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Abstract

Einleitung

Die Gefahr der Virustibertragung durch allogene Gewebetransplantationen stellt auch weiterhin
eine der Hauptgefahren bei der Anwendung von Gewebezubereitungen in der klinischen Medizin
dar und zwar insbesondere dann, wenn die Gewebe keinem Inaktivierungsverfahren unterzogen
werden (z.B. Cornea, Herzklappen, Gefal3e, Menisci). Serologische und molekulargenetische
Untersuchungen auf klinisch relevante Viren (HIV, HBV, HCV) im Rahmen der Eignungsprifung
von Gewebespendern werden bevorzugt mittels pramortaler Blutproben durchgefiihrt. Diese
stehen jedoch haufig nicht, bzw. nicht in ausreichender Menge, zur Verfigung. Die derzeitige
Gesetzeslage (EU-Richtlinie 2006/17/EG, Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung TPG-
GewV) legt das postmortale Blutentnahmeintervall bei Gewebespendern auf maximal 24 Stunden
fest, sodass viele potentielle Spender ausgeschlossen werden missen. Des Weiteren unterliegt
die Testung postmortaler Blutproben besonderen Anforderungen. So sollten die verwendeten
infektionsserologischen bzw. NAT-Teste auch fiir postmortale Proben validiert sein, was derzeit
jedoch fir kaum ein eingesetztes Testsystem realisiert ist. Ebenso ist wenig Uber die Stabilitat
von Antigenen und Antikdrpern fir HIV, HBV und HCV im postmortalen Verlauf bekannt.

Methodik

Studie 1. Retrospektiver Vergleich von pra- und postmortalen infektionsserologischen
Testergebnissen fur Anti-HIV 1/2, Anti-HCV, HBsAg, Anti-HBc, Anti-HBs und TPLA von 487
Hornhautspendern aus den Jahren 2004-2009.

Studie 2: Spiking von 20 postmortalen Blutproben von Augenhornhautspendern in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen (low/high) mit definierten PEI/WHO-Standards fir Anti-HIV
1/2, HBsAg, Anti-HBc und Anti-HCV sowie einer Negativkontrolle mit anschlieender
serologischer Diagnostik bzw. Erganzungstestung am BEP-IlI-Laborautomaten und Vergleich der
Ergebnisse.

Studie 3: Prospektive Untersuchung des Verlaufs serologischer Parameter fur HIV-, HBV- und
HCV-Infektionen bei 30 Verstorbenen mit diesen Infektionskrankheiten bis zu 48 Stunden
postmortem.

Ergebnisse

Studie 1: Bei 487 Hornhautspendern kam es in insgesamt 21 Fallen zu Diskrepanzen (4,3%), die
sich auf alle getesteten Parameter verteilten. 17 (3,5%) postmortale Proben wurden falsch positiv
getestet und 4 (0,8%) falsch negativ. In nur einem Fall konnte ein Bestatigungstest einen falsch
negativen Befund (Anti-HCV) erhérten.

Studie 2: Fiur alle Parameter konnten alle ungespikten Proben als richtig negativ und alle
gespikten Proben sowohl in der niedrigen als auch der hohen Konzentration als richtig positiv
bewertet werden.

Studie 3: Fur alle untersuchten Parameter konnte eine Antigen- bzw. Antikdrperstabilitat bis zu 48
Stunden postmortem nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung

Die priméar durchgefiihrte Studie zeigt, dass es eine sehr hohe Ubereinstimmung zwischen den
Ergebnissen infektionsserologischer Parameter aus postmortalem Blut und aus einer pramortalen
Laborriickstellprobe  desselben  Gewebespenders  gibt.  Wahrend  falsch  positive
infektionsserologische  Ergebnisse  aufgrund  praanalytischer  Probleme  (Lagerung,
Zentrifugationszeitpunkt, Zellzerfall) haufiger sind, stellen falsch negative Ergebnisse eine
Ausnahme dar. Zusammenhange zwischen falsch positiven/negativen postmortalen Ergebnissen
und Spenderalter, Spendergeschlecht und postmortaler Abnahmezeit konnten nicht festgestellt
werden. Umso wichtiger ist daher die Validierung von infektionsserologischen Testsystemen fir
die Bestimmung von Parametern fur HIV, HBV und HCV aus postmortalem Blut. Die Eignung
eines etablierten Testsystems fir die infektionsserologische Routinediagnostik von
Lebendblutproben (BEP-IIl, Siemens, Eschborn, Deutschland) konnte anhand eines neu
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definierten Validerungsschemas fir die Untersuchung postmortaler Blutproben in Studie 2
nachgewiesen werden.

Hinsichtlich der Frage nach der Stabilitat von Virusparametern im postmortalen Blut konnte in
Studie 3 bei mit dem Humanen-Immundefizienz-Virus, dem Hepatitis-B-Virus bzw. dem Hepatitis-
C-Virus infizierten Verstorbenen gezeigt werden, dass die jeweiligen infektionsserologischen
Parameter zuverlassig und fehlerfrei bis zu 48 Stunden nach Herz-Kreislauf-Stillstand im
postmortalen Blut nachgewiesen werden konnen. Damit ist von einer Antigen- bzw.
Antikorperstabilitat fur mindestens 2 Tage im postmortalen Blut auszugehen und daher eine
Erh6hung des Blutentnahmeintervalls von 24 Stunden postmortem denkbar.



Einleitung

Gewebe von verstorbenen Spendern wird in mehreren klinischen Fachgebieten transplantiert.
Das Spektrum reicht von muskuloskelettalen Geweben (Knochen, Knorpel, Sehnen, Bander,
Faszien) Uber Augenhornhaut (Cornea) bis hin zu kardiovaskularen Allografts (Aorten- und
Pulmonalklappe, Perikard, Venen, Arterien). Die Gefahr der Virustubertragung durch eine
Gewebetransplantation stellt eine nicht zu vernachlassigende Problematik dar, auch, wenn es
sich dabei um Einzelfélle handelt (Pruz 2010). Serologische und molekulargenetische
Untersuchungen zum Nachweis von HIV, HBV bzw. HCV bei Gewebespendern werden
bevorzugt aus pramortalen Blutproben (Laborriickstellproben, nicht alter als 7 Tage)
durchgefihrt. Diese stehen jedoch haufig nicht zur Verfliigung, insbesondere dann, wenn es sich
nicht um Multiorganspender handelt (z.B. Spender aus Rechtsmedizinischen Instituten) bzw.
Blutproben vom stationaren Aufenthalt nicht mehr vorliegen bzw. zu alt sind. Die derzeit in
Europa glltige Regelung in der EU-Richtlinie 2006/17/EG sowie in der resultierenden
Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung (TPG-GewV) legt ein postmortales
Blutentnahmeintervall auf maximal 24 Stunden fest. Durch diese gesetzlichen Festlegungen
mussen leider zahlreiche potentielle Gewebespender, insbesondere in Rechtsmedizinischen
Instituten, ausgeschlossen werden. Die Untersuchungen von Challine et al. (2006) unterstiitzen
die Festlegung eines geringen Zeitintervalls fiir postmortale Blutproben. Bereits 12 Stunden
postmortal beobachteten die Autoren eine ansteigende Rate an falsch positiven Resultaten bei
makroskopisch sichtbaren Veranderungen der Serumproben. Derzeit sind nur wenige Arbeiten
bezlglich der Charakterisierung und Validierung von infektionsserologischen Labortests aus
postmortalem Blut veroffentlicht, die teilweise deutlich widerspriichliche Ergebnisse ergeben.
Insofern sind die Themen der Vergleichbarkeit pra- und postmortaler Probentestung, der
Entwicklung von Testschemata fir Validierungsuntersuchungen an postmortalem Blut sowie der
Frage nach der Stabilitat von Antigenen und Antikérpern fur HIV, HBV und HCV von hohem
wissenschaftlichem und klinischem Interesse.

Zielstellung

Vor dem Hintergrund der Festlegung des 24-Stundenintervalls fir die postmortale
Blutprobengewinnung sollen retrospektiv die infektionsserologischen Untersuchungsergebnisse
von post- und pramortalen Blutproben desselben Spenders verglichen und bei Diskrepanzen
beeinflussende Faktoren identifiziert werden. AnschlieBend soll die Validierung eines an der
Charité-Universitatsmedizin Berlin etablierten infektionsserologischen Testsystems (BEP-III,
Siemens, Eschborn, Deutschland) fiir postmortale Blutproben an einem neu zu entwickelnden
Validierungsschema erfolgen. Schlief3lich soll anhand der Untersuchung von Verstorbenen mit
bekannten HIV-, HCV- bzw. HBV-Infektionen die Frage beantwortet werden, ob der Nachweis der
jeweiligen Antigene bzw. Antikorper bis zu 48 Stunden postmortal zuverlassig gelingt.



Studie 1: Vergleich infektionsserologischer Testerg ebnisse préa- und postmortaler
Blutproben von Gewebespendern

Methodik

In einer retrospektiven Analyse wurden die Blutbefunde aller Hornhautspender der
Universitatsgewebebank der Charité - Universitatsmedizin  Berlin  mit gleichzeitiger
infektionsserologischer Diagnostik einer post- und einer pramortalen Blutprobe im Zeitraum vom
01.01.2004 bis zum 17.06.2009 erfasst und unter Berlicksichtigung des Alters, des Geschlechts
und der postmortalen Abnahmezeit jedes einzelnen Spenders ausgewertet.

Die pramortalen Blutproben der Hornhautspender (Serum bzw. Plasma) stammten aus dem
Labor des jeweiligen Spenderklinikums und waren nicht alter als sieben Tage. Die postmortalen
Blutproben wurden vor der Hornhautenthnahme am Verstorbenen Uber die Vena subclavia
entnommen. Mindestens 6 Milliliter Vollblut wurden in BD Vacutainer SST 1l Advance Serum-
Roéhrchen aus PET, 8,5 ml Fassungsvermégen, mit Trenngel, der Firma Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland) Uberfiihrt, nach Eintreffen in der Gewebebank mittels einer Hettich-
Tischzentrifuge (Universal, Tuttlingen, Deutschland) 5 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert und
nicht langer als 48 Stunden bei +2 bis +8TC zwische ngelagert.

Die Messungen der Blutproben erfolgten im infektionsserologischen Labor der Charité,
Universitatsmedizin Berlin, Institut fir Transfusionsmedizin, Campus Charité Mitte mithilfe des
BEP-III-Systems der Firma Siemens (Eschborn, Deutschland) mittels den zugehdrigen CE-
zertifizierten ELISA-Testen. Im Zentrallabor der Charité-Universitdtsmedizin Berlin, Campus
Virchow-Klinikum, Zentralinstitut fir Klinische Chemie und Pathobiochemie, erfolgten die
Messungen der postmortalen Proben mittels des Cobas6000-System der Firma Roche
Diagnostics (Mannheim, Deutschland). Fir die TPLA-Untersuchungen wurden hier
photometrische Messungen mit dem ¢502 Immunoassay System (ecl elecsis) eingesetzt. Anti-
HBc und Anti-HBs wurden mittels der kompetitiven Methode des e601 Immunoassay Systems
(ecl elecsis) untersucht, fur die anderen Parameter (HBsAg, Anti-HCV, Anti-HIV1/2) wurde die
Sandwich Methode des €601 Immunoassay Systems eingesetzt. Die serologischen
Untersuchungen der Blutproben erfolgten unmittelbar nach der Hornhautentnahme als
Bestandteil der Kontraindikationsprifung fir die Freigabe der Spenderhornhdute zur
Transplantation.

Beim Vergleich der Untersuchungsergebnisse galt die pramortale Blutprobe immer als
Referenzmaterial. Das bedeutet, dass alle postmortal negativen Ergebnisse als falsch negativ
beurteilt wurden, wenn die pramortale Vergleichsprobe positiv getestet wurde. Alle positiven
postmortalen Testergebnisse wurden als falsch positiv beurteilt, insofern die pramortale
Vergleichsprobe negativ getestet wurde. In jedem Fall eines falsch positiven oder falsch
negativen postmortalen Testergebnisses, wurden virologische Untersuchungen mittels NAT/PCR
als Bestatigungstests veranlasst, sofern noch Material verfligbar war.

Ergebnisse

Bei 487 Hornhautspendern kam es in insgesamt 21 Fallen (4,3%) zu Diskrepanzen bei den
verschiedenen getesteten Parametern. Das Alter der Spender mit nachgewiesenen
Unstimmigkeiten reichte von 45 bis 75 Jahren. 7 der Spender waren weiblichen Geschlechts und
14 méannlichen Geschlechts.

262 getestete postmortale Blutproben (Gruppe 1) wurden in einem Zeitrahmen von 24-66
Stunden postmortem entnommen. 225 postmortale Blutproben (Gruppe 2) waren nicht &lter als
24 Stunden (3-24 Stunden). Es ergaben sich 17 (13 falsch positive, 4 falsch negative)
Diskrepanzen in Gruppe 1, und 4 in Gruppe 2 (4 falsch positive, 0 falsch negative).

Es wurden Ubereinstimmend richtig positive Ergebnisse in 32 jeweils pra- und postmortal
getesteten Blutproben gefunden (3 HBsAg, 15 Anti-HBs, 11 Anti-HBc, 2 Anti-HCV, 1 TPLA).

HBsAQ:
Bei 7 Spendern (1,4 %) wurden abweichende Ergebnisse festgestellt. Davon wurde bei 3

Spendern die pramortale Blutprobe positiv und die postmortale Probe negativ getestet. Bei
keinem dieser diskrepanten Falle konnte eine anschlieRende HBV-PCR durchgefiihrt werden, da
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kein postmortales Blut mehr vorhanden war. Bei 4 Spendern wurde die pramortale Probe negativ
und die postmortale positiv getestet. In 2 Féllen konnte eine negative HBV-PCR einen falsch
positiven postmortalen Befund untermauern.

Anti-HBs:

Bei 3 Spendern (0,6 %) wurden Diskrepanzen festgestellt. Bei allen Spendern wurde die
pramortale Blutprobe positiv und die postmortale Probe negativ getestet. Alle drei Spender
wurden prd- und postmortal fir HBsAg und Anti-HBclgG+IgM negativ getestet. In keinem Fall
wurde eine HBV-PCR veranlasst.

Anti-HBclgG+IgM:

Bei einem Spender (0,2 %) wurde ein diskrepantes Ergebnis festgestellt. Dieser Spender wurde
pramortal negativ und postmortal positiv getestet. Die Blutproben dieses Spenders wurden pra-
und postmortal fiir Anti-HBs und HBsAg negativ getestet. Eine HBV-PCR wurde nicht veranlasst.

Anti-HCV:

Bei einem Spender (0,2 %) wurde ein abweichendes Ergebnis festgestellt. Bei diesem Spender
wurde die pramortale Blutprobe Anti-HCV positiv und die postmortale Anti-HCV negativ getestet.
Eine anschlieBend durchgefilhrte HCV-PCR der pramortalen Blutprobe bestétigte ein positives
Ergebnis. Fur die postmortale Blutprobe wurde keine HCV-PCR durchgefiihrt, da kein Material
mehr verfigbar war.

Anti-HIV1/2:

Bei 4 Spendern (0,8 %) wurden Diskrepanzen festgestellt. Alle 4 Spender wurden pramortal Anti-
HIV 1/2 negativ und postmortal Anti-HIV 1/2 positiv getestet. Eine HIV-PCR wurde in einem der
Falle veranlasst, die Probenmenge musste dabei 1:5 verdiinnt werden und es konnte keine HIV1-
RNA nachgewiesen werden.

TPLA:

Bei 5 Spendern (1,0 %) wurden abweichende Ergebnisse festgestellt. Bei allen Spendern wurde
die pramortale Blutprobe negativ und die postmortale Probe positiv getestet. Alle 5 reaktiv
getesteten TPLA-Ergebnisse wurden in einem zweiten Ansatz auf VDRL (Veneral Disease
Research Laboratory Test) bzw. FTA-ABS IgG+IgM (Fluoreszenz-Treponemen-Antikorper-
Absorptionstest) getestet. Keines der positiven Ergebnisse konnte dadurch bestatigt werden.



Studie 2: Validierung des  Siemens-BEP lll-Automaten  systems  fur  die
infektionsserologische Testung von Anti-HIV 1/2, An ti-HCV, HBsAg und Anti-HBc aus
postmortalem Blut

Methodik

Im Zeitraum von Februar bis April 2010 wurden bei 20 Augenhornhautspendern der
Universitatsgewebebank der Charité, Hornhautbank Berlin, Campus Virchow-Klinikum,
postmortale Blutproben gewonnen. Alter und Geschlecht der Spender sowie die Zeit der
Probenahme postmortem wurden erfasst.

Fur die Nachversuche zum HIV-low-Spiking wurden im Zeitraum Mai bis August 2010 nochmals
Proben von 20 Hornhautspendern gesammelt.

Unmittelbar nach der standardisierten Blutentnahme (Hautdesinfektion, Punktion der Vena sub-
clavia mit sterilem Equipment, Gewinnung von mindestens 6 ml postmortalem Vollblut in BD
Vacutainer SST Il Advance Serum-Rdéhrchen aus PET, 8,5 ml Fassungsvermogen, mit Trenngel,
der Firma Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) wurden die Proben zentrifugiert (Hettich-
Tischzentrifuge Universal, Tuttlingen, Deutschland), das Serum in drei Portionen unterteilt und
bei -30 £ 5 T tiefgefroren. Das Volumen pro Proben anteil betrug 1,5 — 2 ml. Einen Tag vor der
Testdurchfihrung wurden die Proben aufgetaut und bis zum Spiking im Kihlschrank bei +2 bis
+8 T zwischengelagert.

Die gefriergetrockneten Standards (Anti-HCV IgG, HIV-Reference 1V, Paul-Ehrlich Institut,
Langen, Deutschland) wurden in Natriumchlorid-Lésung (isotonische Natriumchloridiésung 0,9%,
Braun, Melsungen, Deutschland) aufgeldst. Die bendtigten Vorverdinnungen der Standards
(HIV-Reference IV, HBsAg ad 1000 Standard Original, Paul-Ehrlich Institut, Langen,
Deutschland) erfolgten mittels infektionsserologisch negativ getesteten Humanserums von
Blutspendern. Das Probenvolumen pro Messansatz betrug 500 pl.

Das erste Aliquot der Originalprobe wurde ohne Zusatz getestet. Das zweite Aliquot wurde in
geringer Menge nahe dem cut-off Wert (low-Standard) mit dem jeweils zu untersuchenden
Antigen oder Antikdrper gespiked. Das dritte Aliquot wurde, bis auf Anti-HBc, in hoher
Konzentration (high-Standard) mit dem zu untersuchenden Antigen oder Antikérper gespiked.
Das Spiking erfolgte mittels einer geeichten Biomaster®-Eppendorf-Pipette.

Alle Messungen erfolgten am BEP-IlI-System (Siemens) im infektionsserologischen Labor des
Institutes fur Transfusionsmedizin der Charité, Campus Mitte.

Ergebnisse

Die infektionsserologische Testung der primaren pramortalen Laborriickstellproben der
eingeschlossenen Hornhautspender ergab am BEP-III-System fiir alle Parameter (Anti-HIV 1/2,
HBsAg, Anti-HBc und Anti-HCV) eindeutig negative Ergebnisse.

Anti-HCV
Alle ungespikten Proben waren richtig negativ. Sowohl die mit dem low-Standard als auch die mit
dem high-Standard gespikten Proben zeigten fur Anti-HCV richtig positive Ergebnisse.

HBsAg
18 von 20 ungespikte Proben waren richtig negativ. 2 von 20 der ungespikten Kontrollproben

wiesen ein falsch positives Ergebnis auf. Die veranlassten, jeweils im Doppelansatz
durchgefiihrten Bestatigungsteste dieser Proben zeigten eindeutig negative Ergebnisse. Alle mit
dem high-Standard gespikten Proben sowie 19 von 20 mit dem low-Standard gespikte Proben
zeigten flr HBsAg richtig positive Ergebnisse. In einer der 20 Proben wurden Werte ermittelt, die
auffallig niedriger waren. Nach Prifung der Proben konnte ein Pipettierfehler des Volumens des
postmortalen Serums als Ursache ermittelt werden.

Anti-HBc

Alle ungespikten Proben waren richtig negativ. Alle mit dem low-Standard gespikten Proben
zeigten fur Anti-HBc richtig positive Ergebnisse. Auf die Validierung eines high-Standards wurde
nach Ricksprache mit dem Paul-Ehrlich-Institut (PEI) verzichtet.



Anti-HIV

Alle ungespikten Proben waren richtig negativ. Alle mit dem high-Standard gespikten Proben
zeigten fir Anti-HIV richtig positive Ergebnisse.

Fur den low-Standard ergaben sich bei 18 von 20 Proben falsch negative und nur bei 2 von 20
Proben richtig positive Ergebnisse. Daraufhin wurde mithilfe weiterer 10 postmortaler Blutproben
eine Verdinnung von 1:4000 getestet und mit der urspringlichen Verdinnung von 1:5000
verglichen. Alle Ergebnisse waren bei einer Verdiinnung des HIV Referenzmaterials von 1:4000
richtig positiv. Ursache der falsch negativen Messwerte im ersten Versuchsansatz dirfte somit
ein systematischer Pipettierfehler gewesen sein. Der Versuchsansatz wurde mit 20 neuen
postmortalen Blutproben wiederholt. Diese 20 Blutproben ergaben zusammen mit den 10
Blutproben aus der Verdinnungs-Vergleichsreihe fir 29 von 30 mit dem low-Standard gespikte
Proben richtig positive Ergebnisse fur Anti-HIV. Ein falsch negatives Ergebnis wurde in 1 von 30

Proben ermittelt. Ursache hierflr war mit hoher Wahrscheinlichkeit ein prananalytisches Problem
der Probe.

Bei keinem der getesteten Parameter konnte ein Einfluss der postmortalen Abnahmezeit der
Leichenblutproben, des Spenderalters oder des Spendergeschlechts auf das Ergebnis
festgestellt werden.
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Studie 3: Untersuchung serologischer Parameter im p ostmortalen Blut von Verstorbenen
mit einer Infektion des Humanen Immundefizienz-Viru s, Hepatitis B Virus und Hepatitis C
Virus bis zu 48 Stunden

Methodik

In die Studie wurden Verstorbene mit gesicherter oder sehr wahrscheinlicher HIV- und/oder,
HBV- und/oder HCV-Infektion oder gesichertem Hinweis auf eine positive Infektionsserologie
eingeschlossen. Nach Eintreffen in das Institut fir Rechtsmedizin des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf erfolgten die Todeszeitbestimmung gemal den rechtsmedizinischen
Vorgaben sowie die Erfassung der Infektionsanamnese. Die Verstorbenen wurden im gesamten
Untersuchungszeitraum im Kihlraum des Institutes unter Temperaturiiberwachung bei +7 bis
+9<C gelagert.

Die Blutentnahmen erfolgten nach Einlieferung sowie nach 12, 24, 36 und 48 Stunden. Dazu
wurde zunachst die Punktionsstelle desinfiziert. AnschlieRend wurden mittels steriler TSK-Supra
Punktionskanile 2.00 x 100 und steriler 20 ml Spritze (Discardit, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) 20ml Vollblut aus peripheren grol3en GefaRen (A./V. femoralis, A./V. subvclavia)
entnommen und in etikettierte, leere 10 ml Probenréhrchen (Harre GmbH&Co. KG, Hannover,
Deutschland) umgeflllt. In Ausnahmefallen war die Punktion des Herzens nétig. Die
Zentrifugation und das Abseren erfolgten im direkten Anschluss an die Entnahme. Ein Teil des
Serums wurde danach bei +2-+6TC gelagert und innerhalb von 12 Stunden im
infektionsserologischen Labor des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf, Institut for
medizinische Mikrobiologie und Virologie, gemessen. Die Messungen erfolgten am Architect-
System der Firma Abbott Diagnostics (Wiesbaden, Deutschland) mittels ELISA-Test. Der zweite
Teil der Serumproben wurde unverziglich eingefroren und bei unter -70C zwischengelagert. In
regelmafiigen Abstanden wurden mit diesen Proben Kontrollmessungen (spatestens nach 9
Monaten) im infektionsserologischen Labor der Charité, Universitatsmedizin Berlin, Institut fir
Transfusionsmedizin, Campus Charité Mitte durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten am BEP-III-
System der Firma Siemens (Eschborn, Deutschland) mittels ELISA-Test.

Ergebnisse

Humanes Immundefizienz-Virus

Insgesamt konnten 6 Verstorbene (5 Manner/1 Frau) im Alter von 37 bis 61 Jahre eingeschlossen
werden. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt der Einlieferung Anti-HIV positiv. In den
Folgemessungen bis 48 Stunden postmortal blieben alle Befunde eindeutig positiv. Fragliche
oder grenzwertige Befunde wurden nicht erhoben. Alle Befunde wurden durch die
Kontrollmessung in der Charité (nach 8-10 Monaten Lagerung bei unter -70C) bestatigt.

Hepatitis-C-Virus

Insgesamt konnten 20 Verstorbene (14 Manner/6 Frauen) im Alter von 32 bis 81 Jahre
eingeschlossen werden. 3 Probanden mussten ausgeschlossen werden, da die Angehérigen
keine Zustimmung fur die Teilnahme an der Studie erteilten. Alle Probanden waren bei
Einlieferung Anti-HCV positiv. 16 vonl7 Probanden waren auch nach 48 Stunden postmortal
noch Anti-HCV positiv. Bei einem Probanden konnte nur bis 36 Stunden postmortal gemessen
werden, da fur den 48-Stundenwert kein Material mehr zur Verfigung stand. Der 36-Stundenwert
dieses Probanden war positiv. Fragliche oder grenzwertige Befunde wurden nicht erhoben. Alle
Befunde wurden durch die Kontrollmessung in der Charité (nach 8-10 Monaten Lagerung bei
unter -70C) bestatigt. In 2 von17 Fallen war der 4 8-Stundenwert schwach positiv.

Hepatitis-B-Virus

Insgesamt konnten 10 Verstorbene (6 Manner/4 Frauen) im Alter von 32 bis 74 Jahre
eingeschlossen werden. 1 Proband musste ausgeschlossen werden, da die Angehérigen keine
Zustimmung fur die Teilnahme an der Studie erteilten. 5 der 9 Probanden waren bei Einlieferung
und nach 48 Stunden HBsAg positiv. 4 von 9 Probanden waren trotz positiver
Infektionsanamnese bei der Eingangsuntersuchung und in allen Folgetests (12-48 (36) h) HBsAg
negativ, so dass in diesen Fallen von einer durchgemachten/abgeheilten Infektion ausgegangen
werden kann. Alle Probanden waren bei Einlieferung (<12, 12, 24 oder 36 h p.m.) und nach 48
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Stunden (1 Proband nur bis 36 Stunden, da der 48-Stundenwert fehlt) Anti-HBc positiv. Fragliche
oder grenzwertige Befunde wurden in Hamburg nicht erhoben. In den Kontrolimessungen in der
Charité (nach 8-10 Monaten Lagerung bei unter -70°C) konnten 5 positive Messergebnisse nicht
bestatigt werden.

Kontrollgruppe

Es wurden 12 postmortale Augenhornhautspender mit bekannt negativer Eingangsserologie
untersucht. Bis zu 48 Stunden postmortal blieben alle Befunde richtig negativ. Fragliche oder
grenzwertige Befunde wurden nicht erhoben.
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Diskussion

Wie in Studie 1, einem retrospektiven Vergleich der infektionsserologischen Befunde aus préa-
und postmortalen Blutproben von 487 Augenhornhautspendern, gezeigt werden konnte, treten in
4,3% der Félle abweichende Ergebnisse auf. Auch wenn in 95,7% identische Ergebnisse
gefunden wurden, kam es in knapp 1% zu falsch negativen Ergebnissen in der postmortalen
Blutprobe. Die Rate falsch positiver Ergebnisse ist mit etwa 3,3% deutlich niedriger, als in der
Literatur beschrieben. Challine et al. und Heim et al. geben die Rate von falsch positiven
Ergebnissen mit 19,1% bzw. 51,5% an (Challine 2006, Heim 1999). Falsch negative Befunde
sind sehr selten, jedoch wurde eine solche Konstellation bei einer pramortal positiven Hepatitis C
Virus-Serologie in der postmortalen Blutprobe in der Arbeit von Heim et al. beschrieben.

Challine et al. zeigten einen direkten und signifikanten Zusammenhang zwischen dem Anstieg
makroskopisch abnormaler Befunde (v.a. Hamolyse, ikterische bzw. triibe Seren) und der
postmortalen Entnahmezeit. Jedoch hing weder die Pravalenz positiver Befunde noch die
Richtigkeit von der postmortalen Entnahmezeit ab (Challine 2006).

Bei 6,4% der untersuchten Gesamtpopulation zeigten sich in unserer Studie sowohl in der
postmortalen als auch in der pramortalen Ruckstellprobe Ubereinstimmende positiv reaktive
serologische Befunde. Dieses Ergebnis wird in den Arbeiten von Karhunen et al. und Pepose et
al. bestatigt, die dieser Fragestellung in der Untersuchung von Verstorbenen mit einer Infektion
mit Humanem Immundefizienz Virus nachgingen (Karhunen 1994, Pepose 1987).

In Studie 2 wurde die Fragestellung der Detektion auffélliger serologischer Marker in
postmortalem Blut im Rahmen einer standardisierten Validierungsuntersuchung am BEP-III
System der Firma Siemens prospektiv untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass alle
Parameter (Spiking mit ermittelter niedriger und hoher Konzentration des PEI/WHO-Standards)
unabhangig von der postmortalen Entnahmezeit des Blutes zuverlassig detektiert werden
konnten. Die Validierung eines Testsystems fir die infektionsserologische Diagnostik aus
postmortalem Blut ist mit der vorgelegten Methodik mdglich und kann daher fir die
Eignungstestung anderer Messsysteme genutzt werden.

Der postmortale Verlauf von infektionsserologischen Parametern fir das Humane
Immundefizienz Virus, das Hepatitis B Virus und das Hepatitis C Virus wurde in Studie 3 erstmals
prospektiv untersucht. In allen Fallen wurden die auffélligen serologischen Parameter tber den
gesamten Beobachtungszeitraum eindeutig als positiv identifiziert. Die Kontrolluntersuchungen
an infektionsserologisch unauffalligen Verstorbenen blieben tUber 48 Stunden richtig negativ. Die
Ergebnisse sprechen fur eine hohe Stabilitdt der AntikGrper bzw. Antigene im postmortalen
Verlauf und bestatigen damit die Befunde von Pepose et al. (Pepose 1987, 1992).

Insgesamt lasst sich eine 24 Stundengrenze fir postmortale Ergebnisse wissenschaftlich mit
unseren Ergebnissen nicht unterstitzen.

Im Regelfall kbnnen serologische Parameter fir HIV, HBV und HCV richtig positiv bzw. richtig
negativ bis zu einer postmortalen Entnahmezeit der Blutproben von 48 Stunden identifiziert
werden. In Einzelféllen zeigte die retrospektive Analyse jedoch auf, dass die Mdglichkeit falsch
negativer und falsch positiver Befunde im postmortalen Blut, unabhangig von der Entnahmezeit,
nicht ausgeschlossen werden kann. Daher ist es primar zwingend erforderlich, das genutzte
Testsystem fiir die Diagnostik aus postmortalem Blut nach standardisierten Verfahren zu
validieren. Um die Gefahr falscher Laborbefunde weiter zu reduzieren, muss insbesondere der
Praanalytik groRe Beachtung geschenkt werden. Die Probenaufbereitung des postmortalen
Blutes, die sich bei der retrospektiven bzw. den beiden prospektiven Studien deutlich
unterschied, hat sehr wahrscheinlich einen signifikanten Einfluss auf die serologische Diagnostik.
Die sofortige Zentrifuga-tion nach Entnahme mit unmittelbarer Separation des Uberstandes und
sorgfaltiger Kiihlung bei +2 bis +4C, bzw. Einfrier en bei etwa -20<T bei langerem Intervall bis zur
Diagnostik, wirkt sich positiv auf die Zuverlassigkeit serologischer Testsysteme aus.

Weitere Untersuchungen zu postmortalen Veranderungen von Eiweil3- und Zellstrukturen in den

Blutproben sind notwendig, um deren Zustand und Eignung fur die serologische bzw.
molekulargenetische Diagnostik noch besser einschatzen zu kénnen.
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