Normoblasten bei Friih- und Reifgeborenen:
Untersuchungen zur Kinetik und diagnostische
Wertigkeit bei der Early-onset-Infektion

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Heiner, Nicole

2016



Dekan: Professor Dr. I. B. Autenrieth
1. Berichterstatter: Professor Dr.Th. Orlikowsky
2. Berichterstatter: Professor Dr. A. Franz



Meinen Eltern und GroReltern zum Dank



Inhaltsverzeichnis:

Abkirzungen

Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis

1. Einleitung

1.1 Die neonatale bakterielle Infektion
1.2 Die Early-onset-Infektion

1.3 Die Late-onset-Infektion

1.4. Symptome der EOBI

1.5 Folgen der EOBI

1.6 Die Besonderheiten des Immunsystems bei Frih- und
Reifgeborenen im Vergleich zu Erwachsenen

1.7 Pathophysiologie einer bakteriellen Infektion
1.8 Diagnostik der EOBI
1.8.1 Infektionsparameter

1.9 Linksverschiebung entsprechend zur weilRen auch in der roten
Blutreihe? - Normoblasten als potentieller Infektparameter

1.10 Entstehung von Normoblasten - Erythropoese
1.10.1 Proerythroblasten
1.10.2 Erythroblasten

1.10.3 Normoblasten

1.10.4 Retikulozyten
1.11 Normoblasten-Vorkommen im peripheren Blut
1.12 Methoden zur Normoblastenzahlung

1.12.1 Manuelle Zahlung

10
11

12
12

13
14
15

16

17
19
20
20

23
25

26

26

27
27
28
32
32



1.12.2 Durchflusszytometrische Zahlung

1.12.3 Zahlung an Hamatologie-Analysatoren der

neueren Generation (z.B. Sysmex XN/ XE-2100)

1.13 Zielsetzung der Arbeit

2. Material und Methodik
2.1 Patienten
2.1.1 Erhebungsbogen
2.1.2 Ausschlusskriterien
2.1.3 Definition einer Early-onset-Infektion
2.1.4 Procedere
2.2 Messverfahren
2.2.1 Bestimmung der Normoblasten
2.2.2 Bestimmung der Leukozyten
2.2.3 Bestimmung des C-reaktiven Proteins
2.2.4 Bestimmung von Interleukin-8 im Plasma
2.2.5 Mikrobiologische Untersuchung
2.3 Statistische Auswertung
3. Ergebnisse
3.1 Patientenmerkmale
3.1.1 Gestationsalter
3.1.2 Geburtsgewicht
3.2 Mikrobiologische Ergebnisse
3.3 Klinische Auffalligkeiten
3.4 Antibiotika-Therapie

3.5 Kinetik der Normoblasten

32

33
34

36
36
37
38
38
38
40
40
41
41
41
41
42

46
46
47
47
48
48
49
50

3.5.1 Kinetik der Normoblasten bei Reifgeborenen ohne EOBI 50



3.5.2 Kinetik der Normoblasten bei Friihgeborenen ohne
EOBI

3.6 Einfluss des Gestationsalters auf die Normoblasten

3.7 Einfluss des Geburtsgewichts auf die Normoblasten

3.8 Einfluss von Hypotrophie/ Hypertrophie auf die Normoblasten
3.9 Einfluss des Geschlechts auf die Normoblasten

3.10 Kinetik der Normoblasten bei Reifgeborenen mit EOBI im
Vergleich zu Reifgeborenen ohne EOBI

3.11 Kinetik der Normoblasten bei Friihgeborenen mit EOBI im
Vergleich zu Friihgeborenen ohne EOBI

3.12 Receiver operator characteristic (ROC)- Kurven
3.12.1 ROC-Kurven fir Normoblasten bei Reifgeborenen
3.12.2 ROC-Kurven fiir Normoblasten bei Friihgeborenen

3.13 Diagnostische Wertigkeit von Normoblasten bei der EOBI
bei Reifgeborenen

3.14 Diagnostische Wertigkeit von Normoblasten bei der EOBI
bei Frihgeborenen

3.15 Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer
pradiktiver Wert der einzelnen Parameter bei Reifgeborenen

3.16 Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer
pradiktiver Wert der einzelnen Parameter bei Friihgeborenen

4. Diskussion

4.1 Ziel der Arbeit

4.2 Normoblasten
4.2.1 Kinetik der Normoblasten bei Reif- und Friihgeborenen
4.2.2 Einflussfaktoren auf die Normoblasten

4.2.3 Einfluss des Gestationsalters auf die
Normoblasten

4.2.4. Einfluss des Geburtsgewichts auf die
Normoblasten

51
52
55
58
59

60

62
63
63
64

66

67

68

7

74
74
75

78
80

81



4.2.5 Einfluss von Hypotrophie/ Hypertrophie auf die
Normoblasten 83

4.2.6 Einfluss des Geschlechts auf die
Normoblasten 85
4.3 Verhalten der Normoblasten im Rahmen einer

Early-onset-Infektion 85

4.4 Normoblasten als pradiktiver Marker einer Early-onset-Infektion

bei Frih- und Reifgeborenen 87
4.5 Methodenkritik 90
4.5.1 Patientenkollektiv 90
4.5.2 Messung mit dem Sysmex XE-2100 91
4.5.3 Diagnose der neonatalen bakteriellen Infektion 92
4.5.4 Anforderung an Infektparameter 93
4.5.5 Statistische Auswertung 94
4.6 Normoblasten als Infektparameter: Schlussfolgerung 96
5. Zusammenfassung 98
6. Anhang 100
7. Literaturverzeichnis 101
8. Erklarung zum Eigenanteil der Dissertationsschrift 118
9. Danksagung 119
10. Lebenslauf 120



Abkirzungen:

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Abkiirzungen verwendet:

Abb Abbildung

AlIS Amnioninfektionssyndrom
ANOVA Analysis of variance

BPD Bronchopulmonale Dysplasie
CRP C-reaktives Protein

CTG Kardiotokogramm

d Tage

DAPI 4’, 6-Diamidino-2-phenylindol
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EOBI Early-onset-bacterial infection
EONS Early-onset-neonatal sepsis
FIRS Fetal inflammatory response syndrome
FG Frihgeborenes

g Gramm

G-CSF Granulozyte colony-stimulating factor
h Stunde

HLA human leukozyte antigen

g Immunglobulin

IL Interleukin

IMI Immature myeloid information
IQR Interquartile range

T Immature to total neutrophils
Kap Kapitel



LOBI Late-onset-bacterial infection

max Maximal

MDSC Myeloid-derived suppressor cells
min Minimal

MTA Medizinisch technische Assistentin
NBI Neonatale bakterielle Infektion

NET Neutrophil extracellular traps

NRBC Nucleated red blood cells

PCR Polymerase chain reaction

PCT Procalcitonin

PVL Periventrikuldre Leukomalazie
QQ-Plot Quantile-Quantile-Plot

R Korrelationskoeffizient

RG Reifgeborenes

ROC-Kurve Receiver-operating-characteristic-Kurve
RT-PCR Real-time polymerase chain reaction
SD Standardabweichung

SIRS Systemic inflammatory response syndrome
SSW Schwangerschaftswoche

Tab Tabelle

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

VBS Vorzeitiger Blasensprung

VE Vakuumextraktion

VK Variationskoeffizient

ZNS Zentrales Nervensystem



Abbildungsverzeichnis:

Abb. 1: Erythropoese

Abb. 2: Fluoreszenzverhalten im NRBC-Kanal nach Einwirkung von
Stromatolyser

Abb. 3: Konzentration der Normoblasten, Reifgeborene ohne EOBI
Abb. 4: Konzentration der Normoblasten, Friihgeborene ohne EOBI

Abb. 5: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
Neugeborenen ohne EOBI

Abb. 6: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
Neugeborenen ohne EOBI (r=-0,49)

Abb. 7: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht bei
Neugeborenen ohne EOBI

Abb. 8: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht bei
Neugeborenen (r=-0,35) ohne EOBI

Abb. 9: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
hypotrophen (<P10), eutrophen und hypertrophen (>P90) Neugeborenen
innerhalb der ersten 72 Lebensstunden

Abb. 10: Normoblasten innerhalb der ersten 24 Lebensstunden in Abhangigkeit
vom Geschlecht

Abb. 11: Normoblasten nach dem ersten klinischen Verdacht bei Reifgeborenen

Abb. 12: Normoblasten nach dem ersten klinischen Verdacht bei
Frihgeborenen

Abb. 13: ROC-Kurven fur Normoblasten bei Reifgeborenen 24, 48 und 72
Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht.

Abb. 14: ROC-Kurven fur Normoblasten bei Frihgeborenen 24,48 und 72
Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht

Abb. 15: ROC-Kurven fur Normoblasten und Normoblasten kombiniert mit IL-8
Reifgeborener 24, 48 und 72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht

Abb. 16: ROC-Kurven fur Normoblasten und Normoblasten kombiniert mit IL-8
Frihgeborener 24, 48 und 72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht

Abb. 17: QQ-Plot Geburtsgewicht Reifgeborene mit EOBI

10



Abb. 18: QQ-Plot Geburtsgewicht Reifgeborene ohne EOBI

Tabellenverzeichnis:

Tab. 1: Early- vs. Late-onset-bacterial-infection

Tab. 2: Wichtige Symptome der EOBI

Tab. 3: Besonderheiten des Immunsystems Friuh- und Reifgeborener

Tab. 4: Etablierte Infektionsparameter

Tab. 5: Ursachen fur eine Normoblastenerhéhung bei Frih- und Reifgeborenen
Tab. 6: Erfasste Patientendaten

Tab. 7: Vierfeldertafel fur den Normoblastenwert

Tab. 8: Deskriptive Statistik flir Reifgeborene

Tab. 9: Deskriptive Statistik flr Friihgeborene

Tab. 10: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert der
einzelnen Parameter bei Reifgeborenen nach 24 Stunden

Tab. 11: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert der
einzelnen Parameter bei Reifgeborenen nach 48 Stunden

Tab. 12: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert der
einzelnen Parameter bei Reifgeborenen nach 72 Stunden

Tab. 13: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert der
einzelnen Parameter bei Frihgeborenen nach 24 Stunden

Tab. 14: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert der
einzelnen Parameter bei Reifgeborenen nach 48 Stunden

Tab. 15: Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver Wert der
einzelnen Parameter bei Reifgeborenen nach 72 Stunden

11



1. Einleitung

1.1 Die neonatale bakterielle Infektion

Die neonatale Infektion in ihrer systemischen Form, der Sepsis, ist weltweit eine
der haufigsten Ursachen fir Morbiditdt und Mortalitdt von Neu- und
Frihgeborenen (19/186/188). lhre rechtzeitige Erkennung und Behandlung ist
entscheidend fur die Prognose (119). Die klinischen Symptome prasentieren
sich haufig unspezifisch und sind mitunter schwierig zu erkennen (177). Die
bisher bekannten Infektionsparameter sind aufgrund einer Unreife des
Immunsystems der Neugeborenen (3) oft nicht sensitiv und spezifisch (119).
Dies fuhrt haufig zur Verzdgerung der antibiotischen Therapie. Neue
Infektionsparameter sind daher von klinischem Interesse, um Diagnostik und
Therapie rascher einleiten zu kdnnen.

Zellulare Marker stehen in ihrer diagnostischen Wertigkeit dabei eher im
Hintergrund. So sind z.B. auch Infektionen mit normaler Leukozytenzanhl,
Leukopenie bzw. —zytose beschrieben. Bei der roten Blutreihe kann es durch
Inflammation oder Infektionen entsprechend zur weif’en Blutreihe ebenfalls zur
Ausschuttung unreifer Vorstufen u.a. Normoblasten kommen. So konnte eine
signifikante Erhdhung der Normoblasten im Zusammenhang mit erhdhtem IL-6
bei Feten im Rahmen eines FIRS (fetal inflammatory response syndrome)

nachgewiesen werden (154).

Bisher gestaltete es sich methodisch schwierig, die Normoblastenzahl zu
bestimmen. Seit der EinfUhrung von Hamatologie-Analysatoren der neueren
Generation z.B. des Sysmex XN/ XE-2100 (zur genauen Funktionsweise vgl.
Kap. 2.2.1) ist eine Normoblastenbestimmung routinemafig, vollautomatisiert

und ohne erhdhten Zeitaufwand mdglich (139).

Die Normoblastenzahl ist daher ein vielversprechender potentieller Parameter
in der neonatalen Infektions-Diagnostik. Dies gilt es in dieser Arbeit genauer zu

untersuchen.
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1.2 Die Early-onset-Infektion

Unterschieden wird bei der neonatalen bakteriellen Infektion die frih
einsetzende ,early-onset-bacterial-infection® (EOBI) von der spater
einsetzenden ,late-onset-bacterial-infection® (LOBI). Diese Arbeit beschaftigt
sich ausschliel3lich mit der Early-onset-Infektion.

Die Early-onset-Infektion tritt innerhalb der ersten 72 Stunden nach der
Geburt auf (20/136/183/200), wobei das gewahlte Zeitfenster variiert (162). Die
Inzidenz liegt zwischen 1 und 10/ 1000 Lebendgeburten (65/97/166), bei
Kindern mit extrem niedrigem Geburtsgewicht (<1500 g) sogar bei 15-19 /1000
Lebendgeburten. Die Mortalitat liegt zwischen 15 und 50 % und hangt vom
Zeitpunkt des Therapiebeginns, vom Gestationsalter und vom Geburtsgewicht
ab (92/158). Ursache ist eine pra- oder intrapartale Infektion. Bei einem haufig
foudroyanten Verlauf besteht bei fehlender Therapie oder verzdgertem
Therapiebeginn ein hohes Risiko fur die Ausbildung einer Meningitis oder einer
Sepsis, dies kann bis zum Vollbild des septischen Schocks mit
Multiorganversagen fiuhren. Das Erregerspektrum entspricht meist der
matterlichen Vaginalflora. (Streptokokken der Gruppe B, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterokokken
(57/82/165/173/195/205).

Als Risikofaktoren der EOBI gelten:

* Frihgeburtlichkeit <37 SSW (11/75/162/164/211)
Niedriges Geburtsgewicht (91/164)

* Tachykardes CTG (>160 /min) (211)

* Vorzeitige Amnionruptur >18 Stunden (11/75/211)

 Bakteriamie der Mutter (153) mit hamatogener Ubertragung auf das Kind
* Amnioninfektionssyndrom (AIS) (1/11/86/164/211)
Definition des AIS: Fieber der Mutter bei der Geburt >38,0 °C

begleitet von mindestens 2 der folgenden Symptome: fetale (=160
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/min.) oder mutterliche (=100 /min.) Tachykardie, fotides
Fruchtwasser, Loslallschmerz des Uterus, Erhéhung der
Leukozytenzahl im mutterlichen Blut auf >15.000 /ul (100)
* Rektovaginale Kolonisation mit 3-hamolysierenden Streptokokken der
Gruppe B (4/11/24/48)
* Fieber der Mutter bei der Geburt >37,9 °C (11/75/162).

1.3 Die Late-onset-Infektion

Zu unterscheiden von der Early-onset-Infektion ist die spat einsetzende Late-
onset-Infektion, die nach 72 Lebensstunden auftritt. Sie verlauft fir gewdhnlich
schleichender, foudroyante Verlaufe sind dennoch mdglich und beschrieben.
Die Inzidenz liegt bei 21 % (69), die Mortalitdt bei 13-25 % (69), bei
Frihgeborenen noch hdher. Ursachlich ist hierfir eine postnatale oder
nosokomiale Infektion. Das Erregerspektrum stammt meist aus dem
postnatalen Umfeld, kann jedoch auch der mdutterlichen Genitalflora
entsprechen: Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella species,
Enterobacter species, Pseudomonas aeruginosa, Proteus species und Candida
albicans (88).
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Neonatale Infektion nach Erkrankungsbeginn:

Charakteristika Early-onset- Late-onset-
Infektion Infektion
Erkrankungsbeginn Geburt bis 7 Tage >72 h
nach Geburt,
normalerweise <72
h
Schwangerschaftskomplikationen haufig ungewodhnlich
Frihgeburtlichkeit haufig unterschiedlich
Manifestation Systemisch Systemisch oder
_ fokal (v.a.
(V.a. Pneumonie) Meningitis)
Herkunft der Erreger Matterlicher Mutterlicher
Genitaltrakt Genitaltrakt,
postnatales Umfeld
nosokomial
Sterblichkeit 15-50 % 13-25 %

Tab. 1: Early- vs. Late-onset-bacterial-infection (45/46/53/94/131/144/169/176)

1.4 Symptome der EOBI

Die Symptome sind unspezifisch und im Anfangsstadium nur schwer zu
erkennen. Haufig ist das erste Symptom das ,schlechte Aussehen® des Kindes,
was durch eine Veranderung der Mikrozirkulation entsteht und sich in Blasse,
graulichem Hautkolorit, Marmorierung, kalten Extremitdten und einer
verlangerten Rekapillarisierungszeit >2 Sekunden auflern kann. Hinzu kénnen
Stérungen der Temperaturregulation wie Hyperthermie (>37,8 °C), Hypothermie
(<36 °C) oder auch Schwankungen der Korpertemperatur >1,5 °C/3h (134)

kommen.

Des Weiteren kdnnen Stérungen der Atemfunktion wie Tachypnoe (>60 /min)

Dyspnoe (,Nasenfliigeln®, ,Einziehungen®, ,stdhnende Atmung®), vermehrte
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Apnoephasen mit Sauerstoffabfallen <80 % oder erhdhter Sauerstoffbedarf
(57/90/122) auftreten.

Aulerdem kann es zu kardialen Symptomen wie Tachykardie (>160 /min) oder
Bradykardie (<80 /min), gastrointestinalen Symptomen wie
Nahrungsunvertraglichkeit mit Erbrechen, Nahrungsriickstau, Diarrhoe und/
oder geblahtem Abdomen; zu neurologischen Auffalligkeiten wie Apathie,
Hyperexzitabiliat oder Hypotonie; Hepatomegalie oder insbesondere bei der
Late-onset-Infektion auch zu Ilokalen Befunden wie Konjunktivitis oder
Omphalitis fuhren. Im Vollbild der Sepsis kommt es letztendlich zu vermehrter

Blutungsneigung, Schock und Multiorganversagen.

Storungen der Periphere Mikrozirkulationsstérungen, Blasse, grau-
Zirkulation marmoriertes Hautkolorit, septischer Schock,
Multiorganversagen

Temperaturinstabilitat Hyper-, oder Hypothermie

Storungen der Atmung | Tachypnoe, Dyspnoe, Apnoe

Kardiale Symptome Tachykardie, Bradykardie

Gastrointestinale Trinkschwache, Erbrechen, Diarrhoe, abdominelle
Symptome Distension

Neurologische Hyperexzitabilitat, Lethargie, Krampfanfalle
Symptome

Lokalbefunde Z.B. Konjunktivitis, Omphalitis

Tab. 2: Wichtige Symptome der EOBI

1.5 Folgen der EOBI

Abgesehen von den oben beschriebenen, allgemeinen Krankheitsfolgen treten

bei schweren Verlaufen nicht selten Komplikationen bzw. Spatfolgen im Sinne
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von Hirnblutungen (205) und u.a. durch Mikroembolien verursachte hypoxisch-
ischamische Hirnlasionen (175) auf. Diese zentralen Komplikationen kénnen im

Extremfall auch zum Auftreten einer Zentralparese flhren.

Des Weiteren werden Teilleistungsstorungen, Horstérungen und eine hohere
Neigung zu psychiatrischen Erkrankungen beschrieben (73/123). Hierbei
spielen proinflammatorische Zytokine eine Rolle wie Interleukin-113, Interleukin-
6, Interleukin-8 und Tumornekrosefaktor-alpha, die eine direkte neurotoxische
Wirkung besitzen und gleichzeitig fur eine allgemeine Entziindungsreaktion
verantwortlich sind. Diesen Mechanismen wird eine Schlusselrolle sowohl bei
der periventrikularen Leukomalazie, bei der Retinopathia praematurorum (194),
bei der nekrotisierenden Enterokolitis als auch bei der bronchopulmonalen
Dysplasie (30/66/74/120/203) zuerkannt.

1.6 Besonderheiten des Immunsystems bei Frih- und

Reifgeborenen im Vergleich zu Erwachsenen

Das Immunsystem von Reif- und v.a. von Frihgeborenen ist noch unreif, dies
begunstigt die Suszeptibilitat gegenuber Infektionen und deren foudroyanten
Verlauf (144/155). Vor allem die nachfolgenden tabellarisch aufgefuhrten

Charakteristika zeichnen dafur verantwortlich:

Merkmal Besonderheiten bei Friih- | Folgen
und Reifgeborenen

Granulozyten Granulozytenvorlauferzellen | Eliminiation von
im Knochenmark Erregern in Gewebe und
(besonders bei SGA- BlutbahnW¥
Friihgeborenen)¥

Hemmung von T-Zell-
G-CSF-Spiegel¥ StimmulationA\

Unzureichende Mdglichkeit
der Reaktivierung

17




Adhasion (L-Selektin, E-
Selektin)\¥

Chemotaxis, Phagozytose
und extrazellulare
Netzformen (NET)W

Myeloide Suppressorzellen
(MDSC)

Losliche Faktoren
der angeborenen
Immunabwehr

Komplementaktivitat C1,
C4, Faktor B, Mannose
bindendes Lektin, L-Ficolin,

IgA-Produktion, Produktion
antimikrobieller Peptide und

FibronektinproduktionW

OpsonisationsfahigkeitW

Erregerelimination W

Monozyten

Produktion von
antiinflammatorischen
ZytokinenW

ApoptoseW

Interaktion mit
Lymphozyten
(Antigenprasentation, HLA-
DR, Kostimulation von
CD80, CD86)W¥

PhagozytoseaktivitatW

Antiinflammatorische
GegenreaktionW

Angeborene und
erworbene Immunitatw

Lymphozyten

T-Zellen: Proliferation,
antigenspezifische
Toxizitat, Gedachtniszellen
und B-Zell-Hilfe (CD40L)WV

B-Zellen: Unreife;
Antikdrperproduktionw

Naturliche Killerzellen:
Lytische Granula und
Interferonproduktion\¥

Zellulare und humorale
Immunabwehr
einschliellich
Immungedéchtnis\W

,Nestschutz*

Transfer der mutterlichen
Immunglobuline (IgG)
groldtenteils erst nach der
28. SSW

Leihimmunitatw
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latrogene Einflisse | Einsatz von latrogene

auf das Immunsystem | immunmodulierenden Immunsuppression
Substanzen (z.B.
Kortikosteroide,
nichtsteroidale
Antiphlogistika)

Tab. 3: Besonderheiten des Immunsystems Frih- und Reifgeborener
(35/56/72/87/103/110/200)

1.7 Pathophysiologie der bakteriellen Infektion

Nach dem Eindringen in den Koérper wandern neutrophile Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen durch Chemotaxis angelockt ein. Diese Zellen
binden an die Erreger und zerstdren diese. Dabei werden Zytokine wie IL-10,
IL-6, IL-8 und TNF-a freigesetzt. Dies wiederum flhrt zur Sekretion von
anderen Akute-Phase-Proteinen wie CrP in der Leber (106). Diese Proteine
sind verantwortlich fir die Akute-Phase-Reaktion. Diese soll einerseits die
Gewebeschadigung durch eine lokale Reaktion eindammen und dabei
andererseits zeitgleich den Korper durch eine generalisierte Reaktion wie z.B.
Fieber, Leukozytose, Aktivierung der Blutgerinnung, des fibrinolytischen
Systems und danach einer Erhohung der Akute-Phase-Proteine auf eine
Ausbreitung der Erreger und daraus resultierende Schaden fiur den

Gesamtorganismus vorbereiten.

Durch  bestimmte  Oberflachenmerkmale der Erreger wird das
Komplementsystem aktiviert, das eine weitere Chemotaxis und Opsonierung

der polymorphkernigen, neutrophilen Phagozyten bewirkt (112).

An diese initiale Phase der Abwehrreaktion schliel3t sich die adaptive Antwort
durch die Lymphozyten, welche die Bildung spezifischer Antikdrper beinhaltet,

an.
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1.8 Diagnostik der EOBI

1.8.1 Infektionsparameter

Wie bereits in Kap. 1.4 erwahnt, sind die klinischen Symptome einer neonatalen
bakteriellen Infektion sehr unspezifisch und schwer zu erkennen. Da eine
verzdgerte Diagnosenstellung mit erhdhter Mortalitat und Morbiditat assoziiert

ist (156), wird eine rasche klinisch valide und aussagekraftige Labordiagnostik

bendtigt.
Infektionsparameter Vorteile Nachteile
Blutkultur Gilt nach wie vor als Mdgliche Verfalschung
Goldstandard (157) der Ergebnisse durch
eine bereits peripartal
Sensitivitat von 82 % bei | eingeleitete antibiotische
einer Spezifitat von 96 % | Therapie der Mutter
(178) (161); nur transiente
Bakteriamie (188) und
geringes
Probenvolumen (104);
Verflgbarkeit des
Ergebnisses in der
Regel nicht vor 24
Stunden, bei
Pilzinfektionen noch
spater (146)
C-reaktives Protein | Sensitivitat steigt Spater Infektparameter
(>10 mg/l) (23/60/111) innerhalb von 48 h auf (am aussagekraftigsten
max. 80 % an (127), bei | 48 h nach
einer Spezifitat von Infektionsbeginn)
nahezu 100 % (126)

20




Interleukin-8 (alternativ
Interleukin-6)
(>60 pg/ml) (134)

Einer der frihesten
Infektparameter

Sensitivitat beim ersten
klinischen
Infektionsverdacht von
80 % bei einer Spezifitat
von 90 %
(60/61/126/134)

Sehr kurze
Halbwertszeit, fallt
bereits 12-14 h nach
Infektionsbeginn wieder
ab (134/61)

Leukozytenzahl
(>30.000 /pl

oder <5.000 /pl) (84)

Lange etabliert

Beurteilung gestaltet
sich im klinischen Alltag
schwierig, da Neu- und
Frihgeborene sowohl
mit einer Leukozytose
als auch mit einer
Leukozytopenie auf
eine Infektion reagieren
kénnen

Leukozyten unterliegen
starken physiologischen
Schwankungen, gerade
in den ersten
Lebensstunden (84)

Labormethodisch lassen
sich Normoblasten
bisher schwer von den
Leukozyten abgrenzen,
was eine Leukozytose
vortauschen kann (99)
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IT-Quotient sensitiver Parameter zur | Eine vergleichsweise

(>0,2) (59) Friherkennung einer niedrige Spezifitat von
Neugeboreneninfektion | <50 %, da die

(52/109) Granulozytenzahl auch

von nicht-infektidsen

Faktoren beeinflusst

werden kann.

Tab. 4: Etablierte Infektionsparameter

Ein verlasslicher, hoch sensitiver und spezifischer Infektparameter, der eine
klare Diagnose zeitnah gewahrleistet, ist eine Kombination aus einem
Interleukin (meist IL-6, alternativ IL-8) und dem CrP mit einer Sensitivitat von
93 % bei einer Spezifitat von 80 % (59).

Der TNF-a (15/16/17/54/89) wird als dem IL-6 unterlegen beschrieben
(27/43/114). Der Spitzenwert von TNF-a wird bereits 90 Minuten nach
Infektionsbeginn erreicht und weist nur eine kurze Halbwertszeit von zirka 60
Minuten auf (89).

Das IL-1B (127) ist bei einer Chorioamnionitis im Nabelschnurblut erhoht. Es
findet sich postpartal jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen septischen

und gesunden Kindern (30).

Die Sensitivitat des Procalcitonins (PCT) (32/54/59/63) steigt, ahnlich der des
CrP, erst mit einer Verzdgerung von 24 Stunden an, erreicht dann aber Werte
von bis zu 87,5 %, bei einer Spezifitat von 88,9 % (2/199).

Das Lipopolysaccharid-binding-protein (136) zeigte sich mit einer Sensitivitat

von 79 % bei 24 Stunden nach Infektionsbeginn dem IL-8 unterlegen.

Die Leukozytenelastase (142/197) weist bei Reifgeborenen eine Sensitivitat von

76 % auf (210), ist aber nicht geeignet als pradiktiver Infektparameter bei
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Frihgeborenen (101), da sich bei Frihgeborenen die Referenzwerte zwischen

Frihgeborenen mit und ohne EOBI nicht signifikant unterscheiden.

Zu den neuesten und vielversprechendsten Ansatzen gehoért die broad-range
16S real-time PCR (105/121/133), die es ermdglicht, Keime via RT-PCR selbst
in negativ getesteten Blutkulturen mit einer Sensitivitat von 79 % bei einer
Spezifitat von 90 % nachzuweisen. Dies gelang in dieser Untersuchung nach

begonnener antibiotischer Therapie (133).

Als zellularer, durchflusszytometrisch bestimmter Marker hat sich ein
Oberflachenrezeptor auf Granulozyten (CD 64) etabliert, welcher als pradiktiver
Infektparameter (51/153) bei der EOBI eine Sensitivitat von 78 % (190) - 88,6 %
(47) bei einer Spezifitdt von 59 % erreicht (190). In Kombination mit CrP und

IL-6 konnte sogar eine Sensitivitat von 100 % erreicht werden (129).

1.9 Linksverschiebung entsprechend zur weiRen auch in der
roten Blutreihe? - Normoblasten als potentieller

Infektparameter

Bei Erwachsenen steigern inflammatorische Prozesse Uber eine Erhdhung des
G-CSF die Zahl der neutrophilen Granulozyten. Ein Anstieg der neutrophilen
Granulozyten ist somit ein Indikator fur inflammatorische Prozesse (204). Bei
Neugeborenen kann eine Erhdhung der neutrophilen Granulozyten mit dem
Auftreten einer Early-onset-Infektion (108), eines Atemnotsyndroms (132) oder
einer zerebralen Schadigungen im Sinne einer hypoxisch-ischamischen

Schadigung oder einer Hamorrhagie (208) assoziiert sein.

Entsprechend zur Linksverschiebung in der weilen Blutreihe wurde auch in der
roten Blutreihe durch eine Erhéhung des Erythropoetins eine vermehrte
Ausschittung von Normoblasten ins periphere Blut beschrieben: Z.B. bei
Neugeborenen mit niedrigem Nabelarterien-pH (<7,0) (22), intrauteriner

Wachstumsretardierung (118), Neugeborenenkrampfen (21) zerebralen
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Schadigungen (91), bei chronischer intrauteriner Hypoxie (91), bei Kindern von

Mattern mit Praeklampsie (3) und bei Kinder mit Gestationsdiabetes (70).

Minior et al zeigten in einer Studie mit 73 hypotrophen (<10. Perzentile)
Neugeborenen mittels ~ Regressionsanalysen, dass eine erhohte
Normoblastenzahl am ersten Lebenstag signifikant mit der Notwendigkeit einer
intensivmedizinischen Versorgung, der Dauer des Aufenthaltes auf der
Intensivstation, respiratorischer Insuffizienz, Notwendigkeit einer Intubation,
Thrombozytopenie, Hyperbilirubinamie, intraventrikularer Hamorrhagie und

neonatalem Tod assoziiert ist. (118)

Eine erhdhte Normoblastenzahl bei Geburt war dabei starker mit den
Morbiditaten des kurzfristigen Outcomes (Notwendigkeit einer maschinellen
Beatmung, Verabreichen von Katecholaminen) und der Mortalitat assoziiert als

Geburtsgewicht oder Gestationsalter (118).

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass eine erhdhte Normoblastenzahl

dartber hinaus mit Inflammationsprozessen assoziiert ist:

In einer experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass bei Ratten eine
einmalige intravendse IL-6-Gabe zu einer Stimulation der erythropoetischen
Progenitorzellen im Knochenmark fihrt und es so innerhalb von 12-24 Stunden
zu einer signifikant héheren Normoblastenausschittung in den Blutkreislauf
kommt (198). Dies zeigt, dass IL-6 als Stimulus fur die Erythropoese fungiert
und somit auch eine Inflammationsreaktion, unabhangig von hypoxischen

Prozessen, potentiell mit einer Normoblastenerhdhung assoziiert ist.

Eine Arbeitsgruppe um Stachon et al konnte den Zusammenhang zwischen IL-
6-Erhdhung und gesteigerter Erythropoese auch fur den Menschen zeigen. Sie
wiesen mittels einer multinominalen logistischen Regressionsanalyse nach,
dass eine erhdhte Normoblastenzahl bei Erwachsenen signifikant sowohl mit
einer Erythropoetinerhhung als Ausmalf einer Hypoxie als auch mit einer IL-6-
Erhdhung im Sinne einer Inflammationsreaktion assoziiert ist. Die Autoren

vermuteten daher, dass das Vorkommen von Normoblasten im peripheren Blut
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eine Kombination aus hypoxischen und inflammatorischen Prozessen zum
Ausdruck bringt. DarlUber hinaus zeigten Probanden, die eine erhohte
Normoblastenzahl aufwiesen auch eine signifikant erhdhte Mortalitat, was den
Normoblasten auch eine Bedeutung als pradiktiver Wert bezlglich des

Mortalitats-Risikos zukommen lasst (181).

Die Zusammenhange zwischen Inflammation und Normoblastenerhdhung
lieRen sich auch flr das unreife und damit spezielle Immunsystem
Frihgeborener reproduzieren. Romero et al wiesen in einer retrospektiven
Beobachtungsstudie nach Amniozentese und Chordozentese, eine Erhdhung
der fetalen Normoblasten im Zusammenhang mit erhdhtem IL-6 im Rahmen
eines FIRS nach (154).

Auch Dulay et al zeigten, dass bei Fruhgeborenen (<34 SSW), die nach
histologisch nachgewiesener Chorioamnionitis geboren wurden, am ersten
Lebenstag die Normoblastenwerte gegenuber gesunden Neugeborenen
signifikant erhdht waren. Die Normoblastenerhéhung korrelierte dabei direkt mit
erhohten IL-6-Werten im Nabelschnurblut jedoch weder mit Erythropoetin- noch
mit Nabelarterien-pH. Dies festigt die Annahme, dass Zytokine, unabhangig von
hypoxischen Prozessen, eine wichtige Rolle bei der Stimmulation der fetalen

Normoblastenausschittung ins periphere Blut spielen (50).

Diese Untersuchungen weisen insgesamt darauf hin, dass
Inflammationsprozesse bei Fruh- und Reifgeborenen einen Einfluss auf die
Normoblastenzahl im peripheren Blut haben. Somit kdnnen sich Normoblasten

potentiell als Infektparameter eignen.

1.10 Entstehung von Normoblasten - Erythropoese

Erythrozyten entstehen aus Mesenchymzellen, die zunachst pluripotente
Stammzellen darstellen. Nachdem die weitere Differenzierung eingeleitet wird

wandeln sich diese in unipotente Stammzellen (erythropoetin responsive cells).
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Es folgen eine frihe, Erythropoetin-unabhangige Entwicklungsphase und eine
spatere, Erythropoetin-abhangige Phase. Die Produktion der Erythrozyten ist so
limitiert, dass die Gesamtmenge an Erythrozyten im Koérper konstant bleibt.
Diese Kontrollmechansimen wurden v.a. fur die spate Phase untersucht. Die
Synthese wird hierbei hauptsachlich Uber das Glykoprotein Erythropoetin in
Zusammenhang mit Hypoxie gesteuert (vgl. Kap. 1.11) (55). Erythropoetin wird
in Leber, Nieren, Milz, Lunge und im Knochenmark gebildet. (85), Die
Erythrozyten werden Uber verschiedene Vorlauferzellen (Proerythroblast -
Erythroblast - Normoblast - Retikulozyt) im Knochenmark gebildet, welche
zunehmend mehr Hamoglobin und weniger RNA in ihrem Zytoplasma
enthalten. Wahrend bei Neugeborenen in fast allen Knochen Blut gebildet wird,
stehen bei Erwachsenen nur noch ca. 30 % des Knochenmarks fur die
Hamatopoese =zur Verfugung. Bei chronisch erhdhtem Zellbedarf (z.B.
hamatologische Systemerkrankungen) kann es erneut zur extramedullaren
Hamatopoese in Leber und Milz kommen (106). Lediglich bei Neugeborenen
treten Normoblasten physiologisch im peripheren Blut auf. Der
Entwicklungszyklus zum Retikulozyt dauert funf bis neun Tage. Die normale
Lebensdauer von Erythrozyten betragt 120 Tage. Daraus folgt dass etwa 1 %
der Zellen pro Tag abgebaut und durch Neuproduktion im Knochenmark ersetzt

werden.
1.10.1 Proerythroblasten

Proerythroblasten (griech. Blastos - ,Keim®), sind runde Zellen von ca.
16-18 um Durchmesser, die sich durch ihren groRRen, hellen Zellkern, zwei
Nucleoli und zunehmend basophiles Zytoplasma auszeichnen. Aus einem

Proerythroblast entstehen in der weiteren Differenzierung 16 Erythrozyten.
1.10.2 Erythroblasten

Erythroblasten haben kleine Zellkerne und enthalten verklumptes Chromatin.
Durch Abnahme der Basophilie und weiterer Verkleinerung der KerngrofRRe
entstehen nun die polychromatischen Erythroblasten. Diese synthetisieren

Hamoglobin an den Polyribosomen, wodurch das Zytoplasma azidophil wird.
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1.10.3 Normoblasten

Normoblasten enthalten einen grobschollig bis pyknotisch, kondensen, runden
Kern, der z.T. exzentrisch liegt. Sie sind noch teilungsfahig. Unter
Normoblasten werden zwei Zellformen zusammengefasst — die
polychromatischen und die orthochromatischen Erythroblasten. Ab der
Entwicklungsstufe des polychromatischen Normoblasten beginnt die Zelle
vermehrt Calcium, Eisen und Glucose aufzunehmen. Sie beginnt mit der
Synthese von Transferrin- und Hamoglobinrezeptoren. Auf der Zelloberflache
werden die flr Erythrozyten typischen Proteine exprimiert (80). Das
Vorhandensein von Hamoglobin scheint eine Ursache fur die Kerndegeneration
zu sein, die bei den orthochromatischen Normoblasten stattfindet. Die
Kernmembran wird mit der fortschreitenden Entwicklung der Normoblasten
durchlassig fur Hamoglobin. Wenn eine kritische Konzentration erreicht wird,
interagiert das Hamoglobin vermutlich mit den Histonen, was zur Kondensation
von Chromatin und damit zur Kerndegeneration fuhrt. Der Kern wird
anschlieBend nach ca. 5-60 Minuten ausgestolen. So entstehen die
Retikulozyten. Normoblasten haben eine groRe Ahnlichkeit mit reifen, kleinen
Lymphozyten, was im Differentialblutbild zu einem falsch hohen

Leukozytenwert fihren kann.
1.10.4 Retikulozyten

Retikulozyten sind kernlos, jedoch reich an Ribosomen. Im Gegensatz zu den
reifen Erythrozyten enthalten sie Reste von Zellorganellen und RNA, die
Hamoglobin produzieren kénnen. Retikulozyten werden aus dem Knochenmark
ins periphere Blut freigesetzt, wo sie innerhalb von 48 Stunden ihre RNA
verlieren und zu Erythrozyten reifen. Da die peripheren Retikulozyten die 24-48-
stiindige Knochenmarksproduktion widerspiegeln, korrelieren sie in etwa mit der
Geschwindigkeit der Erythropoese und stellen so ein Malk fur die

Knochenmarksaktivitat dar (160).
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Erythropoese. Reifungsschema der Erythropoese.
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Abb. 1: Erythropoese (151)

1.11 Normoblasten - Vorkommen im peripheren Blut

Bei alteren Kindern oder Erwachsenen ist ein Auftreten von Normoblasten im
peripheren Blut ungewdhnlich und liefert Hinweise auf eine extramedullare
Blutbildung oder eine Schadigung des Knochenmarks. Normoblasten im
peripheren Blut sind dadurch potentiell assoziiert mit einer Asplenie (40/170),
mit Malignomen, hamatologischen Systemerkrankungen wie MDS oder
Leukamien (137), hamolytischen Anamien/ Thalassamien (42), mit groReren

Traumata (98) oder anderen schwerwiegenden Erkrankungen. (170/116).
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Stachon et al zeigten des Weiteren, dass bei Intensivpatienten, bei denen
Normoblasten mehr als 10 Tage im peripheren Blut nachgewiesen werden
konnten, die Mortalitat auf 80 % stieg, was einer 20-fach héheren Mortalitat im
Vergleich zu Intensivpatienten ohne Normoblastenerhéhung entsprach.
Patienten, bei denen Normoblasten langer als 15 Tage im peripheren Blut

nachgewiesen werden konnten verstarben alle (180).

Bei Reifgeborenen befinden sich Normoblasten bis zum 5. Lebenstag
physiologisch im peripheren Blut (116). Bei Fruhgeburtlichkeit und fetaler
Hypoxie kann es zu einer Erhdhung der Nomorblastenkonzentration bei Geburt
kommen. Bei Reif- und Frihgeborenen ist chronische (z.B. bei Z.n. chronischer
intrauteriner Hypoxie) oder akute Hypoxie (98) der haupsachliche Stimulus, um
uber eine Erythropoetinausschuttung eine gesteigerte  Erythropoese zu
erreichen. Dabei reagieren HIFs (Transkriptionsfaktoren) auf eine erniedrigte
Sauerstoffsattigung (148). HIF-2-a reguliert die Erythropoetinproduktion in der

fetalen Leber.

Ein Sauerstoffmangel im Lebergewebe fuhrt zur Inhibition einer Prolyl-
Hydroxylase, die Sauerstoff als Co-Substrat nutzt. Diese Inhibition flhrt zu einer
Translokation von HIF-2-a in Richtung Zellkern, wo sich die Alpha-Einheit im
Zellkern an das Regulationselement des EPO-Gens bindet. Diese Bindung
bewirkt eine Steigerung der Transkriptions- und Translationsrate des EPO-

Gens auf das Uber 1000-Fache. Dieser Prozess dauert ca. 4-5 Stunden. (38).

Das fuhrt zu einem vermehrten Auftreten von Normoblasten im peripheren Blut.
Dies geschieht allerdings unabhangig vom aktuellen Hamoglobinwert. Dieser
kann sowohl erhéht als auch erniedrigt sein. Vom hypoxischen Reiz bis zum
Auftreten von Normoblasten im peripheren Blut vergehen insgesamt ca. 28-29
Stunden (38)

Hypoxie schlie3t dabei chronische oder akute Ursachen ein, die eine
verminderte  Sauerstoffversorgung und damit einen  verminderten

Sauerstoffpartialdruck im Gewebe (< pO2 40 mmHg) nach sich ziehen (207).
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So kann eine erhéhte Normoblastenkonzentration im peripheren Blut Reif- und

Frihgeborener mit vielen Faktoren vergesellschaftet sein (vgl. Tab. 5).

Neu- und Fruhgeborene mit erhéhten Normoblastenwerten haben insgesamt
eine erhohte Morbiditat im Hinblick auf Dauer des Aufenthaltes auf der
Intensivstation und der Notwendigkeit bzw. Dauer einer maschinellen
Beatmung und einer damit verbundenen bis zu 10-fach héheren Mortalitat (98/
179/182).
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Normoblastenerhohung bei Frith- und Reifgeborenen ist
vergesellschaftet mit:

Dystrophie (140), intrauteriner Wachstumsretardierung (118)

Pulmonalen Erkrankungen (z.B. Bronchopulmonaler Dysplasie,
Atemnotsyndrom (12), Mekoniumaspiration (76))

Kardialen Erkrankungen (z.B. persistierender Ductus arteriosus (117), Z.n.
Herzoperationen (33))

Gestorter Zirkulation (z.B. Sepsis (22))

Hypoxischen Hirnschadigungen (29), bzw. schlechtem Neurologischem
Outcome (147)

Neugeborenenkrampfe (21)

Intraventrikularen Hamorrhagien (71/183)

Asphyxie bzw. niedrigem Nabelarterien-pH (<7,0) (14/22/170)

Asplenie/ Hyposplenie (170)

(Hamolytische) Anamien/ Thalassamien (42)

Nekrotisierender Enterokolitis (91)

Mutterlichem Gestationsdiabetes (70)

Konnataler Lues (83)

Kinder von Mattern mit Praeklampsie (3)

Chronischer intrauteriner Hypoxie oder Stress (91)

Retinopathia praematurorum (36)

Tab. 5: Ursachen fur eine Normoblastenerhéhung bei Frih- und Reifgeborenen
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1.12 Methoden zur Normoblastenzahlung

1.12.1 Manuelle Zahlung

Fir die manuelle Zahlung wird ein Blutausstrich nach der Rei3-Quetsch-
Methode angefertigt. Es werden 5 pl Blut auf das Ende eines Objekttragers
gegeben und mit Hilfe eines zweiten Objekttragers so dinn wie mdglich
ausgestrichen. (114). Die Normoblastenzahl wird mikroskopisch aus dem
Blutausstrich ermittelt. Die Zahl wird angegeben pro 100 gezahlte Leukozyten.
Bei Wiederholungsbestimmungen kann es dabei zu statistisch signifikanten
Abweichungen kommen. Wertet man 400 statt 100 Zellen aus, verdoppelt sich
die Prazision. Die Zellverteilung ist bei manuellen Blutausstrichen
ungleichmafig (insbesondere bei niedrigem Hamatokrit) auch ein variabler
Anpressdruck des oberen Objekttragers, unterschiedliche Ausstrichdicke/
Ausstrichwinkel kdnnen zu verschiedenen Ergebnissen fuhren. Normoblasten
haben Ahnlichkeit mit reifen, kleinen Lymphozyten, so dass selbst erfahrenes
Personal zu unterschiedlichen am ehesten falsch niedrigen Werten kommen
kann. Die manuelle Zahlung ist somit durch einen Varianzkoeffizienten von ca.
40 % (2-110 %) (196) und durch den hohen zeitlichen und personellen Aufwand
eine eher ungeeignete, unprazise Methode. Mit Hilfe eines Hamatologie-
Analysators kdnnen wesentlich kostengulnstigere und bis zu finfmal genauere

Ergebnisse (180) erreicht werden.
1.12.2 Durchflusszytometrische Zahlung

Das Untersuchungsprinzip basiert darauf, dass zuvor markierte Zellen optische
Signale abgeben, wahrend sie einen Laserstrahl passieren. Die Probe wird
durch einen Hullstrom fokussiert und tritt dadurch in den Mikrokanal einer
Mikrokanalkuvette aus Glas oder Quarz ein, so dass die Zellen einzeln
nacheinander durch den Messbereich des Lasers gesandt werden. Dabei
entsteht Streulicht bzw. ein Fluoreszenzsignal, was ausgewertet werden kann.
Als Ergebnis erhalt man quantitative und qualitative (Sortierung nach
Zellmerkmalen) Informationen Uber die analysierten Zellen. Die Menge des

Streulichtes korreliert dabei mit der Komplexitat und GroRe der Zellen. Da
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wenige Zellen per se Fluoreszenzsignale abgeben werden diese fur die
Bestimmung der Normoblasten antikdrpervermittelt angefarbt. Daflir werden
Antikérper gegen die Oberflachenmerkmale der Erythrozyten benutzt (z.B. CD
71), die mit einem Fluorchrom (z.B. Phycoerythrin) konjugiert werden. Danach
wird die DNA mit den Farbstoffen DAPI (bindet an die DNA einer Zelle) oder
auch Propidiumjodid (bindet in die DNA interskalierend, d.h. es lagert sich
zwischen den Basen der DNA ein) angefarbt. Somit kann man die Zellen
sortieren, z.B. je nachdem wieviel DNA eine Zelle enthalt. Damit kénnen u.a.

reife Erythrozyten von unreifen unterschieden werden.

Diese Methode ist mit einer Sensitivitat von bis zu 1:1075 sensitiv (212), jedoch
durch die Verwendung der Antikorper (ab ca. 275 €/ 100 Tests (z.B. bei
antikoerper-online.de, Stand 12/2014) kostenaufwandig.

1.12.3 Zahlung an Hamatologie-Analysatoren der neueren Generation (z.B.
Sysmex XN/ XE-2100)

Seit der Einfihrung dieser Gerate (zur genauen Funktionsweise vgl. Kap.
2.2.1.), ist eine Normoblastenbestimmung routinemaRig, vollautomatisiert, ohne
erhdohten Zeitaufwand (Messung von bis zu 150 Proben pro Stunde) und
unabhangig vom Hamatokrit moglich (139). Hierbei werden die Normoblasten
durchflusszytometrisch bestimmt, nachdem die Blutproben mit einem speziell
entwickelten fluoreszierenden Reagenz, dem Stromatolyser diluent and dye
verdunnt wurden. Das Reagenz farbt die RNA- und DNA-Bestandteile der
Zellen an. Es lysiert die Zellmembran der Normoblasten vollstandig (wodurch
sich ausschlielllich die DNA im Zellkern anfarbt), im Gegensatz zur
Zellmembran der Leukozyten, diese wird durch das Reagenz nur leicht
perforiert um das Eindringen des Fluoreszenzfarbstoffes zu ermaoglichen
(wodurch sich zusatzlich die RNA-Bestandteile im Zytoplasma anfarben). So ist
eine Trennung der Zellpopulationen (z.B. Normoblasten von Leukozyten und
deren Subpopulationen) automatisiert und ohne Verwendung von Antikdrpern
mdglich, was die Methode im Vergleich zu bisherigen durchflusszytometrischen
Verfahren kostengunstiger und damit breiter einsetzbar macht. Ein
Probenvolumen von 20 ul Vollblut (179) ist hierbei ausreichend. Das NRBC-
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Detektionslimit liegt bei >0,02 *1073/ul. (179).

Nakul-Aquaronne et al verglichen die Ergebnisse von 500 untersuchten
Blutproben, die sowohl mikroskopisch als auch mit dem Sysmex XE-2100
untersucht wurden. Hierbei zeigte sich bei der Messung der Leukozyten und
ihren Subpopulationen eine Sensitivitdt von 96 % bei einem negativen
pradiktiven Wert von 98 %. Entsprechend sensitiv zeigten sich die Messungen
fur die Zellen der roten Blutreihe (125).

Shiabata et al untersuchten mit dem Sysmex XE-2100 in einer Studie mittels
Knochenmarksaspiration, das Knochenmark von 65 Patienten sowohl
mikroskopisch als auch mit dem Sysmex XE-2100. Dabei ermittelten sie eine
Sensitivitat von 94,8 % fur die Zahlung der Normoblasten im NRBC-Kanal des
Sysmex XE-2100, bei einer Spezifitat von 92,2 %. (168).

1.13 Zielsetzung der Arbeit

Die Early-onset-Infektion ist mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat
verbunden (19/171/183/184). Eine frihe Diagnosestellung ist wichtig fur ein

positives Outcome.

Laut der Fachgesellschaft fir Neonatologie und padiatrischer Intensivmedizin
hat bezuglich der Diagnostik einer bakteriellen Infektion die Bestimmung des C-
reaktiven Proteins (CrP) in Kombination mit einem Interleukin (IL-8 oder IL-6)

die hdchste Sensitivitat bei gleichzeitig hoher Spezifitat. (8)
Es sollten folgende Hypothesen Uberprift werden:

1.) Durch die automatisierte Bestimmung der Normoblastenkonzentration
mit dem Sysmex XE-2100 lassen sich effizient die Kinetiken der

Normoblasten bei Reif- und Frihgeborenen ermitteln.

2.) Die Kinetik der Normoblasten innerhalb der ersten 72 Lebensstunden

unterscheidet sich bei Reif- und Frihgeborenen.
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3.) Sowohl das Gestationsalter als auch das Geburtsgewicht beeinflusst die

Anzahl der Normoblasten bei Reif- und bei Friihgeborenen.

4.) Im Rahmen einer Early-onset-Infektion erhoht sich die Anzahl der

Normoblasten im peripheren Blut.

5.) Die Normoblasten eignen sich, moglicherweise auch in Kombination mit
IL-8, als pradiktiver Marker einer Early-onset-Infektion bei Reif- und bei

Frihgeborenen.

Sollten sich diese Hypothesen bestatigen kdnnten Neugeborene mit einer
neonatalen bakteriellen Infektion, die auch klinisch inapparent sein kann,
schneller diagnostiziert und einer adaquaten Therapie zugefuhrt werden. Bei
nicht erkrankten Neugeborenen koénnte auf eine nebenwirkungsreiche

Antibiotikatherapie verzichtet werden.
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2. Material und Methodik

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommision der Universitat Tubingen
genehmigt. Eine elterliche Einverstandniserklarung fur die Durchfuhrung der
Untersuchungen sowie fur die Verwendung der anonymisierten Daten zu

Studienzwecken lag vor.

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden im Zeitraum von Juli
2004 bis Juli 2005 in der Universitats- Frauenklinik Tubingen geboren und im
Kinderzimmer der Frauenklinik oder auf den Neugeborenenstationen der
Abteilung fir Neonatologie der Universitatsklinik flr Kinder- und Jugendmedizin

in TUbingen betreut.

Das Gestationsalter der Neugeborenen bewegte sich zwischen 23 und 42
Schwangerschaftswochen.  Aufgrund zu erwartender, klinischer und
laborchemischer Abweichungen zwischen den Reif- und Friihgeborenen wurde

zur besseren Vergleichbarkeit eine Unterteilung in 2 Gruppen vorgenommen:
* Reifgeborene 237 SSW

* Fruhgeborene zwischen der 23. und 36. SSW

2.1 Patienten

Eingeschlossen wurden Frih- und Reifgeborene, bei denen aufgrund von
definierten Risikofaktoren fur eine bakterielle neonatale Infektion (z.B. vorzeitige
Amnionruptur, Amnioninfektionssyndrom)  oder  aufgrund klinischer
Auffalligkeiten (s. Tabelle) Blut zur Infektionsdiagnostik abgenommen wurde.
Des Weiteren wurden Reif- und Frihgeborene eingeschlossen, bei denen aus
anderen Grinden (z.B. Hypoglykdamie, Hyperbilirubindmie u.a.) eine
Blutabnahme erforderlich wurde.
Die Blutentnahmen erfolgten ausschlieRlich aus medizinischen Grinden, eine

Blutabnahme rein zu Studienzwecken wurde nicht durchgefuhrt.

36



Mit Hilfe von Erhebungsbdgen (vgl. Kap 2.1.1) wurden die Patientendaten, die

Laborwerte und der klinische Zustand prospektiv erfasst. Je nachdem, ob die

Kinder die Kriterien fur das Vorliegen einer Early-onset-Infektion erfullten (vgl.

Kap. 2.3) wurden sie

in die Early-onset-Infektionsgruppe

(EOBI) oder

entsprechend in die Kontrollgruppe, die aus nicht infizierten Kindern (Ctr)

bestand eingeteilt.

2.1.1 Erhebungsbogen

Patientendaten

Geschlecht

Gestationsalter
(Schwangerschaftswoche)

Geburtsgewicht

Zeitpunkt des ersten klinischen
Verdachtes

Gesundheitszustand  (Neugeborene

mit EOBI vs. ohne EOBI)

Art der antibiotischen Therapie

Dauer der antibiotischen Therapie

Ggf. Risikofaktoren einer bakteriellen
Infektion wie z.B. vorzeitige
Amnionruptur (>12 h)

Mikrobiologie

Blutkultur

Abstriche bei Lokalbefunden (z.B.
Rachen oder Nabelabstrich)

Klinische Zeichen einer neonatalen
bakteriellen Infektion (38/39/86)

Temperatur (Hyperthermie (>37,8 °C),

Hypothermie (<36 °C),
Temperaturlabilitdt ~ (Schwankungen
>1°C)

Atmung (Tachydyspnoe (in Ruhe
>60 /min), Dyspnoe (Einziehungen,
Nasenfligeln, Stéhnen))

Sattigung  (Neuauftretende  Sp02-
Abfalle <80 %; steigender
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Sauerstoffbedarf)

Perfusion  (graues, = marmoriertes
Hautkolorit,  verlangerte  kapillare
Flllungszeit >2 s

Kreislauf (Tachykardie (>160 /min in
Ruhe), Bradykardie (< 80 /min))

Nahrungsaufnahme (Trinkschwache;
Nahrungsruckstau (> 30%))

Magen- Darmtrakt (geblahtes
Abdomen, Erbrechen, Diarrhoe)

Neurologie (Hyperexzitabilitat,
Apathie, muskulare Hypotonie)

Hepatomegalie

Lokalbefund (z.B. Konjunktivitis,
Omphalitis)

Labor Differentialblutbild, Normoblasten

CrP

IL-8

Tab. 6: Erfasste Patientendaten

2.1.2 Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien fir die Untersuchung waren neonatale Asphyxie/ Hypoxie
mit Nabelarterien-pH <7,00, chromosomale Aberrationen, Fehlbildungen und

erforderliche chirurgische Eingriffe.
2.1.3 Definition einer Early-onset-Infektion

In dieser Studie wurden folgende Kriterien flr eine Early-onset-Infektion

festgelegt:
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* Innerhalb der ersten 72 Lebensstunden mindestens ein klinisches
Zeichen (vgl. Tab. 3), was durch erfahrene Neonatologen und
Intensivkrankenschwestern beobachtet wurde. Die Neugeborenen

wurden hierfUr mindestens dreimal am Tag untersucht.
e CrP-Erh6hung 210,0 mg/l (€24 Stunden nach klinischem Verdacht)
e |L-8 260 pg/ml
* und/ oder positive Blutkultur

Der Infektionsbeginn wurde als der Zeitpunkt des ersten klinischen
Infektionsverdachtes festgelegt.
Bei klinischer Auffalligkeit ohne CrP-Erhdhung (CrP <10 mg/l) oder IL-8-
Erhéhung (IL-8 =60 pg/ml) innerhalb von 24 Stunden oder positiver Blutkultur
sowie bei ausschlieflich erhdhtem CrP-Wert (CrP =210 mg/l) und/ oder IL-8-Wert
(IL-8 =60 pg/ml) wurde der Patient in die Gruppe nicht eindeutig beurteilbarer
Kinder eingeteilt, was lediglich wenige Kinder betraf und diese in dieser Studie
daher keine Berucksichtigung fanden. Stellte sich bei klinischen und
laborchemischen Kontrolluntersuchungen im weiteren Verlauf heraus, dass der
Infektionsverdacht nicht aufrecht erhalten werden konnte, wurde das
Neugeborene im Anschluss als nicht erkrankt bezeichnet und in die

Kontrollgruppe aufgenommen.
2.1.4 Procedere

Die in der Studie festgelegten Entscheidungswerte der Kontrollgruppe wurden
mit den erhobenen Werten der Kinder mit Early-onset-Infektion verglichen. Es
sollte untersucht werden, ob sich die Normoblasten mit ihrer
Bestimmungsmethode als  friher, sensitiver = Parameter in  der
Infektionsdiagnostik far Reif- und Frihgeborene eignen.
Des Weiteren erfolgte ein Vergleich mit den bisher etablierten Infektparametern

wie CrP, IL-8 und Leukozyenzahl.
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2.2 Messverfahren

2.2.1 Bestimmung der Normoblasten

Die Normoblasten wurden mit dem Sysmex XE-2100 (durchflusszytometrisch
automatisiertes Mehrkanalgerat der Firma Sysmex GmbH, Norderstedt,
Deutschland) mittels Floureszenz-Durchflusszytometrie gemessen. Hierbei
werden die Blutproben 1:51 mit einem speziell entwickelten fluoreszierenden
Reagenz, dem Stromatolyser diluent (Verdinner) and dye (Farbstoff) verdinnt.
Das Reagenz farbt die RNA- und DNA-Bestandteile der Zellen an. Es lysiert die
Zellmembran der Erythrozyten und damit auch die Zellmembran der
Normoblasten vollstandig (wodurch sich ausschliel3lich die DNA im Zellkern
anfarbt), im Gegensatz zur Zellmembran der Leukozyten. Diese wird durch das
Reagenz nur leicht perforiert um das Eindringen des Fluoreszenzfabstoffes zu
ermdglichen (wodurch sich zusatzlich die RNA-Bestandteile im Zytoplasma

anfarben).

Neutrophiler Eosinophiler Basophiler Monozyt Lymphozyt

e C @ %

NRBC
'

Abb. 2: Fluoreszenzverhalten im NRBC-Kanal nach Einwirkung von
Stromatolyser (192)

Mittels Durchflusszytometrie werden das Vorwarts-Streulichtverhalten und die
Fluoreszenzintensitat der Zellen bestimmt. Bei den Normoblasten wird nur der
Kern angefarbt; sie weisen also aufgrund der pyknotischen Struktur des
Chromatins weniger Fluoreszenzintensitat als die Leukozyten und ihre

Subpopulationen auf. So ist eine Trennung der Zellpopulationen (z.B.
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Normoblasten von Leukozyten und deren Subpopulationen) automatisiert
moglich (191/193).

2.2.2 Bestimmung der Leukozyten

Die Leukozytenzahl wurde im Rahmen der Blutbildbestimmung ebenfalls mit
dem durchflusszytometrisch automatisierten Mehrkanalgerat der Firma Sysmex
erfasst. Parallel dazu wurden die Leukozyten vergleichend im
Differentialblutbild (in einem nach Pappenheim gefarbten Blutausstrich) von

erfahrenen medizinisch-technischen Assistentinnen ausgezahlt.
2.2.3 Bestimmung des C-reaktiven Proteins

Das C-reaktive Protein (CrP) wurde mit Hilfe eines kommerziellen
immunologischen kinetischen Tests der Firma Ortho (Clinical Diagnostics,
Neckargmund) bestimmt. Bei dem Gerat handelte es sich um den Vitros 250
der Firma Ortho (Clinical Diagnostics, Neckargmind). Diese Methode basierte
auf dem Prinzip eines heterogenen Sandwich-Enzymimmunoassay-Formats.
Der Messbereich des Testes betrug 0,7 - 11 mg/dl. Ein CrP- Wert 210 mg/I
wurde als pathologisch definiert (111).

2.2.4 Bestimmung von Interleukin-8 in Plasma

Das IL-8 wurde mit Hilfe eines kommerziellen Festphasen-Chemilumineszenz-
Enzymimmunoassay-Verfahrens (Immulite®, DPC Biermann, Bad Nauheim,
Deutschland) bestimmt. Die untere Messgrenze betrug 10 pg/ml. Als erhdht

wurden IL-8-Werte definiert, die >60 pg/ml lagen.
2.2.5 Mikrobiologische Untersuchung

Bei Lokalbefunden (Konjunktivitis, Omphalitis) wurden von den entsprechenden
Stellen Abstriche angefertigt. Bei anamnestischem Infektionsrisiko bzw.
klinischem Infektionsverdacht wurde nach Geburt ein Rachen- und Ohrabstrich
durchgefuhrt. Bei Verdacht auf Sepsis eine vendse Blutkultur enthommen. Die
Blutmenge hierfir betrug <5 ml. Die bakteriologischen Untersuchungen

erfolgten im Institut flr medizinische Mikrobiologie der Universitat TUbingen.
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2.3 Statistische Auswertung

Fur die Normoblasten wurde als ,neuer Infektparameter Spezifitat, Sensitivitat,
positiver und negativer pradiktiver Wert mit den entsprechenden 95%-
Konfidenzintervallen ermittelt. Ein Vergleich wurde diesbeziglich mit den
bereits etablierten Infektparametern (CrP, IL-8 und Leukozyten) erstellt.

Zur Berechnung hilft hierbei eine sogenannte Vierfeldertafel:

Normoblastenwert Normoblastenwert  erhoht
normwertig (negativ) (positiv)
Keine Infektion Richtig negativ Falsch positiv
A B
Infektion Falsch negativ Richtig positiv
C D

Tab. 7: Vierfeldertafel fir den Normoblastenwert

Spezifitat entspricht der Wahrscheinlichkeit, mit der ein Gesunder als gesund
erkannt wird, also die Anzahl aller korrekt als gesund identifizierten geteilt durch

die Anzahl aller Gesunden.
Spezifitat: A/(A+B)

Sensitivitat entspricht der Wahrscheinlichkeit, mit der ein Kranker als krank
erkannt wird, also die Anzahl aller korrekt als krank ldentifizierten geteilt durch

die Anzahl aller Kranken.
Sensitivitat: D/(C+D)
Die pradiktiven Werte wurden in Abhangigkeit der Pravalenz berechnet.

Der positive pradiktive Wert driickt die Wahrscheinlichkeit aus, inwieweit ein

Patient mit positivem Ergebnis (erhdhtem Normoblastenwert) wirklich erkrankt
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ist.
positiver pradiktiver Wert:

(Pravalenz x Sensitivitat) : (Pravalenz x Sensitivitat + (1 - Spezifitat) x (1 -
Pravalenz))

Der negative pradiktive Wert drlickt die Wahrscheinlichkeit aus, inwieweit ein
Patient mit negativem Ergebnis (normwertiger Normoblastenwert) wirklich nicht

erkrankt ist.

negativer pradiktiver Wert:

(Spezifitat x (1 — Pravalenz)) : (Spezifitat x (1 — Pravalenz) + (1 — Sensitivitat) x

Pravalenz

Die Pravalenz einer Erkrankung bezeichnet ihre relative Haufigkeit.
Die Ergebnisse wurden als Boxplot-Diagramme dargestellt: Die innerhalb der
,Box“ liegenden Werte entsprechen dem 25. und 75. Quantil, der Strich in der
Box entspricht dem Median. Demnach beinhaltet die ,Box“ die Werte zwischen
dem 25. und 75. Quantil. Durch die "Whiskers" wird der obere und untere Zaun
dargestellt. Der obere Zaun entspricht dem
75 % Quantil + 1,5 x Interquartilsabstand, der unterer Zaun entsprechend dem
25 % Quantil - 1.5 x Interquartilsabstand. Der Interquartilsabstand wird aus
dem 75 % Quantil — 25 % Quantil berechnet. Ausreil3er wurden als Punkte Uber
bzw. unter den Whiskers dargestellt. Bei den im Ergebnisteil aufgeflhrten
Werten handelt es sich um Mediane. Die Daten wurden flr eine bessere
Darstellung in Gruppen gegliedert: Daten 0-6 Stunden nach Geburt wurden als
6 Stunden, Daten zwischen 6 und 12 Stunden nach Geburt wurden als 12

Stunden zusammengefasst etc.

Um die Mittelwerte zweier unterschiedlicher Stichproben miteinander zu
vergleichen und die Unterschiede auf Signifikanz zu testen, wandten wir den t-
Test fur unabhangige Stichproben (Welch-Test) an.

Um den t-Test anwenden zu kénnen mussen beide Stichproben aus einer

normalverteilten Grundgesamtheit stammen, oder aber die
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Stichprobenumfange muissen so grol3 sein, dass der zentrale Grenzwertsatz
anwendbar ist. Das bedeutet, dass ab einer entsprechend grof3en
Stichprobengrolie die Verletzung der Normalverteilungsannahme trotzdem zu
richtigen Ergebnissen fuhrt.

Bei  kleinen  Stichprobenumfangen und  starker  Verletzung  der
Normalverteilungsannahme bietet sich die Anwendung eines nicht
parametrischen Test zur Uberprifung von signifikanten Unterschieden der
Mittelwerte an. In diesem Fall wurden die Stichproben mit dem Mann-Whitney-
U-Test untersucht, der nicht parametrischen, d.h. verteilungsunabhangigen
Alternative zum t-Test.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Stichproben zunachst jeweils grafisch
mittels eines Quantile-Quantile-Plots (QQ-Plot) auf das Vorliegen einer
Normalverteilung untersucht (vgl. Anhang).

Hierbei werden die theoretischen Quantile der Normalverteilung auf der x-
Achse, die errechneten Quantile der Stichprobe auf der y-Achse aufgetragen.
Liegen die dabei entstehenden Punkte (naherungsweise) auf einer Geraden, so
ist die Stichprobe (naherungsweise) normalverteilt.

Bei deutlichen Abweichungen der Punkte von der Geraden wurde der Mann-
Whitney-U-Test anstelle des t-Tests angewandt (so vgl. Kap. 3.1: Mittlere
Behandlungsdauer in Tagen; Kap. 3.5 - 3.11).

Wie auch beim t-Test deutet ein p-Wert kleiner als das vorgegebene
Signifikanzniveau von 0.05 auf das Vorliegen von signifikanten Unterschieden

der Mittelwerte der Stichproben hin.

Um den optimalen Entscheidungswert der untersuchten Parameter zu
bestimmen wurde eine ROC-Analyse durchgefihrt. ROC-Kurven
bertcksichtigen die Pravalenz einer Erkrankung in einem Kollektiv nicht. Der
optimale Cut-off-Wert wurde so gewahlt, dass er die Summe aus Sensitivitat
und Spezifitat maximiert. D.h. bei diesem Wert sollten die meisten Testpositiven
entdeckt werden (hohe Sensitivitdt) mit einem Minimum an falsch-positiven

Testergebnissen (hohe Spezifitat).
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Des Weiteren verwendeten wir zur Feststellung ob ein Zusammenhang
zwischen zwei Merkmalen (z.B. Normoblastenzahl und Gestationsalter) besteht,
den Korrelationskoeffizienten (auch: Pearson-Korrelation). Dies ist ein
dimensionsloses Mal} fur den Grad des linearen Zusammenhangs zwischen
zwei mindestens intervallskalierten Merkmalen. Er kann Werte zwischen —1 und
+1 annehmen. Bei einem Wert von +1 (bzw. —-1) besteht ein vollstandig
positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen den betrachteten
Merkmalen. Wenn der Korrelationskoeffizient den Wert 0 aufweist, gibt es
keinen linearen Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen. Allerdings
konnen diese ungeachtet dessen in nicht-linearer Weise, beispielsweise
quadratisch oder exponentiell voneinander abhangen. Damit ist der
Korrelationskoeffizient kein besonders geeignetes Maly flr die (reine)

stochastische Abhangigkeit von Merkmalen.
Der Korrelationskoeffizient wurde wie folgt berechnet:

Korrelationskoeffizient=Kovarianz/Wurzel(Varianz(Gestationsalter)*Varianz(Nor

moblasten) (79).

Zur Veranschaulichung wurde in den Streudiagrammen, die auf einen linearen
Zusammenhang schlieBen lieBen eine Regressionsgerade erstellt. Die
Regressionsgerade erlaubt es, aus einem bekannten x-Wert einen durch eine
lineare Funktion gegebenen zugehoérigen y-Wert zu berechnen. Zur
Bestimmung der Regressionsgeraden wurde die Methode der kleinsten
Quadrate verwendet. Das heiBt, die Summe der quadrierten Abweichungen der
Regressionsgeraden zu den bekannten Datenpunkten wird minimiert. Dabei
lasst sich die Steigung der Geraden wie folgt berechnen: Steigung=

Kovarianz/Varianz(x-Wert) (77).

Alle Schaubilder wurden mit Hilfe des Programms R erstellt. Die Auswertung

der Daten erfolgte mit Hilfe der Programme Excel und R.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenmerkmale

Nach Berucksichtigung der Ausschlusskriterien konnten 169 Frih- und
Reifgeborene in die Studie aufgenommen werden. Die Neugeborenen wurden

in zwei Gruppen nach Gestationsalter getrennt aufgeteilt:

* Reifgeborene nach 237 SSW n=104 (davon n=60 mit EOBI und n=44 in
der Kontrollgruppe).

* Fruhgeborene nach 23-36 SSW n=65 (davon n=27 mit EOBI und n=38

in der Kontrollgruppe).

Reifgeborene:

p-

Alle EOBI Ctrl. Wert
Anzahl Kinder 104 (100 %) |60 (100 %) |44 (100 %)
Weiblich 38 (37 %) 20 (33 %) 18 (41 %)
Maénnlich 66 (63 %) 40 (66 %) |26 (59 %)
Mittleres Geburtsgewicht in Gramm
(SD) 3416,9 3479,9 3331,0

(500,17) (508,9) (480,4) 0,131

3385
Median Geburtsgewicht 3380 (2550- 3310
(Range) (2340-4560) |4560) (2340-4110)
Mittleres Gestationsalter in Tagen 275,8 277,9 273,0
(SD) (9,1) (8,4) (9,8) 0,018
Median SSW 40 40 39
(Range) (37-42) (37-42) (37-42)
Mittlerer Infektionszeitpunkt in 15,717
Stunden nach Geburt (SD) - (15,1) -
Median Infektionszeitpunkt - 9 -
Anzahl behandelter Patienten 48 42 6
6,21*

Mittlere Behandlungsdauer in Tagen 3,7 5,3 4.2 107-9

Tab. 8: Deskriptive Statistik flir Reifgeborene
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Frihgeborene:

p-

Alle EOBI Ctrl. Wert
Anzahl Kinder 65 (100 %) |27 (100 %) |38 (100 %)
Weiblich 27 (42 %) 13 (48 %) 14 (37 %)
Maénnlich 38 (58 %) 14 (52 %) 24 (63 %)
Mittleres Geburtsgewicht in Gramm 1578,6 1245,9 1815,1
(SD) (754,1) (619,3) (758,9) 0,002
Median Geburtsgewicht 1380,0 1080,0 1674,0
(Range) (530-3820) |(530-2380) |(590-3820)
Mittleres Gestationsalter in Tagen 213,5 200,9 2219
(SD) (27,3) (26,6) (24,5) 0,002
Median SSW 30,0 27,0 32,5
(Range) (23-36) (23-36) (26-36)
Mittlere Infektionszeitpunkt in Stunden
nach Geburt 6,9
(SD) - (7,8) -
Median Infektionszeitpunkt - 2,5 -
Anzahl behandelter Patienten 40,0 30,0 10,0

1,14*

Mittlere Behandlungsdauer in Tagen 5,6 5,9 4.4 107-7

Tab. 9: Deskriptive Statistik flr Friihgeborene

3.1.1 Gestationsalter

Die mittlere Schwangerschaftsdauer betrug insgesamt 252 Tage (SD: 16,1

Tage). In der Kontrollgruppe 249,3 Tage (SD: 16,6 Tage). In der EOBI-Gruppe
betrug die mittlere Schwangerschaftsdauer 254 Tage (SD: 14,0 Tage).

3.1.2 Geburtsgewicht

Das mittlere Geburtsgewicht betrug 2709 g (SD: 597,8 g). In der Gruppe der
Reifgeborenen 3417 g (SD: 500,2 g). In der Gruppe der Frihgeborenen betrug
das mittlere Geburtsgewicht 1578 g (SD: 754,0 g).
Geburtsgewicht in der Gruppe der Friihgeborenen mit EOBI 1246 g (SD: 619,3
g) und das Geburtsgewicht der Frihgeborenen der Kontrollgruppe 1815 g (SD:

759,0 g).
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3.2 Mikrobiologische Ergebnisse

Bei Fruh- und Reifgeborenen mit Early-onset-Infektion konnte in 5 Fallen

(5,6 %) eine positive Blutkultur nachgewiesen werden:

* Serratia marcescens (1x)

* [-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B (1x)

* Escherichia coli (1x)

» Staphylokokkus epidermidis (2x, wovon jedoch eine Kultur als

kontaminiert gewertet wurde).
Des Weiteren fanden sich in Ohrabstrichen:

* Koagulase-negative Staphylokokken (4x)

* Escherichia coli (2x)
In Rachenabstrichen Nachweis von

* Ureaplasmen (1x)
* Enterococcus faecalis (2x)
* RS-Viren (1x)

Im Stuhl Nachweis von:
* Rota-Viren (1x)
3.3 Klinische Auffalligkeiten

Neugeborene mit Early-onset-Infektion hatten in 36,7 % (32 von 87) der Falle
eine auffallige Korpertemperatur, bei 5 dieser Neugeborenen fiel eine
Hypothermie (<36 °C), bei 6 Neugeborenen eine Temperaturlabilitat
(Schwankungen >1 °C) und bei 21 Neugeborenen eine Hyperthermie
(>37,8 °C) auf. 73,5 % (64 von 87) zeigten eine auffallige Atmung im Sinne
einer Tachydyspnoe. Schwankungen der Sauerstoffsattigung traten bei 4,5 %
(4 von 87) der Neugeborenen auf, ebenso Auffalligkeiten bei der

Nahrungsaufnahme oder Probleme des Magen-Darmtraktes (4 Neugeborene
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zeigten Erbrechen bzw. Nahrungsrickstau und ein geblahtes Abdomen).
Weitere 21,8 % (19 von 87) der Neugeborenen zeigten neurologische
Auffalligkeiten. 12 davon eine muskulare Hypotonie. Bei 7 Neugeborenen fiel
eine Hyperexzitabilitat auf. Bei 65,5 % (57 von 87) der Neugeborenen fiel eine
auffallige Perfusion (kapillare Fullungszeit >2 s) auf, 29,9 % (26 von 87) der
Neugeborenen zeigten Auffalligkeiten des Kreislaufs im Sinne einer
Tachykardie und 6,9 % (6 von 87) der Neugeborene wiesen daruber hinaus
einen auffalligen Lokalbefund auf (3 Neugeborene eine Omphalitis und 3
Neugeborene eine gerdtete Eintrittsstelle durch periphere bzw. zentrale

Venenkatheter).

3.4 Antibiotika-Therapie

In der Gruppe der Neugeborenen mit EOBI wurden 68 Neugeborene mit
Antibiotika behandelt. Die mittlere Behandlungsdauer betrug 5,2 Tage. In der
Kontrollgruppe wurden 16 Neugeborene bis zum klinischen Ausschluss der
Infektion mit einer antibiotischen Kombinationstherapie (in Uber 90 % der Falle
mit Ampicillin und Gentamycin) behandelt. Die mittlere Behandlungsdauer
betrug 5,5 Tage. Die Behandlung wurde v.a. bei den Friuhgeborenen aufgrund
der klinischen Auffalligkeiten begonnen und nach rascher klinischer Besserung
und ausbleibendem Anstieg der Infektparameter frihzeitig wieder beendet.

Diese Kinder wurden als nicht infiziert betrachtet.
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3.5 Kinetik der Normoblasten

3.5.1 Kinetik der Normoblasten bei Reifgeborenen ohne EOBI
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Abb. 3: Konzentration der Normoblasten, Reifgeborene ohne EOBI

Die Anzahl der Normoblasten im peripheren Blut, die durch den Sysmex XE-
2100 bestimmt wurden, zeigten in der Gruppe der Reifgeborenen ohne EOBI
einen abfallenden Verlauf. Wahrend der ersten 72 Lebensstunden wurden 171
Werte von 0-4,5 *1073/ul bestimmt. Der Median der Normoblasten in den ersten
0-6 Stunden nach Geburt betrug 0,37 *1073/ul (IQR: 0,5 *1073/ul), nach 42-48
Stunden 0,07 *1073/pl (IQR: 0,02 *1073/ul). Es konnte ein Abfallen der
Normoblastenzahl Gber die ersten 42 Stunden post partum beobachtet werden.

Danach bewegten sich die Normoblasten auf einem Plateau (vgl. Abb. 3).
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3.5.2 Kinetik der Normoblasten bei Friihgeborenen ohne EOBI
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Abb. 4: Konzentration der Normoblasten, Friihgeborene ohne EOBI

Bei der Gruppe der Frihgeborenen ohne EOBI zeigte sich ebenfalls ein
abfallender Verlauf der Normoblastenanzahl im peripheren Blut. Es wurden
wahrend der ersten 72 Lebensstunden 83 Werte von 0-28,69 *1073/ul
bestimmt. Der Median in den ersten 0-6 Stunden nach Geburt betrug 1,15
*1073/ul (IQR: 2,28 *1073/p), nach 42-48 Stunden 0,01 *1073/ul (IQR: 0,34
*1073/ul). Es konnte auch hier ein Abfallen der Normoblastenzahl Uber die
ersten 42 Stunden nach der Geburt beobachtet werden. Danach bewegten sich

die Normoblasten ebenfalls auf einem Plateau (vgl. Abb. 4).
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3.6 Einfluss des Gestationsalters auf die Normoblasten

15 20 25
|

Normoblasten * 103/l
10

i x S
p— ) — ﬁ‘g“ %_._

n=19 n=39 n=53 n=3 n=13 n=28 n=4 n=6 n=8

I I T I I I T T I

23-29 30-36 =36 23-29 30-36 =36 23-29 30-36 =36

24h 24h 24h 48h 48h 48h 72h 72h 72h

Gestationsalter in Wochen / Lebensstunden

Abb. 5: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
Neugeborenen ohne EOBI

Es sollte gepriuft werden ob das Gestationsalter einen Einfluss auf die

Normoblasten aufweist.

Zur Darstellung der Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom

Gestationsalter wurden die Neugeborenen in drei Gruppen unterteilt.

* Neugeborene mit einem Gestationsalter zwischen 161 und 203
Tagen (=23-29 SSW)

* Neugeborene mit einem Gestationsalter zwischen 204 und 252
Tagen (=30-36 SSW)

* Neugeborene mit einem Gestationsalter von mehr als 252 Tagen
(>36 SSW)
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In allen drei Gruppen zeigte die Normoblastenkonzentration einen abfallenden
Verlauf mit einem maximalen Wert bei 0-24 Lebensstunden. Der Median fur die
Normoblastenkonzentration von 0-24 Lebensstunden betrug 1,26 *1043/ul (IQR:
2,89 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Gestationsalter zwischen 161 und
203 Tagen; 1,30 *1073/ul (IQR: 0,82 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem
Gestationsalter zwischen 204 und 252 Tagen; und 0,34 *10”3/ul (IQR: 0,55

*1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Gestationsalter von mehr als 252 Tagen.

Zwischen 49 und 72 Lebensstunden betrugen die Normoblastenwerte noch
0,25 *1073/pl (IQR: 0,3 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Gestationsalter
zwischen 161 und 203 Tagen; 0,08 *1073/pl (IQR: 0,16 *1073/ul) bei
Neugeborenen mit einem Gestationsalter zwischen 204 und 252 Tagen; und
0,0 *1073/pl (IQR: 0,04 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Gestationsalter

von mehr als 252 Tagen.

In der Gruppe der Frihgeborenen mit einem Gestationsalter zwischen 161 und
203 Tagen lagen die Normoblasten-Werte stets hdher als bei den anderen
beiden Gruppen. Wobei die Werte bei den Neugeborenen mit einem
Gestationsalter zwischen 204 und 252 Tagen hoher lagen als bei den
Neugeborenen mit einem Gestationsalter von mehr als 252 Tagen. Diese
Unterschiede waren innerhalb der ersten 24 Lebensstunden zwischen allen drei

Gruppen signifikant.

Insgesamt lag die Normoblastenkonzentration bei Neugeborenen innerhalb der

ersten 72 Lebensstunden umso hdher, je geringer das Gestationsalter war
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Abb. 6: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
Neugeborenen ohne EOBI (r=-0,49)

Um die Abhangigkeit der Normoblastenkonzentration vom Gestationsalter
darzustellen, wurde die absolute Normoblastenanzahl (*1073/ul) gegen das
Gestationsalter (d) aufgetragen und eine Regressionsgerade erstellt. Der
Korrelationskoeffizient betrug r=-0,49. Die Normoblastenkonzentration war

umso hoher je geringer das Gestationsalter war.
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3.7 Einfluss des Geburtsgewichts auf die Normoblasten
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Abb. 7: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht bei
Neugeborenen ohne EOBI

Zur Darstellung der Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom

Geburtsgewicht wurden die Kinder in drei Gruppen unterteilt.

* Neugeborene mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g
* Neugeborene mit einem Geburtsgewicht zwischen 1000 g und
2000 g

* Neugeborene mit einem Geburtsgewicht Gber 2000 g

In allen drei Gruppen zeigte die Normoblastenkonzentration einen abfallenden
Verlauf mit einem maximalen Wert bei 0-24 Lebensstunden. Der Median fur die
Normoblastenkonzentration von 0-24 Lebensstunden betrug 2,22 *1043/ul (IQR:
2,9 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g; 1,3
*1073/ul (IQR: 0,82 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht
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zwischen 1000 g und 2000 g; und 0,47 *1073/pl (IQR: 0,0 *1073/ul) bei

Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht von mehr als 2000 g.

Zwischen 49 und 72 Lebensstunden betrugen die Normoblastenwerte noch
0,27 *1073/pl (IQR: 0,34 *1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht
unter 1000 g; 0,06 *1073/ul (IQR: 0,16 *10”3/pl) bei Neugeborenen mit einem
Geburtsgewicht zwischen 1000 g und 2000 g; und 0,04 *1073/ul (IQR: 0,09

*1073/ul) bei Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht von mehr als 2000 g.

In der Gruppe der Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g lagen
die Normoblastenwerte stets hdher als bei den anderen beiden Gruppen.
Wobei die Werte bei den Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht zwischen
1000 g und 2000 g hoher lagen als bei den Neugeborenen mit einem
Geburtsgewicht von mehr als 2000 g. Diese Unterschiede waren innerhalb der
ersten 24 Lebensstunden signifikant zwischen den Neugeborenen unter 1000 g
und den Neugeborenen Uber 2000 g (p=5,7*10"-5) sowie zwischen den
Neugeborenen zwischen 1000 g und 2000 g und den Neugeborenen uber 2000
g (p=0,0004).

Insgesamt lag die Normoblastenkonzentration bei Neugeborenen innerhalb der

ersten 72 Lebensstunden umso hdher, je geringer das Geburtsgewicht war.
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Abb. 8: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht  bei
Neugeborenen (r=-0,35) ohne EOBI

Es zeigte sich eine negative Abhangigkeit zwischen Normoblasten und
Geburtsgewicht. Die Normoblastenkonzentration war umso hdher desto
geringer das Geburtsgewicht war. Der Korrelationskoeffizient betrug dabei
r=-0,35.
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3.8 Einfluss von Hypotrophie/ Hypertrophie auf die

Normoblasten

00

— eutroph
—— hypotroph (<P10)
- hypertroph (=P90)
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Normoblasten *10°3/ul

Gestationsalter in Tagen

Abb. 9: Normoblastenkonzentration in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei
hypotrophen (<P10), eutrophen und hypertrophen (>P90) Neugeborenen
innerhalb der ersten 72 Lebensstunden

Um den Zusammenhang zwischen der Normoblastenkonzentration, der
Gewichtsperzentile und des Gestationsalters darzustellen wurden die Kinder in
drei Gruppen aufgeteilt:
* Hypotrophe Neugeborene (Geburtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile)
* Eutrophe Neugeborene (Geburtsgewicht zwischen der 10. Und 90.
Perzentile)

* Hypertrophe Neugeborene (Geburtsgewicht Uber der 90. Perzentile)

Die Normoblasten wurden nun jeweils fur die Gruppen getrennt gegen das

Gestationsalter in Tagen aufgetragen und eine Regressionsgerade erstellt. Der
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Korrelationskoeffizient betrug fur die hypotrophen Neugeborenen r=-0,50; fur
die eutrophen r=-0,52; und fur die hypertrophen Neugeborenen r=-0,33. Die
Normoblastenkonzentration lag auch hier wie schon beschrieben umso héher je
geringer das Gestationsalter war.

Lediglich bei den hypotrophen Neugeborenen zeigten sich gegenitber den
eutrophen Neugeborenen (p=0,0004) initial eine signifikant hdhere
Normoblastenkonzentration.

Der Unterschied zwischen hypotrophen und hypertrophen (p=0,056) sowie
zwischen den eutrophen und hypertrophen (p=0,08) Neugeborenen war nicht

signifikant.

3.9 Einfluss des Geschlechts auf die Normoblasten
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Abb. 10: Normoblasten innerhalb der ersten 24 Lebensstunden in Abhangigkeit
vom Geschlecht

Beim Vergleich der Normoblasten in Abhangigkeit vom Geschlecht 24 Stunden
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nach Geburt konnte weder in der EOBI-Gruppe noch in der Kontrollgruppe ein
signifikanter ~ Unterschied festgestellt werden, jedoch lagen die

Normoblastenwerte der mannlichen Neugeborenen tendenziell héher.

3.10 Kinetik der Normoblasten bei Reifgeborenen mit EOBI im
Vergleich zu Reifgeborenen ohne EOBI
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Abb. 11: Normoblasten nach erstem klinischen Verdacht bei Reifgeborenen

Die Anzahl der Normoblasten im peripheren Blut der Gruppe der
Reifgeborenen mit Early-onset-Infektion zeigte entsprechend zur Kontrollgruppe
der Reifgeborenen ohne EOBI, einen mit der Zeit abfallenden Verlauf. Es
konnte ein Abfallen der Normoblastenzahl Uber die ersten 48 Stunden nach

dem ersten klinischen Verdacht beobachtet werden. Danach bewegten sich die
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Normoblasten auf einem Plateau (vgl. Abb. 11).

Der Median der Werte in den ersten 24 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht betrug bei reifgeborenen Kindern mit EOBI 0,13 *10”3/ul (IQR: 0,69
*1073/y), nach 48 Stunden 0,08 *1073/ul (IQR: 0,18 *1073/pl) und nach 72
Stunden 0,04 *1073/ul (IQR: 0,07 *1073/pl). Im Vergleich zur Kontrollgruppe

ohne EOBI unterschieden sich die Werte nicht signifikant.

Die Gruppe der Reifgeborenen mit EOBI zeigte innerhalb von 72 Stunden nach
dem ersten Kklinischen Verdacht im Vergleich zur Kontrollgruppe keine
signifikant erhdhten Normoblastenwerte. Die Normoblasten zeigten sowohl in
der Gruppe der Reifgeborenen mit EOBI, als auch in der Gruppe ohne EOBI
einen nach dem ersten klinischen Verdacht abfallenden Verlauf mit einem

Maximum bei 0-24 Stunden mit Erreichen des Plateaus nach 48 Stunden.
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3.11 Kinetik der Normoblasten bei Friihgeborenen mit EOBI im

Vergleich zu Friihgeborenen ohne EOBI
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Abb. 12: Normoblasten nach dem ersten klinischen Verdacht bei
Frihgeborenen

In der Gruppe der Frihgeborenen mit EOBI zeigte die Anzahl der
Normoblasten im Differentialblutbild im Gegensatz zur Kontrollgruppe, der
Frihgeborenen ohne EOBI, einen mit der Zeit ansteigenden Verlauf (vgl. Abb.
12).

Der Median der Werte in den ersten 24 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht betrug bei friihgeborenen Kindern mit EOBI 1,6 *1023/ul (IQR: 3,84
*1073/y), nach 48 Stunden 1,69 *1073/ul (IQR: 5,05 *1073/pl) und nach 72
Stunden 2,52 *1073/ul (IQR: 4,93 *1073/pl). Im Vergleich zur Kontrollgruppe

62



ohne EOBI unterschieden sich die Werte nach 48 Stunden nach dem ersten

klinischen Verdacht signifikant.

Die Fruhgeborenen mit Early-onset-Infektion (vgl. Abb. 12) wiesen innerhalb
von 48 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht (1,69 *1073/ul (IQR: 5,05
*1073/ul)) im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,12 *1073/ul (IQR: 0,13 *1023/ul))
signifikant héhere Normoblastenwerte auf (p=0,0005 nach 48 Stunden und
p=0,04 nach 72 Stunden). Im Gegensatz zu den Frihgeborenen ohne EOBI
sanken bei den Frihgeborenen mit EOBI die Normoblastenwerte nach dem

ersten klinischen Verdacht nicht ab sondern stiegen weiter an.

3.12 Receiver operator characteristic (ROC)- Kurven

Zur Bestimmung der Entscheidungsgrenzen fir Normoblastenwerte ob das
Reif- bzw. Frihgeborene an einer neonatalen bakteriellen Infektion erkrankte
oder nicht wurden ROC-Kurven 24, 48 und 72 Stunden nach dem ersten
klinischen Verdacht erstellt. Abhangig vom ersten klinischen Verdacht wurden
unterschiedliche Sensitivitaten/ Spezifitaten fur die Normoblasten bestimmt,

somit auch unterschiedliche Cut-off-Werte.

3.12.1 ROC-Kurven fiir Normoblasten bei Reifgeborenen

24 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht lag die Sensitivitat bei einem
Cut-off-Wert von >0,97 *1073/ul bei 9,4 %, die Spezifitat betrug 95,5 %. Nach
48 Stunden und einem Cut-off-Wert von >0,27 *1023/ul wurde eine Sensitivitat
von 14 % mit einer Spezifitdt von 95 % erreicht. Nach 72 Stunden betrug die
Sensitivitat 37 %, die Spezifitat 100 % bei einem Cut-off-Wert von >0,05
*1073/ul (vgl. Abb. 13).
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Abb. 13: ROC-Kurven fir Normoblasten bei Reifgeborenen 24, 48 und 72
Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht

3.12.2 ROC-Kurven fiir Normoblasten bei Friihgeborenen

24 Stunden nach Geburt lag die Sensitivitat bei einem Cut-off-Wert von >1,31
*1073/ul bei 55 %. Die Spezifitat betrug 75 %. Nach 48 Stunden und bei einem
Cut-off-Wert von >0,75 *1073/ul wurde eine Sensitivitdt von 70 % bei einer
Spezifitat von 92 % erreicht. Nach 72 Stunden betrug die Sensitivitat 83 %, die
Spezifitat 77 % bei einem Cut-off-Wert von >0,39 (vgl. Abb. 14).
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Abb. 14: ROC-Kurven fir Normoblasten bei Frihgeborenen 24, 48 und 72
Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht
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3.13 Diagnostische Wertigkeit von Normoblasten bei der EOBI

bei Reifgeborenen

24 Stunden 48 Stunden
o ~ o
- P - =
> et
[==] A -] S
=2 7 & S
= A = e
= w B = «w
= k| e = o | P
' ] ) s ol [ //j//
B = f",J—'/ 53 homs AL
— AR
o~ L) o~ o
o 7 _(f = T =
o Normoblasten Normoblasten
o | -—-— Normoblasten + IL-8 o | -—-— Normoblasten + IL-8
=2 T T T T T T = T T T T T T
0.0 02 04 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
1 - Spezifitat 1 - Spezifitat
72 Stunden
=] =
>
37?
= 7
~
~
;—'—""r/
——

Sensitivitat

MNormoblasten
1 -~ MNormoblasten + IL-8

T T T T T T
0.0 02 04 06 08 1.0

00 02 04 06 08 10

1 - Spezifitat

Abb. 15: ROC-Kurven flir Normoblasten und Normoblasten kombiniert mit IL-8
Reifgeborener 24, 48 und 72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht

Die ROC-Kurven der Normoblastenwerte und der Normoblastenwerte plus IL-8
wurden in Abhangigkeit des Infektionsalters, also ab dem Zeitpunkt des ersten
klinischen Verdachts verglichen. 24 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht konnten die Normoblasten (Cut-off-Wert >0,97 *10/13/ul) lediglich eine
Sensitivitat von 9,4 % bei einer Spezifitat von 96 % erreichen. 72 Stunden nach
dem ersten klinischen Verdacht erreichten die Normoblasten (bei einem Cut-
off-Wert von >0,39 *1073/ul) die hochste Sensitivitat von 37 % bei erhaltener
Spezifitat. Bei Betrachtung der Normoblasten (Cutt-off-Wert von >0,97 *10/3/ul)
in Kombination mit IL-8 lie sich die Sensitivitat innerhalb der ersten 24
Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht auf bis zu 84 % steigern,
allerdings zu Lasten der Spezifitat (15 %) (vgl. Abb. 15).
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24 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht betrug die Sensitivitat fur die
Kombination von Normoblasten und IL-8 84 %. Die Sensitivitat fur die

Normoblasten (9,4 %) lag deutlich darunter.

3.14 Diagnostische Wertigkeit von Normoblasten bei der EOBI

bei Frihgeborenen
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Abb. 16: ROC-Kurven flir Normoblasten und Normoblasten kombiniert mit IL-8
Frihgeborener 24, 48 und 72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht

Die ROC-Kurven der Normoblastenwerte und der Normoblastenwerte plus IL-8
wurden auch bei den Frihgeborenen in Abhangigkeit vom Infektionsalter also
ab dem Zeitpunkt des ersten klinischen Verdachts verglichen. 24 Stunden nach
dem ersten klinischen Verdacht konnten die Normoblasten (Cut-off-Wert >1,31

*1073/ul) eine Sensitivitat von 55 % bei einer Spezifitat von 75 % erreichen. in
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Kombination mit IL-8 liel3 sich die Sensitivitat innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Infektionsbeginn auf bis zu 69 % steigern, allerdings wiederum zu Lasten
der Spezifitat (51 %).

48 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht erreichten die Normoblasten
(Cutt-off-Wert von >0,75 *10”3/ul) eine Sensitivitat von 70 % bei einer Spezifitat
von 92 %. In Kombination mit IL-8 konnte hier eine Sensitivitdt von 98 %
erreicht werden, allerdings auch hier wiederum zu Lasten der Spezifitat (8 %)
(vgl. Abb. 16).

72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht erreichten die Normoblasten
(bei einem Cut-off-Wert von >0,39 *1073/pl) die héchste Sensitivitat von 83 %

bei einer Spezifitat von 77 %.

Innerhalb von 24 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht (dem bei der
Betrachtung als mdglichst frihen Infektparameter interessantesten Zeitpunkt)
betrug die Sensitivitat fur die Kombination von Normoblasten und IL-8 69 %.
Die Sensitivitat fur die Normoblasten (55 %) erzielte zwar einen héheren Wert
als bei den Reifgeborenen, war aber, wie auch bei den Reifgeborenen der

Kombination aus Normoblasten plus IL-8, deutlich unterlegen.

3.15 Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver

Wert der einzelnen Parameter bei Reifgeborenen

Um die Wertigkeit der verschiedenen diagnostischen Parameter Normoblasten,
CrP und IL-8 bei der Diagnostik der EOBI vergleichen zu kdnnen, wurden
jeweils die Sensitivitat, Spezifitdt sowie der positive und negative pradiktive
Wert fur 24, 48 und 72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht
berechnet. Des Weiteren wurden die 95 %-Konfidenzintervalle anhand von

binominalen Tabellen bestimmt (vgl. Tabelle 10-15).
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Reifgeborene:

Normoblasten
Leuko- oder/und II-8
24 Stunden Normoblasten | CRP zyten 11-8
>30 oder >0.97 *1073/ul
<5 oder/und >60
>0.97 *1073/ul |>10 mg/l | *1073/ul | >60 pg/ml | pg/ml
Sensitivitat 0,094 0,69 0,04 0,17 0,84
[0.01;0.0
[0.05;0.14] [0.62;0.76] | 7] [0.11;0.22] |[0.78;0.89]
Spezifitat 0,96 1 0,95 0,8 0,15
[0.92;0.9
[0.93;0.98] [1;1] 8] [0.75;0.86] |[[0.09;0.19]
positiver
pradiktiver
Wert 0,78 1 0,63 0,6 0,63
[0.55;0.6
[0.73;0.84] [1;1] 9] [0.53;0.67] |[0.55;0.69]
negativer
pradiktiver
Wert 0,38 0,65 0,37 0,36 0,34
[0.31;0.45] [0.58;0.72] |[0.3;0.44] | [0.29;0.43] |[0.28;0.41]
Tab. 10: GruppengrofRe n=184, Pravalenz=0,63
Normoblasten
Leuko- oder/und II-8
48 Stunden Normoblasten | CRP zyten 11-8
>30 oder >0.27 *1073/ul
<5 oder/und >60
>0.27 *10”3/pl | >10 mg/l | *1043/ul | >60 pg/ml | pg/ml
Sensitivitat 0,14 0,77 0 0 0,91
[0.05;0.23] [0.66;0.88] | [0;0] [0;0] [0.84;0.98]
Spezifitat 0,95 1 1 1 0,1
[0.88;1] [1;1] [1;1] [1;1] [0.02;0.18]
positiver
pradiktiver
Wert 0,83 1 - 0,8 0,66
[0.73;0.93] [1;1] - [0.66;0.94] |[0.53;0.78]
negativer
pradiktiver
Wert 0,37 0,7 0,34 0,22 0,39
[0.22;0.4
[0.23;0.5] [0.58;0.82] | 7] [0.07;0.36] |[0.26;0.52]

Tab. 11: GruppengroRe n=55, Pravalenz=0,65
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Normoblasten
Leuko- oder/und II-8
72 Stunden Normoblasten | CRP zyten 11-8
>30 oder >0.05 *1073/ul
<5 oder/und >60
>0.05 *1073/ul |>10 mg/l | *1073/ul | >60 pg/ml | pg/ml
Sensitivitat 0,37 0,79 0 0 0,94
[0.16;0.57] [0.61;0.96] |[0;0] [0;0] [0.83;1]
Spezifitat 1 1 1 1 0,01
[1:1] [1:1] [1:1] [1:1] [0;0.1]
positiver
pradiktiver
Wert 1 1 - - 0,9
[1:1] [1:1] - - [0.77:1]
negativer
pradiktiver
Wert 0,14 0,33 0,09 0,09 0,02
[0;0.29] [0.13;0.53] |[0;0.22] |[0;0.22] [0;0.09]

Tab. 12: GruppengrofRe n=21, Pravalenz=0,9

24 Stunden

Zeitpunkt) nach dem ersten klinischen Verdacht zeigte CrP, als einzelner

(dem hinsichtlich der Diagnostik einer EOBI relevantesten
pradiktiver Parameter fiur eine EOBI betrachtet, die hochste Sensitivitat. Eine
Kombination von IL-8 und der Normoblastenkonzentration konnte eine noch
héhere Sensitivitat von bis zu 84 % erreichen, allerdings bei einer Spezifitat von
lediglich 15 %.

Ab 48 Stunden nach Geburt stieg die Sensitivitat des CrP-Wertes bis auf 77 %

bei erhaltener Spezifitat.

Die Normoblastenkonzentration konnte weder den IL-8-Wert noch den CrP-
Wert als prognostischer Parameter fir eine Neugeboreneninfektion Ubertreffen.
Die besten Ergebnisse fir die Normoblasten als Infektparameter wurden bei
den Reifgeborenen innerhalb der ersten 48 Stunden nach dem ersten

klinischen Verdacht erreicht.
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3.16 Sensitivitat, Spezifitat, positiver und negativer pradiktiver

Wert der einzelnen Parameter bei Friilhgeborenen

Frihgeborene:
Normoblasten
Leuko- oder/und II-8
24 Stunden Normoblasten | CRP zyten 11-8
>30 oder >1,31 *1073/ul
<5 oder/und >60
>1.31*1073/ul | >10 mg/l | *1073/ul | >60 pg/ml | pg/ml
Sensitivitat 0,55 0,51 0.24 0,26 0,69
[0.16;0.3
[0.46;0.64] [0.42;0.6] |2] [0.18;0.34] |[0.6;0.77]
Spezifitat 0,75 1 0,97 0,63 0,51
[0.68;0.83] [1;1] [0.94;1] |[0.54;0.48] |[0.42;0.6]
positiver
pradiktiver
Wert 0,68 1 0,88 0,39 0,57
[0.59;0.73] [1;1] [0.82;93] |[0.31;0.48] |[0.48;0.66]
negativer
pradiktiver
Wert 0,64 0,69 0,58 0,47 0,64
[0.49;0.6
[0.56;0.73] [0.6;0.77] | 7] [0.38;0.56] |[0.55;0.73]
Tab. 13: GruppengrofRe n=120, Pravalenz=0,48
Normoblasten
Leuko- oder/und II-8
48 Stunden Normoblasten | CRP Zyten 11-8
>30 oder >0.75 *1073/ul
<5 oder/und >60
>0,75*1073/ul | >10 mg/l | *1073/ul | >60 pg/ml | pg/ml
Sensitivitat 0,7 0,7 0,53 0,06 0,98
[0.54;0.86] [0.54;0.86] |[0.35;0.7] | [0;0,14] [0.93;1]
Spezifitat 0,92 1 0,84 0,92 0,08
[0.72;0.9
[0.82;1] [1;1] 7] [0.82;1] [0;0.17]
positiver
pradiktiver
Wert 0,92 1 0,81 0,5 0,58
[0.68;0.9
[0.82;1] [1;1] 6] [0.32;0.68] |[0.4;0.76]
negativer
pradiktiver
Wert 0,7 0,72 0,58 0,42 0.78
[0.54;0.87] [0.56;0.68] |[0.4;0.76] | [0.25;0.6] [0.63;0.93]

Tab. 14: GruppengrofRe n=30, Pravalenz=0,56
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Normoblasten
Leuko- oder/und II-8
72 Stunden Normoblasten |CRP zyten 11-8
>30 oder >0.39 *1073/ul
<5 oder/und >60
>0.39 *1073/ul | >10 mg/l *1073/ul | >60 pg/ml pg/ml
Sensitivitat 0,83 0,58 0,5 0,17 1
[0.28;0.71
[0.67;0.99] [0.37;0.79] |] [0.01;0.32] [1;1]
Spezifitat 0,77 1 1 0,77 0,02
[0.59;0.95] [1;1] [1;1] [0.6;0.95] [0;0.7]
positiver
pradiktiver
Wert 0,83 1 1 0,5 0,57
[0.67;0.99] [1;1] [1;1] [0.29;0.71] [0.37;0.78]
negativer
pradiktiver
Wert 0,77 0,64 0,6 0,41 1
[0.59;0.95] [0.44;0.85] |[0.30;0.8] [[0.2;0.62] [1;1]

Tab. 15: GruppengrofRe n=21, Pravalenz=0,57

24 Stunden

Zeitpunkt) nach dem ersten klinischen Verdacht zeigten die Normoblasten als

(dem hinsichtlich der Diagnostik einer EOBI relevantesten

einzelner pradiktiver Parameter fur eine EOBI betrachtet, die hdchste
Sensitivitat. Eine Kombination von IL-8 und der Normoblastenkonzentration
konnte eine noch hdhere Sensitivitdt von bis zu 69 % erreichen, allerdings bei

einer Spezifitat von lediglich 51 %.

Ab 48 Geburt

Normoblastenkonzentration bis auf 70 % bei einer Spezifitat von 92 %.

Stunden nach stieg die  Sensitivitat  der
Insgesamt zeigte sich hier der CrP-Wert Uberlegen mit einer Sensitivitat von

ebenfalls 70 % bei jedoch erhaltener Spezifitat.

Die Normoblastenkonzentration konnte in der Gruppe der Frihgeborenen im
Gegensatz zu der Gruppe der Reifgeborenen sowohl den IL-8-Wert als auch
den CrP-Wert als prognostischer Parameter fur eine Neugeboreneninfektion

ubertreffen. Die besten Ergebnisse fur die Normoblasten als Infektparameter
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wurden bei den Fruhgeborenen innerhalb der ersten 48 Stunden nach dem
ersten klinischen Verdacht erreicht, zu diesem Zeitpunkt zeigte sich allerdings

das CrP bereits Uberlegen.
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4. Diskussion

4.1 Ziel der Arbeit

Bakterielle Infektionen, v.a. die Early-onset-Infektion, sind weiterhin, trotz
wirksamer Antibiotikatherapie mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat
verbunden (19/186/187). Eine frihe Diagnosestellung ist daher entscheidend

fiir das Uberleben bzw. die Weiterentwicklung des Neugeborenen.

Es sollte geklart werden, ob die Normoblasten neben bekannten
laborchemischen Methoden als Infektparameter bei der Early-onset-Infektion

dienen kénnten. Dazu sollte geklart werden:

1.) Ob mit dem Sysmex XE-2100 effizient die Kinetiken der Normoblasten
im peripheren Blut bei Reif- und Frihgeborenen ermittelt werden
kdénnen.

2.) Inwiefern sich die Kinetik der Normoblasten innerhalb der ersten 72
Lebensstunden bei Reif- und Frihgeborenen unterscheidet.

3.) Inwiefern das Gestationsalter oder das Geburtsgewicht einen Einfluss
auf die Anzahl der Normoblasten im peripheren Blut haben.

4.) Ob es im Rahmen einer Early-onset-Infektion zu einer Erhéhung der
Normoblasten im peripheren Blut kommt.

5.) Ob die Normoblasten, moglicherweise auch in Kombination mit IL-8 als
pradiktiver Marker einer Early-onset-Infektion bei Frih- und

Reifgeborenen geeignet sind.

Falls die Normoblasten die Anforderung eines Infektparameters erflllen, der
mdglichst frihzeitig mit ausreichender Sensitivitdt und Spezifitat eine
Infektion bestatigen oder ausschlie3en soll, kdnnten Neugeborene mit einer
neonatalen bakteriellen Infektion, die zu Beginn durchaus klinisch
inapparent verlaufen kann, schneller diagnostiziert und einer adaquaten
Therapie zugefuhrt werden. Bei nicht erkrankten Neugeborenen kénnte auf
eine nebenwirkungsreiche ex-juvantibus-Antibiotikatherapie verzichtet

werden.
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4.2 Normoblasten

4.2.1 Kinetik der Normoblasten bei Reif- und Frihgeborenen

Es galt die Hypothese zu prufen, dass sich mit dem Sysmex XE-2100 effizient
die Kinetiken der Normoblasten bei Reif- und Frihgeborenen bestimmen
lassen. DarUber hinaus sollte gezeigt werden, inwiefern sich die Kinetiken bei

Reif- und Frihgeborenen unterscheiden.

Der Sysmex XE-2100 ermdglichte Messungen von bis zu 150 Proben pro

Stunde. Dabei reichte hierfur ein Probenvolumen von max. 20 ul aus.

Die Anzahl der Normoblasten im peripheren Blut der Gruppe der Reifgeborenen
ohne EOBI zeigte einen mit der Zeit abfallenden Verlauf (vgl. S. 50). Wahrend
die Normoblastenkonzentration innerhalb der ersten 6 Stunden nach Geburt bei
einem Maximum von 0,37 *1073/ul (IQR: 0,5 *107%3/pl) lag. Sank die
Normoblastenkonzentration innerhalb von 48 Stunden auf 0,07 *1073/ul (IQR:
0,02 *1073/ul). Danach bewegten sich die Normoblasten auf einem Plateau.
Dieser mit der Zeit abfallende Verlauf steht im Einklang zu vorangegangenen
Studien (36/69/123).

Die Normoblastenwerte der Gruppe der Frihgeborenen ohne EOBI zeigten
ebenfalls einen mit der Zeit abfallenden Verlauf (vgl. S. 51). Ausgehend von
einer initial signifikant héheren Normoblastenkonzentration von 1,15 *1073/ul
(IQR: 2,28 *1073/y) 6 Stunden nach Geburt, sank der Normoblastenwert
innerhalb von 48 Stunden auf 0,01 *1073/ul (IQR: 0,34 *1073/ul).

Innerhalb der ersten 24 Stunden waren die Normoblastenwerte der
Frihgeborenen signifikant hoher als die der reifgeborenen Kinder. Auch dies

steht im Einklang zu vorangegangenen Studie (36/70; vgl. Kap. 4.2.3).

Der oben Dbeschriebene, im Zeitverlauf absinkende Wert der
Normoblastenkonzentration bedeutet fur den klinischen Alltag Referenzwerte
die sich je nach Lebensalter der Neugeborenen andern. Zusatzlich gelten fur

Frihgeborene andere Referenzwerte. Diese Tatsache ist fir den klinischen
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Alltag umstandlich, da mehrere Faktoren bei der Auswertung der Laborwerte
Berucksichtigung finden miassen. Um die Referenzbereiche und
Entscheidungsgrenzen (in Bezug auf das Vorliegen einer EOBI) fur die
Normoblasten festzulegen, wurden ROC-Kurven bezogen auf den Zeitpunkt
des ersten klinischen Verdachtes auf eine Early-onset-Infektion erstellt. Der
optimale Cut-off Wert wurde dabei so gewahlt, dass er die Summe aus
Sensitivitat und Spezifitat maximiert. Die Entscheidungsgrenzen wurden zu den
relevanten Zeitpunkten bei den Reifgeborenen (0 bis 24 Stunden nach dem
ersten klinischen Verdacht) auf >0,97 *10”3/pl und bei den Frihgeborenen (0
bis 24 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht) auf >1,31 *1073/ul

festgesetzt.

Im weiteren Verlauf sanken die Entscheidungsgrenzen sowohl bei den
Reifgeborenen als auch bei den Frihgeborenen nach dem ersten klinischen
Verdacht ab. Die Werte der Frihgeborenen lagen jeweils hoher als die der

Reifgeborenen (vgl. Kap. 3.12).

In anderen Studien wurden unterschiedliche Referenzbereiche fiir

Normoblasten beschrieben.

Rolfo et al ermittelten als Referenzbereich in einer prospektiven Studie mit
Nabelschnurblut von 131 gesunden Reifgeborenen mittels Messungen durch
den Sysmex XE-2100, den Median plus/ minus Range von 0.39 *1073/ul (+/-
0,9 *1073/ul; Range: 0-1.8) (152). Dass die Normoblastenwerte dieser Studie
niedriger als in unserer Studie liegen, mag nicht ausreichend durch den
abweichenden Abnahmezeitpunkt bzw. —modus erklart sein. Zu erwarten waren
postnatal, entsprechend der Kinetik der Normoblasten, eher héhere Werte
gewesen. Dieser Umstand ist vermutlich damit zu erklaren, dass die
Kontrollgruppe unserer Studie keine ideale Population (Neugeborene ohne
Risikofaktoren) darstellt, da es ethisch nicht zu rechtfertigen gewesen ware, von
unauffalligen Neugeborenen ohne Risikofaktoren in der Anamnese Blut zu

wissenschaftlichen Zwecken zu entnehmen.

Lee et al untersuchten retrospektiv aus einer 6ffentlichen Nabelschnur-Blutbank
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stammende Blutproben von 2.129 gesunden Reifgeborenen mit dem Sysmex
XE-2100. Hierbei ermittelten sie fur koreanische Reifgeborene als
Referenzbereich fur Normoblasten den Mittelwert (plus/minus zwei
Standardabweichungen) auf die Gesamtleukozytenzahl bezogen: 0,0-13,1 /100
Leukozyten (102). Die Angabe der Normoblasten auf die Leukozyten bezogen
wird in den ersten Lebenstagen als unprazise erachtet, da die Leukozyten
wahrend den ersten Lebenstagen noch starken Schwankungen unterworfen
sind (36). In dieser Studie fanden mogliche Ursachen einer
Normoblastenerhéhung keine Beachtung. Dies und die Verwendung des im
Vergleich zum Median gegenuber Ausreildern weniger robusten Mittelwert, mag

die groRe Spannbreite des Referenzbereiches erklaren.

Kil et al beschrieben in einer retrospektiven Studie mit Daten aus peripher
vendsen Blutabnahmen von 112 frihgeborenen Kindern, unterschiedliche
Referenzwerte fir Normoblasten in Abhangigkeit sowohl vom Lebensalter als
auch vom Gestationsalter und vom Geburtsgewicht. Die Werte wurden mit
einem Impedanzmessverfahren (dem Coulter-Counter) erhoben. Ermittelt
wurden  jeweils die  Mittelwerte  fur  Normoblasten (+/- eine
Standardabweichung). Innerhalb der ersten zwei Lebensstunden lag der
Mittelwert flr die 112 Fruhgeborenen bei 2,4 *1073/ul (+/- 2,75 *1073/pul).
Analog zu unserer Studie zeigten Kil et al ebenfalls einen mit der Zeit
abfallenden Verlauf der Normoblasten (91). Dass der Wert hdher als der initiale
Normoblastenwert der Frihgeborenen unserer Studie liegt, mag daran liegen,
dass Kil et al in ihrer Studie nur extreme Frihgeborene mit einem

Geburtsgewicht bis 1500 g einschlossen.

In einer Multicenter-Studie in Utah/ USA wurden Uber 8,5 Jahre
Normoblastenwerte bei 35.396 Neugeborenen mit einem Gestationsalter
zwischen 23 und 42 Schwangerschaftswochen erfasst. Als Referenzbereiche
wurden die Mittelwerte (+/- eine Standardabweichung) festgelegt. Die
Referenzbereiche wurden abhangig vom Lebens- und vom Gestationsalter als
Diagramme dargestellt (36). Auch diese Gruppe um Christensen stand vor der

Problematik, dass es ethisch nicht zu rechtfertigen gewesen ware, unauffalligen
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Neugeborenen ohne Risikofaktoren Blut zu entnehmen, wodurch auch hier
keine ideale Population zur Verfugung stand. Hinzu kommt, dass die
Normoblastenwerte durch unterschiedliche Methoden ermittelt wurden
(manuelle Messungen, durchflusszytometrische Messungen, Messungen mit
dem Sysmex XE-100 und Messungen mit dem Beckman Coulter), was die
Normoblastenwerte nur eingeschrankt miteinander vergleichbar macht. Fur
Reifgeborene am ersten Lebenstag bewegte sich der Referenzbereich von ca.
1,1 *1073/ul bis ca. 3,5 *1073/ul. Die im Vergleich zu unserer Studie hdheren
Normoblastenwerte sind auch hier vermutlich in den unterschiedlichen
Einschlusskriterien der Studien begriindet. Im Gegensatz zu unserer Studie
wurden hier z.B. Neugeborene mit Chromosomenaberrationen und/oder

chirurgischen Eingriffen nicht ausgeschlossen.

Zusammenfassend gestaltet es sich schwierig, verschiedene Studien
miteinander zu vergleichen, da sowohl Einschlusskriterien als auch Methodik
stark variieren. Es muss gefordert werden, dass die hier erzielten Ergebnisse in
einer groleren Studie/ Metaanalyse mit vergleichbarem Studiendesign

uberprift werden.

Die Hypothese, dass sich mit dem Sysmex XE-2100 effizient die Kinetiken der
Normoblasten bei Reif- und Friihgeborenen bestimmen lassen, konnte dennoch

bestatigt werden.
4.2.2 Einflussfaktoren auf die Normoblastenkonzentration

Die Normoblastenkonzentration im peripheren Blut ist nicht infektionsspezifisch.
Neben Infektionen konnten in der Literatur auch erhdhte Normoblastenwerte

beschrieben werden in Zusammenhang mit:

* Chronischer intrauteriner Hypoxie (91) und/ oder akuter Hypoxie ante
partum (67/96/98/107)

* Peripartaler Azidose (Nabelarterien-pH < 7,0) (22)

* Intrauteriner Wachstumsretardierung (118)

* Dystrophie (141)
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* Pulmonalen Erkrankungen wie bronchopulmonaler Dysplasie (12),
Atemnotsyndrom (12) oder Mekoniumaspiration (76)

* Bei Fruhgeborenen, die im weiteren Verlauf eine Retinopathia
praematurorum (36) entwickelten

* Bei karidalen Erkrankungen wie z.B. bei einem persistierenden Ductus
arteriosus (117) oder nach Herzoperationen (33)

* Hypoxischen Hirnschadigungen (29)

* Intraventrikularen Hamorrhagien (71/184), bzw. schlechtem
neurologischem Outcome (147)

* Neonatalen Krampfanfallen (21/22)

* Bei Asplenie/ Hyposplenie (170)

* (Hamolytischen) Anamien/ Thalassamien (42)

* Nekrotisierender Enterokolitis (91)

* Matterlichem Gestationsdiabetes (47)

* Konnataler Lues (83)

* Bei Neugeborenen von Muttern mit Praeklamsie (3)

Zusammenfassend finden sich erhohte Normoblastenwerte bei Stress
unterschiedlichster Genese jedoch v.a. bei akutem oder chronischem
hypoxischen Stress. Insgesamt zeigten Neugeborene mit erhdhten
Normoblastenwerten ein schlechteres Outcome mit erhéhter Morbiditat und
einer bis zu 10-fach erhdhten Mortalitat als Neugeborene mit normwertigen
Normoblasten (13/67/98/77/179/182).

Da in der vorliegenden Arbeit die Wertigkeit der Normoblasten als
Infektparameter als Schwerpunktthema bearbeitet wurde, wurden Neugeborene
mit peripartaler Asphyxie/ Hypoxie mit Nabelarterien-pH <7,0, Fehlbildungen,
Chromosomenaberrationen und Neugeborene nach erforderlichen
chirurgischen Eingriffen aus der Studie ausgeschlossen. Dennoch stellt unsere

Studie keine optimale Population dar (vgl. Kap 4.5.1).
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4.2.3 Einfluss des Gestationsalters auf die Normoblasten

Um zu prufen inwiefern das Gestationsalter einen Einfluss auf die
Normoblastenkonzentration hat wurden die Neugeborenen zunachst in drei

Gruppen eingeteilt.

* Neugeborene mit einem Gestationsalter zwischen 161 und 203
Tagen (=23-29 SSW)

* Neugeborene mit einem Gestabtionsalter zwischen 204 und 252
Tagen (=30-36 SSW)

* Neugeborene mit einem Gestationsalter von mehr als 252 Tagen
(>36 SSW)

Die Normoblastenkonzentration lag bei Neugeborenen umso hoéher, desto

geringer das Gestationsalter war (vgl. Kap. 3.6).

Die Unterschiede waren innerhalb der ersten 24 Stunden zwischen allen drei
Gruppen signifikant. Im weiteren Verlauf lagen die Normoblastenwerte zwar
tendenziell hoher desto geringer das Gestationsalter war jedoch waren die

Unterschiede nicht mehr signifikant.

Dieses Ergebnis liegt im Einklang mit anderen Studien (71/91). Auch hier
wurden jeweils tendenziell hdhere Normoblastenwerte beschrieben, desto
geringer das Gestationsalter war. Jedoch waren die Unterschiede jeweils nicht
signifikant, was auch an der Gruppeneinteilung liegen mag. In diesen Studien
wurden die Frihgeborenen jeweils in drei verschiedene Gruppen eingeteilt (71/
91) jedoch auf Kosten der GruppengroRe, die Zahl der auswertbaren Proben
fiel dabei zum Teil auf geringe Werte ab (z.B. n=26) (71). Um eine Mindestzahl
von Werten zu gewahrleisten wurden in dieser Studie zur Darstellung der
Normoblasten in Abhangigkeit vom Gestationsalter die Frihgeborenen in nur
zwei Gruppen unterteilt und im restlichen Teil der Studie in einer Gruppe

zusammengefasst.

Um die Abhangigkeit der Normoblasten vom Gestationsalter besser darstellen

zu konnen wurden die Normoblasten gegen das Gestationsalter in Tagen

80



aufgetragen und eine Regressionsgerade erstellt. Auch hier zeigte sich eine
negative Abhangigkeit der Normoblastenkonzentration vom Gestationsalter
(vgl. Abb. 6).

Diese Zusammenhange stehen ebenfalls im Einklang mit anderen
Untersuchungen (9/71/91), auch hier wurde ein Zusammenhang zwischen
Normoblastenwert und Gestationsalter in einer Regressionsanalyse gezeigt,

ohne einen Korrelationskoeffizienten zu benennen.

Dass die Normoblastenwerte hdher sind desto geringer das Gestationsalter ist,
mag daran liegen, dass die fetale Erythropoese zunachst in der Leber
stattfindet. Fetale hamatopoetische Stammzellen werden dort gebildet und
wandern im Verlauf der Schwangerschaft in das Knochenmark und in die
weiteren hamatopoetisch tatigen Organe aus. Vermutlich geschieht die
AusstolBung des Zellkernes bei den in der Leber gebildeten Erythrozyten
weniger effizient (36). Darlber hinaus treten bei Frihgeborenen mit geringerem
Gestationsalter und/ oder Geburtsgewicht mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit
potentielle Ursachen flir eine Normoblastenerhbhung (wie z.B. ein

Atemnotsyndrom) (12) auf.
4.2.4 Einfluss des Geburtsgewichts auf die Normoblasten

Um zu prifen inwiefern das Geburtsgewicht einen Einfluss auf die
Normoblastenkonzentration hat wurden die Neugeborenen ebenfalls in drei

Gruppen eingeteilt.

* Neugeborene mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g

* Neugeborene mit einem Geburtsgewicht zwischen 1000 g und
2000 g

* Neugeborene mit einem Geburtsgewicht Gber 2000 g

Die Normoblastenkonzentration lag bei Neugeborenen umso hoéher, desto

geringer das Geburtsgewicht war (vgl. Kap. 3.7).

Diese Unterschiede waren innerhalb der ersten 24 Lebensstunden signifikant
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zwischen den Neugeborenen unter 1000 g und den Neugeborenen Uber 2000 g
(p=5,7*10"-5) sowie zwischen den Neugeborenen zwischen 1000 g und 2000 g
und den Neugeborenen uber 2000 g (p=0,0004). Die Normoblastenwerte lagen
zwar tendenziell hdher desto geringer das Geburtsgewicht war, jedoch waren
die Unterschiede im weiteren Verlauf, bzw. zwischen der Gruppe der
Neugeborenen unter 1000 g und der Gruppe der Neugeborenen zwischen 1000

g und 2000 g nicht mehr signifikant.

Ahnliche Resultate beschrieben Kil et al. Sie zeigten in einer Studie mit
Frihgeborenen ebenfalls jeweils tendenziell hbhere Normoblastenwerte, desto
geringer das Geburtsgewicht war (91). Der Normoblastenwert flr Frihgeborene
mit einem Geburtsgewicht <1000 g lag am dritten Lebenstag bei 2,49 *1023/ul
(+/- 3,49 *1073/ul). Dieser Wert lag signifikant hoher als Werte von
Frihgeborenen mit hoherem Geburtsgewicht. Nachdem jedoch zwei
Frihgeborene mit weiteren Ursachen flr potentiell erhdhte Normoblastenwerte
(intraventrikulare Hamorrhagie und Tod) aus der Studie eliminiert worden waren
zeigten sich auch die Normoblastenwerte der Frihgeborenen <1000 g nicht
mehr signifikant erhéht (91). Kil et al schlossen in ihre Studie lediglich
Frihgeborene bis zu einem Geburtsgewicht von 1500 g ein, was die

Gruppeneinteilung mit unserer Studie nicht vergleichbar macht.

Um die Abhangigkeit der Normoblasten vom Geburtsgewicht besser darstellen
zu koénnen wurden die Normoblasten gegen das Geburtsgewicht in Gramm
aufgetragen und eine Regressionsgerade erstellt. Auch hier zeigte sich eine
negative Abhangigkeit der Normoblastenkonzentration vom Geburtsgewicht
(vgl. Abb. 8).

Diese Zusammenhange stehen ebenfalls im Einklang mit anderen
Untersuchungen (9/91). Auch hier wurde ein Zusammenhang zwischen
Normoblastenwert und Gestationsalter in einer Regressionsanalyse gezeigt,

ohne einen Korrelationskoeffizienten zu benennen.
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4.2.5 Einfluss von Hypotrophie/ Hypertrophie auf die Normoblasten

Um den Zusammenhang zwischen der Normoblastenkonzentration, der
Gewichtsperzentile und dem Gestationsalter genauer zu untersuchen wurden

die Neugeborenen in drei Gruppen eingeteilt:

* Hypotrophe Neugeborene (<10. Perzentile)
* Eutrophe Neugeborene (10.-90. Perzentile)
* Hypertrophe Neugeborene (>90. Perzentile)

Fir alle drei Gruppen wurden die Normoblasten gegen das Gestationsalter in
Tagen aufgetragen und eine Regressionsgerade gesetzt (vgl. Abb. 9). Lediglich
bei den hypotrophen Neugeborenen zeigten sich gegeniber den eutrophen
Neugeborenen (p=0,0004) innerhalb der ersten 24 Lebensstunden eine

signifikant héhere Normoblastenkonzentration.

In anderen Studien wurde ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen

erhdhten Normoblastenwerten und Dystrophie (9/43/140) gezeigt.

Im Einklang zu unserer Studie zeigten Philip et al in einer Studie, die 374
Frihgeborene, davon 61 dystroph, mit einem Geburtsgewicht zwischen 500 g
und 1500 g einschloss, eine signifikante Korrelation zwischen Dystrophie und
erhdhten Normoblastenwerten. Die Frihgeborenen wurden dabei entsprechend

ihrer Gestationswoche gematcht (140).

Axt-Fliedner et al zeigten darlUber hinaus dass sich die Gruppe der dystrophen
Neugeborenen (<10. Gewichtsperzentile) bezuglich der Normoblastenwerte
noch weiter unterteilen lasst. So waren die Normoblastenwerte im
Nabelschnurblut von dystrophen Neugeborenen, die vor der Geburt im
Duplexsonogramm  pathologische Dopplerflisse aufwiesen gegenlber

dystrophen Neugeborenen ohne pathologische Dopplerfliisse signifikant erhoht

(9).

Eine andere Studie mit 23 dystrophen Neugeborenen und 48 eutrophen

Neugeborenen zeigte ebenfalls signifikant erhohte Normoblastenwerte im
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Nabelschnurblut dystropher Neugeborener. In dieser Studie wurden
Neugeborene von Miuttern mit Risikofaktoren wie Hypertonus, Anamie,
Diabetes, kardiovaskularen Erkrankungen sowie Neugeborene mit bekannter
chronischer intrauteriner Hypoxie, als bekannte Ursachen einer potentiellen

Normoblastenerhdhung ausgeschlossen (43).

Bei den hypertrophen Neugeborenen zeigte im Gegensatz zu unserer Studie
eine Studie, die 30 eutrophe sowie 31 hypertrophe Reifgeborene von Muttern
ohne Gestationsdiabetes einschloss, signifikant erhdhte Normoblastenwerte bei
hypertrophen Reifgeborenen. Zu Beginn der Untersuchung wurde zwischen der
24. Und 28. Gestationswoche ein oraler Glukosetoleranztest durchgefuhrt um
Mutter mit manifestem oder latentem Gestationsdiabetes ausschlieen zu
konnen (49). Dieser Test wurde allerdings nicht im weiteren Verlauf der
Schwangerschaft wiederholt, was das Auftreten eines Gestationsdiabetes als
bekannte Ursache einer Normoblastenerhéhung beim Neugeborenen (70) nicht
ganzlich ausschliet. Auch wurde der mutterliche Risikofaktor Adipositas,
welcher ebenfalls sowohl mit Makrosomie als auch mit erhdhten
Normoblastenwerten beim Neugeborenen assoziiert ist (168) bei dieser Studie
nicht berucksichtigt, was bei einem Patientenkollektiv mit ca. 50% Hypertrophen

Neugeborenen jedoch eine Rolle spielen mag.

Dass die Normoblastenwerte in unserer Studie lediglich bei dystrophen
Neugeborenen und nur innerhalb der ersten 24 Lebensstunden signifikant
erhoht sind, liegt ursachlich vermutlich an dem chronischen intrauterinen
hypoxischen Reiz, der bei dystrophen Neugeborenen deutlich starker

ausgepragt zu sein scheint als bei hypertrophen Neugeborenen.

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass eine Normoblastenerhéhung in den
ersten Lebenstagen zwar zu einem gewissen Prozentsatz durch mdutterliche
Normoblasten  hervorgerufen wird (ca. 23 % bei unauffalligen
Schwangerschaften) (43), jedoch konnte darUber hinaus gezeigt werden, dass
es sich bei Neugeborenen mit intrauteriner Wachstumsretardierung v.a. um
kindliche Normoblasten handelt (172). Dennoch sei als Kritikpunkt an unserer

Studie zu erwahnen, dass prapartale Risikofaktoren hier keine
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Berucksichtigung fanden.
4.2.6 Einfluss des Geschlechts auf die Normoblasten

Erganzend wurde in dieser Studie noch untersucht, inwiefern das Geschlecht
einen Einfluss auf die Normoblastenkonzentration hat. Der Median der
Normoblastenkonzentration lag innerhalb der ersten 24 Stunden bei den
mannlichen Neugeborenen zwar tendenziell héher, der Unterschied war jedoch
nicht signifikant (p=0,19). Die tendenziell erhdhte Normoblastenkonzentration
bei mannlichen Neugeborenen ist passend zu einem in der Literatur
beschriebenen  schlechteren  Outcome (niederer APGAR, langerer
Klinikaufenthalt, Iangere Intubationsdauer und héhere Mortalitat) als Ursache
fur eine Normoblastenerhdhung bei mannlichen Reif- und Frihgeborenen
(184).

4.3 Verhalten der Normoblasten im Rahmen einer Early-onset-

Infektion

Es galt zu klaren, ob es im Rahmen einer Early-onset-Infektion zu einer

Erhéhung der Normoblasten im peripheren Blut kommt.

In der Gruppe der reifgeborenen Kinder zeigten die Normoblastenwerte bei den
Reifgeborenen mit einer Early-onset-Infektion analog zu den Reifgeborenen
ohne Early-onset-Infektion einen mit der Zeit abfallenden Verlauf innerhalb der
ersten 48 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht. Die Werte der
Reifgeborenen mit EOBI lagen zwar tendenziell etwas hdher, dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Wodurch sich die Normoblasten fur die

Gruppe der Reifgeborenen nicht als Infektparameter eignen.

In der Gruppe der Frihgeborenen zeigten die Normoblastenwerte bei
Frihgeborenen mit einer Early-onset-Infektion im Gegensatz zu den
Frihgeborenen ohne Early-onset-Infektion einen mit der Zeit ansteigenden

Verlauf. Tendenziell lagen die Normoblastenwerte bei Frihgeborenen mit EOBI
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bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht
hdher als bei der Kontrollgruppe, aber erst 48 Stunden nach dem ersten
klinischen Verdacht unterschieden sich die Normoblastenwerte signifikant
(p=0,0005).

Da es in der Gruppe der Fruhgeborenen erst 24-48 Stunden nach dem ersten
klinischen Verdacht auf das Vorliegen einer Early-onset-Infektion zu einem
signifikanten Anstieg der Normoblasten kam, kdnnen sich die Normoblasten fur
die Gruppe der Frihgeborenen laut unserer Studie zumindest nicht als friher

Infektparameter eignen.

Andere Studien kamen bezlglich des Verhaltens der Normoblastenwerte im

Rahmen einer Early-onset-Infektion zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Kil et al fanden in ihrer Studie mit frihgeborenen Kindern keinen
Zusammenhang zwischen der Normoblastenkonzentration und dem Vorliegen
einer neonatalen Sepsis. Allerdings bezog sich die Studie nur auf die Late-
onset-Infektion, da bei keinem Fruhgeborenen, das in dieser Studie

eingeschlossen war eine Early-onset-Infektion vorlag (91).

Romero et al wiesen in einer retrospektiven Beobachtungsstudie, die 152 Feten
einschloss, mittels Amniozentese und Chordozentese, eine tendenzielle
Erhéhung der fetalen Normoblasten im Zusammenhang mit erhéhtem IL-6 im
Rahmen eines FIRS nach. Diese Erhéhung war jedoch nicht signifikant (154).
In der Studie wurden Feten von Schwangeren mit vorzeitigen Wehen und
vorzeitigem Blasensprung untersucht, eine Konstellation, die ebenfalls
ursachlich flr erhéhte Normoblastenwerte sein kann (3), wodurch die Feten der
Kontrollgruppe ebenfalls mit einer hoéheren Wahrscheinlichkeit erhdhte
Normoblastenwerte aufweisen. Auch wurden hier die Normoblastenwerte nicht

im Verlauf, sondern nur zu einem definierten Zeitpunkt bestimmt.

Dulay et al untersuchten 68 Fruhgeborene (nach weniger als 34
Gestationswochen). Bei 19 dieser Frihgeborenen wurde innerhalb der ersten

Lebensstunde (Mittels Blut- oder Liquorkultur) eine Early-onset-Sepsis
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diagnostiziert oder der dringende Verdacht auf das Vorliegen einer Early-onset-
Sepsis gestellt. (Klinischer Verdacht plus einer Erhdhung der neutrophilen
Granulozyten und/ oder ein erhdhter I/T-Quotient und/ oder Thrombozytopenie).
Innerhalb der ersten Lebensstunde durchgefuhrte Blutenthahmen zeigten
signifikant hhere Normoblastenwerte bei Frihgeborenen mit EOS im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Darlber hinaus konnte eine direkte Korrelation zwischen
einem erhohten Normoblastenwert innerhalb der ersten Lebensstunde und
einem erhdhten IL-6-Wert im Nabelschnurblut gezeigt werden, diese Korrelation
zeigte sich unabhangig vom Erythropoetin-Wert (50).
Dass in dieser Studie Fruhgeborenen mit EOS bereits innerhalb der ersten
Lebensstunde signifikant hohere Normoblastenwerte aufwiesen, ist vermutlich
der Tatsache geschuldet, dass diese Studien septische Frihgeborene (positiver
Keimnachweis in Liquor oder Blutkultur bei 15 von 19 Friahgeborenen mit EOS)
einschloss, was eine Steigerungsform der EOBI darstellt. In unserer Studie

wiesen lediglich 5 Reif- und Friihgeborene eine positive Blutkultur auf.

Wie bereits oben beschrieben gestaltet es sich auch hier schwierig, die Studien
miteinander zu vergleichen, da es groRe Abweichungen bezlglich der
Einschlusskriterien, der Methodik, der Definition einer Early-onset-Infektion und

der Verwendung unterschiedlicher Referenzwerte fur Normoblasten gab.

4.4 Normoblasten als pradiktiver Marker einer Early-onset-

Infektion bei Frih- und Reifgeborenen

Es galt zu klaren ob Normoblasten, moglicherweise auch in Kombination mit IL-
8 als pradiktiver Marker einer Early-onset-Infektion bei Frih- und Reifgeborenen

geeignet sind.

Um die diagnostische Wertigkeit der Normoblasten zu ermitteln wurden ROC-
Kurven bezogen auf den Zeitpunkt des ersten klinischen Verdachtes auf eine

Early-onset-Infektion erstellt (vgl. Kap. 3.13 und 3.14).
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Innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht lag die
Sensitivitat bei 9,4 % [0.05;0.14], die Spezifitat bei 96 % [0.93;0.98]. Die
Sensitivitat stieg innerhalb der ersten 72 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht auf 37 %. Die Spezifitat stieg dagegen auf bis zu 100 %. Der positive
pradiktive Wert lag innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht bei 60 % [0.53;0.67] und stieg im weiteren Verlauf auf 80 %, der
negative pradiktive Wert lag innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem ersten
klinischen Verdacht bei 36 % [0.29;0.43].

Bei den Frihgeborenen zeigten die Normoblasten innerhalb von 24 Stunden
nach dem ersten klinischen Verdacht eine hohere Sensitivitat mit 55 %
[0.46;0.64], bei einer Spezifitat von 75 % [0.68;0.83]. Im weiteren Verlauf stieg
die Sensitivitat innerhalb der ersten 72 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht sogar auf 83 % [067;0.99] bei einer Spezifitat von 77 % [0.59;0.95].

Der Normoblastenwert eignet sich somit nicht in ausreichendem Mal als
pradiktiver Parameter zur Diagnostik einer EOBI. Neben der zu geringen
Sensitivitat und Spezifitat sowohl in der Gruppe der Reifgeborenen als auch in
der Gruppe der Fruhgeborenen, ist auch die Tatsache, dass der
Normoblastenwert sich bei den reifgeborenen Kindern mit EOBI nicht signifikant
von den Normoblastenwerten der Kontrollgruppe unterscheidet ein wichtiges

Ausschlusskriterium.

Als Verlaufsparameter der Infektionsdiagnostik eignen sich die Normoblasten
ebenfalls nicht. Hier ist das CrP mit einer Sensitivitat von 79 % bei einer
Spezifitat von 100 % (in der Gruppe der Reifgeborenen) den Normoblasten

uberlegen.

In der Gruppe der Fruhgeborenen lag die Sensitivitat des CrP-Wertes mit 58 %
zwischen 49 und 72 Stunden nach dem ersten klinischen Verdacht etwas
niedriger bei ebenfalls erhaltener Spezifitat. Dies ist ursachlich auf eine initial
noch eingeschrankte Leberfunktion zurlckzufUhren, die gerade bei den
Frihgeborenen und dystrophen Neugeborenen noch ausgepragter ist (59/126).

Das CrP eignet sich Dank seines hohen pradiktiven Wertes (100 %) gut als
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Verlaufparameter und zur Kontrolle des Therapieerfolges.

Bei Betrachtung der Normoblasten (als zellularer Marker) zur Verwendung als
frGher pradiktiver Parameter in der Diagnostik einer EOBI in Kombination mit IL-
8 (einem humoralen Marker) konnte innerhalb der ersten 24 Stunden (dem
hinsichtlich der Diagnostik einer EOBI relevantesten Zeitpunkt) nach dem
ersten klinischen Verdacht eine Steigerung der Sensitivitat auf bis zu 84 % (in
der Gruppe der Reifgeborenen) erreicht werden, allerdings zu Lasten der
Spezifitat (15 %; vgl. Kap. 3.15).

In der Gruppe der Fruhgeborenen konnte bei der Kombination des
Normoblastenwertes mit dem IL-8-Wert innerhalb der ersten 24 Stunden nach
dem ersten klinischen Verdacht eine Steigerung der Sensitivitat auf bis zu 69 %
erreicht werden, allerdings ebenfalls zu Lasten der Spezifitat (51 %; vgl. Kap.
3.16).

Somit eignet sich auch diese Kombination nicht in ausreichendem Male zur

frihen Diagnostik einer Early-onset-Infektion.

Das IL-8 bleibt den Normoblasten als friher pradiktiver Parameter fur eine
EOBI Uberlegen, auch aufgrund der einfacheren Handhabung und der
einheitlicheren Referenzwerte. In dieser Studie konnte, die in der Literatur
beschriebene Sensitivitat bezuglich einer EOBI von 71-97 % innerhalb der
ersten 6 Lebensstunden (60/126) flr das IL-8 nicht bestatigt werden. Hier lag
die Sensitivitat fur das IL-8 innerhalb von 24 Stunden nach dem ersten
klinischen Verdacht lediglich bei 17 % bei den Reifgeborenen und bei 26 % bei
den Frihgeborenen. Dies liegt einerseits vermutlich an der raschen Kinetik des
IL-8, so wurde in anderen Studien nachgewiesen, dass IL-8 bereits nach
weniger als 4 Stunden wieder abgebaut wird und somit nur von einer
biologischen Halbwertszeit von 1 Stunde ausgegangen werden kann (149/150),
andererseits vermutlich auch an der rasch eingeleiteten antibiotischen Therapie

der Neugeborenen mit klinischem Verdacht auf das vorliegen einer EOBI.

Dariiber hinaus wurde das IL-8 als Akute-Phase-Protein bei den Probanden
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unserer Studie v.a. zum Zeitpunkt des ersten klinischen Verdachtes bestimmt.
Im weiteren Verlauf wurde es nur noch in Einzelfallen bestimmt so dass uns im
zeitlichen Verlauf nur noch vereinzelt IL-8-Werte zur Verfigung standen, was
diese Studie hinsichtlich des IL-8-Wertes nur eingeschrankt aussagekraftig

macht.

Aufgrund der raschen Kinetik der Normoblastenwerte, falls erganzend
bestimmt, bzw. aufgrund der kurzen Halbwertszeit des IL-8 sollten bei der
Infektionsdiagnostik beide Werte immer mit dem CrP-Wert kombiniert werden
(49). Dies im Bewusstsein, dass aufgrund der kurzen Halbwertszeiten des IL-8
weiterhin eine diagnostische Licke bestehen bleibt, da das CrP in der Regel
initial noch negativ ist und erst nach 24 Stunden eine Sensitivitat von bis zu 94
% erreicht. (58/60/113).

4.5 Methodenkritik

4.5.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wiesen von den 169 untersuchten Reif- und Friihgeborenen deutlich
mehr Kinder (51,5 %) eine neonatale bakterielle Infektion auf als die Ubliche

Inzidenz von 0,1-1 %, wie sie in der Literatur beschrieben ist (65/94).

Dies liegt daran, dass es sich bei dem untersuchten Patientenkollektiv um
Patienten eines Perinatalzentrums und somit nicht um ein allgemein-
reprasentatives Kollektiv handelte. Insbesondere kann die Gruppe der
Frihgeborenen aufgrund der vielfaltigen Probleme Frihgeborener keine ideale
Population darstellen. Zum anderen war es aus ethischen Grunden nicht zu
rechtfertigen, bei gesunden Neugeborenen ohne Vorliegen eines klinischen
Verdachtsmomentes Blut abzunehmen, so dass nur Patienten die
vorubergehende klinische Auffalligkeiten zeigten, wie z.B. bei einer
respiratorischen Anpassungsstorung, bei negativen Infektparametern (CrP <10

mg/l; IL-8 260 pg/ml), in die Studie aufgenommen werden konnten.
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Bei den reifgeborenen Kindern entwickelten doppelt so viele mannliche wie
weibliche Reifgeborene eine Early-onset-Infektion. Bei den Frihgeborenen
hingegen war dies nicht in dieser Deutlichkeit zu erkennen. Dieser Sachverhalt
wird auch in der Literatur beschrieben, andere Autoren sehen das mannliche

Geschlecht als Risikofaktor, eine Early-onset-Infektion zu entwickeln (185).

Das mittlere Gestationsalter war in beiden Gruppen bei Neugeborenen mit
EOBI signifikant geringer. Bei den Frihgeborenen war dieser Unterschied noch
ausgepragter. Ein niedriges Gestationsalter gilt auch in anderen Studien als
Risikofaktor flr eine neonatale Infektion (17). Je geringer das Gestationsalter

ist, desto ausgepragter ist auch das Defizit des Immunsystems (39/68/94/136).

Beim mittleren Geburtsgewicht gab es in der Gruppe der reifgeborenen Kinder
keinen signifikanten Unterschied bezlglich der Entwicklung einer EOBI. Dies
lasst sich mdglicherweise damit erklaren, dass in der Literatur sowohl fur
makrosome Neugeborene (49/167) als auch fur dystrophe Neugeborene (117)

ein erhohtes Infektionsrisiko beschrieben wird.

In der Gruppe der Frihgeborenen hingegen war der Unterschied weitaus
deutlicher. Wahrend das mittlere Geburtsgewicht bei den Frihgeborenen mit
EOBI bei 1245,9 g (SD: 619,3 g) war, lag es bei den Frihgeborenen der
Kontrollgruppe bei 1815,1 g (SD: 758,9 g). Hier treffen beide Risikofaktoren
aufeinander: Niedriges Gestationsalter mit dem damit verbundenen niedrigen

Geburtsgewicht.
4.5.2 Messung mit dem Sysmex XE-2100

Die Normoblasten wurden mit dem Sysmex XE-2100 (durchflusszytometrisch
automatisiertes Mehrkanalgerat der Firma Sysmex GmbH, Norderstedt,
Deutschland) mittels Floureszenz-Durchflusszytometrie gemessen. Ein NRBC
(Nucleated Red Blood Cells) -Kanal diente zur Zahlung der Normoblasten.
Diese konnten so routinemafig und ohne erhdhten Zeit- oder Personalaufwand
bestimmt werden. Das Gerat ermdglichte Messungen von bis zu 150 Proben

pro Stunde. Dabei reichte hierflir ein Probenvolumen von max. 20 ul aus. Die
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Sensitivitat fir die Zahlung der Normoblasten im NRBC-Kanal des Sysmex XE-
2100 betragt 94,8 % bei einer Spezitivitat von 92,2 % (168). Die Messung des
Normoblastenwertes ist somit funfmal sensitiver als eine manuelle

Normoblastenbestimmung (180) (vgl. Kap. 1.12.2).

Bei der manuellen Normoblasten-Bestimmung bestand bisher die Problematik
darin, dass Normoblasten Ahnlichkeit mit reifen, kleinen Lymphozyten haben,
so dass selbst erfahrenes Personal zu unterschiedlichen, am ehesten falsch
niedrigen Werten kommen konnte. Darlber hinaus war diese Methode

personal- und zeitaufwandig und damit auch vergleichsweise teuer.

Die durchflusszytometrische Zahlung ist im Vergleich zur
Normoblastenbestimmung mit dem Sysmex XE-2100 zwar mit einer Sensitivitat
von bis zu 1:10"5 sensitiver, aber da diese Methode antikdrpervermittelt
funktioniert auch kostenintensiver (der Preis pro Messung liegt ca. 20 Mal
hdéher) (vgl. Kap.1.12).

4.5.3 Diagnose der Early-onset-Infektion

Wie in anderen Studien (27/64/145/170) hatten auch wir das Problem der
Definition einer Early-onset-Infektion. Bei nur funf der Neugeborenen mit EOBI
gelang ein Erregernachweis in der Blutkultur. Ursachlich dafir kommt eine
bereits peripartal begonnene antibiotische Therapie der Mutter (81) sowie vor
allem bei den Frihgeborenen ein geringes Probenvolumen in Frage. Die
Diagnose einer EOBI musste sich daher im Einklang mit anderen Studien
(31/59/136/138) auf weitere Parameter stitzen.

Eine EOBI wurden in dieser Studie definiert als mind. ein klinisches Zeichen
einer Infektion plus eine CrP-Konzentration von 210 mg/l und/ oder ein IL-8-
Wert von 260 pg/ml und/oder eine positive Blutkultur innerhalb von 24 Stunden
nach diesem ersten klinischen Verdacht. Die klinischen Symptome wurden von
erfahrenen Neonatologen erfasst, wobei kalkuliert werden musste, dass bei

dieser Entscheidung stets eine subjektive Komponente enthalten sein kann.

Bei den reifgeborenen Kindern traten die ersten klinischen Infektzeichen im
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Mittel nach 15,7 Lebensstunden auf, bei den weniger immunkompetenten

Frihgeborenen bereits 6,9 Stunden nach Geburt.

Neugeborenen mit Early-onset-Infektion fielen klinisch am Haufigsten durch
Tachydyspnoe (73,5 %), einer verlangerten kapillaren Fullungszeit (>2s; 65 %),
Tachykardie (29,9 %) und Hyperthermie (>37,8 °C; 24,1 %) auf (Vgl. Kap. 3.3).

Alle klinischen Zeichen zeigten eine groRe Varianz und in keinem der Falle
konnte sicher von einem klinischen Symptom auf eine neonatale bakterielle
Infektion geschlossen werden. Dies bestatigen auch andere Studien mit
ahnlichen Fragestellungen (56/90/122/134).

4.5.4 Anforderung an Infektparameter

Infektparameter, die sich zur mdglichst frihzeitigen Diagnostik einer Early-

onset-Infektion eignen sollten:

Nach Infektionsbeginn schnell ansteigen (bei den Reifgeborenen im

selben Mal} wie bei den Frihgeborenen)

* Durch andere Noxen bzw. Cofaktoren wie z.B. durch Stress/ Hypoxie

nicht beeinflussbar sein

* Einen signifikanten Unterschied zeigen zwischen Neugeborenen mit und
ohne EOBI

* Eine Korrelation zur Schwere der Erkrankung aufweisen
* Nach Genesung rasch wieder abfallen
* Innerhalb kurzester Zeit laborchemisch zur Verfligung stehen

* Kostengunstig in der Durchfliihrung sein
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4.5.5 Statistische Auswertung

Wie in anderen Studien (27/36/64/91/102/145/152/170) handelte es sich bei
dieser Studie nicht um ein allgemeinreprasentatives Kollektiv. Darlber hinaus
war es aus ethischen Granden nicht zu rechtfertigen, bei gesunden
Neugeborenen ohne Vorliegen eines klinischen Verdachtmomentes Blut
abzunehmen (vgl. Kap. 4.5.1). Dies fuhrte dazu, dass die Datensatze aus
Blutentnahmen zu bestimmten Zeitpunkten z.T. sehr klein wurden (n<=30). Was

die statistische Auswertung eingeschrankt aussagekraftig macht.

Bei den im Ergebnisteil aufgefihrten Werten wurde der Median sowie der
Interquartilsabstand zur Beurteilung der Daten verwendet. Der Vorteil
gegenuber dem arithmetischen Mittel liegt in der groReren Robustheit
gegenuber Ausreilern und darin dass sich der Median auch auf ordinal
skalierte Variablen anwenden lasst. Andere Studien I6sten dies unterschiedlich.
Wahrend Rolfo et al (152) ebenfalls den Median verwandte, benutzten andere
Studien das arithmetische Mittel mit der Standardabweichung (26/91/102).

Um die Mittelwerte zweier unterschiedlicher Stichproben miteinander zu
vergleichen und die Unterschiede auf Signifikanz zu testen, wandten wir den t-
Test fur unabhangige Stichproben (Welch-Test) an.

Hierzu mussen beide Stichproben aus einer normalverteilten Grundgesamtheit
stammen, oder aber die Stichprobenumfange missen so grol3 sein, dass der
zentrale Grenzwertsatz anwendbar ist. Zur Uberpriifung, ob die zu testenden
Stichproben einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammen lassen sich
statistische Tests (z.B. Shapiro Wilk Test) oder grafische Methoden (z.B.
Quantile-Quantile-Plot) anwenden. Da geringe Abweichungen von der
Normalverteilung das Ergebnis des t-Tests nicht entscheidend beeinflussen,
genlgt die grafische Uberpriifung. Alternativ besteht die Méglichkeit durch eine
Transformation des Datensatzes eine Normalverteilung zu erzeugen. Eine
geeignete Transformation ist die Anwendung des naturlichen Logarithmus.

Die Messungen der Normoblasten in unserer Studie (vgl. Kap. 4.5.2) ergaben
mehrfach Werte von 0,0 *1073/ul, was eine Messungenauigkeit darstellt, da die

Erythropoese ein kontinuierlicher Prozess ist. Dementsprechend ist eine
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Anwendung des natlrlichen Logarithmus nur nach einer vorherigen Korrektur
der Werte moglich, da der natlrliche Logarithmus nur fir positive Zahlen

definiert ist.

Alternativ verwandten wir fir den Fall, dass keine Normalverteilung der Daten
vorlag, den Mann-Whitney-U-Test. Dies stellt eine nicht parametrische, d.h.
verteilungsunabhangige Alternative zum t-Test dar. Der Nachteil im Vergleich
zum t-Test liegt in einer geringeren Teststarke.

Beim Vergleich mehrerer Gruppen besteht die Maoglichkeit mittels einer
Varianzanalyse (z.B. ANOVA) mehrere Stichproben simultan zu vergleichen.
Der Vorteil liegt in einer groReren Teststarke fur den Vergleich mehrerer
Gruppen durch eine geringere Fehleranfalligkeit, da nur ein Test durchgefihrt
werden muss. Im Vergleich zum t-Test oder zum Mann-Whitney-U-Test hangt
die Teststarke in noch gréolRerem Ausmall vom Stichprobenumfang ab. Da der
Stichprobenumfang in dieser Studie zum Teil sehr klein ist und es sich bei
dieser Studie mehrheitlich um den Vergleich von nur zwei Stichproben handelte
beschrankten wir uns auf die Anwendung des t-Tests bzw. des Mann-Whitney-
U-Tests.

Auch diese Problematik wurde in anderen Studien unterschiedlich geldst.
Wahrend z.B. Neunhoefer et al (126) den t-Test benutzten, verwandten andere
Studien den Mann-Whitney-U-Test (50). Kil et al (91) wiederum verwandten
zum Vergleich von zwei Stichproben den t-Test und um mehr als zwei
Stichproben zu vergleichen ANOVA. Die Studien variieren jedoch stark im

Studiendesign was eine Vergleichbarkeit erschwert.

Um den optimalen Entscheidungswert der untersuchten Parameter zu
bestimmen wurde eine ROC-Analyse durchgefuhrt. Dieser Methodik bedienten
sich auch zahlreiche andere Studien (91/126/149/150).

Des Weiteren verwendeten wir zur Feststellung ob ein Zusammenhang
zwischen zwei Merkmalen besteht (z.B. Normoblastenzahl und Gestationsalter)
den Korrelationskoeffizienten (auch: Pearson-Korrelation). Wenn der

Korrelationskoeffizient den Wert 0 aufweist, gibt es keinen linearen
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Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen. Allerdings kdénnen diese
ungeachtet dessen in nicht-linearer Weise, beispielsweise quadratisch oder
exponentiell voneinander abhangen. Damit ist der Korrelationskoeffizient kein
besonders geeignetes Mald fur die (reine) stochastische Abhangigkeit von

Merkmalen.

Zusammenfassend variieren ahnliche Studien stark in ihrer statistischen
Methodik was eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse schwierig macht und

keine Metaanalyse erlaubt.

Somit muss gefordert werden, dass in einer groReren Studie/ Metaanalyse mit

vergleichbarem Studiendesign die erzielten Ergebnisse bestatigt werden.

4.6 Normoblasten als Infektparameter: Schlussfolgerung

Bei der Diagnostik der bakteriellen Infektion kann auch die
Normoblastenkonzentration die diagnostische Licke zwischen der 12. (Abfall
der Normoblasten/ des IL-8) und der 24. Lebensstunde (max. Sensitivitat des
CrP-Wertes) nicht schlieBen. Selbst bei Betrachtung der Kombination aus

Normoblasten und IL-8-Wert gelingt dies nicht.

Der Normoblastenwert im peripheren Blut ist nicht infektionsspezifisch. Neben
Infektionen konnten auch bei hypoxischem Stress unterschiedlicher Genese
sowie zahlreicher anderer Krankheitsbilder erhdhte Werte beobachtet werden
(vgl. Kap.4.2.2).

Insgesamt zeigten Neugeborene mit erhdhten Normoblastenwerten jedoch ein
schlechteres Outcome als Neugeborene mit normwertigen Normoblasten.
(13/62/67/118).

Somit sollte, auch wenn die Normoblasten sich nicht als friher pradiktiver
Parameter flir eine EOBI eignen, Uber eine Eingliederung der

Normoblastenbestimmung in die Routinediagnostik nachgedacht werden. Dies
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auch aufgrund der Tatsache, dass die Normoblastenzahlung mittlerweile ein
schnelles, kostenglinstiges Verfahren darstellt und nur ein sehr geringes

Blutvolumen bereitgestellt werden muss.

Die Unterschiede im Studiendesign ahnlicher Studien machen eine direkte

Vergleichbarkeit der Ergebnisse schwierig und erlauben keine Metaanalyse.

Somit muss gefordert werden, dass in einer groReren Studie/ Metaanalyse mit
vergleichbarem Studiendesign die erzielten Ergebnisse bestatigt werden und
zusatzlich zur Early-onset-Infektion die Late-onset-Infektion in die Studie

miteinbezogen wird.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, mittels einer automatisierten Methodik die Kinetik der
Normoblastenzahl bei Frih- und Reifgeborenen in den ersten Lebenstagen zu
untersuchen, da die bisherigen publizierten Ergebnisse oft nur mit
mikroskopischen Methoden ermittelt wurden. AuRerdem sollte gepruft werden,
ob sich die Normoblastenzahl bei der Early-onset-Infektion (Early Onset
Bacterial Infection, EOBI), deren Mortalitdt und Morbiditdt hoch sind, als
Parameter eignet und wie er sich in Bezug zu anderen Infektionsparametern
(Interleukin-8, IL-8) verhalt. Eine EOBI wurde definiert als mindestens ein
klinisches Symptom plus eine CrP-Erhéhung =10 mg/l und/ oder ein erhdhtes
IL-8 =260 pg/ml und/ oder eine positive Blutkultur innerhalb der ersten 72
Lebensstunden, die eine mehrtagige antibiotische Behandlung erforderte. Die
Bestimmung der Normoblasten erfolgte mittels eines durchflusszytometrisch

automatisierten Mehrkanalgerats Sysmex XE-2100.

In einer prospektiven Studie wurden 169 Neugeborene (104 Reifgeborene, 65
Frihgeborene) eingeschlossen. 27 Frihgeborene und 60 Reifgeborene
entwickelten eine EOBI. Die postpartale Normoblastenzahl war bei Frih- und
Reifgeborenen ohne EOBI abfallend: Die Werte sanken innerhalb von 42
Stunden auf ein Plateau (bei Reifgeborenen ohne EOBI von 0,37 *10*3/ul (IQR:
0,5 *1073/ul) auf 0,07 *10°3/pl (IQR: 0,02 *1073/ul), bei Frihgeborenen ohne
EOBI von 1,15 *1073/ul (IQR: 2,28 *1073/ul) auf 0,01 *10*3/pl (IQR: 0,34
*1073/ul)). Innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem ersten klinischen
Verdacht zeigten Frihgeborene, im Gegensatz zu Reifgeborenen mit EOBI,
signifikant hdhere Normoblastenzahlen als die Frihgeborenen der
Kontrollgruppe. Die Sensitivitat fur Reifgeborene lag bei einem Cut-off von
>0,97 *1073/pl bei 9,4 % [5-14 %], bei Fruhgeborenen bei einem Cut-off von
>1,31 *1073/ul bei 55 % [46-64 %)]. Entsprechend betrug die Spezifitat bei
Frihgeborenen 75 % [68-83 %], bei Reifgeborenen 96 % [93-98 %].

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Messung von Normoblasten nicht

unmittelbar als pradiktiver Parameter bei der EOBI von Termin- und
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Frihgeborenen eignet. Sensitivitat und Spezifitat sind deutlich geringer als sie
beim IL-8 beschrieben werden. Auch in Kombination mit IL-8 ergeben sich
keine Steigerungen. Erschwerend kommen Referenzbereiche hinzu, die sich

nach Gestations- und Lebensalter unterscheiden.
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Anhang:

Uberprifung der Normalverteilungsannahmen mittels Quantile-Quantile-Plot
(QQ-Plot):

Zur Uberpriifung von signifikanten Unterschieden im Rahmen der deskriptiven
Statistik, kann fur das Geburtsgewicht bei reifgeborenen Kindern der t-Test

angewandt werden da die Stichproben naherungsweise normalverteilt sind.
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Abb. 17: QQ-Plot Geburtsgewicht Reifgeborene
mit EOBI

In allen anderen Fallen

wurde

Theoretische Quantile der Normalverteilung

Abb. 18: QQ-Plot Geburtsgewicht Reifgeborene
ohne EOBI

bei starker Verletzung der

Normalverteilungsannahme, zur Uberpriifung von signifikanten Unterschieden

der Mittelwerte, der Mann-Whitney- U-Test verwandt, der nicht parametrischen,

d.h. verteilungsunabhangigen Alternative zum t-Test.
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