Transfusion Medicine
and Hemotherapy

Transfus Med Hemother 2008;35:421-430
DOI: 10.1159/000165779

Ubersichtsarbeit - Review Article

Eingereicht: 13. August 2008
Angenommen: 20. Oktober 2008
Published online: November 14, 2008

Nukleinsaure-Amplifikationstests fiir HIV, HBV und HCV

bei Gewebespendern: Sinnvoll oder tiberfliissig?

Axel PruB@ Gregor Caspari® Detlev H. Kriiger® Johannes Blimel? C. Micha Niibling®
Ernst-Markus Quenzel®  Ulrich Kalus? Wolfram Gerlichf Lutz Gurtler9

2 Gewebebank, Institut fir Transfusionsmedizin, Charité - Universitdtsmedizin Berlin, Campus Mitte, Berlin,
bZentrale Einrichtung Medizinaluntersuchungsamt und Krankenhaushygiene, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel,

¢ Institut fur Virologie (Helmut-Ruska-Haus), Charité — Universitatsmedizin Berlin, Campus Mitte, Berlin,

d Abteilung Virologie, Paul-Ehrlich-Institut, Langen,
¢Institut fir Transfusionsmedizin, Helios-Klinikum Schwerin,

f Institut fiir Medizinische Virologie, Justus-Liebig-Universitat GieRen,

9institut flir Medizinische Virologie, Universitatsklinikum Frankfurt, Frankfurt/M., Deutschiand

Schliiisselworter
Allograft - Gewebebank - Virussicherheit - NAT - HIV -
HCV - HBV

Zusammenfassung

Mit der Umsetzung der EU-Richtlinien 2004/23/EG und 2006/17/EG
im Gewebegesetz sowie den begleitenden Verordnungen (Arznei-
mittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung, Transplantationsge-
setz-Gewebeverordnung) wurden die grundlegenden Anforderun-
gen an die Virussicherheit der Gewebespenden aligemein definiert.
Wahrend infektionsserologische Testungen (Anti-HIV 1/2, Anti-HCV,
Hepatitis-B-Oberflachenantigen, Anti-Hepatitis-B-Core-Antigen, Tre-
ponema-pallidum-Hamagglutinationsassay) vorgeschrieben sind,
wird der Nukleinsaure-Nachweis fiir HIV, HBV und HCV nicht explizit
gefordert. Anhand in der Literatur berichteter Virusiibertragungen,
gewebespezifischer Besonderheiten sowie Herstellungs- und gege-
benenfalls Inaktivierungsverfahren wird eine Bewertung des Stel-
lenwertes des HIV/HCV/HBV-Nachweises mittels Nukleinsaure-Am-
plifikationstechniken (NAT) bei Spendern unterschiedlicher Gewebe
vorgenommen und mit den Erfahrungen des Blutspendewesens
verglichen. Muskuloskelettale Gewebe besitzen infolge des zumeist
hohen Blutgehalts der Gewebe, des umfangreichen Entnahmespek-
trums, der bisher beschriebenen Ubertragungen, der unterschied-
lichen Herstellungsverfahren sowie der hohen Spender-Empfanger-
Ratio ein signifikantes Risiko, HIV/HCV/HBV zu lbertragen. Daher
sollte bei Spendern muskuloskelettaler Gewebe, die keinem effekti-
ven Virusinaktivierungsverfahren unterzogen werden, eine HIV-,
HBV- und HCV-NAT-Testung erfolgen. Kardiovaskulares Gewebe hat
bei Durchfiihrung der serologischen Testung ein sehr geringes Res-
trisiko der HIV/HCV/HBV-Ubertragung. Aufgrund der fehlenden
Moglichkeit einer effektiven Virusinaktivierung (Erhalt der Gewebe-
morphologie) und der Spender-Empfanger-Ratio von bis zu 1:10
solite die HIV-, HCV- und HBV-NAT jedoch als zusatzliche Sicher-
heitsmalRnahme erfolgen. Augenhornhaute besitzen aus physiolo-
gisch-morphologischer sowie epidemiologischer Sicht das gering-
ste HIV/HCV/HBV-Ubertragungsrisiko, jedoch sollte die HCV-NAT
durchgefiihrt werden. Eine Quarantanelagerung der Gewebe eines
Spenders kann bei negativem Ergebnis der HIV/HCV/HBV-NAT
grundsatzlich entfallen. Aufgrund der vielfaltigen Synergieeffekte
mit der Transfusionsmedizin bietet es sich fir Gewebebanken an,
die Testung der infektionsserologischen bzw. molekularbiologi-
schen Laborparameter in Kooperation mit Blutspendediensten
durchzufthren.
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Summary

Nucleic Acid Amplification Tests for HIV, HBV, und HCV in Tissue
Donors: Useful or Dispensable?

With the conversion of the EU-Guidelines 2004/23/EC and
2006/17/EC in the tissue law as well as the accompanying regula-
tions (AMWHY, TPG-GewV), the fundamental requirements were
defined for the virus safety of tissue donations. While serologic test-
ing (anti-HIV 1/2, anti-HCV, hepatitis B surface antigen, anti-hepatitis
B core antigen, Treponema pallidum hemagglutination assay) is
compulsory, nucleic acid analysis for HIV, HBV and HCV is not ex-
plicitly required. On the basis of virus transmissions, tissue-specific
characteristics as well as manufacture and, where applicable, inacti-
vating procedures reported in the literature, an evaluation was
made of the significance of HIV/HCV/HBV detection by nucleic acid
amplification techniques (NAT) in donors of various tissues and
compared with the experiences with blood donations. Muscu-
loskeletal tissues possess a significant risk of transmitting HIV/HCV/
HBV as a result of the mostly high blood content in tissues, the
comprehensive extraction spectrum, the transmissions described
to date, the different manufacturing processes as well as the high
donor-recipient ratio. Therefore, with donated musculoskeletal tis-
sues that do not undergo an effective virus-inactivating procedure,
HIV-, HCV- und HBV-NAT testing should be performed. Serological
testing assures that cardiovascular tissue has a very small residual
risk of HIV/HCV/HBYV transmission. Due to the impossibility of an ef-
fective virus inactivation (preservation of the tissue morphology)
and a donor-recipient ratio of up to 1:10, HIV-, HCV- and HBV-NAT
should, however, be performed as an additional safety precaution.
Corneas possess the smallest HIV/HBV/HCV transmission risk from
a physiological, morphological as well as an epidemiological view-
point; however, HCV-NAT should be performed. In principle, quar-
antine storage of the tissues from a donor can be omitted in cases
of negative HIV/HCV/HBV-NAT results. Due to the multifaceted syn-
ergetic effects with transfusion medicine, an obvious choice for tis-
sue banks is the implementation of infectious serology and/or mol-
ecular-biological laboratory parameters in cooperation with blood
bank services.
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Einleitung

Trotz verstidrkter Bemiihungen, Alternativen zur allogenen
Transplantation von muskuloskelettalen und kardiovaskuli-
ren Geweben sowie Augenhornhaut zu entwickeln, sind hu-
mane Gewebe fiir die Behandlung ausgedehnter Gewebede-
fekte weiterhin unverzichtbar.

Durch Auswahl der Spender (Anamnese, korperliche Unter-
suchung, Laboruntersuchungen) und sorgfiltige Fithrung der
Gewebeeinrichtungen werden die Risiken der Infektionsiiber-
tragung zum Schutz der Empfinger minimiert.

Derzeit wird die Frage diskutiert, in welchem Male zusitzli-
che Untersuchungen des Gewebespenders auf die Genome
von HIV, HCV und HBV mittels Nukleinsdure-Amplifika-
tionstechniken (NAT) die Sicherheit der Gewebetlibertragung
weiter verbessern kénnen und ob dieser Sicherheitsgewinn die
Nachteile der zusétzlichen Untersuchungen (Inhibitionseffek-
te durch postmortale Blutproben und damit keine Freigabe
der Gewebe, hohe Kosten) rechtfertigen kann.

Zu einer analogen Thematik, der Untersuchung von Blut- und
Plasmaspenden fiir die Herstellung von Blutprodukten und
Plasmaderivaten, gibt es mit der Himotherapie-Richtlinie der
Bundesirztekammer (BAK) ein verbindliches Regelwerk, das
durch Stufenplédne des Paul-Ehrlich-Instituts (PEI) und Voten
des Arbeitskreises Blut erginzt und weiterentwickelt wird.
Das Standardverfahren der Testung auf HCV- und HIV-In-
fektionen ist der Antikorpertest, der positiv wird, wenn das
Immunsystem des Spenders mit dem jeweiligen Virus reagiert.
Bei HBV wird auf einen Bestandteil der Virushiille (HBV-
Oberflichenantigen (HBsAg)) getestet. Frisch HCV- und
HIV-infizierte Spender konnen infektids sein, bevor der Anti-
korpertest positiv wird (serologische Latenzperiode bzw. diag-
nostisches Fenster). Fiir HB V-infizierte Spender trifft dies fur
eine kurze Phase zu, bevor der HBsAg-Test positiv wird,
sowie moglicherweise in einer spéteren Phase der Infektion,
nachdem der Test wieder negativ geworden ist. Diese Liicken
der Routinetestung lassen sich entweder durch zusatzliche
Tests oder eine sogenannte Quarantinelagerung verringern.
Bei HCV und HIV lisst sich das serologische Fenster durch
eine empfindliche Untersuchung auf Virusgenom weitgehend,
wenn auch nicht vollstdndig schlieBen. Beim HBV ist der Zeit-
gewinn vor dem positiven HBsAg-Test noch stédrker als bei
der HIV- und der HCV-Testung von der Empfindlichkeit der
NAT abhingig, weil bereits auf einen Virusbestandteil getestet
wird. Die mogliche spite Infektiositdt bet wieder negativem
HBsAg-Test wird fast vollstindig durch einen zusétzlichen
Antikorpertest, den Anti-Hepatitis-B-Core-Antigen (HBc)-
Test, erfasst. Anti-HBc erfasst allerdings generell bei Spen-
dern eine zuriickliegende Infektion mit HBV, wobei Blutpro-
dukte der Spender in den allermeisten Féallen nicht mehr
infektios sind.

Bei der Quarantinelagerung wird vor der Freigabe der Ge-
webe der Lebendspender nach einem angemessenen Zci-
traum noch einmal getestet, so dass eine frische Infektion
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durch einen bei der Zweittestung positiven Anti-HCV-, Anti-
HIV-. HBsAg- oder Anti-HBc-Test erkannt wiirde. Bei Lei-
chenspendern wird, soweit moglich. der Empfinger eines Or-
gans nach einer angemessenen Frist auf HIV-, HBV- und
HCV-Parameter nachuntersucht, bevor die Gewebe zur
Transplantation freigegeben werden. Sowohl zusitzliche Tes-
tung als auch Quarantiine fiihren zu einer aufwendigeren Lo-
gistik, moglicher Aussonderung von knappen Gewebetrans-
plantaten und hohen zusitzlichen Kosten. die dem Sicher-
heitsgewinn gegeniibergestellt werden miissen.

Als dritte SicherheitsmaBnahme gibt es fiir einige Gewebe die
Moglichkeit einer Pathogeninaktivierung.

In der einschlidgigen Européischen Richtlinie 2006/17/EG (als
eine Durchfiihrungsrichtlinie der dem Gewebegesetz zugrun-
de liegenden Richtlinie 2004/23/EG) werden fiir die Testung
von Gewebespendern nur die Standardtestung mittels Anti-
HCV. Anti-HIV und HBsAg sowie ein Anti-HBc-Test gefor-
dert. In Deutschland existieren zwei geweberelevante Richtli-
nicn der BAK, eine zum «Fithren einer Knochenbank» [1]
und eine zum «Fiithren einer (Augen-)Hornhautbank» [2]. die
strengere Anforderungen. insbesondere in Bezug auf die
NAT-Testung, stellen.

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, anhand der gewe-
bespezifischen Spendercharakterisierung, Untersuchungsme-
thoden sowie Herstellungs- und Inaktivierungsverfahren eine
Bewertung der Virus-NAT bei Gewebespendern vorzuneh-
men, diese dem aktuellen Stand der medizinischen Wissen-
schaft auf dem Gebiet der Virusdiagnostik gegeniiberzustellen
und Algorithmen zur Gewihrleistung der Virussicherheit zu
entwickeln.

Erfahrungen aus dem Blutspendewesen

Bis zum Beginn der 1980er-Jahre war mit der Gabe von iiber-
lebenswichtigen Blutprodukten und Plasmaderivaten un-
mittelbar das Risiko einer Virushepatitis verbunden. Mit dem
Aufkommen von HIV und dem erworbenen Immundefekt-
syndrom (AIDS) wurden neue Anstrengungen zur Vermei-
dung von Infektionen unternommen. Viele Plasmapools aus
oft mehreren zehntausend Plasmen enthielten zu Beginn der
HIV-Epidemie infektiose Spenden und es kam zu Ubertra-
gungen durch die nicht ausreichend inaktivierten Endpro-
dukte. Daher wurden Verfahren zur zuverlassig validierten
Virusinaktivierung der daraus hergestellten Produkte entwi-
ckelt. Um den Sicherheitsspielraum dieser Verfahren zu er-
hohen, wurde bereits die Viruslast im Ausgangsplasmapool
weitestgehend begrenzt. Es wurden Verfahren eingesetzt, die
das Virus oder seine Bestandteile mit sehr hoher Empfind-
lichkeit erfassten. zum Beispiel mit NAT wie der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Aus Kostengriinden und weil auf-
grund der nachgeschalteten Virusinaktivierung nicht unbe-
dingt jede niedrigtitrige Spende erfasst werden musste, wur-
den fiir das Screening mittels NAT-Testung zunéchst mehrere
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Proben zusammengefiihrt (gepoolt) und in einem zweilen
Schritt die fir ein positives Ergebnis verantwortliche Spende
identifiziert.

Blutspendedienste, die aus Vollblutspenden sowohl zellulire
Blutprodukte als auch Plasma zur Herstellung von Plasmader-
ivaten gewannen. sahen sich mit der Frage konfrontiert, ob die
aus der Testung des Plasmas gewonnene Information der {ri-
schen Infektion nicht auch Auswirkungen auf die zelluldren
Produkte haben miisse. Es ging dabei nicht mehr darum, die
Viruslast zu begrenzen, sondern moglichst jede serologisch
nicht erfasste Infektion zu erkennen, was hohere Anforderun-
gen an die Sensitivitit der NAT-Tests und deren Durchfiih-
rung stellte.

Da seronegativ getestete frische HCV-Infektionen des Spen-
ders aus Rickverfolgungsuntersuchungen (nach Serokonver-
sion des Spenders wurden in Deutschland durch Riickverfol-
gung 38 Infektionen der Empfinger von 1990 bis 1997 doku-
mentiert) als grofies Infektionsproblem der Blutspende be-
kannt waren. fiihrte das PEI 1998 die NAT auf HCV-Genome
fir zelluldre Blutprodukte verbindlich ¢in [3, 4]. Dabei wurde
die minimale Empfindlichkeit fiir die Einzelspende vorgege-
ben, die Moglichkeit des Pooling und die Festlegung der Pool-
groBe und Logistik wurde den Anwendern iiberlassen. Bei der
HCV-Infektion ldsst sich die Zeit bis zum Nachweis von HCV
im Plasma von Blutspendern durch einen zusitzlichen NAT
um 41-60 Tage auf 15-22 Tage verkiirzen {3].

Eine analoge Reduzierung des serologischen Fensters ist auch
fir den im Blutspendewesen am meisten gefiirchteten Infek-
tionserreger, das HIV, méglich. Untersuchungen der Interor-
ganizational Task Force on Nucleic Acid Amplification Tes-
ting of Blood Donors in den USA zeigten eine Reduktion des
diagnostischen Fensters ftir HI'V durch Einfithrung der HIV-
NAT um 10-15 Tage auf zirka 10 Tage [5]. Obwohl die Haufig-
keit von HIV-Infektionen durch Blutprodukte auch ohne
NAT-Testung bereits auf weniger als 1:1 000 000 geschétzt
wurde (4 dokumentierte HIV-Ubertragungen durch Blutpro-
dukte von 1998 bis 2000). ordnete das PEI 2003 die Einfih-
rung der HIV-1-NAT fir zelluldre Blutprodukte und gefrore-
nes Frischplasma an [6].

Bei HBV wird mit dem HBsAg-Test (im Gegensatz zur HCV-
und HIV-Antikorpertestung) ein Virusbestandteil nachgewie-
sen. der noch dazu gegentiber den kompletten HBV-Partikeln
in hohem Uberschuss gebildet wird. Dennoch besteht ein sehr
wesentliches Restrisiko. da bei Erreichen der Nachweisgrenze
der besten verfiigbaren HBsAg-Tests im Mittel bereits 2000
(in einem seltenen Fall sogar 100 000) Viruspartikel/ml Plasma
vorliegen. Verschirft wird das Problem dadurch, dass der Zei-
traum der Verdoppelung der Viruslast im Plasma in der Frih-
phase viel linger als bei HCV oder HIV ist und daher ein in-
fektioser Spender mehrere Wochen HBsAg-negativ sein
kann. Deswegen hidngt die Verkiirzung des serologischen Fen-
sters bei HBV in sehr viel stirkerem MaBe als bei HCV und
HIV von der Empfindlichkeit der NAT ab. Ein weiterer Vor-
teil der HBV-NAT liegt in der Detektion von Virusmutatio-

Nukleinsdure-Amplifikationstests fiir HIV.
HBV und HCV bei Gewebespendern: Sinnvoll
oder tiberfliissig?

nen, die mit dem klassischen HBsAg-Test nicht nachweisbar
sind. Eine Arbeit iiber dic NAT-Ergebnisse der Blutspende-
dienste des Deutschen Roten Kreuzes (DRK) von 1997 bis
2005 an 31 524 571 Spenden zeigt, dass bei 23 dieser Spenden
HCV-.bei 7 dieser Spenden HIV-1- und bei 43 dieser Spenden
HBV-Infektionen mittels alleiniger NAT-Testung gefunden
werden konnten [7]. Bei HBV wiren 21/43 Spenden auch mit
dem 2006 in Deutschland fiir alle Blutspender eingefiihrten
Anti-HBc-Test gefunden worden. Die Anzahl der verbliebe-
nen 22/43 nur HBV-NAT-positiven Spenden ist damit mit den
23 alleinig HCV-NAT-positiven Spenden vergleichbar. Inso-
fern bringt die zusitzliche freiwillige NAT-Testung auf HBV
fir die Frithphase der Infektion einen @hnlich hohen Sicher-
heitsgewinn wie bei HCV. Inwieweit diese Daten auf andere
Blutspendeorganisationen mit anders zusammengesetzten
Spenderpopulationen iibertragen werden konnen, ist aller-
dings nicht klar. Es gibt aber keine Anhaltspunkte, dass bei
diesen Organisationen die HBV-NAT von geringerem Wert
ist. Bei HBV besteht ein zusétzliches Infektionsproblem. Frii-
her glaubte man, mit dem Verschwinden des HBsAg oder spa-
testens mit dem Erscheinen des Anti-HBs sei die HBV-Infek-
tion ausgeheilt. Das erneute Aufflackern der Infektion bei Im-
munsuppression oder Transplantation zeigt aber. dass meis-
tens die Infektion vom Immunsystem nur mehr oder weniger
gut in Schach gehalten wird und das Virus weiter in der Leber,
moglicherweise auch in anderen Organen, persistiert. In
einem kleinen Teil dieser «okkult» infizierten HBV-Tréger
kann trotz nicht nachweisbarem HBsAg eine geringe Menge
Virus im Blut vorliegen und zu Ubertragungen fiihren. Die
Phase nach dem Verschwinden des HBsAg, die im klassischen
Sinn ausgeheilte Hepatitis B, wird in den meisten Fillen lang-
fristig vom Anti-HBc-Test erfasst. Dieser Test erfasst neben
den wenigen infektidsen auch alle aufgrund eines ausreichend
hohen Anti-HBs-Titers nicht infektiosen Spender, was zwar
zu einer hohen Sicherheit, aber auch zu einem hohen Verwurf
bzw. Ausschluss von Spendern fithrt. In der Blutspende wurde
deshalb die Moglichkeit eroffnet, den Spender trotz Nachwei-
ses von Anti-HBc wieder zur Spende zuzulassen. wenn er ein
Anti-HBs von mindestens 100 IE/] hat und eine sehr empfind-
liche NAT auf HBV negativ ist [8]. Wihrend nicht alle Auto-
ren eine flichendeckende HBV-NAT-Testung in den USA
empfehlen [5. 9], ist sie in Japan vorgeschrieben. In Deutsch-
land wird sie auf freiwilliger Basis fiir viele Blutspenden
durchgefthrt [7].

Die German Red Cross Study Group berechnete fiir ihre
Organisation auf der Grundlage infektionsserologischer Be-
funde und HIVIHCV/HBV-NAT-Tests (Minipool) (31,5 Milli-
onen Spenden, 1997-2005) das Risiko einer HIV-, HCV- bzw.
HBV-Ubertragung durch transfundierte Blutkomponenten
(zelluldre Bestandteile oder Plasma) [7]. Danach liegt dieses
fir HIV bei 1:4,300 000, fur HCV bei 1:10 880 000 und
fiir HBV bei 1:360 000. Andere Autoren kommen zu anderen
Abschatzungen des Restrisikos in Abhédngigkeit von der
NAT-Testung {10, 11].
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In einer Untersuchung des PEI konnte vor kurzem belegt
werden, dass auch die virale Kontamination von groflen Plas-
mapools durch flichendeckende Einfiihrung der HIV/HCV/

HBV-NAT deutlich reduziert werden konnte. Waren im Jahr

1996 17.8% von 873 untersuchten Pools HCV-RNA-, 0,8%

HIV-{-RNA- und 0,5% HBV-DNA-positiv, war im Jahr 2006

lediglich einer von 331 Pools HCV-RNA-positiv. Hier lag

auBerdem ein sehr niedriger Titer (<10 IU/ml) vor. HIV- und

HBV-Genome waren nicht nachweisbar {12].

Trotz des unbestreitbaren Nutzens des NAT-Screenings miis-

sen die Kosten der Einfithrung der Dreifach-PCR erwithnt

werden, die pro Blutprodukt bei >2 EUR im 96-Pool und
>7 EUR im 24-Pool liegen. Die Vorgehensweise des Pooling
setzt ein umfangreiches Validierungsprogramm auf der

Grundlage der durch das PEI vorgegebenen Empfindlich-

keitsgrenzen in den Pools (HIV-1-RNA: 10 000 1U/ml; HCV-

RNA: 5000 [U/ml, jeweils bezogen auf die Einzelblutspende)

sowie der zutreffenden Committee for Proprietary Medicinal

Products (CPMP)-Leitfiden CPMP/ICH/281/95 und CPMP/

ICH/381/95 voraus. Weitere Details zur Validierung der NAT-

Techniken finden sich in einer PEI-Bekanntmachung aus dem

Jahr 2000 [13]. In vielen Blutspendediensten Deutschlands

sowie in vielen anderen Lédndern hat sich die Untersuchung

der Spenden in sogenannten Minipools (z.B. 10, 24, 48 oder

96 Proben/Pool) bewihrt [10].

Wesentliche Grundlage der Vermeidung des Risikos von

Virustibertragung sind auch weiterhin die Durchfithrung ei-

ner Spenderanamnese, der Ausschluss von Risikopersonen

sowie klinische und infektionsserologische Untersuchungen.

SchlieBlich ist fur gefrorenes Frischplasma zur Transfusion

auch weiterhin eine Quarantidnelagerung von 4 Monaten

durch das PEI vorgeschrieben.

Zusammengefasst lassen sich hinsichtlich der Virus-NAT fol-

gende Schlussfolgerungen aus den Erfahrungen des deutschen

Blutspendewesens ziehen:

~ Die Einfithrung des Nachweises von HIV- und HCV-
Genom mittels NAT reduziert die diagnostische Liicke we-
sentlich.

- Spenderproben kénnen fiir die NAT-Testung gepoolt wer-
den, wenn das Verfahren des Pooling sowie die NAT-Tests
in ihrer Sensitivitdt validiert wurden, weil die Infektions-
phase mit einer Viruskonzentration unterhalb der Emp-
findlichkeitsgrenze bei HIV und HCV sehr kurz ist.

- Die HBV-NAT erhoht die Sicherheit von Blutprodukten,
auch wenn eine serologische Untersuchung auf HBsAg
und Anti-HBc erfolgt. Jedoch hdngt die Effizienz der NAT
fiir HBV sehr von der Nachweisgrenze ab.

- Die aktuellen Risiken der Ubertragung von HIV oder
HCV durch Blutprodukte sind mit 1:4 300 000 bzw.
1:10 880 000 extrem gering und fur HBV mit 1:360 000
zwar deutlich hoher. aber immer noch sehr gering.

Versucht man nunmehr, diese Erfahrungen auf das Gebiet der

Gewebespende zu {ibertragen, stellen sich diverse Besonder-

heiten dar.
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Besonderheiten der Gewebespende
Gewebespender

Der «klassische» Lebendspender ist nur in wenigen Bereichen
des Tissue Banking anzutreffen. Exemplarisch sei auf die Spen-
de von Femurkopfen nach Totalendoprothese des Hiiftgelen-
kes sowie auf die Amnionspende hingewiesen. Jahrlich werden
in Deutschland zirka 20 000 allogene Femurkopfe in orthopi-
dischen/unfallchirurgischen Kliniken und vermutlich zirka 350
Amnien in Verbrennungskliniken bzw. ophthalmologischen
Bereichen transplantiert. Femurkopt-Spender sind Patienten,
nicht selten in hoherem Alter und aus transfusionsmedizini-
scher Sicht in der Regel «Erstspender». die primér nicht beab-
sichtigen zu spenden, sondern erst wenige Tage vor der Opera-
tion tber die Moglichkeit der Gewebespende informiert wer-
den. Bei der Amnionspende werden die Miitter erst kurz vor
der Geburt des Kindes iiber die Méglichkeit der Spende infor-
miert. Damit besitzt dieses unselektierte Spenderklientel mog-
licherweise ein hoheres Durchseuchungsrisiko als erstmalig
Blutspendewillige bzw. Erstspender [14. 15]. ist jedoch hinsicht-
lich der Virus-Risikolaktoren durch den autklirenden Arzt ge-
nauso wie der Blutspendewillige zu befragen und kann ent-
sprechend untersucht werden. Ein Poolen der Spenderblutpro-
ben erzeugt, wenn keine benachbarte Blutbank vorhanden ist,
erhebliche logistische Probleme. Des Weiteren konnen fiir die
Erstellung eines 24er-Pools in Abhéngigkeit von den intraope-
rativ gewonnenen Geweben mindestens 4 Wochen vergehen.
Hier wire eine Zusammenarbeit mit einem Blutspendedienst
anzustreben oder eine Einzeltestung vorzunehmen., was ange-
sichts des hoheren Preises der Gewebe vertretbar erscheint.
SchlieBlich ist darauf hinzuweisen, dass die sogenannte Spen-
der-Empfanger-Ratio (auf wie viele verschiedene Empféinger
die Gewebetransplantate eines Spenders iibertragen werden
konnen) im Normalfall 1:1 betrigt.

Gewebe von verstorbenen Spendern, sogenannten Leichen-
spendern, wird in mehreren klinischen Fachgebieten trans-
plantiert. Das Spektrum reicht von muskuloskelettalen Gewe-
ben (Knochen, Knorpel, Sehnen. Bander. Faszien) itber Au-
genhornhaut (Cornea) bis hin zu kardiovaskuldren Allografts
(Aorten- und Pulmonalkiappe. Perikard. Venen, Arterien).
Pro Jahr werden in Deutschland etwa 17 000-20 000 solcher
Gewebe transplantiert. Bei diesen Spendern ist die Erfassung
der Anamnese naturgemdf problematisch, da sie sich aus-
schlieBlich auf Angaben der Angehorigen (die meist fir sol-
che Fragen zu diesem Zeitpunkt nicht gut ansprechbar sind)
bzw. der behandelnden Arzte beschrinken muss. Bei Multi-
transfundierten sind die serologischen und NAT-Ergebnisse
wegen der cingetretenen Verdiinnung von begrenzter Aussa-
gekraft. Untersuchungen von Zou et al. [15] zeigen auf, dass
Gewebespender hinsichtlich der HIV/HCV/HBV-Raten zwar
eine geringere Durchseuchung hatten als die Normalpopula-
tion, jedoch eine hohere als Erstblutspender. Zu dhnlichen Er-
gebnissen gelangen Yao et al. [16] in einer Untersuchung an
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12 415 Spendern von muskuloskelettalem Gewebe in Austra-
lien. Die Spender-Empfénger-Ratio ist bei Augenhornhduten
1:2, bei kardiovaskulidren Transplantaten 1:1 bis 1:10 und bei
muskuloskelettalen Geweben bis zu 1:40).

Pramortale Blutproben des Spenders liegen meistens nicht
vor, inshesondere dann, wenn es sich nicht um Multiorgan-
spender handelt (z.B. Spender aus rechtsmedizinischen Insti-
tuten) und Blutproben vom stationdren Aufenthalt nicht mehr
zur Verfiigung stehen bzw. zu alt sind. Diese Proben sollten
nicht dlter als 7 Tage sein und bei +2 bis +8 °C gelagert wor-
den sein. Die Serum- bzw. Plasmatrennung muss nach der Ab-
nahme erfolgt sein. Stehen diese pramortalen Proben nicht
zur Verfiigung. muss auf postmortales Blut zuriickgegriffen
werden. dessen Entnahme nur bis zu 24 h post mortem erfol-
gen kann (Transplantationsgesetz-Gewebeverordnung (TPG-
GewV)). Es konnte tiberlegt werden. dass die verantwortliche
Person der Gewebeeinrichtung (§ 20 ¢ des Arzneimittelgeset-
zes (AMG)) Abweichungen von diesen pridanalytischen Vor-
gaben im Rahmen einer Gesamtrisikobewertung (z.B. drin-
gende Indikation fiir eine Cornea bei nur geringfiigiger zeit-
licher Abweichung der pramortalen Probengewinnung von
den Vorgaben) akzeptieren kann. Serologische Testverfahren
weisen erfahrungsgemill mit zunehmender Dauer der Post-
mortem-Blutentnahme hohere Unspezifitiaten auf. Hier konn-
te eine entsprechend validierte und sensitive HIVVHBV/HCV-
NAT aus der Einzelprobe mit interner Kontrolle gegebenen-
falls ausreichend aussagefdhig sein, jedoch sind diesbeziigliche
Untersuchungen abzuwarten. Schlieflich ist bei postmortalen
Entnahmen nach 24 h die bakterielle Kontaminationsgefahr
hoch und im Besonderen abzuwigen. Zudem ist in der Leiche
von einem Abbau der Virusnukleinsdure auszugehen.

Viele der in Europa verfiigbaren Testkits fiir die Infektionsse-
rologie und Virus-NAT sind ohnehin nicht fiir post mortem
gewonnene Proben validiert. Speziell Himolyseeffekte kon-
nen die NAT. aber auch serologische Tests beeinflussen [17,
18]. Fiir die Untersuchung postmortal gewonnener Proben
sind nur wenige NAT-Tests validiert und Conformité Euro-
péenne (CE)-gekennzeichnet, wie z.B. die AmpliScreen Test-
familie von Roche. Hier ist ein verandertes Aufarbeitungspro-
tokoll zu befolgen, um eine méogliche Inhibition der Amplifi-
kation zu vermeiden. Oft ist das Spenderblut durch Multi-
transfusionen verdtnnt. All diese Umstédnde miissen in die
Gesamtrisikoanalyse vor Freigabe der Gewebe einbezogen
werden. Moglichkeiten der standardisierten Testung von post-
mortalem Blut werden jedoch zunehmend entwickelt [19].

Es erscheint sinnvoll, nicht nur die NAT, sondern die gesamte
infektionsserologische Testung von Gewebespendern in Koope-
ration mit einer transfusionsmedizinischen Einrichtung durch-
zufiihren, die einen eigenen Blutspendedienst und somit das
gleiche Laboruntersuchungsspektrum vorhilt. Einerseits be-
steht in dieser Kooperation eine sehr gute Logistik und Fach-
kompetenz, die den gesetzlichen Anforderungen des AMG., des
TPG bzw. der Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverord-
nung (AMWHYV) entsprechen. andererseits kénnen die Kosten

Nukleinsdure-Amplifikationstests fur HIV.
HBV und HCV bei Gewebespendern: Sinnvoll
oder tiberfliissig?

bei Integration der Gewebespendertests in die Tagesroutine

eines Blutspendedienstes niedrig gehalten werden.

Es bleibt festzuhalten. dass

- Gewebespender in der Regel unselektierte Erstspender
sind, die im Fall der Lebendspende erst unmittelbar peri-
operativ. im Fall der Leichenspende (aufler bei vorhande-
nem Organ-/Gewebespende-Pass) in der Regel nicht mit
der Spendeméglichkeit konfrontiert werden und damit ein
moglicherweise hoheres Infektionsiibertragungsrisiko im
Vergleich zu erstmalig Blutspendewilligen aufweisen.,

- die Anamnescerhebung bei Leichenspendern nur durch
Befragung von behandelnden Arzten sowie Angehdrigen.
Partnern und Freunden erfolgt und meist nicht alle Risiko-
faktoren erfassen kann,

- bei Leichenspendern meistens nur postmortale Blutproben
gewonnen werden, deren diagnostischer Wert einge-
schrénkt sein kann,

— die Kooperation der Gewebebank mit einem Blutspende-
dienst auf dem Gebiet der Labortestung der Spender die
effizienteste und kostengiinstigste Losung sein diirfte,

- die Spender-Empfanger-Ratio bei Leichenspendern bis zu
1:40 betragen kann, bei Lebendspendern jedoch zumeist
nur 1:1 ist.

Virusiibertragungen durch Gewebetransplantate

Bisher wurden nur sehr wenige Ubertragungen durch klinisch
relevante Viren beschrieben. Eine Zusammenstellung der bis-
her beschriebenen Ubertragungen fiir muskuloskelettale Ge-
webe zeigt Tabelle 1.

Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass die berichteten Vi-
rusiibertragungen bis auf eine Ausnahme (gewaschene Bone-
Tendon-Bone-Transplantate) durch nicht prozessierte bzw.
nicht inaktivierte Gewebe erfolgten. Bei Empfangern von Ge-
weben desselben infektidsen Spenders. die prozessiert (me-
chanische Priparationen, Spilungen zur Reinigung und Ent-
fernung der Restblutmenge) und abschlieBend lyophilisiert
worden sind, wurden keine Infektionen festgestelit. Fiir die In-
fektionsiibertragung durch unprozessierte bzw. nicht inakti-
vierte Gewebe spricht auch ein Bericht von Marthy und Rich-
ter, die HIV in gefrorenen Rippentransplantaten, die bei
einem HIV-infizierten Patienten zu Studienzwecken 44 h post-
mortal entnommen worden waren, nachweisen konnten [30].
Auch humanes HIV-2 blieb trotz Einfrier-/Auftauprozeduren
in allogenem Knochengewebe nachweisbar [31].

Die Ubertragung von nicht viralen Erregern durch allogene
muskuloskeletale Gewebe ist ebenfalls beschrieben worden.
Untersuchungen der Centers for Disease Control and Preven-
tion (CDC) in US-amerikanischen Gewebebanken zeigten,
dass im Zeitraum 2000-2002 (ca. 2 Millionen muskuloskeletta-
le Transplantationen) insgesamt 26 Patienten transplantatbe-
dingte Infektionen erlitten. 13/26 Patienten wurden durch al-
logene Sehnen (8), Femurkondylen (2). Spongiosa (2) und
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Tab. 1. HIV-,

HCV- und HBV- Virus Jahr Gewebe, das zur Ubertragung fithrte Autor
Ubertragungen durch o ] ] o ]
muskuloskelettale HIV 1984 4 Knochentransplantate: gefrierkonserviert. nicht sterilisiert. keine Schratt [20]
Gewebe und Haut HIV-Testung; Anm.: 8 Transplantate desselben Spenders ohne Infektion
der Empfanger
HIV 1984 I Knochentransplantat: gefrierkonserviert. nicht sterilisiert. keine HIV-Testung CDC (21]
HIV 1985 3 Knochentransplantate: gefrierkonserviert. nicht sterilisiert: Anm.: 25 Transplantate
desselben Spenders (Schnen, Bander. Knochen) nach Ethanol und/oder
Lyophilisation ohne Infektion der Empfiinger Simonds [22]
HIV 1987 I Hauttransplantat: gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, transplantiert bevor Clarke |23]
(positives) HIV-Test-Ergebnis vorlag
HIV 1996 | Femurkop[-Transplantat: gefrierkonserviert. nicht sterilisiert. keine HIV-Testung Li[24]
HCV 1985 1 Femurkopf-Transplantat: gefrierkonserviert, nicht sterilisiert. keine HCV-Testung Eggen [26]
HCV 1986-1990 2 Knochentransplantate: gefrierkonserviert, nicht sterilisiert. keine HCV-Testung: Pereira [27)
Anm.:retrospektive Untersuchung. beide Empfinger polytransfundiert. drei
Knochentransplantate desselben Spenders fiihrten nicht zur Infektion
HCV 1991 I Knochentransplantat, 2 Bone-Tendon-Transplantate. gefrierkonserviert. Conrad 23]
nicht sterilisiert. Anti-HCV-Test (first generation) negativ
HCV 2000 3 Bone-Tendon-Bone-Transplantate: gefrierkonserviert, gewaschen. anti-HCV- Tugwell [28]
negativ, keine HCV-NAT: | Tibialis anterior-Sehne: kryokonserviert, anti-HCV
negativ.keine HCV-NAT: Anm.: 16 Knochentransplantate desselben Spenders
nach Prozessierung und Bestrahlung (16.4-19.7 kGy) ohne Infektion der Empfinger
HBV 1954 1 Knochentransplantat: gefrierkonserviert, nicht sterilisiert, keine HBV-Testung Shutkin {29]
Tab. 2. HCV-und ] .
HBV-Ubertracunsen Virus Jahr Gewebe, das zur Ubertragung fiihrte Autor
durch Cornea und ] . i
kardiovaskulire HBV 1984 2 Cornea-Transplantate: keine HBV-Testung. HBsAg-Nachweis aus Riickstellprobe Hoft |33]
Gewebe des Spenders 9 Monate nach Infektion, HBV-Status der Empfinger bei
Transplantation nicht bekannt
HBV 1990 I Aortenklappen-Allograft: kryokonserviert. Spender war bekannt positiv fiir HBsAg  Morris [34]
HCV 2000 1 Vena-saphena-Transplantat: kryokonserviert. gewaschen. Antibiotika. Anti-HCV- Tugwell [28]

negativ, keine HCV-NAT

Menisci (1) mit Clostridium septicum bzw. Clostridium sordelli
infiziert. Alle Gewebe waren zwar aseptisch entnommen, je-
doch keinem terminalen Desinfektions- bzw. Sterilisationsver-
fahren unterzogen worden. Weitere 11/26 Patienten waren mit
Gram-negativen Bakterien infiziert worden, in zwei Fillen
konnte der Erreger nicht eindeutig ermitielt werden. Die
Ubertragenen Transplantate waren zumeist frisch oder gefrier-
konserviert, in einem Fall auch gefriergetrocknet [32]. Folg-
lich sind bei muskuloskelettalen Geweben die Ubertragungen
von Bakterien, verglichen mit Viren, die grolere Gefahr.
HIV-, HCV- bzw. HBV-Ubertragungen durch Cornea bzw.
kardiovaskuldre Gewebe sind Rarititen, was vor allem auf die
Blut- und LymphgefiBfreiheit sowie den bradytrophen Stoff-
wechsel der Zellen der Augenhornhaut bzw. das umfassende
Prozessieren sowie die geringe Anzahl an Transplantationen
bei den kardiovaskuliren Geweben zuriickzufiihren sein
diirfte. Eine Ubersicht zeigt Tabelle 2.

Vermutlich aufgrund der sehr geringen oder fehlenden Virus-
last, da physiologisch keine Blutzellen in die Cornea penetrie-
ren konnen, hat die Ubertragung von Augenhornhauten HIV-
bzw. HCV-infizierter Spender nicht zur Infektion des Empfin-
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gers gefiihrt [17. 21,22, 27, 35-37]. Bis heute sind keine HIV-
bzw. HCV-Ubertragungen durch Corneae beschrieben wor-
den. In der Studie von Sengler et al. [38] waren bei 6 HBV-
bzw. 6 HCV-NAT-positiven Spendern Virusgenome im Cor-
neagewebe (zentral und corneoskleraler Ring) nicht nach-
weisbar. Lediglich im Kulturmedium konnten in zwei Fillen
mittels hochsensitiver NAT niedrige HCV-Genommengen
(50-100 Kopien/ml) gefunden werden. Im Gegensatz hierzu
fanden Lee et al. [39] in 7 von 29 Corneae von HCV-seroposi-
tiven Spendern HCV-Genom. Dieser Befund spriiche somit
fiir die Durchfiihrung der HCV-NAT als weitere Sicherheits-
mafinahme bei Corneaspendern. Glasser [40] berichtete 1998
im Rahmen einer Untersuchung der Eye Bank Association of
America (EBAA), dass bei der Transplantation von mehr als
400 000 ausschlieBlich serologisch getesteten Corneatrans-
plantaten in einem 12-jahrigen Beobachtungszeitraum in den
USA keine HIV-, HBV- bzw. HCV-Infektionen nachgewiesen
wurden. Die in Tabelle 2 aufgefiihrte HBV-Ubertragung aus
dem Jahr 1984 [33] ist plausibel, jedoch nicht schliissig bewie-
sen. Klinisch relevante Virusiibertragungen durch Augen-

hornhdute wurden vereinzelt fiir Herpes-simplex-Viren
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(HSV) berichtet [41, 42]. Problematisch ist die mehrfach be-
schriebene Ubertragung des neurotropen Rabiesvirus durch
Corneatransplantate [43] sowie die Moglichkeit der Ubertra-
gung pathologischer Prionen [44].

Die in Tabelle 2 beschriebene HBV-Ubertragung durch ein

Aortenklappen-Allograft muss ebenfalls mit Zuriickhaltung

betrachtet werden. da der Spender HBsAg-positiv war und

das Allograft trotzdem transplantiert wurde. HIV- und HCV-

Ubertragungen durch Herzklappen sind nicht bekannt. Perei-

ra et al. [27] beschreiben 1993 die Transplantation von 3 Herz-

klappen von 2 HCV-RNA-positiven Spendern. die nicht zur

Infektion des Empfingers gefiithrt haben. Die in Tabelle 2 be-

schriebene HCV-Ubertragung durch ein Venentransplantat ist

der einzige bisher beschriebene Fall einer Virusiibertragung
durch GefaBle. Kardiotrope Viren. wie z.B. Cytomegalievirus,

Parvovirus B19. Enterovirus, Adenovirus oder Influenzavirus,

werden weitaus hiufiger detektiert und stellen derzeit einen

Schwerpunkt von Untersuchungen zur Virusiibertragung

durch kardiovaskuldre Allografts dar [45].

Zusammengetasst bleibt festzuhalten, dass

- Gewebetransplantate HIV, HCV und HBV {ibertragen
koénnen, dies jedoch ein seltenes Ereignis ist.

- die Ubertragung anderer Viren, z.B. HSV durch Cornea,
moglicherweise ein groBeres Problem darstellt,

~ HIV-, HCV- bzw. HBV-Ubertragungen bisher fast aus-
schlieBlich durch nicht prozessierte bzw. nicht virusinakti-
vierte. muskuloskelettale Gewebe beschrieben wurden.

— Ubertragungen dieser Viren durch Augenhornhiute bzw.
kardiovaskuldre Gewebe Rarititen sind,

— das Prozessieren von Geweben (mechanische Priparatio-
nen. Spiilungen zur Entfernung der Restblutmenge, Lyo-
philisation) offenbar zu einer Reduktion des Infektionsrisi-
kos fiihrt,

- soweit die biologischen Eigenschaften des Gewebes im
notwendigen Umfang erhalten werden, durch die Integra-
tion von Virusinaktivierungsverfahren in das Herstellungs-
verfahren weitere Sicherheit garantiert ist.

Inaktivierungsverfahren

Der Einsatz von validierten chemischen oder physikalischen
Verfahren zur Virusinaktivierung (HIV, HBV, HCV bzw. ge-
eignete Modellviren) ist in Abhéngigkeit von den biologi-
schen Eigenschatten und dem spéteren therapeutischen Ein-
satz des Gewebes grundsitzlich anzustreben, solange dadurch
die Eignung des Gewebes nicht wesentlich beeintriachtigt
wird. Folgende Verfahren sind fiir avitale muskuloskelettale
Gewebe bekannt: das Peressigsdure-Ethanol-Unterdruckver-
fahren. das Thermodesinfektionsverfahren (Marburger Kno-
chenbank), die Gammastrahlen-Behandlung sowie Kombina-
tionen aus Gammabestrahlung und chemischen Inaktivie-
rungsschritten (Tutoplast-Prozess) [46].

Diese Verfahren missen validiert werden. Sie fiihren in der
Regel zu Abreicherungen klinisch relevanter Viren bzw. Mo-

Nukleinsdure- Amplifikationstests {ir HIV.
HBV und HCV bei Gewebespendern: Sinnvoll
oder tibertliissig?

dellviren um mindestens 4 logio-Stufen der tissue culture infe-

ctious dose (TCIDsp/ml). Damit sind sie in Kombination mit

den anderen Sicherheitsmainahmen (Anamnese, Klinik, Se-
rologie, NAT) geeignet, eine sehr hohe Virussicherheit der

Gewebe zu gewdhrleisten. Knorpelgewebe, Menisci, Cornea-

gewebe bzw. kardiovaskulidre Gewebe konnen diesen Verfah-

ren nicht unterzogen werden. AbschlieBend sei erwihnt, dass
auch die Gefriertrocknung zu einer gewissen Abreicherung

(etwa 1-2 logio-Stufen) von viraler Infektiositit (z.B. beim ve-

sikuldren Stomatitis-Virus oder bei Enteroviren) fithren kann

[47]. Andere Viren werden jedoch durch die Gefriertrocknung

kaum beeintrichtigt und die Infektiositiat von lyophilisierten

Viruspartikeln wird dauerhaft konserviert. Virusiibertragun-

gen durch lyophilisierte Plasmaprodukte, wie Faktor VIII und

IX, sind bekannt. Die Lyophilisation ist generell kein fir alle

pathogenen Viren effektiver Schritt zur Virusreduktion, sie

kann nur einen geringen additiven Effekt haben.

Zusammengefasst bleibt festzuhalten, dass

—~ eine Reihe von effizienten Virusinaktivierungsverfahren,
vor allem fir muskuloskelettale Gewebe, zur Verfiigung
steht,

- effiziente Inaktivierungsverfahren einen entscheidenden
Beitrag zur Virussicherheit von Geweben darstellen und
neben der Testung von Blut auf Virusmarker wenn immer
moglich eingesetzt werden sollten,

— Inaktivierungsverfahren nur dann eingesetzt werden kon-
nen, wenn die resultierende therapeutische Qualitédt der
Gewebe akzeptabel ist; daher sind die derzeit bekannten
Inaktivierungsverfahren fiir eine Reihe von Gewebezube-
reitungen (z.B. Augenhornhaut, kardiovaskuldre Gewebe,
Menisci, Knorpelgewebe) nicht einsetzbar.

Virus-NAT und weitere MaBnahmen der Risikoreduk-
tion bei Gewebespendern

Aus den bisher genannten Daten zur Virussicherheit von Ge-
weben sowie in Anbetracht der Erfahrungen aus den Blut-
spendediensten werden folgende Prinzipien zur Reduktion
des Risikos einer HIV-, HBV- bzw. HCV-Infektion bei Gewe-
bespendern abgeleitet:

Mafsnahmen, die fiir alle Gewebespender zutreffen

— Umfassende Anamnese zur Erfassung von Risikofaktoren
fur eine Virusinfektion (Festlegung der Details in Fachge-
sellschaften, BAK und PEI auf der Grundlage bestehender
Regelungen sowie der EU-Richtlinie 2006/17/EG).

- Kilinische Untersuchung bzw. Inspektion des Spenders
(Zeichen einer Infektionskrankheit, Zeichen der Zugeho-
rigkeit zu einer HIV-, HCV- bzw. HBV-Risikogruppe).

~ Labor-Basisprogramm: Anti-HIV-1/2, HBsAg, Anti-HBc,
Anti-HCV, Treponema-pallidum-Hamagglutinationsassay
(TPHA).
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- Es sollte unbedingt versucht werden, pramortale Proben
zu erhalten und bis zum Spendezeitpunkt als Plasma/
Serum aufzubewahren.

- Sind Anti-HBc positiv und HBsAg negativ sowie in der an-
schlieBenden Untersuchung Anti-HBs 2 100 1E/l und eine
sensitive HBV-DNA-NAT aus der Einzelprobe negativ,
kann die Spende in Bezug aut HBV verwendet werden.

Zusdrtzliche Mafinahmen bei muskuloskelettalen
Gewebespendern

Bei Lebendspendern sind die HCV-, HIV- und HBV-NAT
durchzufiihren. Die Blutproben kénnen analog zum im Blut-
spendewesen eingefithrten Verfahren einem validierten Poo-
ling unterzogen werden. Ein Entfallen der HCV-, HIV- und
HBV-NAT-Testung kann allenfalls erwogen werden, wenn ein
entsprechend validiertes Inaktivierungsverfahren eingesetzt
wird. Bei diesem sollte auf der Grundlage des Européischen
Leitfadens CPMP/BWP/268/95 eine effektive Inaktivierung
oder Entfernung von Viren nachgewiesen sein, die die voll-
stdndige Inaktivierung von Viren in der viramischen Phase ge-
wihrleistet. Hierzu sollte eine Risikobewertung erfolgen. die
die Virusmenge im Ausgangsmaterial (Bertcksichtigung der
Blutmenge im Gewebe) sowie die Abreicherungskapazitit
des Verfahrens gewichtet. Die Kriterien fiir effektive Prozesse
zur Virusabreicherung sind im Leitfaden CPMP/BWP/295/95
festgelegt und beinhalten unter anderem die Abreicherung
von geeigneten behiillten und nicht behillten Viren bzw. Mo-
dellviren um mindestens 4 logiy TCIDso/mi. Uber die Akzep-
tanz des Verfahrens sowie den damit moglicherweise verbun-
denen Entfall der NAT-Testung entscheidet die zustidndige
Bundesoberbehorde, das PEL

Bei Leichenspendern ist grundsitzlich eine NAT auf HCV-
RNA, HIV-RNA und HBV-DNA durchzufithren, die Einzel-
testung kann dabei sinnvoll sein. Auf die Einschriankungen der
NAT aus postmortalem Blut wird erneut hingewiesen. Vali-
dierte Inaktivierungsverfahren kénnen analog zur Vorgehens-
weise bei Lebendspendern einen Verzicht der NAT-Testung
begriinden.

Zusditzliche Mafnahmen bei Spendern von kardiovaskulidrem
Gewebe

Kontaminiertes kardiovaskuldares Gewebe kann erwiesener-
mafien HBV und HCV iibertragen (Tab. 2), hat aber bei Ne-
gativitidt der serologischen Testung ein sehr geringes Restrisi-
ko der HIV/HBV/HCV-Ubertragung. Aufgrund der unbestrit-
tenen Vorteile der NAT (Reduktion der diagnostischen Liicke
und Ausschluss der sehr hohen Virdmien), der Gewebemor-
phologie und der Spender-Empféanger-Ratio von bis zu 1:10
sollte die HIV/HCV/HBV-NAT-Testung jedoch als zusétzliche
Sicherheitsmalinahme erfolgen.
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Zusitzliche Mafinahimen bei Spendern von Augenhornhaut

Die HCV-NAT soll durchgefiihrt werden. Die Testung auf
Anti-HBc ist gemiB Richtlinie 2006/17/EG bzw. TPG-GewV
generell vorgesehen. Jedoch gibt es schon in der Blutspende
die Moglichkeit, Spender. die aufgrund zusitzlicher Ergeb-
nisse vermutlich nicht infektios sind, trotz positivem Anti-HBc
zur Spende zuzulassen. In der Transfusionsmedizin. bei der
mehr als 200 ml Blut/Transfusionseinheit transfundiert wer-
den, sind diese zusétzlichen Kriterien ein Anti-HBs > 100 1E/1
und eine negative HBV-Einzel-PCR. In Anbetracht der Tatsa-
che, dass Corncac praktisch blut- und lymphfrei sind, solite
man bei positivem Anti-HBc-Test und negativer empfind-
licher HBV-PCR die Moglichkeit eroffnen. die Cornea nach
Einzelfallentscheidung zu transplantieren.

Um Spender im diagnostischen Fenster zu erkennen, wiire es
denkbar, hier die derzeit in der BAK-Richtlinie vorgeschrie-
bene HCV-NAT auch durch die etwas weniger empfindlichen
Tests auf HCV-Antigen zu ersetzen. Allerdings wiirden dann
unterschiedliche Strategien bei Blut und bestimmten Gewe-
ben verfolgt. Zudem zeigen neuere Untersuchungen eine bei
bestimmten HCV-Genotypen deutlich verringerte Sensitivitit
des Antigennachweises [48, 49].

Quarantinelagerung

Bei Spendern, die mittels NAT auf HCV-RNA, HIV-RNA

und HBV-DNA negativ getestet wurden, kann auf eine Qua-

rantidnelagerung des entnommenen Gewebes verzichtet wer-

den.

Dies entspricht den Vorgaben der EU-Richtlinie 2006/17/EG

und fthrt zu einer deutlichen Verbesserung der Versorgungs-

situation mit kostbaren Gewebetransplantaten, da die Wieder-

einbestellung von Lebendspendern bzw. die Nachtestung von

Organemptédngern erhebliche logistische Probleme hervorru-

fen, die nicht selten mit dem Verwurt des Gewebes verbunden

sind. Zudem verhindert eine NAT des Spenders die Einlage-

rung potenzicll infektidser Gewebe und damit mogliche

Kreuzkontaminationen bei der Lagerung.

Eine Quarantédnelagerung kann ebenfalls entfallen, wenn die

primér negativ getesteten Gewebe

- einer Prozessierung (validierte Entfernung der theoretisch
zu einer Virusinfektion fithrenden Restblutmenge im Ge-
webe durch Priparationen bzw. Spiilungen) unterzogen
werden oder

- einem validierten und durch das PEI akzeptierten Inakti-
vierungsverfahren unterzogen werden oder

~ einer begrenzten Haltbarkeit der Gewebezubereitung
(unter 6 Wochen) unterliegen.

Werden die NAT-Tests nicht durchgefithrt bzw. die Kriterien

nicht erfillt, so muss sich eine Quarantinelagerung gemif

den Vorgaben der fur das Gewebe jeweils zutreffenden BAK-

Richtlinien [1, 2] anschlieRen.
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Tab. 3. Vorschlag zur virologischen Testung von Gewebespendern

Gewebe Sero HCV- HIV- HBV-
logie? NATP NAT® NAT®
Muskuloskelettale Gewebe jad ja© jac ja¢
Kardiovaskulidre Gewebe jat ja ja ja
Cornea ja© ja nein nein

*Anti-HIV-172, Anti-HCV, HBsAg., Anti-HBc. TPHA.

"Eine Spezifizierung der Testung als Einzelprobe oder im Minipool wird
nicht gefordert. Die erforderliche Nachweisgrenze der Testung sollte aber
grundsétzlich, in Analogie zur Verfahrensweise in Blutspendediensten,
auf die Einzelspende bezogen werden.

‘Bet validierten und durch das PEI akzeptierten Vertahren zur Virusinak-
tivierung kann die NAT eatfallen.

“Ist Anti-HBc reaktiv. Anti-HBs > 100 TE/l und HBV-DNA-NAT negativ.
kann das Gewebe verwendet werden.

“Ist Anti-HBc reaktiv und HBV-DNA-NAT ncgativ. kann das Gewebe
verwendet werden.

Autologe Spender

Bei Verwendung von autologen Geweben, z.B. im Rahmen des
Tissue Engineering (autologe Knorpelzellkulturen, Keratino-
zytenkulturen usw.), kann auf Virus-NAT-Untersuchungen des
Spenders verzichtet werden. Um die Hiuligkeit der Kontami-
nationen von Kulturen weiterer Spender zu vermeiden, sollte
Jjedoch, wie bei der autologen Blutspende eingefiihrt, die infek-
tionsserologische Testung durchgefiihrt werden.

Fazit

) Allogene Gewebetransplantate werden in der Regel
elektiv transplantiert. Damit entfillt der lebensrettende
Anspruch, der einen Verzicht auf maximale Sicherheits-
maBnahmen rechtfertigen konnte.

2} Die Vorschldge beriicksichtigen die bisher bekannten
epidemiologischen Daten zur Virusiibertragung durch
Gewebe, die Besonderheiten der einzelnen Spender, der
Herstellungs- bzw. Inaktivierungsverfahren sowie der Lo-
gistik- und Kostenfragen.

3) Muskuloskelettale Gewebe besitzen infolge des zumeist
hohen Blutgehalts der Gewebe, des umfangreichen Ent-
nahmespektrums, der bisher beschrieben Ubertragun-
gen, der unterschiedlichen Herstellungsverfahren sowie
der hohen Spender-Empfinger-Ratio ein signifikantes
Risiko, HIV/HBV/HCV zu iibertragen. Der Sicherheits-
gewinn einer zusétzlich zu den vorgeschriebenen serolo-
gischen Tests auf HBsAg und Anti-HBc¢ durchgefiihrten
HBV-NAT ist nach neuesten Erkenntnissen [7. 50] rele-
vant. Daher sollte bei muskuloskelettalen Gewebespen-
dern eine HIVVHCV/HBV-NAT durchgefiihrt werden,
wobei die Einschriankungen der NAT aus postmortalem
Blut beriicksichtigt werden miissen (Tab. 3).

Nukleinsdure-Amplifikationstests fiir HIV,
HBV und HCV bei Gewebespendern: Sinnvoll
oder tberflissig?

4) Eine Durchfiihrung der NAT-Testung als Einzelprobe
oder im Minipool wird nicht grundsétzlich gefordert. Die
erforderliche Nachweisgrenze der Testung sollte aber
grundsitzlich, in Analogie zur Verfahrensweise in Blut-
spendediensten, auf die Einzelspende bezogen werden.

5) Effektive Virusinaktivierungsverfahren sollten, wenn
immer moglich, angewendet werden und konnen den
Verzicht auf die NAT-Testung rechtfertigen, wenn durch
eine Kombination von Verfahren eine vollstandige Inak-
tivierung von Viren aus der hochvirdmischen Phase ge-
wihrleistet ist.

6) Nicht getestetes, kontaminiertes kardiovaskulires Gewe-
be kann HBV und HCV iibertragen, hat aber bei Durch-
fiihrung der serologischen Testung ein sehr geringes Res-
trisiko der HIV/HBV/HCV-Ubertragung. Aufgrund der
offenkundigen Vorteile der NAT (Reduktion der diag-
nostischen Liicke), des Erhalts der Gewebemorpholo-
gie ohne Inaktivierung und der Spender-Empfanger-
Ratio von bis zu 1:10 sollte die HCV-, HIV- und HBV-
NAT-Testung jedoch als zusétzliche SicherheitsmaBnah-
me erfolgen (Tab. 3). Diese Empfehlung folgt auch den
Vorgaben der oOsterreichischen Homograft-Richtlinie
[51].

7) Augenhornhédute besitzen aus physiologisch-morpholo-
gischer sowie epidemiologischer Sicht das geringste
HIV/HBV/HCV-Ubertragungsrisiko. In Anbetracht der
deutlichen Reduktion der serologischen Latenzphase
sowie dem beschriebenen HCV-Nachweis in Corneage-
webe von HCV-infizierten Spendern [39] sollte die
HCV-NAT durchgefithrt werden. Der Test auf Anti-
HBc ist gesetzlich vorgeschrieben, jedoch missen in
Analogie zur Blutspende die Kriterien definiert wer-
den, bei denen Corneae trotz positivem Anti-HBc-Test
transplantiert werden konnen (Tab. 3). Dies konnte bei
negativer empfindlicher HBV-NAT eine Einzelfreigabe
unter besonderer Beachtung eventueller anamnesti-
scher Risiken sein.

8) Eine Quarantanelagerung der Gewebe eines Spenders
kann bei initialer Durchfihrung und Negativitdt der
HIV/IHCV/HBV-NAT und/oder anderen Kriterien
(Restblutmenge, Virusinaktivierung, begrenzte Haltbar-
keit) entfallen.

9) Aufgrund der vielfaltigen Synergieeffekte mit der Trans-
fusionsmedizin sollten Gewebebanken die Testung der
infektionsserologischen bzw. molekularbiologischen La-
borparameter gemeinsam mit Blutspendediensten durch-
fiihren.

10) Gewebebanken sollten versuchen, tiber abgestimmte
Spenderprogramme Synergieeffekte bei der Gewinnung
des Gewebes zu erzielen. Die fiir einen Spender in einem
zugelassenen Labor (§ 20 b AMG) erhobenen Befunde
wiren dann fiir alle beteiligten Gewebebanken verwend-
bar, was aufgrund der Vermeidung von Mehrfachtestun-
gen zu einer Kostenreduktion fithren wiirde.

Transfus Med Hemother 2008:33:421-430 429
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