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Abktrzungsverzeichnis

AIDS acquired immune deficiency syndrome
AMG Arzneimittelgesetz

BAK Bundesarztekammer

CDC Center for Disease Control and Prevention
CJD Creutzfeldt Jakob disease

CTS Common Technical Specifications
DNA deoxyribonucleic acid

EIA Enzymimmunassay

GMP Good Manufacturing Practice

HAV Hepatitis A-Virus

HBc Hepatitis B-core (Antigen)

HBsAg Hepatitis B-surface-Antigen

HBV Hepatitis B-Virus

HCV Hepatitis C-Virus

HIV Humanes Immundefizienz Virus

PCR polymerase chain reaction

PEI Paul-Ehrlich-Institut

RIA Radioimmunassay

RIBA Recombinant Immunoblot Assay

RKI Robert Koch-Institut

RNA ribonucleic acid



1. Einleitung

Der Bedarf an Gewebetransplantationen in Deutschland und weltweit nimmt kontinuierlich
zu. Gewebespender koénnen Lebend- aber auch Leichenspender sein. Nach neuestem
Kenntnisstand und Gesetzesvorgaben [28] ist es zuldssig, die vorgeschriebene infektionsse-
rologische Testung auch aus postmortalem (p.m.) Blut durchzufiihren, wenn dieses innerhalb
von 24 h nach Todeseintritt entnommen worden ist. Die verfigbaren infektionsserologischen
Testmethoden bzw. Test-Assays sind jedoch fur pramortales, nicht aber fir postmortales
Blut validiert und lizensiert, so dass eine Testung mit diesen Methoden bei p.m. Blut ohne
vorherige Durchfiihrung einer Validierung nicht mdglich ist. In den folgenden Arbeiten haben
wir umfangreiche Untersuchungen zur Validitdt unserer Testung auf Anti-HIV, Anti-HCV,
Anti-HBc, HBsAg und Anti-Treponema pallidum mit postmortalen Blutproben durchgefihrt

und die Ergebnisse mit der Testung aus pramortalem Blut verglichen.

1.1. Historie

Ob beim Regenwurm oder Seestern - es gibt Ausnahmen dafir, dass sich GliedmaRen oder
Gewebe neu bilden kénnen. Diese aulRergewothnliche Regenerationsfahigkeit besitzen Or-
gane oder Gewebe im Regelfall jedoch nicht. Ihr regeneratives Potenzial ist gering und be-
schrankt sich auf gewisse Reparaturprozesse. Obwonhl sich Experten seit mehr als 20 Jahren
damit beschéftigen, Gewebe im Labor zu ziichten, gelingt ein Remodeling ex vivo bis heute
nicht. Bisher entstanden mittels des Tissue Engineerings einfach aufgebaute, zumeist auto-
loge Knorpelgewebe oder Hautzellverbande, die transplantiert werden kbnnen. Bei dem Ver-
such, komplexe Gewebestrukturen oder gar komplette Organe mittels Tissue Engineering zu
entwickeln, handelt es sich jedoch (noch) um eine Zukunftsvision.

Die Transplantation von Organen und Gewebe bleibt daher ein unverzichtbarer integraler
Bestandteil der modernen Medizin. Die Alternative, aus einem ,Ersatzteillager” fehlende Kér-
perteile oder Organe zu ersetzen, geht auf die Antike zurlick. Sagen, Mythen und Legenden,
die bis in das Jahr 500 v. Chr. zurlickverfolgt werden kdnnen, berichten von Organ- und Ge-
webelbertragungen. Die erste bildliche Darstellung einer solchen Operation stellt die beiden
Schutzheiligen der Medizin, Cosmas und Damian dar, die im 3. Jahrhundert nach Christus
einem weilRen Missionar, der sein Bein verloren hatte, erfolgreich das Bein eines Schwarzen
verpflanzt haben sollen. Im 17. Jahrhundert gab es Versuche, zerstérte menschliche Haut
durch Xenotransplantate zu ersetzen. Aus dem 18. und dem spéaten 19. Jahrhundert gibt es
Berichte Uber Transplantationen endokrinen Gewebes wie zum Beispiel der Ersatz von
Schilddrisengewebe durch den Berner Chirurgen Theodor Kocher im Jahr 1883. Die erste

technisch gelungene Organtransplantation (Niere) gelang H. Ullmann in Wien 1902 bei ei-



nem Hund. Im Jahr 1906 konnte der Gsterreichische Augenarzt Zirm die erste erfolgreiche
Hornhauttransplantation durchfiihren [58]. Die Ergebnisse der in den folgenden Jahrzehnten
zunehmenden humanen Organtransplantationen (Erstbeschreibung Niere 1950, Knochen-
mark 1958, Leber 1963, Herz 1967) waren jedoch durch die Abstof3ungsreaktionen erntich-
ternd. Erst Fortschritte auf dem Gebiet der Immunsuppression fihrten zu wesentlichen Ver-
besserungen bei Organtransplantationen. Im Jahr 1976 wurde die immunsuppressive
Wirkung von Ciclosporin A beschrieben. Dieses neue Medikament wurde bereits zwei Jahre
spater klinisch eingesetzt [5]. Mit der Optimierung der Immunsuppression nahm die Anzahl
von Transplantationen deutlich zu. Insbesondere im Bereich der Corneatransplantation be-
steht in der Bundesrepublik Deutschland eine lange Warteliste. Von jahrlich cirka 9.000 not-
wendigen Transplantationsgesuchen kénnen nur etwa 5.000 bertcksichtigt werden. Auch die
Versorgung mit muskuloskelettalen Geweben (Knochen, Sehnen, Bander), deren Bedarf bei
etwa 40.000 Transplantationen pro Jahr liegt, lasst sich nicht gewéhrleisten. Die deutschen
kardiovaskularen Gewebebanken liefern durchschnittlich 140 Aortenklappen- bzw. Pulmo-
nalklappen-Allografts pro Jahr an die klinischen Anwender. Unter Hinzuziehung der jahrlich
importierten Klappen-Allografts dirfte der Bedarf bei etwa 220 Allografts pro Jahr liegen [68].
Der Bedarf nach allogenen Gefalitransplantaten nimmt ebenfalls deutlich zu.

Das Gewebe von verstorbenen Spendern, so genannten Leichenspendern, wird in mehreren
klinischen Fachgebieten verwendet. Das Spektrum umfasst muskuloskelettales Gewebe
(Knochen, Knorpel, Sehnen, Bander, Faszien) bei orthopadischen und unfallchirurgischen
Eingriffen, Augenhornhaut (Cornea) bei ophtalmologischen Operationen und kardiovaskula-
res Gewebe (Aorten- und Pulmonalklappe, Perikard, Venen, Arterien). Die wesentlichen In-

dikationen sind in Tabelle 1 dargestellt.



Tabelle 1.

Indikationen

zur Transplantation von

Cornea, kardiovaskularen und

muskuloskelettalen Geweben

Transplantat

Indikationen

Cornea

Perforierende oder lamellare Keratoplastik bei HSV-Infektionen, Fuch-
scher Dystrophie, Keratokonus

kardiovaskulare
Gewebe

komplizierten Aortenklappenendokarditiden, Infektionen im Bereich der
Aorta durch mykotische Aortenaneurysmen, Protheseninfektionen, Ross-
Operation

Kinderkardiochirurgie: als klappentragende Gefaf3abschnitte bei der Fal-
lot'schen Tetralogie, in Fallen der vollstandigen Pulmonalatresie zur Re-
konstruktion des rechtsventrikularen Ausflusstraktes und bei der Korrektur
des Double Outlet Right Ventricle (DORYV).

Spongidse
Knochengewebe

Corticale
Knochengewebe

Bandgewebe

Sehnengewebe
Fasziengewebe

TEP-Wechsel in HUft- und Kniegelenk (Revisions-OP)

Verflllung bei zystischen Tumoren und ,tumor-like lesions*
Posttraumatische Defekte

Ventrodorsale Fusion bei Spondylolisthesis

Umstellungsosteotomien der Tibia und des Femurs

Wirbelkorperersatz nach Entzindung oder Tumor, Ersatz peripheren Kno-
chens bei unterschiedlichen Defektsituationen

Stabilisierung bei schweren Skoliosen

Stabilisierung bei multiplen Femurfrakturen

Rekonstruktion von Knochendefekten, Knochendeckel bei Knochenzysten
Ersatz bei Ruptur des Ligamentum patellae

Mediale Seitenbandinstabilitat der Kniegelenkskapsel

Kreuzbandplastiken

Mediale Seitenbandinstabilitdt der Kniegelenkskapsel

Es muss jedoch betont werden, dass bei der Entnahme und Verwendung von Organen und

Gewebe verstorbener Menschen ethische und rechtliche Aspekte, aber auch Infektionsrisi-

ken immer beriicksichtigt werden missen. Die Komplexitat dieser Prozesse wird nachfol-

gend ausfihrlich dargestellt und diskutiert.

1.2. Ethische und rechtliche Aspekte

Aktuell werden ethische und medizinische Bedenken bei der Spende von Organen und Ge-

webe in den Vordergrund gestellt. Zur Vermeidung einer Rechtsunsicherheit wurden Vorga-

ben iiber die Spende, Entnahme und Ubertragung von Organen und Geweben im gesetzlich

vorgeschrieben [Transplantationsgesetz - TPG]:

1. Die Mdglichkeit einer Organentnahme darf die Bemuhungen um das Leben des Spen-

ders und seine Behandlung nicht behindern oder einschranken.

Der Hirntod des Spenders muss vor der Explantation zweifelsfrei feststehen.

3. Der Eingriff muss die Wirde des Verstorbenen achten und darf die Empfindungen von

Angehdrigen nicht verletzen.

4. Die Organe mussen nach sachlich und ethisch vertretbaren Regeln verteilt werden. Eine

sachgemale Explantation von Geweben und Organen verletzt weder die Wirde des

Verstorbenen noch die Ruhe des Toten.



5. Ein kommerzieller Organhandel wird untersagt. Der Organhandel wiirde die Gefahr bein-
halten, dass die Verteilung von Organen nicht mehr oder nicht mehr ausschlief3lich nach
medizinischen, sondern nach finanziellen Kriterien erfolgte. Damit wiirden zum einen mit-
tellose Kranke gegeniiber Wohlhabenden benachteiligt. Es wéare die Gleichheit in der

medizinischen Behandlung aufgehoben.

Seitens der Empfénger hat nach geltenden ethischen Normen niemand einen Anspruch auf
Kdorperteile eines lebenden oder toten Mitmenschen. Kranke dirfen jedoch zu ihrer Behand-
lung freiwillig gespendete Gewebe und Organe als Geschenk von anderen annehmen. Bis
ein geeigneter Spender gefunden ist, vergehen manchmal Jahre. Fir die Patienten ist die
Wartezeit mit grof3en Einschrankungen verbunden. In Deutschland standen Anfang 2012
nach Angaben der europdaischen Organvermittiungsagentur Eurotransplant 11.594 Patienten
auf der Warteliste fUr ein Ersatzorgan. In der Transplantationsmedizin muss zwischen den
Begriffen ,Organ“ und ,,Gewebe" unterschieden werden. Definitionsgemalf im Sinne des Ge-
webegesetzes sind Organe, mit Ausnahme der Haut, alle aus verschiedenen Geweben be-
stehenden Teile des menschlichen Korpers, die in Bezug auf Struktur, Blutgefal3versorgung
und Fahigkeit zum Vollzug physiologischer Funktionen eine funktionale Einheit bilden. Dage-
gen umfasst der Begriff ,Gewebe” alle aus Zellen bestehenden Bestandteile des menschli-
chen Korpers, die keine Organe sind, einschliel3lich einzelner menschlicher Zellen. Es gibt

mehrere Mdglichkeiten, Gewebe fiur Transplantationen zu gewinnen:

1. Im Rahmen der Lebendspende, die zumeist explantiertes und nicht mehr benétigtes Ge-
webe umfasst (z.B. Femurkopfe nach HUft-TEP, Amnion von der nachgeburtlichen Pla-
zenta, Herz des Patienten bei Herz-Tx)

2. Im Rahmen der Organspende bei hirntoten Patienten kann zusétzlich auch Gewebe ent-
nommen werden,

3. Die Gewebespende bei Herzkreislauftoten.

Bei Leichenspenden kann Gewebe bis zu 24 h (Herzklappen, groR3e thorakale und abdomi-
nale Gefalie), bis zu 36 h (muskuloskelettales Gewebe) und bis zu 72 h (Cornea) postmor-
tem entnommen werden.

Die rechtliche Regulation der Gewebebanken in Deutschland hat sich durch das Inkrafttreten
der EU-Direktiven 2004/23, 2006/17 und 2006/86 [27,28,29] erheblich veréandert. Es ist infol-
ge des am 20.07.2007 veroffentlichten deutschen Gewebegesetzes nunmehr erforderlich, fur
Hersteller von klassischen Gewebezubereitungen Erlaubnisse fur die Gewebeentnahme und
-testung (820b AMG), die Herstellung, Konservierung, Lagerung und Abgabe (820c AMG)
bei der regional zustéandigen Landesbehodrde zu beantragen. Werden die Gewebezuberei-
tungen an Dritte abgegeben, ist zusatzlich eine Genehmigung (821a AMG) der Bundesober-

behdrde, des Paul-Ehrlich-Institutes (PEI) notwendig. Regionale und tberregionale Gewebe-



banken, die nach GMP-Bedingungen arbeiten, unterliegen den 8813 und 21 AMG. Eine

schematische Darstellung ist in Abbildung 1 zusammengefasst:

Abbildung 1: Uberblick Gewebegesetz

Regelungsbereich des GWG im AMG -
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1.3. Infektionsrisiken bei der Ubertragung von Blut und Geweben

Aufgrund der vergleichbaren Logistik der Herstellungs- und Priifprozesse bei Blut- und Ge-
webespendern (humanes Material, Anamnese, Spenderuntersuchung, Testung auf Infekti-
onsmarker, Qualitatskontrollen) ist eine detaillierte Darstellung der Infektionsrisiken von Blut-
und Gewebespendern sinnvoll. Es ist gesichert, dass Viren wie das Hepatitis B Virus (HBV),
das Hepatitis C Virus (HCV) und das Humane Immundefizienz Virus (HIV) auch durch Ge-
webe- und Organtransplantationen Ubertragen worden sind [13,14,20,25,38]. Die Erstbe-
schreibung des Risikos einer Ubertragung von Hepatitis durch ein Knochentransplantat da-
tiert aus dem Jahr 1954 [78]. Da jahrlich in Deutschland insgesamt etwa 200-mal haufiger
Bluttransfusionen als Gewebetransplantate klinisch eingesetzt werden, sind deutlich mehr
Daten zu den Nebenwirkungen von Bluttransfusionen verflgbar.

Die Bluttransfusion beinhaltet in der Chronologie die Ubertragung von Protozooen (Plasmo-
dien 1911), Bakterien (Treponema pallidum 1915) und Viren in den 70er -und 80er Jahren
(Hepatitis B, Hepatitis C und HIV). Auch die Ubertragung von Prionen (Variante Jakob
Creutzfeld Disease (vCJD) durch Blut [48] und durch Dura mater [6] ist gesichert.

Fur die Herstellung und Anwendung von Blutprodukten gibt es mit der Hamotherapie-
Richtlinie der Bundesarztekammer (BAK) ein verbindliches Regelwerk, das durch Stufenpla-

ne des Paul-Ehrlich-Instituts (PEI) und Voten des Arbeitskreises Blut ergénzt und weiterent-



wickelt wird und seit 1998 in den 88 12, 12a des Transfusionsgesetzes (TFG) gesetzlich ver-
ankert ist [7,8]. Die verschiedenen Mal3nahmen zur Erhdhung der Spendesicherheit basieren
auf einem mehrstufigen Prozess. Dieser beinhaltet die behordliche Uberwachung der phar-
mazeutischen Unternehmer (Herstellungserlaubnis, Zulassung), einheitlich vorgeschriebene
Tauglichkeitskriterien bei der Spenderauswahl, die Leukozytendepletion zellularer Produkte
und die infektionsserologische Pflichttestung (Anti-HIV, HIV-NAT, Anti-HCV, HCV-NAT,
HBsAg, Anti-HBc und Treponema pallidum). Die infektionsserologische Testung wird traditi-
onell mit Immunassays durchgefihrt. Als Immunassays werden Methoden in der Bioanalytik
bezeichnet, deren gemeinsames Grundprinzip die Erkennung und damit der Nachweis eines
Analyten in einer flissigen Phase durch die Bindung eines Antigens an einen Antikorper ist.
Je nach Konfiguration des Assays kénnen sowohl Antigen als auch Antikérper der nachzu-
weisende Analyt sein. Zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung bedient man sich
markierter Reagenzien. Haufig eingesetzt werden hierfir Enzyme, die eine chemische Reak-
tion katalysieren, bei der entweder durch ein Substrat eine bestimmte Farbe entsteht
(chromogenes Substrat) oder Licht freigesetzt wird (Chemilumineszenz). Auf Enzymmarkie-
rungen basierende Assays werden als Enzyme-linked Immunosorbent Assays (EIA) be-
zeichnet und stellen in der infektionsserologischen Testung das Hauptestprinzip dar. Ein wei-
teres optisches Verfahren ware die Markierung mit Fluoreszenz-Farbstoffen. In
Radioimmunassays (RIA) werden schwachradioaktive Substanzen zur Markierung verwen-
det. Das Standardverfahren der Testung auf HCV- und HIV-Infektionen ist ein EIA zum Anti-
korpernachweis, der positiv wird, wenn das Immunsystem des Spenders mit dem jeweiligen
Virus reagiert und Antikorper gebildet hat. Gleiches gilt fur die Testung auf Antikdrper gegen
Treponema pallidum. Bei HBV wird auf das Vorhandensein eines Bestandteils der Virushiille,
dem HBV-Oberflachenantigen (HBsAg) getestet. Im Rahmen der Blutspendertestung in
Deutschland werden jahrlich etwa 100 Infizierte mit HIV, 450 mit HCV, 700 mit HBV und 330
mit Treponema pallidum erkannt, die Spender gesperrt und ihre Spenden verworfen [57].

Die serologische Testung hat die Sicherheit von Blut- und Gewebespendern deutlich erhéht
konnte aber nicht verhindern, dass Ubertragungen von Infektionen durch Blutprodukte sero-
negativer Spender aufgetreten sind. Diese kdnnen kurz nach einer Infektion bereits infektios
sein, obwohl die serologische Testung noch negativ ist (serologische Latenzperiode, dia-
gnostisches Fenster, ,window-period“). Die diagnostischen Fenster werden fur Anti-HIV mit
22 Tagen, fur Anti-HCV und fur das HBsAg mit etwa 60 Tagen angegeben [35]. Sie lassen
sich durch zusatzliche Teste auf das jeweilige Virusgenom mittels NAT verringern [69], auch
kann eine Quarantanelagerung bei lagerfahigen Blut- oder Gewebeprodukten (z.B. Gefrier-
plasma) erfolgen. Fir den Zeitraum von Januar 1990 bis November 1997 wurden dem Paul-
Ehrlich-Institut insgesamt 38 gesicherte HCV-Ubertragungen durch Blutpraparate gemeldet.

Untersuchungen an Serokonversionspanels zeigten, dass HCV-Genome bis zu 50 Tage vor



dem ersten erfolgreichen Antikérpernachweis mit Hilfe der NAT gefunden werden konnten.
Blutspendedienste, die eine NAT-HCV-Testung durchfiihrten, konnten zwischen 1996 und
1997 insgesamt elf Spender detektieren, die bereits HCV-Virustrager waren, aber noch keine
Antikorper gebildet hatten. Die Vorteile der NAT wurden dadurch bestétigt, dass 1997 in funf
Fallen einer HCV-Blutibertragung die zugehdrige seronegative Spende nachtréglich mit Hilfe
der NAT untersucht werden konnte und dabei HCV-Genome nachgewiesen wurden [61].
Nach Abschluss eines Stufenplanverfahrens wurde folgerichtig 1999 die NAT-HCV-Testung
in Deutschland flr zellulare Blutprodukte verpflichtend. Funf Jahre spéater wurde auch die
NAT-HIV-Testung in Deutschland fir zellulare Blutprodukte verpflichtend vorgeschrieben
[62]. Untersuchungen des Paul-Ehrlich-Instituts hatten gezeigt, dass das diagnostische
Fenster der serologischen Testung bei HIV durch die NAT-HIV um durchschnittlich bis 15
Tage verkleinert werden kann. Untersuchungen der Interorganizational Task Force on
Nucleic Acid Amplification Testing of Blood Donors in den USA zeigten ebenfalls eine Re-
duktion des diagnostischen Fensters durch die Einfihrung der NAT-HIV um 10-15 Tage auf
zirka 10 Tage [10]. Zwischen 1997 und 2003 wurden dem Paul-Ehrlich-Institut vier HIV-
Ubertragungen durch zellulare Blutprodukte gemeldet, die im Antikorpersuchtest negativ,
aber in der NAT-HIV Testung aus den Ruckstellproben positiv getestet wurden. Bei einem
Vergleich von >37 Millionen Proben in den USA konnten in 12 Fallen NAT-HIV positive aber
Anti-HIV negative Proben ermittelt werden. Dies entspricht einem Verhaltnis von 1:3,1 Million
und fiihrt rechnerisch zur Vermeidung von 5 HIV Ubertragungen jahrlich. Fir HCV konnten in
den USA bei einem weiteren Vergleich von >39 Millionen Blutspendern 170 NAT-HCV positi-
ve aber Anti-HCV negative Proben ermittelt werden Dies entspricht einem Verhaltnis von
1:230.000 und erlaubt rechnerisch die Vermeidung von 56 HCV Ubertragungen jahrlich [80].
Auch fur die NAT-HBV Testung konnte die erhdhte Sensitivitdt der NAT gegeniber serologi-
schen Methoden gezeigt werden [47]. Die Arbeitsgruppe detektierte 7 NAT-HBV positive
Proben, welche in drei lizenzierten HBsAg-EIA-Assays ausnahmslos falsch negativ getestet
wurden. Auch ein anschlieRend benutzter HBsAg-EIA mit besonders hoher Sensitivitat zeigte
in diesem Vergleich nur in 3/7 Falle ein positives und in 4/7 Féllen ein falsch negatives Er-
gebnis [47]. Die hohe Sensitivitat der NAT zeigt sich auch darin, dass auch eine 50-fache
Verdinnung bei frisch HIV- bzw. HCV-Infizierten mit noch negativem Antikérpernachweis zu
keinem falsch negativen Ergebnis in der Testung fuhrte [87]. Die Einfihrung der NAT-HCV
Pflichttestung bei Blutspender 1999 in Deutschland verminderte die Anzahl von viralen Uber-
tragungen auf zwei Félle einer HCV-, und seit Einfihrung der NAT-HIV Pflichttestung im Jahr
2004 ebenfalls auf zwei Félle einer HIV-Ubertragung (Tabelle 2) [32]. Die NAT Testung
macht jedoch die EIA-Testung nicht Uberflissig. Es kdnnen auch falsch negative NAT-
Befunde auftreten, beschrieben z.B. bei der NAT-HIV und gesicherter Anti-HIV1/2 Infektion

[4].



Tabelle 2. Gemeldete Ubertragungsfélle durch Blutprodukte Deutschland bei etwa 6-7 Millionen
Spenden jahrlich (Pflichttestung NAT grau hinterlegt)

Periode |97 98 99 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

HIV 0] 1|0 3|0, 0|00(|O0]O 1 (0|0 1,00

HCV 6 (13{ 0| 0| 0| 0| O 1,00/ O0 1 0| 00O

HBV 1 2 2 1 2 1 3 3 2 3 1 1 1 1 0 0

Das infektionsserologische Risiko muss bei Lebendgewebespendern gegeniiber Blutspen-
dern als erhéht eingeschatzt werden [17,91]. Dies wird damit begriindet, dass viele Spender
in einem hoheren Lebensalter und aus transfusionsmedizinischer Sicht in der Regel «Erst-
spender» sind, die primar nicht beabsichtigen zu spenden, sondern erst wenige Tage vor der
Operation Uber die Mdglichkeit der Gewebespende informiert werden. Fir Leichenspender
gilt ein nochmalig erhdhtes infektionsserologisches Risiko. Es wurden Pravalenzen zwischen
dem Faktor 3-4 (HBsAg, HCV) und dem Faktor 9 (HIV) Uber den bekannten Pravalenzen fir
Erstspendern von Blut ermittelt [91]. Diese Arbeitsgruppe testete in den USA 11.391 Gewe-
bespender auf Anti-HIV, Anti-HCV und auf HBsAg und berechnete anhand der Ergebnisse
die Pravalenz Raten fur HIV (0,09%), HCV (1,1%) und HBsAg (0,23%). Die Autoren erklaren
diese erhéhte Unsicherheit bei Gewebespendern damit, dass Blutspender sorgfaltig auf Ba-
sis medizinischen Befragung und Untersuchung ausgewdahlt werden kénnen und dies bei
Leichenspendern nicht in gleichem Maf3e durch alleinige Sicht der Krankenakte und Inspek-
tion des Leichnams gelingt. Unter Hinzuziehung der aus dem Blutspendewesen bekannten
diagnostischen Fenster wird das Risiko eines viramischen Leichenspenders fur HIV mit
1:55.000, fur HBV mit 1:34.000 und fur HCV mit 1:42.000 Spenden angegeben. Bei 20.000
Gewebespendern/Jahr bedeutet dies fur die USA < 1 Spender/Jahr. Quantitativ wird das
Risiko als gering eingeschatzt, risikoerhohend ist jedoch die sogenannte Spender-
Empfanger-Ratio (Anzahl von Empféanger, die Gewebetransplantate eines Spenders erhal-
ten). Bei Blutkonserven betragt diese im Normalfall 1:1, bei Augenhornhauten 1:2, bei kardi-
ovaskularen Transplantaten 1:1 bis 1:10 und bei muskuloskelettalen Geweben bis zu 1:40,
so dass hier die Ubertragungsgefahr besonders relevant wird. Die Transplantation eines
HCV-infizierten Organs fuhrt in Gber 60% zu einer Viramie der Empfanger [65].

Im Vergleich zu Blutprodukten wurden aufgrund der deutlich niedrigen Anzahl von Trans-
plantationen weniger Ubertragungen von klinisch relevanten Viren durch Gewebetransplan-
tate beschrieben. Im Zeitraum zwischen 1984-2010 werden in einer Ubersichtsarbeit etwa 20
Ubertragungen von HIV und HCV durch muskuloskelettales Gewebe und Haut zusammen-
gestellt [38]. In der Mehrzahl wurde zum Zeitpunkt der Transplantation das Gewebe noch

nicht auf infektionsserologische Marker untersucht, bzw. lag das Ergebnis vor



Transplantation noch nicht vor. Zwischen 1984 und 1996 wurden 9 Félle der Ubertragung
von HIV durch die Transplantation muskuloskelettalen Gewebes beschrieben. In allen Fallen
war eine infektionsserologische Testung nicht durchgefiihrt worden, die letzte Ubertragung
datiert aus dem Jahr 1996 durch ein Femurkopftransplantat. Die 34-jahrige Spenderin wurde
5 Monate spater nach Auftreten klinischer Symptome als HIV-infiziert identifiziert. In 10 Fal-
len kam es zur Ubertragung von HCV durch die Transplantation von muskuloskelettalem
Gewebe, die letzte Ubertragung datiert aus dem Jahr 2000. Die Mehrzahl der Spender war
nicht getestet worden, bei zwei Spendern wurde ein falsch negatives Testergebnis fur Anti-
HCV ermittelt. In allen 10 Fallen war das Gewebe keinem Sterilisationsprozess unterzogen
worden. Bei Empfangern von Geweben desselben infektiosen Spenders, dessen Transplan-
tate prozessiert (mechanische Praparationen, Spulungen zur Reinigung und Entfernung der
Restblutmenge) und abschlieRend lyophilisiert worden waren, traten keine Infektionsibertra-
gungen auf [83]. Zu einem spateren Zeitpunkt wurden weiteren Ubertragungen durch Gewe-
be beschrieben. Im Jahr 2011 ist bei einem Anti-HCV-negativen Multiorganspender die NAT-
HCV Testung zwar positiv bestimmt, jedoch irrttimlich als negativ deklariert worden. Von die-
sem Spender wurden insgesamt 43 muskuloskelettale und 1 kardiopulmonales Gewebe und
Nieren und Leber transplantiert. Die HCV Ubertragungen erfolgten ausschlieRlich iiber die
Nieren und das kardiopulmonale Gefaldtransplantat, wahrend 15 muskuloskelettale Gewebe-
transplantate, die chemisch oder durch Bestrahlung virusinaktivert worden waren, zu keiner
Transmission fuhrten [14].

Hepatitis B und -C Ubertragungen durch Cornea bzw. kardiovaskulares Gewebe wurden
selten beobachtet. Im Zeitraum zwischen 1984-2000 sind insgesamt 3 HBV-Ubertragungen
(2 Cornea-Transplantate, 1 Aortenklappen-Allograft) und 1 HCV-Ubertragung (GefaRtrans-
plantat) beschrieben [39,53,83]. Bedingt durch die Blut- und Lymphgefal3freiheit der Augen-
hornhaut scheint eine Viruslast in der Cornea infizierter Spender deutlich vermindert zu sein.
In einer klinischen Untersuchung waren bei 6 HBV- bzw. 6 HCV-NAT-positiven Spendern
Virusgenome im Corneagewebe nicht nachweisbar [77]. Im Gegensatz hierzu fanden andere
Autoren in 7/29 Corneae Anti-HCV positiver Spender HCV-Genom [44]. Bis heute sind je-
doch keine HIV- bzw. HCV-Ubertragungen durch Corneae beschrieben worden, obwohl 4
Corneae transplantiert worden sind, deren zwei Spender spater Anti-HIV positiv getestet
wurden [76]. Klinisch relevante Virustibertragungen durch Augenhornhaute wurden verein-
zelt mit Herpes-simplex-Viren (HSV) berichtet [72,82]. Im Rahmen einer Untersuchung der
Eye Bank Association of Amerika (EBAA) wurden in einem 12-jahrigen Beobachtungszeit-
raum in den USA nach der Transplantation von mehr als 400.000 serologisch negativ getes-
teter Corneatransplantaten keine HIV-, HBV- oder HCV-Infektion nachgewiesen [34]. Die
beschriebene HBV-Ubertragung durch ein Aortenklappen-Allograft muss mit Zuriickhaltung

betrachtet werden, da der Spender HBsAg-positiv getestet war, aber das Allograft trotzdem



transplantiert wurde. HIV- und HCV-Ubertragungen durch Herzklappen sind nicht bekannt,
obwohl die Transplantation von 3 Herzklappen von 2 NAT-HCV positiven Spendern be-
schrieben ist, welche nicht zur Infektion des Empfangers gefuhrt haben [67]. Eine HCV-
Ubertragung durch ein Venentransplantat aus dem Jahr 2000 ist die einzige Transmission
durch Gefalie [83].

Auch Ubertragungen von Bakterien durch allogene Knochentransplantate sind beschrieben
worden. In einer Studie aus dem Jahr 2002, die 250 Empfanger allogener Knochentransplan-
tate einschloss, wurden 4 transplantatassoziierte Infektionen (1,6%) nachgewiesen [49]. Im
November 2001 erlag ein Patient nach der Transplantation eines allogenen Femurkondylus 4
Tage postoperativ einem schweren septischen Schock. Sowohl in der Blutkultur als auch in
der Nachuntersuchung von Ruckstellmustern des Knochengewebespenders wurde Clostridi-
um sordelli isoliert. Ein weiterer Patient, der Knochengewebe desselben Spenders erhielt,
entwickelte ebenfalls eine Infektion mit Clostridium sordelli [40]. Weitergehende Untersu-
chungen des Center for Disease Control and Prevention (CDC) in US-amerikanischen Ge-
webebanken zeigten, dass im Zeitraum 2000-2002 weitere 24 Patienten transplantatbeding-
te Infektionen erlitten. Alle Gewebe wurden aseptisch entnommen, jedoch keinem terminalen
Desinfektions- bzw. Sterilisationsverfahren unterzogen [15].

In der einschlagigen gtiltigen Europaischen Richtlinie 2006/17/EG, eine Durchfihrungsricht-
linie der dem Gewebegesetz zugrunde liegenden Richtlinie 2004/23/EG, die in Deutschland
in der TPG-Gewebeverordnung (TPG-GewV) umgesetzt wurde, werden fir die Testung von
Gewebespendern die Standardtestung mittels Anti-HCV, Anti-HIV und HBsAg sowie ein Anti-
HBc-Test gefordert [9]. Pramortale Blutproben sollten nicht alter als 7 Tage, bei +2 bis +8 °C
gelagert und unmittelbar nach Blutabnahme zentrifugiert worden sein. Diese Vorgaben koén-
nen jedoch nicht immer erflillt werden, insbesondere in den Féllen, in denen es sich nicht um
Multiorganspender handelt (z.B. Spender aus Rechtsmedizinischen Instituten). Bei diesen
Spendern stehen héaufig pramortale Blutproben nicht zur Verfligung bzw. haben das zulassi-
ge Zeitfenster Uberschritten. In diesen Fallen muss auf p.m. Blut zurlickgegriffen werden,
dessen Entnahme gemal den geltenden Richtlinien maximal bis zu 24 Stunden post mortem
erfolgen kann.

Zusammengefasst bleibt festzuhalten, dass Gewebetransplantate HIV, HCV und HBV uber-
tragen konnen. Dies ist ein insgesamt seltenes Ereignis und betrifft bisher fast ausschlieflich
nicht prozessierte bzw. nicht virusinaktivierte, muskuloskelettale Gewebe. Eine Pathogeni-
naktivierung ist nur bei muskuloskelettalem Gewebe, nicht aber bei Cornea oder kardio-
vaskularem Gewebe moglich. Im Falle der Transplantation von Geweben infizierter Spender
ist die Ubertragungswahrscheinlichkeit hoch, z.B. fiir HCV >60% [65].
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Unstrittig missen sowohl die serologische Testung auf Anti-HIV-1/2, HBsAg, Anti-HBc, Anti-
HCV, Anti-Treponema-pallidum als auch die NAT Testung aus p.m. Blut validiert werden.
Nach dem Tod kommt es zu Veranderungen des Blutes, wie z.B. Hamolyse, Autolyse, bakte-
rielles Wachstum etc. Dies kann die Bestimmung von Infektionsmarkern erschweren und
fuhrt zu eventuellen unspezifischen Reaktionen und als Konsequenz zu falsch-positiven bzw.
falsch-negativen Ergebnissen. Zuséatzlich kénnen pramortal gegebene Transfusionen und

Blutprodukte zu signifikanten Verdinnungseffekten flhren.

1.4. Infektionsserologische Testung aus postmortale m Blut

Eine infektionsserologische Testung ist fur die Empfangersicherheit unverzichtbar. Eine Risi-
kostratifizierung der Spender allein auf Basis der medizinischen oder sozialen Anamnese
gelingt nicht. Bei 18/785 (2,3%) Gewebespender, die positiv getestet worden waren, zeigten
sich keine Prediktoren, die mit einer signifikant erhdhten Infektionsrate assoziiert gewesen
sind [88]. Die infektionsserologische Testung erfolgt beim Screening von Blutspendern routi-
nemafig aus frisch entnommenen Blutproben. Die Angaben in der Literatur zur Testung aus
p.m. Blut sind limitiert. Ein initialer Vergleich von drei kommerziellen Anti-HIV-EIA bei 35 be-
kannten AIDS Patienten ergab 1987 (nur) eine Sensitivitat von 94,3%, 94,3% und 97,1%
[64]. Die durchschnittliche p.m.-Enthahmezeit betrug 27 h, richtig positive Ergebnisse konn-
ten noch aus 35 h p.m. Proben ermittelt werden. Falsch positive bzw. falsch negative Reakti-
onen zeigten keine Korrelation zur Hamolyse. 34 von 35 HIV-positive Spender wurden richtig
positiv bestatigt, 1 von 35 HIV-positiven Spendern wurde mit drei verschiedenen HIV-EIA
falsch negativ getestet. Die Autoren flhrten dies auf mdogliche p.m. auftretende Titerreduktio-
nen der HIV-Antikérper zuriick und betonen daher die Bedeutung der Anamnese. Eine paral-
lele Messung von pra- und p.m. Proben fand in dieser Studie nicht statt. In einer spateren
Studie ermittelte derselbe Autor eine Korrelation zwischen 73% und 87% beim Vergleich
eines Western-Blot-Testes mit drei kommerziellen Anti-HIV-EIA bei weiteren 118 Leichen-
spendern mit hohem HIV-Risiko [63]. Ein EIA fur HBsAgQ zeigte hierbei eine Sensitivitat von
92,9% und eine Spezifitat von 81,3% im Vergleich zu einem Radioimmunassay (RIA). Die
Rate an positiven Befunden bei Gewebespender fur Anti-HIV, Anti-HCV und HBsAg
schwankt in der Literatur deutlich. Pereira beschreibt fir Anti-HCV mit einem EIA der 1. Ge-
neration bei 3078 getesteten Gewebespendern eine Spannbreite von 1,5% bis zu 16,7%
allein innerhalb der USA [66]. In einer retrospektiven Studie an 1833 Gewebespendern konn-
te gezeigt werden, dass eine grof3e Variabilitdt der Rate auffalliger infektionsserologischer
Testungen (0% bis 42%) nicht ausschlie3lich auf unterschiedliche Durchseuchungsraten
zurickzufiuihren waren [79]. Die Autoren filhren dies auf die Vielzahl eingesetzter, fir p.m.

Blut nicht validierter Testsysteme zuriick und konnte die Variabilitdten in Abhangigkeit unter-
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schiedlicher Testsysteme belegen. Neben dem Einfluss der Testsysteme beschreibt der Au-
tor die Bedeutung der maximalen Entnahmezeit nach Eintritt des Todes. Bei >24 h p.m. Zei-
ten nahm die Anzahl positiver infektionsserologischer Untersuchungen von 3,5% auf 14% zu.
Auch eine weitere Arbeitsgruppe fand eine Korrelation zwischen dem Zeitpunkt der p.m.
Probenentnahme und der Rate von positiven Testergebnissen, welche in 25% bei einem
Zeitintervall <12 h und in 54,5% bei einem Zeitintervall >36 h zu einem Verwurf des Gewe-
bes fuhrte. Die Zunahme falsch positiver Testergebnisse in p.m. Blut wurde bereits 1996
beschrieben und auf den Einfluss von Auto- und Hamolyse zurtickgefuihrt [56]. Die Autoren
fanden diese Auffélligkeit im Besonderen fir einige firmenspezifische Testkits, ein falsch ne-
gatives Ergebnis fanden sie nicht. Keiner der Autoren hatte jedoch préa- und p.m. Proben
derselben Spender gegeneinander verglichen. Mit diesem Studiendesign wurden 33 pré- und
p.m. Blutproben identer Spender verglichen [37]. Das maximale Zeitfenster der pramortalen
Probenentnahme betrug <17 Tage. Nur 16/33 Proben ergaben im Paarvergleich konkordante
Ergebnisse. Zwei HBsAg positive pramortale Proben wurden korrekt p.m. bestétigt und in 16
Fallen wurden p.m. falsch positive Ergebnisse fir HBsAg ermittelt. In zwei weiteren Fallen
wurde Anti-HIV p.m. falsch positiv bestimmt, eine der Proben hatte deutliche makroskopisch
sichtbare Auffalligkeiten (Hamolyse). Hervorzuheben ist die falsch negative Anti-HCV Tes-
tung einer p.m. Probe bei bekannter pramortal bestatigter HCV-Infektion. Dieses falsch ne-
gative Ergebnis ist besonders relevant, da es zur Transmission von HCV durch die Trans-
plantate hatten fiilhren kénnen. Die hohe Anzahl von falsch positiven HBsAg Bestimmungen
fuhren die Autoren auf eine Beeinflussung der Testkits durch Hamolyse und Autolyse zuriick
und restmieren, dass die Risiken der Testung p.m. Blutes nicht ausreichend untersucht sind.
Eine Limitierung dieser Studie wird damit begrundet, dass der Einfluss der Zeit nicht anhand
verschiedener Messpunkte untersucht wurde, sondern p.m. nur einmalig getestet worden
war. Auch ist keine Aussage zur Sensitivitat bei Anti-HIV mdglich, da kein Spender mit pra-
mortal bekannter HIV-Infektion eingeschlossen wurde. Die unzureichende Reproduzierbar-
keit der infektionsserologischen Testerergebnisse ist konkordant mit den Arbeiten von
[16,79], die daher eine Verkiirzung des p.m. Entnahmezeitpunktes empfohlen hatten. Andere
Autoren legen in der Abwagung ,Empfangersicherheit versus Organ/Gewebeverlust” ihr
Hauptaugenmerk auf eine mdgliche Vermeidung des Verlustes von Organen und Geweben
[65,66,67]. Die Autoren beschreiben die Mdglichkeit, auch Organe von bekannt infizierten
Multiorganspendern zu verwenden. Sie berufen sich dabei auf Arbeiten, nach denen die Pra-
valenz von HCV bei Organempfangern von HCV-positiven Spendern zwar 67% (Anti-HCV-
Antikorper) und 96% (HCV-RNA) betragt, aber die Uberlebenszeit der Organe hiervon nicht
betroffen ist [51]. Die Autoren ziehen daher in Betracht, HCV-RNA positiven Empfangern
auch Organe und Gewebe HCR-RNA positiver Spender zu transplantieren, obwohl in diesen

Fallen in >90% eine Viramie im Empfanger nachweisbar wird. Auch die Nierentransplantatio-
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nen von Hepatitis B infizierter Spender fuhrten zu keinem Transplantationsversagen oder
einer kurzfristigen Mortalitatserh6hung [73].

Zusammengefasst liegen keine aktuellen Daten zum Vergleich der infektionsserologischen
Testung zwischen pra- und p.m. Proben vor, im Besonderen wurde bisher die Kinetik der

Antikdrper p.m. nicht untersucht.

1.5.NAT-Testung aus postmortalem Blut

Die Nucleic Acid Amplification Test Technology (NAT) steht in der Medizin fur eine Gruppe
von Verfahren, bei denen Nukleinsduren vervielfaltigt werden, so dass auch geringe Mengen
nachweisbar werden. Das bekannteste Verfahren ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Die PCR wurde 1983 durch Kary Mullis entscheidend weiterentwickelt. Die Technik nutzt
bestimmte Enzyme (DNA-Polymerase), um DNA ausgehend von zwei kleinen Startmolek-
len, auch Primer genannt, immer wieder identisch zu kopieren. Die Primer werden genau so
gewahlt, dass sie den gewlinschten Bereich auf der DNA zu beiden Seiten hin begrenzen. In
jedem Vermehrungsschritt verdoppeln die Enzyme nun das Stiick DNA zwischen den beiden
Primern. Das fuhrt schon nach wenigen Zyklen zu einer enormen Vervielfaltigung der DNA-
Molekile. Zehn Jahre spater wurde Mullis hierftir 1993 der Nobelpreis fir Chemie verliehen.
Auch virale Erkrankungen kdnnen mit dieser Technik erkannt werden, indem man Virus-DNA
vervielfaltigt bzw. bei RNA-Viren diese RNA erst in DNA umschreibt und dann mittels PCR
vervielfaltigt (die RT-PCR). Der direkte Erregernachweis verkirzt das diagnostische Fenster,
da eine Antikdrperbildung durch das Immunsystem nicht abgewartet werden muss. Mit der
NAT konnten von 2119 Anti-HCV negativen Organspendern 5 solitar NAT-HCV positive
Spender und aus 631 Anti-HCV negativen Gewebespendern 1 solitar NAT-HCV positiver
Spender identifiziert werden. Es wurden in 2 Fallen Organe und in einem Fall Gewebe trans-
plantiert, eine Nachtestung der Empfanger war nicht moglich [17]. Im Jahr 2005 wurden
HCV-Ubertragungen in 8 Fallen durch Gewebe- und Organtransplantate eines Anti-HCV ne-
gativen Multiorganspenders bekannt. Im durchgefihrten look-back Verfahren wurde in der
Ruckstellprobe des Anti-HCV-negativen Spenders HCV-Genom mittels NAT-HCV nachge-
wiesen [83]. Kurzlich wurde erneut von einer HCV Ubertragung durch einen Multiorganspen-
der berichtet. In diesem Fall wurde bei einem serologisch Anti-HCV negativen Multiorgan-
spender die HCV-NAT positiv bestimmt, jedoch irrtiimlich als negativ deklariert. Von diesem
Spender wurden die Nieren, die Leber und 43 muskuloskelettale und ein kardiopulmonales
Gewebe transplantiert. Die HCV Ubertragung erfolgte ausschlieRlich tiber die Nieren und das
kardiopulmonale Gefalitransplantat, wahrend 15 muskuloskelettale Gewebetransplantate,
welche chemisch und durch Bestrahlung virusinaktivert worden waren, zu keiner Transmissi-
on fuhrten [14].
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Trotz der aufgezeigten Vorteile der NAT gegeniiber serologischen Nachweismethoden ist ein
Einsatz bei Gewebespendern weiterhin problematisch, da kommerzielle NAT-Assays Ubli-

cherweise nicht fir die Testung von p.m. Blutproben validiert und lizenziert sind.

1.6.Rechtliche Anforderungen an die Testung aus po  stmortalem Blut

Zur Steigerung der Sicherheit von Organ- und Gewebespenden hat die WHO (World Health
Organisation) das Programm NOTIFY ins Leben gerufen. Es wurden Standards definiert, die

vergleichbar mit den deutschen und europdaischen Gesetzestexten sind:

1. Herstellungs- und Zulassungspflicht fir Gewebebanken

2. Freiwillige Spende und unterschriebene Einverstandniserklarung

3. Medizinische und soziale Anamneseerhebung, Einhaltung von Ausschlusskritierien

4. Klinische Untersuchung/Inspektion

5. Testung auf Ubertragbare Krankheitserreger mittels EIA und NAT-Methoden durch lizen-

sierte Testlabore und -systeme.

Diese allgemeingultigen Anforderungen an die Sicherheit von Gewebespenden sind in
Deutschland in den Anlagen der TPG-GewV definiert und umfassen im Wesentlichen folgen-

de Schwerpunkte:

1. Anlage 1: Anforderungen an die arztliche Beurteilung der medizinischen Eignung des
toten Spenders nach 8§ 3Abs. 1

2. Anlage 2: Anforderungen an die arztliche Beurteilung der medizinischen Eignung des
lebenden Spenders nach § 3 Abs. 2

3. Anlage 3: Erforderliche Laboruntersuchungen und Untersuchungsverfahren nach § 4

Die oben genannten Dokumente sind der Arbeit im Kapitel ,Anlagen“ im Originaltext beige-
fugt. Wahrend die Hinweise zu den Anforderungen an die arztliche Beurteilung der medizini-
schen Eignung klar und unmissverstandlich definiert sind, bleiben einige Fragen hinsichtlich
der Laboruntersuchungen, insbesondere fur p.m. Blut, offen. Hierbei ist Punkt ,2a"“ der Anla-

ge 3 TPG-GewV von grol3er Bedeutung:

»2. Allgemeine Anforderungen an das Untersuchungsverfahren“: a) ,Das angewandte Unter-
suchungsverfahren muss im Hinblick auf seinen Verwendungszweck nach dem allgemeinen

Stand der medizinischen Wissenschaft und Technik anerkannt sein.”

Samtliche Testsysteme zum Nachweis von HIV-, HCV- und HBV-Infektionen missen inner-
halb der Européaischen Union den Anforderungen der Richtlinie 98/79/EC und den Common
Technical Specifications (CTS) entsprechen. Die CTS fordern Untersuchungen zur Sensitivi-

tat und Spezifitdt der Testmethoden, die mittels Testgeraten mit CE-Kennzeichnungen
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durchgefuhrt werden. Die Untersuchungen sollen an Serum- oder EDTA-Proben erfolgen. Im
Allgemeinen sind CE-gekennzeichnete Untersuchungsgerdte fiur Testdurchfiihrungen mit
Leichenblut bzw. p.m. Blut jedoch nicht validiert.

Des weiteren bleibt offen, auf welcher Grundlage die Forderungen des Abschnitts ,2d“ der
TPG-GewV erhoben worden sind: ,Bei toten Spendern missen die Blutproben so schnell wie
madglich und nicht spater als 24 Stunden nach dem Tod entnommen werden, es sei denn, es
liegt bereits eine Blutprobe vor, die unmittelbar vor dem Tod enthommen worden ist.”

Wie bereits ausfuhrlich dargestellt, wurden bisher lediglich in zwei Studien erste Hinweise
auf den Einfluss der p.m. Probenentnahmezeit auf die Ergebnisse der infektionsserologi-
schen Testung diskutiert. Die Beschrankung einer p.m. Probenentnahmezeit auf 24 Stunden
ist daher bisher nicht wissenschaftlich begrindet.

Somit bleibt die Klarung offener Fragen zur Methodenvalidation, Stabilitat von Infektionspa-
rametern p.m. und praanalytischen Stérgréssen notwendig, da bei einer Vielzahl von poten-
tiellen Gewebespenden kein pramortales Blut zur Verfigung steht und damit die Gewinnung
von Geweben bzw. die Bereitstellung von dringend benétigten Gewebetransplantaten einge-

schrankt ist.

15



2. Fragestellung

Die bei Blutspendern verwendeten infektionsserologischen und Nukleinsdure-Amplifikations-
Technik (NAT) Teste fiur HIV, HBV und HCV Infektionen sind bisher fir pramortale, aber
nicht fir p.m. Proben validiert und lizenziert. Gleiches gilt fir die infektionsserologische Tes-
tung auf Treponema pallidum.

DarlUber hinaus legt die Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung (TPG-GewV) einen Pro-
benentnahmezeitpunkt von maximal 24 Stunden p.m. fest. Hierdurch missen zahlreiche po-
tentielle Gewebespender trotz eines erlaubten Explantationszeitfensters bis 72 Stunden fur
die Cornea ausgeschlossen werden. In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen be-

antwortet werden:

1. Gibt es Unterschiede bei der pra- und p.m. Infektionstestung aus Blutproben desselben
Gewebespenders?

2. Ist der sichere Nachweis von Anti-HIV %2, HBsAg, Anti-HBc und/oder Anti-HCV aus Blut-
proben von potenziell infektiosen Spendern bis zu 48 Stunden p.m. mdéglich?

3. Wie ist die Validierung von infektionsserologischen und NAT-Testsystemen fur p.m. Blut-

proben zuverlassig durchzufiihren?

Die Zielstellung der Projekte lag in der Erarbeitung von Daten zur Standardisierung der p.m.
Labortestung und in der Findung von Argumenten zur Erh6hung des 24-Stundenintervalls fur

die p.m. Blutprobengewinnung.
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3. Eigene Arbeiten

Die in Abschnitt 2 definierten Fragestellungen konnten durch umfangreiche experimentelle
und epidemiologische Untersuchungen beantwortet werden. Die jeweiligen Ergebnisse wur-

den in peer-reviewed Journalen publiziert (Originaltitel):

1. Wilkemeyer I, Pruss A, Kalus U*, Schroeter J*. Comparative infectious serology testing of
pre- and post-mortem blood samples from cornea donors. Cell Tissue Bank 2012;13:
447-52. (* shared senior authorship)

2. Edler C, WuIlff B, Schroder AS, Wilkemeyer |, Polywka S, Meyer T, Kalus U*, Pruss A*. A
prospective time-course study on serological testing for human immunodeficiency virus,
hepatitis B virus and hepatitis C virus with blood samples taken up to 48 h after death.
Med Microbiol 2011; 60: 920-6. (* shared senior authorship)

3. Kalus U, Wilkemeyer I, Caspari G, Schroeter J, Pruss A. Validation of the Serological
Testing for Anti-HIV-1/2, Anti-HCV, HBsAg, and Anti-HBc from Post-mortem Blood on the
Siemens-BEP-IIl Automatic System. Transfus Med Hemother 2011; 38: 365-72.

4. Kalus U, Wilkemeyer I, Pruss A, Caspari G. Validation of Serological Testing for Anti-
Treponema pallidum from Postmortem Blood on the Siemens-BEP-III Automatic. Trans-
fus Med Hemother 2013; accepted on April 30" (MS No. 201301012)

5. Gubbe K, Scharnagl Y, Grosch, S, Tonn T, Schmidt M, Hourfar KM, Karl A, Seifried, E,
Wilkemeyer |, Kalus U. Validation of Virus NAT for HIV, HCV, HBV and HAV Using Post-

Mortal Blood Samples. Transfus Med Hemother 2012; 3: 381-5

Nachfolgend werden diese Publikationen mit jeweils einer kurzen Zusammenfassung vorge-

stellt.
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3.1. Wilkemeyer I, Pruss A, Kalus U, Schroeter J. C omparative infectious se-
rology testing of pre- and post-mortem blood sample s from cornea do-
nors. Cell Tissue Bank 2012;13: 447-52.

In einer retrospektiven Analyse wurden bei 487 Hornhautspendern die infektionsserologi-
schen Befunde aus jeweils einer pra- und einer p.m. Blutprobe ermittelt und unter Bertick-
sichtigung des Alters, des Geschlechts und der p.m. Abnahmezeit ausgewertet. Die pramor-
talen Blutproben der Hornhautspender waren nicht &élter als sieben Tage. Die Messungen der
pramortalen Blutproben erfolgten an einem automatisierten System unter Routinebedingun-
gen (BEP-III-System, Fa Siemens, Eschborn, Deutschland) mittels den zugehdrigen CE-
zertifizierten EIA-Testen und die Messung der p.m. Proben an einem zweiten Automatensys-
tem (Cobas 6000, Fa Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Beim Vergleich der Un-
tersuchungsergebnisse galt die pramortale Blutprobe als Referenzmaterial. Postmortale ne-
gative Ergebnisse wurden als falsch negativ eingestuft, falls die pramortale Vergleichsprobe
positiv war. Es kam zu Diskrepanzen in insgesamt 21 Fallen (4,3%), davon 0,8% falsch ne-
gativ und 3,5% falsch positiv. Die Blutproben wurden p.m. zwischen 24-66 h (Gruppe 1,
n=262) und zwischen 3-24 h (Gruppe 2, n=225) enthommen. Es ergaben sich 17 (13 falsch
positive, 4 falsch negative) Diskrepanzen in Gruppe 1, und 4 (4 falsch positive, O falsch ne-
gative) Diskrepanzen in Gruppe 2.

HBsAg: Bei 7 Spendern (1,4 %) wurden abweichende Ergebnisse festgestellt. Davon waren
bei 3 Spendern die pramortalen Blutproben positiv und die postmortalen negativ. Bei keinem
dieser Falle konnte eine anschlieende HBV-PCR durchgefiihrt werden, da kein p.m. Blut
mehr vorhanden war. Bei 4 Spendern war die pramortale Probe negativ und die postmortale
positiv. In 2 Féllen konnte eine HBV-PCR durchgefiihrt werden, die ein negatives Ergebnis
zeigte.

Anti-HBs: Bei 3 Spendern (0,6 %) wurden Diskrepanzen festgestellt. Bei allen Spendern wa-
ren die pramortalen Blutproben positiv und die postmortalen negativ. Die Testungen der drei
Spender auf HBsAg und Anti-HBc IgG+IgM waren pra- und p.m. negativ.

Anti-HBc IgG+IgM: Bei einem Spender (0,2 %) wurde ein diskrepantes Ergebnis festgestellt.
Dieser Spender war pramortal negativ, aber p.m. positiv. Die Testungen auf Anti-HBs und
HBsAg waren pra- und postmortal negativ.

Anti-HCV: Bei einem Spender (0,2 %) wurde ein abweichendes Ergebnis festgestellt. Bei
diesem Spender war die prAmortale Blutprobe Anti-HCV positiv, aber die postmortale Anti-
HCV negativ. Eine anschlieRend durchgefihrte HCV-PCR der prdmortalen Blutprobe besta-
tigte ein positives Ergebnis. Bei der p.m. Blutprobe konnte keine HCV-PCR durchgefihrt
werden, da kein Material mehr verfiigbar war.

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

Treponema pallidum: Bei 5 Spendern (1,0 %) wurden abweichende Ergebnisse festgestellt.
Bei allen Spendern waren die pramortalen Blutproben negativ und die postmortalen positiv.
Die 5 positiven Proben waren in der Erganzungstestung VDRL (Veneral Disease Research
Laboratory Test) bzw. FTA-ABS IgG+igM (Fluoreszenz-Treponemen-Antikorper-
Absorptionstest) negativ.

Im Gegensatz zu den bisherigen Angaben in der Literatur, dass in Uber 50% Diskrepanzen
zwischen pra- und p.m. Proben auftreten, fanden wir eine hohe Ubereinstimmung der Er-
gebnisse, obwohl zwei unterschiedliche Testverfahren eingesetzt worden sind. Es darf ver-
mutet werden, dass eine Testung mit demselben Testverfahren und eine optimierte Standar-
disierung der préaanalytischen Probenverarbeitung die Rate konkordanter Ergebnisse weiter

steigern kann.
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3.2. Edler C, Wulff B, Schréder AS, Wilkemeyer I,  Polywka S, Meyer T, Kalus
U, Pruss A. A prospective time-course study on sero logical testing for

human immunodeficiency virus, hepatitis B virus and hepatitis C virus
with blood samples taken up to 48 h after death. Me  d Microbiol 2011; 60:
920-6.

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 deren Eintreffen im Institut fir Rechtsmedizin des Universitatsklini-
kums Hamburg Eppendorf erfolgten die Todeszeitbestimmung gemald den rechtsmedizini-
schen Vorgaben sowie die Erfassung der Infektionsanamnese. Die Verstorbenen wurden im
gesamten Untersuchungszeitraum im Kuihlraum des Institutes unter Temperaturiberwa-
chung bei +7 bis +9°C gelagert. Die Blutentnahmen erfolgten nach Einlieferung sowie nach
12, 24, 36 und 48 Stunden. Mittels steriler Punktionskantle wurden 20ml Vollblut aus peri-
pheren grol3en GefalRen (A./V. femoralis, A./V. subclavia) entnommen, in Ausnahmefallen
war die Punktion des Herzens notig. Die Proben wurden im direkten Anschluss an die Ent-
nahme zentrifugiert, ein Teil des Serums wurde danach bei +2-+6°C gelagert und innerhalb
von 12 Stunden im infektionsserologischen Labor des Universitatsklinikums Hamburg Ep-
pendorf, Institut fir medizinische Mikrobiologie und Virologie, gemessen. Die Messungen
erfolgten am Architect-System der Firma Abbott Diagnostics (Wiesbaden, Deutschland) mit-
tels EIA-Test. Der zweite Teil der Serumproben wurde unverziiglich eingefroren und bei un-
ter -70°C zwischengelagert. Die Messung dieser Proben erfolgte im infektionsserologischen
Labor der Charité, Universitatsmedizin Berlin, Institut fur Transfusionsmedizin, Campus Cha-
rité Mitte innerhalb von maximal 9 Monaten am BEP-III-System der Firma Siemens (Esch-
born, Deutschland) mittels EIA-Teste.

HIV %: 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 posi-
tiv. In den Folgemessungen bis 48 Stunden p.m. blieben alle Befunde eindeutig positiv. Frag-
liche oder grenzwertige Befunde wurden nicht erhoben. Alle Befunde wurden durch die Kon-
trollmessung in der Charité bestétigt. HBV: Insgesamt konnten 5 Verstorbene (4 Manner/1
Frau) im Alter von 37 bis 61 ausgewertet werden. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt der
Einlieferung HBsAg. In den Folgemessungen bis 48 Stunden p.m. blieben alle Befunde ein-
deutig positiv. Fragliche oder grenzwertige Befunde wurden nicht erhoben. Alle Befunde
wurden durch die Kontrollmessung in der Charité bestétigt. Anti-HBc: 9 Probanden waren bei
Einlieferung aHBc positiv. In den Folgemessungen bis 48 Stunden p.m. (1 Proband bis 36
Stunden, da keine 48 h Messung durchgefihrt werden konnte) blieben alle Befunde eindeu-
tig positiv. Fragliche oder grenzwertige Befunde wurden in Hamburg nicht erhoben. In den

Kontrollmessungen in der Charité konnten 5 positive Messergebnisse nicht bestatigt werden.
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HCV: Insgesamt konnten 17 Verstorbene (12 Manner/5 Frauen) im Alter von 26 bis 81 Jahre
eingeschlossen werden. Alle Probanden waren bei Einlieferung und 16/17 Probanden bis zu
48 Stunden und 1/17 bis zu 36 Stunden p.m. Anti-HCV positiv. Fragliche oder grenzwertige
Befunde wurden nicht erhoben. Alle Befunde wurden durch die Kontrollmessung in der Cha-
rité bestatigt. Als Kontrollgruppe wurden zusatzlich 12 Augenhornhautspender mit bekannt
negativer Eingangsserologie p.m. untersucht. Bis zu 48 Stunden zeigten sich keine falsch
positiven oder grenzwertigen Befunde, so dass die maximale Probenentnahmezeit auf 48 h

p.m. ausgedehnt werden konnte.
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3.3.Kalus U, Wilkemeyer |, Caspari G, Schroeter J,  Pruss A. Validation of the
Serological Testing for Anti-HIV-1/2, Anti-HCV, HBs  Ag, and Anti-HBc
from Post-mortem Blood on the Siemens-BEP-IIl Autom  atic System.
Transfus Med Hemother 2011; 38: 365-72

Pra- und Post-mortem-Seren von 20 Hornhautspendern der Universitatsgewebebank der
Charité, Hornhautbank Berlin, Campus Virchow-Klinikum wurden auf Anti-HIV-1/2, Anti-HCV,
HBsAg und Anti-HBc mit dem Siemens-BEP-IlI-Automatic-System getestet und miteinander
verglichen. Negative p.m. Seren wurden dartber hinaus mit Referenzseren (PEI Anti-HCV
IgG, PEI HBsAg ad 1000 Standard, Anti-HBc-IgG (WHO) NIBSC 95/522, PEI Anti-HIV-1V) in
zwei Konzentrationen (low level und high level) gespikt und getestet. Die Seren wurden nach
Zentrifugation in drei Portionen geteilt und tiefgefroren gelagert. Die bendtigten Vorverdin-
nungen der Standards erfolgten mittels infektionsserologisch negativ getesteter Blutspender-
seren. Aliquot 1 der Originalprobe wurde ohne Zusatz getestet, Aliquot 2 wurde in geringer
Menge nahe dem cut-off Wert (low-Standard) mit dem jeweils zu untersuchenden Antigen
oder Antikorper gespikt. Aliquot 3 wurde, mit Ausnahme von Anti-HBc, in hoher Konzentrati-
on (high-Standard) mit dem zu untersuchenden Antigen oder Antikorper gespikt.

Die infektionsserologische Testung der pramortalen Blutproben ergab fir alle Parameter (An-
ti-HIV 1/2, HBsAg, Anti-HBc und Anti-HCV) eindeutig negative Ergebnisse. Die Messungen
der p.m. Proben ergaben folgende Ergebnisse:

Anti-HCV: Alle ungespikten Proben waren richtig negativ. Sowohl die mit dem low- als auch
die mit dem high-Standard gespikten Proben waren Anti-HCV positiv. HBsAg: Alle ungespik-
ten Proben waren richtig negativ. Sowohl die mit dem low- als auch die mit dem high-
Standard gespikten Proben waren HBsAg positiv. Anti-HBc. Alle ungespikten Proben waren
richtig negativ. Alle mit dem low-Standard gespikten Proben waren Anti-HBc positiv. Auf die
Validierung eines high-Standard wurde in Ricksprache mit dem Paul-Ehrlich-Institut (PEI)
verzichtet. Anti-HIV: Alle ungespikten Proben waren richtig negativ. Alle mit dem high-
Standard gespikten Proben waren Anti-HIV positiv. Mit dem low-Standard waren 18/20 Pro-
ben falsch negativ und nur 2/20 Proben positiv. Es wurden weitere 10 p.m. Blutproben in
einer Verdinnung von 1:4000 und 1:5000 gespikt und getestet. Alle Ergebnisse waren in
dieser Messreihe positiv und die 1:4000 Verdinnung deutlich Gber dem cut-off Wert. Ursa-
che der falsch negativen Messwerte im ersten Versuchsansatz war ein systematischer Pipet-
tierfehler gewesen sein. Eine dritte Messreihe wurde mit 20 neuen p.m. Blutproben und einer
Verdinnung von 1:5000 wiederholt. Diese 20 Blutproben waren zusammen mit den 10 Blut-
proben aus der Messreihe 2 bei 29/30 Proben (low-Standard) positiv. Eine von 30 Proben
war falsch negativ. Ursache hierfir war mit hoher Wahrscheinlichkeit die unzureichende
Qualitat der praanalytischen Lagerung der Probe, welche unzentrifugiert als Vollblut bei 2-

8°C aufbewahrt worden war.

35



Bei keinem der getesteten Parameter konnte ein Einfluss des p.m. Blutentnahmezeitpunktes,
des Spenderalters oder des Spendergeschlechts auf das Ergebnis festgestellt werden. Se-
rumproben sollten sofort nach der Blutentnahme zentrifugiert werden. Es gibt keine sicheren
Hinweise dafir, dass post-mortem-Proben mit dem eingesetzten Testsystem zu falsch-
negativen oder falsch-positiven Ergebnissen fihren, wenn die Qualitédt der préaanalytischen

Bedingungen gewahrleistet ist.
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3.4. Kalus U, Wilkemeyer I, Pruss A, Caspari G. Va lidation of Serological
Testing for Anti-Treponema pallidum from Postmortem Blood on the
Siemens-BEP-III Automatic. Transfus Med Hemother 20  13; accepted on
April 30th (MS No. 201301012)

In der vorangestellten Studie (3.3) haben wir die Testung auf Anti-HIV-1/2, Anti-HCV, HBsAg
and Anti-HBc aus postmortalem validiert. In dieser Arbeit untersuchten wir mit der Anti-
Treponema-pallidum-Testung den letzten freigaberelevanten Infektionsparameter. Es wur-
den 17 p.m. Blutproben und je 10 Probenpaare (pra- und postmortem-Seren identer Horn-
hautspender) auf Antikérper gegen Treponema pallidum mit dem Siemens-BEP-III System
getestet. Anschlie3end wurden die Blutproben mit zwei verschiedenen Antikdrper-positiven
Standardseren in zwei Konzentrationen gespikt (low und high Standard) und nach 0, 24 und
60 Stunden getestet. Zwei der p.m. Blutproben wurden vor dem Spiking falsch positiv ge-
messen. Diese Proben waren makroskopisch auffallig und durch starke Hamolyse (freies
Hamoglobin > 50 mg/dL) belastet und konnten nicht gespikt werden. Die 25 negativen Pro-
ben wurden gespikt. Die Ergebnisse waren positiv in allen Proben. Daher kénnen nicht ha-
molytische p.m. Proben mit dem verwendeten System auf Treponema pallidum getestet

werden.
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3.5.Gubbe K, Scharnagl Y, Grosch S, Tonn T, Schmid t M, Hourfarb KM, Karl
A, Seifried E, Wilkemeyer |, Kalus U. Validation of  Virus NAT for HIV,
HCV, HBV and HAV.Transfus Med Hemother 2012; 39: 38 1-5

Kommerzielle NAT-Assays sind nicht fir p.m. Blut lizensiert und missen, ebenso wie inhou-
se-NAT Verfahren hierfur validiert werden. Um die Eignung von p.m. Blutproben fir die NAT
Testung zu untersuchen, wurden in diese Arbeit Blutprobenpaare von 32 Corneaspendern
und 20 Blutproben von Blutspendern (20 Serum- und 20 Plasmaproben) eingeschlossen. Bei
8 Corneaspendern waren sowohl pra- als auch p.m. Blutproben vorhanden. Alle Blutproben
waren serologisch negativ fir Anti-HIV, Anti-HCV, HBsAg und Anti-HBc getestet. Alle Blut-
proben waren in der NAT negativ. Aliquots der Proben wurden darauf mit WHO-
Standardverdinnungen fur HIV, HCV, HBV und HAV gespikt und NAT getestet. Verglichen
wurden die Ergebnisse in Abhangigkeit pramortal/postmortale, Serum/Plasma und der p.m.
Entnahmezeit. Die analytische Sensitivitdt und Spezifitat betrugen bei der NAT-Testung je-
weils 100%. Pra- und postmortale Proben unterschieden sich nicht signifikant bei den inter-
nen Kontrolle und nicht beim Messergebnis. Serum und Plasma eignen sich gleichermal3en
als Untersuchungsmaterial. Hamolytische p.m. Proben und Proben mit einem Enthahmezeit-
punkt >24 h p.m. ergaben gleichwertige Ergebnisse im Vergleich zu den pramortalen Blut-
proben. Das verwendete NAT-Verfahren ist auch fur die Testung p.m. Serum- und Plas-
maproben auf HAV, HBV, HCV und HIV geeignet.
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4. Diskussion

Die Anzahl infizierter Menschen mit HIV, HCV, HBV und Treponema pallidum in der Welt ist
gewaltig. Bis Ende des Jahres 2010 waren weltweit 35 Millionen Menschen mit dem Human
Immundefizienz Virus (HIV) infiziert sind, hiervon leben 2,3 Millionen in Europa. Die Anzahl
infizierter Menschen stieg in West- und Zentraleuropa von 600.000 im Jahr 2001 auf 800.000
im Jahr 2011, die Anzahl in Osteuropa und Zentralasien von 970.000 im Jahr 2001 auf 1,4
Millionen im Jahr 2011. Beide Regionen zusammen weisen 2011 Neuinfektionen in Héhe
von etwa 170.000 Fallen (>450 taglich) auf. Weltweit versterben jahrlich etwa 2 Millionen
Menschen an dieser Krankheit. Durch neue Therapieformen konnten 2010 etwa 700.000
Todesfélle verhindert werden, so dass die Anzahl von HIV-Infizierten gestiegen ist, obwohl
die Neuinfektionsrate von 1997 bis 2010 um etwa 20% fiel. [84].

Quantitativ am bedeutsamsten seitens der transfusionsmedizinisch relevanten viralen Infek-
tionen ist die Hepatitis B. Nach WHO Angaben sind knapp ein Drittel der Weltbevolkerung (2
Milliarden) mit dem Hepatitis B Virus (HBV) infiziert. An einer chronischen HBV-Infektion lei-
den etwa 240 Millionen Menschen, von denen 600.000 an den Folgen jahrlich versterben.
Innerhalb Europas sind etwa 14 Millionen chronisch infiziert. Die HBV Pravalenz ist regional
sehr unterschiedlich und reicht von 0,2% in Irland bis tGber 7% in Regionen der Turkei. Mit
dem Hepatitis C Virus (HCV) sind weltweit etwa 150 Millionen Menschen chronisch infiziert,
davon leben etwa 9 Millionen in Europa und mehr als 350.000 versterben jahrlich an den
Folgen [70]. Die HCV Pravalenz variiert von 0,4% in Schweden und Deutschland tber 2-3%
in den Mittelmeerl&andern bis hin zu Uber 20% in einer Region in Italien. Die Inzidenz ist in
Europa in den letzten Jahren gestiegen.

Deutschland gehort mit einer Pravalenz von 0,6% fir Hepatitis B und 0,4% fir Hepatitis C in
der Allgemeinbevdlkerung zu den Niedrig-Pravalenzregionen. Risikogruppen wie i.v. Dro-
genabhéngige und Migranten aus Hochpravalenzregionen sind hierbei jedoch unterschatzt.
Das Wissen um eine Virushepatitis in der Bevoélkerung ist unzureichend. In Surveys der Eu-
ropean Liver Patient Association (ELPA) kannten bis zu 90% der Infizierten ihren Infektions-
status nicht, 20% hatten noch nie von einer Virushepatitis gehért und 27% wussten nicht,
dass sie ein hohes Risiko haben, die Infektion weiterzugeben [36].

Gemessen an diesen beeindruckenden Daten und Zahlen tiberrascht es, dass die Ubertra-
gung dieser Viren durch Organ- und Gewebetransplantate selten ist. Die Ubertragung von
HIV, HCV und HBV durch muskuloskelettales Gewebe zwischen den Jahren 1984 und 2010
ist nur in etwa 20 Fallen beschrieben. Dabei sind verschiedene Voraussetzungen fir magli-

che Transmissionen erfullt.

1. Virales Genom von Infizierten ist auch in der Cornea, ein Gewebe mit hoher Infektionssi-

cherheit bei Blut- und Lymphgefalifreiheit, nachweisbar [44].
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2. HIV bleibt p.m. fir mindestens 21 Stunden nachweisbar [2] und mehrere Tage kultivier-
bar [22].

3. Die Durchseuchung von Gewebespendern im Vergleich zu Blutspendern ist um ein Mehr-
faches erhoht beschrieben wurde [17,46,65,91].

4. Der Versuch einer sicheren Risikostratifizierung mittels Anamnese oder physikalischer
Untersuchung mit der Mdglichkeit des Ausschlusses von Hochrisikogewebespender ge-
lang nicht [88].

Aus diesen Griunden hat die infektionsserologische Testung eine Uberragende Bedeutung fir
die Gewabhrleistung von Sicherheitsstandards bei Gewebespenden. Die Testung ist auch in
den Fallen - analog zur Plasmafraktionierung- zu fordern, in denen Ausgangsmaterial huma-
nen Ursprungs in weiteren Herstellungsprozessen zum Arzneimittel durch Sterilisierungs-
und Inaktivierungsschritte behandelt werden kénnen [30]. Fir Deutschland sind die erforder-
lichen Laboruntersuchungen in der TPG-GewV vorgeschrieben, die nach dem allgemeinen
Stand der medizinischen Wissenschaft und Technik anerkannt sein missen. Diese Forde-
rung fuhrt zu Problemen, da im Allgemeinen die CE-gekennzeichneten infektionsserologi-
schen Testsysteme zur Testung von p.m. Blut nicht validiert sind. Ein Umstieg auf solch vali-
dierte Systeme ist meist nicht moglich, da FDA lizensierte Systeme in Europa nicht erhéltlich
sind/waren oder bereits durch neuere sensitivere Assays ersetzt sind [59]. Nach dem Tod
kommt es zu Veranderungen des Blutes, wie z.B. Hamolyse, Autolyse oder bakterielles
Wachstum [16,37]. Dies kann die Bestimmung von Infektionsmarkern erschweren und fuhrt
zu eventuellen unspezifischen Reaktionen und als Konsequenz zu falsch-positiven bzw.
falsch-negativen Ergebnissen. Nach geltendem Recht (TPG-GewV) darf p.m. Blut, welches
innerhalb von 24 h entnommen wurde, zur freigaberelevanten Testung von Gewebespen-
dern verwendet werden.

Zukunftig ist die Ubertragungswahrscheinlichkeit von Infektionen durch Gewebetransplanta-
ten schon aufgrund der deutlich steigenden Transplantationshaufigkeit als zunehmend ein-
zuschatzen. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeiten standen daher Untersuchungen zur
Spezifitdt und Sensitivitat von infektionsserologischen Untersuchungen (Anti-HIV, Anti-HCV,
Anti-HBc, Anti-HBsAg, Antikorper gegen Treponema pallidum) und erganzend die Testungen
auf HIV-, HAV-, HBV- und HCV-Genom aus der Einzelspenderprobe mittels validierter Nuk-
leins&ure-Amplifikationstechniken (NAT) aus p.m. Blut. Die bisherigen Studien zur Testung
von p.m. Blut wurden vorwiegend mit heute nicht mehr verwendeten Assays durchgefihrt.
Die kommerziellen infektionsserologischen Teste sind seit ihrer Einfuhrung (Anti-HBsAg
1970, Anti-HCV 1989 und Anti-HIV-1 1985) in einem relevanten Mal3e weiterentwickelt wor-
den sind und unterscheiden sich deutlich von ihren Vorgangerversionen. Im Folgenden wird
ein kurzer Uberblick iiber die Evolution der Testsysteme gegeben, um einen kritischen Ver-

gleich unserer Ergebnisse mit friheren Studien zu ermdglichen.
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Die Hepatitis B Testung von Blutspendern begann Anfang der 70er Jahre mit einem gelba-
sierten Test mittels Immunelektropheresetechnik [23]. Bei einer typischen Hepatitis B (HBV)
Infektion ist das HBsAg der erste HBV Marker und tritt in groRem UbermaR auf, so dass der
Nachweis auch mit Testen der 1. und 2. Generation gelingen konnte. In der Regel kann
HBsAg bereits 2 bis 3 Wochen vor Krankheitsbeginn im Serum nachgewiesen werden und
erreicht bei Auftreten der charakteristischen Krankheitssymptome (Ikterus, Anstieg der leber-
spezifischen Enzyme) einen Maximaltiter. Testsysteme der 3. Generation wurden bereits
1975 eingefuhrt und erreichten eine gesteigerte Spezifitdt durch Zusatz von konzentriertem
Anti-HBs. Hierzu werden an eine Festphase HBsAg-Antikérper konjugiert. In einem nachsten
Schritt wird zusammen mit der Probe z.B. biotinkonjugiertes Anti-HBs zugefligt und konkur-
riert um die Bindungsstellen der Antikdrper beim Vorhandensein von HBsAg in der Probe.
Eine Farbreaktion kann in einem zweiten Schritt nur in den Fallen erfolgen, in denen kein
HBsAg aus der Probe an die Festphasen-Antikdrpern gebunden hat. Diese Teste wiesen
gegeniuber der Immunelektropheresetechnik eine etwa 10.000-fach héhere Sensitivitat auf
[24]. In der Mehrzahl werden heute monoklonale Antikérper zum Nachweis des HBsSAg ein-
gesetzt. Erfahrungen mit unterschiedlichen HBsAg-Testkits bei der Testung britischer Blut-
spender zeigten herstellerspezifische Raten falsch-positiver Befunde zwischen 0,01% und
0,18% [24]. Aufgrund des Auftretens von HBV Varianten als auch von low-carrier Tréagern,
welche mit den dblichen HBsAg-Testen nicht erkannt werden konnten, wurde die Pflichttes-
tung der Hepatitis B um die Testung auf Antikbrper gegen HBc (Anti-HBc) in Deutschland
2006 erweitert. Wahrend HBsAg nach einer ausgeheilten Infektion nicht mehr nachweisbar
ist, verbleibt Anti-HBc als ,serologische Narbe" lebenslang. Die genetische Variabilitat von
HBYV ist grof3, aktuell missen 8 Mutanten in den Testen erkannt werden [50]. In einem Ver-
gleich zwischen zwei verschiedenen HBsAg-Testen der Firma Abbott bei 6482 Blutspendern
und 496 unselektierten Laborproben wurden Spezifitdten von 99,94% und 99,96% ermittelt.
In einer wichtigen Arbeit zur Evaluation der Sensitivitdit der 17 gebrauchlichsten CE-
zertifizierten HBsAg Assays Europas konnte gezeigt werden, dass die Sensitivitat in den letz-
ten Jahren nicht weiter gesteigert werden konnte, der sensitivste Test ist bereits seit 1995
verfligbar. Das diagnostische Fenster zwischen dem sensitivsten und dem Test mit der ge-
ringsten Sensitivitat betrug etwa 2 Wochen. Darlber hinaus hatten viele Assays Schwierig-
keiten beim Nachweis von Mutanten [75]. Bei vier unterschiedlichen HBsAg Assays wurden
Sensitivitdten zwischen 95,3% und 99,8% und Spezifitditen von 100% ermittelt [89]. Limitati-
onen der Assays bei speziellen Vorerkrankungen zeigten sich bei einem Patienten mit einer
hamatologisch-onkologischen Erkrankung und bei einem Patienten nach Nierentransplanta-
tion. Nach Reaktivierung einer okkulten Hepatits B wurden die Patienten nur in 2 von 5
kommerziellen Anti-HBsAg Assays richtig positiv bestimmt [86].

Im Jahr 1990 wurde die 1. Generation von kommerziellen Anti-HCV Assays erhéltlich. Diese
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Testsysteme basierten auf den Nachweis einer HCV-Antigenkomponente, dem C100 der
Nichtstrukturregion NS4. Bereits 1992 wurde eine 2. Generation durch die FDA lizenziert, bei
denen weitere HCV-Antigene auch aus der NS3 Region eingesetzt wurden. Die deutliche
Zunahme der Sensitivitat zeigte sich bei positiv getesteten Blutspendern, die in der Kontroll-
messung mit einem Test der 1. Generation nur in 61% bestatigt werden konnten [24]. Teste
der 3. Generation sind seit 1993 verfligbar und enthalten in der Mehrzahl rekombinante bzw.
synthetische Peptide der HCV-Antigenstrukturen core, NS3, NS4 und NS5. Damit konnte
das diagnostische Fenster im Mittel um 5 Wochen gegen Uber der 2. Generation auf <10
Wochen nach Exposition verringert werden [42]. Retrospektive Untersuchungen zeigten,
dass bestatigt positive Ergebnisse mit Testen der 3. Generation nur in 97% durch Teste der
2. Generation detektiert wurden [24]. Trotz dieser Verbesserungen werden weiterhin falsch
negative, aber auch falsch positive Ergebnisse generiert. In einer Metaanalyse mit 10 Stu-
dien zur Spezifitdat und Sensitivitat von Anti-HCV EIA’s der 3. Generation bei Blutspendern
wurde eine Sensitivitdt von 98,9% im Vergleich zur NAT-HCV Testung und eine Spezifitat
von 100% ermittelt [19]. Die Autoren beschreiben auch falsch positive Ergebnisse, im Be-
sonderen bei Autoimmunerkrankungen, Lebererkrankungen und negativen Einflissen der
Praanalytik (Temperatur, Probenstandzeit). Eine andere Arbeitsgruppe verglich einem Test
der 3. Generation (Ortho EIA-3.0, Fa Ortho Diagnostics) mit einem Test der 2. Generation
desselben Herstellers (Ortho EIA-2.0) [85]. In dieser Studie wurden 203 Proben mit dem Or-
tho EIA-3.0 und einem weiteren serologischen Erganzungstest (RIBA) nachuntersucht, die
im Ortho-EIA-2.0 initial positiv getestet worden waren. Der prédiktive Wert fir einen Virustra-
gerstatus verbesserte sich von 0,23 fir den Ortho EIA-2.0 auf 0,52 fir den Ortho EIA-3.0.
Die Zunahme der Spezifitdt konnte auf die Eliminierung von Fehlreaktionen mit spezifischen
Antigenen zurlckgeflihrt werden [85]. Das International Consortium for Blood Safety in Ko-
operation mit dem PEI veréffentlichte 2006 eine Evaluation von 44 Anti-HCV Assays [74].
Die Sensitivitaten betrugen zwischen 99% und 100% und die Spezifitaten in 25 Assays
(100%), in 11 Assays (99,45%) und 9 Assays hatten >2 falsch positive Befunde. Die Ver-
gleichsuntersuchungen fanden mit spezifischen kommerziellen Panels an 200 Anti-HCV po-
sitiven Proben (ICBS HCV master panel) und 181 Anti-HCV negativen Proben (anti-HCV-
negative ICBS master panel) statt. In einer weiteren Multizenterstudie wurden 1138 Blut-
spender, 3553 unselektierte Laborproben und Serokonversion-Panels mit verschieden kom-
merziellen Anti-HCV Assays parallel getestet. Die Autoren bestétigen die durchgehend hohe
Qualitat der unterschiedlichen Test Assays mit vergleichbaren Spezifitaten von >99,4% und
fehlenden signifikanten Unterschieden in der Sensitivitat bei den Serokonversion-Panels [1].

Anti-HIV Teste wurden 1985 in die Blutspenderdiagnostik eingefuhrt und verwendeten in der
Mehrzahl ein virales Lysat, welches an einer Festphase konjugiert war. Dort bindende HIV-

Antikdrper aus der Probe konnten durch anti-human IgG Konjugat indirekt nachgewiesen
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werden. Aufgrund von Qualitatsproblemen in der Herstellung der viralen Lysate wurden frih-
zeitig rekombinante oder auch synthetische virale Antigene mit der Festphase konjugiert.
Hierdurch konnte eine verbesserte Sensitivitat erreicht werden [21,23]. Im Jahr 1991 wurde
erstmalig ein kombinierter Anti-HIV Y2-p24-Ag EIA Test lizenziert. Eine dritte Testgeneration
wurde 1991 eingefihrt und verwendete rekombinante und synthetische Antigene im Sand-
wich-Verfahren. Hierbei bindet an die Festphase gebundenes Antigen maogliche Antikorper
aus der Probe. In einem nachsten Schritt wird enzym-konjugiertes Antigen zugeflgt, welches
an den Antikdrper anbinden kann, wenn er Festphasen-Antigen-gebunden ist. Dadurch ent-
steht ein Komplex aus Antigen-Antikérper-enzymkonjugiertes Antigen. Mit dieser Technik
war eine >20-fache Steigerung der Sensitivitat gegeniiber Testsystemen der 2. Generation
[23] zu erzielen. Eine 4. Testgeneration kombiniert die Detektion von Antikdrper und Antigen
(p24 Ag) und wurde im Jahr 2000 in Europa eingefihrt und kann das diagnostische Fenster
weiter verkirzen [55]. Direkt nach deren Einflhrung wurden gegentber den unkombinierten
Antikdrpersuchtesten verminderte Sensitivitdten beschrieben, die bei den aktuellen Testsys-
temen nicht weiter bestétigt werden. Eine weitere Steigerung der Sensitivitat serologische

Teste scheint aus immunologischer Sicht nicht mdglich zu sein.

Frihzeitig nach Einfihrung infektionsserologischer Test Assays wurde auch die Moglichkeit
der Testung von p.m. Blut beschrieben [41,64]. Nur in einer Arbeit wurden dabei pra- und
p.m. Blutproben derselben Spender verglichen [37]. Bei dieser Untersuchung an gematchten
Blutproben von Corneaspendern mit 33 pramortalen versus 33 p.m. Proben identer Spender
wurde eine Diskrepanzquote von 51,5% festgestellt. In den 17 Fallen mit diskrepanten Er-
gebnissen war die p.m. Testung von Anti-HBsAg in 16/33 Fallen mit einem falsch positiven
Ergebnis betroffen und in 1/33 Fallen wurde Anti-HCV p.m. falsch negativ bestimmt. Mittels
NAT konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass diese Probe pramortal Anti-HCV positiv
gewesen war. Bei der Anti-HIV % Testung kam es in dieser Arbeit in zwei Fallen zu einem
falsch positiven p.m. Ergebnis. Die Autoren resiimieren, dass eine Serokonversion zwischen
den pra- und postmortalen Entnahmezeitpunkten bei einem Zeitversatz von durchschnittlich
nur 3,9 Tagen ausgeschlossen war und begriindet die hohe Rate an falsch positiven Befun-
den bei der Anti-HBsAg Testung mit Interferenzen zwischen Testsystem und Hamolyse und
der daraus resultierenden unzureichenden Spezifitat. Eine Limitation der Studie ist darin be-
grindet, dass bei der Anti-HBsAg Testung nur der Test eines Herstellers eingesetzt wurde.
Der wichtige Aspekt zum Zeitfenster und zu den Lagerbedingungen der Proben zwischen
p.m. Entnahme und Messung wird in dieser Publikation nicht weiter beschrieben.

In einer initialen retrospektiven Arbeit verglichen wir ebenfalls die infektionsserologische Tes-
tung gepaarter prd- und postmortaler Blutproben von 487 Corneaspendern [Wilkemeyer
2012]. Die Entnahme der pramortalen Proben erfolgte innerhalb von maximal 7 Tagen vor

Eintritt des Todes. Die Messungen erfolgten an zwei unterschiedlichen automatisierten Sys-

63



temen unter Routinebedingungen mittels den zugehorigen CE-zertifizierten EIA-Testen. Es
kam in insgesamt 21 Fallen (4,3%) zu Diskrepanzen, davon in 0,8% pramortal positiv und
p.m. negativ und in 3,5% pramortal negativ und p.m. positiv. Es traten Diskrepanzen in 17
Fallen bei Blutproben auf, die in einem Zeitrahmen von >24 Stunden (13 p.m. positiv, 4 p.m.
negativ) und in 4 Fallen bei Proben, die < 24 Stunden (4 p.m. positiv, 0 p.m. negativ)
postmortal entnommen worden waren. Die Mehrzahl der Diskrepanzen (7 Spender (1,4 %))
betraf die Anti-HBsAg Testung und bestatigt diese bekannte Problematik aus einer friiheren
Arbeit [37]. Von diesen 7 Spendern wurde dreimalig die pramortale Blutprobe positiv und die
p.m. Probe negativ getestet. Eine anschlielende HBV-PCR konnte nicht durchgefihrt wer-
den, da kein postmortales Blut mehr vorhanden war. Bei 4 Spendern wurde die pramortale
Probe negativ und die postmortale positiv getestet. In 2 Fallen konnten Ergédnzungsteste mit
der NAT-HBV durchgefuhrt werden, die negative Befunde ergaben. Bei der Anti-HCV-
Testung trat eine weitere Diskrepanz mit negativem p.m. Ergebnis auf. Auch hier konnte eine
NAT-HCV nicht durchgefuhrt werden, da kein p.m. Material mehr verfugbar war. Insgesamt 8
Diskrepanzen (1,6%) traten bei der Testung auf Anti-HBs, Anti-HBc 1gG+IgM und Anti-HIV
1/2 auf. Alle Proben waren pramortal negativ und postmortal positiv. Bei 5 Spendern (1,0 %)
wurden abweichende Ergebnisse in der Treponema pallidum Testung festgestellt. Alle Pro-
ben waren pramortal negativ und postmortal positiv. Keiner der 5 positiven Befunde konnte
in einer Erganzungstestung bestéatigt werden. Unsere Arbeit zeigt damit deutlich weniger
Diskrepanzen, als sie in einer friheren Studie beschrieben worden sind [37]. Diese Autoren
benutzten bei ihrer Studie einen Anti-HBsAg Assay, der nicht mehr aktuell ist und bereits
mehrmalig durch Nachfolgeversionen ersetzt wurde. Es ist bekannt, dass die Spezifitaten der
Testsysteme in der Zwischenzeit durch Weiterentwicklungen verbessert wurden, sich aber
zwischen verschiedenen Herstellern unterscheiden. Diese herstellerspezifischen Unterschie-
de untersuchte eine Arbeitsgruppe mittels deutlich hamolytischen p.m. Blutproben, die auf
Anti-HBsAg und Anti-HIV %2 parallel mit jeweils zwei unterschiedlichen Testkits der Firmen
Abbott Laboratories (North Chicago, USA) und Genetic Systems, Seatle, USA bzw. Retrovi-
rology Coulter Corporation, USA) gemessen wurden [56]. Bei der Testung von 43 hamolyti-
schen Proben zeigten sich unspezifische Anti-HBsAg Ergebnisse in 67,4% bei Abbott Labo-
ratories aber lediglich in 4,7% bei Genetic Systems, und bei 31 hamolytischen Seren zeigten
sich unspezifische Anti-HIV Ergebnisse in 83,9% bei Abbott Laboratories und in 3,2% bei
Beckman Coulter, (USA). Eine verminderte Spezifitat bei der Testung auf Anti-HBsAg in p.m.
Blut wurde bereits zuvor beschrieben [63]. Die Spezifitat des eingesetzten EIA der Firma
Abbott Laboratories betrug bei 409 Proben (81,3%) im Vergleich zu einem Radioimmunas-
say, welcher als Referenztest eingestuft wurde. Die Rate an falsch positiven Ergebnissen
war abhangig von der Hamolyse und schwankte zwischen 7% bei nichthamolytischen und

50% bei hamolytischen Proben. Untersucht wurden in dieser Arbeit auch Verstorbene mit
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bekannter Aids-Erkrankung. 34/35 wurden Anti-HIV positiv getestet, ein Proband war bei drei
verschiedenen EIA-Assays negativ und ausschliel3lich in einem Western Blot Test positiv.
Weitere Autoren beschrieben Unzuldnglichkeiten der Anti-HIV Testung aus p.m. Proben.
Eine Arbeitsgruppe untersuchte 94 Leichenspender auf Anti-HIV, denen pramortal, unmittel-
bar postmortal und nach >24 h Proben entnommen worden waren. Postmortal sank die Spe-
zifitat auf 94% und nach >24 h auf 81% ab [11]. Eine weitere Arbeitsgruppe fand im Ver-
gleich eines kommerziellen Anti-HCV EIA (HCV-EIA 2.0) mit seinem Vorgangertest (HCV-
EIA 1.0) der Firma Abbott Laboratories bei der Messung von 101 p.m. Blutproben gleiche
Sensitivitdten von 100%, aber eine Erhéhung der Spezifitat von 84% auf 92,7% fir den HCV-
EIA 2.0 zeigen [43]. In einer zusatzlich durchgefihrten Verdiinnungsreihe zeigten sich keine
Unterschiede in den cut-off Werten zwischen pré- und postmortalen Proben, welche mit
HCV-positivem Serum gespikt wurden. Neben diesen mdglichen hersteller- und testspezifi-
schen Unterschieden bei p.m. Blut fanden andere Autoren weitere relevante EinflussgréfZen.
In einer Befragung zur Reproduzierbarkeit der virologischen Testung aus p.m. Blut zeigten
5499 infektionsserologische Untersuchungen bei 1833 Gewebespendern in 12 britischen
Gewebebanken eine grof3e Streuung wiederholt positiver Befunde von 0-42% [79]. Hohe
Wiederholungsraten korrelierten nicht mit den Erregern sondern mit den Gewebebanken.
Insgesamt wurden 6,3% der Spender wiederholt positiv getestet, 71% davon betrafen die
HBsAg Testung. In der Arbeit wird die Bedeutung einer unterschiedlichen praanalytischen
Probenbearbeitung hervorgehoben. Die beiden Gewebebanken mit der hdchsten Rate an
Wiederholungstestungen hatten Proben bis zu 72 h p.m. enthommen, andere Gewebeban-
ken fanden keine Assoziation zwischen der Rate positiver Befunde und einem p.m. Entnah-
mezeitpunkt. Nach Verkirzung ihres Probenentnahmezeitpunktes < 24 h p.m., konnte eine
grolRe Gewebebank die Raten positiver Befunde von 14% auf 3,5% senken. Diese Daten
zeigten das verstarkte Auftreten falsch positiver Ergebnisse in Abhangigkeit von dem Ent-
nahmezeitpunktes p.m. Proben und wurden durch eine spatere Arbeit bestatigt [16]. Diese
franzésische Arbeitsgruppe untersuchte 553 p.m. Proben von Corneaspendern auf Anti-HIV,
Anti-HBsAg und Anti-HCV und wertete die Testergebnisse in Abhangigkeit von der
makroskopisch sichtbaren Probenqualitat als auch deren Abhangigkeit von dem Einfluss der
p.m. Entnahmezeit aus. Die Proben waren in 21,5% infektionsserologisch aufféllig und in
46% makroskopisch auffallig. Zwischen makroskopischer Auffalligkeit und der Rate an posi-
tiven Testergebnissen zeigte sich eine signifikante Korrelation fir Anti-HIV und Anti-HBsAg,
aber nicht fur Anti-HCV. Eine Nachtestung war in 15,6% bei makroskopisch unauffalligen
Proben und in 49,6% bei makroskopisch auffalligen Proben notwendig. Auffallige Proben
wurden in 25% bei einer p.m. Entnahme <12 h und in 54,5% bei einer p.m. Entnahme >36 h
gefunden. Diese Arbeit untersuchte erstmalig detailliert die Auswirkungen préanalytischer

Einflisse bei der Testung von p.m. Proben. Eine Limitation liegt in der fehlenden Erklarung
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der makroskopischen Auffalligkeit mit zunehmendem Zeitintervall, da nicht dieselben Proben
zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen worden sind. Die Proben wurden nach Eingang im
Labor standardisiert und umgehend zentrifugiert und innerhalb von 48 h mit Test Assays der
3. Generation gemessen. Da jedoch keine Aussagen zu den Lagerungsbedingungen der
Leichname vor Probenentnahme gemacht werden, kdnnen neben dem Faktor Zeit weitere
EinflussgroRen auf magliche Unterschiede der praanalytischen Bedingungen nicht ausge-
schlossen werden. Die Empfehlung der Autoren zur Begrenzung der Probenentnahme <12 h
p.m. wirde zu einem zusatzlichen Verlust von potentiellen Organ- und Gewebespendern
fuhren. In der Literatur Uberwiegen falsch positive Ergebnisse aus p.m. Blutproben zahlen-
mafig falsch negative Ergebnisse deutlich, falsch negative Ergebnisse gefahrden jedoch die
Empfangersicherheit. In unserer Studie hatten wir insgesamt 4 falsch negative Ergebnisse (3
Anti-HBsAg und 1 Anti-HCV), da das pramortale Ergebnis als Referenz galt. Da eine NAT
nicht durchgeftihrt werden konnte und wir bei den pramortalen Proben ein anderes Testsys-
tem als bei den p.m. Proben verwendet haben, verbleibt unklar, ob die Diskrepanzen nur
definitionsgemald durch falsch negative p.m. Ergebnis auftraten oder aber die pramortalen
Proben falsch positiv getestet wurde. Eigene Erfahrungen im Routinebetrieb und bei der
Erstvalidierung nach Inbetriebnahme hatten bereits die Empfindlichkeit unseres Testsystems
auf Probenqualitat und -material gezeigt. Mit unserem System in der Routinediagnostik auf-
fallig getestet Proben werden in der Erg&nzungstestung mit weiteren Testsystemen in weni-
ger als 50% bei Anti-HBsAg bestatigt (eigene Erfahrungen). Wir halten es aus diesen Grin-
den fur moglich, dass die negativen HBsAg Befunde p.m. richtig negativ getestet worden
sind. Eine mdgliche Hamodilution durch pramortale Infusionen und Transfusionen als mogli-
che Ursache eines p.m. falsch negativen Ergebnisses sehen wir kritisch. Heim et al. hatten in
ihrer Publikation diese Mdglichkeit fur das falsch negative Anti-HCV Ergebnis bei einer Probe
aufgefuhrt. Verschiedene Autoren haben eine Hamodilution als Ursache einer mdglichen
Abnahme der Sensitivitat p.m. Proben untersucht. Eastlund beschreibt in seiner Ubersichtar-
beit, dass >45% der Gewebespender pramortal kristalline und kolloidale Lésungen und Blut-
produkte erhalten [26]. Der Autor fihrte Verdinnungsreihen mit p.m. Serumproben bekann-
ter positiver Gewebespender durch und konnte eine grof3e Robustheit der Testergebnisse in
Abhéangigkeit einer Verdiinnung aufzeigen. HBsAg unterschritt die Nachweisgrenze bei einer
Verdinnung >1:360.000, Anti-HIV >1:20.0000 und Anti-HCV >1:16. Andere Autoren stiitzen
diese Robustheit gegeniiber Verdinnungseffekten mit ihren Arbeiten [3,45,54]. Auch im
Paarvergleich pra-/postmortal konnte die Robustheit der Anti-HCV-Testung demonstriert
werden. Bis zu einer Verdinnung von 1:512 wurden die Proben positiv getestet, obwohl die
cut-off Werte ab einer Verdiinnung von <1:64 abnahmen [43]. 1987 wurde jedoch der Fall
einer HIV-Ubertragung durch die Transplantation eines Organs publiziert, die durch ein

falsch negatives Testergebnis bedingt war [12]. Die Ursache musste auf eine massive Ha-
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modilution des Spenders zurtickgefuhrt werden. Die Probe war umgehend nach einer Mas-
sivtransfusion (2-3fache des eigenen Blutvolumens Uber 11 Stunden) entnommen worden
und fuhrte zu einem negativen Testergebnis. 48 h spater wurde eine zweite Probe entnom-
men, welche Anti-HIV positiv war. Es wurde vermutet, dass die Anti-HIV Antikérper durch die
Massivtransfusion aus dem intravaskuldren in den extravaskularen Raum gespiilt wurden
und erst nach der anschlieenden p.m. Ruckdiffusion zuriick in den intravaskuldren Raum

wieder der Probenenthahme zuganglich geworden sind.

Unsere vergleichende Untersuchung von 487- pra- und postmortal gematchen Blutproben im

Kontext mit der besprochenen Literatur zeigt, dass

1. die scheinbar sehr vergleichbaren Daten zu Sensitivitat und Spezifitat von verschiedenen
infektionsserologischen Testen nicht unkritisch auf p.m. Blut Gbertragen werden kénnen,

2. im Vergleich zu den friheren Studien wir deutlich weniger falsch positive Befunde, insbe-
sondere bei der HBsAg Testung, erheben, welche jedoch auch in dieser Studie die hau-
figsten Diskrepanzen verursachte,

3. moglicherweise falsch negative Befunde im p.m. Blut auftreten kdnnen.

Da keine Arbeit bisher den Verlauf der infektionsserologischen Testung derselben p.m. Pro-
ben zu verschiedenen Zeitpunkten beschreibt, ist eine sichere Aussage zur Stabilitdt von
Antikérpern und Antigenen nicht moglich. Daher haben wir eine Untersuchung in Kooperati-
on mit dem Institut fir Rechtsmedizin des Universitatskrankenhauses Eppendorf, Hamburg
(UKE) durchgefiihrt. Eingeschlossen wurden Verstorbene mit gesicherter oder sehr wahr-
scheinlicher HIV- und/oder, HBV- und/oder HCV-Infektion oder gesichertem Hinweis auf ei-
nen positiven infektionsserologischen Befund. Die Verstorbenen wurden wahrend des ge-
samten Untersuchungszeitraumes bei +7 bis +9°C gelagert. Die Blutentnahmen erfolgten
nach Einlieferung und nach 12, 24, 36 und 48 Stunden. Die Proben wurden umgehend
zentrifugiert, ein Teil des Serums wurde danach bei +2 bis +6°C gelagert und innerhalb von
12 Stunden mittels EIA-Teste gemessen. Bei den untersuchten Parametern waren samtliche
Testergebnisse bis zu 48 Stunden p.m. korrekt positiv bestimmt worden. In dieser Arbeit un-
tersuchten wir damit erstmalig mdgliche p.m. Veranderungen infektionsserologischer Para-
meter zu verschiedenen Zeitpunkten. Bereits andere Autoren konnten bestétigen, dass der
Nachweis von HIV-Antikérpern in p.m. Blut noch nach 35 h bzw. nach 5 Tagen gelingen
kann [41,64]. Unsere Studie belegt die hohe Stabilitat der untersuchten Antikdrper und Anti-
gene im Leichnam bis zu 48 h postmortal. Alle Probanden wurden unverziglich und durch-
gehend kihlend gelagert, die Blutentnahme war standardisiert und die Zentrifugation der
Proben erfolgte unmittelbar nach Entnahme. Auf diese Weise konnten wir eine hohe Pro-
benqualitat erreichen, welche die erreichten Spezifitaten und Sensitivitaten mit zwei unter-
schiedlichen Testsystemen erklaren kann. Damit unterscheiden sich unsere Resultate deut-

lich von den Ergebnissen einer bereits zitierten franzdsischen Arbeitsgruppe [16]. Diese
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Autoren beschreiben zwar keine signifikante Korrelation zwischen der Rate positiver Befunde
und dem Entnahmezeitpunkt, aber eine Korrelation zwischen falsch positiven Befunde und
der Probenqualitdt, welche mit zunehmendem p.m. Entnahmezeitpunkt deutlich abnahm.
Autolytische und hdmolytische Prozesse oder auch ein bakterielles Wachstum kdnnen durch
konsequentes Vermeiden einer Unterbrechung der Kuhlkette verringert werden. Nach 36 h
und zunehmend nach 48 h zeigten jedoch auch unsere Proben Zeichen einer Hamolyse.
Eine Quantifizierung der Hamolyse in den p.m. Proben ist zwischen den verschiedenen Ar-
beiten aufgrund einer fehlenden Bestimmung des freien Hamoglobins nicht méglich. In bei-
den Studien wurden aktuelle und weitverbreitete Testsysteme eingesetzt worden. Dass Auf-
treten testspezifischer Unterschiede zeigte sich in auch unserer Arbeit bei der Anti-HBc
Testung. Bei 5/32 Bestimmungen, die im Abbott System positiv waren, wurden mit Siemens
negative Befunde ermittelt. Hiervon wurden ein Proband 3-malig und ein Proband 2-malig
diskrepant gemessen. Beide Probanden hatten im EIA der Firma Abbott eine schwachere
Reaktivitat als die weiteren Anti-HBc positiven Probanden. Die Stabilitaten der Antikorper
und des HBsAg bis 48 h p.m. waren Voraussetzung und daher wegbereitend fur weitere Un-
tersuchungen, mit denen die gesetzlichen Vorgaben zur Validierung eines Testsystems fur
p.m. Blut erfillt werden sollten. Diese werden durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) als natio-
nal zustandige Behorde fur Gewebezubereitungen gefordert. Hierzu haben wir pra- und
postmortale Seren von 20 Hornhautspendern, die negativ auf Anti-HIV-1/2, Anti-HCV, Anti-
HBsAg und Anti-HBc getestet waren, mit Referenzstandards niedriger und hoher Konzentra-
tion gespikt und danach getestet. Die p.m. Proben waren im Zeitraum zwischen 4 h und 52 h
p.m. enthommen worden. Bei Anti-HCV und Anti-HBc waren 20/20 ungespikten Proben ne-
gativ und 20/20 gespikten Proben positiv, bei Anti-HBsAg trat in 1/20 Probe (low Standard)
ein falsch negatives Ergebnis auf, welches auf einen Pipettierfehler zurtickgefuhrt werden
konnte. Seitens der Anti-HIV Testung traten technische Schwierigkeiten auf, da durch einen
systematischen Pipettierfehler die zugesetzte Menge an Referenzserum zu gering und auf-
grund der zu grof3en Endverdinnung die Proben negativ getestet wurden. Bei der Nachtes-
tung wurden 10 Proben unmittelbar nach der Blutentnahme zentrifugiert und tiefgefroren, 10
Proben wurden als Vollblut maximal 7 Tage im Kuhlschrank bei +2 bis +8°C aufbewahrt und
erst vor der Analytik zentrifugiert. Die cut-off Werte der unmittelbar zentrifugierten Proben
waren deutlich positiver als bei den Proben, die unzentrifugiert gelagert worden waren. Bei
diesen Proben wurde auch ein falsch negatives Ergebnis ermittelt. In dieser Studie wurden
p.m. Proben erstmalig mit Referenzstandards gespikt und prospektiv untersucht. Abwei-
chend von anderen Autoren fanden wir keine Unterschiede in Abhangigkeit von der p.m.
Probenentnahmezeit bzw. von Alter und Geschlecht, die andere Autoren beschrieben haben
[17,63]. Dies gilt fur die infektionsserologischen Endergebnisse, aber auch fiir die ermittelten

Rohwerte bzw. cut-off Werte, die sich nicht signifikant mit zunehmender p.m. Enthahmezeit
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veranderten. Wir fanden jedoch ein falsch negatives Ergebnis und eine signifikante Ande-
rung der cut-off Werte in Abhangigkeit von der Probenqualitat. Diese ist abhdngig von einer
unverziglichen Zentrifugation des p.m. Blutes. Die Lagerung als Vollblut fihrte zu einem
falsch negativen Anti-HIV Ergebnis. Neben der Beeinflussung der EIA durch die Probenquali-
tat missen auch direkte Inhibitionseffekte in Erwdgung gezogen werden. Diese kdnnen bei
unzureichenden Lagerbedingungen zunehmen und zu falsch negativen Testergebnissen
fuhren.

Die Testung auf Treponema pallidum ist eine weitere freigaberelevante Pflichttestung fir
Gewebespender. Die Ubertragung der von Treponema pallidum subspecies pallidum verur-
sachten Syphilis durch eine Bluttransfusion wurde erstmals 1915 beschrieben [31]. Seitdem
wurden mehr als 200 Falle von transfusionsbedingter Syphilis publiziert, in den letzten 30 bis
40 Jahren wurde nur noch vereinzelt Gber Falle von Transfusionssyphilis berichtet [90]. In
mehreren westeuropaischen Landern steigen Syphiliserkrankungen aktuell an. Dies wird mit
einer Zunahme von riskantem Sexualverhalten (MSM) erklart [71]. Unser EIA auf der Basis
rekombinanter Treponema pallidum Antigene eignet sich zum Antikérpernachweis, ist aber
nicht fir p.m. Blut validiert. Wir haben 17 p.m. Proben und je 10 pr&- und postmortale ge-
matchte Blutproben identer Corneaspender mit zwei unterschiedlichen Referenzseren
gespikt, die Antikérper gegen Treponema pallidum enthalten. In Verdiinnungsreihen ermittel-
ten wir die spezifischen Verdunnungen fur ein high- und ein low-Standard Spiking. Alle p.m.
Proben wurden unmittelbar nach Spiking, nach 24 h und nach 60 h positiv bestimmt. Die
Entnahmezeiten lagen zwischen 12 und 54 h postmortal. Bei weiteren 10 Spendern konnten
gepaarte pra- und p.m. Proben verglichen werden. Ungespikt wurden alle pramortalen Pro-
ben negativ aber 2/10 p.m. Proben positiv bestimmt. Beide Proben zeigten ausgepragte
makroskopische Auffalligkeiten, das freie Hamoglobin war mit 50 mg/dl und mit 95 mg/dI
deutlich erhoht. Diese Proben wurden aus der weiteren Untersuchung ausgeschlossen. Die
Entnahmezeiten der hamolytischen Proben betrugen 26 h bzw. 48 h. Proben ohne Hamolyse
wurden bis 58 h p.m. entnommen. In den verblieben 8 Proben zeigten sich nach Spiking in
allen Fallen mit beiden Referenzseren nach 24 h und nach 60 h positive Ergebnisse. Korrela-
tionen zwischen den Extinktionswerten und der Entnahmezeit, dem Alter oder dem Ge-
schlecht zeigten sich nicht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein Antikdrpernachweis gegen
das Bakterium Treponema pallidum aus p.m. Blut mit einer Sensitivitat von 100% gelang und
madgliche Inhibitionseinflisse tber 60 h zu keinem falsch negativen Ergebnis gefuhrt haben.
Sie sind vergleichbar mit unseren Untersuchungen zur infektionsserologischen Testung auf
virale Erreger. Eine entscheidende Einflussgré3e zur Validitat der Messergebnisse lag nicht
in der p.m. Entnahmezeit, sondern die Probenqualitdt begrindet. Diese kann bei korrekter
Kihlung der Spender und einer mdglichst umgehenden Zentrifugation nach Entnahme auch

>48 h p.m. erreicht werden. Ausgepragte Hamolyse fuhrte zu falsch positiven Befunden. In
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der Testkitbeilage wird durch Siemens ein Einfluss von Hamolyse, Lipamie und lkterus ver-
neint. Eine Nachfrage ergab, dass zu dieser Aussage keine validen Untersuchungen vorge-
legt werden kénnen (personliche Mitteilung). Die Syphilis wird nahezu ausschlief3lich durch
sexuelle Kontakte tUbertragen und daher auch als Surrogatmarker fir Risikoverhalten einge-
stuft. Im Jahr 2001 waren nach den Meldungen an das Robert Koch-Institut in Deutschland
33 von 100.000 Erstspendern bestatigt positiv. Der Arbeitskreis Blut, ein Expertengremium,
das die zustandigen Behorden des Bundes und der Lander in Fragen der Sicherheit bei der
Gewinnung und Anwendung von Blut und Blutprodukten berét, kam in 2002 zu der Schluss-
bewertung, dass auf ein Spenderscreening nicht verzichtet werden kann, obwohl in Deutsch-
land seit mehr als zwei Jahrzehnten kein Fall einer Transfusionssyphilis bekannt wurde. Die
Grinde liegen in der hohen Infektidsitat des Erregers und der zunehmenden Inzidenz der
Erkrankung. In einem Vergleich der Pravalenz zwischen Bluterstspendern und Gewebe-
spendern in Schottland wurden hdhere Pravalenzen fur HBV (4-fach), HCV (1,6-fach) und
Syphilis (34-fach) bei Organ- und Gewebespendern in Vergleich zu Bluterstspendern gefun-
den [33]. Ubertragungen von Bakterien durch Gewebetransplantate sind beschrieben, jedoch
nicht fir Treponema pallidum. Kiirzlich wurde jedoch eine Ubertragung durch eine Leber-
transplantation bekannt [81]. Treponemen sind relativ instabil, wobei insbesondere warme-
empfindliche Lagerung unter +20 ° C fir mehr als 72 Stunden zu irreparablen Schaden fuhrt.
Eine kritische Neubewertung dieser Pflichttestung sollte daher flir Gewebespender erfolgen,
zumindest fur muskuloskelettales Gewebe, welches Inaktivierungs- und Sterilisierungsschrit-
ten unterworfen wird. Fir Plasma ausschlieBlich zur Fraktionierung wird gemald der Ha-
motherapie-Richtlinie der Bundesarztekammer (BAK) keine Syphilis-Testung mehr vorge-
schrieben.

Die Verkirzung der diagnostischen Fenster durch die NAT-Testung ist auch geeignet, die
Sicherheit von Gewebe- und Organspenden zu erhdhen, da ein Genomnachweis auch in
serologisch negativen Organ- und Gewebespendern gelingen kann [17]. In den USA trat in
2002 bei einem Empfanger einer Patellarsehne und eines Knochentransplantat 6 Wochen
nach Transplantation eine akute symptomatische Hepatitis C Infektion auf. Der Spender war
Anti-HCV negativ gewesen. Im Empfanger-Look-Back Verfahren konnte mit der NAT-HCV
Testung seiner Ruckstellprobe die HCV Infektion nachgewiesen werden. Insgesamt wurden
8 Empfanger von Organ- und Gewebetransplantaten infiziert [83]. Die PCR Testung in p.m.
Blut ist jedoch durch mogliche Inhibitionseffekte erschwert [11]. Die Autoren untersuchten
Proben von HIV-Infizierten pra- und postmortal (<24 h und > 24 h). Die Sensitivitdt sank auf
68% (<24 h p.m.) und 55% (>24 h p.m.). Die Grinde fir das Versagen der Amplifikation
konnten die Autoren nicht klaren. Wir validierten unsere NAT-Testung mit insgesamt 32 Pro-
ben von Corneaspendern und 40 Kontrollseren von Blutspendern, die serologisch Anti-HIV

Y%, Anti-HCV, Anti-HBsAg negativ waren. Bei 8/32 p.m. Proben standen zusatzlich gepaarte
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pramortale Blutproben zur Verfigung. Die Proben wurden initial mittels NAT getestet und
anschlielend mit WHO-NAT Standardseren gespikt. Die anschlieRend durchgefiihrte Tes-
tung zeigte bei alle ungespikten Proben negative und bei allen gespikten Proben positive
Ergebnisse. Die analytische Sensitivitat und Spezifitdt betrugen daher 100%. Die Schwel-
lenwerte der internen Kontrolle und der Messungen zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den pra- und den post mortem Proben. Auch beim Vergleich Serum gegen Plasma
zeigten sich keine Unterschiede. Makroskopisch aufféllige (hamolytische) p.m. Proben und
Proben mit einer Entnahmezeit >24 h p.m. ergaben gleichwertige Ergebnisse im Vergleich zu
den pramortalen Proben. Das von uns validierte NAT-Verfahren ist damit geeignet, die Mes-
sung auf HAV, HBV, HCV und HIV auch aus p.m. Serum- oder Plasma valide zu gewabhrleis-
ten. In einer friheren Arbeit wurde bereits die NAT-HIV und die NAT-HCV Testung mit der
infektionsserologischen Testung bei Organspendern (n=113) und Corneaspendern (n=368)
verglichen [52]. Die Enthahme des Blutes erfolgte bei herzkreislaufstabilen Organspendern
und bei Corneaspendern bis zu 48 h postmortal. Im Spenderblut von zwei Anti-HCV positi-
ven Organspendern konnte HCV-Genom bestétigt werden und bei 107 Anti-HCV und Anti-
HIV serologisch negativen Organspendern zeigten sich auch in der NAT keine positiven oder
grenzwertigen Befunde. Im p.m. Blut der 368 Corneaspender war die Rate von grenzwerti-
gen NAT-Ergebnissen fir HIV-RNA (7,1%) und fir HCV-RNA (14,4%) jedoch deutlich er-
hoht. Falsch negative Ergebnisse wurden durch eine mitgefiihrte interne Kontrolle ausge-
schlossen. Die Autoren kamen zu der Schlussfolgerung, dass eine Inhibition der
Amplifikation durch Hamolyse, Heparin, Bilirubin oder Dextrane, die zuvor beschrieben war,
durch Modifikationen der NAT besser eliminiert werden konnte, aber weitere technische Ver-
besserungen notwendig sind. Weitere Arbeiten untersuchten die Spezifitat und Sensitivitat
der NAT in p.m. Blut [60]. Bei 36 p.m. Proben (mittlerer Enthahmezeitpunkt 2,5 Tage) wur-
den mit der NAT-HCV bei 20 Anti-HCV positiven Proben in allen Fallen positive und bei 16
Anti-HCV-negativen Proben in allen Fallen negative Ergebnisse ermittelt. Zur Validierung der
Sensitivitdt wurde bei den Anti-HCV-negativen Proben ein zweites Aliquot als Duplikat mitge-
fuhrt, welches mit HCV-RNA gespikt worden war. Hier zeigten sich bei 6/10 Proben in der
NAT-HCYV (falsch) negative Ergebnisse. Die Autoren fihrten dies auf Inhibitionseffekte durch
bakterielle DNAasen und RNAasen zuriick. Das Problem der Inhibition konnte im weiteren
Studienverlauf in 3/6 Fallen durch eine 1:5 Verdunnung der Probe und in allen Fallen durch
eine Vorbehandlung der Probe mit einer speziellen Matrix verhindert werden. Diese Matrix
absorbiert DNA-Bruchstiicke und PCR-Inhibitoren und war konnte die NAT-Testung in p.m.
Blut valide gewahrleisten [60]. Die NAT-Testung erlaubt jedoch nicht, auf eine serologische
Untersuchung verzichten zu kénnen. Es sind Falle von Befundkonstellationen einer negati-
ven NAT in Kombination mit einem positiven serologischen Ergebnis aufgetreten, in denen

ein Spender einen Virus stark eliminiert hat oder ein spezieller Genotyp durch eine NAT nicht
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detektiert wurde. Mdgliche Limitationen wurden kirzlich bei der NAT-HIV festgestellt, als ein

Subtyp nicht erkannt worden ist [18].

Mit den vorgelegten Arbeiten haben wir das Ziel verfolgt, die gesetzlich vorgeschriebenen
Testungen auf Infektionskrankheiten bei Gewebespendern hinsichtlich ihrer Eignung auch
aus p.m. Blut zu validieren. Aufgrund der von uns durchgefiihrten Untersuchungen wurde
uns als erste universitare Einrichtung in Deutschland von der Bundesoberbehoérde (PEI) und
den zustandigen Landesbehdrden die Erlaubnis nach § 20b AMG in Verbindung mit einer
Genehmigung nach § 21a AMG zur Testung aus p.m. Blut erteilt. Das beschriebene Vorge-
hen dient weiteren Gewebebanken als Vorlage zur Validierung der p.m. Testung im Rahmen
der Antrage auf eine Herstellungserlaubnis. Das Wissen zu diesem Themenkomplex stamm-
te bisher nur von wenigen Studien, die in der Mehrzahl Jahre zurlicklagen. In diesen Studien
wurde die mangelnde Spezifitdt, aber auch die verringerte Sensitivitat bei der infektionssero-
logischen Testung von p.m. Proben beméngelt. Eine mangelnde Spezifitat fihrt zu einem
unndtigen Verwurf knapper Gewebetransplantate, eine unzureichende Sensitivitat zur Ge-
fahrdung des Empfangers durch falsch negative Befunde. Letztendlich ist eine 100%-
Sicherheit bei einem humanen Ausgangsmaterial nicht zu erreichen. Dazu ist die Evolution
zu dynamisch, neue Serotypen kénnen sich der Nachweisbarkeit durch géangige Testmetho-
den entziehen und auch mittels NAT-Technik ist ein diagnostisches Fenster von noch weni-
gen Tagen nicht lickenlos zu schlie3en. Neben diesen methodischen Limitationen kommt
mdgliches menschliches Versagen hinzu, wie der kirzlich publizierte Fall einer HCV-
Transmission durch fehlerhafte NAT-HCV Ablesung bei einem Organ- und Gewebespender
verdeutlicht [14]. Bescheiden missen wir einrdumen: ,Sicher ist, dass nichts sicher ist.
Selbst das nicht* [Joachim Ringelnatz]. Aber eine grof3tmégliche Sicherheit bei der Verwen-
dung von Materialen humanen Ursprungs wird durch ein mehrstufiges Konzept erreicht, wel-
ches im Wesentlichen auf die sorgfaltige Selektion der Spender mit Blick auf ein geringes
Infektionsrisiko, der mdglichst sensitiven und spezifischen Testung auf relevante Erreger und

die Einfuhrung von Produktionsschritten, die Erreger inaktivieren oder entfernen kénnen.
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5. Zusammenfassung

Geschéadigte Organe und Gewebeverbande kdnnen sich nicht ad integrum regenerieren und
gegebenenfalls kommt therapeutisch nur ein Ersatz betroffener Teile in Frage. Das Tissue
Engineering gelingt bis heute nur in geringem Mal3 und erreicht den Level einfach aufgebau-
ter Knorpelgewebe oder Hautzellverbé&nde, nicht aber komplexer Gewebestrukturen oder
Organe. Daher sind die Organ und Gewebelbertragungen von Lebend- oder Leichenspen-
dern von groRRer Bedeutung in der modernen Medizin. In Deutschland werden derzeit etwa
50.000 postmortale Transplantate verwendet und der Bedarf ist steigend. Das Hauptrisiko
hierbei besteht in der potenziellen Ubertragung klinisch relevanter Infektionserreger.

Zur weiteren Minimierung dieses Restrisikos hat sich im Tissue Banking ein aus der Transfu-
sionsmedizin abgeleitetes Sicherheitsstufenkonzept etabliert und umfasst gesetzlich vorge-
schriebene Qualitatskriterien fir Spenderauswahl, Labortestung, Gewebegewinnung und -
verarbeitung, mikrobiologischen Inaktivierungsverfahren und Qualitatssicherung. Dieses
Konzept kann nicht unveréndert von Lebend- auf Leichenspender tibertragen werden, da die
relevanten Untersuchungen bei Lebendspendern ausschlieBlich aus frischen Blutproben
durchgefuhrt werden. Dementsprechend sind die im Blutspendewesen verwendeten infekii-
onsserologischen bzw. Nukleinsdure-Amplifikations-Technik (NAT)-Teste nur fir prAmortale
aber nicht fur postmortale Proben validiert und lizenziert. Bei Leichenspendern muss jedoch
haufig postmortales Blut getestet werden, insbesondere dann, wenn es sich nicht um Multi-
organspender handelt (z.B. Spender aus Rechtsmedizinischen Instituten) oder wenn keine
frischen (<7 Tage) pramortalen Blutproben verfiigbar sind.

Die Ergebnisse vereinzelter Studien in diesem Zusammenhang sind widersprtchlich und
erlauben keine Schlussfolgerungen.

Insofern sind die Themen der Vergleichbarkeit pra- und postmortaler Probentestung, der
Entwicklung von Algorithmen zur Validierung aus postmortalem Blut und Untersuchungen
zur Stabilitat von Antigenen und Antikérpern fir HIV, HBV und HCV in Leichenblut von ho-
hem wissenschaftlichem und klinischem Interesse.

Die Schwerpunkte dieser Arbeit umfassen folgende Fragestellungen:

Gibt es Unterschiede zwischen der prd- und postmortalen Infektionstestung aus Blutproben

desselben Gewebespenders?

Wie kann eine Validierung von infektionsserologischen Testsystemen fir postmortale Blut-

proben durchgefihrt werden? und

Ist der sichere Nachweis von Anti-HIV 1/2, HBsAg, Anti-HBc und/oder Anti-HCV aus Blutpro-

ben von potenziell infektiosen Spendern bis zu 48 Stunden postmortal moglich?
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Im ersten Teilprojekt der hier vorgelegten Arbeit wurde bei 487 Hornhautspendern eine Uber-
einstimmung der infektionsserologischen Testergebnisse auf Anti-HIV 1/2, HBsAg, Anti-HBc
und Anti-HCV zwischen pra- und postmortalen Proben in 95,7% ermittelt. Es kam insgesamt
bei 21 Fallen zu Diskrepanzen (4,3%). Bei 17 (3,5%) postmortalen Proben waren die Ergeb-
nisse falsch positiv und bei 4 (0,8%) falsch negativ.

Im zweiten Teilprojekt wurde eine prospektive Untersuchung des Verlaufs serologischer Pa-
rameter fur HIV-, HBV- und HCV-Infektionen bei 30 kiihl gelagerten Verstorbenen mit diesen
Infektionskrankheiten bis zu 48 Stunden postmortem (0, 12, 24, 36, 48 Std.) vorgenommen.
Mit dieser erstmals durchgefiihrten Studie konnte bei allen untersuchten Parametern eine
Antigen- bzw. Antikdrperstabilitat bis zu 48 Stunden postmortem nachgewiesen werden.

Im dritten Teilprojekt wurden 20 postmortale 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 gespikt und unter Mitfihrung einer Negativkon-
trolle am BEP-Ill-Laborautomaten (Siemens) untersucht. Im Ergebnis wurden alle ungespik-
ten Proben richtig negativ und alle gespikten Proben richtig positiv bestimmt. Bei der unter
vergleichbarer Logistik durchgefihrten Untersuchung auf Treponema pallidum wurden in
zwei Fallen falsch positive Ergebnisse ermittelt. Beide Proben waren makroskopisch auffallig
und stark hamolytisch. Schlie3lich wurde auch der Genomnachweis fur HIV, HBV, HCV und
HAV unter Verwendung von PEI-Standards validiert. Es konnten fur samtliche untersuchten
Viren in allen Proben richtige Ergebnisse ermittelt werden. Ein Einfluss der p.m. Entnahme-
zeit oder einer Hamolyse auf die Messergebnisse zeigte sich nicht.

Mit den vorgestellten Studien konnten wir aufzeigen, dass Infektionen mit HIV, HBV, HCV
und Treponema pallidum aus p.m. Blut bis zu zwei Tagen postmortem valide detektiert wer-
den. Dabei kénnen falsch positive und falsch negative Ergebnisse durch optimierte praanaly-

tische Vorgehensweisen weitgehend verhindert werden.
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