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Wissenschaft und Fortbildung
Nachweis von HBsAg-lmmunkomplexen
in kommerziellen Immunglobulinen
M. Uppenkamp, G. Höltz und R. v. Lohr

Aus dem Paul-Ehrlich-lnstitut, Bundesamt für Sera und Impfstoffe (Präsident: Prof. Dr. med. H. D. Brede)

Zusammenfassung:
Es wurden 34po/yva/ente Immunoglobulinpräparate zur i.m. und i.v. Anwendung verschiedener Hersteller und ver-
schiedener Chargen sowie 9 spezifische Tetanus-lmmunglobulinpräparate auf das Vorhandensein von HBsAg-lm-
munkomplexen untersucht Möglicherweise vorhandene Immunkomplexe wurden vorher mit der sauren Dissozia-
tionsmethode gespalten. Der anschließende Nachweis von HBsAg erfolgte mit dem von uns modifizierten
AUSR/A* //- 725- Test der Firma Abbot Von den polyvalenten Immunglobulinen wurden 22 positiv für HBsAg ge-
funden. Von den spezifischen Immunglobulinen waren 3 positiv.

Schlüsselwörter:
HBsAg - Immunkomplexe - Saure Dissoziation - Kommerzielle Immunglobuline

Summary:
34 polyvalent immunoglobulin preparations for Lm. and i.v. application from various manufacturers and different
lots as well as 9 specific tetanus-immunoglobulin were studied in regards to HBsAg immune complexes. The immune
complexes were separated by acidic dissociation, and the presence for HBsAg was demonstrated by a modified
AUSRIA* I1125 test from Abbott 22 of the polyvalent immunoglobulin preparations were found to be positive for
HBsAg where as only 3 of the specific preparations were positive.

Keywords:
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Einleitung
Zirkulierende HBsAg-anti-HBs Immunkomplexe wurden bei
verschiedenen Formen der HBV Infektion nachgewiesen (1-
3). Es wurde außerdem die Schwere der Erkrankung in
Zusammenhang mit der akuten immunologischen Schädi-
gung der Leberzellen durch die Immunkomplexe gebracht
(4, 5). Die pathogenetische Rolle der zirkulierenden Immun-
komplexe bleibt jedoch bei der entzündlichen Lebererkran-
kung unklar (6-9). Mit dem steigenden Interesse an Immun-
komplexen und ihrer pathogenetischen Rolle wuchs auch die
Zahl der Nachweismethoden für die Immunkomplexe (10,
11).
Zu den wichtigsten Antigen-unspezifischen Methoden ge-
hören :
Die Präzipitation mit Poiyäthylenglycol (12 13), der C1q-
Bindungstest (14,15), der Rheumafaktorenbindungstest (16,
17), der Bindungstest mit RAJI-Zellen (18, 19) und neuer-
dings die Lasernephelometrie (20). Ein spezifischer Nachweis
von Immunkomplexen gelingt dann, wenn das im Immun-
komplex enthaltene Antigen bekannt ist und das Antigen aus
dem Immunkomplex abgespalten und anschließend nachge-
wiesen wird. Zur Spaltung der HBs-Immunkomplexe wurde

eine modifizierte saure Dissoziation nach Geserick (21, 22)
angewendet.

Material und Methoden
Die Wirksamkeit der Methode wurde an in vitro hergestellten
Komplexen geprüft. Dazu wurde als HBsAg das nationale
Referenzmaterial des Paul-Ehrlich-lnstituts und ein hochtitri-
ges Hepatitis B Immunglobulin mit bekanntem Gehalt an
internationalen Einheiten verwendet (Inkubation 1 Std. bei
45°C). Die so hergestellten Immunkomplexe wurden mit
Glycin-Puffer (0,1 mol Glycin, 0,1 n NaCI + 0,1 n HCI pH-
Wert 1,2) auf einen pH-Wert von 2,4 angesäuert, 5min bei
Raumtemperatur geschüttelt und anschließend 5min bei
+70e C im Wasserbad inkubiert. Zur anschließenden Neutrali-
sation wurde 0,1 n NaOH verwendet. Bei dieser Behand-
lungsweise wird aus den Komplexen so wenig wie möglich
Antigen immunologisch zerstört und so viel wie möglich an
Antikörpern. Unter diesen Bedingungen gehen 30% der
Bindungsfähigkeit des HBsAg Subtyp ad verloren, für den
Subtyp ay kann keine eindeutige Abnahme der Reaktionsfä-
higkeit beobachtet werden. Der Antikörper wird unter diesen
Bedingungen zu 88% zerstört. Die Untersuchungen auf



214 Lab.med. 6: 214 (1982) Wissenschaft und Fortbildung

5

4 ·

3

2.1 ·

1 · i

rh

[

i 4-H-

r
'

T

1
rt t

t
Trh

-h

- rf + 41\4 •HÜ
4ikf-

4iT

Abb. 1: Saure Dissoziation
von 34 polyvalenten Immun-
globulinen 5 verschiedener
Hersteller (A, B. C. D, E) und
Nachweis des freigesetzten
HBsAg mit dem AUSRIA· //-
725. Alle Präparate, deren
Standardabweichung 1 s
über dem errechneten Grenz-
wert G liegen, sind als
HBsAg positiv einzustufen
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>. 2: Saure Dissoziation von 9 spezifischen/mmung/öbu/i-
nen (Tetanus-lmmunglobulin) 3 verschiedener Hersteller (A,
B, F) mit anschließendem Nachweis des freigesetzten HBsAg
mit dem AUSRIA® //- 725. Alle Präparate, deren Standärdab-
weichung —1s über dem errechneten Grenzwert G -> liegen,
sind als HBsAg positiv einzustufen

HBsAg wurden mit dem AUSRIA® 11-125, die auf anti-HBs
mit dem AUSAB® der Firma Abbott gemacht Die Berech-
nung des Grenzwertes (cut off) wurde gegenüber der Ar-
beitsanleitung des Herstellers etwas verändert. So hat es
sich als notwendig erwiesen, die negativen Kontrollen des
Herstellers ebenso der kombinierten Säure- und Hitzebehand-
lung zu unterwerfen, da die Impulsraten (Ipm) nach Behand-
lung etwa doppelt so hoch waren.
Die Berechnung des Grenzwertes nach den Vorschriften des
Herstellers erfolgt durch Bestimmung des Mittelwertes der
negativen Kontrollen und durch Multiplikation dieses Mittel-
wertes mit dem Faktor 2,1. Als statistische Grundlage dient
dazu die Formel:
^ _ 7 r V K - xG ^ X + -IÖÖ-
G = Grenzwert

= Mittelwert der Negativkontrolle
VK = Variationskoeffizient
Der Faktor 2,1 entsteht durch Verwendung der 7fachen
Standardabweichung und eines maximalen Variationskoeffi-
zienten von 15%. Zum Nachweis von HBsAg aus Immunglo-
bulinen kommerzieller Hersteller wurde als Negativkontrolle
die behandelte Negätivkontrolle verwendet. Der VK wurde bei
der Bestimmung des Grenzwertes für die einzelnen Präparate
individuell berücksichtigt. Wurde bei der Bestimmung eines
kommerziellen Immunglobulins ein VK von 30% gefunden, so
war der Faktor zgr Berechnung des cut off 3,1.

Ergebnisse
Es wurden 34 polyvalente Immunoglobuline verschiedener
Hersteller und verschiedener Chargen untersucht (Abb. 1).
Es wurden außerdem 9 Tetanus-lmmunglobuline verschiede-
ner Hersteller und verschiedener Chargen untersucht
(Abb. 2). Abb. 1 zeigt daß von 34 polyvalenten Immunglobu-
linen zur i,m. und i.v. Anwendung bei diesen Versfuchsbedin-
gungen 22 positiv für HBsAg sind. 3 von 9 spezifischen Im-
muhglöbulinen sind ebenfalls positiv für HBsAg. Alle diese
Präparate reagierten ohne Behandlung im normalen Radio-
immunoassay nicht positiv für HBsAg. Ein Teil der positiv
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Abb. 3: Bestätigungstest der positiv reagierenden po/yva/en-
ten und spezifischen Immunglobuline (E, D, F) verschiedener
Hersteller unter Verwendung eines hochtitrigen HBs-Antikör-
perpräparates. FKS: Fötales Kälberserum. Alle Immunglobu-
linpräparate liegen unter dem 2, fachen des Mittelwertes der
nativen negativen Kontrollen

reagierenden polyvalenten und spezifischen Immunglobuline
wurden einem Bestätigungstest unterzogen. Dabei wurden
die Präparate nach der sauren Dissoziation eine Stunde bei
- -45'C mit einem hochtitrigen H Bs-Antikörper inkubiert.
Die anschließende Messung in AUSRIA® 11-125 ergab kei-
nen Nachweis für HBsAg (Abb.3). Somit kann angenom-
men werden, daß der vorherige positive Befund spezifisch
war.
Diskussion
Als hepatitissicher werden Immunglobulinlösungen angese-
hen (23), sofern sie nach der COHN-Fraktionierung gewon-
nen werden. Dennoch gibt es auch hier Fälle, in denen H BsAg
in Immunglobulinpräparaten nachgewiesen wurde (24-26)
und sogar H B V-Infektionen nach Gabe von Immunglobulinen
auftraten (27, 28).
Für polyvalente Immunglobuline werden Plasmapools von
mehr als 1000 Spendern benötigt. Diese enthalten bei einem
Durchseuchungsgrad der Bevölkerung an anti-HBs von 8%
unterschiedliche Mengen an anti-HBs und möglicherweise
auch HBsAg, welches durch die meist im Überschuß vorhan-
denen H Bs-Antikörper neutralisiert wird und somit auch mit
sehr empfindlichen Nachweismethoden (RIA) nicht gefun-
den werden kann (29-30). Bei diesen HBs-lmmunkomple-
xen kann es sich wahrscheinlich nicht um infektiöse Partikel
handeln, da H B V-Infektionen nach Gabe von Immunglobuli-
nen sehr selten sind (30, 32).
Durch eine routinemäßige Nachkontrolle von Probanden, die
polyvalente Immunglobuline erhalten, mußte geprüft werden,
ob Serokonversion im Sinne einer passiv-aktiven Immunisie-
rung zu anti-HBs auftritt, ohne Nachweis von HBsAg und
temporärem Ausfall des anti-HBs-Nachweises. Dies wäre
dann ein Beweis für eine aktiv-passive Immunisierung (26). In
erster Linie kann jedoch angenommen werden, daß die dem
Körper zugeführten HBs-lmmunkomplexe nicht gespalten
und enzymatisch abgebaut werden und nicht in Antigen und

Antikörper dissoziieren (32). Eine möglicherweise auf-
tretende Erkrankung müßte daher eindeutig abgesichert und
andere Infektionsmöglichkeiten ausgeschlossen werden.
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