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Hintergrund

Die Augenhornhautspende unterliegt ge-
setzlichen Regelungen, die die Sicher-
heit und Qualitit des Gewebes sicherstel-
len und dem Empfiangerschutz dienen.
Beineu auftretenden Krankheitserregern
muss die Spenderpriifung angepasst wer-
den.

Am 31.12.2019 wurde die World
Health Organisation (WHO) iiber Fille
von Pneumonien unbekannter Atiologie
(China) informiert. Das verursachende
Virus wurde als ,,severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2“ (SARS-CoV-
2) bezeichnet. Am 11.03.2020 erfolgte
die Einstufung als eine Pandemie durch
die WHO.

Die deutsche Bundesoberbehorde fiir
Gewebeeinrichtungen, das Paul-Ehrlich-
Institut, fordert priventive Mafinahmen
bei der Priifung der Eignung mogli-
cher Spender. Diese beziehen sich auf
bestitigte Kontakte mit SARS-CoV-2-
infizierten Personen und zuriickliegen-
de bestitigte SARS-CoV-2-Infektionen
[1]. Eine erweiterte Spenderpriifung
liegt im Ermessen der Gewebeeinrich-
tungen. Alle Spenden der Deutschen
Gesellschaft fiir Gewebetransplantation
gGmbH (DGFG) werden entsprechend
einer strikten Risikobewertung unterzo-
gen.

Derzeit ist die Gefahr einer SARS-
CoV-2-Ubertragung durch Gewebe-
transplantationen nicht bekannt.
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Fallbericht — eine

Hornhautspenderin mit einem
positiven SARS-CoV-2-Nachweis

Falldarstellung und
Testmethoden

Eine 70-jahrige Frau wurde durch ein
kooperierendes Krankenhaus als poten-
zielle Gewebespenderin gemeldet. Die
Todesursache war eine Intoxikation. Die
medizinische und soziale Anamneseer-
hebung verliefen unauffillig, ohne Hin-
weise auf Lungenentziindung oder an-
dere Infektionen. Standardmaflig wurde
bei Aufnahmeins Krankenhaus ein Naso-
pharynxabstrich zur Testung auf SARS-
CoV-2 genommen, dessen Ergebnis aber
zum Zeitpunkt der Spende nicht vorlag.
Die Entnahme der ophthalmologischen
Gewebe sowie des postmortalen Abstri-
ches erfolgte 36 h nach dem Versterben.

Nach Abschluss der Spende informier-
te das Krankenhaus die Gewebeeinrich-
tung iiber den positiven SARS-CoV-2-
Befund des bei Aufnahme der Spende-
rin entnommenen Abstriches (@ Tab. 1).

Der im Rahmen der Spende abge-
nommene postmortale Abstrich war
nach qRT-PCR-Untersuchung nega-
tiv. Aufgrund des positiven Resultates
des primortalen Abstriches wurde die
qRT-PCR-Analyse der Spenderhornhaut
und des verwendeten Kulturmediums
veranlasst. Beide Tests waren negativ.
Infolgedessen wurde das primortale Se-
rum der Spenderin auf die SARS-CoV-2-
Antikorper-IgA und -IgG mittels ,, Anti-
SARS-CoV-2-Elisa“ (Euroimmun AG,
Liibeck) getestet. Dabei wurde SARS-

Tab.1 Ubersicht Abstriche

Krankenhaus Korneabank
Probe Nasopharynxabstrich Nasopharynx-/Konjunktiva-
(trockener Tupfer) abstrich, gepoolt (trockener
Tupfer)
Zeitpunkt der Probennahme Pramortal Postmortal
Ergebnis E-Gen: CT-37,8 N-Gen: negativ®
(Doppelt getestet)” S-Gen: negativ®
RdRp-Gen: CT - 38,9° E-Gen: negativ©
RdRp-Gen: negativ*
Zeitraum: 22h 19h

Probennahme bis Test

Zeitabstand: Test Krankenhaus/  45h
Test Korneabank

“Test basierend auf dem Protokoll der Charité Berlin

® Anchor SARS-CoV-2 PCRKit" (Anchor Diagnostics GmbH, Hamburg)
<, LightMix® Modular SARS-CoV (COVID19)” (Roche Diagnostics Deutschland GmbH/TIB MOLBIOL

GmbH, Berlin)
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Tab.2 Zeitraum Probenanalyse

Krankenhaus Korneabank
Probe Zeitpunkt Ergebnis Probe
Nasopharynxabstrich Aufnahme Positiv (schwach) Nasopharynx-/
Konjunktivaabstrich
Serum Aufnahme IgA: positiv’ Korneagewebe und Kultur-
IgG: negativ® medium

(LFA IgG/IgM: negativ)”

°,Anti-SARS-CoV-2-Elisa” (Euroimmun AG, Liibeck)

Zeitpunkt Ergebnis
45 h nach der Aufnahme Negativ
9 Tage nach der Aufnahme ~ Negativ

®Lateral-Flow-Assays: ,mo-screen 2019-NCOV” (méLab GmbH, Langenfeld), ,Rapid 2019-NCOV IgG/IgM Combo Test Card” (Xiamen Boson Biotech Co. Ltd;

Xiamen/China), ,COVID-19 IgG/IgM Rapid Test Kit" (Wuhan UNscience Biotechnology Co. Ltd; Wuhan/China)

CoV-2-IgA-Antikérper nachgewiesen
(Ratio: 2,35; It. Herstellerangaben ab Ra-
tio 1,1 positiv). IgG-Antikorper wurden
nicht detektiert. Mit weiteren Analysen
des Spenderserums mittels verschiede-
ner Lateral-Flow-Assays wurden weder
SARS-CoV-2-IgM noch SARS-CoV-2-
IgG nachgewiesen (@ Tab. 2).

Um die abweichenden Testbefunde
des Krankenhauses und der Gewebe-
einrichtung abzugleichen, wurden die
Probennahmebedingungen verglichen.
Die Abstriche wurden jeweils mit tro-
ckenem Tupfer als Nasopharynxabstrich
durchgefiihrt. Die Lagerzeiten waren ver-
gleichbar. Die Zwischenlagerung erfolgte
bei 2-8°C. Beide Testlabore verwende-
ten unterschiedliche Testkits. Das vom
Krankenhaus beauftragte Labor verwen-
dete einen auf dem Protokoll der Charité
Berlin basierenden Test, der die Genom-
regionen des E-Gens (Envelope-Gen)
und RdRp-Gens (RNA-dependent-RNA-
polymerase-Gen) nachweist. Der qRT-
PCR-Test des positiven Nachweises vom
Krankenhaus war schwach positiv (CT-
Wert zwischen 38 und 40) und damit
im Grenzbereich. Der Bestdtigungs-
test aus dem kombinierten Nachweis
des E-Gens (CT-Wert 37,8) und des
RdRp-Gens (CT-Wert 38,9) bewegte
sich ebenfalls in diesem Bereich. Das
Labor der Mitteldeutschen Corneabank
Halle (MCH) verwendete das ,,Anchor
SARS-CoV-2 PCR Kit“ (Anchor Diag-
nostics, Hamburg). Dieser Test weist das
N-Gen (,nucleoprotein®) und das S-Gen
(-spike-protein®) nach. Der postmortale
Abstrich wurde mit diesem Testsystem
negativ auf SARS-CoV-2 getestet. Um
Sensitivitdtsunterschiede zwischen den
Tests auszuschlieffen, wurde die Pro-
benriickstellung des postmortalen Ab-

striches mit dem ,,LightMix® Modular
SARS-CoV (COVIDI19)“ (Roche Diag-
nostics/TIB MOLBIOL, Berlin) getestet,
wobei auch hier die Genomregionen des
E-Gens und des RdRp-Gens nachgewie-
sen werden. Mit diesem Test wurde die
postmortale Probe ebenfalls negativ auf
SARS-CoV-2 getestet (B Tab. 1).

Diskussion

Im Rahmen der Corona-Pandemie stellt
sich die Frage, ob und mit welchen diag-
nostischen Moglichkeiten die Sicherheit
der Hornhauttransplantate erhoht wer-
den kann. Daher wird durch die MCH
bei allen Gewebespendern routineméfiig
postmortal ein gepoolter Nasopharynx-/
Konjunktivaabstrich mittels qRT-PCR
auf SARS-CoV-2 getestet.

Im vorliegenden Fall lief§ das schwach
positive PCR-Signal aus dem pramor-
talen Abstrich vermuten, dass die In-
fektion der Spenderin mit SARS-CoV-2
bereits weitestgehend abgeklungen war.
Wahrscheinlich hatte die Spenderin kei-
ne oder nur leichte Symptome, da sowohl
die Anamneseerhebung im Krankenhaus
als auch durch die Gewebeeinrichtung
unauffillig war. Bedingt durch den im
Grenzbereich liegenden CT-Wert des po-
sitiven pramortalen Tests ist das negati-
ve Ergebnis des postmortalen Tests nicht
unerwartet. Die jeweiligen CT-Werte der
einzelnen Tests (B Tab. 1) entsprechen
den in der Literatur beschriebenen Da-
ten [2]. Ein falsch positives Ergebnis er-
scheint daher sehr unwahrscheinlich, al-
lerdings kann eine Probenkontaminati-
on nicht vollstindig ausgeschlossen wer-
den. Die erneute Priifung der pramor-
talen Abstrichproben war aufgrund feh-
lender Riickstellungen nicht moglich.

Zum aktuellen Zeitpunkt wurden
iber 50 Spender mittels postmorta-
lem Nasopharynx-/Konjunktivaabstrich
getestet, bisher waren alle Ergebnisse
negativ. Dies konnte aus der Tatsache re-
sultieren, dass alle potenziellen Spender
einer strengen Risikobewertung unter-
zogen werden und zudem die allgemeine
Infektionsrate in der Spendenregion sehr
gering ist. Im Netzwerk DGFG ist dies
der einzige Fall, bei dem eine SARS-
CoV-2-Infektion detektiert wurde.

Das Risiko der Virusinfektion iiber ei-
ne Gewebetransplantationistbisher nicht
einzuschitzen. Die Eignung vorhande-
ner Tests fiir die postmortale Analyse ist
unklar. Allerdings zeigten erste Unter-
suchungen an COVID-19-verstorbenen
Patienten, dass SARS-CoV-2 in Kornea
und Konjunktiva bei einem Teil der Pati-
enten nachgewiesen werden kann, wenn
auch mit vergleichbar geringerer Virus-
RNA-Konzentration [3]. In einer ande-
ren Studie mit geringerer Fallzahl konnte
SARS-CoV-2 an okularen Geweben und
intraokularen Fliissigkeiten nicht nach-
gewiesen werden [4]. Analysen zur Infek-
tiositdt von PCR-positiv getesteten Pro-
ben ergaben, dass die Virusanzucht aus
Proben mit einem CT-Wert >24 und
>8 Tage nach Symptombeginn nicht er-
folgreich war [5]. Durch Analysen zur
Korrelation von Viruslast und Anziicht-
barkeit der Viren in Zellkultur als Maf3
der Infektiositit lassen sich Grenzwerte
ableiten, ab denen nur sehr geringe bis
keine Infektiositit besteht. Das Robert
Koch-Institut (RKI) hat empfohlen, dass
ab einem CT-Wert >30 eine Kontroll-
untersuchung zur Beurteilung weiterer
Mafinahmen veranlasst wird [6]. Aktu-
ell muss man davon ausgehen, dass eine
Ubertragung des Virus iiber transplan-
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tierte Gewebe wie Augenhornhaut poten-
ziell moglich ist. Aufgrund der Anamne-
seerhebung fallen symptomatische Pati-
enten als Gewebespender aus, sodass Pa-
tienten der prasymptomatischen Phase
und symptomfreie Patienten als Risiko-
gruppen verbleiben. Inwieweit diese Pa-
tienten ein Ubertragungsrisiko darstel-
len, ist bisher unklar. Daher wire es fiir
den Empfingerschutz von Bedeutung zu
wissen, ob ein Spender mit SARS-CoV-2
infiziert ist.

Dieser Fall zeigt deutlich die di-
agnostische Liicke der verwendeten
Testmethoden, da mit weitestgehend
identischen Methoden das Virus 45h
nach dem ersten Test nicht mehr nach-
gewiesen werden konnte. Erste Hin-
weise deuten darauf hin, dass bei einer
SARS-CoV-2-Infektion spezifische An-
tikorper erst nach der Serokonversion
ab dem 7. bis 14. Tag nachgewiesen
werden. Der IgA-positive, aber IgG-
negative Serumbefund spricht fiir ei-
ne akute oder kiirzlich durchgemachte
Infektion mit SARS-CoV-2. Der al-
leinige Antikérpernachweis ist daher
nicht zur Akutdiagnostik empfohlen,
sondern erginzend zur Bestitigung ei-
nes positiven PCR-Abstrichtests. Die
Verwendung von Antikorpertests sollte
u.a. unter der Kenntnis der Spezifitits-
und Sensitivititswerte des verwende-
ten Testsystems erfolgen [6]. Auch der
verwendete Antikorpertest besitzt einen
begrenzt positiven Vorhersagewert [7].
Uber welchen Zeitraum SARS-CoV-
2-spezifische IgM-, IgA- und IgG-An-
tikorper detektiert werden, ist bisher
unklar, zumal im Nasen-Rachen-Raum
trotz auskurierter COVID-19-Erkran-
kung weiterhin Virus-RNA nachweisbar
sein kann. In Vergleichsuntersuchungen
bei infizierten Patienten mit milden vs.
schweren Symptomen wurden bei mild
verlaufenden SARS-CoV-2-Infektionen
erst 8 Tage nach Symptombeginn IgA-
Antikorper nachgewiesen, wobei eine
Korrelation zwischen der Intensitit der
Symptome und des Beginns des Nachwei-
ses bestand [8]. In Fillen mit schwachen
Symptomen kann der Nachweis fiir IgG-
Antikorper ausbleiben oder verzogert
sein.

Der in dieser Arbeit vorgestellte Fall
verdeutlicht folgende Fakten:
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Im Fall der symptomarmen bzw. -frei-
en Patientin zeigt sich deutlich die Wich-
tigkeit der routinemaf3ig durch die Klini-
ken durchgefiihrten Abstriche bei Auf-
nahme der Patienten, da der richtige Test
zum richtigen Zeitpunkt durchgefiihrt
werden muss [9]. Mit dem vorgestellten
Fall kann keine Aussage dariiber getrof-
fen werden, ob der postmortale Abstrich-
test fiir eine Priifung auf SARS-CoV-2
geeignetist. Hierfiir fehltdervalide Nach-
weis, dass mit dieser Methode postmor-
tal eine Infektion mit SARS-CoV-2 si-
cher festgestellt werden kann. Ob ein
vorgeschlagener Test der entnommenen
Augenhornhautbzw. des Kulturmediums
mittels gRT-PCR [10] fiir einen SARS-
CoV-2 Nachweis geeignet wire, bedarf
weiterer Analysen.

Schlussfolgerungen

Nach der Serokonversion [9] kénnte eine
Analyse der Antikorper helfen, eine sym-
ptomarme Infektion zu erkennen und die
diagnostische Liicke zu verringern. Die
Sensitivitdt der ebenfalls getesteten Late-
ral-Flow-Assays ist den anderen Metho-
den, z.B. ELISA, deutlich unterlegen.
Ob eine Infektion mit SARS-CoV-2
auch bei niedriger Viruslast bedeutet,
dass Hornhautgewebe betroffen ist und
ob eine Transplantation ein mdogliches
Infektionsrisiko darstellt, sollten Gegen-
stand weiterer Untersuchungen sein.
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