Laboratoriumsdiagnostik der Hepatitis B-Virus-Infektion

Von W. GERLICH

Mit dem Virus der Hepatitis B (HBV) sind nach gegen-
wirtiger Kenntnis mindestens drei Antigene assoziiert, die
im Verlauf der Infektion im Serum und in der Leber auf-
treten und gegen die Antikérper gebildet werden
konnen. Es existieren also sechs verschiedene serologische
Parameter, mit denen das Vorliegen und der Verlauf der
Infektion beurteilt werden kénnen, dazu kommt noch als
enzymatischer Parameter die HBV-spezifische endogene
DNS-Polymerase. Es sind zahlreiche individuelle Reak-
tionstypen auf eine HBV-Infektion bekannt, so daB eine
eindeutige Beurteilung der klinischen Situation durch
virusserologische Parameter nicht erfolgen kann. Im Fol-
genden wird nicht die Diagnose der Krankheit ,,Hepatitis
B%, sondern der Infektion mit dem HBV diskutiert. Da
die Diagnose zunichst fast immer an Hand einer Serum-
probe erfolgen muB, wird hier auf den Nachweis der
HBV-Antigene in Lebergewebe nicht eingegangen. Das
HBYV hat keine biologischen Eigenschaften, die wie z. B.
Himagglutination oder Zytopathogenitit leicht in vitro
nachzuweisen wiren. Lediglich der relativ komplizierte
Nachweis der endogenen DNS-Polymerase erlaubt einen
— allerdings wenig empfindlichen — Nachweis des HBV.
Die Virusantigene werden jedoch in groBem Uberschuf}
gebildet und erlauben so indirekt einen immunologischen
Nachweis des HBV in einem Individuum. Die offiziellen
Bezeichnungen dieser Antigene sind HBsAg, HBcAg und
HBeAg, die entsprechenden Antikérper werden mit anti-
HBs, anti-HBc und anti-HBe gekennzeichnet. Altere Be-
zeichnungen fiir HBsAg wie Australia- oder SH-Antigen
sollten nicht mehr verwendet werden.

Im Prinzip ist jede immunologische Reaktion zum Nach-
weis dieser Antigene oder Antikorper geeignet, wenn die
entsprechenden Reagenzien in der bendtigten Reinheit und
Spezifitit vorliegen. Im Folgenden sollen zunichst die Vor-
und Nachteile der hiufiger angewendeten Labormethoden
diskutiert werden, dann Méglichkeiten zu ihrer Standardi-
sierung und schlieBlich die klinische und epidemiologische
Wertigkeit bestimmter Serumparameter.

Testmethoden

Welches immunologische Verfahren fiir ein spezielles Nach-
weisproblem angewendet wird, hingt von zahlreichen Fak-
toren ab: Anforderungen an Empfindlichkeit, Genauig-
keit, Spezifitit und Schnelligkeit auf der einen Seite, Ar-
beitsaufwand, Kosten, Verfiigbarkeit von Reagenzien oder
Testsitzen, technische und personelle Voraussetzungen auf
der anderen Seite.

Immunprizipitation in Agargel

Die drei in der HBV-Diagnostik wichtigsten Techniken
dieser Methodik sind die radiale Doppeldiffusion nach
OucHTERLONY mit der Variante Rheophorese, die Uber-
wanderungselektrophorese und die quantitative Immun-
elektrophorese nach LAURELL.

Mit der radialen Doppeldiffusion wurden das HBsAg [1],
seine Subtypen [2] und das HBe-System entdeckt [3].
Diese Fakten beweisen, wie wichtig diese Technik bei der
Suche nach neuen Antigen-Antikdrpersystemen ist. Man
benétigt keine gereinigten Reagenzien, die Methode ist
einfach und mit wenig Arbeitsaufwand durchzufithren, bei
geeigneter Anordnung der Referenzproben kénnen Antigen
und Antikdrper simultan bestimmt werden, und die Spezi-
fitit der Reaktion kann direkt durch die Konfluenz der
Prizipitatlinien demonstriert werden. Daher wird die radiale
Doppeldiffusion an vielen Stellen, z. B. auch im Labor des
Autors, fiir die Bestimmung der HBsAg-Subtypdetermi-
nanten sowie fiir den Nachweis des HBe-Systems ver-
wendet. Nachteilig ist die geringe Empfindlichkeit, daraus
resultierend der hohe Reagenzienverbrauch, die lange Zeit-
dauer bis zur endgiiltigen Auswertung, die bei schwachen
Prizipitaten subjektive Ablesung, die Empfindlichkeit ge-
gen unspezifische Ausfillungen, wie sie speziell bei ilteren
oder bakteriell kontaminierten Serumproben oder bei der
paarweisen Reaktion von Plasma- und Serumproben er-
halten wird. Bei schlecht balancierten Referenzproben



kann es auch zu Prozonenphinomenen durch Antigen-
oder Antikérperiiberschull kommen.

Diesen Nachteilen kann zum Teil dadurch begegnet werden, dal3
nur erfahrenes Personal unter optimaler Beleuchtung von
schrig unten im abgedunkelten Raum abliest. Proben und
Reagenzien miissen eventuell vor Gebrauch sterilfiltriert wer-
den. Die Reagenzien miissen in Verdiinnungsreihen eingestellt
werden, wobei ein Kompromill zwischen Nachweisgrenze,
Prozonengrenze und Auswertbarkeit gefunden werden muB.
Bei Verwendung der iiblichen hexagonalen Anordnung der
Probenlécher mit einem Zentralloch sollte das umgebende Gel
riumlich beschrinkt werden, indem man das Muster z. B. in
eine kleine Petrischale bringt. Diese MaBnahme erzwingt cine
Diffusion vorwiegend in Richtung Zentralloch. Der Effekt
kann noch verstirkt werden, indem die dulleren Probenlécher
von einem Ring mit Puffer umgeben werden, wihrend zentral
ein Teil der Gelfeuchtigkeit langsam verdunstet. Da hierbei im
Gel ein Fliissigkeitsstrom in Richtung Zentralloch auftritt, der
die Probesubstanzen mittransportiert, wird das Verfahren Rheo-
phorese genannt.

Eine gewisse Steigerung der Empfindlichkeit wird durch
VergroBerung der Probenlécher erméglicht, wobei jedoch der
verbleibende Raum fiir die Ausbildung der Prazipitatlinien und
die geringe Diffusionsgeschwindigkeit Grenzen setzt. Im Labor
des Autors wird eine Sechslochanordnung mit jeweils 6 mm
Durchmesser und 4 mm Lochabstand in Petrischalen von 3 em
Durchmesser verwendet. Bei schwach positiven Proben ist es
sinnvoll, nach 24 h die Probenlécher zu entleeren und frische
Probe einzufiillen (siche Abb. 1).

Eine Herabsetzung der Agarosckonzentration bis auf 0,49,
fithrt zu ziemlich klaren Gelen. Die Qualitit der Agarose be-
einfluBt das Testergebnis entscheidend, jedoch kann keine
generelle Empfehlung eines Fabrikats gegeben werden, da auch
von Charge zu Charge erhebliche Unterschiede bestehen. Pri-
zipitationsférdernde Zusitze erhdhen die Linienintensitit, aber
auch die Ausbildung unspezifischer Tribungen; am chesten
haben sich 29, Dextran T 200 oder 39, Polyethylenglykol 6000
bewihrt. Die Zeitdauer bis zur endgiiltigen Ablesung kann im
allgemeinen auf 40 h beschrinkt werden.

Gegeniiber der radialen Doppeldiffusion hat die prinzi-
piell dhnliche Uberwanderungselektrophorese im wesent-
lichen den Vorteil der gréBeren Schnelligkeit. Unter spe-
ziellen Bedingungen kann schon nach zwanzig Minuten ein
Resultat erhalten werden. Ein wesentlicher Empfindlich-
keitsvorsprung ergibt sich jedoch nicht. Der Wegfall der

Abb. 1: Reaktionsmuster der Agargeldiffusion zum Nach-
weis von HBeAg und anti-HBe. Das Beispiel
zeigt HBe-Referenzantigen oben und unten mit
el und e2, anti-HBel und anti-HBe2 in Probe 1,
HBeAg mit scheinbar nur einer Komponente in
Probe 2. Probe 4 enthilt anti-HBs, das sowohl mit
dem HBsAg im Referenzantigen als auch dem im
Referenzantikorper reagiert.

Spezifititskontrolle durch Linienkonfluenz, die héhere An-
filligkeit gegeniiber Prozonenphinomenen und der etwas
groBere technische Aufwand bedeuten dagegen einen Nach-
teil. So ist die Uberwanderungselektrophorese fiir den
Nachweis von HBsAg heute weitgehend durch empfind-
lichere und einfachere Verfahren verdringt, wihrend fiir
die HBsAg-Subtypisierung und das HBe-System meistens
der radialen Doppeldiffusion der Vorzug gegeben wird.

Bewiihrt hat sich diese Methode dagegen zum semiquantitativen
Nachweis von anti-HBc [4]. Verwendet man eine konstante
Menge partiell gercinigtes HBcAg gegen die Probenseren, wird
die Prizipitatlinic umso niher am Antigenloch gefunden, je
héher der anti-HBe-Titer ist. Wenn eine Verdiinnungsreihe einer
Referenzprobe mitgefithrt wird, kénnen aus der Position der
Prizipitate Titereinheiten abgelesen werden, ohne daB viele
Verdiinnungen getestet werden miissen. Die Genauigkeit des
Verfahrens ist allerdings beschrinkt, zudem iiberlagern sich
Konzentration und elektrophoretische Beweglichkeit des anti-
HBc. Ein grofleres Problem ist der Mangel an HBcAg.

Eine echte quantitative Bestimmungsmethode ist die Im-
munelektrophorese nach LAURELL [5]. Die Unempfindlich-
keit der Methode beschrinkt ihre Anwendung in der
Hepatitis B-Diagnostik auf HBsAg, das oft in recht hohen
Konzentrationen im Serum gefunden wird. Da kein Test-
satz erhiltlich ist, findet die Methode zur Zeit nur wenig
Anwendung. Die Technik ist unaufwendig, benétigt je-
doch ein qualitativ hochwertiges anti-HBs-Serum mit min-
destens 50 intern. Einh.; besser geeignet sind jedoch Anti-
seren mit etwa 500 bis 1500 intern. Einh., die zur Zeit nicht
kiuflich sind. Einheitliche Ergebnisse fir die HBsAg-Sub-
typen sind nur dann zu erwarten, wenn das Antiserum
keine oder nur ausgewogene Mengen Antikérper gegen
die Subtypdeterminanten erhilt; dies ist nicht bei allen
kduflichen tierischen anti-HBs-Seren der Fall.

Der Nachweisbereich einer im Labor des Autors routine-
mifig verwendeten Technik [6] reicht von 0,5 bis 60 pg
HBsAg-Protein/ml. Im Bereich zwischen 10 und 60 pg/ml
hat die Methode einen Variationskoeffizienten von 69,
(Abb. 2).

Agglutinationsmethoden

Bei den Agglutinationsmethoden wird die Reaktion zwi-
schen Antigen und Antikorper dadurch sichtbar gemacht,
daB lichtmikroskopisch erkennbare Teilchen mit dem vor-
gegebenen Reaktionspartner beschichtet werden. Der nach-
zuweisende Reaktionspartner bewirkt eine makroskopisch
erkennbare Vernetzung der Teilchen.

Als Trigerteilchen werden meistens native oder Aldehyd
fixierte Erythrozyten verschiedener Spezies verwendet, da-
neben auch Latexpartikel. Native Humanerythrozyten er-
moglichen eine hohe Nachweisempfindlichkeit, sind jedoch
wenig haltbar und schwierig zu beschichten. Gefligel-
erythrozyten haben den Vorteil schneller Sedimentations-
geschwindigkeit und somit kurzer Reaktionszeit. Schaf-
erythrozyten haben den Nachteil, bei infektitser Mono-
nukleose mit den heterophilen Antikérpern falsch positiv
zu reagieren. Zum Nachweis von HBsAg sind eine Reihe
kommerziell erhiltlicher Testsitze mit anti-HBs beschich-
teten Erythrozyten im Handel [7, 8, 9]. Alle Teste erfor-
dern ecine relativ hohe Endverdiinnung des Probeserums,
sind empfindlich gegen bakterielle Kontamination der Probe



und konnen durch anti-IgG unspezifisch positiv werden.
Die Entscheidung zwischen negativ und schwach positiv
muf3 visuell getroffen werden und ist mitunter schwer zu
treffen. Alle positiven Reaktionen miissen durch Absorp-
tion und/oder Inhibition sowie durch eine Inkubation mit
Kontrollzellen gesichert werden. Die technischen Vorteile
dieser Teste wie Einfachheit und Schnelligkeit werden
durch diese Nachteile weitgehend aufgewogen. Die Nach-
weisempfindlichkeit der Teste ist jedoch auch bei groB-
ziigiger Ablesung, die falsch positive Resultate weitgehend
vermeidet, etwa um den Faktor 5 bis 20 besser als die einer
optimalen Gelprizipitationsmethode [10]. Friithere Erfah-
rungen mit anti-HBs beschichteten Latexpartikeln waren
negativ, da weder die Spezifitit noch die Empfindlichkeit
zufriedenstellen konnten [11]. Ein neuentwickelter Latex-
test (Antigex TG) zeigt diese Nachteile offensichtlich nicht
mehr. Er ist bei guter Spezifitit und Ablesbarkeit etwas
empfindlicher als die Himagglutinationsteste (W. Ger-
LicH, nicht publizierte Resultate).

Ein schr empfindlicher Himagglutinationstest mit HBsAg
beschichteten Erythrozyten zum Nachweis von anti-HBs [12]
verliert inzwischen an Bedeutung, da der Radioimmuntest wegen
der objektiven Auswertung vorgezogen wird.

Neuerdings wurde eine passive Himagglutination zum Nachweis
von HBeAg beschrieben [13], die aber nicht kiuflich ist.

Alle passiven Agglutinationsverfahren ergeben nur dann be-
friedigende Resultate, wenn hochgereinigte oder zumindest
hochaktive Reagenzien zur Beschichtung der Teilchen verwen-
det werden. Im nichtspezialisierten Labor ist die Anwendung
dieser Techniken auf kiufliche Testsitze beschrinkt,
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Abb. 2: Quantitative Immunelektrophorese nach LAURELL
zur Bestimmung von HBsAg. Die Reaktion wurde
auf Objekttrigern (25 X 75 mm) durchgefiihrt.
Die Probenlécher erhielten von links nach rechts
500, 1000, 2000, 5000, 10 000, 20000, 30 000,
40000 und 50 000 Einheiten HBsAg pro ml Se-
rum. Der obere Teil der Abbildung zeigt Mittel-
werte und Standardabweichungen von sechs ver-
schiedenen Testliufen.

Eine interessante Variante der Agglutinationsreaktion ist die
Immunadhirenzhimagglutination von humanen O-Erythrozy-
ten, die durch Immunkomplexe in Gegenwart von Komplement
abliuft. Diese universell fiir Antigen und Antikérper anwend-
bare Reaktion ist sehr empfindlich, wenig arbeitsaufwendig
und benoétigt nur miBig gereinigte Reagenzien. Nachteilig ist
die biologische Variabilitit der Reagenzien, besonders der
verwendeten Erythrozyten, und die Empfindlichkeit gegen
Storfaktoren, die zahlreiche Kontrollen ndtig macht. Ein
prinzipieller Nachteil scheint darin zu liegen, daBl nur Antikérper
der IgG-Klasse, nicht aber der IgM-Klasse nachgewiesen wer-
den [14]. So ist die Methode, die zum Nachweis von anti-HBc
[15], anti-HBs [16] oder anti-HA [14] verwendet wurde, fiir die
Diagnostik akuter Infektionen wohl weniger geeignet.

Teste mit chemisch modifizierten
Reaktionspartnern

Diese Gruppe von Verfahren hat seit etwa zchn Jahren
auch in der medizinischen Mikrobiologie zunehmend An-
wendung gefunden. Gemeinsames Prinzip ist die chemi-
sche Verinderung ecines vorgelegten Reaktionspartners
(Antigen oder Antikérper) unter Erhaltung der immunolo-
gischen Spezifitit mit dem Ziel, diese Substanz moglichst
einfach und empfindlich nachweisen zu kdnnen. Das ilteste
Verfahren dieser Art ist die Kopplung eines Antigens oder
Antikorpers mit Fluorescein. Einen empfindlichen Nach-
weis erlaubt die Markierung mit radioaktivem Jod 125
oder in neuerer Zeit auch mit verschiedenen Enzymen,
wie z. B. Meerrettichperoxidase [17], Glucose 6-phosphat-
oxidase [18] oder alkalische Phosphatase [19].

Die Trennung zwischen Immunkomplex-gebundenem und
freiem Reagens erfolgt durch ein prizipitierendes Anti-
globulin (Doppelantikérpermethode) eventuell mit einem
Zusatz von Polyethylenglykol, mit Staphylokokken A
Protein [20] oder durch chemische Trennmethoden.

Diese Reaktionen in homogener Phase sind im Bereich
der Hepatitis-Diagnostik weitgehend durch Festphasen-
methoden verdringt. Der vorgelegte Reaktionspartner wird
durch physikalische Adsorption oder durch kovalente
Bindung auf einen festen Triger gebracht. Je nach Reak-
tionsprinzip vermittelt oder inhibiert die nachzuweisende
Substanz die Bindung des chemisch markierten Reagens
an die feste Phase. Eine Reihe von Prinzipien ist in Abb. 3
schematisch dargestellt. Vorteil der Festphasenmethode ist,
daB die Trennung von gebundenem und freiem Reagens
durch einfaches Waschen erfolgen kann. Das markierte
Reagens mufB im Gegensatz zu den Testen in homogener
Phase nicht von perfekter Reinheit sein, da unspezifische
Anteile sehr viel griindlicher als bei Prizipitationsmetho-
den entfernt werden konnen.

Zum Nachweis von HBsAg wird heute fast ausschlieflich
der direkte zweistufige Sandwichassay verwendet [21]
(Abb. 3). Die feste Phase wird mit hochtitrigem anti-
HBs-Serum beschichtet. Der l6sliche Antikorper der zwei-
ten Inkubationsstufe wird vor der Markierung von allen
Testkit-Herstellern bis auf einen (Organon) durch Immun-
komplexspaltung gereinigt (Fa. Abbott, Electronucleonics,
LS, pers. Mitt.).

Diese immunologische Vorreinigung erhéht den Anteil des
anti-HBs-Antikorpers im gesamten markierten Immun-
globulin von maximal einigen Prozent auf 209, und mehr.



Ein Nachteil dieser Prozedur ist die selektive Aktivitits-
einbuBe des anti-HBs gegeniiber dem HBsAg-Subtyp ayw.

Wegen dieses selektiven Spezifititsverlustes wird bislang
bei Festphasenimmuntesten, die mit spezifisch gereinigtem
anti-HBs arbeiten, HBsAg/ayw um den Faktor 2 bis 4 un-
empfindlicher als HBsAg/adw nachgewiesen. Eindeutige
quantitative Daten kénnen mit diesen Testen nur erhalten
werden, wenn der Subtyp bekannt ist. Dieser Nachteil ent-
fillt bei der Verwendung der gesamten anti-HBs-IgG-
Fraktion, wenn Antiseren geecigneter Spezifitit ausgewihlt
wurden [22]. Jedoch ist die Nachweisempfindlichkeit ins-
gesamt etwas geringer und die Anfilligkeit gegen unspezi-
fische Resultate etwas hoher (GErvricH, nicht publizierte
Resultate).

Zum Nachweis von HBcAg [23] und HBeAg [24] kann
im Prinzip wie zum Nachweis von HBsAg verfahren
werden. Hochtitriges anti-HBc oder anti-HBe als
Reagens kénnen von gesunden HBsAg-Trigern leicht er-
halten werden. Eine spezifische Reinigung durch Immun-
komplexspaltung wird wegen der Schwierigkeit, gréBere
Mengen Antigen zu erhalten, nicht durchgefiihrt. Testsitze
fiir die HBcAg- oder HBeAg-Bestimmung sind noch nicht
erhiltlich.

Anti-HBs kann wie HBsAg auf einfache Weise im zwei-
stufigen Sandwichassay [25] bestimmt werden, da das
HBsAg zur Beschichtung der festen Phase und zur Mar-
kierung leicht in ausreichender Reinheit und Menge her-
gestellt werden kann.

Bei anti-HBc und anti-HBe wird eine Inhibition des HBcAg-
bzw. HBeAg-Nachweises verwendet, da diese Antigene
nicht in ausreichender Menge und Reinheit fiir diagnosti-
sche Zwecke verfiigbar sind. Der nachzuweisende Antikos-
per inhibiert die Bindung des markierten Antikdrpers
an eine kleine Menge vorgelegten Antigens. Es gibt
drei Varianten dieser Inhibition: Blocking (3 b), Kompe-
tition (3 ¢) oder Neutralisation (1 d). Blocking ergibt die
relativ beste Empfindlichkeit, ist jedoch in quantitativer
Hinsicht schwieriger zu standardisieren.

Kompetition ist quantitativ besser auswertbar und tech-
nisch am einfachsten. Jedoch ist die Technik relativ un-
empfindlich und erfalB3t eventuell langsam diffundierende,
weniger avide Antikérper der IgM-Klasse schwicher.
Die Neutralisation steht in der Empfindlichkeit und Ge-
nauigkeit zwischen beiden Verfahren, ist jedoch wesentlich
umstindlicher. Alle diese Inhibitionsverfahren erreichen
nicht die Empfindlichkeit der direkten Sandwichassays,
sind jedoch klassischen Testverfahren klar iiberlegen.

Als feste Phasen fiir die Immunoassays werden die unter-
schiedlichsten Triger verwendet: Polystyrolréhrchen [21],
flexible [25] oder starre [22] Mikrotiterplatten, Plastik-
stibchen [26], Filterscheiben, pordse Glaskugeln und zahl-
reiche andere Triger. Fir groBe Probenzahlen haben sich
Mikrotiterplatten im Labor des Verf. bewihrt, da 96 An-
sitze mit einem Handgriff weiter verarbeitet werden kén-
nen. Plastikkugeln ergeben eine etwas gleichmiBigere Be-

Bestimmung von Antikérpern im Festphasensandwichimmunassay
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Reaktionsablaufs, des Testprinzips und der Titrationskurven von vier ver-
schiedenen Versionen des Festphasensandwichassays zum Nachweis von Antikérpern. Der direkte Test be-
nétigt gereinigtes Antigen zur Beschichtung und zur Markierung, die drei Inhibitionsmethoden hochtitriges
spezifisches Gammaglobulin. FRIT und EIA unterscheiden sich nur in der Art der Markierung.



schichtung. Kleinere Partikel als Triger sind wegen der
groBen Oberfliche zwar sehr reaktiv, jedoch unpraktisch
in der Verarbeitung. Wichtiger als die Unterschiede bei der
festen Phase sind die Unterschiede bei der Art der Markie-
rung des Reagens in der 16slichen Phase. Die Markierung
mit Jod 125 hat sich vielfach bewihrt, Die Radioimmun-
teste Austria II, Ausab und Corab sind bereits Standard-
methoden in Wissenschaft und Diagnostik geworden. Fiir
HBsAg gibt es auBlerdem eine Reihe kiuflicher Testsitze
oder jodmarkierte Reagenzien, die diesen Standard eben-
falls erreichen. Jod 125 gehért zu den Isotopen mit hoher
Radiotoxizitit, so daBl unter Umstinden schon ein einziger
Testansatz die Freigrenze iiberschreitet. Die Notwendigkeit
der Umgangserlaubnis mit allen Sicherheitsvorkehrungen,
teure Zihlapparaturen, lange Zihlzeiten, kurze Haltbarkeit
der Testsitze, umstindliche Abfallbeseitigung, Personal-
probleme sind die bekannten Nachteile der Jodmarkierung.

Die enzymatische Markierung von Antigenen und Anti-
korpern ist dabei, in vielen Bereichen die Jodmarkierung zu
verdringen. Die genannten Nachteile entfallen hier, wihrend
die Empfindlichkeit des RIA in etwa gehalten werden kann.
Dennoch haften auch dem EIA gewisse Nachteile an:
Der Nachweis des festphasengebundenen Enzyms erfordert
mit dem Zusatz des Substrats und dem Stoppen der
Reaktion zwei zusitzliche Dosier- und einen Inkubations-
schritt. Zur Quantifizierung der Farbreaktion sind die
in den Laboratorien vorhandenen Photometer oft nur auf
umstindliche Weise einsetzbar. Einfache Photometer fiir
den EIA miissen erst entwickelt werden und bedeuten,
wenn sie verfiigbar sind, zunidchst eine erhebliche In-
vestition. Die von einem Hersteller (Organon) empfohlene
visuelle Auswertung der Farbreaktion ist méglich, beraubt
den Test jedoch eines seiner wesentlichen Vorteile gegen-
iiber dem Agglutinationsverfahren, der objektiven Aus-
wertung. Fiir das wissenschaftliche Labor bedeutet es
einen Nachteil, daf die in industriellen Labors entwickelten
optimierten Kopplungsmethoden fiir Enzyme nicht all-
gemein bekannt sind. Die bekannten Techniken ergeben
dagegen oftmals schlechtere Resultate als die chemisch
geschen simple Jodmarkierung. Enzyme haben auBer-
dem eine groBere sterischz Ausdehnung und kénnen so
die Reaktivitit der Reagenzien stirker beeintrichtigen als
eine Jodmarkierung. Trotz dieser Einwinde werden je-
doch Enzymimmunoassays auch in der Hepatitis B-Dia-
gnostik die Radioimmunteste ersetzen, wenn nicht ginz-
lich neue Techniken wiederum den EIA verdringen.

Eine der iltesten Methoden der chemischen Markierung
von Antigenen und Antikdrpern ist die Kopplung mit
fluoreszierenden Farbstoffen. Die Methode wird praktisch
nur zusammen mit partikuliren Substraten verwendet,
die im UV-Mikroskop betrachtet werden. In der Sero-
diagnostik werden gelegentlich HBcAg positive Leber-
schnitte zum Nachweis von anti-HBc in der indirekten
Immunfluoreszenz eingesetzt. Die Methode ist wenig
empfindlich und nur subjektiv auswertbar. Sie sollte im
wesentlichen auf den Nachweis der HBV-Antigene in Ge-
webe beschrinkt werden, wo sie unersetzlich ist.

Standardisierung der Testergebnisse

Die Standardisierung der HBV-Diagnostik ist eine der
vordringlichen Aufgaben bei der Bekimpfung der He-
patitis B.

Testempfindlichkeit

Die Standardisierung der Testempfindlichkeit ist, auch
wenn nur ein qualitatives Ergebnis angestrebt wird, ein
quantitatives Problem. Da es keinen Grenzwert fiir die
Konzentration von HBV-spezifischen Antigenen oder
Antikorpern gibt, unterhalb dessen ein positives Resultat
nicht mehr relevant wire, kommt der Nachweisgrenze der
Technik eine zentrale Bedeutung zu. Die Empfindlichkeit
einer Bestimmung wird bei allen Techniken mit der Charge
des Reagens und der Exaktheit der Durchfithrung mehr
oder weniger variieren. Entscheidend fir die Qualitits-
beurteilung ist nicht der mogliche Optimal- oder Durch-
schnittswert der Nachweisgrenze, sondern die geforderte
Mindestempfindlichkeit, die bei jedem Bestimmungsansatz
mit einer geeigneten positiven Kontrolle kontrolliert wer-
den muB. Die Konzentration der positiven Kontrolle
gibt die Konzentration an, die bei einer Bestimmung mit
Sicherheit erkannt werden kann. Bei ecinem negativen
Ausfall dieser positiven Kontrolle ist das Testergebnis
insgesamt zu verwerfen oder zumindest sehr kritisch zu
beurteilen, selbst wenn stark positive Proben einwandfrei
erkannt wurden. Jeder kiufliche Testsatz enthilt Kontroll-
proben. Leider werden oft keine quantitativen Angaben
zu den Kontrollproben gegeben. Meist liegt ihre Konzen-
tration erheblich héher als die sicher erreichbare Nachweis-
grenze, so daB mit diesen Proben bei rein qualitativer
Auswertung nur eine massive Unterschreitung der erreich-
baren Testempfindlichkeit erkannt werden kann. Wenn
Testsitze neben, der ,,normalen® positiven Kontrolle noch
eine schwach positive Kontrolle enthalten, kann man davon
ausgehen, daB deren Konzentration der Nachweisgrenze
entspricht. Wenn eine solche Probe nicht enthalten ist,
sollte der Anwender selbst durch Verdiinnen eine solche
Kontrollprobe einstellen und regelmiBig mitfihren.

Definition von Mengeneinheiten

Fir HBsAg wurden vom Paul-Ehrlich-Institut zwei Re-
ferenzproben fiir die Subtypen adw und ayw definiert,
die im Bereich der Bundesrepublik Deutschland Giltigkeit
haben. Sie enthalten jeweils 50 000 HBsAg-Einheiten pro
Milliliter.

Die Einheiten sind nach dem Prinzip des Standards an
Hand einer Referenzprobe festgelegt, jedoch wurde bei
ihrer Definition ein naturwissenschaftlicher Bezug herge-
stellt. Eine HBsAg-Einheit entspricht einem Nanogramm
(10-® Gramm) Antigenprotein mit einer serologischen
Aktivitit, wie sie bei stark positiven Seren normalerweise
gefunden wird [6].

Die Nachweisgrenze verschiedener Techniken ist in Tab. 1
in HBsAg-Einh./ml Serum angegeben. Die groflen Bereiche
der Nachweisgrenze fiir einige Verfahren entstehen durch
Unterschiede zwischen den Produkten verschiedener Her-
steller, zwischen verschiedenen Chargen und Laboratorien
[10]. Das Paul-Ehrlich-Institut als nationale Priifbehorde
fordert die Hersteller von Testsitzen auf, die garantierte
Nachweisgrenze in HBsAg-Einh. zu deklarieren. Eine im
Testsatz enthaltene Kontrollprobe sollte auf diese Kon-
zentration eingestellt sein, Laboratorien, die eigene Rea-
genzien fiir den HBsAg-Nachweis verwenden oder kiuf-
liche Testsitze modifizieren, missen entsprechend labor-
eigene Referenzproben mitfithren, deren Gehalt an den



Referenzproben des Nationalen Referenzlabors fir die Vi-
rushepatitis oder des Paul-Ehrlich-Instituts eingestellt ist.
Bei der Mitteilung eines negativen HBsAg-Befunds ist
korrekterweise neben der verwendeten Bestimmungsme-
thode auch die Nachweisgrenze anzugeben, da ein negatives
Ergebnis nicht die Abwesenheit von HBsAg garantiert,
sondern bestenfalls, dafl ein eventuell vorhandenes HBsAg
mit einer Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze
vorliegt.

Fir anti-HBs existiert ein von der WHO entwickeltes
international giiltiges Standardpriparat, dessen Gehalt auf
100 Einheiten anti-HBs pro Milliliter festgelegt ist. Diese
Einheiten sind willkiirlich definiert und dienen in erster
Linie fiir die objektive Gehaltsbestimmung von Hepatitis
B-Immunglobulinpriparaten fiir die Hepatitis B-Prophy-
laxe. Jedoch basiert die Gehaltsangabe auf dem Ergebnis des
d-FRIT fiir anti-HBs, so da dieses Standardpriparat in-
direkt auch fiir die quantitative Standardisierung der anti-
HBs-Bestimmung verwendet werden kann. Analog zur
HBsAg-Bestimmung wiren hier fiir jede Nachweistechnik
Nachweisgrenzen und Kontrollproben festzulegen. Da der
Gehalt der internationalen Referenzprobe sehr hoch ist,
ist es sinnvoll, die Nachweisgrenzen fiir anti-HBs in Milli-
Einheiten pro ml oder Einheiten/l anzugeben.

Die anti-HBs-Einheit der WHO ist zwar willkiirlich defi-
niert, weist jedoch eine eindeutige Beziechung zur HBsAg-
Einheit des Paul-Ehrlich-Instituts auf. Und zwar ist eine
Einheit anti-HBs in der Lage, ungefihr 1 Mikrogramm
HBsAg-Protein, d. h. 1000 HBsAg-Einheiten zu binden;
oder umgekehrt, eine Milli-Einheit anti-HBs entspricht etwa
einer Einheit HBsAg. Genaue Messungen ergaben die
Neutralisation von 900 HBsAg-Einheiten pro anti-HBs-
Einheit, wenn aus 40 000 HBsAg-Einheiten gerade 509%,
durch den zugegebenen Antikorper entfernt wurden. Die

HBsAg-Restaktivitit wurde durch QIE gemessen (B.
StaMmM et al., nicht publizierte Ergebnisse).

Fiir HBeAg, anti-HBc, HBeAg und anti-HBe sind bislang
Standardpriparate mit definierten Mengeneinheiten nicht
verfiigbar. Mengenangaben fiir diese Substanzen sind daher
bislang wenig vergleichbar und miissen in Titern oder
willkiirlichen Einheiten erfolgen.

Quantitative Messungen

Mengenangaben von HBsAg und anti-HBs haben bevor-
zugt in Einh./ml zu erfolgen. Soferr objektiv auswertbare
Methoden verwendet werden wie QIE, FRIT oder EIA,
ist mit definierten Referenzproben eine Eichkurve zu er-
stellen und die Konzentration einer Probe daraus zu er-
mitteln. Bei HBsAg sind fiir die Subtypen adw und ayw
getrennte Bichkurven zu erstellen. Das MeBergebnis muf
im Proportionalbereich der Eichkurve liegen, ansonsten
miissen Verdiinnungen hergestellt werden. Die Angabe von
Endtitern bei objektiv auswertbaren Methoden ist unsach-
gemif, da gerade im Bereich der Nachweisgrenze die quan-
titative Beziehung zwischen MeBergebnis und Proben-
konzentration ziemlich unexakt ist. Bei Unkenntnis des
Subtyps ist die quantitative HBsAg-Bestimmung im FRIT
problematisch.

Fiir sehr genaue Bestimmungen, z. B. bei der Einstellung
von Referenzpriparaten, Vakzinen oder Immunglobulin-
priparaten, ist die ,,Parallellinien — Technik® anzuwenden
(L. F. BARKER et al., pers. Mitteilung). Hierzu werden Ti-
trationskurven im FRIT oder EIA im doppellogarithmi-
schen MaBstab fiir die Probe und den Standard erstellt
(Bindung des markierten Reagens gegen Verdiinnungsfak-
tor). Dann wird gepriift, ob fiir beide Proben annihernd
parallele Geraden erhalten werden und die Regressions-
geraden unter der Voraussetzung der Parallelitit ermittelt.

Tabelle 1*:
Methode 1. Empf. 2. Spez 3. Dauer 4, Ob;j. 5. Arb 6. techn, Anwendung

E/ml Abl. Aufw Voraus.
AGD 1000 - R — -4 -i- HBe, HBs-Subtyp
UE 500 — + — -+ e HBs-Schnelltest®
QIE 500 - O -} -+ -+ quant. HBs®
KBR 100 O @) @] O @) quant, HBs®
tPHA 15-100 — ek — ik i HBs-Schnelltest?
PHA 5 @] - - -+ A anti-HBs”
PLA 5 @) + — -+ + HBsAg?
IAHA n. a. O + e () + universell
RIP n. a. B - - — — universell
d-FRIT 0,1-10 e - -+ - — HBsAg, anti-HBs?
i-FRIT n 3 + (+) + - — HBsAg?
i-FRIT k n. a. - -+ - - - anti-HBc?
i-FRIT b 1. a. -+ + -+ — - anti-HBc?
d-EIA 2-6 (+) (+) -l O +/O HBsAg?

*Ubersicht iiber verschiedene immunologische Nachweismetho-
den (Agargeldiffusion AGD, Uberwanderungselektrophorese UE,
quantitative Immunelektrophorese nach LaureLL QIE, reverse
passive Himagglutination rPHA, passive Latexagglutination
PLA, Immunadhirenzhimagglutination ITAHA, Radioimmun-
prazipitation RIP, direkter Festphasenradioimmuntest d-FRIT,
indirekter FRIT durch Neutralisation n, Kompetition k, Blok-
king b, sowie direkter Enzymimmunoassay EIA. 1. Die Emp-
findlichkeit ist durch die Nachweisgrenze in HBsAg- bzw.anti-
HBs-Einh./ml angegeben (n. a. = nicht angegeben). 2. Die
Spezifitit wird als + gewertet, wenn der Test entweder eine

direkte Spezifititskontrolle automatisch ergibt oder unspezifi-
sche Resultate sehr selten auftreten (<< 19,). 3. Die Testdauer
wird positiv bewertet, wenn der Test innerhalb von 5 h beendet
sein kann. 4, Objektive Ablesung ist nur gegeben, wenn eine
unaufwendige Messung des Reaktionsausfalls in einem allge-
mein verfiigbaren Gerit moglich ist. 5. Der Arbeitsaufwand pro
Test wurde subjektiv vom Autor bewertet und beriicksichtigt
bereits die Verwendung technischer Hilfsmittel. 6. Die tech-
nischen Voraussetzungen sind hoch (—), wenn teure Gerite,
nicht kiufliche Reagenzien oder spezielle Lizenzen nétig sind.
7. Testsitze sind erhiltlich. 8, Reagenzien sind erhiltlich.



Der Abstand der beiden Geraden auf der Verdiinnungs-
skala gibt direkt den relativen Gehalt der Probe (,,Po-
tency‘‘) bezogen auf die Standardprobe. Diese fiir alle FRIT-
und EIA-Methoden geeignete Methode kann auch bei der
Auswertung der QIE eingesetzt werden, wenn die Probe
mehr als 10000 HBsAg-Einh. bzw. mehr als 20 anti-
HBs-Einheiten aufweist.

Wenn fiir semiquantitative Bestimmungen subjektiv aus-
zuwertende Methoden verwendet werden, wie z. B. UE,
KBR, IAHA, PHA oder PLA, ist wie iiblich eine definierte
Referenzprobe mitzufithren. Die Angabe erfolgt hier wohl
besser als Verdiinnungstiter, jedoch sollte die Titerangabe
noch durch den Titer und den Gehalt der Vergleichsprobe
erginzt werden. ,,Korrigierte Titer sollten nicht verwendet
werden, da der Titer an sich nichts anderes als die Ver-
ditnnung einer bestimmten Probe in einer ganz speziellen
MeBreihe darstellt, nicht aber eine objektive Konzen-
trationsangabe. Allenfalls wire von Titereinheiten zu spre-
chen, die dann immer auf eine Referenzprobe bezogen
sein miissen.

Spezifitit

Die Spezifitit des HBsAg ist seit seiner Entdeckung durch
zahlreiche inoffizielle Referenzproben, spiter auch durch
verschiedene Serumpanels der amerikanischen FDA defi-
niert worden. Seit kurzem existiert ein offizielles Panel der
WHO, in dem die Subtypenspezifititen des HBsAg gemil3
eines Expertenbeschlusses [27] reprasentiert sind. Alle
HBsAg-Subtypen weisen definitionsgemd die gruppen-
spezifische Antigenkomponente a auf. Da auch in Mittel-
europa zumindest drei verschiedene HBsAg-Subtypen vor-
kommen, die routinemiBig im allgemeinen nicht differen-
ziert werden, sind fiir den qualitativen und noch mehr
fiir den quantitativen Nachweis des HBsAg méglichst
Antikérper der Spezifitit anti-HBs/a zu verwenden.
Menschliche Antiseren enthalten im allgemeinen wenig
subtypspezifische Antik6rper, ebenso Hyperimmunseren
vom Schaf oder der Ziege. Antiseren von Kaninchen oder
Meerschweinchen enthalten relativ viel subtypspezifischen
Antikérper und sollten nur dann eingesetzt werden, wenn
mit einer ausgewogenen Mischung der HBsAg-Subtypen
immunisiert wurde [22]. Leider werden nach einer affini-
titschromatographischen Reinigung des anti-HBs vorwie-
gend Antikdrper gegen den Subtyp adw erhalten, so dal} die
meisten Teste mit solchen Antikérpern die Subtypen un-
terschiedlich nachweisen [22].

Das Fehlen von Antikérpern gegen menschliche Serum-
proteine mull bei geeigneten Reagenzien vorausgesetzt
werden. Wenn dies der Fall ist, kénnen unspezifische
Reaktionen bei Festphasenimmuntesten nur durch Anti-
Immunglobuline entstehen, die den markierten Antikdrper
binden. Durch Zusatz von nicht markiertem neutralem
Immunglobulin ist das Spezifititsproblem bei diesen Testen
weitgehend geldst. Bei den Agglutinationstesten und der
KBR sind dagegen im positiven Fall immer mehrere
Kontrollreaktionen durchzufithren.

Wihrend bei der HBsAg-Bestimmung keine prinzipiellen
Schwierigkeiten bei der Spezifititssicherung auftreten, sind
bei anti-HBs-Bestimmung durchaus solche Probleme zu
beachten. HBsAg enthilt neben den HBV-spezifischen

Peptiden Glykosidanteile und eventuell Wirtsproteine.
Serumsubstanzen oder Antikorper, die gegen die Glykoside
oder Wirtsproteine gerichtet sind, werden im Prinzip auch
mit dem als Reagens verwendeten HBsAg reagieren, ohne
deswegen virusspezifisch zu sein. Solche unspezifischen
anti-HBs-ihnlichen Substanzen wurden bei tierischen Seren
hiiufig beobachtet [23] und mégen auch bei Menschen
gelegentlich vorkommen. Fine Inhibierbarkeit durch HBs-
Ag in einem Spezifititstest ergibt leider keinen Hinweis fiir
die HBV-Spezifitit einer solchen Serumaktivitit. Erst
wenn anstelle des kompletten gereinigten HBsAg-Partikels
gereinigte HBs-Peptide eingesetzt wiirden, lieBe sich die
Spezifitit aller Befunde sichern, solche Reagenzien sind
jedoch zur Zeit nicht verfiigbar. Es gibt Hinweise, daB3 die
unspezifischen Befunde im allgemeinen nur schwach po-
sitiv sind und nur mit dem HBsAg von bestimmten Spen-
dern reagieren. Die Aktivitit findet sich nach Ultrazentri-
fugation meistens in der IgM-Fraktion (U. BOTTCHER,
pers. Mitt.). Dies spricht dafiir, daB es sich um Antikérper
gegen Glykoside handeln konnte.

Bei HBcAg und anti-HBc sind solche Spezifititsprobleme
nicht bekannt. Voraussetzung ist, dafl gereinigtes HBcAg
aus Serum oder Leber bzw. anti-HBs und anti-HBe-armes
Serum mit hohem HBc-Titer als Reagens verwendet wird.

Da sich fiir die anti-HBc-Bestimmung vermutlich der
Festphaseninhibitionstest durchsetzen wird, sind vom Prin-
zip her kaum unspezifische Reaktionen zu erwarten.

Bei dem HBe-System ist die Phase der Spezifititssicherung
noch nicht abgeschlossen. Inzwischen unterscheidet man
el, e2 und e3-Antigen [29]. Ein Referenzpanel der
WHO enthilt el und e2. Mit vielen Proben ist in der
Immunodiffusion jedoch nur eine Linie zu sehen, deren
Zugehorigkeit zu el bis e3 oft nur schwer erkannt werden
kann. Sofern aber eine Identititslinie mit einer der Referenz-
linien beobachtet wird, muB die Reaktion als HBe-spezifisch
gewertet werden. Die Spezifitit der verschiedenen Aggluti-
nations- und Radioimmunteste fiir das HBe-System mul
erst noch ausgewertet und gesichert werden.

Ein spezielles Spezifititsproblem stellt die Bestimmung
der HBV-assoziierten endogenen DNS-Polymerase dar.
Nur wenn die Aktivitit durch eine Vorinkubation mit
anti-HBs spezifisch entfernt wird, ist eine Reaktion als
Nachweis fiir das Dane-Partikel zu werten [30]. Standard-
proben fiir dieses Enzym wird es wegen seiner Labilitit
vermutlich auch in Zukunft nicht geben.

Fiir alle positiven Nachweisreaktionen gilt die Forderung,
daB sie durch Wiederholung, gegebenenfalls auch durch
Inhibition, gesichert werden miissen. Die Hiufigkeit nicht
reproduzierbarer positiver Befunde hingt vorwiegend von
der Qualitit der Testdurchfiihrung, daneben auch von der
Festlegung des Grenzwertes, der Qualitit der Proben, be-
sonders aber auch vom Verhiltnis der unspezifischen Bin-
dung zur Gesamtmenge an markiertem Protein ab. Sub-
jektiv abzulesende Techniken neigen naturgemifl auch zu
Fehlbeurteilung bei grenzwertigem Reaktionsausfall. Ob-
wohl solche falsch positiven Resultate bei der obligatori-
schen Wiederholungsuntersuchung leicht erkannt werden,
sind sie in der diagnostischen Praxis duflerst listig. Techni-
ken, mit denen mehr als 19, nicht reproduzierbar positive



Resultate erhalten werden, sind abzulehnen oder in der
Durchfithrung entscheidend zu verbessern. Eine Zusam-
menfassung der wiinschenswerten Eigenschaften eines Test-
systems ist in Tab. 2 angegeben.

Klinische Wertigkeit serologischer Parameter

Im Folgenden sollen der giinstigste Einsatz verschiedener
Nachweis-Methoden und deren Interpretation bei bestimm-
ten diagnostischen Fragestellungen diskutiert werden,

Typisierung der akuten Virushepatitis

In Abb. 4 ist das serologische Verlaufsspektrum der
akuten Virushepatitis B dargestellt. HBsAg ist meistens,
aber nicht immer, vorhanden. Es erreicht jedoch im all-
gemeinen wihrend der Prodromal- und der Frithphase hohe
Werte, die im weiteren Verlauf noch wihrend der akuten
Phase exponentiell mit einem Faktor von 2 bis 10 pro
Woche abfallen,

Der zuverlissigste Indikator einer HBV-Infektion ist das
Auftreten von anti-HBc. Bereits in der frithen akuten Phase
der Erkrankung ist es in wechselnd hohem, meist steil
ansteigendem Titer nachweisbar. Das Titermaximum wird
meist einige Wochen nach Ausbruch der Erkrankung, oft
aber schon zu Beginn erreicht. Wihrend dieser Zeit ist
anti-HBc regelmiBig in der IgM-Fraktion der Immun-
globuline nachweisbar.

Im allgemeinen wird es das Ziel sein, méglichst rasch
durch den serclogischen Befund die klinische Diagnose
,» Virushepatitis®“ zu verifizieren und zwischen den Virusty-
pen A und B, bzw. ,unbekannt zu differenzieren. Man
wird daher bei einer Erstuntersuchung HBsAg, anti-HBc
und anti-HA parallel mit méglichst empfindlichen Metho-
den bestimmen, Die Bestimmung des anti-HBc ist bedeut-
sam, da etwa 129, der akuten Hepatitis B-Fille ohne
nachweisbares HBsAg verlaufen [4]. Zudem ist ein positiver
anti-HBc-Befund in gewisser Weise eine Bestitigung eines
qualitativen HBsAg-Befundes, wihrend umgekehrt HBsAg
ohne anti-HBc nach Ausbruch einer akuten Hepatitis B
praktisch nie beobachtet wird.

Wenn HBsAg und anti-HBc nachgewiesen werden, kann
es sich entweder tatsichlich um ecine akute Hepatitis B
handeln oder um eine Non B-Hepatitis eines chronischen
HBV-Trigers. Angesichts der niedrigen HBV-Trigerrate
in unserem Lande diirfte erstere Interpretation fast immer

Tabelle 2:

Anforderungen an Nachweismethoden fiir HBsAG und
anti-HBs !

1. Spezifitit:
2. Nachweisgrenze:

< 0,29, unspez. Resultate

< 10 Einheiten HBsAg/ml

<< 10 Einheiten anti-HBs/Liter
Durch einfache Melgerite,
moglichst nicht qualitativ

< 19, falsch pos. Resultate
< 109, Variationskoeffizient

3. Auswertung:

4. Reproduzierbarkeit:
Quantitativ:

5. Testdauer: unter 5 Stunden

6. Arbeitsaufwand: unter 1 Minute/Test

7. Technische Keine Radioaktivitit,
Voraussetzungen: preiswerte MeBgerite

8. Verfiigbarkeit: Kommerziell erhiltlich

zutreffen. Bei Patienten aus Gebieten mit hoher HBsAg-
Tridgerrate ist die zweite Interpretation in Betracht zu
ziehen. Folgende Bestimmungen erlauben zusitzliche Aus-
sagen: Bei einer akuten Hepatitis B werden sehr hiufig zu
Beginn HBsAg-Konzentrationen tiber 25 000 Einheiten/ml
erreicht [33] und, je nach Nachweisempfindlichkeit, bei 20
bis 859, der Fille HBeAg gefunden [24]. Anti-HBc wird
zu Beginn fast ausschlieBlich in der IgM-Klasse gefunden
[31], erst nach 6 Wochen ist es vorwiegend in der IgG-
Klasse, aber selbst nach 6 Monaten sind immer noch Spuren
anti-HBc in der IgM-Fraktion nachzuweisen (GERLICH u.
LUER, nicht publ. Resultate). Bei gesunden HBsAg-Trigern
werden diese Merkmale nicht gefunden.

Eine serologische Differenzierung zwischen akuter und
chronischer Hepatitis B ist dagegen auf der Basis eines
Einzelbefundes im allgemeinen nicht méglich, da auch bei
chronisch HBV-infizierten Personen mit einer Lebererkran-
kung hiufig hohe HBsAg-Konzentrationen, HBeAg und
sogar anti-HBc in der IgM-Klasse gefunden werden [31 u.
eigene nicht publizierte Ergebnisse]. Es konnte sich also
theoretisch bei einer akuten HBsAg positiven Hepatitis
auch um eine akute Non B-Hepatitis auf dem Boden einer

Serumparameter bei akuter Hepatitis B
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Abb. 4: Schematischer Verlauf der Serumparameter bei
akuter Hepatitis B. Die schraffierten Flichen ge-
ben den Bereich der individuellen Streuung von
Fall zu Fall. Die durchgezogenen Linien reprisen-
tieren den typischen Verlauf der Serumparameter.



chronischen Hepatitis B handeln. Eine Klirung dieser
Situation kann nur die histologische Untersuchung bringen.

Wenn zu Beginn einer akuten Hepatitis nur anti-HBc,
nicht aber HBsAg nachweisbar ist, handelt es sich entweder
um eine akute HBV-Infektion ohne HBs-Antigenimie oder
um ecine linger zuriickliegende HBV-Infektion, die nicht in
Bezug zur aktuellen Erkrankung steht. In diesem Fall
sollte sich zur weiteren Abklirung eine Bestimmung des
anti-HBc-Titers und wenn moglich eine Bestimmung des
anti-HBc der IgM-Fraktion anschlieBen. Aulerdem sollte
anti-HBs im Radioimmuntest bestimmt werden. Eine akute
Hepatitis B dieser Art gibt sich durch anti-HBc in der
IgM-Fraktion, einen hohen Titer wihrend der akuten
Phase, gelegentlich auch durch Titeranstieg wihrend der
ersten Wochen zu erkennen. Anti-HBs wird zu Beginn
selten gefunden, erscheint jedoch fast regelmiBig in der
Rekonvaleszenz. Zuriickliegende Infektionen zeigen kein
anti-HBc in der IgM-Fraktion, niedrige Titer und hiufig
(etwa 809%,) anti-HBs von Anfang an.

Die serologische Differenzierung einer Typ B-Hepatitis von
einer Non B-Hepatitis bei Vorliegen eines oder mehrerer
HBV-Parameter ist in Tab. 3 dargestellt.

Verlaufskontrolle der akuten oder chronischen
Hepatitis B

Da etwa 8 bis 109, der akuten Hepatitis B-Fille einen
chronischen oder zumindest protrahierten Verlauf nehmen
[32], ist bei der Hepatitis B auf die Verlaufskontrolle be-
sonders zu achten. HBsAg negative Hepatitis B-Fille oder
Fille mit einem sehr frithen Auftreten des Anti-HBs heilen
im allgemeinen rasch und vollstindig aus. Das gleiche gilt
auch fiir die Fille mit einer sehr schnellen Eliminationsrate
des HBsAg, auch wenn hohe Anfangswerte vorlagen [33].

Fast alle chronischen Verliufe sind dadurch gekennzeichnet,
daB HBsAg positiv bleibt, zum Teil auch HBeAg, und daf3
der anti-HBc-Titer nicht abfillt. Die schnellste prognosti-
sche Aussage erhilt man wohl durch die wochentliche
Kontrolle der HBsAg-Konzentration. Ein Anstieg der
HBsAg-Konzentration spricht fiir eine sehr frithe Phase
der Erkrankung oder bereits fiir die Ausbildung einer
chronischen HBV-Infektion. Fehlt ein klarer Abfall der
HBsAg-Konzentration um mehr als 609, innerhalb der
ersten 4 Krankheitswochen, ist fast mit Sicherheit die
Entwicklung zu einer chronischen Lebererkrankung durch
das HBV zu erwarten. Bei sehr hohen Anfangskonzentra-
tionen iiber 60 000 HBsAg-Einh./ml wird dreimal hiufiger
die Entwicklung einer HBV-Persistenz beobachtet als bei

Tabelle 3:
Unterscheidung von Hepatitis B und Non B bei Vorliegen
von HBV-Merkmalen

Parameter Typ B Non B
Akut Chron.  Ges. Tr.* Immun**

anti-HBc ++ ++ ++ +

IgM - +f— — .
HBSAG LY ey s
Konzentration Fallend Variabel Konstant —
HBeAG +(—) +/— — -
ant_i-HBe —{+) —(+) ++ +/—
anti-HBs ) — = 4O

* gesunde HBsAg-Triger
* zuriicklicgende HBV-Infcktion

Fillen mit einer niedrigeren Anfangskonzentration [33].
Uber den Schweregrad und die Spitprognose der resultie-
renden chronischen Hepatitis kann aus serologischen Para-
metern jedoch bislang nicht geschlossen werden.

Wie mehrere Studien zeigen [32, 34], werden bei der
Mehrzahl der Fille von chronischer Hepatitis in Deutsch-
land Zeichen einer chronischen HBV-Infektion gefunden.
Das virusserologische Muster dhnelt — wie bereits bespro-
chen — weitgehend dem der akuten Hepatitis B. So gesehen
kann man eine akute Hepatitis B mit nachfolgender HBsAg-
Persistenz als Frithphase einer chronischen Hepatitis B
betrachten. Interessanterweise haben die leichter verlaufen-
den chronisch persistierenden Fille im Mittel héhere HBs-
Ag-Werte und sind hiufiger HBeAg-positiv als Fille
chronisch aggressiver Hepatitis oder Zirrhose (DFG-
Studie). Prognostische Schliisse konnen daher aus den
HBV-Serumparametern kaum gezogen werden.

Epidemiologische Wertigkeit
rameter

HBV-spezifischer Pa-

Identifizierung von Hepatitis B-Virus-Trigern

Ein zentrales Ziel der Hepatitis-Bekimpfung muBl die
Identifizierung von Virus-Trigern sein. Da das HBV nur
in geringer Menge in Korperausscheidungen vorliegt, da-
gegen massenhaft im Serum, ist bei Blutiibertragungen
der hochste Suchaufwand nach Trigern zu betreiben.
Selbst bei niedrigem Virustiter ist eine Infektion angesichts
des groBen iibertragenen Blutvolumens wahrscheinlich.
Falls die Ubertragung der Infektion durch Schmier- oder
Kontaktinfektion erfolgt, sind wahrscheinlich hohe Serum-
titer notwendig.

Der direkte Nachweis kompletter HBV-Partikel ist durch
die Bestimmung der viralen endogen DNS-Polymerase oder
durch elektronenmikroskopischen Nachweis der Dane-
Partikel méglich. Abgesehen davon, dal beide Methoden
zu aufwendig fiir ein Screeningprogramm sind, reicht ihre
Empfindlichkeit mit Sicherheit nicht aus, um auch nur die
Mehrzahl der Virustriger zu erkennen. Auch das HBsAg
reicht unter Umstinden nicht aus, um das Vorliegen von
Viruspartikeln im Serum auszuschlieBen. Zahlreiche in-
apparente und ein Teil der apparenten Hepatitis B-Fille
verlaufen ohne HBs-Antigenimie. In einigen Fillen wurde
eine Infektion mit dem HBV nach Bluttransfusionen von
anti-HBc-positivem Blut beobachtet [35]. Es bleibt daher
zu erwigen, alle Blutspender nicht nur auf HBsAg, sondern
auch auf anti-HBc zu untersuchen. Spenderblut mit hohem
anti-HBc-Titer wiirde nicht zu verwenden sein. Diese
MaBnahme wiirde die sogenannten ,,Low-HBsAg-Carrier*
(HooFNAGLE) eliminieren, ohne daBl die Empfindlichkeit
des HBsAg-Nachweises weiter gesteigert werden miil3te.
Andererseits ist die Effizienz eines solchen anti-HBc-Screen-
ings noch nicht erwiesen, so daB keine generelle Empfeh-
lung fiir die Uberwachung der Blutspender mit dem anti-
HBc-Nachweis gegeben werden kann.

Es wurde beobachtet, dal in der Frithphase einer HBV-
Infektion, wenn die Immunreaktion noch nicht eingetreten
ist, der Virustiter bei fehlendem anti-HBc und eventuell sehr
niedrigem HBsAg bereits sehr hoch sein kann [36]. Eine
sichere Identifikation solcher Virustriger ist trotz eines
effizienten HBsAg- und anti-HBc-Screenings nicht ge-



withrleistet. Da diese Infektionsphase wohl nur kurz ist,
mag die Hiufigkeit solcher Triger sehr gering sein. Es
bleibt jedoch die Forderung zu stellen, daB auch bei auf-
wendigem Screening Personen mit einem hohen Infektions-
risiko, wie z. B. nicht immunes medizinisches Personal,
von der Blutspende weitgehend auszuschlieBen wiren.

Eine groBere Bedeutung als Infektionsquelle auBerhalb des
Blutspendewesens werden jedoch die chronischen Virustri-
ger haben, die durch den HBsAg-Nachweis nach heutiger
Kenntnis sicher erfalft werden. Neben den Patienten mit
apparenten akuten oder chronischen Lebererkrankungen
sind es vor allem infizierte Personen mit inapparenten leich-
ten Lebererkrankungen und mit einer endogenen oder
exogenen Immuninsuffizienz. Das Hauptproblem ist es, den
Personenkreis, der zu iiberwachen ist, einzugrenzen. Me-
thodisch wiren hierfiir keine hohen Anforderungen zu
stellen, da fast alle diese Virustriger hohe HBsAg-Kon-
zentrationen aufweisen und mit einer simplen Technik
erfaBt werden konnen. Ein anti-HBc-Nachweis wird hier
kaum zusitzliche Virustriger mit hohem HBV-Titer ent-
decken.

Zahlreiche Berichte deuten darauf hin, daB es zwei Gruppen
von HBV-Trigern gibt: solche mit sehr hohem HBV-Titer
im Blut und solche mit niedrigem oder fehlendem Titer.
Am chesten konnten die beiden Gruppen durch Bestim-
mung der endogenen DNS-Polymerase differenziert werden.
Mehrere Studien haben gezeigt, daBl zwischen der DNS-
Polymerase und dem HBeAg ein korrelativer Zusammen-
hang besteht, dariiberhinaus wird im allgemeinen auch
eine héhere HBsAg-Konzentration als bei DNS-Polyme-
rase negativen Trigern gefunden. Die Unterscheidung
entspricht weitgehend der, die in Tab. 3 fir gesunde und
erkrankte HBV-Triger gegeben ist.

Durchseuchungsstudien

Wenn die Hiufigkeit der Hepatitis B-Virusinfektionen
in verschiedenen Bevolkerungsgruppen kontrolliert wer-
den soll, erhebt sich die Frage nach dem HBV-Parameter
und der Nachweismethode, die die vollstindigste Auskunft
erlauben. Bislang wurden fiir Durchseuchungsstudien vor-
wiegend anti-HBs-Bestimmungen mit dem Radioimmun-
test durchgefiihrt. In der gesunden Bevolkerung gibt dieser
Parameter ein annihernd richtiges Bild von der relativen
Hiufigkeit linger zuriickliegender HBV-Infektionen. Ge-
rade ablaufende Infektionen werden dagegen mit dem
anti-HBs kaum erfaBt. Abb. 5 gibt die relative Haufigkeit
der Parameter HBsAg, anti-HBs und anti-HBc bei verschie-
denen Bevolkerungsgruppen bzw. Patientenkollektiven
‘wieder. In allen Gruppen (bis auf Blutspender mit normalen
Transaminasewerten) wird anti-HBc am héufigsten gefun-
den. Dies gilt fiir gesundes medizinisches Personal ebenso
wie fiir Personen mit klinisch inapparenten Leberschidi-
gungen (Blutspender mit erhéhten Transaminasen) als auch
fiir Patienten mit apparenten akuten oder chronischen
Hepatitiden. In all diesen Gruppen wiirde durch eine
Bestimmung des anti-HBs und HBsAg ein wesentlicher
Anteil von etwa 15 bis 259, der gesunden Bevélkerung
und fast alle subklinischen Hepatitis B-Virus-Infektionen
nicht erkannt werden. Umgekehrt sind alle HBsAg-positi-
ven Patienten und fast alle scheinbar gesunden HBsAg-
Triger anti-HBc-positiv.

Nach akuten HBV-Infektionen persistiert anti-HBc zuver-
lissiger als anti-HBs, wie aus Tab. 4 hervorgeht, es gibt
jedoch einen Anteil von Patienten, die nach einigen Jahren
auch anti-HBc negativ werden. Es ist also bei Durchseu-
chungsstudien darauf zu achten, daB auch mit dem anti-
HBc nur ein Teil der linger zuriickliegenden Infektionen
erfaBt werden kann. Anders als bei der Diagnostik akuter
oder chronischer Infektion ist auBerdem auch auf hochst-
moégliche Empfindlichkeit der Nachweistechnik fiir anti-
HBc zu achten.

Die Haiufigkeit eines positiven anti-HBc-Befundes (mit
oder ohne gleichzeitigem HBsAg bzw. anti-HBs) nimmt
mit dem Infektionsrisiko einer Bevdlkerungsgruppe zu.
Dies geht aus einem Vergleich von gesunden Blutspendern
und medizinischem Personal hervor, der in Tab. 5 dar-
gestellt ist. Der Anteil der Personen, die nur anti-HBs,
nicht aber anti-HBc positiv sind, bleibt dagegen mit 1 bis
29, relativ konstant, Angesichts der bereits in Abschnitt
»otandardisierung der Testergebnisse — Spezifitit™ disku-
tierten Probleme ist anzunehmen, daB hier wohl vorwiegend
Reaktionen erfaBlt werden, die nicht auf eine HBV-Infek-
tion zuriickgehen. So kann sich auch die Beurteilung einer
Immunitit gegen HBV-Infektionen nicht ausschlieflich auf
die anti-HBs-Bestimmung stiitzen. Andererseits ist eine
wiederholte ungewollte Immunisierung durch kleine Dosen
HBsAg auch in der gesunden Bevolkerung nicht vollig
ausgeschlossen.

Sichetlich wird durch die Verfiigbarkeit eines einfachen
und empfindlichen anti-HBc-Tests die Bedeutung des anti-

Tabelle 4:

Persistenz der anti-HBV-Antikorper 6 Jahre nach ausge-
heilter Hepatitis B

Positiv im FRIT Anzahl der
Patienten

anti-HBs und anti-HBc 23

Nur anti-HBc 6

Nur anti-HBs 0

Keine anti-HBV-AK 4
(ANDERTEN, GERLICH u. THOMSSEN)

Anzahl der

nB.Iuts nder EI ] ;ﬂi

Blutspender

arhihte Transam. 68
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chron. Hepatitis 116
HBy Ag nur  aHB, .u:r-.
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Abb. 5: Prozentuale Hiufigkeit HBV-spezifischer Serum-
parameter bei verschiedenen Kollektiven aus dem
nordlichen Bereich der Bundesrepublik Deutsch-
land.



Tabelle 5:

Hiufigkeit serologischer Muster bei gesunden Personen
mit hoher und niedriger Durchseuchung

Resultat Medizin. Blut- Verhiltnis

im FRIT Personal Spender Med. P./Bl.
% %o

HBsAG +

anti-HBc -+ 3 0,2 15

anti-HBc 4+

anti-HBs — 12,0 0,8 15

anti-HBe -~

anti-HBs - 30,4 2.8 11

anti-HBe -

Total 45,4 3,8 12

anti-HBc -

anti-HBs - 2,0 1,2 1,6

HBs als Durchseuchungskriterium zuriickgedringt. Bei
der Indikation und der Kontrolle von prophylaktischen
MaBnahmen wie HBIG-Verabreichung und HBsAg-Vak-
zinierung wird es jedoch zentrale Bedeutung erlangen.

Zusammenfassung

Aktive Infektionen mit dem HBV sind in der Bundes-
republik Deutschland bei etwa 609, der akuten wie auch
der chronischen Hepatitiden nachzuweisen. In etwa 859,
der Fille kann das HBV durch den HBsAg-Nachweis im
Serum erkannt werden. Die restlichen Fille kénnen durch
den Nachweis von anti-HBc erfallt werden. Bei einem
Screening auf HBV-Infektionen sollte daher neben HBsAg
immer auch anti-HBc bestimmt werden.

Falls HBsAg positiv ist, sollte sich eine quantitative Be-
stimmung der HBsAg- und der anti-HBc-Konzentration
anschlieffen, sowie eine Untersuchung im HBe-System.
Ein Nachweis der Dane-Partikel durch Immunelektronen-
mikroskopie, HBcAg- oder DNS-Polymerasebestimmung
ist aufwendig und relativ unsicher. Ein indirekter Hinweis
auf hohe Dane-Partikelzahlen und mutmaBlich hohe In-
fektiositit ergibt sich wenn a) HBeAg positiv ist b) die
HBsAg-Konzentration iiber 15 ug/ml betrigt und anti-HBe
nicht nachweisbar ist ¢) HBsAg deutlich positiv, anti-HBc
aber negativ oder nur schwach positiv ist (Frithphase oder
Immunsuppression) d) biochemisch oder histologisch eine
Lebererkrankung bei positivem HBsAg-Befund vorliegt.
Auch wenn keines dieser Merkmale vorliegt, ist HBsAg
positives Blut als potentiell infektiés zu betrachten. Unter
Umstidnden gilt dies auch fiir Blut, in dem anti-HBc nicht
aber anti-HBs nachweisbar ist.

Falls nur anti-HBc im Screening positiv ist, sollte sich eine
semiquantitative Bestimmung des anti-HBs und des anti-
HBc anschlieBen. Um im Zweifelsfall zwischen frischen und
linger zuriickliegenden Infektionen zu differenzieren, ist
wiinschenswert, die IgM-Antikérper zu bestimmen. Ein
hoher anti-HBc-Titer spricht fiir eine aktive HBV-Infek-
tion. Der positive Nachweis von anti-HBs oder anti-HBe
ist bei akuten oder chronischen Lebererkrankungen durch
das HBYV selten, schlief3t diese jedoch nicht aus. Fin Abfall
des HBsAg, des anti-HBc und das Auftreten von anti-
HBs und/oder anti-HBe nach einer akuten Hepatitis B
gelten prognostisch als giinstig.

Anti-HBs-positive Personen gelten gegen eine Hepatitis B
Erkrankung als geschiitzt. Jedoch sollte die Spezifitit
schwach positiver anti-HBs Befunde (unter 20 milli Einh./
ml) kritisch beurteilt werden, wenn anti-HBc gleichzeitig
nicht nachweisbar ist, Zuriickliegende HBV-Infektionen
werden am sichersten durch einen mittleren oder niedrigeren
anti-HBc-Titer erkannt.

Fir Screening-Untersuchungen sind moéglichst empfind-
liche Methoden einzusetzen. Zum Nachweis von HBsAg
und anti-HBs haben sich die direkten Festphasensandwich-
assays mit radioaktiv oder enzymatisch markierten Reagen-
zien bestens bewihrt. Die Nachweisgrenze sollte routine-
miBig mit definierten Referenzpriparaten gepriift werden,
wobei diese Priparate auf hochstens 20 milli/Einh. anti-
HBs bzw. 10 Einh. HBsAg pro ml eingestellt sein sollten.
Zum Nachweis von anti-HBc liegt ein empfindlicher und
praktikabler Testsatz vor, fiir das HBe-System jedoch
noch nicht. Hier mag eine optimierte Immundiffusion
voriibergehend einen gewissen Behelf darstellen. Die quan-
titative HBsAg-Bestimmung erfolgt am besten mit der
Immunelektrophorese nach LAureLL oder der KBR, die
meisten Festphasenimmunteste sind fir den wichtigen
Konzentrationsbereich zwischen 100 und 100 000 Einh/ml
weniger geeignet.

Summary
Laboratory Diagnosis of Hepatitis B Virus Infection

In the Federal Republic of Germany, active HBV infection
may be demonstrated in about 609%, of acute and chronic
cases of hepatitis. In about 859, of cases, HBV may be
detected by demonstration of HBsAg in serum. The remain-
ing cases may be accounted for by a demonstration of
anti-HBc. Thus, screening for HBV infections should
include, in addition to HBsAg, also a determination of
anti-HBc,

In the event of HBsAg positivity, there should also be quan-
titative determination of the HBsAg and anti-HBc concen-
trations plus examination in the HBe system. Demonstration
of Dane particles by immunoelectron microscopy or deter-
mination of HBcAg or DNA polymerase involve high
expenditure and are relatively unreliable. High numbers of
Dane particles and high infectivity may be inferred indirectly
if a) there is HBeAg positivity; b) the HBsAg concentration
is exceeding 15 pg/ml and anti-HBe cannot be de-
monstrated; c¢) HBsAg is clearly positive but anti-HBc
negative or only weakly positive (early phase or immuno-
suppression); and d) liver disease has been confirmed by
biochemistry and histology with simultaneous HBsAg
positivity. Even if none of these criteria is present, HBsAg-
positive blood should be considered as potentially infec-
tious. Under certain conditions, this may also apply to
blood in which anti-HBc, however not anti-HBs can be
demonstrated. If screening reveals only anti-HBc positivity,
this should be followed by a semi-quantitative determination
of anti-HBs and anti-HBc. To enable a differentiation
between fresh and less recent infections in doubtful cases,
a determination of IgM antibody is desirable. A high anti-
HBc titre would speak for active HBV infection. Anti-
HBs or anti HBe positivity is rare in cases of acute or



chronic hepatic disease due to HBV, it does, however,
not exclude the presence of the latter. Decreasing HBsAg
and anti-HBc titres and the occurrence of anti-HBs and/or
anti-HBe following acute hepatitis B are considered as
signs of a favourable prognosis.

Persons showing anti-HBs positivity are considered as
being protected against hepatitis B. Nevertheless, the
specifity of only slightly positive anti-HBs findings (below
0.02 units/ml) should be rated critically if at the same
time, anti-HBc cannot be demonstrated. Intermediate or
low anti-HBc titres mean the most reliable indication of
HBYV infection in a patient’s history.

For screening studies, highly sensitive methods should be
used. The direct solid-phase sandwich assay using reagents
labelled by radioactivity or enzymes have well proved
their suitability for the determination of HBs Ag and anti-
HBs. The detection limit should be routinely checked by
means of defined reference preparations adjusted to a
maximum of 0.02 units/ml anti-HBs and 0.01 units/ml
HBsAg, respectively. For the determination of anti-HBc a
sensitive and practicable test kit is available, however not
for the HBe system. In the latter case, optimized immuno-
diffusion might serve as a temporary solution. For quanti-
tative determination of HBsAg, the best results have been
obtained by immunoelectrophoresis according to LAURELL
or the CFT whereas most solid-phase immune reactions are
less suitable for the important concentrations range between

100 and 100 000 units/ml.

Literatur:

[1] Blumberg, B. S.: Australia antigen and the biology of
hepatitis B. Sci. 197 (1977) 17.

[2] Le Bouvier, G. L., Mc Collum, R. W., Hierholzer,
W. J. et al: Subtypes of Australia and hepatitis B virus.
J. amer. med. Ass. 222 (1972) 928.

[3] Magnius, L. O. and Espmark, J. A.: New Specificities
in Australia antigen positive sera. J. Immun. 109 (1972)
1017.

[4] Gerlich, W. H., Biswas, R. M., Stamm, B. and
Thomssen, R.: The diagnostical significance of anti-
bodies against hepatitis B core-antigen. Klin. Wschr. 55
(1977) 1051.

[5] Laurell, C. B.: Electroimmuno assay. Scand. J. clin. Lab.
Invest. 29 Suppl. 124 (1972) 21.

[6] Gerlich, W. H. and Thomssen, R.: Standardized detec-
tion of hepatitis B surface antigen: determination of its
serum concentration in weight units per volume. Develop.
biol. Standard. Vol. 30, 78. S. Karger Verlag, ‘Basel 1975.

[7] Cayzer, I, Dane, D. S., Cameron, C. H. and Den-
ning, J. V.: Rapid haemagglutination test for hepatitis B
antigen. Lancet 1 (1974) 947.

[8] Schuurs, A. H. and Kacaki, ].: Reversed haemagglu-
tination test for the detection of hepatitis B surface antigen.
Vox. Sang. 27 (1974) 97.

[9] Hirata, A. A., Emerick, A. J. and Boley, W. F.:
Hepatitis B Virus Antigen detection by reverse passive
hemagglutination. Proc. Exp. Biol. Med. 143 (1973) 761.

[10] Gerlich, W. H., Stamm, B, and Thomssen, R.:
Quantitative standardization in the detection of hepatitis
B surface antigen. Results of a collaborative study involv-
ing 74 laboratories. J. biol. Standard. 4 (1976) 189.

[11] Kley, S.: Falsch positive Ergebnisse mit den Latexfixa-
tionstest auf Australia (SH)-Antigen durch Medikamente,
Dtsch. med. Wschr. 97 (1972) 1547.

[12] Vyas, G. N. and Shulman, N. R.: Hemagglutination
assay for antigen and antibody associated with viral hepa-
titis. Sci. 170 (1970) 332.

[13] Aikawa, T., Sairenji, H. and Furuta, S.: Seroconver-
sion from hepatitis B e antigen to anti HBe in acute hepa-
titis B virus infection. New. Engl. ]J. Med. 298 (1978) 439.

[14] Hillemann, M. R., Provost, P.]., Miller, W. J.ctal.:
Immun adherence and complement-fixation tests for human
hepatitis A. Diagnostic and epidemiologic investigations.
Develop. biol. Standard. Vol. 30, 383. S.Karger Verlag,
Basel 1975.

[15] Tsuda, F., Takahashi, T., Takahashi, Y. et al:
Determination of antibody to hepatitis B core antigen by
means of immune adherence hemagglutination. J. Immunol.
115 (1975) 834.

[16] Mayumi, M., Okochi, K. and Nishioka: Detection
of Australia antigen by means of immune adherence hemag-
glutination test. Vox. Sang. 20 (1971) 178.

[17] van Weemen, B. K. and Schuurs, A. H. W. M.:

Immunoassay using antigen-enzyme conjugates. FEBS
Letters 15 (1971) 232,
[18] Maiolini, R., Ferrua, B. and Masseyeff, R.: Enzy-

moimmunoassay of human alpha-foetoprotein. J. Immunol.
Meth. 6 (1975) 335.

[19] Engvall, E.and Perlmann, P.: Enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA). Quantitative assay of IgG. Im-
munochem. 8 (1971) 871.

[20] Figenschau, K. J. and Ulstrup, ]. C.: Staphylococcal
radioimmunoassay for hepatitis B antigen and antibody.
Acta path. Microbiol. Scand. Sect. B 82 B (1974) 422,

[21] Ling, C. M. and Overby, L. R.: Prevalence of hepatitis
B virus antigen as revealed by direct radioimmune assay

with J-125-antibody. J. Immunol. 109 (1972) 834.

Gerlich, W. H., Stamm, B. u. Thomssen, R.: Ver-
gleich von radiojod- und peroxidase-markicrten Anti-
kérpern zum Nachweis von HBsAg im Festphasensystem.
Arztl, Lab, 23 (1977) 377.

[23] Purcell, R. H., Gerin, 1. L., Almeida, J. D. and
Holland, P. V.: Radicimmunoassay for the detection of
the core of the Dane-particle and antibody to it. Inter-
virology 2 (1973/74) 231.

[24]) Frosner, G. G., Sugg, U., Haas, U. et al.: Solid phase
radlcummunc assa}' for HBcAg and ant1-HBc Fresenius Z.
anal. Chem. 290 (1978) im Druck.

[25] Schober, A., Biswas, R. M. and Thomssen, R.:
Direct solid-phase radioimmunoassay for detection of anti-
body to hepatitis B surface (HBs) antigen. Develop. biol.
Standard. 30, 93, S. Karger Verlag, Basel 1975.

[26] Felgner, P.: A new technique of heterogenous enzyme-
linked immunosorbent assay, stick-ELISA. Zbl. Bakt.
Hyg., I. Abt. Orig. A 240 (1978) 112,

|127] Soulier, J. P.: HBs Antigen Subtypes Discussions, Bibl.
Haematol. 42, 129. S. Karger Verlag, Basel 1976.

[28] Bottcher, U. et al.: Viral hepatitis: epidemiology (dis-
cussion). Amer. J. med. Sci. 270 (1975) 324.

[29] Trepo, C. G.: The e-antigen and anti e Symposium on
viral hepatitis San Francisco 16. 3. 1978.

[30] Imai, M., Tachibana, F. C. and Moritsugu, Y.:
Hepatltls B Antigen- Associated Deoxyribonucleic Acid

Polymerase Activity and e Antigen/anti e-System. Infect.
Immun. 14 (1976) 631.

(22

—_—



[31] Houwen, B., Cnossen, J., de Gast, G.C. etal.: Anti-
bodies to hepatitis B Core antigen (HBcAg) of IgG and
IgM Class in acute and chronic hepatitis B. Arch. Hell.
Med. Sc. 23 Suppl. (1977) 45.

[32] Kaboth, U. et al.: Zwischenbericht iiber die kooperative
DFG-Studie ,,Akute Virushepatitis”., Verh. Ber. Dtsch.
Ges. inn. Med. 82 (1976) 399.

[33] Gerlich, W. H., Stamm, B. u. Thomssen, R.: Prog-
nostische Bedeutung des quantitativen HBsAg-Nach-
weises bei der akuten Hepatitis B. Verh. Dtsch. Ges. inn.
Med. 83 (1977) 554.

[34] =, Ortmans, H. u. Klinge, O.: Die Atiologische Be-
deutung des Hepatitis B Virus fiir die chronische Hepatitis.

1. Symposium d. dtsch. Ges. f. Hygiene u. Mikrobiol.,
Sekt. Virol., GieBen, 15. 10, 1977.

[35] Hoofnagle, J.: Clinical significance of anti-HBc. Sym-
posium on Viral Hepatitis San Francisco 17. 3. 1978.

[36] Thomssen, R., Gerlich, W. H.,, Stamm, B. et al.:
Atiologie der Hepatitis B: Vorliufige Ergebnisse einer
kooperation Studie. Zbl. Bakt. Hyg. I. Abt. Orig. A 235
(1976) 242.

Anschr. d. Verf.: Dr. phil. nat. W. GerricH, Hygiene-Institut
der Universitit, Kreuzbergring 57, 3400 Got-
tingen.



