). Et kjent antall hiv-1
kvantiteringsstandard-RNA molekyler
(QS-RNA) tilsettes hver prgve og falger
hele analyseprosessen parallelt med pre-
ven. Viruspartiklene lyseres, og frigjort
hiv-1 RNA og QS-RNA bindes til magne-
tiske glasspartikler. Etter vask for 4 fjer-
ne ubundne substanser, blir den ferdig
preparerte proven med frigjort hiv-1 RNA
og QS-RNA tilsatt en amplifikasjonsblan-
ding og overfprt til analyse med COBAS
TagMan. Dette er en realtids PCR-maskin
som utforer revers transkripsjon, PCR
med deteksjon og kvantitativ beregning.
For a beregne mengde hiv-1 RNA for hver
enkelt prove, sammenliknes deteksjons-
resultatet for preven (CT) med detek-
sjonsresultatet til kvantiteringsstandar-
den.

Det er viktig & vaere klar over testens
begrensninger. COBAS Ampliprep/
COBAS TagMan HIV-1 test, versjon 2.0,
har en variasjonskoeffisient pd opp til
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41 prosent (3). Dette innebaerer at pavist
mengde hiv-1 RNA for en prgve kan vari-
ere noksa betydelig dersom samme pre-
ve analyseres flere ganger. I oppfolgin-
gen av pasienter med hiv-1 infeksjon, ma
denne variasjonen tas med i vurderin-
gen av behandlingseffekt. En prgve med
litt hoyere kopitall enn forventet, er ikke
nedvendigvis ensbetydende med darlig
behandlingseffekt. Flere kontrollprgver
over tid vil avdekke om pasienten har
oppnddd god antiviral respons eller ikke.

Itillegg til testens presisjon, er det vik-
tig a veere klar over viktigheten av riktige
preanalytiske betingelser. Fordi RNA
lett kan nedbrytes, vil stabiliteten til hiv-
1RNA iblod pavirkes av en rekke ulike
faktorer. Rask og korrekt separering av
plasma fra blodceller er trolig det viktig-
ste, men ogsa faktorer som prevetakning,
type antikoagulans og tid for nedfrys-
ning eller analysering vil pavirke resulta-
tet. Noen ganger ma vi derfor avvise pasi-
entprgven pa grunn av feil prgvemate-
riale eller for gammelt materiale. Anbe-
falt prgvemateriale er plasma med EDTA
som antikoagulant. Det er gnskelig at det
benyttes ror med gel. Ved sentrifugering
vil gelen separere blodcellene fra plasma,
noe som gjor at plasmaet er holdbarti 72
timer. Standard EDTA-rgr (uten gel), ma
sentrifugeres og plasma ma avpipetteres
innen seks timer etter prgvetakning.

Sentrifugering av EDTA gelrgr ma utfe-
res i henhold til gjeldende pakningsved-
legg for best mulig separasjon av blodcel-
ler og plasma. En stor del av prgvene til
hiv-1 RNA kvantitering blir tatt pd EDTA
gelrgr, som oftest av typen Vacutainer PPT
K2E (Becton-Dickinson) eller Vacuette K2E
(Greiner Bio-One). Dersom disse rgrene
benyttes i prevetakningen, er det viktig at
rgrene resentrifugeres etter ankomst til
laboratoriet. Infiserte leukocytter kan lek-
ke gjennom gelmembranen under trans-
port. Disse cellene kan inneholde provi-
ralt hiv-DNA som vil amplifiseres i PCR-
analysen. Resentrifugering for avpipette-
ring av plasma fjerner eventuelle leuko-
cytter, og forhindrer dermed muligheten
for falsk forhgyede kopitall (4,5).

Et stort antall prever til hiv-1 RNA
kvantitering mottas daglig, og prever
fra infeksjonsmedisinske poliklinikker
utgjer hovedtyngden. De aller fleste prgv-
ene som mottas er EDTA-plasma, men
vikan ogsa analysere spinalveaeske. For

analysering av spinalvaeske er det viktig
a sentrifugere vekk eventuelle blodcel-
ler. Dersom infiserte celler blir vaerende
i spinalveesken, vil proviralt hiv-DNA
amplifiseres i tillegg til fritt sirkulerende
hiv-1 RNA og gi falsk forhgyede kopitall.
EDTA-plasma skal alltid tas samtidig med
spinalveesken for optimal sammenlik-
ning av mengde hiv-1 RNA (ratio). EDTA-
plasma og tilhgrende spinalveeske bor
helst analyseres i samme oppsett.

Kvalitativ hiv-2 RNA PCR
For kvalitativ pavisning av hiv-2 RNA,
benyttes in-house konvensjonell nested
RT-PCR. Det endelige PCR-produktet
pavises til slutt med gelelektroforese.
Testen benyttes pa prever fra pasienter
med erkjent hiv-2 infeksjon, og prevema-
terialet er EDTA-plasma.
Folkhdlsomyndigheten i Sverige utfe-
rer kvantitering av hiv-2 RNA to ganger
idret (mai og november). Vi anbefa-
ler at prgver som skal til hiv-2 kvantite-
ring forst sendes til Ulleval for kvalitativ
hiv-2 RNA PCR. Dersom vi paviser hiv-2
RNA, blir prgven videresendt til kvantite-
ring. Er hiv-2 RNA ikke pavisbart med var
metode, er det ikke ngdvendig a videre-
sende prgven.

Genotypisk hiv-1 resistens-
bestemmelse

Mistanke om behandlingssvikt er den
kliniske hovedindikasjonen for a utfe-

re en genotypisk resistensundersgkel-
se. Pkning i virusmengde under paga-
ende behandling kan gi mistanke om at
behandlingen ikke er effektiv. Selv om
det kan veere ulike forklaringer pd en
slik gkning, er det ofte aktuelt a under-
soke hvilke medikamenter pasientens
virus er fglsomt for. Vi kan da utfere en
genotypisk resistensbestemmelse, der

vi undersgker virusets folsomhet for de
ulike proteasehemmere, revers trans-
kriptasehemmere og integrasehemmere.
For eventuell endring av behandlingsre-
gimet kan man ogsa gjore en genotypisk
undersgkelse av hiv co-reseptor tropisme
dersom oppstart med CCR5-antagonister
vurderes. Genomrader som koder for de
enzymene som medikamentene er ret-
tet mot, blir amplifisert og sekvensert.
Deretter leter man etter mutasjoner som
man vet er assosiert med medikamen-
tell resistens. En annen viktig indikasjon



for undersgkelsen er som ledd i nasjo-
nal overvaking av smitte med resistente
virus. Resistensbestemmelse av protease
og revers transkriptase utfores pa nydiag-
nostiserte s tidlig som mulig etter pavist
hiv-infeksjon og for behandling startes.
Vi sender anonymiserte sekvenser koblet
til pasientenes meldenummer til Folke-
helseinstituttet, som samler all genotyp-
isk sekvensdata fra pasienter med nyopp-
daget hiv-infeksjon i Meldingssystem

for smittsomme infeksjonssykdommer
(MSIS) og i Resistensovervdking av virus i
Norge (RAVN) (6).

Genotypiske resistensundersgkelser
utfgres i EDTA-plasma, og de samme
provene som skal til hiv-1 RNA kvantite-
ring kan benyttes. For a utfere genotyp-
isk hiv-1 resistensundersgkelse kreves et
virusniva pd minimum 1000 kopier per
milliliter plasma, men vi kan i noen til-
feller sekvensere prgver med lavere kopi-
tall (ned til cirka 500 kopier per millili-
ter plasma). Ekstraksjon utferes manuelt
eller automatisk. Rutinemessig benyt-
tes 500 mikroliter plasma til manuell
ekstraksjon og 400 mikroliter plasma til
automatisk ekstraksjon. Manuell RNA-
ekstraksjon gker fleksibiliteten og sensi-
tiviteten siden vi kan benytte opp til én
milliliter plasma som utgangsmateriale i
prover med lave kopitall. RNA amplifise-
res med konvensjonell RT-PCR og deret-
ter nested PCR (in-house) for & gke spesi-
fisiteten. PCR-produktene pavises med
gelelektroforese og fortynnes fgr BigDye
sekvenserings-PCR (figur 2).

Til undersgkelse av protease og revers
transkriptase, benyttes et kommersielt
kit fra Abbott til BigDye sekvense-
rings-PCR. Selve sekvenseringen gjo-
res i sekvensator ABI Genetic Analyzer
3130xl. Seks forskjellige primere (tre i
hver retning) benyttes for a fa sekven-
sert de aktuelle omradene for mutasjoner
assosiert med resistens i proteasegenet
og revers transkriptasegenet. Til geno-
typisk hiv-1resistensbestemmelse for
integrasehemmere benyttes tilsvarende
metode, men med in-house primere for
amplifikasjon og sekvensering av gen-
omradet som koder for integrase (7,8).

Sekvensene analyseres manuelt i
ViroSeq HIV-1 Genotyping System Soft-
ware v2.8, et program laget for hiv-1.

Et annet web-basert program for auto-
matisk lesing av sekvenser, Recall beta

RNA-ekstraksjon
(4-500 pl EDTA-plasma)

.

Konvensjonell RT-PCR
(Amplifisering av spesifikke gen-
omrader)

D

Nested PCR
(Amplifisering av et mindre omrade
inne i den forste gensekvensen)

D

Pavisning av PCR-produkt med gel-
elektroforese

.

Inkorporering av fargede nukleo-
tider i PCR-produktet ved BigDye
sekvenserings-PCR

D

Sekvensering ved deteksjon av
fargede nukleotider. ABI Genetic
Analyzer 3130xI|

D

Manuell lesing av sekvenser i
ViroSeq HIV-1 Genotyping System
Software v2.8

D

Analyse av sekvenser i Stanford HIV
Drug Resistance Database

Flytdiagram for undersgkelse av
protease og revers transkriptase resistens-
testing. Genomrdder som koder for de enzy-
mer medikamentene er rettet mot, ampli-
fiseres og sekvenseres. Deretter leter man
etter mutasjoner som man vet er assosiert
med medikamentell resistens.

v2.9, kan ogsa benyttes, men program-
met er avhengig av god primerdekning i
hele genomradet i begge retninger. Nar
sekvensene er ngye gjennomgatt lagres
gensekvenser som deretter lastes inn og
analyseres i Stanford HIV Drug Resistan-
ce Database (figur 2).

Det finnes en database ved Stanford
University som nd bestar av mer enn 90
000 hiv-sekvenser fra mer enn 80 000
isolater samlet fra Europa, Canada og
USA og den oppdateres jevnlig. Gense-
kvensene blir behandlet i en tolkingsal-
goritme for hiv-1 genotypisk resistens,
og resulterer i en rapport som angir grad
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av resistens for protease-, revers trans-
kriptase- og integrasehemmere. Ende-
lig klinisk tolking av resultater blir gjort
av erfarne overleger med spesialkompe-
tanse innen hiv-resistens ved henholds-
vis Infeksjonsmedisinsk avdeling og
Mikrobiologisk avdeling, Ulleval.

Genotypisk hiv-1 resistensbestem-
melse i Norge utfores kun pa Mikrobio-
logisk avdeling ved OUS, Ulleval. Det skal
benyttes egne rekvisisjoner. Det finnes
en egen rekvisisjon for pasienter som
stdr eller har statt pd behandling der
medikamentell behandling skal angis,
og en annen for resistensovervaking hos
nydiagnostiserte der MSIS meldenum-
mer ma oppgis.

Konklusjon

En stadig utvikling mot bedre medika-
menter gir pasienter med hiv-infek-

sjon gkt livskvalitet og forlenget levetid.
Enklere medisinering og jevnlig oppfel-
ging med kvantitering bidrar til bedret
viruskontroll, noe som igjen kan reduse-
re risikoen for utvikling av resistens.
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