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I. Einleitung

1.1 Problem und Fragestellung

Nach Behandlung eines Dialysepatienten, der mit Hepatitis B (HBV) oder C (HCV)

infiziert ist, kbnnen nicht nur die Blut fihrenden Teile, sondern auch die Wasser

fuhrenden Teile des Dialysegerats kontaminiert sein. Der nachste Patient, welcher
an diesem Gerat behandelt wird, kann infiziert werden. Man muss annehmen,
dass eine Passage der Viren durch die Dialysemembran moglich ist.

Heutzutage werden neue Filter mit synthetischen Dialysemembranen verwendet.

Die Poren dieser Membranen sind optimal 0,001 bis 0,01 ym grof3 und damit

deutlich kleiner als Viren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Dialysefiltermembran auf ihre Durchlassigkeit

fur HCV und HBV 2zu testen. Die Viren sollten anhand ihres Genoms

molekularbiologisch nachgewiesen werden.

Es sollte ermittelt werden:

1. Inwieweit diese Dialysemembran ein mogliches Leck fur HCV und HBV darstellt
und ob die Dialysegerate auf diesem Weg mit Viren kontaminiert werden
kénnen und somit eine horizontale Ubertragung von Patient zu Patient
stattfindet.

2. Ob betriebs- und patientenbedingte Voraussetzungen existieren, unter denen
eine mogliche Durchlassigkeit von Viren durch die Membran unterstutzt wird.

3. Inwieweit die adsorptive Bindung von HCV und HBV an die Membran eine
entscheidene Rolle bei der moglichen Filtration von Viren vom

Blutkompartiment in die Dialysierflissigkeit spielt.

1.2 Die Dialyse

In Deutschland gibt es ca. 50.000 dialysepflichtige Patienten. 2001 wurden
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weltweit rund 1.1 Millionen Patienten dialysiert. Nach Lysaght (2002) wird
angenommen, dass die Population der Dialysepatienten weltweit jahrlich um 7%
ansteigt. Danach wurden 2010 rund 2 Millionen Patienten eine Dialysetherapie
bendtigen. Die Nierendialysebehandlung ist nach der Nierentransplantation die
zweitbeste Maoglichkeit, die exkretorische Funktion der Niere zu ersetzen. Zurzeit
stehen fur die Nierentransplantation zu wenig Spenderorgane zur Verfugung.

Die akute und die terminale Niereninsuffizienz sind Indikationen fur eine
Dialysetherapie. Zusatzlich kann die Dialyse bei der Entgiftung dialysierbarer
Substanzen aus dem Blut eingesetzt werden. Nach Ploth et al. (2003) hat sich die
Pravalenz der terminalen Niereninsuffizienz innerhalb der letzten zehn Jahre
verdoppelt. Weltweit ist dieser Anstieg vor allem mit der erhohten
Lebenserwartung und den damit verbundenen Erkrankungen, vor allem
Arteriosklerose, Diabetes mellitus Typ 2 und den Folgeerscheinungen (z.B.
Nephropathie) zu erklaren (Fillastre, 1999; Manes et al., 1999).

1.2.1 Dialysatoren und Dialysemembranen

Dialysatoren sind Schnittstellen zwischen dem Blutkreislauf und der
Dialysierflussigkeit.

Es existieren Hohlfaser- und Plattendialysatoren (siehe Abbildungen 1 bis 4).
Beide Dialysatortypen werden in der Klinik gleichwertig eingesetzt (Nowack et al.,
2002). Hohlfaserdialysatoren besitzen kapillarahnliche Membranen, die in Bundeln
zusammengefasst sind. Die Plattendialysatoren haben breite, schlauchahnliche
Membranen. Diese Membranen sind in mehreren Lagen parallel zueinander

angeordnet (Franz et al., 1990).



Abb. 1: Schematische Darstellung eines Hohlfaserdia-

lysators im Querschnitt (aus Franz et al., 1990)

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Hohlfaserdialy-

A

sators im Langsschnitt (aus Franz et al., 1990)

Abb. 3: Schematische Darstellung eines Plattendialysa-

tors im Querschnitt (aus Franz et al., 1990)
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines Plattendialysators im

Langsschnitt (aus Franz et al., 1990)

Die Abkurzungen in den Abb. 1-4 bedeuten:

Bi: Bluteinfluss Di: Dialysierflissigkeiteinfluss
Bo: Blutausfluss Do: Dialysierflissigkeitausfluss
B: Blutflussrichtung D: Dialysierflussigkeitsflussrichtung

Das Blut und die Dialysierflissigkeit stromen in Hohlfaser- und Plattendialysatoren
im Gegenstrom aneinander vorbei. Sie sind voneinander durch die
semipermeable Dialysemembran getrennt (Franz et al., 1990). Der Stoffaustausch
zwischen dem Blut und der Dialysierflussigkeit erfolgt per Diffusion, Ultrafiltration
und Konvektion.

Es existieren biologische und synthetische Membranen. Die biologischen
Membranen basieren auf einem natlrlichen Polymer, der Baumwollzellulose. Zu
ihnen zahlen die Cuprophan-, Hemophan- und Zellulosetriacetatmembranen. Die
biologischen Membranen werden heutzutage mehr und mehr durch die
synthetischen Membranen ersetzt. Diese bestehen aus polymeren Kunststoffen
(z.B. Polysulfon, Polyamid, Polyacrylnitrile) (Vienken und Bowry, 2002). Die
Vorteile der synthetischen gegenuber den biologischen Membranen liegen in der
erhdohten Durchlassigkeit fur Wasser und groRe Molekule. Des Weiteren ist ihre
Oberflache hydrophob, auRerdem besitzen sie adsorptive Eigenschaft fur Proteine
(Nowack et al., 2002). Die Adsorption wurde erst vor kurzem als Mechanismus zur
Bindung von Proteinen an die Membran wahrend der Dialyse anerkannt (Cheung
und Leypoldt, 1997).

Aufgrund der Durchlassigkeit flr verschieden groRe Molekile unterscheidet man
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Low-flux-Membranen und High-flux-Membranen. Low-flux-Membranen weisen
eine Permeabilitat fir Moleklle mit einem Molekulargewicht bis ca. 5.000 Dalton
auf. High-flux-Membranen weisen eine Permeabilitdt fur Molekile mit einem
Molekulargewicht bis ca. 50.000 Dalton auf. Als High-flux-Membranen werden
aufgrund ihrer Eigenschaften vor allem synthetische Membranen verwendet
(Nowack et al., 2002).

Die Effektivitat des Stoffaustausches uber die Dialysemembran ist von der
PorengrofRe, der Membranoberflache in Quadratmetern, der Porenanzahl je
Quadratmeter und der Molekulgréf3e abhangig (Franz et al., 1990). Die Effektivitat
einer Membran kann anhand der Messung der Clearance eines zu eliminierenden

Stoffes bestimmt werden.

Abb. 5: Poren einer asymmetri-
schen  Polysulfondialysemembran
(aus Franz et al., 1990)

Es gibt symmetrische und asymmetrische Membranen. Symmetrische
Membranen sind Uber die gesamte Membrandicke homogen aufgebaut. Die
asymmetrischen Membranen besitzen meistens eine dunnere Innenschicht zur
Blutkompartimentseite und eine groRRporige Aullenschicht (Nowack et al., 2002).
Die Mikroporen sind im Durchschnitt 1 nm grof3. Eine einheitliche PorengroRle ist
heutzutage noch nicht mdglich. Die Porengréfie folgt der Gauss-Normalverteilung
mit einem Optimum von 0,001 bis 0,01 ym. Es existieren aber auch Riesenlécher
oder Nadelstichlécher, sogenannte ,Pinholes® (Ublicher Begriff, daher wird dieser

auch weiterhin verwendet) (Franz et al., 1990).
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1.2.2 Die Dialysierflussigkeit

Wahrend einer Dialysesitzung werden bis zu 150 Liter Dialysierflussigkeit
verbraucht. Sie ist isotonisch / isoionisch und enthalt Elektrolyte, Glukose und
Puffer. Die Konzentrationen der Elektolyte und Puffer bestimmt die Richtung der
Diffusion Uber die Dialysemembran (Nowack et al., 2002). Zu Therapiezwecken
konnen auch Konzentrationsanderungen der Salze der Dialysierflissigkeit
eingesetzt werden, z.B. zum Ausgleich einer Hypokaliamie (Pastan und Bailey,
1998). Neben der Zusammensetzung der Dialysierflissigkeit ist auch die
Temperatur von Bedeutung. Sie sollte anndhernd Kérpertemperatur, also 36-37°C

betragen.

1.3 Probleme wahrend der Dialyse

1.3.1. Bakterien

Wahrend oder nach der Dialyse kdnnen bei Dialysepatienten Unwohlsein, aber
auch Fieberschibe auftreten, bedingt durch Endotoxine in der Dialysierflissigkeit.
Es finden sich bei Untersuchungen der Dialysierflissigkeit und des Wassers
hauptsachlich Gram negative Bakterien (z.B. Pseudomonaden, Serratia), aber
auch Gram positive Vertreter (z.B. Staphylococcus aureus). Es versteht sich, dass
diese Bakterien die Membran nicht als Ganzes penetrieren, dafir sind sie um ein
Vielfaches zu grofl} (Vaslaki et al., 2000; Weber et al., 2000). Es ist aber bekannt,
dass Bestandteile der Bakterienzellwande, die Endotoxine, die Membran
passieren konnen (Vaslaki et al., 2000). Daher gibt es fur die Dialysierflissigkeit
und das Wasser zum Verdunnen konzentrierter Hamodialyseldsung auch
Richtlinien (Deutsches Arzneibuch 1998) hinsichtlich des Endotoxingehalts. Dieser
darf nicht groRer als 0,25 EU/mI sein. Flr die mikrobielle Verunreinigung gilt, es

dirfen hochstens 100 Mikroorganismen/ml enthalten sein (Deutsches Arzneibuch,
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1998).

Dialysegerate konnen an mehreren Stellen mit Ultrafiltern ausgerustet sein,
welche pyrogen-zurickweisende Membranen haben. Diese Ultrafilter liefern eine
hochgereinigte, sterile Dialysierflissigkeit. Diese Dialysierflissigkeit erfullt noch
hohere Anforderungen hinsichtlich des Endotoxingehalts (nicht groRer als 0,03
EU/ml) als nach DAB erforderlich (Vaslaki et al., 2000).

Wahrend der Dialyse mussen zur Wahrung der Gesundheit des Patienten und
des Personals hohe hygienische Malstabe angelegt und eingehalten werden. Die
Dialysatoren stehen als Einwegmaterialien im sterilen Zustand zur Verfligung. Sie
konnen jedoch bei adaquater Reinigung und Sterilisation fir den selben
Dialysepatienten wieder verwendet werden (Nowack et al., 2002).

Es sollte zur Herstellung der Dialysierflussigkeit nur absolut reines Wasser
verwendet werden. Es wird empfohlen, dass wahrend der Dialyse ein
kontinuierlicher Wasserzulauf und ein kontinuierlicher
Dialysierflussigkeitsdurchlauf im Gerat erfolgen (Nowack et al., 2002). Lebedo
empfiehlt, dass das gesamte Wasser- und Dialysierflissigkeitssystem regelmafig
gereinigt und desinfiziert werde, um der Entstehung eines Biofilms vorzubeugen
(1999).

Das Bikarbonatkonzentrat zur Herstellung der Pufferlésung stellen ebenfalls
ideale Medien fur Mikroorganismen dar. Daher wird empfohlen, dass das
Bikarbonat in Pulverform gelagert und erst unmittelbar vor der Dialyse aufgelost
werden sollte (Ledebo, 1999). Wahrend der Dialyse sollte, nach weiteren

Empfehlungen, ein Ultrafilter benutzt werden (Canaud et al., 2000).

1.3.2 Viren

Dialysepatienten tragen wahrend der Dialysebehandlung ein erhdhtes Risiko, sich
mit parenteral Ubertragbaren Viren zu infizieren. In Deutschland werden heute alle
Blutkonserven unter anderem auf HBV und HCV mittels PCR Uberpruft. Dadurch
sollen Infektionen auf diesem Weg vermieden werden. Auflerdem werden
Dialysepatienten Impfungen empfohlen (z.B. gegen HBV). Es sind heutzutage

weniger Bluttransfusionen nétig, da Dialysepatienten mit Erythropoetin behandelt
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werden konnen. Bekannte HCV oder HBV Patienten werden in einigen
Dialysestationen raumlich getrennt behandelt (Nowack et al., 2002). Des weiteren
sind vom Personal die VorsichtsmalRnahmen bei diesem Patienten, deren Blut
und den Dialysegeratschaften einzuhalten.

Die Pravalenz von HCV in deutschen Dialyseeinrichtungen unter Dialysepatienten
rangiert von 15-30% (Grethe et al., 2000). Die Pravalenz von HBV in deutschen
Dialysestationen betragt im Durchschnitt rund 4,6% (Burdick et al., 2003). Im
Vergleich dazu lag die Pravalenz von HCV-Antikorpern in der Normalbevdlkerung
in Deutschland bei 0,4%, von HBV bei 7,0% und von HbsAg bei 0,6%.(Gurtler,
2002; Thierfelder et al., 2001)

Damit liegt die Pravalenz von HCV bei Dialysepatienten hoher als in der
Normalbevolkerung. AulRerdem zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit einer
HCV- oder HBV-Infektion bei Dialysepatienten wahrend der
Langzeitdialysebehandlung zunimmt (Hosokawa et al., 2000).

In mehreren Studien fanden sich gehauft Dialysepatienten, bei denen kein
eindeutiger Ubertragungsweg eruiert werden konnte (Machida et al., 1992; Jadoul
et al, 1993; Caramelo et al, 1999). Daraufhin wurden mdgliche
Transmissionswege erforscht. Es wurde untersucht, inwieweit Hygienestandards
eingehalten wurden. Das Blut der Dialysepatienten wurden mittels Enzyme-linked
immunosorbend assay (ELISA), Recombinant immunoblot assay (RIBA) und PCR
auf HCV und HBV untersucht. Es wurde versucht, phylogenetische Stammbaume
hinsichtlich der HCV- oder HBV-Infektionen innerhalb einer Dialysestation zu
erstellen (Kokuba et al., 2002; Grethe et al., 2000; Hosokawa et al., 2000; Fabrizi
et al., 1999). Mit all diesen Studien und Untersuchungen wurde versucht, einen
plausiblen Transmissionsweg innerhalb einer Dialysestation zu ermitteln. Dabei
wurden die Patienten, das Personal, die Dialysegerate und das Dialysezubehor
untersucht. Die Untersuchung der Dialysemembranen ergab widersprichliche
Aussagen hinsichtlich des Infektionswegs fur Viren. Eine Transmission durch die
Membran konnte bis jetzt nicht ausgeschlossen werden, aber auch nicht bewiesen
werden.

Fabrizi et al. (1999) meinte, dass es schon wahrend der Produktion der
Membranen zu Mikrofrakturen kommen kann. Des Weiteren wird auf die
unterschiedliche PorengroRe hingewiesen. Auch wahrend des Dialysevorgangs
kann es moglicherweise zu Beschadigungen der Membran und zur Kontamination

der Dialysegerate kommen. Bei dem geringen Mengen, fir eine Infektion
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ausreichend, l6sen Blutleckdetektoren keinen Alarm aus.
Es bestande daher die Mdglichkeit, dass Viren Uber das Schlauchsystem der

Dialysegerate in das Blut der Dialysepatienten gelangen.
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Il. Methodik

2.1 Gerate

Eine Liste der verwendeten Gerate befindet sich im Anhang.

2.2 Beschreibung der Membran

Es wurden Nikkiso Medical Einmalpyrogenfilter EFL-015 benutzt. Die Membran
des Filters besteht aus Polyester-Polymer Alloy (Legierung). Der Begriff Alloy
bezeichnet die Kombination der synthetischen Polymere Polyarylat-Resin (Harz)
und Polyether-Sulfon-Resin. Es ist eine asymmetrische Membran (Mahiout, 2000).
Die verwendeten Filter wiesen ein kleineres internes Volumen auf als
ublicherweise wahrend der Dialyse flir Erwachsene benutzte Filter. Diese Filter
werden vorzugsweise in der Kinderdialyse benutzt. Daher kam es zu einer
geringeren Verdunnung innerhalb des Filters. Bei Benutzung eines ublichen
Filters an einem realen Dialysegerat wurden zur Verdinnung eines Filtrats 2-3 |
Dialysierflussigkeit bendtigt. Die Blutmenge aullerhalb des Korpers im
extrakorporalen System (Dialysator, zu- und abfuhrendes Schlauchsystem)
wahrend einer Dialyse wurden rund 300 — 400 ml Blut betragen (Nowack et al.,
2002).

2.3 Herkunft und Anzahl der Seren

Das Ausgangsmaterial fur die Filtration durch die Membran setzte sich aus 15 ml

0,9%iger NaCl-Lésung und 1,5-2 ml Serum zusammen.
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Das Serum war Patientenmaterial. Es war im Vorfeld der Arbeit im Rahmen

klinischer Diagnostik auf HCV oder HBV untersucht worden. Es wurde nur Serum

verwendet, welches eindeutig HCV oder HBV positiv war. Nach abgeschlossener

Labordiagnostik wurde das Patientenmaterial bei -80°C eingefroren. Diese Proben

(Patientenmaterial) wurden im Rahmen der Arbeit verwendet. Jede Probe wurde

erstmals fur den jeweiligen Filtrationsvorgang aufgetaut. Es wurden 12 HCV und 5

HBV positive Patientenseren verwendet.

Tab. 2-1: Charakterisierung des HCV-Ausgangsmaterials: Aus der

Tabelle ist ersichtlich, welche HCV-Belastung im Dialysator vorlag

1 ca. 1 000 000 2 20 35 1zu 17,5
2 ca. 1 000 000 1,5 40 55 1zu 37
3 ca. 800000 2 5 20 1zu 10
4 ca. 800000 2 20 35 1zu 17,5
5 ca. 1 000 000 2 40 35 1zu 17,5
6 ca. 1 000 000 1,5 40 25 12zu 16,6
7 ca. 1104 000 2 40 27 12zu 13,5
8 ca. 996 000 2 40 28 1zu 14
9 ca. 4910 000 2 40 21 1zu 10,5
10 ca. 5320 000 1,5 40 20 12zu 13,3
11 ca. 4 040 000 2 40 23 1zu 11,5
12 ca. 4 280 000 2 40 22 1zu 11

(1):
(2):
(3):
(4):

HCV RNA in copies/ml im unverdinnten Ausgangsmaterial

Menge NaCl in ml fur Spllung des Filters vor der eigentlichen Filtration

NaCl Anteil in der Verdinnungsprobe des Ausgangsmaterials

theoretische Verdinnung: eingesetzte Menge Serum in ml : NaCl Menge ein-

gerechnet in Verdinnung in ml
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Tab. 2-2: Charakterisierung des HBV-Ausgangsmaterials: Aus der

Tabelle ist ersichtlich, welche HBV-Belastung im Dialysator vorlag

1 3 100 20 25 1 zu 250

2 4100 200 20 23 1zu 115

3 >8 100 400 40 22 1zu 55

4 370 400 40 21 1zu 52,5
5 8 000 400 40 22,5 1zu 56,25

(1):
(2):
(3):
(4):

HBV DNA in pg/ml im unverdinnten Ausgangsmaterial

Menge NaCl in ml fur Spllung des Filters vor der eigentlichen Filtration

NaCl Anteil in der Verdinnungsprobe des Ausgangsmaterials

theoretische Verdlinnung: eingesetzte Menge Serum in pl : NaCl Menge ein-

gerechnet in Verdunnung in ml

2.4 Darstellung des Vorgangs

Die folgenden Abbildungen stellen den Versuchsaufbau dar. An die Spritze C

wurde Uber einen Dreiwegehahn ein Druckmessgerat angeschlossen.

Abb. 6: Versuchsaufbau
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Filtriervorgangs

w

BK:

Spritze A I: Dreiwegehahn

Spritze B Dm: Druckmessgerat

Spritze C - - - Dialysemembran
Blutkompartiment DK: Dialyseflissigkeitskompartiment

Eingabe und Abzug von 5 — 40 ml NaCl uber Ausgang A, welches zum Be-
netzen der Membran von der Blutkompartimentseite aus verwendet wurde

Eingabe verdunntes Ausgangsmaterial Uber Ausgang A, einmaliger Durch-
lauf innerhalb des Blutkompartiments von Ausgang A nach Ausgang B, dann

Abnahme einer Verdunnungsprobe am Ausgang B

Mehrmaliges Verschiebung innerhalb des Blutkompartiments zwischen den
Ausgangen B und A (wiederholend), Abnahme einer Adsorptionskontrolle
uber Ausgang A

Weitere kontinuierliche Verschiebung des Materials zwischen den Ausgan-
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gen A und B im Blutkompartiment, Offnung des Dreiwegehahns, Schaffung
eines Unterdrucks, kontinuierliche Kontrolle des Drucks Uber das ange-
schlossene Druckmessgerat, Filtration uber die Membran ins Dialyseflussig-

keitskompartiment und Abnahme des Filtrats in Spritze C

2.5 Prinzipien der Probennahme und standardisierte Konditionen

Es wurden 12 Filter fur die HCV- und 5 Filter fur die HBV-Versuche verwandt.
Jeder Filter wurde nur fur je einen Filtrationsversuch genutzt.

Ausgange A und B des Filters sind an das Blutkompartiment angeschlossen und
Ausgang C an das Dialysierflissigkeitskompartiment. Ein Nikkiso Medical
Einmalpyrogenfilter EFL-015 wurde vor dem eigentlichen Filtrierversuch mit
0,9iger NaCl-Lésung (5 bis 40 ml) gespullt. Das von der Membran nicht
aufgenommene NaCl wurde wieder aus dem Filter abgezogen. Die gewonnene
Probe wurde als Leerwert bezeichnet. Mit dieser Probe sollte gezeigt werden,
dass vor der Filtration noch kein HCV oder HBV in den Filter gelangt war.

Das Ausgangsmaterial (fir HCV 1,5 bis 2 ml Serum; fir HBV 100 bis 400 ul
Serum) wurde in den Filter gegeben. Das eingesetzte Serum zur HBV-Filtration
wurde jeweils mit 10 ml NaCl verdinnt. Es wurde einmalig innerhalb des
Blutkompartiments des Filters verschoben und ein geringer Anteil wurde wieder
aufseiten des Blutkompartiments abgezogen. Diese Probe wurde als
Verdinnungsprobe bezeichnet. Die quantitative Angabe dieser Probe stellt die
eigentliche Belastung des Filters mit HCV oder HBV dar.

Es erfolgten  weitere  mehrmalige  Verschiebungen innerhalb  des
Blutkompartiments und es kam zu einer weiteren Probenentnahme aus diesem
Kompartiment. Diese Probe wurde als Adsorptionskontrolle bezeichnet. Es sollte
untersucht werden, inwieweit quantitative Aussagen Uber eine mogliche
Adsorption von HCV und HBV an die Membran gemacht werden konnen.

Das im Filter befindliche Material wurde weiterhin mehrmals verschoben. Es kam
zur Filtration uber die Membran und aufseiten des
Dialysierflussigkeitskompartiments wurde eine weitere Probe, das Filtrat,

enthommen. Die Filtration vom Blutkompartiment zum
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Dialysierflussigkeitskompartiment erfolgte Uber eine Druckdifferenz zwischen den
beiden Kompartimenten. Dabei wurde der Unterdruck von -200 mmHg aufseiten
des Dialysierflussigkeitskompartiments mittels eines Druckmessgerats kontrolliert.
Alle entnommenen Proben (Leerwert, Verdinnungsprobe, Adsorptionskontrolle,
Filtrat) wurde auf das Vorhandensein von HCV RNA bzw. HBV DNA untersucht.

2.5.1 Leerwert

Innerhalb des Filters sollte ein sichtbarer NaCl-Pegel nach der Spulung erkennbar
sein. Ein nicht genau verifizierbarer Anteil der NaCl wurde von der Membran
aufgenommen.

Die Spulung des Filters und das Aufnehmen des NaCl waren nétig, damit die
Membran mittels des aufgenommenen NaCl aufquoll. Einer Beschadigung der

Membran wahrend des Filtrierversuchs sollte so vorgebeugt werden.

2.5.2 Adsorptionskontrolle

Die Adsorption per definitionem ist die Konzentrationsverschiebung einer
Substanz im Bereich einer Grenzschicht zweier benachbarter Phasen. Sie ist
besonders stark an festen Stoffen mit einer grolRen Oberflache.

Mit den quantitativen Ergebnissen der Adsorptionskontrolle sollte ermittelt werden,
ob nach mehrmaliger Verschiebung entlang der Dialysemembran diese Viren
aufgenommen hatte. Dies ware an einer deutlichen Verminderung des
quantitativen Werts der RT-PCR bzw. der ,nested“-PCR erkennbar.
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2.6 Ablauf der einzelnen Filtrationsversuche

Nicht alle HCV- bzw. HBV-Filtrationen verliefen gleich. Wahrend einiger Versuche
wurde die NaCl-Menge zur Verdunnung des Ausgangsmaterials variiert, daraus
ergaben sich fur den weiteren Ablauf Schwankungen des gewinnbaren Materials
und es konnten bei einigen Versuchen keine Verdlinnungsproben gewonnen
werden.

In den ersten HCV-Filtrationsversuchen wurden noch keine Adsorptionskontrollen
gewonnen.

Die ersten zwei HCV-Filtrationsversuche werden aufgrund der Vorgehensweise
als Vorversuche bezeichnet.

Die Viruslast des Ausgangsmaterials wurde bei den verschiedenen
Filtrationsversuchen variiert, da der Einfluss der Viruslast untersucht werden

sollte. Es wurde bei jedem Versuch eine Filtratprobe gewonnen.

Erste HCV-Filtration

Die zur Spulung verwendeten 20 ml NaCl verblieben frei im Filter.

Es wurde fur die qualitative und die quantitative RT-PCR der Thermocycler Perkin
Elmers verwendet. Die Proben wurden bei -27°C flr ein halbes Jahr eingefrohren
und erneut getestet mit dem Thermocycler COBAS Amplicor. Verdunnungs- und
Adsorptionsproben wurden nicht gewonnen.

Die Ergebnisse wurden nicht mit in die Endauswertung einbezogen.

Zweite HCV-Filtration

Die 40 ml NaCl fur die Spulung wurden im Filter belassen, es wurde keine Probe
entnommen. Es sollte Uberpruft werden, ob somit mehr Material fur die Filtration
zur Verflgung stehen wirde. Dies bestatigte sich nicht. Des Weiteren wurde dem
Ausgangsmaterial zur Sensibilisierung der RT-PCR 100 ul Negatives Human
Plasma zugefugt. Es ergab sich allerdings kein genaueres Ergebnis und daher
wurde dies bei keinem weiteren Versuch hinzugefugt.

Es wurde fur die qualitative und die quantitative RT-PCR der Thermocycler Perkin
Elmers verwendet. Die Proben wurden bei -27°C flr ein halbes Jahr eingefrohren
und erneut getestet mit dem Thermocycler COBAS Amplicor. Es wurde keine
Verdunnungs- und Adsorptionsproben gewonnen.
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Die Ergebnisse wurden nicht mit in die Endauswertung einbezogen.

Dritte HCV-Filtration
Es wurden nur 5 ml NaCl fur die Spulung verwendet. Das NaCl verblieb frei im
Filter und wurde nicht abgezogen. Es konnte daher aufgrund Materialmangels

keine Verdinnungs- und Adsorptionsprobe gewonnen werden.

Vierte HCV-Filtration
Es wurden 20 ml NaCl zur Spulung des Filters verwendet und nach Aufquellen
des Filters frei im Filter belassen. Eine Verdunnungsprobe wurde abgenommen,

eine Adsorptionskontrolle wurde nicht gewonnen.

Flnfte HCV-Filtration

Es wurden 40 ml NaCl zur Spulung des Filters verwendet und es wurden 20 ml
NaCl nach dem Aufquellen der Membran abgezogen. Eine Verdlinnungsprobe
konnte aufgrund  Materialmangels nicht gewonnen  werden. Eine

Adsorptionskontrolle wurde ebenfalls nicht durchgefihrt.

Sechste bis achte HCV-Filtration

Es wurden jeweils 40 ml NaCl zur Spulung des Filters verwendet, der
verbleibende Rest nach dem Aufquellen der Membran wurde wieder abgezogen.
Es wurde  jeweils eine Verdunnungsprobe abgenommen. Eine
Adsorptionskontrolle wurde nicht abgenommen.

Neunte HCV-Filtration

Die HCV RNA im Ausgangsmaterial wurde mit 4 910 000 HCV RNA copies/ml
deutlich hoher gewahlt. Damit wurde fur die Membran eine deutlich hohere
Belastung als in den vorherigen Versuchen gewahlt, um zu Uberprufen, ob die
Viruslast einen Einfluss auf die Durchlassigkeit der Membran gegentber HCV hat.
Es wurde 40 ml NaCl zur Spulung des Filters verwendet, der verbleibende Rest
nach dem Aufquellen der Membran wurde wieder abgezogen. Verdinnungs- und
Adsorptionsprobe wurde ebenfalls gewonnen. Die Adsorptionsprobe wurde
aufgrund Materialmangel nur qualitativ getestet.
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Zehnte bis zwolfte HCV-Filtration

Es wurden wiederholt hohe Konzentrationen von HCV RNA im Ausgangsmaterial
gewahlt (4 040 000 bis 5 320 000 HCV RNA copies/ml).

Es wurde 40 ml NaCl zur Spulung des Filters verwendet, der verbleibende Rest
nach dem Aufquellen der Membran wurde wieder abgezogen. Verdinnungs- und

Adsorptionsproben wurden gewonnen und getestet.

Erste HBV-Filtration

Es wurde die geringste Ausgangskonzentration von 3 pg/ml (unverdiinnt) HBV
DNA gewahlt und nur 100 pl Serum als Ausgangsmaterial. Es wurden
Verdunnungs- und Adsorptionsproben gewonnen.

Zweite bis funfte HBV-Filtration
Es wurden deutlich hohere Ausgangskonzentrationen zwischen 370 und > 8000
pg/ml (unverdinnt) HBV DNA gewahlt. Es wurden Verdinnungs- und

Adsorptionsproben gewonnen.

2.7 Prinzip der Nachweismethoden

Der Nachweis wurde ausschlie3lich molekularbiologisch durchgefuhrt. Das

Gensondeverfahren wurde zum quantitativen Nachweis eingesetzt.

2.7.1 Qualitative und quantitative RT — PCR zur Detektion von HCV RNA (COBAS
Amplicor HCV Monitor Test, v2.0)

Die RT - PCR ist ein standardisiertes Verfahren zur Amplifikation von HCV RNA.

Mittels einer Reversen Transkriptase (RNA-abhangige DNA-Polymerase) muf}
eine cDNA-Kopie erstellt werden. Diese cDNA-Kopie bezeichnet man als
hybridisiert, da sich ein DNA-Primer an die Ausgangs-RNA bindet und es dann
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mittels Polymerase zur Kopierung eines RNA-Abschnittes kommt. Zur Herstellung
einer cDNA-Kopie konnen verschiedene DNA-Polymerasen verwendet werden,
welche unter Zugabe von Mangan als Reverse Transkriptase fungieren.

Der weitere Reaktionszyklus ist in drei sich wiederholende Vorgange gegliedert:
die Denaturation (Aufsplittung) der cDNA- Kopie, das Annealing (Anlagern der
Primer an entsprechenden RNA-Abschnitt) und die Extension (Verlangerung)
mittels Polymerase. Mit Hilfe diese Methode kann man RNA logarithmisch
vervielfaltigen.

Die Praparation der RNA erfolgte unter Verwendung eines Kits der Firma Roche
nach Angaben des Herstellers (Cobas Amplicor, Cobas Amplilink).

Das dabei entstandene Pellet wurde in 200 pl Diluent suspendiert und als
eigentliches Ausgangsmaterial fur die RT-PCR verwendet.

Die vom Hersteller angegebene Nachweisgrenze fiur die qualitative RT PCR ist 50
IU/~100 Genomaquivalente HCV RNA. Die vom Hersteller angegebene
Nachweisgrenze fur die quantitative RT PCR ist 600 1U/~1200 Genomaquivalente
HCV RNA.

2.7.2 ,nested” - PCR zur Detektion von HBV DNA, qualitativ

Die nested - PCR ist ein standardisiertes Verfahren zur Vervielfaltigung von HBV
DNA.

Diese PCR ist in zwei Reaktionsschritte unterteilt, wobei das Produkt der 1. PCR-
Reaktion als Matrize fur die 2. PCR-Reaktion verwendet wird. Die Primer des 2.
Teilschritts hybridisieren dabei innerhalb der Matrize aus dem 1. Teilschritt.
Insgesamt wird somit eine kirzere HBV DNA Zielsequenz amoplifiziert. Die
Spezifitat dieser Methode ist durch die doppelte Verkirzung der eigentlichen
Ausgangs-DNA erhoht. Da fast alle veranderten Amplifikationsprodukte der 1.
Reaktion nicht genugend komplementare Sequenzen fur die Primer der 2.
Reaktion aufweisen, bleiben sie bei der 2. Amplifikation unberucksichtigt.

Ein Reaktionszyklus setzt sich ebenfalls aus drei sich wiederholenden Vorgangen
zusammen: die Denaturation, das Annealing und die Extension. Mit Hilfe dieser

Methode kann man DNA logarithmisch vervielfaltigen. Das Sichtbarmachen der
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Ergebnisse erfolgt Uber das Prinzip der Gelelektrophorese mit moglicher
nachfolgender Fotografie.

Die Praparation der DNA erfolgte nach Angaben des Herstellers.

FUr den ersten Teilschritt der ,nested“- PCR wurden 50 ul des vorbereiteten
ersten Primeransatzes, 15 pl des extrahierten Ausgangsmaterials, 30 pl
destilliertes Wasser zur Verdinnung und 5 pyl Taq - DNA Polymerase (1 :10
verdunnt) eingesetzt. Fur den zweiten Teilschritt der nested - PCR wurden 50 pl
des vorbereiteten zweiten Primeransatzes, 40 ul destilliertes Wasser, 5 ul Taq -
DNA Polymerase (1 : 10 verdinnt) und 5 pl DNA aus der ersten Reaktion
verwendet.

Ein Zyklus setzt sich aus einer Temperaturerhhung auf 95°C fir 30 sek, einer
anschliellenden Temperaturminderung auf 56°C fur 30 sek und einer erneuten
Temperaturerhdhung auf 72°C fir 30 sek zusammen. Insgesamt wurden je
Amplifikation 35 Zyklen durchgefihrt.

2.7.2.1 Basensequenz der Primer

Es wurden folgende Primer aus der Virologie, Universitat Ulm von Professor Jilg

verwendet

Primer HBV | - 1 — metabion GmbH, Martinsried
5-CTGTGGAGT TACTCTCGTTTTTGC - 3'

Primer HBV Il - 1 — metabion GmbH, Martinsried
5E-CTAACATTG AGATTC CCGAGATTG AGA-3'

Primer HBV J - 3 — metabion GmbH, Martinsried
5-GCT CACCTC ACCATACTG CACTCAGGC -7

Primer HBV J - 4 — metabion GmbH, Martinsried
5-CTT CTG CGA CGC GGC GAT TGA GATCT -3'
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2.7.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde als Verfahren fur die Identifizierung der PCR -
Produkte verwendet. Fur die HBV - Versuche wurden ein 2%iges Agarosegel und
Ethidiumbromid als Fluoreszenzfarbstoff benutzt.

50 pl PCR - Produkte des 2. Teilschritts wurden in Spacertaschen des Gels
pipettiert und es wurde eine Spannung von 150 V an das Gel angelegt. Nach
ungefahr einer Stunde Laufzeit wurde das Gel aus der Gelkammer entnommen

und unter UV- Bestrahlung fotografiert.

2.8 Validierung der Methoden

Filtrat, NaCl-Probe, Adsorptionskontrolle und Verdlnnungsprobe jedes
Durchgangs wurden einzeln jeweils mittels RT-PCR bzw. ,nested- PCR getestet.
Zwischen die Proben wurde je eine reine Wasserprobe ohne jegliches Material
(HCV oder HBV) platziert (Filtrat — Wasser — NaCl Probe - Wasser —
Adsorptionskontrolle — Wasser — Verdinnungsprobe). Bei Nachweis von HBV
bzw. HCV im Wasser konnte man von einer Kontamination ausgehen und der
Durchlauf wurde wiederholt.

Bei jedem Durchlauf der qualitativen RT-PCR wurde je eine Negativ- und eine
Positivkontrolle mitgefuhrt (vom Hersteller vorgegeben). Die Negativ- und
Positivkontrollen wurden mit je 200 ul negativem Human Plasma versetzt, welches
zur Anreicherung diente. Au3erdem wurde vorher dem Lysepuffer 100 pl Interne
Kontrolle (IC) zugesetzt. Mit der IC konnte man Uberprifen, ob die Reaktionen
wahrend der folgenden PCR funktionsgerecht ablaufen. Lysepuffer dient der
Ldsung der Viren aus den Zellen. In diesem Fall war dies eigentlich nicht nétig, da
die Viren frei im Blut vorliegen. Allerdings ist Lysepuffer ein obligater Bestandteil
des Prufsets.

Bei jedem Durchlauf der quantitativen RT-PCR wurde je eine HCV- negativ -, eine
HCV-,low positiv- und eine HCV-,high positiv- Kontrolle mitgefuhrt. Diesen

Kontrollen wurde je 100 pl Negatives Human Plasma zugesetzt und in den
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Lysepuffer wurde je 100 ul Kontroll- Reagenz pipettiert. Bei jeder ,nested“-PCR
wurden ebenfalls je eine Negativ- und eine Positivkontrolle mitgefuhrt.

Die Negativ- und Positivkontrollen sind vom Hersteller vorgegeben, HCV bzw.
HBV fehlt (Negativkontrolle) oder HCV bzw. HBV st sicher vorhanden
(Postitivkontrolle).

,Low positiv‘ und ,high positiv‘ stellen Konzentrationsunterschiede in der HCV
RNA zur weiteren Validierung der Methode dar.

Die Ergebnisse der ,nested“ PCR wurden mittels des Gensondeverfahrens durch
einen anderen Mitarbeiter des Instituts Uberpruft.

Zu Beginn wird eine PCR durchgefuhrt. Im Weiteren werden die PCR - Produkte
an eine Mikrotiterplatte gebunden. An die gebundenen PCR - Produkte wird eine
markierte erregerspezifische Gensonde angelagert. Uber
Wasserstoffbriickenbindungen lagert sich die Gensonde an bestimmte Bereiche
der PCR - Produkte an. Antikérper gegen die Gensonde reagieren mit der
Gensonde. Die Antikdrper sind durch Enzyme markiert. Nach Zugabe eines
Substrats kommt es nach einer Enzymreaktion zum Farbumschlag. Dieser wird
mit einem Photometer gemessen, die Intensitat ist ein Mal} fur die Viruslast.

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 1-2 pg/ml.
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[ll. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der HCV - Vorversuche 1 und 2

Tab. 3-1: Ergebnisse der HCV-Filtration, qualitative und quantitative
RT-PCR der HCV-Vorversuche

—

ca. 1 000 000 + Target low (4)

2 ca. 1 000 000 + Target low (4)

(1):
(2):
(3):
(4):

positiver Nachweis

HCV RNA im unverdiinnten Ausgangsmaterial

Ergebnis der qualitativen RT-PCR des Filtrats

Ergebnis der quantitativen RT-PCR des Filtrats

Thermocycler dektiert einen sehr geringen positiven Wert, der unter der ei-

gentlichen Nachweisgrenze liegt

Die Filtratproben der Versuche 1 und 2 wurden fur ein halbes Jahr bei -27 °C

eingefroren. Sie wurden dann noch einmal mit dem Thermocycler COBAS

Amplicor getestet. Es wurde keine HCV RNA mehr nachgewiesen. Die Versuche

wurden als Vorversuche definiert. Sie wurden nicht mit in die Auswertung

einbezogen. Bei der Durchfiihrung konnte man sich aber mit den Materialien und

der Methodik bekannt machen.

Nachweisgrenze:

Die vom Hersteller angegebene Nachweisgrenze fir COBAS Version HCV 2
quantitativ liegt bei 600 1U/~1200 Genomaquivalente HCV RNA.
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3.2 Ergebnisse fur die Durchlassigkeit einer Dialysemembran gegentuber HCV

3.2.1 Filtrat

Tab. 3-2: Ergebnisse der HCV-Filtrate, qualitative und quantitative
RT-PCR der Filtrate

3 ca. 800000 - n.d.
4 ca. 800000 - n.d.
5 ca. 1 000 000 - n.d.
6 ca. 1 000 000 - n.d.
7 ca. 1104 000 - n.d.
8 ca. 996 000 - n.d.
9 ca. 4 910 000 - n.d
10 ca. 5320 000 - n.d
11 ca. 4 040 000 - n.d.
12 ca. 4 280 000 + 87 200

+:  positiver Nachweis

- nicht nachweisbar

(1): HCV RNA im unverdunnten Ausgangsmaterial
(2): Ergebnis der qualitativen RT-PCR des Filtrats
(3): Ergebnis der quantitativen RT-PCR des Filtrats
n.d.: nicht durchgefthrt

Die mittels qualitativer RT-PCR auf HCV getesteten Filtrate der Versuche 3 - 11
waren negativ. Das bedeutet, dass wahrscheinlich kein HCV die Dialysemembran
passierte. Eine quantitative RT-PCR wurde nicht angeschlossen.

Das Ergebnis der qualitativen RT-PCR fur HCV des Versuchs 12 fiel positiv aus.
Bei der anschliellenden quantitativen RT-PCR ergaben sich 87 200 copies/ml
HCV RNA im Filtrat. Daraus kann gefolgert werden, dass HCV die Membran im
Versuch 12 passiert hat.

29



3.2.2 Adsorptionskontrolle

Tab.3-3: Ergebnisse der qualitativen und quantitativen RT-PCR der

Adsorptionskontrollen fur HCV

9 + n.d. ca. 4 910 000 n.d.

10 + 1790 000 ca. 5 320 000 3 530 000
11 + 1180 000 ca. 4 040 000 2 860 000
12 + 974 000 ca. 4 280 000 3 306 000

+:.  positiver Nachweis

(1): Ergebnis der qualitativen RT-PCR der Adsorptionskontrolle

(2): Ergebnis der quantitativen RT-PCR der Adsorptionskontrolle

(3): Gegenuberstellung: HCV RNA im unverdinnten Ausgangsmaterial zum
quantitativen Ergebnis der Adsorptionskontrolle

(4): theoretische Adsorption von HCV RNA ergibt sich aus dem Vergleich der
Eingabe von HCV RNA und dem Ergebnis der quantitativen RT-PCR der Ad-
sorptionskontrolle

n.d.: nicht durchgefiihrt

Aufgrund nicht ausreichenden Materials konnte eine Adsorptionskontrolle nur fr
die Versuche 9-12 gewonnen werden. Die Ergebnisse der qualitativen RT-PCR fur
die Versuche 9-12 waren positiv. Das heif3t, zum Zeitpunkt der Gewinnung der
Adsorptionskontrolle befand sich HCV positives Material im Filter. Fur die
Versuche 10-12 wurde eine quantitative RT-PCR angeschlossen. Fir Versuch 9
war dies aufgrund Materialmangels nicht mehr mdglich. Es kam zu einer
Abnahme des eingegebenen Materials nach wiederholten Durchlaufen im
Dialysator, d.h., es besteht ein ,Materialschwund® im Vergleich zur quantitativen

Angabe des eingegebenen Materials.
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3.2.3 VerdUnnungsprobe

Tab. 3-4: Ergebnisse der qualitativen und quantitativen RT-PCR der

Verdunnungsproben fur HCV

3 + n.d. ca. 800000
4 + 572 000 ca. 800000
S + n.d ca. 1 000 000
6 + 215 000 ca. 1000 000
7 + 607 000 ca. 1104 000
8 + 355 000 ca. 996 000
9 + 1280 000 ca. 4 910 000
10 + 929 000 ca. 5320 000
11 + 1170 000 ca. 4 040 000
12 + 640 000 ca. 4 280 000

+:  positiver Nachweis

(1): Ergebnis der qualitativen RT-PCR der Verdinnungsprobe
(2): Ergebnis der quantitativen RT-PCR der Verdiinnungsprobe

(3): Gegenuberstellung: HCV RNA im Ausgangsmaterial zum quantitativen Er-

gebnis der Verdinnungsprobe
n.d.: nicht durchgefiihrt

Fir die Versuche 3-12 wurde jeweils die Verdinnungsprobe mittels qualitativer

RT-PCR auf HCV untersucht. Alle Ergebnisse waren positiv. Das heif3t, es befand

sich bei der Gewinnung der Verdinnungsprobe HCV im Filter. Die quantitative

RT-PCR wurde fur die Versuche 3 und 5 aufgrund Materialmangels nicht

durchgefuhrt. Fur die Versuche 4 und 6- 12 wurden mittels quantitativer RT-PCR

die HCV RNA-Konzentrationen bestimmt. Nach der Verdlinnung kam es zu einer

Konzentrationsabnahme des eingesetzten Materials.
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3.2.4 Leerwert

Ab Versuch 3 wurde eine NaCl-Probe mittels qualitativer RT-PCR auf HCV
untersucht. Fur alle Versuche konnte in den NaCl-Proben keine HCV RNA
nachgewiesen werden. Die Proben wurden vor den eigentlichen Filtrierversuchen
gewonnen. Aufgrund der Ergebnisse der qualitativen RT-PCR fir die NaCl-Proben
kann also angenommen werden, dass die Dialysefilter vor dem Filtriervorgang
noch keinen Kontakt zu HCV hatten.

3.3 Ergebnisse fur die Durchlassigkeit einer Dialysemembran gegentber HBV

3.3.1 Filtrat

Tab.3-5: Ergebnisse der HBV Filtration, qualitative ,nested“-PCR und
Gensonde der Filtrate

1 0,03 — -
2 41 - -
>80 3,087
3 (Uber Nachweisgrenze) + grenzwertig (4)
4 3,7 - -
5 80 — -

+:  positiver Nachweis

—:  nicht nachgewiesen

(1): Ausgangsmaterial nach 1 : 100 Verdunnung mit NaCl
(2): Auswertung ,nested“-PCR des Filtrats

(3): Auswertung HBV-Gensonde des Filtrats
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(4): niedrigster Wert der Sensitivitat, welchen das Gerat anzeigt

Es wurden 5 Filtrierversuche mit HBV durchgefuhrt. Bei der Testung der Filtrate
ergab sich fur die Versuche 1-2 und 4-5 ein negativ qualitatives Ergebnis bei der
.nested“-PCR. Nach der Durchfihrung der qualitativen ,nested“-PCR des
Versuchs 3 ergab sich ein positives Ergebnis. Im nachfolgenden
Gensondeverfahren wurde der quantitative Wert fur die HBV DNA-Konzentration
bestimmt. Das Ergebnis lautete 3,087 pg/ml HBV DNA.

3.3.2 Adsorptionskontrolle

Tab.3-6: Ergebnisse der ,nested“-PCR und der Gensonde der

Adsorptionskontrollen fur HBV

1 + - 0,03 n.d.
2 + 56,44 41 0
3 + 478,3 >80 n.d.
4 + 16,55 3,7 0
5 + 68,11 80 0

+:  positiver Nachweis

- negativer Nachweis

(1): Ergebnis der qualitativen ,nested” - PCR der Adsorptionskontrolle

(2): Ergebnis der quantitativen Gensonde der Adsorptionskontrolle

(3): Gegenuberstellung: HBV DNA im Ausgangsmaterial nach der Verdinnung
zur quantitativen Adsorptionskontrolle

(4): theoretische Adsorption von HBV DNA ergibt sich aus dem Vergleich der
Eingabe von HBV DNA und dem Ergebnis der Gensonde der Adsorptions-
kontrolle

33



Wahrend allen 5 Versuchen mit HBV wurde eine Adsorptionskontrolle gewonnen.
Die Ergebnisse der qualitativen Untersuchung (,nested“-PCR) waren fur alle
Versuche positiv. Daraus wird ersichtlich, dass zum Zeitpunkt der Abnahme der
Adsorptionskontrolle das Material im Filter HBV positiv war.

Im anschlieBenden Gensondeverfahren ergab sich fur die Adsorptionskontrolle
des Versuchs 1 kein quantitatives Ergebnis. Wahrscheinlich liegt ein mogliches
Ergebnis unter der Nachweisgrenze der Methode. Bei einer unverdunnten
Ausgangskonzentration fur diesen Versuch von 0,03 pg/ml ist das sehr
wahrscheinlich. Die Angaben fir die Versuche 2-5 rangieren in der

GroRenordnung der Ausgangskonzentration.

3.3.3 Leerwert

Die NaCl Proben fur die Versuche 1-5 wurden mittels qualitativer ,nested“-PCR

auf HBV untersucht. Alle Ergebnisse waren negativ.

3.4 Sichtbar machen der Amplifikationsversuche der HBV Versuche mittels
Gelelektrophoresefotos

Die Gelelektrophorese wurde als Verfahren fur die Identifizierung der PCR -
Produkte verwendet. Das Gel wurde nach der Laufzeit unter UV- Bestrahlung
fotografiert.
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B e . PCR-Produkte

T: 400 M: 6 S: 45

Abb. 8: Erstes Gelelektrophoresephoto

Das Gelelektrophoresefoto wurde nach der Gelelektrophorese flir den ersten
HBV-Versuch gemacht. Die Spalten 1, 5 und 7 der Abb. 8 sind als Banden
dargestellt, in diesen Proben wurde HBV DNA identifiziert. Spalte 1 bezeichnet
jeweils die mitgefihrte Positivkontrolle (nach Herstellerangaben), welche
bekanntes positives Material enthielt. Spalte 5 stellt die Verdliinnungsprobe dar.

Spalte 7 stellt die Adsorptionskontrollen dar.

1 2 3.4 56 78 91011 12 13

e @ PCR-Prod.

T: 480 H: 280 Kontr: 8 Inv: N

Abb. 9: Zweites Gelelektrophoresephoto

Das Gelelektrophoresefoto wurde nach der Gelelektrophorese fir den zweiten
HBV-Versuch gemacht. Die Spalten 1, 5, 9 und 11 der Abb. 9 sind als Banden
dargestellt, in diesen Proben wurde HBV DNA identifiziert. Spalte 1 bezeichnet
jeweils die mitgefihrte Positivkontrolle (nach Herstellerangaben), welche

bekanntes positives Material enthielt. Spalte 9 stellt die Verdlinnungsprobe dar.
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Spalte 11 stellt die Adsorptionskontrollen dar. Spalte 5 ist zusatzlich getestetes

Patientenmaterial, welches fur diese Arbeit keine weitere Bedeutung hat.

1234567809101

T: 480 H: 38 Kontr: 8 Inv: N

Abb. 10: Drittes Gelelektrophoresephoto

Das Gelelektrophoresefoto wurde nach der Gelelektrophorese fir den dritten
HBV-Versuch gemacht. Die Spalten 1, 7, 9 und 11 der Abb. 10 sind als Banden
dargestellt. In diesen Proben wurde HBV DNA identifiziert. Spalte 1 bezeichnet die
mitgeflUhrte Positivkontrolle, welche bekanntes positives Material enthielt. Spalte 7
stellt die Verdlinnungsprobe dar. Spalte 9 bildet die Adsorptionskontrolle ab. Die
Spalte 11 steht flr das getestete Filtrat.

- - —

12 3 4567891011

8 W rcrrodukte

T: 4880 H: 20 Kontr: 8 Inv: N

Abb. 11: Viertes Gelelektrophoresephoto
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Das Gelelektrophoresefoto wurde nach der Gelelektrophorese fur den vierten
HBV-Versuch gemacht. Die Spalten 1, 7 und 9 der Abb. 11 sind als Banden
dargestellt. In diesen Proben wurde HBV DNA identifiziert. Spalte 1 bezeichnet die
mitgefUhrte Positivkontrolle, welche bekanntes positives Material enthielt. Spalte 7

stellt die Verdinnungsprobe dar. Spalte 9 bildet die Adsorptionskontrolle ab.

12 3 4 56 7 891011

8 W rcrrodukte

T: 4880 H: 20 Kontr: 8 Inv: N

Abb. 12: Flunftes Gelelektrophoresephoto

Das Gelelektrophoresefoto wurde nach der Gelelektrophorese fir den flnften
HBV Versuch gemacht. Die Spalten 1, 5 und 7 der Abb. 12 sind als Banden
dargestellt, in diesen Proben wurde HBV DNA identifiziert. Spalte 1 bezeichnet die
mitgefuhrte Positivkontrolle, welche bekanntes positives Material enthielt. Spalte 5

stellt die Verdiinnungsprobe und Spalte 7 die Adsorptionskontrolle dar.
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IV. Diskussion

4.1 Hauptergebnisse

1.

Die Virusnachweise erfolgten molekularbiologisch als PCR oder mit Hilfe einer
Hybridisierungsmethode (Gensonde). Dabei werden fir die Viren charakteris-
tische Abschnitte ihres Genoms nachgewiesen. Im vorausgehenden und im
folgenden Text wird dieser Nachweis gleich gesetzt mit dem Nachweis des
kompletten Virus. Dieses Vorgehen schien gerechtfertigt, da es auch zur Be-
stimmung der Viruslast im Blut eines Infizierten herangezogen wird. Anhand
der Hohe der Viruslast wird die Infektiositat eines Hepatitiskranken eingestuft.
In einem von 10 Filtrationsversuchen wurde im Filtrat HCV und in einem von 5
Filtrationsversuchen wurde im Filtrat HBV gefunden. Diese Ergebnisse besa-
gen, dass es bei 2 Versuchen zu einem Ubertritt von HCV oder HBV vom Blut-
zum Dialysierflissigkeitskompartiment Uber die Membran kam. Dialysemem-
branen stellen somit eine Sicherheit bei der méglichen Ubertragung von Viren
dar, welche aber fir diese Arbeit nur 86,66% betrug, d.h. 13 der 15 Versuche
verliefen ohne Ubertragung von Viren (ber die Dialysemembran.

Wahrend des Versuchsablaufes kdnnte es betriebsbedingt zur Beschadigung
der Membran kommen. Dies geschieht vor allem bei hohem Druck innerhalb
des Kapillarsystems des Dialysators, z.B. aufgrund materialbedingtem vereng-
tem Lumen oder hohem Ausgangsvolumen bei kleinem Kapillardurchmesser.
Eine weitere Moglichkeit ware auch ein zu hoher Ausgangsdruck, mit dem das
Material durch das Kapillarsystem gepresst wird. Einzelne Fasern konnen sich
darUber hinaus zusammenlagern, sodass der Druck innerhalb des Kapillarlu-
mens erhdht wird. Die Membranen kdnnen dann reiRen. Ahnliche Gegebenhei-
ten herrschen mitunter auch wahrend der Dialyse, wenn z. B. der arterielle
Druck der Patienten stark erhoht ist. Zu bedenken sind auch die hohen Men-
gen an Blut und Dialysierflussigkeit, welche wahrend eines Zyklus die Dialysa-
toren passieren. Aulerdem wird das Membranmaterial wahrend der Dialyse
standig beansprucht. Damit waren auch wahrend der Dialyse die physikali-

schen Bedingungen (hohes Volumen, hoher Druck, kleiner Kapillardurchmes-
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ser) zum Entstehen von Rissen erflllt. Die Dialysemembran wurde nicht per
Bubble-point-test getestet, weil dazu die technischen Voraussetzungen fehlten.
Die Viruslast stellt eine patientenbedingte Variable dar. Die Ausgangskonzen-
trationen der Seren der beiden positiven Versuche waren sehr hoch. Sie lagen
mit 4 280 000 copies/ml fir HCV und mehr als 80 pg/ml fur HBV deutlich Gber
den Ublichen Viruslasten bei infizierten Patienten. Bei hohen Ausgangskonzen-
trationen wurde aber nicht bei allen Versuchen HCV bzw. HBV im Filtrat nach-
gewiesen. Daher ist es moglich, dass die Kombination aus patienten- und be-
triebsbedingten Faktoren (Risse der Membran, hohe Viruslast) zur Durchlass-
igkeit der Viren fuhrt.

4. Der Adsorptionseffekt an der Dialysemembran spielt bei der Verhinderung der
Filtration von Viren Uber die Membran keine grof3e Rolle. Es zeigte sich fur alle
Versuche, dass die Konzentration von HCV RNA bzw. HBV DNA der Adsorp-
tionskontrollen nur gering vermindert war im Vergleich zur Ausgangskonzen-
tration der Versuche. Das heil’t, es wurden nur wenige Viren an die Membran
gebunden. Eine genaue Aussage, inwieweit HCV bzw. HBV an die Membran
adsorbiert wurden, ware im Weiteren durch eine Untersuchung der Membran
maoglich.

4.2 Was spricht fir eine Ubertragung von HCV und HBV Uber eine
Dialysemembran?

Die Pravalenz von Virusinfektionen ist bei Dialysepatienten im Vergleich zur
gesunden Bevolkerung erhoht. In einem deutschen Dialysezentrum waren von
105 Patienten 10,5 % anti-HCV positiv, 2,9 % Hepatitis B surface-Antigen (Hbs-
Ag) positiv und 8,6 % Hepatitis G Virus (HGV) RNA positiv (Matzkies et al., 2000).
Damit stellt sich unweigerlich die Frage nach der Sicherheit in Bezug auf die
Ubertragung von Viren in Dialyseeinrichtungen.

HCV und HBV konnten innerhalb eines Patientenkollektivs parenteral Ubertragen
werden. Treten HCV bzw. HBV durch die Membran ins
Dialyseflussigkeitskompartiment, besteht die Moglichkeit, dass

Hamodialysepatienten auf diesem Weg infiziert werden. Blut und
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Dialysierflussigkeit werden innerhalb der Dialysemaschine ins Schlauchsystem
und die Festbestandteile der Dialysemaschine weitergeleitet. Die meisten
Komponenten des Blutschlauchsystems sind Einmalmaterialien. Die nicht
auswechselbaren sind die, die von der Dialysierflissigkeit durchflossen werden.
Diese werden nach jedem Dialysegang gereinigt und desinfiziert. Es besteht aber
die Moglichkeit, dass die Desinfektion nur unzureichend durchgefuhrt wird.
Moglicherweise werden nicht alle Totraume des Gerats erreicht. Wird der nachste
Patient dialysiert, ist dann eine ,Weiterleitung“ und somit eine Ubertragung von
HCV bzw. HBV mdglich, z. B. bei unbeabsichtigter Umkehr des transmembranen
Druck.

Neben diesen dialysetechnik- bedingten Infektionswegen sollte man jedoch die
bekannten Hygieneprobleme nicht ausser Aucht lassen:

Gerade in Hinblick auf die ,Weiterleitung“ von Viren aus den, bei der Desinfektion
nicht erreichten Bereichen, ist der Rucktransport vom
Dialysierflussigkeitskompartiment zum Blutkompartiment zu erwahnen. Der
Ricktransport besteht aus zwei Komponenten, der Ruckdiffusion und der
Ruckfiltration. Rickdiffusion ist abhangig von einem Konzentrationsunterschied.
Bei der Ruckfiltration ist ein Druckgradient entscheidend. Dieser kann aber vom
Bluteinfluss zum Blutausfluss auf der Seite des Blutkompartiments absinken.
Auch der Druckgradient im Dialysefllssigkeitskompartiment sinkt vom
DialyseflUussigkeitseinfluss zum Dialyseflissigkeitsausfluss ab. Jedoch flieRen Blut
und Dialyseflissigkeit entgegengesetzt. Und somit ergibt sich die Madglichkeit,
dass bei Blutausfluss der Druck soweit abgesunken ist, dass er unter dem Druck
des Dialysierflissigekeitsflusses liegt und es kommt dann zur RuUckfiltration
(Ebbighausen et al., 1992). Wenn also eine Dialysemembran passierbar fur Viren
ist, dann koénnen Viren aus dem Dialysierflussigkeitskompartiment ins
Blutkompartiment gelangen und somit in den Kreislauf des Patienten.

Gerade bei der Dialyse gehdért der Umgang mit Blut- und
Dialysierflussigkeitskomponenten zum Alltag. Daher gilt es, die hygienischen
Bestimmungen im Umgang mit Blut- und Dialysierflissigkeitskomponenten genau
einzuhalten.

Zusatzlich belastend wirkt meistens die raumliche Enge in Dialysestationen.
AuRerdem missen Dialyseeinheiten von verschiedenen Patienten nacheinander
mehrfach genutzt werden. Zwischen den Sitzungen herrscht haufig ein zeitlich

begrenzter Rahmen.
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Bei immer wieder auftretenden HCV- und HBV-Neuinfektionen innerhalb einer
Dialysestation sollte man auf solche Mangel achten.

Aulerdem ist es heutzutage produktionsbedingt noch nicht moglich, Membranen
herzustellen, bei denen die Poren einheitlich 0,001 bis 0,01 ym grof sind. Es
finden sich immer wieder Pinholes, welche um ein Vielfaches groRer sind. Uber
diese Pinholes koénnte ein direkter Ubertritt von Viren erklarbar sein.

Eine Kombination aus mehreren patienten- und betriebsbedingten Faktoren
(Pinholes, Risse in der Membran, hoher Druck, grol3es Flussigkeitsvolumen, hohe
Viruslast des Patienten) ware es mdglich, dass HCV oder HBV die Membran
passieren konnten.

Weiterhin spricht der heutige Einsatz von on-line-Verfahren daflir, wobei
kontinuierlich Substitutions- oder Dialysatlosung hergestellt wird. Dabei wird
ultrareines Wasser verwendet. Es erfolgt zugunsten der Sicherheit eine
zweistufige Ultrafiltration nur fur das Substituat (Goéhl und Pirner, 1999). Die
Maschinendesinfektion wird dadurch nicht ersetzt. Sollten Viren in die
Dialysierflissigkeit geraten, dann kann auch das online-Verfahren sie nicht mehr

eliminieren.

4.3 Was spricht gegen eine Ubertragung von HCV und HBV iber eine

Dialysemembran?

HCV hat ungefahr 9500 Nukleotide (Major und Feinstone, 1997). HBV ist ein
DNA-Virus und gehort zur Gruppe der Hepadna-Viren. Wenn man bedenkt, dass
die optimalen Poren der Dialysemembranen nur 0,001 bis 0,01 ym grof} sind,
passen die Viren als Ganzes nicht hindurch. Virale Partikel kdnnten die Membran
nicht auf diesem Weg passieren.

Der Adsorptionseffekt spielt bei der Filtration von Viren Uber die Membran keine
grolRe Rolle. Die Effektivitat der Adsorption ist abhangig von der GroRe der
Membranoberflache, von der Konzentration des zu adsorbierenden Stoffes, von
der MolekilgréRe und von der Anzahl anderer Molekiile mit ahnlicher GroRe.
Kleine Molekule (kleiner 10 000 Dalton) werden kaum adsorbiert und passieren
die Membran ohne weiteres (Morti und Zydney, 1998). HCV und HBV sind
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deutlich groRRer als 10 000 Dalton. GroRRe und mittelgroRe Molekile werden
bevorzugt adsorbiert. Das geschieht vorwiegend innerhalb der Membran und nicht
an der Membranoberflache (Cheung und Leypoldt, 1997). Die Molekule verbleiben
dann also innerhalb der Membran. Werden auch andere Molekule mit ahnlicher
Molekulgrofde adsorbiert, dann nimmt die Adsorptionseffektivitat fur jede einzelne
dieser Molekulegruppen noch zusatzlich ab. Die Folge ist, dass mit steigender
Beladung des Filters die Durchlassigkeit abnimmt.

4.4 Ausblick

Dialysemembranen sind nicht vollstandig virussicher. Dabei mussen sicherlich
immer mehrere Faktoren zusammen treffen, damit es zu einem Durchtritt von
Viren (HCV, HBV) kommen kann. Vorschlage flr eine Verbesserung betreffen
also nicht nur die Hygiene, sondern auch die Produktion und Anwendung der
Dialysemembranen.

Das Material der Membranen sollte sowohl biokompartibel als auch sehr stabil
sein. Lumenverengungen innerhalb des Kapillarsystems sollten
produktionsbedingt von vornherein minimiert werden. Das gleiche gilt auch fur die
PorengrofRe. Die Abweichungen der Porengrofde von 0,001 bis 0,01 pym sollten so
gering wie moglich gehalten werden. Membranen werden im Verlauf der
Produktion mehrfach getestet. Diese Testverfahren sollten dberpruft und
verfeinert werden. Wahrend der Dialyse ist darauf zu achten, dass die
Bedingungen sowohl fur den Patienten als auch fur die Membran optimal sind.
Das heildt, groRe Druckschwankungen sind zu vermeiden. Die Heparinzufuhr zur
Verhinderung der Blutgerinnung ist kontinuierlich zu gewahrleisten. Das stellt hohe
Anforderungen hinsichtlich der Aufmerksamkeit an das Personal, die Patienten
und die Dialysegerate.

Es sollte Ublich sein, dass bei Dialysepatienten vor jeder Dialyse unter anderem
die Leberenzyme kontrolliert werden. Bei einer Erhdhung der Enzyme gabe es
erste Hinweise auf eine mdgliche Infektion. Man kdénnte dann frihzeitig
Praventionsmafinahmen treffen, um eine Ubertragung auf andere Patienten zu

verhindern. Die Patienten sollten dann an separaten Maschinen dialysiert werden.
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Des Weiteren wird ein routinemaRiges Screening auf HBV- und HCV-Antikorper
empfohlen. Jede weitere PraventionsmalRnahme ist auszuschopfen, unter
anderem auch die Impfung gegen HBV.

Hinsichtlich der Ausnutzung des Adsorptionseffektes ware eine Vergrdllerung der
Membranoberflache denkbar. AuRerdem konnten Konzentrationen mittelgroRer
und grof3er adsorptionsrelevanter Proteine bestimmt werden, d.h., ein Monitoring
eingefuhrt werden. Beim Vorliegen hoher Konzentrationen dieser Proteine und bei
gleichzeitiger hoher Viruslast des Patienten konnten fruhzeitig Ruckschlisse auf
eine mdgliche Durchlassigkeit von HCV bzw. HBV durch die Membran gezogen
werden. Damit konnten Entscheidungen hinsichtlich der weiteren Benutzung des
Dialysegerates schneller getroffen werden. Eine vorherige Desinfektion muss
immer erfolgen.

AbschlieRend ist zu sagen, dass Dialysepatienten heutzutage gefahrdet sind, sich
wahrend der Dialyse mit HCV oder HBV zu infizieren. Aufgrund der
Grunderkrankung und der Dialysetherapie besteht zudem schon eine
Beeintrachtigung fir viele Patienten. Somit sollte jede weitere vitale Bedrohung
durch eine HCV- oder HBV-Infektion und ihre mdglichen Folgen vermieden
werden. Dies sollte auch im Hinblick auf eine mdgliche weitere Verschlechterung

der Lebensqualitat der Dialysepatienten gesehen werden.
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V. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine Dialysemembran auf ihre Durchlassigkeit gegenuber
HCV und HBV untersucht. Die Versuche wurden aufderhalb des Dialysegerats
durchgefuhrt. Es wurde nur die Filtrationsrichtung vom Blut- zum
Dialysierflussigkeitskompartiment untersucht. Zusatzlich zu den Filtrationsproben
wurden jeweils Adsorptionskontrollen gewonnen. Es sollte gepruft werden, ob mit
der Adsorption ein effektiver Einfluss auf die Durchlassigkeit der Dialysemembran
gegenuber z.B. HCV und HBV erzielt werden kann.

Ist eine Transmission von HCV oder HBV uber die Dialysemembran moglich?

Bei den 10 relevanten Filtrierversuchen mit HCV und den 5 Filtrierversuchen mit
HBV ergab sich, dass die Dialysemembran eines Hohlfaserdialysators fir HCV
und eines Hohlfaserdialysators fir HBV durchlassig waren. Somit besteht rein
rechnerisch fir diese Arbeit die Gefahr, dass 13,33% der Hohlfaserdialysatoren
fur HCV oder HBV durchlassig sind und es im weiteren Verlauf zu einer
horizontalen Ubertragung von Patient zu Patient kommen konnte.

Gibt es betriebs- oder patientenbedingte Voraussetzungen, welche eine
Durchlassigkeit von HCV oder HBV durch die Hohlfaserdialysemembran
begunstigen?

Betriebsbedingte Faktoren, welche eine Durchlassigkeit von HCV und HBV durch
die Membran begunstigen, sind wahrend der Produktion von Membranen
entstehende ,Pinholes® und Risse. AuRerdem kdnnen Risse auch wahrend des
Ablaufs einer Dialyse aufgrund von Druck und Volumenanderungen innerhalb des
Dialysators entstehen.

Einen patientenbedingten Faktor, welcher eine Durchlassigkeit von HCV und HBV
durch die Membran begunstigt, stellt eine erhdhte Viruslast im Blut des Patienten
dar.

Begunstigend kann dabei der Mechanismus des Rucktransportes vom
Dialysierflussigkeitskompartiment zum Blutkompartiment wirken.

Spielt die adsorptive Bindung von HCV oder HBV an die Membran eine
entscheidende Rolle fir die Durchlassigkeit?

Die Adsorption hat keinen effektiven Einfluly auf die Durchlassigkeit. Die

Membranen werden wahrscheinlich bei hoher Viruslast schnell ,gesattigt® und
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konnen dann einen weiteren Durchtritt nicht verhindern. Sie kann nur begrenzt
einen Durchtritt von Viren blockieren, wenn die Viruslast gering ist und wenn nicht
zu viele Proteine mit ahnlicher MolekulgroRe filtriert werden sollen.
Zusammenfassend ist anzunehmen, dass eine Kombination aus diesen Faktoren
(,Pinholes®, Risse, hohe Viruslast, Filtration von Proteinen mit ahnlicher
Molekulgrofde) fur eine Durchlassigkeit der Hohlfaserdialysemembran gegenuber
HCV und HBV spricht.

In die Zukunft blickend sollte die Produktion von Dialysemembranen weiter
verbessert werden, vor allem bezlglich der Porengrof3e. Vielleicht ist eine
OberflachenvergroRerung hinsichtlich einer vermehrten Adsorption mdglich. Die
Konzentrationen anderer mittelgroRer und grof3er adsorptionsrelevanter Proteine
des Patienten konnten monitoriert werden. Dann waren fruhzeitig Ruckschlusse
auf eine madgliche Durchlassigkeit von HCV bzw. HBV durch die Membran
vielleicht moglich. Patienten sollten regelmaflig auf Leberenzymveranderungen
und HCV bzw. HBV Antikorper gescreent werden.

Letztendlich ist heutzutage davon auszugehen, dass Dialysemembranen nicht

virussicher sind.
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VII. Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis
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7.4 Anhang — Gerate

Abzug Gelairea - Opera, Italien

Amplifikationsring - Roche, Branchburg, USA
Amplifikationsringhalter - Roche, Branchburg, USA
Aufziehkanule - Braun, Meisungen

Basis Mikro Ampa - Perkin Elmers

Brutschrank

Computer

Detektionsgefalie - Roche, Branchburg, USA

Dreiwegehahn

Drucker

Druckmessgerat - Cogal Electronics Co, Ltd.

Einmalgefal}, steril - Greiner

Einmaluntersuchungshandschuhe - Hartmann, Heidenheim
Eppendorfgefal® 1,5 ml - Eppendorf, Hamburg
Eppendorfgefallstander - Brand

Feinwaage K800 - Sauter, Hamburg

Fotocomputer 'NTAS® - Kaiser

Gefal fur infektiose Flussigkeiten - Biochrom KG, Berlin
Gefrierschrank - Hauschild GmbH, Libeck

Gefrierschrank luxus - Bosch

Geltrace

Inkubatorstander fur Eppendorfgefal3e - Nalgene, USA

Kontainer fur infektiose Abfalle - INFA Lentjes GmbH, Dortmund
Kihlbox - Goodrich, USA

Kurzzeitwecker - Kienzle Signal

Nikkiso Medical Einmalpyrogenfilter EFL - 015 - Nikkiso, Hamburg
PCR - Reaktionsgefal} - Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen mit gestopfter Spitze 10 pl - Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen mit gestopfter Spitze 100 pl - Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen mit gestopfter Spitze 100 - 1000 pl - High recovery - Eppendorf,
Hamburg

Pipetten EX 10 ml - Greiner Labortechnik
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Pipettierhilfe - Brand

Retrainer Micro Ampa - Perkin Elmers, USA
Schraubdeckelrdhrchen 10 ml - Sarstedt, Numbrecht
Spacer 7 mm

Spritze 50 ml - Becton Dickinson, Irland

Sputumbecher

Thermocycler COBAS-Amplicor - Roche, Branchburg, USA
Thermocycler Perkin Elmers - Perkin Elmers, USA
Tischzentrifuge - Heraeus Instruments, Bremen

Trafo (Spannungswandler fur Gelelektrophorese)
Transferpipette - Eppendorf, Hamburg

Ultrazentrifuge Beckman 50.1

UV Tisch INTASO - Kaiser

Vortexer Reax 2000 - Heidolph

Wasserbad IKAMAG - REBA - Werner Hassa GmbH, Liibeck
Zellstoff - Hartmann

Zentrifugationsrohrchen
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