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Prävalenzbestimmung von Hepatitis G Virus in
Piasmapools und Plasmapoolpräparaten
Prevalence of Hepatitis G Virus in Plasma Pools and Products

H. F. Rabenau1, H. Kawara1, H. W. Doerr1, B. Weber1·2

Zusammenfassung: Trotz der Spenderauswahl, des
serologischen Screenings der Blutspenden auf anti-
HIV-1, anti-HIV-2, anti-HCV und HBsAg, Inaktivie-
rungs- und Eliminierungsverfahren bleibt ein Restrisi-
ko für hämatogen übertragbare Viren bei Plasmapools
und den daraus hergestellten Präparaten. Als zusätzli-
che Screeningmethode zur Erhöhung der Virussicher-
heit wird inzwischen die Testung der Einzelspende
bzw. von Minipools auf HCV-RNA verlangt. In der
vorliegenden Arbeit wurden 142 HBsAg, anti-HCV-
und anti-HI V-11-2 negative Plasmapools, sowie Plas-
mapräparate (Imrnunglobulinpräparat und F IX Präpa-
rat), welche sum Teil aus für HGV-RNA PCR-positi-
ven Ausgangspools hergestellt worden waren, mittels
PCR auf das Vorhandensein von HGV-Nukleinsäure
untersucht. Alle untersuchten Pools bzw. Plasmapräpa-
rate stammten von Spenden zwischen 1994 und 1996,
also vor der Einführung der genannten Pflichttestung
auf HCV-RNA. HGV-RNA wurde in 117 der 142
Plasmapools (82,4%) amplifiziert. Allerdings war
HGV-RNA nur in einer (6,3%) von 16 IgG-Chargen
aus für HGV-Nukleinsäure positiven Kryoüberständen
nachweisbar. In 2 (6,5%) von 31 unselektierten Im-
munglobulinpräparaten war eine HGV- Kontamination
vorhanden. Eine routinemäßige Anwendung der PCR
ist zur Zeit aus technischen sowie Kosten-Nutzen-
Überlegungen für HGV nicht zu empfehlen, solange
die klinische Relevanz nicht gesichert ist. Die Ergeb-
nisse unterstreichen die Wichtigkeit der im Herstel-
lungsprozeß integrierten Viruseliminierungsverfahren,
denn bei der vorliegenden Studie konnte nur in einem
geringen Anteil der Endproduktchargen HGV-Nukle-
insäure nachgewiesen werden.
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Summary: Despite donor selection, screening of do-
nated blood for anti-HIV-1, anti-HIV-2, anti-HCV and
HBsAg, inactivation and elimination processes, there
is still a residual risk of haematogenic transmission of
viruses by plasma pools and products. Individually do-
nated units and mini pools are now required to be test-
ed for HCV-RNA as an additional screening method to
reduce the risk of viral contamination. In the present
study, 142 HBsAg, anti-HCV and anti-HIV-l/-2 nega-
tive plasma pools and derived products (immunoglob-
ulin preparation and F IX preparation) were tested by
PCR for the presence of HGV RNA. A certain propor-
tion of the starting pools were contaminated with
HGV. All pools and plasma preparations tested were
derived from blood donated between 1994 and 1996,
before mandatory testing for HCV-RNA was intro-
duced. HGV RNA was detected in 117 (82.4%) of 142
plasma pools. However, HGV-RNA could be detected
in only one (6.3%) of 16 IgG batches from cryosuper-
natants yielding HGV. Two (6.5%) of 31 unselected
immunoglobulin preparations were contaminated with
HGV RNA. At present, the routine use of PCR is not
recommended out of both technical and cost/benefit
considerations. PCR screening is not justifiable for
HGV since its clinical relevance has not been estab-
lished. The results underline the importance of the
virus elimination methods integrated in the production
process, since HGV could be detected only in a limit-
ed proportion of end product batches in the present
study.

Keywords: viral contamination, plasma pools and
products, Hepatitis G virus, polymerase chain reaction
(PCR).

H umanplasma ist ein weitverbreitetes Ausgangsma-
terial für die Herstellung biologisch aktiver Phar-

mazeutika, wie z.B. Albumine, Immunglobuline, Ge-
rinnungsfaktoren (Faktor VIII; Faktor IX) und PPSB
(Prothrombin + Prokonvertin + Stuart-Prower-Faktor
+ antihämolytisches Globulin).

Zur Gewinnung einzelner Plasmapräparate als The-
rapeutika werden bis zu mehreren 10.000 Plasmaein-
zelspenden gepoolt und aus diesem Pool mittels geeig-
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neter Reinigungs- und Konzentrierungsmethoden die
gewünschten Proteine isoliert. Durch sorgfaltige Spen-
derauswahl und Testung jeder einzelnen Blutspende
auf Antikörper gegen das Humane Immundefizienz
Virus (HIV)-.l, HIV-2, das Hepatitis C Virus (HCV)
und Oberflächenantigen des Hepatitis B Virus (HBV)
(HBsAg), konnte das Risiko einer Virusübertragung
durch Plasmapräparate erheblich gesenkt, jedoch nicht
eliminiert werden. Auch für Bluttransfusionen konnte
das Restrisiko reduziert werden. Es wird in Deutsch-
land für HBV mit 1:20.000 - 1:232.000 [l, 2], für HIV
mit 1:300.000 - 1:1.889.000 angegeben [1-4] und für
HCV mit etwa 1:5.000 - 1:113.000 [1]. Neuere Zahlen
schätzen das transfusionsassoziierte Restrisiko für
HCV in Deutschland auf 1:120.000 je Blutspende.

Neben den .drei in der Transfusionsmedizin beson-
deres relevanten Viren können jedoch auch eine Reihe
weiterer virämisch auftretender Viren ein Risikopoten-
tial darstellen. Hierzu zählen das Hepatitis A-Virus
(HAV), Hepatitis D-Virus (HDV), Hepatitis G-Virus
(HGV), Parvovirus B19, das Cytomegalievirus
(CMV), Epstein Barr-Virus (EBV), die Humanen Her-
pesvirus- Typen 6 (HHV 6), 7 und 8 (HHV 7 / HHV
S), die humanen T-Zell-Leukämie-Viren I und II
(HTLV I/II), das TT Virus (TTV) [5] und das erst
kürzlich entdeckte SEN-Virus [6].

Außer der Spenderauswahl und dem Screening der
Blutspenden auf Virusmarker spielen Inaktivierungs-
bzw. Eliminierungsverfahren eine wichtige Rolle in
der Produktion von virussicheren Präparaten. Die am
häufigsten eingesetzten Verfahren sind Solvent/Deter-
gent-(S/D)-Behandlung, thermische Inaktivierung
(Pasteurisierung, Trockenerhitzung und Dampfbehand-
lung), Kaltsterilisation mit ß-Propriolacton und gleich-
zeitiger UV-Bestrahlung. Die Einführung solcher Ver-
fahren hat gezeigt, daß sie zur Prävention von Post-
tran sfusions-Infe ktionen sehr effektiv sind. Studien
aus den USA und Großbritannien belegen, daß 12,5 bis
25% der nicht virusinaktivierten Faktor-VHI-Präpara-
te, die aus der Zeit vor der Einführung der anti-HIV
Screeningtest stammen, mit HIV kontaminiert waren
[7-9]. Analoge Untersuchungen an nicht virusinakti-
vierten Faktor-VIII-Konzentraten auf HCV zeigten,
daß diese Konzentrate zu 82-100% HCV-RNA aufwie-
sen [10-12]. Als Resultat der Einführung des Spender-
screenings und der Virusinaktivierungsmethoden ist
keiner der nach 1987 geborenen Hämophilen in
Deutschland mit HIV infiziert worden [13].

Problematisch bei diesen Verfahren ist die Balance
zwischen maximaler Virusinaktivierung bei gleichzei-
tiger Aufrechterhaltung der biologischen Aktivität der
Gerinnungsfaktoren. Der Ansatz, die Gerinnungsfakto-
ren mit Stabilisatoren zu schützen, ist schwierig, da
die Stabilisatoren auch auf die Viren schützend wirken
können [14].

Eine Reihe von Studien beschäftigte sich in den letz-
ten Jahren mit der Prävalenz und Relevanz von HIV,
HCV und HBV in der Transfusionsmedizin. In der vor-
liegenden Studie werden ähnliche Betrachtungen für
das Hepatitis G-Virus durchgeführt. Als Erreger der

PTH wurde auch das Hepatitis G-Virus (HGV/GBVC)
beschrieben [15, 16]. Dabei handelt es sich um ein
RNA-Virus, das zur Familie der Flaviviridae zählt und
dessen Genom aus ca. 9.392 Nukleotiden besteht. Die

. Übertragungswege vom HGV sind nicht vollständig
geklärt. Die Transmission durch Blut und Blutprodukte
wurde vielfach beschrieben [11, 17]. Ob eine Infektion
mit diesem Virus tatsächlich zu einer Erkrankung führt,
ist gegenwärtig noch umstritten. Das Virus konnte zwar
bei einigen Fällen einer akuten Hepatitis nachgewiesen
werden [15, 18], doch ist nicht gesichert, ob es auch die
Ursache war [19]. Berichte aus Japan über eine Asso-
ziation des Virus mit fulminanter Hepatitis [20] konn-
ten von anderen Autoren nicht bestätigt werden. Die
einzige derzeit zuverlässige Nachweismöglichkeit ist
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Mit ihr ist es
gelungen, das Virus in 1-2% der gesunden Blutspender
nachzuweisen [15, 19, 21]. Ein routinemäßiger Einsatz
der HGV-PCR im Blutspendewesen ist bislang nicht
vorgesehen und wäre nur dann sinnvoll, wenn das
HGV in der Tat eine Hepatitiserkrankung verursachen
kann, doch ist die klinische Relevanz der HGV-Infek-
tion noch immer fraglich [22].

Zur Erfassung der Prävalenz und um das Restrisiko
abzuschätzen, wurden 142 Plasmapools (Spendezeit-
raum: April 1994 - September 1996) mit der PCR auf
Hepatitis G Virus (HGV)-Nukleinsäure untersucht.
Diese Pools waren aus HBsAg-, anti-HCV- und anti-
HIV negativen Spenden hergestellt worden. Es wurden
zusätzlich die Kryoüberstände, in deren Ausgangsplas-
mapools HGV-Nukleinsäure nachzuweisen war, erneut
mittels PCR auf HGV untersucht. Dadurch sollte ge-
prüft werden, inwieweit der bei der Herstellung von
Kryoüberständen angewandte Präzipitationsschritt zu
einer »Viruseliminierung beiträgt. In einem dritten
Schritt wurden dann die Produkte (Immunglobulin-
präparate bzw. F IX-Präparate), die aus virusnukle-
insäurehaltigen Krypüberständen gewonnen worden
waren, auf HGV-RNA getestet. Durch diese Vorge-
hensweise sollte eine Aussage über die dazwischenge-
schalteten Viruseliminierungs verfahren ermöglicht
werden. Abschließend wurde zur Abschätzung der vi-
ralen Nukleinsäurebelastung von Immunglobulin-
Präparaten eine randomisierte HGV-RNA-Prävalenz-
bestimmung mittels PCR durchgeführt.

Material und Methoden
Plasmapools, Faktor IX-Präparate und Immunglobu-
line
Die untersuchten Plasmaprodukte sind kommerziell er-
hältlich und wurden uns freundlicherweise vom Herstel-
ler zur Verfügung gestellt. Ferner wurden uns das dazu-
gehörige Ausgangmaterial (Plasmapools) und die Pro-
duktionszwischenstufen (Kryoüberslände) überlassen.

Die getesteten Plasmapools setzen sich aus 3.600
bis zu 12.000 Einzelplasmaspenden zusammen. Die
Einzelspenden werden vor ihrer Verarbeitung auf anti-
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HCV. HBsAg und anti-HIV getestet, innerhalb von 24
Stunden nach Gewinnung bei £ -30° C eingefroren
und dann bei einer Temperatur von £ -20° C gelagert.
Das Pooling der Ein/elspcndcn wird unmittelbar vor
der Weiterverarbeitung /um Bndprodukt durchgef hrt.
Bei dem Hersteller werden Pools verschiedener Her-
kunftsl nder verarbeitet. Dabei ist sichergestellt, da
jeder Pool nur Spenden aus einem Land beinhaltet.

Die F IX-Priiparate werden aus dem Kryo berstand,
der bei der Pr zipitation eines Plasmapools entsteht,
hergestellt. Das untersuchte Pr parat „F IX 250" setzt
sich zusammen aus: 10 ml L sungsmittel zur i.v.-In-
jektion, 280-500 mg Trockensubstanz: mit F IX (Akti-
vit t von 250 I.E.) angereicherte Humanplasmafrakti-
on (Gesamtproteingehalt 10 mg) und 25 I.E. Heparin
als Stabilisator. Die Pr paration erfolgt aus Pools, die
sich aus maximal 2.800 l Plasma zusammensetzen (bis
zu 12.000 Einzelspenden).

Zur Gewinnung virussicherer F IX-Pr parate bein-
haltet das Herstellungsverfahren virusinaktivierende
bzw. viruseliminierende Verfahren. In diesem Falle
wurde das Solvent-Detergent (S/D)-Verfahren verwen-
det. Dabei handelt es sich um eine Virusinaktivie-
rungsmethode, die nur gegen umh llte Viren gerichtet
ist, indem deren H lle gesch digt wird. Anf llig sind
also auch HBV, HCV und HIV.

Die i.v.-lmmunglobulinpr parate werden ebenfalls
aus dem Kryo berstand gewonnen, l ml L sung des
untersuchten Immunglobulinpr parates enth lt: 50 mg
Protein, davon mindestens 95% IgG, <100 ^ig IgA und
<100 ìg IgM. Die Pr paration erfolgt aus Pools, die
sich aus ber 3.600 Einzelspenden zusammensetzen.
Laut Herstellerangaben sind die IgG-Molek le weder
chemisch noch enzymatisch modifiziert. Das Pr parat
beinhaltet einen polymeren Anteil von <3% Immun-
globulinmolek len, sowie einen Anteil von Monome-
ren und Dimeren von > 90%. Zur Virusinaktivierung
beziehungsweise Viruseliminierung tragen im Herstel-
lungsproze folgende Schritte bei: Cohn-Fraktionie-
rung, Solvent-Detergent-Behandlung und Inkubation
bei niedrigem pH-Wert und definierter Temperatur.

HGV-RNA RT-PCR
Die Extraktion des HG V erfolgte aus 140 ìÀ Proben-
volumen unter Verwendung des QIAamp HCV-Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland). Nach der Lyse mit

dem Lyscpuffer (Guanidiniumisothiocyanat) wird die
RNA an eine Silikagel-S ulenmatrix gebunden, gewa-
schen und dann mit 50 ì l Wasser eluiert Die ansch-
lie ende reverse Transkription und Amplifizierung der
HGV-RNA wurde mit Hilfe des HGV PCR Testskits
(Roche Diagnostics, Penzberg) entsprechend den Her-
stellerangaben durchgef hrt und interpretiert: Hierzu
werden 10 ìÀ der extrahierten RNA in einem 20 ìÀ-
Ansatz [2,0 ìÀ 10 ÷ PCR Puffer II (ohne MgCL2. Per-
kin Eimer), 1,0 ìÀ Random Hexamers (50 ìÌ, Perkin
Eimer), 1,0 ul dNTP-Mix (20 mM), 1,0 ìÀ Ç2Ï, 4,0 ìÀ
MgCL2 (25 mM), 0,5 ìÀ RNasin (20 U/ìÉ. Perkin
Eimer), 0,5 ìÀ Rev. Trans. (MuLV, 50 U/ìÉ Perkin
Eimer)] zur reversen Transkription (15 min bei 42°C)
eingesetzt. Anschlie end werden die Proben w hrend
5 min auf 99°C erhitzt und nachfolgend bei 4°C ab-
gek hlt. 20 ìÀ der cDNA werden in einen PCR- Ansatz
[(18,6 ìÀ H2O, 5,0 ìÀ l Ox PCR-Puffer (Roche Diagno-
stics), 5,0 ìÀ HGV-Primer (Roche Diagnostics). 0,4 ul
Taq-Polymerase, 1,0 ìÀ Dig UTP (Roche Diagnostics)]
zur Amplifikation eingesetzt. Der Nachweis von HGV-
RNA erfolgt unter Verwendung von zwei Primerpaa-
ren, die an zwei unterschiedlichen Genregionen binden
(5V-NCR und NS5a) (siehe Tabelle 1).

Die PCR erfolgt nach folgendem Temperaturprofil:
5 min 95°C, 30 sec 94°C (Denaturierung), 30 sec 50°C
(Annealing) f r 35 Zyklen, 45 sec 72°C (DNA-Poly-
merase), 72°C 5 min und abschlie ende Abk hlung
bei 4°C. Die Detektion des Amplifikationsproduktes
erfolgte in einer mit Streptavidin beschichteten Mikro-
titerplatte, in der die Hybridisierung des Biotin-mar-
kierten Amplifikates mit einer spezifischen Sonde
stattfindet. Die Nachweisgrenze des Tests liegt bei ca.
1.000 Genomkopien/ml.

Ergebnisse
Untersuchungen der Pools mittels PCR auf HGV
Es wurden 142 Plasmapools, die aus HBsAg-, anti-
HCV- und anti-HIV-l/-2 negativen Plasmaspenden
hergestellt wurden, mittels PCR auf HGV-Nukleins u-
re untersucht. Hierbei ' zeigte sich, da 82,4%
(117/142) der Plasmapools mit HGV-RNA kontami-
niert waren, in 3 Pools (2,1%) konnte ein anf nglich

Tabelle 1 Verwendete Primer

Bezeichnung

NS5a-Primer 1
NS5a-Primer-2
NS5a Capture Probe
5* -NCR-Primer 1
5^-NCR-Primer 2
5^-NCR Capture Probe

bei der Amplifikation und Detektion von HGV (Linnen et al.,

Sequenz

5%-CTCTTTGTGGTAGTAGCCGAGAGAT-3%

5*-CGAATGAGTCAGAGGACGGGGTAT-3v

5H-Biotin GTTACTGAGAGCTCAGAT-3*
5x-CCGCCAAAAGGTGGTGGATG-3*
5*-CGACGAGCCTGACGTCGGG-3*
S'-BiotinGGTAGCCACTATAGGTGGG-^

1996)

Position

77-101
188-211
152-172
101-120
285-267
161-179
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positives PCR-Resultat in der Nachtestung nicht be-
stätigt werden (Tabelle 2).

Tabelle 3 zeigt die unterschiedliche Prävalenz von
HGV-RNA-Kontaminationeh, geordnet nach der Her-
kunft der Plasmapools. Für 110 der 142 untersuchten
Pools (77,5%) waren die Herkunftsländer wie folgt
aufgeteilt: 57 Pools aus Europa und 53 Pools aus den
USA. Die HGV-Prävalenz in den aus den USA stam-
menden Pools war deutlich höher als in den europäi-
schen Pools (84,9% versus 63,2%).

Untersuchung des Kryoüberstandes mittels PCR auf
HGV
Hier wurden Kryoüberstände mittels PCR auf HGV-
spezifische Nukleinsäure untersucht. Kryoüberstände
entstehen nach einem Präzipitationsschritt der Plasma-
pools bei der Herstellung von Plasmapräparaten. Die
jeweiligen Plasmapools der untersuchten Kryoüber-
stände zeigten mittels PCR eine HGV-RNA-Positi-
vität. Tabelle 4 zeigt, daß jedoch nicht in allen Kryo-
überständen eine HGV-Kontamination nachweisbar ist
( 9 7 / l 17 [82,9%]).

Tabelle 2 HGV-RNA-Prävalenz in 142 Plasmapools
aus verschiedenen Herkunftsländern (* = positives
Resultat, das in der Nachtestung nicht bestätigt
wurde)

PCR positiv (%) grenzwertig* (%) negativ (%)

HGV-RNA 117(82,4) 3(2,1) 22 (15,5)

Tabelle 3 Häufigkeit HGV-spezifischer Nukleinsäure-
Kontaminationen in Plasmapools geordnet nach der
geographischen Herkunft '

Herkunft der Pools "" ' HGV-PCR positiv (%)

Europa (n = 57)
USA (n = 53)
Gesamt (n = 110)

36 (63,2)
45 (84,9)
81 (73,6)

Tabelle 4 Untersuchung der aus HGV-RNA positiv
getesteten Pools stammenden Kryoüberstände mittels
PCR auf HGV-Nukleinsäure (* Anzahl der positiv
getesteten Pools und damit der untersuchten4 Kryo-
überstände) '

Resultat der PCR-Untersuchung Anzahl (%)
der Kryoüberstände n = 117*
positiv
negativ

97 (82,9)
20(17,1)

Untersuchung auf HGV-Nukleinsäure mittels PCR in
verschiedenen Immunglobulin- und F IX-Präparaten
HGV RNA war nur in einer (6,3%) von 16 Immunglo-
bulin-Chargen, die aus HGV-Nukleinsäure positiven
Kryoüberständen hergestellt wurden, nachweisbar. Le-
diglich vier.F IX Präparate, die aus HGV-positivem
Ausgangsmaterial hergestellt worden waren, konnten
auf HGV-RNA getestet werden. Dabei konnte in kei-
ner Probe Virusnukleinsäure nachgewiesen werden.

Prävalenzbestimmung von HGV-RNA in unselektier-
ten Immunglobulinpräparaten
Es wurden 31 Immunglobulinpräparate mittels PCR
auf die Präsenz von HGV-Nukleinsäure untersucht.
Hierbei war nicht bekannt, inwieweit der jeweils als
Ausgangsmaterial dienende Plasmapool mit Virusge-
nom kontaminiert war. Dabei konnte lediglich in 2
(6,5%) der untersuchten Proben HGV-RNA nachge-
wiesen werden.

Beurteilung der grenzwertigen Ergebnisse
Jeder positive PCR-Befund wurde erneut getestet. In
der vorliegenden Arbeit war in 3 Fällen (2,1% der Pro-
ben) die Nachtestung negativ bei zunächst positivem
Ergebnis. Ursächlich hierfür könnten sehr geringe
Mengen an Virusnukleinsäure in den betroffenen Plas-
mapools sein, so daß aus statistischen Gründen nicht
jede Probe virale Nukleinsäure enthält. Solche Proben
wurden in der vorliegenden Arbeit als ,,grenzwertig"
bewertet.

Diskussion
In der vorliegenden Studie wurden Plasmapools, die
aus bis zu 12.000 anti-HIV, anti-HCV und HBsAg ne-
gativ getesteten Einzelspenden zusammengestellt wur-
den, auf die Anwesenheit von HGV-Nukleinsäure un-
tersucht. Ferner wurden die Plasmaprodukte unter-
sucht, deren Ausgangsplasmapools als Virusnukle-
insäure-positiv in der PCR ermittelt wurden.

HGV-Genom konnte in 117 der 142 untersuchten
Pools (82,4%) nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
ist nicht überraschend, berücksichtigt man die Präva-
lenz des HGV von ca. 2% unter den Blutspendern und
die Größe bzw. die Zusammensetzung der Pools.

Wie schon in früheren Arbeiten zum Ausmaß der vi-
ralen Kontamination von HCV in Abhängigkeit von
der Herkunft der Plasmapools [23], konnte auch in un-
serer Studie ein Zusammenhang zwischen der Häufig-
keit einer Kontamination und der Herkunft der Pools
ermittelt werden. 57 der von uns getestetet Pools
kamen aus Europa, 53 Pools aus den USA. Dabei er-
wiesen sich Pools aus den USA zu einem deutlich
höheren Anteil als HGV-RNA positiv. Während 63,2%
der europäischen Pools HGV-RNA enthielten, konnte,
in 84,9% der US amerikanischen HGV-RNA delektiert
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werden. Dieser Unterschied war statistisch signifikant
(Fischer-Test, p = 0,016, Tabelle 3). Ursächlich hierfür
ist zum einen die höhere HGV-Pra'valenz in der ameri-
kanischen Spenderpopulation [24J. Zum anderen
scheint die „Spcndermotivation" von besonderer Be-
deutung. So wurde in einer Studie von Dmvson et al.
|25| beispielsweise eine höhere HCV-Seroprävalenzra-
te unter bezahlten amerikanischen Plasmaspendern
(10,1%) dokumentiert im Vergleich mit freiwilligen,
unbezahlten Spendern (0,4%).

Die Auswertung verschiedener epidemiologischer
Studien, die in Deutschland mittels Nukleinsäuream-
plifikationsverfahren an Blutspenden durchgeführt
wurden, erbrachte bei einer Gesamtzahl von
2.995.376, anti-HCV, anti-HIV, HBsAg negativen
Spenden in 73 Fällen ein HCV-RNA positives Resultat
(1:41.032). Dies entspricht dem kalkulierten Restrisiko
von 1:5.000-113.000 [26]. Bei einem Spendenaufkom-
men in Deutschland von.etwa 4 Millionen/Jahr resul-
tiert hieraus, daß rechnerisch von ca. 33 seronegativen
Spenden auszugehen ist, die HCV-RNA enthalten
könnten [23]. Konsequent erweise verlangt das Com-
mittee for Proprietary Medicinal Products (CPMP),
daß mit Wirkung ab 1.7.1999 alle Plasmapräparate nur
dann frei zu geben sind, wenn sie aus Plasmapools
hergestellt wurden, die auf HCV-RNA getestet und als
negativ befundet wurden [27]. Auch das Paul-Ehrlich-
institut [28, 29] verlangt mit Wirkung zum 1.4.1999,
daß nur noch Erythrozyten- und Thrombozytenkon-
zentrate in den Verkehr gebracht werden dürfen, die
ausschließlich unter Verwendung HCV-RNA negativer
Blutspenden hergestellt werden. Dabei ist die einzuset-
zende Nukleinsäure-Amplifikations-Methode so aus-
zulegen, daß eine HCV-Konzentration von 5.000
lU/ml (entspricht ca. 25.000 Genomäquivalenten/ml) -
bezogen auf die Einzelspende - nachzuweisen ist.

Bei Testung von aus HGV-RNA-PCR-positiven
Pools hergestellten Kryoüberständen, erwiesen sich
diese im hohen Prozentsatz (82,9%) ebenfalls als
PCR-positiv. Daß nicht alle Kryoüberstände PCR posi-
tiv waren, läßt eine Verteilung von Viren während des
Präzipitationsschrittes vermuten. Bereits 1992 unter-
suchten Yei et al. [30] Zwischenprodukte bei der Her-
stellung von Immunglobulinen. Hier konnten hohe
Mengen an HCV-RNA nachgewiesen werden. Nach
dem Präzipitationsschritt des Plasmapools (belastet
mit 1,4 l O7 HCV-Kopien/ml) wurden im Kryoüber-
stand noch eine Konzentration von 6 6 HCV-Ko-
pien/ml nachgewiesen.

In den von uns getesteten 16 Immunglobulin-Char-
gen, deren Pool und Kryoüberstand HGV-RNA bein-
haltet hatten, ließ sich nur in einem Fall (6,3%) ein po-
sitives PCR-Signal nachweisen. Auch in den 31 unse-
lektierten Immunglobulin-Chargen wurden nur in 2
(6,5%) Fällen HGV-RNA amplifiziert. Jarvis et al.
[11] wiesen bei nicht virusinaktivierten Präparate in
64% der untersuchten Plasmapräparate eine HGV-
Kontamination nach. Auch Berger et al. [31] unter-
suchten vier nicht virusinaktivierte Gammagardchar-
gen (durch sie war es zu HCV-Übertragungen gekom-

men) auf HGV-RNA. Allen Proben waren mit HGV
kontaminiert. Trotz der relativ hohen HGV-Prävalenz
in den nicht virusinaktivierten Präparaten sind nur
etwa 0-12,5% der mit den genannten Präparaten be-
handelten Patienten HGV-infiziert [ I I , 3l, 32]. Eine
mögliche Erklärung für die niedrige Prävalenz unter
diesen Patienten ist, daß die Immunglobulinpräparate
HGV-neutralisierende Antikörper (anti-E2) enthalten
[32]. Sowohl Tacke et al. [33] als auch Dille et al. [34]
beschrieben, daß der Nachweis von solcher Antikör-
pern mit dem Verlust an HGV-RNA korreliert und für
eine abgelaufe Infektion spricht.

Daß Immunglobuline ein potentielles Virusübertra-
gungsrisiko beinhalten können, verdeutlichen Beispie-
le aus der Vergangenheit. Hier kam es in mehreren
Episoden zur Übertragung von HCV [31, 35-38].

Ergänzend wurden in der vorliegenden Studie vier
virusinaktivierte F IX-Präparate auf HGV-RNA unter-
sucht, deren zugehörige Plasmapools und Kryoüber-
stände HGV-RNA aufwiesen. Alle F IX Konzentrate
waren negativ für HGV-RNA. Die Anzahl der von uns
untersuchten Präparate ist zu gering, um eine signifi-
kante Aussage treffen zu können. Sowohl Jarvis et al.
[11], als auch Garcta-Trevijano et al. [39] konnten
demgegenüber in 13% bzw. 14% der von ihnen unter-
suchten virusinaktivierten Gerinnungskonzentraten
HGV-RNA nachweisen. Im Vergleich dazu waren fast
alle von Jarvis et al. [11] untersuchten nicht virusinak-
tivierten Gerinnungspräparate HGV-RNA positiv.

Trotz der relativ hohen HGV-Prävalenz in den nicht
virusinaktivierten Gerinnungspräparaten konnte in
mehreren Studien nur eine relativ niedrige HGV-
Prävalenz, nämlich 12-24%, unter den Hämophilen,
die solche Präparate erhalten haben, nachgewiesen
werden [11, 15, 40, 41]. Das gleiche Patientenkollek-
tiv war hingegen nahezu vollständig HCV-positiv [11,
41-44]. Es ist auch bekannt, daß die Hämophilen, die
mit nicht-virusinaktivierten Gerinnungsfaktoren be-
handelt wurden, fast zu 100% mit HBV infiziert wur-
den. Die erstaunlich niedrige HGV-Prävalenz in die-
sem Patientenkollektiv wird darauf zurückgeführt, daß
möglicherweise;alle Plasmapools anti-HGV enthalten,
welche, wie bereits erwähnt, das HGV neutralisieren
und dadurch die Infektiosität verringern [32]. Zweitens
wird nach einer langen HGV-Virämiephase [45] das
Virus langfristig vom menschlichen Körper eliminiert.
Diese Hypothese wird dadurch gestützt, daß die Präva-
lenz von HGY-spezifischen Antikörpern höher als die
HGV-RNA in der Allgemeinbevölkerung ist. So konn-
te Tacke et al. [33] in 9% der Blutspenden HGV-spezi-
fische Antikörper nachweisen.

Zusammenfassend zeigen die Daten unserer Studie,
daß Groß-Plasmapools von Einzelspenden, die aus-
schließlich auf die Anwesenheit von virusspezifischen
Antikörpern bzw. HBsAg getestetet wurden, Restrisi-
ken einer viralen Belastung beinhalten. Erwartungs-
gemäß konnte in einem relativ hohen Anteil der gete-
steten Pools HGV-RNA nachgewiesen werden. Wäh-
rencl die Zweckmäßigkeit der Anordnung des Paul-
Ehrlich-Instituts Einzelspenden (bzw. daraus zusam-
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mengestellte Minipools) auf HCV-spezifische Nukle-
insäure mittels Nukleinsäure-Amplifikationstechniken
zu testen unzweifelhaft einen deutlichen Sicherheits-
gewinn bringt, ist eine solche Untersuchung für das
Hepatitis G-Virus und andere Viren (HAV, ggf. Parvo-
virus B19, CMV, SEN ) erst unter Einbeziehung wei-
terer Erfahrungen und der jeweiligen klinischen Rele-
vanz zu treffen. Gleichzeitig zeigen die Ergebnisse,
daß die routinemäßige PCR-Untersuchung der End-
produkte, deren Herstellungsprozeß Virusinaktivie-
rungs- und Viruseliminierungsschritte beinhaltet,
wenig zweckmäßig ist.
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