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1 Kurzdarstellung / Abstract

Einleitung: Dynamische Fluoreszenz-Flowzytometrie Parameter des erweiterten

Differentialblutbildes helfen bei der Differentialdiagnostik verschiedener Anämieformen, bei

der Unterscheidung von Inflammation und Infektion, bei der Differenzierung zwischen

bakteriellen und viralen Infekten und zur Echtzeit-Theragnostik und Steuerung einer anti-

infektiven Chemotherapie beim septischen Patienten. Ebenso können diese zellulären

Parameter zur Prognoseabschätzung und Mortalitätsprädiktion, sowohl beim Neugeborenen

als auch bei erwachsenen Patienten, eingesetzt werden.

Methodik: Untersucht wurden Kohorten von Patienten mit verschiedenen Anämieformen im

Vergleich zu „Blut-gesunden“ Patienten. Für Ret-He und Delta-He wurden Referenzbereiche

der einzelnen Patientenpopulationen ermittelt und kinetische Verläufe im 9-feldrigen Hämaplot

dargestellt. Des Weiteren wurden in einer klinischen Studie mit Intensivpatienten der aus

mehreren zellulären Parametern bestehende ICIS-Score (Intensive Care Infection Score)

erhoben und mit Proteinbiomarkern (CRP und PCT) zur infektionsmedizinischen Diagnostik

und Therapiesteuerung verglichen. Abschließend wurde der prädiktive Wert von

Erythroblasten-Konzentrationen bei VLBW (very low birth weight) Neugeborenen hinsichtlich

Mortalität und Outcome analysiert.

Ergebnisse: Die Parameter Ret-He und Delta-He ermöglichten eine Differenzierung

verschiedener Anämieformen. Die beiden Marker unterschieden sich signifikant zwischen

„Blut-gesunden“ Erwachsenen und Neugeborenen, sowie zwischen Patienten mit

Eisenmangelanämie (IDA), chronischer Anämie (ACD), Hämoglobinopathie/Thalassämie und

waren geeignet, den Zustand vor Therapiebeginn und unter Therapie zu beschreiben. Der

Hämaplot ermöglichte unter anderem das Monitoring von Parameterkinetiken von

Anämiepatienten unter laufender Therapie. Durch den ICIS-Score und seine zugrunde

liegenden Parameter konnte eine Unterscheidung getroffen werden zwischen Inflammation

und Infektion, zwischen bakterieller und viraler Infektion und es konnte die Effektivität einer

anti-infektiven Chemotherapie kontrolliert sowie die Prognose abgeschätzt werden. Eine

Erythroblastenkonzentration von > 2/nL stellte den besten cut-off Wert zur Mortalitätsprädiktion

mit einer Sensitivität von 85% und einer Spezifität von 75% bei Neugeborenen dar.

Schlussfolgerungen: Zelluläre Marker des erweiterten Differentialblutbildes eigenen sich für

eine schnelle, standardisierte, rund um die Uhr verfügbare Form der Analytik zur

Differentialdiagnostik von Anämien, zur Echtzeit-Theragnostik bei SIRS und Sepsis in

Intensivpatienten sowie zur Prognoseabschätzung und zur Mortalitätsprädiktion bei

Neugeborenen.



4

Abstract

Background: Dynamic fluorescence-flowzytometric parameters of the extended full blood

count help with the differential diagnosis of different types of anemia, distinguish  patients with

and without infection, differentiate between bacterial and viral infections and particularly serve

for realtime theragnostics and guidance of anti-infective chemotherapy in sepsis. Additionally,

these cellular parameters can be employed for prognosis assessment and mortality prediction

in newborns as well as in adult patients.

Methods: Cohorts of patients with different types of anemia as well as „blood-healthy“

newborns and adults were compared to each other. Reference values were established for

Ret-He and Delta-He for the different patient populations and kinetics of those parameters

were depicted in the 9-field hemaplot for single patients under therapy. In addition, the ICIS

Score (Intensive Care Infection Score), consisting of a couple of cellular parameters, was

tested in a clinical study and was compared to protein biomarkers (CRP und PCT) for infectious

medical diagnostics and therapeutic guidance in ICU patients. Finally, the predictive value of

NRBC-concentrations (erythroblasts) was determined for VLBW (very low birth weight)

newborns regarding mortality and outcome.

Results: By use of the parameters Ret-He and Delta-He differentiating between different types

of anemia was possible. Both markers significantly differentiated between „blood-healthy“

adults and newborns, as well as patients suffering from iron deficiency anemia (IDA) from

chronic anemia (ACD), hemoglobinopathy/thalassemia and their respective states without or

under therapy. The hemaplot allowed for the kinetic tracking of Ret-He and Delta-He of anemic

patients under therapy. The ICIS-score and its parameters made it possible to distinguish

between inflammation and infection, between bacterial and viral infection, enabled monitoring

of the effectivity of an anti-infective chemotherapy as well as assessing the patient‘s prognosis.

NRBC-concentrations of > 2/nL proved to be the best cut-off value for mortality prediction with

a sensitivity of 85% and a specificity of 75% in newborns.

Conclusions: Cellular markers of the extended full blood count are a form of analytics which

is fast, standardized and available at a 24/7 basis for the differential diagnosis of anemia,

realtime-theragnostics in patients with SIRS and sepsis as well as for prognosis assessment

and mortality prediction in newborns.
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2 Einführung

Die voll automatisierte zelluläre Analytik ist seit der Beschreibung des Coulter-Prinzips

(Coulter 1953) unter Einsatz der hydrodynamischen Fokussierung (Thom 1969) das

grundlegende Messverfahren aller Hämatologieautomaten. Moderne Systeme

ergänzen diese Impedanzmessung durch optische Verfahren. Insbesondere die

Fluoreszenz-Flowzytometrie (Fujimoto 1999) ermöglicht eine Differenzierung von

Zellen und deren Subklassen durch die Färbung von intrazellulären Nukleinsäuren und

Granula mit Quantifizierung im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht (Zellgröße

/Granularität) bzw. durch die Bestimmung der Seitwärtsfluoreszenz (Gehalt an

Nukleinsäuren).

Zu den häufigsten Anämieformen zählt der Eisenmangel mit einer verminderten

Hämoglobinisierung der Erythrozyten und ihrer Vorstufen der Retikulozyten, sowie die

„anemia of chronic disease“ (ACD), die durch eine IL-6 induzierte Hepcidinproduktion

hervorgerufen wird (Thomas 2011). Der Ferritin-Index Plot (auch „Thomas-Plot“

genannt) ist ein vierfeldriges Diagramm, das auf der x-Achse den Ferritin-Index

(Quotient aus der Konzentration des löslichen Transferrinrezeptors dividiert durch den

Logarithmus der Ferritinkonzentration) und auf der y-Achse den Hämoglobingehalt der

Retikulozyten (Ret-He) darstellt (Thomas 2005). Durch die Einbeziehung der CRP-

Konzentration kann der Thomas-Plot eine Akute Phase Reaktion berücksichtigen, da

Ferritin bei einer Inflammation verstärkt exprimiert wird und daher der Ferritin-Index in

Entzündungssituationen andere Cut-off Werte zeigt. Das Ret-He gibt die aktuelle

Eisenversorgung im Erythron wieder, wohingegen der Ferritin-Index die Situation des

Speichereisens reflektiert. Mit Hilfe der übersichtlichen graphischen Darstellung des

Thomas-Plots können Aussagen zum Eisenstoffwechsel eines Patienten getroffen und

z. B. eine EPO-Substitutionstherapie überwacht oder auch die Compliance eines

Patienten unter Eisensubstitutionstherapie kontrolliert werden. Dabei können

Veränderungen auf der y-Achse recht schnell erfolgen (Ret-He), eine Änderung des

Ferritin-Index (x-Achse) dauert in der Regel mehrere Tage bis Wochen. Durch die

Einführung des „Hepcidin-25 Plot“ (Thomas 2011) mit Darstellung der Messwerte von

Ret-He auf der y-Achse und Hepcidin-25 auf der x-Achse lässt sich die Unterscheidung

zwischen ACD und Eisenmangel optimieren. Durch die schnelle Reaktion des

Hepcidin-25 auf die inflammatorische Situation ist dieser Plot wesentlich dynamischer
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als der Thomas-Plot und für eine Echtzeit-Theragnostik geeignet. Ein großer Nachteil

des Hepcidin-25 Plots stellt die für ein Routinelabor sehr aufwendige und nicht

Hochdurchsatz-kompatible Nachweismethode von Hepcidin-25 mittels

Massenspektrometrie dar.

Der „Hämaplot“ (Weimann 2016) stellt in einem 9-feldrigen Plot Retikulozyten-

Hämoglobin (Ret-He) auf der y-Achse und Delta-Hämoglobin (Delta-He) auf der x-

Achse dar. Delta-He berechnet sich aus der Differenz von Ret-He und RBC-He

(Erythrozyten-Hämoglobin) der reifen, roten Erythrozyten. Beim Gesunden ist

aufgrund des höheren Hämoglobingehalts der Retikulozyten der Wert immer positiv,

wohingegen bei Inflammationsreaktionen mit konsekutiver Hepcidinfreisetzung mit

Endozytose von Ferroportin das Delta-He negative Werte annimmt, das ist aber nicht

der Fall bei Eisenmangelanämien (Weimann 2009). Der 9-feldrige Hämaplot erlaubt

eine Unterscheidung von „Blut-gesunden“ Erwachsenen, „Blut-gesunden“

Neugeborenen, Thalassämien / Hämoglobinopathien, einem Vitamin B12 / Folsäure

Mangelzustand, Eisenmangelanämien und ACD. Zusätzlich kann die Compliance von

Patienten bei Anämietherapie mit zugrundeliegenden inflammatorischen

Erkrankungen kontrolliert, oder der Hämaplot auch zur „Realtime-Theragnostik“

genutzt werden, um z.B. die Effektivität einer anti-infektiven Chemotherapie bei

septischen Patienten zu überprüfen.

Als eine der häufigen Komplikationen bei Intensivpatienten kann eine Sepsis

entstehen, die mit einer hohen Mortalität assoziiert ist (Engel 2007). Die

Herausforderung für den Kliniker liegt dabei in der Differenzierung zwischen

Inflammation und Infektion. Für diese Unterscheidung zwischen SIRS (systemic

inflammatory response syndrome) und Sepsis werden in der Regel die

Konzentrationen von Proteinen wie PCT oder CRP eingesetzt, die jedoch gerade in

der ersten post-operativen Woche unspezifisch erhöht sind und dadurch nur eine sehr

eingeschränkte Aussagekraft besitzen (Weimann 2009). Der sogenannte ICIS

(Intensive Care Infection Score), der ausschließlich auf der Bestimmung der zellulären

Eigenschaften aller drei Hauptreihen aus peripherem EDTA-Blut basiert, ist dagegen

in der Lage, zwischen Inflammation und Infektion, sowie zwischen viraler und

bakterieller Genese zu unterscheiden und die Effektivität der anti-infektiven

Chemotherapie zu bestimmen (Nierhaus 2012, Weimann 2015). Die Aktivierung von

neutrophilen Granulozyten gibt dabei Auskunft über einen bakteriellen Ursprung einer
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Infektion, die Bestimmung der HFLC-Zellen (hoch fluoreszierende Lymphozyten)

differenziert eine Sepsis von einem SIRS, wohingegen das Delta-He über den oben

bereits beschriebenen Mechanismus der Eisensequestrierung einen Hinweis auf die

Effektivität einer Antibiotikagabe zulässt. Auch ist durch die Messung der IPF (unreife

Plättchenfraktion) und der NRBC (Erythroblasten) eine Prognoseabschätzung möglich

(Cremer 2013, Cremer 2015). Die Einzelmessungen aus peripherem Blut werden für

den ICIS bepunktet und in einem Score graphisch zusammengefasst. So kann durch

die schnelle Fluoreszenz-Flowzytometrische Messung (TAT unter 1 Minute) auf einer

24 Stunden Basis an 7 Tagen in der Woche höchst kosteneffektiv ein SIRS/Sepsis-

Screening durchgeführt und die Effektivität bzw. die Indikation einer Antibiotikagabe

überwacht werden (Weimann 2015).

Erythroblasten (NRBC) kommen in der Regel nicht im peripheren Blut vor, da sie vor

Verlassen des Knochenmarks ihren Kern ausstoßen und zunächst als unreife

Retikulozyten in das periphere Blut übertreten. Durch die Kombination eines

Lysereagenz mit einer Färbung der Nukleinsäuren durch Fluoreszenzfarbstoffe kann

ein automatisiertes Fluoreszenz-Flowzytometriegerät die Kerne der Erythroblasten

nach Lyse der roten Blutzellen quantifizieren (Fujimoto 1999). Bei Konzentrationen >

200 NRBC/µl im peripheren Blut liegt die Mortalität von intensivmedizinischen,

erwachsenen Patienten bei ca. 75% innerhalb von zwei Wochen nach Erstdetektion,

wobei der Marker keinerlei Spezifität für bestimmte Krankheitsentitäten aufweist

(Stachon 2004). Bei Neugeborenen mit einer intrauterinen Wachstumsrestriktion oder

einer fötalen Stresssymptomatik können NRBC nachgewiesen werden, so dass hier

als Auslöser für die Neuproduktion bzw. Ausschüttung von NRBC in das periphere Blut

eine Hypoxie vermutet wird (Christensen 2014). Wie bei Erwachsenen ist auch bei

Kindern und Neugeborenen der Nachweis von NRBC im peripheren Blut mit einer

gesteigerten Mortalität und einem schlechten Outcome assoziiert (Cremer 2015). So

gehen bei Neugeborenen hohe NRBC Konzentrationen z.B. mit nekrotisierender

Enterocolitis, schweren intraventrikulären Blutungen, zerebralen Lähmungen oder

auch dem Tod einher (Rolfo 2007, Kil 2011).
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3 Methodik

3.1 Der Hämaplot zur Differentialdiagnostik und Therapieüberwachung von
anämischen Patienten

Für die Proben von 345 Patienten wurden am Sysmex XN-9000 Fluoreszenz-

Flowzytometriegerät (SYSMEX, Kobe, Japan) ein Blutbild (ein kleines Blutbild bzw. ein

Differentialblutbild) und die Anzahl der Retikulozyten bestimmt. Der optische

Retikuloztenkanal misst dabei nicht nur die Anzahl der Retikulozyten, sondern auch

den Hämoglobingehalt sowohl der Retikulozyten (Ret-He) als auch der Erythrozyten

(RBC-He). Die untersuchte Kohorte bestand aus einem Patientenkollektiv mit

unterschiedlichen erkrankungsspezifischen Anämieformen und zwei Kontrollkohorten.

Die Kontrollkohorten bestanden aus 23 „Blut-gesunden“ Neugeborenen und 30 „Blut-

gesunden“ Erwachsenen. Die Gruppe der Patienten umfasste die Krankheitsentitäten

einer Anämie mit chronischer Erkrankung (anemia of chronic disease = ACD), bedingt

durch unterschiedliche onkologische oder chronisch-entzündliche Erkrankungen

(n=138). Davon bekamen 65 Patienten eine erkrankungsspezifische Therapie, 73

Patienten waren bis zum Zeitpunkt der Messung ohne Therapie (Primärdiagnose). 18

Patienten umfasste die Kohorte mit Thalassämie und/oder Hämoglobinopathie, 35

Patienten wiesen eine Eisenmangelanämie (Eisenmangelanämie = IDA), und 17

Patienten eine Kombination aus ACD und IDA (n=17) auf. Die Gruppe der 83

Sepsispatienten gliederte sich in 32 Patienten mit Therapie und 51 ohne Therapie

(Primärdiagnose). Für jede Patientengruppe wurde Ret-He, Delta-He und C-reaktives

Protein (CRP) bestimmt und statistisch miteinander verglichen. Die Kinetik der

Parameter Delta-He und Ret-He wurde für einzelne Patienten aus den jeweiligen

Gruppen im 9-feldirgen Hämaplot dargestellt und, sofern die Messwerte vorlagen,

auch mit dem Ferritinindex-Plot verglichen (Weimann 2016).
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3.2 Der „Intensive Care Infection Score“ zur Differenzierung von infektiösen
von nicht-infektiösen Prozessen und Therapieüberwachung bei Patienten
mit SIRS und Sepsis

In dieser retrospektiven Observationsstudie wurden erwachsene Patienten

verschiedener anästhesiologischer Intensivstationen der Charité Universitätsmedizin

Berlin zum Vergleich verschiedener Infektionsmarker eingeschlossen.

Ausschlusskriterien waren Minderjährigkeit, Anbehandlung mit einer anti-infektiven

Chemotherapie bereits > 12h vor Aufnahme auf eine ICU (Intensive Care Unit) und

auch ein Aufenthalt < 48h auf einer ICU. Die Patienten wurden für die Studie in zwei

Kohorten eingeteilt, eine Patientengruppe mit und eine ohne Infektion. Neben den

stündlich erhobenen klinisch-intensivmedizinischen Messgrößen wurden SAPS II,

SOFA, APACHE und TISS Scores täglich erhoben und dreimal täglich aus peripherem

Blut für Labordiagnostik zur SIRS-/Sepsisdiagnostik bestimmt. CRP und PCT wurden

einmal täglich und ein Differentialblutbild mit Retikulozytenbestimmung auf einem

SYSMEX Fluoreszenz-Flowzytometriegerät XE-5000 (SYSMEX, Kobe, Japan) zur

Berechnung des ICIS-Score dreimal täglich gemessen. Als Goldstandard für den

Nachweis einer Infektion diente der positive bakteriologische Nachweis aus

Blutkulturen, Trachealsekret oder Abstrichen, sowie positive Nachweise eines Infektes

durch Röntgenbilder der Lunge.

Für die Gesamtheit der ICU-Patientengruppe und einer Subgruppe an postoperativen

Patienten wurden PCT, CRP und ABP (actual best practice) mit dem ICIS-Score

verglichen, um die existierenden Methoden zur Sepsisdiagnostik miteinander in

Relation zu setzen. Darüber hinaus wurde die Möglichkeit des ABX-Monitoring (ABX

= Antibiotikagabe) mittels ICIS untersucht (Weimann 2015).
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3.3 Erythroblasten im peripheren Blut als Mortalitätsprädiktor bei
Neugeborenen

In dieser Studie wurden die Daten von 438 VLBW (very low birth weight)

Neugeborenen mit einem Gestationsalter < 32 SSW eingeschlossen, die im Zeitraum

6/2006 – 12/2010 auf einer NICU (neonatal intensive care unit) der Charité

Universitätsmedizin Berlin aufgenommen wurden. Ausschlusskriterien waren

fehlende Blutbildanalysen innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme oder

zwischen Tag zwei und fünf nach Aufnahme. Überleben wurde definiert als Verlegung

auf eine andere Station oder in ein anderes Krankenhaus.  Eins schlechtes Outcome

lag vor, wenn eine der folgenden Konditionen zutraf: schwere intraventrikuläre Blutung,

late-onset klinische Sepsis, Laserbehandlung einer Retinopathie, chirurgische Ligation

eines offenen Ductus arteriosus, bronchopulmonale Dysplasie, zystische

periventrikuläre Leukomalazie oder jedwede Form einer dringlichen Laparotomie und

Tod.

Blutbildbestimmungen wurden auf einem SYSMEX Fluoreszenz-Flowzytometriegerät

XE-2100 (SYSMEX, Kobe, Japan) durchgeführt mit der Bestimmung von NRBC

(nucleated red blood cells). Wurden mehrere Messungen in der ersten Periode <24h

nach Aufnahme, bzw. zwischen den Tagen zwei bis fünf nach Aufnahme auf die NICU

durchgeführt, so wurde der Mittelwert der NRBC-Konzentrationen für die statistische

Betrachtung herangezogen. Patienten < 3. Perzentile wurden als SGA (small for

gestational age) gewertet. Perinatalparameter, Morbiditäten und  die NRBC-

Konzentration wurden zwischen den  Kohorten der überlebenden und verstorbenen

VLBW verglichen und ROC-Kurven für den prädiktiven Wert für Mortalität der

Erythroblastenkonzentration  mit dem Geburtsgewicht berechnet (Cremer 2015).
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4 Ergebnisse

4.1 Der Hämaplot zur Differentialdiagnostik und Therapieüberwachung von
anämischen Patienten

Die Parameter Delta-He und Ret-He können zur Differentialdiagnose unterschiedlicher

Anämiearten eingesetzt werden. So ergeben sich signifikante Unterschiede bei der

Bestimmung von Delta-He zwischen den Gruppen der „Blut-gesunden“ Neugeborenen

und „Blut-gesunden“ Erwachsenen (p<0.05), und auch die Gruppe der IDA-Patienten

kann von den ACD- und ACD/IDA-Patienten unterschieden werden (p<0.05). Ist eine

Identifizierung von Thalassämie- / Hämoglobinopathiepatienten durch die Bestimmung

von Ret-He allein nicht möglich, so kann diese erfolgreich durch die zusätzliche

Messung von Delta-He vorgenommen werden. Darüber hinaus zeigen Ret-He und

Delta-He signifikante Unterschiede bei den einzelnen Kohorten mit und ohne Therapie

(Sepsis, ACD, ACD/IDA, p<0.05, Abbildung 1).

Abbildung 1: Box und Whisker Plots für Delta-He Werte (links) und Ret-He Werte (rechts). Die
gepunktete Linien geben die Referenzbereiche wieder (+2 bis +8 pg für Delta-He und 28 bis 36 pg für
Ret-He). Statisch signifikante Unterschiede sind mit p ≤ 0.05 gekennzeichnet (nach Weimann et al.
2016).

Der Hämaplot ermöglicht aufgrund seiner graphischen Darstellung eine schnelle

Orientierung über eine mögliche Anämie-Differentialdiagnose, das Therapiemonitoring

und die Kontrolle der Patienten-Compliance (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Hämaplot links und Ferritin-Index Plot rechts einer 18 jährigen M. Crohn Patientin mit
Nicht-Compliance. Die Messungen beginnen im Hämaplot (links) an Tag 1 in Quadrant 7 mit negativen
Delta-He Werden (Erstdiagnose) und verbleiben im selben Quadranten über 145 Tage (Punkt 6 in
Quadrant 7). Analog sind die Messwerte im Ferritin-Index Plot (rechts) von Tag 1 im Quadranten 3 für
145 Tage lokalisiert (keine Auffüllung der Eisenspeicher, nach Weimann et al. 2016).

4.2 Der „Intensive Care Infection Score“ zur Differenzierung von infektiösen
von nicht-infektiösen Prozessen und Therapieüberwachung bei Patienten
mit SIRS und Sepsis

Im Rahmen dieser Studie wurden bei 172 Intensivpatienten (davon 72 post-operativ)

der neu etablierte zelluläre ICIS-Score (Intensive Care Infections Score) mit

konventionellen Proteinbiomarkern (CRP, PCT) zur Sepsisdiagnostik und

Therapiemonitoring verglichen. Ein cutoff-Wert des ICIS von 3 hatte den höchsten

prädiktiven Wert mit einer Sensitivität von 82,9% bzw. einer Spezifität von 75,1% bei

post-operativen Patienten zur Vorhersage einer Infektion. Der ICIS war CRP und PCT

deutlich überlegen, sowohl bei den Raten der falsch-negativen Antibiotikagabe bei

septischen Patienten, als auch bei den Raten der falsch-positiven Antibiotikagaben bei

Patienten ohne Infektion (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Retrospektiver Vergleich der täglichen ABX-Therapieentscheidungen für 72 postoperative
Patienten (n total samples = 385) innerhalb der ersten 7 Tage auf der Intensivstation. „total“, Anzahl an
Patienten in Kohorte; „Abx treatment yes/no“, Gabe bzw. keine Gabe an Antibiotika; „False neg / False
pos Abx%“, falsch-negative bzw. falsch-positive Gabe an Antibiotika im Vergleich zum Ergebnis der
mikrobiologischen Analytik  (nach Weimann et al. 2015).

4.3 Erythroblasten im peripheren Blut als Mortalitätsprädiktor bei
Neugeborenen

In dieser Studie wurden die Daten von 438 Kindern, die auf NICUs verlegt worden

waren, mit einem Gestationsalter <32 Wochen und einem Geburtsgewicht < 1500 g

über eine Studienperiode von fünf Jahren ausgewertet. Von ihnen verstarben 46

Patienten und 65 erkrankten schwer. Nicht-Überlebende wiesen signifikant höhere

NRBC-Konzentrationen im Vergleich zu den Überlebenden zwischen dem zweiten und

fünften Tag nach Aufnahme auf eine NICU auf. Diese Beobachtung traf sowohl für

Patienten zu, die für das Gestationsalter zu klein waren (SGA), als auch für eutrophe

Neugeborene (AGA). Ein Anstieg von 10/nL der mittleren

Erythroblastenkonzentrationen am postnatalen Tag 2 bis 5 ging mit einer Odds Ratio

für Mortalität von 6.95 (95% CI 2.21–21.86) und einer Odds Ratio für das verbundene

Outcome von Mortalität und schwerer Morbidität von 3.43 (95% CI 1.43–8.24) einher.

Der beste cut-off Wert zur Mortalitätsprädiktion war eine NRBC-Konzentration von 2/nL

mit einer Sensitivität von 85% und einer Spezifität von 75%.
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5 Diskussion

In der labormedizinischen Routinediagnostik hat die Bestimmung des Blutbildes,

neben klassischen klinisch-chemischen Parametern, den größten Anteil an der

angeforderten Analytik und wird zur Differentialdiagnostik von Anämien, Thrombo-

zytopenien, den Nachweis inflammatorischer und septischer Zustände und auch zum

Screening nach Lymphomen und Leukämien herangezogen (Weimann 2009,

Weimann 2011). Durch den Einsatz der Fluoreszenz-Flowzytometrie mit

hydrodynamischer Fokussierung können aus ca. 150 Mikroliter EDTA-Vollblut fast 80

unterschiedliche Parameter innerhalb einer Messzeit von etwa einer Minute bestimmt

werden. Durch die hohe Stabilität der Parameter bis zu 72 Stunden (Imeri 2008)

einschließlich einem „rund um die Uhr“ verfügbaren hochautomatisierten analytischen

Prozesses ohne präanalytische Vorbereitung hat sich das erweiterte

Differentialblutbild als eine preisgünstige, gut standardisierte, quantitative und

weitgehend objektivierbare Methode in den allermeisten Krankenhauslaboren etabliert

(Weimann 2011).

Im Gegensatz zu Messgrößen wie MCH oder MCV des roten Blutbildes, die erst nach

vielen Tagen bzw. Wochen auf therapeutische Interventionen ansprechen, sind Ret-

He und Delta-He quantitative Echtzeit-Parameter, die bereits nach wenigen Stunden

mit Veränderungen reagieren (Weimann 2015). Mit Hilfe der Bestimmung dieser

beiden Parameter ist nicht nur eine Abgrenzung verschiedener Anämieformen

voneinander möglich, sondern lässt sich insbesondere das therapeutische Monitoring

von Eisensubstitutionstherapien, Substitution bei Vitamin B12-Mangel oder eine anti-

inflammatorische Therapie übersichtlich erfassen (Weimann 2016). Die direkte

Bestimmung von Hepcidin-25 mittels Massenspektrometrie im Gegensatz zur

Bestimmung des Hämoglobinisierungsgrades von Retikulozyten (Ret-He) ist aktuell

noch zu zeitaufwändig und kostenintensiv. Die zur Verfügung stehenden

Immunoassays sind zudem noch nicht ausreichend für den Routineeinsatz

standardisiert (Thomas 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte durch den Einsatz

von Delta-He signifikant zwischen Patientengruppen mit ACD oder Sepsis vor und

unter einer medikamentösen Therapie sowie die Patientengruppe mit ACD/IDA von

„Blut-gesunden“ Erwachsenen bzw. Patienten mit einer reinen Eisenmangelanämie

(IDA) unterschieden werden. Eine Unterscheidung von „Blut-gesunden“ Erwachsenen

und Patienten mit IDA war nicht allein durch die Bestimmung der Delta-He
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Konzentration möglich, sondern nur durch die Mitbestimmung von Ret-He. Die

alleinige Bestimmung von Ret-He war jedoch nicht in der Lage, zwischen ACD und

ACD/IDA zu differenzieren. Ergänzend zum Ferritin-Index Plot zur Analyse des

Eisenspeicherstatus bietet der Hämaplot aufgrund der deutlich höheren Dynamik

seiner Parameter eine gute Ergänzung und zusätzliche Informationen insbesondere

für die Echtzeit-Theragnostik und Überprüfung der Patienten-Compliance (Weimann

2016).

Eine Konzentrationsänderung des Delta-He mit steigenden Werten zeigt sich beim

septischen Patienten unter einer adäquaten anti-infektiven Chemotherapie innerhalb

weniger Stunden und signalisiert damit eine schwächer werdende

Entzündungsreaktion (Weimann 2015). In der vorliegenden Studie war das Delta-He

Teil des Multiparameter-ICIS-Scores (Abbildung 3). Der ICIS hilft bei der

Unterscheidung von Inflammation und Infektion (Neutrophilenkonzentration,

Konzentration der unreifen Granulozyten (IG) und hoch-fluoreszierenden

Lymphozyten (HFLC)), zur Differenzierung viraler von bakteriellen Infekten

(Aktivierungsgrad der Neutrophilen (NEUT-y)), bei der Überprüfung der Effektivität

einer anti-infektiven Chemotherapie (Delta-He) und dient der Prognoseabschätzung

(unreife Retikulozytenfraktion (IRF), Thrombozytenkonzentration (PLT) und

Konzentration der unreifen Plättchen (IPF), Nierhaus 2012). Im Vergleich zu den

Proteinbiomarkern PCT und CRP war der ICIS insbesondere zur frühen

Unterscheidung von SIRS und Sepsis innerhalb der ersten 5 Tage deutlich überlegen.

Durch den Einsatz des ICIS mit seinem schnelleren und spezifischeren Ansprechen

der multiplen zellulären Parameter gegenüber den Proteinbiomarkern hätte in der post-

operativen Gruppe eine unnötige anti-infektive Chemotherapie (Rate der falsch-

positiven ABX) bei Patienten ohne Infektion vermindert, als auch die Rate der falsch-

negativen ABX bei septischen Patienten reduziert werden können. Eine Optimierung

der ABX-Regime bei Intensivpatienten und Reduzierung der UAW (unerwünschte

Arzneimittelwirkungen) durch Antibiotika scheint so möglich (Weimann 2015).
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Die Bestimmung der Erythroblastenkonzentration ermöglicht eine Aussage über die

Prognose eines Patienten und ist wahrscheinlich ein Maß einer zentralen Hypoxie

(Stachon 2006).  Übereinstimmend mit der Literatur (Rolfo 2007, Kil 2011) konnte in

der vorliegenden Studie eine Assoziation zwischen Geburtsgewicht und

Erythroblastenkonzentration gezeigt werden (Cremer 2015). Ein automatisiert

bestimmter NRBC-Wert mit einem cut-off von 2 NRBC/nL war mit einer Sensitivität von

83% für die Mortalitätsprädiktion assoziiert, was gut mit den mikroskopischen Daten

von Bashat et al. (Bashat 2007) übereinstimmt. Reflektiert der initiale Nachweis von

NRBC unmittelbar nach der Geburt die Sauerstoff-Versorgungssituation in utero, so

ist  deren Konzentrationsanstieg bei Bestimmung zwischen dem zweiten und fünften

Lebenstag mit  einem schlechteren Outcome korreliert. Ob ein NRBC-Anstieg im

peripheren Blut auf eine gesteigerte EPO-Produktion oder auch eine weniger effiziente

Enukleation der Normoblasten in der fötalen Leber bei SGA-Neugeborenen

zurückzuführen ist,  muss in weiteren Studien noch geklärt werden (Cremer 2015).

Abbildung 3: Exemplarische tabellarische
und graphische Darstellung des ICIS-Scores
eines ICU-Patienten mit Angabe der
Parameter, auf denen der ICIS-Score basiert,
im zeitlichen Verlauf; „HFLC“, hoch-
fluoreszierende Lymphozyten, „IG#“,
Konzentration an unreifen Granulozyten,
„NEUT-Y“, Aktivierungsgrad von Neutrophilen,
„Delta-He“, Delta-Hämoglobin, „NEUT#“,
Neutrophilenkonzentration, „PLT“, Thrombo-
zytenkonzentration, „IPF#“, Konzentration an
unreifen Plättchen, „NRBC#“, Erythro-
blastenkonzentration, „IRF#“, Konzentration
an unreifen Retikulozyten.



17

6 Abkürzungsverzeichnis

ABP actual best practice

ABX Antibiotikagabe

ACD anemia of chronic disease

AGA adaequate for gestional age

CRP C-reaktives Protein

d day

Delta-He Delta-Hämoglobin

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EPO Erythropoetin

HFLC high fluorescent lymphocytes

ICIS Intensive Care Infection Score

ICU Intensive Care Unit

IG immature granulocytes

IPF% relative immature platelet fraction

IPF# absolute number of immature platelets

IRF immature reticulocyte fraction

MCH mittlerer korpuskulärer Hämoglobingehalt

MCV mittleres korpuskuläres Volumen

NEUT-X Seitwärts-Streulicht der neutrophilen Granulozyten

NEUT-Y Seitwärts-Fluoreszenz Streulicht der neutrophilen Granulozyten

NICU neonatological intensive care unit

nL Nanoliter

NRBC nucleated red blood cell, Erythroblast

p probability

PCT Procalcitonin

RBC-He Erythrozyten-Hämoglobin

Ret-He Retikulozyten-Hämoglobin

SGA small for gestational age

SIRS systemic inflammatory response syndrome

SSW Schwangerschaftswoche

TAT turnaround time

UAW unerwünschte Arzneimittelwirkung
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VLBW very low birth weight

WAM workarea manager

XE-2100 Blutbild-Analysegerät der Firma SYSMEX, Kobe, Japan

XE-5000 Blutbild-Analysegerät der Firma SYSMEX, Kobe, Japan

XE-9000 Blutbild-Analysegerät der Firma SYSMEX, Kobe, Japan
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