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1. Abstrakt 

Einleitung: Okkulte Hepatitis B Infektionen (OBI) werden definiert als die Präsenz von 

Hepatitis B Virus (HBV) DNA im Serum und/ oder in Hepatozyten in HBsAg-negativen 

Patienten. Die Prävalenz und klinische Relevanz der OBI bei Hämodialyse Patienten 

und Nierentransplantierten sind bisher ungeklärt, deshalb wurden sie in dieser großen 

Querschnittsstudie untersucht. Da es Hinweise darauf gibt, dass HBV sich auch in ext-

rahepatischen Zellen befindet, wurden zusätzlich periphere mononukleäre Blutzellen 

(PBMC) als Untersuchungsmaterial verwendet.  

Methodik: Bei 417 Hämodialyse Patienten, 417 Nierentransplantierten, 20 HBsAg-posi-

tive nicht-Hämodialyse und nicht-Nierentransplantierte Patienten (positiv Kontrolle) und 

40 HBsAg-negativ gesunde Freiwilligen (negativ Kontrolle) wurde Serum und PBMCs 

mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf HBV DNA untersucht. 

Ergebnisse: Hämodialyse Patienten: 41/417 wurden aufgrund fehlender anti-HBc oder 

HBV DNA-Bestimmung aus der Studie ausgeschlossen. 2/376 Patienten waren HBsAg-

positive. Die 374 HBsAg-negativen Patienten wurden negativ auf HBV-DNA im Serum 

und PBMCs getestet. Nierentransplantierte Patienten: 14/417 Patienten waren HBsAg-

positiv. 1/417 HBsAg-negativ Patienten wurden positiv auf HBV DNA im Serum aber 

nicht in PBMCs getestet. Positiv Kontrollen: 6/20 Patienten befanden sich unter antivira-

ler Therapie und es wurde keine HBV-DNA im Serum und PBMCs nachgewiesen. In 

11/14 Patienten, die HBsAg-positiv waren, wurde HBV-DNA im Serum, und in 3/11 im 

Serum und PBMCs nachgewiesen. Negativ Kontrollen: Bei 6/40 konnte anti-HBc nicht 

bestimmt werden. Alle verbleibenden 34 Patienten waren anti-HBc-negativ und HBV-

DNA-negativ im Serum und PBMCs. In der Langzeituntersuchung zeigte der einzige 

anti-HBc-negative Patient mit OBI einen Verlust von anti-HBs nach 5 Jahren Studien-

aufnahme und eine HBV Reaktivierung mit HBsAg Re-Serokonversion. 

Schlussfolgerungen: Es wurde keine Prävalenz von OBI bei Hämodialyse Patienten 

und eine sehr niedrige Prävalenz von unter 1% bei Nierentransplantierten nachgewie-

sen, so dass die Routine-Diagnostik und Screening von HBV-DNA mittels PCR in die-

sem Patientenkollektiv und der ausgewählten Region nicht nötig ist. Bei Nierentrans-

plantierten sollte jedoch ein Screening auf HBV DNA vor Transplantation erfolgen. Die 

Untersuchung von HBV-DNA in PBMCs scheint keinen Vorteil zu haben. 
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Introduction: Occult hepatitis B virus infection (OBI) is defined as presence of hepatitis 

B virus (HBV)-DNA in serum and/or liver in HBsAg-negative patients. We investigated 

the prevalence of OBI in large chronic hemodialysis (CHD) and kidney transplant recipi-

ents (KTxR) cohorts, including determination of HBV-DNA in peripheral blood mononu-

clear cells (PBMCs).  

 

Methods: HBV-DNA was determined with the PCR in both serum and PBMCs in 417 

CHD patients, 417 KTxR, 20 HBsAg-positive non-CHD non-KTx patients (positive con-

trols) and 40 HBsAg-negative healthy subjects (negative controls). 

 

Results: CHD group: 41/417 were excluded because of missing results in anti-HBc or 

HBV DNA. 2/376 patients were HBsAg-positive. The 374 HBsAg-negative patients were 

tested negative for HBV-DNA in both serum and PBMCs. KTxR group: 14/417 patients 

were HBsAg-positive. 1/417 HBsAg-negative patients were tested positive for HBV DNA 

in serum but not in PBMCs. Positive controls: 6/20 patients were under antiviral therapy 

and had negative HBV-DNA in both serum and PBMCs. In 11/14 remaining patients, 

HBV-DNA was detected in serum, and in both serum and PBMCs in 3 patients. Nega-

tive controls: In 6/40 were missing results of anti-HBc, all remaining 34 patients were 

anti-HBc-negative and HBV-DNA-negative in both serum and PBMCs. In the long-term, 

the only case of anti-HBc-negative OBI lost anti-HBs five years after inclusion in the 

study and showed HBV reactivation with HBsAg re-seroconversion. 

 

Conclusions: We found nil prevalence of OBI in CHD patients and a very low preva-

lence (<1%) in KTx recipients suggesting that testing of HBV-DNA is not required for 

screening and diagnosis in these populations in our region. However, in KTxR, pretrans-

plant screening with HBV DNA should be considered. Testing for HBV-DNA in PBMCs 

does not seem to be of additional value. 

Einige Formulierungen sind dem Abstract “Low prevalence of occult hepatitis B virus in-

fection in chronic haemodialysis and kidney transplant patients” entommen (s.u. Pub-

likationen).  
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2. Einleitung 

Infektionen mit dem Hepatitis B Virus (HBV) sind weltweit ein großes gesundheitliches 

Problem, welches mit einer erhöhten Mortalität und Morbidität einhergeht (1). Besonders 

bei Patienten im Endstadium einer terminalen Niereninsuffizienz spielen Hepatitis Infek-

tionen eine wichtige Rolle (2), da sie durch Bluttransfusionen und nosokomiale Übertra-

gungswege einem höheren Ansteckungsrisiko ausgesetzt sind. Trotz des Hepatitis-

Screenings bei Bluttransfusionen und Transplantaten, der verminderten Verwendung von 

Bluttransfusionen durch den Einsatz von Erythropoetin und der Entwicklung von Hygie-

nestandards, ist das Vorkommen von HBV Infektionen bei Dialysepatienten und somit 

auch bei nierentransplantierten Patienten wesentlich höher als in der Allgemeinbevölke-

rung (3). Obwohl die momentan erhältlichen Standardtests für HBV Infektionen, die virus-

spezifische Antikörper, zirkulierende virale Antigene oder virales HBV-Genom nachwei-

sen, ausreichend etablierte Methoden sind, besitzen sie eine zu niedrige Sensitivität für 

Hämodialyse- und Nierentransplantierte Patienten, die unter einem supprimierten Im-
munsystem leiden (4) (5). 

Okkulte HBV Infektionen (OBI), die in verschiedenen Studien beschrieben wurden, stel-

len eine zusätzliche Problematik dar (6). OBI werden definiert als die Anwesenheit von 

HBV-DNA im Serum und/oder in den Leberzellen bei gleichzeitiger Abwesenheit von 

HBsAg im Serum des Patienten. Dieser Befund wurde zum ersten Mal in einer Studie von 

1985 bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen beschrieben (7). Sie stellen eine 

große Herausforderung an das Gesundheitssystem, da es unter anderem noch keine 

standardisierte Screeningtests gibt. Außerdem ist das Risiko der Ansteckungsgefahr bei 

Transplantationen und Transfusionen unklar und auch die Rolle bei Entwicklungen von 

hepatozellulären Karzinomen wird diskutiert (8). Es gibt bisher jedoch wenig Erkenntnisse 

hierzu, die diese Entität der OBI explizit bei Hämodialyse und Organtransplantierten Pa-
tienten beschreiben. 

Es gibt Hinweise darauf, dass das Virusgenom nicht nur in Hepatozyten, sondern auch 

in extrahepatischen Zellen persistieren kann (9). In einer früheren Studie wurden 67 Hä-

modialyse Patienten auf Hepatitis B-DNA und C- RNA in periphere mononukleäre Blut-

zellen (PBMC) untersucht. In 9% der Patienten konnte Virus DNA ohne weitere serologi-

sche Marker im Serum nachgewiesen werden (6). Die Etablierung eines hochsensitiven 
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Suchtest nach HBV DNA mittels PCR, um OBI aufzudecken, ist somit von hoher klini-

scher Relevanz.  

3. Wissenschaftlicher Hintergrund 

3.1. Virushepatitis 

Die Virushepatitis äußert sich durch eine Leberentzündung, die durch eine Infektion mit 

einem hepatotropen Virus verursacht wird. Es zeigen sich akute und chronische Krank-

heitsverläufe, die vom Genotyp, vom Wirt und von Umwelteinflüssen beeinflusst werden. 

Bislang wurden 9 verschiedene Genotypen (A–I) beschrieben (10). 

3.2. Hepatitis B 

3.2.1. Erreger 

Das humane HBV gehört zur Familie der Hepadnaviridae (11). Die Besonderheiten der 

Hepadnaviren bestehen in einem ausgeprägten Hepatotropismus, hoher Spezies-Spezi-

fität, einer besonderen Genomorganisation, einem Replikationsmechanismus über eine 

reverse Transkription und in der Fähigkeit, eine chronisch-persistierende Infektion aus-
zubilden (12).  

HBV ist im Gegensatz zu allen anderen Hepatitisviren ein DNA-Virus. Das Genom be-

steht aus einer zirkulären, partiell doppelsträngigen DNA, die über ein RNA-Intermediat 

mithilfe einer reversen Transkriptase synthetisiert wird (13). Der DNA-Minusstrang des 

Genoms hat eine Länge von ca. 3200 Basenpaaren, an deren Ende eine Polymerase 

gebunden ist. Der zugehörige DNA-Plusstrang ist wesentlich kürzer. Durch die kleine Ge-

nomgröße besitzen alle Nukleotide eine codierende Funktion. HBV-Polymerase besitzt 

eine reverse Transkriptase-Aktivität, die den DNA-Minusstrang synthetisiert. Die DNA-

abhängige DNA-Polymerase-Aktivität synthetisiert dann wiederum den kürzeren DNA-

Plusstrang des Genoms. Dieser Bereich der reversen Transkriptase im Protein weist Ähn-

lichkeiten mit der HIV-Polymerase auf. Mutationen in diesem Bereich führen zu Resisten-
zen gegen Nukleosid-Analoga (14). 
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Das ikosaedrisch aufgebaute Viruskapsid, in dem sich die DNA befindet, ist durch Core-

Proteine (HBcAg) aufgebaut. Die lösliche Form des HBc-Antigens wird von infizierten 

Leberzellen sezerniert und HBe-Antigen genannt. Das HBeAg hat eine immunmodulato-

rische Funktion und wird für die Chronifizierung der HBV Infektion verantwortlich ge-

macht. Die Virushülle besteht aus lipidhaltigen Hepatitis B Oberflächenantigen HBsAg 

(Hepatitis B surface antigen), die für den serologischen Nachweis einer akuten oder chro-

nischen Infektion von Bedeutung sind. Diese Oberflächenproteine sind das kleine S-Pro-

tein (SHBs), das mittlere M-Protein (MHBs oder PräS2-Protein) und das große L-Protein 

(LHBs oder PräS1-Protein) (15). Für die Bildung und Infektiosität von weiteren Viren sind 

die Oberflächenantigene L und S notwendig. Als Zielzellen von HBV gelten die Hepato-

zyten (16). Für die Bindung an die Hepatozyten wird das Oberflächenprotein L (LHBs) 

benötigt. Anschließend wird das virale Genom in den Hepatozyten repliziert, indem zu-

nächst die rcDNA (offene DNA-Form) in die cccDNA (kovalent geschlossene Form) syn-

thetisiert wird. Die cccDNA ist ein sogenanntes Minichromosom und baut sich nicht in das 

Wirtsgenom ein. Im Zellkern liegend ist es für Medikamente schwer zugänglich. Nach 

erfolgter Replikation und Virusassemblierung werden die reifen Nukleokapside von der 
Leberzelle sezerniert (14).  

Das HBV ist nicht zytopathogen, sondern – so wie alle viralen Hepatitiden – eine immu-

nologisch vermittelte Erkrankung. Die Zellschädigung entsteht durch Virus-spezifische 

zytotoxische T-Lymphozyten und T-Helferzellen. CD8+-zytotoxische T-Zellen erkennen 

die auf den Hepatozyten durch HLA-Moleküle präsentierten HBV-Proteine und aktivieren 
somit die Viruselimination (17).  

Interferon-alpha bewirkt als Mechanismus der natürlichen Immunität zunächst die Hem-

mung der viralen Replikation, die Zerstörung der Virus-DNA und die Aktivierung der na-

türlichen Killerzellen (18) (19). Zeitgleich werden durch freigesetzte Viren und deren Be-

standteile dendritische Zellen aktiviert. Anschließend folgt die HBV-spezifische Immun-

antwort, die durch die dendritischen Zellen in der Leber, die in die Lymphknoten wandern, 

hervorgerufen wird, indem sie zytotoxische T-Lymphozyten, T-Helferzellen und B-Zellen 

stimulieren. Die T-Zellen bekämpfen das HB-Virus mittels Zytolyse infizierter Leberzellen 

und Freisetzung von Interferon-alpha und TNF alpha. Durch die natürliche und adaptive 

Immunantwort kommt es idealerweise zu einer effektiven multispezifischen Zellantwort 

der zytotoxischen T-Lymphozyten und T-Helferzellen und zur spontanen Ausheilung ei-

ner akuten Hepatitis B Infektion. Das Virus kann jedoch im Körper persistieren und unter 
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anderem bei einer Organspende den Empfänger unter immunsupprimierender Therapie 

infizieren. Neben den Hepatozyten werden auch PBMC wie Lymphozyten und Monozyten 
infiziert (14). 

3.2.2. Koinfektionen mit Hepatitis D und Hepatitis C Virus 

Eine wichtige Rolle spielen Koinfektionen mit anderen viralen Erregern. Besonders her-

vorzuheben sind Infektionen mit Hepatitis D und C. Da sich das Hepatitis D Virus (HDV) 

nicht ohne die Oberflächenproteine des Hepatitis B Virus vermehren kann, findet sich bei 

einer Hepatitis D Infektion auch immer eine Hepatitis B Infektion (20). Eine akute HDV 

Infektion zeigt häufiger schwere Verläufe. Die Chronifizierung verläuft ungünstiger, indem 

sich wesentlich schneller Leberzirrhosen und -karzinome entwickeln. Die Mortalität und 

Morbidität gegenüber der alleinigen HBV Infektion erhöht sich (21). Aus diesem Grunde 

sollte bei einer HBV Infektion auch immer der HDV-Antikörper-Suchtest durchgeführt und 

dementsprechend die antivirale Therapie angepasst werden, wobei bisher nur Therapie-
versuche mit Interferon-alpha teilweise zum erwünschten Erfolg führten.  

Eine weitere relevante Koinfektion ist mit Hepatitis C Virus (HCV). Der Infektionsweg ist 

oftmals derselbe, sodass eine HBV-HCV-Koinfektion mit 10–20 % nicht selten ist. Eine 

Infektion mit diesen drei viralen Erregern nimmt einen schwereren Verlauf der Hepatitis 

und ergibt ein höheres Risiko zur Entwicklung eines HCC. Das Risiko einer Leberzirrhose 

liegt sogar bei 80% (22). Auch sollte vor Beginn einer antiviralen Therapie gegen Hepa-

titis C eine Hepatitis B Infektion ausgeschlossen werden, da es sonst zu einer Reaktivie-

rung mit fulminantem Verlauf kommen kann. Okkulte HBV Infektionen sind oftmals bei 

Patienten mit chronischer Hepatitis C nachgewiesen worden (23), außerdem beeinflus-

sen sie zusätzlich das Therapieansprechen einer HCV Infektion negativ (14). 

3.2.3. Epidemiologie 

Hepatitis B ist eine der häufigsten Infektionskrankheiten weltweit (24). Laut Angaben der 

WHO aus dem Jahre 2015 haben ca. 2 Milliarden Menschen eine HBV Infektion oder 

diese durchgemacht. Weltweit sind 257 Millionen Menschen an einer chronischen Hepa-

titis B Infektion erkrankt, jedoch nur 9 % der Infizierten wissen von ihrer Diagnose. Ein 

noch geringerer Anteil von ca. 1,7 Millionen erhält eine medikamentöse Therapie. Ein 

besonders hohes Vorkommen von ca. 5–10 % chronischen HBV Infektionen findet man 
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in Afrika, Ostasien, Ost- und Zentraleuropa und im Amazonasgebiet. Im mittleren Osten 

und auf dem indischen Subkontinent sind ca. 2–5 % der Bevölkerung betroffen. Die Prä-

valenz von chronischen Infektionen liegt in Westeuropa, Nord-Amerika und Latein-Ame-

rika bei unter 2 %. Eine chronische HBV Infektion kann eine Leberzirrhose oder ein Le-

berzellkarzinom verursachen. In diesem Zusammenhang treten laut WHO weltweit ca. 

887 000 Todesfälle jährlich auf. HBV wird für 45 % der hepatozellulären Karzinome und 
30 % der Leberzirrhosen verantwortlich gemacht (25). 

 

Abbildung I: Weltweite Prävalenz von Hepatitis B (26) 

3.2.4. Übertragung 

Der Infektionsweg erfolgt parenteral durch Blut bzw. Blutprodukte, Körperflüssigkeiten, 

kontaminierte Instrumente, sexuell und perinatal (27). Ein hohes Risiko findet man vor 

allem bei der sexuellen Übertragung, und hier insbesondere bei Männern, die entweder 

a) Sex mit Männern haben, b) Prostitution ausgesetzt sind oder c) Sextourismus betrei-

ben (28) (29). Das Transmissionsrisiko durch Blut und Blutprodukte spielte vor 1970 eine 

sehr große Rolle, konnte jedoch durch HBsAg- und später anti-HBc-Screeningverfahren 

soweit minimiert werden, dass in Westeuropa nur noch ein geringes Restrisiko besteht. 
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In Ländern mit krankenhaushygienischen Defiziten bleibt die Problematik jedoch beste-

hen. Eine weitere Risikogruppe sind i.v.-Drogenkonsumenten (30). In dieser Personen-

gruppe kommt es durch kontaminierte Spritzen und Kanülen oft zusätzlich zu Koinfektio-

nen mit übertragbaren Erkrankungen wie Hepatitis C und HIV Infektionen. Laut WHO liegt 

das höchste Infektionsrisiko mit HBV in vielen Ländern weltweit bei der perinatalen Über-

tragung. Die Infektion bei Neugeborenen führt in 90 % der Fälle zu einer chronischen 

HBV Infektion. Eine weitere Infektionsquelle ist die häusliche Umgebung, wenn man in 
einem gemeinsamen Haushalt mit HBV Infizierten lebt (31) (25). 

3.2.5. Immunprophylaxe 

Die HBV Impfung wird zur Primärprophylaxe der HBV Infektion angewendet. HBs-Anti-

körper binden dabei an die viralen Oberflächenmoleküle und neutralisieren diese (32). 

Der Antigen-Antikörper-Komplex wird anschließend von Makrophagen aufgenommen 

und lysiert. Bei passiven Impfungen werden HBs-Antikörper eines gesunden Spenders 

direkt injiziert; bei der aktiven Impfung injiziert man dagegen HBs-Antigene, die eine T- 

und B-Zellaktivierung mit anschließender Antikörper-Bildung auslösen. Die passive Imp-

fung wird meistens nur als Postexpositionsprophylaxe angewendet und kann eine aktive 

Immunisierung nicht ersetzen. Der Impfstoff zur aktiven Immunisierung wird rekombinant 

in Hefekulturen hergestellt und in drei Einzeldosen zur Grundimmunisierung appliziert. 

Ca. 90–95 % der immunkompetenten geimpften Personen entwickeln protektive Antikör-

per-Titer. Der Titer bei Patienten mit HIV, Dialysepflichtigen, Organtransplantierten und 

Patienten unter immunsuppressiver Therapie sollte jedoch überprüft werden, da es hier 

zu einer geringeren Impfantwort kommen kann. Bei einem Serumspiegel < 10 U/l gilt man 

als Non-Responder. Eine erneute Grundimmunisierung führt in 40–60 % der Fälle zu dem 
gewünschten Impferfolg.  

Die Inzidenz des Auftretens einer akuten Hepatitis B konnte durch Einführung der Imp-

fung signifikant gesenkt werden (33). Die WHO empfiehlt seit 1996 ein generelles Impf-

programm bei Kleinkindern, welches zu einer erheblichen Senkung der Infektionsraten 
führte.  
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Eine besondere Stellung nehmen Patienten nach einer Lebertransplantation ein, die an 

einer HBV-assoziierten Leberzirrhose litten. Nach der Transplantation ist die passive Im-

munisierung in Kombination mit einer antiviralen medikamentösen Therapie nötig, da es 
in 80 % der Fälle zu einer Reaktivierung des HBV-Genoms kommen kann.  

Für Hämodialyse-Patienten gilt durch die Zugehörigkeit zu einer Risikogruppe ebenso ein 

gesondertes Verfahren. Da die protektive Serokonversionsrate durch ein geschwächtes 

Immunsystem mit 40–60 % deutlich erniedrigt ist, wird die Impfung vor Eintreten der Di-

alysepflicht mit erhöhten Einzeldosen empfohlen (14).  

Laut dem globalen Hepatitis-Report erhalten immerhin 84 % der geimpften Person die 

dritte Impfung, die die Grundimmunisierung abschließt. Weltweit bekommen 39 % der 

Neugeborenen eine Impfung, wobei Nordamerika und die westliche Pazifik-Region die 
breiteste Abdeckung aufweisen (34). 

Laut WHO haben 185 der 194 Mitgliederstaaten die HBV Impfung in die Impfempfehlun-

gen mitaufgenommen. Weitere 9 Staaten benutzen einen Zeitplan für eine spätere Imp-
fung oder für Risikogruppen (34). 

3.2.6. Klinik und Verlauf  

Die HBV Infektion verläuft sehr unterschiedlich, da es interindividuelle Variationen im Im-

munsystem, vor allem bei den HLA-Molekülen und T-Zellen gibt. Auch Virustyp, Koinfek-

tionen und weitere wirtseigene Faktoren nehmen Einfluss auf den Verlauf. 

3.2.7. Akute Hepatitis-B-Infektion 

Etwa ein Drittel der infizierten Personen entwickeln eine klinisch manifeste, ikterische, 

akute Hepatitis. Bei zwei Drittel der Infizierten ist der Verlauf anikterisch und oftmals sogar 

asymptomatisch. Nur bei etwa 1 % kommt es zu einem fulminanten Verlauf mit Leberver-

sagen und einer hohen Letalität. Über 90 % der akuten Hepatitis-Erkrankungen heilen 

bei immunkompetenten Personen ohne Folgen aus. Serologisch lässt sich bei diesen 

Patienten anti-HBc nachweisen. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass das Virusge-
nom zu geringen Anteilen weiter in den Hepatozyten und PBMC persistiert (14). 
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3.2.8. Chronische Hepatitis B Infektion 

Eine HBsAg-Persistenz im Serum über 6 Monate und klinische sowie laborchemische 

Nachweise einer Hepatitis definieren einen chronischen Verlauf der Hepatitis B Infektion 

(35). Es werden laut den EASL Guidelines für Hepatitis B 5 verschiedene Verlaufsformen 

unterschieden, wobei vor allem die Infektion oder Leberentzündung eine entscheidende 

Rolle spielt. Wegweisend sind außerdem die Marker HBeAg, HBV DNA Viruslast, Alanin 

Aminotransferase (ALT) und der histologische Befund der Leber. HBV-Träger mit HBeAg-

negativem Nachweis, normalen bis erhöhten Transaminasen und HBV DNA Viruslast so-

wie eindeutige Zeichen einer Leberentzündung zeigen ein erhöhtes Leberzirrhose-Risiko. 

Nach einer perinatalen Infektion entwickelt sich typischerweise die bisher beschriebene 

immuntolerante, replikative Hepatitis B mit positivem HBeAg-Nachweis. Es zeigt sich la-

borchemisch nur eine geringe Transaminasenerhöhung, jedoch eine hohe HBV DNA 

Replikationsrate von über 107 Kopien/ml, was auf eine hohe Kanzerogenität hinweisen 

kann. Der histologische Befund ist jedoch meistens unauffällig. Nach etwa 10–30 Jahren 

und vor allem bei Infektionen im Erwachsenenalter kann diese Verlaufsform in die im-

munaktive, replikative HBeAg-positive Hepatitis B übergehen. Neben der deutlichen 

Transaminasen-Erhöhung, der hohen HBV-DNA-Replikationsrate von über 105 Ko-

pien/ml zeigt sich vor allem eine histologische Veränderung der Hepatozyten. Bei einer 

Inzidenz von 8–20 % in 5 Jahren erhöhen sich das Risiko einer Leberzirrhose und das 

damit einhergehende Risiko, ein Leberzellkarzinom auszubilden. Eine weitere Verlaufs-

form ist die immunaktive, replikative HBeAg-negative Hepatitis B. Sie zeichnet sich durch 

abwechselnd erhöhte und niedrige Transaminasen und geringere HBV DNA Replikation 

aus. Entgegen früheren Meinungen hat diese Verlaufsform keine schlechtere Prognose 

gegenüber der HBeAg-positiven Hepatitis, da die histologischen Veränderungen oftmals 
gering sind.  

HBsAg-negative Träger mit anti-HBc positivem Nachweis und manchmal auch Antikör-

pern gegen HBsAg mit normalen Transaminasen-Werten und Nachweis HBV DNA be-

schreiben die okkulte HBV Infektion (10) (14). Diese besondere Form ist Gegenstand der 
vorliegenden Arbeit und wird später ausführlicher diskutiert. 

Weltweit sind laut WHO hauptsächlich Neugeborene und Kinder, die sich im Kleinkindal-

ter infizieren, von der chronischen Hepatitis B betroffen. Im Erwachsenenalter entwickeln 

nur 5 % der Betroffenen eine chronische Verlaufsform der Infektion; dagegen sind es bei 
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Neugeborenen 90 % und bei Kleinkindern 20–60 %. Wird die Hepatitis B Erkrankung 

nicht ausreichend therapiert besteht ein 8–20 % erhöhtes Risiko zur Entwicklung einer 

Leberzirrhose und im weiteren Verlauf eine Inzidenz von 1–5 % für hepatozelluläre Kar-

zinome (25). Laut einer Studie aus Taiwan steigt das Risiko bei positivem HBsAg- und 
HBeAg-Nachweis sogar auf über 60 % an (17). 

 

Abbildung II: Akute und chronische Hepatitis B Verläufe (34) 

3.2.9. Okkulte Hepatitis B Infektionen 

Neben einer akuten und chronischen Hepatitis B Infektion gibt es OBI. Wie bereits be-

schrieben, werden OBI als die Anwesenheit von HBV DNA im Serum und/oder in den 
Leberzellen bei gleichzeitiger Abwesenheit von HBsAg im Serum des Patienten definiert. 

Es wird davon ausgegangen, dass die HBsAg-Negativität durch das Immunsystem, eine 

hohe Unterdrückung der DNA-Replikation, Co-Infektionen wie HIV und HCV und epige-
netische Faktoren beeinflusst wird (36). 

OBI bleiben klinisch und laborchemisch unentdeckt und können so über Jahrzehnte per-

sistieren. Sie wurden bisher nicht nur bei Patienten nachgewiesen, die eine akute oder 
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chronische HBV Infektion durchgemacht haben, sondern auch bei Patienten mit einem 

hepatozellulären Karzinom, Hämodialyse Patienten und HCV Infizierten (37).  

Der Nachweis der HBV DNA hat sich als schwierig erwiesen, da sie sich meistens auf-

grund erniedrigter Replikationsraten unterhalb der Nachweisgrenze befindet (38) und so-

mit standardisierte Tests nicht ausreichen. Es muss eine hochsensitive PCR angewandt 
werden, um die DNA im Serum, Hepatozyten oder PBMCs nachzuweisen. 

Obwohl die Replikationsrate erniedrigt ist, kann es trotzdem über die Jahre zu histologi-

schen Leberveränderungen kommen, die die Grundlage zur HCC-Entwicklung geben. 

Außerdem kann die OBI in eine akute Hepatitis übergehen, wenn es im Träger zu einer 

immunsupprimierenden Situation kommt. Dies macht die OBI auch zu einer großen An-

steckungsgefahr bei Organtransplantationen, bei denen sich der Empfänger unwissent-
lich mit dem Virus infiziert. 

3.2.10. Diagnostik der HBV Infektion 

Zur Diagnostik der HBV Infektion gehören laborchemische Parameter, die Hepatitis-Se-

rologie und die HBV DNA-Analyse. Eine wichtige Rolle in der Serumuntersuchung spielen 

die Transaminasen Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT/AST), Glutamat-Pyruvat-

Transaminase (GPT/ALT) und Gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT). Zur Einschätzung 

des Schweregrades der Leberzirrhose dient hierbei y-GT, wenn andere lebertoxischen 

Ursachen ausgeschlossen werden konnten. GPT ist bei einer Hepatitis meist höher als 

GOT; die Transaminasen-Erhöhung kann jedoch auch vollkommen ausbleiben oder zu 

unterschiedlichen Zeiten erhöhte oder normale Werte zeigen (39). 

Zur Bestimmung der Hepatitis-Serologie gehört HBsAg, das bereits 1–10 Wochen nach 

Infektion nachweisbar ist. Kann HBsAg länger als 6 Monate nachgewiesen werden, liegt 

eine chronische Hepatitis B Infektion vor (40). Aufgrund HBsAg-Mutationen und in der 

Infektions-Frühphase können jedoch falsch negative Werte getestet werde. Bei der ok-

kulten HBV Infektion ist der Träger HBsAg negativ; es lässt sich jedoch HBV DNA im Blut 

nachweisen.  

Ein weiterer serologischer Parameter ist der anti-HBs-Antikörper. Der Nachweis von anti-

HBs-Ak ohne Anwesenheit von HBsAg spricht für eine Ausheilung und sogenannte HBs-

Serokonversion. Nach einer Impfung sind nur anti-HBs-Ak im Serum vorhanden. Sind 
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zeitgleich auch anti-HBc-Antikörper nachweisbar, so spricht das für eine abgelaufene In-

fektion, die sogenannte Seronarbe. Dies sind Antikörper gegen das Core-Protein 

(HBcAg), die selbst nur in den Leberzellen nachweisbar sind. Anti-HBc-Antikörper wer-

den bei jeder HBV Infektion ausgebildet und können manchmal der einzige Hinweis für 

eine Infektion sein. Das HBeAg ist dem HBcAg genetisch ähnlich; es besitzt aber eine 

zusätzliche Präcore-Region, die ein Protein mit 29 Aminosäuren codiert. Durch posttrans-

lationelles Trunkierung am N-Terminus und Carboxy-Terminus entsteht das lösliche 

HBeAg (41), das die Prognose des Verlaufs beeinflusst. Bei der HBeAg-negativen-He-

patitis B liegt eine Stop-Mutation vor, sodass die Translation nicht stattfinden kann. Nied-

rige HBeAg-Titer sprechen für ein erfolgreiches Therapieansprechen mit Interferon, wäh-

rend hohe Titer auf eine erhöhte Infektiosität und, bei einer Chronifizierung, das Risiko 

für Leberzirrhose erhöhen (40). Treten anschließend anti-HBe-Antikörper auf, so kommt 

es zu einer Normalisierung der Leberwerte, HBV DNA-Suppression und HBeAg-Verlust, 

der sogenannten HBe-Serokonversion. Eine replikative Hepatitis B kann jedoch nicht voll-
ständig ausgeschlossen werden (42). 

 

 

Abbildung III: Verlauf HBV-Serologie (43) 

Die HBV DNA-Bestimmung erfolgt entweder durch Signalamplifikations-Assays oder Tar-

getamplifikations-Assays (z. B. PCR). Bei der Signalamplifikation wird ein DNA-Strang, 
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der mit einem Farbstoff oder Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, mit einem komplementä-

ren DNA-Strang hybridisiert und somit sichtbar gemacht. Dieses Testverfahren besitzt 

keine hohe Sensitivität, jedoch eine gute Reproduzierbarkeit. Bei der Polymeraseketten-

reaktion wird die DNA durch Hitze zunächst denaturiert, und anschließend wird ein spe-

zifischer Primer hybridisiert. Eine thermostabile Taq-Polymerase führt nun die Elongation 

aus. Der entstandene DNA-Doppelstrang wird erneut denaturiert, und der Zyklus beginnt 

von Neuem. Dieses Testverfahren bietet eine hohe Sensitivität (44). Laut dem Robert-

Koch-Institut wurde 2015 eine neue Falldefinition eingeführt, die besagt, dass nur noch 

der direkte HBV Virus-Nachweis mit den serologischen Markern HBsAg und HBeAg als 

beweisend für eine Infektion gilt. Somit reicht es nicht mehr aus, den serologischen Mar-
ker anti-HBc nachzuweisen (31). 

 

Tabelle I: Hepatitis B Virus serologische und virologische Marker (15) 
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3.2.11. Diagnostik der okkulten HBV Infektion 

Um eine OBI nachzuweisen, reicht es nicht aus, serologische Marker wie HBsAg, anti-

HBs und anti-HBc zu bestimmen. HBV DNA muss zusätzlich in Hepatozyten, in periphe-

ren mononukleären Blutzellen oder im Serum bestimmt werden. Die Untersuchung der 

Hepatozyten setzt jedoch eine invasive Maßnahme, die Leberbiopsie, voraus. Eine Le-

berbiopsie birgt Risiken wie Blutungen, Peritonitis und Verletzungen anderer Organe. 

Wesentlich risikoärmer ist eine nichtinvasive Methodik mittels PCR, wobei der Nachweis 

der Virus-DNA im Serum oder in den PBMCs erfolgt und somit eine Blutprobe ausrei-

chend ist. 

 

Abbildung IV: Standardnachweis HBV Infektion vs. Nachweis okkulte HBV Infektion 

3.2.12. Hepatitis B Infektionen bei Hämodialyse-Patienten 

Die Hauptursachen einer chronischen Niereninsuffizienz sind der primär insulinabhän-

gige Diabetes mellitus, das nephrotische Syndrom, die hypertensive Nierenkrankheit und 

polyzystische Nieren (45). Eine weitere Ursache, die zu einer Niereninsuffizienz führen 

kann, ist der Langzeitgebrauch von Schmerzmedikamenten. Kommt es zu einer termina-

len Niereninsuffizienz, so muss die Nierenfunktion durch Hämodialyse oder eine Nieren-

transplantation ersetzt werden. Die europäischen Empfehlungen geben hierbei vor, dass 
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bei einer GFR < 15 ml/min/1,73 m2, Urämiezeichen, unkontrollierbarem Blutdruck, Hyd-

ratation und schlechtem Ernährungszustand der Dialysebeginn erwogen werden sollte. 

Jedoch kann bei asymptomatischen Patienten immer eine abwartende Haltung einge-

nommen werden (46). Laut den internationalen KDIGO Guidelines sollte die Indikation 

der Dialyseeinleitung bei stark reduzierter GFR immer anhand der klinischen Zeichen 

gestellt werden. Mit klinischen Zeichen ist bei einer GFR zwischen 5–10 ml/min/1,73 m2 

zu rechnen (47).  

In Deutschland bekommen derzeit ca. 83 000 Patienten eine chronische Hämodialyse, 

und ca. 2,7 % kommen jedes Jahr dazu. Im Jahre 2020 sollen es sogar 100 000 dialyse-
pflichtige Patienten sein (48).  

Das Immunsystem bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz ist stark beeinträch-

tigt, da die Niere die Clearancefunktion für Zytokine, lösliche Rezeptorproteine und Me-

diatoren übernimmt. Durch die abnehmende glomeruläre Filtrationsrate nimmt die 

Clearancefunktion ab und der Plasmaspiegel für immunologisch aktive Proteine wie Zy-

tokine und Rezeptorproteine steigt. Auch der Toxin-Plasmaspiegel wie von b2-Mikroglo-

bulinen, Indoxylsulfaten, Homocysteinen, Harnsäuren und Parathormonen erhöht sich 

und beeinflusst das Immunsystem (46). So wurden mittlerweile bis zu 88 Urämie-Toxine 

identifiziert, von denen die biologischen Effekte teilweise sogar noch gar nicht bekannt 

sind (49). 

Beim Dialysepatienten wird das Immunsystem zusätzlich durch das extrakorporale Ver-

fahren beeinflusst, da durch die körperfremde Membran das Komplementsystem und zir-

kulierende Blutzellen aktiviert werden. Zusätzlich bilden sich Sauerstoffradikale sowie 

Glucose- und Eiweißmetaboliten, die die Monozyten in ihrer natürlichen Funktion beein-

flussen. Die Phagozytose der Granulozyten und Monozyten wird soweit gestört, dass 

Bakterien nicht mehr genügend eliminiert werden, sich lokale Infektionen ausbreiten kön-

nen und ihre antigenpräsentierende Funktion beeinträchtigt wird. Bleibt die Lymphozy-

tenaktivierung durch antigenpräsentierende Zellen aus, so hat dies Einfluss auf die spe-

zifische Immunabwehr des Körpers. T-Helferzellen stimulieren B-Zellen nicht mehr zur 

Antikörperproduktion.  

Diesen Effekt sieht man auch bei der verminderten Impfreaktion bei Hepatitis B Impfun-

gen, bei denen nur ein 60%iger Impferfolg zu verzeichnen ist Durch die niedrigen Impftiter 
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müssen erweiterte Impfschemata angewandt werden, jedoch sind auch diese nicht immer 

erfolgreich.  

Die gestörte Funktion der antigenpräsentierenden Zellen führt zusätzlich dazu, dass we-

niger zytotoxische T-Lymphozyten aktiviert werden, die normalerweise die Lyse der Le-

berzellen auslösen und somit zwar zum Ikterus, aber auch zur Ausheilung beitragen. Das 

gestörte Immunsystem führt zu vermehrten Infektionen, die bei Dialysepatienten neben 

den kardiovaskulären Ereignissen mit 16 % eine der Hauptursachen für eine erhöhte Le-

talität sind. In Westeuropa handelt es sich zum größten Teil um bakterielle Infektionen 

wie Endokarditis, Haut- und Weichteilinfektionen, Urosepsis und Pneumonien. Jedoch 

spielen auch virale Infektionen eine große Rolle. Die HBV-Infektionen bei dialysepflichti-

gen Patienten sind in Westeuropa zwar zurückgegangen; in Ländern wie Rumänien, Bra-

silien oder Taiwan sind sie mit einer Prävalenz von bis zu 17,0 % immer noch ein großes 
Problem (46). 

 

Tabelle II: Prävalenz der Hepatitis B unter Dialysepatienten (46) 

Gründe für das erhöhte Vorkommen sind die zu geringe Impfrate, das Benutzen dersel-

ben Hämodialyse-Geräte, unentdeckte Hepatitis B Infektionen und die unsterile Verarbei-

tung intravenöser Medikamente (50). Eine Hepatitis B Infektion verläuft bei chronischen 

Hämodialyse-Patienten oftmals asymptomatisch und geht in 80 % der Fälle in eine chro-

nische Verlaufsform über. Die Chronifizierungsrate liegt dagegen bei nierengesunden Pa-
tienten bei 5 % (50). 
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Rumänien

Hepatitis B
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1,2%
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12,0%
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3.2.13. Hepatitis B Infektionen bei Nierentransplantierten Patienten 

Neben der Dialyse zur Therapie einer terminalen Niereninsuffizienz gibt es die Möglich-

keit der Nierentransplantation, in der die eigene Niere durch eine Spenderniere ersetzt 

wird. Weltweit werden jährlich ca. 80 000 Nieren transplantiert; in Deutschland sind es 

ca. 2100. Auf der Warteliste befinden sich in Deutschland etwa 7800 Patienten, die auf 

ein passendes Spenderorgan warten. Die Langzeitprognose nach einer Nierentransplan-
tation ist sehr gut, nach 3 Jahren leben noch ca. 91 % der Patienten (51). 

Der gestörte Immundefekt spielt auch hier die größte Rolle. Als zusätzliches Problem 

kommt jedoch bei einer bevorstehenden Transplantation die immunsuppressive Therapie 

hinzu. Die gebräuchlichsten Medikamente sind Cyclosporin A und Tacrolimus, die jedoch 

auch eine erhöhte Nephrotoxizität aufweisen. Mycophenolat-Mofetil hemmt die B-Zell-

Antikörperproduktion, weshalb die Infektanfälligkeit weiter steigt. Methylprednisolon wird 

zur Vermeidung der Transplantatabstoßung angewendet, hat aber auch schwerwiegende 

Nebenwirkungen wie Katarakt, Osteoporose und Hautveränderungen, weshalb der Ein-

satz möglichst sparsam erfolgt. Der Gebrauch von Rapamycin kann zu ausgeprägten 

Wundheilungsstörungen und vermehrten Pneumocystis-carinii-Infektionen führen, wes-

halb auch hier präventive Medikationen mit Cotrimoxazol angezeigt sind. Azathioprin da-

gegen wird kaum noch, außer bei Schwangeren, angewandt. Da es jedoch sehr preiswert 

ist, wird es häufig in sogenannten Entwicklungsländern eingesetzt. Die Nachsorge nach 

einer Nierentransplantation fokussiert sich zunächst auf die Transplantatfunktion, wird 

jedoch im Laufe der Zeit zunehmend von der Therapie der Nebenwirkungen der immun-

suppressiven Medikamente abgelöst, die eine akute oder chronische Transplantatabsto-

ßung verhindern sollen (52).  

Da es unter der immunsuppressiven Therapie auch zur Reaktivierung einer Hepatitis B 

Infektion kommen kann, müssen vor der geplanten Transplantation der Infektionsstatus 

des Spenders und derjenige des Empfängers geklärt werden (53). 

3.2.14. Okkulte Hepatitis B Infektionen bei chronischen Hämodialyse- und Nieren-
transplantierten- Patienten 

Bisher gibt es nur wenige Daten über OBI bei chronischen Hämodialyse-Patienten und 

Nierentransplantierten, die zudem uneinheitliche Ergebnisse liefern. In einer Studie mit 

67 Hämodialyse-Patienten konnten 7,5 % OBI in PBMC nachgewiesen werden (6), und 
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in einer weiteren Arbeit waren es sogar 54% (54). In einer Metaanalyse, die Dialyse-

Zentren zwischen 1992 und 2014 auf dokumentierte HBV-Infektionen untersuchte, waren 

es 2 Patienten (20%), die sich bei einem HBsAg negativen Spender infizierten (55). In 

einer italienischen Studie waren es dagegen 0% (56). Die unterschiedlichen Zahlen er-

geben sich durch die Auswahlkriterien der Studienteilnehmer, den Testverfahren und de-

ren Spezifität und Sensitivität, dem internen Umgang mit der Verwendung der Dialyseein-

heiten und der Auswahl des Endemiegebietes (57). Die Prävalenz von OBI ist jedoch bei 

Patienten, die immunsupprimiert sind - dies ist regelmäßig bei Transplantationen und 
häufigen Bluttransfusionen der Fall - erhöht (58).  
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4. Zielsetzung der Arbeit 

Die Datenlage über OBI ist bisher gering und sehr uneinheitlich. Es wurden zudem nur 

Studien mit relativ kleinen Patientengruppen durchgeführt, sodass in dieser Arbeit erst-

malig mehr als 800 Patienten untersucht wurden. Ziel dieser Studie ist die Bestimmung 

des Vorkommens OBI in PBMC und/oder im Serum bei Nierentransplantierten und Hä-

modialyse-Patienten, die unter den standardisierten Tests HBsAg negativ getestet wur-

den. Hierzu wird eine hoch sensitive PCR eingesetzt, die HBV DNA im Serum und PBMC 

nachweisen soll. Außerdem wird mittels Erhebung weiterer Daten aus der Krankenakte 

untersucht, inwiefern es klinische und laborchemische Hinweise auf eine Lebererkran-

kung gibt, da Transaminasenerhöhungen als wichtiger diagnostischer Marker bei OBI 

weitgehend fehlen. Als Patientenkollektiv wurden chronische Hämodialyse-Patienten und 

Nierentransplantierte ausgewählt, da Patienten im Endstadium einer chronischen Nie-

reninsuffizienz durch vermehrte Bluttransfusionen, extrakorporale Ersatzverfahren und 

Krankenhausaufenthalte zu den Risikogruppen gehören. Diese Patienten können sich 

schneller mit Hepatitis B infizieren und weisen durch das gestörte Immunsystem eine 

verminderte Immunantwort auf. Die standardisierten Tests weisen HBV Infektionen nach, 

indem sie virusspezifische Antikörper, zirkulierende virale Bestandteile oder HBV DNA 

nachweisen. Durch den Immundefekt haben sie somit möglicherweise eine geringere 

Sensitivität bei chronischen Hämodialyse-Patienten und Nierentransplantierten. Eine OBI 

wird definiert als die Abwesenheit von HBsAg im Serum bei gleichzeitigem HBV DNA-

Nachweis im Serum und/oder in der Leber. Es gibt Hinweise darauf, dass HBV auch in 

extrahepatischen Zellen wie PBMC nachgewiesen werden können, während die her-

kömmlichen serologischen Tests keinen Hinweis auf eine Infektion geben. Somit kann es 

in Dialysezentren zu Infektionen bei Benutzungen der Dialyseeinheiten kommen. Die Re-

aktivierung des Virus bei Nierentransplantierten, die eine Spenderniere erhalten, stellt ein 

weiteres Risiko dar. Die Untersuchung von HBV DNA in PBMC und Serum mittels PCR 

kann okkulte Infektionen aufdecken, die mit serologischen Methoden unerkannt bleiben. 

Somit können potenziell infektiöse Patienten besser diagnostiziert, Präventionen vor 

Übertragungen geschaffen und der Umgang mit der viralen Infektion bei chronischen Hä-

modialyse-Patienten und Nierentransplantierten verbessert werden. Das Ergebnis der 

Studie kann helfen, neue Screening-Untersuchungen für HBV zu entwickeln und die Ri-

sikofaktoren zu limitieren, sodass die Morbidität und die Mortalität signifikant erniedrigt 
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werden könnte. Der Nachweis einer OBI in den Hepatozyten setzt eine invasive Methode 

mit Risiken wie Blutungen voraus, sodass der Nachweis in PBMC ein wesentlich risiko-

ärmeres Verfahren darstellt. Zeitgleich mit dieser Studie wurde die Prävalenz von okkul-

ten Hepatitis C Infektionen in PBMC untersucht, das Ergebnis dieses Teils der Arbeit wird 

hier nicht weiter beschrieben. Teile dieser Studie wurden 2014 im Journal of Hepatology 

veröffentlicht (59). Die Daten dieser Dissertation wurden 2019 im Liver International pu-
bliziert (60).  
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5. Material und Methoden 

5.1. Studiendesign 

Es handelt sich um eine klinisch-(experimentelle)-prospektive Querschnittsstudie. 

5.2. Patienten 

Es wurden zwei Patientenkollektive untersucht: Patienten unter chronischer Hämodialyse 
und Nierentransplantierte, sowie zwei Kontrollgruppen. 

Im Zeitraum von August 2009 bis Mai 2010 wurde von 417 Patienten in 6 Berliner Dialy-

sezentren Blut entnommen und im Forschungslabor der Charité-Universitätsmedizin Ber-

lin, Campus Virchow-Klinikum, untersucht. 

Es wurden im Zeitraum von Mai 2010 bis März 2011 von 417 Patienten, die eine Nieren-

transplantation an der Charité-Universitätsmedizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum, er-

halten haben, Blut entnommen und ebenfalls im Forschungs-Labor der Charité-Universi-
tätsmedizin Berlin untersucht. 

5.3. Positiv-Kontrollen 

Als positiv Kontrolle wurden 20 Patienten aus der Klinik Hepatologie Charité im Zeitraum 

vom September 2010 bis Februar 2011, die serologisch HBsAg-positiv getestet waren, 

genommen. Sie waren nicht transplantiert und zeigten keine Anzeichen einer Leberzir-
rhose. 6 von 20 Patienten wurden antiviral therapiert. 

5.4. Negativ-Kontrollen 

Es wurden 40 gesunde Freiwillige als Negativ-Kontrollen in die Studie eingeschlossen. 

Sie waren Serum anti-HBc- und HBsAg-negativ. Es gab keinerlei Hinweis auf eine durch-

gemachte oder aktuelle HBV-Infektion; sie zeigten normale Leberfunktionen und nahmen 
keine Medikamente ein. 
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5.5. Studienablauf  

Das Studienprotokoll hielt sich an die Deklaration von Helsinki-Ethische Grundsätze für 

die medizinische Forschung am Menschen und wurde von der Ethikkommission der Cha-

rité geprüft. Zunächst erfolgte die regelgerechte Aufklärung der Patienten und das Aus-

füllen der standardisierten Fragebögen. Die folgenden Daten wurden von allen chroni-

schen Hämodialyse-Patienten und Nierentransplantierten erfragt bzw. der bestehenden 
aktuellen Krankenakte entnommen:  
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Datum der Registrierung:

Ursache der Erkrankung (Ursache der chronischen Niereninsuffizienz):                  

Name:

Unit:

Alter:

Rasse:

Geschlecht:

Beruf: 

Beginn der Dialyse:

Transplantation:

Zeitpunkt:

Ursache der Abstoßung:

Rasse:

Transplantation:

Zeitpunkt:

Bluttransfusionen:

Anzahl:

Vorerkrankungen

- Diabetes mellitus:

- Bluthochdruck:

- Herz-Kreislauf-Erkrankungen:

- Schlaganfall: 
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Abbildung V: Beispiel des Fragebogens 

Weitere Medikamente (v.a. Antihypertonika, Diuretika, Lipidsenker, Steroide 
oder andere Immunsuppressiva): 

Lebererkrankungen:

Antivirale Therapie:

Leberbiopsie:

Datum:

Diagnose: 

Alkohol (Gesamtdauer und Höhe des Konsums): 

Rauchen: 

Drogenmissbrauch i.v.: 

Blutdruck:

Gewicht:

Größe:

BMI:

Laborwerte zum Zeitpunkt der Erhebung: 

- Hämoglobin:
- Erythrozyten: 
- Leukozyten:
- Thrombozyten: 
- Blut-Harnstoff:
- Kreatinin: 
- Natrium:
- Kalium:
- Chloride:
- Calcium:
- Nüchternblutzucker: 
- HbA1c: 
- Bilirubin:  
- SGPT/ALAT:
- SGOT/ASAT:
- Alk. Phosphatase: 

- GGT:
- Albumin:
- PT, PTT:
- HBsAg, HBsAk:                               
- HBeAg, HBcAk:
- HBV-Viruslast (DNA) im Serum:
- HCV-Ak:
- HCV-Viruslast (RNA) im Serum: 
- HIV:
- Gesamt Cholesterin: 
- Triglyzeride: 
- HDL: 
- LDL:
- Eisen:  
- Ferritin:



 35 

5.6. Citrat- oder EDTA-Blut 

Zunächst wurde eine Versuchsreihe von 20 Proben aufgestellt, um zu klären, welches 

Antikoagulanz, Citrat oder EDTA, zur Blutentnahme verwendet werden sollte. Da in der 

Studie sowohl HCV-RNA als auch HBV DNA mittels PCR amplifiziert werden sollten, war 

es das Ziel, möglichst die Probengewinnung aus einem Antikoagulanz durchzuführen, 

welches für beide Testverfahren die geringste Beeinträchtigung der PBMCs nach sich 

zieht. Im Vergleich von Citratblut und EDTA-Blut ergab sich kein Unterschied der zu un-

tersuchenden Zellzahl. Sowohl Citrat als auch EDTA waren zur Probengewinnung und 

Weiterverarbeitung für die PCR-Analyse geeignet. Für diese Arbeit wurde Citratblut ver-
wendet. 

5.7. Probengewinnung 

Die Blutentnahme wurde bei den chronischen Hämodialyse-Patienten vor der Dialyse 

durchgeführt. Es wurden jeweils 20 ml Citratblut und 10 ml Serum von jedem Hämodia-

lyse-Patienten und Nierentransplantierten entnommen und am selben Tag ins Labor 

transportiert. Das Serum wurde zentrifugiert und in gleichgroßen Aliquots bei -20 °C ge-

lagert. Die PBMC-Isolierung erfolgte direkt am selben Tag. Zur Nachbestimmung der He-
patitis-Serologie und der Transaminasen wurde EDTA-Blut entnommen. 

5.8. Isolierung der peripheren mononukleären Blutzellen 

Die Isolierung der PBMCs wurde aus dem Citratblut mittels Dichtegradientenzentrifuga-

tion gewonnen. Hierzu benutzte man Ficoll-Paque als Separationsmedium und Leu-

cosep-Röhrchen (Greiner Bio One GmbH, Deutschland). Die Leucosep-Röhrchen, be-

stehend aus transparentem Polypropylen, besitzen eine poröse Polyethylen-Trenn-

scheibe. Diese ist durchsetzt mit Poren, wodurch sich Lymphozyten und PBMCs oberhalb 

der Trennscheibe separieren können und nach der Zentrifugation leicht abpipettieren las-

sen. Zunächst wurden 15 ml Ficoll-Paque in das Leucosep-Röhrchen pipettiert und an-

schließend zentrifugiert. Dann pipettierte man 15 ml DPBS (Dulbeccos’s phosphatgepuf-

ferte Salzlösung) und die 20 ml Citratblutprobe in das Röhrchen. Nach der erneuten Zent-

rifugation wurde der Überstand verworfen und der PBMC-Ring abpipettiert. Die PBMC 
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wurden mit 50 ml DPBS in einem Falcon-Röhrchen vermischt und erneut zentrifugiert. 

Nachdem der Überstand erneut verworfen wurde, resuspendierte man das Zellpellet mit 

10 ml DPBS, füllte es mit 50 ml DPBS auf und zentrifugierte die Suspension. Das gewon-

nene Zellpellet konnte, nachdem man den Überstand entnommen hatte, nun mit 5 ml 

DPBS resuspendiert und ein Aliquot zur Zellzählung entnommen werden. Hierzu wurde 

eine Neubauer Zellkammer benutzt. Es wurden Aliqouts mit 2,5 Millionen Zellen als Zell-

pellets hergestellt und bei -80 °C eingefroren. Während der gesamten Präparation wur-

den sterile Bedingungen unter einer sterilen Werkbank mit laminarem Flow eingehalten, 
um eine Kontamination mit HBV DNA zu verhindern. 

5.9. Diagnostik der HBV Infektion 

5.9.1. Serologische Diagnostik 

Die Diagnostik der HBV Infektion erfolgte serologisch durch Nachweis von anti-HBc, 

HBsAg und anti-HBs mit dem Abbott Architect Chemilumineszenz-Mikropartikelimmuno-

assay (CMIA) (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA) nach Herstellerangaben. Es 

wurden jeweils 500 Mikroliter Serum verwendet. Es handelte sich um einen Immunoas-

say zum Nachweis von HBsAg, anti-HBs und anti-HBc im Serum. Zum qualitativen Nach-

weis von HBsAg wurden die Proben mit anti-HBs beschichteten paramagnetischen Mik-

ropartikeln und anti-HBs-akridiniummarkiertem Konjugat zu einem Reaktionsgemisch 

vermischt. Das nachzuweisende HBsAg reagierte mit den anti-HBs-beschichteten Mikro-

partikeln und dem anti-HBs-akridiniummarkierten Konjugat. Es folgte nach dem Waschen 

die Zugabe von ergänzendem Waschpuffer. Nach einem weiteren Waschzyklus wurden 

dem Reaktionsgemisch Pre-Trigger- und Triggerlösung zugegeben. Die resultierende 

Chemilumineszenzreaktion wurde in relativen Lichteinheiten (RLE) gemessen. Die 

Menge an HBsAg in der Probe war zu den vom optischen System des ARCHITECT i 

Systems gemessenen RLE direkt proportional. Der Nachweis von HBsAg in der Probe 

erfolgt durch den Vergleich des aus der Reaktion entstehenden Chemilumineszenzsig-

nals mit dem Grenzwertsignal einer aktiven Kalibrierung. Ist das Chemilumineszenzsignal 

in der Probe größer oder gleich dem Grenzwertsignal, so gilt die Probe als reaktiv für 

HBsAg. Zum quantitativen Nachweis von anti-HBs im Serum wurde ein Zwei-Schritt-Che-

milumineszenz-Mikropartikelimmunoassay eingesetzt. Zunächst wurde die Probe mit mit 
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rekombinantem HBsAg (rHBsAg) beschichteten paramagnetischen Mikropartikeln ge-

mischt. Das nachzuweisende anti-HBs bindet an die mit rHBsAg beschichteten Mikropar-

tikel. Es folgte ein Waschschritt. Im zweiten Schritt wurde das akridiniummarkierte 

rHBsAg-Konjugat zugegeben. Nach einem weiteren Waschzyklus wurden dem Gemisch 

Pre-Trigger- und Triggerlösung zugegeben. Die resultierende Chemilumineszenzreaktion 

wurde in relativen Lichteinheiten (RLE) gemessen. Die Menge an anti-HBs in der Probe 

ist direkt proportional zu den vom optischen System des ARCHITECT i* Systems gemes-

senen relativen Lichteinheiten. Anhand einer Architect Anti-HBs Kalibrierungskurve 

konnte die anti-HBs-Konzentration der Probe bestimmt werden. Ein Wert größer oder 

gleich 10,0 mIE/ml galt als reaktiv für anti-HBs (61). 

Als weiterer Parameter wurde anti-HBc mittels Architect Immunoassay bestimmt. Es han-

delte sich dabei um einen qualitativen Nachweis im Zwei-Schritt-Immunoassay. Der erste 

Schritt umfasst die Mischung der Probe, dem Assay-Verdünnungsmittel, dem Probenver-

dünnungsmittel und die mit rHBcAg beschichteten paramagnetischen Mikropartikel. In 

der Probe vorhandenes anti-HBc band an die mit rHBcAg beschichteten Mikropartikel, 

und das Reaktionsgemisch wurde anschließend gewaschen. Im darauffolgenden Schritt 

wurden das anti-human-akridiniummarkierte Konjugat dazugegeben und ein weiterer 

Waschzyklus angeschlossen. Zum Schluss erfolgte die Zugabe von Pre-Trigger- und 

Triggerlösung, sodass die Chemilumineszenzreaktion ausgelöst wurde, die erneut in re-

lativen Lichteinheiten (RLE) gemessen wurde. Die Menge an anti-HBc in der Probe ist zu 

den vom optischen System des ARCHITECT i Systems gemessenen RLE direkt propor-

tional. Der Nachweis von anti-HBc in der Probe erfolgt durch den Vergleich des aus der 

Reaktion entstehenden Chemilumineszenzsignals mit dem Grenzwertsignal einer aktiven 

Kalibrierung des ARCHITECT Anti-HBc II Assays. Ist das Chemilumineszenzsignal in der 

Probe größer oder gleich dem Grenzwertsignal, gilt die Probe als reaktiv für anti-HBc.  

Proben ohne Ergebnisse wurden mittels Siemens Enzygnost Assay (Siemens Healthcare 

Diagnostics Products, Deutschland) nach Herstellerangaben erneut getestet (62). 

Bei Leberzell-Schädigungen steigen die Aktivitäten der Transaminasen Aspartat-Aminot-

ransferase (AST/GOT) und Alanin-Aminotransferase (ALT/GPT) an. Sie sind somit als 

Indikator der Leberzellschädigung relevant. Zur Bestimmung der Enzyme wurde eben-

falls der Abbott Architect immunoassay nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Normal-

werte für AST und ALT lagen bei Männern bei < 50 U/l und bei Frauen bei < 35 U/l. 
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5.9.2. Molekularbiologische Diagnostik 

Zur quantitativen Bestimmung der HBV-DNA diente der COBAS TaqMan HBV-Test (Ro-

che Diagnostics, Mannheim, Deutschland) (63). Dieser teilt sich in die Probenvorberei-

tung und PCR-Amplifikation auf und wurde laut Herstellerangaben durchgeführt. Die Pro-

benvorbereitung diente zur Gewinnung der HBV DNA. Durch Inkubation mit einer Pro-

tease und einem Lyse-/Bindepuffer bei hohen Temperaturen wurden das HB-Virus lysiert 

und die nachzuweisende Virus-DNA freigesetzt. Der Lysepuffer war zeitgleich auch der 

Schutz vor DNasen, die sich im Serum befanden. Nach Zugabe einer bekannten Anzahl 

von HBV-Quantifizierungsstandard-DNA-Molekülen wurde Isopropanol zugegeben. Das 

entstandene Lyse-Gemisch wurde durch eine Säule mit Glasfaser-Filtereinsatz zentrifu-

giert. HBV DNA und HBV-Quantifizierungsstandard-DNA banden an den Glasfaserfilter 

und wurden so von den anderen Substanzen getrennt. Anschließend wurde die gebun-

dene DNA mit Waschpuffer gewaschen und mit Elutionspuffer eluiert. Das so gewonnene 

Probenmaterial wurde dem Amplifikationsgemisch zugeführt. Durch Erhitzung des Ge-

mischs im Thermozykler des COBAS Taqman 48 Analyzers wurde die Ziel-DNA denatu-

riert, und die Primer konnten sich nach der Abkühlung an die spezifischen Zielsequenzen 

anlagern. Die thermostabile Thermus specie-DNA-Polymerase synthetisierte mittels 

Mn2+ und Desoxynukleotidtriphosphaten das Amplifikat. In jedem Zyklus wurde die Ver-

dopplung der DNA erreicht, wobei nicht das gesamte HBV-Genom amplifiziert wurde und 

die Anzahl der Zyklen vorher festgelegt werden konnte. Die Real-Time-PCR detektierte 

die Emissionsintensität der fluoreszierenden Reporterfarbstoffe, die an Fluoreszenzson-

den gebunden waren. Die HBV- und die HBV-Quantifizierungsstandard-Sonde wurden 

unterschiedlich markiert und somit auch bei unterschiedlichen Wellenlängen gemessen. 

Die Nachweisgrenze beim COBAS Taqman lag bei 6 IU/ml. Bei den Positivkontrollen, die 

HBsAg positiv waren, wurde der HBV DNA-Nachweis mit dem Roche Molecular Systems 

Amplicor HBV Monitor Assay (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchge-
führt. Die Sensitivität lag bei diesem Test bei 100 IU/ml. 

5.10. Statistische Auswertung 

Um bei der statistischen Auswertung der Prävalenz einer okkulten Hepatitis B Infektion 

eine hohe Genauigkeit von 95 % zu erhalten, wurde die Patientenzahl in jedem Patien-

tenkollektiv auf 400 Patienten festgelegt. Die Ergebnisse der kontinuierlich gemessenen 
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Daten werden als Mittelwerte dargestellt (Standardabweichung), und kategoriale Vari-

ablen werden als Anteil ausgedrückt, sofern nicht anders angegeben. 

Die Patientendaten aus den Fragebögen und die Testergebnisse wurden in einer pros-
pektiven Datenbank/Tabelle (Excel Windows) zusammengetragen. 
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6. Ergebnisse 

6.1. Dialysepatienten 

6.1.1. Demografisch und klinisch 

Von 417 Patienten konnte bei 14 Patienten der serologische Marker anti-HBc nicht be-

stimmt werden. Außerdem war die Bestimmung von HBV DNA bei 22 Patienten in 

PBMCs und bei 5 Patienten im Serum nicht möglich. Somit konnten 376 Patienten in die 

Studie eingeschlossen werden, wovon 174 weibliche und 202 männliche Patienten wa-

ren. Das Durchschnittsalter lag bei 66 Jahren, wobei der jüngste Patient 24 Jahre und 

der älteste 96 Jahre alt war. Die Patienten gehörten vorwiegend der kaukasischen Rasse 

an (98 %). 45,2 % der Patienten hatten Diabetes mellitus und 88,8 % einen arteriellen 

Hypertonus. Nahezu alle Patienten hatten eine dokumentierte Herz-Kreislauf-Erkran-

kung. 24,2 % der Patienten waren Raucher oder hatten einen Nikotinabusus in der Anam-

nese. Eine Alkoholerkrankung lag nur bei 4,8 % der Patienten vor. Die Dauer der Dialy-

setherapie war durchschnittlich 4,9 Jahre lang. 51 (13,6 %) Patienten erhielten während 

ihrer Krankengeschichte Bluttransfusionen. Eine Transaminasenerhöhung konnte bei 

15,3 % der Patienten nachgewiesen werden, wobei es sehr unterschiedliche Ausprägun-
gen gab. Keiner der Patienten wurde mit antiviralen Medikamenten therapiert. 

 

Abbildung VI: Demografische und klinische Parameter der untersuchten Dialysepatien-

ten (N=376) 
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6.1.2. Prävalenz OBI bei Dialysepatienten 

HBsAg war bei 2 von 376 Patienten (0,5 %) positiv; bei beiden Patienten konnte HBV 

DNA im Serum nachgewiesen werden. Die Prävalenz von OBI lag bei 0 %, da bei den 

HBsAg negativen Patienten weder im Serum noch in PBMCs HBV DNA nachgewiesen 

werden konnte. Der Impferfolg lag bei 47 % (151/320); es konnte anti-HBs, jedoch nicht 

anti-HBc nachgewiesen werden. Bei 17 % (9/54) der Patienten konnte nur anti-HBc ohne 

Nachweis von anti-HBs und HBsAg nachgewiesen werden. Die folgende Grafik fasst die 
Untersuchungsergebnisse der 417 Dialysepatienten zusammen: 
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Abbildung VII: Prävalenz okkulter Hepatitis B Infektionen bei Dialysepatienten 
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6.2. Nierentransplantierte 

6.2.1. Demografisch und klinisch 

Von den 417 Patienten waren 60 % männliche und 40 % weibliche Patienten in die Studie 

eingeschlossen. Das Durchschnittsalter lag bei diesem Patientenkollektiv bei 53 Jahren, 

wobei der jüngste Patient 18 Jahre und der älteste Patient 79 Jahre alt war. 99 % der 

Patienten gehören der kaukasischen Rasse an. Auch in diesem Patientenkollektiv war 

bei fast jedem Patienten eine Herz-Kreislauferkrankungen in der Krankenakte dokumen-

tiert. 97,8 % hatten arteriellen Bluthochdruck und 29,5 % Diabetes mellitus. Der Anteil der 

Raucher oder einer positiven Nikotinabusus-Anamnese lag bei 89,7 %. An einer Alkoho-

lerkrankung litten 1,2 %. Durchschnittlich waren 6,6 Jahre seit der letzten Nierentrans-

plantation vergangen. Die Transaminasen waren bei 12,5 % der Patienten erhöht. 14 

Patienten erhielten eine antivirale Therapie mit Lamivudine oder Tenofovir, da sie HBsAg 
positiv getestet wurden. 

 

Abbildung VIII: Demografische und klinische Parameter der untersuchten nierentrans-

plantierten Patienten (N=417) 
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6.2.2. Prävalenz OBI bei Nierentransplantierten 

14 (3,4 %) der 417 Nierentransplantierten waren HBsAg positiv getestet worden, und bei 

28,6 % (4/14) wurde eine Viruslast im Serum nachgewiesen. In den PBMCs konnte keine 

Viruslast nachgewiesen werden. Bei einem dieser Patienten war die Viruslast so groß 

(die Nachweisgrenze von 1910 IU/ml wurde überschritten), dass man von einer Lamivu-

dine-Resistenz ausgehen konnte und die Medikation auf Tenofovir umgestellt wurde. Die 

Viruslast der drei anderen Patienten lag unter 200 IU/ml, sodass von einer erfolgreichen 

antiviralen Therapie auszugehen war. Der Marker anti-HBc war bei 68/417 (16,3 %) der 

Nierentransplantierten nachweisbar, wobei davon 54 Patienten HBsAg negativ waren 

und weder im Serum noch in den PBMCs Virus-DNA nachweisbar war. 7,4 % der 54 

HBsAg negativ und anti-HBc positiv getesteten Patienten waren auch anti-HBs negativ. 

Insgesamt waren somit 4 Patienten anti-HBc negativ getestet. Bei 210/349 Patienten, die 

anti-HBc negativ getestet waren, waren anti-HBs positiv und lassen somit Rückschlüsse 

auf einen stattgefundenen Impferfolg ziehen. Eine OBI konnte bei einem Patienten nach-

gewiesen werden, indem Virus-DNA im Serum, jedoch nicht in PBMCs nachweisbar und 

lediglich anti-HBs positiv war. Die Prävalenz lag somit bei diesem Patientenkollektiv bei 

0,24 % (1/417). Der Impferfolg lag bei 60,2 % (210/349); es konnte anti-HBs, jedoch nicht 

anti-HBc nachgewiesen werden. Bei 7,4 % (4/54) der Patienten konnte nur anti-HBc 

nachgewiesen werden. Die folgende Grafik fasst die Untersuchungsergebnisse der 417 
Nierentransplantierten zusammen: 
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Abbildung IX: Prävalenz von okkulten Hepatitis B Infektionen bei Nierentransplantations-

patienten 
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Es konnte in diesem Patientenkollektiv, laut der Definition, nur eine einzige OBI nachge-

wiesen werden. Es handelte sich um eine 73-jährige, weibliche Patientin, deren Nieren-

transplantation 2008 erfolgte. Die Hepatitis-Serologie für HCV, HDV und HBV war nega-

tiv. Die HBV-Serologie im Speziellen war folgende: anti-HBc negativ, HBsAg negativ, 

HBeAg negativ, anti-HBe negativ und anti-HBs positiv mit einem Titer von 126 IU/ml. Im 

März 2009 mussten aufgrund einer Polyomavirus-Infektion – eine nicht seltene Kompli-

kation nach Nierentransplantationen– die immunsuppressive Therapie reduziert und ein 

Wechsel von Tacrolimus zu Cyclosporin A durchgeführt werden. Die Blutentnahme und 

die Untersuchung fanden im Februar 2011 statt. Dabei wurde im Serum, jedoch nicht in 

den PBMC HBV-DNA mit 20 IU/ml und 29 IU/ml nachgewiesen. Im November 2011 

musste aufgrund einer beginnenden Abstoßungsreaktion mit Steroiden und einem erneu-

ten Wechsel zu Tacrolimus behandelt werden. Der anti-HBs Titer wurde jährlich kontrol-

liert. 2012 fiel der Titer dann unter < 100 IU/ml und war im Juni 2016 sogar negativ. Im 

Dezember 2016 wurden dann in einer Routine-Untersuchung HBsAg, HBeAg und anti-

HBc positiv getestet. Die weiteren serologischen Marker waren negativ. Es erfolgte die 

quantitative HBV-DNA-Bestimmung mit > 70 Millionen IE/ml, woraufhin eine antivirale 

Therapie mit Tenofovir eingeleitet wurde. Die Patientin erhielt zum Zeitpunkt der Trans-

plantation eine Bluttransfusion. Abgesehen davon wurden nach der Nierentransplantation 

keine weiteren Ereignisse für eine mögliche Übertragung (parenteral, sexuell, horizontal) 
dokumentiert. 
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Abbildung X: Langzeit-Follow-up des OBI Patienten (mit anti-HBs Titer, ALT Nachweis 

und HBV Viruslast) (60) 

6.3. Positiv-Kontrollen 

Es wurden 20 Positiv-Kontrollen in die Studie eingeschlossen, die HBsAg positiv waren. 

Bei 6 Positiv-Kontrollen wurde eine antivirale Therapie durchgeführt, und es konnte im 

Serum und in PBMCs keine Virus-DNA nachgewiesen werden. In den weiteren 14 Posi-

tiv-Kontrollen konnte bei 3 Virus-DNA im Serum und in den PBMCs und bei 11 nur im 

Serum nachgewiesen werden. Es gab somit keinen alleinigen Nachweis von HBV-DNA 
in den PBMCs. 

6.4. Negativ-Kontrollen 

Bei 6 der 40 Teilnehmer konnte anti-HBc nicht bestimmt werden; deshalb wurden nur 34 
Kontrollen in die Studie eingeschlossen. Sie waren alle HBsAg negativ.  



 48 

7. Diskussion 

7.1. Relevanz der Studie 

Hepatitis B Infektionen gehören weltweit zu den Erkrankungen mit schwerwiegenden ge-

sundheitlichen Folgen. Während die Hepatitis B Infektion nach einer Latenzzeit von we-

nigen Wochen mit herkömmlichen Tests diagnostiziert werden kann, bleibt eine okkulte 

Infektion manchmal sogar Jahrzehnte unerkannt und kann so keiner geeigneten Therapie 

zugeführt werden; dies stellt natürlich eine potenzielle Ansteckungsgefahr dar. In dieser 

Studie sollte die Prävalenz der OBI in einem großen Patientenkollektiv bestimmt werden, 

da die Datenlage zur Prävalenz sehr uneinheitlich ist. Sie reicht in anderen Studien mit 

Dialysepatienten von 0 % bis 58 % (56). Bisher gibt es keine weitere vergleichbar große 

Studie, die bei Dialysepatienten und Nierentransplantierten die Prävalenz von OBI im 

Serum und PBMC untersucht hat. Da die Hepatitis B Infektion eine der Hauptursachen 

für schwere Erkrankungen wie Leberzirrhose und hepatozelluläre Karzinome (HCC) ist 

(64) (65),  ist es von großer Wichtigkeit, auch okkulte Infektionen zu identifizieren und mit 

einer geeigneten Therapie zu behandeln. Vor allem OBI scheinen die Grundlage zur Ent-

wicklung eines HCCs zu sein (66). Die latente Infektion bewirkt eine zwar milde, aber 

über die Jahre andauernde Leberentzündung, die der Zirrhose und im weiteren Verlauf 

dem HCC vorausgeht (67). OBI können der Grund für ungeklärte Hepatitiden und ein 

Problem bei Bluttransfusionen und Organtransplantationen sein (68). Eine immunsupp-

ressive Therapie nach Nierentransplantation kann zur Reaktivierung der Infektion führen 

und so die Überlebenswahrscheinlichkeit signifikant beeinflussen (69). 

7.2. Entwicklung der OBI 

Es gibt verschiedene Erklärungsansätze zur Entwicklung der OBI. Ein möglicher Grund 

ist, dass Zytokine wie TNF-a und INF-g die HBV Genexpression und Replikation hemmen 

(70)	und somit soweit unterdrückt werden, dass sie unterhalb der Nachweisgrenze liegen 

und nur bei einer immunsupprimierenden Situation wieder nachweisbar sind. Ein weiterer 

Ansatz ist, dass Mutationen im S Gen des HBsAg nicht von den herkömmlichen Tests 

erfasst werden. Diese Varianten befinden sich in der MHR (major hydrophilic region) des 

HBsAg (71). Sie können auch nach der Serokonversion im Träger verbleiben, und so 
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eine Infektionsquelle darstellen (72). Außerdem spielen Koinfektionen mit HCV eine 

Rolle, da das HCV core Protein die HBV Replikation unterdrücken kann (67). Im Maus-

modell von Mc Clary et al wurde sogar nachgewiesen, dass eine Infektion mit Schisto-

soma mansoni diese Inhibition auslösen kann (73). 

7.3. Beurteilung der angewandten Diagnostik/ Methodik 

Zur Bestimmung der HBV Infektionen wurde in dieser Studie die PCR angewandt, um 

HBV DNA in Serum und PBMCs nachzuweisen. Zunächst wird in der Routinediagnostik 

eine HBV Infektion mit dem serologischen Marker HBsAg nachgewiesen, der bei einer 

Persistenz von mindestens 6 Monaten sogar ein Zeichen der Chronifizierung der Erkran-

kung ist. Gleichzeitig lässt sich eine hohe Viruslast nachweisen, und Transaminasewerte 

geben Aufschluss über den Schweregrad der Hepatitis. In der Vergangenheit wurde da-

von ausgegangen, dass das Verschwinden von HBsAg, der Nachweis von Antikörpern 

gegen HBsAg und Normalwerte der Transaminasen eine durchgestandene Infektion do-

kumentieren (74).  Es zeigte sich jedoch erstmalig in den 1980iger-Jahren und in weiteren 

Studien, dass auch bei Abwesenheit serologischer Marker HBsAg noch eine geringe Vi-

ruslast zu finden ist. Auch scheint das Erreichen der Transaminasennormalwerte kein 

Hinweis auf Heilung zu sein, da bei dialysepflichtigen Patienten die Transaminasen un-

terdrückt sind (38). Die alleinige Bestimmung des Markers HBsAg reicht nicht aus, um 

OBI aufzudecken. In weiteren Studien wurde das Vorkommen der OBI in verschiedenen 

Patientenkollektiven, Endemiegebieten, unterschiedlichen Labormethoden und Proben 

untersucht. Hierbei hat sich zur Diagnostik der OBI die RT-PCR und nested PCR durch-

gesetzt, um quantitativ HBV DNA nachzuweisen. Keine der beiden Methoden scheint 

einen Vorteil gegenüber der anderen zu haben (75) ; die Sensitivität ist jedoch entschei-

dend. Um ein möglichst genaues Ergebnis zu erhalten, wurde in dieser Studie eine hoch 

sensitive PCR mit einer Sensitivität von 6 IU/ml eingesetzt. In anderen Studien mit einer 

Prävalenz von 0,0 % lag die Sensitivität nur bei 100 IU/ml (76), sodass es fraglich ist, ob 

die Sensitivität ausreichend hoch lag, um versteckte Infektionen nachzuweisen. Auch in 

der Routinediagnostik liegt die Sensitivität bei 100 IU/ml. Dies könnte zu falsch negativen 

Ergebnissen führen, da gerade bei OBI die Replikationsrate verringert ist (77) (78). Zu-

dem kann man davon ausgehen, dass Studien, die keine PCR zum Nachweis der Virus-

DNA angewendet haben, auch niedrigere Prävalenzen von OBI vorweisen (79). 



 50 

7.4. Beurteilung des Untersuchungsmaterials  

Es ist davon auszugehen, dass sich das Virusgenom nicht nur in den Hepatozyten, son-

dern auch in anderen Blutzellen wie den PBMC befindet. HBV DNA wurde bereits in 

PBMC nachgewiesen (80) (81) (82) (83). Die HBV DNA-Anzahl deckte sich mit der Vi-

ruslast im Serum. Es wurde sogar HBV DNA in PBMC nachgewiesen, obwohl im Serum 

jegliche serologischen Marker auf eine Infektion fehlten. In einer Studie von Oesterreicher 

et al. zeigte sich eine Prävalenz von 7,5 % in PBMC (6). In weiteren Studien ergab sich 

in PBMC sogar eine Prävalenz von 54 % (54). Allgemein gibt es jedoch bisher nur wenige 

Untersuchungen zu HBV DNA in PBMC. In der vorliegenden Studie ließ sich eine OBI 

bei einem Nierentransplantierten im Serum nachweisen. Es zeigte sich jedoch keine OBI 

in PBMC, sodass die Untersuchung von PBMC hier keinen Vorteil zu haben scheint. Die-

ses ergab auch eine Studie von Cabrerizo et al (80), in der die Prävalenz von OBI im 

Serum und PBMCs gleich groß war. Serum als Untersuchungsmaterial hat sich in den 

meisten Studien für OBI durchgesetzt, und dies kann durch unsere Studie bestätigt wer-

den. Die erfolgreichste Methode, eine OBI nachzuweisen, ist jedoch nach wie vor die 

Leberbiopsie (84). Der Nachweis bei HBsAg-negativen Patienten gelingt hier sogar noch 

viele Jahren nach dem Verschwinden von HBsAg im Serum (85). Durch ihren invasiven 

Eingriff, die Nebenwirkungen und Kontraindikationen kann sie jedoch nicht bei allen Pa-
tienten, wie auch nicht bei Dialysepatienten, angewendet werden.  

7.5. Beurteilung der Prävalenz von 0,24 % 

In der vorliegenden Studie lag die Prävalenz von OBI bei Dialysepatienten bei 0% und 

bei Nierentransplantierten bei nur < 1 %. Es konnte keine OBI bei 376 Dialysepatienten 

und eine bei 417 Nierentransplantierten aufgedeckt werden, was eine Prävalenz von 

0,24 % (1/417) ergab. Dieser Nachweis von OBI bei Nierentransplantierten Patienten-

zeigt, dass trotz einer anti-HBc negativen Serologie die Möglichkeit einer OBI besteht und 

somit diese Risikogruppe zusätzlich auf HBV DNA getestet werden muss (60). Aufgrund 

der Transplantation und des supprimierten Immunsystem kann hier nicht immer von einer 

sicheren serologischen Diagnostik ausgegangen werden. Nur so kann eine rechtzeitige 

antivirale Therapie initiiert werden, um gravierende Spätfolgen zu vermeiden. Die HBV-

Serologie zum Zeitpunkt der Transplantation der OBI-Patientin war – bis auf anti-HBs – 
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negativ. Der Anti-HBs-Titer als Zeichen der Immunisierung reduzierte sich im Laufe der 

Jahre, und es erfolgte keine Impf-Boosterung, um den Schutz aufrechtzuerhalten. Somit 

stellt sich die Frage, ob es sich in diesem Fall um die Reaktivierung einer OBI oder um 

eine Neuinfektion mit dem Virus handelte. Der niedrige HBV DNA-Nachweis 2011 lässt 

auf eine Reaktivierung einer OBI schließen, da es bis auf die einmalige Bluttransfusion 

2008 keine weiteren Risikofaktoren, wie sexuelle oder parenterale Übertragungen, für 

eine Transmission gab (60). 

7.6. Beurteilung des Parameters anti-HBc 

Als weiteres Kriterium für eine okkulte Infektion gilt anti-HBc, auch anti-HBc „only“ oder 

„alone“ genannt, wenn alle anderen Marker negativ sind (86). Anti-HBc only konnte oft-

mals als einziger Hinweis auf eine okkulte HBV-Infektion ausgemacht werden. So waren 

es in einer Studie von Weber et al. 14,4 % Patienten, die anti-HBc positiv waren und bei 

denen HBV DNA nachgewiesen werden konnte (87). In unserer Studie waren es 2,4 % 

der Dialysepatienten und 0,96 % der Nierentransplantierten, die nur anti-HBc positiv wa-

ren. Jedoch konnte in keinem dieser Patienten eine OBI bestimmt werden, weshalb die 

Bestimmung von anti-HBc als Nachweis einer okkulten Infektion in dieser Studie nicht 

bestätigt werden konnte. 

7.7. Auswahl des Endemiegebietes 

OBI scheinen eine niedrige Prävalenz bei dem untersuchten Patientenkollektiv zu haben. 

Dies kann daran liegen, dass vornehmlich Patienten kaukasischer Herkunft untersucht 

wurden. So war auch in einer Studie in Italien bei 213 HBsAg negativen Hämodialyse-

Patienten die Prävalenz 0 % (56) und in einer Studie in Griechenland lag sie bei 0,9 % 

(77). Dem widerspricht jedoch eine Studie aus Nordamerika, die eine Prävalenz von 

3,8 % beschreibt, wovon 78 % Patienten kaukasischer Herkunft waren (78). Es kann 

jedoch die Prävalenz von Hepatitis B Infektionen in der allgemeinen Bevölkerung aus-

schlaggebend sein. In Endemiegebieten mit einer niedrigen Prävalenz wie Japan, Eng-

land und Brasilien ist auch mit einer niedrigeren Prävalenz von OBI zu rechnen. Dieses 

bestätigt eine Studie aus Brasilien mit einer Prävalenz von 2,3 % (88). Ist die Zahl der 
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HbsAg-positiven Träger in der Bevölkerung gering, so korreliert dies auch mit dem Nach-

weis von HBV-DNA in HBsAg negativen Individuen (89). Somit ist es nicht sinnvoll, in 

Ländern mit einer niedrigen Hepatitis B-Prävalenz, HBV DNA-Screenings einzuführen, 

die wesentlich teurer als das Routinescreening für HBsAg sind. In Endemiegebieten wie 

Afrika, Osteuropa oder im Amazonasgebiet, die eine hohe Hepatitis B-Prävalenz haben, 

kann ein aufwendigeres Screening-Verfahren für OBI jedoch durchaus sinnvoll sein und 

die Mortalität und Morbidität signifikant erniedrigen.  

Diesem widerspricht jedoch, dass in Ländern wie Österreich und der Schweiz Daten von 

40–58 % vorliegen (6) (90) und in einem Land wie Südkorea mit einem hohen Anteil an 

HBsAg positiven Trägern eine niedrige Prävalenz von 2,3 % (75) bei Nierentransplantier-

ten nachgewiesen wurde. Hier müssten nochmals größere Studien durchgeführt werden, 

um die Zahlen zu betätigen. 

7.8. Auswahl des Patientenkollektivs  

Weiterhin kann die Wahl des Patientenkollektivs sein relevant für die Prävalenz von OBI 

sein. So ist es bisher nicht in allen Studien bewiesen, dass Dialysepatienten wirklich ein 

höheres Risiko für eine HBV Infektion haben. Geht man davon aus, dass keine Bluttrans-

fusionen stattgefunden haben und nur die Hämodialyse als Risikofaktor dient, so gibt es 

keine einheitlichen Daten, die ein erhöhtes Risiko belegen (91). Bei Nierentransplantier-

ten dagegen erhöht sich das Risiko einer Primärinfektion, wenn der Spender zwar HBsAg 

negativ jedoch HBcAk positiv getestet wurde. Die Gefahr der Reaktivierung unter immun-

suppressiver Therapie ist groß (92). Zusätzlich gehen immer mehr Transplantation-Zen-

tren aufgrund der langen Wartelisten dazu über, vermehrt Spender zu akzeptieren, die 

an einer Hepatitis B oder C erkrankt sind oder waren (93). Auch die Auswahl des Trans-

plantats kann eine Auswirkung auf das Transmissionsrisiko haben, denn es scheint bei 

einer Nierentransplantation wesentlich seltener zu einer postoperativen Reaktivierung 

von HBV zu kommen als bei Lebertransplantationen, wenn der Spender anti-HBs positiv 

war (94).  

Man geht davon aus, dass die Prävalenz in bestimmten Patientengruppen wie Hämodia-

lyse-Patienten, Organtransplantierte, Drogenkonsumenten sowie HIV- und HCV-Infi-

zierte höher als in der allgemeinen Bevölkerung ist (95) (96). So kann ein Hinweis für 
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eine OBI ein positives anti-HCV-Ergebnis sein (88). Dies kann jedoch nicht von dieser 

und auch anderen Studien bestätigt werden (97) (98).  

7.9. Auswahl des Antikoagulanz 

Des Weiteren kann das verwendete Antikoagulanz einen nicht unerheblichen Effekt auf 

den Nachweis der HBV DNA mittels PCR haben, da sich gezeigt hat, dass Heparin als 

Störfaktor den Nachweis hemmt und EDTA oder Citrat geeignetere Antikoagulanzien sind 

(74). Dieser Störeffekt zeigte sich jedoch in anderen Studien nicht (54). Obwohl bei Pati-

enten, die an einer CMV-Infektion erkrankt sind, der Nachweis in PBMCs in EDTA-Blut 

besser als in Citrat-Blut gelang (99), bestätigte sich dieses in einer vergleichbar großen 

Versuchsreihe in unserer Studie nicht. Es war kein Unterschied zwischen Citrat- und 
EDTA-Blut nachweisbar.  

7.10. Relevanz genetischer und epigenetischer Faktoren 

Genetische Faktoren scheinen keine große Relevanz bei OBI zu haben, da man sowohl 

bei HbsAg-positiven als auch bei HbsAg-negativen HBV DNA-Trägern eine hohe geneti-

sche Varianz nachgewiesen hat (100). Trotzdem scheint das Immunsystem des Individu-

ums eine tragende Rolle bei der Unterdrückung bzw. Eradikation von HBsAg zu spielen. 

Und auch epigenetische Faktoren beeinflussen die Entwicklung einer OBI, indem sie in 

die Funktion der cccDNA und in die HBV-Replikation eingreifen (101). Dabei werden ver-

schiedene Histone der cccDNA deacethyliert und methyliert sowie die HBV-DNA methy-

liert. Zumindest konnte diese epigenetisch modifizierte cccDNA bei inaktiven HBV-Trä-

gern, anti-HBe positiven Trägern während einer niedrigen Replikationsphase und Patien-

ten mit OBI nachgewiesen werden (101). In einer Studie, die ausschließlich eine separate 

Inuit-Gemeinschaft umfasste, ergab sich eine Prävalenz von OBI von 8 % bei gleichzei-

tiger Abwesenheit serologischer Marker. Es gab keinerlei Verbindung zu Alter, Ge-

schlecht oder Leberenzymen. Jedoch zeigten fast alle Träger eine S-Variante im HBsAg 

Genom (78). 
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7.11. Vorteile und Limitationen der Studie 

Die Vorteile dieser Studie sind die große Patientenanzahl unter Einschluss definierter 

Kriterien und der Vergleich sowohl mit Positiv als auch Negativ Kontrollen. Außerdem 

wurde ein hochsensitiver PCR-Test angewandt, der Kontaminationen mit DNA oder RNA 

nahezu ausschließt und eine hohe Sensitivität von 6 IU/ml besitzt. In der Studie wurden 

zahlreiche klinische Faktoren der Patienten dokumentiert und der nachgewiesene OBI 

Fall im Langzeitverlauf mehrmals erneut auf HBV DNA und weitere Laborparameter ge-

testet. Als Probenmaterial wurden Serum und PBMCs ausgewählt, um das Risiko einer 

Leberbiopsie zu minimieren und zeitgleich die Manifestation einer extrahepatischen In-

fektion nachzuweisen. Die fehlende Testung auf HBV DNA in einer Leberbiopsie ist je-

doch zeitgleich ein Nachteil dieser Studie, da der Nachweis von HBV DNA in Hepatozyten 

die sicherste Methode ist, eine OBI nachzuweisen. Außerdem wurde als Studiendesign 

die Querschnittsstudie gewählt, die es ermöglicht, diese große Patientenanzahl zu rekru-

tieren. Der Nachteil hiervon ist, dass durch die fehlenden Untersuchungen im Langzeit-

verlauf Patienten nicht erfasst werden, die fluktuierende HBV DNA-Werte aufweisen. Al-

lerdings wären wiederholte Messung auch in der Routinediagnostik nicht praktikabel, da 

es einem hohen zeitlichen und logistischen Aufwand bedarf, der sich so im klinischen 

Bereich nicht leicht realisieren lässt (60).    

7.12. Schlussfolgerungen 

In der vorliegenden Arbeit wurde keine OBI bei Dialysepatienten nachgewiesen, so dass 

in Gebieten niedriger Hepatitis B Prävalenzen keine zusätzliche Labordiagnostik durch 

aufwendige und teure Tests notwendig sind. Der Nachweis einer OBI bei Nierentrans-

plantierten Patienten zeigt jedoch, dass in dieser Patientengruppe auch bei anti-HBc-

negativer Serologie eine Testung auf HBV DNA erfolgen sollte. Die separate Untersu-

chung von PBMC auf HBV DNA hat keinen Vorteil ergeben, da sich eine OBI nur im 

Serum nachweisen ließ. Die Ergebnisse dieser Studie können jedoch nicht generalisiert 

auf alle Bevölkerungsgruppen angewandt werden, da in dieser Studie Patienten aus ei-

nem Endemiegebiet mit niedriger Prävalenz der Hepatitis B Infektionen rekrutiert wurden. 

In einem Land mit einem hohen Vorkommen sind durchaus andere Studienergebnisse 

möglich.  
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