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2. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aA Anti-Aspergillus

aA-1gG Anti-Aspergillus-1gG

ABPA Allergische pulmonale Aspergillose

BG 1—3-B-D-Glucan

CIE Counterimmunelektrophorese

CPA Chronische pulmonale Aspergillose

IA Invasive pulmonale Aspergillose

IC Invasive Candidose

IFD Invasive fungal disease / Invasive Pilz-Erkrankung
GM Galactomannan

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

allo-HSCT Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation/ Allogene

Blutstammzelltransplantation

NPV Negative predictive value / negativer Vorhersagewert
PPV Positive predictive value / positiver Vorhersagewert
ROC Receiver-Operating-Characteristics

SOT Solid Organ Transplantation / Organtransplantation
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3. DEUTSCHER ABSTRACT

Die invasive pulmonale Aspergillose (IA) ist eine schwerwiegende Komplikation bei
Patienten nach allogener Stammzelltransplantation (allo-HSCT). Um eine IA durch die
Inhalation luftgetragener Sporen zu verhindern, werden in allen Transplantationszentren
Luftfiltersysteme eingesetzt. In aktuellen Veroffentlichungen wurde demonstriert, dass die
Aktivierung einer bestehenden Aspergillus-Kolonisierung einen relevanten Risikofaktor
darstellt. In dieser Studie wurde eine positive Korrelation zwischen dem Anstieg an
Serumimmunglobulinen gegen verschiedene Aspergillus-fumigatus-Proteine vor Beginn
der allo-HSCT und einem Auftreten von IA unter beziehungsweise nach der allo-HSCT

gefunden.

Unser Ziel war es, den klinischen Nutzen von Anti-Aspergillus-1gG zur Pradiktion der 1A
zu untersuchen. Wir verwendeten einen kommerziell verfigbaren und standardisierten
Test (Platelia® Aspergillus 19G) zur Bestimmung von Anti-Aspergillus-1gG (aA-IgG) im
Serum. Der Test hat bereits eine hohe Sensitivitat und Spezifitat zum Nachweis von Anti-
Aspergillus-lgG unter Beweis gestellt und ist als Medizinprodukt zur Diagnostik bei

nichtinvasiver Aspergillose bei immunkompetenten Personen deklariert.

In unserer Untersuchung wurden von 104 allo-HSCT-Empfangern wéahrend der
Behandlung wochentlich aA-IgG  und Aspergillus-Antigen-Titer bestimmt. Die
Gesamtinzidenz der mdoglichen, wahrscheinlichen und bewiesenen IA wéhrend des
Aufenthalts lag bei 10%, 6% und 0%. Bei allo-HSCT-Patienten ohne IA-Anamnese und
ohne primare Prophylaxe gegen Schimmelpilze fanden wir eine Inzidenz fir eine
mogliche, wahrscheinliche und bewiesene IA wéhrend des Aufenthalts von 6%, 5% und
0%. Wir fanden keinen Zusammenhang zwischen den aA-lgG-Werten vor Beginn oder
nach der allo-HSCT und dem Auftreten von IA wahrend des Aufenthalts. Die medianen
aA-lgG-Werte von Patienten mit wahrscheinlicher oder bewiesener 1A in der Anamnese

unterscheiden sich nicht von denen der Patienten ohne IA-Anamnese.

Zusammengefasst konnten wir in unserer Untersuchung keine Hinweise finden, dass mit
dem Platelia® Aspergillus IgG-Tests in einem klinischen Setting bei allo-HSCT-Patienten
eine Vorhersage fur das Auftreten einer IA getroffen werden kann.
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4. ABSTRACT

Invasive pulmonary aspergillosis (IA) is a major clinical problem in patients undergoing
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). Acquisition of 1A during
allo-HSCT by inhalation of spores is the rationale for the widespread use of air filtration
systems. Recent data suggest that activation of fungal growth in already colonized
patients is a relevant factor and a recent study found a positive correlation of serum
immunoglobulin responses against purified recombinant Aspergillus-fumigatus-proteins
before allo-HSCT with the incidence of 1A after allo-HSCT.

To investigate the clinical utility of this approach we performed a prospective study. We
used a commercially available and standardized assay for detection of anti-Aspergillus-
IgG (aA-IgG) in serum (Platelia® Aspergillus IgG) that has previously demonstrated high

sensitivity and specificity.

In a cohort of 104 allo-HSCT-recipients we measured aA-IgG and Aspergillus-antigen
serum levels prior to allo-HSCT and weekly during hospital stay. Overall incidences of
possible, probable and proven IA during hospital stay were 10%, 6% and 0%. In allo-
HSCT recipients without history of previous IA, who received no primary anti-mold active
prophylaxis during transplantation the incidence of possible, probable and proven IA
during hospital stay was 6%, 5% and 0%, respectively. We found no correlation between
aA-lgG-levels before or after allo-HSCT and the incidence of IA during hospital stay.
Furthermore, median aA-l1gG-levels do not differ between patients with history of probable

or proven IA as compared to patients without history of IA.

Taken together our data argue against the clinical utility of measuring aA-1gG-levels for

diagnosis or prediction of IA in patients undergoing allo-HSCT.

——
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5. EINLEITUNG

Die invasive pulmonale Aspergillose (I1A) ist eine mogliche schwerwiegende Komplikation
bei Patienten unter allogener Stammzelltransplantation (allo-HSCT) (1). Die publizierten
Inzidenzen der IA schwanken stark zwischen 5% bis 30% in dieser Patientenpopulation,
jeweils abhangig von der durchfiihrenden Klinik sowie von patientenspezifischen Risiken
(2; 3; 4; 5). Die IA wird haufig unterteilt in frihauftretende (<40 Tage nach der HSCT)
oder spatauftretende IA (>40 Tage nach der HSCT) (5). Die Letalitat der 1A bei allo-HSCT-
Patienten schwankt ebenfalls zwischen 20-60%, abhangig von verschiedenen
patientenbezogenen Faktoren (6), spater Diagnose (5), unerkannter/latenter 1A und
spatem Ausbruch (spater als Tag +40 nach allo-HSCT) (1).

Ob eine IA hauptsachlich als Folge einer primaren Infektion in der neutropenen Phase
wéhrend der allo-HSCT oder aufgrund einer vorherigen Kolonisierung oder latenten
Infektion, begunstigt durch die starke Immunsuppression ausbricht, wird aktuell diskutiert.
Frihere Studien stitzten das Konzept der primaren Infektion, in dem ein Zusammenhang
zwischen erhéhter Inzidenz und Bauarbeiten in der Nahe der Transplantationsstation
gezeigt wurde. So fanden Oren et al. bei grof3eren Bau- und Renovierungsarbeiten am
Krankenhaus einen Anstieg der Inzidenz auf 50%, die auch unter dem Einsatz von niedrig
dosiertem Amphotericin B i.v. nur auf 43% gesenkt werden konnte (7). Mit diesen
Erkenntnissen untersuchten Kruger et al. wahrend einer Renovierung in unmittelbarer
Nahe zur Station die Menge und Art luftgetragener Pilzsporen mittels
Sedimentationsplatten. Dabei wurde ein Anstieg der Aspergillus-Sporen wéhrend der
Bauarbeiten festgestellt, der nach Beendigung der Malinahmen wieder abfiel (8). Die
steigende Inzidenz der IA wurde mit dem erhéhten Gehalt an Pilzsporen in der Atemluft
der Patienten assoziiert (7; 8; 9).

Als Konsequenz wurden in den meisten allo-HSCT-Zentren Luftfilter installiert, um die
Konzentration luftgetragener Sporen zu vermindern (10). Tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass der Effekt steigender Infektionen bedingt durch Bauarbeiten am
Krankenhaus durch die Verwendung von HEPA-Filtern verhindert werden kann (7; 8). Ob
die Verwendung von HEPA-Filtern oder anderer SchutzmalRnahmen die Inzidenz der IA
unter regularen Betriebsbedingungen (ohne Bautatigkeiten in der N&he des
Krankenhauses) senkt, konnte bisher jedoch nicht gezeigt werden. In einer Studie von
Maschmeyer et al. wurde Uberprift, ob die Verwendung von FFP2-Masken sobald die
Patienten den Bereich mit HEPA-filtrierter Luft verlassen die Inzidenz der IA weiter

senken kann. In dieser Studie konnte keine Abnahme der invasiven Pilzinfektionen durch
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die FFP2-Masken gezeigt werden (9). Vergleiche mit historischen Daten sind aufgrund
der unterschiedlichen Verwendung von antimykotischer Prophylaxe nur bedingt méglich.
Aktuelle Daten stellen zudem den Stellenwert der primaren Infektion mit Aspergillus ssp.
unter allo-HSCT in Frage. So schwanken die Angaben der Inzidenzen stark abhangig von
Land und Klinik, obwohl vergleichbare Luftfiltersysteme und hygienische Bedingungen
angegeben werden (2; 3; 4; 11). Basierend auf dieser Beobachtung erscheint es
nachvollziehbar, zu vermuten, dass die primére Infektion bereits vor Behandlung und
dem damit verbundenen Aufenthalt in R&umen mit gefilterter Luft aufgetreten sein kann
(12; 13). Gemal? dieser Hypothese kommt einer vorherigen latenten Infektion oder einer
Kolonisierung eine entscheidende Rolle zu. Das Konzept der endogenen Reaktivierung
von opportunistischen Erregern findet sich beispielsweise haufig bei viralen Erregern wie
HSV oder CMV (Abbildung 5-1). Die CMV-Viren persistieren dabei im Korper bis es zu
einem erneuten Ausbruch kommen kann (14). Einige Viren kdnnen dafir in den Zellen
Uberdauern, etwa durch episomale Genomreplikation. So kénnen sich CMV-Viren in das
Genom von Lymphozyten und Granulozyten einbauen (15). Aspergillus ssp. sind
ubiquitar vorkommende opportunistische Erreger (16; 17; 18). Bedingt durch die
andauernde Exposition finden sich Aspergillus ssp. an einigen Patienten als Teil der
kommensalen Keimflora (17). Im einfachsten Fall befinden sich die Kulturen auf der Haut,
in einer Untersuchung von Einsele et al. konnte aber auch eine asymptomatische
Besiedlung der unteren Atemwege mit Aspergillus ssp. gezeigt werden (19). Die
Bedeutung einer asymptomatischen Besiedlung bei immunkompetenten Personen ist
aktuell noch unklar (20), so gibt es aktuell keine Studien die das Langzeitoutcome von
besiedelten Personen ohne Begleiterkankungen betrachten. Ebenso besteht Unklarheit
wie der Nachweis von erhdhten aA-IgG-Werten bei asymptomatischen Patienten zu
bewerten ist (20). In einer Untersuchung zu aA-lgG-Werten in unterschiedlichen
Populationen zeigten Patienten mit allergischer pulmonaler Aspergillose (ABPA) und
chronischer Aspergillose (CPA) deutlich erhdhte aA-lgG-Werte (Sensitivitat 74,4-76,9%;
abhangig von Erkrankung und verwendetem Test) wohingegen die Kontrollgruppe
negativ blieb (Spezifitat 91,0-100,0%, abhangig vom verwendeten Test) (21; 22).
Patienten mit nachgewiesener Aspergillus-Besiedlung der Lunge zeigten mit dem Test
zum Teil hohe Ergebnisse, lagen im Median jedoch unter dem Cut-Off der verwendeten
Tests (21).

Kommt es zu einer starken Immunsuppression, etwa durch Chemotherapie, kénnen sich

die Pilze ausbreiten und eine Infektion hervorrufen.

——
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Abbildung 5-1: Phasen der opportunistischen Infektionen bei allo-HSCT-Patienten.
EBV: Epstein-Barr-Virus; HHV6: humanes Herpesvirus 6; PTLD: posttranplant
lymphoproliferative disease; entnommen aus (23).

In einer Arbeit von Maar et al. wurde vermutet, dass Serum IgG-Aktivitat gegen
Aspergillus-fumigatus-Antigene als Risikofaktor fir early-onset 1A (Auftreten der IA bis
zum 40. Tag nach der HSCT) genutzt werden kann (2). Die Arbeitsgruppe um Chazalet
et al. analysierte die Genotypen von Aspergillus fumigatus in verschiedenen
Krankenhdusern und konnte bei 40% der IA-Infektionen einen nosokomialen Ursprung
feststellen. In den restlichen Féallen (60%) konnten die Stdmme nicht in der Umgebung
nachgewiesen werden, was zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass die Patienten diese
bereits vor dem Aufenthalt an sich getragen haben missen (17). In einer aktuellen Studie
von Du et al. nutzen die Autoren einen internen Assay zur Bestimmung der Anti-
Aspergillus-IgG-Aktivitat bei Aufnahme zur HSCT. Sie berechneten eine Sensitivitat von
67-84% und eine Spezifitat von 52-67% (24). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
Kolonisierung mit Aspergillus-Spezies einen Risikofaktor fur 1A bei Patienten mit HSCT
darstellt (19).
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5.1. Diagnostische MalRnahmen

Um eine IA sicher zu diagnostizieren wird ein histologischer Nachweis oder das
Anzichten in einem Kulturmedium einer Gewebe- oder Blutprobe gefordert (25; 26).
Diese Kriterien sind jedoch in der frihen Phase einer Infektion eventuell nicht anwendbar,
daher wird die Entscheidung zur Einleitung einer antimykotischen Therapie bei
immunsupprimierten Patienten in der Granulozytopenie meist aufgrund von klinischen
Symptomen wie Antibiotika-resistentem Fieber oder pulmonalen Symptomen wie dem
Nachweis von Infiltraten im Rontgen-Thorax oder im CT getroffen (26).

5.1.1. Klinische Symptome
Pilzinfektionen konnen trotz Breitspektrum-Antibiotikagabe mit anhaltendem oder
wiederholt auftretendem Fieber einhergehen (26). Die klinischen Symptome einer
invasiven Pilzerkrankung der Atemwege oder des Osophagus sind dabei diffus (z.B.
Husten, pleurale oder retrosternale Schmerzen, Dysphagie) (26). Sie Uberschneiden sich
beispielsweise mit Anzeichen fur virale Ulzerationen nach Gaben von Hoch-Dosis-
Cytarabin (26).

5.1.2. Mikroskopischer Nachweis und Nachweis im Kulturmedium

Der direkte Nachweis von Pilzen in einer Gewebeprobe mittels Mikroskop kann die
Diagnose belegen (25). Durch Farbungen (27) oder immunhistochemische Methoden
(28) kann die Unterscheidung der Typen weiter verdeutlicht werden. Bei Patienten unter
HSCT muss jedoch, bedingt durch die Thrombozytopenie, auf invasive Probennahmen
verzichtet werden (29), wodurch der direkte Nachweis weitestgehend unmaglich wird.

Eine Besonderheit der Aspergillus-Infektion ist dabei, dass sich der Erreger nur in sehr
wenigen Fallen direkt oder in Kultur nachweisen lasst (6; 30). Aussagekraftige Proben
kénnen von normal sterilen Korperflissigkeiten (wie Blut oder Pleurasekret) enthommen
werden (25; 26). Proben, die durch bronchoalveolare Lavage erhalten wurden, werden in
der europaischen Leitlinie als Beweis einer Pilzinfektion sowohl fir Hefen als auch fur
Schimmelpilze explizit ausgeschlossen (25). Wahrend Hefen als Teil der physiologischen
Keimflora vorkommen kénnen, kann der Nachweis von Schimmelpilzen im Sputum einen

Hinweis aber keinen Nachweis fir eine IFD liefern (31).

5.1.3. Antigen- und Antikérpernachweise
Obwohl der Nachweis von Antigenen nicht als Beweis einer IFD gewertet werden kann

(25), konnen sich auf diesem Wege bereits Hinweise fur das Vorliegen einer Infektion

——
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ergeben, bevor es zu radiologischen Symptomen kommt (32; 33). Zum Nachweis von
Aspergillus ssp. zeigt der Nachweis von Galactomannan-Antigen (GM) hohe Sensitivitat
(73%-90%) und Spezifitat (72%-90%) (34). Das GM-Antigen wird von den gangigen
Aspergillus ssp. freigesetzt und ist nicht spezifisch fir Aspergillus fumigatus (35).

Neben dem GM-Antigen kann auf 1—3-3-D-Glucan (BG) getestet werden. Ein positives
Ergebnis im BG-Test kann bei IFD durch verschiedene Pilze hervorgerufen werden, etwa
Candida ssp., Aspergillus ssp., Fusarium ssp., Acremonium ssp. und Pneumocystis
jirovecii (36; 37). BG konnte als diagnostischer Marker fur 1A eine hohere Sensitivitat als
GM zeigen (38). Zum Nachweis einer IFD werden GM und BG als gleichwertig
angesehen (25).

Antikorpertests sind etabliert in der Diagnose von nichtinvasiver Aspergillose wie CPA
und ABPA (20; 39; 40), der Nachweis von aA-IgG zeigt hier hohe Sensitivitdt und
Spezifitat (20). Fur die Verwendung zur Vorhersage oder Diagnose der IA gibt es aktuell
keine Empfehlungen (25). Altere Untersuchungen zeigten sogar, dass aA-lgG bei
immunsupprimierten Patienten haufig nicht nachgewiesen werden kdnnen (41; 42).

Die Methoden zur Bestimmung der Antikdrper sind dabei sehr unterschiedlich und
reichen von der Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen in Gelen Uber
Counterimmunelektrophorese (CIE) bis zu ELISA (20). Wichtig ist dabei die
Unterscheidung ob ein Test standardisiert ist und wie er ausgewertet wird. So werden
CIE und Immunoblot-Verfahren visuell ausgewertet wohingegen ELISA-Kits automatisiert
durchgefihrt und Uber ein Spektrometer ausgewertet werden (20). Bei den
Antikorpertests handelt es sich haufig um interne Assay, welche einen Vergleich der
Ergebnisse erschweren (16; 24). Doch selbst kommerzielle Tests sind nur bedingt
miteinander vergleichbar. Es unterscheiden sich zum Teil die Einheiten des Ergebnisses.
Zudem zeigten vergleichende Untersuchungen, dass unterschiedliche Test beim

Vermessen derselben Probe zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhrten (39; 21).

5.1.4. Diagnostisches Vorgehen gemal Leitlinie
Aufgrund der oben beschriebenen Eigenschaften und Einschrankungen der
diagnostischen Malnahmen empfiehlt die ,Arbeitsgemeinschaft Infektionen in der
Hamatologie und Onkologie“ eine Diagnostik aus Bildgebung (mdoglichst CT) und
Bronchoskopie. Ist eine Bronchoskopie nicht durchfuhrbar, etwa aufgrund einer

——
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Thrombozytopenie, soll auf Grundlage der Bildgebung eine empirische Therapie
gestartet werden. Weitere diagnostische Prozeduren kénnen durchgeflhrt werden,
bleiben in ihrem Stellenwert jedoch hinter der Bildgebung oder einer invasiven Diagnostik
(29).

Persistent fever and/or signs and/or symptoms of lower respiratory tract infection |

_________ y________Fathologic v |_____+_____ y
i_ _C_rfft_ [alc_ii_o_g\r?_p_h_j______, CT scan i__QAEI_ B Non-invasive diagnostics I
‘\\ ’L\l’,‘:(’:’lzzlr/ v Normaly,
Pathologic ™~_ No LI
\\\ Positive

s , Pathologic Pathologic,

I Bronchoscopy + BAL |

Negative or not -
feasible Positive
A 4 4
Pre-emptive therapy I | Targeted therapy

l Failure l

| Invasive diagnostics |
Clinical response Clinical response

\ 4 v
| CT follow-up control |

Figure 1. Diagnostic procedures and treatment of neutropenic patients with fever and suspected or proven lung infiltrates.

Abbildung 5-2: Empfehlung zum Vorgehen bei Verdacht auf Infiltrate der Lunge;
entnommen aus (29).

5.2.Erregerspektrum und Prophylaxe
Das Erregerspektrum, besonders der invasiven Mykosen, variiert sehr stark abhéngig
von der Erkrankung des Patienten. In einer Arbeit konnte gezeigt werden, dass invasive
Aspergillus-Infektionen bei Patienten mit hamatologischen Erkrankungen und speziell
HSCT mit Haufigkeiten von ca. 50% eine entscheidende Rolle spielen (Abbildung 5-3),
wohingegen bei nicht hamatologischen Erkrankungen Aspergillus ssp. nur eine sehr
untergeordnete Rolle spielen (43). Dieser Effekt wird vermutlich durch die bei diesem
Krankheitsbild sehr lange Neutropenie der Patienten sowie (friilher) dem Einsatz von
Fluconazol zur Primarprophylaxe bei hamatologischen Patienten gegen Candida-Arten
hervorgerufen. Durch die Primérselektion von Nicht-Candida-Arten kdnnen sich diese im

hamatologischen Patientenklientel haufiger ausbreiten (44).

12
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Aufgrund der hohen Letalitat und der erschwerten Diagnose wird bei Hochrisikopatienten
haufig eine antimykotische Prophylaxe verabreicht (3; 45; 46). Durch die EinfiUhrung der
antimykotischen Prophylaxe mit Fluconazol wurde die Inzidenz der invasiven Candidose
deutlich gesenkt (44), im Gegenzug stieg jedoch der Anteil der Aspergillosen (43). Durch
die Behandlung entstehen zudem andere Probleme wie unerwinschte

Arzneimittelwirkungen, Arzneimittelinteraktionen und steigende Arzneimittelkosten.

N. Azie et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 73 (2012) 293-300
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Abbildung 5-3: Erregerspektrum der invasiven Pilzinfektionen in Abh&éngigkeit von

der Erkrankung; SOT: Solid organ transplantation; entnommen aus (43).

Ein weiteres Problem sind die regionalen Unterschiede im Erregerspektrum. Wir gehen
in unserem Setting von einem vergleichbaren Erregerspektrum mit dem der
Vergleichspublikationen aus. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass das
Erregerspektrum sich im intensivmedizinischen Setting durchaus innerhalb der USA oder
zwischen EU und USA merklich unterscheiden kann (47). In einer Studie von Vincent et
al. zeigen sich auch Unterschiede in der Haufigkeit von IA zwischen Nordamerika, West-
und Osteuropa (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Infektionsraten und Organismen bei Intensiv-Patienten nach

geografischen Regionen; Auszug aus (47)

Alle West- Ost- Zentral- Nord- Ozeanien Afrika  Asien
Europa Europa  /Sud- amerika
amerika

Infektionen 7087 3683 (49) 426 1290 607 285 (48.2) 89 707
insgesamt (%) (51.4) (56.4) (60.3) (48.4) (46.1) (52.6)
Candida (%) 843 (17) 495 (18.5) 66 (18.5) 92 (12.8)* 83(18.2) 26(12.7) 6(11.1) 75(15.7)
Aspergillus (%) 70 (1.4) 44 (1.6) 1(0.3) 5(0.7) 12 (2.6) 3(1.5) 0 5 (1)
Andere Pilze (%) 50 (1) 22 (0.8) 5 (1.4) 7(1) 10(2.2) 2(1) 0 4(0.8)

* signifikant gegen Westeuropa

B

100

80
60

40

Distribution of IFls (%)

20

Northeast Midwest West South

US geographical area

HIC WIA WMucormycosis MEndemic mycosis MCryptococcosis Other moulds

Abbildung 5-4: Erregerspektrum der invasiven Pilzinfektionen in Abh&angigkeit von
der Region; entnommen aus (43).

Abbildung 5-3, Abbildung 5-4 sowie Tabelle 1 zeigen anschaulich, dass sich das
Erregerspektrum nach Region und Krankheitshild zum Teil stark verandert und sich
besonders im Bereich der Mykosen Ergebnisse aus anderen Regionen oder mit anderen

Patientengruppen unter Umstanden nicht Ubertragen lassen. Speziell fur das
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hamatologische Setting oder gar Transplantationspatienten stehen vergleichbare Daten

wie in Tabelle 1 unseres Wissens nicht zur Verfiigung.

5.3.Risikofaktoren

Die Hauptrisikofaktoren fir invasive Pilzerkrankungen sind Neutropenie >10 Tage, allo-
HSCT, Glukokortikoidtherapie Gber mehr als 3 Wochen in Dosierungen von mehr als 0,3
mg/kg/Tag Prednisolon&quivalent und Behandlung mit T-Zelldepletion (25). Zuséatzliche
Risikofaktoren sind Graft-versus-Host-Reaktion (GvHD) (6) und Infektionen mit
beziehungsweise Reaktivierung des Zytomegalievirus (CMV) (5), wohingegen andere
Autoren keine Korrelation zwischen dem Auftreten von CMV und invasiven
Pilzerkrankungen (IFD) fanden (1). Insgesamt haben Patienten mit akuter myeloischer
Leuka&mie (4) sowie Patienten, die eine allogene Stammzelltransplantation erhalten, ein
deutlich erhohtes Risiko (48).

Risikofaktoren fur Letalitdt durch 1A bei Patienten nach HSCT bestehen durch die
verzogerte Diagnose (6), HLA-missmatch (p<0,0001 (1)), nicht myeloablativer
Konditionierung (p=0,05 (1)), Hyperbilirubindmie (>6,5 mg/dl, p=0, 03 (1)), erhohte
Kreatinin-Spiegel (>2,5 mg/dl (1)), Glukokortikoidtherapie in Dosierungen >2 mg/kg
Prednisolonaquivalent pro Tag (1), disseminierte 1A (p<0,0001 (1)) und spates Auftreten
der IA (>40 Tage nach HSCT) (p=0,02 (1)). Die Wahrscheinlichkeit 30 Tage, 90 Tage und
1 Jahr nach Diagnose der IA zu tberleben wurde von 1990-2001 zu 2002-2004 signifikant
verbessert: 30 Tage: 69% versus 33% (p<0,0001), 90 Tage: 44% versus 22 % (p<0,0001)
und 1 Jahr: 28% versus 13% (p<0,0001) (1). In einer aktuellen Leitlinie wird die Letalitat
mit 30-60% angegeben (45).

——
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6. ZIEL DIESER ARBEIT UND FRAGESTELLUNG

Thema dieser Arbeit ist die Untersuchung, ob eine Besiedlung oder latente Infektion mit
Aspergillus ssp. zu einem erhohten Auftreten von IA nach allo-HSCT fuhrt. Da der direkte
Nachweis von Aspergillus ssp. wie vorab beschrieben nur selten gelingt (6), haben wir in
unserer Untersuchung einen Test auf aA-IgG verwendet, mit der Hypothese, dass eine
Besiedlung des Patienten zu haufigem Antigen-Kontakt fuhrt, der in einem erhéhten aA-
lgG-Wert resultiert. Die Studie soll untersuchen, ob die Bestimmung der aA-IgG-Aktivitat
im Serum vor allo-HSCT als pradiktiver Marker fur das Auftreten von IA unter allo-HSCT

dienen kann.

Bestarkt durch frihere Ergebnisse von aA-IgG-Bestimmungen bei HSCT-Patienten (24),
wollten wir einen kommerziell verfugbaren und standardisierten Test in einer grof3en
Patientengruppe nutzen. Zu diesem Zweck untersuchten wir in einer prospektiven
Beobachtungsstudie an unserer Klinik Blutproben von HSCT-Patienten mit dem Test-Kit
Platelia® Aspergillus IgG zur Bestimmung der aA-1gG. Der Test wird von der Firma Bio-
Rad Laboratories GmbH vertrieben. Der Platelia® Aspergillus IgG Test zeigte in
vorangegangen Studien bei immunkompetenten Patienten mit nicht invasiver
Aspergillose oder IA bereits gute Ergebnisse beim Nachweis von aA-IgG-Aktivitat (21;
49).

Es ergaben sich folgende Fragestellungen:

1) Ist ein Nachweis von erhohten aA-IgG-Titer mit einer erhohten Inzidenz von
invasiver Aspergillose nach allo-HSCT assoziiert? Da sich der Grenzwert fur den
Test auf immunkompetente Patienten bezieht wurde zuséatzlich eine ROC-Analyse
durchgefuhrt, um die Plausibilitdt des Grenzwerts zu Uberprufen.

2) Kann der Test eine asymptomatische Besiedlung oder latente Infektion der
Patienten identifizieren? Zu diesem Zweck wurden die Ergebnisse des aA-1gG-
Tests mit den Erkenntnissen aus der Anamnese verglichen.

3) Wie verhalt sich der aA-lgG-Wert wahrend der allo-HSCT und auftretender IA?

16
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7. METHODEN

7.1.Studiendesign und -material
Die Studie ist als prospektive, single-center Beobachtungsstudie angelegt. Das Personal
der Station wurde fir die Testergebnisse verblindet. Die Studie wurde von der lokalen
Ethikkommission genehmigt (EA2/030/12). Alle Studienteilnehmer gaben ihr schriftliches
Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Blutproben wurden wéchentlich wahrend

des Aufenthalts bis zur Entlassung des Patienten genommen.

Die Proben wurden bis zur Auswertung bei -80°C gelagert. Der Test wurde in Chargen
durchgefuhrt, um eine moglichst geringe Abweichung der Ergebnisse, bedingt durch
inter-operator-Variabilitat, zu erreichen. Die Proben wurden unter Verwendung von
Platelia® Aspergillus Ag - #62794 und Platelia® Aspergillus 1gG - #62783 der Firma Bio-
Rad Laboratories GmbH auf Aspergillus-Antigen (Asp-Ag) und Aspergillus-1gG (aA-IgG)
getestet. Aspergillus-Antigen-Ergebnisse galten als positiv wenn der OD-Index 20,5
ergab. Der Hersteller deklariert den aA-lgG-Test als positiv, wenn das Ergebnis =25 AU/ml
Uberschreitet. Dieser Wert gilt jedoch fir immunkompetente Patienten und wurde daher
von uns auf seine Verwendbarkeit Uberpruft (siehe 8.1 Blutproben und
Patienteneigenschaften). Der Asp-Ag-Test dient als Kontrollwert zur Bewertung des
Outcomes (siehe 7.5 Outcome). Fir die Untersuchung des Verlaufs des aA-1gG wurden
alle Proben auf aA-1gG gepruft. FUr die Bewertung der Fragestellungen 1) und 2) wurde

nur der jeweils erste gemessene Wert vor der allo-HSCT verwendet.

7.2.Studienpatienten und Materialgewinnung
Aufgrund fehlender Studien zur Verwendung von aA-lgG-Tests mittels Platelia®
Aspergillus IgG bei allo-HSCT-Patienten und den schwankenden Angaben zur
Inzidenz der IA, konnten wir keine Berechnungen zur StichprobengréiRe
vornehmen. Wir wéhlten daher einen Umfang von mindestens 100 auswertbaren
Patienten, um Kklinisch aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Zur
Datenerhebung wurden alle Patienten im Zeitraum 1.9.2012 — 31.5.2013 rekrutiert.
Insgesamt wurden wéahrend dieses Zeitraums 113 Patienten zur allo-HSCT auf der
Station aufgenommen. 9 Patienten wurden von der Auswertung ausgeschlossen,
da weniger als 3 Blutproben zur Analyse zur Verfiigung standen und eine
Beurteilung des Verlaufs gemald den Vorgaben nicht moglich war (siehe 7.5

Outcome). Die Primardaten wurden aus der elektronischen Patientenakte

——
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entnommen. Die patientenbezogenen Parameter wurden aus dem COPRA
System entnommen, wo alle klinischen Parameter und Anordnungen priméar
dokumentiert werden. Die mikrobiologischen Daten wurden anhand der
Priméarbefunde im SAP-System gewonnen. Alle Daten wurden mit den Angaben in

den Arztbriefen abgeglichen.

7.3. Antimikrobielle Prophylaxe
Alle Patienten wurden isoliert und in einem Einbett-Zimmer mit HEPA-filtrierter Zuluft
versorgt. Die Chemoprophylaxe erfolgte im Einklang mit den Vorgaben der
Arbeitsgemeinschaft Infektionen (AGIHO) der DGHO (50). Die Patienten erhielten keine
priméare Prophylaxe gegen Schimmelpilze. Patienten mit positiver Anamnese auf IA
erhielten eine Sekundarprophylaxe mit Voriconazol. Patienten mit residualen Infiltraten
der Lunge erhielten eine kontinuierliche antimykotische Behandlung gemal der
Entscheidung der/des behandelnden Arztin/Arztes. Alle Patienten erhielten eine
antimikrobielle Prophylaxe mit Ciprofloxacin, Aciclovir und oralem Amphotericin B. Die
Pneumocystis-jirovecii-Prophylaxe erfolgte mit inhalativem Pentamidin und oralem

Cotrimoxazol.

18
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Allogene
Stammzelltransplantation

A 4 A 4

vor nach
Engraftment Engraftment

keine GVHD

keine Prophylaxe Posaconazol Suspension

oder oder

Prophylaxe nach Posaconazol Tabletten
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Risikofaktoren
mit

Posaconazol,
Voriconazol, Micafungin
oder Fluconazol

Abbildung 7-1: FlieBschema zur Auswahl der Prophylaxe bei Patienten mit allo-
HSCT; entnommen aus (50).

7.4. Statistische Methoden

7.4.1. Zweistichproben T-Test
Der Zweistichproben T-Test vergleicht zwei Stichproben aus normalverteilten
Gesamtheiten. Die Prifung auf Signifikanz beim Vergleich der Inzidenzen der IA erfolgten
auf Grundlage des Zweistichproben T-Tests. Der Alpha-Fehler wurde auf 5% festgesetzt.
Zur Prufung der Anwendbarkeit wurde ein Test auf Normalverteilung der Testergebnisse

durchgefuhrt.

7.4.2. Mann-Whitney U-Test
Da fiur die Ergebnisse des aA-lgG-Test keine Normalverteilung angenommen werden
kann, wurde ein nicht parametrischer Test verwendet. Der Mann-Whitney U-Test
ermittelt, ob zwei Stichproben, bei denen eine vergleichbare Form der Streuung
angenommen werden kann, derselben Grundgesamtheit entstammen. Es wurde

zweiseitig auf Gleichheit getestet. Der Alpha-Fehler wurde auf 5% festgesetzt.
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7.4.3. Minitab
Minitab ist eine proprietare Statistik-Software zur Berechnung und Darstellung
statistischer Daten. Verwendet wurde die Version Minitab® 17.2.1 der Firma Minitab. Mit

dem Programm wurde der Mann-Whitney U-Test durchgefihrt.

7.4.4. R Studio
R Studio ist eine etabliertes Open Source Statistikprogramm. Mit dem Programm wurde
der Test auf Normalverteilung sowie die ROC-Analyse durchgefinhrt.

7.4.5. ROC-Analyse
Die Receiver-Operating-Characteristics-Kurve zeigt, wie ein Grenzwert sich auf Effizienz
und Fehlerrate auswirkt. Dabei wird die Sensitivitat gegen die Falsch-Positivrate der
maoglichen Grenzwerte aufgetragen. Die Diagonale symbolisiert eine zufallige Verteilung,
bei der korrekte und falsche Vorhersagen gleich haufig vorkommen. Fir eine Aussage
Uber die Qualitat des gemessenen Wertes wird die Area-under-the-curve (AUC)
berechnet. Ergibt die AUC 0,5 entspricht dies einer zufalligen Verteilung (51).

7.5.0utcome
Das primare Outcome wurde definiert als mogliche, wahrscheinliche oder bewiesene
Aspergillose gemal? den Vorgaben der European Organization for Research and
Treatment of Cancer / Invasive Fungal Infections cooperative group and the National
Institute of Allergy and Infectious Disease Mycoses Study Group (EORTC/MSC)
Consensus Group (25). Die Einteilung erfolgte auf Grundlage der Patientenakte nach der
Entlassung. Die Kategorisierung erfolgte durch die Studienautoren ohne Kenntnis der aA-

IgG-Testergebnisse.
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8. ERGEBNISSE

8.1.Blutproben und Patienteneigenschaften
571 Blutproben von 104 Patienten wurden auf aA-1gG und Aspergillus-Ag getestet. Fur
alle Patienten waren = 1 Probe vor Beginn der allo-HSCT und = 2 Proben nach allo-HSCT

verfugbar.

Unsere Patienten waren im Alter zwischen 22-72 Jahren (Median 55 Jahre) und in der
Tendenz haufiger mannlich (65,4%), das Patientenkollektiv ist damit ahnlich zu denen
anderer grof3er Zentren (1; 52). Die meisten Patienten erhielten die allo-HSCT aufgrund
einer AML (n=54), waren in der ersten Remission (n=69) und in der Mehrheit wurde von
HLA-identen  Fremdspendern (n=54) transplantiert. Eine  Ubersicht der
Patienteneigenschaften ist in Tabelle 2 aufgefihrt. Die Patienten wurden myeloablativ
(n=25) (TBI 6 x 2 Gy, Cyclophosphamid 2 x 60 mg/kg), mit reduzierter Intensitat (n=77)
(BU/FLU - Busulfan 2 x 4 mg/kg, Fludarabin 6 x 30 mg/m?; FLU/MEL - Fludarabin 3x30
mg/m2, Melphalan 140 mg/m?; FLAMSA-RIC - Fludarabin 30 mg/m?/d, Cytarabin 2000
mg/m?2, Amsacrin 100 mg/mz?, TBI 2 x 2 Gy/d, Endoxan 50 mg/kg/d; FLU/TBI - TBI 4 x 2
Gy, Fludarabin 4 x 30 mg/m2), oder nicht-myeloablativ (n=2) (TBI 1 x 2 Gy, Fludarabin 3
x 30 mg/m?) behandelt. 87 Patienten erhielten Antithymozytenglobulin (ATG) zur in-vivo-

T-Zellverminderung.

Wahrend der Behandlung entwickelten 95 Patienten Temperaturen 238,3°C, im Median
an Tag 9 nach der Transplantation. Die Leukopenie (<1/nl) dauerte im Median 16 Tage.

Eine Zusammenfassung der klinischen Daten befindet sich in Tabelle 3.

——
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Tabelle 2: Patienteneigenschaften

Gesamtanzahl Patienten 104

Alter [Jahre]
Median 55
Min - Max 22-72

Geschlecht Anzahl [%]
Weiblich - Anzahl (%) 36 (34,6)
Mannlich - Anzahl (%) 68 (65,4)
Median 40
Range 22-108
Akute lymphatische Leukéamie 13
Akute myeloische Leukamie 54
Non-Hodgkin Lymphom 10
Multiples Myelom 6
Myelodysplastisches Syndrom 11
Chronisch myeloische Leukamie 4
Andere 6

Behandlung Anzahl

Myeloablative Konditionierung 25

Konditionierung mit reduzierter Intensitat 77

Nicht-myeloablative Konditionierung 2

Nein 17
Ja 87
HLA-identer Verwandter 27
HLA-identer Fremdspender 54
HLA-missmatch Fremdspender 22
Haploider Verwandter 1

Erste komplette Remission 69
Zweite komplette Remission 20
Keine Remission 15

22
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Tabelle 3: Klinische Daten

Fieber (Temp 2 38,3°C = 101°F) Anzahl Patienten
(Medianer Beginn [Tag])
Ja 95 (+9)
Nein 9
Auftreten der IA Anzahl Patienten
Keine invasive Aspergillose 89
Mdégliche invasive Aspergillose 9
Wahrscheinliche invasive Aspergillose 6
Bewiesene invasive Aspergillose 0

Auftreten der |A bei Patienten Anzahl Patienten

ohne antimykotische Prophylaxe

Keine invasive Aspergillose 56
Mogliche invasive Aspergillose 4
Wahrscheinliche invasive Aspergillose 3
Bewiesene invasive Aspergillose 0
Dauer der Leukopenie <1/nl Tage
Min 10
Median 16
Max 55
Keine 71
Grad | 21
Grad Il 10
Grad IlI 1
Grad IV 1
Tag der Diaghose GvHD
Frihester 5
Median 20
Spéatester 58
Glukokortikoidtherapie (Prednisolondquivalent) [mg/kg/d] Anzahl Patienten
Keine 74
<0,5mg 0
20,5mg
21mg 28
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8.2.Anamnese der IA und Inzidenz der IA
Die Gesamtinzidenz der moglichen, wahrscheinlichen oder bewiesenen IA wahrend des
Aufenthalts lag bei 10%, 6% und 0% (Abbildung 8-1).

20%
18%

Auftreten der IA (n=104)

= e == \6gliche IA
16%

< 14% e \\ahrscheinliche |1A
o 12%
°
c 0,
% 10% __?'(. __________
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Tage nach der HSCT

Abbildung 8-1: Auftreten von moéglicher und wahrscheinlicher 1A wahrend der

Behandlung. Bei keinem der Patienten konnte eine IA bewiesen werden.

Patienten ohne Anamnese einer IA vor der allo-HSCT erhielten keine primare Prophylaxe
gegen Schimmelpilze. Bei Patienten ohne Anamnese einer IA (n=63) lag die Inzidenz fur
maogliche, wahrscheinliche oder bewiesene IA wahrend des Aufenthalts bei 6%, 5% und
0% (Abbildung 8-2). In der Gruppe der Patienten mit positiver Anamnese der IA vor der
HSCT (n=41) lag die Inzidenz der moglichen, wahrscheinlichen oder bewiesenen IA
wahrend des Aufenthalts bei 14%, 7% und 0% (Abbildung 8-3). Der Unterschied der
Inzidenz der IA nach allo-HSCT zwischen Patienten mit und ohne praexistente invasive

Aspergillose in der Krankengeschichte war nicht statistisch signifikant (p=0,286).
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Abbildung 8-2: Inzidenz der moéglichen und wahrscheinlichen |IA wéhrend der
Behandlung bei Patienten ohne IA in der Anamnese. Bei keinem der Patienten

konnte eine IA bewiesen werden.

20% -
1% | Auftreten der IA bei Patienten mit IA in der
16% - Anamnese (n=41)
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Abbildung 8-3: Inzidenz der mdglichen und wahrscheinlichen 1A wéahrend der
Behandlung bei Patienten mit IA in der Anamnese. Diese Patienten erhielten eine
Sekundarprophylaxe mit Voriconazol. Bei keinem der Patienten konnte eine IA

bewiesen werden.
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Die Haufigkeit der IA bei Patienten mit reduzierter Intensitat der Konditionierung und
Patienten mit myeloablativer Konditionierung unterschieden sich nicht signifikant
(p=0,51). Bei Patienten mit reduzierter Intensitdt der Konditionierung (n=77) lag die
Inzidenz der moglichen, wahrscheinlichen oder bewiesenen 1A wahrend des Aufenthalts
bei 9%, 5% und 0%. Bei allo-HSCT-Patienten mit myeloablativer Konditionierung (n=25)
lag die Inzidenz der moglichen, wahrscheinlichen oder bewiesenen IA wahrend des
Aufenthalts bei 12%, 8% und 0%.

8.3.Vorhersage der IA anhand der aA-lgG-Werte
Wir untersuchten, ob anhand der aA-IgG-Werte vor der allo-HSCT eine Vorhersage tber
das Auftreten der IA wahrend und nach der allo-HSCT getroffen werden kann. Der Cut-
Off-Wert des Tests von =5 AU/ml qilt fur die nichtinvasive Aspergillose bei
immunkompetenten Personen, daher wird im Folgenden die Verwendbarkeit dieses

Grenzwertes Uberpruft.

Wir fanden keinen signifikanten Unterschied bei den medianen aA-lgG-Werten vor der
allo-HSCT zwischen Patienten, die keine IA oder eine mogliche 1A entwickelten
(p=0,1376) sowie zwischen Patienten, die keine IA oder eine wahrscheinliche IA
entwickelten (p=0,9138). (Abbildung 8-4).
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Abbildung 8-4: aA-lgG-Spiegel vor der allo-HSCT und klinisches Outcome wahrend
des Aufenthalts. Gepruft nach Mann-Whitney fanden wir keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (keine zu mogliche IA (p=0,1376), keine zu
wahrscheinliche 1A (p=0,9138)).

In der Gesamtpopulation ergibt sich bei erhéhten aA-lgG-Werten (>5,0 AU/ml) ein
positiver Vorhersagewert (PPV) fir eine mdogliche IA von 60% (3/5) und fur eine
wahrscheinliche IA von 0% (0/5). Der negative Vorhersagewert (NPV) ergibt 86,9%
(86/99). Die Sensitivitat fur eine mogliche oder wahrscheinliche 1A betragt 20% (3/15),
die Sensitivitat fur eine wahrscheinliche IA betragt 0% (0/6), die Spezifitat betragt 96,6%
86/89).

8.3.1. Uberprufung des Cut-Off
Bei Patienten ohne IA in der Anamnese ergibt sich bei erhéhten aA-lgG-Werten (>5,0
AU/ml) ein positiver Vorhersagewert (PPV) fir eine mogliche 1A von 100% (2/2) und
wahrscheinlicher 1A von 0% (0/2). Der negative Vorhersagewert (NPV) ergibt 91,8%
(56/61). Die Sensitivitat fur mogliche oder wahrscheinliche IA betragt 28,5% (2/7), die
Sensitivitat fir wahrscheinliche 1A betragt 0% (0/3), die Spezifitat betragt 100% (56/56).
Bedingt durch die geringe Sensitivitat haben wir zudem PPV, NPV, Sensitivitat und
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Spezifitat mit einem geringeren Grenzwert (>1,0 AU/ml) ermittelt, was jedoch nicht zu

einer Verbesserung des PPV und NPV flihrte.

Da die Testergebnisse sehr dicht beisammen liegen und da der Grenzwert des
Aspergillus-lgG-Tests fur immunkompetente Patienten entwickelt wurde, wurde im
nachsten Schritt der Grenzwert Uberprift. Eine ROC-Analyse wurde durchgefiihrt, um
einen idealen Grenzwert fur die Unterscheidung der Gruppen zu finden. Die ROC-
Analyse zeigte keine Vorteile gegenuber einer zufélligen Vorhersage (Abbildung 8-5,

AUC 0,53). Es konnte daher kein geeigneter Grenzwert bestimmt werden.
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Abbildung 8-5: ROC-Kurve mit AUC

8.3.2. Subgruppe ohne antimykotische Prophylaxe
Wir analysierten die aA-IlgG-Werte und das klinische Outcome von 63 Patienten ohne

Falle von IA in der Anamnese, da diese Patienten ohne Aspergillus wirksame
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antimykotische Prophylaxe behandelt wurden. Wir fanden keinen Unterschied der aA-
lgG-Werte bei Patienten mit wahrscheinlicher oder ohne IA (Abbildung 8-6). Vor der allo-
HSCT hatten Patienten mit wahrscheinlicher IA einen medianen aA-lgG-Wert von 0,382
AU/ml, Patienten mit méglicher IA hatten einen medianen Wert von 3,899 AU/ml und
Patienten ohne IA wahrend des Aufenthalts hatten einen medianen Wert von 0,338
AU/ml. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei den medianen aA-IgG-
Werten vor der allo-HSCT zwischen Patienten, die keine 1A oder eine mdgliche 1A
entwickelten (p=0,1063) sowie zwischen Patienten die keine IA oder eine
wahrscheinliche IA entwickelten (p=0,6663). (Abbildung 8-6).

Patienten ohne IA in der Anamnese (n=63)
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IA Wéahrend der Behandlung

Abbildung 8-6: aA-IgG-Werte vor allo-HSCT und klinisches Outcome wéahrend des
Aufenthalts von Patienten ohne primare Prophylaxe gegen Schimmelpilze. Geprift
nach Mann-Whitney fanden wir keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (keine zu mogliche IA (p=0,1063), keine zu wahrscheinliche IA (p=0,6663)).

8.3.3. Subgruppe mit antimykotischer Prophylaxe
Im néchsten Schritt haben wir Uberprift, ob aA-lgG-Werte einen pradiktiven Wert fur das
Auftreten von IA bei Patienten mit IA in der Anamnese haben. Bei diesen Patienten wurde

Voriconazol zur sekundéaren antimykotischen Prophylaxe verabreicht. Auch in dieser
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Gruppe fanden wir keinen Zusammenhang zwischen aA-lgG-Werten und dem Auftreten
von IA unter allo-HSCT. Der mediane aA-IgG-Wert vor der allo-HSCT mit
wahrscheinlicher IA lag bei 0,425 AU/ml, bei Patienten mit moglicher IA bei 0,421 AU/ml
und bei Patienten ohne Anzeichen einer IA bei 0,304 AU/ml. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede bei den medianen aA-lgG-Werten vor der allo-HSCT
zwischen Patienten, die keine IA oder eine mdgliche 1A entwickelten (p=0,4233) sowie
zwischen Patienten, die keine 1A oder eine wahrscheinliche 1A entwickelten (p=0,8597).
(Abbildung 8-7)
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Abbildung 8-7: Anti-Aspergillus-lgG-Werte vor der allo-HSCT und klinisches
Outcome wahrend des Aufenthalts von Patienten mit IA in der Anamnese. Gepruft
nach Mann-Whitney fanden wir keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen (keine zu mogliche 1A (p=0,4233), keine zu wahrscheinliche 1A (p=0,4161)).

8.4.aA-IgG-Werte bei Patienten mit IA in der Anamnese
Aufgrund der geringen Aussagekraft der aA-lgG-Werte Uberpruften wir den Einfluss einer
IA in der Vorgeschichte auf die aA-lgG-Werte. Dafir wurden aA-1gG-Werte und die
Angaben aus der Anamnese miteinander verglichen. Dabei fiel auf, dass sich bei allen

Patienten, mit oder ohne IA in der Anamnese, &hnliche aA-lgG-Werte zeigten

30

——
| —



ERGEBNISSE

(Abbildung 8-8). Patienten mit wahrscheinlicher oder bewiesener IA hatten mediane aA-
lgG-Werte von 0,370 AU/ml, Patienten mit moglicher 1A in der Anamnese hatten mediane
aA-lgG-Werte von 0,383 AU/ml und bei Patienten ohne IA in der Anamnese lagen die
medianen Werte bei 0,361 AU/ml. Patienten mit IA in der Anamnese hatten also keine
erhohten aA-1gG-Werte im Vergleich zu Patienten ohne IA in der Anamnese. Es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den medianen aA-lgG-Werten vor der
allo-HSCT zwischen Patienten ohne IA in der Anamnese oder mit moglicher IA in der
Anamnese (p=0,7331) sowie zwischen Patienten ohne IA in der Anamnese oder mit

wahrscheinlicher oder bewiesener IA in der Anamnese (p=0,4101).
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Abbildung 8-8: Anti-Aspergillus-lgG-Werte von allo-HSCT Patienten in
Abhéangigkeit zur Anamnese. Gepriuft nach Mann-Whitney fanden wir keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (keine zu mogliche 1A (p=0,7331),
keine zu wahrscheinliche IA (p=0,4101)).

8.5.Kinetik der aA-lgG-Werte nach allo-HSCT
Serum-aA-lgG-Werte wurden fortlaufend nach der allo-HSCT gemessen. Abbildung 8-9
zeigt den Verlauf der aA-lgG-Werte der sieben Patienten mit den héchsten aA-1gG-
Werten (>5 AU/ml). Funf Patienten hatten bereits vor der allo-HSCT erhdhte aA-IgG-
Werte (Abbildung 8-9, durchgehende Linien), zwei Patienten hatten erh6hte aA-1gG-
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Werte nach der allo-HSCT (Abbildung 8-9, gestrichelte Linien). Bei den Patienten mit
initial erhohten aA-lgG-Werten zeigten sich abnehmende oder gleichbleibend niedrige
Werte im Verlauf. Drei der Patienten mit initial erhéhten aA-lgG-Werten hatten in den
vergangenen 2 bis 22 Monaten eine IA in der Anamnese und wurden daher mit
Voriconazol zur Sekundarprophylaxe behandelt. Die zwei Patienten mit initial erhdhtem
aA-1gG ohne IA in der Anamnese zeigten Anzeichen einer Pilzinfektion im CT jedoch

ohne positiven Aspergillus-Ag-Test und wurden daher als mdgliche IA kategorisiert.

Bei den Patienten mit initial niedrigem aA-lgG-Wert stieg der Wert erst nach der allo-
HSCT auf >5 AU/ml (Abbildung 8-9, gestrichelte Linien). Klinisch waren die Patienten
jedoch unauffallig und wurden daher als keine IA kategorisiert. Beide Patienten hatten
keine 1A in der Anamnese und erhielten keine Immunglobuline, was einen aA-IgG-Anstieg

hatte erklaren kdnnen.
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Abbildung 8-9: Anti-Aspergillus-lgG-Werte der Patienten, die wahrend der
Behandlung positiv auf aA-IgG getestet wurden. Bei funf Patienten war der aA-lgG-
Wert vor der allo-HSCT (durchgezogene Linien) erhdht, bei zwei Patienten stieg der

aA-IgG-Wert wahrend der Behandlung tber 5 AU/ml (gestrichelte Linien).
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Als Nachstes betrachteten wir die Patienten, die nach der Transplantation eine
wahrscheinliche 1A entwickelten. Abbildung 8-10 zeigt die aA-IgG-Werteverlaufe aller
Patienten, die wahrend der Behandlung eine wahrscheinliche 1A entwickelten. Keiner der
Patienten entwickelte im Verlauf aA-lgG-Werte >5 AU/ml.
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—¥=Pt. 47
~®—Pt. 72
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-20 70 80
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Abbildung 8-10: aA-IgG-Werte von Patienten mit wahrscheinlicher IA wahrend der
Behandlung. Die aA-lgG-Werte gelten als positiv wenn >5 AU/mIl. Keiner der
Patienten mit wahrscheinlicher IA hatte positive aA-lgG-Werte. Wir fanden keinen
Zusammenhang zwischen dem Verlauf der aA-lgG-Werte und dem Ausbruch der
IA. Die Patienten #23, #36 und #45 hatten keine IA in der Anamnese und erhielten
keine antimykotische Prophylaxe.
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9. DISKUSSION

Die Bestimmung von Antikdrpern ist ein wichtiger Bestandteil zur Diagnostik der
nichtinvasiven Aspergillose bei immunkompetenten Patienten (49; 16). Zur Bestimmung
der  Anti-Aspergillus-Immunantwort  werden  verschiedene  Verfahren  wie
Immunelektrophorese, Counter-Immunelekrophorese  oder Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) verwendet (49). In einer aktuellen Publikation wurden
Hinweise gefunden, dass das Vorhandensein von Anti-Aspergillus-lgG vor der
Transplantation auf das Auftreten einer IA wahrend oder nach der allo-HSCT hindeuten
kann (24). Aufgrund fehlender Standardisierung der verwendeten Tests sind die
publizierten Daten jedoch nur bedingt Gbertragbar.

Ziel unserer Untersuchungen war es, den diagnostischen Nutzen eines Nachweises von
Anti-Aspergillus-IlgG vor allo-HSCT zur Pradiktion der IA nach allo-HSCT zu testen.
Aufgrund des hohen Risikos fur das Auftreten einer IA (1; 4; 6) sowie der kontrollierten
Umgebungsbedingungen (8; 11), wie Luftfiltration zur Reduzierung externer Einflisse, ist
das Setting der allo-HSCT fir diese Zwecke gut geeignet (7). Zur Bestimmung der aA-
lgG-Werte haben wir uns fur einen standardisierten und kommerziell verfigbaren Test
entschieden, um eine maximale Stabilitdt und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu
erreichen. Der Platelia® Aspergillus IgG-Test ist ein rekombinanter Antigen-basierter-EIA
zur Bestimmung von Anti-Aspergillus-1IgG im Serum (21). Der Test wurde wochentlich
durchgefuhrt. Lagen mehr als ein Testergebnis vor der allo-HSCT vor wurde nur der erste
Wert bertcksichtigt. Der Test auf GM diente uns als zusatzlicher diagnostischer Marker,

um eine Klassifizierung des Outcomes gemal EORTC durchfiihren zu kénnen (25).

In unserem Patientenkollektiv konnten wir keinen Zusammenhang zwischen aA-IgG-
Werten vor der Transplantation und dem Auftreten von IA wahrend der Behandlung
finden. Dies zeigte sich auch in der Subgruppe der Patienten ohne IA in der Anamnese.
Lediglich in dieser Subgruppe wurde keine antimykotische Prophylaxe verabreicht,
welche den Ausbruch einer Aspergillose hatte beeinflussen kénnen.

Des Weiteren finden wir keinen signifikanten Unterschied der aA-lgG-Werte zwischen
Patienten mit wahrscheinlicher und erwiesener IA in der Anamnese gegeniber Patienten
ohne IA in der Anamnese. Dieser Punkt ist besonders interessant, weil er suggeriert, dass
eine vorangegangene Infektion in diesem Patientenkollektiv keine IgG-Antwort induziert.
Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass eine

Besiedlung der unteren Atemwege mit Aspergillus-Arten bei Patienten mit
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hamatologischen Krankheiten zu erhéhter Pravalenz und vermehrten Todesfallen durch
invasive Pilzinfektionen fuhrte (19; 45). So liegt auch in unserer Untersuchung die
Inzidenz der mdglichen und wahrscheinlichen IA trotz antimykotischer Prophylaxe bei
Patienten mit IA in der Anamnese (nicht signifikant (p=0,286)) im Trend etwas hoher als
bei Patienten ohne IA in der Anamnese. Wir vermuten daher, dass ein Grund fur die
geringe Aussagekraft des Platelia® Aspergillus IgG-Tests die bei diesen Patienten
reduzierte oder fehlende Féahigkeit Antikorper zu bilden ist. So kann bedingt durch das
Krankheitsbild und die intensive antineoplastische Vortherapie ein Mangel an B-Zellen zu
der verminderten Antikdrperproduktion fihren. Bei der Betrachtung des Verlaufs der aA-
lgG-Werte unter der allo-HSCT zeigen die Patienten mit initial erhéhten Werten einen
gleichbleibenden bis abfallenden Verlauf. Nur ein Patient, der vor der allo-HSCT einen
erhohten aA-IgG-Wert hatte, war nach der Behandlung aA-1gG negativ. Bei den Patienten
#6, #70 und #74 blieb der aA-IgG-Wert in allen Proben relativ konstant >5 AU/ml. Es ist
daher moglich, dass ein erhohter aA-IgG-Wert die Chemotherapie sowie die HSCT
Uberstehen kdnnte, dies musste jedoch in weiteren Studien belegt werden.

Wie zu erwarten war, entwickeln Patienten in der Neutropenie keine AntikGrperantwort
auf eine akute IA. Warum es bei zwei Patienten zu einem Anstieg der aA-IgG gekommen
ist konnte nicht geklart werden, beide Patienten zeigten keine klinischen Anzeichen einer
IA. Eine Nutzung des aA-1gG-Test zur Diagnose akuter IA ist daher nicht mdglich.

Des Weiteren zeigte bereits eine frihere Untersuchung, dass eine Besiedlung der Lunge,
im Gegensatz zu Patienten mit CPA und ABPA, im Median nicht mit einem positiven aA-
IgG-Wert verbunden ist (21), eine asymptomatische Besiedlung fuhrt also scheinbar nicht
zu einem aA-lgG-Anstieg. Wie Patienten mit asymptomatischer Besiedlung
einzugruppieren sind, also ob diese eine Antikorperantwort erzeugen oder nicht, wird von
Kollegen unterschiedlich interpretiert, so werden sie manchmal der positiven (53) und in
anderen Arbeiten der negativen (54) Kontrollgruppe zugeordnet. Unsere Erwartung war,
dass eine zurlickliegende IA zur Bildung von aA-IgG fihrt, so wie dies bei CPA-Patienten
der Fall ist (Sensitivitat 90-94%) (21; 22).

Es ist zudem mdoglich, dass die Antikdrper durch den Test nicht erkannt wurden. So zeigte
eine vergleichende Studie, dass ein anderes Testsystem (ImmunoCap Aspergillus IgG)
Aspergillus-IgG findet, selbst wenn der Platelia IgG negativ bleibt (39). Dies begrindet
sich vermutlich in der unterschiedlichen Antigen-Zusammensetzung der Tests. Die
geringere Nachweisgrenze geht jedoch mit einem hoheren Cut-Off einher, so wurden mit
beiden Test gleich viele Falle von CPA identifiziert (Platelia Aspergillus IgG 85% vs.
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ImmunoCap Aspergillus IgG 86%) (39). Ob ein anderer Test zu anderen Ergebnissen

gefuhrt hatte ist unklar.

Unsere Ergebnisse bei stark immunkomprimierten Patienten stehen im Gegensatz zu
den bekannten Daten zur nichtinvasiven Aspergillose bei immunkompetenten Patienten,
die zur Erprobung des Tests erhoben und publiziert wurden. Der Platelia® Aspergillus
lgG-Test zeigt eine hohe Sensitivitat von 90,6-93,8% und Spezifitdt von 99,5-100% zur
Diagnose der allergischen bronchopulmonalen Aspergillose und der chronischen
pulmonalen Aspergillose (21).

Unsere Ergebnisse weichen zudem von einer zuvor publizierten Arbeit ab, bei der die
Immunantwort gegen 6 rekombinante Aspergillus fumigatus-Proteine einen pradiktiven
Wert fur das Auftreten von IA nach einer allo-HSCT geben konnte (24). Unsere
Untersuchung unterscheidet sich jedoch von der vorangegangenen Arbeit in einigen

Punkten:

1) Es wurden unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der aA-lgG-Werte
verwendet. In der Arbeit von Du et al. wurden 6 unterschiedliche Antigene
beschrieben und separat ausgewertet. Einige der verwendeten Antigene waren
auch sensibel fur Candida albicans-Antikdrper. Der Platelia® Aspergillus IgG-
Test ist sensibel fur einen oder mehrere Aspergillus fumigatus-Antikérper (49).
Eine prazisere Charakterisierung der beiden Tests ist leider nicht mdglich, da
die genaue Zusammensetzung oder Durchflihrung jeweils nicht vero6ffentlicht

wurde.

2) Das Patientenkollektiv war unterschiedlich. So wurden bei Du et al. HSCT-
Empfanger und Patienten mit ,intensiver* Chemotherapie eingeschlossen. In
unserer Beobachtung wurden nur Patienten eingeschlossen, die eine allo-
HSCT erhalten haben. Eine mdgliche Ursache fur die unterschiedliche
Antikdrperexpression kann demzufolge die Intensitdt der Chemotherapie sein.
In vorhergehenden Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
Antikdrperspiegel nach HSCT abnehmen und vorangegangene Immunitaten
aufgehoben werden kénnen (55; 56; 23). Dabei ist nicht eindeutig, in wie weit
das Immunsystem der Patienten bereits vor der HSCT noch in der Lage war

Antikdrper zu bilden. Zu dieser Fragestellung liegen Daten vor, welche zeigen,
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dass eine ausreichende Immunantwort auf eine Impfung erst 12 bis 24 Monate
nach einer HSCT wieder besteht (55; 57). Dies zeigt sich auch in den
Empfehlungen der Fachgesellschaften, bei Patienten unter Chemotherapie
keine Impfungen durchzufihren (23). Eine Aussage Uber die Immunantwort
von Patienten nach Induktion und/oder Konsolidierung lasst sich aufgrund der
unterschiedlichen Schemata nicht treffen. Es ist jedoch davon auszugehen,
dass es durch die antineoplastische Behandlung zu einer eingeschrénkten

Immunantwort kommt.

Dritter Unterschied war der Beobachtungszeitraum. Du et al. berichten vom
medianen Auftreten einer IA an Tag 26, beobachtet wurde Gber mindestens ein
Jahr. So wurden auch IA bis zum 322. Tag nach der HSCT dokumentiert. In
unserem Setting wurde nur wahrend des Aufenthalts auf der
Transplantationsstation beobachtet. Ein Follow-up fand nicht statt. Dadurch
hatten wir einen medianen Beginn der IA an Tag 18. Dafir wurden die
Patienten in unserem Setting taglich Uberwacht und wdchentlich auf
Aspergillus-Antigene und aA-lgG Uuberpruft. Bedingt durch die kurze
Beobachtungsdauer waren wir nicht in der Lage, spater auftretende IA (late-
onset IA, >40 post-HSCT) zu erfassen. Unser Ziel bestand vorrangig darin,
einen Zusammenhang zwischen Besiedlung und Ausbruch wahrend der
Immunsuppression zu zeigen, daher haben wir von einem Follow-up
abgesehen. Nach unserer Einschatzung steigt bei spateren Ausbriichen der
IA, also nach Entlassung aus dem Krankenhaus, die Wahrscheinlichkeit einer
Primarinfektion bedingt durch den Anstieg der Pilzexposition in der Umwelt
(16).

Zudem machen Du et al. keine Angaben tber Prophylaxe und Therapien. Wir
verwendeten keine Primarprophylaxe gegen Schimmelpilze und betrachteten
die Patientengruppe sowohl in ihrer Gesamtheit, als auch als Subgruppen mit
oder ohne Sekundarprophylaxe. Die Einteilung in Subgruppen fuhrte zu
kleineren Gesamtzahlen und damit zu einer geringeren Aussagekraft. Im
Gegenzug kénnen wir jedoch in der Gruppe der Patienten ohne antimykotische

Prophylaxe einen Bias durch die Selbige ausschliel3en.

——

37

'



DISKUSSION

In Ermangelung groBer und aussagekraftiger Studien Uber die Anwendung von
antimykotischer Prophylaxe, wird die Anwendung zwischen den Zentren unterschiedlich
gehandhabt. In unserer Untersuchung erhielten Patienten ohne IA in der Anamnese keine
Priméarprophylaxe gegen Schimmelpilze und zeigten trotzdem eine geringere Pravalenz
als Patienten mit IA in der Anamnese und Prophylaxe. Dies deckt sich mit einer weiteren
aktuellen Arbeit, in der vermutet wurde, dass eine antimykotische Primarprophylaxe bei
Patienten mit niedrigem IA-Risiko nicht notwendig ist (58).

In unserer Studie war die Inzidenz der IA nach allo-HSCT bei Patienten mit 1A in der
Vorgeschichte gering. Diese Patienten wurden mit einer sekundaren antimykotischen
Prophylaxe (Voriconazol) behandelt. Diese Daten sind gut vergleichbar mit einer
aktuellen Arbeit an einem grof3en Patientenkollektiv, bei dem der Einfluss einer
vorherigen IA auf den Verlauf einer allo-HSCT untersucht wurde. Es wurden retrospektive
Daten aus dem Register der European Society for Blood and Marrow Transplantation
analysiert, dabei zeigte sich lediglich ein nicht signifikanter Trend (p=0,078) zu geringeren
Gesamtiiberlebensraten (59). Die Haufigkeit der IA wird in der Studie jedoch nicht
angegeben, da aufgrund der Registerdaten bei vielen Patienten keine Informationen tber
die IA vorhanden waren. Die Daten stehen im Gegensatz zu alteren Untersuchungen, in
denen noch groRe Unterschiede in den Uberlebensraten von 56% zu 77% (p=0,0001) bei
HSCT-Patienten mit und ohne IA in der Anamnese gefunden wurden (60; 61). Die
Verbesserung des Uberlebens von allo-HSCT Patienten mit préaexistenter invasiver
Aspergillose zeigt sich als stetiger Trend seit den 1990er Jahren (6). Die Begrundung
liegt wahrscheinlich in Fortschritten bei der Prophylaxe, Diagnose und Behandlung der
IA, so zeigten Voriconazol und Posaconazol im Vergleich zu Fluconazol deutlich bessere
Ansprechraten bei Aspergillosen (62) und sind auch in der Langzeitprophylaxe
einsetzbar. Zudem kénnen durch verbesserte radiologische Verfahren und serologische

Marker Aspergillosen schneller erkannt werden (63).

Zusammengefasst konnten wir in unserer Untersuchung keine Hinweise finden, dass mit
dem Platelia® Aspergillus IgG-Tests in einem klinischen Setting bei allo-HSCT-Patienten
eine Vorhersage fur das Auftreten einer IA getroffen werden kann. Unsere Ergebnisse
widersprechen jedoch nicht grundsatzlich dem Konzept der Aktivierung latenter
Infektionen oder Kolonisierung, da bedingt durch die Erkrankung und die
antineoplastische Behandlung viele Storeffekte zum Tragen kommen. Unsere

Ergebnisse zeigen, dass ein reiner Fokus auf die AntikOrperdiagnostik in diesem
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Patientenkollektiv als schwierig anzusehen ist, da eine zurlickliegende IA oder
asymptomatische Besiedlung mit den bekannten Tests nicht beziehungsweise nicht
ausreichend erfasst werden. Ein Schwerpunkt sollte weiter auf der Identifikation von
Risikopopulationen liegen, um fir diese Patienten eine optimale Versorgung zu
gewahrleisten und Patienten mit niedrigem Risiko von unndétigen Therapien und
Untersuchungen zu entlasten. Aktuell liefert z.B. die Identifizierung von Patienten mit
PTX3-Rezeptormangel vielversprechende Ergebnisse (64; 65). Neben der Einteilung in
Risikogruppen sollten auch die analytischen Nachweismethoden weiterentwickelt
werden. Hierbei sind derzeit insbesondere Fortschritte bei der bildgebenden Diagnostik
und bei den verbesserten Nachweismethoden von Pilz-DNA, wie z.B. multiplex Assays,

zu erwarten (66; 67).
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