Aus der Klinik far
Intensivmedizin
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Direktor: Priv.-Doz. Dr. med. S. Kluge

Das Auftreten von unreifzelligen Granulozyten
bei Intensivpatienten und seine prognostische
Wertigkeit

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Nina Marie Eismann
geboren in Munster

Hamburg, September 2010



Angenommen vom Fachbereich Medizin

der Universitat Hamburg am: 25.03.2011

Veroffentlicht mit der Genehmigung des Fachbereiches Medizin

der Universitat Hamburg

Prufungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. G. Kreymann
Prufungsausschuss, 2. Gutachter/in: PD Dr. S. Kluge

Prifungsausschuss, 3. Gutachter/in: Prof. Dr. W. Fiedler



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Arbeitshypothese und Fragestellung .........cccccoooiiiiinnin.
2 Einleitung ...

2.1 Sepsis und SIRS
Folgen der Sepsis
Das Immunsystem des Menschen
Unreife Granulozyten (Immature Granulocytes, IG)
Immature Myeloid Information (IMI)

2.2 Immunmonitoring und Immuntherapie

3 Material und Methoden ...,

3.1 Patienten

3.2 Messung der IG Parameter
Differentialblutbild und Durchflusszytometrie
Funktion eines Durchflusszytometers
Durch Fluorochrome zur durchflusszytometrischen Messung
Material

3.3 Messung der weiteren Parameter
Interleukin 6
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)
Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)
C-reaktives Protein (CRP)

3.4 Erhebung der Scorewerte
3.5 Statistische Methoden

4 ErgebniSSe .......oiiiiiiiiiiiii e

4.1 Demographie
4.2 Analyse der Marker an Messtag 1
4.3 Analyse der Marker im Verlauf

D DISKUSSION e,

5.1 Kernaussage
5.2 Methodenkritik
5.3 Diskussion der Ergebnisse im Einzelnen

6 Zusammenfassung und Ausblick ...,

7 ANNANG o

7.1 Erhebungsbogen des SAPS II
7.2 Erhebung des SOFA-Score
7.3 Die Glasgow Coma Scale



Inhaltsverzeichnis 5
8 Literaturverzeichnis ... 67
9 Abbildungsverzeichnis ... 76
10 TabellenverzeiChnis ... 77
11 AbkUrzungsverzeiChnis ... 78
12 DanKSAgQUNG ....oooiiiiiiiiii et eeees 80
13 Eidesstattliche Versicherung ...........ccooooiiiiiie, 81



Arbeitshypothese und Fragestellung 6

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Pathophysiologie des Immunsystems bei septischen Erkrankungen rickt
zunehmend in den Vordergrund der modernen intensivmedizinischen For-
schung. Die Sepsis ist die klinische Auspragung verschiedener Organdys-
funktionen, die durch eine generalisierte Stimulation des Immunsystems her-
vorgerufen wird.

Septische Komplikationen und systemische Inflammation sind bedeutende
Faktoren fur Morbiditat und Mortalitat bei kritisch kranken Patienten auf der
Intensivstation. Komplexe immunologische Vorgange, die im Laufe der ver-
gangenen Jahre zunehmend detaillierter dargestellt werden konnten, flhren
bei vielen Patienten zu Immundysfunktion oder -paralyse mit konsekutiven
Infektionen und gesteigerter Mortalitat [1].

Eine mikrobiologische Ursachenbestimmung der Sepsis ist zeitintensiv und
haufig nicht moéglich. In den meisten klinischen Studien fallen die Unklarheit
und Inkonstanz der verwendeten klinischen und mikrobiologischen Definitio-
nen auf. Das Fehlen valider epidemiologischer Daten zu Inzidenz, Pravalenz,
Letalitat und Verlauf steht im Gegensatz zu der grof3en gesundheitsékonomi-
schen Bedeutung der Sepsis. Die Diagnose erfolgt in der Regel zu spat, weil
es gegenwartig kaum diagnostische Verfahren gibt, die den Ubergang einer
lokal begrenzten Infektion zu einer Sepsis vorhersagen. Inflammatorische
Marker spielen fur die Diagnostik der Sepsis und deren Verlaufskontrolle eine
grolRe Rolle, da die Spezifitat klinischer Symptome und klassischer Infekti-
onszeichen (Temperaturerhdhung oder -erniedrigung, Leukozytose, Throm-
bozytopenie) gering ist. Von neuen Markern erhofft man sich eine bessere
Korrelation mit dem Schweregrad der Sepsis. Sie kdnnten daher, neben den
klinischen Zeichen des Syndroms, die Diagnose und Verlaufsbeurteilung der
Sepsis erleichtern.

Eine Vielzahl von zellularen und humoralen Parametern wurde im Laufe der
letzten beiden Jahrzehnte zur Charakterisierung des Immunstatus propagiert.
Die in der klinischen Praxis und im Rahmen von Forschungen zurzeit am
haufigsten bestimmten Parameter bei Patienten mit systemischer Inflamma-
tion und Sepsis sind: C-reaktives Protein (CRP), Leukozytenzahl, Interleukin-

6 (IL-6), Procalcitonin (PCT) sowie mit Einschrankungen Tumor-Nekrose-
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Faktor-alpha (TNF-a), ex vivo Stimulationstest und monozytares Human
Leukocyte Antigen DR1 (HLA-DR).

Die Erkrankungsschwere und das Auftreten von Organversagen konnen bei
Intensivpatienten anhand von Scores wie dem Simplified Acute Physiology
Score Il (SAPS IlI) und dem Sequential Organ Failure Assessment Score
(SOFA) erfasst werden.

Das Auftreten von unreifzelligen Granulozyten (Immature Granulocytes, 1G),
die mittels eines neuartigen, automatisierten Hamatologieanalysators (Sys-
mex XE-2100, Kobe, Japan) nachgewiesen werden kdnnen, konnte bei ei-
nem neonatologischen Patientenkollektiv bereits mit der Mortalitat bei Neu-
geborenensepsis in Verbindung gebracht werden [2]. In &hnlichen Untersu-
chungen bei erwachsenen Intensivpatienten mit schwerer Sepsis waren
ebenfalls eine erhéhte Mortalitat und Erkrankungsschwere nachzuweisen [3].
In dieser Studie soll die prognostische Wertigkeit des Nachweises von unrei-
fen Granulozyten bei 70 konsekutiven Patienten auf einer Intensivstation mit

allgemeinchirurgischen und traumatologischen Patienten untersucht werden.
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2 Einleitung

2.1 Sepsis und SIRS

Schon Hippokrates benutzte den Begriff Sepsis, um eine Krankheit zu be-
schreiben, die 7-14 Tage nach der Verwundung als Fieber beginnt, ,das ver-
ursacht wird durch eine Materie, die fault® und die haufig mit dem Tod endet.
Urspriunglich stammt der Begriff Sepsis aus dem Griechischen ,onmrw“ und
bedeutet Garung oder Faulnis. Anfang dieses Jahrhunderts haben Schott-
muller und andere Wissenschaftler dieser Zeit versucht, eine Definition fur
Sepsis festzusetzen. Hugo Schottmuller, Professor des Allgemeinen Kran-
kenhauses Eppendorf, legte 1914 [4-6] eine erste moderne Definition der
Sepsis vor, die nicht mehr von einer Faulnis, sondern von einer bakteriellen
Erkrankung ausging: ,Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des
Korpers ein Herd gebildet hat, von dem konstant oder periodisch pathogene
Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und zwar derart, dass durch diese
Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelost wer-
den.” Damals war er mit dieser Definition seiner Zeit weit voraus.

Eine erweiterte Definition der Sepsis wurde erst 1989 von Bone [7] veroffent-
licht: ,Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder
ihrer Toxine in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus
auf diese Invasion.“ Diese Definition wurde im August 1991 von einer Kon-
sensus-Konferenz des American College of Chest Physicians und der Socie-
ty of Critical Care Medicine weitergefuhrt [8, 9]. Seit 2001 werden SIRS,
Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock getrennt definiert und unter-

liegen auch spezifischen Diagnosekriterien [10].

Das Systemische Inflammatorische Response-Syndrome (SIRS) ist eine kli-
nische Reaktion auf eine unspezifische Schadigung, die zwei oder mehr der
folgenden Symptome aufweist:

* Hyper- (=238°C) oder Hypothermie (<36°C) bestatigt durch rektale oder

intravasale Messung
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* Tachykardie (Herzfrequenz =90/Minute oder =2 SD des Altersnorm-
werts)

* Tachypnoe (Atemfrequenz =20/Minute) und / oder Hyperventilation
(PaCO; <32mmHg) und / oder maschinelle Beatmung

* Leukozytose (212.000/mm?3®) oder Leukopenie (<4.000/mm?3) oder

210% unreife Neutrophile im Differentialblutbild

Die Sepsis ist definiert als SIRS mit sehr wahrscheinlicher oder nachgewie-
sener Infektion. Jeder Mikroorganismus kann eine Sepsis verursachen. Das
Erregerspektrum der Sepsis reicht von gram-positiven und gram-negativen
Bakterien Uber Viren, Pilze und Protozoen.

In der Studie von Martin et al. 2003 [11] wurden die Erreger der Sepsis in
den Jahren 1979 bis 2000 ermittelt. Dabei stellte sich heraus, dass die gram-
positiven Erreger die meisten Erkrankungsfalle ausmachen, dicht gefolgt von
den gram-negativen. Bei einem geringen Anteil von Patienten mit dem klini-
schen Bild einer Sepsis kann man keine Infektion nachweisen [12].
Brun-Buisson et al. [13] haben 1996 die einzelnen Erreger identifiziert und in

ihrer Haufigkeit differenziert (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Keimspektrum der Sepsis

Gram-positive Bakterien 45% Gram-negative Bakterien 44%
Staphylococcus aureus 19% Escherichia coli 22%
Streptococcus pneumoniae 9% Pseudomonas aeruginosa 6%
Koagulase-negative Staphylokokken 6% Klebsiellen 5%
B-hamolysierende Streptokokken 4% Enterobacter 4%
Enterokokken 3%

Andere Keime 11%
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Eine schwere Sepsis ist eine Sepsis mit einfachem oder mehrfachem Organ-
versagen:
* Kardiovaskular: Arterielle Hypotension
* Renal: Diurese <0,5ml/kg/h Uber min. 2 Stunden (trotz ausreichender
Volumengabe) oder Anstieg des Serumkreatinins auf mehr als das
Doppelte des Referenzbereiches
* Respiratorisch: P,0,/ FiO,; <250mmHg
» Koagulopathie: Abfall der Thrombozyten um >30% innerhalb 24h oder
Thrombozyten <100.000/mm? (eine akute Blutung muss ausgeschlos-
sen sein)
* ZNS: akute Stérung der Bewusstseinslage (Unruhe, Delirium, einge-
schrankte Vigilanz, Desorientiertheit)
* Metabolische Azidose ohne erkennbare Ursache: Base Excess (BE)

<-5mmol/L oder Laktat mehr als das 1,5 fache des Referenzbereiches

Der Septische Schock ist gekennzeichnet durch eine schwere Sepsis mit
akuter Hypoperfusion und volumenrefraktarer arterieller Hypotension ohne
andere erkennbare Ursachen. Die Hypotension ist definiert als systolischer
Blutdruck unter 90mmHg, mittlerer arterieller Druck unter 60mmHg oder eine
Verminderung des Ausgangsdruckes (systolisch) um mehr als 40mmHg bei
adaquater Flussigkeitssubstitution. Ein Schock entwickelt sich bei circa 40%

der septischen Patienten und verschlechtert die Prognose deutlich.

Sepsis

Infektion

Organ-
dysfunktion
Septischer
Schock

Schwere
Sepsis

Abbildung 1: Die verschiedenen Stufen der Sepsis
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Am Ende der zu definierenden Begriffe steht das Multiorganversagen/Multi
Organ Dysfunction Syndrome (MOV/MODS), das gleichzeitige oder aufein-
ander folgende Versagen lebenswichtiger Organfunktionen. Die Prognose
des MOV ist abhangig von der Zahl der betroffenen Organe, der Dauer des
Organversagens, dem Alter des Patienten, der Art des Organversagens und
der Beherrschung der Grundkrankheit.

Die Mortalitat ist dabei nach Alberti et al. 2003 [1] abhangig vom Schwere-
grad der Sepsis (siehe Abb. 2).

Sterbewahrscheinlichkeit

A .

0 20 40 6l 80

Krankenhausaufenthalt in Tagen

Abbildung 2: Die Sterbewahrscheinlichkeit in Abhdngigkeit zum Schweregrad von SIRS und
Sepsis: SIRS (rot), Sepsis (blau), Schwere Sepsis (griin) und Septischer Schock (schwarz),
Alberti et al. [1]

Pathogenetisch liegt der Sepsis das Eindringen von Erregern oder ihrer To-
xine in den Kreislauf zugrunde. Der weitere Verlauf hangt einerseits von der
Zahl der Erreger, deren Pathogenitat und Virulenz und andererseits vom Zu-
stand der korpereigenen Abwehrmechanismen ab. Unter normalen Umstan-
den ist das Immunsystem des Korpers in der Lage, eingedrungene Erreger

abzuwehren.
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Jedoch kann sich selbst aus einer zunachst harmlos erscheinenden, lokalen
Infektion eine Sepsis entwickeln, wenn Faktoren wie das Vorliegen einer ein-
geschrankten Immunabwehr, ein massives Eindringen vieler oder besonders
aggressiver Erreger, ein Eindringen der Erreger in primar sterile Kérperregio-
nen wie Bauchhéhle, Gehirn und Lunge oder das schrittweise Uberwinden
der Immunabwehr bei fehlender Behandlung der Infektion zum Tragen kom-
men. In Studien konnten zudem Risikofaktoren flr eine Sepsis identifiziert
werden. Dabei stehen sowohl das Alter (>65 Jahre) [14] als auch Komorbidi-
taten wie HIV [15], Krebserkrankungen [16], Leberzirrhose [17] und Alkohol-
abhangigkeit [18] in einem positiv korrelierten Zusammenhang. Auch medizi-
nische MaRnahmen (vendse Katheter [19], Bluttransfusionen [20]) gelten als
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Sepsis.

In der Folge kommt es hamatogen zu einer Ausbreitung der Infektion auf den
gesamten Korper. Die im Falle einer Lokalinfektion sinnvolle Entzindungsre-
aktion entwickelt sich nun zum eigentlichen Motor der Sepsis. In einer Uber-
schieflenden Reaktion freigesetzte groRe Mengen an Zytokinen und Chemo-
kinen, wie Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1), IL-6
und IL-8 fihren zu einer Entzindung des gesamten Korpers, unter anderem
mit Odembildung, Mikrozirkulationsstérungen und Sauerstoffmangel, ohne
dass diese der Erregerbekampfung nutzt. Sind einmal lebenswichtige Orga-
ne davon betroffen, kann der daraus folgende Verlust ihrer Funktionsfahigkeit
schnell zum primér begrenzenden Faktor fir das Uberleben des Patienten
werden.

Parallel resultiert aus der Stimulation immunkompetenter Zellen eine Aktivie-
rung der Leukozyten mit einer konsekutiven Freisetzung zytotoxischer Sub-
stanzen. Dadurch kommt es zu einer Schadigung der Endothelzellen der Ge-
falle und einem Kapillarleck. Massive Flussigkeitsverschiebungen kdnnen zu
einem ausgepragten intravasalen Volumenmangel fuhren.
Inflammationsmediatoren stimulieren zeitgleich auch die endotheliale NO-
Synthetase. Daraus resultiert eine Vasodilatation mit der Folge einer ausge-
pragten arteriellen Hypotension [21-23].

Tabelle 2 fasst die sepsisinduzierten Veranderungen an den Organsystemen

Zusammen.
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Tabelle 2: Sepsis-induzierte Organdysfunktionen

Organsystem Dysfunktion

kardiovaskular niedriger systolischer Blutdruck, niedriger mittlerer arterieller Druck,
niedriges Schlagvolumen, hohe zentralvendse Sattigung, Tachykardie

respiratorisch PaO,/FiO, < 300, niedrige Compliance der Lunge

Gerinnung erhdhter INR, erhdhte PTT, niedrige Thrombozyten, DIC

renal geringes Ausscheidungsvolumen, erhdhtes Kreatinin,

hepatisch Anstieg der Transaminasen und des Bilirubins

neurologisch Delir, Vigilanzminderung

gastrointestinal lleus

PaO, = arterieller Sauerstoffpartialdruck, FiO, = Sauerstoffanteil in der Inspirationsluft, INR =
International Normalized Ratio, PTT = Partielle Thromboplastinzeit, DIC = Disseminated
Intravascular Coagulation (Disseminierte Intravasale Gerinnung)

Folgen der Sepsis

In einer Multicenter Studie haben Angus et al. [24, 25] deutlich gemacht,
dass in den USA die jahrlichen Kosten fur die Therapie der Sepsis (16,7 Mil-
liarden Dollar) in einem unginstigen Verhéltnis zu der Uberlebenschance
(Mortalitat von 28,6%) stehen. In den USA stieg die Zahl der durch Sepsis
verursachten Todesfalle in dem Zeitraum von 1979 bis 2000 deutlich an, wie
Martin et al. in ihrer Studie feststellen konnten [11].

Die folgende Tabelle soll die Relevanz der Sepsis in der Todesstatistik der
Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2000 im Vergleich zu anderen Todes-

ursachen verdeutlichen:
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Tabelle 3: Todesursachen in Deutschland 2000 (stat. Bundesamt)

Todesursache Anzahl Prozent
Sepsis 78 008 9,3
Krankheiten des Kreislaufsystems 395 043 47

* darin HirngefaRerkrankungen 80 786 9,6
Herzinfarkt 73 265 8,7
bdsartige Neubildungen 210738 25,1

* darin Bronchien und Lunge 38 990 4.6
Krankheiten des Atmungssystems 51 806 6,1
Unfalle (Traumata) 20 328 2,4
Verstorbene insgesamt 838 797 100

Laut dieser Statistik ist die Sepsis, nach den Krankheiten des Kreislaufsy-
stems und den bdsartigen Neubildungen, die dritthaufigste Todesursache in
Deutschland [26]. Bakterielle Infektionen sind ein Hauptgrund flr Morbiditat
und Mortalitat. Jedoch ist die Diagnose der bakteriellen Infektion eine Her-
ausforderung, da sie sich klinisch unterschiedlich darstellen kann. Aus die-
sem Grund kann es unter bestimmten Umstanden schwierig sein, bakterielle
von viralen Infektionen zu unterscheiden. Eine nicht behandelte bakterielle
Entzindung kann verheerende Komplikationen mit sich bringen. Auf der an-
deren Seite ist die Behandlung einer viralen oder nicht-infektiosen Ursache
mit Antibiotika nicht nur ineffektiv, sondern fordert die Entwicklung von Resi-
stenzen, erhoht das Risiko allergischer und toxischer Reaktionen [27] und
vermehrt die Kosten. Studien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) haben
festgestellt, dass von 100 Entzindungen im Bereich der Atemwege nur 20
einer antibiotischen Behandlung bedtrfen [28].

Diese Daten verdeutlichen die Relevanz einer frihen Diagnostik und Thera-

pie von SIRS und Sepsis.
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Das Immunsystem des Menschen

Das Immunsystem (immunis (lat.) = frei, unberthrt) dient dem Organismus
vornehmlich zur Abwehr von Krankheitserregern und Fremdstoffen, die von
aulden in ihn eingedrungen sind. Daruber hinaus kann das Immunsystem
krankhaft veranderte, korpereigene Zellen erkennen und beseitigen. Das
Immunsystem besteht aus einer spezifischen (erworbenen) und einer unspe-
zifischen (angeborenen) Immunabwehr, die sich bei einer Immunantwort ge-
genseitig erganzen. In der Folge von Immunreaktionen entstehen Entzun-
dungen, die zur Beseitigung der schadigenden Zellen oder Fremdkdrper flh-
ren. Das folgende Diagramm gibt einen Uberblick Uber die verschiedenen

Komponenten des Immunsystems:

Abwehr
unspezifisch/ spezifisch/
angeboren erworben
humoral zellular humoral zellular
Komplement Monozyten/ Antikoérper/ Im- B-Lymphozyten
Lysozym Makrophagen munglobuline T-Lymphozyten
Laktoferrin Granulozyten
Akute-Phase- Mastzellen
Protein NK-Zellen
Interferone Dendritische
Zellen

Abbildung 3: Komponenten des Immunsystems

Grundvoraussetzung ist, dass das Immunsystem zwischen koérpereigenen
und koérperfremden Strukturen unterscheiden kann, so dass im Normalfall
keine Immunreaktion gegen den eigenen, gesunden Korper erfolgt ("immu-

nologische Toleranz").
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Das unspezifische, angeborene Immunsystem ist in der Lage, Fremdkorper
und viele allgemein vorkommende Krankheitserreger bereits beim ersten
Kontakt unschadlich zu machen. Es ist fur die Bekdmpfung bakterieller Infek-
tionen von grolRer Bedeutung. Zum unspezifischen Immunsystem gehéren —
neben den physiko-chemischen Barrieren (Haut, Schleimhaute, Magensaft)

— zellulare und nichtzellulare (humorale) Mechanismen.

* Zellulare Faktoren: Die Abwehrzellen des unspezifischen Immunsy-
stems sind die Phagozyten, die den Erreger oder Fremdkorper auf-
nehmen und ihn "verdauen" bzw. abtéten. Zu den Phagozyten geho-
ren neutrophile und eosinophile Granulozyten, Makrophagen und Mo-
nozyten.

* Humorale Faktoren: Die so genannten humoralen (humor (lat.) =
Flussigkeit) Faktoren, d.h. die in den Korperflussigkeiten geldsten Fak-
toren des unspezifischen Immunsystems, sind bakterizid wirkende
Substanzen. Dazu gehdrt das Enzym Lysozym, das in verschiedenen
Korpersekreten wie Tranenflissigkeit und Speichel enthalten ist und
die Zellwand zahlreicher Bakterien angreift. Daneben gibt es das
Komplementsystem, wobei es sich um ein von der Leber gebildetes
Enzymsystem handelt, das aus einer Gruppe von etwa 20 Bluteiweil3-

korpern besteht und das zur Auflésung kérperfremder Zellen fuhrt.

Das spezifische Immunsystem entwickelt sich im Gegensatz zum unspezifi-
schen erst durch die direkte Auseinandersetzung mit einem bestimmten
Krankheitserreger. Es wird daher auch als erworbenes, adaptives Immunsy-
stem bezeichnet. Die spezifische Immunabwehr wird durch Immunzellen ver-
mittelt. Dabei handelt es sich um so genannte Lymphozyten (lympha (griech.)
= klares Wasser, kytos (griech.) = Zelle). Lymphozyten sind die kleinsten
weillen Blutkérperchen. Ihr Anteil an der Gesamtmenge der weilden Blutkor-
perchen im Blut betragt etwa 25%. Allerdings befinden sich 98% der
Lymphozyten nicht im Blut sondern in den lymphatischen Organen (Lymph-
knoten, Lymphbahnen, Milz) und im Knochenmark. Von dort aus wird standig
ein kleiner Teil der Zellen ins Blut abgegeben. Die Lebensdauer der Lympho-

zyten betragt zwischen zehn Tagen und mehreren Jahren. Sie entwickeln
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sich zunachst im Knochenmark und im Thymus, d.h. in den primaren Orga-
nen des Immunsystems, und besiedeln von dort aus die sekundaren Immun-
organe wie Lymphgewebe und Milz. Man teilt sie ein in B- und T-
Lymphozyten, wobei die T-Lymphozyten den zelluldaren und die B-
Lymphozyten den humoralen Anteil des spezifischen Immunsystems ausma-

chen.

Tabelle 4: Entwicklung und Einteilung der zelluldren Blutbestandteile, aus: Loffler [29]

pluripotente
Stammzelle
myeloide lymphoide
Stammzelle Stammzelle
; . Vorlaufer-
¥ﬁrlauferzelle . Vorlaufelgelle Vorlauferzelle der Myelomonocyto- | Vorlauferzelle der |zelle der
rombo- der Erythro-
poese T - Lymphocyten |B - Lympho-
zytopoese poese zyten
lll/::gakaryo- E;:;ryth'o' Myeloblast Monoblast T - Lymphoblast |B - Lymphoblast
:;/r:)rze)l:fter Megaka- | Makroblast Promyelozyt Promonozyt T - Lymphozyt B - Lymphozyt
reifer Megakaryo- | basophiler Myelozyt Transformation
zyt Normoblast neutrophil
eosinophil Plasmazelle
basophil
polychromat.
Normoblast
oxyphiler Nor-  [Jugendlicher
moblast neutrophil
eosinophil
basophil
Thrombozyt Retikulozyt Stabkerniger Monozyt
neutrophil
eosinophil
basophil
Erythrozyt Segmentkerniger
(Normozyt) neutrophil
eosinophil
basophil

Fir die Diagnostik werden verschiedene Anteile des Immunsystems unter-
sucht. Dazu zahlen das Blutbild und das Differentialblutbild, das den zellula-
ren antigen-unspezifischen Teil widerspiegelt. Akute-Phase-Proteine und
Zytokine lassen sich ebenfalls nachweisen und sind ein Teil des humoralen
antigen-unspezifischen Systems.
Die bisher klinisch verwendeten diagnostischen Parameter und Messverfah-
ren sind:

* Temperatur

* Blutbild und Differentialblutbild
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* Durchflusszytometrie

* Akute-Phase-Proteine (CRP, SAA)
* Zytokine (IL-6, TNF-a)

* Procalcitonin

* Komplementfaktoren

* Immunglobuline, spez. Antikorper

Unreife Granulozyten (Immature Granulocytes, IG)

Granulozyten werden in polymorphkernige neutrophile, stabkernige basophi-
le und eosinophile Granulozyten unterschieden.

Die Gesamtheit der unreifzelligen Granulozyten (IG) stellt sich zusammen
aus Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozyten (siehe Abbildung 4). Unrei-
fe Granulozyten haben im Vergleich zu reifen Granulozyten einen aktiveren
Zellstoffwechsel und deshalb einen erhohten Nukleinsauregehalt (DNA,
RNA). Dies spielt vor allem bei der Bestimmung der |G im Blut eine Rolle.
Der Nachweis von unreifen Granulozyten im Blut ist immer ein Anzeichen fur
eine vermehrte Aktivitat im Knochenmark [30]. Ein Anstieg von |G findet sich
bei den unterschiedlichsten Erkrankungen wie bakteriellen Infektionen [31],
Traumata und akuten Reaktionen auf Organtransplantationen [32]. Daher
lassen sich unreifzellige Granulozyten vor allem bei malignen hamatologi-
schen Erkrankungen nachweisen, aber auch bei systemischen Infektionen.
Die Feststellung einer Linksverschiebung der Granulopoese wird oft als dia-
gnostisches Mittel einer Sepsis genutzt. Eine Linksverschiebung ist definiert
als erhohte Anzahl von neutrophilen Granulozyten oder als Anstieg im Ver-
haltnis der unreifen zu den reifen neutrophilen Granulozyten (immature / total
granulocyte ratio (I/T ratio)) [33]. In der Studie von Bender et al. erwies sich
die I/T ratio als ebenso effizient wie IL-6, ist allerdings deutlich einfacher zu
bestimmen [34]. Daher haben auch Di Mario et al. in ihrer Studie die Be-
stimmung der unreifen Granulozyten als kostengunstigen Screeningtest flr
bakterielle Infektionen empfohlen [35].

In der Studie von Bruegel et al. hat man Referenzintervalle fur unreifzellige

Granulozyten bestimmt [36]:
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* Zellzahl (IG-Count): 5. Perzentile bei 0 und die 95. Perzentile bei 0,03
x 10%/L fur Manner und Frauen.
* 1G-%: 5. Perzentile bei 0 und die 95. Perzentile bei 0,5% fur Manner
und 0,4% fur Frauen
Demnach sollte der Anteil der unreifzelligen Granulozyten bei Gesunden un-
ter 1% liegen.
Bei der Untersuchung der Referenzintervalle zeigte sich keine Altersabhan-
gigkeit.
Erhdhte Werte finden sich bei bakteriellen Entzindungen, chronischer mye-
loischer Leukamie und nach Gabe von G-CSF/GM-CSF.

Abbildung 4: Zentrum: Durchflusszytometrische Darstellung des Differentialblutbildes, Licht-
mikroskopien: links (von oben nach unten): neutrophile und basophile Granulozyten, rechts:
Promyelozyt, Myelozyt und Metamyelozyt (von oben nach unten), Quelle: Sysmex Europe
GmbH, Norderstedt

Immature Myeloid Information (IMI)

Unter den Begriff Immature Myeloid Information fallt die Gesamtheit aller un-
reifen myeloischen Zellen. Bei der Messung mit dem Sysmex XE-2100 wer-
den in einem Kanal unreife myeloische Zellen inklusive Bands, IG und Bla-
sten gemessen. Der unreife Granulozyt hat einen niedrigeren Cholesterinan-
teil als der reife Granulozyt, zudem ist auch die Zusammensetzung der
Membranphospholipide unterschiedlich. Der Anteil an Phosphatidylcholin ist
grofRer und der Anteil von Sphingomyelin kleiner als bei reifen Granulozyten.

Aufgrund dieses Zellwandaufbaus ist es maoglich, die Zellen voneinander zu
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unterscheiden. Auch die Referenzintervalle der Immature Myeloid Informati-
on (IMI-Kanal) wurden in der Studie von Bruegel et al. untersucht. Sowohl fur
Méanner als auch fiir Frauen liegt die 5. Perzentile bei <0,01 x 10%/L und die
95. Perzentile bei 0,03 x 10%/L [36].

2.2 Immunmonitoring und Immuntherapie
Trotz groRRer Fortschritte der intensivmedizinischen, diagnostischen und chir-
urgischen Maglichkeiten, neuer Antibiotikatherapien und einem gewachse-
nen Verstandnis der Pathophysiologie sind die Morbiditat und die Mortalitat
der Sepsis noch immer hoch [11, 24, 25]. Die haufigsten im Falle von SIRS
und Sepsis angeforderten Labortests sind Blutkulturen, Differentialblutbild,
CRP oder die Erythrozytensedimentationsrate. Blutkulturen sind bei Patien-
ten mit Sepsis in weniger als 30% - 40% positiv und daher nicht ausreichend
spezifisch [37]. Der mikrobiologische Nachweis einer Infektion ist teuer und
— bei zugleich bestehender antimikrobieller Therapie — schwierig. In 35%
der Falle kann eine Sepsis nicht mit mikrobiologischen Methoden nachge-
wiesen werden [38].
Neuere Parameter wie Procalcitonin [27, 39] und die CD64-Expression auf
peripheren Leukozyten [40, 41] stellten sich als spezifischer und sensitiver
heraus. Jedoch sind diese Tests aufwandig und kostenintensiv. Die Notwen-
digkeit eines Parameters fur die Diagnostik und das Immunmonitoring von
SIRS und Sepsis liegt deshalb auf der Hand.
An einen Sepsis-Parameter werden hohe Anforderungen gestellt [42, 43].
Idealerweise hat der perfekte Sepsis-Marker fur Reinhart et al. [44] folgende
Eigenschaften:

* Er sollte die Zeit bis zur Diagnose verkurzen.

* Er sollte eine Differenzierung zwischen infektiosen und nicht-

infektidsen Ursachen fur die Sepsis ermadglichen.
* Er sollte eine Unterscheidung zwischen viraler und bakterieller Ursa-
che bieten.
* Er sollte die Effektivitat der antimikrobiellen Therapie oder anderer

Therapie widerspiegeln.



Material und Methoden 21

3 Material und Methoden

Ziel der Studie war es, die prognostische Wertigkeit des Nachweises von
unreifzelligen Granulozyten bei 70 konsekutiven Patienten auf einer Intensiv-
station mit allgemeinchirurgischen und traumatologischen Patienten zu un-
tersuchen.

Nach der Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der Arzte-
kammer Hamburg wurden in der Zeit von Januar 2005 bis Dezember 2006
70 Patienten einer operativen Intensivstation in die Studie eingeschlossen,
die sich langer als 72 Stunden in intensivmedizinischer Behandlung befan-
den und zwischen 18 und 90 Jahre alt waren. Nicht in die Studie einge-
schlossen wurden Patienten nach Organtransplantation, Patienten unter im-
munsuppressiver Therapie und Patienten mit immunstimulierender Therapie.
Der Beobachtungszeitraum betrug maximal 21 Tage oder endete mit dem
Verlassen der Intensivstation bzw. dem Versterben der Patienten.

Bei der Patientengruppe wurde wahrend der ersten 24 Stunden des Intensiv-
aufenthaltes der Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS Il) [45] erhoben.
Die Punktwerte des Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) [46, 47]
wurden sowohl am Aufnahmetag als auch an allen weiteren Tagen im Rah-
men des Beobachtungszeitraumes bestimmt.

Zudem wurden die 28-Tage-Mortalitat, die Krankenhausmortalitat und die
Mortalitat auf der Intensivstation (ICU-Mortalitat) sowie die Aufenthaltsdauer

auf der Intensivstation erfasst (Length of stay, LOS).

3.1 Patienten

Alle Patienten erfllten bei Einschluss in die Studie die oben genannten Krite-
rien. Wie in vorher durchgeflhrten Studien [40, 48-50] wurden die Patienten
nach den Sepsis-Kriterien der ACCP/SCCM Konsensus Konferenz [8-10] in

insgesamt drei Patientengruppen eingeteilt.
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Tabelle 5: Gruppeneinteilung

Patienten erflillen bei Aufnahme und im Aufenthalt nicht die
Gruppe 1 Non-Sepsis . o
Sepsis-Kriterien (n=19)

Patienten entwickeln wahrend des Aufenthalts eine Sepsis

Gruppe 2 Entwicklun
pp g (n=12)

Gruppe 3 Sepsis Patienten erflllen bei Aufnahme die Sepsis-Kriterien (n=39)

Diese Einteilung wurde mit erfahrenen Intensivmedizinern durchgefuhrt. Ein
mikrobiologischer Nachweis ist bei diesen Patienten dokumentiert. Die hier-
bei nachgewiesenen Erreger sind einteilbar in aerobe gram-negative Erreger,
aerobe gram-positive Erreger und andere (Anaerobier, Mykobakterien, He-
fen, Pilze, Viren).

Patienten, die zu Messbeginn nicht septisch waren, aber im Verlauf des Auf-
enthaltes eine Sepsis mit mikrobiologischem Nachweis entwickelten, wurden

zur differenzierteren Auswertung in Gruppe 2 (,Entwicklung“) eingeteilt.

3.2 Messung der IG Parameter

Differentialblutbild und Durchflusszytometrie

Der Sysmex XE-2100 ist ein vollautomatischer, hamatologischer Analysator
mit einer maximalen Untersuchungskapazitat von 150 Proben pro Stunde. Er
bestimmt bis zu 30 Parameter, darunter eine komplette 5-Kanal-
Leukozytendifferenzierung, Retikulozytenzahl, NRBC- und IMI-Zahl.

Bei der automatischen Differenzierung am Sysmex XE-2100 werden folgen-
de Zellen differenziert: neutrophile, eosinophile sowie basophile Granulozy-
ten, Lymphozyten und Monozyten. Zusatzlich kann die Bestimmung von Re-
tikulozyten, Normoblasten und unreifen Granulozyten durchgefuhrt werden.
In der Vergangenheit wurde mehrfach die manuelle mit der automatischen
Erfassung verglichen, wobei eine gute Ubereinstimmung festgestellt werden
konnte [51-54].
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Funktion eines Durchflusszytometers

Der Begriff ,Zytometrie® ist definiert als die Messung der physiko-chemischen
Eigenschaften der Zellen. ,Durchflusszytometrie® ist die Messung von Zellen,
die in einer Stromung an einem Laserstrahl vorbei gefuhrt werden.

Ein Durchflusszytometer ist ein optisches Messsystem, das Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner, in einem FlUssigkeitsstrom fokussierter Zellen
analysiert. Dabei werden optische Signale unterschiedlicher Qualitat (Fluo-
reszenz und Lichtstreuung) gemessen. Grundsatzlich kann die durchflusszy-
tometrische Analyse mit Zellen jeder Herkunft durchgefuhrt werden, solange
die Zellen als Suspension (Blut, Sputum, aber auch Gelenkpunktat und Li-
quor) vorliegen. Dabei reicht das Spektrum der Anwendungsmoglichkeiten
von der Bestimmung der Zelloberflacheneigenschaften Gber die Analyse in-
trazellularer Eigenschaften bis hin zur Bestimmung von Zellfunktionen (z.B.
Phagozytose). Fur die Messung wird Untersuchungsmaterial mit fluoreszie-
renden Farbstoffen, so genannten Fluorochromen, vermischt.

Suspensierte Einzelzellen werden nun an einem Lichtstrahl (Laser) vorbeige-
fuhrt. Hierbei handelt es sich um einen Halbleiterlaser, der rotes Licht mit
einer Wellenlange von 633 nm emittiert und zur Anregung der fluoreszieren-
den Farbstoffe verwendet. Tritt ein Objekt in einen Lichtstrahl, so andert das
Licht seine Orientierung. Diese Lichtstreuung tritt in allen Winkeln zwischen 0
und 360° auf. Dabei senden die Zellen abhangig von ihrer GroRe, Gestalt
und spezifischen Anfarbung charakteristische Lichtsignale aus, die mittels
geeigneter Detektoren gemessen werden.

Das optische Detektionssystem und die Elektronik quantifizieren dabei die
Streulicht- und Fluoreszenzemission jeder einzelnen Zelle. Die Analyse be-
steht aus der Summe vieler Einzelmessungen. Dabei werden von jeder Zelle
die Intensitat des Vorwartsstreulichtes, des Seitwartsstreulichtes und die In-
tensitat der Fluoreszenzen (Signale), letztere an drei hintereinander folgen-
den Punkten (F1, F2 und F3), gemessen.

Die Lichtstreuung wird durch die Querschnittsflache der Zelle, die Struktur
der Oberflache und auch den intrazellularen Aufbau beeinflusst. Dabei wird
das Licht nicht in alle Richtungen gleichmaRig gestreut. Es entsteht Vor-

wartsstreulicht, (Forward Scattered Light (SFL) = Fluoreszenz) und zu einem
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geringeren Teil auch Seitwartsstreulicht, Sideward Scattered Characteristics
(SSC). Diesen Effekt nutzt man nun flr die Messung, denn das Vorwarts-
streulicht (z.B. 0,5-2° oder 1-6°) spiegelt die GréRe wider und wird von der
Form und dem Refraktionsindex des Objekts beeinflusst, wahrend das Seit-
wartsstreulicht (>8°) die Granularitat, Membranfaltung und die innere Be-
schaffenheit des Objekts darstellt [55]. Mit Hilfe dieser Parameter kann man
die wichtigsten Leukozytenpopulationen, wie Lymphozyten, Monozyten und
neutrophile Granulozyten, voneinander unterscheiden. Dargestellt wird die
Streulichtmessung mit Hilfe von Dot-Plots (siehe Abbildung 5). Dabei wird auf
der X-Achse das Seitwartsstreulicht und auf der Y-Achse das Vorwartsstreu-

licht aufgetragen.

SFL
RF

Abbildung 5: Dot-Plots Differentialblutbild und IMI (=Immature myeloid Information), (DC =
Gleichstrom (direct current), RF = Hochfrequenz (radio frequency), SFL = Fluoreszenz , SSC
= Seitwértsstreulicht (side scatter characteristics)), Quelle: Sysmex Europe GmbH Norder-
stedt)

Malgebliche Vorteile von Durchflusszytometern gegenuber mikroskopischen
Methoden sind neben der héheren Genauigkeit, Sensitivitat und Spezifitat,

ihre hohe Mess-Geschwindigkeit [56] und die einfache Probenvorbereitung.

Durch Fluorochrome zur durchflusszytometrischen Messung

Um die Zellen ,sichtbar® zu machen und nach Eigenschaften zu differenzie-

ren, benutzt man fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome). Antikorper
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sind mit Fluorochromen markiert, anhand derer man die gebundenen Antige-
ne im Durchflusszytometer detektieren kann. Fluorescein (FITC)-markierte
Zellen leuchten in gelb-grinem Licht bei ca. 515nm, wahrend R-
Phycoerythrin (PE)-markierte Zellen rot-oranges Licht bei ca. 580nm aus-
strahlen. Beide Farbstoffe kdnnen von dem Laser angeregt werden. Die ver-
schiedenen Oberflacheneigenschaften sind charakteristisch fur verschiedene
Stammzellen, fur den Reifegrad und den Aktivierungszustand der Zelle.

Bei dem SYSMEX XE-2100 kommen Polymethin-Farbstoffe zur Anwendung.
Sie eigenen sich hervorragend flur die Supravitalfarbung der Zellen [57]. Der
Vorteil von Polymethin-Farbstoffen besteht in der Tatsache, dass sie sich fur
die jeweilige Anwendung leicht verandern lassen: Sowohl die zu absorbie-
rende Wellenlange, die Zell- und Kernpermeabilitat als auch die Affinitat zu
bestimmten Zellkomponenten kann durch Veranderung der molekularen
Struktur nach Wunsch herbeigeflhrt werden. Sie binden auf Grund ihrer po-
sitiven Ladung leicht an Nukleinsauren und besitzen die notwendige Eigen-
schaft, ungebunden in wassriger Losung nicht zu fluoreszieren. Somit ent-
stehen keine Storsignale oder sonstige Interferenzen. Es werden drei ver-
schiedene Polymethin-Farbstoffe fur die Leukozyten-Differenzierung, die Re-
tikulozytenmessung und die Erythroblastenmessung eingesetzt.

Unreifzellige Granulozyten reagieren deutlicher mit dem Reagenz STOMA-
TOLYSER-4DS und haben dadurch ein starkeres Fluoreszenzsignal [30].

Dies ermoglicht eine klare Trennung der unterschiedlichen Zellpopulationen.

Material

Durchflusszytometer:

Automated Hematology Analyzer XE-2100, SYSMEX, Norderstedt, Germany
Datenverarbeitungssystem XE-IG Master Software

Blutproben in 2.8 mL KsEDTA Monovetten (Sarstedt, Germany)
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Reagent System:
1. WBC/BASO-Kanal:
STROMATOLYSER-FB (Il)
2. DIFF-Kanal:

In diesem Kanal wird ein 4-Part-Differential (Neutrophile, Lymphozy-

ten, Monozyten, Eosinophile) erstellt.
STROMATOLYSER-4DL
STROMATOLYSER-4DS mit Polymethin-Farbstoff
3. RET-Kanal:
PLT-l Zahlwert fir Thrombozyten
RET-SEARCH Il (Diluent) und (Staining Solution) mit Polymethin-
Farbstoff: Trennung der Retikulozyten von Erythrozyten Uber den Un-
terschied im RNS-Gehalt
4. IMI-Kanal:
STROMATOLYSER-IM (polyoxyethylene-series non-ionic surfactant,

sulfur-containing amino acid, cationic surfactant)

3.3 Messung der weiteren Parameter

Interleukin 6

Interleukin-6 (IL-6) gehort zu den proinflammatorischen Interleukinen und
besteht aus 184 Aminosauren. Es kann von vielen Zelltypen produziert wer-
den, z.B. von Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten,
Mastzellen und T-Lymphozyten. Es wirkt als Differenzierungsfaktor fur B-
Zellen und als Aktivierungsfaktor fur T-Zellen. So stimuliert es mit IL-4 die
Umwandlung von B-Zellen in immunglobulinproduzierende Plasmazellen und
ermoglicht in Gegenwart von IL-2 die Differenzierung von T-Zellen zu zytoto-
xischen T-Zellen.

Kontakt mit Bakterien veranlasst Makrophagen dazu IL-6 zu produzieren.
Zusammen mit IL-1 und TNF-a induziert IL-6 die Synthese von Akute Phase-
Proteinen wie CRP, Fibrinogen und Serum-Amyloid-Protein in der Leber. Der

IL-6-Anstieg geht somit im Fall einer Entzindung dem des CRP voraus [58].
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Die in-vivo-Halbwertszeit von IL-6 betragt ca. 20 Minuten. Die Konzentration
von IL-6 im Plasma liegt bei gesunden Menschen bei ca. 1pg/ml und kann
bei schweren systemischen Infektionen bis auf 8 x 10°pg/ml ansteigen [59].
Weniger dramatische Anstiege finden sich bei einer Reihe entzundlicher und
infektioser Erkrankungen sowie (proportional) bei Muskelanstrengungen (15-
150pg/ml lokales Entziindungsgeschehen, >150pg/ml SIRS/Sepsis). Die kur-
ze Halbwertszeit macht man sich in der Intensivmedizin zur raschen Beurtei-
lung der Dynamik akuter entzindlicher Krankheitsbilder zunutze. Die Ar-
beitsgruppe von Patel stellte 1994 einen Zusammenhang zwischen IL-6 und
der Mortalitat bei intraabdominaler Sepsis fest und forderte daher eine
schnelle Reaktion auf einen massiven Anstieg von IL-6 [60]. Auch Wakefield
et al. konnten die Korrelation der IL-6-Plasmakonzentration mit dem Schwe-
regrad und der Prognose von Patienten in Zusammenhang bringen [61]. In
der MONARCS-Studie, einer Therapiestudie mit monoklonalem TNF-alpha-
Antikdrper bei Patienten mit schwerer Sepsis, zeigte sich ein deutlicher Zu-
sammenhang zwischen den Ausgangswerten von IL-6, der Schwere der Or-
gandysfunktion und der Prognose (Mortalitat 47,7% bei IL-6 >1000pg/ml vs.
28,6% bei IL-6 <1000pg/ml) [62]. In der PROWESS-Studie, die zur Zulas-
sung von rekombinantem human aktivierten Protein C fuhrte, korrelierten die
IL-6-Werte jedoch nicht mit der Prognose [63].

Gemessen wird IL-6 mittels eines Chemolumineszenzimmunoassay (CLIA).
Die Bestimmung von IL-6 erfolgt aus dem Serum in vollautomatischen Sy-

stemen und dauert ungefahr 70 Minuten.

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)

TNF-a ist ein dreistrangiges Protein aus 185 Aminosauren, das an der Ober-
flache von Makrophagen aus einem langeren Propeptid gebildet wird. Aber
auch andere Zellarten des menschlichen Korpers wie Mastzellen, Lymphozy-
ten, Endothelzellen, Herzmuskelzellen, Lipozyten, Fibroblasten und Nerven-
zellen sind in der Lage, dieses pleiotrope Zytokin zu bilden [64, 65]. Endoto-
xin, Viren, Pilze, parasitare Antigene, Enterotoxine, Immunkomplexe und IL-1
regen die Synthese an. In Zellen von Leber, Lunge, Haut, Milz und Fettge-

webe sind TNF-a Rezeptoren zu finden.
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TNF-a gehort zu den Substanzen, die als Reaktion auf Bestandteile der Bak-
terienwand eine Entzindung im Koérper ausldsen oder verstarken, indem sie
die B- und T-Zellen aktivieren, Granulozyten und Makrophagen herbeirufen,
Tumorzellen zerstdren und Fieber erzeugen. Bei chronischen Entzindungen,
z.B. bei rheumatischen Erkrankungen oder Psoriasis, kommt TNF-a in gro-
Ren Mengen vor.

Zum einen wirkt TNF-a auf den Hypothalamus, wo es eine vermehrte Aus-
schittung von Corticotropin-releasing-Hormon (CRH), eine Appetitminderung
und das Auslosen von Fieber hervorruft. Zum anderen verursacht TNF-a in
der Leber die Produktion von Akute-Phase-Proteinen (z.B. CRP) und eine
Insulinresistenz. Bei Makrophagen stimuliert TNF-a die Phagozytose und bei

neutrophilen Granulozyten die Chemotaxis.

Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)

Das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) wurde 1990 erstmalig be-
schrieben [66] und gehdrt zu den Akute-Phase-Proteinen. Bei einer systemi-
schen Infektion bindet das LBP an den bakteriellen Zellwandbestandteil Li-
popolysaccharid (LPS, Endotoxin). Der dadurch entstehende Komplex wird
dem CD14-Rezeptor auf immunkompetenten Zellen prasentiert. Somit fun-
giert es als Mediator bei der Aktivierung von Monozyten durch den CD14-
Rezeptor und stimuliert zudem die Produktion von IL-6. Die hauptsachliche
Synthese findet in den Hepatozyten und den Epithelzellen des Darms und
der Lunge statt. Messbare Konzentrationen von LBP sind auch bei gesunden
Patienten zu finden, der normale Plasma-Serum-Spiegel liegt bei 5 bis 15
pMg/mL. Nach Stimulation werden die Spitzenkonzentrationen im Gegensatz
zu Procalcitonin und CRP erst nach circa 36 Stunden erreicht [67].

LBP steigt im Serum in der Folge von Trauma, SIRS und Sepsis an [68]. Vor
allem bei bakteriell verursachten Infektionen kommt es zu einem Anstieg von
LBP. In einer Studie von Sakr et al. mit 327 Intensivpatienten waren jedoch
die LBP-Plasmakonzentrationen bei Patienten mit SIRS, Sepsis und schwe-
rer Sepsis in gleicher Weise erhdht nachweisbar, zudem ergab sich aus den

Werten keine prognostische Signifikanz [69].
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C-reaktives Protein (CRP)

CRP hat eine homopentamere Ringstruktur. Es gehort zur Pentraxin-Familie
und besteht aus funf monomeren Polypeptidketten, die je 206 Aminosauren
(etwa 21 kD) lang sind. Den Namen hat das CRP durch seine Fahigkeit er-
halten, in vitro mit dem C-Kohlenhydrat der Polysaccharidkapsel von Pneu-
mokokken zu reagieren [29].

Gemeinsam mit Coeruloplasmin, Fibrinogen, Haptoglobin, Ferritin und Praal-
bumin gehort das CRP zu den Akute-Phase-Proteinen, die durch IL-6 oder
IL-8 [70] vermittelt in der Leber synthetisiert und von Hepatozyten freigesetzt
werden. Es fungiert sowohl als Mediator als auch als Inhibitor der Inflamma-
tion.

Bestimmt wird das CRP im Serum oder Plasma und hat bei Patienten Uber
18 Jahren einen Referenzbereich von <0,5 mg/dl. Im akuten Entzindungs-
geschehen kann der Wert auf das 1000-fache und hdher ansteigen [58, 70-
73]. Anders als Zytokine und Procalcitonin erreicht das CRP bei akuten Infek-
tionen und Sepsis seinen hochsten Plasmaspiegel erst nach 48 Stunden [58,
74], zudem hat es eine Halbwertszeit von 19 Stunden [75]. Ein erhohter Wert
des CRP ist auch bei nichtinfektidsen Erkrankungen zu finden, wie zum Bei-
spiel bei autoimmunen und rheumatischen Erkrankungen [76], dem akuten
Koronarsyndrom [77], bei malignen Tumoren und nach Operationen [78].
Andere Faktoren die das CRP beeinflussen sind zum Beispiel Fasten, kor-
perliche Arbeit und moderater Alkoholkonsum, die seinen Wert senken, und
zum anderen orale Kontrazeptiva und Rauchen, die den Wert erhéhen kon-
nen.

Eine Studie berichtet Uber den positiven pradiktiven Wert von CRP bei Pati-
enten mit Sepsis, das heildt bei SIRS-Patienten mit Infektion ohne Organdys-
funktion [79]. Bei Patienten mit schwerer Sepsis, also mit Organdysfunktio-
nen, war das C-reaktive Protein jedoch weder in der Frihdiagnose noch in
der Verlaufs- und Schweregradbeurteilung von Bedeutung [79-81].
C-reaktives Protein wurde in unserer Studie mittels Standard-

Lasernephelometrie routinemalfig gemessen.
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3.4 Erhebung der Scorewerte

Um die Letalitdt, den Schweregrad der Erkrankung und den Verlauf des In-
tensivaufenthaltes abschatzen zu kénnen, sind flr wissenschaftliche Unter-
suchungen verschiedene Score-Systeme entwickelt worden. Die Hauptein-
schrankung einer Prognoseabschatzung ist allerdings, dass eine Aussage
zum Letalitatsrisiko nur fur Patientengruppen und nicht fur individuelle Pati-
enten zutreffend ist [82]. Die von einem Scoring-System erbrachte Risikoab-
schatzung zeigt somit eine statistische Wahrscheinlichkeit, aber keine indivi-
duelle Prognose an [83].

Im Jahr 1981 wurde von Knaus erstmals der Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation Score (APACHE ) veroffentlicht [84], 1985 ist eine zweite
Version dieses Scores erschienen (APACHE Il), nachdem sich in einer Stu-
die von ihm selbst herausgestellt hatte, dass die Komplexitat des APACHE |
die Verwendung im Alltag verhinderte [85]. Auch heute wird der APACHE I
Score auf Intensivstationen verwendet um die Erkrankungsschwere von Pa-
tienten quantitativ zu erfassen und damit vergleichbar zu machen. Dieser
Score setzt sich aus drei Datengruppen zusammen, dem Acute Physiology
Score, den Age Points (Alter) und den Chronic Health Points (Punkte flr
chronische Erkrankung). Die erforderlichen Daten werden Uber 24 Stunden
gesammelt, wobei die jeweils schlechtesten Werte flr die Berechnung des
Scores herangezogen werden.

Eine Weiterentwicklung ist die von Le Gall erstmals 1984 [86] verodffentlichte
Version des Simplified Acute Physiology Scores (SAPS) fur Intensivpatien-
ten. Es ist eine Vereinfachung des APACHE-Scores und unterscheidet sich,
neben einer modifizierten Bewertung von Alter und neurologischem Status
des Patienten, durch Veranderung von Anzahl und Gewichtung der einge-
brachten physiologischen Werte. Auch dieser Score wurde durch eine zweite
Version verbessert [45].

Der SAPS Il wird aus 14 Parametern gebildet, welche die Umstande der sta-
tionaren Aufnahme, das Alter und Vorerkrankungen des Patienten sowie ei-
nige physiologische Variablen umfasst. Jedem Parameterwert, gemessen
innerhalb der ersten 24 Stunden, wird ein Punktwert zugeordnet, wobei die

schlechtesten Werte flir den Score herangezogen werden. Aus der Gesamt-
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punktzahl lasst sich die Erkrankungsschwere und Sterbewahrscheinlichkeit

abschatzen (siehe Anhang).

Zusatzlich betrachtet der SAPS Il vorherige Erkrankungen, den Aufnahme-
grund und die Glasgow Coma Scale (GCS). Letztere ist eine einfache Skala
zur Abschatzung einer Bewusstseinsstorung. Sie wurde von Teasdale und
Jennett 1974 [87] entwickelt und vergibt jeweils Punkte fur Augendffnung,
verbale Reaktion und motorische Reaktion, wobei die Punktwerte immer
durch Interaktion mit dem Patienten erhoben werden. Diese noch heute gul-
tige Version beinhaltet eine maximale Punktzahl von 15 (volles Bewusstsein)
und eine minimale Punktzahl von 3 (Tod oder tiefes Koma), wobei immer die
beste Antwort des Patienten zahlt [88] (siehe Anhang 7.3).

Der Wertebereich des SAPS Il reicht von 0 bis maximal 163, was einer er-
warteten Mortalitédt von 0% bis 100% entspricht. Die Validierungsstudie zum
SAPS Il [45] fand von September 1991 bis Februar 1992 statt und zeichnete
sich durch eine grofe Kohorte von mehr als 13.000 Patienten aus. Sie wurde
auf Internsivstationen in 12 Landern Europas und Nordamerikas durchge-
fuhrt. Ausgeschlossen wurden Patienten unter 18 Jahren, Verbrennungspati-
enten und Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen. Die folgende Abbil-
dung zeigt das statistische Mortalitatsrisiko zu den innerhalb der ersten 24
Stunden erhobenen SAPS Il Scores.
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Abbildung 6: Mortalitdt (in %) in Abhdngigkeit vom SAPS I, (SAPS = Simplified Acute Physi-
ology Score), Quelle: Le Gall et al. [45]

Im Gegensatz zu den beiden pradiktiven Scoresystemen APACHE Il und
SAPS I, die nur fur den ersten Tag des Intensivaufenthaltes validiert sind,
gehort der SOFA-Score (Sequential organ failure assessment) zu den Ver-
laufscores. Dieser Score evaluiert den Status der folgenden Funktionskom-
plexe separat:

1. Respiration
Koagulation
Leber

Herz-Kreislauf-System

Al R

Zentrales Nervensystem
6. Nieren

Im Oktober 1994 wurde der Score von Experten der European Society for
Intensive Care Medicine (ESICM) [47] auf einer Consensus-Konferenz in Pa-
ris entwickelt. Er ist einfach und leicht zu berechnen. Grundlage der taglichen
Erhebung sind die jeweils schlechtesten Werte fur jedes Organsystem. Bei
diesem Score kommt fur die Bewertung des zentralen Nervensystems auch
die Glasgow Coma Scale zum tragen.

Wie im Anhang dargestellt werden sechs Organsysteme mit Punkten von 0

bis 4 bewertet wobei 0 einer annahernd physiologischen Funktion entspricht.
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Aus der Summe der Punkte ergibt sich der Gesamtscore. In einer Studie von
Ferreira et al. 2002 [89] wurde bei 352 Patienten der initiale, der hdchste und
der mittlere SOFA-Score bestimmt und es konnte eine Korrelation der mittle-
ren SOFA-Scores mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit bewiesen werden.
Zudem fiel auf, dass ein Anstieg des SOFA-Scores innerhalb der ersten 48
Stunden auf Intensivstation die Mortalitatsrate auf fast 50% erhoht. Der Sco-
re kann in Form einer Grafik dargestellt werden, die einen Uberblick zum
zeitlichen Verlauf der Beeintrachtigung der verschiedenen Organsysteme
bietet.

In unserer Studie wurde am Aufnahmetag innerhalb der ersten 24 Stunden
der SAPS |I-Wert des Patienten ermittelt. An jedem Folgetag (bis maximal
Tag 21) wurde bei den Patienten der SOFA-Score erhoben.

3.5 Statistische Methoden

Die computergestitzte Erfassung der Daten erfolgte parallel zum Aufenthalt
der Patienten. Die statistische Auswertung der Daten wurde mit Hilfe von
SPSS® (Statistical Package for Social Science; Version 10®) durchgefiihrt.
Zur Uberpriifung der Normalverteilung der Werte wurde vor jedem Test der
Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest durchgefthrt. Dabei gilt ein

p >0,05 als Hinweis fur eine Normalverteilung der Daten. Normalverteilte
Werte (wie z.B. in dieser Studie Alter, LOS und SAPS Il) wurden dann mit
dem Student-T-Test weiter auf die statistische Signifikanz im Bezug auf die
unabhangige Variable untersucht. Werte, die nicht einer Normalverteilung
unterlagen, wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test weiter analysiert.

Bei der Berechnung dichotomer ZielgroRen wurde ein Vierfelder-Test zu
Grunde gelegt und mittels eines Chi-Quadrat-Tests auf Unabhangigkeit un-
tersucht. Bei dem Chi-Quadrat-Test handelt es sich um einen verteilungsfrei-
en Signifikanztest zur Prufung von Hypothesen und Verteilungen. Gegen-
stand des Tests ist der Vergleich zwischen einer empirisch gefundenen und
einer theoretisch angenommenen Haufigkeitsverteilung der Auspragung ei-

nes Merkmals.
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Als weiterer statistischer Parameter stellt der Mittelwert das arithmetische
Mittel aller Daten einer Stichprobe dar. Die Standardabweichung ist definiert
als die Wurzel der mittleren Abweichungsquadrate vom Mittelwert der Stich-
probe. Der Standardfehler des Mittelwerts (engl. SEM = Standard error of
means) ergibt sich aus der Standardabweichung durch Division der Wurzel
aus n, dem Stichprobenumfang.

Die Erhebung und Berechnung der Scorewerte erfolgte mit dem Hamburg
Intensive Care Scoring Tool (HICAST®).
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4 Ergebnisse

4.1 Demographie

Es wurden 70 Patienten in die Studie eingeschlossen. Der Altersmedian lag
bei 52,9 Jahren (Spanne: 19-88 Jahre).
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Abbildung 7: Altersverteilung Studienpatienten

Die 28-Tage-Mortalitat lag bei 20% (14/70 Patienten), die Intensivmortalitat
bei 27,1% (19/70 Patienten) und die Krankenhausmortalitat bei 28,6%

(20/70 Patienten). Alle nun folgenden Ergebnisse der Studie beziehen sich
auf die Sterblichkeit wahrend des Intensivaufenthalts (Intensivmortalitat =
ICU-Mortality).

Die Erkrankungsschwere der Patientenpopulation wurde durch einen media-
nen SAPS Il Wert am Aufnahmetag von 37 (Spanne: 13-71) beschrieben, der
einer erwarteten Intensivmortalitatsrate von 19,7% entsprach.

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick liber die demographischen
Daten und ihre Verteilung zwischen Uberlebenden und verstorbenen Patien-

ten.
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Tabelle 6: Demographie (ICU-Mortalitat)
Uberlebende Verstorbene Gesamt
p-Wert
(n=51) (n=19) (n=70)
Alter (Jahre)
MW + SD 51,9+ 16,1 53,8+ 16 52,4 + 16 0,657
Geschlecht
16/35 5/14 21/49 0,776
(?/3)
SAPS I
Median 35 47 37
Cl 33,4 -40,6 40,4 - 50,6 36,3-42,4 0,007
Max 65 71 71
Min 13 32 13
LOS (Tage)
Median 24 21 22,5
Cl 21,8 -32,3 15,9-34,5 22,1-31,0 0,728
Max 97 72 97
Min 3 4 3

Cl = 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, LOS = Length of stay, MW = Mittelwert,

SAPS Il = Simplified Acute Physiology Score I, SD = Standardabweichung

In Tabelle 6 fallt auf, dass die Verstorbenen im Mittel signifikant hohere

SAPS-Werte aufwiesen als die Uberlebenden.

Nach den Sepsis-Kriterien wurden die Patienten in insgesamt drei Gruppen

eingeteilt: Patienten mit Sepsis, Patienten ohne Sepsis sowie Patienten, die

im Lauf des Aufenthalts ein septisches Krankheitsbild entwickelten.

Die Aufteilung der Patienten in den Gruppen und ihre demographischen

Kennzahlen sind in Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7: Demographie der einzelnen Gruppen

Non-Sepsis Entwicklung Sepsis
Sepsis
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
(n=19) (n=12) (n =39)
Alter (Jahre) p = 0,468 p = 0,364 p=0,634
MW + SD 47,4 £ 16,1 43,8 £+ 18,5 57,3+13,5
Geschlecht (?/3) 4/15 3/9 14 /25
Mortalitat ICU
Uberlebende 13 28
Verstorbene 6 3 11
SAPS I p=0,79 p=0,736 p=0,013
Median 38 37,5 37
Cl 35,8 - 50,0 31,6 -47,9 33,7-41,2
Max 71 65 63
Min 16 20 13
LOS (Tage) p=0,38 p=0,018 p=0,133
Median 12 37,5 25
Cl 9,6 -22,3 25,4 -57,5 22,0-32,2
Max 54 97 72
Min 3 11 5

Cl = 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, ICU = Intensivstation, LOS = Length of stay,
MW = Mittelwert, SAPS Il = Simplified Acute Physiology Score I, SD = Standardabwei-

chung. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf die Intensivmortalitat.

Das Alter, die Aufenthaltsdauer (LOS) und der SAPS Il des Aufnahmetages
sind nach der Analyse mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest nor-
malverteilt und wurden fur die Gruppe 1 mit dem T-Test weiter untersucht.
Alter und Aufenthaltsdauer sind im Bezug auf die Intensivsterblichkeit dieser
Gruppe ebenso nicht signifikant unterschiedlich (Alter p=0,468 und LOS
p=0,38), wie auch der SAPS II-Score am Aufnahmetag (p=0,79). Somit erge-
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ben sich fur die Verstorbenen der nicht-septischen Gruppe keine signifikant
héheren SAPS Il Werte bei Aufnahme als bei den Uberlebenden.
Im folgenden Diagramm ist die prozentuale Verteilung der Diagnosen der

nicht-septischen Patienten dargestellt:

Diagnosen der nicht-septischen Patienten

1
1

10
B Tumor E Trauma
B Coiling A. hepatica O Kardiale Dekompensation
I Gastrointestinale Blutung

Abbildung 8: Diagnosenverteilung der nicht-septischen Patienten (n=19)

Die Gruppe 2 besteht aus den Patienten, die wahrend des Aufenthalts im
Krankenhaus eine Sepsis erworben haben. Das Alter, die Aufenthaltsdauer
und der SAPS Il am Aufnahmetag waren normalverteilt und wurden somit in
Bezug auf die Intensiv-Mortalitat mit einem T-Test analysiert. Dabei ergibt
sich auch in dieser Gruppe fur das Alter (p=0,364) und den SAPS Il bei Auf-
nahme (p=0,736) kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den U-
berlebenden und den Verstorbenen. Allerdings ist die Aufenthaltsdauer im
Bezug auf die Sterblichkeit wahrend des Intensivaufenthalts mit p=0,018 si-
gnifikant unterschiedlich und zeigt damit, dass die Uberlebenden dieser
Gruppe mit 48,4 Tagen (Standardabweichung + 25,2 Tage) einen deutlich
langeren Aufenthalt auf der Intensivstation haben als die Verstorbenen (20,3
1+ 9,0 Tage).
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Die folgende Graphik zeigt die Aufnahmediagnosen dieser Gruppe:

Diagnosen der Gruppe Entwicklung

1

‘lTrauma B Tumor O Leberruptur Okardiale Dekompensation

Abbildung 9: Diagnosenverteilung der Gruppe 2 (n=12)

Gruppe 3 besteht aus den Patienten, die bei Aufnahme in die Studie ein sep-
tisches Krankheitsbild aufwiesen.

Das Alter, die Aufenthaltsdauer und der SAPS Il bei Aufnahme sind auch in
dieser Gruppe normalverteilt. Die verstorbenen Patienten der Sepsis-Gruppe
wiesen deutlich hdhere SAPS II-Werte auf und hatten dadurch eine hohere
Wahrscheinlichkeit zu versterben. Der mediane SAPS II-Wert bei Aufnahme
lag bei den Uberlebenden bei 34,75 + 11,4, bei den Verstorbenen bei 44,36 +
9,33. Dies entspricht einem p=0,013. Aufgrund der grol3eren Patientenanzanhl
dieser Gruppe, ergibt sich fir das gesamte Patientenkollektiv ein signifikanter
Zusammenhang vom SAPS II-Wert am Aufnahmetag und der Mortalitat, der

in den Einzelanalysen der Gruppen 1 und 2 nicht gegeben ist.
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Abbildung 10 zeigt die Diagnosenverteilung der Gruppe 3:

Diagnosen der septischen Patienten
W Pankreatitis

[ Peritonitis/Mediastinitis
O nekrotisierende Fasziitis
H Pleuraempyem

Hlleus

M Sepsis unklarer Genese
E akutes Abdomen

11
Okardiale Dekompensation

E Trauma

M Tumor

[l chronisch entzindliche
Darmerkrankung
B Cholangitis

Abbildung 10: Diagnosenverteilung der septischen Patienten (n=39)

4.2 Analyse der Marker an Messtag 1

Bei der ersten Analyse der Messparameter zeigte sich fur CRP, LBP und
SOFA eine Normalverteilung, IL-6 und die unreifzelligen Granulozyten waren
an Tag 1 nicht normalverteilt. Die weitere statistische Analyse erfolgte ent-
weder mittels T-Test oder Mann-Whitney-U-Test.

Die unreifzelligen Granulozyten (IG) zeigten an Tag 1 bei den Uberlebenden
deutlich niedrigere Mittelwerte mit 319,2/ul verglichen mit 479,5/ul bei den
Verstorbenen, jedoch war die Standardabweichung hier mit + 696,8/ul zu *
936,1/ul sehr grol’. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht (p=0,89).

Auf gleiche Weise wurden nun auch schon bekannte Marker der Sepsis ana-
lysiert. Bei CRP (p=0,227) und LBP (p=0,315) ergibt die Analyse mittels T-
Test keinen Unterschied bezuglich der Mortalitat. Dagegen trennt der SOFA-
Score an Tag 1 signifikant mit einem p-Wert von 0,025 zwischen Uberleben-
den und Verstorbenen. Fir IL-6 ergibt sich nach der Analyse nach Mann-
Whitney ebenfalls ein signifikanter Unterschied (p=0,045) zwischen Uberle-

benden und Verstorbenen.
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Die Tabelle 8 gibt einen Uberblick tiber die Parameter an Tag 1.

Tabelle 8: Analyse der Sepsis-Parameter an Tag 1 in Bezug auf ICU-Mortalitat

Mortalitat Mortalitat
Uberlebende Verstorbene p-Wert
(n=51) (n=19)
IG# Tag 1 (x 10°/ pl n=>51 n=19
g1( ul) 0= 0,884
MW + SD 319,2 + 696,8 479,5 + 930,1
CRP Tag1 (mg /| n=231 n="11
g1(mg/l) 0= 0,207
MW + SD 161,3 £ 105,5 124,45+ 75,8
LBP Tag 1 / ml n=235 n=14
g1 (ug/ ml) 0=0315
MW + SD 73,4 +47 1 59,7 + 40,2
IL-6 Tag 1 (ng /| n=438 n=19
g1(ng/l) 0= 0,045
MW + SD 2204,8 + 11661,6 2004,6 +4871,3
SOFA Tag 1 n =51 n=19
Median 8 9
Cl 7,4 -9,1 8,7-11,0 p = 0,025
Max 15 15
Min 1 7

Cl = 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, CRP = C-reaktives Protein, IG = Immature
Granulocytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopolysaccharid-bindendes Protein, MW = Mit-

telwert, SD = Standardabweichung, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score
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Nun wurden Gruppe 1 und 3 in Bezug auf die Sepsisparameter an Tag 1

verglichen.

Tabelle 9: Analyse der Sepsis-Parameter an Tag 1 im Gruppenvergleich

1 3
Gruppe Non-Sepsis Gruppe Sepsis p-Wert
n=19 n =39
IG# Tag 1 (x 10°/ pl n=19 n =39
g1( ul) > = 0,002
MW + SD 199,5 + 358,6 519,3 £ 964,3
CRP Tag1 (mg /1) n=13 n=20
p=0,117
MW £ SD 123+ 75,6 177,5+ 118,1
LBP Tag 1 / ml n=14 n=28
g1 (ug/ ml) 0= 0,024
MW + SD 50,6 + 37,8 82,5+474
IL-6 Tag 1 (ng /| n=17 n=238
g1(ng/l) 0= 0771
MW £ SD 5947 + 9221 3312,2 + 13434 ,4
SOFA Tag 1 n=19 n =39
Median 8 8
Cl 7,1-10,7 7,3-9,0 p =0,441
Max 15 15
Min 1 2

Cl = 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts, CRP = C-reaktives Protein, |G = Immature

Granulocytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopolysaccharid-bindendes Protein, MW = Mit-

telwert, SD = Standardabweichung, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score

Dabei betrug der Mittelwert der unreifen Granulozyten an Tag 1 fur die Non-

Sepsis Gruppe 199,5/ul £+ 358,5/ul. Es zeigt sich im Vergleich zur Sepsis

Gruppe mit einem Mittelwert von 519,3/ul + 964,3/ul ein signifikanter Unter-

schied (p=0,002). Ebenfalls ergibt sich ein Unterschied beider Gruppen

(p=0,024) bei den LBP-Werten. Keine signifikante Unterscheidung erlauben
die CRP-, IL-6- und SOFA-Werte.
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4.3 Analyse der Marker im Verlauf

Da die Sepsis ein zeitlich dynamisches Krankheitsbild ist, wurden die Marker
im weiteren Verlauf untersucht. Daflr wurden Gruppentage gebildet.

Jeder Patient wurde maximal 21 Tage auf der Intensivstation beobachtet.
Dies bildete die Grundlage fir die Einteilung der Gruppentage.

Tab. 10 zeigt die Zusammensetzung der Gruppentage:

Tabelle 10: Errechnung der Gruppentage

Gruppentag Errechnung des Mittelwertes
Gruppentag 1 (Tag 1+2)/ 2

Gruppentag 5 (Tag 3+4+5)/3

Gruppentag 10 (Tag 6+7+8+9)/ 4

Gruppentag 15 (Tag 10+11+12+13+14)/ 5
Gruppentag 20 (Tag 15+16+17+18+19+20+21) / 7

Diese Berechnung wurde im Anschluss fur jeden Wert einzeln angewendet.
Bei der Testung der Normalverteilung mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstests blieben CRP, LBP und SOFA normalverteilt, wahrend 1G
und IL-6 nicht normalverteilt waren.

Zunachst erfolgte die Analyse bezuglich der ICU-Mortalitat. Dabei zeigt die
folgende Tabelle die p-Werte der einzelnen Sepsisparameter, die sich aus

der Analyse aller Patienten bzgl. der ICU-Mortalitat ergaben.
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Tabelle 11: Signifikanzniveaus der gemessenen Parameter im Verlauf (Uberlebende vs.

Verstorbene)
Gruppentag | Gruppentag | Gruppentag | Gruppentag | Gruppentag

1 5 10 15 20

P= P= P= P= P=
IG 0,827 0,071 0,340 0,284 0,196
CRP 0,221 0,950 0,925 0,506 0,817
LBP 0,306 0,533 0,195 0,166 0,797
IL6 0,030 0,003 0,132 0,306 0,003
SOFA 0,015 < 0,001 < 0,001 0,017 0,022

CRP = C-reaktives Protein, IG = Immature Granulocytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopo-

lysaccharid-bindendes Protein, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score

Hier ist ersichtlich, dass es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen

der Zahl der unreifzelligen Granulozyten und der ICU-Mortalitat gibt. Ebenso

wenig trifft dies auf das C-reaktive Protein und das LBP zu.

Dagegen lassen sich anhand der IL-6 Werte an den Gruppentagen 1, 5 und

20 mit einem p <0,05 sowie des SOFA-Scores Aussagen im Hinblick auf die

ICU-Mortalitat treffen. Die folgenden Graphiken veranschaulichen die Mittel-

wertverteilung und die Standardabweichung der einzelnen Sepsisparameter

in Bezug auf die Sterblichkeit auf der Intensivstation.
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Abbildung 11: IG-Anzahl (IG# 1 0’/ ul) bei iiberlebenden vs. verstorbenen Patienten (Mittel-
werte + SD) (IG = unreifzellige Granulozyten)
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Abbildung 12: CRP (mg /) bei iiberlebenden vs. verstorbenen Patienten (Mittelwerte + SD)
(CRP = C-reaktives Protein)
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Abbildung 13: IL-6 (ng /) bei liberlebenden vs. verstorbenen Patienten (Mittelwerte + SD)
(IL-6 = Interleukin-6, * = p <0,05)
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Abbildung 14: LBP (ug / ml) bei liberlebenden vs. verstorbenen Patienten (Mittelwerte + S
(LBP = Lipopolysaccharid-bindendes Protein)

D)
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Abbildung 15: SOFA-Scorewerte bei liberlebenden vs. verstorbenen Patienten (Mediane +
Range) (SOFA = Sequential organ failure assessment, * = p <0,05)

In dieser Studie sollte besonders untersucht werden, ob sich die Parameter

der Patienten mit einer Sepsis anders entwickeln als die von Patienten ohne

Sepsis. Daher erfolgte eine Signifikanz-Analyse zwischen den Parametern

der Gruppen 1 und 3.

Tabelle 12: Signifikanzniveau der Parameter im Verlauf (Gruppe 1 vs. 3)

Gruppentag | Gruppentag | Gruppentag | Gruppentag | Gruppentag

1 5 10 15 20

p= p= p= p= p=
IG <0,001 0,020 0,367 0,594 0,300
CRP 0,195 0,015 0,677 0,903 0,267
LBP 0,037 0,868 0,233 0,139 0,062
IL6 0,450 0,250 0,859 0,268 0,121
SOFA 0,398 0,442 0,825 0,740 0,787

CRP = C-reaktives Protein, IG = Immature Granulocytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopo-

lysaccharid-bindendes Protein, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score
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Mit einem p-Wert <0,001 an Gruppentag 1 und p=0,02 an Gruppentag 2 er-
gibt sich fur die IGs eine signifikante Trennung der septischen Patienten von
den nicht-septischen Patienten an den ersten funf Tagen des Krankenhaus-
aufenthalts. Ebenfalls ist ein signifikanter Unterschied fur das CRP an Grup-
pentag 5 und fur das LBP an Gruppentag 1 ersichtlich.

Die folgenden Graphiken geben einen Uberblick Uber die Mittelwertverteilung
der einzelnen Sepsisparameter in Bezug auf die Gruppen Sepsis vs. Non-

Sepsis.
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Abbildung 16: IG-Anzahl (IG# 1 0’/ ul) bei septischen vs. Nicht-septischen Patienten (Mittel-
wert + SD) (IG = unreifzellige Granulozyten, * = p <0,05)
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Abbildung 17: CRP (mg /) bei septischen vs. Nicht-septischen Patienten (Mittelwert + SD)
(CRP = C-reaktives Protein, * = p <0,05)
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Abbildung 18: LBP (ug / ml) bei septischen vs. Nicht-septischen Patienten (Mittelwert + SD)
(LBP = Lipopolysaccharid-bindendes Protein, * = p <0,05)
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Abbildung 19: IL-6 (ng / I) bei septischen vs. Nicht-septischen Patienten (Mittelwert + SD)
(IL-6 = Interleukin-6)
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Abbildung 20: SOFA-Scorewerte bei septischen vs. Nicht-septischen Patienten (Mediane +
Range) (SOFA = Sequential organ failure assessment)
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Fur die weitere Auswertung wurden AUC-Werte (AUC = Area under the
curve) fur die einzelnen Gruppentage bestimmt, die sich aus der Konstruktion
von ROC-Kurven (ROC = Receiver-Operating-Characteristics) fur die einzel-
nen Tage ergeben. Sie bilden die Spezifitat und Sensitivitat eines diagnosti-
schen Tests ab und stellen somit visuell die Abhangigkeit der Effizienz mit
der Fehlerrate fur verschiedene Parameter dar. AUC-Werte ergeben sich aus
der Flache unterhalb der ROC-Kurve. Dabei ergeben sich Werte zwischen
0,5 bis 1. Werte nahe der Diagonalen einer ROC-Kurve bedeuten eine glei-
che Trefferquote und falsch-positive Quote. In der vorliegenden Studie gelten
Werte >0,7 als statistisch signifikant.

Zunachst erfolgte erneut die Bestimmung der ROC-Kurven fur den ersten
Messtag und spater fur die Gruppentage.

Die folgende Abbildung zeigt die ROC-Kurven an Messtag 1:
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Abbildung 21: ROC-Kurven von Tag 1 (CRP = C-reaktives Protein, IG = Immature Granulo-
cytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopolysaccharid-bindendes Protein)
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Dabei wird schon an Messtag 1 deutlich, dass die unreifzelligen Granulozy-
ten das beste Verhaltnis von Sensitivitat und Spezifitat der erhobenen Para-
meter haben.

Interessant ist auch hier wieder der Vergleich im zeitlichen Verlauf. Es wur-
den die AUC-Werte aller Patienten zunachst im Bezug auf die Intensivmorta-
litdt berechnet. So sollte untersucht werden, ob die Parameter eine Aussage

tiber die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten erlauben kénnen.

Tabelle 13: AUC-Werte aller Patienten in Bezug auf die Intensivmortalitat

Gruppentag | IG-Anzahl |CRP LBP IL-6 SOFA
1 0,522 0,597 0,568 0,688 0,67
5 0,596 0,56 0,512 0,687 0,786
10 0,569 0,638 0,598 0,575 0,786
15 0,617 0,708 0,527 0,592 0,73
20 0,682 0,502 0,528 0,675 0,713

CRP = C-reaktives Protein, IG = Immature Granulocytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopo-

lysaccharid-bindendes Protein, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score

Hier ist ersichtlich, dass der SOFA-Score (AUC >0,7) lediglich an den Grup-
pentagen 5 bis 20 signifikant zwischen Uberlebenden und verstorbenen Pati-
enten trennt. Alle weiteren Infektionsparameter sind in dieser Studie progno-

stisch nicht relevant.
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Abbildung 22: AUC-Werte der Sepsisparameter in Bezug auf die Mortalitat im Vergleich
(CRP = C-reaktives Protein, IL-6 = Interleukin 6, IG = Immature Granulocytes, LBP = Lipopo-
lysaccharid-bindendes Protein, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score)

Auch in Bezug auf Infektion/Sepsis wurden die AUC-Werte bestimmt.

Tabelle 14: AUC-Werte aller Patienten in Bezug auf die Infektion

Gruppentag IG-Anzahl |CRP LBP IL-6 SOFA
1 0,801 0,601 0,636 0,629 0,623
5 0,758 0,684 0,509 0,577 0,495
10 0,578 0,651 0,595 0,551 0,529
15 0,557 0,726 0,584 0,57 0,539
20 0,538 0,775 0,824 0,688 0,535

CRP = C-reaktives Protein, IG = Immature Granulocytes, IL-6 = Interleukin-6, LBP = Lipopo-

lysaccharid-bindendes Protein, SOFA = Sequential Organ Failure Assessment Score

Dabei bestatigt sich erneut eine hohe Sensitivitat und Spezifitat der Anzahl

der unreifzelligen Granulozyten an den Gruppentagen 1 und 5. Diese Be-

rechnung macht deutlich, dass die unreifzelligen Granulozyten an den ersten
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beiden Gruppentagen signifikant zwischen septischen und nicht septischen
Patienten trennen.

Die weiteren untersuchten Parameter ergeben beim C-reaktiven Protein an
den letzten beiden Gruppentagen einen signifikanten Unterschied, bei LBP

lediglich am Gruppentag 20. Graphisch stellt sich dies wie folgt dar:
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Abbildung 23: AUC-Werte der Sepsisparameter in Bezug auf die Infektion im Vergleich
(CRP = C-reaktives Protein, IL-6 = Interleukin 6, IG = Immature Granulocytes, LBP = Lipopo-
lysaccharid-bindendes Protein, SOFA = Sequential organ failure assessment)
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5 Diskussion

5.1 Kernaussage

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwi-
schen dem Auftreten von unreifzelligen Granulozyten und einem septischen
Krankheitsbild in den ersten Tagen der Erkrankung. Die septischen und die
nicht septischen Patienten lassen sich anhand der IG-Werte in den ersten
funf Tagen des Intensivaufenthalts signifikant unterscheiden. Bezlglich der
Sterbewahrscheinlichkeit lassen sich jedoch keine eindeutigen Aussagen

machen.

5.2 Methodenkritik

Klinische Studien im Rahmen der Intensivmedizin basieren meist auf einem
sehr heterogenen Patientenkollektiv. Zudem mussen sich die meisten Unter-
suchungen auf eine zahlenmafig kleine Patientengruppe stitzen, da bei ei-
nem groleren Patientenkollektiv die Studiendauer oft zu lang ist [90]. Aus
diesem Grund werden multizentrische Studien angestrebt, bei denen in kur-
zerer Zeit ein groflRes Patientenkollektiv untersucht werden kann. Die Patien-
ten kdnnen dann in verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Dabei ist es
jedoch moglich, dass die einzelnen Zentren auf Grund ihrer Ausstattung, dia-
gnostischen Moglichkeiten und Behandlungskonzepte unterschiedliche Er-
gebnisse fur gleiche Erkrankungen erzielen [91]. Monozentrische Studien
haben dagegen flr sinnvolle Subgruppenanalysen oft zu kleine Fallzahlen,
wenngleich die therapeutischen und diagnostischen Konzepte Ubereinstim-
men.

Bei der vorliegenden Studie wurde eine relativ kleine Gruppe von Patienten
in einer akzeptablen Zeitspanne untersucht. Die Patienten wurden in drei
Gruppen eingeteilt. Dabei wurden die Patienten nach den Kriterien der Sep-
sis [8-10] eindeutig den Gruppen Sepsis und Non-Sepsis zugeteilt. 12 Pati-

enten waren diesen Gruppen jedoch nicht zuteilbar. Bei Aufnahme in die
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Studie erflllten sie nicht die Kriterien der Sepsis und galten somit zunachst
als nicht septisch. Im Verlauf des Aufenthalts kam es dann an unterschiedli-
chen Tagen zu einem septischen Krankheitsbild mit nachgewiesener Infekti-
on. Die Patienten erfullten somit nicht mehr die Kriterien fur die Gruppe Non-
Sepsis.

Der Gruppe Sepsis zugeteilt wurden Patienten mit nachgewiesener Infektion
und/oder positiven Blutkulturen. Das bedeutet im Umkehrschluss auch, dass
potentiell infektiose Patienten mit falsch negativen Blutkulturen der nicht-
septischen Gruppe zugeordnet wurden.

Eine ahnliche Einteilung der Patienten ist zuvor schon in anderen Studien
erfolgt [34, 40, 48-50]. Die Gruppe von Castelli et al. [50] teilte die Patienten
nach den ACCP/SCCM Kriterien in vier Gruppen ein: Sepsis, SIRS, No-SIRS
und Trauma. Eine nahezu identische Einteilung erfolgte von der Arbeitsgrup-
pe um Brunkhorst et al. [49], ebenso von Lavrentieva et al. [92].

Der Einfluss von Infektion, Entziindung und Organdysfunktion auf Sepsis-
Marker wurde schon in anderen Studien, zum Beispiel in Bezug auf Procalci-
tonin, untersucht [93]. Aus diesem Grund wurde auch in dieser Studie eine
Gruppeneinteilung der Patienten gewahlt. Allerdings ist lediglich ein Infekti-
onsnachweis fur die Zuteilung entscheidend gewesen. Eine weitere Differen-
zierung in unterschiedliche Erregergruppen ist flr zukinftige Studien sinnvoll.
Dafur sind jedoch groRRere Fallzahlen vonnéten.

Als Einschlusskriterium fur diese Studie galten neben einem bestimmten Al-
tersrahmen auch eine Mindestaufenthaltsdauer von 72 Stunden sowie die
Abwesenheit von malignen Erkrankungen oder Erkrankungen des Immunsy-
stems. Im Gegensatz zu einigen Untersuchungen an speziellen Kollektiven,
z.B. bei Nigro et al. an Fruhgeborenen [33], wird in der vorliegenden Unter-
suchung die Aussagekraft von unreifen Granulozyten an einem breiten Spek-
trum von operativen Intensivpatienten untersucht. Die deutlichen Ergebnisse
bei Trennung von septischen und nicht-septischen Patienten zeigen, dass
der Parameter seine Aussagekraft nicht nur bei speziellen Untergruppen von
Intensivpatienten besitzt, sondern auch bei Patienten mit verschiedenen Auf-
nahmediagnosen und unterschiedlicher Erkrankungsschwere.

Die von uns verwendete Messmethodik orientiert sich an den Vorgaben von

Nigro et al. [33] und vor allem an Ansari-Lari et al. [2]. Neben dieser sind ver-
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schiedene andere Messmethoden zur Bestimmung von unreifzelligen Granu-
lozyten gebrauchlich, jedoch hat sich bisher keine Methode durchgesetzt.
Man unterscheidet zunachst zwischen manueller und maschineller Analyse.
Eine manuelle Bestimmung ist arbeitsintensiv, zeitraubend und teuer, insbe-
sondere braucht es gut geschultes Personal. Die manuelle Bestimmung hat
aullerdem folgende Nachteile:
* Die statistische Genauigkeit der Zahlung ist gering (in der Regel wer-
den 100 Zellen ausgezanhlt).
* Die Zahl der stabkernigen Granulozyten variiert durch subjektive Be-
wertung.
* Die ungleichmaliige Zellverteilung bei manuellen Blutausstrichen be-

sonders bei hohem und niedrigem Hamatokrit.

Vorteil einer maschinellen Bestimmung ist ein schnelles, vollautomatisiertes
und routinetaugliches Messverfahren. Die Parameter konnen bei unserer
Messmethode aus 150 Proben pro Stunde ohne aufwendige Praanalytik mit
geringer Variabilitat bestimmt werden, da Trennung und Einteilung der Zellen
nach immer gleichen Algorithmen erfolgen. In einer Studie von Weiland et al.
[30] erwies sich die maschinelle Auszahlung gleichwertig, es zeigte sich kei-
ne Differenz zu der manuellen Auszahlung. Auch weitere Studien haben die-
se Ergebnisse bestatigt [51-54, 94]. Kritisch anzumerken ist bei unserer Stu-
die, dass eine Blutbilduntersuchung nur an Werktagen erfolgte.
Um dennoch eine zeitliche Datenkoharenz zu erreichen, wurden flr die stati-
stische Analyse Mittelwerte gebildet, so dass ,,Gruppentage® entstanden sind.

* Gruppentag 1: (Messtag 1 und 2) / 2

e Gruppentag 5: (Messtag 3+4+5)/ 3

*  Gruppentag 10: (Messtag 6+7+8+9) / 4

* Gruppentag 15: (Messtag 10+11+12+13+14)/ 5

*  Gruppentag 20: (Messtag 15+16+17+18+19+20+21) / 7
Die Genauigkeit (Prazision) reduziert sich entsprechend dem Standardfehler

des fur die Gruppentage gebildeten Mittelwertes.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse im Einzelnen

Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Studie im Einzelnen lasst
sich folgendes feststellen:

Das Patientenkollektiv ist in seiner Zusammensetzung bezuglich Alter,
Grunderkrankung und Erkrankungsschwere reprasentativ fur das Patienten-
kollektiv einer operativen Intensivstation eines Zentrums der Maximalversor-
gung [95]. In der statistischen Analyse des Gesamtkollektivs lagen die 28-
Tage-Mortalitat, die Intensivmortalitat und die Krankenhausmortalitat sehr
nah beieinander. Da dies eine intensivmedizinische Studie ist, wurde die In-
tensivstationsmortalitat als primarer Outcome-Parameter gewahlt. Dies hat
sich auch in der Sepsisforschung durchgesetzt [46, 49, 69, 96]. Zudem liegt
die Intensivstationsmortalitat der Studie mit 27,1% in demselben Bereich der
schon zuvor durchgeflhrten Studien und entspricht somit der eines reprasen-
tativen Patientenkollektivs. Der einzige signifikante Unterschied bei der Be-
trachtung aller Patienten ergibt sich bei dem Outcome Score SAPS Il in Be-
zug auf die Mortalitat. Hier haben die verstorbenen Patienten mit einem Me-
dian von 47 verglichen mit der Gruppe der Uberlebenden (Median 35) erwar-
tungsgemal deutlich hohere Werte (p=0,007). Die Mediane des Gesamtkol-
lektivs zeigen zudem eine Ubereinstimmung zwischen der erwarteten und
tatsachlichen Mortalitat.

Bei der Untersuchung der SAPS Il Werte der einzelnen Gruppen zeigt sich
der SAPS Il im Bezug auf die Sepsis-Gruppe bei der Mortalitatsverteilung
signifikant unterschiedlich nicht jedoch bei der Non-Sepsis-Gruppe.

Auch die Gruppen wurden bezuglich Alter, SAPS Il und Length of stay in
Hinsicht auf die Mortalitat untersucht. Dabei ist die Sterblichkeit in den Grup-
pen sehr ahnlich (Gruppe 1: 32%, Gruppe 2: 25%, Gruppe 3: 36%). Auch
hier entspricht der prozentuale Anteil den Ergebnissen anderer Studien [49,
96].

Die Diagnosenverteilung der einzelnen Gruppen entspricht dem Erwarteten.
Die Gruppe 1 besteht aus nicht-septischen Patienten und hat somit einen
hohen Anteil an Traumapatienten (53%). Ebenso hat die Gruppe 2 einen ho-

hen Anteil an Traumapatienten (58%), wobei die Patienten dieser Gruppe im
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Verlauf eine Sepsis entwickeln und zunachst wie die Gruppe 1 gesehen wer-
den mussen. Lediglich die Gruppe 3 hat nur einen Anteil von 13% traumati-
scher Diagnosen, daflr aber 54% Diagnosen entzindlicher Genese. In den
Studien, in denen ebenso mit einer Gruppeneinteilung gearbeitet wurde, ist

die Verteilung der Diagnosen ahnlich [50, 81].

Nach der Untersuchung des Gesamtkollektivs und der einzelnen Gruppen
folgte die statistische Analyse der Marker. Der Anstieg der Leukozytenzahl
und die Linksverschiebung im Differentialblutbild sind klassische Zeichen
einer systemischen Entziindung. Dennoch besitzen diese Parameter keine
Spezifitdt bezuglich einer Infektion oder der Prognose der Patienten. Daher
wurde in dieser Studie, basierend auf einer Studie von Ansari-Lari et al. [2],
das Auftreten unreifzelliger Granulozyten untersucht und mit bekannten Sep-
sismarkern verglichen.

Mit Hilfe des ,Sysmex XE-2100 Automated Hematology Analyzers®, einem
automatisierten Durchflusszytometer, wurden die unreifzelligen Granulozyten
standardisiert bei den 70 Patienten bestimmt. Der Nachweis von unreifzelli-
gen Granulozyten im peripheren Blut weist auf eine Aktivierung des Kno-
chenmarks hin. Bisher war der Nachweis von Blasten vor allem in der Dia-
gnostik der Leukamie von entscheidender Bedeutung, aber auch bei einer
systemischen inflammatorischen Aktivierung kommt es zu einem Anstieg von
Blasten im peripheren Blut. Der Nachweis unreifzelliger Granulozyten erfolg-
te normalerweise mikroskopisch. Die Arbeitsgruppe von Weiland et al. stellte
2002 fest, dass der Nachweis von unreifzelligen Granulozyten mittels Durch-
flusszytometer exzellent funktioniert [30]. Die Vorteile dieser Methode liegen
in ihrer Objektivitat, der Zeit- und Kostenersparnis, sowie der hohen Spezifi-
tat und Sensitivitat [97-99]. Die Zellen, die unter dem Gesamtbegriff ,unreif-
zellige Granulozyten® zusammengefasst sind, sind Promyelozyten, Myelozy-
ten und Metamyelozyten. Die Arbeitsgruppe von Bruegel et al. [36] konnte
2004 Referenzwerte erarbeiten. Dabei haben sich fur Frauen und Manner
ahnliche Referenzwerte ergeben: die 5. Perzentile ist null, die 95. Perzentile
ist 0,03 x 10%L. Fiir den I1G-Anteil in Prozent ergibt somit die 5. Perzentile 0%

und die 95. Perzentile 0,5% fur Manner und 0,4% fur Frauen.
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Fur die vorliegende Studie gelten nach diesen Daten die oben genannten
Referenzwerte.

Zunachst erfolgte in dieser Studie eine Analyse der im klinischen Alltag ver-
wendeten Sepsisparameter (IL-6, CRP, Leukozyten) im Vergleich zu unreifen
Granulozyten am ersten Messtag, wobei sich keine gesicherte Aussage hin-
sichtlich des Uberlebens machen lieR. Allerdings konnte anhand der Anzahl
an unreifzelligen Granulozyten die Infektion des jeweiligen Patienten erkannt
werden (p=0,002). Somit war in diesem Patientenkollektiv eine klare Tren-
nung zwischen septischen und nicht septischen Patienten anhand des IG-
Wertes moglich. Eine Signifikanz bezuglich einer Infektion mit dem Auftreten
von unreifzelligen Granulozyten hatten schon Di Mario et al. in ihrer Studie
festgestellt [35] und auch Nahm et al. konnten in ihrer Studie einen Zusam-
menhang zwischen |G und dem Schweregrad der Sepsis nachweisen [3]. Im
Vergleich dazu zeigen lediglich die LBP-Werte signifikante (p=0,024) Unter-
schiede in Bezug auf die Differenzierung septischer von nicht-septischen Pa-
tienten. Dies konnte jedoch von anderen Gruppen nicht bestatigt werden
[69].

In der klinischen Diagnostik mdchte man allerdings zusatzlich den Verlauf
des dynamischen septischen Krankheitsbildes beurteilen kénnen. Daher er-
folgte in der weiteren Untersuchung die Messung und Analyse der Werte im
zeitlichen Verlauf.

Auch hier wurde zunachst der Zusammenhang der einzelnen Werte mit dem
Uberleben untersucht. Wie erwartet ergibt sich aus dem SOFA-Score wéh-
rend des gesamten Aufenthalts eine eindeutige Trennung zwischen Uberle-
benden und verstorbenen Patienten. Bei den anderen Sepsis-Parametern ist
bei Interleukin-6 an den Messtagen 1, 2 und 5 eine eindeutige Trennung ge-
geben. In der Literatur ist Interleukin-6 vor allem als Marker bekannt, der
deutlich friher und sensitiver als das C-reaktive Protein [58, 59] eine Inflam-
mation anzeigt. Ein klarer Zusammenhang mit der Mortalitat ist in der Studie
von Patel et al. [60] gezeigt worden. Auch Wakefield et al. konnten in einer
Studie eine Korrelation der IL-6-Plasmakonzentration mit dem Schweregrad

und der Prognose von Patienten nachweisen [61].
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Bei der Analyse der weiteren Parameter zeigten sich keine Zusammenhange
zwischen der Plasmakonzentrationen von CRP, IL-6, LBP und der Mortalitat
sowie der Infektionsrate.

Das Akute-Phase-Protein CRP wird haufig im klinischen Alltag zur Verlaufs-
beurteilung einer Infektion genutzt. Die Sekretion von CRP startet vier bis
sechs Stunden nach der Stimulation und erreicht das Maximum nach 36
Stunden [92]. CRP ist dabei noch alteren Markern wie Korpertemperatur und
Leukozytenzahl mit einer Sensitivitat von 98,5% und einer Spezifitat von 75%
Uberlegen, jedoch ist eine Diskriminierung zwischen SIRS und Sepsis nicht
maoglich [71, 72, 100]. Der Nachweis von CRP ist glnstig und leicht auszu-
fuhren (meist automatisch). Allerdings zeigt sich in mehreren Studien [27,
39], dass CRP keine Aussage Uber die Prognose erlaubt, zudem ist keine
Trennung zwischen bakterieller und viraler Genese der Sepsis mdglich. Zu-
letzt wurde dies 2009 von der Arbeitsgruppe um Silvestre erneut bestatigt
[96]. Dies bestatigt sich auch in der vorliegenden Studie: Bei unserem Pati-
entenkollektiv lasst sich mit Hilfe des CRP keine Aussage Uber die Mortalitat
treffen. Zwischen septischen und nicht-septischen Patienten zeigt sich erst
am zweiten Gruppentag mit einem p=0,015 eine signifikante Trennung, die
aber nicht Uber den gesamten Aufenthalt konstant bleibt. Ahnlich verhalt es
sich mit dem Lipopolysaccharid-bindenden Protein. Sakr et al. [69] konnten
bereits 2008 zeigen, dass das Lipopolysaccharid-bindende Protein nicht zwi-
schen schwerer Sepsis und Sepsis ohne Organdysfunktion differenzieren
kann. Eine Trennung zwischen gram-positiver und gram-negativer Sepsis
war nicht moglich. Diese Ergebnisse konnten auch in unserer Studie besta-
tigt werden.

Die Auswertung der Scoresysteme ergab fur den Outcome Score SAPS Il die
erwartete deutliche Trennung zwischen Uberlebenden und Verstorbenen. Die
Héhe der Mittelwerte des Gesamtkollektivs ergibt zudem eine Ubereinstim-
mung zwischen der erwarteten und der tatsachlichen Mortalitat. Bei der Un-
tersuchung der SAPS Il Werte der einzelnen Gruppen ist der SAPS Il der
Sepsis-Gruppe bei der Mortalitatsverteilung signifikant, nicht jedoch bei der
Non-Sepsis-Gruppe.

Der Verlaufsscore SOFA verdeutlicht Uber den gesamten Zeitraum die signi-

fikante Trennung in Bezug auf die Mortalitat, jedoch nicht die Trennung zwi-
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schen septischen und nicht-septischen Patienten. Die Scoresysteme wurden
dazu entwickelt, den Schweregrade der Erkrankung sowie den Verlauf und
Therapieerfolg zu objektivieren. Dabei ist jedoch anzumerken, dass aktuell
therapeutische Interventionen, wie z.B. die therapeutische Dialyse, nicht mit
entsprechenden Punktwerten in die Scores eingreifen. Die Aussagekraft von
Scores bezuglich der Mortalitat kdnnte in Zukunft durch die Einbeziehung der
Aufnahmediagnose oder therapeutischer Interventionen verbessert werden
[101, 102]. Zudem ist entscheidend, dass die von einem Score erbrachte Ri-
sikoabschatzung eine statistische Wahrscheinlichkeit und keine individuelle
Prognose anzeigt [83].

Um die unterschiedlichen Sepsis-Parameter auch untereinander in Relation
setzen zu konnen, wurden ROC-Kurven errechnet. Receiver-Operating-
Characteristics (ROC) geben einen Uberblick Uber Sensitivitat und Spezifitat
eines diagnostischen Tests / Laborwerts. Der diagnostische Test weist eine
Trennscharfe auf, wenn sich die Kurve signifikant von der Diagonalen (links
unten - rechts oben) unterscheidet. Im Idealfall (100%ige Trennscharfe) liegt
die Kurve auf der linken bzw. oberen Begrenzungs-Seite des umschliel3en-
den Quadrates.

Ein Mal} fur die Gite des Tests ist die Flache unter der ROC-Kurve (AUC:
Area Under Curve). Die Flache kann Werte zwischen 0,5 und 1 annehmen,
wobei ein hdherer Wert fur hohere Sensitivitat und Spezifitat steht. In unserer
Studie galt ein Wert >0,7 als aussagekraftig.

Auch hier wurde vor allem die Analyse Uber die Zeit durchgefihrt. Zunachst
wurden |G, CRP, LBP, IL-6 und SOFA aller Patienten an den Gruppentage
bezlglich der Intensivmortalitdt berechnet. Dabei ergaben sich vor allem bei
dem SOFA-Score an fast allen Gruppentagen AUC-Werte >0,7. Somit besta-
tigt sich erneut, dass der SOFA-Score ein valider Wert zur Prognosebeurtei-
lung ist. Nach demselben Verfahren erfolgte dann die Berechnung der AUC-
Werte in Bezug auf die Infektion. Die unreifzelligen Granulozyten an Grup-
pentag 1 und 2 sowie das CRP an den Gruppentagen 15 und 20 waren hier

mit >0,7 aussagekraftig.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Septische Komplikationen und systemische Inflammation sind bedeutende
Faktoren fir Morbiditat und Mortalitat bei kritisch kranken Patienten auf der
Intensivstation.

Trotz grol3er Fortschritte bei der Therapie gestorter Vital- und Organfunktio-
nen sind bisher alle Ansatze zur frihzeitigen Diagnosesicherung der Sepsis
durch die aktuell etablierten Parameter gescheitert.

Das Auftreten von unreifzelligen Granulozyten (Immature Granulocytes, 1G),
die mittels eines neuartigen, automatisierten Hamatologieanalysators (Sys-
mex XE-2100, Kobe, Japan®) nachgewiesen werden kdnnen, konnte bei ei-
nem neonatologischen Patientenkollektiv bereits mit der Mortalitat bei Neu-
geborenensepsis in Verbindung gebracht werden. In einigen Untersuchun-
gen bei erwachsenen Intensivpatienten mit schwerer Sepsis waren ebenfalls
eine erhohte Mortalitat und Erkrankungsschwere nachzuweisen. Ziel dieser
Studie war es, die prognostische Wertigkeit des Nachweises von unreifen
Granulozyten bei Patienten auf einer Intensivstation mit allgemeinchirurgi-
schen und traumatologischen Patienten zu untersuchen. Es konnte dabei
belegt werden, dass ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von unrei-
fen Granulozyten und der Sepsis besteht. Eine prognotische Aussage bzgl.
der Sterbewahrscheinlichkeit kann jedoch mit diesem Parameter nicht getrof-
fen werden.

Die vorliegenden Daten lassen demnach den Schluss zu, dass ein vermehr-
tes Anfallen von unreifzelligen Granulozyten auf ein septisches Krankheits-
bild hinweist. In Kombination mit anderen Parametern konnte eine Aufnahme
der unreifen Granulozyten in die klinische Laborroutine zur effizienteren Dia-
gnosesicherung hilfreich sein.

Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen an gréReren Patientenkollektiven,
um abschlieRend zu klaren, ob die 1G-Bestimmung die herkdmmliche Sep-

sisdiagnostik entscheidend erganzen kann.
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7 Anhang

7.1 Erhebungsbogen des SAPS Il

Punkte
Variable | 0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 1 12 13
Herz- 40
Frequenz _7(1)19 - 123 i 2160 <40
(1/min) 69
Syst. Blut-
druck T 2200 o <70
(mmHg)
Tempera-
tur <39 =239
(C)
PaO,/FiO2 100 -
e 2200 <200 <100
Urin 0,5-
(/) 21 < <05
Harnstoff 0,6 -
o/ <0,6 <18 21,8
Leukozy- ’
ten - >20 <1
20
(10¥mm% | °
Kalium 3- 25
(mmol/l) <5 <3
Natrium 125 —
(mmol/l) <145 2145 <125
Bicarbonat 15 -
(mmol/l) 220 <20 <15
68,4
Bilirubin - 2102,
(umol/l) <684 <102, 6
6
* Erhebung nur im Falle der maschinellen Beatmung
Punkte
Variablen 0 6 8 9 10 17
chronische Metastasierende | hamatologische
. ) ) AIDS
Leiden Neoplasie Neoplasie
Aufnahme- geplant N nicht-geplant
status chirurgisch medizinisch chirurgisch
Punkte
Variablen | 0 5 7 12 13 15 16 18 26
Alterdes | 40-59 | 60-69 70-74 | 75-79 | 280
Patienten
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Leistung Punkte pro Tag
Apparative Beatmung 5
Infusion multipler Katecholamine (>1) 4
Flissigkeitsersatz in hohen Mengen (>51/24h) 4
Peripherer arterieller Katheter 5
Linksvorhof-Katheter 8
Hamofiltration / Dialyse 3
Intrakranielle Druckmessung 4
Behandlung einer metabol. Azidose / Alkalose 4
Spezielle Intervention auf ITS 5
Aktionen auRerhalb der Station 5
7.2 Erhebung des SOFA-Score
Organ Parameter 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte
PaO,/FiO, <200 mit <100 mit

Lunge (mmHg) <400 <300 Beatmung Beatmung

. Kreatinin (mg/dl) |45 19 | 20.34 35-4.9 >5,0
Niere oder Ausfuhrmenge

<500 <200
(ml/Tag)
Leber Bilirubin (mg/dl) 1,2-19 20-59 6,0-11,9 >12
Herz/ Blutdruck (mmHg) MAP <70 Katechol. Katechol. Katechol.
Kreislauf oder Katecholamine Niedrig Mittel Hoch
Thrombozyten

Blut 1000/mm?® <150 <100 <50 <20
ZNS Glasgow Coma 14-13 12-10 9-6 <6

Scale
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7.3 Die Glasgow Coma Scale

Punkte | Augen 6ffnen Verbale Reaktion Motorische Reaktion
6 - - befolgt Aufforderungen
5 - i(ig;?munlkat|onsfah|g, orien- gezielte Schmerzabwehr
kommunikationsfahig, desori- ungezielte Schmerzab-
4 spontan .
entiert wehr
3 auf Aufforderung | unzusammenhangende Worte auf Schmerzreiz Beuge-
abwehr
2 auf Schmerzreiz | unverstandliche Laute auf Schmerzreiz Streck-

synergismen

keine Reaktion

keine Reaktion

keine Reaktion
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