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Nationales Konsiliarlabor fiir Hepatitis B und D
in GieBen — Ein Erfahrungsbericht
Teil I: Infektionsketten-Aufklarung, Virussicherheit und Qualitatskontrolle

Nationale Konsiliarlaboratorien werden vom Robert Koch-Institut in Auftrag des Bun-

desgesundheitsministeriums ausgewdhlt, damit sie Arzten, Patienten und Mitbiirgern
mit Problemen bei bestimmten Infektionskrankheiten mit Rat und gegebenenfalls auch
mit Laboruntersuchungen helfen. Das Institut fiir Medizinische Virologie in GieBen hat
eine jahrzehntelange Kompetenz in der Untersuchung von Hepatitis B und D Infektionen.
Hier berichten seine Mitarbeiter in 2 Teilen (iber die wichtigsten Probleme, die an sie
herangetragen wurden, und welche Beitréige sie zu deren Ldsung bisher leisten konnten.

VORGESCHICHTE:

Das Robert Koch-Institut hat seit 1995 zur
Unterstiitzung seiner Arbeit 16 anerkann-
te Institute als Nationale Referenzzentren
sowie 48 weitere als Konsiliarlaboratorien
(KL) fiir bestimmte Krankheitserreger bzw.
Erregergruppen berufen. Fiir besonders
wichtige Erreger wurden Nationale Refe-
renzzentren ernannt. Sie erhalten im Ge-
gensatz zu den KL fiir ihre Arbeit eine ge-
wisse finanzielle Forderung durch das
Bundesministerium fiir Gesundheit. Sol-
che Zentren gibt es zurzeit u. a. fiir Hepa-
titis C, Influenza, Enteroviren und Retro-
viren'. Seit den 70er Jahren, noch zu
Zeiten des friheren Bundesgesundheits-
amts, gab es in Gottingen ein Nationales
Referenzzentrum fiir Virushepatitis unter
Leitung von Prof. Reiner Thomssen. Mit
dessen Emeritierung wurde dieses Refe-
renzzentrum nicht weitergefiihrt, sondern
dessen Aufgaben wurden spater aufge-
teilt. Hepatitis C galt damals als besonders
wichtig, und daher wurde hierfiir ein eige-
nes Referenzzentrum benannt, das Institut
fiir Virologie in Essen (Leitung Prof. Rog-
gendorf). Die Betreuung der enteral tiber-
tragbaren Hepatitis-Virustypen A und E
erfolgte durch das KL an der Universitat
Regensburg (Leitung Prof. Jilg), wahrend
das KL fiur die parenteral Gbertragbaren
Hepatitis B und D Viren (HBV, HDV) Wolf-
ram Gerlich Ubertragen wurde, der kurz

vorher von Gottingen nach GieBen beru-

fen worden war'. Damals wurden Hepati-

tis B und D im Gegensatz zu Hepatitis C

diagnostisch und gesundheitspolititisch

weitgehend als geldst betrachtet, und
daher erschien die Einstufung als KL aus-
reichend. Mittlerweile sind jedoch neue

Umstédnde eingetreten, die Hepatitis B zu

einem besonders komplexen Gebiet der

Infektionskrankheiten machen:

- Eine erhdhte Aufmerksamkeit bei der
Aufkldarung von Infektionsquellen und
Ubertragungswegen erfordert vertiefte
molekularepidemiologische Untersu-
chungen und héchstempfindliche quan-
titative Messung von Virustitern mit
Methoden, die nicht allen Laboratorien
zur Verfligung stehen.

- Gestiegene Sicherheitsstandards bei
Blut- und Organspendern sowie bei der
Ausiibung medizinischer Berufe haben
zu einer groBen Zahl von Reihenunter-
suchungen auf bestehende oder durch-
gemachte HBV-Infektionen bei gesun-
den Personen geflhrt. Hiufig werden
dabei positive Befunde erhoben, deren
Spezifitdt und Bedeutung oft nur schwer
abzuschatzen ist.

- Die Standardisierung diagnostischer
Methoden, insbesondere zur objektiven
Qualitatskontrolle, erfordert internatio-
nale Referenzmaterialien und klare De-
finitionsgrundlagen auf wissenschaft-

% R :
Abb. 1: Frau Ulrike C. Wend beim Vergleich der
von ihr amplifizierten und sequenzierten HBV-
DNA-Proben untereinander und mit Genbank-
Sequenzen. Im Hintergrund ein der Ordner mit
Unterlagen zu Féllen des Konsiliarlabors.

licher Grundlage, die im Falle der Hepa-
titis nicht immer gegeben waren.
Insbesondere die PCR hat Anfang der
90er Jahre zundchst mehr zur Verwir-
rung als zur Klarung beigetragen.

- Im Zusammenhang mit der seit 1995 in
Deutschland allgemein empfohlenen He-
patitis B Impfung tauchen sehr viele Fra-
gen in der Bevdlkerung auf, wobei oft
auch das KL zu Rate gezogen wurde.

- Die Erkenntnis, dass auch sogenannte
.ausgeheilte” HBV-Infektionen in okkulter
Form intrahepatisch weiter bestehen und
bei Immunsuppression manchmal mit
fatalen Folgen reaktivieren konnen, stellt
Diagnose und Pravention der HBV-Infek-
tion vor vollig neue Probleme, die mit der
herkommlichen HBV-Stufendiagnostik und
deren Interpretation nicht zu l6sen sind.

- Mit der Verfligbarkeit von z. T. hochwirk-
samen Nukleosid- bzw. Nukleotid-Ana-
loga hat die Therapie der chronischen
Hepatitis B neue Moglichkeiten gewon-
nen, jedoch zeigt die klinische Anwen-
dung, dass primédres und resistenzbe-
dingtes Therapieversagen haufiger sind,
als die ersten optimistischen Veroffent-
lichungen erwarten lieBen.
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In allen diesen Bereichen hat das KL fiir He-
patitis B und D Losungen erarbeitet und
Beitrage geleistet. In Teil | dieses Erfah-
rungsberichts werden die Infektionsketten-
aufklarung, die Virussicherheit und die Stan-
dardisierung der diagnostischen Methoden
diskutiert, in Teil Il folgen die Interpretation
ungewdhnlicher serologischer Muster, hin-
ter denen sich oft okkulte oder reaktivierte
HBV-Infektionen verbergen, sowie die Un-
tersuchung der Therapieresistenz.

INFEKTIONSKETTEN-AUFKLARUNG.

Ein seit den 70er Jahren bekanntes Pro-
blem ist die HBV-Ubertragung von (chro-
nisch) infiziertem, invasiv tdtigem medi-
zinischem Personal auf die behandelten
Patienten?. Noch Anfang der 90er Jahre
glaubte man in Deutschland, auch hoch-
viramischen HBV-Trigern, die bereits Pa-
tienten angesteckt hatten, das Operieren
nicht verbieten zu miissen, sondern wies
lediglich auf besondere VorsichtsmalB3-
nahmen hin®. Wahrend GroBbritannien
unter dem Eindruck mehrerer tédlich ver-
laufener Ansteckungsfalle die operative
Tatigkeit HBV-positiver Arzte bereits An-
fang der 90er Jahre verbot?, musste es in
Deutschland erst zu einem in der Offent-
lichkeit viel beachteten Fall kommen, bei
dem ein infizierter Herzchirurg im Verlauf
von acht Jahren rund 100 Patienten an-
steckte. Das KL wurde fiir das erforderliche
Gutachten hinzugezogen und konnte
durch molekularepidemiologische Unter-
suchungen zweifelsfrei beweisen, dass bei

acht nachverfolgten chronisch infizierten
Patienten der Chirurg die Infektionsquelle

rung von primaren Hepatozytenkulturen mit

dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop.
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war*. Der Vorfall fiihrte zu einer Formulie-
rung von Richtlinien der DW fir HBV-
(und HCV-) positives medizinisches Perso-
nal, an denen das KL maBgeblich mit-
wirkte® 8. War vor dem Vorfall eine allzu
groBe Liberalitat vieler Betriebsarzte ge-
geniliber HBV-Trdagern unter dem medizi-
nischen Personal zu verzeichnen, kippte
die Stimmung danach véllig um. Die mei-
sten HBV-Trager haben weniger als 105
HBV-Partikel/ml (gemessen durch quanti-
tative PCR auf HBV-DNA), wihrend prak-
tisch alle infektiosen Operateure mehr als
108/ml zeigen. Dies wird in den DVV-Richt-
linien mit einem Grenzwert fiir uneinge-
schriankte Berufsausiibung zwischen 10°
und 10° je nach Verletzungsrisiko beriick-
sichtigt. Dennoch neigen heute Betriebs-
irzte und/oder Personalabteilungen dazu,
jede HBsAg-positive Person bei Einstel-
lungen flir medizinische Tatigkeit mit
Patientenkontakt auszuschlieBen, wo-
durch ohne jede Notwendigkeit viele Un-
gerechtigkeiten entstehen und Karrieren
zerstort werden. Das KL versucht in sol-
chen Fallen zu helfen, allerdings meist
ohne Erfolg.

Die meisten HBV-Infektionen nach einer
Operation gehen nicht von Chirurgen bzw.
ihren Assistenten aus. Bei einem kiirzlich
publizierten Ausbruch von sechs HBV-In-
fektionen gelang es dem KL im Zusam-
menwirken mit einem geradezu detekti-
visch arbeitenden Gesundheitsamt eine
Infektionskette von Patient zu Patient
aufzuklaren, bei der ein Anasthesist offen-
sichtlich die Ubertragungen durch illegale
Mehrfachverwendung von
schlauchsystemen ausgelost hatte’. Auch

Infusions-

Hygieneméangel bei so kleinen Eingriffen
wie einer Kapillar-Blutentnahme kdnnen
zu Hepatitis B Ausbriichen fiihren, z.B. mit
17 akuten Hepatitis B Erkrankungen vor
einigen Jahren in einem Pflegeheim, wobei
den vom KL durchgefiihrten HBV-Se-
quenzanalysen (Abb. 1) groBe Bedeutung
zukam®. Mittlerweile ist das KL auch an
groBen epidemiologischen Studien des
Robert Koch-Instituts beteiligt.

Abb. 3: Immunfluoreszenzaufnahme von rot
fluoreszierenden subviralen HBV-Partikeln,
die sich an die peripheren Bereiche einer
Gruppe von Tupaia-Hepatozyten gebunden
haben. In griin der zelluldre Asialoglykopro-
teinrezeptor, der sowohl im Cytoplasma als
auch auf der Zelloberflache gefunden wird

und als Marker fiir die Zellstrukturen dient.

VIRUSSICHERHEIT

Blutspenden sind heute nur sehr selten
eine Quelle von HBV Infektionen. Gemes-
sen an der extremen Seltenheit von HCV-
und HIV-Ubertragungen (unter 1: 4 Milli-
onen), ist das Restrisiko fiir HBV-Ubertra-
gungen, je nach Testprogramm der
Blutbank in Deutschland, jedoch rund 10-
bis 20-mal hoher®. Das KL konnte in Zu-
sammenarbeit mit engagierten Kollegen
vor Ort die Empfianger von einigen zu-
nachst unerkannt infizierten Spendern
nachverfolgen und untersuchen. Einige
Spender befanden sich noch in der ganz
friihen Infektionsphase und waren daher
noch HBsAg-negativ’ 1,

Persistierend okkult infizierte Spender stel-
len jedoch das Hauptproblem dar: Unter 25
derartig infizierten Empfangern verstarben
drei durch akutes Leberversagen™. Nicht
zuletzt aufgrund dieser Untersuchungen
haben das Paul Ehrlich- und das Robert
Koch-Institut 2006 zusatzlich zum HBsAg-
Screening das Screening aller Blutspender
auf anti-HBc empfohlen'?, wihrend die
Nukleinsdure-Amplifikationstechnik (PCR
und dhnliche Verfahren) auf HBV-DNA zur
Erkennung der friihen HBV-Infektionspha-
se von den meisten Spendeinstituten frei-
willig durchgefiihrt wird.



Ein Problem bei der Bekdmpfung von HBV
ist die Validierung von Desinfektionsmit-
teln bzw. Inaktivierungsverfahren. Einer-
seits kann HBV im Serum-Infektiositatstiter
tiber 108/ml fiir Ubertragungen von Mensch
zu Mensch erreichen, anderseits ist seine
Infektiositdt in Zellkulturen nur unter
groBten Schwierigkeiten nachzuweisen.
Dem hohen Risiko einer Ubertragung durch
kleinste Blutspuren steht also eine unzu-
reichende Validierung von Methoden zu
seiner Beseitigung gegenliber. Seit Jahren
bemiihen sich weltweit Arbeitsgruppen,
dieses Problem durch Surrogatteste zu
|6sen, unter anderem auch das KL'.

Nun hat Dieter Glebe am KL in Zusammen-
arbeit mit dem Fachausschuss ,Desinfek-
tion" der DV ein System fiir das HBV-ahn-
liche Enten-Hepatitis-B-Virus erarbeitet',
und auBerdem auch ein Zellkultur-System
(Abb. 2 und 3) fiir die direkte Messung der
HBV-Infektiositat' '®. Die bisherigen Daten
zeigen, dass natiirliches HBV aus Tragerblut
wesentlich resistenter als ,,rekombinantes”
HBV aus Zellkultur ist, und daher nur na-
tlirliches HBV fiir solche Validierungen ver-
wendet werden sollte.

STANDARDISIERUNG UND QUALITATS-
KONTROLLE

Schon in den 70er und 80er Jahren hat das
Paul Ehrlich-Institut (PEI) in Zusammenar-
beit mit dem Gottinger Referenzzentrum
flir Virushepatitis quantitative nationale
Referenzpréparate fiir HBsAg, HBeAg, anti-
HBc, anti-HBe und anti-HBc-IgM geschaf-
fen, denen zwar die Anerkennung durch
die WHO versagt blieb, die aber (auBer fiir
HBsAg) bis heute international die einzigen
Praparate geblieben sind, mit denen die
Hersteller die analytische Sensitivitat ihrer
Testkits dokumentieren kdnnen.

Fiir HBsAg fiihrte die WHO 1980 einen 1.
Internationalen Standard und entspre-
chende International Units ein. Bei der se-
rologischen, biochemischen und moleku-
larbiologischen Charakterisierung des
kirzlich eingefiihrten 2. Internationalen
Standards fiir HBsAg wirkte das KL maB-

geblich mit. Bei den hierfiir erforderlichen
internationalen Ringversuchen zeigte sich,
dass die bei vielen Testherstellern Gblichen
Nanogramm-Einheiten fiir HBsAg stark
(bis zum Faktor 13) divergierten und somit
auf fehlerhaften Messungen beruhten.
Das KL hat Methoden fiir die genaue
Quantifizierung des HBsAg durch immu-
nologische' und biochemische Charakte-
risierung (Abb. 4) entwickelt, die auch fiir
medizinische Fragestellungen nitzlich
sind'®. Die Ergebnissen haben zu einer
breiteren Anwendung der U fiir HBsAg
gefiihrt und stellen auch die Basis fiir eine
Vergleichbarkeit klinischer Daten dar.

Nun ist bekannt, dass HBV in vielen Geno-
typen, Genosubtypen und regionalen Va-
rianten vorkommt. Der internationale
Standard fiir HBsAg reprasentiert aber nur
den in Mittel- und Nordeuropa sowie in
den USA héaufigen Genosubtyp A2, wih-
rend 99 % der HBV-Trager weltweit ande-
re Geno(sub)typen aufweisen. Im Auftrag
der WHO analysiert das KL in Zusammen-
arbeit mit dem PEl zurzeit hunderte von
HBV-Proben, um fiir jeden HBV-Geno
(sub)typ eine reprisentative Referenzpro-
be zu identifizieren und zu charakterisieren.
Schon in den frithen 90er Jahren hat das
KL die Qualitatskontrolle und Standardi-
sierung der qualitativen und quantitativen
Bestimmung der HBV-DNA mittels PCR
vorangetrieben. Damals ergab ein interna-
tionaler Ringversuch, dass nur 2 von 32
Laboratorien (die beiden Referenzlabora-
torien) ein fehlerfreies Ergebnis erzielten'.
Daraufhin wurde ein virushaltiges Plasma-
praparat des KL als ,Eurohep” Standard
fiir die HBV-DNA eingefiihrt®, das spater
die Basis fiir den WHO Standard wurde?'.
Da die Mehrzahl der Teilnehmer des von
der WHO durchgefiihrten Ringversuches
zu keinem Ubereinstimmenden Ergebnis
tber die Zahl der HBV-DNA-Molekiile kam
(auch ,Copies" oder Genomiquivalente
genannt), fiihrte die WHO eine IU fir
HBV-DNA ein. Dies ist etwas bedauerlich,
da der erste Eurohep Ringversuch gezeigt
hatte, dass bei Beseitigung aller Fehler-

Abb. 4: Dr. Christian G. Schittler charakte-
risiert den Internationalen HBsAg-Standard
unter andrem durch Gelchromatographie zur

Bestimmung der PartikelgroBe.

quellen eine Absolutbestimmung maglich
ist?°. Demnach entspricht eine 1U bei feh-
lerfreier Eichung des Messverfahrens 5,4
HBV-DNA-Molekiilen des Genotyps A2.
Auch hier besteht, weltweit gesehen, die
Genotyp-Problematik. Bereits jetzt liegt
ein provisorisches HBV Genotyp-Panel des
KL vor, das fiir Priifzwecke angefordert
werden kann. Daneben soll das im Aufbau
befindliche, oben erwidhnte HBsAg-Geno-
typ-Panel der WHO auch fiir die Standar-
disierung und Qualitatskontrolle der HBV-
DNA-Messung eingesetzt werden. We-
sentlich ist die exakte Quantifizierung der
HBV-DNA fiir die Indikationsstellung und
die Verlaufskontrolle der antiviralen The-
rapie, fiir die Beurteilung der Infektiositat
in der Betriebsmedizin und fiir die Quali-
tatskontrolle im Blutspendewesen.

HEPATITIS DELTA VIRUS (HDV)

Ko- oder Superinfektionen mit dem HBV-
abhidngigen HDV sind eine seltene, aber
schwerwiegende Komplikation der HBV-
Infektion. Bei ausgepragter chronischer
oder fulminanter Hepatitis B sollte nach
HDV als pathogenitdtssteigerndem Agens
gesucht werden. Chronische HBV/HDV-In-
fektionen sind meist therapiebedirftig,
jedoch ist die lbliche HBV-Therapie mit
RT-Hemmstoffen weitgehend unwirksam.
In Zusammenarbeit mit A. Ehrhardt von
der Universitatsklinik Disseldorf hat das
KL den Verlauf der HD-Viramie wéhrend
der Therapie mit pegyliertem Interferon
verfolgt und geholfen, Kriterien flir die
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Erfolgsaussichten der Therapie zu erarbei-
ten. Hierflir wurde eine quantitative Real
Time RT/PCR entwickelt?. Falls erforder-
lich, kann das PCR-Produkt zur Genoty-
pisierung mittels Sequenzanalyse verwen-
det werden. Da es kein kaufliches Test-Kit
fir die Bestimmung der HDV-RNA gibt,
erhalt das KL Proben aus ganz Deutsch-
land und der Schweiz zur Untersuchung.

Fortsetzung ndchstes Heft

Wolfram H. Gerlich?, Dieter Glebe', Christian G.
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Institut fiir Medizinische Virologie, Fachbereich Medizin
der Justus Liebig-Universitit’ und Universitdtsklinikum
GieBen und Marburg GmbH, Standort GieBen?
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