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1 Einleitung

Die Cytomegalievirus-(CMV)-Gastroenteritis stellt eine schwerwiegende Komplikation der
Immunsuppression bei Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED)
sowie nach allogener Stammzelltransplantation (STX) dar. Die CMV-Gastroenteritis kann mit
einer erhohten Morbiditit und Mortalitit vergesellschaftet sein und bedarf besonderer

Aufmerksamkeit in Bezug auf Diagnostik und Behandlung (Stamminger 1997).

Zu den CED zihlen die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn. Die Atiologie beider
Erkrankungen ist bisher nicht vollstindig geklart. Eine genetische Pradisposition konnte bei der
Colitis ulcerosa sowie dem Morbus Crohn festgestellt werden. Der Morbus Crohn zeigt einen
diskontinuierlichen, transmuralen Befall, der den gesamten Magen-Darm-Trakt betrifft. Die
Stuhlfrequenz ist im Gegensatz zur Colitis ulcerosa nur leicht erhéht, auch Obstipation kann
vorliegen. Komplikationen wie Fisteln und Abszesse konnen auftreten. Die Colitis ulcerosa ist
gekennzeichnet durch eine stark erhohte Stuhlfrequenz und einen kontinuierlichen Befall der

Mukosa und Submukosa des Colons. Bei der Colitis ulcerosa ist in der Regel nur das Colon
betroffen (Kucharzik et al. 2018; Preif3 et al. 2014).

Eine STX erfolgt hauptsichlich nach Hochdosis-Chemotherapie und dient der Regeneration
von Bestandteilen des Blutes und Zellen der Immunabwehr. Es kann zwischen autologer
(selbst) und allogener (fremd) Stammzelltransplantation unterschieden werden. Eine autologe
Transplantation erfolgt aus Zellen des Empfingers selbst, die vor der Chemotherapie
entnommen werden. Bei einer allogenen Transplantation handelt es sich um eine Zellspende
eines gesunden Spenders, bei dem allerdings eine Histokompatibilitit vorliegen muss. Die
Indikationen fiir eine Stammzelltransplantation sind beispielsweise Leukamien, Lymphome und
das Multiple Myelom, bei denen durch die Hochdosis-Chemotherapie eine Myeloablation
Voraussetzung ist. Im Anschluss kénnen so gesunde Stammzellen transplantiert werden, um

eine Heilung der zugrundeliegenden Erkrankung zu erméglichen.

11 CMV

Das humane CMYV ist ein Mitglied der Familie der Herpesviridae (HHV 5). Es handelt sich um
ein  behiilltes Desoxyribonukleinsiure (DNA)-Virus. Die Ubertragung erfolgt iiber
Korperflussigkeiten wie Speichel, Blut oder Muttermilch.

Beziiglich der Seroprivalenz schwanken die Angaben in der Literatur zwischen 40 und 70% der

Gesamtbevolkerung. Da es sich um ein Herpesvirus handelt, kann man davon ausgehen, dass
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die Privalenz mit zunehmendem Alter steigt. Dies liegt an der steigenden Anzahl
gesellschaftlicher Kontakte (Britt und Boppana 2004; de Jong et al. 1998; Goodgame 1993;
Grof3 2006; Korndewal et al. 2015).

Eine nachgeburtliche Erstinfektion oder Erkrankung, ob bei Kindern oder Erwachsenen mit
CMV, verliuft beim immunkompetenten Individuum meist asymptomatisch und ohne
Spatschiaden. Nach einer Inkubation von zwei bis sechs Wochen kann es zu unspezifischen,
grippedhnlichen Symptomen kommen. In einigen Fillen kann sich ein der Mononukleose
ahnliches Krankheitsbild mit Lymphadenopathie, Fieber und einer Lymphozytose
manifestieren. Wihrend der Replikationsphase kommt es vor allem in den
Oberflichenepithelien der Schleimhaute zur Vermehrung des Virus und somit zum Beginn der
Infektion. Das Virus persistiert darauthin ein Leben lang latent vor allem in myeloiden
Vorliuferzellen des Knochenmarks, insbesondere den Monozyten, sowie in Epithelien oder
Endothelien betroffener Organe (Grof3 2006; Hirsch 2010).

Unterschieden wird dabei eine Primirinfektion von einer Reaktivierung des CMV. Beide
Formen koénnen zudem problematisch beim immuninkompetenten Menschen sein.
Komplikationen der Infektion richten sich dann nach den befallenen Organen und koénnen als
CMV-Erkrankungen manifest werden wie die CMV-Hepatitis, -Enzephalitis, -Pneumonie,
-Retinitis oder die CMV-Gastroenteritis/Colitis (Santos et al. 2014; Vilibic-Cavlek et al. 2015).

1.2 Immunsuppression

Eine Immundefizienz kann verschiedene Ursachen haben. Man unterscheidet angeborene
Immundefekte, verringerte T-Zellen bei Immundefizienz durch HIV oder iatrogen gewollte

Immunmodulation/Immunsuppression.

Allen Ursachen ist gemeinsam, dass das Immunsystem nicht adiquat auf opportunistische
Krankheitserreger reagiert, wie es auch bei einer Infektion oder Reaktivierung des CMV der Fall
ist. Immundefizienz bedarf besonderer Aufmerksamkeit, wenn diese durch therapeutische
Immunsuppression auftritt, da diese das Risiko einer Infektion zusitzlich im Vergleich zu

Gesunden steigert (Stamminger 1997).

Von der Grundkrankheit abhingig stehen verschiedene Immunsuppressiva bzw.
Immunmodulatoren als Therapiecoption zur Auswahl. Die medikament6se Therapie bei CED
beispielsweise richtet sich hauptsiachlich nach der Krankheitsaktivitit und der Lokalisation.
Nachfolgend werden in den Abbildungen (Abb.) 1 und 2 die typisch angewandten Wirkstoffe
bzw. Wirkstoffgruppen entsprechend den Therapieempfehlungen der deutschen Leitlinien fir
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa aufgefithrt (Kucharzik et al. 2018; Preil3 et al. 2014). Bis auf
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die antientziindlich wirkenden 5-Aminosalicylate haben die eingesetzten Wirkstoffe einen

immunmodulierenden Effekt.

* topische *Glucocorticoide * TNF-a-Antikérper
Glucocorticoide systemisch ¢ Antimetabolite

. Mesalazip als e MTX als Alternative
Alternative

TNF-a-Antikorper: Infliximab, Adalimumab; Antimetabolite: 6-Mercaptopurin, Azathiorin; Glucocorticoide: topisch Budesonid, systemisch
Prednisolon (Preif3 et al. 2014).

Abb.1: Therapieschema Morbus Crohn nach Krankheitsaktivitit

¢ 5-ASA-Priparate * 5-ASA-Priparate * Glucocorticoide
topisch topisch oder systemisch
systemisch * Calcineurininhibitoren
* Glucocorticoide * TNF-a-Antikérper
opisen * Antimetabolite

5-ASA  (5-Aminosalicylate): Mesalazin, Sulfasalazin; Calcineurininhibitoren: Tacrolimus, Ciclosporin A; TNF-a-Antikérper:Infliximab,
Adalimumab; Antimetabolite: 6-Mercaptopurin, Azathiorin; Glucocorticoide: topisch: Budesonid/systemisch: Prednisolon (Kucharzik et al.
2018).

Abb.2: Therapieschema Colitis ulcerosa nach Krankheitsaktivitit

In einigen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen der Einnahme von
Immunmodulatoren bei CED-Patienten und einem erhéhten Risiko einer CMV-Infektion im
entzindeten Gewebe dargestellt werden (Goodgame 1993; Kishore et al. 2004; Lawlor und
Moss 2010). Auch konnten Studien zeigen, dass CED-Patienten in Remission kein erhéhtes
Risiko aufwiesen, an einer CMV-Colitis zu erkranken (Cottone et al. 2001; Domenech et al.
2008; Kim et al. 2010).

Die STX stellt eine kurative Therapieoption bei bestimmten malignen Erkrankungen wie bei
bestimmten Leukdmieformen oder den malignen Lymphomen dar. Patienten nach einer STX
haben ein erhohtes Risiko eine graft-versus-host disease (GvHD) als Komplikation der
Transplantation zu erleiden. Die Privalenz der GvHD liegt zwischen 20 und 50% (Wagner et
al. 1989).

Die GvHD kann sich dhnlich mannigfaltig duflern wie eine CMV-Erkrankung — mégliche
Ziclorgane stellen u.a. die Leber, die Haut sowie der Gastrointestinaltrakt dar. Dabei sind
Symptome des Magen-Darm-Traktes assoziiert mit abdominellen Schmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen, gastrointestinalen Blutungen und Diarrhoe. Die Gesamtmortalitidt nach einer STX
liegt bei etwa 50%, wobei gerade die GvHD als Risikofaktor gilt (Ross et al 2008). Um das
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Risiko einer AbstoBungsreaktion zu verringern, wird eine Therapie mit immunsuppressiven
Wirkstoffen wie Cyclosporin A (CyA), Tacrolimus, Mycophenolatmofetil (MMF) oder
Methotrexat (MTX) durchgefiihrt.

Ein zweiter Risikofaktor fiir eine erh6hte Gesamtmortalitit stellt die CMV-Erkrankung nach
einer STX unter immunsuppressiven Bedingungen dar. Diese kann gerade im ersten Jahr nach
einer Transplantation bei bis zu 25% aller STX-Patienten auftreten. Dabei manifestiert sich eine
CMV-Gastroenteritis bei bis zu 10% dieser Patienten. Eine zusitzliche CMV-Erkrankung kann
die Mortalititsrate der STX-Patienten auf bis zu 80% ansteigen lassen (Roberts et al. 2010).

Nachfolgend werden in Abb. 3 immunsuppressive Medikamente dargestellt, die nach einer STX

zum Einsatz kommen konnen.

Immunsuppressiva nach STX

* Ciclosporin A (CyA) als Calcineurininhibitor
e Tacrolimus als Calcineurininhibitor

e Sirolimus als mTOR Inhibitor

* Mycophenolat-Motefil (MMF)

* Biologicals

Abb. 3: Immunsuppressiva nach STX

1.3 Diagnostik der CMV-Gastroenteritis

Wie bereits erwiahnt, kann es im Rahmen einer CMV-Infektion zu Lymphknotenschwellungen,
Myalgien und Fieber kommen. Eine Infektion oder eine Reaktivierung bieten mehrere
Mboglichkeiten des Nachweises. An erster Stelle (1) steht die Serumdiagnostik, gefolgt von nicht-
invasiver Diagnostik (2) in Form von Bildgebung oder Stuhltest. An dritter und letzter Stelle
kann invasive Diagnostik (3) z. B. Bronchoskopien, Endoskopien und Liquorpunktionen

erfolgen.

(1) Laborchemisch kénnen zumeist eine Thrombozytopenie und eine Andmie nachgewiesen
werden (Grofl 2006; Stamminger 1997). Die Serumdiagnostik wird erginzt durch die
serologische Bestimmung von IgM, IgG, CMV-DNA und bei Bedarf pp-65-Ag.

Das IgM ist das erste Immunglobulin, das bei einer Infektion nachweisbar wird - so auch bei
einer CMV-Infektion (Miiller 2006; Grof3 2006). Zu berticksichtigen ist einerseits, dass ein



1 Einleitung 5

negativer Titer wegen moglicher Inkubationszeit keine Infektion ausschlieB3t, andererseits eine

IgM-Persistenz, d.h. ein dauerhaft hoher IgM-Titer, nicht immer fir eine Reaktivierung spricht.

Das IgG erscheint nach dem Immunglobulinklassenwechsel und bleibt den Rest des Lebens als
ein Art Gedichtnis des Immunsystems bestehen. Kommt es zu einer Reaktivierung der

Cytomegalie, steigt das IgG eventuell wieder an.

Noch viel aussagekriftiger als der Immunglobulin-Nachweis ist die Bestimmung viraler DNA
in Leukozyten des Blutes mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Untersuchung. Bei
Nachweis von viraler DNA kann von einer Infektion ausgegangen werden und sie spiegelt im
steigenden Niveau die Schwere der CMV-Infektion wieder (Grof3 20006).

Das pp-65-Ag kann in Lymphozyten aus Vollblut durch Immunfluoreszenzverfahren
nachgewiesen werden und stellt einen Aktivititsmarker einer CMV-Reaktivierung dar. Dieses
wird nicht grundsitzlich empfohlen, da die Sensitivitit und Spezifitit sich in der Praxis nicht als

ausreichend erwiesen haben (Hirsch 2010).

(2) Als nichstes sollte bei dringendem Verdacht auf eine Organmanifestation erweiterte nicht-
invasive Diagnostik erfolgen. Diese umfasst z.B. Rontgen-Thorax-Aufnahmen bei Verdacht auf
eine CMV-Pneumonie, eine Fundusspiegelung bei CMV-Retinitis oder einen Stuhltest bei
dringendem Verdacht auf eine CMV-Kolitis. Dieser Stuhltest wird ebenfalls mittels PCR auf
CMV-DNA untersucht.

(3) Invasive Verfahren sollten erst zum Schluss der Diagnostik erfolgen, wenn sich die anderen
Nachweisverfahren nicht als zielfiihrend erweisen konnten. Gerade die Unterscheidung bei

STX-Patienten zwischen GvHD und CMV-Colitis kann invasive Verfahren notwendig machen.

Bei diesen Verfahren wird Probematerial vermutlich betroffener Organe entnommen. Es kann
ein Nachweis in Form von histologischer Betrachtung von Schnitten des Gewebes durch die
Pathologie erfolgen. Diese Schnitte werden eingefarbt mit Himatoxylin und Eosin (H&E) und
unter dem Mikroskop betrachtet. Dabei konnen einzelne vergrolerte Zellen, welche durch
einen zytopathischen Effekt entstehen, mit intranukledren eosinophilen Einschlusskérpern,
sogenannten Fulenaugenzellen, nachgewiesen werden, was auch im Namen Cytomegalie oder
Einschlusskorperchenkrankheit verdeutlicht wird (Hirsch 2010). Diese Eulenaugenzellen sind
spezifisch fiir eine CMV-Infektion.
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Abb. 4: Schematische Darstellung Eulenaugenzellen im Vergleich zur normalen Zellgré3e

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis bietet die Immunhistochemie (IHC). Mit Hilfe einer
Antikorperfiarbung, die sich gegen Antigene von Hillproteinen des CMV richtet und diese
sichtbar macht, kann eine CMV-Infektion nachgewiesen werden (Fegeler und Herbst 2004).

Dartber hinaus kann auch eine PCR des Probematerials betroffener Organe den Nachweis einer

Infektion erbringen.

Ein einheitlicher Goldstandard zur Diagnostik einer gewebeinvasiven CMV-Infektion konnte
bisher nicht klar definiert werden. Finige Studien priferieren die Diagnosestellung eindeutig
durch die Histologie und IHC aus den Gewebeproben. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa konnte
so der Nachweis des CMV von 0,5% fur die Histologie allein auf 20 bis 40% gesteigert werden,
wenn die Histologie um die IHC erweitert wurde (Domeénech et al. 2008; Cottone et al. 2001;
Kojima et al. 2006; Kambham et al. 2004). Allerdings scheint eine reine PCR-Diagnostik aus
Gewebeproben in manchen Studien schlechter auszufallen (38%) als der Nachweis im Blut
(60%) (Pofelski et al. 2007; Yoshino et al. 2007).

In anderen Studien, die Motrbus-Crohn-Patienten betrachteten, konnte die IHC keinen
positiven Nachweis erbringen beziiglich einer CMV-Infektion. Die PCR aus Probeentnahmen

(PE) zeigte jedoch auch nur eine geringe Trefferquote (Kim et al. 2010).

Die zugrundeliegende Erkrankung spielt bei einer CMV-Infektion eine besondere Rolle. So
scheinen Patienten mit einer steroid-refraktiren Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn ein
deutlich erhohtes Risiko zu haben, an einer CMV-Infektion zu erkranken (Nakase et al. 2010;
McCurdy et al. 2015).

Die European Crohn’s & Colitis Organization (ECCO) empfiehlt zur Diagnostik einer
gastrointestinalen CMV-Erkrankung 2zu den histologischen Verfahren auch eine
PCR-Untersuchung aus Gewebeproben durchzufithren (Rahier et al. 2009).

Eine frithe Identifikation einer CMV-Erkrankung bei CED- und STX-Patienten ist von
entscheidender Bedeutung. Eine manifeste CMV-Infektion kann sich klinisch dhnlich dulern
wie ein akuter Schub bei der CED oder einer GvHD bei STX. Die Therapie wire aber
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grundsatzlich unterschiedlich. Eine nicht korrekt durchgefiihrte Diagnostik und ein verzégerter

Beginn der Therapie verschlechtert mal3geblich die Prognose der Patienten.

1.4  Therapieoptionen der CMV-Gastroenteritis

Bei immunkompetenten Individuen wird in der Regel keine Therapie der CMV-Infektion
empfohlen, da es zu keiner schwerwiegenden Erkrankung kommt. Bei immunsuppremierten
Individuen sollte jedoch zeitig eine Therapie in Erwigung gezogen werden, da es zu schwerer
Symptomatik mit Komplikationen bis hin zum Tod kommen kann (Stamminger 1997). Dazu
stehen aktuell zwei spezifische Medikamente mit Zulassung zur Verfiigung. Als Virostatikum
ist das Ganciclovir als intravendser und Valganciclovir als enteral verabreichbarer Wirkstoff zu
nennen. Beide Wirkstoffe inhibieren die DNA-Polymerase und werden tber die Leber
verstoffwechselt. Ganciclovir weist viele Nebenwirkungen auf wie z.B. Paristhesien,
Blutbildverinderungen oder Ubelkeit und Erbrechen, da es auf alle Zellen des Korpers wirkt,
nicht nur auf CMV-infizierte Zellen (McGavin und Goa 2001; Cvetkovic und Wellington 2005).
Aufgrund dieser unerwiinschten Begleiterscheinungen wird im deutschsprachigen Raum keine

Prophylaxe der CMV-Infektion/Reaktivierung bei STX-Patienten durchgefiihrt.

1.5  Fragestellung

Bei immunsupprimierten Patienten scheint die CMV-Infektion mit einer signifikant erhéhten

Morbiditat und Mortalitit assozilert zu sein.

Daher sollte in dieser retrospektiven Dissertationsarbeit bei Patienten mit CED und bei

Patienten mit Z. n. allogener STX folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Stellt die PCR das Mittel der Wahl zur Diagnosesicherung von CMV-Gastroenteritis aus

intestinalen Gewebeproben dar?

2. Zieht die Behandlung mit Glucocorticoiden ein erhohtes Risiko nach sich, an CMV zu

erkranken?
3. Stellen Immunsuppressiva einen Risikofaktor fiir CMV-Erkrankung dar?
4. Gibt es Laborparameter, die auf eine CMV-Erkrankung hinweisen?

5. Kann die Endoskopie zur Diagnosefindung beitragen?
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6. Nimmt die Mortalitit durch eine zusitzliche CMV-Erkrankung in den untersuchten

Kohorten zu?

7. Hat die steigende Anzahl der Immunsuppressiva einen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit

einer CMV-Erkrankung oder CMV-Reaktivierung?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektive

Fir die Studie wurden die Daten von Patienten mit einer CED-Diagnose nach dem
International Classification of Disease 1CD 10) mit der Codierung K50 fiir Morbus Crohn (CD) und
K51 fuar Colitis ulcerosa (UC) gesammelt, die in der Klinik fiir Gastroenterologie und

gastrointestinale Onkologie vorstellig waren.

Es erfolgte die Auswertung der Daten von Patienten, welche sich zwischen Januar 2005 und
Dezember 2016 in der UMG in Behandlung befanden. 902 Patienten mit der Hauptdiagnose
CED konnten identifiziert werden. Nach Ausschluss von CED-Patienten aufgrund von
unvollstindiger Krankengeschichte, unvollstindige/keine Suche oder Seronegativitit beztglich
CMV, konnten 105 Patienten in die Studie eingeschlossen werden (Abb. 5). 85 Patienten wurden
in eine CMV(-)- und 20 Patienten in eine CMV(+)-Gruppe unterteilt. CMV(-) wird
seropositiven (d.h. IgG positiv) Patienten zugeordnet, die keine CMV Reaktivierung aufweisen.
CMV(+) definiert sich als Neuinfektion, Ubertragung oder als Reaktivierung
seropositiver IgG-Trager.

CED-

Gesamtkollektiv
n=902

-n=749

m keine/inkomplette
CMYV Suche

-n=22 Akten
unvollstindig

-n=26 IgG negativ

n=85 n=20
CMV() CMV(+)

Abb. 5: Kollektivzusammenstellung der Kohorte der CED
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Die Diagnostik einer CED basiert dabei auf klinischen, laborchemischen, endoskopischen,

radiologischen und histopathologischen Gesichtspunkten.

Bei allen Patienten wurden folgende Daten gesammelt: Demographie, Laborergebnisse,
endoskopische Befunde, pathologische oder mikrobiologische Befunde sowie die

Medikamenteneinnahme einschlieflich antiviraler Therapie.

Die untersuchten Proben der STX-Patienten entstammen alle der Klinik fiir Gastroenterologie
und gastrointestinale Onkologie. Behandelt wurden diese Patienten in der Klinik fiir
Himatologie und Medizinische Onkologie der UMG. Zur Dokumentation der endoskopischen
Untersuchungen wird die Software WinData® von E&L medicalsystems GmbH, Erlangen,
Deutschland benutzt. Unter dem Begriff ,,GvHD® und/oder ,,Stammzelltransplantation®

wurden die Daten von Patienten mit STX gesammelt.

Die STX-Kohorte umfasste initial 217 Patienten nach STX, die sich nach Abzigen durch
unvollstindige Krankengeschichte und Seronegativitit auf 120 Patienten reduzierte (Abb. 0).

STX-
Gesamtkollektiv
n=217

-n=74 Akten

unvollstindig

-n=23 IgG negativ

n=52 CMV(-) n=68 CMV(+)

n=48 CMV-
Infektion

n=20 CMV-
Gastroenteritis

Abb. 6 Kollektivzusammenstellung der Kohorte der STX

Bei allen 225 in dieser Studie eingeschlossenen Patienten galt zunichst die Voraussetzung, dass
der Serostatus beziiglich des Vorhandenseins oder Nicht-Vorhandenseins von IgM- oder

IgG-Antikorper bekannt war. Als CMV (-)-Patienten wurden solche definiert, die IgG(+) waren,



2 Material und Methoden 11

d.h. es fand in der Vergangenheit eine Primirinfektion unbekannten oder bekannten
Zeitpunktes statt, die aber keine Aktivitit beziiglich des CMV-DNA Nachweises zeigten, weder

im Serum noch in Probebiopsien.

Als CMV (+)-Patienten wurden im Umkehrschluss solche definiert, welche nicht nur positive
IgM- oder IgG-Antikorper, sondern auch andere Aktivititsparameter aufwiesen. Der Nachweis
von einer stattfindenden Replikation des viralen Genoms kann definitionsgemil3 entweder
mittels quantitativer PCR aus gewonnenem Serum oder Probebiopsien, mit
immunhistochemischen Firbungen oder in Form von histologischen Merkmalen, wie dem

Nachweis von Fulenaugenzellen, durchgefithrt werden.

In der quantitativen PCR wird eine aktive Replikation der CMV-DNA nach Primirinfektion
oder Reaktivierung dabei als Cytomegalie-Viruslast oder Cytomegalie-Virimie bezeichnet. Thr
Nachweis gilt als diagnostischer Standard und Empfehlung. In dieser Arbeit wurde nicht allein
der Serumnachweis einer Cytomegalie-Virdmie, sondern auch der Nachweis von CMV-DNA

aus Probebiopsien als beweisend fur eine aktive CMV-Erkrankung angenommen.

Die Einnahme von Immunsuppressiva wurde mittels Einordnung in entsprechende
Wirkstoffgruppen in die statistischen Analysen einbezogen. Gleichzeitig wurde der Frage

nachgegangen, ob oder bis zu wie viele Immunsuppressiva jeder Patient erhielt.

Diese retrospektive Studie wurde von der Ethikkommission der Universititsmedizin Gottingen
(UMG) geprift und zugelassen (DOK_211_2015). Die Erhebung der Daten erfolgte aus
archivierten Patientenakten und digitalen Patientendaten in Form von Befunden aus dem
Institut fir Pathologie der UMG und dem Institut der Medizinischen Mikrobiologie der UMG
sowie aus Arztbriefen und Befunden der klinischen Chemie. Der Datenschutz wurde zu jeder

Zeit beachtet und eingehalten.

2.2  Laborchemische und endoskopische Diagnostik

In der statistischen Analyse beider Kohorten wurden vorhandene Laborergebnisse beziiglich
Himoglobin, Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl, dem C-reaktiven Protein (CRP), Kreatinin,

Alanin-Aminotransferase (ALT), Albumin und Protein untersucht.

Die Gewebebiopsien erfolgten in der Klinik fir Gastroenterologie der Universititsmedizin
Gottingen mit Hilfe konventioneller endoskopischer Instrumente (Olympus Co, Ltd, Tokyo,
Japan). Diese Biopsien gewann man aus unterschiedlichen Organen des Gastrointestinaltraktes.

In der Regel entnahm man diese aus dem Rand verdichtiger Lisionen.
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Eine Fixierung der Biopsieproben fiir eine H&E- sowie IHC-Untersuchung fand in 10%iger
Formalin-Losung statt. Fiir die quantitative PCR-Untersuchung versendete man das Material in
0,9%iger NaCl-Losung,.

Insgesamt konnten 70 Biopsie-Serien bei der CED-Kohorte und 110 Biopsie-Serien bei der
STX-Kohorte wihrend endoskopischer Untersuchungen entnommen werden. Als Serien sind

mehrere Probeentnahmen aus unterschiedlichen Lokalisationen zu verstehen (Tab. 1).

Zusitzlich erfolgten in der Kohorte der STX auch andere Probeentnahmen zur Diagnostik einer

moglichen CMV-Infektion z. B. in Form von BAL oder Liquorpunktionen.

Tab. 1 Lokalisation der Probeentnahmen

Lokalisation PE-Serien CED PE-Serien STX

N
Osophagus 0 2
Gaster 5 78
Duodenum 3 43
Jejunum 0 2
Ileum 9 1
Coecum 6 6
Colon 55 31
Sigma 51 51
Rectum 42 41
Ohne Angabe 33 0
Anastomose 2 0
Polypen 2 0
PE: Probeentnahme

2.3 Histologie und Immunhistochemie

Die Untersuchung und Auswertung der entnommenen Gewebeproben erfolgte durch
Mitarbeiter im Institut der Pathologie der UMG mittels H&E und IHC. Die Proben der
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CED-Kohorte untersuchte man beztiglich der Fragestellung nach einer CMV-Infektion. Die
Proben der STX-Kohorte betrachtete man nach dem Gesichtspunkt einer mdglichen
CMV-Infektion sowie differentialdiagnostisch einer GvHD. Dazu ibersandte man der
Pathologie das Probematerial in 10%iger Formalin-Losung. Insgesamt wurden 103 PE-Serien

mit der Fragestellung einer CMV an das Institut fir Pathologie verschickt.

Die IHC-Methode bedient sich Anti-CMV-monoklonaler Maus-Antikérper wie DDG9 und
CCH2 (Dako, Code GA752, Denmark). Die IHC erfolgte gemal3 den Herstellerangaben.

2.4  Serologie und PCR

Die serologische Untersuchung fithrten Mitarbeiter des Instituts der Medizinischen
Mikrobiologie der UMG durch. Alle in die Studie eingeschlossenen 225 Patienten beider
Kohorten prifte man serologisch auf IgM-/IgG-Status und mogliche CMV-DNA durch

quantitative PCR im Serum.

Zusitzlich wurden 162 Proben aus gastrointestinalen Biopsien endoskopischer Lisionen in
0,9%iger NaCl-Losung tbersandt und auf CMV-DNA-Nachweis im entnommenen Gewebe

getestet.

Die Extraktion der DNA fiir die PCR-Untersuchung aus den gewonnen Darmbiopsien erfolgte
im Institut fur Medizinische Mikrobiologie der UMG mit dem MagNA Pure
LC-Gesamtnucleinsiure-Isolierungskit (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) unter

Verwendung des MagNA Pure LC 2.0-Instruments gemal3 den Anweisungen des Herstellers.

Die gereinigte DNA wurde in einem Volumen von 200 ul eluiert und 10 pl davon wurden fuir
die quantitative Real-Time-PCR-Analyse mit dem RealStar CMV PCR Kit 1.2 (Altona
Diagnostics, Hamburg, Deutschland) verwendet, welches fur die diagnostische Verwendung
lizenziert ist. Externe positive Kontrollen im Bereich von 10 bis 10* CMV-Einheiten und ein
internes heterologes Amplifikationssystem waren vorhanden, um die Nachweisgrenze, die
Pathogenbelastung und eine mégliche PCR-Hemmung zu bestimmen. Die Spezifitit des Assays
wird durch eine Oligonukleotidsonde gewihrleistet, die ausschlieBlich an das amplifizierte
Produkt bindet.

2.5  Statistische Analysen

Die Datenerfassung gelang mit Hilfe von Excel® von Microsoft Office. Die Patienten konnten

in jeweilige Gruppen nach Grundkrankheit und CMV-Status eingeteilt werden. Patienten mit
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fehlenden Daten wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Daraus ergaben sich teilweise

unterschiedliche Fallzahlen.

Die Daten wurden zunichst mit Hilfe deskriptiver Methoden ausgewertet. Dabei kamen

Tabellen, Diagramme und Parameter zum Einsatz.

Zunichst erfolgte die Festlegung der Basischarakteristika der eingeschlossenen
Patientengruppen wie Alter, Geschlecht, medikament6se Therapie und Grundkrankheit. Die
Haufigkeitsverteilungen werden in Anzahl und Prozent gezeigt. Bei der Angabe des Alters fand

zusatzlich die Berechnung des Mittelwertes statt.

Die Analyse der erthobenen Daten erfolgte anschlieBend mit Hilfe der Mitarbeiter des Instituts
fir Medizinische Statistik der UMG. Dazu fanden die Programme STATISTICA 13.3 und
SPSS Client 25.0 von IBM Verwendung.

Der exakte Fischer-Test oder Chi-Quadrat-Test zur Hypothesentestung kam zur Anwendung,

wobei die statistische Signifikanzmit einem p-Wert von 0,05 festgelegt wurde.

Um eine Alphafehler-Kumulierung bei scheinbar signifikanten p-Werten entgegenzuwirken
wird eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt - diese sind mit einem * markiert. Bei der Kohorte
der CED handelte es sich dabei um den Faktor 16, bei der Kohorte der STX um den Faktor 15.

Um die diagnostische Richtigkeit der These bezlglich der Cortisondosis oder des
Himoglobinwertes zu bestatigen beztglich eines Zusammenhangs zur CMV-Infektion kamen
Receiver-Operating-Characteristic-Kurve (ROC-Kurven) zum Einsatz (Delong et al. 1988). Diese
Analysen und die Darstellung gelang mit GraphPad Prism 5.

Die einzelnen diagnostischen Schritte zur Bestimmung, ob eine CMV-Gastroenteritis vorliegt,
standen in dieser Arbeit zum Vergleich. Die Sensitivititen und Spezifititen berechnen sich mit
Hilfe der Vierfeldertafel. Eingeschlossen wurden die Virdmie aus Serummaterial, histologische
und immunhistochemische pathologische Begutachtung und die PCR aus PE. Die Pravalenz
gilt zu berticksichtigen, um die Validitit zu gewihrleisten. Die Pravalenz der CMV betrug in der
Kohotte der CED 15%, wobei n=20 CMV(+), n=85 CMV(-) und n=26 IgG(-) und in der
Kohorte der STX 49%, wobei n=68 CMV(+), n= 52 CMV(-) und n= 23 IgG(-). Die

Berechnungen folgten nach dem Schema:

Sensitivitit SEN= A/(A+C)

Spezifitit SPE= D/(B+D)

Positiv pradiktiver Wert PPV= A/(A+B)

Negativ pradiktiver Wert NPV= D/(C+D)

Wobei: A=Richtig positive, B=Falsch positive, C=Falsch negative, D=Richtig negative.

In Verbindung mit dem klinischen Bild aus den typischen Symptomen wie Fieber, Schmerzen
und Diarrhoe galt die Diagnose einer CMV-Erkrankung bei Nachweis einer CMV-Infektion

bzw. -Reaktivierung, unabhingig vom Typ des Diagnoseverfahrens.
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3  Ergebnisse

31 Basischarakteristika der Kohorten CED und STX

3.1.1 Basischarakteristika der CED-Kohotte

In der Tabelle 2 sind die Basisdaten der 105 CED-Patienten zusammengefasst. Die Daten
wurden aufgeschlisselt nach Alter, Geschlecht und Anzahl der jeweiligen immunsuppressiven
Medikamente. 57 Patienten der CED-Kohorte waren an einer Colitis ulcerosa und 48 Patienten
an einer Morbus Crohn erkrankt. Das Geschlechterverhiltnis war nahezu gleich und das
mittlere Alter belief sich auf 42,5 Jahre. In der Endoskopie fanden sich bei insgesamt 51
Patienten Ulcerationen. 26 Patienten erhielten eine Mono-Therapie, 38 eine Duale- und 14 eine

Triple-Therapie.

Tab. 2 Basischarakteristika der CED-Patienten

CED-Kohorte
(n=105)

Colitis ulcerosa n (%) 57 (54,3)
Morbus Crohn n (%) 48 (45,7)
Geschlecht (m/w) n (%) 52/53 (49,5/50,5)
Alter (x, IQR) 42,5 (17-77)
Ulcerationen 51 (48,6)
Medikation n (%)

Glucocorticoide 58 (55,2)
Immunsuppressiva 13 (12,4)
Biologika 29 (27,0)
Antimetabolite 23 (21,9)
5-Aminosalicylate 35 (33,3)
Mono-Therapie 26 (24,8)
Duale-Therapie 38 (36,2)
Triple-Therapie 14 (13,3)

Immunsuppressiva (Calcineurininhibitoren: Tacrolimus, Ciclosporin A),
Biologika [(TNF-a--Inhibitoren: Infliximab, Adalimumab) Vedolizumab],
Antimetabolite (Metothrexat, 6-Mercaptopurin/Azathioprin),
5-Aminosalicylate (Mesalazin, Sulfasalazin)

3.1.2 Basischarakteristika der STX-Kohorte

In der Tabelle 3 zeigt sich die Zusammenfassung der Basisdaten von 120 STX-Patienten. Die
Daten entsprechen Alter, Geschlecht und Anzahl der jeweiligen immunsuppressiven

Medikamente. 72 Patienten waren mannlich und 48 Patienten weiblich. Das Durchschnittsalter
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war 52,8 Jahre. Es erhielten 83 Patienten Glucocorticoide, zwolf Patienten Biologika und ein
Patient ein Antimetabolit. Drei Patienten erhielten zum Betrachtungszeitpunkt Thalidomid.

19 Patienten erhielten eine Mono-Therapie, 57 eine Duale und 29 eine Triple-Therapie.

Tab. 3 Basischarakteristika der STX-Patienten
STX-Kohotte

(n=120)
Geschlecht (m/w) n (%) 72/48 (60/40)
Alter (%, IQR) 52,8 (17-77)

Medikation n (%)

Glucocorticoide 83 (69,1)
Calcineurininhibitoren 104 (86,7)
m-Tor Inhibitoren 1 (0,8)
MMF 43 (35,8)
Biologika 12 (10)
Antimetabolite 1(0,8)
Andere 32,5
Mono-Therapie 19 (15,8)
Duale-Therapie 57 (47,5)
Triple-Therapie 29 (24,2)

Immunsuppressiva (Calcineurininhibitoren: Tacrolimus, Ciclosporin A;
m-TOR Inhibitoren: Everolimus, Sirolimus; Mycophenolatmotefil));
Biologika: Rituximab, Alemtuzumab; Antimetabolite (Metothrexat,
6-Mercaptopurin/Azathioprin); Andere (Thalidomid)

3.1.3 Analyse nach CMV-Status der CED-Kohorte

Die Tabelle 4 stellt die Daten der CED-Patienten getrennt nach CMV-Status dar. Zwischen
CMV(-)- und CMV(+)-Gruppe konnte keine signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Erkrankungsentitit, Geschlecht, Alter, endoskopisches Nachweis von Ulcerationen,
medikamentose Therapie mit Biologika, Antimetabolite und 5-Aminosalicylate festgestellt

werden.

Beide Gruppen unterschieden sich signifikant hinsichtlich einer medikamentésen Therapie mit
Glucocorticoide  (p=0,04) und Immunsuppressiva (p=0,002). FEine Therapie mit
Glucocorticoiden erhohte das Risiko an einer CMV zu erkranken um 6,1fach und eine Therapie

mit Immunsuppressiva um 16,6fach.
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Tab. 4 Vergleich zwischen CMV(-)- und CMV(+)-CED-Kohorte

CED CMV(-) CMV(+) (023 p-Wert
n=105 n=85 n=20 95% CI

Colitis Ulcerosa n (%) 42 (49) 15 (75) 0,6
Motrbus Crohn n (%) 43 (51) 5 (25)

Geschlecht (m/w) n 41/44 11/9 0,83
(%) (48/52) (55/45)

Alter (x, IQR) 39,5 (17-77) 45,6 (18-73) 0,13
Ulcerationen 36 (42) 15 (75) 0,16
Medikation n (%)

Glucocorticoide 41 (48) 17 (85) 6.1 (1.7-22.3) 0,04*
Immunsuppressiva 4(5) 9 (30) 16.6 (4.4-63.0) 0,002*
Biologika 25 (29) 4 (20) 0,57
Antimetabolite 20 (24) 3 (15) 0,55
5-Aminosalicylate 30 (35) 5 (25) 0,37

Immunsuppressiva (Calcineurininhibitoren: Tacrolimus, Ciclosporin A), 5-Aminosalicylate (Mesalazin,
Sulfasalazin), Biologika [(TINF-o.--Inhibitoren: Infliximab, Adalimumab) Vedolizumab], Antimetabolite
(Metothrexat, 6-Mercaptopurin/Azathioprin), *korrigiert nach Bonferroni

3.1.4 Analyse nach CMV-Status der STX-Kohorte

Die Tabelle 5 stellt die Daten der STX-Patienten getrennt nach CMV-Status dar. Zwischen der
CMV(-)-, CMV(+)- und CMV(+)-GE-Gruppe zeigte sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich Geschlecht, Alter, GvHD und medikament6se Therapie mit Glucocorticoide,

Immunsuppressiva, MMF und andere eingesetzten Wirkstoffen.

Bei Patienten der CMV(+)-GE-Gruppe kam im Vergleich zu den Patienten der

CMV(-)-Gruppe ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Nachweises endoskopische

Ulcerationen (p=0,007) zum Vorschein. Patienten mit endoskopischem Nachweis einer

Ulceration erkrankten 7,8fach hiufiger an einer CMV als Patienten ohne endoskopische

Nachweis einer Ulceration.
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Tab. 5 Vergleich zwischen CMV(-)-, CMV(+)- und CMV(+)-Gastroenteritis-STX-Kohorte

A B C p-Wert
CMV(-) CMV(+) CMV(+)-GE Avs B
n=52 n=48 n=20

Geschlecht (m/w) n 33/19 29/19 10/10 0,84 0,42
(%) (63/37) (60/49) (50/50)
Alter (x, IQR) 53,2 (23-71) 52,6 (19-68) 51,2 (18-67) 0,84 0,61
Ulcerationen 10 (19) 15 (31) 13(65) 0,18 0,007*1
GvHD n (%) 4 (8 8 (17) 3 (15 0,22 0,39

Medikation n (%)

Glucocorticoide 37 (71) 32 (67) 14 (70) 0,67 1,00
Immunsuppressiva 40 (77) 44 (92) 20 (100) 0,06 0,28*
MMF 20 (39) 21 (44) 2 (10) 0,68 0,28*
Andere 6 (12) 5(8) 3 (15) 1,00 0,70

Immunsuppressiva ( Tacrolimus, Ciclosporin A, Everolimus, Sirolimus), MMF (Mycophenolatmotefil), Andere (Thalidomid,
Metothrexat, 6-Mercaptopurin/Azathioprin, Infliximab, Adalimumab, Rituximab, Vedolizumab, Alemtuzumab), 'Odds ratio
Ulcerationen A vs C: 7.8 (1.8-8.5), *korrigiert nach Bonferroni

3.1.5 Analyse nach Anzahl gleichzeitig einzunehmender Immunsuppressiva der
CED-Kohorte

Bei der CED-Kohorte erhielten 56 Patienten mehr als zwei Immunsuppressiva, 42 Patienten
davon zihlten zu der CMV (-)-Subgruppe und 14 zu der CMV (+)-Subgruppe. Eine statistische
Signifikanz war nicht nachweisbar (Tab. 6).

Tab. 6 Anzahl der Immunsuppressiva bei der CED-Kohorte

Anzahl CMV(-) CMV(+) p-Wert

Immunsuppressiva  n=85 n=20

=2 42 14

3.1.6 Analyse nach Anzahl gleichzeitig einzunehmender Immunsuppressiva der
STX-Kohorte

In der STX-Kohorte erhielten 92 Patienten mehr als zwei Immunsuppressiva, wobei innerhalb
der Betrachtung des CMV-Status keine Signifikanz deutlich wurde, da bei den CMV (-)-Patienten
38 mehr als zwei und bei den CMV(+)-Patienten 54 mehr als zwei immunsuppressive
Medikamente erhielten (Tab. 7).
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Tab. 7 Anzahl der Immunsuppressiva bei der STX-Kohorte

Anzahl A B C p-Wert p-Wert
Immunsuppressiva CMV(-) n=52 CMV(+)n=48 CMV(+)-GE n=20 AvsB AvsC
<2 14 10 4 0,49 0,76
22 38 38 16

3.2 Diagnostik des CMV-Status

Im folgenden Abschnitt werden die diagnostische Genauigkeit der verwendeten Methoden
beztglich der Nachweisbarkeit einer CMV-Erkrankung der eingeschlossenen Patienten
betrachtet und gegentibergestellt.

Hierzu wurden die Sensitivitit, Spezifitit, der positiv pradiktive Wert (PPV) und der negative
pradiktive Wert (NPV) der verwendeten Methoden berechnet.

3.2.1 Diagnostische Genauigkeit des CMV-Status der CED-Kohorte

Bei der Kohorte der CED ergaben sich dabei folgende Ergebnisse (Tab. 8):

Bei der Annahme, dass ein CMV-DNA-PCR-Nachweis von >250 Kopien/ml aus der PE eine
Infektion mit nachfolgender Manifestation einer CMV-GE erst wahrscheinlich macht (Roblin
et al. 2011), ergab dies eine Steigerung der Sensitivitit auf 100%. Die Spezifitit der PCR aus
einer PE wurde dabei geringer (89%), da nun ein DNA-Nachweis von <250 Kopien/ml als

falsch positiv gewertet wurde.

Tab. 8 Testverfahren zur Diagnosesicherung der CMV-Infektion bei der CED-Kohorte

Sensitivitat Spezifitit PPV

(%) (%) (%)
PCR CMV-DNA aus Serum (n=105) 65 100 100 92
PCR aus PE (n=62) 85 100 100 96
Eulenaugenzellen H&E der PE (n=47) 0 100 0 70
Immunhistochemie der PE (n=47) 14 100 100 73

| CMV-DNA-PCR >250 Kopien/ml aus PE (n=38) 100 89 64 100
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3.2.2 Diagnostische Genauigkeit des CMV-Status der STX-Kohorte

Bei der Kohorte der STX ergaben sich folgende Ergebnisse:

Aquivalent zur CED-Kohorte stieg unter der Annahme, dass ein CMV-DNA-PCR-Nachweis
von >250 Kopien/ml aus der PE eine Infektion mit CMV mit nachfolgender Manifestation
einer CMV-GE erst wahrscheinlich macht, die Sensitivitit auf 100%. Die Spezifitit der PCR
aus einer PE wurde dabei geringer (90%), da nun ein DNA-Nachweis von <250 Kopien/ml als
falsch positiv gewertet wurde (Tab. 9).

Tab. 9 Testverfahren zur Diagnosesicherung der CMV-Infektion bei der STX-Kohorte

Sensitivitad Spezifitit PPV
(%) (%)
PCR CMV-DNA aus Serum (n=120) 95 100 100 95
PCR aus PE (n=92) 95 100 100 97
Eulenaugenzellen H&E der PE (n=61) 5 97 50 37
Immunhistochemie der PE (n=61) 5 100 100 38
CMV-DNA-PCR >250 Kopien/ml aus PE (n=50) 100 90 75 100

Mit einbezogen werden sollte grundsitzlich auch, um welche Manifestation der CMV es sich
rickblickend bei der STX-Kohorte handelte (Abb. 7). Bei zwei Patienten wurde eine
CMV-Pneumonie, bei einem Patienten eine CMV-Enzephalitis und bei 20 Patienten eine
CMV-Enteritis diagnostiziert. Die Nachweise erfolgten aus PE aus der BAL, Liquorpunktion
oder Endoskopie.

Bei der Mehrzahl der Patienten lag eine Virimie (n=65) im Blut vor. Uberwiegend iiberschnitt
sich der Nachweis einer Virdimie mit dem Nachweis einer CMV-Manifestation in anderen
Organsystemen. In einigen Fillen fand ein CMV-DNA-Nachweis nur im betreffenden
Organsystem statt ohne eine Virdmie. In den meisten Fillen konnte ein CMV-DNA-Nachweis
jedoch keinem spezifischen Organsystem mehr zugewiesen werden oder ging primir von

Bestandteilen des Blutes aus, was riickblickend nicht liickenlos geklirt werden kann.
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CMV-Manifestationsort STX
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Abb. 7: CMV-Manifestationsort der Kohorte der STX

3.3 Pradiktive Parameter und Risikofaktoren fiir eine CMV-Erkrankung

3.3.1 Pradiktive Parameter und Risikofaktoren der CED-Kohorte

In diesem Abschnitt sollen die Ergebnisse dargestellt werden, die sich bei den untersuchten

Patientenkollektiven als mogliche pradiktive Parameter oder Risikofaktoren darstellten.

In Abbildung 8 sind die untersuchten Laborparameter der CED-Kohorte gezeigt, die einen
diagnostischen Wert haben koénnten. In der graphischen Darstellung erscheinen dabei die
einzelnen Patientenwerte von den CMV(-)- und den CMV (+)-Patienten im direkten Vergleich

zueinander. Der p-Wert ist festgehalten.

Besondere Betrachtung fanden dabei u. a. die in der Literatur oft erwahnte Thrombozytenzahl
oder auch das Himoglobin (Grof3 2006). Zusitzlich wurden das Kreatinin, das CRP, die
Leukozytenzahl und die ALT auf mogliche Korrelation mit einer CMV-Infektion hin

untersucht.

Als pradiktiver Parameter konnte der Himoglobinwert identifiziert werden. CMV (+)-Patienten

hatten einen signifikant niedrigeren Himoglobingehalt des Blutes im Vergleich zu
CMV (-)- Patienten (p=0,0001) (Abb. 8A).

Die weiteren untersuchten laborchemischen Parameter wie Thrombozyten- und
Leukozytenzahl, aber auch der Spiegel von CRP, Kreatinin sowie die ALT-Aktivitit,
unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen (Abb. 8B-F).
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Abb. 8: Laborchemische Parameter der CED-Kohorte dargestellt nach dem CMV-Status

Die ROC-Kurven-Analyse von Himoglobin lieferte einen area under the curve (AUC) von 0,8162
(Abb. 9A).

Es ergab sich von den vorhandenen Patientendaten eine Odds-Ratio (OR) von 11,6 mit dem
dazugehorigen 95%-Konfidenzinterfall (95%-CI) (3,3-41,4). CED-Patienten mit Animie
zeigten signifikant haufiger eine CMV-Infektion als CED-Patienten ohne Anidmie (Abb. 9B).
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Abb. 9: ROC-Analyse von Himoglobin, Cut-off sowie Odds ratio von Himoglobin der CED-Kohorte

Die tiglich eingenommene Cortisondosis in mg war signifikant mit einer CMV-Erkrankung
assoziiert (p=0,02 bzw. 0,0435 nach der Bonferroni-Korrektur). Die durchschnittlich tigliche
Cortisondosis war bei CMV(+)-Patienten erhoht im Vergleich zu CMV(-)-Patienten.

Mittels der ROC-Kurven-Berechnung konnte eine tigliche Cortisondosis von 10 mg als
Risikofaktor fiir eine Manifestation einer CMV-Infektion ermittelt werden (Abb. 10A). Die
AUC der taglich einzunehmenden Cortisondosis betragt 0,6958.

Die OR sowie das entsprechende 95%-CI als Risikoverhiltnis wurden in der Abb. 10B
festgehalten. CED-Patienten mit einer tiglichen Cortisondosis von >10mg/d hatten im

Vergleich zu CED-Patienten mit einer Cortisondosis<10mg/d einen 4,4fach erhohtes Risiko
an einer CMV-Infektion zu erkranken.
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Abb. 10: ROC der tiglichen Einnahme von Cortisondosis, Cut-offund Odds ratio von Cortison der
CED-Kohotte

3.3.2 Pradiktive Parameter und Risikofaktoren der STX-Kohorte

In der STX-Kohorte wurden der Himoglobinwert, die Thrombozyten- und Leukozytenzahl,
das CRP, das Kreatinin sowie die ALT mit der Fragestellung untersucht, ob diese eine
diagnostische Bedeutung spielen konnten beziiglich einer CMV-Infektion. Das Albumin und
das Gesamtprotein sind zusitzlich graphisch dargestellt. Anders als in der CED-Kohorte
erfolgte eine Unterteilung in drei Subgruppen: CMV(-)-, CMV (+)- und CMV (+)-GE-Patienten.

Die Laborparameter zeigten im Vergleich keine Korrelation beztglich —einer
CMV-Gastroenteritis (Abb. 11A-H). Die statistische Analyse der tiglich eingenommenen
CyA-, Tacrolimus- und Everolimusdosis in mg ergibt keine Unterschiede zwischen den

einzelnen Subgruppen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 11: Laborchemische Parameter der STX-Kohorte dargestellt nach dem CMV-Status
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3.4 Antivirale Therapie der CMV-Erkrankung und Ansprechrate der

behandelten Patienten

3.4.1 Antivirale Therapie und Ansprechrate der CED-Kohorte

In der CED-Kohortte erfolgte eine antivirale Therapie bei 70% (14/20) der Patienten mit einer
CMV-Gastroenteritis (CMV (+)).

Die Letalitit der CMV(+)-Gruppe betrug 10% (2/20) und es verstarb kein Patient der
CMV (-)-Gruppe (p=0,03). Todesursache dieser zwei Patienten war eine Sepsis. Die
Gesamtmortalitit betrug in der CED-Kohorte 2%.

3.4.2 Antivirale Therapie und Ansprechrate der STX-Kohorte

Eine antivirale Therapie etrhielten 75% der STX-Patienten (36/48) mit einem
CMV (+)-Nachweis. Ebenso wurde bei 75% der CMV (+)-GE-Patienten (15/20) eine antivirale
Therapie durchgefithrt. Die Letalititsrate war in dieser Studie nicht signifikant (p=0,35).
Ursachen fur das Versterben waren vielfiltig. So starben bei den CMV (-)-Patienten sieben an
einer Sepsis, zwei an Pneumonie und einer am Progress des malignen Grundleidens. Bei den
CMV (+)-Patienten starben drei an einer GvHD, drei an einer Sepsis, zwei an CMV-Pneumonie

und sieben Patienten aufgrund anderer Ursachen.

In der CMV(+)-GE-Gruppe starben zwei Patienten aufgrund einer Sepsis und Multi-
Organversagen, einer aufgrund einer pulmonalen Dekompensation und einer an einer GvHD.
Bei zwei Patienten wurde die CMV als Todesursache angenommen. Ein Patient starb an einer
CMV-Colitis mit gleichzeitiger CMV-Pneumonie und einer aufgrund einer Perforation wihrend
der Koloskopie bet CMV-Colitis. Aufgrund der Vielfaltigkeit der Grinde des Versterbens sind
die Daten nicht graphisch aufgeschliisselt. Insgesamt verstarben 31 Patienten der STX-Kohorte

im Betrachtungszeitraum.
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Abb. 12: Letalitit der CED- und STX-Kohorte in Abhingigkeit vom CMV-Status
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4 Diskussion

Die Hauptergebnisse dieser Studie bezogen auf die Fragestellung aus den eingeschlossenen
CED- und STX-Kohorten sind: (1.) die diagnostische Genauigkeit fiir die quantitative
CMV-DNA-PCR als "Goldstandard"-Methode zur Diagnostik einer gastrointestinalen
CMV-Erkrankung ist hochsensitiv und spezifisch, (2.) die Verwendung von Glucocorticoiden
oder immunsuppressiven Medikamenten sind Risikofaktoren fir eine CMV-Colitis in der
CED-Kohorte, (3.) als pradiktive Faktor zeigte sich in der CED-Kohorte ein erniedrigter
Himoglobinspiegel sowie (4.) als pradiktive Faktor der STX-Kohorte konnte der Nachweis von
endoskopischen Ulcera identifiziert werden. Eine Zunahme der Mortalititsrate (5.) durch eine
zusatzliche CMV-Erkrankung konnte in der Kohorte der STX nicht gezeigt werden. Allerdings
ergab sich eine Signifikanz beziiglich der Mortalitit zwischen den CMV(-)- und den
CMV(+)-Patienten der CED-Kohorte. Ein FEinfluss durch Polypharmazie (6.) auf eine

CMV-Erkrankung oder eine CMV-Reaktivierung konnte nicht evaluiert werden.

4.1 Pradiktive Parameter, Risikofaktoren und diagnostische

Genauigkeit der verwendeten Methoden

Die Empfindlichkeit der H&E-Firbung und IHC fiir die CED- und die STX-Kohorte waren
in dieser Studie extrem niedrig. Frithere Studien, welche auch die diagnostische Genauigkeit der
H&E-Firbung untersuchten, konnten ebenfalls maximal eine Sensitivitit von 10% zeigen
(Kandiel und Lashner 20006). Das Hauptproblem dieser Technik zur Diagnostik einer
gastrointestinalen CMV-Erkrankung besteht darin, dass die Durchfiihrung durch einen
entsprechend ausgebildeten Pathologen vorgenommen werden muss. Daher wird als
zusatzliches Verfahren zur weiteren Verbesserung des diagnostischen Werts von histologischen
Techniken IHC empfohlen. Unter Verwendung von monoklonalen AntikOrpern gegen
CMV-Immediate-Early-Antigene in infizierten Zellen kann die Sensitivitit dieser Methode auf
maximal 78% erhoht werden (Kandiel und Lashner 2006; Rahbar et al. 2003).

Um eine ausreichende Empfindlichkeit zu erreichen, miisste jedoch eine grofle Anzahl von
Biopsieproben untersucht werden (McCurdy et al. 2015; Claussen 2009), welche sich in der
tiglichen Praxis als schwierig gestaltet bzw. nur wenige endoskopisch titige Arzte hiervon
Kenntnis haben. So ist die Wahrscheinlichkeit des Antreffens von Eulenaugenzellen bei einer
Probeentnahme sehr gering. So kénnten sich theoretisch an anderen Stellen der ulcerativen

Lisionen mehrere pathologische Zellen befinden, die so aber nicht erfasst und erkannt werden.
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Aufgrund der geringen diagnostischen Signifikanz dieser zwei Techniken sollten alternative
diagnostische Verfahren als ein Goldstandard in der Zukunft evaluiert und festgelegt werden.
Die in dieser Studie gefundenen Ergebnisse zeigen die Eignung der quantitativen PCR-Analyse

zu diesem Zweck.

Bis heute haben nur wenige veroffentlichte Studien die diagnostische Genauigkeit quantitativer
CMV-DNA-PCR-Amplifikationstests in der Darmschleimhaut untersucht. Insgesamt konnten
sie aber die grof3te Genauigkeit fiir den CMV-Nachweis zeigen (Rahbar et al. 2003; Roblin et al.
2011; Domeénech et al. 2008; Yoshino et al. 2007; Kou et al. 2006; Yoshino et al. 2012; Yamada
et al. 2014; Ciccocioppo et al. 2015; Minami et al. 2015; Okahara et al. 2017).

Ein Nachteil der PCR-Diagnostik ist die Tatsache, dass nur ein Genom nachgewiesen wird. Ob
es sich hierbei tatsichlich um z.B. eine manifeste Infektion handelt, kann haufig daraus nicht
entschieden werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass der Nachweis von niedrigen Kopien
von CMV-DNA eine latente Infektion aufweisen kann. Daher kann ein Cur-OffWert der
Virimie eine latente CMV-Infektion von einer manifesten CMV-Erkrankung unterscheiden
(Lawlor und Moss 2010; Roblin et al. 2011). Robin et al. konnten einen Cut-gff-Wert von
>250 Kopien/ml der CMV-DNA fiir eine CMV-Erkrankung mit einer Sensitivitit von 100%
und einer Spezifitit von 66% ermitteln. In Analogie zu den Ergebnissen dieser genannten Studie
hat die aktuelle Studie eine Sensitivitit und Spezifitit von 100% und 89% fir den
Cut-OfFWert von >250 Kopien/ml CMV-DNA fiir die CED-Kohorte ermittelt. Einer der
wichtigsten Nachteile dieser Methoden liegt in einer mangelnden Standardisierung, sodass ein
Vergleich der Ergebnisse zwischen verschiedenen Studien schwierig ist. Daher sollte zuktinftig
ein allgemein akzeptierter Cur-OffWert der CMV-DNA-Last zur Beurteilung einer
CMV-Erkrankung definiert werden.

Bisher existiert keine Studie, die einen Cut-Off-Wert von >250 CMV-DNA Kopien/ml aus PE
des Magen-Darm-Traktes bei STX-Patienten untersuchte. In der vorliegenden Studie betrigt
die Empfindlichkeit von H&E- und IHC-Methoden fiir den Nachweis einer
CMV-Gastroenteritis in der STX-Kohorte jeweils nur 5%. Diese Annahme wiirde bedeuten,
dass viele STX-Patienten als falsch-negativ diagnostiziert wirden, wenn diese Verfahren allein
zur Diagnostik herangezogen werden wiirden. Dies hitte zur Folge, dass viele Patienten eine
falsche Therapie erhalten hatten (Bhutani et al. 2015; Dahi et al. 2015; Wu et al. 2017).

4.1.1 Pradiktive Parameter, Risikofaktoren und diagnostische Genauigkeit der

verwendeten Methoden der CED-Kohorte

Als pradiktiver Faktor zeigte ein erniedrigter Himoglobinspiegel in der CED-Kohorte auf eine
CMV-Colitis hin. Dariiber hinaus konnte die vorliegende Studie zwei Risikofaktoren fiir das

Auftreten einer CMV-Colitis in der CED-Kohorte darlegen, u. a. die Einnahme von hoheren
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Dosen von Corticosteroiden und die Behandlung mit immunsuppressiven Wirkstoffen wie
Calcineurininhibitoren. CED-Patienten unter hoéheren Dosen von Corticosteroidtherapie
hatten ein 6,1fach erhéhtes Risiko an einer CMV-Colitis zu erkranken als CED-Patienten unter
niedriger bzw. keiner Corticosteroidtherapie. Es konnte ermittelt werden, dass die
Corticosteroiddosis  (>10 mg pro Tag) fir die Manifestation einer CMV-Colitis bei
CED-Patienten relevant ist. Die Medikation mit Cortikosteroiden in der CED-Kohorte ist ein
bereits bekannter Risikofaktor fiir CMV-Erkrankungen (Yoshino et al. 2007, Ciccocioppo et al.
2015; Cottone er al. 2001; Maconi et al. 2005). Noch ausgeprigter schien das Risiko an einer
CMV-Colitis zu erkranken fiir immunsuppressive Wirkstoffe wie Cyclosporin A oder
Tacrolimus bei CED-Patienten zu sein. Patienten mit den genannten Immunsuppressiva hatten
ein 16,6fach erhohtes Risiko an einer CMV-Colitis zu erkranken als CED-Patienten ohne
Immunsuppressiva. Entsprechend dem Ergebnis der vorliegenden Studie hat nur eine weitere
Studie die Tagesdosis von Corticosteroiden als Risikofaktor untersucht. Resultat dieser Studie
war, dass CED-Patienten mit Cortikosteroiden von mehr als 10 mg pro Tag ein erhéhtes Risiko
fir CMV-Colitis hatten (Cottone et al. 2001).

In Bezug auf die immunsuppressive Therapie wurden Cyclosporin A und Tacrolimus als
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer CMV-Colitis in der CED-Kohorte assoziiert. Dies
steht im FEinklang mit bereits veroffentlichten Studien, in denen die Verwendung von

Calcineurin-Inhibitoren als Risikofaktoren fir die CMV-Beteiligung des Darms auftraten

(Minami et al. 2007; Domenech et al. 2008; Jones et al. 2015).

Bei CED-Patienten ergaben sich widerspriichliche Studienergebnisse zwischen dem Nachweis
von Ulcerationen wihrend der Endoskopie und einer CMV-Krankheit. Wahrend einige Studien
einen Zusammenhang zwischen endoskopisch nachweisbaren  Ulcerationen und
CMV-Erkrankungen zeigen konnten (McCurdy et al. 2015; Hirayama et al. 2016), konnte eine
weitere Studie dieses Resultat nicht bestatigen (Roblin et al. 2011).

Beziiglich der Diagnostik einer CMV-Erkrankung ergab sich die hochste Sensitivitit beim
CMV-DNA-Nachweis aus PE. Bei der Annahme, dass ein CMV-DNA-PCR-Nachweis von
>250 Kopien/ml aus der PE eine Infektion mit nachfolgender Manifestation einer
CMV-GE erst wahrscheinlich macht (Roblin et al. 2011), ergab dies eine zusitzliche Steigerung
der Sensitivitat. Die Spezifitit der PCR aus einer PE wurde dabei aber geringer (89%), da nun

ein DNA-Nachweis von <250 Kopien/ml als falsch positiv gewertet werden misste.

4.1.2 Pridiktive Parameter, Risikofaktoren und diagnostische Genauigkeit der

verwendeten Methoden der STX-Kohotrte

In der Kohorte der STX-Patienten konnte nur der endoskopische Nachweis von

gastrointestinalen Ulcerationen als ein unabhingiger Priadiktor fiir die Manifestation einer
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CMV-Gastroenteritis mit einem OR von 7,8 eruiert werden. Somit kann der Nachweis von
Ulcerationen bei einem immunsuppremierten STX diagnostisch als richtungsweisend fiir eine
gastrointestinale CMV-Manifestation angesehen werden. Diese Studie ist die erste ihrer Art,
welche die endoskopischen Befunde in einer groBleren STX-Kohorte evaluiert und dieses

Ergebnis zeigen kann.

Nur eine zuvor veroffentlichte Studie an STX-Patienten berichtete tiber den Zusammenhang
zwischen CMV-Gastritis und Osophagogastroduodenoskopie. In dieser Studie wurde jedoch
keine Koloskopie durchgefiihrt und damit die Beteiligung des unteren Gastrointestinaltrakts

nicht niher beleuchtet (Kakugawa et al. 2010).

Signifikante Risikofaktoren konnten innerhalb der STX-Kohorte nicht eruiert werden. Es
ergaben sich weder laborchemisch noch durch eingesetzte immunsuppressive Medikamente

Hinweise auf eine drohende CMV-Infektion.

In den statistischen Analysen beziiglich der Diagnostik ergab sich in der STX-Kohorte die
hochste Sensitivitat beziiglich der unterschiedlichen Testverfahren im Nachweis von
CMV-DNA aus dem Serum und der PE. Aquivalent zur CED-Kohorte stieg die Sensitivitit bei
der Annahme, dass ein CMV-DNA-PCR-Nachweis von >250 Kopien/ml aus der PE eine

Infektion mit nachfolgender Manifestation einer CMV-GE erst wahrscheinlich macht.

4.2  Antivirale Therapie und therapeutisches Ansprechen

4.2.1 Antivirale Therapie und therapeutisches Ansprechen der CED-Kohorte

Die ECCO (Rahier et al. 2009) und das Awzerican College of Gastroenterology (Kornbluth und Sachar
2004) haben beztglich einer CMV-Colitis/Gastroenteritis Leitlinien entwickelt. Diese
empfehlen die Behandlung der CMV-Krankheit, wenn der Nachweis der Infektion in
Magen-Darm-Gewebe bestatigt wird. 70% der Patienten mit CMV-Colitis der CED-Kohorte

wurden antiviral behandelt.

Bei einigen Patienten war eine Dosisreduktion der immunsuppressiven Medikamente
ausreichend, insbesondere in der CED-Kohorte (Daten nicht gezeigt). In Bezug auf CED ist es
aus Mangel an evidenzbasierter Medizin schwierig, auf die Rolle der antiviralen CMV-Therapie
zuriickzuschlieBen. Verschiedene gastroenterologische Fachgesellschaften (Rahier et al. 2009;
Kornbluth und Sachar 2004) empfehlen eine antivirale Behandlung, wenn es zu einem schweren
Verlauf der Krankheitsaktivitit der CED kommt, bei gleichzeitigem Nachweis einer CMV im
entziindeten Gewebe. Empfehlungen zu antiviralen Medikamenten oder der Behandlungsdauer
gibt es allerdings nicht. Basierend auf den Ergebnissen meist retrospektiver Studien wird eine

antivirale Therapie mit Ganciclovir intravends begonnen. Nach etwa 14-tigiger Behandlung
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erfolgt eine Umstellung der Therapie auf orales Valganciclovir fiir insgesamt ca. drei Monate
(Shukla et al. 2015; Pillet et al. 2016).

Die Signifikanz und die Rate von CMV-Rezidiven wihrend oder nach der antiviralen

Behandlung sind unbekannt.

Die Mortalititsrate der CED-Kohorte betrug in der vorliegenden Studie 2% (2/105) der
eingeschlossenen Patienten aufgrund einer Sepsis. Beide CED-Patienten waren an einer
CMV-Colitis erkrankt.

4.2.2 Antivirale Therapie und therapeutisches Ansprechen der STX-Kohorte

75% der Patienten mit CMV-Gastroenteritis der STX-Kohorte erhielten eine antivirale Therapie

nach der Entscheidungsfindung ihres Arztes.

Vor allem in der STX-Kohorte fithrte die zugrundeliegende Krankheit haufig zum Tode,
weshalb eine Therapie der CMV in einigen Fillen nicht mehr erfolgte.

Im Gegensatz zu Patienten mit einer CED sollte eine CMV-Erkrankung bei Patienten nach
einer STX immer antiviral therapiert werden, um die Morbiditat und Mortalitit zu reduzieren
(Bowden et al. 1986; Goodrich et al. 1991), da eine zusitzliche CMV-Krankheitsmanifestation
laut Literatur die Mortalitatsrate auf 80% steigert (Roberts et al. 2010).

Die Mortalititsrate der STX-Kohorte der vorliegenden Studie war 26% (31/120).
Interessanterweise war die Letalititsrate der STX-Kohorte in dieser Studie nicht mit dem
CMV-Status assoziiert. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine zusitzliche CMV-Infektion die
Morbiditat steigert, aber die Mortalitit nicht beeinflusst.

4.3 Limitationen der Studie

Zu den Einschrinkungen dieser Studie gehéren der retrospektive Charakter und das
monozentrische Studiendesign. Die Anzahl der eingeschlossenen Patienten war relativ gering,
aber dennoch grofler als in den meisten bereits veroffentlichten Studien zur quantitativen
Bestimmung der CMV-DNA (Roblin et al. 2011; Yoshino et al. 2007).

Warum nicht alle eingeschlossenen Patienten beider Kohorten antiviral behandelt wurden,
bleibt aufgrund der retrospektiven Datenauswertung spekulativ. Griinde hierfiir kénnten sein,

dass einige Patienten beider Kohorten eine niedrige Virimie durch quantitative
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CMV-DNA-PCR-Analyse zeigten und dadurch eine wahrscheinlich geringe Krankheitsaktivitit
trotz Diagnose der CMV-Erkrankung aufwiesen.

Die Behandlungsstrategie basierte auf den Entscheidungen jedes Arztes und den Priferenzen
der Patienten. Die vorliegenden Ergebnisse umfassen zwei heterogene Kohorten, die sich
moglicherweise von fritheren CED- und STX-Studien unterschieden, die den klinischen Verlauf
der CMV-Erkrankung untersuchten (Roblin et al. 2011; Yoshino et al. 2007; Roberts et al. 2010,
Bhutani et al. 2015).
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5 Zusammenfassung

Bei dieser Untersuchung handelt es sich um eine retrospektive, monozentrische Studie, in der
die erfassten Daten von Patienten mit einer CED oder einer STX analysiert wurden, welche sich
zwischen Januar 2005 und Dezember 2016 in der Universititsmedizin Gottingen mindestens
einmal aufgrund ihrer Grunderkrankung in Behandlung befanden. Diese Zusammenschau
untersuchte Patientendaten hinsichtlich einer CMV-Infektion bzw. -Manifestation.
105 CED- und 120 STX-Patienten mit bekanntem CMV-Serostatus bildeten die untersuchten

Kohorten.

Eine Unterscheidung erfolgte in beiden Kohorten von CED und STX zwischen einem
CMV(-)- und einem CMV(+)-Status. Eine Evaluation folgte, wie die Diagnose der
CMV-Erkrankung zustande kam (PCR aus EDTA, H&E, IHC oder PCR aus
Probeentnahmen). Des Weiteren fand eine Zusammentragung der Daten bezuglich der
Medikation, verschiedener Laborparameter und endoskopischer Befunde zum Zeitpunkt der

jeweiligen Diagnostik statt. Anschlieend erfolgte eine statistische Analyse.

Ein Anbhalt fiir das Vorliegen einer tatsichlichen CMV-Infektion wurde durch den Nachweis
der DNA aus dem Blut angenommen, aber auch kritisch hinterfragt, da bei einigen Patienten
der Nachweis von CMV-DNA zuerst aus der PE gelang, noch bevor sich eine Virdmie im Blut
manifestierte. Ein Nachweis von CMV durch eine histologische oder immunhistochemische
Betrachtung gelang selten. Deutlich hiufiger konnte eine CMV-Erkrankung durch die

PCR-Untersuchung nachgewiesen werden.

Diese Studie zeigt, dass die Form der Diagnostik und auch die Therapieentscheidung beim
behandelnden Arzt liegt, da bisher keine einheitlichen Mal3stibe existieren, weder fiir die
Diagnostik der CMV-Gastroenteritis bzw. Manifestationsformen der CMV im Allgemeinen,
noch beztglich des Zeitpunkts, ab dem eine definitive Therapie erfolgen sollte, zumindest bei
CED-Patienten.

Beztglich der Mortalitit im Zusammenhang mit einer CMV-Erkrankung kamen nur Patienten
in Betracht, die sich zu diesem Zeitpunkt in unmittelbarer stationirer Behandlung befanden.
Eine gesteigerte Sterblichkeit beziliglich dieser Co-Infektion konnte bei der CED-Kohorte
gezeigt werden (p=0,03), jedoch nicht bei der STX-Kohorte.

Die neue "Goldstandard"-Methode fiir den Nachweis einer CMV-Gastroenteritis kann eine
quantitative CMV-DNA-PCR aus entziindetem Magen-Darm-Gewebe mit einem Cut-off-Wert

von >250 Kopien sein. Dies sollte jedoch in prospektiven Studien weiter evaluiert werden.

In der CED-Kohorte war ein verminderter Himoglobinspiegel ein pridisponierender Faktor,
wihrend die Einnahme von Corticosteroiden oder Immunsuppressiva sich als Risikofaktoren
beziiglich einer CMV-Colitis herausstellten. Dariiber hinaus scheint der Nachweis von

Ulcerationen wihrend der Endoskopie ein pradiktiver Faktor fiir eine CMV-Gastroenteritis bei
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STX-Patienten zu sein. Bei Vorliegen dieser Faktoren ist eine CMV-Erkrankung anzunehmen
und sollte daher eine zielgerichtete Diagnostik und Therapie eingeleitet werden. In beiden
Kohorten ist eine sorgfiltige Uberwachung der Patienten hinsichtlich einer CMV-Erkrankung

erforderlich.
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