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In der nachfolgenden Arbeit werden personenbezogene Bezeichnungen, die sich auf
mannliche, weibliche und diverse Personen beziehen, in der ménnlichen Form aufge-
fuhrt. Es wird darauf hingewiesen, dass die Verwendung der mannlichen Form als
geschlechtsunabhangig verstanden werden soll.
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Abkurzungsverzeichnis

ALT Alanin-Aminotransferase

AMG Arzneimittelgesetz

AST Aspartat-Aminotransferase

ATK Apherese-Thrombozytenkonzentrat(e)
cDNA engl. complementary desoxyribonucleic acid

(komplementare Desoxyribonukleinsdure)

EK Erythrozytenkonzentrat(e)

ELISA engl. enzyme-linked immunosorbent assay(s)
FFP engl. fresh frozen plasma (gefrorenes Frischplasma/Frischplasmen)
yGT gamma-Glutamyltransferase

HAV Hepatitis A Virus

HBV Hepatitis B Virus

HCV Hepatitis C Virus

HEV Hepatitis E Virus

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HVR Hypervariable Region

IfSG Infektionsschutzgesetz

Ig Immunglobulin

NAT Nukleinsdaureamplifikationstest

NUP Nachuntersuchungsprobe(n)

ORF engl. open reading frame (offene Leserahmen)
PCR engl. polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PEI Paul Ehrlich Institut

PTK Pool-Thrombozytenkonzentrat(e)

RNA engl. ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

RT Reverse Transkriptase

TFG Transfusionsgesetz

TK Thrombozytenkonzentrat(e)

UKSH Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
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1 Einleitung

1.1 Geschichte des Hepatitis-E-Virus (HEV)

Bereits Ende des 18. Jahrhunderts beschrieb der deutsche Arzt Friedrich Kercksig in
seinem Artikel ,Von einer epidemischen Gelbsucht* eine mutmalRliche HEV-Epidemie
im Sauerland mit typischen Symptomen einer Infektion mit HEV Genotyp 1 oder Ge-

notyp 2:

,Die Gelbsucht befiel nur Erwachsene. Kinder blieben in dieser Epidemie

ganzlich verschont.”

»(Die Erkrankung) war nicht leicht todlich... Es starben nur ein Mann, und

dieser nur durch die verkehrte Behandlung eines Quacksalbers...*"
»--. und zwey Frauen, die wéhrend der Geburt abortirten”

~Schwangeren Frauen war (die Erkrankung) am geféahrlichsten, vorzig-
lich, wenn sie wahrend derselben abortirten. Finf schwangere Frauen
wurden ... von der Gelbsucht befallen, ...zwei wurden gliicklich von der
Krankheit befreit, drey abortirten, wovon nur eine wieder hergestellt
wurde.“[61]

Zum ersten Mal in der jingeren Geschichte beschrieben, wurde das damals noch un-
bekannte HEV im Winter 1955/56, als in Delhi knapp 30.000 Menschen an einer
schwerwiegenden infektiosen Hepatitis erkrankten. [107]

Damals waren jedoch lediglich virale Hepatitiden bekannt, die durch das Hepatitis-A-
Virus (HAV) verursacht wurden. 20 Jahre spater durchgefiihrte Untersuchungen von
tiefgefrorenen Serumproben des Ausbruchs in Delhi konnten dann jedoch HAV und
das spater entdeckte Hepatitis-B-Virus (HBV) als Ursache fur die Hepatitis-Epidemie
ausschlief3en. Dies liel3 epidemiologisch die Vermutung zu, dass es sich um einen

bislang unbekannten non-A-non-B-Hepatitiserreger handeln musste. [114]

1983 wurde das HEV dann erstmals durch den sowjetischen Virologen Mikhail Balayan

mit Hilfe eines Immunelektronenmikroskops nachgewiesen. [2]
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Abbildung 1: Immunaggregat virusédhnlicher Partikel, gewonnen aus dem Stuhl eines experi-
mentell infizierten Freiwilligen. Balken = 100 nm. [2]

Zunachst bezeichnete man das Virus als ,enterically transmitted non-A non-B Hepatitis
Virus®, bis es 1991 gelang, das Virusgenom zu klonieren und zu sequenzieren. [98]

Fortan bezeichnete man den infektiosen Erreger als Hepatitis-E-Virus.

1.2 Morphologie und Genom

Bei dem HEV handelt es sich um ein Virus aus der Gruppe der unbehiillten Ribonuk-
leins&ure-Viren mit einem ikosaedrischen Kapsid und einem Durchmesser von 27 - 34

nm. [98] Die Morphologie des HEV ahnelt im elektronischen Bild denen der Caliciviren.
[2]

Das HEV-Genom besteht aus einer einzelstrangigen Ribonukleinsaure (engl. RNA) mit
positiver Polaritat, dessen Gesamtgrol3e 7.500 Basenpaare umfasst. Das Genom setzt
sich aus drei offenen Leserastern (ORFs), die sich teilweise Uberlappen, sowie kurzen

5" und 3’ nichtkodierenden Regionen zusammen. [98]
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Der erste offene Leserahmen (ORF1), welcher sich an das 5‘-Ende anschliel3t, enthalt
die genetische Information flr ein Vorlauferprotein, das im weiteren Verlauf proteoly-

tisch in verschiedene Nichtstrukturproteine gespalten wird.

Das virale Capsidprotein wird vom zweiten offenen Leserahmen (ORF2) codiert. Der
dritte offene Leserahmen (ORF3) liefert die Information fur die Synthese eines kleinen
Proteins, von dem man annimmt, dass es fur die Infektiositat des Hepatitis-E-Virus

eine wichtige Rolle spielt. [74]

AulRerdem enthalt das Genom einen 3’poly(A)-Schwanz [87] und eine Cap-Struktur (7-
Methylguanosin) am 5‘-Ende. [53] Die nichtkodierenden Regionen, der 3’poly(A)-
Schwanz sowie die Cap-Struktur der RNA tragen vermutlich eine entscheidende Rolle
beim Ablauf der viralen Replikation. [85, 98]

1000 5000 7176
5'-Cap | | | | | | | A 3

Nichtstrukturprotein ORF1 Capsidprotein ORF2

Methyl-/Guanosyl-  Protease  Helicase RNA-Polymerase
ransferase

Abbildung 2: Genomorganisation des HEV (modifiziert nach [74])

Aufgrund phylogenetischer Analysen werden die bisher untersuchten Isolate in 4 ver-
schiedene Genotypen unterteilt, die jedoch alle einen einzigen Serotyp reprasentieren

und eine weltweit unterschiedliche Verbreitung aufweisen. [65]
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1.3 Verbreitung

[ Genotype 1and 2 [ Genotype 3 [ Genofype 3 [T Genotype 4
+ Endemic + Sparadic + Hyperendemic + Sporadic
+ Waterborne » Zoonotic area » Zoonotic

Abbildung 3: weltweite Verteilung klinischer Falle einer HEV-Infektion [54]

Die Genotypen unterscheiden sich sowohl in ihre geographischen Verbreitung, als

auch in den Spezies, die infiziert werden.

Der Genotyp 1 wurde bisher nur im Menschen gefunden und zirkuliert vor allem in den
tropischen und subtropischen Landern Asiens und Afrikas. Auch Genotyp 2 ist auf den
Menschen beschrankt, sein Hauptverbreitungsgebiet ist Mexiko sowie West- und Sid-
afrika. Die beiden Genotypen 3 und 4 infizieren vor allem Schweine, aber auch andere
Saugetiere und den Menschen, letzteren wohl im Rahmen einer klassischen Zoonose.
Infektionen mit Genotyp 3 werden weltweit gefunden. Genotyp 4 spielt vor allem in
Ost- und Sudostasien eine Rolle als Erreger bei sporadischen Féllen von Hepatitiden,

ebenfalls mit Reservoir im Schwein. [78, 84]
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Genotyp1 Genotyp 2
“Burma”  “Mexiko”

Genotyp 3 Genotyp 4
“USA/Schwein” “China”

« Epidemien + sporadisch

« Vorkommen in subtropischen « Vorkommen weltweit
Landem (auBer Afrika)

« Ubertragung: fakal-oral, + Ubertragung: fakal-oral,
kontaminiertes Wasser zoonotisch

+ Reservoir: Mensch + Reservoir: Schweine, Wild

« Europa: reiseassoziiert « Europa: autochthon

Abbildung 4: HEV-Genotypen — Ubertragungswege und Infektionsquellen [6]

1.4 Ubertragungswege und klinisches Bild

HEV-Infektionen galten lange Zeit als eine typische fakal-orale Infektion der Entwick-
lungsléander, die aufgrund der dortigen schlechten hygienischen Bedingungen Verbrei-
tung fanden. So ist die fakal-orale Transmission von HEV der Genotypen 1 und 2 Uber

kontaminiertes Trinkwasser dort eine der Hauptursachen fir akute Hepatitiden.

Die Mortalitat bei Epidemien reicht dabei von 0,2 % bis 4,0 % und erreicht 10 % bis 25
% bei schwangeren Frauen. [41, 46] Die erhdhte Mortalitat zeigt sich hauptséchlich im
dritten Trimester und wird durch akutes Leberversagen und perinatale Komplikationen

wie beispielsweise Eklampsie oder Blutungen verursacht. [103]

Chronische HEV-Infektionen verursacht durch Genotyp 1 oder 2 wurden bisher noch
nicht berichtet. [54]

Der in Deutschland derzeit verbreitete Genotyp 3 ist hingegen flr zoonotische Infekti-
onen durch Verzehr kontaminierter Lebensmittel verantwortlich. [112] Insbesondere
schlecht gegartes bzw. rohes Fleisch kann dabei HEV lbertragen. So konnte bei-
spielsweise aus Wurst, die rohe Schweineleber enthalt (,Figatellu®), HEV-RNA isoliert
werden und im Nachhinein fir die HEV-Infektion dreier Familienmitglieder verantwort-

lich gemacht werden. [14]
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Bezuglich geschlechtsspezifischer Unterschiede fand man in einer jingeren Studie ei-
nen signifikant groReren Anteil an méannlichen HEV-RNA-positiven Spendern im Ver-
gleich zur gesamten Spenderpopulation, der nicht durch die Ubliche Tendenz eines

mannlichen Blutspenderiiberschusses zu erklaren war. [83]

Interessanterweise zeigte eine Studie in Bulgarien dazu, dass die Pravalenz kurz zu-
rickliegender oder bestehender Infektionen (IgM- oder HEV-RNA-positiv) bei Mannern
doppelt so hoch war, obwohl die Pravalenz friherer HEV-Infektionen (IgG-positiv, IgM-
negativ, HEV-RNA-negativ) bei Mannern und Frauen &hnlich war. [37]

Genotyp 3 verursacht im Gegensatz zu Genotypen 1 und 2 auch chronische Infektio-
nen. Diese sind definiert als Persistenz von HEV-RNA bei Patienten im Serum oder
Stuhl fir 6 Monate oder langer. [54] Dies tritt vor allem bei immunsupprimierten Pati-

enten auf.

Die meisten Falle wurden von Empfangern solider Organtransplantate berichtet. [34,
35, 39, 55, 58] Daruiber hinaus gab es einzelne Falle bei Personen, die mit dem huma-
nen Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert waren [15, 60] und h&matologischen Patien-
ten, die eine Chemotherapie erhalten hatten. [79, 99]

Im Falle einer akuten HEV-Infektion beginnt wahrend einer Inkubationszeit von 2 — 6
Wochen [57] die viramische Phase, in der HEV-RNA unmittelbar vor Einsetzen der
klinischen Symptome in Stuhl und Blut nachgewiesen werden kann. Den Hohepunkt
erreicht die Viramie wahrend der Inkubationszeit und in der frihen akuten Phase der
Erkrankung. [16] Diese Phase dauert normalerweise 4 bis 6 Wochen, [57] kann bei
protrahiertem Verlauf aber auch bis zu 112 Wochen persistieren. [77] Die meisten In-

fektionen mit dem Genotyp 3 verlaufen jedoch klinisch inapparent.

Daher fuhlen sich akut infizierte und viramische Blutspender gesund und werden auch
nicht als infiziert erkannt. Sie erscheinen zur Blutspende und es ist ihnen moéglich Blut
zu spenden, wahrend sie viramisch sind. So konnten Haufigkeiten viramischer Spen-
den von bis zu 1:726 [45] in mehreren europaischen Landern mittels Nukleinsau-

reamplifikationstest (NAT) nachgewiesen werden.

Die Rate einzelner HEV-RNA-positiver Spender schwankt deutlich von 1:8416 in Os-
terreich [30] Gber 1:3333 in Spanien [92] bis zu 1:726 in den Niederlanden [45]. Weitere
Studien aus Asien ergaben eine HEV-Viramie von 0,07 % (30 Blutspender von 44816
Blutspendern) in China [38] und 0,3 % (5 Blutspender von 3185 Blutspendern) in Ja-
pan. [32]
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Land HEV-RNA positive Spenden Quelle
Niederlande 1:726 (0,1%) [45]
Deutschland 1:1240 (0,08%) [107]
Frankreich 1:2218 (0,05%) [33]
Danemark 1:2331 0,04%) [42]
England 1:2848 (0,04%) [44]
Spanien 1:3333 (0,03%) [91]
Deutschland 1:4525 (0,02%) [4]
Schweden 1:7986 (0,01%) [4]
Osterreich 1:8416 (0,01%) [30]

Tabelle 1: Prévalenz HEV-RNA positiver Blutspender in verschiedenen L&ndern

Die verschiedenen Ergebnisse, die sogar innerhalb der Lander variieren, werden dabei
jedoch von der Nachweisgrenze des jeweils angewendeten Assays beeinflusst. Dar-
Uber hinaus werden Blutspenden auf HEV-RNA haufig anhand ,Pools®, bestehend aus
mehreren Einzelspenden, getestet. Die Grol3e der Spendenpools variiert in den ein-
zelnen Untersuchungen und beeinflusst ebenfalls die Nachweisgrenze und somit die
Pravalenz von HEV-RNA.

Der erste Antikorper, der bei einer symptomatischen HEV-Infektion nach einer Inkuba-
tionszeit von 2 — 6 Wochen auftritt, ist das Anti-HEV-Immunglobulin M (IgM) in Woche
4, welches innerhalb von 3 bis sechs Monaten wieder abfallt. Es lassen sich jedoch
nicht regelhaft bei jeder HEV-Viramie auch Anti-HEV-IgM nachweisen. [83]

Gefolgt wird das IgM vom Anti-HEV-Immunglobulin G (IgG) in Woche 5 [9], welches

deutlich langer nachweisbar ist und bis zu 15 Jahre persistieren kann. [16, 56]

Eine Studie aus Deutschland zeigte dann in einigen asymptomatischen Fallen die glei-
che Dynamik von Anti-HEV-Antikdrpern wie bei symptomatischen Fallen, wahrend bei
anderen asymptomatischen Fallen die Antikdrperspiegel kontinuierlich sanken und

schnell auf ein nicht mehr nachweisbares Niveau abfielen. [108]
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_ HEVRNAin blood —— Serum transaminase
< > —— HEVIgG
HEV RNA in faeces > —— HEVIgM
Jaundice
- T T - T | | T | | T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Number of weeks post infection

Abbildung 5: schematische Darstellung einer HEV-Infektion [16]

Die Seropravalenz von Anti-HEV-IgG bei Blutspendern variiert dabei geographisch

sehr stark und reicht von 0,4% in den Niederlanden bis 52,2% in Frankreich.

Country n Seroprevalence, % Method Year

Japan 12,600 3.4 ELISA (in-house®, 2010
Cosmic corporation®*)

Denmark 461 20.6 ELISA* (in-house) 2008

Switzerland 350 4.9 ELISA* (MP Biomedicals) 2011

The Netherlands 1,275 0.4 ELISA* (Abbott, Diagnostic 1993
Biotechnology), Westernblot**

Germany 336 5.94 Western blot (Mikrogen®), ELISA 2012
(MP Biomedicals**)

Germany 1,019 6.8 ELISA* (Mikrogen), Western blot*# 2013
(Mikrogen)

Germany 116 15.5 Western blot* (Mikrogen) 2011

England/Wales 262 10.0 ELISA* (Wantai), NAT*** (in-house) 2011

Scotland 1,559 4.7 ELISA* (Wantai) 2013

France 1,998 32 ELISA* (Genelabs Diagnostic) 2007

France 529 16.6 ELISA* (Genelabs Diagnostics) 2008

France 512 522 ELISA* (Wantai) 2011

*Screening assay.
*#Supplemental assay for confirmation.
*#*ELISA-positive samples were investigated by NAT.

Abbildung 6: internationale Seropravalenz von Anti-HEV-1gG bei Blutspendern [22]
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Diese Daten werden in Abbildung 6 ausfihrlicher dargestellt. Abzulesen ist die Anzahl
der je Studie untersuchten Blutspender, die jeweils gewéhlte Methode zur Detektion
bzw. auch Bestatigung der Antikorper und ob Uberhaupt eine Bestatigungsdiagnostik

durchgefihrt wurde.

Die deutlichen Unterschiede kdnnen damit nicht nur auf die Anzahl der untersuchten
Spender zurlckgefuhrt werden, sondern auch auf die unterschiedlichen daftr verwen-

deten Antikorpertests sowie erganzenden Bestatigungstests.

So wurden fir die oben genannten Studien unterschiedliche Teststrategien angewen-
det:

1. Der ELISA galt als positiv, wenn ein einzelnes reaktives Ergebnis vorlag

2. Fur ein positives Endergebnis war ein wiederholt reaktives Ergebnis erforder-
lich
ELISA-reaktive Ergebnisse wurden durch einen zweiten ELISA bestétigt
ELISA-reaktive Ergebnisse wurden durch eine Western-Blot-Analyse bestatigt

Keine Bestatigung der ELISA-reaktiven Ergebnisse

o 0 bk~ w

Priméares Screening mittels Western-Blot-Analyse

Neben den oben genannten Unterschieden in den Tests kénnen auch Essgewohnhei-
ten in den verschiedenen Landern eine Erklarung fir die unterschiedlichen Seropra-

valenzwerte sein.

So wurden die Proben fiir die franzésischen Studiendaten mit einer Seropravalenz von
52,2 % in der Region Midi-Pyrénées gesammelt. Eine lokale Delikatesse dort ist eine
gepoOkelte Schweineleberwurst, die meist ungekocht verzehrt wird und aus der HEV-

RNA isoliert und nachgewiesen werden konnte. [66]

Die Ernahrung kann jedoch nicht den Unterschied erklaren, dass sich in einer weiteren
Studie unter Blutspendern, die in der gleichen Region allerdings mit einem anderen
Test durchgefihrt wurde, eine deutlich abweichende Seropravalenz von 16,6% fest-
stellen liefl3. [67]

Dies lasst darauf schliel3en, dass die unterschiedlichen Sensitivitaten und Spezifitaten
der jeweils angewendeten Testsysteme ebenfalls zu den unterschiedlichen Seropra-

valenzen beitragen.

Wie auf Abbildung 5 zu sehen ist, gibt es einen weiteren Parameter, der im Zusam-

menhang mit HEV eine Rolle spielt.
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Die Alanin-Aminotransferase (ALT), friher Glutamat-Pyruvat-Transaminase, ist

ein Enzym, das vor allem im Cytoplasma von Leberzellen vorkommt. Erhéhte ALT-
Werte deuten praktisch immer auf eine Lebererkrankung hin, bei der Leberzellen ge-
schadigt wurden.

Der maximale Anstieg dieses Enzyms im Rahmen einer Infektion mit HEV erfolgt mit
dem Auftreten von Anti-HEV-Antikorpern, also 1-4 Wochen nach Auftreten der klini-

schen Symptomatik. [102]

In vielen Studien wurde der mdgliche Einsatz einer ALT-Bestimmung als Surrogatmar-

ker fr eine Infektion mit HEV untersucht. [32]

Ganz aktuell im Jahr 2024 konnten Plumers et al. in einer Studie, bei der 731.630
Blutspender untersucht wurden, einen Zusammenhang zwischen einer hohen HEV-
Viruslast und einem Anti-HEV-IgG positiven Serostatus mit einer Erhohung der ALT-
Aktivitat zeigen. [83]

1.5 Bedeutung des HEV in der Transfusionsmedizin

Ein alternativer Ubertragungsweg von HEV ist die Transfusion von kontaminierten
Blutprodukten. Dieses ist relevant, da bei immunkompetenten Personen Infektionen
zwar meist folgenlos ausheilen, bei immunsupprimierten Patienten HEV jedoch chro-

nische Infektionen verursachen kann.

Im Jahr 2004 wurde erstmals in zwei Studien aus Japan Uber zwei unabhangige Fall-

berichte transfusionsassoziierter HEV-Ubertragungen berichtet.

In einem Fall wurde bei vier Dialysepatienten retrospektiv eine HEV-Infektion diagnos-
tiziert. Einer von Ihnen hatte zuvor eine Bluttransfusion erhalten, in deren Nachunter-
suchungsproben (NUP) dann ebenfalls retrospektiv HEV-RNA nachgewiesen werden
konnte. [73]

In einem weiteren Fall stellte sich ein Patient mit akuter HEV vor, nachdem er im Rah-
men eines kardiologischen Eingriffs Bluttransfusionen erhalten hatte. Im Nachhinein
konnte dann auch hier aus NUP eines der transfundierten Blutprodukte HEV-RNA

nachgewiesen werden. [70]


https://de.wikipedia.org/wiki/Enzym
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Die erste Ubertragung von HEV durch ein Blutprodukt in Europa wurde im Jahre 2006
aus England berichtet. Dort konnte bei Patienten eine HEV-Infektion festgestellt wer-
den, die zuvor Blutprodukte eines Spenders erhalten hatten, bei dem 24 Tage nach
der Blutspende eine HEV-Infektion diagnostiziert wurde. [9]

HEV fand daraufhin als transfusionsassoziierte Infektion zunehmend Aufmerksamkeit
in der Fachpresse, und es wurde weltweit Uber transfusions-assoziierte HEV-Infektio-
nen berichtet. [15, 69, 99]

Im Jahr 2013 berichteten dann Huzly et al. Gber die erste transfusionsassoziierte HEV-
Infektion in Deutschland. [47] Bei einem 40-jahrigen immunsupprimierten Patienten
wurden, sowohl Anti-HEV Antikorper der Klassen IgM und IgG als auch HEV-RNA
nachgewiesen. Mittels einer retrospektiven Analyse konnte dabei erstmalig drei Wo-
chen nach Transfusion eines Thrombozytenkonzentrats (TK) HEV-RNA nachgewie-

sen werden.

Der Spender des Blutproduktes wurde identifiziert. Dartber hinaus konnte herausge-

funden werden, dass der Spender zwei weitere virAmische Spenden geleistet hatte.

Der Spender erschien regelmalig alle 14 Tage zur Blutspende und war bei den vira-

mischen Spenden vollkommen symptomfrei.

Die erste systematische Studie zur Untersuchung der méglichen Mensch-zu-Mensch-
Ubertragung von HEV durch Bluttransfusionen wurde dann in England durchgefiihrt.
[44]

Im Rahmen der Studie wurden vom 8. Oktober 2012 bis 30. September 2013 insge-
samt 225000 Blutspender untersucht und 79 von ihnen als HEV-RNA positiv getestet.
Aus den Spenden dieser 79 Spender wurden insgesamt 129 Blutprodukte hergestellt,
von denen wiederum 62 vor der Identifizierung der infizierten Spende transfundiert
wurden. Nach weiterer Identifikation der jeweiligen Empfanger konnten 43 Empféanger
von HEV-RNA-haltigen Blutbestandteilen nachuntersucht werden; 18 (42%) wiesen
Anzeichen einer Infektion auf, und bei der Halfte der HEV-infizierten immunsupprimier-

ten Empfanger wurde eine chronische Infektion nachgewiesen. [44]

Aufgrund der zunehmenden Anzahl von transfusionsassoziierten HEV-Infektionen und
der Schwere der Erkrankung vor allem bei immungeschwachten Patienten entschie-
den sich nach und nach mehrere Lander fur die Einfihrung eines HEV-RNA-Scree-

nings von Blutspendern, um das Risiko einer Ubertragung von HEV durch
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Blutbestandteile zu mindern. Aufgrund fehlender verbindlicher Regulatorien wurde die

Durchfiuihrung hierfir je nach Land unterschiedlich gehandhabit.

Das erste Land, das aufgrund des Auftretens mehrerer transfusionsassoziierter HEV-
Infektionen ein Blutspender-Screening mittels Molekulargenetik einfihrte, war Japan.
Ab 2005 wurde dies zunachst experimentell und auf die Region Hokkaido begrenzt bei
einigen Blutspenden angewendet und dann nach und nach auf alle geleisteten Spen-

den ausgeweitet. [90]

In Europa begannen verschiedene Lander ab 2012 ebenfalls ein HEV-RNA-Screening
einzufihren. Dabei entschieden sich einige Lander fur ein allgemeines Screening aller
Blutspenden, wahrend in anderen Landern ein selektives Verfahren gewahlt wurde,
bei dem beispielsweise nur Spender von Blutprodukten fiir besonders gefahrdete
Empféanger oder aus bestimmten Regionen des Landes auf HEV-RNA untersucht wur-
den. [7, 21]

Im Jahr 2017 wurde bereits in acht EU-Landern ein Screening von Blutspenden auf
HEV-RNA durchgefuhrt, wahrend es im Vergleich dazu im Jahr 2014 noch lediglich

zwei Lander waren.

Faktoren, die dabei die Entscheidung beeinflussten, ob ein Ansatz im Minipool gewéahlt
wurde, die Einzeltestung bevorzugt wurde, ein universelles oder gegebenfalls selekti-
ves Screening durchgefihrt wurde, umfassten eine Risikobewertung, die Ressourcen-
verfugbarkeit, Gesundheitsékonomie sowie politische und andere Einflisse.

Die meisten EU-Lander, die ein HEV-Screening einfiihrten, entschieden sich fir einen
Ansatz in Minipools, da diese bei kleinstmdglichen Kosten effektiv potentiell infektiose

Blutspenden identifizieren.

In Deutschland sind Blutspendeeinrichtungen bzw. Einrichtungen der Krankenversor-
gung nach 8 63 Arzneimittelgesetzt (AMG) verpflichtet, Verdachtsfalle schwerwiegen-
der unerwinschter Arzneimittelwirkungen dem Paul-Ehrlich-Institut (PEI) als zustandi-
ger Bundesoberhdrde zu melden. [36] Hierzu gehdren auch Transfusions-assoziierte
Virusinfektionen. In den darauffolgenden Jahren wurden dem PEI mehr und mehr

Transfusions-assoziierte HEV-Infektionen gemeldet.
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Angesichts der vielen Daten sah sich das PEI gezwungen, eine generelle Testung
spatestens ab dem 01.01.2020 aller Blutspenden auf HEV-RNA anzuordnen. [80]

Nach Anhoérung der deutschen Blutspendedienste ordnete das PEIl dabei am
15.02.2019 die Testung zellularer Bestandteile auf HEV-RNA ab dem 01.01.2020 an.
Fur therapeutische Frischplasmen musste ab dem 01.01.2021 auf HEV-RNA getestet
werden. Die fUr die Spendertestung verwendete Methode muss dabei so ausgelegt
sein, dass mindestens eine HEV-RNA-Konzentration von 2 000 1U/ml, bezogen auf die

Einzelblutspende, verlasslich erkannt wird. [80]

Die Testung aller Blutspenden auf HEV-RNA ist jedoch nicht unumstritten. Diese ist
kostenaufwendig, fuhrt gegebenenfalls zur Verunsicherung der Blutspender und ver-
hindert bei Transfusionsempfangern keine zoonotischen HEV-Infektionen, die viel

haufiger sind als Transfusions-assoziierte HEV-Infektionen. [18]

Auf Empfehlung der ,Royal Danish Society of Clinical Immunology“ wird nach Unter-
suchungen noch lebender Empfanger von HEV-RNA positiven Blutprodukten aufgrund
fehlender Hinweise auf transfusionsassoziierte HEV-Infektionen in Danemark sogar

bewusst auf ein Screening verzichtet. [42]
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1.6 Umgang mit HEV am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
(UKSH)

Seit Oktober 2019 wird die Testung auf HEV-RNA im Institut fur Transfusionsmedizin
des UKSH durchgefihrt. Sie erfolgt mit einem fur das Blutspendescreening vom PEI
zugelassenen Test (cobas HEV) der Fa. Roche Diagnostics (Mannheim). Im ersten
Jahr wurden etwa 45.000 Spenden von etwa 20.000 Spenderinnen und Spendern ge-
testet. In 45 Spenden, entsprechend 0,23 % aller spendenden Personen oder 0,1 %

aller Spenden, war HEV-RNA nachweisbar. [51]

Zur Durchfuhrung des Screenings wurde im Institut fur Transfusionsmedizin eine
PoolgroRe von 48 Spenden gewahlt. Dies entspricht bei einer 95 %-Nachweisgrenze
des Tests von 18,6 IU HEV-RNA/mI Plasma einer Nachweisgrenze von etwa 893 U
HEV-RNA/mI Plasma bezogen auf die Einzelspende. Die 50 %-Nachweisgrenze liegt
bei 3,9 IU HEV-RNA/m| Plasma und bezogen auf die Einzelspende somit bei 187 IU
HEV-RNA/mI Plasma. Die Nachweisgrenzen liegen damit deutlich unter der vom PEI
geforderten Nachweisgrenze von 2000 IU HEV-RNA/mI Plasma, bezogen auf die Ein-

zelspende im Pool.

Durch die Einfuhrung der HEV-RNA Testung ergaben sich im Institut fur Transfusions-
medizin des UKSH neben den zusatzlichen Kosten verschiedene weitere Probleme:
So erfolgt die Testung auf HEV-RNA anhand gepoolter Spenderproben in Pools, be-
stehend aus maximal 48 Proben und bei einem positiven Ausfall der HEV-Testung
muss erst durch Bildung und Untersuchung von Kleinpools die HEV-RNA-positive Ein-
zelprobe identifiziert werden. Dieser Vorgang ist zeitaufwéndig und hat bereits haufig
zur Verzogerung der Freigabe der nur kurz haltbaren (vier Tage) und oftmals dringend

bendtigten TK gefihrt.

HEV-Infektionen sind aul3erdem gemalR des Paragraphen 7 des Infektionsschutzge-
setz (IfSG) namentlich meldepflichtig. [48] Im Falle einer auffalligen Blutspende am
UKSH werden die betroffenen Spender dem zustandigen Gesundheitsamt vom Institut
fur Transfusionsmedizin gemeldet. Das Gesundheitsamt wiederum kontaktiert dann
den Spender. Dieses Procedere geschieht haufig, bevor eine Information durch das
Institut fur Transfusionsmedizin selbst erfolgen konnte und fiihrt so zur Verunsicherung
der Spender. Grundsétzlich sind auch konkrete negative Konsequenzen wie befristete

Beschaftigungsverbote moglich. Ein Solches wurde in einem Fall seitens des
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Gesundheitsamtes auch ausgesprochen. Dies war jedoch eigentlich unnétig, da es
sich bei der Spenderin mit negativer Reiseanamnese um eine Infektion mit HEV-Ge-
notyp 3 gehandelt haben muss, die nicht als Schmutz- und Schmierinfektion Ubertrag-

bar gewesen ware.

Uber den moglichen Nutzen der HEV-RNA Testung aller Blutspenden am UKSH hin-
gegen ist nichts bekannt.
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2 Fragestellung

Mit Hilfe dieser Arbeit sollen daher folgende Fragen geklart werden:

- Wie ist die Pravalenz in Bezug auf HEV-RNA?

- Wie ist die Pravalenz in Bezug auf Anti-HEV-Antikdrper?

- Weisen HEV-RNA positive Spender einen erhdhten Alanin-Aminotransferase-

Wert auf?

- Sind Anti-HEV-Antikorper oder die ALT als Surrogatmarker fur eine akute Infek-
tion mit HEV und damit fiir ein Screening geeignet?

- Welche GréRenordnung haben die HEV-RNA-Konzentrationen bei asymptoma-
tischen Blutspendern?

- Wie haufig wurden in der Vergangenheit Patienten, die am UKSH Transfusio-
nen erhalten haben, durch eine Transfusion mit HEV infiziert?

- Wie war der Verlauf dieser Infektionen und welche Konsequenzen kénnen dar-
aus fur das Screeningprocedere gezogen werden?

- Lasst sich nédherungsweise eine infektiose Dosis ermitteln, unterhalb derer
keine Transfusions-assoziierten HEV-Infektionen zu erwarten bzw. unwahr-
scheinlich sind?

- Sollte im Folgenden die PoolgroRRe, in der im Institut flr Transfusionsmedizin

getestet wird, verandert werden?
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3 Material und Methoden

Am Institut fr Transfusionsmedizin des UKSH werden an drei Standorten in Lubeck
und in Kiel jahrlich etwa 50.000 Spenden entnommen. Die Auswahl der Spender und
deren Testung auf Infektionserreger erfolgt entsprechend den Vorgaben der ,Richtli-
nien zur Gewinnung von Blut- und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutpro-
dukten (Hamotherapierichtlinie)“. [10] Eine Testung auf HEV-RNA ist erst seit Januar
2020 vorgeschrieben und wird im Institut fir Transfusionsmedizin seit November 2019
durchgeflihrt. Dabei kommen verschiedene Arten der Blutspende in Frage, bei denen
Blutprodukte mit unterschiedlichen Endzusammensetzungen entstehen. Die unter-

schiedlichen Spendearten und zeitlichen Intervalle sind relevant, da

1.) die letztendlich enthaltenen Plasmareste der einzelnen Produkte unterschiedlich
sind
2.) unterschiedliche Spendeintervalle mdglich sind. Hierdurch kdnnen mehrere virami-

sche Spenden geleistet werden.

3.1 Mogliche Spendeformen

3.1.1 Vollblutspende zur Fraktionierung

Alle vom Blutspender gespendeten Blutbestandteile kbnnen zur Weiterverarbeitung
verwendet werden:
- Erythrozyten - Erythrozytenkonzentrat (EK)
- Plasma - gefrorenes Frischplasma (engl. FFP)
- ,Buffy coat” - enthalt Thrombozyten und Leukozyten. Von jeweils vier
Spendern werden nach Zentrifugation und Filtration der ,Buffy coats® zur
Entfernung der Leukozyten Thrombozyten gepoolt und so ein Pool-

Thrombozytenkonzentrat (PTK) hergestellt.

Bei Einschrankungen der Spendetauglichkeit, durch beispielsweise Medikamentenein-
nahme, kann es sein, dass nur noch die Erythrozyten und Thrombozyten oder sogar

nur die Erythrozyten verwendet werden konnen.
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Fur eine Vollblutspende werden 450 bis maximal 500 ml Spenderblut in ein geschlos-
senes Mehrfachbeutelsystem mit geeignetem Stabilisator und Antikoagulans entspre-
chend der Zulassung entnommen. Zusétzlich werden Laboruntersuchungsproben ent-

nommen.

In den primar aus Vollblut hergestellten EK befindet sich nach der Fraktionierung in die
einzelnen Komponenten zum Ende des Herstellungsprozess je 1 ml EK 0,03 — 0,06 ml

Restplasma der angegebenen Blutgruppe.

Die ebenfalls durch die Fraktionierung des Vollbluts entstehenden FFP enthalten am
Ende je 1 ml Plasmaprodukt 0,76 — 0,83 ml gerinnungsaktives Humanplasma und die
nach Pooling von vier Einzelproben entstandenen PTK enthalten 0,22 — 0,27 ml
Plasma der angegebenen Blutgruppe je 1 ml. Dabei ist zu beachten, dass das Rest-
plasma im PTK ebenfalls eine Mischung aus ungefahr gleichgrof3en Teilen der vier
verwendeten Spenden ist. Dies ist im Verlauf relevant, da so ein HEV-RNA positives

Plasma nur ein Viertel des Restplasmavolumens ausmacht.

Der Zeitraum zwischen der Entnahme zweier Vollblutspenden soll im Regelfall 12 Wo-
chen sein, muss aber mindestens 8 Wochen (Tag der Entnahme plus 55 Tage) betra-
gen. Die innerhalb von 12 Monaten entnommene Blutmenge darf 2.000 ml bei Frauen
und 3.000 ml bei Mannern (jeweils zuziglich Untersuchungsproben) nicht Gberschrei-

ten.

3.1.2 Pré&parative Hamapherese

Dieses Verfahren ermdglicht die Auftrennung von Blut in verschiedene Bestandteile
unmittelbar am Spender. Die nicht benotigten Blutbestandteile werden dem Spender
sofort wieder zugefuhrt. Die praparative Hamapherese unterscheidet sich von der Ent-
nahme einer Vollblutspende durch die Anwendung von Apheresegeraten mit extrakor-
poralem Kreislauf. Mithilfe verschiedener Separationsverfahren kénnen so einzelne
Blutbestandteile (in den Blutspendeeinrichtungen des UKSH handelt es sich dabei um

Blutplasma und Thrombozyten) gewonnen werden.

Das maximale Bruttoentnahmevolumen pro Thrombozytapherese oder Plasmaphe-

rese betragt 850 ml (einschlief3lich Antikoagulans, zuzlglich Untersuchungsproben).
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Pro Plasmapherese kdnnen
* bei einem Korpergewicht von 50 kg bis < 60 kg maximal 650 ml,
* bei einem Korpergewicht von mehr als 60 kg bis < 70 kg maximal 750 ml und

* bei einem Korpergewicht von mehr als 70 kg maximal 850 ml enthommen werden

(jeweils einschlief3lich Antikoagulans, zuzlglich Untersuchungsproben).

Ein Apherese-Plasma beinhaltet am Ende des Herstellungsprozess 0,83 — 0,93 ml ge-
rinnungsaktives Humanplasma je 1 ml Plasmapheresekonzentrat und ein Apherese-
Thrombozytenkonzentrat (ATK) 0,31 - 0,34 ml Plasma der angegebenen Blutgruppe

jelml

Zwischen zwei Plasmapheresen missen mindestens 2 spendefreie Kalendertage lie-
gen und zwischen einer Plasmapherese und einer anderen praparativen Hamaphe-
rese bzw. Entnahme einer Vollblutspende sollten ebenfalls mindestens 2 spendefreie

Kalendertage liegen.

Innerhalb von 12 Monaten sind bis zu 60 Plasmapheresen erlaubt. Die Obergrenze
von 60 Plasmapheresen vermindert sich entsprechend bei Durchfihrung anderer
Spendearten.

Der Abstand zwischen zwei Thrombozytapheresen soll mindestens 14 Tage betragen.
Innerhalb von 12 Monaten sind bis zu 26 Thrombozytapheresen mdéglich. Das enthom-
mene Plasmavolumen darf die Grenzwerte fur Plasmapherese nicht Uberschreiten (s.
0.). Es kdnnen auch Zyklen von taglichen Thrombozytapheresen tber einen Zeitraum
von bis zu 5 Tage durchgefiihrt werden ohne gleichzeitige Plasmapheresen. Nach ei-
nem 5-Tage-Zyklus ist bis zur nachsten Spende ein Abstand von mindestens 14 Tagen
einzuhalten. Ein erneuter 5-Tage-Zyklus ist unter besonderer Beachtung der Throm-
bozytenwerte frihestens nach 3 Monaten madglich. [10]

Pro Spender und Spende kénnen so maximal drei Produkte entstehen, die an Patien-
ten ausgegeben werden kdnnen. Die Frequenz der Blutspenden ist dabei sehr unter-

schiedlich und davon abhangig, welche Spendeform der Spender gewahlt hat.
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Blutprodukt Gesamtvolumen enthaltenes
(ml) Plasmavolumen
(ml)
Erythrozytenkonzentrat 240 — 340 11-15
gefrorenes Frischplasma 250 — 350 200 — 280
Pool-Thrombozytenkonzentrat 220 - 300 14 — 19 je Spender

(55 — 75 gesamt)

Apherese-Plasma 200 — 240 176 — 211

Apherese-Thrombozytenkonzentrat 200 - 450 65 — 146

Tabelle 2: Blutprodukte mit Gesamtvolumen und daraus berechnetem enthaltenen Plasmavolu-
men (Werte gerundet)

3.2 Material

3.2.1 NUP der Spender

Anlasslich jeder Spende zur Herstellung von Blutkomponenten zur allogenen Transfu-
sion werden fur Zwecke der Rickverfolgung entsprechend Votum 48 des Arbeitskrei-
ses Blut des Bundesministeriums fiir Gesundheit und Soziale Sicherung mindestens
1,5 ml (am UKSH 2 x 1 ml) EDTA-Plasma abgetrennt, in zwei Aliquots aufgeteilt und
bei < -30°C in 96 Rdhrchen-Racks mit Deckel aufbewabhrt. [104]

3.2.2 EDTA-Plasma-Blutspenderpools

Vor Freigabe der entnommenen Blutspende eines jeden Spenders erfolgt aus zusatz-
lich bei der Spende abgenommenem Blut eine Testung auf transfusionsrelevante In-

fektionen.

Es werden dabei je 100 yl EDTA-Plasma von je 48 Blutspendern mittels des Pipettier-

automaten Tecan freedom evo® gepoolt.
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Insgesamt werden zwei identische Pools hergestellt. Aus dem ersten Pool erfolgen die
vorgeschriebenen infektiologischen Testungen, unter anderem auf das Virusgenom
von HIV, HBV und HCV. Der zweite Pool wird als sogenannter ,Ersatzpool“ ebenfalls
zur Qualitatssicherung und fur eventuell zu einem spateren Zeitpunkt notwendige

Nachuntersuchungen bei < -30°C gesondert eingefroren.

3.2.3 Nachuntersuchungsproben der Empfanger

Am Campus Liubeck des UKSH werden analog zu den NUP der Blutspender auch von
allen mit EK versorgten Patienten in der Regel 650 ul EDTA-Plasma (je nach vorhan-
dener EDTA-Plasmamenge auch mehr oder weniger als 650 pl) fur weitere oder im
Nachhinein notwendige Untersuchungen in ein 96 R6hrchen-Rack mit Deckel pipettiert
und bei < -30°C gesondert aufbewahrt. Verwendet werden hierflr die EDTA-RShr-
chen, die fur die préatransfusionelle Diagnostik in die Blutbank des Instituts fur Trans-

fusionsmedizin, Campus Lubeck tbersendet werden.

3.2.4 Tests und Gerate

Name

Firma

Tecan freedom evo

Tecan
Schweiz

Trading AG, Mannedorf,

cobas 6800 System

cobas HEV-Test

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Anti-Hepatitis-E-Viren (HEV)-ELISA
(I9G)

Anti-Hepatitis-E-Viren (HEV)-ELISA
(IgM)

EUROIMMUN Medizinische Labordi-
agnostika AG, Lubeck, Deutschland

Pipette Reference 10 — 100 pl

Pipette Reference 100 — 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Schuttler Heidolph Reax 2000

Heidolph Instruments GmbH & CO.
KG, Schwabach, Deutschland

Biotest-Washer

Bio-Rad Medical Diagnostik GmbH,
Dreieich, Deutschland

Photometer HT-3

Anthos Iaptech instruments GmbH,
Salzburg, Osterreich

Tabelle 3: verwendete Tests und Geréte




3 Material und Methoden

29

3.2.5 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

96 Ro6hrchen Rack mit Deckel, beflllt
mit codierten Rohrchen 1,2 ml

96 Ro6hrchen Rack mit Deckel, beflllt
mit codierten Rohrchen 0,65 ml

LVL technologies GmbH & Co KG,
Crailsheim, Deutschland

Reagiergefal3 1,5 mi

Pipettenspitzen 200 ul

Pipettenspitzen 1000 pl

Sarstedt AG & Co KG, NUmbrecht,
Deutschland

Rohrchen 5 ml

Simport Scientific inc., Quebec, Ka-
nada

Tabelle 4; verwendete Materialien

3.2.6 EDV-Systeme

Name

Hersteller

Eurolab-Laborsystem

IMP Computersysteme AG, Berlin,
Deutschland

Krankenhausinformationssystem Orbis

Dedalus HealthCare GmbH, Bonn,
Deutschland

Tabelle 5: verwendete EDV-Systeme

3.3 Methoden

3.3.1 NAT zum Nachweis von HEV-RNA

Den molekularbiologischen Nachweis von HEV-RNA im Untersuchungsmaterial er-
moglicht unter anderem die Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (engl.
RT-PCR) als Unterform des NAT. Dabei muss zunachst die aus dem Probenmaterial
extrahierte RNA in einem ersten Schritt durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT)
in die komplementére DNA (engl. cDNA) umgeschrieben werden. [31] In dem sich an-

schlieRenden Prozess der eigentlichen Polymerasekettenraktion (engl. PCR) erfolgt

die Amplifikation eines spezifischen Teils des Genoms. [75, 89]
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Bei den RT-PCR-Verfahren wird weiter zwischen der konventionellen und der real-time
RT-PCR unterschieden. [49] Im Vergleich zur konventionellen RT-PCR soll die real-
time RT-PCR eine geringere Anfalligkeit fur Kontaminationen wéhrend der Durchfuh-
rung haben und eine hohere Sensitivitat bieten. [49, 95]

Am Institut fur Transfusionsmedizin wird der cobas® HEV-Test der Firma Roche ent-

sprechend den Fach- und Gebrauchsinformationen verwendet.

Es handelt sich hierbei um einen qualitativen Test zum Nachweis von HEV-RNA. Eine
Quantifizierung der in der Probe enthaltenen HEV-RNA in 1U/ml Plasma erfolgt nicht.
Nukleinsédureextraktion, Amplifikation und Detektion erfolgen auf den Analysegeréaten

der Fa. Roche vollautomatisch.

Dieser CE-markierte und vom Paul-Ehrlich-Institut fir das Blutspenderscreening zu-
gelassene Test basiert auf der real-time-PCR-Technologie und wird auf dem Geréat
cobas 6800 durchgefuhrt. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgt gemal der Ge-
rate-EDV.

3.3.2 Spender-Rickverfolgungsverfahren

Informationen Uber die spendende Person und ldentitdt der Empfénger der Blutpro-
dukte mussen fir Zwecke der Ruckverfolgung gemal Transfusionsgesetz fur 30 Jahre
aufbewahrt werden. [11] Dies dient der Erkennung mdglicherweise unerkannter Infek-
tionstibertragungen durch Blutprodukte. Die Durchfihrung von Ruckverfolgungsver-
fahren zur Erkennung derartiger Infektionen ist geregelt im Votum 48 des Arbeitskrei-
ses Blut. [104] Im Institut fir Transfusionsmedizin wird fur derartige Ruckverfolgungs-

verfahren das laborinterne EDV-System IMP-Eurolab verwendet.

3.3.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zum Nachweis HEV-
spezifischer Antikorper

Der ELISA bezeichnet ein immunologisches Nachweisverfahren, das an eine enzyma-
tisch katalysierte Farbreaktion gekoppelt ist und auf dem Prinzip der Antigen-Antikor-
per-Bindung beruht.

Man unterscheidet dabei kompetitive ELISA von den nicht kompetitiven ELISA.
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Im Falle des kompetitiven ELISA konkurrieren enzymmarkierte Antikérper und Proben-
Antikérper um die Bindung an das Antigen und die am Ende gemessene Signalstéarke

ist daher umgekehrt proportional zur Menge an Antikdrper aus der Probe.

In dieser Arbeit kam der nicht kompetitive ELISA in Form des ,antibody capture assay”
zur Anwendung. Bei dieser Methode wird ein Antigen an eine feste Phase gekoppelt.
Anschliel3end wird die Probe aufgetragen, in der die zu bestimmenden Antikérper ent-
halten sind. Nach der Auftragung der Probe binden nun nur die spezifischen Antikdrper
an das auf der Mikrotiterplatte immobilisierte Antigen. Durch die Zugabe eines enzym-
gekoppelten Sekundarantikorpers, der ebenfalls spezifisch an die nachzuweisenden
Antikdrper bindet, wird nach Zugabe eines enzymspezifischen Substrats eine Farbre-
aktion katalysiert. Es wird umso mehr Substrat vom Enzym umgesetzt, je mehr Anti-
korper an den Antigenen gebunden werden. Die Farbintensitét ist also direkt proporti-
onal zur Antikérperkonzentration der untersuchten Probe und kann photometrisch er-

mittelt werden

In der nachfolgenden Abbildung wird das Prinzip der in dieser Arbeit durchgefuhrten
Assays ,Anti-Hepatitis-E-Viren (HEV)-ELISA (1gG)“ sowie des ,Anti-Hepatitis-E-Viren
(HEV)-ELISA (IgM)“ der Firma Euroimmun erlautert.

Farblozas
TMB

Peroxidasemarkierter
Antikorper 48

Antikdrper aus
Patientenprobe

Antigenbeschichtetes
Reagenzgefal®

Abbildung 8: Prinzip des indirekten ELISAs. Rekombinante Antigene (rot) sind an die Fest-
phase gebunden. Nach Inkubation mit einer verdiinnten Patientenprobe binden sich Antikorper
(blau) an die rekombinanten Antigene. Es folgen ein Waschschritt und die anschlieRende Zu-
gabe enzymgekoppelter Anti-HEV Antikdrper (griin). Nach erneutem Waschen wird Substrat
hinzugegeben, das vom Enzym umgesetzt wird und zu einer Farbreaktion fihrt. [25]
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3.3.4 Gen-Sequenzierung

Dieses Verfahren wird im Institut fur Laboratoriums- und Transfusionsmedizin des
Herz- und Diabeteszentrum NRW in Bad Oeynhausen durchgeftihrt. Hierfur wird die
RNA des HEV durch ein modifiziertes nested RT-PCR Verfahren in der hypervariablen
Region (HVR) und der open reading frame 1 (ORF1) Region unter Verwendung von
Primern nach Vina-Rodriguez et al. amplifiziert. [106] Anschliel3end folgt die Sequen-
zierung unter Verwendung des BigDye Terminator Version 1.1 Cycle Sequencing Kit
mit dem 3500 Genetic Analyzer DNA-Sequenzer (beide Applied Biosystems, Foster
City, USA) wie von Dumke et al. beschrieben. [24]

3.3.5 HEV-RNA-Quantifizierung

Auch diese Methode wird im Institut fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin des
Herz- und Diabeteszentrum NRW in Bad Oeynhausen durchgefihrt. Fir die Messung
der HEV-RNA-Konzentration erfolgt die automatisierte RNA/DNA Extraktion am
AltoStar AM16 (Altona Diagnostic Technologies, Hamburg, Deutschland) aus einem
Volumen von 500 pl (teilweise erfolgte eine Verdinnung der Proben zum Erreichen
des Volumens) mit einem Elutionsvolumen von 50 pl. Anschlielend wird die quantita-
tive Amplifikation mit dem AltoStar HEV RT-PCR Kit (ebenfalls Altona Diagnostic Tech-
nologies, Hamburg, Deutschland) am Bio-Ras CFX96 System durchgefuhrt. Die test-
interne Quantifizierung richtet sich dabei nach dem WHO Standard. [3]

3.3.6 Bestimmung der ALT-Werte
Hierflr wird im Institut fur klinische Chemie des UKSH der ALTP2 (Alanine Aminot-

ransferase acc. to IFCC Il) Test der Firma Roche (Roche Diagnostice GmbH, Mann-

heim, Deutschland) vollautomatisiert durchgefihrt.

Es handelt sich dabei um einen In-vitro-Test zur quantitativen Bestimmung von Alanin-
Aminotransferase mit Pyridoxalphosphataktivierung in Humanserum und -plasma mit
den Cobas c-Systemen. Als Normwert fur diesen Test gilt am UKSH der Bereich < 35

U/l fur Frauen und < 50 U/l fur Manner.
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3.4 Vorgehen

Im ersten Schritt wurden von den im Zeitraum von Mai bis Dezember 2017 und allen
im Jahr 2018 am UKSH Campus Kiel und Campus Lubeck getétigten Blutspenden die
Ersatzpools mittels oben beschriebenem NAT retrospektiv auf das Vorhandensein von
HEV-RNA untersucht. Im genannten Zeitraum erfolgte im Institut fir Transfusionsme-
dizin noch keine Blutspendertestung auf HEV-RNA, da diese noch nicht vorgeschrie-

ben war.

Bei reaktivem Ergebnis des NAT fiir einen Ersatzpool wurde dieser weiter nach folgen-
dem Prinzip aufgeschlisselt, um die enthaltene HEV-RNA positive Einzelspende zu

identifizieren.

Pools SP8 SP9 SP10 SP11 SP12 SP13 SP14
SP1 P1 P8 P15 p22 P29 P36 P43
SP2 P2 P9 P16 P23 P30 P37 P44
SP3 P3 P10 P17 P24 P31 P38 P45
SP4 P4 P11 P18 P25 P32 P39 P46
SP5 P5 P12 P19 P26 P33 P40 P47
SP6 P6 P13 P20 P27 P34 P41 P48
SP7 P7 P14 P21 P28 P35 P42

SP - Sekundarpool rot - positiver Sekundarpocl in der NAT

P - Probe |Kreuzungspunkt - positive Einzelspende |

Abbildung 9: Prinzip der Aufschlisselung eines HEV-RNA positiven Ersatzpools

Von den bis zu 48 Einzelproben des Ersatzpools wurden bis zu 7 Einzelproben aus
den NUP der Spender in einem sogenannten Sekundarpool erneut mittels Pipettierau-
tomat zusammengestellt, wobei jede NUP am Ende in zwei Sekundarpools enthalten
war. Einmal in einem der Sekundarpools 1-7 (Zeile) und einmal in einem der Sekun-
darpools 8-14 (Spalte). So entstanden bis zu 14 Sekundérpools, von denen sich die
Pools der Spalten und Zeilen immer an einem Punkt kreuzten (siehe Abbildung 9). War
eine positive Einzelprobe vorhanden, fuhrte dies nach der Messung so zu einem reak-
tiven Ergebnis zweier Sekundarpools. Der Punkt, an dem sich die beiden positiven
Sekundéarpools kreuzten, ermdglichte letztendlich die Identifizierung der positiven Ein-

zelspende (in diesem Fall Probe 25).
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Im Routinescreening der Blutspender erfolgt zur Plausibilitatskontrolle daraufhin noch
die Untersuchung der mutmallich HEV-RNA positiven Probe (im Beispiel oben Probe
Nr. 25) in Einzeltestung. Aus den 13 mutmalilich negativen Proben (Nr. 4, 11, 18, 32,
39 und 46 sowie 22, 23, 24, 26, 27 und 28) wird ein sogenannter Tertiarpool erstellt
und ebenfalls zur Plausibilitdtskontrolle auf HEV-RNA untersucht. Im Falle einer tat-
sachlich HEV-RNA positiven Spenderprobe sollte Probe Nr. 25 dann ein reaktives Er-

gebnis aufweisen, die Untersuchung des Terti&rpools sollte negativ ausfallen.

Im Rahmen dieser Studie wurde jedoch auf die letztendliche Untersuchung im Einzel-
ansatz und Tertiarpool verzichtet, um so mehr Material fir weitere Untersuchungen
wie beispielsweise ELISA, quantitativen HEV-NAT und ggf. eine Sequenzierung zur

Verfiigung zu haben.

Parallel wurde von den positiv getesteten Spendern die zuriickliegend nachste Spende
(innerhalb von sechs Monaten) herausgesucht und die dazugehdérige NUP in Einzel-
testung ebenfalls mittels NAT auf das Vorhandensein von HEV-RNA untersucht. Im
Falle eines positiven Ergebnisses wurde dann weiter zurtick in die Vergangenheit ge-
schaut und die nachste NUP untersucht. Dieses Vorgehen wurde bis zum negativen

Ausfall des NAT fir eine NUP des jeweiligen Spenders weitergefihrt.

In einem weiteren Schritt sollte bei allen Spendern eines HEV-RNA positiven Blutpro-
duktes mittels ELISA Uberprift werden, ob zum Zeitpunkt der Spende Antikorper ge-
gen das HEV nachweisbar waren. Hierfir wurde erneut das EDTA-Plasma der NUP

verwendet und auf das Vorhandensein von Anti-HEV-IgG- und IgM untersucht.

Beide Assays wurden gemalfd der Anleitung des Herstellers durchgefiuihrt. Die Berech-
nung einer sogenannten Ratio, bei der die Extinktionswerte der Kontrollen bzw. der
Nachuntersuchungsproben in Bezug zum Extinktionswert eines bzw. des Kalibrators
gesetzt wurden, erlaubte anschlie3end eine semiquantitative Abschatzung der Ergeb-

nisse.

Folgende Formel diente zur Berechnung der Ratio des ,Anti-Hepatitis-E-Viren (HEV)-
ELISA (IgG)*:

__ Extinktion der Kontrolle bzw. Nachuntersuchungsprobe

Ratio =

Extinktion des Kalibrators 3
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Zur Berechnung der Ratio des ,Anti-Hepatitis-E-Viren (HEV)-ELISA (IgM)“ war die For-

mel geringfiigig anders, da hier lediglich mit einem Kalibrator gearbeitet wurde.

__ Extinktion der Kontrolle bzw. Nachuntersuchungsprobe

Ratio =

Extinktion des Kalibrators

Zur Befundinterpretation beider ELISA wurden dann die vom Hersteller vorgeschlage-

nen Abstufungen tbernommen:
Ratio < 0,8: negativ
Ratio < 0,8 bis < 1,1. grenzwertig

Ratio = 1,1: positiv

Aus den mittels NAT ermittelten HEV-RNA positiven Spenden konnte anhand der Auf-
tragsnummer Uber das laborinterne EDV-System Eurolab der Spender namentlich

identifiziert und das Spender-Ruckverfolgungsverfahren durchgeftihrt werden.

Hierfir wurde der Name des identifizierten Blutspenders und das Datum der HEV-RNA
positiven Spende in das laborinterne EDV-System IMP-Eurolab eingegeben. Auf die-
sem Wege konnte eingesehen werden, welche Produkte aus der betroffenen Spende
hergestellt wurden. Zuséatzlich wurden Name, Geburtsdatum und Station der Patienten
angezeigt, die Blutprodukte aus dieser Spende erhielten.

Auf diesem Wege konnten Patienten der Campus Lubeck und Kiel des UKSH sowie
von externen Arzten identifiziert werden, die ein HEV-RNA positives Blutprodukt erhal-

ten hatten.

Far ggf. bendtigte klinische Informationen tber die Empfanger der HEV-RNA positiven
Blutprodukte wurde das Krankenhausinformationssystem Orbis genutzt. Mittels Such-
funktion und den bekannten krankenhausinternen Fallnummern konnten die Patien-
tenakten eingesehen werden und so relevante Informationen zu Grunderkrankung,
Transfusionsindikation, HEV-relevanten Laborparametern (in diesem Fall Aspartat-
Aminotransferase (AST), ALT und gamma-Glutamyltransferase (yGT)) sowie weitere

klinische Daten erhoben werden.
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Aus den NUP der Lubecker Empfanger eines HEV-RNA positiven Blutproduktes wur-
den nun Proben so ausgewahlt, dass NUP eines jeden Empfangers unmittelbar um
den Zeitpunkt der Transfusion des betroffenen Blutproduktes herum und anschlie3end
in regelmafigen Abstanden danach zur Testung und damit zur Detektion einer Infek-

tion vorhanden waren.

Als nachstes wurden die NUP der Empfanger ebenfalls mittels NAT auf das Vorhan-
densein von HEV-RNA untersucht. Da in den meisten NUP keine ausreichende Plas-
mamenge mehr flr das benotigte Mindestvolumen des Probenautomaten Cobas 6800
vorhanden war, wurden die NUP aus den Aufbewahrungsbehaltern in 5 ml Réhrchen

umgefullt und jeweils mit Negativplasma auf 2 ml aufgefullt.

Dabei waren Ausgangsvolumina der NUP von 470 — 700 pl (im Einzelfall weniger)

vorhanden.

Bei positivem Ausfall dieses NAT wurde im letzten Schritt die elektronische Patienten-
akte des jeweiligen Patienten im Krankenhausinformationssystem Orbis auf Hinweise
und Symptome einer HEV-Infektion Gberprift sowie Grunderkrankung und die Trans-
fusionsindikation herausgesucht.

Auch bei den Empfangern eines HEV-RNA positiven Blutproduktes wurden die NUP
vom Zeitpunkt der Transfusion und den Verlaufsproben mittels ELISA auf das Vorhan-
densein von Anti-HEV-IgG untersucht und die Ratio, wie bereits beschrieben, berech-

net.
Das Vorhandensein von Anti-HEV-IgM wurde bei den Empfangern nicht getestet.

Zum definitiven Nachweis einer stattgefundenen HEV-Ubertragung mittels Gen-
Sequenzierung wurden die betroffenen Spender- und Empfanger NUP auf Trockeneis
in das Institut far Laboratoriums- und Transfusionsmedizin des Herz- und

Diabeteszentrum NRW nach Bad Oeynhausen geschickt.

Von allen weiteren Spendern, von denen Empfanger nachuntersucht werden konnten,
die aber negativ fir HEV-RNA waren, wurden die NUP ebenfalls auf Trockeneis nach
Bad Oeynhausen gesendet, um die HEV-RNA-Konzentration in den NUP zu

bestimmen.

Die verbliebenen NUP der Spender, bei denen zwar HEV-RNA nachgewiesen werden

konnte, jedoch keine Empfanger nachverfolgbar waren, wurden in das Institut fur
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klinische Chemie des UKSH in Lubeck geschickt, um die Hohe der ALT zum Zeitpunkt
der Viramie zu bestimmen.

Der Versand der Spender NUP in andere Institute erfolgte, da die dort durchgefihrten
Methoden bzw. die dafur erforderlichen Gerate im Institut fur Transfusionsmedizin

nicht verfligbar waren
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4 Ergebnisse

4.1 Geleistete Spenden im Betrachtungszeitraum

Am UKSH gibt es an drei Standorten die Mdglichkeit Blut zu spenden:
- UKSH Blutspende CITTI-Park Kiel
- UKSH Blutspende CITTI-Park Libeck
- UKSH Blutspendezentrum Libeck

Im Zeitraum vom 26.05.2017 bis 31.12.2018 wurden in den drei
Blutspendeeinrichtungen des UKSH 23.703 Blutspender registriert. Dabei handelte es
sich um 6.143 Neuspender und 17.290 Dauerspender.

Insgesamt wurden 75.905 Spenden geleistet. Diese setzten sich zusammen aus
67.562 Spenden Vollblut (enthdlt alle weiteren Spendearten), 3.489

Plasmapheresespenden und 4.854 Thrombozytapheresen.

OVollblutspenden

@ Plasmapherese

OThrombozytapherese

Abbildung 10: Verhéltnis der geleisteten Spenden im Betrachtungszeitraum
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4.2 Ergebnisse Spender

4.2.1 HEV-RNA positive Spenden

Aus allen getesteten Ersatzpools liel3en sich nach Aufschlisselung in Sekundarpools
und weiter in Einzelproben 77 HEV-RNA positive Spenden ermitteln. Diese stammten

von 76 Spendern. Davon waren 70 Dauerspender sowie 6 Neuspender.

In Einzeltestung untersuchte NUP dieser 76 Spender, die vor der positiven Spende
entnommen worden waren, ergaben zusatzlich zu den 77 bereits ermittelten HEV-RNA
positiven Spenden, weitere 8 HEV-RNA positive Spenden. Insgesamt konnten so 85

HEV-RNA positive Spenden von 76 Spendern ermittelt werden.

Dies entspricht 0,11% der geleisteten Blutspenden und 0,32% der Blutspender im

Betrachtungszeitraum.

Von den 76 Blutspendern waren 59 méannlichen Geschlechts (78%) und 17 weiblichen
Geschlechts (22%).

Der jingste Spender war zum Zeitpunkt seiner HEV-RNA positiven Spende 20 Jahre
alt, der alteste Spender 69 Jahre alt (Median 38 Jahre).

Anzahl der Spender

20 30 40 50 60 70
Alter in Jahren

Abbildung 11: Alter (in Jahren) und Anzahl der Spender in diesem Alter
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4.2.2 ELISA der Spender

Die insgesamt 85 HEV-positiven Blutspenden ergaben folgende Ergebnisse bei der
Detektion von Anti-HEV-IgG sowie Anti-HEV-IgM

85 5 1 3 76

Abbildung 12: Ergebnisse ELISA der Blutspender

Da einige Spender mehrfach hintereinander HEV-RNA positive Spenden geleistet
hatten, ergaben sich letztendlich 9 positive Spender mit Anti-HEV-Antikorpern. Davon
waren funf Spender (7%) ausschlief3lich positiv fir Anti-HEV-1gG, lediglich ein Spender
positiv fir Anti-HEV-IgM (1%) und bei drei Spendern (4%) konnten beide Antikdper
nachgewiesen werden. 67 Spender (88%) wiesen keinerlei Anti-HEV-Antikérper zum

Zeitpunkt der potentiell infektiosen Spende auf.

4.2.3 NAT-Quantifizierung der Spender

Von insgesamt 26 Spenden, von denen Empfanger eines HEV-RNA positiven
Blutprodukte nachuntersucht werden konnten, wurden 24 NUP zur Quantifizierung
versendet. Davon konnten 23 erfolgreich quantifiziert werden. Die HEV-RNA-
Konzentration in den NUP schwankte zwischen 10,9 IU/ml und 116.640 IU/ml. Von
zwei weiteren Spenden stand nicht mehr ausreichend Material fir eine Quantifizierung
zur Verfugung.
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Labor-1D HEV-RNA | Blutprodukt | HEV-RNA | Anti-HEV- | Anti-HEV-
der HEV-RNA Plasma ;ﬁ;& IgG IgM
positiven (IU/ml) (1)
Spende (min —
max)
17101982 2.155 EK 23.704 - negativ negativ
32.324
17102149 11 EK 120 - 164 negativ negativ
PTK 153 - 207 negativ negativ
17105748 593 PTK 8.302 — negativ negativ
11.267
17124264 4.698 PTK 65.778 — negativ negativ
89.270
17124565 116.640 PTK 1.632.960 negativ negativ
2.216.160
17124909 1.256 EK 13.819 — positiv positiv
18.845
17127229 851 EK 9.360 — negativ negativ
12.764
FFP 170.180 - negativ negativ
238.252
17129801 163 PTK 2.282 — negativ negativ
3.097
17132936 1.367 EK 15.039 - negativ negativ
20.508
17134187 132 EK 1.450 — negativ negativ
1.977
17138331 62.880 EK 691.680 — negativ negativ
943.200
17153547 10.890 EK 119.786 — negativ negativ
163.344
17154958 428 EK 4.710 — negativ negativ
6.423
17160390 65.456 PTK 916.384 — negativ negativ
1.243.664
17160658 1.017 EK 11.190 - negativ negativ
15.260




4 Ergebnisse 42

17160479 1.574 FFP 314.820 — negativ negativ
440.748
17172067 715 EK 7.867 — negativ negativ
10.728
17175963 332 EK 3.650 — negativ negativ
4.977
17184605 189 EK 2.083 — negativ negativ
2.841
17189949 31 ATK 2.028 - negativ negativ
4.555
17194344 3.322 ATK 215.904 — negativ negativ
484.954
17196787 1.689 EK 18.577 — negativ negativ
25.332
17205066 1.737 EK 19.110 - negativ negativ
26.060

Tabelle 6: Ergebnisse der HEV-RNA-Quantifizierung mit Berechnung der letztendlich im
transfundierten Blutprodukt enthaltenen HEV-RNA (Werte gerundet, auffallige Werte in rot
dargestellt)

424 ALT-Bestimmung der Spender

Aus insgesamt 54 NUP von HEV-RNA positiven Spenden konnte im Institut fur klini-
sche Chemie ein Wert fir die ALT bestimmt werden. Dieser lag zwischen 5,2 und 215
U/l, wobei der Mittelwert sich bei 28,1 U/l befand und damit innerhalb der Normberei-
che fur Frauen (< 35 U/l) und Manner (< 50 U/l) lag. Die ALT-Werte aller weiblichen
Blutspender lagen dabei ebenfalls innerhalb ihres Normbereichs. Bei den mannlichen
Blutspendern lagen vier Werte aul3erhalb des Normbereichs. Zwei davon waren mit
55,4 U/L und 55,9 U/l nur schwach erh6ht, wahrend die beiden weiteren Werte mit 179
U/l und 215 U/l deutlicher abwichen.
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ALT-Werte (U/I) der mannl. Spender
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Abbildung 13: gemessene Werte der ALT der méannl. Spender mit Cut off (rot, > 50 U/l positiv)

ALT-Werte (U/I) der weibl. Spender
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Abbildung 14: gemessene Werte der ALT der weibl. Spender mit Cut off (rot, > 35 U/I positiv)
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4.3 Hergestellte Blutprodukte

Aus den 85 HEV-RNA positiven Spenden im Betrachtungszeitraum sind insgesamt

194 Blutprodukte entstanden.

Davon wurden 55 HEV-positive Plasmen an das Pharmaunternehmen CSL verkauft.

20
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HEV-RNA positive Blutprodukte

Abbildung 15: Anzahl der HEV-RNA positiven Blutprodukte nach Produktart

4.4 Empfanger von HEV-RNA positiven Blutprodukten

13(9)8 Empfanger erhielten ein HEV-RNA positives Produkt. 68 Empfanger erhielten
ein EK, 24 Empfanger ein FFP und 46 Empfanger erhielten ein TK (ATK oder PTK).
Einer dieser Empfanger erhielt zwei TKs im Abstand von 3 Wochen.

Von den 13(9)8 Empfangern wurden 93 Empfanger vom Campus Kiel versorgt, sodass

keine NUP zur Verfligung standen.

4(6)5 Empfanger wurden vom Campus Libeck versorgt. Nach Uberprufung der
Verfugbarkeit der NUP konnten 29 Liibecker Empfanger mit mindestens einer weiteren

NUP nach Transfusion ermittelt werden.

Insgesamt standen so flr die weiteren Untersuchungen 121 NUP der Empfanger eines

HEV-RNA positiven Blutproduktes zur Verfigung. Dabei lag die Mindestmenge von
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NUP pro Empfanger bei einer Probe, die maximale Anzahl von NUP bei neun Proben.

Die Anzahl der NUP pro Empfanger war wie folgt verteilt:

S N & ©
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Anzahl der Empfianger je NUP-Anzahl
[y

(=]

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anzahl der NUP je Empfanger

Abbildung 16: Anzahl der NUP der Empfanger

Zeitlich lagen die NUP bei Betrachtung aller Proben mindestens einen Tag vom Tag
der Transfusion entfernt und maximal 967 Tage vom Tag der Transfusion entfernt
(Median 26 Tage). Die erste verfuigbare NUP lag dabei mindestens einen Tag und
maximal 61 Tage vom Tag der Transfusion entfernt (Median 10 Tage). Die letzte
verfigbare NUP lag im Minimum 6 Tage vom Tag der Transfusion entfernt und im
Maximum 967 Tage (Median 51,5 Tage). Von einem Empfanger war lediglich eine
NUP vom ersten Tag nach Transfusion verfligbar, von einem weiteren Empfanger
nur eine NUP vom vierten Tag. Diese Empfanger wurden von der weiteren Analyse
ausgeschlossen, da zu diesen sehr friihen Zeitpunkten kein sicherer Ausschluss
einer HEV-Infektion mittels ELISA oder NAT mdglich ist. Dartiber hinaus gab es
weitere 6 Empfanger mit NUP von bis zu maximal 14 Tagen nach dem Tag der

Transfusion. Diese wurden bei der Auswertung mit einbezogen.



4 Ergebnisse 46

4.5 Ergebnisse Empfanger eines HEV-RNA positiven Blutproduktes

4.5.1 HEV-NAT der Empfénger

Bei der NAT-Untersuchung der NUP konnte lediglich in zwei Proben der Empfanger
HEV-RNA detektiert werden.

4.5.2 ELISA der Empféanger

Mittels ELISA konnte in 28 der NUP Anti-HEV-IgG nachgewiesen werden. 93 NUP
zeigten negative Ergebnisse. Nach Zuordnung der NUP zu den Empfangern konnten
insgesamt neun Empfanger ermittelt werden, bei denen Anti-HEV-IgG nachgewiesen

wurde.

Drei Empfanger wiesen schon zum Zeitpunkt der Transfusion des HEV-positiven
Produktes Anti-HEV-IgG auf. Alle Drei hatten PTK erhalten.

Sechs Empfanger wiesen Anti-HEV-IgG erst nach Transfusion des HEV-positiven
Produktes auf. Vier Empfanger davon hatten ein HEV-RNA positives EK transfundiert
bekommen, ein Patient ein PTK und ein Patient ein ATK.

Bei vier dieser Empfanger war das Anti-HEV-IgG im weiteren Verlauf jedoch nicht mehr
nachweisbar. Nur bei zwei Empfangern war Anti-HEV-IgG auch in der letzten
verfiugbaren NUP nachweisbar. Deren Entnahme erfolgte bei einem Empfanger an
Tag 91 und beim zweiten Empfanger an Tag 559. Nur bei einem dieser Empfanger
konnte zusatzlich HEV-RNA in der NAT nachgewiesen werden.

Der zweite Empfanger eines HEV-positiven Blutproduktes, der ein PTK erhielt und bei
dem anschlieBend HEV-RNA im NAT nachgewiesen wurde, hatte in keiner seiner NUP
Anti-HEV-Antikorper.
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75.905 Spenden von 23.703 Spendern

75.820 Spenden von 23.703 Spendern HEV-RNA negativ

85 Spenden von 76 Spendern HEV-RNA positiv

194 HEV-RNA positive Blutprodukte

55 Plasmen zur Fraktionierung

109 Empfanger - keine NUP vorhanden

|—

30 Empfanger — NUP vorhanden

2 Empfanger mit NUP nur Tag 1 und Tag 4

28 Empfanger in Auswertung einbezogen

19 Empfanger ohne Anhalt fiir HEV-Infektion

9 auffallige Empfanger

Infektion unwahrscheinlich
Empfanger 1 - 3 mit Anti-HEV-
IgG schon vor Transfusion — PCR
negativ

Infektion unklar

Empfanger 4 - 7 positiv flir Anti-

HEV-IgG nach Transfusion - PCR
negativ

Infektion wahrscheinlich
Empfanger 8 und 9 positiv fiir HEV-RNA

Abbildung 17: Flussdiagramm der Ergebnisse
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4.5.3 Ergebnisse Empfanger 1-3 — Infektion unwahrscheinlich
Empfanger 1 Verlauf (Tage)
Parameter -3 +7 +13 +19 +26 +36 +62
Anti-HEV-1gG | grenz- grenz- | grenz- | grenz- | positiv | positiv | positiv
wertig wertig | wertig | wertig
HEV-NAT nicht nicht | negativ | negativ | negativ | negativ | nicht
getestet | getestet getestet

Tabelle 7: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 1 (auffallige Ergebnisse in rot dar-

gestellt)

Empfanger 2

Verlauf (Tage)

Parameter +1 +9 +25 +35 +54 +57
Anti-HEV-IgG | positiv positiv positiv positiv positiv | grenzwertig
HEV-NAT nicht nicht negativ | invalide | invalide negativ

getestet | getestet

Tabelle 8: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 2 (aufféallige Ergebnisse in rot dar-

gestellt)
Empfanger 3 Verlauf (Tage)
Parameter -1 +8 +14 +21 +31 +40
Anti-HEV-IgG | positiv | positiv positiv positiv positiv negativ
HEV-NAT nicht | negativ| negativ negativ negativ nicht
getestet getestet

Tabelle 9: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 3 (auffallige Ergebnisse in rot dar-

gestellt)
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4.5.4 Ergebnisse Empfanger 4-7 — Infektion unklar
Empfanger 4 Verlauf (Tage)
Parameter -3 +15 +17 +20 +39 +62 +104
Anti-HEV-1gG | negativ | negativ | positiv | negativ | negativ | negativ | negativ
HEV-NAT nicht | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ nicht
getestet getestet

Tabelle 10: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 4 (aufféllige Ergebnisse in rot

dargestellt)

Empfanger 5 Verlauf (Tage)
Parameter -1 +9 +18 +27 +36 +44 +63
Anti-HEV- negativ | positiv | grenz- | negativ | negativ | negativ | negativ
19G wertig
HEV-NAT nicht negativ | negativ | negativ | negativ | negativ nicht
getestet getestet

Tabelle 11: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 5 (aufféallige Ergebnisse in rot

dargestellt)

Empfanger 6 Verlauf (Tage)
Parameter 0 +34 +77 +91
Anti-HEV- negativ positiv positiv grenzwertig
19G
HEV-NAT nicht getestet negativ negativ negativ

Tabelle 12: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 6 (aufféllige Ergebnisse in rot

dargestellt)
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Empfanger 7 Verlauf (Tage)
Parameter 0 +4 +6
Anti-HEV-1gG negativ positiv negativ
HEV-NAT nicht getestet negativ negativ

Tabelle 13: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 7 (aufféllige Ergebnisse in rot
dargestellt)

4.6 Sequenzierung der Spender — Empfanger — Paare

Es wurden zwei Spender-Empfanger-Paare zur Sequenzierung versendet. Bei einem
der Paare wies jedoch der Spender eine zu geringe Menge HEV-RNA im Plasma auf,
um eine Sequenzierung erfolgreich durchfiihren zu kénnen. Bei dem zweiten Paar
wiederum wies der Empfanger eine unzureichende Menge HEV-RNA im Plasma auf,

sodass auch hier kein Ergebnis erzielt werden konnte.

4.7 Fallberichte der HEV-RNA positiven Empfanger

4.7.1 Ergebnisse Empfanger 8 — HEV-Infektion nach Transfusion eines HEV-
RNA positiven EK

Hierbei handelte es sich um eine 69-jahrige Patientin, bei der 03/2011 die

Erstdiagnose Plattenepithelkarzinom im anterioren Mundboden gestellt wurde.

Therapie und Verlauf:

Es folgte die radikale chirurgische Tumorresektion und eine Mandibularekonstruktion

mit Fibulatransplantat.

Parallel wurde eine Radiochemotherapie bis 11/2011 durchgefihrt.
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Ab 02/2018 musste dann auf Grund einer fortgeschrittenen Osteoradionekrose eine
Teilresektion des Unterkiefers mit multiplen Folgeoperationen durchgefuhrt werden. In
diesem Rahmen erfolgte am 19.02.2018 auch die Transfusion des HEV-RNA positiven
EK mit der retrospektiv ermittelten HEV-RNA-Konzentration von 62.880 IU/ml. Unter
Bertcksichtigung der enthaltenen Plasmamenge des EK wurden der Patientin absolut
zwischen 691.680 IU und 943.200 1U HEV-RNA transfundiert.

Fir den Zeitraum vom 15.02.2018 bis 01.09.2018 standen von dieser Patientin
insgesamt 4 Nachuntersuchungsproben zur Verfugung:

Empfanger 8 Verlauf (Tage)
Parameter -4 +55 +84 + 559
HEV-RNA negativ positiv negativ nicht getestet
Anti-HEV-1gG negativ negativ positiv positiv
Anti-HEV- 0,2 0,6 4.4 15
IgG-Ratio
AST (U/l) 40 (< 35) 20 27 24
ALT (U/l) 31 (< 35) 11 18 18
y-GT (U/) 22 (<40) <7 nicht getestet nicht getestet

Tabelle 14: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 8 (aufféllige Ergebnisse in rot
dargestellt, Normwerte in griin dargestellt)

- Anti-HEV-1gG zum Zeitpunkt der Transfusion negativ

- Anti-HEV-IgG an Tag 84 nach Transfusion positiv

- Anti-HEV-IgG bis Tag 559 nach Transfusion noch positiv (letzte vorhandene
Nachuntersuchungsprobe)

- HEV-RNA an Tag 55 nach Transfusion nachweisbar

-  HEV-RNA an Tag 84 nach Transfusion wieder negativ

Laborchemisch konnte eine schwankende und sehr moderate Erhéhung der
Leberparameter AST/ALT vom 29.04.2018 — 14.06.2018 festgestellt werden. Dabei
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lag das Maximum der AST bei 70 U/l (Normwert <35 U/l) sowie das Maximum der ALT
bei 91 U/l (Normwert <35 U/l). Die Werte der yGT lagen jederzeit innerhalb der Norm.

Daruiber hinaus ergaben sich retrospektiv klinisch keinerlei Anzeichen einer akuten
HEV-Infektion.

4.7.2 Ergebnisse Empfanger 9 — HEV-Infektion nach Transfusion eines HEV-
RNA positiven PTK

Bei der zweiten infizierten Person handelte es sich um eine 40-jahrige Patientin, bei
der 04/2017 die Erstdiagnose eines multiplen Myeloms in Form eines lateralen

Orbitatumors rechts gestellt wurde.
Therapie und Verlauf:

Im Zeitraum von 05/2017 bis 07/2017 erhielt die Patientin eine Chemotherapie mit 4
Zyklen Bortezomib, Cyclophosphamid und Dexamethason.

Parallel erfolgte 06/2017 eine perkutane Radiatio der Schlafe rechts. Begleitend erhielt

die Patientin an Tag 1 und Tag 8 zusatzlich Bortezomib

Am 28.07.2017 erfolgte die Mobilisierungschemotherapie mit einmaliger Gabe von
2.500 mg Cyclophosphamid mit anschlieRender Konditionierungstherapie Uber zweli
Tage (Melphalan, jeweils 100 mg/m2) und eine autologe Stammzelltransplantation am
15.09.2017.

In der daraufhin folgenden Aplasiezeit entwickelte die Patientin eine Therapie-
assoziierte Panzytopenie, in deren Rahmen die Transfusion des HEV-RNA positiven
PTK mit der retrospektiv ermittelten HEV-RNA-Konzentration von 593 IU/ml erfolgte.
Unter Beriicksichtigung der enthaltenen Plasmamenge des PTK und der Tatsache,
dass das Plasma der HEV-RNA positive Spende ein Viertel davon ausmachte, wurden
der Patientin absolut zwischen 8.302 und 11.267 IU HEV-RNA transfundiert.
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Empfanger 9 Verlauf (Tage)
Parameter 0 +45 + 52
HEV-RNA nicht getestet positiv positiv
Anti-HEV- nicht getestet negativ negativ
IgG

Anti-HEV- nicht bestimmt 0,2 0,1
lgG-Ratio

AST (U/l) 18 (< 35) 26 21
ALT (U/l) 33 (< 35) 38 31
y-GT (U/) 43 (< 40) 46 190

Tabelle 15: Ergebnisse Nachuntersuchungsproben Empfanger 9 (aufféllige Ergebnisse in rot
dargestellt, Normwerte in griin dargestellt)

- Anti-HEV-1gG zum Zeitpunkt der Transfusion nicht bestimmt (kein
Probenmaterial vorhanden)

- Anti-HEV-IgG an Tag 45 und 52 nach Transfusion negativ

- HEV-RNA an Tag 45 und 52 nach Transfusion nachweisbar

Laborchemisch zeigten sich bei dieser Patientin die yGT und ALT kurz nach
Transfusion des HEV-RNA positiven TK moderat erhoht und dann ab 11/2017

normwertig.

Ab 12/2017 bis Ende 01/2018 zeigte sich dann eine Erhdéhung der yGT und ALT auf
maximal 421 1U/642 IU (Norm < 40 IU/ <35 IU). Eine Normalisierung stellte sich ab
02/2018 ein.

Bei dieser Patientin zeigte sich die AST durchgehend normwertig

Auch hier ergaben sich retrospektiv dariber hinaus klinisch keinerlei Anzeichen einer
akuten HEV-Infektion.
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5 Diskussion

5.1 Wie ist die Pravalenz von HEV-RNA?

Mit Hilfe dieser Arbeit konnten in einem ersten Schritt in 77 von 75.905 Blutspenden
mittels Pooltestung HEV-RNA nachgewiesen werden. Da dann von diesen HEV-RNA
positiv getesteten Spenden retrospektiv die jeweils néchste zuriickliegende Spende
anhand deren NUP (soweit vorhanden) in Einzeltestung auf HEV-RNA untersucht
wurde, konnten weitere 8 HEV-RNA positive Spenden ermittelt werden. Dies bedeutet
jedoch, dass diese Spenden zuvor in der Pooltestung nicht detektiert wurden. Betrach-
tet man die Pravalenz von HEV-RNA bei Blutspendern wird diese in den meisten Ar-
beiten, die sich mit der Pravalenz beschéftigten, berechnet, indem die Gesamtzahl
aller untersuchten Proben durch die Anzahl der HEV-RNA positiv getesteten Proben
geteilt wird. Bei der grof3en Anzahl von getesteten Blutspenden in dieser Arbeit veran-
dert sich die Pravalenz bei 77 oder 85 HEV-RNA positiven Spenden zwar nur in der
zweiten Nachkommastelle und bleibt gerundet bei 0,1%. Es bleibt aber die Vermutung,
dass bei einer generellen Einzeltestung anstatt in 48er-Pools mehr HEV-RNA positive

Spenden detektiert worden waren.

Im internationalen Vergleich der ermittelten Pravalenzen von HEV-RNA bei Blutspen-

dern zeigen sich ebenfalls deutlich abweichende Werte.

Anhand der folgenden Tabelle sollte eine Ubersichtliche Vergleichbarkeit der Daten

verschiedener europdischer Lander ermgglicht werden.
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Land Proben- | Testung | Nachweis- HEV- HEV-RNA | Quelle
anzahl grenze RNA Pravalenz
(95%) positive unthrlz?hI
Proben getestete
Spenden je
positiver
Spende
Nieder- 59.474 96er 10,3 1U/ml 45 0,1% und [45]
lande Pool + 1:732
192
Pool 33
Einzel- gesamt
testung 78
Deutsch- | 16.125 48er 4,66 IU/ml 13 0,08 % und | [109]
land Pool 1:1240
Frankreich | 53.234 96er 23 1U/ml 24 0,05 % und [33]
Pool 1:2218
Danemark | 25.637 | Einzel- 7,9 1IU/ml 11 0,04 % und [42]
testung 1:2331
England | 225.000 24er 22 1U/ml 79 0,04 % und [44]
Pool 1:2848
Spanien 9.998 Einzel- 7,9 1IU/ml 3 0,03 % und [92]
testung 1:3333
Schweiz | 541.349 12er 18,6 (Cobas 125 0,02 % [93]
Pool — | 6800) bzw. )
24er 7,9 (Panther Und 1:4331
Pool Procleix)
IU/ml
Schweden | 95.835 96er 250 IU/ml 12 0,01 % und [4]
Pool 1:7986
Osterreich | 58.915 96er 11,6 IU/mI 7 0,01 % und | [30]
Pool 1:8416
Deutsch- | 75.905 48er 18,6 IU/ml 85 0,1% und diese
land Pool 1:893 Arbeit

Tabelle 16: internationaler Vergleich der HEV-RNA Prévalenz

Die anhand der Daten dieser Arbeit berechnete Pravalenz von 0,1% und einer HEV-
RNA positiven Spende auf 893 getesteten Spenden ist im internationalen Vergleich
relativ hoch. Sie variiert international von 0,1% und 1:732 (Niederlande) tber 0,04%
und 1:2331 (Danemark) bis hin zu 0,01% und 1:8416 (Osterreich). Lediglich in den

Niederlanden wurden damit von Hogema et al. &hnlich hohe Werte berechnet wie in
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dieser Arbeit. [45] Dies ist der Fall obwohl hier mit einer anderen PoolgroRe gearbeitet
wurde. Es kamen 96er und 192er Pools zum Einsatz, um HEV-RNA positive Einzel-
spenden zu identifizieren. Dann wurde jedoch &hnlich der Vorgehensweise dieser Ar-
beit aus bis zu 60 Tage vor und nach der im ersten Schritt HEV-RNA positiven Einzel-
spende gewonnenen NUP NAT-Einzeltestungen auf HEV-RNA durchgefthrt. In der
Pooltestung wurden so 45 HEV-positive Proben detektiert und erst durch die weitere
Untersuchung mittels Einzeltestung wurden mit weiteren 33 HEV-RNA positiven Pro-
ben &hnliche Werte wie in dieser Arbeit erreicht. Dies kdnnte zumindest die niedrigeren
Pravalenzen der Arbeiten erklaren, in denen diese nur anhand von im Pool ermittelten

HEV-RNA positiven Spenden berechnet wurden

So ergibt sich beispielsweise im Vergleich mit Werten aus dem eigenen Land von Voll-
mer et al. trotz einer theoretisch hoheren Sensitivitdt des genutzten Tests von
4,66lU/ml und identischer PoolgroRe eine niedrigere Pravalenz als in dieser Arbeit.
[107]

Auch in der Arbeit von Harritshoj, in der mit Einzeltestungen gearbeitet wurde [42],
findet sich eine deutlich niedrigere HEV-RNA-Prévalenz als in dieser Studie aus dem
direkt angrenzenden deutschen Bundesland Schleswig-Holstein, welches kulturell und
kulinarisch Danemark relativ ahnlich sein sollte. Die Sammlung der zugrundeliegenden
Spendeproben erfolgte jedoch lediglich einen Monat im Winter (12.01. — 13.02. 2015),
was ggf. einen saisonalen Einfluss vermuten lie3e. So zeigten Rivero-Juarez et al. in
einer spanischen Studie tatsachlich eine mutmafliche Korrelation der saisonalen Wild-
schweinjagd mit der HEV-Pravalenz. Sie stellten die Vermutung auf, dass die Pra-
valenz moglicherweise von der Jahreszeit abhangt, in der das Tier gejagt wird. Infol-
gedessen konnte das potenzielle Risiko einer zoonotischen Ubertragung schwanken.
[88] Aufgrund der unterschiedlichen geographischen Lage und durchaus abweichen-
den Erndhrungsgewohnheiten scheint dieser Aspekt jedoch eher nicht fur die niedrige

HEV-RNA Konzentration bei danischen Blutspendern verantwortlich zu sein.

Mogliche weitere Erklarungen fir die breit gefacherten Ergebnisse sind die Unter-
schiede beziglich Art sowie Sensitivitat und Durchfiihrung des genutzten Tests, wie in

der Tabelle angegebenen.

Das breite Spektrum der beobachteten Pravalenz lasst daher vermuten, dass ver-
schiedene und international in ihrer Auspragung durchaus variierende Risikofaktoren
fur eine Infektion mit HEV existieren. Studien zeigen, dass sowohl das Alter [66], der
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ausgeubte Beruf [72] und der Verzehr von Lebensmitteln [14] die Pravalenz beeinflus-

sen.

Der Verzehr von ungekochten Schweineleberwirsten, die haufig mit HEV-RNA konta-
miniert sind, ist einer der Wege, tber die sich Menschen in Sudfrankreich mit HEV
infizieren. Dies fuhrt dort zu hohen HEV-Pravalenzen. Ebenso der dort tibliche Verzehr
von Schalentieren. Diese fungieren als HEV-Reservoir und fihren zu einer Infektion,
wenn sie haufig roh oder leicht gekocht verzehrt werden. [68] Weiterhin wird in einer
deutschen Studie der Verzehr von Innereien mit Hepatitis E in Verbindung gebracht.
[113]

5.2 Seropravalenz von HEV

Von den HEV-RNA positiven Spendern (insgesamt 76, da einige Spender mehrfach
hintereinander HEV-RNA positive Spenden geleistet hatten) wurden zusatzlich die vi-
russpezifischen Antikérper bestimmt und lagen mit einem von 76 (1,3%) ausschlie3lich
fur Anti-HEV-IgM positiven Spender sehr niedrig. Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, ist
bei einer symptomatischen Infektion theoretisch das Anti-HEV-IgM der erste viruspe-
zifische Antikorper. Er sollte etwas verzogert zur Nachweisbarkeit von HEV im Blut ab
Woche 4 nach Infektion und dann noch eine Weile zeitgleich mit der HEV-Viramie de-
tektierbar sein. Dies kann anhand dieser Studie nicht bestatigt werden, deckt sich je-
doch mit den Ergebnissen von Pliimers et al., die aktuell im Jahr 2024 ebenfalls be-
schrieb, dass sich nicht regelhaft bei jeder HEV-Viramie auch Anti-HEV-IgM nachwei-
sen lasst. [83]

Auch das Anti-HEV-IgG, welches bei symptomatischen Infektionen ab Woche 5 nach-
weisbar sein soll, konnte in dieser Arbeit lediglich bei 5 von 76 (6,6 %) Spendern nach-
gewiesen werden. Dieser Wert &hnelt ebenfalls dem Wert von 8,5% von Plumers et al.
[83]

Weiterhin wiesen nur 3 Spender (3,9%) zeitgleich Anti-HEV-IgM und Anti-HEV-IgG

auf.

Ein Vergleich mit der allgemeinen internationalen Seroprévalenz ist anhand der hier

erhobenen Daten jedoch nicht mdglich, da nur die bereits im Vorfeld HEV-RNA positiv
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getesteten Blutspender untersucht wurden und es sich somit um eine selektierte

Gruppe handelt, die nicht verglichen werden kann.

5.3 Weisen HEV-RNA positive Spender einen erhohten ALT-Wert
auf?

Aus insgesamt 54 Blutspenden wurde aus der NUP zum Zeitpunkt der virdAmischen
Spende der Wert der ALT bestimmt, um eine Aussage treffen zu kénnen, ob dieser
Wert erhoht war und somit ggf. als Surrogatmarker fur die akute HEV-Infektion geeig-
net gewesen ware. Die ALT wurde bereits friher als Surrogatmarker insbesondere zur
Erkennung von HCV-Infektionen im Blutspendewesen eingesetzt. Aufgrund einer
schlechten Spezifitdt und dem dadurch unnétigen Verlust von Blutspendern wurde die
ALT-Messung, nach der Empfehlung des Arbeitskreises Blut Uber das Votum 30 [105]
im Jahre 2004, nach und nach aufgegeben, zumal sensitivere Methoden zum Nach-
weis von HCV (NAT) verfiigbar waren.

Von allen getesteten Spenden wiesen auch lediglich vier Spenden ALT-Werte ober-
halb des Referenzbereiches auf. Zwei davon lagen mit 55,4 U/l und 55,9 U/l knapp
oberhalb des Referenzbereiches von <50 U/l. Eine Spende wies einen Wert von 179
U/l auf. Der hochste gemessene Wert lag bei 215 UI/I.

5.4 Sind Anti-HEV-Antikorper oder die ALT als Surrogatmarker fur
eine akute Infektion mit HEV und damit fur ein Screening
geeignet?

Es wurden sowohl in der Arbeit von Plumers et al. [83] als auch in dieser Arbeit asymp-
tomatische Blutspender untersucht, sodass die Vermutung entsteht, dass asymptoma-

tische Infektionen einen abweichenden serologischen Verlauf nehmen.

Dieser Vermutung wurde bereits 2011 von Vollmer et al. nachgegangen, indem gezielt
der serologische Verlauf von 10 asymptomatischen Blutspendern untersucht wurde,

bei denen im Vorfeld HEV-RNA im Blut festgestellt werden konnte. Diesen verglichen
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sie dann mit einer japanischen Studie, in der der serologische Verlauf von 15 Patienten
mit symptomatischer HEV-Infektion dargestellt wurde. Dabei war der Verlauf der Vira-
mie sowohl in der asymptomatischen als auch in der symptomatischen Gruppe ver-
gleichbar. Anders jedoch waren in der symptomatischen Gruppe Anti-HEV-IgM und
Anti-HEV-1gG parallel zur Viramie nachweisbar. Dies kdonnte darauf hindeuten, dass
bei asymptomatischen Verlaufen die Viramie friher auftritt und so nicht gleichzeitig
Anti-HEV-Antikdrper nachgewiesen werden kdnnen. [108] Dies wirde durch die Er-
gebnisse dieser Arbeit bestatigt werden und einen Hinweis darauf geben, dass der
ausschlief3liche Nachweis von Anti-HEV-Antikdrpern nicht geeignet ist, um ein Scree-

ning auf HEV durchzufihren.

AulRerdem weisen zahlreiche Spender nach abgelaufener HEV-Infektion Antikdrper
gegen HEV auf. Die Rate schwankt in der Spenderpopulation des UKSH, je nach Sen-
sitivitdt des verwendeten Tests, zwischen 6,8% und 19%. [50, 52] Es wirden also
Spender unnétig ausgeschlossen, sofern keine weitere, logistisch und finanziell auf-

wandige weitere Abklarung mittels NAT erfolgt.

Die Werte der ALT-Messungen decken sich mit Ergebnissen, die Vollmer et al. im Jahr
2012 publizierten. [109] Dabei wurden zuerst 16.125 Blutspender mittels NAT auf das
Vorhandensein von HEV-RNA untersucht und anschlie3end bei positivem Ausfall der
NAT deren ALT-Wert bestimmt. Zusatzlich wurden 136 Blutspender mit erhéhten ALT-
Werten (> 100 U/l) auf HEV-RNA getestet. Ahnlich dieser Arbeit wies trotz zum Teil
hoher HEV-RNA Konzentrationen lediglich einer der identifizierten HEV-RNA positiven
Spender einen leicht erhdhte ALT-Werte von 103 UJ/Liter auf. Dariber hinaus war
keiner der Spender mit erhdohten ALT-Werten positiv fir HEV-RNA.

Auch Baylis et al. erhielten in einer Studie aus dem Jahr 2012 ahnliche Werte, als nur
bei 3 von 12 HEV-RNA positiv getesteten Spenden leicht erhdhte ALT-Werte (80-110

IU/l) bestimmt werden konnten. [4]

Somit deuten die Daten klar darauf hin, dass die ALT-Werte keinen Surrogatmarker
zur Detektion HEV-RNA positiver Spender darstellen. Entsprechend sind sie, genauso
wie der ausschlie3liche Nachweis von Anti-HEV-Antikérpern, nicht fir die Durchfih-

rung eines Screenings geeignet.
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5.5 Welche GroRenordnung haben die HEV-RNA-Konzentrationen
bei asymptomatischen Blutspendern?

Die Bestimmung der HEV-RNA-Konzentration wurde in dieser Arbeit bei allen Spen-
dern durchgefiihrt, von denen Empfanger nachuntersucht werden konnten. Es erga-
ben sich sehr unterschiedliche Werte, die von 10,9 bis zu knapp 11,7x10* IU/ml vari-
ierten. Sie lagen jedoch in einem ahnlichen Bereich wie bereits berichtete Werte von
deutschen Blutspendern (18,6 — 2,19x10° IU/ml), franzésischen Blutspendern (468 —
5,2x108 IU/ml) und niederlandischen Blutspendern (<20 — 330x10° IU/ml). [33, 45, 108]

Deutlich darunter lagen die beschriebenen HEV-RNA-Konzentrationen nach Harritshoj

et al. Diese bewegten sich zwischen ,nicht bestimmbar® und 920 1U/ml. [42]

Ein Vergleich der HEV-RNA-Konzentrationen stellt sich jedoch mit einem Blick auf die
zugrundeliegenden Quantifizierungsverfahren als schwierig dar. So wurden in drei der
erwahnten Arbeiten von Gallian et al., Hogema et al. und Harritshoj et al. die Ergeb-
nisse anhand unterschiedlicher Inhouse-Methoden ermittelt, die nicht routinemalig
verwendet werden und aufgrund ihrer Durchflihrung anfalliger far Fehler sind. [33, 42,
45] In dieser Arbeit wurde die quantitative Amplifikation jedoch mit dem AltoStar HEV
RT-NAT Kit durchgefiihrt, bei dem es sich um einen CE-zertifizierten, kommerziell er-
haltlichen Test handelt. Dieser wird immer gleichbleibend gemal3 den Fach- und Ge-
brauchsinformationen des Herstellers durchgefihrt. Lediglich Vollmer et al. verwen-
deten ebenfalls einen solchen Routinetest, sodass diese Werte am besten vergleich-
bar sind. [108]

5.6 Wie haufig wurden in der Vergangenheit Patienten, die am
UKSH Transfusionen erhalten haben, durch eine Transfusion
mit HEV infiziert?

Von den insgesamt 85 HEV-RNA positiven Spenden und daraus entstandenen 194
HEV-RNA positiven Blutprodukten wurden am UKSH 139 Blutprodukte transfundiert.

Davon wiederum konnten 27 Empfanger retrospektiv nachuntersucht werden.
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Anti-HEV-1gG konnten bei 8 der Empfanger nachgewiesen werden. Drei davon hatten
diese jedoch bereits in der Ausgangsprobe zum Zeitpunkt der Transfusion, sodass von
einer weiter zuriickliegenden Immunisierung durch HEV-RNA ausgegangen werden
kann. Funf weitere Empfanger wiesen nur voriibergehen Anti-HEV-Antikérper auf,
ohne jemals positiv fir HEV-RNA zu sein. In diesem Zusammenhang ist besonders
Empfanger 6 zu betrachten, dessen Verlauf in Bezug auf das Anti-HEV-IgG von den
anderen Empfangern mit unklarem Infektionsstatus abweicht. So liel3 sich nach initial
negativer NUP im Verlauf in mehreren NUP Anti-HEV-IgG nachweisen. Dies wirde
zum serologischen Verlauf einer HEV-Infektion passen, da sich jedoch in keiner der
NUP HEV-RNA nachweisen lie3, missen andere Ursachen fur den Nachweis in Be-
tracht gezogen werden. Eine mogliche Erklarung kénnte im Falle von Empféanger 6 der
passive Antikdrpertransfer durch andere Blutprodukte sein, da die Empfanger auf-
grund ihrer Grunderkrankung parallel zu der Transfusion des HEV-RNA positiven Blut-
produktes z.T. mehrere weitere Blutprodukte transfundiert bekamen. Auch unspezifi-
sche oder falsch positive Reaktion bei den Empfangern mit nur einer Anti-HEV Anti-
korper positiven Probe sind denkbar. Dies k&dme vor allem bei Empfanger 4 und 5 in
Frage, die jeweils nur eine bzw. zwei Anti-HEV-IgG positive NUP aufwiesen und kei-

nerlei weitere Auffalligkeiten zeigten.

Bei lediglich zwei (7,1 %) der nachuntersuchten Empfanger konnte HEV-RNA nach-
gewiesen werden, welche wahrscheinlich durch die Transfusion Ubertragen wurde.
Eine Sequenzierung zur Untermauerung dieser Vermutung konnte leider aufgrund ei-
ner zu geringen HEV-RNA-Konzentration in den Spender- oder Empfangerproben

nicht durchgefuhrt werden.

Bei 5 Empfangern lagen NUP lediglich bis maximal Tag 9 nach Tag der Transfusion
des HEV-RNA positiven Blutproduktes vor. Da sich eine Viramie jedoch erst ungefahr
2 Wochen nach der Infektion nachweisen lasst und ihren H6hepunkt im weiteren Ver-
lauf erreicht, gegebenenfalls vor dem Auftreten erster Symptome, kann anhand dieser

NUP keine sichere Aussage Uber eine stattgefundene Infektion getétigt werden.

Bei weiteren drei Empfangern gab es NUP bis Tag 14 nach Tag der Transfusion des
HEV-RNA positiven Blutproduktes. Zu diesem Zeitpunkt sollte zwar schon HEV-RNA
im Blut nachweisbar sein, jedoch ist auch hier fraglich, ob eine Virdmie nicht vielleicht

erst spater aufgetreten ist.
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Damit kann bei insgesamt 8 weiteren Empfangern HEV-RNA positiver Blutprodukte

eine Infektion nicht sicher ausgeschlossen werden.

Dieses Ergebnis zeigt einen Kontrast zu der Arbeit von Hewitt et al., in der bei einem
ahnlichen Untersuchungsverfahren 18 (42%) von 43 nachuntersuchten Empfangern
eines HEV-RNA positiven Blutproduktes Anzeichen einer HEV-Infektion zeigten. [44]
Betrachtet man die Ergebnisse jedoch genauer, stellt sich heraus, dass nicht bei allen
18 Empfangern HEV-RNA nachgewiesen werden konnte. Sechs Patienten zeigten le-
diglich serologisch eine parallele Entwicklung von Anti-HEV-Antikdrpern (Serokonver-
sion) beim ersten Test nach Transfusion. Entsprechend lief3 sich nur bei 12 der Emp-
fanger (28,6%) zu einem oder mehreren Zeitpunkten in der Zeit nach der Transfusion
HEV-RNA nachweisen. Dieser Wert liegt zwar noch hoher als die Ergebnisse dieser
Arbeit, der Unterschied fiele aber deutlich geringer aus, ginge man davon aus, dass
die 8 Empfanger mit NUP bis maximal Tag 14 nach Transfusion eines HEV-RNA po-
sitiven Blutproduktes im Verlauf ebenfalls Anzeichen einer HEV-Infektion zeigen wir-

den.

Nun kann man jedoch noch weiterverfolgen, dass in der Arbeit von Hewitt et al. die
Nachuntersuchungen der Patienten, die ein HEV-RNA positive Blutprodukt erhalten
hatten, mit mehreren NUP Uber einen langeren Zeitraum hinweg erfolgten. [44] Auf-
grund des retrospektiven Charakters und der damit verbundenen limitierten Anzahl von
vorhandenen NUP dieser Arbeit kdnnen sich auch hierdurch unterschiedliche Ergeb-

nisse erklaren lassen.

5.7 Wie war der Verlauf dieser Infektionen, und welche
Konsequenzen konnen daraus fur das Screeningprocedere
gezogen werden?

Von insgesamt 27 nachbeobachteten Empfangern konnten letztendlich nur zwei Uber-
tragungen von HEV-RNA mit hoher Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden. Bei bei-
den Empfangern verlief die Infektion asymptomatisch und wurde lediglich in dieser Ar-
beit retrospektiv diagnostiziert. Anhand der Krankenunterlagen beider Empfanger
konnten zum Zeitpunkt der HEV-RNA positiven Blutproben bei keinem HEV-spezifi-
sche Symptome oder Beschwerden festgestellt werden. Zusatzlich lag bei einem der
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potentiell infizierten Empfanger (Empfanger 9) keine NUP vom Zeitpunkt der Transfu-
sion des HEV-RNA positiven Blutproduktes als ,Nullwert* vor. Da die darauffolgende
NUP dann aber schon positiv auf HEV-RNA getestet wurde, ware es theoretisch mog-
lich, dass der Empfanger sich bereits vor der Transfusion auf einem anderen Weg mit
HEV infiziert hatte.

Dies stellt die Frage auf, ob eine generelle Testung tiberhaupt sinnvoll ist. Angesichts
der Probleme, die mit der Testung einhergehen wie beispielsweise den hohen Kosten
und der Verzdgerung der Freigabe der nur kurz haltbaren TK im Falle eines reaktiven

Pools, kbnnten alternative Teststrategien sinnvoller erscheinen.

So fuhrte England im Jahr 2016 die Versorgung von HEV-gepruften Blutbestandteilen
fur Empfanger allogener Stammzelltransplantationen und soliden Organtransplantati-
onen ein, nachdem dies von der Abteilung des beratenden Ausschusses fur Gesund-
heit und Soziales Sicherheit von Blut, Geweben und Organen Ende 2015 empfohlen
worden war. Ab Marz 2016 wurde anhand von 24er Pools das Screening auf HEV-

RNA fur ausgewahlte Empfanger in England begonnen. [43]

Moglicherweise konnte bei diesem Vorgehen jedoch die Anzahl der Personen unter-
schatzt werden, bei denen das Risiko einer chronischen HEV-Infektion besteht. Es
wurde lediglich davon ausgegangen, dass Patienten vor/nach Organtransplantation
und allogenen Stammzelltransplantationen einem erhdhten Risiko ausgesetzt sind.
Weitere Patienten wurden nicht in das Testprocedere einbezogen, obwohl auch sie

ggf. vulnerabler in Bezug auf eine Infektion mit HEV sind.

Bei der Berlcksichtigung einer grof3eren Gruppe von Patienten wirden so zwar die
Kosten je verhinderter Infektion gesenkt werden, der Vorteil des selektiven Screenings

gegenuber einem universellen Vorgehen wirde jedoch immer geringer werden.

Entsprechend wurde auch in England nach einer erneuten Uberprifung im April 2017,
bei der festgestellt wurde, dass auf HEV-RNA getestete Blutprodukte auch fur alle im-
mungeschwachten Patienten zur Verfigung gestellt werden sollten, beschlossen, das
selektive Screening zugunsten eines universellen Screening aller Blutprodukte auf
HEV-RNA wieder zu verlassen. Vorausgesetzt einer gleichbleibenden oder sogar stei-
genden HEV-Pravalenz wurde dies bei gleichen Kosten flir deutlich einfacher in Bezug

auf den Arbeitsablauf und die Logistik des Blutdepots befunden. [19]

Weitere Uberlegungen wurden dahingehend angestellt, ob eine gezielte Testung vul-
nerabler Patienten bzw. Empfanger von Blutprodukten (Patienten nach
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Stammzelltransplantation oder solider Organtransplantation) sinnvoll sein kénnte. In
einer Arbeit von Reekie et al. wurden daher von insgesamt 870 dieser Patienten/Emp-
fanger NUP retrospektiv auf das Vorhandensein von HEV-RNA untersucht. [86] Am
Ende konnte bei zwei dieser Patienten festgestellt werden, dass sie sich bereits vor
der Transplantation mit HEV infiziert hatten. Bei zwei weiteren Patienten wurde eine
Infektion nach Transplantation festgestellt. Von diesen insgesamt vier Patienten konn-
ten zwei erfolgreich behandelt werden, da ihre HEV-Infektion bekannt war, bei einem
Patienten heilte die Infektion ohne Kenntnis dieser von selbst aus und lediglich ein
Patient verstarb im ersten Jahr nach Transplantation ggf. an Komplikationen einer
HEV-Infektion. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass mindestens zwei der
HEV-RNA positiven Patienten ihre Infektion nicht tber ein kontaminiertes Blutprodukt
erhalten hatten. Solche mutmallich zoonotischen Infektionen wirden anhand dieser

Teststrategie sicher identifiziert werden.

So reduziert das HEV-Screening von Blutspendern zwar die iatrogene Ubertragung
von HEV-RNA, hat aber keinen Einfluss auf das Ern&hrungsrisiko. Angesichts dessen
konnte eine Strategie des Screenings von Empfanger und Spender vor der Transplan-
tation Aufschluss Uber Strategien zur praventiven Behandlung von HEV vor Transplan-

tation und Uberwachung nach der Transplantation geben. [86]

5.8 Lasst sich naherungsweise eine infektiose Dosis ermitteln,
unterhalb derer keine Transfusions-assoziierten HEV-
Infektionen zu erwarten bzw. unwahrscheinlich sind?

Was die HEV-RNA-Konzentration des kontaminierten Blutproduktes fir eine Rolle bei
der Infektion eines Empfangers spielt, wurde im Jahr 2017 von Tedder et al. unter-
sucht, indem die Ergebnisse der Hewitt-Studie aufgegriffen wurden und diese um die
Bestimmung und Auswertung der HEV-RNA-Konzentration erweitert wurden. [100]
Uber das Volumen des Plasmas in jeder transfundierten Komponente und die HEV-
RNA-Konzentration des Plasmas konnte so berechnet werden, welcher HEV-RNA-
Konzentration der jeweilige Empfanger absolut ausgesetzt gewesen war. Es stellte
sich heraus, dass die HEV-RNA-Konzentration bei der mehr als die Halfte der Emp-
fanger (55%) infiziert wurde, bei 2x10* = 20.000 IU festgelegt werden konnte.
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Daraus liel3 sich weiter ableiten, dass Blutprodukte, die weniger Plasmavolumen ent-
halten, beispielsweise EK, eine deutlich héhere HEV-RNA-Konzentration enthalten
mussten, um eine Infektion zu UGbertragen als Produkte mit gro3em Plasmavolumen,
wie z.B. FFP. [100]

Bezogen auf die Plasmamengen, die in den Blutprodukten dieser Arbeit enthalten sind,

sahen die infektiosen Mindestdosen folgendermalRen aus:

Blutprodukt Gesamtvolu- Enthaltenes Mindestdosis um In-
men Plasmavolumen | fektion hervorzuru-
(ml) (ml) fen (IU/ml Plasma)
Erythrozytenkonzentrat 240 — 340 11-15 1.818 - 1.333
gefrorenes Frisch- 250 — 350 200 — 280 100-71
plasma
Pool-Thrombozyten- 220 - 300 14 — 19 je Spender 1.429 — 1.053
konzentrat (55 — 75 gesam)
Aphereseplasma 200 — 240 176 — 211 114 - 95
Apheresethrombozyten- 200 — 450 65 — 146 308 - 137
konzentrat

Tabelle 17: Blutprodukte mit enthaltenem Plasmavolumen und notwendiger Mindestdosis an
HEV-RNA um in 55% der Falle eine Infektion hervorzurufen (Werte gerundet)

Ubertragt man diese Daten dann auf die transfundierten Produkte, kann berechnet und
abgeleitet werden, ob die transfundierte HEV-RNA-Konzentration theoretisch fir eine
Infektion ausgereicht hatte. Unten dargestellt die Tabelle mit Viruslasten der HEV-RNA
positiven Spenden, daraus entstandenen Blutprodukten und letztendlich der absolut

enthaltenen Menge an HEV-RNA (Minimum — Maximum).
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Labor-ID HEV-RNA Blutprodukt HEV-RNA total im | Mindestdosis um
und Spenden- Plasma Produkt in 1U Infektiiﬂfgﬁrvorzu-
nummer in IU/ml (min — max)
(IU/ml)
17101982 2.155 EK 23.704 -32.324 1.818 — 1.333
S1
17102149 11 EK 120 - 164 1.818 — 1.333
S2
PTK 600 — 818 1.429 —1.053
153 - 207
17105748 593 PTK 8.302 — 11.267 1.429 —1.053
S3
17124264 4.698 PTK 65.778 — 89.270 1.429 —1.053
S4
17124565 116.640 PTK 1.632.960 — 1.429 —1.053
S5 2.216.160
17124909 1.256 EK 13.819 — 18.845 1.818 — 1.333
S6
17127229 851 EK 9.360 — 12.764 1.818 — 1.333
ST FFP 170.180 — 238.252 100-71
17129801 163 PTK 2.282 — 3.097 1.429 —1.053
S8
17132936 1.367 EK 15.039 - 20.508 1.818 — 1.333
S9
17134187 132 EK 1.450 — 1.977 1.818 — 1.333
S10
17138331 62.880 EK 691.680 —943.200 | 1.818 —1.333
S11
17153547 10.890 EK 119.786 — 163.344 | 1.818 —1.333
S12
17154958 428 EK 4,710 - 6.423 1.818 —1.333
S13
17160390 65.456 PTK 916.384 — 1.429 —1.053
S14 1.243.664
17160658 1.017 EK 11.190 - 15.260 1.818 —1.333

S15
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17160479 1.574 FFP 314.820 — 440.748 100-71
S16

17172067 715 EK 7.867 —10.728 1.818 - 1.333
S17

17175963 332 EK 3.650-4.977 1.818 —1.333
S18

17184605 189 EK 2.083 -2.841 1.818 -1.333
S19

17189949 31 ATK 2.028 — 4.555 308 - 137
S20

17194344 3.322 ATK 215.904 — 484.954 308 - 137
S21

17196787 1.689 EK 18.577 — 25.332 1.818 - 1.333
S22

17205066 1.737 EK 19.110 - 26.060 1.818 - 1.333
S23

Tabelle 18: gelb unterlegt: aus dieser Spende entstehendes Produkt fuihrte zu Infektion, rote
Schrift: infektiose Dosis nach Tedder et al Gberschritten, dunkelblaue Schrift: infektiose Dosis
nur bei entsprechend grofier enthaltener Restplasmamenge tberschritten (alle Werte gerundet).

Bei Betrachtung dieser Daten ist ersichtlich, dass die transfundierten Blutprodukte von
9 Spenden nach der infektiosen Dosis nach Tedder et. al. eine ausreichend hohe
Menge an HEV-RNA enthielten, um eine Infektion hervorzurufen (HEV-RNA-Konzent-
ration in Rot dargestellt). Drei weitere Blutprodukte héatten nur bei maximal enthaltener
Plasmamenge ausreichend HEV-RNA erhalten (HEV-RNA-Konzentration in dunkel-
blau dargestellt).

Letztendlich mit hoher Wahrscheinlichkeit infiziert wurde jedoch nur einer der 9 Emp-

fanger mit ausreichend hoher RNA-Konzentration in der Ausgangsspende (aus S11).

Bei den verbleibenden 8 Empfangern kann nun tberlegt werden, warum es nicht zu
einer Infektion kam. Da die infektiose Dosis von 20.000 IU nach Tedder et al. lediglich
bei 55% der Empfanger eine Infektion hervorrief, kbnnen die verbliebenen 8 Empfan-
ger zu den restlichen 45% gehdren, die fur eine Infektion gegebenenfalls eine noch
hohere HEV-RNA-Konzentration benotigt hatten. Weiterhin bestehe laut Tedder die
Moglichkeit, dass die Komponenten, die keine Infektion hervorriefen, neutralisierende
Antikorper enthalten kdnnten. [100] Die Spenden mit ausreichend hoher HEV-RNA-

Konzentration wiesen jedoch allesamt keine HEV-spezifischen Antikérper auf. Des




5 Diskussion 68

Weiteren wurde von Feng et al. berichtet, dass das HEV im menschlichen Plasma
wahrscheinlich in lipidierter Form zirkuliert und somit méglicherweise nicht anfallig far
eine Neutralisierung durch Antikorper ist. [29] Diese ,quasiumhullten® Virionen im
Plasma sollen die Zell-zu-Zell Infektion begtinstigen, es wird jedoch tberlegt, ob diese
,Hulle“ nicht im Gegenteil sogar eine Ubertragung durch Blut erschwert. Dies wurde
jedoch noch nicht weiterfihrend untersucht und ist zum aktuellen Zeitpunkt als reine

Spekulation zu betrachten.

In einer Studie von Vollmer et al, die sich ebenfalls mit RNA-Konzentrationen und in-
fektiosen Dosen beschaftigt, wird nach einer umfangreichen Literaturrecherche be-
schrieben, dass zusatzlich alle Blutprodukte, die eine RNA-Konzentration > 5x10% U
enthielten zu einer transfusionsassoziierten HEV-Infektion gefihrt hatten. [110] Auch
dies lasst sich anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestatigen. Insgesamt 8 Blut-
produkte (aus Spende S4, S5, S7, S11, S12, S14, S16 und S21) enthielten eine deut-
lich hohere RNA-Konzentration von bis zu 8,75x10° IU. Bei lediglich einem Empfanger
(aus Spende S11) dieser Blutprodukte konnte im Nachhinein eine Infektion festgestellt
werden. Bei zwei der Empféanger (von S7 und S16) lagen allerdings nur NUP bis max.
Tag 19 nach Transfusion des HEV-RNA positiven Blutproduktes vor. Dies ist der
Grenzbereich, wenn davon ausgegangen wird, dass die HEV-RNA mittels NAT in der
Regel ab Tag 14 nachgewiesen werden kann. Ob sich hier ggf. zu einem spéateren
Zeitpunkt HEV-RNA hétte nachweisen lassen, kann nicht sicher ausgeschlossen wer-
den. Bei den verbleibenden 5 Empfangern liegen NUP bis mindestens 29 Tage nach
Transfusion des HEV-RNA positiven Blutproduktes vor. Bei keinem dieser Empfanger
konnte HEV-RNA nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte bei keinem der Empfan-
ger, inklusive des HEV-RNA positiv getesteten Empfangers, in der retrospektiven
Uberprifung der Krankenakte ein Hinweis auf eine Infektion mit HEV gefunden wer-

den.

Zusammenfassend kdnnen wir im Rahmen dieser Arbeit keine HEV-RNA-Konzentra-
tion benennen, ab der es immer zu einer Infektion gekommen ist. Genauso ist eine
niedrigste infektiose Dosis nicht einfach bestimmbar. Anhand der hier erhobenen Da-
ten erscheint der bereits von Tedder et al. benannte Wert von 2x10* IU jedoch als

relativ sicher beurteilt werden zu kénnen.
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5.9 Sollte im Folgenden die PoolgroRe, in der im UKSH getestet
wird, verandert werden?

Im Zusammenhang mit der infektiosen Dosis wird immer wieder Uber die genaue
Durchfiihrung des Screenings auf HEV-RNA diskutiert. Es wird in Einzeltestung unter-
sucht und in unterschiedlichen PoolgroRen. Dabei ist das Screening in Pools zwar kos-
tengunstiger, hat aber den offensichtlichen Nachteil, dass Spenden mit geringer HEV-
RNA-Konzentration ggf. nicht entdeckt werden. Mit zunehmender Poolgro3e verringert
sich dabei die Sensitivitat immer weiter. Dies wiederum fuihrt zu weniger Erkennungen
und hoheren Viruslasten, die unentdeckt bleiben. Dies erhéht die Wahrscheinlichkeit,
dass Empfanger sich infizieren. Ist es jedoch wirklich notwendig, diese Spenden mit
so niedrigen HEV-RNA-Konzentrationen zu identifizieren?

Auch in der retrospektiven Pooltestung dieser Arbeit wurden von 85 HEV-RNA positi-

ven Spenden insgesamt acht nur in der Einzeltestung detektiert.

Zwar wurde lediglich von zwei dieser Spenden (S2 und S20) im Nachhinein die RNA-
Konzentration bestimmt, jedoch hatten diese mit 10,9 IU/ml und 31,2 1U/ml die nied-
rigsten gemessenen HEV-RNA Konzentrationen tberhaupt. Die daraus entstehende
Blutkomponenten, im Fall von S20 sogar ein Apherese-Thrombozytenkonzentrat mit
hohem Plasmagehalt, hatten trotzdem maximal eine HEV-RNA-Konzentration von ab-

solut 4555 U enthalten und wahrscheinlich keine Infektion verursacht.

Beziiglich dieser Werte kann in der Arbeit von Vollmer et al. nachgelesen werden, dass
die niedrigste RNA-Konzentration, von der derzeit bekannt ist, dass sie zu einer trans-
fusionsassoziierten HEV-Infektion gefiihrt hat, 7,1 x 10° IU betrug. [110] Unter Beriick-
sichtigung der Art des Blutprodukts war die niedrigste RNA-Konzentration, die zu einer
transfusionsassoziierten HEV-Infektion gefiihrt hat 7,1 x 102 IU allgemein fir Throm-
bozytenkonzentrate, 3,6 x 10 IU fir Plasmaprodukte sowie 3,2 x 10* fiir Erythrozyten-

konzentrate.

Im Falle des oben erwahnten und nur in der Einzeltestung als HEV-RNA positiv detek-
tierten Blutproduktes kann also mit relativ grof3er Sicherheit davon ausgegangen wer-
den, dass die Gefahr einer HEV-Infektion zu vernachlassigen ist. Ubertragen auf die
weiteren nur in Einzeltestung als HEV-RNA positiv getesteten Spenden und die Si-
cherheit einer Pooltestung scheint die Gefahr einer ,Nichtidentifizierung“ von HEV-

RNA positiven Spenden also durchaus vertretbar zu sein. Die Pooltestung scheint
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somit gegentber der Einzeltestung bei Abwagung des Kosten-Risiko-Faktors zu favo-
risieren sein. Sollte daraus folgernd die Poolgré3e am UKSH noch weiter erhdht wer-
den? Hierdurch kdnnten moglicherweise irrelevante, da nicht Gbertragbar, Infektionen
beim Spender tUbersehen werden, unnétige Poolauflosungen vermieden und aul3er-

dem Kosten gespart werden

Allerdings hatte eines der HEV-RNA positiven Blutprodukte dieser Arbeit, das bei sei-
nem Empfanger (Empfanger 9) mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer HEV-Infektion
gefuhrt hat, eine HEV-RNA-Konzentration von 593 IU/ml. Berechnet auf das entstan-
dene Blutprodukt (PTK) enthielt es absolut zwischen 8.302 und 11.267 U HEV-RNA.
Bezogen auf die relative HEV-RNA-Konzentration lag es mit 593 IU/ml damit nicht nur
unterhalb der vom PEI geforderten Nachweisgrenze (2000 IU/ml), sondern auch un-
terhalb der 95% Nachweisgrenze (893 IU/ml) der in dieser Arbeit verwendeten 48er
Pooltestung. Im 48er Pool kann jedoch auch unterhalb dieser Grenze noch relativ si-
cher HEV-RNA detektiert werden. Die 50 % Nachweisgrenze der hier verwendeten
HEV-NAT liegt bei 187 IU/ml und somit werden auch Spenden mit niedrigeren RNA-
Konzentrationen detektiert, wie eben die hier erwéhnte Spende. Lediglich die Wahr-
scheinlichkeit hierfur ist geringer. Und schaut man auch hier weiter auf den Empfanger
und die zum damaligen Zeitpunkt rund um die Transfusion des HEV-RNA positiven
Blutproduktes erhobenen klinischen Daten finden sich keine Symptome oder Be-
schwerden, die auf eine HEV-Infektion schliel3en lassen. Es ist also im Rahmen des
Moglichen, dass diese Infektion asymptomatisch verlaufen ist und keine klinischen Fol-
gen fur den Empfanger hatte. Da jedoch nur zwei NUP nach der Transfusion des HEV-
RNA positiven Blutproduktes vorlagen und diese beide HEV-RNA positiv getestet wur-
den, kann nicht eindeutig beurteilt werden, ob die Infektion nicht vielleicht doch einen

chronischen Verlauf genommen hat.

Entsprechend ist die Testung im 48er Pool als ausreichend sicher zu betrachten, da
mit dieser Poolgréfie HEV-RNA-Konzentrationen in dieser Grol3enordnung zuverlas-
sig detektiert werden. In diesem Zusammenhang ware es dartber hinaus sogar még-
lich die Poolgrdfl3e auf 96 Spenderproben zu erweitern. Dadurch wirde sich die 95%
Nachweisgrenze zwar von vorher 893 IU/ml auf 1.786 IU/ml erh6hen, lage somit aber
immer noch unter der vom PEI geforderten Mindestgrenze. Lediglich die Wahrschein-
lichkeit darunter liegende HEV-RNA-Konzentrationen zu detektieren wirde im Ver-
gleich zur 48er Pooltestung sinken. Da die Relevanz dieser HEV-RNA-
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Konzentrationen aber wie hier diskutiert wahrscheinlich zu vernachlassigen ist stellt

auch die Testung im 96er Pool ein weitestgehend sicheres Screeningverfahren dar.
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6 Zusammenfassung

Fragestellung:

Seit dem 1. Januar 2020 ist es in Deutschland vorgeschrieben, alle Blutspenden auf
Hepatitis-E-Virus (HEV)-RNA zu testen. Allerdings ist diese Mal3hahme nicht unum-
stritten. Andere Lander haben sich gegen ein routinemalfiges Screening entschieden.
Um den Nutzen dieser Malinahme abzuschétzen, wurde im Institut fur Transfusions-
medizin retrospektiv die Rate der HEV-Ubertragung durch Blutprodukte vor Einfiihrung

der Testpflicht untersucht.

Material und Methoden:

Alle zwischen dem 26.05.2017 und dem 31.12.2018 am UKSH geleisteten Blutspen-
den wurden retrospektiv mittels Nukleinsaureamplifikationstest (NAT) in Minipools mit
bis zu 48 Proben auf HEV-RNA getestet.

Reaktive Minipools wurden aufgelést und nach Identifizierung des betroffenen Spen-

ders wurden die Empfanger der Blutprodukte identifiziert.

Bei einigen Empfangern standen Nachuntersuchungsproben (NUP) vom Tag der
Transfusion und im Verlauf danach zur Verfiigung. Ob eine Ubertragung von HEV
durch Transfusionen stattgefunden hat, wurde durch NAT-Tests sowie Antikdrpertests

der NUP der Empfanger untersucht.

Klinische Verlaufe der Empfanger der HEV-RNA positiven Blutprodukte wurden an-
hand von Krankenakten beurteilt.

Ergebnisse:

Es konnten von 75.905 Blutspenden 85 HEV-RNA-positive Spenden detektiert werden
(0,1%). 139 HEV-RNA positive Blutprodukte wurden transfundiert. Von 28 Empfangern
standen NUP zur weiteren Analyse zur Verfigung. 19 dieser Empfanger zeigten keine
Anzeichen einer Infektion. Bei drei Empfangern wurde schon zum Zeitpunkt der Trans-
fusion Anti-HEV-1gG nachgewiesen. Drei Empfanger zeigten erst nach der Transfusion
erstmals Anti-HEV-IgG, es konnte jedoch keine HEV-RNA nachgewiesen werden. Bei
zwei der Empfanger konnte dann nach der Transfusion HEV-RNA nachgewiesen wer-

den, der Verlauf der Infektion war jedoch blande.
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Diskussion:

Nur bei zwei von 28/27 Patienten (7,1/7,4 %) war HEV-RNA nach der Transfusion
eines HEV-RNA-positiven Blutproduktes nachweisbar. Daher war die Ubertragungs-
rate von HEV durch Transfusionen niedriger als aufgrund bisher verdoffentlichter Daten
erwartet. Selbst Spenden mit hoher HEV-RNA Konzentration fuhrten nicht zu einer
Infektion der Empfanger der Blutprodukte. Daher ist die Relevanz des HEV in der
Transfusionsmedizin als eher gering einzuschétzen. Es kénnte daher angebracht sein,
das Kosten-Nutzen-Verhaltnis des Screenings auf HEV-RNA neu zu bewerten und
sollte ein Screening erforderlich sein, dies auf jeden Fall in Form einer Pooltestung

durchzufiihren.
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8.3 Abstract fiir den Jahreskongress der deutschen Gesellschaft
fur Immunhamatologie und Transfusionsmedizin (DGTI) vom
11. - 13.09.2024 in Dusseldorf

Low transmission rate of hepatitis E virus by transfusion

Authors: Nele Maxi Sommer-Strunck, Petra Glessing, Siegfried Gorg, Holger Hennig,
David Juhl

Background

Since 1 January 20201, testing of all blood donors for hepatitis E virus (HEV) RNA is
mandatory in Germany. However, this measure is not without controversy. Other coun-
tries have decided against routine screening. [1, 2] To estimate the benefit of this
measure, the rate of HEV transmission through blood products before the introduction
of mandatory testing was investigated retrospectively in our institution.

Methods

All blood donations given between 26th May 2017 and 31st December 2018 were ret-
rospectively tested for HEV RNA by NAT (cobas HEV, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) in minipools up to 48 samples.

Reactive minipools were resolved and after identification of the affected donor, recipi-
ents of the blood products were identified. For some recipients, archive samples that
have been collected at the day of transfusion and additional samples collected there-
after, were available for follow-up. Whether a transmission of HEV-RNA by transfusion
has occurred, was investigated by NAT-testing as well as antibody testing of the recip-
ients archive samples (ELISA IgG, EUROIMMUN, Lubeck, Germany).

Clinical courses in HEV-infected patients were assessed by medical records.

Results

75,905 blood donations were given by 23,703 donors. 85 HEV-RNA positive donations
from 76 donors were identified. This represents 0.12% of all blood donations and
0.32% of donors. 139 HEV-positive blood products were transfused. From 30 recipi-
ents archive samples were available for further analysis. 3/30 (10 %) patients, 1gG-
antibodies were detectable already before transfusion. IgG antibodies were detected
in 6/30 (22,2 %) recipients of RBC/PC/FFP, but HEV RNA was also detected in only
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one of these recipients after transfusion of RBC. She had no other laboratory or clinical
signs of hepatitis, the clinical course was uneventful.

Conclusion

In six (22,2 %) of the previous HEV antibody-negative patients, HEV-IgG antibodies
could be detected after transfusion, in five of them probably due to passive antibody
transfer. In only 1/27 (3.7 %) presumably susceptible patient, HEV-RNA was detecta-
ble after transfusion of a HEV-RNA positive RBC. Therefore, the transmission rate of
HEV by transfusion was lower than expected based on the data available [3]. It may
therefore be appropriate to reassess the cost-benefit ratio of HEV-RNA testing.

1. Harritshgj, Lene Holm, u. a. ,Low transfusion transmission of hepatitis E among 25,637
single-donation, nucleic acid-tested blood donors®. Transfusion,56,2225-32.

2. Faddy, Helen M., u. a. ,International review of blood donation nucleic acid amplification
testing“. Vox Sanguinis, 2024,119,315-325.

3. Heuwitt, Patricia, u. a. ,Hepatitis E virus in blood components: a prevalence and trans-
mission study in southeast England®. Lancet 2014,384,1766—73.
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8.4 Poster fiur den Jahreskongress der deutschen Gesellschaft fur
Immunhamatologie und Transfusionsmedizin (DGTI) vom 11. -
13.09.2024 in Dusseldorf

UK
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Background: Since 1st January 2020, testing of all blood donors for hepatitis E virus (HEV) RNA is mandatory in Germany. To estimate the
benefit of this measure, the rate of HEV transmission through blood products before the introduction of mandatary testing was investigated
retrospectively.

Methods: All blood donations given between 26th May 2@17 and 31st December 2018 were retrospectively tested for HEV RNA by qualitative
NAT (cobas HEV, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) in minipaols up to 48 samples.

Reactive minipools were resolved and recipients of the blood products were identified. For some recipients, archive samples that have been
collected at the day of transfusion or before and additional samples collected thereafter, were available for follow-up. Whether a
transmission of HEV by transfusion has occurred, was investigated by qualitative NAT-testing as well as antibody testing (HEV ELISA IgG,
EUROIMMUN, Libeck, Germany) of the recipients archive samples.

Results: 75,905 blood donations were given by 23,703 donors. 85 HEV RNA-pasitive donations from 76 donors were identified (figure 1). This
represents @.12% of all blood donations and @.32% of donors. 139 HEV RNA-positive blood products were transfused. From 3@ recipients
archive samples were available for further analysis (figure 1). 28/3@ (66.7 %) recipients had no evidence for an HEV infection before or after
transfusion. In 3/30 (10.0 %) recipients, anti-HEV IgG was detected already at the time of transfusion. In 5/3@ (16.7 %), weak and transient
IgG antibodies against HEV were detectable, but no HEV RNA. In 2/30 (6.7 %) recipients (table 1, table 2), HEV RNA was detectable after
transfusion of an HEV RNA-positive blood product {red bloed cell concentrate [RBC] and pooled platelet concentrate [PC], respectively). No
clinical signs of hepatitis occured in the two recipients.

75,905 donations from 23,703 donors |
‘ 75,820 donations from 23,627 donors negative for HEV RNA
| 85 donations /76 donars HEV RNA-positive |
\ 194 HEV RNA-pasitive blood products \
‘ 55 fresh frozen plasmas for fractionation '7
‘ 109 recipients — no archive samples available |

I 30 recipients — archive samples available ‘
| 20 recipients without evidence of infection

| 10 conspicuous donors
I I 1

Unliklely infection Infection unclear Likely infection
3 recipients positive for anti- | 5 recipients positive for 2 recipients positive for HEV RNA
HEV IgG already at the time of anti-HEV 1gG after
figure 1 transfusion transfusion-negative
NAT
-4 +55 +84 +559 @ +45 +52
negative positive negative not tested not tested positive positive
negative  negative positive positive not tested negative negative
0.2 0.6 4.4 15 not tested 0.2 0.1
40 (< 35) 20 27 24 18 (< 35) 26 21
31 (< 35) n 18 18 33 (< 35) 38 31
22 (< 40) <7 not tested not tested 43 (< 40) 46 190
table 1 table 2
recipient 1 of an HEV RNA-positive RBC recipient 2 of an HEV RNA-pasitive PC

Conclusion

In only 2/30 (6.7 %) recipients, a transfusion-transmitted HEV-infection was very probable without overt signs of hepatitis. This is a lower
rate of transfusion-transmitted HEV infection than described elsewere (1). Reasons might be an HEV RNA concentration in the blood product,
that was to low for infection (2). Reassessment the cost-benefit ratio of HEV RNA testing in blood donors might be reasonable, but at least,
reduction of the detection limit (2.8@0 IU HEV RNA/mL/single donation) seems inappropriate.

Wissen schafft Gesundheit

References:
1. Hewitt PE et al. Hepatitis E virus in blood components: a prevalence and transmission study in southeast England. Lancet 2@14
2. Tedder RS et al. Hepatitis E: pigs or blood — that is the question. TRANSFUSION 2@17.
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