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Nukleinstureextraktion fir den

Der molekularbiologische Nachweis transfusions-
assoziierter Viren wie Hepatitis B und C sowie HIV beim
Screening von Blutspenden erfordert hocheffiziente
Technologien zur Nukleinsdureextraktion. Das chemagic
Magnetic Separation Module I erlaubt erstmalig die
gleichzeitige Separation von DNA und RNA aus grofien
Probenvolumina bis zu zehn Millilitern.
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produkten hat in Deutschland mit
der Einfithrung von molekularbiolo-
gischen Nachweismethoden einen Stand
erreicht, der das Restrisiko einer Infektion
mit transfusionsassoziierten Erregern wie

D ie Virussicherheit von Blut und Blut-
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Tabelle 1: Ergebnisse der Untersuchungen zur
HCV- und HIV-Sensitivitit

Virustiter Positive
Teste/
Gesamtzahl

Teste HIV

Positive

in Teste/

9,6ml
(1U)

Gesamtzahl
Teste HCV

1000 6/6 6/6

500 6/6 6/6

250 6/6 6/6

125 6/6 3/6

63 6/6 5/6

31 5/6 3/6

16 4/6 0/6

8 3/6 1/6
95% cut off 48,4 IU im 317,6 IU im

Pool Pool

CI 16,6 IU-140,9 109,7

10 10-919,6 IU

Analytische 5 IU/ml
Sensitivitdt
Analytische 9,9 IU/ml
Sensitivitdt

Routine-

NAT

33 IU/ml

29,7 TU/ml
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1 Das chemagic Magnetic

Separation Module | eignet
sich fiir Proben von 10 ml

bis 10 pl.
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z.B. HCV oder HIV nur

noch theoretisch er-

scheinen ldsst. Mehrere Jahre, bevor die
Testung aller Blutspenden auf das Hepati-
tis-C-Virus und das Humane Immundefi-
zienz-Virus-1 mittels Nukleinsdureamplifi-
kationstechniken (NAT) durch das Paul-
Ehrlich-Institut in Deutschland verbind-
lich festgelegt wurde (1999 und 2004), ha-
ben verschiedene Blutspendedienste nach
dem Vorbild der plasmaverarbeitenden In-
dustrie ihrer Verantwortung fiir das Wohl
der Empfanger von Blutprodukten Rech-
nung getragen und selbst entwickelte,
nichtkommerzielle NAT-Teste zum Nach-
weis von HCV, HIV und auch HBV zum Ein-
satz gebracht.

Einzelprobentestung

Lange Zeit ist es nicht gelungen, kom-
merzielle NAT-Teste, die den Anforderun-
gen an das Screening in einem Blutspen-
dedienst entsprechen und zur Bearbeitung
mehrerer hundert oder tausend Blutpro-
ben am Tag verwendet werden konnen, zu
etablieren. Deshalb haben ,in-house”-
NAT-Testsysteme in Deutschland weite
Verbreitung gefunden und werden heute
zum Screening eines GroRteils der Blut-
spenden in Deutschland eingesetzt. Die
NAT-Testung von Blutspenden zum Virus-
nachweis kann, aufgrund der im Vergleich
zu anderen Labormethoden geringen
Automatisierung, nicht an der Einzelpro-
be erfolgen. Es wurden spezielle Strategien
zur Testung von Blutproben in einem Pool
von bis zu 96 Einzelproben etabliert. Die-
se Pooltestung von Probenaliquots verrin-
gert den Aufwand betrdchtlich, hat aber
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&  den Nachteil, dass die

Menge des eingesetzten

Probenmaterials begrenzt ist. Ublich sind

Volumina von 100 pl pro Blutprobe. Da mit

dem Volumen auch die in den Pooltest ein-

gebrachte Virusmenge im Vergleich zu ei-

ner Einzeltestung geringer ist, werden ho-

he Anforderungen an die Sensitivitdt mo-

lekularer Virusnachweismethoden im
Blutspendescreening gestellt.

Testqualitiit

Die theoretische Sensitivitdt von Nu-
kleinsdureamplifikationstechniken, wie
die der PCR, liegt bei einem bis fiinf DNA-
Molekiilen und betrdgt bei der RT-PCR et-
wa zehn RNA-Molekiile pro Ansatz.

Die PCR- bzw. RT-PCR-Assays sind heu-
te derart optimiert, dass im Bereich der
theoretischen Nachweisgrenze detektiert
werden kann. Eine Steigerung der Sensiti-
vitdt von NAT-Testen ist deshalb haupt-
sachlich durch die Verbesserung der Effi-
zienz und Qualitédt der Extraktion der Nu-
kleinsduren zu erreichen. Neben einer ma-
ximalen Ausbeute ist die Beseitigung aller
NAT- inhibierenden Substanzen von gro-
Rer Bedeutung. Die Extraktionsausbeute
der Nukleinsduren kann durch den Einsatz
grofRer Probenvolumina, wie des gesamten
Poolvolumens von 96 mal 100 pl in die
Extraktion oder durch die Nutzung Virus-
konzentrierender Schritte wie der Ultra-
zentrifugation oder der Magnetic-Bead-
Technologie verbessert werden.

Automatische Extraktion

Um die Leistungsfdhigkeit des automa-
tischen Nukleinsdure-Extraktionsmoduls
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und dessen Kompatibilitdt zu der im DRK
Blutspendedienst Sachsen gGmbH einge-
setzten Virus-NAT zu iiberpriifen, wurden
anhand von Verdiinnungsreihen der WHO-
Virusstandardprdparationen  fiir HCV
(96/790), HIV (97/656) und HBV (97/746)
insgesamt mehr als 100 Teste durchge-
fiihrt.

Tabelle 1 und 2 zeigen die Resultate der
Untersuchungen. Die Zahl positiver Teste
je durchgefiihrter Teste und Virusparame-
ter sind dargestellt. Im Ergebnis konnte
gezeigt werden, dass die erreichte analy-
tische Sensitivitdt der NAT-Teste bei Ver-
wendung des chemagic Magnetic Separa-
tion Module I zur Extraktion von Virusnu-
kleinsduren aus 9,6 ml Plasma, vergleich-
bar ist mit der in der Routinetestung eta-
blierten Methode, die auf Virusanreiche-
rung mittels Ultrazentrifugation beruht.
Die durch Probitanalyse errechneten 95%
cut offs fiir HCV (48,4 IU/Pool bzw. 484
IU/ml der Einzelspende) und HIV (317,6
1U/Pool bzw. 3176 IU/ml der Einzelspen-
de) liegen deutlich unter den vom Paul-
Ehrlich-Institut festgelegten Mindestsen-
sitivitdten fiir das NAT-Screening von
Blutspenden, die 10 000 IU fiir HIV bzw.
5 000 IU fiir HCV pro Milliliter der Einzel-
spende betragen.

Insbesondere die hohe Sensitivitédt der
HBV-NAT bei Extraktion mit dem neuen
System muss hervorgehoben werden. Da
in der frithen Phase einer HBV-Infektion
die Virustiter sehr niedrig sind, ist ein
hochsensitiver Test von groRem diagnos-
tischen Nutzen. Auch niedrig-virdmische
Blutspenden konnen so mit grofRerer Si-
cherheit nachgewiesen werden. Die An-

Tabelle 2: Ergebnisse der Untersuchungen
zur HBV-Sensitivitit

Virustiter Positive Teste/Ge-
in 9,6 ml (IU) samtzahl Teste HBV
100 6/6
50 6/6
25 6/6
12 6/6
6 6/6
3 7/10
1,5 6/10
0,75 3/10
95% cut off 6,6 IU im Pool
CI 2,6 IU-16,2 IU
Anf'ilytische Sensi- 0,69 IU/ml
tivitat
Analytische Sensi- 1,1 IU/ml

tivitat Routine-NAT

zahl der durchgefiihrten Messungen wur-
de auf sechs bis zehn Wiederholungen pro
Verdiinnungsstufe beschrankt und ist im
Vergleich zu einer vollstandigen Validie-
rung eines NAT-Testes mit mindestens 24
Wiederholungen pro Verdiinnungsstufe
deutlich kleiner. Deshalb konnen die er-
mittelten Werte zur Sensitivitdt nur N&-
herungen darstellen.

Zusammenfassung

Die Bedienung des Gerdtes ist unkom-
pliziert. Der Wartungsaufwand ist gering,
da keine Pipettierschritte durch den Auto-
maten selbst durchgefiihrt werden. Die Be-
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arbeitung von zwdlf Proben bis maximal
10 ml erfolgt in ca. 1,2 Stunden bei An-
wendung des Virusprotokolls. Durch ge-
ringe Anderungen am Gerit konnen alter-
nativ 96 Proben im Mikrotiterplattenmal3-
stab bearbeitet werden. Bei entsprechen-
den Untersuchungen konnten keine
Kreuzkontaminationen festgestellt wer-
den.

Das chemagic Magnetic Separation Mo-
dule I der Firma chemagen stellt eine sehr
gute Alternative zu bestehenden Nuklein-
sdureextraktionsmethoden dar. Dariiber
hinaus steht damit ein automatisiertes
System zur Verfiigung, das die Bearbei-
tung von bis zu zehn Milliliter Plasma er-
moglicht. Die hohe Effizienz dieser neuen
Extraktionsmethode macht die Virusan-
reicherung mittels Zentrifugation als pro-
benintern begrenzt kontrollierbaren Ar-
beitsschritt {iberfliissig und erhoht damit
die Sicherheit beim Nachweis von trans-
fusionsassoziierten Viren.

Weiters Informationen:
www.laborpraxis.de

e Der Kontakt zum Blutspende-
dienst Sachsen

e Weitere Informationen zum
chemagic Magnetic Separation
Module I

¢ Paul-Ehrlich-Institut iiber die
Sicherheit von Blutprodukten

1) Fax: +49 (024 01) 8 05 - 5 19
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