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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Historischer Hintergrund
Im Jahre 1943 entdeckte Beeson erstmals den Zusammenhang zwischen der

13 In der

Gabe von Bluttransfusionen und dem Auftreten von Hepatitiden
Bundesrepublik Deutschland dokumentierte Martini 1949 die ersten Falle ®1 Da
die Ursache der Posttransfusionshepatitiden zu diesem Zeitpunkt unbekannt war,
versuchte man in den USA ab 1960 die Ubertragungsrate durch das Messen
erhohter Leberenzyme bei Blutspendern zu verringern (19 Die Forschungsgruppe
von Blumberg entdeckte 1963 im Serum eines australischen Ureinwohners ein
Antigen, daf® sich deutlich von anderen Lipoproteinen im Blut haufig
transfundierter Patienten unterschied . Es wurde Australia-Antigen genannt und
von Blumberg et al. 1965 auch im Serum von Leukamie-Patienten nachgewiesen

(18 Nachdem noch weitere Studien dieses Antigen mit Serum- bzw. Blut-

Hepatitiden in Verbindung brachten (19107126133 \wrde es als Hepatitis-
assoziiertes—Antigen (HAA) bezeichnet. Einige Jahre spater wurde noch ein
zusétzliches, groBeres und komplexer aufgebautes Partikel entdeckt 2, in
welchem Dane das infektidse Partikel des Hepatitis B-Virus (HBV) erkannte ©%.
Das HAA wurde spater als Hepatitis B (Blut)-surface (Oberflachen)-Antigen
(HBsAg) bezeichnet und man fuhrte die Testung der Blutspenden auf dieses
Antigen ein. Trotz der eingefuhrten HBsAg-Testung der Blutspenden ging die Zahl
der Posttransfusionshepatitiden nicht so stark zurlick wie erwartet. Im Jahre 1975
konnte gezeigt werden, dald die anderen Hepatitiden auch nicht durch das neu
beschriebene Hepatitis A-Virus verursacht wurden “®. Man bezeichnete diese
Erkrankungen daraufhin als Non-A-Non-B-Hepatitis. Im Wissen um diese anderen
Hepatitis-Erreger testete man ab 1980 in vielen Landern die Blutspender auf die

persistierenden Antikdrper gegen das HBV-Nukleokapsidantigen (Anti-HBc) ©"®



und erhdhte Leberenzyme als Surrogatmarker fur die Erkennung von Spendern
mit allgemein hdherem Risiko fiir Virusinfektionen ®. Zusatzlich filhrte man neue
Auswahlkriterien ein und erweiterte die Anamnese bei Blutspendern, um
Risikospender von der Blutspende auszuschlieBen. Der gro3e Durchbruch
hinsichtlich einer weiteren Reduktion transfusionsbedingter Hepatitiden gelang
erst mit der Entdeckung des Hepatitis C-Virus (HCV) durch Choo et al. 1989 ?7).
Durch Einfuhrung des Anti-HCV-Tests 1990 wurde das Risiko einer

Posttransfusionshepatitis zum damaligen Zeitpunkt um 80 % reduziert (40),

1.2. Taxonomie

Das Hepatitis B-Virus (HBV) gehort zu den Viren mit teilweise doppelstrangigem
Desoxyribonukleinsdure  (DNA)-Genom. Um das Virus von Hepatitis
verursachenden Ribonukleinsaure (RNA)-Viren abzugrenzen, wurde fur das HBV
die Familie der Hepadnaviren (Hepatitis-DNA-Viren) geschaffen. Das HBV stellt
den Prototyp dieser Virusfamilie dar. Zusammen mit den bei Primaten, dem
Waldmurmeltier (WHV) und dem Erdhdrnchen (GSHV) gefundenen Viren bildet es
die Gattung der Orthohepadnaviren (Hepadnaviren, die Saugetiere infizieren).
Hepadnaviren, die Vogel infizieren, werden als Avihepadnaviren bezeichnet. Als
HBV-Modelle wurden aus dieser Gattung haufig das Enten-Hepatitis-B-Virus
(DHBV) (™® und das Reiher-Hepatitis-B-Virus (HHBV) verwendet. Die
Hepadnaviren sind hepatotrop, aber nicht zythopathogen. Sie sind

speziesspezifisch und zeichnen sich durch eine hohe Replikationsrate aus 3%,

1.3. Struktur des HBV
Der Aufbau des HBV und der nichtinfektiosen HBsAg-Partikel ist in Abb. 1

schematisch dargestellt.
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Abb. 1: Struktur des HBV ®®

Das komplette Virus wird nach seinem Erstbeschreiber Dane-Partikel genannt und
ist circa 42—45 Nanometer (nm) groR ©¥. Die Lipidhiille besteht aus HBsAg und
umschliel3t das 28 nm grolde Nukleokapsid, welches das Genom enthalt. Das
HBsAg existiert in drei Modifikationen: (1) Das kleine HBsAg (small HBs, SHBs) ist
ein teilweise glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 24 Kilodalton
(kD). (2) Das mittlere HBsAg (medium HBs, MHBS oder Pra-S2-Protein) mit einem
Molekulargewicht von 33-36 kD besitzt weitere 70 Aminosauren am
aminoterminalen Ende und ist ebenfalls teilweise glykosyliert. Es kann sich an
Serumalbumin binden. (3) Das grol’e HBsAg (large HBs, LHBs oder Pra-S1-
Protein) mit einem Molekulargewicht von 40 kD besitzt weitere 150 Aminosauren
am N-terminalen Ende, liegt acetyliert und glykosyliert vor und ist verantwortlich
fir die Adsorpton des HBV an einen Zellrezeptor (12813 Ajle
Oberflachenantigene und das Nukleokapsid sind Induktoren fir die
Antikoérperbildung. Das wichtigste immunogene Epitop stellt die a-Determinante
des kleinen HBsAg dar 9 Diese besteht aus zwei Paaren von Subdeterminanten:

(9,135)

dy und rw, wobei w in vier weitere Typen eingeteilt werden kann . lhre
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Kombination ergibt die serologischen Hauptsubtypen des HBV, die bestimmten
geografischen Gebieten zuzuordnen sind: ayw, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw4 und
adr. In Sludasien findet man auch seltene Formen wie adwr, adyw oder awr.
Derzeit sind 8 Hauptgenotypen des HBV bekannt, welche geografisch wie folgt
verteilt sind: A ist pandemisch, B und C sind in Asien, D ist in Sudeuropa, E in
Afrika, F in den USA und G in den USA und in Frankreich zu finden. Der neue
Genotyp H wurde in Zentralamerika identifiziert () Wie bei allen Hepadnaviren
produziert die infizierte Zelle auch beim HBV die Hullproteine, hier das HBsAg, im
UberschulR. Sezerniertes HBsAg organisiert sich in Form sphérischer Partikel von
17-25 nm und Filamente variabler Lange ohne Nukleokapsid. Diese
nichtinfektiosen Filamente und spharischen Partikel stellen das Australia-Antigen
dar @3 Das Verhéltnis zwischen infektiésen Dane-Partikeln und nichtinfektidsen
HBsAg-Partikeln im Plasma betragt etwa 1:1000. Das Nukleokapsid besteht aus
dem phosphorylierten HBcAg und enthalt neben dem Genom ein an die HBV-DNA

kovalent gebundenes Protein "

sowie eine DNA-Polymerase/Reverse
Transkriptase *''® mit Proteinkinaseaktivitiat ). Diese dient bei der Replikation
selbst als Proteinstartmolekul fur die Initiation der DNA-Synthese. Eine ins Plasma
sezernierte und verklirzte Form (es fehlen am carboxyterminalen Ende 34-36
Aminosauren) des HBcAg wird als HBeAg bezeichnet. Das Virus kann durch
lipidldsende und organische Losungsmittel und Detergenzien sowie durch Hitze

Uber 60° inaktiviert werden ©2.

1.4. Genomorganisation
Das DNA-Genom des HBYV ist zirkular und partiell doppelstrangig organisiert und

besteht aus ca. 3.200 Basen bzw. Basenpaaren (Abb. 2) ('),
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Abb. 2: Aufbau des HBV-Genoms ©%

Auf dem langen, kompletten Minusstrang befinden sich vier offene, einander
(iberlappende Leserahmen "*®: (1) Das S-Gen mit S-, praS1-, und praS2-Region
kodiert fr das groRe, mittlere und kleine HBsAg, (2) das C-Gen mit praC- und C-
Region fur HBcAg und HBeAg, (3) ein P-Gen, welches die virale DNA-Polymerase
kodiert und (4) das X-Gen. Das X-Gen kodiert fur ein Protein, welches die

Transkription zelluldrer Gene aktivieren kann %2 und fiir die Entstehung von

12



Leberzellkarzinomen verantwortlich gemacht wird (') Zusatzlich sind eine Reihe
von Wiederholungssequenzen (DR1, DR2), Kontrollsequenzen flur die Regulierung
der viralen Transkription und drei messenger (Boten)-RNA-Klassen (mMRNA) auf
dem Minus-Strang zu finden. Im PraC-Bereich direkt vor dem X-Gen liegt eine
Enhancer (Verstarker)-Region fiur die Transkription des HBV-Genoms. Der
vollstandige Strang ist nicht geschlossen, sondern hat am 5°-Ende ein virales
Protein kovalent gebunden. Am 3’-Ende des unvollstandigen Stranges ist die
DNA-Polymerase nicht kovalent assoziiert "'19).

Die vor allem in den Leberzellen stattfindende Replikation des viralen DNA
Genoms Uber eine RNA-Zwischenstufe und reverse Transkription "*2 kénnte auf
eine phylogenetische Abstammung von den Retroviren hinweisen 813 Die
Persistenz von HBV-DNA in mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMC's) bis 70 Monate nach serologischer Ausheilung einer Hepatitis B wurde
von Michalak et al. beschrieben ©”. In diesen Zellen konnte auch HBV-mRNA

nachgewiesen werden (%6129,

1.5. Mutationen

Abhangig von der Geschwindigkeit der Replikationszyklen und der
Replikationsstrategie entstehen zufallige Ablesefehler, so genannte Mutationen,
die zu einem Viruspool fuhren. Durch positive Selektion der Mutanten oder
negative Selektion des Wildtyps erfolgt die Stabilisierung einer Variante innerhalb
der Population “®. Aufgrund der Replikation des HBV iiber eine RNA-
Zwischenstufe und eine fur Hepadnaviren typische hohe Replikationsrate kommt
es haufig zu Mutationen. Fur alle vier Leserahmen sind die Substitutionsraten

bekannt (Tab. 1).
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Tab. 1: Variabilitat der verschiedenen Hepatitis-B-Virus-Genregionen “°

Leserahmen | Anzahl der Codons Substitutionen pro Nukleotid und Jahr
P 843 4,57 x10
Pras 163 7,62 x10°
S 259 5,75 x10™
C 212 5,54 x107°
X 154 7,9 x10°

Die Mutationsfrequenz des HBV ist mit zwei Mutationen pro 10.000 Basen pro
Jahr 49 geringer als bei RNA-Viren und hoher als im menschlichen Erbgut. Durch
Austausch einer Base entsteht bei der Punktmutation ein neues Basentriplett,
welches fur eine andere Aminosaure kodieren kann (Missense-Mutation). Bedingt
durch die Degeneration des genetischen Codes verschlusseln mehrere Tripletts
eine Aminosaure, so dal® eine Punktmutation auch ohne Auswirkung, also
,Sstumm®, ablaufen kann. Durch Entfernung einer Base entsteht eine
Leserastermutation mit kompletter Sinnverschiebung. Mutationen im PraS-, und S-
Gen des HBV fuhren zu einem Verlust von B- und T-Zell-Epitopen und kdénnen
dem Virus durch eine Konformitatsanderung der a-Determinante des HBsAg zu
einer ,Flucht® vor dem Immunsystems verhelfen. Diese Mutationen wurden im

253058) Durch Mutationen innerhalb

Zusammenhang mit Impfungen beschrieben ¢
eines Stopcodons im PraC-Gen wird die Bildung von HBeAg trotz Replikation des
Virus verhindert. In einer Studie in Deutschland wurden bei mehr als der Halfte
aller HBeAg-negativen, Anti-HBe-positiven HBsAg-Trager solche Mutationen

nachgewiesen "®. Mutationen im Polymerase-Gen kdénnen eine Resistenz des

Virus gegeniiber einer Therapie mit Nukleosidanaloga bedingen “©.
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1.6. Ubertragungswege

Das Virus wird parenteral (vor allem Uber Blut), sexuell, oder perinatal Ubertragen.
HBV konnte in allen Kérpersekreten (einschliellich Muttermilch) und Exkrementen
in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden. In Studien ist derzeit nur die
Infektiositat von Blut, Vaginal-, Menstruations- und Samenfllssigkeit eindeutig
dokumentiert worden. HBV kann direkt durch intravenése Ubertragung von Blut-
und Blutprodukten oder indirekt durch den Gebrauch kontaminierter Instrumente
wie Nadeln, Nagelscheren oder Rasierapparate Ubertragen werden @3 In den
Hochendemiegebieten spielen vor allem perinatale Ubertragungen eine grofRe
Rolle 9 |n Europa und anderen Industriestaaten steht eher die sexuelle
Ubertragung im Vordergrund, wie z.B. eine Studie in Schweden 1997

(130)

dokumentierte Der zweithaufigste Ubertragungsweg ist hier der i.v.-

Drogenabusus ©?),

1.7. Epidemiologie

Die Hepatitis B stellt ein grolRes infektiologisches Problem dar. Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) gibt es heute weltweit mehr als 350 Millionen
chronische HBV-Trager (7990 " Jahrlich versterben etwa zwei Millionen Menschen
an den Folgen einer chronischen Hepatitis B . Der epidemiologische Status
eines Landes hangt wesentlich von soziodkonomischen Faktoren, von der Anzahl
der Patienten in Risikogruppen, Impfprogrammen und den hygienischen

Verhaltnissen ab ©%

. Die WHO teilt die Welt entsprechend der Pravalenz
chronischer HBsAg-Trager in drei Zonen ein: (1) hohe Pravalenz (>8%), (2)
mittlere Pravalenz (2-8%) und (3) niedrige Pravalenz (<2%). Hochendemiegebiete

sind Zentralafrika, Sudostasien, Zentralasien, der Pazifische Raum (auf3er Japan,

Australien, Neuseeland), das Amazonas-Gebiet, Teile des mittleren Ostens und
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einige Lander in Osteuropa. In diesen Landern sind bis zu 20% der Menschen
chronische HBV-Trager. Eine mittlere Pravalenzrate chronischer Virustrager findet
man in Nordafrika, im Nahen Osten, in Indien, Sudamerika und in weiten Gebieten
Osteuropas. Zu den Staaten mit geringer HBV-Pravalenz gehoéren Nordamerika,
West-, Mittel- und Nordeuropa, Australien und Teile Sidamerikas. In der Literatur
wurde 2001 eine Pravalenz von 0,62% HBsAg-Tragern fur die deutsche
Population angegeben ©®. Ein erhohtes Risiko fiir eine HBV-Neuinfektion haben
Angehdrige so genannter Risikogruppen. Entsprechend der ,Richtlinien zur
Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten
(Hamotherapie)“ ® sind Personen als Blutspender auf Dauer auszuschlieRen, ,die
einer Gruppe mit einem gegenuber der Allgemeinbevolkerung deutlich erhéhten
Risiko fur eine HBV-, HCV- oder HIV-Infektion angehdren oder dieser zugeordnet
werden muissen®. Dazu zahlen ,homo- und bisexuelle Manner, Drogenabhangige,
mannliche und weibliche Prostituierte, Haftlinge und Einwanderer aus Landern mit
einer hohen Rate an Infektionen mit diesen Viren®. Gefahrdet sind aber auch
Empfanger von Blut- und Blutprodukten, Dialysepatienten, Berufsgruppen im
medizinischen Bereich und Rettungsdienst, geistig Behinderte in Heimen,
Menschen mit engem Kontakt zu HBsAg-Tragern, Reisende in Endemiegebiete

mit engem Kontakt zur Bevolkerung und Neugeborene HBsAg-positiver Mutter.

1.8. Pathogenese

Das Virus gelangt von der Eintrittsstelle Uber die Blutbahn zur Leber. Das HBV
selbst ist nicht zythopathogen, sondern die Leberzellschadigung wird durch die
Immunreaktion des Wirtes ausgelost. CD8-positive Lymphozyten (zytotoxische T-
Zellen) fuhren zur Apoptose der infizierten Hepatozyten bzw. produzieren

zellschadigende Zytokine, die zum fibrotischen Leberumbau fuhren. B-

16



Lymphozyten induzieren die Bildung der Antikorper Anti-HBc, Anti-HBs und Anti-

HBe .

1.9. Klinischer Verlauf

Die Inkubationszeit der Hepatitis B betragt 45-180 Tage. Zwei Drittel der
Infektionen bei gesunden Erwachsenen mit geringer Viruslast und friher
Immunantwort verlaufen selbstlimitierend und asymptomatisch 3. Bei groRerer
Viruslast (z.B. i.v.-Ubertragung) und spéterer Immunantwort entwickelt sich nach
einem grippeadhnlichen Prodromalstadium eine akute Hepatitis, die bis zu vier
Wochen andauern kann. Typische klinische Symptome sind lkterus, Juckreiz und
Exantheme. Durch die Ablagerung von Immunkomplexen koénnen auch
Gelenkbeschwerden auftreten. Fulminante oder todliche Verlaufe einer akuten
Hepatitis durch Leberversagen sind selten (0,1 -1%). Bessert sich der Zustand des
Patienten nach maximal vier Wochen nicht, mu3 man von einem Ubergang in eine
chronische Verlaufsform ausgehen. Die chronische Hepatitis B ist definiert durch
eine fehlende klinische bzw. serologische Ausheilung innerhalb von sechs
Monaten. 5-10% aller Hepatitis B-Infizierten werden chronische HBsAg-Trager, die
entweder gesund sind oder eine chronische Hepatitis entwickeln. Sauglinge haben
und Kleinkinder haben ein erhdhtes Risiko, da das Virus hier auf einen
immunologisch noch nicht ausgereiften Organismus trifft. Chronische Verlaufe
sind auferdem haufig bei Immunsupprimierten, wie Nierentransplantierten,
Hamodialysepatienten und Drogenabhangigen, zu finden. Bis zu 70-90% der
chronischen HBsAg-Trager bleiben klinisch ,gesund“. Das Risiko, an einem
hepatozellularen Karzinom (HCC) zu erkranken, ist bei diesen Personen erhdht.
10-30% der Infizierten entwickeln eine chronisch persistierende oder aktive

Hepatitis mit den Folgen einer Leberzirrhose (<15%) oder eines HCC (0,5%).
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Selten treten im Rahmen einer Hepatitis auch Immunkomplexerkrankungen
(Periarteritis nodosa, Glomerulonephritis) auf ©®%.

Wenn die Immunantwort des Wirtes ausbleibt oder zu gering ist, zeigt sich trotz
hoher Viramie nur eine schwach ausgepragte Klinik. Im Plasma dieser
immuntoleranten Individuen werden bis zu 10°-10"® HBV-Genomaquivalente (geq)

pro Milliliter (ml) nachgewiesen 2.

1.10. Diagnostik

1.10.1. Serologische Diagnostik der HBV-Infektion

Im Serum oder Plasma konnen sechs HBV-Marker bestimmt werden: die HBV-
DNA, das HBsAg, das HBeAg sowie die Antikorper Anti-HBc, Anti-HBe und Anti-
HBs. Unter serologischer Diagnostik im engeren Sinne versteht man die auf
Antigen-Antikorper-Reaktionen beruhenden Methoden zum Nachweis von
Virusantigenen sowie von Antikorpern gegen Virusantigene. In Abb. 3 sind die
serologischen Marker entsprechend ihrer Nachweisbarkeit im zeitlichen Verlauf
der akuten HBV-Infektion dargestellt. Der Nachweis von HBsAg gilt als beweisend
fir das Vorhandensein von HBV in der Leber und fur eine bestehende Infektion.
Es ist als erstes Antigen bei akuten oder chronischen Infektionen nachweisbar.
HBsAg ist bereits mehrere Tage vor Ausbruch der klinischen Symptomatik positiv
und erreicht seine hochsten Konzentrationen mit dem Auftreten typischer
Symptome. In der Frihphase, bis zu 8 Wochen nach der Infektion, wenn der
HBsAg-Titer <10° Einheiten/ml (U/ml) betragt oder bei Mutationen im S-Gen sind
HBsAg-Tests haufig falsch negativ ©®) Das HBeAg ist die ins Plasma sezernierte,
verkurzte Form des HBcAg und korreliert in hohem MalRe mit dem Vorhandensein
von infektidsen Viruspartikeln. Der im zeitlichen Verlauf zuerst nachweisbare

Antikorper ist das Anti-HBc. Das Anti-HBc-IgG bleibt nach Infektion lebenslang
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positiv und zeigt somit in jedem Fall die stattgefundene HBV-Infektion an. Das
Anti-HBe tritt nach Verschwinden des HBeAg auf und wird mit Sistieren der
Virusreplikation und einer verminderten Krankheitsaktivitat interpretiert. Anti-HBs
tritt nach Verschwinden des HBsAg auf und wird im Verlauf als letzter Antikérper

nachweisbar 2.

l Erkrankungsbeginn

Anti+8s I/
ariree Y / S

ariire Y |

0 1 2 3 4 5 6 12 24
Monate nach Infektion mit HBV

Abb. 3: Serologische Marker im Verlauf der akuten HBV-Infektion

Nach bisheriger Lehrmeinung signalisiert die vollstandige Serokonversion eine
endgultige Viruselimination, das Ende der Infektiositat sowie neutralisierende
Immunitat. Anti-HBs dient auch als Impfmarker, da die aktiven Immunisierungen
mit rekombinant hergestelltem HBsAg erfolgen. Ein direkter Nachweis der HBV-
DNA ist durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) moglich. Die HBV-DNA ist im

Infektionsverlauf bereits vor dem Nachweis von HBsAg detektierbar.
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1.10.2. Die Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1985 als schnelle und hochsensitive
Methode zum Nachweis von DNA eingefiihrt '??. Das Grundprinzip besteht in der
In-vitro-Vervielfaltigung (Amplifikation) einer DNA-Ziel-Sequenz. Durch das
Wiederholen der Reaktions-Zyklen steigt die Anzahl der kopierten DNA-Abschnitte
(Amplifikate) exponentiell an. Dabei laufen grundsatzlich folgende Teilreaktionen
ab: (1.) Durch Temperaturanstieg auf 95 Grad Celsius (°C) wird die
doppelstrangige DNA in ihre Einzelstrange ,aufgeschmolzen® (denaturiert). (2.) Bei
Absinken der Temperatur konkurrieren im UberschulR eingesetzte Oligonukleotide
(Primer), die eine gegenlaufige und komplementare Sequenz zur Ziel-DNA haben,
mit dem Gegenstrang um die Bindung (Hybridisierung) an die Ziel-DNA. (3.)
Ausgehend von den Primern werden durch eine Polymerase die Nukleotide mit
den Basen Adenin (A), Thymin (T) oder Uracil (U), Cytosin (C) und Guanin (G) in
5"—-3’-Richtung komplementar zum Einzelstrang hinzugefigt (Extension). Dabei
entsteht eine durch die jeweiligen Primer definierte verkirzte Kopie des
Matrizenstranges. Ein PCR-Zyklus umfal3t die Schritte Denaturierung,
Hybridisierung und Polymerisation. Die Vervielfaltigung der Zielsequenz erfolgt
exponentiell, weshalb sie auch als ,Kettenreaktion® bezeichnet wird.

Zunachst wurde das so genannte Klenow-Fragment der Escherichia-coli-DNA-
Polymerase-| flr den Extensionsschritt eingesetzt. Bei Temperaturerh6hung Utber
90 °C wurde diese Polymerase inaktiviert und mufdte deshalb vor jedem Zyklus
erneut zugegeben werden "%, Einen Durchbruch brachte die Entdeckung einer
hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus

aquaticus (Taq) (%)

. Sie wurde Taqg-Polymerase genannt und wird heute
rekombinant hergestellt. Bei Temperaturen Gber 90°C wird sie irreversibel aktiviert

und hat eine Halbwertzeit von 35 Minuten (min) bei Temperaturen tber 95 °C. Die
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PCR wurde durch den Einsatz so genannter Thermocycler, die verschiedene
Temperaturschritte steuern kdnnen, automatisiert. Zum Nachweis der Amplifikate
waren jedoch noch aufwendige Schritte, wie z.B. Agarose-Gel-Farbungen, ndétig.
Eine strikte raumliche Trennung von Pra- und Post-PCR-Arbeiten ist einzuhalten,
um Kontaminationen zu vermeiden.

Eine Weiterentwicklung der herkdmmlichen PCR gelang mit der so genannten
TagMan-PCR (Abb. 4). Sie ist ein Verfahren, bei dem gleichzeitig mit der
Amplifikation der DNA der Nachweis der PCR-Produkte moglich ist. Ein weiteres
zur Ziel-DNA komplementares Oligonukleotid (Sonde) hybridisiert innerhalb der
beiden Primer an einen der beiden DNA-Strange. Wenn in der Extensionsphase
die Polymerase die Primer verlangert, trifft sie an einem Strang auf die
hybridisierte Sonde und |6st die ersten Nukleotide des 5°-Endes der Sonde
mechanisch ab. Durch die nun entstandene Y-Struktur wird die 5 —3'-
Exonuklease aktiviert, welche die sich ablosende Sonde hydrolytisch spaltet. Die
freien Sonden hingegen werden von der 5°—3’-Exonukleaseaktivitat der
Polymerase nicht hydrolysiert. Zunéchst benutzte man radioaktiv (**P) markierte
Sonden. Im Anschlul® an die PCR wurden mittels einer
Dunnschichtchromatographie Sondenfragmente und intakte Sonden voneinander
unterschieden ). Lee et al. entwickelten Sonden, die mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffen markiert wurden, einem Reporter am 5 -Ende und einem
Quencher am 3°-Ende ®2#)_ Durch Licht einer spezifischen Wellenlange werden
die beiden Farbstoffe der Sonde zur Fluoreszenz angeregt. Sie emittieren jedoch
Licht unterschiedlicher Wellenlangen. Solange die Sonde intakt ist, wird die
Fluoreszenzenergie des Reporters auf den Quencher Ubertragen, wodurch das

Reportersignal unterdriickt wird “®. Durch die Spaltung der Sonde wahrend der
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Extension wird die Verbindung zwischen Reporter und Quencher getrennt und

somit der Energietransfer unterbrochen.

e ‘a @ R = Reporter
Polymerisation -
4 ! Sonde ! = Q = Quencher

3 5
5 Q ) ® )
5 - 3
3 > 5
5 5 < =
=7
Hydrolyse der Sonde Q[:}, ~
5 — } 3

5

3
EEss—— 5

A&
{ﬂ‘i? GE} ~ E 2}
Polymerisationsende ” :
. ﬁ”(% - ’

3 > 5
; o g
5 < 5

Abb. 4: Prinzip der TagMan-PCR ©¥

Die Fluoreszenz des Reporters steigt im Verlauf der PCR direkt proportional zur
Akkumulation von PCR-Produkten an. Das Signal ist sequenzspezifisch, da nur
stabil hybridisierte Sonden von der 5°—3’-Exonuklease gespalten werden. In der
Extensionsphase eines jeden PCR-Zyklus wird so durch Hydrolyse der
fluorogenen Sonde ein sequenzspezifisches Signal generiert, welches durch den
Fluoreszenz-Detektor eines entsprechenden Gerates wahrend der PCR
aufgezeichnet wird. Ein Spektrograph trennt Reporter- und Quencher-
Fluoreszenz je nach Wellenlange. Diese Daten werden dann durch eine Kamera
in digitale Signale umgewandelt und aufgezeichnet ©®. Durch die Entwicklung

spezieller optischer Reaktionsgefalle mit strahlendurchlassigem Verschluf,
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konnen die Fluoreszenzdaten im geschlossenen Gefald analysiert werden.
Grundlage des PCR-Ansatzes bildet ein so genannter Master Mix, der
Nukleotidtriphosphate, eine hitzestabile DNA Polymerase und Uracil-N-
glycosylase (UNG) enthalt. Die UNG kann die Reamplifizierung eines Amplifikates
friherer PCR-Reaktionen verhindern, indem sie das anstelle von Thymin
verwendete Uracil aus der DNA durch Spaltung der N-glykosidischen Bindung
zwischen der Base und dem Zucker-Phosphat-Rickrat herauslost ©4. Zusatzlich
enthalt der Master Mix einen fluoreszierenden Farbstoff, der nicht an der PCR
teilnimmt. Dieser Farbstoff stellt eine interne Referenz dar, uber welche dann das
Signal des Reporters normalisiert werden kann. Dadurch kdnnen
Fluoreszenzschwankungen ausgeglichen werden, die z.B. durch Pipettierfehler
(Volumenabweichungen) entstehen. Diese Normalisierung erfolgt durch Division
der Fluoreszenzintensitat des Reporters durch die Emissionsintensitat der internen
Referenz, wodurch man das so genannte normalisierte Reportersignal (R.,-Wert)
erhalt. Mit dem ARj-Wert konnen Streufaktoren, die nicht unbedingt PCR-
abhangig sind, z.B. eine Autofluoreszenz der Sonde, ausgeglichen werden. Der
AR,-Wert wird berechnet, indem das wahrend der ersten PCR-Zyklen im
jeweiligen Reaktionsgefald gemessene Hintergrundsignal vom entsprechenden R,-
Wert abgezogen wird. Wenn der AR,-Wert nach einer bestimmten Zyklenzahl die
Grenzlinie schneidet, wird der so genannte Schwellenzyklus (threshold cycle, C+-
Wert) erreicht. Durch die Berechnung der Ct-Werte ist es mdglich, mit Hilfe von
Standardkurven Nukleinsauremolekule in jeder einzelnen Probe zu quantifizieren.
Durch die Entsorgung geschlossener Reaktionsgefalle wird die Kontamination des
Labors mit PCR-Produkten verhindert. AuRerdem entfallen durch die Analyse der
Fluoreszenzspektren aufwendige Post-PCR-Schritte zum Nachweis von PCR-

Produkten.
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1.11. Problematik in der Transfusionsmedizin

Seit EinfUhrung des HBsAg-Testes 1970 konnte das Risiko einer
Posttransfusionshepatitis B in den USA auf 1:58.000-149.000 im Jahr 2001
gesenkt werden. Das Risiko ist aber im Vergleich zum HIV- oder HCV-
Ubertragungsrisiko (<1:1.000.000) noch relativ hoch ©V. Eine Arbeit des Robert-
Koch-Institutes errechnete fur Deutschland in den Jahren 2000-2002 ein HBV-
Ubertragungsrisiko durch Bluttransfusionen von 1:230.000-560.000 und fir
HIV/HCV <1:4.000.000 %) In einigen Landern wird der Anti-HBc-Test als so
genannter Surrogat-Marker zur Erkennung von Spendern mit allgemein héherem
Risiko fur Virusinfektionen verwendet. In Deutschland ist keine allgemeine Anti-
HBc-Testung aller Blutspenden vorgeschrieben, so daf} hier die HBV-Neuinfektion
eines Blutspenders Ubersehen werden kann, wenn der Zeitraum des Auftretens
und moglichen Nachweises von HBsAg zwischen zwei Blutspenden liegt. Eine
diagnostische Lucke besteht in der FrUhphase der Infektion bevor der Nachweis
von HBsAg moglich wird. Bisher bestand ein allgemeiner Konsens darin, daf® mit
Verschwinden des HBsAg und dem Auftreten von Anti-HBs bzw. aller drei
Antikorper Immunitat vorliegt. Die Serokonversion von HBeAg zu Anti-HBe im
Verlauf der HBV-Infektion wurde mit Einstellung der Virusreplikation und dem
Ende der Infektiositat interpretiert.

In der Zwischenzeit ist eine Vielzahl wissenschaftlicher Arbeiten erschienen, die
diese klassischen Befundinterpretationen der HBV-Serologie widerlegt haben, da
bei Patienten und Blutspendern mit den serologischen Zeichen einer bisher als
ausgeheilt interpretierten HBV-Infektion (Anti-HBc-, Anti-HBe- und Anti-HBs-
positiv) noch HBV-DNA im Blut bzw. in den Hepatozyten nachgewiesen wurde
(21.5061,72.85.89.109.142) Blym et al. beschrieben 1988 den Nachweis des vollstiandigen

HBV-Genoms in Leberzellen eines HBsAg-negativen und fur alle drei Antikorper
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positiven Patienten (") Michalak et al. wiesen bei einem Patienten 70 Monate
nach kompletter klinischer, biochemischer und serologischer Ausheilung HBV-
DNA im Serum und in mononuklearen Zellen des peripheren Blutes nach ®7) Auch
Rehermann et al. beschrieben den haufigen Nachweis von kleinen Mengen an
HBV-DNA viele Jahre nach klinischer Ausheilung der akuten Hepatitis trotz
Vorhandenseins von Antikérpern und spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten
("3 \/on einer Ausheilung der HBV-Infektion kann spatestens nach der Arbeit von
Pasquetto et al., die das Uberleben von replizierenden HBV-Partikeln nach der T-
Zell-induzierten Apoptose von Leberzellen in vitro zeigten, nicht mehr

'98) Die Viren scheinen somit der Immunantwort entgehen

ausgegangen werden
zu kdénnen, wobei sich ein Gleichgewicht zwischen Virusreplikation und T-Zell-
Antwort, jeweils auf niedrigem Niveau, Uber Jahrzehnte, vielleicht sogar ein Leben

t (113

lang, einzustellen schein ) Bestatigt werden diese Arbeiten von Studien, in

denen bei Patienten und gesunden Individuen nach dem Verschwinden von
HBsAg aktive Virusreplikation im Lebergewebe nachgewiesen wurde (69394
Besonders interessant ist die beschriebene Reaktivierung der HBV-Infektion bei
medikamentos immunsupprimierten Patienten nach Nieren- oder
Knochenmarkstransplantation bzw. unter Chemotherapie ©”#921%) Dabej konnte
sogar in einigen Fallen die reverse Serokonversion von Anti-HBs zu HBsAg

beobachtet werden ©7®

. Dai et al. zeigten bei einem Patienten mit schwerer
aplastischer Anamie eine signifikante Ubereinstimmung zwischen aktiven Phasen
der chronischen Hepatitis und der absoluten Lymphozytenzahl ®"). Es konnte auch
gezeigt werden, dal} Blutspenden von HBsAg-negativen, Anti-HBs-negativen aber
Anti-HBc-positiven  Tragern eine Posttransfusionshepatitis auslosen konnen
(80,105

). Trotzdem werden nach den ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und

Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)* ® noch
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immer Personen, die eine Hepatitis B durchgemacht haben, zur Blutspende
zugelassen, sofern die Infektion mehr als 5 Jahre zurlckliegt und virologische
Kriterien (z.B. Nachweis von Anti-HBs mit einem Titer von 2100 E/I und negatives
Ergebnis eines Tests auf HBV-Genom mittels einer empfindlichen Nukleinsaure-

Amplifikationstechnik) fur eine angeblich erloschene Kontagiositat sprechen.

1.12. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung der Pravalenz von Anti-HBc bei
Neuspendern in Libeck. Auflerdem sollte eine reprasentative Studie zur
Haufigkeit von HBV-DNA im Plasma von Anti-HBc-positiven Neuspendern mittels
einer sensitiven PCR durchgefuhrt werden. Hierfir war es notwendig, eine neue
TagMan-PCR zum Nachweis von HBV-DNA zu entwickeln und in Zusammenhang
mit einem geeigneten Verfahren zur Nukleinsaureisolation aus relativ grof3en
Plasmavolumina zu optimieren. Nachfolgend war die Frage zu beantworten, wie
effizient eine Routine-Anti-HBc-Testung im Vergleich zur aufwendigen und
kostenintensiven PCR-Testung aus Einzelspenden das Ubertragungsrisiko einer
HBV-Infektion durch Blutspenden in Libeck senken kdnnte.

Die oben genannten Studien fuhrten auch zu der Frage, ob ein Anti-HBs-Titer
>100 U/l und ein negativer HBV-DNA Nachweis zuverlassig eine erloschene
Kontagiositat nach abgelaufener HBV-Infektion anzeigen kdnnen, bzw. ob Proben
mit einem Anti-HBs-Titer >100 U/l in der PCR immer HBV-DNA-negativ sind.
AbschlieRend ist zu beurteilen, ob die Kriterien zur zeitlichen Zurtckstellung von
Blutspendern nach abgelaufener HBV-Infektion in den ,Richtlinien zur Gewinnung
von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten

(Hamotherapie)“ ® neu bewertet werden sollten.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Testkits und Reagenzien

HBV- Serologie:

HBsAg:

HBeAg:

Anti-HBc:

Anti-HBe:

Anti-HBs:

Ortho Antibody to HBsAg ELISA Test System 3 (Ortho Diagnostic
Systems GmbH, Neckargemiind, Deutschland);

AxSYM HBsAg (V2) (Abbott GmbH, Wiesbaden-Delkenheim,
Deutschland);

AxSYM HBsAg Confirmatory Assay (Abbott GmbH)

AxSYM HBeAg (Abbott GmbH)

AxSYM Core (Abbott GmbH);

AxXSYM Core-M (Abbott GmbH);

Enzygnost Anti-HBc monoclonal (Dade Behring GmbH, Liederbach,
Deutschland)

AxSYM Anti-HBe  (Abbott GmbH)

AxSYM AUSAB  (Abbott GmbH)

Nukleinsaureisolation:

NucliSens Automated Isolation Reagents (BioMérieux Deutschland GmbH,

Nurtingen, Deutschland)

TagMan-HBV-PCR:

TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Weiterstadt,

Deutschland)

Primer (Tab. 2) synthetisiert von TIB Molbiol (Berlin, Deutschland)

TagMan Sonde (Tab. 2) synthetisiert von Applied Biosystems

TagMan f-actin Control Reagents (PE Biosystems, Foster City, California, USA)
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2.1.2. Gerate und Zubehor

Sterile Werkbank Lamin Air (Heraeus, Hamburg, Deutschland)
AxSYM-System (Abbott GmbH)

NucliSens Extractor (BioMérieux Deutschland GmbH, Nartingen, Deutschland)
ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
Gefrierschrank UF 85-3005 (Colora Messtechnik GmbH, Lorch, Deutschland)
Zentrifuge Rotanta (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Zentrifuge Rotixa (Hettich)

Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Wasserbad Julabo SW 20 C (Julabo, Seebach, Deutschland)

Thermomixer Comfort 5436 (Eppendorf)

Alublock (Hassa Laborbedarf, Libeck, Deutschland)

Tischzentrifuge Biofuge A (Heraeus)

Vortexer Reax 2000 (Heidolph, Kehlheim, Deutschland)

MicroAmp Optical Tubes/Caps (PE Biosystems)

NucliSens Extractor Cartridges (BioMérieux Deutschland GmbH)

Pipetten 10 pl, 100 ul (BIOzym Diagnostic GmbH, Oldendorf, Deutschland)

Pipetten 1000ul (Molecular BioProducts, San Diego, California, USA)

2.1.3. Blutproben

Die Blutspender waren zwischen 18 und 67 Jahren alt und erflllten die
Spenderauswahlkriterien der ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und
Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)® ®
Unter Neuspendern verstehen wir Erstspendewillige, die sich einer
Aufnahmeuntersuchung unterziehen, aber noch nicht regular Blut spenden.
Dauerspender dagegen sind Blutspender, die mehr oder weniger regelmafig am

Institut fur Immunologie und Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
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Schleswig-Holstein, Campus Libeck Blut spenden, und deren
Laboruntersuchungen anlasslich der letzten Blutspende bzw. der Neuspender-
Aufnahmeuntersuchung unauffallig flr folgende Parameter waren: Anti-HIV,
HBsAg, Anti-HCV, HCV-RNA, Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und
Treponema pallidum.

Im 5-Jahres-Zeitraum von 1997 bis 2001 wurden insgesamt 14.251 Neuspender
der Blutspendezentrale des oben genannten Instituts fur Immunologie und
Transfusionsmedizin auf Anti-HBc getestet. Hierfur wurde
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Vollblut (Monovette 5,5ml, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) verwendet, welches nach Probenentnahme flr 4 min bei
3291g zentrifugiert wurde. Die Plasmaproben wurden innerhalb von 24 Stunden
(h) nach Blutentnahme separiert und bei 4-8 °C aufbewahrt. Wenn die weitere
Verwendung erst spater als 72 h nach Probenentnahme erfolgte, wurden sie bei
-30°C eingefroren. Die Alters- und Geschlechtsverteilung der Neuspender ist in

Abb.5 dargestellt.
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Abb. 5: Alters- und Geschlechtsverteilung der Neuspenderpopulation
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2.1.4. Standard- und Kontrollproben

Far die Entwicklung und Optimierung der TagMan-HBV-PCR wurden lyophilisierte
Plasmaproben aus Ringversuchen (INSTAND e.V., Dusseldorf, Deutschland)
verwendet. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der Methode und zur
Quantifizierung positiver Proben in Internationalen Einheiten HBV-DNA pro
Milliliter (IU/ml) Plasma verwendeten wir den ersten WHO-Standard fur HBV-DNA-
Nukleinsaure-Amplifikationstechniken (Code 97/746) von Dr. John Saldanha

(NIBSC, Herts, GroRbritannien) (2%,

2.1.5. Computerprogramme

OMIGA 2.0 (Oxford Molecular, Oxford, GroRbritannien)
Primer Express (Applied Biosystems)

SPSS 9.0 fur Windows (SPSS GmbH, Minchen, Deutschland)
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2.2. Methoden

2.2.1. HBV-Serologie

Vorgehensweise:

Zunachst wurden alle Proben mittels des Ortho Antibody to HBsAg Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) Test System 3 auf HBsAg und mit dem
Mikropartikel-ELISA AxSYM Core auf das Vorhandensein von Anti-HBc getestet.
Positive Proben wurden im gleichen Testsystem im Doppelansatz erneut getestet.
Wiederholt positive Proben wurden dem zweiten HBsAg- bzw. Anti-HBc-Test mit
anderem Testprinzip sowie einer vollstandigen Hepatitis B-Serologie unterzogen.

Positive Befunde fur HBsAg wurden immer mit dem Neutralisationstest bestatigt.

Ortho Antibody to HBsAg ELISA Test System 3:

Der Test wird zweizeitig in Anti-HBs-beschichteten Mikrotiterplatten durchgefuhrt.
Nach Zugabe des Antikorperkonjugats und der Probe bindet das eventuell
vorhandene HBsAg an das Anti-HBs auf der Platte. Gleichzeitig bindet sich das
Antikorperkonjugat an das HBsAg. Dabei entstehen immobilisierte Antikorper-
HBsAg-Konjugatkomplexe. Die ungebundenen Proben- und Konjugatanteile
werden ausgewaschen. Im zweiten Schritt wird ein Substrat dazugegeben. Bei
Vorhandensein der Komplexe kommt es zu einer Farbreaktion, welche mit dem
Photometer gemessen wird und in direktem Zusammenhang mit der Menge des
gebundenen HBsAg steht. Die Sensitivitdt der Methode liegt bei 100 %, die

Spezifitat bei 99,94 %.
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AxXSYM HBsAg (V2); AxXSYM HBe; AXxSYM Core; AXSYM Core-M; AXSYM Anti-
HBe; AxXSYM AUSAB (Abbott GmbH):

Diese Tests funktionieren nach dem Prinzip eines Mikropartikel-Enzym-
Immunoassays (MEIA). Die fur den jeweiligen Test bendtigte Probe und alle
Reagenzien, wie Probenverdinnungsmittel und mit dem jeweiligen Hepatitis B-
Antigen bzw. Antikoérper beschichtete Mikropartikel, werden vom Laborautomaten
in verschiedene Vertiefungen eines Reaktionseinsatzes pipettiert und vermischt.
Ist der gesuchte Antikérper bzw. das gesuchte Antigen in der Probe vorhanden,
bindet sich dieser an die mit den korrespondierenden Antigenen bzw. Antikérpern
beschichteten Mikropartikel und bildet Antigen-Antikérper-Komplexe. Ein Teil des
Reaktionsgemisches wird dann auf die Matrixzelle Uberfihrt. Dort werden die
Mikropartikel irreversibel an eine Glasfibermatrix gebunden. Nun wird ein Konjugat
aus Antikérpern und alkalischer Phosphatase auf die Matrixzelle pipettiert,
welches die noch freien Bindungsstellen des daraufbefindlichen Antigens bzw.
Antikdrpers besetzt. Nach einem Waschschritt, der ungebundenes Material
entfernt, wird das Substrat 4-Methylbelliferylphosphat dazugegeben. Die
alkalische Phosphatase des Konjugates katalysiert die Abspaltung des
Phosphatrestes vom Substrat, wodurch das fluoreszierende Produkt 4-
Methylbelliferon entsteht, welches optisch messbar wird. Die Testauswertung
erfolgt durch Vergleich der Fluoreszenz des Produktes mit einem Grenzwert,
welcher an Hand von Kalibratoren bestimmt wird. Die Spezifitat und Sensitivitat

der Teste liegen bei 99,9-100 %.
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AxSYM HBsAg Confirmatory Assay (Neutralisationstest) :

Der Neutralisationstest dient der Bestatigung positiver Resultate im HBsAg-Test
und beruht auf der Technologie des MEIA. Im Unterschied zum AxSYM-HBsAg-
Test wird die Probe vor der DurchfiUhrung mit dem Antikérper gegen HBsAg
(Reagenz A) oder rekalzifiziertem Plasma (Reagenz B) behandelt. Dabei wird die
Probe unverdinnt und 1:500 verdinnt eingesetzt. Enthalt die Probe HBsAg, wird
dieses durch den Antikérper in Reagenz A neutralisiert. Im nachsten Schritt
werden mit Anti-HBs beschichtete Mikropartikel und eine Lésung mit Biotin-
markierten Anti-HBs hinzugegeben. Nicht neutralisiertes HBsAg der Probe bindet
an die beschichteten Mikropartikel und an das mit Biotin markierte Anti-HBs und
bildet Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplexe. Ein Teil des Gemisches wird auf
die Matrixzelle Uberfuhrt, wo die Mikropartikel irreversibel an eine Glasfibermatrix
gebunden werden. Ein Konjugat aus Alkalischer Phosphatase wird auf die
Matrixzelle pipettiert und bindet an die Mikropartikel gebundenen Antikorper-
Antigen-Antikorper-Komplexe. Nach einem Waschschritt wird das Substrat 4-
Methylbelliferylphosphat dazugegeben. Das mit alkalischer Phosphatase markierte
Konjugat katalysiert die Abspaltung einer Phosphatgruppe vom Substrat, wobei
ein fluoreszierendes Produkt entsteht, welches optisch gemessen wird. Nachweis
von nicht neutralisiertem HBsAg in der Probe erfolgt durch den Vergleich der
Bildungsrate an fluoreszierendem Produkt mit einem kalibrierten Grenzwert. Wenn
der Wert des fluoreszierenden Produktes in der nicht neutralisierten Probe grof3er
oder gleich dem Grenzwert ist und sich der Wert der neutralisierten Probe um
mindestens 50% verringert hat, handelt es sich um eine fur HBsAg tatsachlich

positive Probe.
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Enzygnost Anti-HBc monoclonal, Dade Behring:

Der ELISA dient dem Nachweis von Anti-HBc. An der Oberflache einer
Mikrotiterplatte wurde HBcAg fixiert. Das Anti-HBc der Probe konkurriert mit dem
Herstellerkonjugat um die Bindungsstelle. Die Vertiefungen werden
ausgewaschen und die Enzymaktivitdt der Peroxidase bestimmt. Aufgrund des
kompetitiven Prinzips ist die Anti-HBc-Konzentration der Probe der Intensitat der
Farbe umgekehrt proportional. Die Nachweisgrenze dieses verwendeten Anti-
HBc-Tests liegt bei 0,2-1,2 IU/ml. Die Sensitivitat betragt 96,9-100 %, die

Spezifitat 99,13-99,58 %.

2.2.2. Nukleinsaureisolation

Die Isolation der Gesamt-Nukleinsauren aus 1-2ml EDTA-Plasma erfolgte nach
Boom mit dem NucliSens Extractor (27 Die Methode nutzt das chaotrope
Agens Guanidinthiozyanat zur Lyse der Zellen bzw. Viruspartikel. Die
freigesetzten Nukleinsauren werden danach an eine feste Phase in Form von
Silica-Partikeln gebunden. Um die Ausbeute an Nukleinsduren zu erhdhen, fligten
wir einen zusatzlichen Inkubationsschritt ein. Das EDTA-Plasma wurde mit dem
Lysepuffer bei 60°C unter horizontalem Schitteln (110 min™") fiir 30 min inkubiert.
Die weitere Isolation erfolgte gemafd der Anleitung des Herstellers flir Proben von
200-2.000 pl im Gerat. Die Nukleinsauren aus 1-2 ml Plasma wurden in 50 pl
Elutionspuffer gelést, wovon 20ul des Eluates im PCR-Ansatz eingesetzt wurden,
um HBV-DNA nachzuweisen. Als Kontrolle sowohl fur die Nukleinsdureisolation
als auch fur die TagMan-PCR flhrten wir in einer separaten Reaktion aus 3pl

Eluat eine TagMan-PCR zum Nachweis des humanen -Aktin-Gens durch.
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Protokoll:
1. Lysepuffer im Wasserbad 10 min bei 110 min™ und 60°C auftauen
2. Proben bereitstellen
3. Lysepuffer bei 1.500 x g 2 min zentrifugieren
4. Proben zum Lysepuffer dazugeben (1-2 ml), Positivkontrollen extra stellen!
5. 30 min Inkubation im Wasserbad bei 60 °C und 110 min™
6. 2 min Zentrifugation bei 1.500 x g
7. Silica vortexen, 50 pl zum Lysepuffer dazugeben und 10 min inkubieren

8. in Kartuschen umfillen und den Extractor starten

HBV-DNA-Positivkontrolle:

Ringversuchsplasma (INSTAND e.V., HBV-PCR/NAT-Ringversuch Gruppe 361,
November 1999, lyophilisiert, Probe 11013) wurde in 500 pl sterilem, Nuklease-
freiem Wasser aufgelost, gut vermischt und bei Raumtemperatur 30 min inkubiert
(Stocklosung). 500 pl Stockléosung wurden mit 19,5 ml HBV-negativem
Spenderplasma 1:40 auf ca. 25.000 geg/ml verdunnt (Gebrauchslosung). Als

Positivkontrolle wurden 2 ml Gebrauchslosung eingesetzt.

HBV-DNA-Standard:

Der WHO-Standard fur HBV-DNA-Nukleinsdure-Amplifikationstechniken (Code
97/746) von Dr. John Saldanha (NIBSC, Herts, GroRbritannien) (1,0 x 10° 1U/ml,
lyophilisiert, Genotyp A, HBsAg Subtyp adw) wurde in 500 ul sterilem, Nuklease-
freiem Wasser aufgeldst, gut vermischt und als Stockldsung aufbewahrt. Fur die
Bestimmung der Nachweisgrenze wurde er mit HBV-negativem Spenderplasma

halblogarithmisch auf 10%°, 10, 10"°, 10"° und 10%° [U/ml verdinnt.
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2.2.3. TagMan-PCR

Primer- und Sondenauswahl

Fur die Auswahl der Primer und der Sonde fuhrten wir eine vergleichende Analyse
von 65 Sequenzen der C-Region des HBV-Genoms, die uber das Internet in der
Datenbank GenBank am National Center for Biotechnology Information (Bethesda,
USA) verfugbar waren, mittels OMIGA 2.0 Software durch. An Hand der
Konsensus-Sequenz wurden dann unter Anwendung der Primer Express-Software
mogliche Primer-Sonden-Kombinationen ermittelt.

Auswahlkriterien fur die HBV-Sonde:

1. Das 5°-Ende der Sonde befindet sich in relativer Nahe zum 3’-Ende des
korrespondierenden Primers. Damit wird gewahrleistet, dal® moglichst
schon das erste an der Extension des Primers beteiligte Enzymmolekul die
hybridisierte Sonde hydrolysieren kann.

2. Die Sonde hat mit 30 Basenpaaren eine optimale Lange (ideal sind 20-30
Basenpaare) und einen GC-Gehalt von 60 % (optimal 40-60%).

3. Der Reporter (VIC- Fluoreszenzfarbstoff, chemische Struktur nicht
verOffentlicht) ist am 5°-Ende und der Quencher (TAMRA- 6-Carboxy-
Tetramethylrhodamin) am 3’-Ende der Sonde positioniert, um eine gute
Hybridisierungseffizienz der Sonde zu gewahrleisten und die Hydrolyse der
Sonde zwischen Reporter und Quencher zu erméglichen %),

4. Guanin wurde als Startbase vermieden, da es das Signal des Reporters
unterdrucken konnte.
5. Eine Komplementaritdt zwischen Sonden und Primern wurde

ausgeschlossen, um die Bildung von Dimeren zu verhindern.
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6. Um unspezifische Bindungen und Produkte zu vermeiden, wurden keine
dreifachen Basenwiederholungen, insbesondere Poly-G's, zugelassen.

7. Da das Sonden-Template-Hybrid im Gegensatz zum Primer-Template-
Hybrid nicht zusatzlich durch die Extension stabilisiert wird, ist die um mehr
als 10°C hoéhere Schmelztemperatur der Sonde flr eine feste Bindung

besonders wichtig.

Auswahlkriterien fur die Primer :
1. Beide Primer haben mit 22 bzw. 25 Basenpaaren eine optimale Lange
(ideal sind 18-26) und einen GC-Gehalt von 48 bzw. 40% (optimal 40-60%).
2. Um unspezifische Bindungen und Produkte zu verhindern, wurden
dreifache Wiederholungen von Basen vermieden.
3. Die Schmelztemperaturen wurden mit der Primer Express-Software nach

der Nearest-Neighbour-Methode bestimmt (%9,

Die ausgewahlten Oligonukleotide verglichen wir mit den Sequenz-Datenbanken
im Internet unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. Wir fanden fur den Primer (1)
809, fur die TagMan-Sonde 779 und fur den Primer (2) 818 verschiedene HBV-
Sequenzen. Die ausgewahlten Primer stimmten am 3°-Ende in den letzten 10
Nukleotiden mit 797 (98,52%) und 811 (99,14%) Sequenzen der Datenbank
Uberein. Mit 774 (99,36 %) Ubereinstimmungen zu den gefundenen HBV-
Sequenzen zeigte die Sonde eine fast 100 %-ige Homologie. Es konnte nur eine
Punktmutation entdeckt werden. Bei der Internetsuche fanden wir insgesamt 128
Nicht-HBV-Sequenzen, die jeweils zu nur einem der ausgewahlten HBV-
Oligonukleotide homolog waren. Die von uns ausgewahlte Kombination der

Primer- und Sondensequenzen ist somit spezifisch fur den Nachweis von HBV-
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DNA. Wir lieRen die Sonde von Applied Biosystems synthetisieren und mit VIC als
Reporter und TAMRA als Quencher markieren. Die Primer wurden von TIB Molbiol
(Berlin, Deutschland) hergestellt. Tab. 2 zeigt die Eigenschaften der ausgewahlten

Oligonukleotide.

Tab. 2: Eigenschaften der ausgewahlten Oligonukleotide

Oligonukleotide | Position? Sequenzen in 5°—3" Richtung Schmelztemperatur
1816- GCAACTTTT TCA CCT CTG CCT
Primer 1 57°C
1837 A
1863-  VIC-TTC AAG CCT CCAAGC TGT
TagMan Sonde 78°C

1892  GCC TTG GGT GGC-TAMRA

1923- AGT AAC TCC ACA GTA GCT CCA
Primer 2 56°C
1947 AATT

2 Die Nummerierung beginnt an der EcoRI-Schnittstelle an Position 3221/0

PCR-Kontrollen

Um falsch negative Ergebnisse durch fehlerhafte DNA-Isolation oder Hemmung
der PCR auszuschliel®en, setzten wir flir jede Probe einen Nachweis des

humanen (-Aktin-Gens als separate PCR-Kontrolle ein.

Optimierung der TagMan-PCR

Zunachst wurde empirisch die beste Temperatur fir den kombinierten
Anlagerungs- und Extensionsschritt in 1°C-Schritten von 60-63°C bestimmt.
Danach wurden die optimalen Konzentrationen von Magnesiumchlorid (MgCly),
der TagMan-Sonde und der beiden Primer schachbrettartig austitriert. Der Einfluss
der eingesetzten Primer-Konzentration auf die PCR-Amplifikation wurde fir den
Bereich von 100-600 Nanomolar (nM) ausgetestet. Die TagMan-Sonde wurden im
Bereich von 100-400 nM und die Magnesiumkonzentration von 1-6 Millimolar

(mM) titriert. Dabei galt immer der kleinere Ct-Wert, moglichst in Verbindung mit
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dem hoheren AR,-Wert, als die bessere Testeinstellung. Die Ergebnisse sind

unter 3.2. dargestellt.

Protokoll der PCR

Tab. 3: Reagenzien-Mix der HBV-PCR

HBV-Ansatz Gebrauchskonzentration fir 1 Reaktion Endil:;)rj;::;:;\tion
TagMan Universal 40,0 pl enthalt 5 mM
Master Mix MgCl,

MgCl, 25 mM 1,6 pl 0,5 mM

HBV-Primer 1 10 uM 4,4 ul 550 nM

HBV-Sonde 10 uM 2,4 pl 300 nM

HBV-Primer 2 10 uM 4,4 ul 550 nM

Aqua dest. 7,2 Jl

DNA 20,0 pl

Gesamt 80,0 ul

Tab. 4: Reagenzien-Mix der f-Aktin-PCR

S-Aktin Ansatz | Gebrauchskonzentration fur 1 Reaktion End.konzentration

im Ansatz

TagMan Universal 40,0 pl enthalt 5 mM

Master Mix MgCl,

MgCl, 25 mM 1,6 ul 0,5 mM

B -Aktin-Primer1 |15 uM 1,6 pl 300 nM

B -Aktin-Sonde 10 uM 1,6 200 nM

B -Aktin-Primer2 |15 uM 1,6 pl 300 nM

Aqua dest. 30,6 pl

DNA 3,0 ul

Gesamt 80,0 pl

Um Kontaminationen des Labors mit PCR-Produkten zu vermeiden, wurden die

PCR-Ansatze in einem separaten Raum pipettiert und die geschlossenen Gefale
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nach der PCR sofort entsorgt. Zusatzlch wurde die AmpErase (UNG) *°

eingesetzt. Wir verwendeten folgende Thermocycler-Einstellungen: Zwei Minuten
bei 50 °C, 10 Minuten bei 95°C, gefolgt von 40 Zyklen mit jeweils 15 Sekunden bei

95°C und einer Minute bei 61°C.

Bestimmung der Nachweisgrenze

Um die 95%-Nachweisgrenze der TagMan-HBV-PCR zu bestimmen, wurde eine
halblogarithmische Verdunnungsreihe des oben beschriebenen WHO-Standards
hergestellt. Das Standardplasma mit 1x10° 1U/ml HBV-DNA, Genotyp-A, HBsAg-
Subtyp adw wurde mit HBV-DNA-negativem Plasma auf 10%°, 10%, 10"°, 10"° und
10%° |U/ml verdiinnt. Von jeder Konzentration wurden 24 Proben & 1 ml der
Nukleinsaureisolation unterzogen und in funf unabhangigen PCR-Laufen getestet.
Mittels Probit-Analyse wurde daraus die 95%-Nachweisgrenze der Methode fur 1
ml-Plasmaproben berechnet. Die Quantifizierung der HBV-DNA-positiven Proben

erfolgte anhand einer Standardkurve aus diesen Validierungsexperimenten.

Auswertung der PCR-Ergebnisse

Der Grenzwert wurde als 10fache Standardabweichung des
Hintergrundfluoreszenzsignals, welches wahrend der Zyklen 3-30 gemessen
wurde, definiert. Stark positive Proben (Cr—Wert <30) mussten getrennt berechnet
werden, indem nur das Hintergrundsignal bis zu dem Zyklus vor dem sichtbaren
exponentiellen Anstieg der ersten PCR-Kinetik fur die Berechnung der
Standardabweichung verwendet wurde. Ct-Werte kleiner als 40 wurden als positiv

und Ct-Werte gleich 40 als negativ bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. HBV-Serologie

Von 14.251 getesteten Neuspendern waren 57 (0,4 %) wiederholt positiv im
ersten, jedoch negativ im zweiten Anti-HBc-Test sowie in allen weiteren
serologischen Testen und wurden deshalb als falsch positiv bewertet. Insgesamt
waren 216 (1,52%) Spender in beiden Anti-HBc-Testen positiv. Unter diesen
Proben fanden sich 16 HBsAg-Trager. HBsAg-negativ waren dagegen 200 der
216 Anti-HBc-positiven Neuspender. Keine der Proben war positiv fir HBeAg oder

Anti-HBc-IgM. Tab. 5 zeigt die serologischen Ergebnisse im Uberblick.

Tab. 5: Serologische Ergebnisse der 216 Anti-HBc-positiv getesteten Neuspender

HBsAg ﬁrgi— Anti- Anti- Anzahl % von allen % der Anti-HBc-positiven
¢ HBe HBs Neuspendern  Neuspender
+ + + - 16 (0,11%) [7,41%]
- + - - 12 (0,08%) [5,56%]
- + + - 8 (0,06%) [3,70%]
] £ -+ 36 (0,25%) [16,67%]
i + + + 144 (1,01%) [66,67 %]

()
Die meisten Anti-HBc-positiven Proben waren auch positiv fur Anti-HBe und Anti-
HBs (66,7%). Es wurden nur 12 (5,56%) isoliert Anti-HBc-positive Spender
gefunden. 180 (83,34%) der 216 Anti-HBc-positiven Spender waren auch positiv

fur Anti-HBs. Die Verteilung der Anti-HBs-Titer ist in Tab. 6 dargestellt.

Tab. 6: Anti-HBs-Titer der Anti-HBc-positiven Neuspender (n=180)

Anti-HBs-Titer 10-99 U/l 100-999 1U/I > 1000 U/l

Anzahl (Prozent)| 34 (18,9%) 62 (34,4%) 84 (46,7%)
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In Abb. 6 ist die Alters- und Geschlechtsverteilung der Anti-HBc-positiven Spender
dargestellt. Auffallig ist eine Haufung bei Mannern (6,3%) und Frauen (4,1%) in
der Altersgruppe der 55-65jahrigen. Sehr niedrige Pravalenzen (< 1%) findet man

bei beiden Geschlechtern bei den jungen Spendern von 18-24 Jahren.

B Anteil Anti-HBc-positiver Manner an den mannlichen Neuspendern
O Anteil Anti-HBc-positiver Frauen an den weiblichen Neuspendern
7,0 - 6,3
6,0 -
5,0 - 4,1
4,0 -
1) H)
s 3,0 -
2,0 13 13 1616 1.7 15
0,6
Bl B
0,0 -_l r
18-24 25-34 35-44 45-54 55-64
Jahre

Abb.6: Alters- und Geschlechtsverteilung der Anti-HBc-positiven Spender

3.2. Optimierung der TagMan-HBV-PCR
Die Austestung der optimalen Temperatur fir den kombinierten Anlagerungs- und
Extensionsschritt der PCR erfolgte in 1°C-Abstanden. Die maximale

Amplifikationseffizienz zeigte sich bei 61°C (Abb. 7).
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24 -
26 -
28 -
Cr
30 -

32 -

34 -
63°C 62°C 61°C 60°C

Temperatur

Abb. 7: Temperaturoptimierung fur den Anlagerungs- und Extensionsschritt der

TagMan-HBV-PCR.

Im nachsten Schritt wurden die Magnesiumkonzentrationen im Bereich von 1-6
mM und die Sondenkonzentrationen im Bereich von 100-400 nM optimiert. Abb. 8

zeigt einen Auszug der Ergebnisse.

E50mM BE55mM 06,0 mM

27 Magnesiumchlorid

200 nM 250 nM 300 nM 350 nM

Sondenkonzentration

Abb. 8: Optimierung der Konzentrationen von HBV-Sonde und MgCl,
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Den niedrigsten Ct-Wert erreichten wir mit einer Sondenkonzentration von 300 nM

und einer Magnesiumkonzentration von 5,5 mM.

Die optimalen Konzentrationen der beiden HBV-Primer ermittelten wir ebenfalls
uber eine Schachbrett-Titration von 100-600 nM. Die beste Amplifikationseffizienz
wurde mit einer Konzentration von 550 nM flr Primer 1 und 500 oder 550 nM flr

Primer 2 erreicht (Abb. 9).

H450 nM E500 nM O550 nM 0600 nM
25,0 Primer 2
25,5 -
26,0 - — — |
Cr 26,5 -
27,0 -
27,5
28,0 -
450 nM 500 nM 550 nM 600 nM
Primer 1

Abb. 9: Optimierung der HBV-Primer-Konzentrationen.

Im Kontrollansatz zum Nachweis von B-Aktin-DNA wurde die mit FAM (6-
Carboxyfluorescein) und TAMRA markierte Sonde in einer vom Hersteller
empfohlenen Konzentration von 200 nM eingesetzt.

Eine optimale Amplifikation erreichten wir mit einer Primer-Konzentration von je

300 nM (Abb. 10).
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H250 nM E300 nM O350 nM 0400 nM

34 - Primer 3
35
36 -
Cr
37 -
38 -
39 -
250 nM 300 nM 350 nM
Primer 4

Abb. 10: Optimierung der S-Aktin-Primer-Konzentrationen.

Die Verwendung der Oligonukleotide fur die HBV- und die B-Aktin-PCR in einem

Ansatz fihrte zum Sensitivitatsverlust der B-Aktin-PCR (Abb. 11).

H nur B-Aktin Oligonukleotide CO0HBV- und B-Aktin Oligonukleotide

29 -
30
31
32
Cras |
34 -
36 B I I
Serum HBV- DNA haltiges
Serum

Abb. 11: Ct-Wert fur 8-Aktin nach Hinzufugen der HBV-Oligonukleotide.

Die Untersuchung von 10 weiteren Spenderplasmen bestatigte die Veranderung

der B-Aktin-PCR durch Hinzufugen der HBV-Oligonukleotide (Abb. 12).
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—e— HBV- und B- Aktin Oligonukleotide
- - # - - nur B-Aktin Oligonukleotide

Spender

Abb. 12: Ct-Werte der B-Aktin-PCR bei 10 verschiedenen Spendern.

In weiteren Experimenten zeigte sich, dal} trotz korrekter Nukleinsaureisolation
einige B-Aktin-Kontrollen nach Zugabe aller Oligonukleotide einen Cr-Wert von 40
erreichen und damit negativ ausfielen. Deshalb wurde die B-Aktin-PCR in einem

separaten Reaktionsgefal durchgefuhrt.

3.3. Bestimmung der Nachweisgrenze der HBV-PCR

Wie unter 2.2.5. beschrieben, wurde der WHO-Standard fur HBV-DNA
halblogarithmisch verdiinnt. Von jeder Konzentration wurden 24 Proben in flnf
unabhangigen PCR Laufen getestet. Die Ergebnisse sind in den Tab. 7 und 8
zusammengestellt.

Die mittels Probit Analyse berechnete 95%-Nachweisgrenze der optimierten
TagMan-HBV-PCR aus 1 ml Plasma betragt 27,79 1U/ml Plasma, bezogen auf den
WHO-Standard fur HBV-DNA (Tab. 8). Da die Nachweisgrenze fur 1 ml Plasma
berechnet wurde, kdnnte man flr 2ml-Plasmaproben theoretisch von einer 95%-

Nachweisgrenze von ca. 14 IU/ ml ausgehen.
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Tab. 7: HBV-PCR-Ergebnisse der halblogarithmischen Verdlinnungsreihe des

WHO-Standards fur HBV-DNA

Standard (IU/ml)  Anzahl der Proben positive Ergebnisse Probit
316 24 24 1,000

100 24 24 1,000

31,6 232 22 0,967

10 24 20 0,780

3,16 24 15 0,668

2 eine Probe musste wegen negativer B-Aktin-PCR ausgeschlossen werden ©?

Tab. 8: Nachweisgrenzen und 95%-Konfidenzintervalle der TagMan-HBV-PCR

Nachweisgrenze 95%-Konfidenzintervall
[U/ml Untergrenze Obergrenze
90% 20,39 12,77 62,05
95% 27.79 18,03 95,02
99% 41,65 26,57 158,21

(62)

Die Abb. 13 zeigt die Verteilung der Standardproben in den Verdinnungen von
10%° bis 10%° Ul/ml, getestet in 5 Validierungsldufen zur Bestimmung der

Nachweisgrenze.
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316,2 100 31,6 10 3,2 IU/ml

VAR
%

Abb. 13: TagMan-HBV-PCR mit Konzentrationen des WHO-Standardplasmas von
1025 10%°, 10", 10"°, 10%° UI/mI; "P< 0,01, 'P< 0,05. Die Darstellung in Box-
Plots zeigt jeweils den Median, die 25. und 75. Perzentile, sowie die 10. und 90.

Perzentile. Die Kreise stellen die 5. und die 95. Perzentile dar ©2.
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3.4. PCR-Ergebnisse bei Anti-HBc-positiven Neuspendern

Insgesamt wurden 205 der 216 Anti-HBc-positiven Neuspender (16 HBsAg-
positive und 189 HBsAg-negative) auf HBV-DNA getestet. In 62 Fallen waren 2ml
Spenderplasma verflugbar, die ubrigen 127 Proben wurden aus 1ml Plasma
getestet. 14 (87,5%) der 16 HBsAg-positiven Blutspender waren positiv fur HBV-
DNA und bei drei (1,59%) der 189 HBsAg-negativen Neuspender konnte ebenfalls
wiederholt HBV-DNA nachgewiesen werden. Diese drei HBV-DNA-positiven,
HBsAg-negativen Spender wiesen aullerdem Anti-HBe und Anti-HBs (> 100 1U/I)

auf. In Tab. 9 sind die Ergebnisse zusammengestellt.

Tab. 9: Nachweis von HBV-DNA bei Anti-HBc-positiven Neuspendern (n=205)

Anti-HBc + HBV-DNA + HBV-DNA -
HBsAg + 14 (6,83%) 2 (0,98%)
HBsAg - 3 (1,46%) 186 (90,73%)

Die Abb. 14 vergleicht die HBsAg-positiven und HBsAg-negativen Spender
bezlglich ihrer HBV-DNA-Konzentrationen. Sechs der 14 HBsAg-positiven Proben
wiesen HBV-DNA unter 100 IU/ml auf. Eine erwartete negative Korrelation von
HBV-DNA-Menge zum Anti-HBs-Titer bei den drei HBsAg-negativen Proben

konnte nicht gezeigt werden (r= 0,03; p= 0,998).
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IU HBV DNA / mi
10000
[ Anti-HBs
1000 - o © ® | 572U/
°
o
o o
o
100 -
°®
.0
e | 1101U/
10 - ¢
® | >1000 IU/I
1 T T T
HBsAg pos. HBsAg neg.

Abb. 14: Quantifizierung der HBV-DNA-positiven Proben an Hand einer
Standardkurve aus den Experimenten, die in Abb. 13 dargestellt sind. Fur die drei

HBsAg-negativen Proben sind die Anti-HBs-Titer angegeben ¢,

Die Abb. 15 stellt eine graphische Zusammenstellung aus den
Originalexperimenten dar. Sie zeigt die PCR-Kinetik der Stufen 10 und 100 1U/ml
der Verdunnungsreihen des WHO-Standards im Doppelansatz und im Vergleich
dazu die drei HBsAg-negativen, HBV-DNA-positiven Proben. Die Verlaufe der
relativen Fluoreszenz (AR,) des HBV-Reporterfarbstoffs sind tber die Zyklen 20-

40 dargestellt.
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Amplification - HBY DNA

0.2a0 r H Il[

1 100 [U/ml

0150

0.1a0

ARND

0.050

0.aa0

-0.050 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20 021 22 23 24 23 26 2T 28 29 30 31 32 33 34 35 I FT 38 39 40

Cyecle

Abb. 15: Amplifikation der 3 HBsAg-negativen und HBV-DNA-positiven Proben
(1-3) im Vergleich zum WHO-Standard in den Verdunnungen von 10 und 100

IU/ml.
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4. Diskussion

Das HBV-Ubertragungsrisiko betrug im Jahr 2001 in den USA 1:58.000-149.000
®Y und in Deutschland im Jahr 2002 1:230.000-560.000 Bluttransfusionen %,
Verglichen mit dem Risiko fur HIV und HCV, ist es noch immer relativ hoch, da
hier das Risiko durch die Testung von Pools mittels PCR auf kleiner als
1:4.000.000 reduziert werden konnte. Bis zu zwei Drittel aller HBV-Infektionen
verlaufen klinisch symptomlos, bis zu 10 % kdnnen aber in ein chronisches
Stadium Ubergehen. Diese chronischen Trager stellen weltweit einen enormen
Viruspool und eine grole Infektionsquelle dar. Sie sind, bedingt durch das
Auftreten chronischer Lebererkrankungen und des hepatozellularen Karzinoms,
eine Population mit hoher Morbiditat und Mortalitat ®7) " Die therapeutischen
Madglichkeiten bei dieser Patientengruppe sind stark eingeschrankt. Maternofetale
Ubertragungen sind auch unter Lamivudin-Therapie und Gabe von
Immunglobulinen nachgewiesen worden ().

Das Ergebnis des Versuchs der Eliminierung des HBV durch die EinfuUhrung der
Impfung fur alle Kinder im 4., 5. und 12. Lebensmonat durch die Standige
Impfkommission (STIKO) 1998 kann erst in einigen Jahren abgeschatzt werden.
Im Jahr 1984 wurde in Taiwan die Hepatitis B-Impfung mit sehr guten Ergebnissen
eingefiihrt ®. Die HBV-Ubertragungsrate auf Neugeborene konnte von 86-96%
1984 auf 12-14% 2001 gesenkt werden. Fur 2010 rechnet man in Taiwan mit einer
Ubertragungsrate bei Neugeborenen von 1%. Die Effizienz des Schutzes vor einer
HBV-Infektion wird mit 84% angegeben. Somit wird zum ersten Mal durch eine
Impfung ein Schutz vor dem HCC maoglich. Der Erfolg des Taiwan-Programms ist
vor allem auf die gute Organisation der Institutionen und eine gute Kontrolle der
Durchfihrung der Impfungen zurlckzufuhren. Auch in anderen Landern wie

Alaska, Italien, Gambia, China, Saudiarabien und Thailand laufen Impfprogramme
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mit guten Erfolgen. In Singapur konnte die HCC-Rate von 27,8 / 100.000 pro Jahr
1978-1982 auf 19 / 100.000 pro Jahr 1988-1992 gesenkt werden. Obwohl die
WHO die Impfung seit 1997 empfiehlt, wurde sie bisher nur in wenigen
Mitgliedsstaaten eingeflhrt. GroRte Hurde sind fur die Entwicklungslander vor
allem die Kosten der Impfung . Aufgrund der guten Impferfolge stellt sich die
Frage, ob Blutspender und Empfanger von Blutprodukten grundsatzlich eine HBV-
Impfung erhalten sollten. Da aber mindestens drei Impfungen bis zum Erreichen
eines Grundschutzes notwendig sind, ist die Impfung in der Routine sehr
aufwandig. Anschlieend sind regelmallige Impftiter-Kontrollen notwendig, um
auch Individuen mit schlechtem Impfansprechen zu erkennen. Ein weiterer
Nachteil ist die die Rolle der Impfung in Bezug auf die Entstehung von so
genannten Escape- oder Fluchtmutanten (11:28:3058),

Fir den Nachweis der HBV-Infektion in ihrer frihen Phase vor dem maoglichen
Nachweis von HBsAg wurde die HBV-DNA-Testung in Minipools aus bis zu 25

19) Zusatzlich kdnnen

Spenden als Testmdglichkeit fur Blutspenden beschrieben (
so auch HBsAg-Mutanten, die im HBsAg-Test nicht nachweisbar sind, erkannt
werden ') Fir falsch negative Ergebnisse neuester HBsAg-Tests werden drei
wesentliche Griinde diskutiert '?*: (1) Der HBsAg-Titer ist bei den chronisch HBV-
Infizierten sehr gering und liegt haufig unter der Nachweisgrenze, ein positiver
Anti-HBc-Nachweis kann dann der einzige Marker sein. (2) Bei fulminanter
Hepatitis und bei Neugeborenen koénnen die HBsAg-Titer ebenfalls sehr niedrig
sein. (3) Mutationen im Bereich des HBV-S-Gens, welche durch den
Selektionsdruck aktiver Immunisierung auftreten, fihren zu HBsAg-negativen
Tests ). Erst kiirzlich wurde eine neue HBsAg-Mutation entdeckt, die auch mit

den HBsAg-Tests der neuesten Generation nicht nachgewiesen werden konnte .

In einer Studie des Robert-Koch-Institutes an Bluspendern aus den Jahren 2000-
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2002 wurde dagegen gezeigt, dal® die Standard-Mini-Pool-Testung im Vergleich
zu sehr sensiblen HBsAg Testen keine deutlichen Vorteile hat %, Ein oft
diskutierter Nachteil der Minipool-PCR sind die Kosten. Eine Studie von Jackson
et al. untersuchte den Kosten-Nutzen-Effekt der Methode. Um 9-37 HBV-
Infektionen pro Jahr zu verhindern, waren demnach 39-130 Millionen US-Dollar
pro Jahr nétig ©7.

In einer friheren Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe zum Nachweis von HBV-DNA
in der spateren Phase der HBV-Infektion konnte gezeigt werden, dald sowohl bei
HBsAg-positiven als auch bei HBsAg-negativen Individuen die Konzentration der
HBV-Partikel im Plasma in dieser Infektionsphase so gering sein kann, dal} der
HBV-DNA-Nachweis mittels herkdmmlicher PCR erst nach Anreicherung der HBV-
Partikel durch eine Ultrazentrifugation gelang ©1) Die Ergebnisse der HBV-DNA-
Quantifizierung der hier vorgelegten Studie bestatigen die niedrige Viramie sowohl
bei den HBsAg-negativen als auch in HBsAg-positiven Proben. Auch Roth et al.
zeigten die geringe Viruslast in dieser Infektionsphase ("'®. Von 3,6 Millionen
HBsAg-negativ getesteten Spenden konnten mittels PCR zusatzlich noch sechs
HBV-DNA-positive Spender identifiziert werden. Bei der Untersuchung von 729
Anti-HBc-positiven, HBsAg-negativen und in der Minipool-PCR negativen
Blutproben konnten mittels einer Einzel-PCR-Testung, angereichert aus 9,6 ml
Plasma, noch sieben weitere HBV-DNA-positive Spender mit einer geschatzten
Viruslast von <10 geg/ml entdeckt werden. Die geschatzte Nachweisgrenze flr
diese Einzel-PCR nach Anreicherung lag bei 30 geqg/ml "'®. Die Sensitivitét der in
der vorliegenden Studie neu entwickelten TagMan-PCR, nach Anreicherung der
Nukleinsauren aus 1ml Plasma mit dem NucliSens™ Extraktor, war mit 27,79

|U/ml WHO Standard vergleichbar mit der Arbeit von Roth et al. "'®. Trotzdem

hatten wir bei der Untersuchung groRerer Plasmamengen wahrscheinlich noch
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mehr HBV-DNA-positive Proben gefunden. Die genannten Arbeiten bestatigen die
These, dal die Viruslast wahrend dieser Postserokonversionsphase so gering
sein kann, dal} HBV-DNA nicht im Pool nachgewiesen werden kann, sondern nur
eine Einzeltestung mit einer sehr sensitiven PCR aus grolien Plasmamengen
erfolgreich ist. Busch et al. %) untersuchten 2004 Kosten und Nutzen der PCR in
der Blutspende und kamen zu dem Ergebnis, dal eine Pool-PCR auf HIV und
HCV sinnvoll erscheint, eine HBV-DNA-Einzel-Testung dagegen den Kosten-
Nutzen-Quotienten zu stark erhdht. Deshalb liegt die Schlussfolgerung nahe, dal®
die Einflhrung einer Routine-Testung aller Blutspenden auf Anti-HBc, wie von
Mosley vorgeschlagen "V  besser zur weiteren Senkung des HBV-
Ubertragungsrisikos geeignet ist, als eine kostenintensive PCR-Einzeltestung.

In Studien in Griechenland, Japan und England wurden HBsAg-negative, Anti-
HBc-positive Spender auf HBV-DNA untersucht ®'43144) Diese Studien sind mit
unseren Ergebnissen nicht vergleichbar, da in lhnen nicht alle Anti-HBc-positiven
Proben untersucht wurden. In der griechischen Arbeit wurden von 1995 bis 1996
insgesamt 6.696 Spender auf HBsAg, Anti-HBs, Anti-HBe und Anti-HBc
untersucht. 282 (4,2%) der untersuchten Spender waren Anti-HBc-positiv.
Darunter fanden sich 55 (0,82%) isoliert Anti-HBc-positive und 74 (1,1%) Anti-HBc
und Anti-HBe-positive. 42 (0,63%) hatten zusatzlich einen Anti-HBs-Titer von <20
ml/lU und bei 111 (1,65%) Spendern konnten alle Antikdrper nachgewiesen
werden. Proben mit einem Anti-HBs-Titer > 20 ml/IlU wurden nicht untersucht. Bei
keiner untersuchten Spende konnte mittels PCR HBV-DNA nachgewiesen werden
(144 Die Studie aus Japan untersuchte von August 1997 bis Marz 1998 109.085
Neuspender. 1.208 (1,1%) davon waren Anti-HBc-positiv und HBsAg-negativ. Nur
50 Proben wurden einer HBV-PCR unterzogen. Bei 19 (38%) konnte DNA

n (143

nachgewiesen werde ). In der 11-monatigen Studie aus England an 4.359
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Neuspendern waren 389 (8,9%) Anti-HBc-positiv. Von 155 (40,9%) isoliert Anti-
HBc-positiven wurden 151 auf HBV-DNA getestet. Der einzige HBV-DNA-positive,
isoliert Anti-HBc-positive Spender war auch in der HIV-PCR positiv ®. Von 216
Anti-HBc-positiven Neuspendern fanden wir nach Anti-HBc-Testung mittels zweier
unabhangiger ELISA-Teste nur 12 (5,5%) Spender mit dem Befund isoliert Anti-
HBc-positiv. Bei keiner dieser Proben konnten wir HBV-DNA nachweisen. Im
Gegensatz dazu fanden wir HBV-DNA bei drei Spendern, bei denen alle drei
Antikérper nachweisbar waren. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen
beschriecbenen HBV-DNA-Nachweisen bei Individuen nach kompletter

Serokonversion (16,21,50,61,85,89,97,109,113,142)

. Diese serologische Konstellation war
allerdings mit 66,67% auch die haufigste bei unseren Anti-HBc-positiven
Spendern. In einer vergleichbaren Studie von Allain et al. 1999 © konnten sogar
bei 88% der Anti-HBc-positiven Spender alle drei Antikérper nachgewiesen
werden. Auch hier wurde bei isoliert Anti-HBc-positiven Spendern keine HBV-DNA
gefunden.

Je nach HBV-Pravalenz eines Landes mussen die Risiken der HBV-Infektion
gegen die Kosten abgewogen werden, welche durch die EinfUhrung neuer Tests
entstehen. Die Sicherheit der Blutkonserven muR weiterhin bezahlbar bleiben "%
Des weiteren mul® gewahrleistet sein, dald nicht zu viele Blutspender durch
zusatzliche Tests ausgeschlossen werden. Die Pravalenz von Anti-HBc unter
unseren Neuspendern war mit 1,52% viel niedriger, als sie 2001 in einer Arbeit
von Jilg et al. ®® mit 8,71% fiir eine deutsche Population angegeben wurde. Eine
madgliche Ursache dafur ist die Spenderauswahl durch Anamnese und korperliche
Untersuchung, wodurch Angehodrige von Risikogruppen und Menschen mit

bestimmter Krankheitsvorgeschichte bereits vor der Laboruntersuchung als

Blutspender ausgeschlossen werden. Die Studie von Jilg et al. berlcksichtigte
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dagegen bis auf Schwangere alle Erwachsenen zwischen 18 und 70 Jahren.
Blutspender, insbesondere Neuspender, haben ein niedrigeres Durchschnittsalter.
Ein weiterer Grund kdnnen die hier angewandten Kriterien fir die Anti-HBc-
Testung sein. Die Sensitivitat des in der vorliegenden Studie verwendeten Anti-
HBc-Tests von Dade-Behring betragt 96,9-100 %, die Spezifitat 99,13-99,58 %.
Als Ursache von falsch positiven Ergebnissen kommen kreuzreagierende IgG-
Antikdrper in Frage ?®'%. Die Anti-HBc-Testung dieser Studie erfolgte deshalb in
zwei unterschiedlichen Testformaten und nur in beiden Tests positiv reagierende
Plasmen wurden als tatsachlich Anti-HBc-positiv bewertet (26) Eventuell sind auch
regionale Unterschiede zwischen Nord- und Sdddeutschland fur die
unterschiedlichen Pravalenzen verantwortlich. Die Neuspender der vorliegenden
Studie stammen hauptsachlich aus Lubeck und Umgebung. Die Patienten der
Arbeit von Jilg et al. stammen im Gegensatz dazu aus Bayern, Bremen,
Nordrhein-Westfalen, Saarland und Sachsen. Tabelle 10 zeigt, da® die in der
vorliegenden Studie beschriebene Pravalenz von 1,52% mit den Ergebnissen
anderer Studien zur Anti-HBc-Pravalenz an Blutspendern in Frankreich und
England vereinbar ist. Gerlich et al. schatzten 1999 die Rate Anti-HBc-Positiver in
Deutschland mit 4% ebenfalls niedriger ein “®). Allerdings wurden hier Blutspender
und keine Neuspender untersucht. Auch die beiden Studien aus Frankreich und

England zeigen eine geringere Pravalenz (Tab. 10).

Tab. 10: Pravalenzraten fur Anti-HBc-positive Blutspender

Land Jahr Anti-HBc-positiv.  Anzahl der Anti-HBc- Testpersonen
Tests

Frankreich > 1995 3,12% 1 Blutspender

England ° 1999 0,56% 2 Blutspender
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Die Altersverteilung der Neuspender zeigt, dal3 der Grofteil der Neuspender
(47%) der Gruppe der 18-24jahrigen angehdrt (Abb. 5). Die hochste Anti-HBc-
Pravalenz (10,4 %) ist jedoch in der in der Altersgruppe der 55-65jahrigen zu
finden (Abb. 6). In der Gruppe der 18-24jahrigen dagegen, die haufig als
Risikogruppe fiir die Ubertragung von Krankheitserregern angesehen wird (32) liegt
die Pravalenz nur bei 0,9%. Diese mit dem Alter ansteigende Pravalenz von Anti-
HBc wurde auch von Jilg et al. beschrieben ©9 Die vergleichsweise niedrige
Pravalenz in Libeck bedeutet daruber hinaus, dal} eine Routine-Anti-HBc-Testung
zum Ausschluf® von weniger Blutspenden fihren wirde, als bisher erwartet (8%
nach Jilg (69)). Die Versorgung mit Blutkonserven wirde demnach hier durch den
dauerhaften Ausschlul} solcher Spender nicht gefahrdet werden. Da durch die
Routine-Anti-HBc-Testung aller Blutspenden wahrscheinlich HBV-Ubertragungen
verhindert werden kdnnen, stellt die Einflhrung eines Anti-HBc-Testes eine gute
Alternative zur PCR dar. Eine PCR im Pool, wie sie in der FrUhphase der HBV-
Infektion  effektiv  eingesetzt werden kann, ist dagegen fur die
Postserokonversionsphase aufgrund der geringen Viruslast nur aus
Einzelspenden erfolgreich und deshalb zu aufwendig und kostenintensiv fur die
Routinetestung der Blutspenden. Durch eine allgemeine Reduktion von
Transfusionen z.B. durch strengere Indikationsstellung bzw. durch die
Verwendung von Medikamenten zur Blutstilung oder durch Forschung an
kinstlichen Sauerstofftragern koénnte das Risiko von Virustbertragungen
allgemein verringert werden. Weiterhin konnten vermehrt Verfahren zur
Pathogeninaktivierung in Blutprodukten eingefuhrt werden.

Gegen die EinfUhrung des Anti-HBc-Testes sprechen Studien, die
posttransfusionelle HBV Ubertragungen von Spendern ohne serologische HBV-

Marker dokumentieren “2101:112.134) "|n der Arbeit von Roth et al. wird bei einem
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Blutspender eine Serokonversion zunachst zu Anti-HBs und erst danach zu Anti-
HBc beschrieben "®. In diesem Einzelfall ware eine Anti-HBc-Testung unter
Umstanden nicht erfolgreich gewesen. Als Ursachen flr die serologische
Konstellation Anti-HBc-negativer Proben wird z.B. die Mdglichkeit einer Anti-HBc-
negativen Immunantwort ®1), bedingt durch die T-Zelltoleranz gegenuber HBcAg
und HBeAg bei immunsupprimierten Personen % oder bei Sauglingen HBeAg-
positiver Mutter diskutiert ©®'#. Maglich waren auch Mutationen im C-Gen, die
zur Anti-HBc-negativen Immunantwort fiihren kdnnten (1%44°214%) Mt der Routine-
Anti-HBc-Testung koénnen deshalb die meisten, aber nicht alle infektidsen
Blutspender identifiziert werden “. In Landern mit hoher HBV-Pravalenz wirden
durch den Ausschlul3 Anti-HBc-positiver Individuen zu viele Spenden verloren
gehen (124,144)

Es bleibt die Frage nach der Infektiositdt und der entsprechenden infektidsen
Dosis HBsAg-negativer, HBV-DNA-positiver Blutspenden. Bisher galten
insbesondere isoliert Anti-HBc-positive Blutproben als potentiell infektios, da hier
HBV-DNA-Nachweise in 10-20% der Falle beschrieben wurden ©°. Bei dieser
serologischen  Konstellation wurden haufig auch Ubertragungen auf
fetomaternalem ©® oder dem Blutweg ¢48%101105140) qokumentiert. Mittels neu

(131)

entwickelter PCR-Techniken konnte spater in diesen isoliert Anti-HBc-

positiven Proben ®*® HBV-DNA nachgewiesen werden. Die Ubertragung von HBV
uber Lebertransplantate bei vollstandiger Serokonversion des Spenders wurde

34,38,39.41.87.117.137.139) ' |nteressant ist die Idee, in

schon sehr haufig dokumentiert ¢
Landern mit sehr hoher Anti-HBc-Pravalenz diese positiven Spenderlebern Anti-
HBc-positiven Empfangern zuzufihren, und damit dem Verlust von

110)

Spenderorganen entgegenzuwirken ("% Die Inokulation kleiner Mengen von

Serum und Lymphozyten von drei Patienten, die HBsAg-negativ, Anti-HBc-positiv,
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Anti-HBs-positiv und HBV-DNA-positiv waren, in drei Schimpansen flhrte bei
keinem der Tiere zu einer Infektion. Die Autoren dieser Arbeit raumten jedoch ein,
dall moglicherweise die Mengen an Serum oder Lymphozyten geringer waren, als
die fir eine Ubertragung erforderliche infektiése Dosis ("',

Retrospektive Studien an Blutspendern und den entsprechenden Empfangern der
dazugehdrigen Blutprodukte wéaren notwendig, um die Ubertragungsrate durch
HBsAg-negative, Anti-HBc-positive Blutprodukte zu ermitteln. In einer Arbeit von
Roth et al. konnte mittels HBV-PCR-Einzeltestung bei einem Anti-HBc-positiven,
HBsAg-negativen Blutspender in einer Probe von 1996 HBV-DNA nachgewiesen
und sequenziert werden. Bei einem Empfanger einer spateren Blutkonserve
dieses Spenders konnte dieselbe HBV-Sequenz identifiziert werden. Die
archivierte Blutprobe des Spenders zum Spendezeitpunkt war im Gegensatz zur
Probe von 1996 HBV-DNA-negativ. Deshalb konnte keine Sequenzierung zum
endgiiltigem Nachweis einer Transmission durchgefiihrt werden ('®. Die
geschatzte Viruslast des klinisch symptomlosen Spenders lag bei 300 geg/ml in
der Probe von 1996. Im Jahr 2004 wurde eine Nachuntersuchung von
Empfangern der Blutprodukte einer Anti-HBc- und Anti-HBs-positiven
Blutspenderin mit einer intermittierenden Viramie von 8-260 |U/ml durchgefuhrt. Es
konnte hier keine HBV-Ubertragung nachgewiesen werden. Dem Paul-Ehrlich-
Institut sind zwischen 1995 und 2003 insgesamt 36 wahrscheinliche oder
gesicherte HBV Ubertragungen durch Blutprodukte oder Frischplasma gemeldet
worden. In 18 Fallen konnte mittels Genomvergleich ein Zusammenhang zwischen
Spender und Empfanger eindeutig nachgewiesen werden. Durch eine Anti-HBc-
Testung hatten mindestens 7 dieser Falle verhindert werden kénnen 2.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, das Blutproben mit einem Anti-HBs-Titer > 100 U/

nicht immer HBV-DNA negativ sind, da alle drei HBV-DNA-positiven Neuspender
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einen Anti-HBs-Titer > 100 U/l hatten. Wir konnten zudem bei den drei HBV-DNA-
und Anti-HBs-positiven Proben keinen Zusammenhang zwischen der Hohe des
Anti-HBs-Titers und der HBV-DNA-Konzentration finden. Dieser ware zu erwarten
gewesen, wenn man annimmt, dal® der DNA-Nachweis mit intakten Viruspartikeln
korrespondiert, die durch Anti-HBs neutralisiert werden kénnen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit wurden von Roth et al. bestatigt. Hier wurde ebenfalls bei drei Anti-
HBc-positiven Blutspendern mit Anti-HBs-Titern > 100 U/l in der PCR nach
Anreicherung HBV-DNA nachgewiesen '"®. Der Anti-HBs-Titer ist somit nicht
geeignet, um eine erloschene Kontagiositat nach abgelaufener HBV-Infektion
anzuzeigen. Da von einer sterilen Ausheilung der HBV-Infektion nicht
ausgegangen werden kann, bergen Blutspender nach abgelaufener HBV-Infektion
ein bisher nicht angenommenes Ubertragungsrisiko.

Aufgrund des bestehenden Ubertragungsrisikos sollten die Kriterien zur
dauerhaften Zuruckstellung von Blutspendern nach abgelaufener HBV-Infektion in
den ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur
Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie)* ® dahingehend geandert werden,
dald Blutspender nach abgelaufener HBV-Infektion sicherheitshalber dauerhaft von
der Spende ausgeschlossen werden. Des weiteren sollte, wie auch vom
Arbeitskreis Blut vorgeschlagen eine Routine-Anti-HBc-Testung der Blutspenden

durchgefiihrt werden 2.
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5. Zusammenfassung

Einleitung: Ziel dieser Studie war die Ermittlung der Haufigkeit des moglichen
Nachweises von HBV-DNA im Plasma von Anti-HBc-positiven Blutspendern.
Nachfolgend sollte die Frage beantwortet werden, ob eine Routine-Anti-HBc-
Testung im Vergleich zur relativ aufwendigen PCR-Testung das derzeitige
Ubertragungsrisiko einer HBV-Infektion durch Bluttransfusionen in Deutschland
senken kann.

Material und Methoden: 14.251 Neuspender wurden mittels eines Mikropartikel-

Enzymimmunoassays auf Anti-HBc getestet. Positive Ergebnisse wurden mit
einem zweiten Test bestatigt. Zum HBV-Genomnachweis aus Plasma
entwickelten wir einen neuen hochsensitiven Echtzeit-PCR-Test. Die 95%-
Nachweisgrenze der Methode aus 1ml Plasma lag bei 27,8 1U/ml, bezogen auf
den WHO-Standard fur HBV-DNA.

Ergebnisse: 216 Blutspender (1,53%) wurden in beiden Testen Anti-HBc-positiv
getestet. 205 davon (16 HBsAg-positive und 189 HBsAg-negative Spender)
wurden auf HBV-DNA getestet. Bei 14 (87,5%) der HBsAg-positiven und bei drei
(1,59%) der HBsAg-negativen Spender konnte HBV-DNA wiederholt
nachgewiesen werden. Die drei HBV-DNA-positiven, HBsAg-negativen Proben
waren auch positiv fur Anti-HBe und Anti-HBs (>100 1U/l). Sowohl bei HBsAg-
negativen als auch bei HBsAg-positiven Blutspendern waren die nachgewiesenen
HBV-DNA-Konzentrationen sehr gering.

Diskussion: Diese Arbeit hat gezeigt, dal3 bei HBsAg-negativen, Anti-HBs- und
Anti-HBc-positiven Blutspendern in seltenen Fallen HBV-DNA nachgewiesen
werden kann. Durch die Routine-Anti-HBc-Testung aller Blutspenden konnen
deshalb wahrscheinlich einzelne HBV-Ubertragungen verhindert werden. Zur
Bestimmung der Haufigkeit durch Blutprodukte solcher Spenden verursachter
Infektionsubertragungen sind retrospektive Studien an Blutspendern und
Empfangern der entsprechenden Blutprodukte notwendig. Da die Pravalenz von
Anti-HBc mit 1,53% relativ niedrig ist, erscheint der aus einer Anti-HBc-Testung
resultierende Verlust an Blutspenden in Deutschland vertretbar. Die Richtlinien zur
Blutspende sollten dahingehend geandert werden, dal3 Anti-HBc-positive

Individuen dauerhaft von der Blutspende auszuschliel3en sind.
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