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Der Fall des Halbjahres: Der XE-2100 mit IG-Master
in Kombination mit IMI und NRBC fiir eine friihe
Detektion der neonatalen bakteriellen Infektion

Einleitung

Neugeborene Patienten sind eine besondere Herausforderung fiir die Klinik. Zu keinem spéateren
Lebensabschnitt sind Patienten verletzlicher als in den ersten 30 Lebenstagen. Griinde dafiir sind vor
allem das (physiologisch) unreife Immunsystem und die geringen physischen Reserven. Somit ist
die Inzidenz der neonatalen bakteriellen Infektion hoch. Der extreme Verlauf der NBI (neonatalen
bakteriellen Infektion), die Sepsis, ist weltweit die hdufigste Erkrankung der Neugeborenenperiode

und stellt eines der Hauptprobleme in der Neonatologie dar.

Schwierig ist vor allem die friihzeitige Diagnosestellung, bedingt durch das Fehlen spezifischer klini-
scher Marker, und damit das rechtzeitige Einleiten einer verlaufsentscheidenden Therapie. Dass hier
die hamatologischen Laborparameter IG (unreife Granulozyten), IMI (unreife myeloische Information)
und NRBC (Erythroblast), gemessen am Xe-2100, hilfreich unterstiitzen kénnen, zeigt der Fall des

Halbjahres aus der Universitat Tiibingen.

Information zur NBI @

Unter der neonatalen bakteriellen Infektion (im Extremfall: neonatale Sepsis) versteht man eine dis-
seminierte mikrobielle Erkrankung, die durch die klinischen Symptome einer systemischen Infektion
und die Septikdmie charakterisiert ist. Als Septikdmie wird der kulturelle Nachweis pathogener Erreger

in der Blutkultur und/oder der Liquorkultur bezeichnet.

Hier treten schon die ersten diagnostischen Schwierigkeiten auf, da ein Erregernachweis haufig nicht
gelingt und somit die Blutkultur im neonatalen Bereich eine geringe Sensitivitdt aufweist. Ursachen
dafiir sind:

m Perinatale Antibiotikatherapie

m Bakteridgmien kdnnen intermittierend sein
Die NBI wird in zwei Verlaufsformen unterteilt:

Die friih beginnende Form (early-onset bacterial infection — EOBI) und die spat beginnende Form
(late-onset bacterial infection — LOBI). Der Fall des Halbjahres zeigt eine EOBI.
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Die EOBI-Form beginnt innerhalb der ersten 72 Lebensstunden und geht dementsprechend auf eine
prd- oder perinatale Infektion zuriick. Der Verlauf ist in der Regel plétzlich beginnend und schnell fort-
schreitend (hdufig bis zur Sepsis und zum septischen Schock mit Multiorganversagen). Das typische
Erregerspektrum stammt aus der miitterlichen Vaginalflora. Die Mortalitdtsrate kann, abhdangig vom

Therapiebeginn, dem Gestationsalter und dem Geburtsgewicht bis zu 75% betragen.

Die LOBI-Form beginnt dementsprechend nach 72h und ist in der Regel nosokomialer Genese. Die
Keime stammen also meistens aus dem postnatalen Umfeld. Die Haufigkeit dieser Krankheitsformen
hat in den letzten Jahren zugenommen. Hauptgrund hierfiir ist der Umstand, dass die Infektionsrate
bei Friihgeborenen im Vergleich zu reifen Neugeborenen liberproportional hoch ist und mittlerweile
extrem kleine Frithgeborene mit hohem Risiko durch intensivmedizinische Mafnahmen tiberleben.
»Ausschluss einer Sepsis« stellt somit eine der hadufigsten Differentialdiagnosen auf neonatalen
Intensivstationen dar. Frilhzeitiges Erkennen steht hier in engem Zusammenhang mit einer erfolg-
reichen Therapie — oder anders ausgedriickt: »Es zadhlt jede Minute«. Daher gibt es schon lange die

Forderung nach sensitiven und spezifischen Laborparametern.

Parameteriibersicht

Derzeit hdufig genutzte Parameter:

m Interleukin 8: kdrpereigener Botenstoff, der im Rahmen von Entziindungen die neutrophilen
Granulozyten aktiviert.

m Interleukin 6: kérpereigener Botenstoff, B-Zellen-Reifungsfaktor. Férdert die Differenzierung der
B-Zellen zu Ig-produzierenden Zellen, stimuliert die CRP-Produktion in der Leber.

m CRP: ein Akute-Phase-Protein, fordert die Verkniipfung zwischen Phagozyten und Bakterienzellen

oder anderen Mikroorganismen (Komplementsystem).

Bewertung:

Diese bereits etablierten Tests haben eine hohe Sensitivitdat und Spezifitat — allerdings nur in einem
begrenzten Zeitfenster. Dadurch entsteht ein limitierter Nutzen: Interleukin 6 und Interleukin 8
zeigen nur in den ersten 12 h einen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen Gesunden und
Kranken. Ein deutlicher CRP-Anstieg ist bei Neugeborenen allerdings erst nach ca. 24 h zu erwarten.
Somit ergibt sich ein Zeitfenster, das diagnostisch durchaus von hohem Interesse sein kann, in dem

allerdings unter Umstédnden keiner der Parameter den Cut-Off {iberschreitet.
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m Lipopolysaccharid-Bindendes Protein — ein Akute-Phase-Protein, das sich an die bakteriellen
Lipopolysaccharidstrukturen bindet; dadurch ist eine Wechselwirkung mit Makrophagen moglich.
m Procalcitonin — Vorstufe des Hormons Calcitonin — bakterielle Endotoxine sorgen fiir eine

gesteigerte Produktion von PCT.

Bewertung:

Beide Parameter zeigen fiir die Detektion einer EOBI keine Vorteile gegeniiber Interleukin 8 bzw. CRP.”’®

Um nun die diagnostische Liicke zwischen Abfall der Inmunmediatoren unter den Cut-Off-Wert und
Anstieg der Akute-Phase-Proteine iiber den Cut-Off-Wert zu schlieen, bietet sich an, auf die durch

IL-8 stimulierte Zellreihe zu blicken — die Neutrophilen Granulozyten (insbesondere die unreifen Formen).

m |/T-Quotient: Verhéltnis zwischen unreifen Granulozyten zur Gesamtheit der Neutrophilen Zellen.

Diese Daten werden in der Regel durch eine mikroskopische Auszdhlung von Blutzellen erhoben.

Bewertung:

Limitierter klinischer Nutzen aus folgenden Griinden *>:

O Statistische Genauigkeit der Zahlung ist gering (in der Regel werden 100 Zellen ausgezahlt —
siehe Riimketabelle Abb.1)

[ Zahl der stabkernigen Granulozyten variiert durch subjektive Bewertung
Ungleichmafige Zellverteilung bei manuellen Blutausstrichen inshesondere bei hohem oder

niedrigem Hamatokrit

0 0-3,6 0-1,8 0-0,7 0-0,4 0-0,1

1 0,0-5,4 0,1-3,6 0,3-2,3 0,5-1,8 0,8-1,3

5 1,6 -11,3 2,4-9,0 3,3-7,3 3,7-6,5 4,5-5,5
10 4,9-17,6 6,2-15,0 7,5-13,0 8,2-12,0 9,4-10,7
15 8,6 —23,5 10,4 - 20,7 12,0-18,4 12,8-17,4 14,3 -15,8
20 12,7 -29,2 14,7 - 26,2 16,6 — 23,8 17,6 - 22,6 19,2-20,8
30 21,2 -40,0 23,7 -36,9 26,0 34,2 272 =328 29,1-31,0
40 30,3-50,3 33,2-47,1 35,7 - 44,4 36,9-43,1 39,0-41,0
50 39,8 - 60,2 42,9-57,1 45,5 -54,5 46,9 - 53,1 49,0 -51,0
70 60,0 -78,8 63,1-76,3 65,8 - 74,0 67,1-72,8 69,0-70,9
80 70,8 — 87,3 73,8 85,3 76,2 -83,4 77,4 - 82,4 79,2 - 80,8
90 82,4 -95,1 85,0-93,8 87,0-92,5 88,0-91,8 89,3 -90,6
100 96,4 - 100 98,2 -100 99,3 -100 99,6 — 100 99,9 -100

Abb. 1: Riimketabelle - zeigt die statistische Ungenauigkeit, die sich beim Auszdhlen einer definierten Anzahl (n)

ergibt. So kann z.B. die Zahl der Stibe in einem Ausstrich zwischen 4,9 und 17,6 variieren, wenn 100 Zellen ausgezdahlt
werden und tatsdchlich 10 Stdbe vorhanden sind. (Die Variation der Zahl durch subjektive Bewertung ist hier nicht
beriicksichtigt)
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Parameter des XE-2100

m |G (automatisiert am Xe-2100):
Gesamtheit der unreifen Granulozyten (Metamyelozyt, Myelozyt, Promyelozyt — blaue Population
in Abb.2) ohne stabkernige Neutrophile Granulozyten. Das Prinzip der Zdhlung basiert auf durch
flusszytometrischer Analyse nach RNA/DNA — Anfdrbung der Zellen.

Abb. 2: Scattergramm DIFF-Kanal am xg-2100 mit IG-Master

m IMI (automatisiert am Xg-2100):
Gesamtheit aller unreifen myeloischen Zellen — (rote Population in Abb.3)
Das Prinzip der Zahlung basiert auf der Widerstandsmessung (Volumensignal) mit hochfrequentem
Wechselstrom (Leitfahigkeitssignal) nach Zellmembranlyse bei reifen Blutzellen — (blaue

Population in Abb3).
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Abb. 3: Scattergramm IMI-Kanal am Xe-2100
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Parameter des XE-2100

NRBC (automatisiert am Xe-2100):
Anzahl der Erythroblasten — (lila Population in Abb.4) Das Prinzip der Zahlung basiert auf
durchflusszytometrischer Analyse nach RNA/DNA — Anfarbung der Zellen.

Abb. 4: Scattergramm NRBC-Kanal am Xg-2100

Bewertung:

O

O

Schnelles, vollautomatisiertes und routinetaugliches Messverfahren
Diese Parameter konnen 150 mal pro Stunde ohne manuelle Probenvorbereitung rund um die Uhr
bestimmt werden
Exzellente Trennung der pathologischen und physiologischen Populationen durch entsprechend
eingesetzte Reagenzien und Messverfahren
Statistische Genauigkeit der Zéhlung ist hoch (im DIFF-Kanal und NRBC-Kanal werden
rund 0,8 pl der Probe ausgezahlt — im IMI-Kanal wird 1pl der Probe ausgezahlt)
0 Rechenbeispiel:
Bei einer Konzentration von 10.00 x10°/ul kernhaltiger Zellen werden vom System tatsdchlich
gezadhlt und bewertet:
0 Im DIFF-und NRBC-Kanal: 8.00 x10°/pl
0 Im IMI-Kanal: 10.00 x10°/pl
Objektivitdt der Methode — Trennung und Einteilung der Populationen nach immer gleichen
Algorithmen

O Keine ungleichméaBige Verteilung der Zellen im System moglich

O Die klinische Wertigkeit wird im folgenden Beispiel naher erldutert.
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Befundbeispiel aus der Universitat Tiibingen:

Dieser Fall zeigt ein reifes neugeborenes Mddchen, das per Kaiserschnitt geboren wurde. Die Diag-
nose EOBI (early onset bacterial infection) stiitzt sich zum einen auf klinische Marker wie griines
Fruchtwasser, Bldasse, beschleunigte Herzfrequenz und Temperaturinstabilitdt, zum anderen auf Labor-
parameter. Hier zeigt sich zum Zeitpunkt der Geburt (0h) eine erhohte Interleukin-8 — Konzentration
(101pg/ml), eine gesteigerte Anzahl von unreifen Granulozyten (IM1,IG) und Erythroblasten (NRBC —
nucleated red blood cell). Direkt nach der Diagnose wurde eine antibiotische Therapie mit Ampicillin

und Cefuroxin eingeleitet.

Abb.5 zeigt das am xe-2100 gemessene Blutbild zum Zeitpunkt der Geburt (Oh). Dieses zeigt keine
auffalligen Werte fiir das kleine Blutbild und die Parameter Neutrophile Granulozyten, Lymphozyten,
Monozyten und Basophile Granulozyten®. Allerdings werden erhdhte Werte fiir I1G, IMI und NRBC
angegeben.

Im Moment wird beziiglich dieser Parameter eine Studie in der Abteilung der Neonatologie der Uni-
versitdt Tiibingen durchgefiihrt. Erste Ergebnisse dieser laufenden Studie wurden auf dem sysmex-
Symposium 2005 von Dr. Orlikowsky vorgestellt und zeigen eine signifikante Ubereinstimmung zwi-
schen Sepsis bei Neugeborenen und einer erhdhten Anzahl unreifer Granulozyten und Erythroblasten®.
Der IMI-Wert betragt 2155 Zellen/pl (Normalwert zum Zeitpunkt der Geburt bei reifen Neugeborenen:
200-1700/pl). Auch der IG-Wert zeigt ein gesteigertes Level mit 1050/pl (4.5%). Die Anzahl der
Erythroblasten ist ebenfalls erhoht: 2890 Zellen/pl (Normalwert zum Zeitpunkt der Geburt bei reifen

Neugeborenen: 100—1100/pl%)

TR 4k Er‘ythr'ob]asten Hinweise

WEC Differenzierung G WBC/BASO
Faram. | Daten Einheit ||Param.| Daten Einheit METacters B a
WBC &| 23.55|* |10A3/uL |[NEUT#&| 11.22| [10A3/ul||| jnosife
REC 4.61 % |10AB/ul ||LYMP#&|  8.48 | |10A3/ul | lgran?
HGE 16.9| |a/dL Mowo# | 1.98 | ¥ [10A3/uL Linkswversch?
HCT 48.5 ¥ |% EO# 0.32|*|10A3/uL HBC Abn Scg
wev | 105.2|%(f |[saso# | 0 50« |10A3/u [l Hono
MCH 36.7|* |pg NEUTH&| 47.6| |%
MCHC 34.8|¥ |g/dL LYMP%&|  36.0| |%
PLT | 222*10A3/uL [MONOX | B.4|¥|%
ROW-SD| 67.1[%[fL EO% | 1.4|%|%
ROW-Cw| 17.5|%|% BASOX | 2.1 (% RBC/RET
FOW 10.4|* | fiL Unreife Granulozyten REC Abn Vert
MPY 9.7|*|fL - = AN1s0
P-LCR 221/ % Param. | Daten IE1nhe1t Makro
PCT 0.22:"’|% IG# lOS'lOAS/UL
— =t 6% | 4.5(%
RET# 11046 /uL
IRF % PLT
kiR % PLT-Aggreg.?
MFR %
NRBC# 2.89) |10A3/uL
NREBC% 12.3| |/100wBC

Abb. 5: Himatogramm zum Zeitpunkt der Geburt gemessen am XE-2100

Fall des Halbjahres
Sysmex Xtra 2/2006
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Befundbeispiel aus der Universitat Tiibingen:

Herr Dr. Orlikowsky® zeigt in Abb. 6 und 7 den Zusammenhang zwischen verschiedenen Parametern
und dem Zeitpunkt der Messung (Oh und 24 h nach Diagnose) beziiglich der diagnostischen Sensi-
tivitat und Spezifitdt einer EOBI bei reifen Neugeborenen. Zum Zeitpunkt der Diagnose werden hier
die besten Ergebnisse mit Interleukin 8 und dem IMI-Wert erzielt. Das CRP zeigt zu diesem Zeitpunkt
erwartungsgemaf eine schlechte diagnostische Genauigkeit. Diese steigt zum Zeitpunkt 24h nach
Diagnose an und zeigt dort die besten Ergebnisse. Der I/T-Quotient zeigt hier eine schlechte Sensi-
tivitat sowohl bei o als auch bei 24 h nach Diagnose.

Roc curves: Term neonates ECBI, 0 hours after diagnosis Roc curves: Term neonates EOBI, 24 hours after diagnosis
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Abb. 6: ROC Kurve fiir die Parameter IMI, IL-8, I/T-Quotient Abb. 7: ROC Kurve fiir die Parameter IMI, IL-8, I/T-Quotient
und CRP bei EOBI von reifen Neugeborenen und CRP bei EOBI von reifen Neugeborenen (24h nach Diagnose)

(zum Zeitpunkt der Diagnose)

In Abb. 8 ist der zeitliche Verlauf der neugeborenen Patientin kumulativ dargestellt (o, 4, 12, 24

und 108 Stunden nach Diagnose). Die Parameter in roter Farbe (IL-8, IG, IMI und NRBC) zeigen einen
pradiktiven Wert fiir eine NBI. Das CRP und der I/T-Quotient tiberschreiten erst nach 12h die ent-
sprechenden Cut-Off-Werte. Nach 24 h zeigt die antibiotische Therapie erste Erfolge und die klinische
Situation der Patientin verbessert sich.
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Abb. 8: Kumulativdaten (o, 4, 12, 24 und 108 Stunden) eines reifen neugeborenen Mddchens (Diagnose: EOBI) unter Antibiotikatherapie

In Abb. g stellt Herr Dr. Orlikowsky5 den weiteren Nutzen solcher Parameter am Beispiel der IMI-
Zahlung dar. Neben der wertvollen klinischen Information als pradiktiver Wert der NBI sieht man hier,
wie sich das Anforderungsverhalten der Klinik nach Einfiihrung »neuer Parameter« entwickelt hat.
Trotz steigender Geburtenzahl nehmen die Zahlen von Leukozytendifferenzierungen und Interleukin 8-

Bestimmungen nach Einfiihrung der IMI-Zahlung im Jahr 2003 am xe-2100 signifikant ab.

»Neue Parameter« - IL-8 IMI -

Anzahl/Jahr Jahr 1999 2001 2003 2004
Geburten 2.107 2.416 2.630 2.718
WBC-Differenzierung 7.257 7.219 3.443 2.100
[L-8 - 5.114 3.220 2.518
CRP 7.419 7.220 6.310 6.400

Abb. 9: Anforderungsentwicklung nach Einfiihrung von Interleukin-8 und IMI-Zdhlung
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Zusammenfassung

Erkrankungen, speziell von neu- oder frithgeborenen Patienten mit hoher Inzidenz und einer erheb-
lichen Morbiditadts- und Mortalitdtsrate, bediirfen besonders hoher Aufmerksamkeit. Der Fall des
Halbjahres und auch die ersten Ergebnisse der laufenden Studie aus der Universitdt Tiibingen zeigen,
dass innovative Parameter wie |G, IMI und NRBC, gemessen am XxE-2100, dazu beitragen kénnen,
solche Erkrankungen wie NBI friiher zu erkennen und somit den schnellen Einsatz einer zielgerichteten
Therapie zu ermdéglichen. Zusatzlich kann man im Labor den hohen Aufwand an mikroskopischen
Untersuchungen mit limitiertem klinischem Nutzen deutlich reduzieren und durch objektive automa-
tisierte Methoden ergadnzen.
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