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1. Zusammenfassung und Abstract

1.1. Zusammenfassung

Die Tuberkulose (TB) ist weltweit die haufigste Todesursache bei HIV-positiven Patienten.
Die fruhzeitige Identifizierung latent mit M. tuberculosis (MTB) Infizierter sowie die
praventive Therapie sind entscheidend fir die Reduktion der Morbiditat und Mortalitat bei
HIV-Patienten. Ein Goldstandard fur die Diagnostik der latenten Tuberkulose (LTB) ist
bisher noch nicht etabliert. Bei bisher eingesetzten Tests wie dem Tuberkulin Hauttest
(THT) wird vor allem bei immunsupprimierten Patienten eine niedrige Sensitivitat
beschrieben. In den letzten Jahren wurden neue Tests, die Interferon-Gamma-Release-
Assays (IGRAs) entwickelt. Zur Abschatzung der Pravalenz der LTB in einer deutschen
Grofstadt wurden 192 HIV-Patienten mit einem IGRA, speziell dem T-SPOT.TB® (T-
SPOT), sowie in 119 Fallen ebenfalls mit dem THT auf das Vorliegen einer LTB getestet.
Als Ergebnis stellte sich eine anzunehmende LTB-Pravalenz von 20,7 % heraus, die bei
Patienten aus TB-Hochendemiegebieten deutlich hoher lag. Signifikante Risikofaktoren
lieRen sich jedoch weder fur die Herkunft der Patienten, noch fiur Begleiterkrankungen
oder den HIV-Status nachweisen. 3,2 % aller Patienten hatten ein indeterminantes
Testergebnis. Der T-SPOT war im Gegensatz zum THT nicht vom Schweregrad der
Immunsuppression abhangig: 20 % der Patienten mit < 100 CD4-positiven T-Lymphozyten
(CD4-Zellen)/ul und 20,8 % der Patienten mit > 100 CD4-Zellen/ul waren T-SPOT positiv,
allerdings traten bei Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen/pl mehr indeterminante
Ergebnisse auf (Median der CD4-Zellzahl bei Patienten mit indeterminantem Ergebnis
54/ul und bei Patienten mit positivem oder negativem Ergebnis 286/ul, p = 0,003). Bei 112
Patienten, fur die valide Ergebnisse in beiden Tests vorlagen, waren 23,2 % T-SPOT
positiv und nur 11,6 % THT positiv. Beim THT zeigte sich eine Abhangigkeit zur CD4-
Zellzahl. Obwohl nur sieben von 185 Patienten mit positivem Test (T-SPOT oder THT) eine
praventive Therapie erhielten, entwickelte keiner der Patienten im Beobachtungszeitraum
von uber flnf Jahren eine aktive TB. Weitere grol3e, prospektive Studien zur Optimierung
des LTB-Screening mittels IGRA-Diagnostik und eine Uberpriifung der Empfehlungen zur

praventiven Therapie sind notwendig.



1.2. Abstract

Objective: Early detection of M. tuberculosis and preventive therapy are crucial to reduce
morbidity and mortality in HIV-infected patients. However, a gold standard instrument for the
diagnosis of latent tuberculosis (LTB) is lacking. Previous tests such as the tuberculin skin
test (TST) are known for their low sensitivity, especially in immunocompromised patients. In
recent years, new tools referred to as interferon-gamma release assays (IGRAs) have been
developed. In this study, the test-performance of an IGRA, the T-SPOT.TB® (T-SPOT), was
investigated in severely immunocompromised HIV-patients to detect LTB in a low-incidence
country.

Material and methods: The T-SPOT was performed on 192 HIV-positive patients at the
Charité - Universitatsmedizin Berlin after written informed consent. Data about the
immunological and virological status, concurrent other diseases, immunosuppressive therapy
and demographic facts were drawn from the patients’ medical records. 119 patients
underwent an additional TST. In a follow up period of up to 66 months, clinical data and TB-
status were reviewed.

Results: Of 185 patients with valid T-SPOT results, 20.7 % were tested positive for LTB. The
prevalence was higher in patients from high-TB-incidence countries, but as concerning HIV

status or immunosuppressive therapy none of all examined factors were significantly
associated with a positive test result. The proportion of positive results was equal regardless
of the number of CD4-positive T-lymphocytes (CD4-cells): 20 % in patients with < 100 CD4-
cells/pl and 20.8 % in patients with > 100 CD4-cells/ul were tested T-SPOT positive. 3.2 % of
all patients received an indeterminate test result. However, there were more indeterminate
results in patients with low CD4-cell count (CD4 median in patients with indeterminate
results: 54/ul, CD4 median in patients with positive or negative results: 286/ul, p = 0.003). In
112 patients with valid results for T-SPOT and TST, there were 23.2 % with a positive T-
SPOT results and 11.6 % with a positive TST. The proportion of positive TST results was low
in patients with reduced CD4-cell count and increased with higher CD4-cell count. Of 43
patients with a positive test either with T-SPOT or TST, only seven received isoniazid as
preventive therapy, but none of the 43 patients developed active TB during follow up.
Conclusion: One-fifth of the HIV-positive patients in a central European city are latently
infected with M. tuberculosis (LTB), according to a positive T-SPOT result. The results show
an excellent performance in severely immunocompromised patients, though there were more
indeterminate results in patients with < 100 CD4-cells/ul. Further prospectively designed
studies are needed to evaluate the risk of developing active TB and indications of preventive
therapy have to be reconsidered.



2. Einleitung

Die Tuberkulose (TB) ist eine der altesten Erkrankungen der Menschheit. Sie wurde schon
in der Antike beschrieben und vor mehr als einhundert Jahren von Robert Koch als
Infektion mit Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis; MTB) identifiziert. Sie kann seit
mehr als flinfzig Jahren gezielt antibiotisch behandelt werden und stellt trotzdem nach wie
vor eines der grof3ten ungeldsten Gesundheitsprobleme der Welt dar.

Das humane Immundefizienzvirus (HIV) ist dagegen erst seit 30 Jahren bekannt und hat
sich als Pandemie innerhalb klrzester Zeit ausgebreitet. Trotz intensiver
Forschungsbemuhungen versterben jedes Jahr circa zwei Millionen Menschen an den
Folgen der HIV-Infektion.

Die TB stellt eine der wichtigsten opportunistischen Infektionen bei HIV infizierten
Patienten dar und umgekehrt fuhrte die globale HIV Epidemie zu einem dramatischen
Anstieg der TB-Inzidenz. Aus diesem Grund ist die Verbesserung der Diagnostik und
Therapie von HIV-TB-Koinfektionen von wesentlicher Bedeutung fur die Kontrolle dieser

beiden weltgesundheitspolitisch bedeutsamen Infektionskrankheiten.

2.1. Epidemiologie der Tuberkulose

2.1.1. Globale Situation

Laut dem aktuellen Bericht der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind weltweit mehr als
12 Millionen Menschen an aktiver, das heifl3t symptomatischer TB erkrankt.?2 Die Inzidenz
liegt bei ca. 8,8 Millionen und etwa 1,1 Millionen Menschen versterben pro Jahr an einer
TB. Die WHO schatzt, dass daruber hinaus ein Drittel der Weltbevdlkerung latent, also
asymptomatisch mit M. tuberculosis infiziert ist.

Dabei sind regional grof3e Unterschiede in der Haufigkeit zu verzeichnen. Wahrend die
Inzidenz der aktiven TB in Europa und den USA in den letzten Jahrzehnten auf ein
konstant niedriges Niveau gesunken ist, tragen Armut, Unterernahrung, politische
Instabilitat und die HIV-Epidemie in den Entwicklungslandern zu einer enormen
Verbreitung der Erkrankung bei. In Afrika werden in einigen Regionen bis zu 503 inzidente

Falle pro 100 000 Einwohner registriert.?



2.1.2. Situation in der Bundesrepublik Deutschland

In Deutschland ist die Haufigkeit der TB-Neuinfektionen seit Jahrzehnten sinkend und
stagniert auf einem niedrigen Niveau von vier bis acht Fallen pro 100 000 Einwohner. Dies
entspricht 4000 Fallen im Jahr 2010; 200 Menschen verstarben in diesem Jahr an einer
TB.2

Innerhalb der Bundesrepublik gibt es jedoch eine groRe Schwankungsbreite. So lag die
Inzidenz im Flachenland Schleswig-Holstein 2009 bei 3,2 Fallen pro 100 000 Einwohner.
In Grol3stadten wie Hamburg wurden dagegen mit 10 Fallen pro 100 000 Einwohner mehr
als dreimal so viele TB-Erkrankungen gemeldet und in machen urbanen Zentren wie
beispielsweise in Berlin Mitte liegt die Inzidenz noch deutlich héher.? Im Jahr 2008 erfasste
das Robert Koch Institut dort 17,2 Falle pro 100 000 Einwohner.#

Der Anteil HIV-assoziierter Tuberkuloseerkrankungen betragt in Europa funf bis neun

Prozent56.7

2.2. Erreger

Bei Mykobakterien handelt es sich um stabchenférmige, nicht sporenbildende, obligat
aerobe Bakterien. Sie sind ca. 0,5 um breit, 3 ym lang und die lipidreiche Zellwand ist nur
schlecht permeabel. Daraus resultiert die eingeschrankte Wirksamkeit vieler Antibiotika
und ihre Widerstandsfahigkeit gegenuber Umweltfaktoren. Ein weiteres Merkmal von
Mykobakterien ist die extrem langsame Teilungsgeschwindigkeit von 15 bis 20 Stunden.
Dies erschwert den kulturellen Nachweis und i.d.R. werden angelegte mikrobiologische
Kulturen erst nach Wochen positiv.

Die TB wird durch obligat pathogene Mykobakterien vom M.-tuberculosis-Komplex hervor
gerufen. Dabei zahlen im Einzelnen folgende Erreger zum M.-tuberculosis-Komplex: M.
tuberculosis, M. bovis ssp., M. africanum, M. canettii, M. microti und M. pinnipedii. M.
bovis ist der Erreger der Rinder-Tuberkulose, welche auch auf den Menschen Ubertragen
werden kann.

Viele weitere Mykobakterienspezies sind apathogen (z.B. M. gordonae, M. mucogenicum,
M. haemophilum) oder fakultativ pathogen (z.B. M. avium, M. intracellulare, M. kansasii,
M. xenopi, M. malmoense, M. marinum, M. szulgai, M. gastri, M. flavescens) und werden
als nicht-tuberkulose Mykobakterien (NTM) oder atypische Mykobakterien bezeichnet.
Unter einer atypischen Mykobakteriose versteht man eine Erkrankung durch fakultativ

pathogene NTM.



2.3. Pathogenese

M. tuberculosis wird beim Husten, Niesen oder Sprechen durch kleine Tropfchen (droblets)
von einer erkrankten Person mit offener Lungentuberkulose auf eine gesunde Person per
inhalationem Ubertragen. In diesem Sinne handelt es sich um eine klassische
Tropfcheninfektion. Ein Teil der inhalierten Erreger wird durch die mukoziliare
Abwehrsysteme des oberen Respirationstrakts eliminiert, sodass meist nur wenige
Mykobakterien die Alveolen erreichen.

Innerhalb der Alveolen werden die Erreger durch Alveolarmakrophagen phagozytiert und
anschlie3end eine spezifische zellvermittelte Aktivierung von tberwiegend CD4-positive T-
Lymphozyten (CD4-Zellen) induziert. In Folge bilden sich typische epitheloidzellige
Granulome, die im Verlauf zentral nekrotisieren und deren Rand durch CD4- und CD8-
positive T-Lymphozyten gebildet wird. Innerhalb dieser Granulome wird das weitere
Wachstum und letztendlich die Ausbreitung der Mykobakterien je nach Immunitatslage
entweder verhindert oder zumindest gehemmt.

Im Frahstadium der Infektion findet die 0.g. Abwehrreaktion am primaren Ort der Infektion
und im Bereich der regionalen Lymphknoten statt. Dabei kann initial die hamatogene bzw.
lymphogene Streuung von Mykobakterien in andere Organsysteme und Gewebe oft nicht
ganz verhindert werden, was spatere extrapulmonale TB-Manifestationen erklart.

Die wichtigsten von Alveolarmakrophagen produzierten Zytokine sind Interleukin 6,
welches eine Hyperglobulinamie induziert, und Tumor-Nekrose-Faktor alpha, welcher zur
Abtotung der Mykobakterien und zur Granulombildung beitragt, sowie systemische Effekte
wie Fieber und Gewichtsverlust hervorruft. Nach erfolgter Antigenprasentation proliferieren
wie oben bereits erwahnt CD4-positive T-Lymphozyten, welche Interferon gamma und
Interleukin 2 produzieren. Die primare Immunantwort ist somit Uberwiegend zellvermittelt

und die humorale Abwehr von nur untergeordneter Bedeutung.

2.4. Verlaufsformen und klinisches Bild

Gelingt im Frihstadium der Infektion keine vollstandige Erregerelimination bzw. keine
ausreichende Erregerkontrolle innerhalb der Granulome, entwickelt sich circa vier Wochen
nach der Exposition die so genannte Primartuberkulose. Diese Form der aktiven TB tritt
typischerweise bei Kleinkindern auf oder bei Patienten, deren zellulares Immunsystem so
geschwacht ist, dass die initiale Abkapselung der Erreger in Granulomen nicht zustande
kommen kann.

Die Primartuberkulose aufert sich in Allgemeinsymptomen wie Mudigkeit und Schwache,

Gewichtsabnahme, Lymphknotenschwellungen, leichtem Fieber sowie Nachtschweil}. Des
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Weiteren konnen Heiserkeit und Husten, gegebenenfalls mit Hamoptoen, und eine Anamie
auftreten.

Uber die o.g. friihzeitige lymphogene oder hamatogene Streuung kann sich eine
Primartuberkulose z.B. auch als isolierte tuberkulése Meningitis, Spondylitis oder
Urogenitaltuberkulose manifestieren. Eine Sonderform der Primartuberkulose stellt die
primare Miliartuberkulose dar, die vor allem bei immungeschwachten Patienten auftritt.
Hierbei handelt es sich um eine disseminierte hamatogene Ausbreitung der Mykobakterien
mit entsprechender klinischer Manifestation, erheblicher Reduktion des Allgemeinzustands
und hoher Mortalitat. Im Einzelfall entwickelt sich aus einer Miliartuberkulose eine
fulminante Landouzy-Sepsis, welche meist nicht tberlebt wird.

Gelingt es dem Immunsystem nach der primaren Infektion, die weitere Ausbreitung und
Replikation der Mykobakterien einzudammen, stellt sich ein asymptomatisches
Gleichgewicht zwischen Erreger und Immunsystem ein. Dieser Zustand, in dem die
Patienten keine klinischen Symptome zeigen, aber weiterhin mit vitalen und prinzipiell
replikationsfahigen Mykobakterien infiziert sind, wird als latente Tuberkulose (LTB)
bezeichnet.

Der Zeitraum bis zur spateren symptomatischen Erkrankung wird durch endogene
Faktoren des latent infizierten Patienten bestimmt. Eine Vielzahl dieser Faktoren sind
bekannt: neben einem hohen Lebensalter spielen vor allem Begleiterkrankungen eine
wichtige Rolle, allen voran die HIV-Infektion. Doch auch Diabetes mellitus, chronische
Niereninsuffizienz, intravendser Drogenabusus oder eine immunsuppressive Therapie
erhdhen die Wahrscheinlichkeit, dass sich im Sinne einer Reaktivierung aus einer
asymptomatischen LTB eine klinisch symptomatische und somit aktive TB entwickelt.
Diese sogenannte postprimare TB kann sich pulmonal oder extra-pulmonal manifestieren
und geht neben der jeweiligen organspezifischen Symptomatik oft mit allgemeiner
Abgeschlagenheit, subfebrilen Temperaturen und Nachtschweil® einher. Unbehandelt
entwickelt sich bei der postprimaren TB eine progrediente organ-destruierende
Erkrankung. Ohne effektive Therapie verstirbt rund ein Drittel der Patienten innerhalb von
wenigen Monaten, es sind jedoch auch langwierige Verldufe im Sinne einer chronisch,
langsam konsumierenden Erkrankung, in bis zu einem Drittel der Falle aber auch
Spontanremissionen mdglich. Wie bei der primaren TB ist auch bei der postprimaren TB
die pulmonale Manifestation am haufigsten. Typische extrapulmonale Manifestationen
betreffen die Pleura, Lymphknoten, das Gehirn, die Knochen, das Perikard und das
Urogenitalsystem. Eine postprimare Miliartuberkulose ist vor allem bei schwerere

Immunsuppression moglich.



2.5. Diagnostik der Tuberkulose

Die Diagnostik der aktiven TB ist komplex und umfasst zum einen mikrobiologische,
molekularbiologische, zytologische, histologische, immunologische und radiologische
Untersuchungen und zum anderen die klinische Bewertung der Einzelbefunde und die

Beurteilung der Gesamtsituation.

2.5.1. Radiologische Untersuchungen

Das Thoraxréontgen bzw. die Computertomographie des Thorax spielen bei der aktiven
Lungentuberkulose eine zentrale Rolle.

Die Spannbreite moglicher radiologischer Befund bei der aktiven TB ist gro® und reicht
vom unauffalligen Rontgenthorax Uber das pneumonisch anmutende Infiltrat (z.B. bei der
Primartuberkulose), dem soliden Rundherd bis hin zu kaum sichtbaren disseminierten
kleinnodularen Veranderungen (z.B. bei der Miliartuberkulose).

Bei der postprimaren TB stellen sich typischerweise infiltrative oder auch kaverndse
Veranderungen in den Oberlappen, dem Mittellappen, der Lingula oder den apikalen
Unterlappen dar.

Bei der extrapulmonalen TB imponieren die Organlasionen radiologisch oft wie
Destruktionen im Rahmen von malignen Grunderkrankungen.

Pleurakuppenschwielen, intrapulmonale Kalzifikationen, verkalkte Lymphknoten, narbig-
fibrotische Lungen- und Pleuraveranderungen und eine fibrotische Kranialraffung der Hili
konnen auf eine friher stattgehabte pulmonale TB und oder eine LTB hinweisen.

Prinzipiell gilt, dass keine der oben genannten radiologischen Veranderungen eine
ausreichende Spezifitat besitzt und ein radiologischer Einzelbefund weder eine aktive TB

noch eine LTB beweisen bzw. andere Grunderkrankungen ausschlie3en kann.

2.5.2. Mikrobiologische Untersuchungen

Fur die mikrobiologische Untersuchung werden respiratorische Sekrete (Sputum,
Bronchialspulungen oder broncho-alveolare Lavage), Magensaft oder Gewebeproben
verwendet.

Der farberische Nachweis von Mykobakterien erfolgt meist mittels Auramin-Rhodamin- und
Ziehl-Neelsen-Farbung. Der Nachweis saurefester Stabchen allein ist jedoch noch kein
Beweis fur das Vorliegen einer aktiven TB, da sich NTM oder Nocardia spp. ebenfalls als
solche darstellen.

Der definitive Nachweis einer aktiven TB basiert auf dem kulturellen Nachweis von MTB

und gilt als Goldstandard der TB-Diagnostik. Die TB-Kultur wird aufgrund des langsamen
10



Wachstums der Mykobakterien im Durchschnitt erst nach zwei bis vier Wochen positiv. Bei
fehlendem Wachstum werden TB-Kulturen erst nach sechs bis acht Wochen als negativ
befundet.

2.5.3. Molekularbiologischer Nachweis
Der molekularbiologische Nachweis einer aktiven TB kann mit Hilfe eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) erfolgen und liefert binnen Stunden ein Ergebnis. Die Sensitivitat

molekular-biologischer Methoden liegt jedoch unter der der Kultur.

2.5.4. Tuberkulin-Hauttest

Der Tuberkulin-Hauttest (THT) basiert auf der Induktion und Messung einer Immunantwort
vom verzogertem Typ (Typ IV nach Coombs und Gell). Nach der Mendel-Mantoux-
Methode werden z.B. zwei Tuberkulineinheiten Tuberkulin RT23 des Statens Serum
Institut Kopenhagen intradermal in den Unterarm des Patienten injiziert. Nach 3 Tagen
wird die Induration mit einem Lineal abgelesen. Fur ein positives Ergebnis werden je nach
Bacille-Calmette-Guérin (BCG)-Impfstatus, Immunstatus und klinischer Fragestellung
Grenzwerte zwischen 5-15 mm verwendet.

Die Sensitivitdt des THT bei der aktiven TB liegt in der Regel bei ca. 68 % und die

Spezifitat bei ca. 75 %.2 Bei immunsupprimierten Patienten mit verminderter Typ V-

Immunantwort und aktiver TB fallt die Sensitivitat des THT teilweise bis auf unter 40 %.°
Bei der LTB liegt die mutmalliche Sensitivitat des THT bei ca. 71 %, die Spezifitat bei ca.
89 % und nach einer relevanten TB-Exposition der positive Vorhersagewert (positive

predictive value, PPV) zum Ubergang von einer asymptomatischen LTB zu einer aktiven
TB zwischen 2,1 bis 3,1.°

Da es sich beim Tuberkulin und auch beim seit 1932 verwendeten purified protein derivate
(PPD) um eine Mischung unspezifischer mykobakterieller Proteinen handelt, ist die
Spezifitat des THT fir die Diagnose einer Infektion mit M. tuberculosis begrenzt. Zum
einen kann anhand eines positiven THT nicht zwischen einer aktiven TB und einer
asymptomatischen LTB unterscheiden werden, zum anderen fallt der THT nach BCG-
Impfung oder bei einer NTM-Infektion regelhaft positiv aus.

Die Reproduzierbarkeit des THT ist ebenfalls limitiert, da bei wiederholten Testungen ein
Booster-Effekt mit falsch positiven Ergebnissen eintreten kann.

Ein weiterer Nachteil des THT ist die Notwendigkeit einer erneuten Patientenvorstellung
zum Ablesen des Ergebnisses.
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2.5.5. Interferon-Gamma-Release-Assays

Um eine aktive oder latente Infektion mit M. tuberculosis unabhangig vom direkten
Erregernachweis diagnostizieren zu konnen, wurden Interferon-Gamma-Release-Assays
(IGRAs) entwickelt und in den letzten dreizehn Jahren in einer Vielzahl von klinischen
Studien evaluiert. Wie bereits der THT kdnnen die IGRAs ebenfalls nicht zwischen einer
aktiven TB und einer asymptomatischen LTB unterscheiden.

Den verschiedenen IGRAs ist gemein, dass ex vivo die Interferonproduktion von Effektor-
und Gedachtnis-T-Zellen nach Stimuation mit mykobakteriellen Antigenen gemessen wird.
Als Antigene werden dabei aulierordentlich spezifische Peptide von M. tuberculosis
verwendet, meist das early secretory antigen target 6 (ESAT-6), das culture filtrate protein
10 (CFP-10) und TB7.7(p4).

Innerhalb des mykobakteriellen Genoms befindet sich die Kodierung fir die Genprodukte
ESAT-6 und CFP-10 in der region of difference 1 (RD1), die in allen Stdmmen von M.
tuberculosis und M. bovis auftritt, jedoch in BCG-Impfstoff-Stammen und den meisten
nichttuberkuldsen Mykobakterien (mit Ausnahme von M. kansasii, M. marinum, M. szulgai,
M. flavescens und M. gastrii) fehlt.'® TB7.7(p4) stammt aus der RD11, welche bei den
BCG-Stammen und der Mehrheit der NTM ebenfalls nicht vorhanden ist.

Diese drei Peptide werden zur in vitro Lymphozytenstimulation genutzt und die von den
aktivierten T-Zellen dann synthetisierte Menge an Interferon-y mittels enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) oder enzyme linked immunospot (ELISPOT) als Korrelat
fur eine anzunehmende M. tuberculosis Infektion quantifiziert.

Kommerziell sind aktuell zwei verschiedene Testsysteme erhaltlich und international
zugelassen: der ELISA basierte QuantiFERON-TB Gold® (QFT) der Firma Qiagen/
Cellestis sowie der hier verwendete ELISPOT basierte T-SPOT.TB® (T-SPOT) der Firma
Oxford Immunotec.

Im Vergleich zum THT bieten die IGRAs eine Reihe von prinzipiellen Vorteilen. Die
Patienten muissen sich nur einmal zur Blutentnahme vorstellen, die Bestimmung des
Testergebnis ist weniger anfallig fur individuelle Ablesefehler, es gibt eine Positiv- und
Negativkontrolle zur Validierung der Testergebnisse und die IGRAs sind in vielen
klinischen Situationen sensitiver und teilweise auch spezifischer als der THT.

In einer aktuellen TBNET/ECDC Metaanalyse von 2010 betrug die gepoolte Sensitivitat
bei der aktiven TB fiur den QFT 80 %, fur den T-SPOT 81% und fiir den THT nur 68 %. Die
gepoolte Spezifitat lag fur den QFT bei 79 %, fur den T-SPOT deutlich niedriger bei nur
59% und fiir den THT 75 %.8

Bzgl. der LTB Diagnostik in TB-Niedrigpravalenzlandern liegt ebenfalls eine rezente
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TBNET/ECDC Metaanalyse von 2011 vor.'" Dementsprechend liegt nach relevanter TB
Exposition die Spezifitdt des QFT bei 100 %, des T-SPOT bei 98 % und des THT bei 89
%. Der negativ pradiktive Wert (NPV, negative predicitve value) fur die Entwicklung einer
aktiven TB innerhalb der ersten zwei Jahre nach Exposition betragt fur den QFT 100 %,
fur den T-SPOT 98 % und fur den THT 100 %. Der PPV liegt zwischen 3 - 14 % flr den

QFT, zwischen 3 - 10 % flr den T-SPOT und bei 2-3 % fiir den THT."
Bei HIV-Patienten ist der THT aufgrund der zusatzlich reduzierten Sensitivitdt nur sehr
eingeschrankt verwendbar.’? Eine Vielzahl von Studien haben die Uberlegenheit der

IGRAs gegeniiber dem THT bei HIV-Patienten gezeigt.'314.15.16.17.18 Details siehe Kapitel
2.7.5.
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2.6. Therapie der Tuberkulose

2.6.1. Therapie der aktiven Tuberkulose

Die Standard-Therapie der aktiven TB umfasst eine mehrmonatige Kombinationstherapie.
In den ersten zwei Monaten erhalten die Patienten eine Vierfachtherapie bestehend aus
Isoniazid, Rifampicin, Pyrazinamid und Ethambutol. Anschliellend folgt eine
Erhaltungstherapie mit nur Isoniazid und Rifampicin flr vier weitere Monate.

Die moglichen Nebenwirkungen der tuberkulostatischen Therapie sind vielfaltig und unter
Umstanden potentiell bedrohlich. Neben Retrobulbarneuritis, Fieber, Polyneuropathien
und Arzneimittelexanthemen ist die Tuberkulostatika-induzierte Hepatitis von besonderer
Bedeutung.

Ein global zunehmendes Problem ist das Auftreten von Mehrfachresistenzen, welche als
multiresistente TB (multidrug resistant tuberculosis, MDR-TB = Resistenz gegen Isoniazid
und Rifampicin) und extrem resistente TB (extensively drug resistant tuberculosis, XDR-
TB = MDR-TB plus Resistenz gegen injizierbare Medikamente der Gruppe 2 und
Fluorchinolone) bezeichnet werden. Die Entstehung und Verbreitung von MDR/XDR-TB ist
eng verknUpft mit Armut, politischer Instabilitdt und fehlender gesundheitspolitischer
Infrastruktur in Schwellen- und Entwicklungslandern. Dies fuhrt zu fehlerhafter oder

unzureichender Tuberkulosetherapie und letztendlich zur Entwicklung von Resistenzen.

2.6.2. Therapie der latenten Tuberkulose

Prinzipiell besteht auch die Moglichkeit einer praventiven Therapie im Falle einer LTB.
Eine solche Behandlung wird oft auch als TB-Chemopravention bezeichnet und ist i.d.R.
nur nach rezenter und relevanter TB-Exposition oder bei immunsupprimierten Patienten
mit einem hohen TB-Risiko indiziert. Diesbezuglich existieren entsprechende nationale
und internationale Empfehlungen. Fur die TB-Chemopravention ist meist eine
Monotherapie mit Isoniazid fir neun Monate ausreichend. In Deutschland wird bei HIV-

infizierten Patienten mit anzunehmender LTB eine praventive Therapie empfohlen.®
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2.7. Tuberkulose und HIV

2.7.1. HIV und AIDS

Das humane Immundefizienzvirus ist ein Retrovirus, welches entweder Uber
Geschlechtsverkehr, vertikale Transmission von Mutter zu Kind, intravendsen
Drogenabusus oder Blutprodukte Ubertragen wird. Das Virus beféllt im Menschen vor
allem CDA4-positive T-Lymphozyten, aber auch andere Zellen des Immunsystems wie
Monozyten und Makrophagen.

Im natirlichen Verlauf der Infektion kommt es zu einer fast vollstandigen Depletion der
CD4-Zellen. Hieraus entsteht ein schwerer Immundefekt, welcher zum Auftreten
opportunistischer Infektionen fihrt. Klassische opportunistische Infektionen sind die
Pneumocystis jirovecii Pneumonie (PJP), schwere Candida-Infektionen, die Cytomegalie
(CMV) -Retinitis, zerebrale Toxoplasmose, die TB sowie atypische Mykobakteriosen.
Zusatzlich besteht ein deutlich erhdhtes Risiko fur maligne Erkrankungen wie das Kaposi-
Sarkom oder Lymphome.

Die meisten der o.g. opportunistischen Infektionen sind vital bedrohlich und treten beim
Unterschreiten einer Grenze von 200 CD4-Zellen/ul auf. Eine Ausnahme bildet hierbei die
TB, die sich auch schon bei hdoheren Zellzahlen manifestiert. Bestehen weniger als 200
CD4-Zellen/ul oder eine der opportunistischen Infektionen bricht aus, spricht man
entsprechend der CDC Definition von 1993 vom Stadium AIDS (Acquired Immune
Deficiency Syndrome).

Unbehandelt endet die HIV Infektion nach einigen Jahren in fast allen Fallen im Stadium
AIDS und fihrt dann meist innerhalb weniger Monate zum Tode. Durch eine effektive
Kombinationstherapie antiretroviraler Medikamente und gezielte Diagnostik, Therapie und
Prophylaxe opportunistischer Infektionen ist heute eine drastische Reduktion der HIV-

assoziierten Mortalitdt und Morbiditat moglich.

2.7.2. Epidemiologie der HIV-TB-Koinfektion

Seit der Erstbeschreibung des HI-Virus vor ca. drei Jahrzehnten hat sich HIV als
Pandemie uber die ganze Welt ausgebreitet. Global gesehen sind It. WHO aktuell ca. 33
Millionen Menschen HIV positiv. Die Pravalenz bei 15- bis 49-Jahrigen betragt weltweit 0,8
%. Hierbei ist die Pravalenz im sudlichen Afrika mit 5 % am hochsten. In Westeuropa
betrug sie 0,2 %."

Im Jahr 2010 waren 1,1 Millionen Menschen mit TB und HIV koinfiziert (entspricht ca. 13

% aller an TB erkrankten Menschen), von denen ca. 360 000 Patienten verstarben.'2 Die
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TB ist somit die haufigste opportunistische Infektion fur HIV-Patienten in Landern mit
geringem oder mittlerem Einkommen und die haufigste Todesursache unter HIV-
Patienten.20 Weltweit ist jeder vierte HIV-Patient, der verstirbt, mit TB koinfiziert."

Wahrend die meisten opportunistischen Infektionen erst in fortgeschrittenen Stadien der
HIV-Infektion bzw. bei weniger als 200 CD4-Zellen/pl auftreten, kénnen HIV-Infizierte
unabhangig von der CD4-Zellzahl in allen Stadien der HIV-Infektion an einer TB

erkranken. Mehr als 50 % der pulmonalen TB treten bei Patienten mit mehr als 200 CD4-
Zellen/ul auf2! Trotzdem gilt, dass mit fallender CD4-Zellzahl das Risiko einer aktiven TB
Erkrankung (entweder als Reaktivierung aus einer bereits langer bestehenden LTB oder
nach einer rezenten Exposition) deutlich steigt.??

Die WHO und UNAIDS schatzen, dass HIV-Infizierte mindestens 20 mal wahrscheinlicher
an TB erkranken, als HIV-Negative.! Das Lebenszeitrisiko, nach Kontakt mit einem an
offener Lungentuberkulose erkranktem Patienten selbst eine aktive TB zu entwickeln, liegt
bei HIV-Negativen bei ca. 5 bis 15 %; bei HIV-positiven Patienten liegt das jahrliche Risiko
bereits bei 7 bis 10 %.2® Es wurde berechnet, dass HIV-infizierte Personen, die keine
adaquate Therapie nach TB-Exposition erhalten, im Gegensatz zu HIV-Negativen mit zehn
mal hoherer Wahrscheinlichkeit innerhalb von fiinf Jahren eine TB entwickeln.2425

Zur Einschatzung des TB-Risikos wurden Patienten mit positivem THT prospektiv
beobachtet. Die Inzidenz einer aktiven TB lag bei HIV-infizierten Patienten mit 35-162

Fallen pro 1000 Personenjahre (PJ) deutlich hoher, als bei mit HIV-negativen Personen mit

13 Fallen pro 1000 PJ.232526 Handelt es sich um intravends drogenabhangige HIV-

Patienten, steigt das Risiko einer aktiven TB auf 76 Falle pro 1000 PJ an.2”-2¢ F{ir HIV-

Patienten mit positivem THT besteht ein relatives Risiko von 9,9 fir die Entwicklung einer
aktiven TB.?°

Zur Unterscheidung, ob es sich bei den TB-Erkrankungen um Reaktivierungen oder
Neuinfektionen handelt, konnten Geng et al. in New York City mittels molekular-
genetischem Fingerprinting bei einem Kollektiv von immigrierten HIV-Patienten zeigen,
dass es sich in den meisten Fallen um neue Transmissionen handelte.3? In Westeuropa

betragt der Anteil der Neuinfektionen vermutlich bis zu 40 %.3'
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2.7.3. Immunologische Grundlagen der Interaktion

Die HI-Viren befallen Zellen des lymphatischen Systems; in erster Linie sind CD4-positive
T-Lymphozyten und Makrophagen als Zielzellen des Virus bekannt. Infolgedessen kommt
es bei einer HIV-Infektion zum Absinken der CD4-Zellzahl und damit einhergehend u.a. zu
einer verminderten Produktion von Interferon-y. Hierdurch ist die Fahigkeit des Korpers zur
Granulombildung wesentlich gehemmt und Neuinfektionen mit MTB gehen rasch in eine
aktive TB Uber bzw. eine bereits langer bestehenden LTB wird reaktiviert.32.33:34
Sonnenberg et al. konnten bei einer Untersuchung sudafrikanischer Goldminenarbeiter
einen Risikoanstieg fur TB bei HIV-Serokonversion zeigen und wiesen nach, dass sich das
Risiko, an TB zu erkranken, im ersten Jahr der HIV-Infektion verdoppelt.3> Dariiber hinaus
ist der Verlauf der aktiven TB bei HIV-Infizierten meist rascher progredient und das
Auftreten von MDR und XDR-Stammen Gberdurchschnittlich haufig.36.37.38

Zusatzlich fuhrt eine aktive TB zu einem deutlichen Progress der HIV-Infektion mit Anstieg
der Viruslast und beschleunigtem Abfall der CD4-Zellzahl.3°-40:41

HierfUr gibt es mehrere Erklarungsansatze: Denkbar ist zum einen eine generelle

Aktivierung des Immunsystems durch die TB, die den Anteil an CD4-Zellen erhéht, welche
dann in noch héherem MaRe von HI-Viren infiziert werden kdnnen.#2 Weiterhin wiesen
Wolday et al. eine erhdohte Expression der HIV-Korezeptoren CCR5 und CXCR4 bei
koinfizierten Patienten nach.*® SchlieRlich erhoht Tumor Nekrose Faktor alpha, welches in

den tuberkuldsen Granulomen produziert wird, als aktiver Promotor die HIV-Replikation
und fihrt somit zu einer weiteren Beschleunigung der Spirale der Immunsuppression.**

Diese Mechanismen fuhren bei koinfizierten Patienten im Vergleich zu Patienten mit
ausschlieBlicher HIV-Infektion mit jedoch gleicher CD4-Zellzahl zu einem zweifach
erhohten Risiko, an der HIV-Infektion zu versterben. Als Todesursache registrierten
Whalen et al. in den meisten Falle den Progress der HIV-Infektion, weniger haufig das

Versterben an der aktiven TB.4°

2.7.4. Klinischer Verlauf der HIV-TB-Koinfektion

Um den Kklinischen Verlauf der HIV-TB-Koinfektion zu beschreiben, empfiehlt sich die
Unterteilung der Patienten nach dem Schweregrad der Immunsuppression. Bei leicht oder
mittelgradig immunsupprimierten Patienten mit mehr als 200 CD4-Zellen/pl wird
hauptsachlich das klassische Bild einer Oberlappen betonten pulmonalen TB mit
mediastinaler Lymphadenopathie und Kavernen bildenden Infiltraten beobachtet und im
Sputum lassen sich meist sdurefeste Stabchen nachweisen. Sinken die CD4-Zellen jedoch

unter 200/ul, werden ungewdhnliche Manifestation wie die akute tuberkulése Pneumonie
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und Pleuritis, extrapulmonale und miliare Verlaufsformen haufiger. In einer Gruppe von 75
Patienten im Stadium AIDS mit TB-Koinfektion fand man bei knapp einem Drittel der
Patienten eine Mykobakteriamie. Bei Patienten mit < 100 CD4-Zellen/pl erreichte die

Pravalenz sogar 49 %. In 9 bis 40 % der Falle manifestierte sich die TB zeitgleich sowohl
pulmonal als auch extrapulmonal?#64748  Nahezu jede mogliche extrapulmonale

Manifestation der TB wurde bei HIV-Infizierten beschrieben. Die Lymphknotentuberkulose
stellt jedoch die haufigste extrapulmonale Manifestation bei HIV-Patienten dar.#® Ein
alleiniger extrapulmonaler Befall tritt bei 53 bis 63 % der koinfizierten Patienten auf und ist

haufiger bei den schwer Immunsupprimierten.4?

2.7.5. Diagnostik

Die Diagnostik der TB wird durch eine gleichzeitige Infektion mit HIV erschwert. Bedingt
durch die mit fortschreitender Immunsuppression haufiger auftretende atypische und
extrapulmonale Manifestation wird eine aktive TB durch die behandelnden Arzte ofter
verkannt bzw. spater diagnostiziert als eine klassische Lungentuberkulose bei HIV-
negativen Patienten.

Daruber hinaus ist die Mikroskopie des Sputums bei nur 30 - 60 % der AIDS-assoziierten
TB-Falle positiv, verglichen mit 57 % bei HIV-negativen Patienten. Der Rontgen-Thorax
zeigt in 8 - 20 % der Falle einen Normalbefund, auch wenn M. tuberculosis im Sputum
nachweisbar ist.45:46:47,48,49.50,51

In Abhangigkeit vom Immunstatus finden sich histopathologisch typische tuberkulose
Granulome in 60 bis 100 % der Falle.46:52.53

Bei der aktiven TB ist der THT bei HIV-infizierten Patienten mit < 200 CD4-Zellen/pl in nur
30 % positiv; bei Patienten mit > 200 CD4/ul steigt der Anteil auf 50 % an.*® Die

Compliance zur erneuten arztlichen Vorstellung, um das THT-Ergebnis zeitgerecht
abzulesen, ist bei HIV-Patienten sehr variabel und teilweise deutlich reduziert. In
unterschiedlichen Studienkollektiven HIV-infizierter Patienten betrug die Rate abgelesener
Hauttest-Ergebnisse zwischen 32,5 % 5 und 94 %.16

Da bei HIV-infizierten Patienten die pulmonale TB zugunsten extrapulmonaler
Manifestationen weniger haufig auftritt und auch bei Befall der Lungen der klassische
Verlauf seltener beobachtet wird, hat die Rontgenuntersuchung des Thorax bei HIV-
Patienten eine nur eingeschrankte Sensitivitat und Spezifitat.

Die atypischen klinischen Prasentationen und die o0.g. Schwierigkeiten in der TB-

Diagnostik fuhren bei HIV-Patienten oft zu einer signifikanten Verzogerung in der
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tuberkulostatischen Therapie.3647.50 Mit jedem Verzug der Therapie steigt jedoch nicht nur
die Morbiditat und Mortalitat, sondern auch die Wahrscheinlichkeit, weitere Kontakt-

personen anzustecken.

2.7.6. Therapie der Koinfektion

Die moderne HIV-Therapie mittels HAART (highly active antiretroviral therapy) kann das
TB-Erkrankungsrisiko und im Falle einer aktiven TB auch die TB-Mortalitat
reduzieren.55:56.57.58.59 Als sehr effektive TB-Praventionsmallnahme senkt HAART die TB-
Inzidenz um bis zu 80 % und spielt daher eine entscheidende Rolle in der TB-
Eindammung in Landern mit hoher Koinfektionsrate.

Trotz des positiven Einflusses der HAART bleibt die TB-Inzidenz jedoch auch bei mit

HAART behandelten HIV-Patienten hoher, als bei HIV-negativen Menschen.4860 |awn et

al. postulieren, dass trotz HAART eine vollstandige Restitution der CD4-Zellzahl nur in
einem kleinen Teil der Patienten erzielt werden kann und dass auch bei diesen Patienten
phanotypische Abweichungen und Funktionsdefizite der Zellen bestehen bleiben.8' Die
suboptimale Wiederherstellung der tuberkulosespezifischen Immunmechanismen ist
moglicherweise der groldte Faktor, der den positiven Einfluss der HAART auf die TB-
Inzidenz limitiert.

Die gleichzeitige Behandlung einer HIV- und MTB-Infektion ist aufgrund potenzierter
Nebenwirkungen (vor allem Hepatotoxizitat, Ubelkeit, Durchfall, Polyneuroptahie,
psychische Nebenwirkungen, allergische Reaktionen) und vielfaltiger Medikamenten-
Interaktionen (Rifampicin vermindert beispielsweise als Induktor am Cytochrom-P-450-
System die Serumspiegel vieler HIV-Proteaseinhibitoren) auf3erordentlich komplex.
Daruber hinaus tritt nach Beginn einer HAART bei ca. 25-60 % der Patienten ein
Immunrekonstitutionssyndrom (immune reconstitution inflammatory syndrome; IRIS) auf,
was zu einer Exazerbation von klinischen Symptomen und radiologischen Manifestationen
der TB fuhren kann.%2

Eine TB-Therapie und konkomitante HAART bedeutet im Falle einer aktiven TB zusatzlich
die Einnahme von ca. 15 Tabletten pro Tag. Die hohe Anzahl an Tabletten stellt fur viele
Patienten eine grofle Herausforderung dar und verursacht teilweise erhebliche

Compliance- und Adharenzprobleme.83

19



2.8. Herleitung der Fragestellung

Eine aktive TB ist bei zusatzlicher HIV-Koinfektion mit einer Uberdurchschnittlich hohen
Morbiditat und Mortalitat assoziiert. Um eine aktive TB bei HIV-Patienten praventiv zu
verhindern, wird ein effektives Instrument zur Diagnostik einer bereits vorbestehenden LTB
bendtigt. Es wird davon ausgegangen, dass durch die Anwendung sensitiver

diagnostischer Verfahren und gezielte medikamentése TB-Chemopravention die TB-

Mortalitat bei HIV-Patienten um bis zu 20 % reduziert werden konnte.6465 Ein verlasslicher

Standard fur die Diagnose der LTB bei HIV-Patienten in Niedrigpravalenzlandern fehlt
jedoch bisher. Von besonderer Wichtigkeit ware eine sensitive und spezifische Screening-
Methode, unabhangig vom Schweregrad der Immunsuppression.
In den letzten Jahren wurden die IGRAs als mdgliche Methode zur Diagnose einer
wahrscheinlichen LTB auch bei HIV-Patienten diskutiert. In den bisherigen IGRA-Studien
an HIV-Patienten waren aber gerade die schwer immunsupprimierten Patienten im
Stadium AIDS und somit die besonders TB-gefahrdeten Patienten unterreprasentiert.
Diese Patientengruppe steht im Fokus dieser Arbeit.
Ziel dieser Studie ist es:
1. mittels T-SPOT die Rate der IGRA positiven HIV-Patienten im Zentrum einer
westeuropaischen Metropole (Berlin Mitte) zu erheben,
2. die Rate der positiven T-SPOT-Ergebnisse in Bezug auf Herkunft (Hochpravalenz-
lander versus Niedrigpravalenzlander) und Immunstatus (CD4-Zellzahl) zu vergleichen,
3. mittels Nachbeobachtung die Zuverlassigkeit des LTB-Screening mittels T-SPOT zur
Verhinderung einer aktiven TB zu prifen.
Aus den gewonnenen Daten zur Pravalenz der LTB bei Berliner HIV-Patienten und der
Langzeitbeobachtung soll abschlieBend die Indikation zum LTB-Screening und zur

praventiven Therapie diskutiert werden.
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3. Methoden

3.1. Patienten

Zwischen Marz 2005 und Juni 2007 wurden 192 HIV-positive Patienten an der
Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und Pneumologie, Charité -
Universitatsmedizin Berlin, in die Untersuchung eingeschlossen. Dabei stammten von den
185 Patienten mit letztendlich validen Ergebnissen 133 Patienten (71,9 %) von der HIV-

Tagesklinik, 46 Patienten von peripheren Stationen und 6 Patienten von Intensivstationen.

3.1.1. Einschlusskriterien, AusschluBkriterien, Patientenfragebogen,
Datenerfassung

Als Einschlusskriterien galten ein Alter von mindestens 18 Jahren sowie die schriftliche
Einverstandniserklarung.

Strikt ausgeschlossen wurden Patienten mit klinischem Verdacht auf aktive TB oder
gesicherter aktiver TB, Patienten, die in der Vergangenheit bereits an einer aktiven TB
erkrankt waren und lege artis tuberkulostatisch behandelt wurden und Patienten, die in
den letzten sechs Monaten Kontakt zu einem Patienten mit offener Lungentuberkulose
hatten.

Die Studie wurde der Ethik-Kommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin
vorgestellt und genehmigt.

Nachdem die Patienten die Einverstandniserklarung unterschrieben hatten, flllten sie
einen Fragebogen unter anderem Uber bisherige Diagnose und Therapie hinsichtlich einer
aktiven TB, ihren BCG-Impfstatus sowie ihren Geburtsort und, im Fall einer auslandischen
Herkunft, die bisherige Dauer des Aufenthalts in Deutschland aus.

Weitere klinische und laborchemische Daten wurden den medizinischen Akten
entnommen, insbesondere Parameter zum bisherigen immunologischen Status, zur HIV-
Therapie, zu immunsuppressiven Therapien (z.B. Steroide) und zu schweren
Begleiterkrankungen. Als infektiologisch und immunologisch relevante Parameter wurden
die aktuelle CD4-Zellzahl (absolut und als relativer Anteil der Lymphozyten-population)
sowie die HI-Viruslast bestimmt. Weiterhin wurde erhoben, ob zum Zeitpunkt der

Untersuchung eine AlIDS-definierende Erkrankung bestand oder jemals bestanden hat.

21



3.1.2. Nachbeobachtung

Im Dezember 2010 erfolgte ein Follow-up, in dessen Rahmen die schriftlichen und

elektronischen Patientendaten (Medocs, Medvision und Patientenakte in der HIV-

Tagesklinik) der eingeschlossenen Patienten abschlieRend gesichtet wurden. Dabei wurde

das Datum der letzten klinischen Visite, die aktuelle Anzahl der CD4-Zellen und die HI-

Viruslast bei der letzten Wiedervorstellung exzerpiert. Darliber hinaus wurde erfasst,

welche Patienten im Beobachtungszeitraum eine aktive TB entwickelt und welche

Patienten mit anzunehmender LTB eine Chemoprophylaxe erhalten haben.

3.2. Chemikalien und Apparate

Materialien Hersteller
Pipetten:
Eppendorf Research 10-100 ul Eppendorf
Eppendorf Research 100-1000 pl Eppendorf
Eppendorf Research Mehrkanalpipette 300 pl Eppendorf
Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Reaktionsgefalle, 1,5 ml Sarstedt

Heparinrohrchen zur Blutentnahme, 10 ml

Becton Dickinson

Rdéhrchen PP Falcon, 15 mi

Becton Dickinson

Chemikalien

T-SPOT.TB® Testkit

Oxford Immunotec

Dulbecco’'s PBS PAA Laboratories
Ficoll Paque Plus GE Healthcare
RPMI 1640 GIBCO-BRL
AIM-V serum free medium GIBCO-BRL

PPD Batch RT 50

Statens Serum Institut

PPD GT Behring
Apparate

Blutbild-Counter ABX Micros CRP Abbott
Zentrifuge Varifuge 3.0 Hereaus
Elispot-Reader AID
Software

EliSpot 3.1.1 SR AID
SPSS Statistics 19 IBM
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3.3 T-SPOT

Beim T-SPOT handelt es sich um einen kommerziell erhaltlichen Enzyme Linked Immuno
Spot (ELISPOT) der Firma Oxford Immunotec.

Der ELISPOT ist ein Verfahren, mit dem u.a. die Zytokin-Produktion von Lymphozyten
gemessen werden kann. Auf eine Reaktionsplatte, die mit Anti-Zytokin-Antikdrpern
beschichtet ist, werden Lymphozyten und Antigene appliziert. Produzieren die
Lymphozyten nach Antigen-Kontakt Zytokine, gehen diese eine Bindung mit den
Antikérpern ein. Die am Boden der Platte fixierten Zytokin-Antikérper-Komplexe werden
mit einem zweiten Antikorper sowie einem farbenden Substrat sichtbar gemacht. Auf der
Reaktionsplatte erscheint daraufhin flr jeden Lymphozyten, der Zytokine sezernierte, ein
farbiger Punkt.

Im T-SPOT wird die Freisetzung von Interferon-y nach Inkubation der Lymphozyten mit
zwei speziellen TB-Antigenen, ESAT-6 und CFP-10, gemessen.

Die beiden Antigene entstammen der Genregion RD1, und werden nur von M. tuberculosis
und wenigen NTM (M. kansasii, M. marinum, M. szulgai, M. flavescens und M. gastrii)
gebildet. Die fir die BCG-Impfung verwendeten Stamme von M. bovis, sowie alle anderen
NTM kénnen kein ESAT-6 und kein CFP-10 bilden.

Der Test wurde kommerziell erworben und den Herstellerangaben entsprechend
durchgefuhrt.

Jedem Patienten wurden durch Venenpunktion acht ml Vollblut in heparinisierten
Rohrchen abgenommen. Innerhalb von funf Stunden wurde das Blut in das Labor
gebracht und die Bearbeitung gestartet. Der T-SPOT wurde gréftenteils von Frau Katrin
Ziemann selbststandig durchgefuhrt. Da das Verfahren am Ende der Studie in die Routine-
Diagnostik einging wurde der Test ab Anfang 2007 gelegentlich von Frau Ute Glaser und
Herrn Cuneyt Acar (medizinisch-technischen Assistenten der Charité — Universitatsmedizin
Berlin) durchgeflhrt. Alle drei Durchfuhrenden wurden im Vorfeld von Mitarbeitern der
Firma Oxford Immunotec in die korrekte Testdurchfihrung eingewiesen und dann einmal
jahrlich in der praktischen Durchfiihrung durch die Firma im Labor supervidiert und
beraten. Insgesamt gab es seitens der Firma keine Beanstandungen bzgl. der
Durchfihrung des T-SPOT.
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3.3.1. Isolation der peripheren mononuklearen Blutzellen

Die Isolierung der peripheren mononuklearen Blutzellen (peripheral blood mononuclear
cells; PBMC) erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation mit Hilfe eines Ficoll-
Gradienten. Das heparinisierte Vollblut wurde hierfir in 15 ml-Réhrchen umgefullt und mit
37 °C warmen RPMI-Medium (Roswell Park Memorial Institute) auf je 14 ml pro Réhrchen
aufgeflllt. Das so verdunnte Blut wurde gleichmaRig auf je zwei 15 ml-Réhrchen, die mit je
4 ml Ficoll gefullt waren, aufgeschichtet. Die Rohrchen wurden 22 Minuten lang bei 1800
Umdrehungen/Minute und 18 °C zentrifugiert. Die Schicht mit den PBMC wurde mit einer
Pipette abgesaugt, mit RPMI auf 10 ml aufgefullt und dann sieben Minuten lang bei 600
Umdrehungen/Minute und 18 °C zentrifugiert. Nach Entfernung des flissigen Uberstands
wurde das verbleibende Zellpellet mit 1 ml AIM-V Medium resuspendiert und dann auf
10 ml mit AIM-V aufgeflllt. Es folgte eine dritte Zentrifugation fir sieben Minuten mit 200
Umdrehungen/Minute und 18 °C. Nachdem der flissige Uberstand abgegossen und
verworfen wurde, erfolgte die Resuspension des Pellets mit 700 uyl AIM-V und die
Leukozytenanzahl konnte Mittels Blutbild-Automat ermittelt werden. Um Schwankungen
auszugleichen wurden pro Patient zwei Messungen am Blutbild-Automaten durchgefihrt
und das Ergebnis gemittelt. Mit AIM-V wurde die Zellsuspension dann auf 250 000 Zellen/
100 pl adjustiert.

3.3.2. Durchfiihrung des T-SPOT

Auf der 96-well Reaktionsplatte wurden fur jeden Patienten je 50 pl ESAT-6, 50 pyl CFP-10,
50 pl Phytohaemagglutinin (PHA) als Positivkontrolle und 50 ul AIM-V als Negativkontrolle
in jeweils ein Feld eingebracht. In jedes der vier Felder wurden dann 100 pl
Zellsuspension gegeben. Es folgte dann eine Inkubationsphase von 16 bis 20 Stunden bei
37 °C und 5 % CO..

Am nachsten Tag wurde die Platte vier Mal mit PBS gewaschen und unter dem Abzug
50 ul Conjugat-Antikorper in jedes Reaktionsfeld gegeben. Daraufhin wurde die Platte eine
Stunde lang im Kihlschrank bei vier °C inkubiert. Nach vier weiteren Waschschritten mit
PBS wurden 50 ul Substrat in jedes Feld gegeben. Nach sieben Minuten wurde die
Reaktion durch viermaliges Waschen mit destilliertem Wasser beendet. Die Platte
trocknete bei Raumtemperatur und wurde anschlielRend zunachst visuell ausgezahlt. Die
vollstandig verwendeten Reaktionsplatten wurden abschlieliend mit einem AID ELISPOT-

Reader, Software 3.1.1 SR ausgelesen.
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3.3.3. Interpretation der Ergebnisse

Die Reaktionsfelder fir ESAT-6 und CFP-10 (Antigen-Felder) wurden als positiv bewertet,
wenn die Anzahl der Spots im jeweiligen Antigen-Feld minus der Anzahl der Spots in der
Negativkontrolle = 6 ergab. Enthielt die Negativkontrolle mehr als sechs Spots, konnte das
Antigen-Feld nur dann als positiv bewertet werden, wenn im Antigen-Feld mindestens
doppelt so viele Spots, wie in der Negativkontrolle, nachweisbar waren. Als indeterminant
wurde ein Ergebnis bezeichnet, wenn die Anzahl der Spots in der PHA-Positivkontrolle
< 20 betrug und es kein positives Ergebnis in einem der Antigen-Felder gab. Waren in den
Reaktionsfelder so viele Verfarbungen, dass die Spots nicht vom Hintergrund abgrenzbar

waren, wurde das Ergebnis als ungultig bzw. als nicht valide bezeichnet.

3.4. Tuberkulin-Hauttest

Der THT wurde von arztlichem Personal der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Infektiologie und Pneumologie am Unterarm der Patienten intrakutan nach der Mendel-
Mantoux-Methode angelegt. Verwendet wurden 5 tuberculin units (TU) PPD-S, aquivalent
zu 10 TU gereinigtes Tuberkulin Behring bzw. 2 TU PPD RT 23 Statens Serum Institut. Die
Induration wurde nach 48 bis 72 Stunden mit einem Lineal gemessen und bei einem
Durchmesser von 2 5 mm als positiv bezeichnet. Die Festlegung des Cut-Offs bei 2 5 mm
erfolgte analog der Richtlinien der American Thoracic Society und der Centers for Disease
Control 2000.66

3.5. Statistische Analyse

Es fanden mehrmalige Beratung durch das Institut fir Sozialmedizin, Epidemiologie und
Gesundheitsdkonomie der Charité — Universitatsmedizin Berlin statt. Ansprechpartner
waren hier Frau Diplomstatistikerin Stephanie Roll und Herr Dr. med. M.Sc. Public Health
Thomas Keil.

Die Berechnungen wurden mit SPSS Version 19 und 20 durchgefihrt.

Initial wurden Histogramme erstellt, um Normalverteilungen oder Abweichungen beim
Datensatz zu erkennen. Anschlielend wurden dementsprechend die Mediane oder der
Mittelwert berechnet. Der Interquartilsrang zwischen der 25. und 75. Perzentile wurde

jeweils angegeben.
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Vergleiche zwischen Gruppen wurden mit dem Chi-Quadrat Test oder bei kleinerer Anzahl
mit dem Fisher Exact Test durchgeflihrt. Als Ergebnis wurde die asymptomatische
zweiseitige Signifkanz, ggf. mit Kontinuitatskorrektur verwendet.

Mediane verschiedener Gruppen wurden mit dem Wilcoxon Ranked sum test verglichen.
Die Korrelation zwischen der CD4-Zellzahl und der Anzahl der Spots wurde mit dem
Spearman-Koeffizienten berechnet. Mit dem Kappa-Koeffizienten wurde die Konkordanz
zwischen T-SPOT und THT bestimmt.

Der Kruskal-Wallis-Test wurde verwendet, um die konkordanten und diskonkordanten
Ergebnisse beider Tests stratifiziert nach CD4-Zellzahl zu vergleichen.

Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05 definiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Demographische Daten des Studienkollektivs
Die demografischen Daten der 185 Patienten mit gultigen T-SPOT-Ergebnissen sind in

Tabelle 1 zusammengefasst. Insgesamt sind 129 Patienten (69,7%) mannlich, das Alter
betragt im Mittelwert 42,5 Jahre.

Tabelle 1: Demographische Daten der 185 Patienten mit gultigen T-SPOT Ergebnissen
und der 112 Patienten mit giiltigen Ergebnissen fir T-SPOT und THT

Gesamt |Pat. mit THT|
n =185 n=112
Alter; Jahre: Mittelwert (Interquartilsbereich IQR) | 42,5 (35-49) | 41 (34-47)
Geschlecht mannlich (%) 129 (69,7) 76 (67,9)
Herkunftsland
TB-Niedrigpravalenzlander (%) 121 (65,4) 66 (58,9)
Deutschland (%) 115 (62,2) 62 (55,4)
andere (%) 6 (3,2) 4 (3,6)
TB-Hochpravalenzlander (%) 64 (34,6) 46 (41,1)
Osteuropa (%) 11 (5,9) 8(7,1)
Afrika (%) 33 (17,8) 23 (20,5)
Asien (%) 17 (9,2) 12 (10,7)
Sltdamerika (%) 3(1,6) 3(2,7)
Immunkompromittierende Faktoren
Diabetes mellitus (%) 12 (6,5) 7(6,3)
Alkoholabusus (%) 11 (5,9) 7 (6,3)
Intravendser Drogenabusus (%) 23 (12,4) 14 (12,5)
Steroid-Therapie (%) 13 (7,0) 3(2,7)
Maligne Erkrankung (%) 14 (7,6) 8(7,1)
HIV-Wastingsyndrom (%) 13 (7,0) 4 (3,6)
HIV-Infektion
Median HIV-1 RNA, Kopien/ml 363 275,5
Median HIV-1 RNA, log Kopien/ml 2,6 2,4
HIV RNA <50 Kopien/<1,7 log Kopien/ml, (%) 63 (34,1) 44 (39,3)
aktuell AIDS-definierende Erkrankung (%) 38 (20,5) 14 (12,5)
Stadium AIDS (%) 145 (78,4) 87 (77,7)
CD4-Zellzahl
275 307
Median CD4-Zellen/ul (IQR) [Spannweite] (133-465) | (182,5-490)
[1-1381] [1-1381]
CD4-Zellzahl (Zellen/pl)
0-99] 35(18,9) 11 (9,8)
100-199] 31 (16,8) 22 (19,6)
200-349] 50 (27,0) 32 (28,6)
>350| 69 (37,3) 47 (42)
CD4-Zellzahl (%)
Oto<14] 70(37,8) | 39(34.8)
14 t0 <28] 77(41,6) | 26(232)
>28| 38 (20,5) 47 (42)
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4.1.1. Nationalitat

Die Patienten stammen aus 36 verschiedenen Staaten, davon etwa ein Drittel (64 von 185
Patienten, 34,6 %) aus TB-Hochpravalenzlandern, hier vor allem aus Afrika (33/185
Patienten, 17,8 %), Asien (17/185 Patienten, 9,2 %) und Osteuropa (11/185 Patienten,
6 %).

In die Definition Hoch- beziehungsweise Niedrigpravalenzland gingen sowohl die TB-
Pravalenz von 2= oder < 25 Falle pro 100 000 Einwohner, als auch die geographische und
insgesamt betrachtete Lage von Gesundheitssystem und Gesundheitszustand der
Bevolkerung ein. Die epidemiologsichen Daten hierfir wurden aus den WHO Global TB
Control Reporten von 2007 und 2009 entnommen.

Die Basisdaten der Patientengruppen aus Hoch- und Niedrigpravalenzlandern
unterscheiden sich. Bei Patienten aus den Hochpravalenzlandern waren 60 % weiblich,
wahrend in der Gruppe der Patienten aus Niedrigpravalenzliandern 80 % mannlich waren.
Ebenso gab es deutliche Unterschiede bezuglich des Altersmedians: dieser lag in den
Hochpravalenzlandern bei 38,5 Jahren und in der Niedrigpravalenzlandern mit 44 Jahren
hoher. Der Mittelwert der CD4-Zellen lag bei Patienten aus den Hochpravalenzlandern bei
313 Zellen/ul, wahrend er bei solchen aus Niedrigpravalenzlandern 265,5 Zellen/pl betrug.
Die demografischen Daten beider Gruppen spiegeln die bekannte Datenlage Uber die
deutschen und westeuropaischen im Vergleich zu den nach Deutschland immigrierten
HIV-Patienten wider. So stehen auf dem afrikanischen Kontinent die heterosexuelle HIV-
Ubertragung sowie die vertikale Transmission von Mutter zu Kind im Vordergrund,

wahrend sich in Europa die meisten Patienten durch homosexuellen Geschlechtsverkehr

oder durch den Gebrauch intravendser Drogen infizieren.'

4.1.2. Immunkompromittierende Faktoren

An TB-Risikofaktoren wurden erhoben: ein Anteil von 5,9 % (11 Patienten) mit bestatigter
Diagnose eines Alkoholabusus, 12,4 % (23 Patienten) mit Gebrauch intravendser Drogen,
6,5 % (12 Patienten) mit Diabetes mellitus Typ 1 und 2.

Zum Testzeitpunkt litten 34% (63 Patienten) an einer schweren Begleiterkrankung, 25 %
(46 Patienten) speziell an einer akuten Infektionskrankheit (u.a. bakterielle Pneumonie,
Sepsis und typische opportunistische Infektionen), 7,6 % (14 Patienten) an einer malignen
Begleiterkrankung (1 neuroendokrines Karzinom mit Lungen- und Lebermetastasen, 1
Pankreaskarzinom, 1 Analkarzinom, 4 Non Hodgkin-Lymphome, 1 Hodgkin-Lymphom, 4

Kaposi-Sarkome, 2 Lungenkarzinome, 1 Osteomyelofibrose) und 7 % (13 Patienten) am
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Wasting-Syndrom (ungewollte Gewichtsabnahme von mindestens zehn Prozent des
ursprunglichen Kérpergewichts).

Zusatzlich wurden 7 % (13 Patienten) zum Testzeitpunkt hochdosiert mit Kortikosteroiden
therapiert. Von diesen Patienten erhielten 11 (85 %) die Steroidbehandlung in
Zusammenhang mit schweren opportunistischen Infektionen (meist adjuvant zur Therapie
einer PJP) oder bei IRIS und 12 der 13 Patienten (92 %) befanden sich im Stadium AIDS
mit CD4-Zellen < 200/pl.

4.1.3 Stadium der HIV-Infektion

Im gesamten Studienkollektiv betrug der Median der CD4-Zellen 275/ul und der Median
der Viruslast 363 RNA-Kopien/ml. Zum Zeitpunkt der Untersuchung litten 20,5 % (38
Patienten) an einer AIDS-definierenden Erkrankung, 18,9 % (35 Patienten) hatten weniger
als 100 CD4-Zellen/ul und insgesamt 78,4 % (145 Patienten) befanden sich im Stadium
AIDS, definiert nach den Kriterien der Centers for Disease Control.5” Somit spiegelt das

Patientenkollektiv eine schwer immunsupprimierte Gruppe von HIV-Patienten wider.
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4.2. Valide und determinante Ergebnisse

Von urspringlich 192 in die Studie eingeschlossenen Patienten hatten sieben (3,6 %)
invalide Ergebnisse und wurden aus der statistischen Berechnung ausgeschlossen.

Von den verbleibenden 185 Patienten mit validen Ergebnissen waren 37/185 (20 %) T-
SPOT positiv, 142/185 (76,8 %) negativ und 6/185 (3,2 %) indeterminant. Fir einige
Berechnungen wurden die intederminanten Ergebnisse ausgeschlossen, hierauf wird in
den einzelnen Abschnitten jeweils verwiesen. Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht tber die

Ergebnisse.

Abbildung 1: Ubersicht (iber die validen und determinanten T-SPOT Ergebnisse

192 Patienten
eingeschlossen

K_ 7/192 Patienten

invalides Ergebnis

185 Patienten
valides Ergebnis

37/185 Patienten (20 %) 6/185 Patienten (3,2 %) 142/185 Patienten (76,8 %)
positives Ergebnis indeterminantes Ergebnis negatives Ergebnis

4.2.1. Positive T-SPOT Ergebnisse
Betrachtet man die validen und determinanten Ergebnisse, ergibt sich eine mit dem T-
SPOT ermittelte Pravalenz der LTB von 20,7 % (37/179 Patienten).
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4.2.2. Pradiktoren eines positiven T-SPOT-Ergebnisses
Die Patientengruppen mit einem positiven oder negativen Ergebnis wurden beziglich des

Medians der HI-Viruslast, des Medians der CD4-Zellzahl, der Zuordnung in das
Krankheitsstadium AIDS, dem Vorhandensein immunkompromittierender Faktoren sowie
der Herkunft aus einem Hoch- oder Niedrigpravalenzland fur TB untersucht.

Hier zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem positiven T-SPOT-
Ergebnis und einem der gepruften Faktoren (siehe Tabelle 2). Allerdings war der Anteil der
positiven Ergebnisse bei Patienten aus TB-Hochpravalenzlandern deutlich héher (siehe
Abbildung 2).

Abbildung 2: Positiver T-SPOT und Herkunftsland

30,0%

22,5%

15,0% 17.1%

7,5%

0%
TB-Niedrigpravalenzland TB-Hochpravalenzland
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Tabelle 2: Pradiktoren eines positiven T-SPOT-Ergebnisses

(n =179, ohne indeterminante Ergebnisse)

T-SPOT | T-SPOT OR

negativ | positiv Ko(ngf'is dé)nz- p-Wert

(n=142) | (n=37) intervall)
Alter; Jahre: Mittelwert (Interquartilsbereich IQR) (3:_3;9) (3;'_%9) p = 0,6042
Geschlecht mannlich (%) 101 (71,1)| 25 (67,6) (0,3&38_1?841) p = 0,689’
Herkunft aus TB-Hochpravalenzland (%) 45 (31,7) | 17 (45,9) (0,8;’7%,2828) p =0,1221
Immunkompromittierende Faktoren
Diabetes mellitus (%) 10 (7) 2(5,4) (0’1&17_2’7520) p=1,0"
Alkoholabusus (%) 8 (5,6) 3(8,1) (0,3;;&23,3653) p = 0,703'
Intravendser Drogenabusus (%) 16 (11,3) | 5(13,5) (0,4(1)’21_2,2470) p=0,778"
Steroid-Therapie (%) 11(7,7) 1(2,7) (0,02,13-3,1648) p =0,464"
Maligne Erkrankung (%) 14 (7,6) 0 p=0,10"
HIV-Wastingsyndrom (%) 7 (4,9) 3(8,1) (0,4%7_2’2927) p =0,433"
HIV-Infektion
HI-Viruslast Median (IQR) (0_22197500) (0_%3%%0) p = 0,180
HI-Viruslast < 50 RNA-Kopien/ml (%) 49 (34,5) [ 12 (32,4) ERC
Hi-Viruslast 51-49999 RNA-Kopien/ml (%) 56 (39,4) | 12 (32,4)
HI-Viruslast = 50000 RNA-Kopien/ml (%) 22 (15,5) | 11 (29,7)
aktuell AIDS-definierende Erkrankung (%) 28 (19,7) | 4 (10,8) (0,12’2‘{??508) p =0,239"
Stadium AIDS (%) 113 (79,6) | 26 (70.3) (0’225‘1),7370) b = 0,268
CD4-Zellzahl
CD4-Zellzahl Median (IQR) (14?31?56) (14:(3;'5531) p =0,4912
CD4-Zellzahl 0-99 (%) 24 (16,9) | 6(16,2) p=0,468°
CD4-Zellzahl 100-199 (%) 27 (19) | 4 (10,8)
CD4-Zellzahl 200-349 (%) 40 (28,2) | 9(24,3)
CD4-Zellzahl = 350 (%) 51 (35,9) | 18 (48,6)

1 - berechnet mit Fisher-Exact-Test

2 - berechnet mit Mann-Whitney-U-Wilcoxon-Test

3 - berechnet mit Chi-Quadrat-Test
* signifikantes Ergebnis p < 0,05
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4.3. Indeterminante Ergebnisse

Wie oben beschrieben wurden Ergebnisse als indeterminant bezeichnet, wenn die Anzahl
der Spots in der PHA-Positivkontrolle < 20 betrug und es kein positives Ergebnis in einem
der Antigen-Felder gab. Von allen 185 Patienten mit validen Ergebnissen betrug der Anteil
indeterminanter Ergebnisse 3,2 % (6/185).

Der CD4-Median der indeterminanten Ergebnisse unterschied sich signifkant vom CDA4-
Median der determinanten Ergebnisse (54/ul gegenuber 286/ul, p = 0,003).

Zusatzlich konnte auch ein signifikanter Zusammenhang (p = 0,001) zwischen den
unterschiedlichen CD4-Zellzahl-Gruppen und einem indeterminanten Ergebnis gezeigt
werden (siehe Tabelle 3). Indeterminante Ergebnisse traten haufiger bei Patienten mit
wenig CD4-Zellen auf: funf der sechs Patienten mit indeterminanten Ergebnissen hatten
weniger als 100 CD4-Zellen/pl (Spanne 7-77 CD4-Zellen/pl). Fur Patienten mit unter 100
CD4-Zellen/ul betragt die OR fur ein indeterminantes Ergebnis somit 25.

Alternative Darstellung: von den Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen/pl hatten
14,3 % (5/35 Patienten) indeterminante Ergebnisse, wahrend die Rate bei Patienten mit
hoéheren CD4-Zellzahlen erheblich niedriger lag (siehe Abbildung 3): 100-199 CD4-Zellen/
pl — 0/31 Patienten (0 %), 200-349 CD4-Zellen/ul — 1/50 Patienten (2 %) und > 350 CD4-
Zellen/ul — 0/69 Patienten (0 %).

Abbildung 3: Prozentualer Anteil indeterminanter Ergebnisse nach CD4-Zellen

15% 14%

11%
8%

4% 20,
0% 0%

0%
0-99 CD4 100-199 CD4 200-349 CD4 > 350 CD4
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In der Patientengruppe mit indeterminanten Ergebnissen bestand im Vergleich zu den
Patientengruppen mit positivem oder negativem Ergebnis eine hohere HI-Viruslast: der
Median der Viruslast betragt 394,5 Kopien/ml bei determinanten und 50250 Kopien/ml bei

den indeterminanten Ergebnissen.

Alle Patienten mit indeterminantem Ergebnis hatten eine HIV-Infektion im Stadium AIDS,
verglichen mit 77,7 % der Patienten mit determinantem Ergebnis. Bei drei der sechs
Patienten (50 %) gegenuber 10 von 179 Patienten mit determinantem Ergebnis (5,6 %)
lag ein HIV-Wastingsyndrom vor. Hier zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen eines Wastingsyndroms und einem indeterminanten Ergebnis
(OR 16,9, KI 3,018-94,641, p = 0,005). Vier der sechs Patienten mit einem
indeterminanten Ergebnis waren zum Testzeitpunkt an einer schweren Infektion erkrankt
(Patient 1: PJP; Patient 2: PML und Candida-Osophagitis; Patient 3: Staphylococcus

aureus Spondylodiszitis; Patient 4: bakterielle Pneumonie).

Die Gruppe der schwer Immunsupprimierten (CD4-Zellen < 100/pl) mit indeterminanten
Ergebnissen wurde noch einmal detailliert analysiert. In Bezug auf das Vorliegen einer
schweren Infektion ergab sich kein erhéhtes Risiko fir indeterminante Ergebnisse: 22 von
30 Patienten (73 %) mit determinanten Ergebnissen gegenuber 4 von 5 Patienten (80 %)
mit indeterminanten Ergebnissen hatten eine schwere Infektion zum Testzeitpunkt.

Eine systemische Steroidtherapie fuhrte bei den Patienten mit CD4-Zellen <100/ul
ebenfalls zu keiner weiteren Haufung indeterminanter Ergebnisse.

Im Gegensatz dazu scheint sich das HIV-Wastingsyndrom auch bei weniger als 100 CD4-
Zellen/pl als Risikofaktor flr indeterminante Ergebnisse zu bestatigen: 9 von 30 Patienten
(30 %) mit determinanten Ergebnissen gegenuber 3 von 5 Patienten (60 %) mit
indeterminanten Ergebnissen hatten ein Wastingsyndrom. Von 12 Wasting-Patienten mit
CD4-Zellen <100/ul hatten 3 Patienten (25 %) indeterminante Ergebnisse, wohingegen

von 23 Non-Wasting-Patienten nur 2 Patienten (9 %) indeterminant reagierten.

Tabelle 3 stellt die untersuchten Pradiktoren fur ein indeterminantes Ergebnis im Einzelnen

dar.
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Tabelle 3: Pradiktoren eines indeterminanten T-SPOT-Ergebnisses (n = 185)

T-SPOT T-SPOT OI}
pO: <!3tglj\z’1tci,\5I = I::l(iir‘la ;?:t- Ko r(19fi5d/;nz- p-Wert
(n=179) (n=6) intervall)

e 13.(6549) | 383054
Geschlecht mannlich (%) 126 (70,4) 3 (50) (0’02’2‘3,11 52) |P= 0,3691
Herkunft TB-Hochpravalenzland (%) 62 (34,6) 2 (33,3) (0,12539-2?296) p=1,0"
Immunkompromittierende Faktoren
Diabetes mellitus (%) 12 (6,7) 0 p=1,0"
Alkoholabusus (%) 11 (6,1) 0 p=1,0"
Intravendser Drogenabusus (%) 21 (11,7) 2(33,3) (0,623;3,?2‘11%123) p=0,17"
Steroid-Therapie (%) 12 (6,7) 1(16,7) (0,3021’_72853’769) p = 0,358
Maligne Erkrankung (%) 14 (7,8) 0 p=1,0"
HIV-Wastingsyndrom (%) 10 (5,6) 3 (50) (3,01213%?1,641) p = 0,005*
HIV-Infektion
HI-Viruslast < 50 RNA-Kopien/ml (%) 61 (34,1) 2 (33,3) B
Hi-Viruslast 51-49999 RNA-Kopien/ml (%) 68 (38) 1(16,7)
HI-Viruslast = 50000 RNA-Kopien/ml (%) 33 (18,4) 3 (50)
HI-Viruslast Median (IQR) (0?29;580) - 4%‘382000) b = 0,3452
aktuell AIDS-definierende Erkrankung (%) 35 (19,6) 3 (50,0) (0,8846‘;-529??1:808) p = 0,083’
Stadium AIDS (%) 139 (77,7) 6 (100) p = 0,343’
CD4-Zellzahl
CD4-Zellzahl Median (IQR) (146,25?272,5) 54 (43-72) p = 0,003*?
CD4-Zellzahl 0-99 (%) 30 (16,8) 5(83,3) p=0,001"
CD4-Zellzahl 100-199 (%) 31(17,3) 0
CD4-Zellzahl 200-349 (%) 49 (27,4) 1(16,7)
CD4-Zellzahl = 350 (%) 69 (38,5) 0

1 - berechnet mit Fisher-Exact-Test

2 - berechnet mit Mann-Whitney-U-Wilcoxon-Test

3 - berechnet mit Chi-Quadrat-Test
* signifikantes Ergebnis p < 0,05
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4.4. Schwer immunsupprimierte Patienten

Als ,schwer immunsupprimiert werden Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen/ul
bezeichnet, da bei dieser Grenze die Anzahl opportunistischer Infektionen deutlich zu- und
der Allgemeinzustand der Patienten markant abnimmt. 35 von 185 Patienten (18,9 %)
erfullten dieses Kriterium.

Da hierdurch die immunologische Situation der Patienten erheblich beeinflusst ist und in
dieser Studie auf diese Patientengruppe ein besonderes Augenmerk gelegt wird sind in
Tabelle 4 die Charakteristika und Testergebnisse dieser Patientengruppe im Vergleich zu
allen anderen Patienten aufgefuhrt. Anhand der allgemeinen Parameter wird deutlich,
dass es sich hier mit leicht hoherem Anteil um mannliche Patienten handelt, die nicht aus
TB-Hochendemiegebieten stammen. Von den allgemein erfassten medizinischen Daten
wie dem Anteil Diabetiker oder Patienten mit Alkoholabusus besteht kein Unterschied zum
gesamten Patientenkollektiv. Nachvollziehbar sind die Parameter, welche die immuno-
logische Situation beschreiben, wesentlich deutlicher ausgepragt. So war die HI-Viruslast
signifikant hoher (Median von 7200 Kopien/ml gegenuber 220 Kopien/ml) und der Anteil
von Patienten mit supprimierter Viruslast entsprechend niedriger: eine unterdrickte
Viruslast war nur bei 5 Patienten (14,3 %) gegenuber 58 Patienten (38,7 %) der restlichen
Patienten erreicht. Der Median der CD4-Zellen lag bei 44 Zellen/pl. Es erhielten 8
Patienten aus dieser Gruppe (22,9 %) eine systemische Steroidtherapie, meist im Rahmen
einer PJP oder eines IRIS, bei den weniger stark immunsupprimierten Patienten war dies
nur bei 5 Patienten (3,3 %) der Fall. 33 der 35 Patienten (94,3 %) befanden sich im
Stadium AIDS.

Der Anteil der schweren Begleiterkrankungen ist sehr hoch und wird in Tabelle 5 im Detail
deutlich: 23 der 35 Patienten (65 %) mit weniger als 100 CD4-Zellen/ul litten zum
Untersuchungszeitpunkt an einer aktiven AIDS-definierenden Erkrankung, 26 Patienten
(74 %) an einer vital bedrohlichen Infektion, 9 Patienten (26 %) hatten speziell eine PJP,
4 Patienten (11 %) eine maligne Begleiterkrankung und bei 12 Patienten (34 %) lag ein
HIV-Wasting-Syndrom vor. Lediglich vier Patienten (11 %) aus der Gruppe mit weniger als
100 CD4-Zellen/ul hatten zum Zeitpunkt der Untersuchung keine schwere opportunis-

tische Infektion und keine maligne Begleiterkrankung.
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Tabelle 4: Charakteristika und Testergebnisse der schwer immunsupprimierten Patienten

(mit < 100 CD4-Zellen/ul)

Patienten mit| Patienten mit OR
2100 CD4- <100 CD4- (95% Wert
Zellen/pl Zellen/pl Konfidenz- P
(n =150) (n = 35) intervall)
Alter; Jahre: Mittelwert _ 2
(Interquartilsbereich IQR) 42,9 (3549) | 41,1(33-49) p=0,374
Geschlecht mannlich (%) 101 (67,3) 28 (80) © 7;’29_11753) p =0,158"
Herkunft TB-Hochpravalenzland (%) 56 (37,3) 8 (22,9) © 2(1)1%?71 70) p=0,118"
Immunkompromittierende Faktoren
Diabetes mellitus (%) 10 (6,7) 2(5,7) © ?53%2313) p=1,0"
Alkoholabusus (%) 9 (6,0) 2(5,7) © 28;19-29807) p=1,0"
Intravendser Drogenabusus (%) 18 (12,0) 5(14,3) © 4315-23?738) p=0,773'
Steroid-Therapie (%) 5(3,3) 8(22,9) 2 61%-52%3258) p < 0,001*1
Maligne Erkrankung (%) 10 (6,7) 4(114) | g 5;’;261 38 | P =0307
HIV-Wastingsyndrom (%) 1(0,7) 12(343) |gg 4777-%3723§ 453)|P < 0.001"
HIV-Infektion
HI-Viruslast < 50 RNA-Kopien/ml (%) 58 (38,7) 5(14,3) © 2%77663) p=0,121
: . 219,5 7200 _ .5
HI-Viruslast Median (IQR) (<50-23825) | (246-123250) p = 0,003
aktuell AIDS-definierende Erkrankung (%) 13 (8,7) 21 (60) 6 5;2:2(;8250) p < 0,001*1
Stadium AIDS (%) 112 (74,7) 3B(943) |4 2852’?2948444) b =0,11"
CD4-Zellzahl
. 325,5 2
CD4-Zellzahl Median (IQR) (230,3-503,5) 44 (12,5-60,5) p < 0,001
Test-Ergebnis
T-SPOT positiv (%) n =149 n=230 0,952 - 10
bei n = 179 ohne indeterminante Ergebnisse 31 (20,8) 6 (20,0) (0,358-2,531) p=1
T-SPOT indeterminant (%) 1(0,7) 5 (14,3) 2 82_‘21’285’347) p =0,001*
THT positiv (%) n=119 n=13 1,140 b = 0,356
bei n = 119 mit THT Ergebnis 13 (10,9) 0 (1,061-1,224) ’

1 - berechnet mit Fisher-Exact-Test

2 - berechnet mit Mann-Whitney-U-Wilcoxon-Test

3 - berechnet mit Chi-Quadrat-Test
* signifikantes Ergebnis p < 0,05
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Tabelle 5: Relevante Bedgleiterkrankungen der schwer immunsupprimierten HIV-Patienten

mit weniger als 100 CD4-Zellen/yl

Patienten-ID | weitere schwere Erkrankungen zum Testzeitpunkt

2 keine

18 Bakterielle Pneumonie, HIV-Wastingsyndrom

38 keine

64 PJP, Steroid-Therapie, Candida albicans-Osophagitis, CMV-Colitis

106 Bakterielle Pneumonie

112 Progressive multifokale Leukenzephalopathie, HIV-Wastingsyndrom, Candida
albicnas-Osophagitis

130 ZNS-Toxoplasmose, HIV-Wastingsyndrom

165 Varizella zoster-Infektion (Trigeminus) mit bakterieller Superinfektion

168 Exazerbierte COPD

171 CMV-Adrenalitis, HIV-Wastingsyndrom, Candida albicans-Osophagitis, aktive
Syphilis Stadium I ]

187 ZNS-Toxoplasmose, HIV-Wastingsyndrom, Candida albicans-Osophagitis,
Clostridium difficile-assoziierte Diarrhoe

189 Candida albicans-Osophagitis

198 Plattenepithelkarzinom der Lunge (Stadium IlIA)

202 Mycobacterium avium intracellulare (MAI)-Lymphadenitis

208 Salmonella typhimurium Sepsis,

210 Staphylococcus aureus Spondylodiszitis (LWK 4/5) mit paravertebralem Abszess

211 PJP, Steroid-Therapie, HIV-Wastingsyndrom, Candida albicans-Osophagitis

226 Kutanes und intestinales Kaposi-Sarkom, Chemotherapie

261 PJP, Steroid-Therapie, HIV-Wastingsyndrom, Listerien-Meningitis und -Sepsis,
disseminierte MAI-Infektion, aktive HCV-Infektion, Candida albicans-Osophagitis

317 Viszerale Leishmaniose

319 PJP, Steroid-Therapie, HIV-Wastingsyndrom

329 Disseminierte Kryptokokkose, Neutropenie

340 CMV-Pneumonie, Klepsiellen-Pneumonie, B-Zell-Lymphom des ZNS

341 PJP, Steroid-Therapie, HIV-Wastingsyndrom

344 Disseminierte Histoplasmose, IRIS, HIV-Wastingsyndrom, Candida albicans-
Osophagitis, Clostridium difficile-assoziierte Diarrhoe, CMV-Retinitis

347 HIV-Kolitis, Akutes Nierenversagen, Pseudomonas-Pneumonie

356 Kryptokokkenmeningitis und -sepsis, HIV-Wastingsyndrom, Candida albicans-
Osophagitis

358 PJP, Steroid-Therapie

378 PJP, Steroid-Therapie

380 Analkarzinom

397 keine

410 keine

430 PJP, Steroid-Therapie, ZNS-Toxoplasmose

447 Akute Hepatitis C

559 PJP, Steroid-Therapie, HIV-Wastingsyndrom
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Betrachtet man die Testergebnisse des T-SPOT in der Gruppe schwer immunsupprimierter
HIV-Patienten ist der Anteil positiver Ergebnisse dennoch fast genau gleich hoch (6 von
31 Patienten (20,0 %) gegenuber 31 von 149 Patienten (20,8 %)). Ein signifikanter
Unterschied besteht in der Anzahl indeterminanter T-SPOT-Ergebnisse mit 5 von 31
Patienten (14,3 %) gegenuber nur einem von 150 Patienten (0,7 %), p = 0,001, wie auch
im Kapitel 3.3 beschrieben. Bei den Ergebnissen des THT ist der Anteil positiver
Ergebnisse bei den schwer immunsupprimierten Patienten deutlich geringer, erreicht aber
keinen signifkanten Unterschied. Keiner der Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen/ul
reagierte im THT positiv, wahrend 13 Patienten (10,9 %) mit = 100 CD4-Zellen/pl ein

positives THT-Ergebnis erhielten (siehe hierzu auch Kapitel 3.6).
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4.5. Produktion von Interferon-gamma

4.5.1. Positivkontrolle mit Phytohaemagglutinin

Abbildung 4 gliedert die Spot-Anzahl fur die Positivkontrolle mit Phytohaemagglutinin
(PHA) in verschiedene Gruppe und stellt deren Abhangigkeit von der CD4-Zellzahl dar. Die
Korrelation zwischen der Anzahl der CD4-Zellen und der Anzahl der Spots in der
Positivkontrolle wurde mit dem Spearman-Koeefizienten und dem Kruskal-Wallis-Test
berechnet und zeigte hier keine statistische Signifikanz (Spearman rho 0,076, p = 0,155;
Kruskal-Wallis p = 0,269).

Der Anteil der Patienten, die auf PHA eine schwache oder indeterminante Interferon-
gamma-Produktion zeigten, war héher bei Patienten mit wenigen CD4-Zellen und sank mit
zunehmend besserem Immunstatus. So waren bei Patienten mit < 100 CD4-Zellen/pl 31,4
% der Positivkontrollen indeterminant oder zeigten weniger als 50 Spots, wahrend bei
Patienten mit > 100 CD4-Zellen/ul nur 10 % der Patienten eine gering ausgepragte
Positivkontrolle hatten. Im Gegensatz dazu betrug der Anteil Patienten mit > 200 PHA-
Spots nur 45 % in der Gruppe mit < 100 CD4-Zellen/ul und steigt auf 68 % in der Gruppe
mit > 350 CD4-Zellen/ul an.
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Abbildung 4: Spotanzahl fur PHA und CD4-positive T-Lymphozyten
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Die Abhangigkeit der PHA-Spot-Anzahl von der CD4-Zellzahl wird auch durch den linearen
Anstieg des Medians der Interferon-Gamma-Produktion verdeutlicht: bei < 100 CD4-
Zellen/pl liegt er bei 122 Spots/Well, bei 100-199 CD4-Zellen/ul bei 193 Spots/Well, bei
200-349 CD4/ul bei 247 Spots/Well und bei > 350 CD4/ul bei 267 Spots/Well.

Bei Spots, deren hohe Anzahl visuell oder mittels Reader nicht mehr ausgezahlt werden
konnte, wurde die Anzahl als ,gesattigt“ angegeben. Der Anteil an gesattigten
Positivkontrollen war zwar bei Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen /ul geringer, als
bei den Ubrigen Patienten, in den unterschiedlichen CD4-Gruppen > 100 Zellen/ul war er
jedoch ahnlich hoch: 28,6 % bei 0-99 CD4-Zellen, 35,5 % bei 100-199 CD4-Zellen, 32 %
bei 200-349 CD4-Zellen und 34,8 % bei gleich oder mehr als 350 CD4-Zellen/pl.

Werden nur Patienten mit < 100 CD4-Zellen/pl betrachtet, scheinen Wasting und schwere

Koinfektionen die Rate an PHA-Spots negativ zu beeinflussen. In der Wasting-Gruppe
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hatten 42 % der Patienten (5 von 12) gegenuber in der Non-Wasting-Gruppe nur 30 % der
Patienten (7 von 23) < 50 PHA-Spots/Well. Der PHA-Spot-Median lag in der Wasting-
Gruppe bei 103 und in der Non-Wasting-Gruppe bei 159/Well. In der Gruppe mit schweren
Koinfektionen hatten 35 % der Patienten (9 von 20) gegenuber in der Gruppe ohne
Koinfektionen nur 22 % der Patienten (2 von 9) < 50 PHA-Spots/Well. Der PHA-Spot-
Median lag in der Gruppe mit Koinfektionen bei 104 und in der Gruppe ohne Koinfektionen
bei 333/Well.

Umgekehrt hatten in der Wasting-Gruppe nur 33 % der Patienten (4 von 12) gegenuber in
der Non-Wasting-Gruppe 48 % der Patienten (11 von 23) > 200 PHA-Spots/Well. In der
Gruppe mit schweren Koinfektionen hatten 42 % der Patienten (11 von 26) gegenuber in
der Gruppe ohne Koinfektionen 56 % der Patienten (5 von 9) > 200 PHA-Spots/Well. In
der Steroidgruppe lielen sich keine wesentlichen Unterschiede feststellen: der PHA-
Median betrug bei Patienten mit Steroidtherapie 137 gegenuber 128/Well bei Patienten

ohne Steroidtherapie.

4.5.2. ESAT-6 und CFP-10
Im Gegensatz zur Spot-Anzahl nach PHA Stimulation Iasst sich in der Spot-Anzahl fur die

Antigene ESAT-6/ CFP-10 keine eindeutige Abhangigkeit von der CD4-Zellzahl erkennen.

In Abbildung 5 wurde die Spot-Anzahl flr beide Reagenzien jeweils zusammengefasst.

Abbildung 5: Spotanzahl fiur ESAT-6 und CFP-10 und CD4-Zellen (n=185 Patienten)
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Bei den Antigenen zeigen die Mediane der Spot-Anzahl in den einzelnen CD4-Zellzahl-
Gruppen keinen klaren Anstieg in Abhangigkeit von der CD4-Zellzahl: sie betragen
zusammengefasst 15 (0-99 CD4-Zellen/pl), 6 (100-199 CD4-Zellen/pul), 8 (200-349 CD4-
Zellen/ul) und 10 (> 350 CD4-Zellen/ul) Spots/Well.

Es fallt sogar auf, dass der Median der Spot-Anzahl in der Gruppen mit wenig CD4-Zellen
grofer ist, als in Gruppen mit besserem Immunstatus. Auf der anderen Seite ist der Anteil

von Null-Spot-Ergebnissen in der Gruppe mit < 100 CD4-Zellen/ul am groften.
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4.6. Ergebnisse des Tuberkulin-Hauttests

4.6.1. Positive THT-Ergebnisse

Ein Ergebnis des THT lag fur 119 von 192 Patienten (62 %) vor (siehe Tabelle 6). Fur
vergleichende Betrachtungen zwischen der THT- und der T-SPOT-Gruppe wurden die
Patienten mit einem ungultigen oder indeterminanten T-SPOT-Ergebnis entfernt. In diesem
Fall verbleiben 112 Patienten (Abbildung 6 bis 8; Tabelle 7). Die Gesamtzahl der Patienten
ist jeweils angegeben.

Betrachtet man die Patienten mit Ergebnissen in beiden Tests hatten 13 von 112 Patienten
(11,6 %) ein positives THT-Ergebnis. In dieser Gruppe betrug der Anteil positiver T-SPOT-
Ergebnisse 23,2 % (26 von 112 Patienten).

4.6.2. Pradiktoren eines positiven THT-Ergebnisses

Analog zu den T-SPOT-Ergebnissen wurde auch beim Hauttest eine Analyse nach
Pradikatoren eines positiven Ergebnisses durchgeflhrt. Tabelle 6 stellt die getesteten
Einflussfaktoren dar.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem der gepriften Faktoren und einem
positiven THT-Ergebnis bestand nicht. Deutliche Unterschiede lieRen sich jedoch fur die
folgenden Aspekte ablesen: Patienten aus einem TB-Hochpravalenzland haben mehr
positive THT-Ergebnisse (OR 2,64; KI 0,81-8,63, p = 0,177), Patienten im Stadium AIDS
haben weniger positive THT-Ergebniss (OR 0,32; Kl 0,10-1,06, p = 0,110) und der Median
der CD4-Zellen ist bei den THT-Positiven hoher, als bei den THT-Negativen (p = 0,126).
Abbildung 6 verdeutlicht die positiven THT- und T-SPOT-Ergebnisse nach Herkunft der
Patienten. 8 von 46 Patienten (17,4 %) aus TB-Hochpravalenzlandern waren THT-positiv,
wahrend in den TB-Niedrigpravalenzlandern nur 5 von 66 Patienten (7,6 %) ein positives

Ergebnis hatten.
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Tabelle 6: Pradiktoren eines positiven THT-Ergebnisses (n = 119)

THT | THT OR

negativ | positiv Koﬁ%{:nz- p-Wert

(= | =) intervall)
Alter; Jahre: Mittelwert (Interquartilsbereich IQR) |41 (34-47)(43 (35-45) p=0,9152
Geschlecht mannlich (%) 74 (69,8) | 7 (53.8) (0,12’75_(1’,5620) b =0,395"
Herkunft aus TB-Hochpravalenzland (%) 40 (37,7) | 8 (61,5) (0,8028,?8‘1:629) p=0,177"
Immunkompromittierende Faktoren
Diabetes mellitus (%) 6 (5,7) 1(7,7) (011511’?1621’287) p=1,0"
Alkoholabusus (%) 8 (7,5) 0 p=0,645"
Intravendser Drogenabusus (%) 16 (15,1) | 2 (15,4) (0,2;’11_2?774) p=1,0"1
Steroid-Therapie (%) 3(2,8) 0 p=1,0"1
Maligne Erkrankung (%) 7 (6,6) 1(7,7) (0,131?;-11709,418) p=1,0"1
HIV-Infektion
HI-Viruslast Median (IQR) (0_23179425) (0_173;'00) p=0,9252
HI-Viruslast < 50 RNA-Kopien/ml (%) 40 (37,7) | 5(38,5) =028
Hi-Viruslast 51-49999 RNA-Kopien/ml (%) 30 (28,3) | 7 (53,8)
HI-Viruslast = 50000 RNA-Kopien/ml (%) 22 (20,8) | 1(7,7)
aktuell AIDS-definierende Erkrankung (%) 14 (13,2) 0 p=0,348"
Stadium AIDS (%) 84 (79,2) | 6 (46,2) (0,085%,3057) 0=0110"
CD4-Zellzahl
CD4-Zellzahl Median (IQR) (15232 " (27?;?5’86) p=0,1262
CD4-Zellzahl 0-99 (%) 13 (12,3) 0 p=0,536°
CD4-Zellzahl 100-199 (%) 20 (18,9) | 2 (15,4)
CD4-Zellzahl 200-349 (%) 30(28,3) | 4(30,8)
CD4-Zellzahl = 350 (%) 43 (40,6) | 7 (53,8)

1
2
3
*

- berechnet mit Fisher-Exact-Test

- berechnet mit Mann-Whitney-U-Wilcoxon-Test

- berechnet mit Chi-Quadrat-Test
signifikantes Ergebnis p < 0,05
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Abbildung 6: TST- und T-SPOT-Ergebnisse und Herkunft (n=112)
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Bezuglich der CD4-Zellen lasst sich anhand von Abbildung 7 ablesen, dass in der schwer
immunsupprimierten Gruppe mit 0-99 CD4-Zellen/pl kein Patient positiv im THT reagierte
und die Anzahl der THT-Positiven in jeder hoheren CD4-Gruppe zunimmt (0/11 Patienten,
2/22 Patienten, 4/32 Patienten, 7/47 Patienten).

Vergleichend dazu sieht man bei den T-SPOT-Ergebnissen keine Abhangigkeit zur CD4-
Zellzahl, sondern sogar in der Gruppe mit weniger als 100 CD4-Zellen anteilig die meisten
positiven Ergebnisse (3/11 Patienten, 3/22 Patienten, 8/32 Patienten, 12/47 Patienten).

Abbildung 7: TST- und T-SPOT-Ergebnisse und CD4-Zellzahl (n=112
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4.7. Konkordanz beider Tests

Von 112 Patienten, bei denen ein THT-Ergebnis vorliegt und der T-SPOT gultig und
determinant war, hatten 7 Patienten (6,3 %) in beiden Tests positive Ergebnisse und 80
Patienten (71,4 %) waren in beiden Tests negativ. Hieraus ergibt sich eine allgemeine
Konkordanz von 77,7 %, der Kappa-Wert betragt 0,21 und zeigt nach Altman®8 eine leichte
Ubereinstimmung.

Von den Patienten mit nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen hatten 19 Patienten ein
positives T-SPOT- und ein negatives THT-Ergebnis und 6 waren nur im Hauttest positiv.

Tabelle 7 stellt die Verteilung der (dis-)konkordanten Ergebnisse dar.

Tabelle 7: Ubereinstimmende Testergebnisse im THT und T-SPOT (n = 112)

T-SPOT positiv T-SPOT negativ | gesamt
. 6
THT positiv (5.4 %) 13
THT negativ 99
gesamt 26 86 112

In den einzelnen Gruppen bestand bezlglich der CD4-Zellzahl und der HI-Viruslast kein
signifikanter Zusammenhang (p = 0,370 bzw. p = 0,561). Stellt man jedoch die Mediane
der CD4-Zellzahlen dar (siehe Abbildung 8) fallt in der Gruppe der T-SPOT negativen,
aber THT-positiven Patienten ein deutlich héherer Median auf (576 CD4-Zellen/pl
gegenuber 345, 300 oder 298 CD4-Zellen/ul).
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Abbildung 8: Median der CD4-Zellzahl und (dis-)konkordante Ergebnisse (n=112)
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4.8. Nachbeobachtung
Im Dezember 2010, knapp sechs Jahre nach Einschluss der ersten Patienten, wurden die

klinischen Daten der Studienpatienten aus dem medizinischen Informationssystem der
HIV-Tagesklinik noch einmal betrachtet.

Der Median des Nachbeobachtungszeitraums betrug knapp vier Jahre (47 Monate,
Spanne von 0-66 Monaten). 132 Patienten (71,4 %) hatten eine Nachbeobachtung von
= 12 Monaten und 85 Patienten (45,9 %) hatten eine Nachbeobachtung von = 48
Monaten. Bei 22 von 185 Patienten (11,9 %) lag die Nachbeobachtungszeit unter einem
Monat. Dabei handelte es sich u.a. um vier T-SPOT positive Patienten, einen
indeterminanten Patienten, zwei THT positive Patienten (beide im T-SPOT negativ) und
sechs Patienten mit unter 100 CD4-Zellen/ul. Die Nachbeobachtungszeiten der 185
untersuchten Patienten sind in Abbildung 9 dargestellit.

In der Gruppe der Patienten mit einem positiven Ergebnis im T-SPOT oder THT (n = 43)
war die Nachbeobachtungszeit vergleichbar mit der Gesamtgruppe (siehe Abbildung 10).

Der Median betragt fir diese Patienten 47,6 Monate (Spanne von 0 bis 63,1 Monate).
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Abbildung 9: Nachbeobachtungszeit von 185 Patienten
mit determinantem T-SPOT-Ergebnis
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Abbildung 10: Nachbeobachtungszeit von 43 Patienten
mit positivem Ergebnis in T-SPOT und/ oder TST
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4.8.1. Verlauf von HI-Viruslast und CD4-Zellen in der Nachbeobachtung

Fur die Berechnungen wurden nur die 142 Patienten mit einer Nachbeobachtungszeit von
mindestens sechs Monaten berucksichtigt (siehe Tabelle 8). Da die Patienten alle
unterschiedliche lange Beobachtungszeitraume hatten, wurden die Berechnungen flr den
Verlauf der Viruslast und CD4-Zellen getrennt nach Lange der Beobachtungszeit
analysiert. Es wurden zwei Gruppen je nach Lange des Beobachtungszeitraums gebildet:
6 - 48 Monate (n = 63) und 49 - 66 Monate (n = 79).

In beiden Gruppen war das Absinken der HI-Viruslast deutlich, in der Gruppe mit 49 - 66
Monaten sogar signifikant (Gruppe 6 - 48 Monate: Median von 179 Kopien/ml auf Median
0 Kopien/ml, p = 0,081, Gruppe 49 - 66 Monate: Median von 180 Kopien/ml auf Median 0
Kopien/ml, p < 0,0001).

Die CD4-Zellzahlen stiegen in beiden Gruppen von einem Median von 293/ul auf 390/ul in
der Gruppe mit 6 - 48 Monaten (p = 0,003) und von einem Median von 306/ul auf 462/pl in
der Gruppe mit 49 - 66 Monaten (p < 0,0001). Das Patientenkollektiv war zum
Testzeitpunkt somit schwerer immunsupprimiert, als bei der Nachbeobachtung.

Die Analyse wurde ebenfalls nach T-SPOT-Ergebnis stratifiziert. FUr Patienten mit einer
Nachbeobachtung von = sechs Monaten und determinanten Ergebnissen, d.h. T-SPOT
positive und T-SPOT negative Patienten (n = 138), bestand eine signifikant erhdhte CD4-
Zellzahl in der Nachbeobachtung (insgesamt Median von 307/ul auf 433/ul, p < 0,0001, in
der Gruppe 6 - 48 Monate Median von 303/ul auf 407/ul, p = 0,003, in der Gruppe 49 - 66
Monate Median von 308/pl auf 453/ul, p < 0,0001).

Bei den indeterminanten Ergebnissen liess sich kein statistisch signifikanter Zusammen-
hang berechnen - von den insgesamt sechs indeterminanten Patienten war allerdings
auch nur bei vier Patienten eine Nachbeobachtung = sechs Monate maoglich.

Fur T-SPOT-Negative mit Verlaufsmessung der Viruslast = sechs Monate (n = 109) war
das Absinken der HI-Viruslast Gber den Nachbeobachtungszeitraum signifikant (insgesamt
Abfall des Medians von 139 Kopien/ml auf 0 Kopien/ml; p = < 0,0001). In der Gruppe 6 -
48 Monate war der Abfall des Medians von 139 Kopien/ml auf 0 Kopien/ml vergleichbar,
verfehlte jedoch eine klare Signifikanz (p = 0,088). In der Gruppe 49 - 66 Monate fiel der
Median der Viruslast signifikant von 157,5 Kopien/ml auf 1 Kopie/ml (p < 0,0001).

Fur die T-SPOT-Positiven mit Verlaufsmessung der Viruslast = sechs Monate (n = 29) war
das Absinken deutlich (Median 476 Kopien/ml auf O Kopien/ml), verfehlte jedoch aufgrund

der wenigen Patienten in dieser Gruppe eine Signifikanz (p = 0,092).
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Wie auch bei der CD4-Zellzahl bestand bei den T-SPOT-Indeterminanten keine
signifikante Veranderung der HI-Viruslast bei jedoch geringer Fallzahl von n = 4 (Median
von 50000,5 Kopien auf 417 Kopien/ml, p = 0,317).
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Tabelle 8: Viruslast und CD4-Zellen in der Nachbeobachtung

(142 Patienten mit Nachbeobachtung = sechs Monate)

142 Pat. mit Viruslast Beginn Viruslast Verlauf
Nachbeobachtung (Median in Kopien/ml) (Median in Kopien/ml)
insgesamt 179,5 0 p < 0,0001*
6 - 48 Monate (n = 63) 179 0 p = 0,081
49 - 66 Monate (n = 79) 180 0 p < 0,0001*
142 Pat. mit CD4-Zellen Beginn CD4-Zellen Verlauf
Nachbeobachtung (Median in Zellen/pl) (Median in Zellen/pl)
insgesamt 304 433 p < 0,0001*
6 - 48 Monate (n = 63) 293 390 p = 0,003*
49 - 66 Monate (n = 79) 306 462 p < 0,0001*
109 Pat. mit negativem Viruslast Beginn Viruslast Verlauf
T-SPOT-Ergebnis (Median in Kopien/ml) (Median in Kopien/ml)
insgesamt 139 0 p < 0,0001*
6 - 48 Monate (n = 47) 139 0 p = 0,088
49 - 66 Monate (n = 62) 157,5 1 p < 0,0001*
109 Pat. mit negativem CD4-Zellen Beginn CD4-Zellen Verlauf
T-SPOT-Ergebnis (Median in Zellen/pl) (Median in Zellen/pl)
insgesamt 305 422 p < 0,0001*
6 - 48 Monate (n = 47) 286 407 p = 0,003*
49 - 66 Monate (n = 62) 308 435 p = 0,005*
29 Pat. mit positivem Viruslast Beginn Viruslast Verlauf
T-SPOT-Ergebnis (Median in Kopien/ml) (Median in Kopien/ml)
insgesamt 476 0 p = 0,092
6 - 48 Monate (n = 14) 461 74 p = 0,646
49 - 66 Monate (n = 15) 476 1 p=0,075
29 Pat. mit positivem CD4-Zellen Beginn CD4-Zellen Verlauf
T-SPOT-Ergebnis (Median in Zellen/pl) (Median in Zellen/pl)
insgesamt 353 465 p=0,016*
6 - 48 Monate (n = 14) 408 370 p = 0,331
49 - 66 Monate (n = 15) 300 520 p = 0,027*
4 Pat. mit indeterminantem Viruslast Beginn Viruslast Verlauf
T-SPOT-Ergebnis (Median in Kopien/ml) (Median in Kopien/ml)
50000,5 417 p=0,317
CD4-Zellen Beginn CD4-Zellen Verlauf
(Median in Zellen/pl) (Median in Zellen/pl)
64,5 269 p = 0,465

* signifikantes Ergebnis p < 0,05
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4.8.2. Auftreten von aktiver Tuberkulose

Keiner der 185 Patienten mit validem Ergebnis entwickelte eine aktive Tuberkulose-
erkrankung Uber den Nachbeobachtungszeitraum. Somit liegt das maximale Erkrankungs-
risiko bei der Gesamtkohorte (n = 185) im Nachbeobachtungszeitraum (Median 50
Monate, entspricht 4,2 Jahre) < 0,6 %. Werden nur die Patienten mit einer
Nachbeobachtung = sechs Monate betrachtet (n = 142) liegt das maximale
Erkrankungsrisiko < 0,7 %, bei den davon T-SPOT-Positiven (n = 29) < 3,5 %, bei den
THT-Positiven (n = 11) < 9,1 % und bei den THT- bzw. T-SPOT-Positiven (n = 33) < 3,1 %.
Acht Patienten erhielten im Beobachtungszeitraum eine Chemopravention bei Verdacht
auf LTB. Schlie3t man diese acht Patienten von der Nachbeobachtungskohorte aus, ergibt
sich fur die verbleibenden Patienten (n = 177) ein maximales Erkrankungsrisiko von < 0,6
%, flr die Uber sechs Monate nachbeobachtete Kohorte (n = 136) von < 0,8 %, fir die
mindestens sechs Monate nachbeobachteten T-SPOT-Positiven (n = 24) von < 4,2 %, fur
die THT-Positiven (n = 7) von < 14,3 % und fur die T-SPOT- bzw. THT-Positiven (n = 27)

von < 3,8 %.

4.8.3. Praventive Therapie

Von den 43 Patienten der Gesamtkohorte (n = 185), die entweder im T-SPOT oder im
THT positiv reagierten, erhielten nur sieben Patienten (16,3 %) eine praventive Isoniazid-
Behandlung. Vier davon hatten einen positiven T-SPOT, funf einen positiven THT, drei
einen positiven T-SPOT und positiven THT, zwei Patienten ausschlieBlich einen positiven
T-SPOT, zwei Patienten ausschliel3lich einen positiven THT.

Da fur zehn Patienten mit positivem T-SPOT oder THT keine Verlaufskontrolle moglich
war, ergibt sich eine realistische Chemopraventions-Rate von 21,2 %. Ein weiterer Patient
(ID 342) erhielt bei negativem Testergebnis fur T-SPOT und THT unter dem klinischen
Verdacht einer TB eine antituberkuldse Kombinationstherapie. Retrospektiv lag hier jedoch
am ehesten eine Pneumonie mit Staphylococcus aureus vor.

Betrachtet man nur diejenigen Patienten, die im T-SPOT positiv reagierten, erhielten
lediglich 5 von 37 Patienten (13,5 %) eine Isoniazid-Pravention. Von den 13 Patienten mit
positivem THT erhielten ebenfalls 5 Patienten (38,5 %) Isoniazid.

Warum 36 Patienten mit positivem Ergebnis fur einen der beiden Tests keine praventive
Therapie erhielten, wurde im Einzelnen recherchiert (siehe Abbildung 11).

Fir zehn Patienten liegen keine Nachbeobachtungsdaten vor. Bei drei Patienten wurde
die Pravention wegen mangelnder Compliance nicht durchgeflhrt. Flir drei weitere

Patienten sprachen medizinische Kontraindikationen, wie eine schwerwiegende Nieren-
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insuffizienz oder eine aktive Hepatitis-C-Infektion dagegen. Zwei Patienten hatten zwar
einen positiven Hauttest, jedoch einen negativen T-SPOT, welcher als Ausschluss einer
LTB und fehlende Indikation zur Pravention gewertet wurde. 18 Patienten haben
schlieBlich trotz positivem Test und ohne wesentliche Kontraindikationen keine praventive
Isoniazid-Therapie erhalten. Die Pravention wurde aus dem Kklinischen Ermessen des

behandelnden Arztes heraus nicht verordnet.

@ Individualentscheidung keine Nachbeobachtung
@® mangelnde Compliance medizinsche Kontraindikation
positiver Hauttest, negativer T-SPOT
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5. Diskussion

Personen mit einer asymptomatischen MTB Infektion (i.S. einer LTB) kénnen im Laufe
ihres Lebens zu jedem Zeitpunkt eine symptomatische Postprimartuberkulose entwickeln.
Das Risiko einer solchen Reaktivierung wird durch jede Form der Immunsuppression
erhéht und im Falle einer HIV-Infektion steigt das relative TB-Risiko um das 50- bis 100-
fache. Aufgrund ihrer hdheren Spezifitat und Sensitivitat konnen IGRAs Patienten mit einer
maoglichen LTB zuverlassiger identifizieren als der THT. Dies gilt besonders fir
Immunsupprimierte und speziell auch fur HIV-infizierte Menschen. Bisher liegt jedoch nur
eine kleine Zahl publizierter Studien vor, welche mittels IGRAs die mutmalliche LTB-
Pravalenz innerhalb von HIV-Kohorten in Niedrigpravalenzlandern bestimmt haben (siehe
Tabelle 8), und in keiner dieser Studien erfolgte eine prospektive Bestimmung des
Progressionsrisikos mittels langerfristiger Nachuntersuchungen.

Ziel der hier vorgestellten Studie war es, die wahrscheinliche Pravalenz einer LTB in
einem Berliner HIV-Kollektiv mittels T-SPOT zu bestimmen und zusatzlich durch zeitlich
versetzte Nachuntersuchungen (follow up) das prospektive Risiko zur Entwicklung einer
aktiven TB zu erfassen.

Zu diesem Zweck wurden zwischen 2005 und 2007 in der Medizinischen Klinik mit
Schwerpunkt Infektiologie und Pneumologie der Medizinischen Fakultat Charité Berlin
(Standort Charité Mitte und Virchow-Klinikum) 192 HIV-positive Patienten mittels IGRA
(speziell T-SPOT) auf das Vorliegen einer T-Zell-spezifischen Sensibilisierung gegenlber
MTB-Antigenen (ESAT-6 und CFP-10) untersucht, detailliert bzgl. ihrer epidemiologischen
und medizinischen TB-Risikofaktoren evaluiert und anschlieRend bis Dezember 2010
nachbeobachtet. Diese Studie ist damit die groRte IGRA Studie, bei der eine ausreichende
Nachbeobachtung der untersuchten HIV Patienten realisiert wurde.

Zusatzlich wurden im Gegensatz zu den meisten vergleichbaren Studien auch
hospitalisierte, d.h. schwer kranke Patienten eingeschlossen (unter anderem mit akuten
AIDS-definierenden Erkrankungen und Patienten von Intensivstationen). Dadurch weist
die hier vorliegende HIV-Studienkohorte einen Uber-durchschnittlich hohen Anteil schwer
immunsupprimierter Patienten auf.

Da positive IGRA-Ergebnisse auch bei aktiver TB, beziehungsweise auch noch Jahre
nach erfolgreich behandelter TB, erhoben werden konnen, wurden alle Patienten vor
Einschluss auf das Vorliegen einer aktiven TB untersucht und beziglich einer in der

Vergangenheit bereits therapierten TB befragt. Im Gegensatz zu den meisten
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vergleichbaren Studien (Tabelle 9) wurden in der hier durchgefuhrten Studie Patienten mit
klinischem oder radiologischem Verdacht auf aktive TB, Patienten mit bestatigter aktiver

TB und Patienten mit Zustand nach bereits behandelter TB strikt ausgeschlossen.

5.1. Demographische Daten

5.1.1. Aligemein
Zum Zeitpunkt der IGRA-Untersuchung (2005-2007) lebten in Berlin entsprechend dem

Robert-Koch-Institiut ca. 10400 HIV-infizierte Menschen. Dabei betrug der Anteil an
Mannern 91 % (davon 84 % homosexuell), an i.v. Drogenabhangigen 12 % und an
Personen aus TB-Hochpravalenzlandern 4 %.5% Somit unterscheidet sich die hier
untersuchte Studienkohorte von der Berliner Gesamtkohorte in Bezug auf den
Manneranteil (70 % gegeniuber 91 %) und in Bezug auf den Anteil an Personen aus TB-
Hochpravalenzlandern (35 % gegenuber 4 %).

Der geringere Manneranteil in der Studienkohorte wird durch zwei Faktoren bedingt. Zum
einen werden in Berlin homosexuelle HIV-positive Manner schwerpunktmalig von
extrauniversitaren HIV-Zentren betreut, was den Manneranteil im universitaren Zentrum
reduziert. Zum anderen existiert eine enge Kooperation zwischen der Medizinischen Klinik
fur Infektiologie/Pneumologie und dem péadiatrischen HIV-Zentrum am Virchow-Klinikum,
was den Frauenanteil und den Anteil an Migrantinnen in dieser Kohorte anhebt.

Die Differenz in der Geschlechterverteilung erklart sich aus dem hdheren Anteil an
Personen aus TB-Hochpravalenzlandern, da aufgrund der dort Uberwiegend
heterosexuellen HIV-Ubertragung der Frauenanteil erwartungsgemaR héher ausféllt. In
dieser Kohorte betrug der Frauenanteil bei Patienten aus TB-Hochpravalenzlandern 60 %.
Dies entspricht dem Frauenanteil bei Patienten aus TB-Hochpravalenzlandern in der
gesamtdeutschen HIV-Kohorte (55 - 60 %).”% Der Anteil an i.v. Drogenabhangigen ist in
der Studienpopulation identisch mit dem Anteil an Drogenabhangigen in der Berliner
Gesamtkohorte (12 %).

Somit sind die vorliegenden epidemiologischen Ergebnisse der Studienpopulation in sich

plausibel.
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5.1.2. Immunkompromittierende Faktoren

Bei der Analyse der immunkompromittierenden Faktoren fallt auf, dass der Anteil an
Patienten mit Alkoholabusus mit elf Patienten (6 %) relativ gering ausfallt. In den bisher
veroffentlichten Untersuchungen wird in der Mehrzahl der Studien der Alkoholabusus nicht
angegeben (Brock et al. 11 %).”" Hier kann von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen
werden, da die anamnestischen Angaben der Patienten bezuglich ihres Alkoholkonsums
nicht immer reliabel sind. Alkoholsucht wird oft, auch dem behandelnden Arzt gegenuber,
verschwiegen, wogegen der Gebrauch intravendser Drogen meist offensichtlicher ist.

Der Anteil intraven0s drogenabhangiger Patienten ist mit 124 % (23 Patienten)

vergleichbar mit dem anderer Studien (Brock et al. 12 %’', Stephan et al. 11,9 %"?,
Aichelburg et al. 19,3 %8, Talati et al. 19 %"3). Der Anteil lag bei Jones et al. mit 54,7 %"
und Luetkemeyer et al. mit 37 %'® von Patienten mit jemals Erfahrung mit intravendsen
Drogen jedoch deutlich hoher.

Diabetes mellitus als immunkompromittierende Erkrankung wird in den meisten Studien
nicht erfasst. Bei Brock et al. betragt der Anteil 3 %’?, bei Talati et al. 6,9 % 3 und in dieser
Studie 6,5 %.

Die Therapie mit Steroiden wurde in keiner der bisher veroffentlichten Untersuchungen als
Risikofaktor untersucht. Bei Jones et al. wurden Patienten mit Steroiden oder anderer
immunsupprimierender Therapie sogar explizit ausgeschlossen.’® In dieser Studie
erhielten 13 Patienten (7 %) eine in der Regel hochdosierte Steroid-Therapie (meist im
Rahmen einer PjP).

Zum Testzeitpunkt litten 34 % (63 Patienten) an einer schweren Begleiterkrankung (46
Patienten an einer akuten Infektionskrankheit und 15 Patienten an einer malignen
Begleiterkrankung). In den meisten vergleichbaren Studien wurden entweder nur
ambulante und somit relativ beschwerdefreie HIV-Patienten eingeschlossen (Jones et al.
15 Luetkemeyer et al.'®, Brock et al.”! Stephan et al.’?), oder HIV-Patienten mit
zusatzlichen schweren oder malignen Grunderkrankungen dezidiert ausgeschlossen

(Stephan et al.”2) bzw. nicht genauer benannt (Talati et al.”3).
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5.1.3. HIV-Status

Uber die bereits genannten Griinden hinaus (34 % litten zum Testzeitpunkt an einer
schweren Begleiterkrankung) war die hier untersuchte Kohorte aufgrund der HIV-
assoziierten Immunschwache (u.a. niedriger CD4-Median und hoher Viruslast-Median)
zusatzlich deutlich immunsupprimierter als dies in den meisten anderen bereits
publizierten HIV-Studien zum selben Thema der Fall war (siehe Tabelle 8).

So lag der Median der CD4-Zellzahl in dieser Studie mit nur 275/pul am niedrigsten (in den
bisherigen Studien zwischen 334 und 523/pul), der Anteil der Patienten mit weniger als 100
CD4-Zellen/ul bei 10 % (in den oben genannten Studien zwischen 3 und 11 %), der Anteil
der Patienten mit weniger als 200 CD4-Zellen/ul bei 36 % (in den bisherigen Studien
zwischen 9 und 30 %), der Anteil der Patienten im Stadium AIDS bei 78 % (in den
bisherigen Studien zwischen 20 bis 60 %), der Viruslast-Median bei 2,6 log/ml bzw. 363
Kopien/ml (in den bisherigen Studien zwischen 1,7 log und 2,6 log/ml), der Anteil mit
kontrollierter HIV-Infektion mit Viruslast unter der Nachweisgrenze bei 34 % (in den

bisherigen Studien zwischen 45 und 74 %).
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Tabelle 9: Ubersicht iber das AusmaR der Immunsuppression bei ausgewahlten Studien

Jones Luetkemeyer Brock Aichelburg Talati Stephan Ziemann
Studienort New York, Fraﬁiir;co Hvidovre, _ Wien, Atlanta, Frankfurt, Berlin,
USA USA ’ Danemark Osterreich USA Deutschland | Deutschland
- Hospital und Hospital und Hospital und
Einrichtung Ambulanz Ambulanz Ambulanz Ambulanz Ambulanz Ambulanz Ambulanz
QFT QFT
IGRA QFT QFT QFT QFT T-SPOT T-SPOT T-SPOT
Zant der 201 294 590 830 336 286° 185
atienten
Komorbiditat . N . N Dﬁ?ﬁtse(sdf()?) Ausschluss- siehe
o .
(%) Malignome (4) kriterium Tabelle 4
Fﬁ?&sﬁe Ausschluss- & Ausschluss- | Steroide (7)
. kriterium kriterium | Chemoth. (8)
suppression (%)
aktive TB (%) 0 0 0 8 (1) 0 0 0
Z.n. behandelter
B (%) 8 (4) 4 (1) 31 (5) 29 (4) 0 29 (10) 0
Herkunft aus
TB-
Hochpravalenz- 84 (42) 13 (4) 122 (21) 194 (23) 29 (9) 62 (22) 64 (35)
land (%)
(So}oa)di“m Al x . 118 (20) 191 (23) | 202 (60) 88 (31) 145 (78)
CD4-Zellzahl,
Median 452 363 523 393 334 408 275
CD4-Zellzahl * . .
<100/l (%) 19 (9) 31 (11) 17 (3) 19 (10)
CD4-Zellzahl b
< 200/l (%) 43 (21) 142 (48) 54 (9) 136 (16) 101 (30) 42 (15) 66 (36)
Viruslast, o *
Median log 24 1,7 2,6 1,6 2.6
Viruslast
< 50 Kopien/ml * 131 (45)° 439 (74)9 439 (53) * 182 (64) 63 (34)
(%)
Viruslast
> 50000 cop./ml * * 56 (9) * * * 36 (20)
(%)
Viruslast
> 100000 cop./ * * * 97 (12) * * 27 (15)
ml (%)
QFT 9 (3) QFT 52 (19)
IGRA positiv (%) 11 (6) 25 (9) 27 (5) 44 (5) T-SPOT 14 T-SPOT 66 37 (20)
(4) (24)
. QFT 6 (2)
Indeterminante QFT 1 (0,4)
Ergebnisse (%) 10 (5) 15 (5) 20 (3) 47 (6) T-Sa%r 47 | t3POT8 3) 6 (3)
Nachbeobach-
tung, Monate 0 0 12 19¢ 12 47e
TB im Verlauf 2 3 0 0

P 100-350 CD4/pl
c < 75 Kopien/ml
4 < 500 Kopien/ml
° Median

* nicht angegeben; NINS = Niereninsuffizienz; Chemoth. = Chemotherapie

2 286 eingeschlossene Patienten, von 275 Patienten Ergebnisse fur THT oder IGRA
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5.2. Valide und determinante Ergebnisse

5.2.1. Pravalenz positiver T-SPOT-Ergebnisse

Wahrend die aktive TB in der Regel durch mikrobiologische oder histopathologische
Analyse von Sputum, Bronchiallavage, Magensaft, Pleuraerguss oder Biopsien bestatigt
werden kann, fehlen diese Mdglichkeiten in der Diagnose der LTB.

Historisch wurden bisher der THT und die radiologische Verfahren zur Diagnostik der LTB
verwendet. Der Hauttest ist jedoch durch seine mangelnde Sepizifitdt (u.a. durch
Kreuzreaktionen mit BCG- und vielen NTM-Stdammen) und die mangelnde Sensitivitat bei
immunsupprimierten Patienten als Goldstandard in der LTB-Diagnostik nicht geeignet. Die
Roéntgenuntersuchung bzw. die Computertomographie der Lungen dient bei der LTB zur
Suche nach postspezifischen Residuen und ist ebenfalls durch ihre geringe Sensitivitat
und Spezifitat begrenzt verwertbar.

Zur Bewertung der IGRAs in der Diagnostik der LTB liegt eine umfangreiche Studienlage
vor. Diese muss jedoch differenziert betrachtet werden. Dabei unterscheiden sich die
IGRA-LTB-Studien wesentlich je nach untersuchtem Patientenkollektiv (gesunde
Personen, immunsupprimierte Patienten ohne Exposition, HIV-Patienten, Mitarbeiter im
Gesundheitssystem, etc.), dem epidemiologischen Hintergrund (Hoch- oder
Niedrigendemiegebiet) und dem Setting der Untersuchung (Umgebungsuntersuchung
nach TB-Exposition, Screening vor oder wahrend Immunsuppression, Einstellungs-
untersuchungen). Prospektive IGRA-LTB-Studien mit einem langeren Nachbeobachtungs-
zeitraum sowie Studien mit schwer immunsupprimierten HIV-Patienten liegen insgesamt
nur wenige vor. Somit stellt die hier vorliegende Untersuchung eine wichtige Erganzung
der bisherigen Studienlage dar.

Belastbare IGRA-Daten zur geschatzten Pravalenz der LTB in der deutschen
Normalbevolkerung liegen nicht vor. Einige Untersuchungen nutzten jedoch IGRAs als
Screening-Methode bei Arzten und anderen Mitarbeitern im Gesundheitssystem.
Barsegian et al. ermittelten dadurch eine Pravalenz der LTB von einem Prozent bei
deutschen Radiologen.”* In einem Review mittelte Nienhaus et al. 2009 die mit dem QFT
gemessene Pravalenz bei Mitarbeitern im deutschen Gesundheitswesen auf 10,5 %75, bei
Beschaftigten in der Geriatrie betrug die Pravalenz 19 %.7® Als vor Jahren die Diagnose
der LTB noch allein auf dem Ergebnis des THT beruhte, maRen Kraljn et al. eine
Pravalenz von 40 % bei Beschaftigten im deutschen Gesundheitsdienst.””

Die meisten Studien, die IGRAs zur Diagnose der LTB bei HIV-Patienten in Niedrig-

pravalenzlandern einsetzten (siehe Tabelle 8), kommen auf relativ niedrige Pravalenzen
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zwischen 2,7 und 8,5 % (Atlanta, New York, San Fransisco, Danemark, Wien). Eine
Ausnahme stellte bisher die Studie von Stephan et al. aus Frankfurt am Main dar, wo in
der dortigen HIV-Kohorte eine Uberraschend hohe Pravalenz von 18,2 % (mittels QFT)
bzw. 23,1 % (mittels T-SPOT) bestimmt wurde. Konkordant mit den Ergebnissen von
Stephan et al. betragt die Pravalenz einer mutmasslichen LTB, gemessen mit einem
positiven T-SPOT-Ergebnis, in der hier untersuchten Berliner Kohorte 20,7 %.

Somit kdnnte angenommen werden, dass in Frankfurt am Main und Berlin eine hdhere
LTB-Pravalenz vorliegt, als in Atlanta, New York, San Fransisco, Danemark oder Wien.
Diese Vermutung lasst sich jedoch zumindest nicht durch die entsprechenden TB-
Inzidenzzahlen (aktive TB) von Wien, Frankfurt am Main und Berlin Mitte untermauern. In
allen drei GroR3stddten war die TB-Indzidenz 2006 nicht wesentlich different (Wien:
17,3/100.000, Frankfurt am Main 14,3/100.000, Berlin Mitte 17,2/100.000).78.79

Der hohe Anteil schwer immunsupprimierter Patienten in der Berliner Kohorte (CD4-
Zellzahl Median 275/ul) fuhrte im Vergleich zu den weniger immunsupprimierten Kohorten
aus Wien und Frankfurt (CD4-Zellzahl Median 393/ul und 408/ul) bemerkenswerter Weise
zu keiner niedrigeren Rate an positiven T-SPOT-Ergebnissen. Dies kann als Indiz fur die
Stabilitat des Testsystems in Bezug auf die CD4-Zellzahl und die Komorbiditaten gewertet

werden.

5.2.2. Pradiktoren eines positiven T-SPOT-Ergebnisses

Alter, Geschlecht, Diabetes, Alkoholabusus, intravendser Drogenabusus, Steroidtherapie,
maligne Begleierkrankungen erwiesen sich nicht als Pradiktoren fur ein positives oder

negatives T-SPOT-Testergebnis (siehe Tabelle 2).

5.2.2.1. Herkunft aus einem TB-Hoch- oder Niedrigpravalenzland

Der Unterschied in der Haufigkeit positiver T-SPOT-Ergebnisse bzgl. der Herkunft (TB-
Niedrigpravalenzland 17,1 % versus Hochpravalenzland 27,4 %) war zwar ersichtlich
(Abbildung 2 und Tabelle 2), erreichte aber als Risikofaktor fir einen positiven T-SPOT in
der Berliner Kohorte keine statistische Signifikanz (p = 0,122). Die OR lag bei 1,832 (ClI
0,877-3,828).

Von den vergleichbaren Studien (Tabelle 9) konnten bisher nur Luetkemeyer et al. (USA,
n = 294) und Brock et al. (Danemark, n = 590) die Herkunft als generellen Risikofaktor flr
einen positiven IGRA bestatigen, und Aichelburg et al. (Wien, n = 830) fand nur fur
afrikanische Patienten bzw. flr Patienten aus Gebieten mit einer TB-Inzidenz von mehr als

199/100.000 eine signifikante Pradisposition.
61



Die Studie von Stephan et al. (Frankfurt, n = 286) und die hier vorliegende Berliner Studie
konnte die Herkunft nicht als Risikofaktor fir positive IGRA-Ergebnisse verifizieren. Eine
eventuell zu geringe Fallzahl kann die Diskrepanz zwischen den beiden deutschen und
den nicht-deutschen Studien nur unzureichend erklaren.

Vielmehr fand sich in der Berliner wie auch in der Frankfurter Kohorte von Stephan et al.
ein ungewohnlich hoher Anteil positiver IGRAs bei Patienten aus Niedrigendemiegebieten
(T-SPOT Berlin: 17,1 %; T-SPOT Frankfurt 20,5 %; QFT Frankfurt 16,5 %). Dieser Anteil
lag in den anderen Studien deutlich niedriger (USA QFT 7,8 %, QFT Danemark 2,6 %;
QFT Wien 3,9 %).

Die Pravalenz einer LTB wird fur die deutsche Normalbevdlkerung im Durchschnitt auf 1 %
geschatzt8 LTB-Pravalenzstudien, die nicht im Rahmen von Umgebungsuntersuchungen
durchgefihrt wurden, liegen fir Deutschland nur far Mitarbeiterlnnen im
Gesundheitswesen vor. In dieser Gruppe liegt die Rate an positiven IGRAs bei explizit
deutschen Mitarbeiterinnen nur bei 8,2 %75 und bei deutschen Radiologen (bei denen
keine relevante berufliche TB-Exposition angenommen wird) nur bei 1 %.7*

Somit stellt sich die Frage, warum die Rate an mutmasslicher LTB in Berlin und Frankfurt
bei HIV-Patienten aus Niedrigendemiegebieten (Altersmedian 44 Jahre, Uberwiegend
deutsche Manner, die meisten davon homosexuell) deutlich erhoht ist. Denkbar ware eine
Uberdurchschnittlich hohe TB-Exposition im Rahmen der homosexuellen Szene (rdumlich
beengte Lokale, Kontakt mit Prostitutierten aus TB-Hochendemiegebieten, u.v.m.). Zur
Klarung dieser Frage, waren weiterflhrende epidemiologische Untersuchungen

notwendig.

5.2.2.2. Viruslast
Da Patienten mit hoher Viruslast in der Regel schwerer immunsupprimiert sind als

Patienten mit geringer Viruslast, ware bei einem immunologischen Testsystem wie dem T-
SPOT zu erwarten, dass bei hoher Viruslast weniger Patienten einen positiven IGRA
aufweisen (steigende Zahl falsch negativer Ergebnisse bei schwerer Immunsuppresion).
Dies war in der vorliegenden Untersuchung nicht der Fall. Uberraschenderweise war der
Viruslast-Median in der Gruppe mit negativen T-SPOT-Ergebnissen sogar niedriger als in
der Gruppe mit positiven T-SPOT-Ergebnissen (295 Kopien/ml im Vergleich zu 3020
Kopien/ml).

Wie bei Brock et al. hatte die Hohe der Viruslast aber keinen signifikanten Einfluss auf die
Wahrscheinlichkeit positiver T-SPOT Resultate (p = 0,180). Auch in der stratifizierten

Analyse nach verschieden Viruslastgruppen (< 50 Kopien/ml versus 51-49999 Kopien/mi
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versus = 50000 Kopien/ml) war der Anteil positiver Ergebnisse in den Gruppen
vergleichbar hoch (p = 0,179).
Dies bestarkt die Annhame, dass der T-SPOT selbst bei schwerer Immunsuppression LTB-

spezifische Immunreaktionen nachweisen kann.

5.2.2.3. CD4-Zellzahl

Wie auch bei Stephan et al. und Talati et al., welche ebenfalls als IGRA den T-SPOT
nutzten, fand sich in der aktuell durchgeflihrten Studie kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der CD4-Zellzahl und positiven bzw. negativen T-SPOT-Ergebnissen (p = 0,491).
Dieses Ergebnis bestatigt die relative Stabilitdt des Testsystems bei schwerer
Immunsuppresion im Rahmen der HIV-Infektion (siehe auch 4.2.2.2.). Auch in der
stratifizierten Analyse war der Anteil positiver Ergebnisse in den Gruppen mit
unterschiedlich hohen CD4-Zellzahlen vergleichbar und nicht signifikant unterschiedlich
(p = 0,468). Somit fand sich in allen bisherigen T-SPOT-Untersuchungen (Stephan et al.,
Talati et al. und Ziemann) keine CD4-Abhangigkeit.

Im Vergleich dazu ist die Studienlage fur den QFT uneinheitlich. Brock et al. und Talati et
al. fanden keine CD4-Abhangigkeit positiver oder negativer QF T-Resultate, Stephan et al.

beschreibt dagegen eine statistisch signifikante Differenz im QFT-Arm seiner Studie.

5.3. Indeterminante Ergebnisse

Trotz des hohen Anteils an schwer immunsupprimierten Patienten betrug der Anteil
indeterminanter Ergebnisse in dieser Studie nur 3,2 %. Alle Patienten mit indeterminantem
Ergebnis hatten eine HIV-Infektion im Stadium AIDS.

Bei den bisherigen T-SPOT-Studien lag der Anteil indeterminater Ergebnisse bei 2,9 %
bzw. 14,0 % und bei den QFT-Studien zwischen 0,4 % und 5,7 % (siehe Tabelle 9). Wie in
den vorrangegangenen Studien bereits beschrieben (einzige Ausnahme der QFT-Arm in
der Studie von Talati et al.), wurde auch hier eine signifikante Abhangigkeit zur CD4-
Zellzahl gemessen (CD4-Median von determinanten und indeterminanten Ergebnissen:
354 CD4-Zellen/ul im Vergleich zu 74 CD4-Zellen/ul, p = 0,003).

Besonders haufig traten indeterminante Resultate in der Patientengruppe mit < 100 CD4-
Zellen/ul auf. Der Anteil betrug hier 14,2 %, wahrend er in allen anderen CD4-Gruppen bei
nur 1-2 % lag. Umgekehrt betrachtet hatten funf der sechs Patienten mit indeterminantem
Ergebnis weniger als 100 CD4-Zellen/ul.

Somit ergibt sich bei unserer T-SPOT-Untersuchung ab einem Schwellenwert von < 100

CD4-Zellen/ul eine OR fir indeterminantes Ergebnis von 24,8. Dies deckt sich gut mit den
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bisherigen Studien, wo sich diese Schwelle zwischen 100 CD4-Zellen/ul (Luetkemeyer et
al. fir den QFT) und 200 CD4-Zellen/ul (Talati et al. fur den T-SPOT) befand.

Die Haufung indeterminanter IGRA-Ergebnisse im Stadium AIDS [t sich zunachst durch
zwei Umstande erklaren. Das mittels IGRA nachweisbare IFN-gamma wird Gberwiegend
von CD4-Zellen produziert. Je niedriger die CD4-Zellzahl eines Patienten, desto geringer
auch die Menge an nachweisbarem IFN-gamma bzw. desto geringer die Zahl
nachweisbarer Spots im ELISPOT nach Stimulation mit PHA. Im Extremfall, bei Patienten
mit Null CD4-Zellen, ist keine IFN-gamma Produktion nach PHA-Stimulation mehr zu
erwarten und kein IFN-gamma mittels IGRA mehr nachweisbar.

Neben diesem rein numerischen Aspekt ist bei den noch vorhandenen CD4-Zellen die
Fahigkeit zur Proteinbiosynthese nach PHA-Stimulation womdglich deutlich reduziert. Die
intrazellulare HIV-Replikation schrankt die physiologische Reaktionsfahigkeit der CDA4-
Zellen ein (Storung der intrazellularen Signaltransduktion, Transkription, Translation), was
letztendlich zu einer deutlich reduzierten Syntheseleistung der CD4-Zellen flhrt.
Dementsprechend hatten Patienten mit interderminanten Ergebnissen in der Tat auch eine
sehr hohe Viruslast (Median der Viruslast bei determinanten Ergebnissen 395 Kopien/ml
im Vergleich zu 50250 Kopien/ml bei indeterminanten Ergebnissen, p = 0,345).

Bei Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen/ul ist darUber hinaus das HIV-
Wastingsyndrom ein zusatzlicher, signifikanter Risikofaktor fur indeterminante Ergebnisse.
In unserer Untersuchung lag ein Wastingsyndrom bei 3 von 6 Patienten (50 %) mit
indeterminantem Ergebnis, jedoch nur bei 10 von 179 Patienten (5,6 %) mit
determinantem Ergebnisse vor (p = 0,005). Bei schweren Koinfektionen fand sich in
unserer Kohorte dagegen kein Hinweis flr ein gesteigertes Risiko fur indeterminante
Ergebnisse in der Gruppe unter 100 CD4-Zellen/ul.

Wasting steigert bekanntlich das Risiko fur opportunistische Infektionen wie auch die TB
und stellt einen unabhangigen Mortalitatsfaktor fir HIV-Patienten dar.8'82 Trotz HAART ist
das Mortalitatsrisiko von Wasting-Patienten im Vergleich zu Patienten mit stabilem
Gewicht um das 4-6-fache signifikant erhoht® In diesem Sinne muss die durch
Malnutrition bedingte Immunschwache (nutritional-acquired immune deficiency syndrome,
NAIDS) unabhangig von der HIV-assoziierten Immunschwache betrachtet werden.
Malnutrition fuhrt u.a. Uber eine Mangel an wichtigen Proteinen, essentiellen Fettsduren
(z.B. Omega-3-Fettsauren), Mineralien (z.B. Zink) und Vitaminen zu einer verminderten
Zytokin-Synthese inklusive reduzierter Interferon-Produktion, was Lymphozyten- und

Makrophagenfunktionsstérungen zur Folge hat.8
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In diesem Sinne scheint die hier beobachtet Haufung indeterminanter Ergebnisse bei einer
Vielzahl von Wasting-Patienten gut erklarbar, wurde bisher in der Literatur aber nur im
Rahmen von LTB-Untersuchungen bei untererndhrten HIV-negativen Patienten und nur far

den QFT beschrieben.8%.86

5.4. Produktion von Interferon-gamma

Im Gegensatz zu den indeterminanten Ergebnissen konnte zwar ein leichter Trend
(Abbildungen 4 und 5) aber kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der
CD4-Zellzahl und der Anzahl der produzierten Spots nach PHA- oder ESAT-6/CFP-10-
Stimulation nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den bisherigen T-SPOT-Studien von
Talati et al. und Stephan et al. Uberein. Im Gegensatz dazu war die Menge an
nachweisbarem IFN-gamma nach PHA- oder ESAT-6/CFP-10-Stimulation in den meisten
QFT-Studien signifikant von der CD4-Zellzahl abhangig. So fanden Luetkemeyer, Brock
und Talati et al. einen signifikanten Abfall der PHA-induzierten IFN-gamma Antwort bei
reduzierter CD4-Zellzahl und Luetkemeyer und Stephan beschreiben einen signifikanten
Abfall der ESAT-6/CFP-10-induzierten IFN-gamma Produktion in Abhangigkeit der CD4-
Zellzahl. Einzig im QFT-Arm der Studie von Talati et al. fand sich bzgl. der ESAT-6/
CFP-10-induzierten IFN-gamma Produktion keine CD4-Abhangigkeit.

Insgesamt besteht somit der Eindruck, dass der IFN-gamma Nachweis mittels QFT starker
von der CD4-Zellzahl abhangig ist, als dies fur den T-SPOT der Fall ist.

5.5. Schwer immunsupprimierte Patienten mit < 100 CD4-Zellen/ul

Detaillierte Untersuchungen zur Wertigkeit der LTB-IGRA-Diagnostik bei HIV-Patienten mit
weniger als 200 oder 100 CD4-Zellen|/ul lagen bisher kaum vor. Die Besonderheit der hier
vorliegenden Studie ist daher auch der hohe Anteil an besonders schwer immun-
supprimierten HIV-Patienten. Im Vergleich zu den bisherigen LTB-IGRA-Studien weist
diese Kohorte mit 36 % den gréfliten Anteil an Patienten mit weniger als 200 CD4-Zellen/
pl, mit 275 CD4-Zellen/ul den niedrigsten CD4-Median, mit 78 % den groften Anteil an
Patienten im Stadium AIDS, mit 34 % den gréfliten Anteil an akuten Begleiterkrankungen,
mit 2,6 log/ml den hdchsten Viruslast-Median (nur die Studie von Talati et al. erreichte
auch 2,6 log/ml) und mit 34 % den geringsten Anteil an kontrollierten HIV-Infektionen mit
Viruslast unter der Nachweisgrenze auf (Details siehe auch Tabelle 9 und Abschnitt
5.1.3.).

Diese Uberdurchschnittlich immunsupprimierte Studienkohorte ergab sich aus der

Tatsache, dass (im Gegensatz zu den meisten anderen LTB-IGRA-Studien) die hier
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untersuchten HIV-Patienten nicht nur im Rahmen von ambulanten Kontrollterminen
eingeschlossen wurden. In der Regel leiden ambulant geflihrte HIV-Patienten weniger
haufig an aktiven opportunistischen Infektionen, liegen mit ihren CD4-Zellen meist Uber
200 CD4-Zellen/ul oder werden bereits mit einer HAART behandelt. In dieser
Untersuchung wurden 46 der 185 HIV-Patienten (25 %) wahrend einer stationaren
Behandlung im Krankenhaus eingeschlossen. Bei diesen hospitalisierten Patienten wurde
die HIV-Infektion oft erst kurzlich diagnostiziert und sie befanden sich wegen schweren
opportunistischen Infektionen in Behandlung.

Aufgrund der unzureichenden Datenlage in Bezug auf die Performance der IGRAs bei
schwer immunsupprimierten HIV-Patienten erfolgte eine gesonderte Betrachtung der T-
SPOT Ergebnisse fur Patienten mit weniger als 100 CD4-Zellen/pl (siehe Tabelle 4). Diese
Subgruppe (35 von 185 Patienten) wurde hinsichtlich der bestehenden Komorbititaten
zunachst detailliert beschrieben. 31 dieser 35 Patienten litten an einer vital bedrohlichen
Koinfektion oder an einer malignen Grunderkrankung (siehe Tabelle 4). In der Analyse
zeigte sich, dass in dieser Gruppe (< 100 CD4-Zellen/ul) signifikant mehr indeterminante
Ergebnisse auftraten (p = 0,001, OR 25) und das sich bei < 100 CD4-Zellen/ul insgesamt
auch weniger Spots nach PHA-Stimulation nachweisen lassen (siehe Abbildung 4). Eine
systemische Steroidtherapie oder schwere Infektion fihrte dagegen zu keiner Haufung
indeterminanter Ergebnisse bei dieser Patientengruppe. Wasting stellt dagegen einen
Risikofaktor fur indeterminante Ergebnisse dar.

Bei den 30 von 35 Patienten (86 %) mit einem determinanten Ergebnis Iasst sich zwar ein
hoherer Anteil an Patienten mit Null Spots erkennen, jedoch lag der Median der Spot-
Anzahl in der Gruppe mit unter 100 CD4/ul héher als bei allen anderen Gruppen und der
Anteil von positiven T-SPOT Ergebnissen unterschied sich nicht zwischen den
unterschiedlichen CD4-Gruppen (p = 0,468, siehe Tabelle 2).

Somit kann man zusammenfassen, dass bei einer CD4-Zellzahl unter 100/pl zwar haufiger
indeterminate Ergebnisse zu erwarten sind, die determinanten Ergebnisse an sich und im

Vergleich mit den Ergebnissen in anderen CD4-Gruppen jedoch plausibel erscheinen.

5.6. Ergebnisse des Tuberkulin-Hauttests

Fir insgesamt 119 von 185 Patienten (62 %) lag ein THT-Ergebnis vor. Die relativ niedrige
Rate an THT-Ergebnissen ist in erster Linie durch die mangelnde Compliance der
Patienten bedingt, ein zweites Mal zum Abmessen der Induration zum Arzt zu kommen.
Dieser Nachteil des THT ist bekannt und konnte auch in unserer Untersuchung nicht

vollstandig kompensiert werden. Elzi et al. veroffentlichen eine multizentrische Studie
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Schweizer HIV-Patienten und beschrieben in den einzelnen Standorten Ableseraten des
THT zwischen 32,5 % und 87,8 %.%4 In diesem Sinne scheint die in unserer Studie
erreichte Ableserate von 62% realistsch.

Das Niveau der Immunsuppression der 112 Patienten lag auf ahnlichem Niveau, wie das
der gesamten Studienkohorte, tendenziell sogar etwas hoher. So betrug der Median der
CD4-Zellen 307/ul im Vergleich zu 275/ul, es hatten 12,5 % im Vergleich zu 18,4 % der
Patienten zum Testzeitpunkt eine AIDS-definierende Erkrankung und 9,8 % im Vergleich
zu 18,9 % der Patienten hatten weniger als 100 CD4-Zellen/pl.

Von den 112 Patienten mit THT-Ergebnis und determinantem T-SPOT-Ergebnis hatten 13
Patienten (11,6 %) ein positives THT-Ergebnis. Dies sind nur halb so viele positive
Ergebnisse wie im gleichen Patientekollektiv mit dem T-SPOT ermittelt werden konnten
(26 Patienten, 23,2 %).

5.6.1. Pradiktoren eines positiven Tuberkulin-Hauttest-Ergebnisses

Analog zu den Einflussfaktoren auf ein positives T-SPOT-Ergebnis wurden die gleichen
Pradiktoren auch hinsichtich eines positiven THT gepruft. Obwohl zu keinem Faktor eine
signifikante Abhangigkeit bewiesen werden konnte sind die haufigeren positiven
Ergebnisse bei Patienten aus TB-Hochpravalenzlandern und die sinkende Haufigkeit
positiver Ergebnisse mit abnehmendem Immunstatus deutlich erkennbar. Dass hier eine
Signifikanz verfehlt wurde liegt wahrscheinlich in den niedrigen Patientenzahlen pro

Gruppe begrindet, die durch die Stratifizierung der 13 bzw. 26 Patienten entstanden sind.
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5.7. Konkordanz beider Tests

Die Konkordanz zwischen T-SPOT und THT ist mit einem Kappa-Koeffizienten von
K = 0,21 nur leicht ausgepragt. Dies findet sich in ahnlicher Form bei Stephan et al. mit
K = 0,20, bei Luetkemeyer et al. mit dem QFT-Test mit einem k = 0,37 und Jones et al. mit
QFT mit einem k = 0,38.

22,3 % der Patienten hatten diskordante Ergebnisse bezlglich der beiden Testverfahren.
Zur Klarung der Frage, welche der diskordanten Ergebnisse falsch negativ und welche
falsch positiv waren, fehlt ein Goldstandard zur Diagnostik der LTB, der eine definitive
Aussage zulasst.

Bezuglich der CDA4-Zellzahl und HI-Viruslast bestanden zwar keine signifikanten
Unterschiede in den Patientengruppen mit den unterschiedlichen Ergebnissen, jedoch fallt
auf, dass die Patienten mit einem positiven THT und negativem T-SPOT im Median
deutlich hohere CD4-Zellen hatten. In Anbetracht der Kombination aus Patienten mit
relativ guter Immunitat (CD4-Zell-Median 576/ul) und der bereits berichteten geringen
Spezifitat des THT durch die BCG-Impfung sowie atypische Mykobakterien ist hier ein

falsch positiver THT wahrscheinlicher als ein falsch negativer T-SPOT.

5.8. Nachbeobachtung

Ein Defizit aller bisher mit HIV-Patienten durchgefiihrten LTB-IGRA-Studien besteht in der
fehlenden oder nur sehr kurzen Nachbeobachtung der untersuchten Patienten.
Nachbeobachtungszeiten wurden letztendlich nur von Stephan et al. (12 Monate), Brock et
al. (12 Monate) und von Aichelburg et al. (Median 19 Monate) angegeben. Ob anhand
eines positiven oder negativen IGRA-Ergebnisses eine verlassliche Aussage Uber das
Risiko einer spateren TB-Reaktivierung getroffen und somit als Entscheidungshilfe fir eine
Chemopravention herangezogen werden kann, ist jedoch nur durch langere Nach-
beobachtung beurteilbar. Studien mit einer ausreichenden Nachbeobachtung von
mindestens 2-3 Jahren liegen von Umgebungsuntersuchungen nach TB-Exposition von
HIV-negativen Kontaktpersonen vor und ergaben eine Progressionsrate bei positivem
IGRA und fehlender Chemopravention von bis zu 12,9 %.87.88% Bei randomisiert
untersuchten Mitarbeitern im Gesundheitswesen liegt die Progressionsrate bei IGRA-
positiven Personen in der Regel unter 1 %.%0

Im Dezember 2010, finf Jahre und neun Monate nach Einschluss der ersten Patienten in
die Untersuchung, wurden von den 185 Patienten mit validen T-SPOT-Ergebnissen die
klinischen Akten und Laborwerte reevaluiert. Dadurch wurde eine mediane Nach-

beobachtungszeit von knapp vier Jahren (47 Monate, Spanne von 0 - 66 Monaten)
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erreicht und die Nachbeobachtungszeiten der oben genannten HIV-LTB-IGRA-Studien
konnten bei Weitem uberschritten werden. Dabei konnten 71,4 % der Patienten Uber 12
Monaten nachbeobachtet werden (siehe auch Abbildungen 9 und 10). Dies entspricht
auch der Erfahrung von Aichelburg et al., wo ebenfalls 74,1 % der Kohorte Uber 12
Monate nachbeobachtet werden konnten. Die daraus resultierende ,drop out‘ Rate
innerhalb des ersten Jahres ergibt sich meist aus einem Wechsel des HIV-Behandlungs-
zentrums oder fehlender Adharenz bzw. Compliance in der Nachsorge.

Im Verlauf der Nachbeobachtung zeigt sich ein deutlicher und in den meisten Fallen
hochsignifikanter Anstieg der CD4-Zellzahl bei gleichzeitigem Sinken der Viruslast (siehe
Tabelle 7). Diese deutliche Verbesserung der immunologischen Situation Uber den
Beobachtungszeitraum erklart sich durch die bei den meisten Patienten im Verlauf
eingeleitete HAART.

5.8.1. Prophylaktische Therapie

Entsprechend den aktuellen deutschen Empfehlungen sollten HIV-positive Personen mit
einer LTB eine Chemopravention erhalten.'® Hierflir stehen prinzipiell drei verschiedene
Therapieschemata zur Verfugung. Am haufigsten wird in der klinischen Praxis Isoniazid
Uber neun Monate verordnet. Fir Rifampicin besteht aufgrund des hohen
Interaktionspotentials mit NNRTIs und Proteaseinhibitoren eine relative Kontraindikation.
Alternativ kann Rifabutin Gber vier Monate erwogen werden. In jedem Fall ist bei HIV-
Patienten mit einer Uberdurchschnittlichen Nebenwirkungsrate zu rechnen. Daher sollte
eine LTB-Chemopravention bei HIV-Patienten nur von qualifizierten Zentren durchgeflhrt
werden.

Vorteil einer praventiven Therapie bei HIV-Patienten ist die Verhinderung einer aktiven TB
und die damit verbundene hohe Morbiditadt und Mortalitat. Auch als Kostenfaktor ist die
Komorbiditat einer aktiven TB und HIV-Infektion immens. Schliellich besteht bei jedem
Patienten mit aktiver TB die Moglichkeit einer Ansteckung von Kontaktpersonen und damit
die weitere Verbreitung der TB.

Bis heute liegen jedoch keine ausreichenden Daten vor, wie viele HIV-Patienten latent mit
MTB infiziert sind, wie viele davon ein tatsachliches Reaktivierungsrisiko in sich tragen und
wie der zeitliche Verlauf der Entwicklung einer aktiven TB ist. Die Berichte Uber die
Entwicklung einer aktiven TB auf der Basis einer LTB mit und ohne praventive Therapie
lassen daher noch groflen Raum zur Diskussion.83 Dementsprechend sind auch die
Leitlinien zur Therapie der LTB international nicht einheitlich. In Deutschland und den in

den Vereinigten Staaten von Amerika wird eine praventive Therapie fur alle HIV-Patienten
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empfohlen, die keinen Hinweis auf akute Tuberkuloseerkrankungen haben und auf die
eines der folgenden Kriterien zutrifft: ein positives IGRA-Ergebnis, Kontakt zu einem mit
infektioser pulmonaler TB Erkranktem oder in der Vergangenheit eine nicht oder inadaquat
behandelte TB.19:23

In GrofRbritannien wird die Indikation zur praventiven Therapie zuruckhaltender und
differenzierter gestellt. Die British HIV Association beschreibt in ihren Leitlinien zur
Behandlung der HIV-TB-Koinfektion 2011, dass das Risiko, als HIV-Patient an einer TB zu
erkranken, durch HAART um 80 % reduziert wird. Die britischen Kollegen machen die
Empfehlung zur Chemopravention daher nicht ausschlieBlich vom IGRA-Ergebnis,
sondern auch von der Herkunft des Patienten (TB Hoch- oder Niedrigendemiegebiet), dem
CD4-Zell-Status und der bisherigen Dauer der HAART abhangig. Erhalt ein aus Afrika
stammender IGRA-positiver Patient seit Gber zwei Jahren eine HAART, wird generell keine
Chemopravention mehr empfohlen. Bei IGRA-positiven, in GroRbritannien geborenen
Patienten, wird eine Chemopravention nur empfohlen, wenn die bisherige Dauer der
HAART unter sechs Monate betragt und gleichzeitig weniger als 350 CD4/ul vorliegen !

In dieser Studie reagierten 43 Patienten der Gesamtkohorte (n = 185) entweder im
T-SPOT oder im THT positiv. Davon erhielten jedoch nur 7 Patienten (16,3 %) eine
praventive Isoniazid-Behandlung. Warum die Ubrigen 36 mutmasslich latent MTB-
infizierten Patienten entgegen den deutschen Leitlinien keine praventive Therapie
erhielten, wurde im Einzelnen recherchiert (siehe Abbildung 11). Neben medizinischen
Kontraindikationen flr eine solche Pravention erhielten 18 der genannten 36 Patienten
(50 %) aufgrund einer Individualentscheidung des behandelnden Arztes keine praventive
Therapie, obwohl keine medizinische Kontraindikationen flir eine INH-Chemopravention
vorlagen. Bei den Arzten handelte es sich im Einzelnen um erfahrene HIV-Therapeuten. In
den drei anderen LTB-HIV-Studien mit erfolgter Nachbeobachtung (Aichelburg et al.,
Stephan et al. und Brock et al.) wurden keine Angaben zur Chemopraventionsrate
gemacht. Es kann vermutet werden, dass auch in diesen Kohorten nur sehr wenige IGRA-
positive Patienten eine Chemopravention erhielten. Hier verdeutlicht sich eine Diskrepanz
zwischen den deutschen bzw. amerikanischen Empfehlung gegenuber der klinischen
Praxis der behandelnden HIV-Arzte, welche womdglich den britischen Empfehlungen

naher kommt.
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5.8.2. Auftreten von aktiver Tuberkulose

Entsprechend den Beobachtungsstudien von Grant et al.%? (27868 britische HIV-Patienten)
und Elzi et al.>* (6160 HIV-Patienten aus der Schweiz) ist das Risiko, im Verlauf der HIV-
Erkrankung eine aktive TB zu entwickeln, besonders hoch bei Patienten aus Afrika
(adjustierte Risiko-Rate 2,93), bei Patienten aus Sub-Sahara Afrika (hazard ratio 5,8), bei
einer CD4-Zellzahl unter 200/ul (adjustierte Risiko-Rate 3,4) und bei unzureichender
virologischer Kontrolle bzw. fehlender HAART. Diese genannten Risikofaktoren lagen in
unserem Untersuchungskollektiv in deutlich héherer Auspragung vor, als in den Studien
von Aichelburg, Brock und Stephan et al. (siehe auch Tabelle 8): 36 % der hier
untersuchten Patienten hatten initial eine CD4-Zellzahl unter 200/ul, 35 % stammten aus
TB-Hochendemiegebieten und 66 % hatten keine ausreichende virologische Kontrolle
(das heif’t eine Viruslast > 50 Kopien/ml). Somit ist das TB-Risiko in dieser Kohorte
deutlich hoher einzuschatzen als in den eben genannten Studien aus Wien, Frankfurt und
Danemark.

Trotzdem entwickelte keiner der untersuchten 185 Patienten wahrend des Beobachtungs-
zeitraums eine aktive TB. Hier bestand kein Unterschied zwischen den Patienten mit
negativem, positivem oder indeterminantem T-SPOT- oder Hauttest-Ergebnis. Bei
Aichelburg et al. erkrankten innerhalb des ersten Jahres nach IGRA-Testung 3 von 830
Patienten an einer TB, bei Brock et al. 2 von 590 Patienten und bei Stephan et al. keiner
von 286 Patienten.

Die ausgebliebenen aktiven TB-Falle in unserem Kollektiv lassen sich zum einen durch
die, im Vergleich zu den Studien von Aichelburg und Brock, geringere Fallzahl erklaren.
Zusatzlich erhielten 8 Patienten eine effektive praventive Therapie (siehe 4.8.3). Es
verbleiben jedoch 36 Patienten mit positivem IGRA oder THT ohne INH-Pravention, die im
Verlauf keine aktive TB entwickelten.

Ein wesentlicher Faktor zur Verhinderung einer aktiven TB ist die rasche und effektive
Einleitung einer HAART. Entsprechend den Ergebnissen von Elzi et al. und Grant et al.
reduziert der Beginn einer HAART das TB-Risiko um ca. 50 %. Dieser protektive Faktor
spielte im aktuellen Studienkollektiv sicherlich auch eine wesentliche Rolle zur Vermeidung
von aktiven TB-Erkrankungen. Fast alle der initial schwer immunsupprimierten Patienten
(siehe 3.1.2 und 3.4) erhielten eine HAART und im Nachbeobachtungszeitraum kam es zu
einem hochsignifikanten Anstieg der CD4-Zellzahl und einem ebenfalls signifikanten Abfall
der medianen Viruslast (p = 0,0001; siehe 4.8.1).
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Verbindet man die Ergebnisse dieser Studie mit den Resultaten von Aichelburg, Brock,
und Stephan et al. entwickelten von 1891 mit IGRAs untersuchten HIV-Patienten nur 5
IGRA positive Patienten innerhalb eines Jahres eine TB.

Prinzipiell erscheint ein LTB-Screening und eine praventive INH-Therapie sinnvoll. In
Anlehnung an die Empfehlungen des British HIV Association stellt sich jedoch die Frage,
ob in Anbetracht der nicht unwesentlichen INH-Hepatotoxizitadt und multipler Compliance-
Probleme wirklich jeder HIV-Patient ein IGRA-Screening erhalten sollte. In der Tat decken
sich die Erfahrungen von Aichelburg et al. mit den retrospektiven Daten von Elzi et al. und
Grant et al., dass vor allem Patienten mit einer CD4-Zellzahl unter 350/ul von einem
IGRA-Screening profitieren kénnten. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass bei Patienten
mit weniger als 200 CD4/ul beim QFT mit einer hdheren Rate an falsch negativen
Ergebnissen zu rechnen ist und basierend auf unserer Untersuchung der ELISPOT in
dieser Situation und vor allem bei komorbiden HIV-Patienten Vorteile bietet (siehe 5.2.2.3).
Alternativ kénnte der QFT primar zum LTB-Screening bei Patienten mit < 200 CD4/ul
verwendet werden, wobei negative oder indeterminate QFT-Ergebnisse durch einen T-
SPOT in einem zweiten Schritt Gberprift werden sollten.

Letztendlich besteht Bedarf an weiteren, grof’en, prospektiven IGRA-Studien in HIV-
Kollektiven mit ausreichender Nachbeobachtungszeit, um Klarheit ber den Stellenwert

der IGRAs in der TB-Pravention in Niedrigpravalenzlandern zu schaffen.

5.9. Schlussfolgerung

In der hier vorgestellten Studie wurde ein schwer immunsupprimiertes HIV-Kollektiv aus
Berlin Mitte mit dem T-SPOT als IGRA untersucht. Betrachtet man die positiven T-SPOT-
Ergebnisse besteht bei diesen HIV-Patienten eine hohe LTB-Pravalenz von 20,7 %. Bei
Berliner Patienten aus TB-Hochpravalenzlandern lag die Pravalenz bei 27,4 %.
Erwartungsgemaf etwas niedriger, jedoch trotzdem mit 17,1 % Uberraschend hoch war
die Rate positiver T-SPOT-Ergebnisse bei HIV-Patienen aus TB-Niedrigpravalenziandern.
Bei der Stratifizierung nach der CD4-Zellzahl (ergo nach dem Schweregrad der
Immunsuppression) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Rate
positiver und negativer Ergebnisse. Auch in der PHA-Positivkontrolle und bezuglich der
Spot-Anzahl nach ESAT-6/CFP-10-Stimulation fand sich keine Abhangigkeit von der CD4-
Zellzahl. Somit konnte gezeigt werden, dass der T-SPOT aus immunologischer Sicht auch
bei HIV-Patienten mit schwerer Immunsuppression eingesetzt werden kann und
determinante Ergebnisse unabhangig von der CD4-Zellzahl reliabel erscheinen. Der Anteil

indeterminanter Ergebnisse war erst ab einer CD4-Zellzahl unterhalb von 100/ul deutlich
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erhoht.

Fir den THT konnte eine deutliche Abhangigkeit zur Zellzahl CD4-positiver T-
Lymphozyten gezeigt werden, sodass dessen Einsatz bei schwer immunsupprimierten
HIV-Patienten infrage gestellt werden muss.

Obwohl nur 8 von 185 Patienten mit validen Testergebnissen eine praventive Therapie
erhielten, entwickelte keiner der 185 Patienten innerhalb der Nachbeobachtungszeit von
funfeinhalb Jahren eine aktive TB. Somit konnte auch kein negativ oder positiv pradiktiver
Wert flr die Entwicklung einer aktiven TB bestimmt werden.

Entsprechend den aktuellen Empfehlungen des Deutsches Zentralkomitees zur
Bekampfung der TB sollte jeder HIV-Patient auf das Vorliegen einer LTB mittels IGRA
getestet und im Falle eines positiven Ergebnisses praventiv behandelt werden. Die
Studienergebnisse von Aichelburg et al. und Brock et al. unterstiitzen diese Empfehlung.

In Anbetracht der relevanten INH-Hepatotoxizitat, moglicher Medikamenteninteraktionen,
haufigen Compliance-Problemen und der ausgepragten TB-praventiven Wirkung der
HAART stellt sich jedoch die Frage, ob der Fokus der IGRA-LTB-Diagnostik nicht vielmehr
auf TB-Hochrisikopatienten (Patienten aus Hochendemiegebieten bzw. Patienten mit
schlechter Immunitdt ohne HAART) gerichtet werden sollte. Des Weiteren ist zu
diskutieren, zu welchem Zeitpunkt ein solches IGRA-Screening durchgefihrt werden und
wann die Praventivtherapie optimalerweise erfolgen sollte.

Die hier erhobenen Daten unterstiitzen die Auffassung, dass HAART und die dadurch
bedingte rasche Verbesserung der immunologischen Situation wesentliche Bestandteile
der TB-Prophylaxe sind. Ob eine frihzeitige und effektive HAART das TB-
Reaktivierungsrisiko allein ausreichend reduziert und die Notwendigkeit der LTB-
Diagnostik partiell (z.B. bei Patienten aus Niedrigendemielandern mit HAART und CD4-
Zellzahl Gber 350/pl) in Frage stellt, kann nur durch grofe und prospektive Studien mit

ausreichender Nachbeobachtungszeit beurteilt werden.
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6. Anhang

6.1. Abkilirzungen

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome
AIM-V Serum-freies Medium

BCG Bacillus-Calmette-Guérin

CCR5 CC-Motiv-Chemokinrezeptor 5

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

CD4-Zellen CD4-positive T-Lymphozyten

CDC Centers for Disease Control and Prevention
CFP-10 Culture filtrate protein

Chemoth. Chemotherapie

Cmv Cytomegalie-Virus

COPD Chronic obstructive pulmonary disease
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ELISPOT Enzyme-linked Immunospot

ESAT-6 Early secretory antigenic target-6

HAART highly active antiretroviral therapy

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

IFN-gamma Interferon-Gamma

IGRA Interferon-Gamma Release Assay

INH Isoniazid

IRIS Immune reconstitution inflammatory syndrome
Ki Konfidenzintervall

log Logaritmus

LTB latente Tuberkulose-Infektion

MAI Mycobacterium avium intracellulare

MTB Mycobacterium tuberculosis

Nierenins. Niereninsuffizienz

NHL Non Hodgkin Lymphom

NPL Niedrigpravalenzland

NPV negative predicitve value; negativ pradiktiver Wert
NNRTI Nichtnukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
NTM Nichttuberkulése Mykobakterien

PBMC Peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphate buffered saline

PJP Pneumocystis jirovecii Pneumonie

PHA Phytohaemagglutinin

PJ Personenjahre

PML Progressive multifokale Leukenzephalopathie
PPD Purified protein derivate
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PPV Positiv pradiktiver Wert (positive predicitve value)

QFT QuantiFERON-TB Gold®

RD1, RD11 Region of difference

RNA Ribonukleinsaure

RPMI Roswell Park Memorial Institute, Zellkulturmedium fir Leukozyten
spp. Subspezies

B Tuberkulose

T-SPOT T-SPOT.TB®

THT Tuberkulin-Hauttest

VL Viruslast

ZNS Zentralnervensystem

WHO World Health Organisation; Weltgesundheitsorganisation
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