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FORTBILDUNG

MARTIN OBERMEIER, BERLIN 

Virologische Diagnostik bei Hepatitis C und Ihre 
Bedeutung
Auch wenn durch die Vielzahl der inzwischen verfügbaren neuen Therapiekombination immer mehr Lücken in der 
Behandlungsmöglichkeit der chronischen Hepatitis C Infektion geschlossen werden, ist die Basis für eine erfolgreiche 
Therapie die zugrundeliegende Diagnostik.

Mit Ausnahme der Suche nach einer sehr 
frühen Hepatitis C Virus (HCV) Infekti-
on wird die Diagnose der HCV Infektion 
durch Nachweis von Antikörpern gegen 
Hepatitis C Virus durchgeführt. Die Be-
stätigung mittels rekombinantem Im-
munoblot (RIBA) ist in den Hintergrund 
getreten. An erster Stelle steht hier der 
Nachweis von HCV-RNA als Hinweis auf 
eine chronisch aktive Replikation. Erst 
falls dieser Nachweis nicht gelingt, kann 
eine serologische Bestätigungsdiagnostik 
angeschlossen werden, um ggf. eine 
Kreuzreaktion mit anderen Viren aus der 
Gruppe der Flaviviridae (z.B. nach Imp-
fung gegen FSME, Gelbfieber) oder eine 
unspezifische Reaktivität auszuschlie-
ßen(Cornberg et al., 2011). 

VOR THERAPIEBEGINN
Die HCV-Genotypisierung ist entschei-
dend für die Therapieauswahl (Sarrazin 
et al., 2015). Derzeit stehen  für bestimm-
te Genotypen inzwischen gut erprobte 
Kombinationen mit genotyp-spezifi-
schem Spektrum zur Verfügung. Insge-
samt hat somit die Bedeutung der 
HCV-Genotypisierung zugenommen. 
Bei der Entwicklung neuer Medikamente 
wird allerdings immer mehr auf eine 
pangenotypische Wirksamkeit geachtet(-
Feld et al., 2015)

PROBLEME BEI GENOTYPISIERUNG
Die HCV-Genotypisierung ist eine seit 
Jahrzehnten in vielen Laboren durchge-

führte Standardmethode mit diversen 
kommerziell erhältlichen Testsystem und 
es existieren durchRingversuche eigent-
lich entsprechende qualitätssichernde 
Maßnahmen. Dennoch  zeigen sich mit 
der Verwendung der direkt aktiven anti-
viralen (DAA) Therapie teilweise syste-
matische Probleme. Um eine hohe Rate 
erfolgreicher Genotypisierungen zu rea-
lisieren, wurden häufig hoch konservier-
te Genbereiche (z.B. 5‘-UTR) zur Bestim-
mung verwendet. Eine Einteilung in die 
Genotypen 1 bis 4 gelingt häufig, eine 
Klassifizierung der Zugehörigkeit zu 
einem Subtyp 1a und 1b ist hier nur be-
dingt mit ausreichender Sicherheit mög-
lich. Eine Entscheidung zwischen Clade 
I und Clade II des Genotyps 1a ist mit 
diesen Systemen vollkommen ausge-
schlossen. Häufig sind diese Systeme 
auch anfällig auf Fehlbestimmungen der 
Genotypen 5 und 6, wobei diese häufig 
zu falsch klassifizierten Genotyp 1 Ergeb-
nissen führen (Chueca et al., 2016). 
Eine weitere Hürde zur korrekten Geno-
typisierung ist die Möglichkeit von re-
kombinanten HCV-Stämmen. Ein be-
kanntes Beispiel ist die sogenannte St. 
Petersburg-Variante, eine Rekombinati-
on aus einem Genotyp 2k und einem 
Genotyp 1b Virus (Schuermans et al., 
2016). Von den meisten Systemen als 
Genotyp 2 erkannt, ist diese in den für 
die Behandlung mit DAAs relevanten 
Genbereichen aber dem Genotyp 1b zu-
gehörig und sollte somit auch wie dieser 

Genotyp behandelt werden. Auch Mi-
schinfektionen mit verschiedenen 
HCV-Genotypen erschweren die Geno-
typisierung, wobei  die Häufigkeit in der 
Literatur, abhängig von der verwendeten 
Methode und der untersuchten Popula-
tion zwischen 2% und 10% angegben 
wird(Giannini et al., 1999; Viazov et al., 
n.d.; Walker et al., 2016). 

VIRUSLAST
Die Bestimmung der HCV-Last in Serum 
oder Plasma mittels Nukleinsäure-Ampli-
fikations-Technik (NAT) ist ein fester 
Bestandteil der Untersuchungen vor 
Therapiebeginn. Obwohl ein von der 
WHO freigegebener Standard inzwi-
schen schon in der 5. Generation existiert 
(“EXPERT COMMITTEE ON BIOLO-
GICAL STANDARDIZATION Geneva, 
12 to 16 October 2015,” n.d.), gibt es vor 
allem im hohen Viruslastbereich, abhän-
gig vom Genotyp, deutliche Unterschiede 
bis Faktor 10 zwischen den Verfahren 
einzelner Hersteller dieser Testverfahren 
(Abbildung 1). Auch wenn die Reprodu-
zierbarkeit der Messwerte in diesem Be-
reich sehr gut ist, sind Schwankungen 
um den Faktor zwei bis drei in Einzelfäl-
len bei wiederholter Messung derselben 
Probe zu beobachten. Weiter kompliziert 
wird dies durch individuelle Viruslast-
verläufe, die innerhalb weniger Wochen 
um mehrere Faktor 10-Stufen schwan-
ken. Eine Therapieentscheidung und 
eine Therapieverkürzung sollte also auf 
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schen Sequenzierung (Wei et al., 2016). 
So können die Genbereiche NS3, NS5A 
und NS5B gleichzeitig auch auf das Vor-
handensein von minoren Populationen 
untersucht werden (Quer et al., 2015). 
Dabei handelt es sich um eine Resis-
tenz-assoziierten Variante, die nur in 
kleiner Menge (Populationsanteil) neben 

der empfindlichen Variante nachweisbar 
ist. Im Unterschied zu HIV gibt es keinen 
Latenz-Ort für das Hepatitis C Virus und 
somit auch kein Archiv für resistente Va-
rianten. Mutationen können somit im 
Verlauf der Zeit tatsächlich verschwin-
den. Auch wenn es sich teilweise um viele 
Monate handelt, bis eine Resistenz-asso-

ziierte Variante verschwunden ist, er-
möglichen die NGS-Verfahren eine 
Überprüfung, ob eine Mutation noch in 
relevanter Menge vorhanden ist. Als Ne-
benbefund dieser Verfahren erhält man 
eine sehr solide Bestimmung des Geno-
typs aus den für die Behandlung relevan-
ten Genbereichen.
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Abbildung 1: Logarithmische Darstellung der Viruslastergebnisse 6 verschiedener Proben mit 5 unter-
schiedlichen (Sub-)Genotypen in fünffach-Ansatz mit 4 verschiedenen Testverfahren  
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jeden Fall deutlich mehrere Faktoren als 
eine punktuelle Viruslastbestimmung 
beinhalten.

UNTER  THERAPIE
Mit den neuen DAA-Therapien erfolgt 
derzeit keine „response-guided-therapy“ 
mehr, d.h. die Therapie wird nicht  mehr 
der Kinetik des Virusabfalls angepasst. 
Dennoch untersuchen derzeit mehrere 
Arbeitsgruppen dieses Thema, vor allem 
in Bezug auf Therapie-Verkürzung. Un-
abhängig davon ist der Verlauf der Virus-
last unter Therapie sowohl für den Be-
handler als auch für den Patienten ein 
wichtiger Parameter den Erfolg der The-
rapie zu beurteilen. Zu Verwirrung führt 
hier, daß bedingt durch die inzwischen 
immer empfindlicheren Testverfahren, 
die einen rein qualitativen Nachweis von 
HCV-RNA obsolet machen, zu Thera-
pie-Ende in Einzelfällen eine geringe 
Menge von HCV-RNA nachgewiesen 
wird (<25 IU/ml). Die Bedeutung dieser 
Nachweise ist derzeit ebenso  wie die Ur-
sachen, völlig unklar. Es kann aber in 
keiner Hinsicht auf einen fehlenden The-
rapieerfolg geschlossen werden oder da-
raus eine Indikation zur Therapieverlän-
gerung hergeleitet werden (Sidharthan et 
al., 2015). 

NACH THERAPIE 
Spätestens 12 Wochen nach Beendigung 
der Therapie sollte HCV auch mit emp-
findlichsten Testverfahren nicht mehr 
nachweisbar sein. Kann auch 24 Wochen 
nach Therapieende kein Virus mehr 
nachgewiesen werden, gilt die Hepatitis 
C Infektion als sicher ausgeheilt.  Bei 
einem erneutem Nachweis von HCV-
RNA sollte man trotz immer wieder auf-
tauchender Berichte von einem soge-
nannten „late relaps“ an eine Re-Infektion 
denken, inbesondere bei weiterbestehen-
dem Infektionsrisiko. Eine klassische 
Genotypisierung ist zur Klärung der 

Frage Re-Infektion oder relapse nicht 
ausreichend. Da häufig eine Reinfektion 
mit dem gleichen Genotyp beobachtet 
wird, führt eigentlich nur eine Sequen-
zanalyse und diese teilweise nur unter 
Zuhilfenahme einer phylogenetischen 
Rekonstruktion („Virus-Stammbaum“) 
zu einer Klärung, ob dasselbe Virus oder 
ein neuer Virusstamm nachweisbar ist.

RESISTENZTEST VOR THERAPIE 
Aufgrund der sehr hohen Erfolgsraten 
der DAA-Therapie stellt sich immer wie-
der die Frage nach der Notwendigkeit 
einer Resistenztestung. Die HCV-Thera-
pie  kann trotz Nachweis einer Resistenz 
assozierten Variante (RAV) mit entspre-
chenden Therapie-relevanten Mutatio-
nen erfolgreich sein. Dies liegt in erster 
Linie an der Tatsache, dass immer eine 
Kombinationstherapie durchgeführt 
wird. Die Wahrscheinlichkeit, dass Resis-
tenzen gegen mehrere Medikamente der 
Kombination vorliegen, ist  sehr unwahr-
scheinlich. Die Häufigkeit einer Resis-
tenz ist zudem stark vom Medikament 
und somit dem relevanten Genbereich 
abhängig. Mutationen im NS3 mit rele-
vanter Resistenz gegen Protease-Inhibi-
toren sind mit einer Ausnahme grund-
sätzlich selten. Die Ausnahme: Beim 
Genotyp 1a schwankt die Prävalenz für 
die Clade I typische Mutation Q80K re-
gional  stark (3% bis 50 %) (Ehret et al., 
2014). Die Wirksamkeit von Simeprevir 
ist bei diesen Viren deutlich einge-
schränkt und Alternativen sollten bevor-
zugt werden. 
Im NS5A ist die Situation deutlich un-
übersichtlicher. Mutationen haben oft 
nur in einem bestimmten Genotyp-Zu-
sammenhang eine Bedeutung und sind 
bei anderen Genotypen als natürlich 
vorkommende Varianten nicht mit einem 
schlechteren Therapieansprechen ver-
bunden. Mutationen im NS5A treten mit 
einer Häufigkeit von bis zu 30% oder 

sogar höher auf (Patiño-Galindo et al., 
2016). Im NS5B muss zwischen dem 
nukleotidischem Inhibitor Sofosbuvir 
und den nicht-nukleosidischen Inhibito-
ren (z.B. Dasabuvir) unterschieden wer-
den. Während Resistenzen gegen Sofos-
buvir als Raritäten gelten, sind 
Resistenz-assoziierte Mutationen gegen 
Dasabuvir regelmäßig zu beobachten. Bei 
Erst-Therapie ist der Einfluss dieser 
Mutationen nach derzeitiger Studienlage 
aber gering. Ob die bisher dafür durch-
geführten Studien geeignet sind den Ein-
fluss der Mutationen auf den Therapieer-
folg zu belegen, ist aber tatsächlich 
schwierig zu beurteilen. So werden oft 
alle Resistenz-assoziierten Mutationen 
aufgezählt, unabhängig davon, ob sie für 
die Folgetherapie eine Rolle spielen oder 
nicht. So ist eine Resistenz gegen einen 
Protease-Inhibitor tatsächlich unerheb-
lich für eine Therapie mit einem NS5A- 
und einem NS5B-Inhibitor und bestätigt 
nur die erwartete fehlende Kreuzresis-
tenz zwischen den einzelnen Substanz-
klassen. Falls die Mutationen aber in den 
Studien gezielt einzeln ausgewertet wer-
den, zeigt sich die unterschiedliche Be-
deutung einzelner Mutationen. Diese 
Daten muss man aber nicht selbst einzeln 
Zusammentragen. So wurden für den 
geno2pheno-Service diese Daten zusam-
mengetragen und auch publiziert (Kalag-
hatgi et al., 2016). 

NACH DAA-VERSAGEN 
Die Resistenztestung nach Therapiever-
sagen zur Planung einer Folgetherapie 
hat sich inzwischen durchgesetzt (Sarra-
zin, 2015). Hier sollen weiter erfolglose 
Therapieversuche vermieden werden 
und die Therapieauswahl vereinfacht 
werden. Moderne Techniken zur Sequen-
zanalyse („next generation Sequencing“, 
NGS) ermöglichen es, größere Stücke des 
HCV-Genoms in einem kürzeren Zeit-
raum zu untersuchen als mit der klassi-
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