TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
II. Medizinische Klinik und Poliklinik

Klinikum rechts der Isar
(Direktor: Prof. Dr. Roland M. Schmid)

Neue diagnostische Ansédtze zur spontan bakteriellen

Peritonitis

Benjamin Johannes Matthias Winter

Vollstéandiger Abdruck der von der Fakultat fir Medizin der Technischen

Universitat Manchen zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors

der Medizin genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Ernst J. Rummeny
Prifer der Dissertation: 1. apl. Prof. Dr. Wolfgang L. E. Huber

2. Prof. Dr. Helmut Friess

Die Dissertation wurde am 26. 08. 2015 an der Technischen Universitat
Munchen eingereicht und durch die Fakultat fir Medizin am 19. 10. 2016

angenommen.



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS

ADbKUrzungSVerzeiChNis .......ueeueieiiimieeees s 1
IR T 1= 1T T 3
T LEDEIZIITAOSE ..., 3
1.1 DEfINIION e 3
1.2 EPIdeMIOIOQIE...ceeeeiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 4
LT 1101 o o 1= YRR 6
1.4 SYMPIOMALIK ...eeeiiiiiiiie e 9
1.5 DHAGNOSTIK .ottt 9
151 KINISCR e e e e e e e e e e 10
1.5.2 Labor, Bildgebung und HiStologie...........cc.ooveiiiiiiiiiiiec e 11
1.5.8  BINTIUNG ...oeiie e 12
1.6 KOMPIKALIONEN.....ciiiiiiiiiiiiiieeeee et 13
1.6.1  ASZiteS UNA OUEME ........vvieieeeeeeeeeeeeeeeee et 13
1.6.2  GerinNUNGSSIOTUNGEN ......oociiiiiiii e 14
1.6.3 Ikterus und hepatische Enzephalopathie............coccciiiiiieiiiiieeeee 15
1.6.4 Varizen und portaler HypertonuS............cceoviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 15
1.6.5 Spontan bakterielle Peritonitis ..........cooiiiiiiiiiiiii e 16
1.6.5.1 Definition der SBP ........coiiiiiiii s 16
1.6.5.2 Diagnostik der SBP .........c.cooiiiiiiiieiic e s 17
1.6.5.3 Therapie der SBP .........ooi it 18

1.7 Therapie der LeEDerzirrNOSe...........ueiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 20
2 Fragestellung und MOIVALION...............uuuuuuueuiiiiiiiiiiaiiieiiieisseisseeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
Il. Patienten und Methoden...........ccciiiiiiiiii i —————— 24
T MeQiZINETNIK ..o 24
2 Ein- und AUSSCRIUSSKITIOIION............uueeeei ettt 24
8 ASZIIOSPAIAZENTESE. ...ttt eeeeees 25
Bl PUNKHON (o, 26
3.2 VOrbereitung........coooo i, 27
3.3 DUrchflhrung ..., 27
3.4 Nachbehandlung ... 28
4 BIUIADNANM. ...ttt eeeees 28



Inhaltsverzeichnis

5 ErfaSSIE PArQMEIEL ..........uuuuuueiiiuiiiiiieiiiiaiaasst sttt eeeeeees 28
5.1 LabOrWere ... 29
ST P I o =T OO PP PP PPPPPPPPPPPPT 29
5.1.2 Laktatdehydrogenase ..........cccoomiiiiiiiiieie e 29
B5.1.3  GeSAMEBIWEIB....co i 30
LI I S € 1111 o 1= S TP PRP 31
515 KIEaLNIN e e e e e 31
B5.1.6  AIDUMIN et e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e 31
D517 LAKEAL. ..o e e e e e 32
5.1.8 C-Reaktives Protein.........cuuiiiiiiiii e 32
B5.1.9  BiIFUDIN e a e 33
5.1.10 BIUtgAs@NalYSe .......cooiiiiiieieeee e s 33
5.2 ZellZANI ... ... 33
5.3  Zelldifferenzierung......ccoooi oo 34
B4 INGAL oo e s 34
5.5 CalproteChin ..o 36
5.6 KIliNiISChe Parameter.......ccoooiiiiiii e 37
5.7  MIKIobIOIOGIE ... oo 37
5.8 Leukozyten auf Urin-Reagenzstreifen............cccoooiiiiiiiiiiie 37
I S oo | (- PP PEPPT PR 38
5.9.1  CRIlA-PUGN .....ovocececeeeeeeeeeeeee e ne s en e neenees 38
5.9.2 Model for End-Stage Liver Disease (MELD) .........ccceviiiiiiieieiniiiiee e 39
5.9.3 Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il...........ccccoooiiiinnienennnnen. 40

6 StatiStISCNE AUSWEITUNG.......ccceeeiieeeeeee ettt 41
6.1 Spearman Rangkorrelationskoeffizient ..., 41
6.2 Mann-Whitney U-Test ... 41
6.3 Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurven...........ccccvvevveeiiiiniinnnenn. 42
6.4 Binére logistische Regressionsanalyse..........ccccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiees 43
LR e 1= o == 45
T PAlI@NIGN ... 45
1.1 Atiologie und PUNKLONEN ..........cooveueeieeeeeeecee e 45
1.2 Alters- und Geschlechterverteilung ..o, 46
1.3 BiometriSChe Daten.........oeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 48
1.3.1  ErkrankungSTortSCRIitt ...........oooiiiiieee e 50
1.3.2  Child-PUgh-SCOre ......ccceiiiiiiieiie e 50



Inhaltsverzeichnis

1.3.3  IMELD-SCOIE .....cttieiee ettt ettt ettt e e rab e e e s enbb e e e e s anbeeeeeeanes 51

1.3.4  APACHE HI-SCOIE .ottt e st e e s sareeee e aaes 52

1.4 Mikrobiologische Untersuchung und Antibiose ..., 52
1.5 Analyse der StandarddiagnOostik ..........cccooiiiiiiiiiiiiiii e, 53
1.5.1  GESAMIZEIIZANI .....coiiiiiiiiie e 54

1.56.2 Neutrophile Granulozyten — der diagnostische Goldstandard...............cccccce..... 55

2 Spezielle StatiStiSCRE AUSWEITUNG ............cueeueiiieiiiiieeeaee e 56
2.1 Rangkorrelationen .........ooooiiiii e 56
2.2 Unterschiede in der zentralen TENAENZ ..........cccooiiiiiiniiiiiiiiiiieeiieiees 59
2.2.1 BIiometriSChe Daten ........cooi it 60
2.2.2 KranKNEItSSCOMES......ciiiiiiiiiiiiiite ettt e e e e e s 61
2.2.3 Symptomatik und Ausprégung der Lebererkrankung.........c.cccoveerenceeinierennenn. 61
2.2.4 Unterschiede bei Seruminfektionsmarkern............cccccceiiiieiiinniiie e, 62
2.2.5 Glukose und Serum Aszites Albumingradient ...........cccoocvviriiiniince e 62
2.2.6 Unterschiede bei CRP, Laktat, Gesamteiweil und Leukozyten...............ccc....... 63
2.2.7 Zellzahl und Anzahl der Neutrophilen............cccvviiiieiiiiiii e 66
2.2.8 LDH, NGAL und Calprotectin im ASZIteS .......cc.uurrirrriieeeeiieerciieieeeee e e e e e e 67

2.3 ROGC-KUINVEN ...ttt e a e e e e 69
2.3.1  Zellzahl und Neutrophilenzahl ... 69
2.3.2 Laktat, CRP, Gesamteiweif3 und Leukozyten im ASZites .........ccccceeeviviereennnnnen. 71
2.3.3 Laktatdehydrogenase im ASZItES .......cceoveiiiiiii i 73
2.3.4 NGAL M ASZITES ..ueeeiiieiiiiiit ettt st e e e s enbee e e e e nnneeas 75
2.3.5  Calprotectin iM ASZItES .......ueiiiiiiiei et 76

2.4 Binére logistische Regressionsanalyse..........ccccccociiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieiiiees 77
2.4.1 Regression mit erweiterten Infektionsparametern...........cccccooviiiiinicii e, 78
2.4.2 Regression mit bereits etablierten Parametern .............occoooiiiiiicii e, 80
2.4.3 Regression aus zwei Dritteln des Datensatzes ..............ccooceeiiciie e, 82

R 1= 1T =7 o T o T 84
T EiNfURIUNG..c.c.coooiiiiiiie 84
2 HAUPIEIGEDINUSSE......... sttt eeeeees 85
2.1 Evaluation der einzelnen Infektionsparameter ............ccccccciiiiiiiiiiiiiiiinennnnns 85
2.1.1  Der Nutzen von Calprotectin in der SBP-DiagnostiK ..........c.cocevvverircieinienennenn. 86
2.1.2 NGAL im Aszites als Infektionsparameter flr die SBP?........cococovviiiiieeeninnnen. 87
2.1.3 Die LDH im Aszites als SBP-Marker ..........occoiiiiiiiiiiie e 88

2.2 Kombination mehrerer Parameter ..o 89
2.2.1 Diagnosepanel aus allen verfligbaren Infektionsmarkern ............ccccccooeeernnnn. 90



Inhaltsverzeichnis

2.2.2 Vereinfachtes Diagnosepanel............cccueiiiiiiii e 91

2.3 Performanz der Diagnoseparameter im gesamten Datensatz ..................... 92

2.4 Schlussfolgerungen und AUSDIICK ..........ceeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 94

2.5 Einschrankungen der StUAI© ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 96

3 PatientenCharaKtEriSHKA. .............uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiaeiaiiieaeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeas 96
3.1 Atiologie, Biometrie, Alter und Geschlecht.........ccoovvviiiiiiiiieieeeee e, 96

3.2  ErkrankungsfortSChritt ..., 98

3.3 Mikrobiologische Untersuchung und Antibiose ............cccccc, 99

4 Weitere INfeKtiONSPAIAMEIEN .............uuuuuuuiieiiieiiiiiieeieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 99
4.1 GeSaMIZENIZANL.........ueiiiiiiii e 99

4.2 GeSAMIBIWEIB ... 101

4.3 CRP . 102

4.4 GIUKOSE ... 102

4.5 Leukozyten auf Urin-Teststreifen ... 103

4.6 LaKlal ..ooooviiiiiiii 103

V. ZuSammENFaSSUNQ ......cccccesssuuuunnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnnsnnnsnnsnnsssnnssnsnnnnnnnnnnnns 105
AbDbilduNgSVerzeiChNIS ......coeeeiiiiiieiei s ————— 107
LiteraturverzeiChnis ... 110
TabellenverzeiChNis ... 128



Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

SBP spontan bakterielle Peritonitis
NASH Nichtalkoholische Steatohepatitis
ASH Alkoholische Steatohepatitis
STIKO Standige Impfkommission

PBC priméar biliare Zirrhose

PSC primar sklerosierende Cholangitis
HCC Hepatozelullares Karzinom
GABA Gamma Amino Buttersaure

ZNS Zentrales Nervensystem

i. S. im Serum

i. A. im Aszites

CHE Cholinesterase

v-GT Gamma Glutamyl Transferase
AP Alkalische Phosphatase

GLDH Glutamatdehydrogenase

LAP Leucinaminopeptidase




Abkiirzungsverzeichnis

INR

LDH

NGAL

CRP

ELISA

CED

APACHE II

GCS

BMI

ROC

FFP

AUC

PoC

FDA

International Normalized Ratio

Laktatdehydrogenase

Neutrophilen gelatinase-assoziiertes Lipocalin

C-Reaktives Protein

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Chronisch entzundliche Darmerkrankung

Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il

Glasgow Coma Scale

Body-Mass-Index

Receiver Operating Characteristics

Fresh Frozen Plasma

Area under the Curve — Flache unter der Kurve

Point-of-Care

amerikanische Food and Drug Administration



l. Einleitung

l. EINLEITUNG

1 LEBERZIRRHOSE

1.1 Definition

Bei der Leberzirrhose handelt es sich um eine Erkrankung mit langer
Entstehungszeit, die zumeist einen chronischen Verlauf nimmt. Als
gemeinsames Endstadium vielfaltiger schwerer Leberschadigungen

kann sie durch verschiedene Noxen wie beispielsweise Alkohol, Viren,

Medikamente und Toxine verursacht werden (Heidelbaugh and
Bruderly 2006).

Abbildung 1: Makroskopisches Bild einer Leberzirrhose (Ghodart 2014)



l. Einleitung

Morphologisch definiert ist die Leberzirrhose durch ausgepréagte Fib-
rosierung sowie eine diffuse Zerstérung der Lappchen- und GefaB-
struktur. Hierbei kommt es durch Ausbildung bindegewebiger Septen
und einer darauffolgenden nodulédren Regeneration der Leber zu so-
genannten Regeneratknoten (Abbildung 1) (Schuppan and Afdhal
2008).

Als histologisch makronoduldren Typ bezeichnet man eine Leberzir-
rhose, bei der die Knoten mit einem Durchmesser von mehr als 3mm
gréBer ausgepréagt sind (Anthony, Ishak et al. 1978). Bei Knoten klei-
ner als 3mm spricht man vom mikronodularen Typ und findet diesen
ublicherweise bei Patienten mit ethyltoxischen Leberzirrhosen vor
(Schuppan and Afdhal 2008, Berg 2009). Eine der Hauptproblemati-
ken und Grundlage vieler weiterer Komplikationen der Leberzirrhose
besteht in der mechanischen Einschrankung der Pfortaderperfusion.
Der splanchnische Blutstrom wird aufgestaut, und kann wiederum zu
weiteren schwerwiegenden Komplikationen fiuhren (Schuppan and
Afdhal 2008).

Durch den Ruckstau bzw. den daraus resultierenden portalen Hyper-
tonus treten aufgrund veranderter Druckverhaltnisse Odeme (peripher,
Bauchwasser) und Umgehungskreisldufe auf (Tsochatzis, Bosch et al.
2014). Die hepatische Minderperfusion fuhrt hingegen zu einer Man-
gelversorgung der Hepatozyten mit Sauerstoff und anderen essentiel-
len Substraten. Dadurch kommt es sowohl zu einer verminderten Le-
berfunktion (Biosynthese, Entgiftung) als auch zu einem weiteren Zell-

untergang.

1.2 Epidemiologie

Eine Vielfalt an Risikofaktoren kann zu einer Leberzirrhose fuhren, die

epidemiologisch ein folgenschweres Krankheitsbild darstellt.



l. Einleitung

Urséchlich sind im Wesentlichen die weltweit bedeutendste Suchter-
krankung, der chronische Alkoholabusus, sowie virale Infektionen der
Leber (Hepatitis B, C, D). Eine altere Arbeit von 1991 und ein GroBteil
medizinischer Lehrblicher gehen von einer Inzidenz aus, die bei
250 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner liegt. (Almdal and
Sorensen 1991) Aus aktuelleren Studien in GroBbritannien und
Schweden lassen sich Zahlen zwischen 15,3 und 132,6 Neuerkran-
kungen pro 100.000 Einwohner entnehmen (Tsochatzis, Bosch et al.
2014).

Eine prazise Angabe der Prévalenz wird bei der Leberzirrhose
dadurch erschwert, dass die Krankheit oft Jahre bis Jahrzehnte Kli-
nisch asymptomatisch bleibt. Deshalb kann sie nicht in allen Fallen
medizinisch erfasst werden. In alteren Autopsiestudien aus Danemark
und ltalien wurde die H&ufigkeit postmortal diagnostizierter zirrhoti-
scher Lebern zwischen 5% und knapp 10% angegeben, von denen ein
GroBteil nicht zu Lebzeiten diagnostiziert worden war (Graudal, Leth

et al. 1991, Savolainen, Penttila et al. 1992).

Laut einer aktuellen italienischen Studie nehmen sowohl Inzidenz als
auch Pravalenz weltweit deutlich zu (Grattagliano, Ubaldi et al. 2011).
Das verdeutlicht, von welch aktueller und zuklnftiger Relevanz priméa-
re und sekundare Pravention sind (Williams, Aspinall et al. 2014).
GleichermaBen wichtig sind auch mdglichst schnelle und verlassliche
Diagnosetechniken sowie verbesserte Therapiemoglichkeiten der Zir-

rhose selbst und ihrer Komplikationen.

Sowohl Morbiditat als auch Mortalitat sind bei Mannern etwa doppelt
so hoch wie bei Frauen. Im Jahr 2012 starben laut statistischem Bun-
desamt 9.384 mannliche und 4.317 weibliche Patienten an Alkoholi-
scher Steatohepatitis, chronischen Hepatitiden sowie deren gemein-

samen Endstadien — Leberfibrosen und -zirrhosen.



l. Einleitung

Als Todesursache wird die Leberzirrhose mit offiziell 1,6% (entspre-
chend 13.901 Personen) der gesamten Todesfalle in Deutschland
eher unterschéatzt. Man geht von einer erheblich héheren Dunkelziffer
aus; so starben viele Patienten an Komplikationen, obwohl die Leber-
erkrankung die eigentlich entscheidende Ursache des Ablebens dar-

stellte (Statistisches Bundesamt 2012).

1.3 Atiologie

Zur Einschatzung der Prognose spielen die Atiologie und entspre-
chende Screening-MaBnahmen eine bedeutsame Rolle, da “in vielen
Fallen durch eine Therapie der Grunderkrankung eine weitere Pro-
gression verhindert und sogar eine Ruckbildung der Zirrhose erreicht
werden” kann (Wiegand and Berg 2013). Eine Bestimmung der Atiolo-
gie gelingt in ca. 85-90% (Charlton, Kondo et al. 1997).

Viral

Fettleb krank Autoimmun
e ngen » Hepatitis B, C, D = Autoimmunhepatitis

= alkoholische Steato- COTTH .
hepatitis (ASH) = primar bilidre Zirrhose

= primar sklerosierende

= NASH \ / Cholangitis
» |gG4-Cholangiopathie

Seltene Ursachen
= Medikamente
= Porphyrien

=¥ Leberzirrhose

\ Chronische Gallen-

e 4 + wegggrkrankungen
= rezidivierende bakte-

erkrankungen Kardiovaskulir rielle Cholangitis

. Hémochro.matose = Budd-Chiari-Syndrom = Gallenwegsstenosen

- I\/Iorbu§ W”S.OH » Rechtsherzinsuffizienz = (PBC, PSC, siehe Au-

= al1-Antitrypsinmangel Morbus Osler toimmun)

Abbildung 2: Atiologie der Leberzirrhose (Wiegand and Berg 2013)



l. Einleitung

Grundséatzlich kann eine Zirrhose “auf dem Boden eines exogen-
toxischen, infektidsen, toxisch-allergischen, immunpathologischen be-
ziehungsweise autoimmunen, vaskuldren oder endogenmetaboli-

schen (hereditaren) Prozesses entstehen” (Wiegand and Berg 2013).

In den westlichen Industrienationen steht nach wie vor der chronische
Alkoholabusus an erster Stelle der schadigenden Noxen (Heidelbaugh
and Bruderly 2006). So zeigte sich in einer Studie unter niedergelas-
senen Gastroenterologen in den USA, dass 44% der neu diagnosti-
zierten Lebererkrankungen alkoholischer Genese und bei weiteren
20% eine Kogenese von Alkohol und Hepatits-C festzustellen war
(Bell, Manos et al. 2008). In Lehrbuchern der Inneren Medizin wird
von ca. 50% alkoholischer Genese ausgegangen. Abhéngig von Ge-
schlecht und Konstitution kann eine tagliche reine Ethanolmenge von

12—-25g ausreichen, um langfristig zur Entstehung einer Zirrhose bei-

zutragen (European Association for the Study of the Liver 2012).

Abbildung 3: Alkoholische Leberzirrhose, Trichromférbung (Nephron 2009)



l. Einleitung

Als histologisches Korrelat wird bei der alkoholbedingten Leberzirrho-
se die diffuse mikronoduldre Umwandlung der Leber mit Regenerat-
knoten kleiner als 3mm gesehen (Abbildung 3) (Fauci, Braunwald et
al. 2008). Auch Mallory-Denk Ko&rperchen und Megamitochondrien
deuten auf eine alkoholische Genese hin (European Association for
the Study of the Liver 2012).

Den zweithaufigsten Risikofaktor stellt, mit einem Anteil von tUber 35%
in den Industrienationen, die Gruppe der Virushepatitiden dar. Die
Hepatitis-C ist, gefolgt von -B und -D, mit Abstand die hé&ufigste
(Wiegand and Berg 2013). Ungefédhr 80% der mit dem Hepatitis-C-
Virus (HCV) in Kontakt geratenen Personen entwickeln eine chroni-
sche Hepatitis-C, welche wiederum in 20-30% der Félle Uber einen
Zeitraum von 20-30 Jahren zu einer Leberzirrhose fihrt. Da hé&ufig
zuséatzlich ein langjahriger Alkoholabusus besteht, I4sst sich die ge-
naue Inzidenz der ausschlieBlich durch die Hepatitis-C verursachten
Zirrhosen schwer ermitteln. Die Hepatitis-B-Impfung wird heutzutage
durch die STIKO als PraventionsmaBnahme fir Kinder empfohlen.
Dieser Schritt sowie die zuséatzlich verbesserten Kontrollen von Blut-
konserven fihrten in Europa zu einem deutlichen Rickgang viraler

Hepatitiden (Fauci, Braunwald et al. 2008).

Auch Autoimmunhepatitiden stellen einen Risikofaktor fur eine Leber-
zirrhose dar. Wie héaufig bei autoimmunen Prozessen sind bei der He-
patitis autoimmuner Genese insbesondere Frauen betroffen (Fauci,
Braunwald et al. 2008).

Ein weiterer pathogenetischer Prozess, der eine Leberzirrhose be-
gunstigen kann, ist die Stenosierung der intra- oder extrahepatischen

Gallewege. Der daraus resultierende insuffiziente Gallenabfluss fuhrt
zu einer Zerstdérung von hepatischem Gewebe und langfristig zu Ver-

narbungsprozessen.



l. Einleitung

Epidemiologisch weniger bedeutsame Risikofaktoren fir eine Leber-

zirrhose sind:

Leberstoffwechselerkrankungen (M. Wilson, Hdmochromatose, u. a.),
und Exposition gegenitber hepatotoxischen Medikamenten oder Sub-

stanzen (z. B. Paracetamol, Isoniazid, Phosphor).

Auch kardiovaskuldre Erkrankungen wie das Budd-Chiari Syndrom
sowie eine Rechtsherzinsuffizienz und einige tropische Infektions-
krankheiten kénnen ursachlich fir eine irreversible Zerstérung von

Lebergewebe sein (Heidelbaugh and Bruderly 2006).

1.4 Symptomatik

Die Symptome bei Patienten mit einer kompensierten Leberzirrhose
sind vielfaltig und oft unspezifisch: Mudigkeit, Gewichtsverlust, erhdh-
te Blutungsneigung, Odeme an den unteren Extremitaten, Durchfall
oder Juckreiz kbénnen allesamt auftreten und sollten im Patientenge-
sprach erortert werden (Heidelbaugh and Bruderly 2006, Runyon
2011). Schwere Muskelkrampfe kénnen ebenfalls auf eine Leberzir-
rhose hindeuten (Abrams, Concato et al. 1996, Angeli, Albino et al.
1996, Baskol, Ozbakir et al. 2004).

1.5 Diagnostik

Neben der Anamnese bedarf es verschiedener weiterer diagnostischer

MaBnahmen eine Leberzirrhose sicher zu erkennen und schnellstmdég-

lich eine bedarfsgerechte Behandlung einleiten zu kénnen.



l. Einleitung

1.5.1 Klinisch

Abhéngig von Stadium und individueller Auspragung der Leberzirrho-
se kann das klinische Bild der Patienten stark variieren. Initial asymp-
tomatische Verldufe und chronisch bestehende unspezifische Krank-
heitszeichen, wie Mudigkeit und Abgeschlagenheit, kbnnen eine Zir-
rhose lange verschleiern. Deutlichere Hinweise geben die klinisch er-
fassbaren Leberhautzeichen (lkterus, Palmar- und Plantarerythem,
Caput medusae, Spider Naevi siehe unten, Gyndkomastie, Dupuy-
tren’sche Kontrakturen, etc). Die schwerwiegendsten und hé&ufig auch
zum Ableben der Patienten fihrenden Ausprédgungen und Komplikati-

onen sind die spontan bakterielle Peritonitis (Aszites), Osophagusva-

rizen (portaler Hypertonus), hepatische Enzephalopathie, etc..

N

Abbildung 4: Spider naevi bei einem Patienten mit Leberzirrhose (Fred and van Dijk 2008)

Palpatorisch kann sich die Leber sowohl verkleinert als auch vergr6-
Bert darstellen und weist oft eine verhéartete sowie hdckrige Oberfla-

chenstruktur auf.

Bei ca. 75% der Patienten lasst sich zuséatzlich zu den hepatischen

Veranderungen eine Splenomegalie ertasten.
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l. Einleitung

Auch der Nachweis des Undulationsphdnomens am Abdomen ist ein

klinischer Hinweis auf das Vorliegen von Aszites.

Zunéachst werden beide Hande flach an die Flanken des Patienten in
Rickenlage gelegt. Nach Beklopfen mit der einen Hand soll an der
kontralateralen Seite eine durch das Bauchwasser weitergeleitete

Wellenbewegung erspirt werden.

1.5.2 Labor, Bildgebung und Histologie

Mittels laborchemischer Parameter kann die verminderte Synthese-
leistung und Stoffwechselaktivitdt der Leber abgesché&tzt werden
(Cholinesterase|, Bilirubint, Quick|, Antithrombin|, Albumini.S.]).
Aus diesen Parametern kdénnen Indices gebildet werden, die Anhalt
far eine Fibrose oder Zirrhose geben kdénnen (Wai, Greenson et al.
2003, Rosenberg, Voelker et al. 2004, Poynard, Halfon et al. 2007).
Auch kann in ca. 80% eine Hypergammaglobulindmie sowie ein erh6h-
ter Ammoniakspiegel festgestellt werden. Letzterer fuhrt haufig zu ei-
ner apparenten hepatischen Enzephalopathie, welche oft einen Inten-

sivaufenthalt notwendig macht.

Je nach Atiologie der Zirrhose kann z. B. auch eine Leberzellschadi-
gung (Transaminasen, GLDH, y-GT) oder Erkrankungen der Gallwege
z. B. eine Cholestase (AP, y-GT, LAP) labortechnisch festgestellt wer-
den (Wai, Greenson et al. 2003, Rosenberg, Voelker et al. 2004,
Poynard, Halfon et al. 2007).

Mittels Sonographie wird die Leber schnell, einfach und kostenspa-
rend untersucht. Bei einer Zirrhose stellt sich im Ultraschall hiufig die
auch klinisch palpable unregelmé&Bige und wellige Leberoberflache
dar (Castera and Pinzani 2010). AuBerdem kommt ist oft zu einer auf-

falligen Rarefizierung der Lebervenen erkennbar.
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Bei einer portalen Hypertonie kann dopplersonographisch eine ver-
minderte maximale Flussgeschwindigkeit von unter 12cm/s im Haupt-
stamm der vena portae festgestellt werden. In maximaler Auspréagung

zeigt sich sogar eine Flussumkehr oder Pendelfluss.

Mithilfe des sonographischen Fibroscans (transiente Elastografie)
kénnen fortgeschrittene Fibrose- und Zirrhosestadien relativ zuverlas-
sig und nicht-invasiv erkannt werden (Friedrich-Rust, Ong et al. 2008,

Roulot, Costes et al. 2011).

Die sonographiegesteuerte Punktion des Lebergewebes, mit anschlie-
Bender Histologie, stellt vor allem in frihen Erkrankungsstadien die
sensitivste Diagnostik dar. Aufgrund der Invasivitdt und den damit
verbundenen mdglichen Komplikationen verbietet sich eine leichtferti-

ge Indikationsstellung (Tannapfel, Dienes et al. 2012).

1.5.3 Einteilung

Anhand des Child-Pugh-Scores kann die Leberzirrhose mithilfe labor-
technischer und klinischer Parameter in die drei Schweregrade A, B
und C eingeteilt werden. Mit jedem Schweregrad geht eine bestimmte
Prognose einher (siehe Abbildung 10) (Child and Turcotte 1964).

Als ein guter Verlaufspradiktor fur eine schwerwiegende transplantati-
onspflichtige Lebererkrankung wird stets auch der MELD Score ermit-
telt (Wiesner, McDiarmid et al. 2001). Er wird von fir Organspenden
zustéandigen Organisationen (z. B. Eurotransplant) zur Beurteilung und
Auswahl passender Patienten fir eine bevorstehende Lebertransplan-

tation herangezogen (Wiesner, Edwards et al. 2003).
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1.6  Komplikationen

Wie bereits eingangs beschrieben sind die Fibrosierung der Leber, die
Verlegung der transhepatischen Blutbahn und der damit verbundene
Zelluntergang far viele der schwerwiegenden Komplikationen verant-
wortlich. Es gibt jedoch auch andere Ursachen die eine Leberzirrhose

so gefdhrlich machen (Heidelbaugh and Sherbondy 2006).

Die gesunde Leber produziert einen GroBteil der Proteine im Blutse-
rum des Menschen. Diese EiweiB3e erfillen dabei verschiedenste le-

bensnotwendige Funktionen.

1.6.1 Aszites und Odeme

Das Albumin macht den groBten Anteil der Serumproteine aus. Es
dient der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes im Blut
und erfiullt als Tragerprotein hydrophober Molekuile (Bilirubin, Medi-

kamente) weitere wichtige Aufgaben.

Haufig tritt im Verlauf einer Leberzirrhose ein Albuminmangel auf. In
dessen Folge kommt es u. a. zu FlUussigkeitseinlagerungen im umlie-
genden Gewebe (Odeme) und den groBen Kérperhdhlen (Pleuraer-
gusse, Aszites, siehe Abbildung 5) (Wittenburg, Tennert et al. 2011).
Die Flussigkeit innerhalb des Peritoneums kann dabei Mengen von
mehreren Litern erreichen. Oft kommt es im Verlauf zu starken

Schmerzen und pulmonalen Einschréankungen.
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Abbildung 5: Durch Aszites gespanntes Abdomen (Hellman 2011)

1.6.2 Gerinnungsstérungen

Weitere in der Leber produzierte Proteine sind die Gerinnungsfaktoren
(1, v, VI, IX, X, XlI, XIl, XIll, Anithrombin Ill, Protein C, Protein S)
sowie Thrombopoetin. In physiologischen Mengen sind sie fur die
ordnungsgeméBe Blutgerinnung im Organismus zustandig. Nicht nur
die Stillung externer Blutungen ist bei Stérungen im Gerinnungssys-
tem eingeschréankt. Medizinisch oft schwerwiegender sind kleine in-
travasale Verletzungen, die meist erst an Folgesymptomen erkannt
werden kénnen. Ein Mangel an Gerinnungsfaktoren fuhrt zu einer er-
hoéhten Blutungsneigung und kann sich in schweren, haufig auch leta-

len hdmorrhagischen Ereignissen klinisch duBern.
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1.6.3 |kterus und hepatische Enzephalopathie

Mit dem zunehmenden Untergang von Lebergewebe und Hepatozyten
nimmt die Fahigkeit des Organs ab, eine weitere essentielle Funktion
zu Ubernehmen: Die Verstoffwechselung und der Abtransport von

schadlichen Substanzen.

Die endogenen Stoffwechselprodukte Bilirubin, Ammoniak, Mercapta-
ne, GABA und Fettsduren fuhren zu den haufigsten Symptomen und

Komplikationen der Leberzirrhose.

Kommt es zu einer Anhaufung des Hamoglobin-Abbau-Produkts Bili-
rubin Uber ca. 2mg/dl im Serum, lagert sich dieses zundchst in den
Skleren ab. Im weiteren Verlauf I4sst es sich auch in anderen Gewe-
ben etwa Haut und Schleimh&uten sowie Urin und Stuhl nachweisen.
Diese Farbverdnderung wird als lkterus, im allgemeinen Sprachge-
brauch auch treffend als Gelbsucht bezeichnet. Neben der Gelbfar-
bung in den erwdhnten Geweben und eventuell damit verbundener
Stigmata kann der lkterus auch zu unangenehmen Erscheinungen wie

Pruritus fahren.

Viel schwerwiegender ist allerdings das Krankheitsbild der hepati-
schen Enzephalopathie. Diese wird durch eine Akkumulation der ein-
gangs aufgefuhrten neurotoxischen Substanzen, insbesondere des
Ammoniaks, hervorgerufen. Dabei kann es von eher milden Sympto-
men wie Konzentrations- und Aufmerksamkeitsstérungen uber relativ
spezifische motorische Erscheinungen wie der Asterixis (,flapping

tremor®) bis hin zum Koma (,coma hepaticum®) fahren.

1.6.4 Varizen und portaler Hypertonus

Der stark reduzierte transhepatische Blutfluss fihrt zu einem erhéhten

portalen Druck (normal: 3-6mmHg, erhéht: >12mmHg). Durch die ein-
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geschréankte Passierbarkeit dieses Hauptflussweges werden druckbe-
dingt alternative GefédBbahnen verstarkt perfundiert. Diese Umge-
hungskreisldufe tragen zur Entstehung schwerwiegender Komplikatio-
nen bei. So stellen z. B. die haufigen Osophagusvarizen, insbesonde-
re in Verbindung mit einer erhéhten Blutungsneigung, eine groBe Ge-
fahr fir obere gastrointestinale Blutungen dar. Derartige Blutungser-
eignisse gehen aufgrund der groBen Fulminanz mit einer erheblichen
Mortalitat einher. Als eine symptomatische Behandlung eines portalen
Hypertonus l&sst sich in fortgeschrittenen Krankheitsstadien ein
Transjugularer intrahepatischer  portosystemischer  Stent-Shunt
(TIPSS) in Erwédgung ziehen. Dabei wird die hepatische Blutpassage
mittels Stent-Shunt auf direktem Wege umgangen. Zu beachten ist
dabei, dass eine hepatische Enzephalopathie eine Kontraindikation
darstellt, da die neurotoxischen Substanzen so auf direktem Weg ins

Gehirn gelangen.

1.6.5 Spontan bakterielle Peritonitis

1.6.5.1 Definition der SBP

Die spontan bakterielle Peritonitis ist definiert als eine Entzindung
des Peritoneums bei Aszites ohne feststellbare intraabdominelle und
operativ behebbare Ursache. Dabei gelangen Bakterien durch
Translokation aus dem Darmlumen in die Peritonealhéhle und rufen
dort eine Infektion hervor (Runyon, Squier et al. 1994, Garcia-Tsao,
Lee et al. 1995).

Pathophysiologisch werden verschiedene Mechanismen als unmittel-

bare Ursache der SBP angenommen.

Einerseits kann eine bakterielle Uberwucherung des Darmes mit
Gram-negativen Keimen sowie eine Permeabilitdtsstérung der Darm-

mukosa eine direkte Durchwanderung beginstigen. Andererseits kann

16



l. Einleitung

auch eine Verminderung der humoralen und komplementvermittelten
(C3b) Infektabwehr im Aszites zu einer Infektion fuhren (Guarner,

Runyon et al. 1997).

Meist tritt die SBP in den fortgeschrittenen Stadien einer Leberzirrho-
se auf, in denen bereits ein refraktarer Aszites besteht. Ungefahr 1,5-
3,5% der ambulanten und ca. 10% der station&aren Patienten mit Aszi-
tes entwickeln eine SBP (European Association for the Study of the
Liver 2010).

Aszites selbst ist die haufigste Komplikation einer Leberzirrhose. Pa-
tienten mit einer kompensierten Zirrhose entwickeln Aszites in ca.
60% innerhalb eines Krankheitsverlaufs von zehn Jahren. Falls der
Organismus die eingeschrankten Leberfunktionen nicht mehr suffi-
zient kompensieren kann und schwerwiegende Komplikationen auftre-

ten, wird die Leberzirrhose als dekompensiert bezeichnet.

1.6.5.2 Diagnostik der SBP

Bei Hospitalisation von Patienten mit Aszites sowie bei jedem Ver-
dacht auf eine SBP sollte unverziglich eine Aszitespunktion erfolgen.
Diese findet moglichst vor Beginn einer antibiotischen Therapie statt
(Chinnock, Afarian et al. 2008). Zu den suspekten Symptomen zé&hlen
u. a. Fieber, Bauchschmerzen, Vigilanzeintribung und Blutdruckab-
fall. Dieses sehr unspezifische Bild macht die Diagnosestellung von

einer Labortechnischen Untersuchung abhéngig.

Eine aufwéandige manuelle oder maschinelle Zadhlung und Differenzie-
rung der Zellen im Aszites gilt immer noch als Goldstandard zur Diag-

nosesicherung (Angeloni, Nicolini et al. 2003).

Als SBP-positiv gelten dabei Patienten mit mehr als 250/pl neutrophi-
len Granulozyten oder einer Gesamtzellzahl von mehr als 500/ul in

der Aszitesflussigkeit. Zusétzlich darf keine chirurgisch behebbare
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Ursache far die Entzindung bestehen (Jones 1977, Albillos, Cuervas-
Mons et al. 1990, Rimola, Garcia-Tsao et al. 2000).

Um das Keimspektrum der Infektion zu ermitteln sollten bei Abnahme
jeweils ein anaerobes und ein aerobes Blutkulturfldschchen beimpft
werden. Wie bei allen Probeentnahmen zur weiteren mikrobiellen Un-
tersuchung ist es dabei essentiell steril zu arbeiten, um eine Kontami-
nation zu vermeiden. Diese Sorgfalt gewé&hrleistet ein unverfalschtes
Abbild des in der Probe enthaltenen Keimspektrums. Je nach Indikati-
on kann auch die Bestimmung von Albumin, GesamteiweiBB, Glukose,

Laktatdehydrogenase (LDH), Amylase und Bilirubin sinnvoll sein.

Bei einem GroBteil der Patienten stellt eine erhdhte INR keine Kontra-
indikation fir eine Punktion dar, da das Risiko einer Blutungskompli-
kation relativ gering ist (Runyon 1986, Grabau, Crago et al. 2004). Die
ublichen Gerinnungs-Labortests kdnnen das Blutungsrisiko bei Patien-

ten mit Leberzirrhose nur unzureichend darstellen (Mannucci 2006).

Insbesondere der Faktor Zeit spielt bei der Diagnostik der SBP eine
entscheidende Rolle; so geht eine mdglichst frihzeitig erfolgte Punk-
tion mit einer deutlich geringeren Sterblichkeit einher. Die grundséatz-
lich bereits sehr hohe Mortalitat (Garcia-Tsao 2001, Umgelter, Reindl
et al. 2009) steigt mit jeder Stunde Verzégerung der Therapie um
3,3% (Runyon 2014).

1.6.5.3 Therapie der SBP

Bei Patienten mit dem Verdacht auf SBP sollte unverziglich eine em-
pirische, antibiotische Therapie in die Wege geleitet werden. Als An-
zeichen daflr gelten neben bestehendem Aszites eine erhéhte Tem-
peratur Uber 37,8°C, Bauchschmerzen und Vigilanzeintribung. Wenn
moglich sollte die Therapie erst nach einer therapeutischen Punktion

mit Kulturbeimpfung begonnen werden.
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Die eingesetzten Antibiotika sollten je nach zu erwartendem Keim-
spektrum des Klinikums bzw. der vermuteten Ansteckungsart (noso-
komial oder ambulant) intravends verabreicht werden. In den meisten
Féallen handelt es sich bei den Erregern um Gram-negative Aerobier
wie Escherichia coli sowie Anaerobier (Klebsiellen). Es treten jedoch
auch héaufig Infektionen mit Staphylokokken und Streptokokken auf.
Obwohl eine mikrobiologische Untersuchung zur Standarddiagnostik
zahlt, ist ein Keimnachweis in vielen Féllen nicht mdéglich (Gerbes,
Gulberg et al. 2011).

Aufgrund einer mit 30-50% immer noch sehr hohen Mortalitat der SBP
(Garcia-Tsao 2001, Umgelter, Reindl et al. 2009) und einem nur sel-
ten positiven Keimnachweis wird in den klinischen Leitlinien initiale
eine Breitbandantibiose empfohlen. Zun&chst sollte ein intravenés ap-
plizierbares Cephalosporin der dritten Generation, wie beispielsweise
Cefotaxim, verabreicht werden (European Association for the Study of
the Liver 2010, Runyon 2014). Als Alternative gilt eine anfangs intra-
venods, im weiteren Verlauf oral applizierte Kombination aus Amoxicil-
lin und Clavulansé&ure. Dabei werden vergleichbare Heilungsraten und
Mortalitdt bei geringeren Kosten erreicht. Diese Ergebnisse beruhen
jedoch bisher nur auf einer Studie mit geringen Fallzahlen und sollten
durch weitere Untersuchungen bestatigt werden (Ricart, Soriano et al.
2000). Die dritte vergleichbare Alternative Ciprofloxacin aus der
Gruppe der Fluorchinolone spielt aufgrund der deutlich héheren Kos-
ten klinisch eine eher untergeordnete Rolle (European Association for
the Study of the Liver 2010).

Falls die Zellzahl in den ersten beiden Therapietagen nicht auf unter
25% des Ausgangswertes abfallt, ist eine Resistenz der Erreger ge-
gen das verwendete Antibiotikum oder eine sekundare Peritonitis in
Betracht zu ziehen. In diesem Fall sollte die Medikation moglichst

nach einem vorher erstellten Antibiogramm modifiziert werden. In dem
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haufigen Fall einer ausbleibenden mikrobiellen Besiedelung muss die
antibiotische Therapie eskaliert werden, was hé&aufig mit einer weiter
erhéhten Mortalitdt einhergeht (Umgelter, Reindl et al. 2009). Dabei
wird h&ufig auf Carbapeneme und Vancomycin zurickgegriffen. Bei
schweren Krankheitsbildern kann bereits initial mit diesen Antibiotika
therapiert werden. Eine zweite Punktion zur Therapiekontrolle binnen

48 Stunden ist demnach empfehlenswert.

Weitere Anhaltspunkte fur ein Therapieversagen sind exazerbierende
klinische Symptome, die ebenfalls eine Indikation fur eine erneute

Punktion darstellen.

Von einer Heilung ist auszugehen, wenn die Zahl der neutrophilen
Granulozyten in der Zelldifferenzierung wieder unter 250/ul liegt und

in den Kulturen eine sterile Aszitesflissigkeit bestatigt werden kann.

1.7 Therapie der Leberzirrhose

Die Therapie der Leberzirrhose lasst sich in funf Bereiche gliedern:

AllgemeinmaBnahmen wie Alkoholkarenz und Verzicht auf alle poten-
tiell lebertoxischen Substanzen sind essentiell. Erndhrungstechnisch
ist auf eine ausreichende Kalorien- und Proteinzufuhr (Nicht bei hepa-
tischer Enzephalopathie) zu achten. Bei Bedarf sollte auch eine Vita-
minsubstitution erfolgen, z. B. Folsdure und Thiamin bei alkoholkran-

ken Patienten.

Die Behandlung der Grunderkrankung zahlt ebenfalls zu den thera-
peutischen Grundpfeilern. So sollte bei einer toxischen Zirrhose eine
unbedingte Karenz der Noxe eingehalten werden. Autoimmunhepatiti-
den sind mit Immunsuppressiva, virale ggf. mit Virostatika zu behan-
deln. Bei den Speicherkrankheiten wird eine Senkung des Serum-

Eisens bzw. -Kupfers angestrebt.
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Beim Auftreten von Komplikationen ist es essentiell diese adédquat zu

behandeln um ein weiteres Uberleben zu gewéhrleisten.

Es besteht eine deutlich erhéhte Wahrscheinlichkeit far ein hepatozel-
luldares Karzinom auf Basis einer Leberzirrhose. Bei Verdacht auf die-
sen Malignom steht mit dem a-Fetoprotein ein sehr guter, auch als
Screeningparameter geeigneter, Tumormarker zur Verfigung. Diesbe-

zuglich sollte halbjahrlich eine weiterfuhrende Diagnostik erfolgen.

Als Ultima Ratio und einzig tatsachliche Heilung der Zirrhose kann in
schweren Féllen eine Lebertransplantation in Erwédgung gezogen wer-
den. Dabei wird der Patient mit seinem individuellen MELD-Score ge-
listet und bekommt bei Verfligbarkeit und passendem Listenplatz ein

Spenderorgan zugeteilt.

2 FRAGESTELLUNG UND MOTIVATION

Bei Erstbeschreibung der spontan bakteriellen Peritonitis 1964 be-
stand eine ausgesprochen hohe Mortalitdt von tUber 90%. Trotz ver-
besserter therapeutischer Mdéglichkeiten liegt diese immer noch bei
30-50% (Garcia-Tsao 2001, Thuluvath, Morss et al. 2001, Runyon,
Practice Guidelines Committee et al. 2004, Umgelter, Reindl et al.
2009, Ariza, Castellote et al. 2012).

Die klinischen Symptome der SBP sind vielfaltig und unspezifisch,
weshalb zur Diagnostik eine Punktion der Aszitesflissigkeit und eine

labortechnische Untersuchung des Bauchwassers unerldsslich sind.

Fir die Diagnose entscheidend sind die Zellzahlbestimmung sowie
eine weitere Differenzierung der Zellen. Beide Verfahren sind zeit-
und personal-intensiv. Kleinere Kliniklabors, ambulante Zentren und

niedergelassene Gastroenterologen verfligen nicht Gber die nétigen
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personellen Ressourcen und technischen Méglichkeiten (Zahl- und
Differenzierungsautomaten). Eine ausreichend schnelle Bestimmung

der bendtigten Parameter kann somit oft nicht gewéahrleistet werden.

Gerade die Geschwindigkeit spielt in der Diagnostik der spontan bak-
teriellen Peritonitis jedoch eine entscheidende Rolle fir ein positives
Outcome der Patienten (Kim, Tsukamoto et al. 2014). Daher wurden
bereits in der Vergangenheit in zahlreichen Studien diverse biochemi-
sche Marker als Infektionsparameter untersucht. Ein Problem dieser
Studien war, dass der Fokus auf maximal einen neuen Parameter ge-
legt und dieser teilweise durch herkbmmliche Marker ergéanzt wurde.
Im Hinblick auf Point-of-Care Verfahren ist jedoch gerade die Kombi-
nation aus mehreren modernen, hoch sensitiven und spezifischen Pa-

rametern interessant.

Das Ziel der Studie war es dementsprechend, eine umfassende Aus-
wahl an in der Fachliteratur genannten Parametern und KenngréBen
sowohl im Serum als auch im Aszites zu bestimmen und am Gold-
standard zu messen. Bei den ermittelten Markern wurde die Zahl der
neutrophilen Granulozyten als MaBstab angelegt, um unter anderem

Sensitivitat, Spezifitdt und Trennschéarfe zu vergleichen.

Primé&rer Endpunkt war dabei die Vorhersage der SBP basierend auf

der Diagnose gemaB der Neutrophilenzahl.

Die aussagekraftigsten Parameter kénnten als neuartige Marker zur
Diagnose der spontan bakteriellen Peritonitis in nachfolgenden Stu-
dien umfassender untersucht werden. So wéare langfristig eine Moder-
nisierung des diagnostischen Goldstandards hin zu einer schnelleren,

einfacheren und verlasslicheren Methodik méglich.

Far die Zukunft vorstellbar ware beispielsweise ein Point-of-Care-Test
der NGAL, Calprotectin oder andere Marker mit ausreichender Sensi-

tivitdt und Spezifitdt am Patientenbett messen kann.
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Ein solcher Schnelltest lieBe speziell im ambulanten aber auch Kli-
nisch-stationdren Setting eine schnelle und sichere Diagnostik der
SBP zu und kdénnte somit zu einer deutlichen Senkung der Mortalitat

der Infektion fihren.

Als Patientenkollektiv dienten 36 Frauen und Manner, bei denen ins-
gesamt 100 Aszitespunktionen studienunabhé&ngig auf Intensivstation

durchgeflihrt wurden.
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Il. PATIENTEN UND METHODEN

Die Datenerhebung zwischen 15.09.2011 und 12.08.2013 erfolgte
prospektiv auf der gastroenterologischen Intensivstation 2/11 der Il.
Medizinischen Klinik des Klinikums rechts der Isar. Die Daten wurden
mittels Aszitespunktion, Blutabnahme sowie einer klinischen und
monitoring-gestutzten Untersuchung gewonnen. Zur Ermittlung aktuel-
ler therapeutischer Regimes wurden auBerdem die Patientenkurven

und -akten als Informationsquelle hinzugezogen.

1 MEDIZINETHIK

Im Vorfeld dieser Studie wurde ein Antrag an die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Technischen Universitdt Minchen gestellt.
Die Datenerhebung begann erst nach Annahme des Antrages durch
die Kommission. Bei den in die Studie eingeschlossenen Patienten

bzw. der gesetzlichen Betreuung wurde das Einverstédndnis eingeholt.

2 EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN

In diese prospektiv angelegte Studie wurden alle Patienten mit beste-
hendem Aszites aufgrund einer dekompensierten Lebererkrankung
eingeschlossen, bei denen im Studienzeitraum eine diagnostische
und/oder therapeutische Aszitesparazentese durchgefuhrt wurde. Um
eine mdglichst hohe Fallzahl zu erreichen wurden keine Ausschluss-

kriterien definiert.
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3 ASZITESPARAZENTESE

Bei Aszitespunktionen wird zwischen den beiden Indikationen diag-

nostische und therapeutische Punktion unterschieden.

Patienten mit Aszites werden oft von Druckgefihlen und Schmerzen
geplagt; die massive intraperitoneale Druckerh6hung geht haufig auch
mit pulmonalen oder hadmodynamischen Einschrédnkungen einher.
Dadurch kann es leicht zu Hernienbildung kommen. Falls sich in solch
schwerwiegenden und fur den Patienten belastenden Féllen der Aszi-
tes nicht mit Diuretika ausschwemmen lasst (Fogel, Sawhney et al.
1981), bleibt nur eine Punktion des Bauchwassers als therapeutische
Option. Dadurch kommt es in vielen Fallen zu einer unmittelbaren

Linderung der Symptome (Runyon and Committee 2009).

Abdomen Verweilkatheter

Ablaufschlauch

Aszites

Auffangbehéltnis

Abbildung 6: Skizzierung einer Aszitespunktion (Blausen staff 2014)
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Meist wird bei einer therapeutischen Punktion dennoch die Aszites-
probe untersucht, um eine Infektion oder andere Verdnderungen im
Bauchwassers feststellen zu kénnen. Der Ubergang zu einer soge-
nannten diagnostischen Punktion, die ausschlieBlich der Probenge-

winnung dient, ist also flieBend.

Wie bei allen Punktionen muss vor dem Eingriff auf die Gerinnungspa-
rameter geachtet werden. Die Aszitespunktion ist jedoch ,auch bei
Patienten mit verlangerter PTT (bis 2x oberer Normwert) oder leicht
verringerten Thrombozytenzahlen (Minimum 50.000/ul) sicher®
(Gerbes, Gulberg et al. 2011). Erst bei einer massiv eingeschrankten
Gerinnung sollte zur Optimierung der Situation an eine Substitution

mit FFPs oder Thrombozytenkonzentraten gedacht werden.

Absolute Kontraindikationen bestehen keine, jedoch kdénnte beispiels-
weise massive Adipositas mit einer stark verdickten Abdominalwand
oder eine Verbrauchskoagulopathie relative Kontraindikationen dar-

stellen.

3.1 Punktion

Die Aszitespunktionen wurden ausschlieBlich unter sterilen Bedingun-
gen und sonographisch gesteuert auf Intensivstation durchgefihrten.
Der Stich wurde bei wachen Patienten in Lokalandsthesie vorgenom-

men.

Als Punktionskanlile kamen meist periphere Venenverweilkatheter
zum Einsatz, um die Verletzungsgefahr fir den Patienten bei dem oft
langer andauernden Abfluss der Flissigkeit zu minimieren. Die Kanu-
lengré6Be wurde abh&ngig vom Patienten und der Sicherheit des Punk-

tionsfeldes zwischen 16 und 18 Gauge gewaéahlt.
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3.2 Vorbereitung

Nach vorangegangener Aufklarung wird der Patient, wenn moglich, in
leichter Linksseitenlage punktiert; falls dies aufgrund von Sedierung

oder mangelnder Compliance nicht mdglich ist, auch in Ruckenlage.

Mittels Ultraschallgerat und Konvexschallkopf wird eine geeignete
Punktionsstelle gesucht, bei der mdglichst groBe Mengen Aszitesflus-
sigkeit zwischen Peritonealwand und Darmschlingen oder den intra-
abdominellen Organen liegen. Im besten Fall wird die Region im links-
lateralen unteren Quadranten bevorzugt, um eine akzidentelle Leber-
und Milzpunktion zu vermeiden; auf den Verlauf der vasae epigastri-

cae sollte dabei ebenfalls geachtet werden.

Nach dem Festlegen der geeigneten Stelle wird diese desinfiziert und

das Punktionsgebiet mittels Lochtuch abgedeckt.

Punktionskantle, Lokalanasthetikum, AbnahmegefdB3, ausreichend
Tupfer und Verbandsmaterial, eventuell Nahtmaterial sowie das Auf-
fangbehaltnis mit Schlauch sollten gut erreichbar bereit stehen (siehe
Abbildung 6) (Gerbes, Gulberg et al. 2011).

3.3 Durchfuhrung

Nach Applikation des Lokalanasthetikums wird mittels Z-
Durchstichtechnik im 45° Winkel punktiert, wodurch einer Fistelbil-
dung vorgebeugt werden kann (Gerbes, Gulberg et al. 2011). Nach
erfolgreicher Punktion wird zunéchst ein wenig Flussigkeit in den an-
gehangten Beutel abgelassen und anschlieBend die Probenréhrchen
befullt. Bei der Abnahme der mikrobiologischen Kulturen sollte auf
besondere Sauberkeit und steriles Arbeiten Wert gelegt werden

(Runyon, Canawati et al. 1988).
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3.4 Nachbehandlung

Nach Fixierung des Venenverweilkatheters sowie des angehéngten
Schlauchs ist vor allem bei gréBeren Mengen Aszites Uber vier bis
fanf Litern genau auf Kreislauf und Hamodynamik des Patienten zu
achten. Ein solch groBer Flussigkeitsverlust kann schnell zu kritischen
Zustadnden fahren. Um bei groBvolumigen Parazentesen fir einen
adadquaten Ausgleich der Serumproteine zu sorgen, wird eine intrave-
nése Substitution von sechs bis acht Gramm Albumin je punktiertem

Liter Aszites empfohlen (Wong, Holroyd-Leduc et al. 2008).

4 BLUTABNAHME

Waren bei Patienten bereits arterielle Katheter vorhanden, wurden die
Blutproben direkt von dort steril entnommen. Andernfalls wurde eine

geeignete periphere Vene als Punktionsstelle verwendet.

Wenn moglich wurden die Blutabnahmen mit den Routinelabors der
Station zusammen vorgenommen, um so insgesamt geringere Abnah-

memengen zu haben und die Patienten damit weniger zu belasten.

5 ERFASSTE PARAMETER

Die Laborparameter wurden im Labor der klinischen Chemie des Kili-
nikums bestimmt; die klinischen Parameter hingegen direkt am Pati-
enten durch kérperliche Untersuchung. Auf Uberwachungsmonitoren

ablesbare Werte sowie Beatmungsparameter wurden im unmittelbaren
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zeitlichen Zusammenhang mit der Punktion notiert oder den von Pfle-

gekréaften erstellten Patientenkurven entnommen.

5.1 Laborwerte

Alle Laborwerte mit Ausnahme von Leukozyten, Zellzahl und Zelldiffe-
renzierung sowie Calprotectin und NGAL wurden auf Messgeraten

vom Typ cobas ¢ der Firma Roche/Hitachi ermittelt.

Der arterielle pH-Wert, das Bikarbonat sowie der Hamatokrit wurden
aus arteriellen Blutproben auf RAPIDPoint 500 Blutgasanalysegeraten

der Firma Siemens direkt auf Station bestimmt.

Lipase, Laktatdehydrogenase, Glukose, Gesamteiweil3, Albumin,
Laktat und das C-reaktive Protein wurden sowohl im Aszites als auch

im Serum gemessen.

51.1 Lipase

Bei Aszites unbekannter Atiologie kann im punktierten Bauchwasser
die Lipase bestimmt werden, um Hinweise auf ein pankreatogenes

Geschehen zu erhalten.

Als Messverfahren wurde sowohl fir die Aszites- als auch fir die Se-
rum-Lipase ein enzymatischer Farbtest (photometrisch) verwendet.
5.1.2 Laktatdehydrogenase

Die aus lysierten, neutrophilen Granulozyten austretende Laktatde-
hydrogenase (LDH) wird im Serum aufgrund des Freisetzungsmecha-

nismus meist als Hamolyseparameter genutzt.
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Bei infektibsen Prozessen ist sie oft jedoch auch im Aszites erhdht
(el-Touny, Osman et al. 1989). Wéhrend einer SBP kommt es dabei zu
einer eher moderaten Steigerung (Runyon 1988), bei sekundéar bakte-
riellen Peritonitiden hingegen zu stark erhohten Werten (Akriviadis
and Runyon 1990).

Die LDH liefert zuséatzlich wichtige diagnostische Hinweise. Dies ist
insbesondere in Bezug auf das weitere therapeutische Vorgehen
wichtig, da sich dieses in beiden Fallen deutlich voneinander unter-

scheidet. Auch im Serum wurde die Laktatdehydrogenase bestimmt.

Im Labor wird die LDH in beiden Testflissigkeiten mittels eines UV-

Tests bestimmt.

5.1.3 Gesamteiweil

Die Bestimmung der Proteine im Aszites dient einerseits der differen-
tialdiagnostischen Einordnung in spontan oder sekund&r bakterielle
Peritonitis (Ackerman 1996). Andererseits bedeutet ein priméar ernied-
rigtes GesamteiweiB3 ein erhdhtes Risiko eine SBP zu entwickeln. Dies
liegt nach Meinung Runyons an der verringerten Opsoninkonzentrati-
on im Bauchwasser, was wiederum die erhdhte Wahrscheinlichkeit

einer bakteriellen Besiedelung bedingt (Runyon 1986).

Von einer wahrend einer spontan bakteriellen Peritonitis verringerten

Konzentration des GesamteiweiBes wird jedoch nicht ausgegangen.

Ein Kupferfarbtest dient der Messung der Gesamtproteine in Aszites

und Blutserum.
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51.4 Glukose

Die Glukosekonzentration im Aszites steht ebenfalls in direktem Zu-
sammenhang mit den neutrophilen Granulozyten. Diese bendtigen im
Entzindungsfall groBe Mengen davon als N&hrstoff. Ist die Glukose-
konzentration verringert, ist von einer Infektion auszugehen. Stark er-
niedrigte Werte weisen eher in Richtung einer sekundar bakteriellen
Peritonitis. Bei der SBP verbleibt die Konzentration meist Uber
50 mg/dl, da hier nur vergleichsweise geringe Mengen an neutrophilen
Granulozyten im Aszites auftreten (Runyon and Hoefs 1985, Runyon
1988).

Bei der Glukosebestimmung sowohl aus Blutserum als auch aus dem
Aszites wurde auf die Referenzmethode, den enzymatischen UV-Test

mit Hexokinase, zuruckgegriffen.

515 Kreatinin

Mithilfe des Kreatinins soll eine eventuelle renale Insuffizienz detek-
tiert werden. Einige klinische Testscores benéttigen den Marker auch
far deren Berechnung. Die Bestimmung des Kreatinins im Aszites er-
moglicht héchstens Rulckschlisse auf eine eventuelle Blasenruptur

und kam deshalb nicht in Frage.

Die Bestimmung des Kreatinin erfolgte mittels einer enzymatischen

Methode quantitativ.

51.6 Albumin

Zur weiterfiUhrenden Aszitesdiagnostik z&hlt die Berechnung des so-

genannten Serum-Aszites Albumingradient (SAAG). Dabei wird die
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Aszitesalbuminkonzentration von der des Serums subtrahiert und die

Differenz als Gradient angegeben.

Bei einem Gradienten gréBer 1,1g/dl kann mit 97 prozentiger Genau-
igkeit von einer portalen Hypertension ausgegangen werden. Liegt der
Wert darunter, sind sowohl ein erhéhter Pfortaderdruck als auch das
Vorliegen einer SBP unwahrscheinlich. Das alleinige Auftreten einer
spontan bakteriellen Peritonitis ohne bereits bestehende portale Hy-

pertension ist sehr unwahrscheinlich (Hoefs 1981, Hoefs 1983).

Zur Albuminbestimmung dient sowohl in Aszites als auch im Serum

ein in-vitro Farbtest.

5.1.7 Laktat

Die Asziteslaktatkonzentration wurde als Infektionsparameter bereits
h&aufiger auf eine Eignung als Alternative zur Neutrophilenzahl hin
uberpruft. Dabei konnte ihr ein eher zweifelhafter Nutzen attestiert
werden (Runyon and Antillon 1991). Um eine umfassende Aufstellung
an verschiedenen Entzindungsmarkern zu erhalten, wurde das Laktat

im Aszites in der vorliegenden Studie dennoch bestimmt.

Im Rahmen der Intensivbetreuung wurde das Serumlaktat zur Sepsis-
diagnostik und Kontrolle der allgemeinen Stoffwechselsituation der

Patienten ermittelt (Clasen and Sieberth 1988).

Laktat wird in Serum und Aszites mittels eines in-vitro Farbtests be-

stimmt.

51.8 (C-Reaktives Protein

Das CRP ist ein sehr haufig in der Klinik verwendeter Infektionspara-

meter, bei dem es sich um ein Akutphase-Protein handelt. Es ist ein
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guter Verlaufsmarker, da es sehr empfindlich gegentber Veréanderun-

gen im Entzindungsprozess ist (Clyne and Olshaker 1999).

Auch das CRP wurde in Aszites und Serum gemessen. Als Verfahren
kam hierbei ein Partikel-verstarkter immunologischer Trubungstest

zum Einsatz.

5.1.9 Bilrubin

Als Farbstoff der roten Blutkérperchen ist ein erhdhtes Bilirubin im
Aszites ein Zeichen fur Hamorrhagie. Die Blutung kann bereits vor der
Punktion bestanden haben, aber auch wahrend der Punktion latrogen

hervorgerufen worden sein.

Das Bilirubin wurde im Aszites und Blutserum der Patienten mittels

Farbtest ermittelt.

5.1.10 Blutgasanalyse

Die Blutgase (pO2, pCO2), Serum-Elektrolyte, pH-Wert, Bikarbonat
und der Hamatokrit wurden direkt am Patientenbett auf Intensivstation

mittels einer arteriellen Blutprobe bestimmt.

5.2 Zellzahl

Zellzahlen von uber 500/ul Aszites gelten als diagnostischer Hinweis
auf das Vorliegen einer spontan bakteriellen oder einer sekundéaren

Peritonitis.

Die Gesamtzellzahl wurde optoelektronisch in einem Zellzahler der

Firma Sysmex oder manuell von geschultem Personal in der Zahl-
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kammer bestimmt. Beide Methoden werden in der Fachliteratur als

gleichwertig angesehen (Angeloni, Nicolini et al. 2003, Runyon 2003).

5.3 Zelldifferenzierung

Die Zelldifferenzierung ist entscheidend fir die leitliniengerechte Di-
agnostik der SBP. Dabei werden die Unterarten der Leukozyten ge-
sondert betrachtet und die Zahl der neutrophilen Granulozyten ermit-
telt. Diese gilt als diagnostischer Goldstandard. Selbst in Universi-
tatskliniken wird dieser Schritt immer noch durch Mikroskopieren oder
automatische Zahlautomaten vollzogen (Cereto, Genesca et al. 2004).
Genau hier spielt die Zeit und Personalstruktur sowie die maschinelle
Ausstattung des jeweiligen Labors bzw. Arztes eine bedeutende Rolle,

die oft zu einer verzdgerten Diagnosestellung fuhrt.

54 NGAL

Bei dem Neutrophilen gelatinase-assoziierten Lipocalin handelt es
sich um ein verhaltnismaBig kleines Protein mit einer GroBe von 178

Aminosauren und einem Gewicht von 25kDa (Abbildung 7).

Das Molekul wird von Immunzellen, Hepatozyten und renalen Tubulus-
zellen exprimiert (Schmidt-Ott, Mori et al. 2007). Aktuell wird das
NGAL zur Diagnostik von akutem Nierenversagen verwendet (Clerico,
Galli et al. 2012). Bei renalen Schéadigungen kommt es im dicken auf-
steigenden Schenkel der Henle-Schleife und im Sammelrohr zu einer
stark erhéhten NGAL-Produktion, welche im Urin nachgewiesen wer-
den kann (Makris, Rizos et al. 2012). Diese gilt als Echtzeit-Indikator
des akuten Nierenversagens (Mori and Nakao 2007). AuBerdem kann

der Parameter zur Beurteilung der Nephrotoxizitdt durch Cisplatin
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(Ebrahimi, Pirasteh et al. 2015) und als Aktivitdtsmarker der Lupusne-
phritis genutzt werden (Rubinstein, Pitashny et al. 2008, Susianti,
Iriane et al. 2015).

Abbildung 7: Kristallstruktur des Neutrophilen gelatinase-assoziierten Lipocalin (Emw 2009)

Neben dem Vorkommen in verschiedenen Epithelien des Kérpers ist
entscheidend, dass die spezifischen Granula der neutrophilen Gra-
nulozyten ebenfalls NGAL enthalten. Es besteht ein direkter Zusam-
menhang zwischen dem aktuellen diagnostischen Goldstandard und

dem NGAL - gleich in welcher Testsubstanz.

Zur Bestimmung wurde das ,The NGAL Test“ Reagenz-Set der Firma
BioPorto Diagnostics A/S verwendet. Das Prinzip hinter dem Test ist
ein partikelverstarkter turbidimetrischer Immunoassay. Urspringlich
zur quantitativen Bestimmung von NGAL im menschlichen Urin und
Plasma gedacht, wurden mit dem gleichen Set und ohne Modifikation
die NGAL Werte im Aszites gemessen (Lippi, Aloe et al. 2012,
BioPorto Diagnostics 2014).
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5.5 Calprotectin

Calprotectin ist ein Calcium- und Zink-bindendes Protein aus der
S100-Gruppe (siehe unten). Es kommt Uberwiegend im Zytoplasma

von Monozyten, neutrophilen Granulozyten sowie in Epithelien vor.

Im klinischen Alltag wird es vorwiegend differentialdiagnostisch zur
Unterscheidung von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen und
dem Reizdarmsyndrom eingesetzt. Bei CEDs dient es auch als Frih-
und Aktivitatsmarker, da es gut mit der Entzindungsaktivitat korreliert
(Sherwood 2012). Als Bestandteil des Zytoplasmas von neutrophilen
Granulozyten ist eine signifikante Korrelation zwischen der Zahl der
neutrophilen und der H6he des Calprotectins im Aszites erwartbar.
Damit besteht ein Anhalt dafir eine SBP auch mithilfe von Calpro-
tectin diagnostizieren zu kénnen (Johne, Fagerhol et al. 1997,

Homann, Christensen et al. 2003, Yui, Nakatani et al. 2003).

Abbildung 8: Kristallstruktur des Proteins Calprotectin (Czeer 2015)
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Zur Bestimmung von Calprotecin wurde ein Enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) der Firma Immunodiagnostik AG angefertigt.

5.6 Klinische Parameter

Klinische Parameter wurden entweder aus der Patientenkurve ausge-
lesen oder durch direkte klinische Untersuchung erhoben. Am Beat-
mungsgerat (Atemfrequenz) und den bettseitigen Monitoren (art. Blut-

druck) konnten die jeweiligen Parameter abgelesen werden.

5.7 Mikrobiologie

Um das Bauchwasser auch mikrobiologisch zu untersuchen, wurden
jeweils ein anaerobes und ein aerobes ProbengefaB mit Aszitesflus-
sigkeit beimpft. Im Falle einer bakteriellen Besiedelung konnte mithilfe
eines Antibiogramms gezielt antibiotisch therapiert werden. Sowohl
bei Probenentnahme als auch bei der Beimpfung ist auf sterile und
saubere Arbeit zu achten. Wie empfohlen wurden mindestens 10ml

Punktat pro Probenflasche verwendet (Runyon 2014).

5.8 Leukozyten auf Urin-Reagenzstreifen

Direkt am Patientenbett wurde das Aszitespunktat mithilfe eines Urin
Reagenzstreifens auf Leukozyten getestet. Innerhalb von 120 Sekun-
den werden Ergebnisse in Form eines Farbumschlags angezeigt. In
mehreren Publikationen wurde der Nutzen dieser Tests aufgrund zu
geringer Sensitivitdt zur SBP-Diagnostik angezweifelt. (Nousbaum,
Cadranel et al. 2007, Nguyen-Khac, Cadranel et al. 2008).
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Ein speziell fur die SBP kalibrierter Teststreifen konnte mit einer ho-
hen Sensitivitdt und niedrigen Spezifitdt zumindest als ein mdglicher
Screeningtest validiert werden, weitere Untersuchungen stehen je-

doch noch aus (Mendler, Agarwal et al. 2010).

59 Scores

59.1 Child-Pugh

Der Child-Pugh-Score wird h&ufig im klinischen Alltag zur Einteilung
der Leberzirrhose verwendet. Er setzt sich aus Laborwerten und Kkli-

nisch erhobenen Parametern zusammen (siehe Abbildung 9).

Child-Pugh-Score 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Albumin i. S. (g/dl) >3,5 2,8-35 <28
Bilirubin i. S. (mg/dl) <2 2,0-3,0 >3,0
Bilirubin i. S. (mg/dl) bei PBC / PSC <4 4-10 >10
Quick (%) > 70 40 - 70 <40
Aszites (sonographisch) keiner leicht mittel
hepatische Enzephalopathie keine =1 -1

Abbildung 9: Child-Pugh-Score (Child and Turcotte 1964, Pugh, Murray-Lyon et al. 1973)

Einerseits werden Synthese- (Albumin, Quick) und Stauungsparame-
ter (Bilirubin, sowie ggf. zusétzliche bilidre Ursachen) berucksichtigt.
Andererseits wird die verbleibende Entgiftungsfunktion (hepatische
Enzephalopathie) der Leber und eine eventuell bereits bestehende
Dekompensation (Aszites) anhand von klinischen Parametern in den

Score integriert. Das Ergebnis ist ein Indiz fir die verbleibende Leber-
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funktion. Aus der daraus ableitbaren statistischen Uberlebensrate

(siehe unten) kann eine bessere Einschatzung der Prognose erfolgen.

Uberleben 1-Jahr 5-Jahre 10-Jahre
Child A (5 - 6) 84 % 44 % 27 %
Child B (7 - 9) 62 % 20 % 10 %
Child C (10 - 15) 42 % 21 % 0%

Abbildung 10: Uberlebensraten nach dem Child-Pugh-Score

5.9.2 Model for End-Stage Liver Disease (MELD)

Der MELD-Score setzt sich aus einem Stauungsparameter (Bilirubin),
einem Lebersynthese- bzw. Gerinnungswert (INR) sowie einem Nie-
renretentionsmarker (Kreatinin) zusammen. Letzteres ist zusatzlich
ein guter Parameter zur Diagnostik eines eventuellen hepatorenalen
Syndroms. Bei kurz vor Probenentnahme stattgehabter Hamodialyse
wird der Kreatinin-Wert auf 4,0mg/dl gesetzt, da von einem initial er-
héhtem Wert ausgegangen werden kann. Auch bei speziellen Grun-
derkrankungen (z. B. PSC) wird individuell berechnet. Dabei wirde
eine herkdbmmliche MELD-Berechnung einen verhaltnismaBig niedri-
gen Score ergeben und somit zu einer Fehlannahme bezlglich Trans-
plantationsbeddrftigkeit fuhren. Der MELD-Score sollte erst ab einem
Patientenalter von Uber zwdlf Jahren herangezogen werden. Bei jun-

geren Kindern wird stattdessen der PELD-Score ermittelt.

Der Score kann Werte zwischen 6 und 40 ergeben. H6here Werte ge-
hen mit einer gr6Beren Wahrscheinlichkeit einher, dass die Leberer-
krankung ohne Transplantation binnen drei Monaten zum Ableben des
Patienten fuhrt. Die Mortalitdtsraten zu den jeweiligen Score-
Ergebnissen koénnen Abbildung 11 entnommen werden (Kamath,
Wiesner et al. 2001).

39



Il. Patienten und Methoden

MELD-Score 6 15 20 24 28 30 35 40

3-Monats-Mortalitit in % 1 5 11 21 37 49 80 98

Abbildung 11: 3-Monats-Mortalitédt ohne Transplantation anhand des MELD-Scores

Der MELD-Score dient also der Beurteilung und Auswahl der Trans-
plantationsbeddrftigkeit von Patienten mit terminalen Leberschadi-

gungen (Wiesner, Edwards et al. 2003).

5.9.3 Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il

Der APACHE II-Score ist ein sehr umfangreiches und hauptséchlich
auf Intensivstationen verwendetes Score-Verfahren. Es soll eine ver-
besserte Vorhersage der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Intensiv-

patienten erméglichen

Der Score beinhaltet verschiedene klinische (z.B. GCS, Temperatur)
und labormedizinische (z.B. Kreatinin, Leukozyten) Parameter. Auch
Angaben zum Alter sowie anamnestisch erhobene Befunde, wie
Voroperationen und schwerwiegende Erkrankungen verschiedener
Organsysteme, werden berucksichtigt. Aus den unterschiedlich ge-
wichteten Punkten wird ein Score zwischen 0 und 71 ermittelt, aus
welchem sich Ruckschlisse auf die Mortalitat des jeweiligen Patien-
ten und damit die weitere Behandlung ziehen lassen (Knaus, Draper
et al. 1985).

Der APACHE II-Score wird Ublicherweise als Aufnahme-Score ver-
wendet und nur einmal zu Beginn des Patientenaufenthaltes auf der
Intensivstation ermittelt. Um bei mehrmals punktierten Patienten auch
eine Verlaufsbeobachtung durchfihren zu kénnen, wurde der Score in

dieser Studie jedoch bei jeder einzelnen Punktion bestimmt.
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6 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel fir Mac 2011
(Version 14.4.5) sowie IBM SPSS Statistics Version 22 far Mac.

6.1 Spearman Rangkorrelationskoeffizient

Um die Werte auf eine einfache, parameterfreie Korrelation mit der
Zahl der neutrophilen Granulozyten hin zu untersuchen, diente der
Spearman’s Rho Rangkorrelationskoeffizient. Im Gegensatz zu Pear-
sons Korrelationskoeffizient ist hierbei nicht erforderlich, dass eine
lineare Verbindung zwischen den Stichproben bestehen muss. Auf-
grund der Korrelation der Range ist der Test sehr robust gegenuber

AusreiBBern.

Fiar den Spearman’s Rho wird zunéchst je eine Rangfolge fir jeden zu
untersuchenden Parameter erstellt und anschlieBend diese Rangfol-
gen auf Korrelation untersucht. Ein Wert von 1 steht dabei fur eine
vollstandige positive Korrelation, wohingegen -1 eine vollstdndig ne-

gative Korrelation beschreibt.

6.2 Mann-Whitney U-Test

Bei einer Dependenzanalyse auf Unterschiede hinsichtlich der zentra-

len Tendenz stehen mehrere Tests zur Verfigung.

Der Wilcoxon Mann-Whitney U-Test wird bei nicht-normalverteilten

und unverbundenen Stichproben dem reguldren T-Test vorgezogen.
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Konkret wird der Frage auf den Grund gegangen, ob zwischen SBP-
kranken und -gesunden Patienten Unterschiede in der zentralen Ten-

denz verschiedener Parameter bestehen (Fay and Proschan 2010).

Ein T-Test konnte aufgrund nicht-normalverteilter Daten nicht verwen-
det werden. Trotzdem wurden zur Verdeutlichung der Unterschiede
die Mittelwerte sowie die Standardabweichung angegeben. Graphisch
sollten Boxplots anhand der dargestellten Median, Extremwerte und
AusreiBern eine schnelle Ubersicht (iber die jeweiligen Ergebnisse

ermdglichen.

6.3 Receiver Operating Characteristics (ROC) Kurven

Bei den, auch als Grenzwertoptimierungskurven bezeichneten, ROC-
Kurven wird zunachst fuir den jeweiligen Parameter die Sensitivitat
(Richtig-Positiv-Rate) und Spezifitat (Richtig-Negativ-Rate) ermittelt
(siehe Abbildung 12).

Tatsachliche Erkrankung

Positiv (SBP = 1) Negativ (SBP =0) | Gesamt

Positiv a b a+b
Testergebnis Negativ C d c+d
Gesamt a+c b+d a+b+c+d

Sensitivitat: (a;:c) Anteil der durch den Test korrekt als krank erkannten an allen Kranken

Spezifitét: ﬁ Anteil der durch den Test korrekt als gesund erkannten an allen Gesunden

Abbildung 12: Vierfeldertafel zur Bestimmung von Sensitivitat und Spezifitat
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Jede Wertekombination wird in ein Diagramm mit 1- Spezifitat
(Falsch-Positiv-Rate) als Abszisse und der Sensitivitdt als Ordinate
eingetragen. Die resultierenden ROC-Kurven ermdglichen eine einfa-
che Visualisierung der Leistungsstarke der Uberpriften Parameter.
Anhand der Kurvenkoordinaten des zugrundeliegenden Datensatzes
kédnnen mithilffe der ROC-Kurven sinnvolle Cut-Off-Werte bestimmt
werden. Als Auswabhlhilfe zur Bestimmung eines Cut-Off-Wertes kann

Youden’s J statistic (siehe unten) verwendet werden (Youden 1950).

J = Sensitivitat + Spezifitat — 1

Formel 1: Youden’s J statistic

Der Wert mit dem héchsten Youden’s J kann als die beste Kombinati-
on aus jeweils hohen Falsch-Positiv- und Falsch-Negativ-Raten be-

trachtet werden und sollte als Trennwert genutzt werden.

Zu beachten ist jedoch, dass speziell bei diagnostischen Tests die

Sensitivitat eine bedeutendere Rolle spielt als die Spezifitat.

So sollten bei einem Test mindestens 80% der Kranken richtig als
krank erkannt und ggf. auch eine entsprechend geringere Spezifitat

toleriert werden.

6.4 Binére logistische Regressionsanalyse

Die binare logistische Regressionsanalyse wurde bei gut korrelieren-
den Aszites-Infektionsparametern durchgefihrt um die relativen
Wahrscheinlichkeiten zu bestimmen mit denen eine SBP in Abhangig-

keit von einer oder mehreren Infektionsmarkern vorliegt.
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Um das beste Modell zu finden wurden mittels der Wald-Ruckwérts
Methode schrittweise unabh&ngige Variablen entfernt, die nicht zur
Starkung des Modells beitrugen. Zur Uberpriifung des Gesamtmodells
wurde das Nagelkerke-R-Quadrat betrachtet, welches Werte zwischen
0 und 1 annehmen kann. Ein R? von gr6Ber 0,5 deutet darauf hin,
dass die gewéhlten Pradiktoren das Modell gut erklaren. Im letzten
Schritt kénnen die jeweiligen Regressionskoeffizienten B der verblei-
benden signifikanten Werte abgelesen werden (Backhaus, Erichson et

al. 2011).
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lll. ERGEBNISSE

1 PATIENTEN

Im Untersuchungszeitraum wurden 36 Patienten mit nicht malignem
Aszites in die Studie eingeschlossen. Die Patienten sind im Studien-

verlauf insgesamt einhundertmal auf Intensivstation punktiert worden.

1.1 Atiologie und Punktionen

17 Patienten (47,2%) wurden einmal punktiert und in den Datensatz

aufgenommen, die Ubrigen 19 (52,8%) zwischen zwei und zwélfmal.

12+

10—

Punktionen
'
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Patienten

Abbildung 13: Punktionshé&ufigkeit

Die 20 positiven Punktionen (20% der Gesamtpunktionszahl) entfielen

auf 13 Patienten (36,1% der Gesamtpatienten). Drei der SBP-kranken
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Patienten wurden zweimal positiv getestet, zwei dreimal. Die Atiologie
der Leberzirrhose war Uberwiegend chronischer Alkoholabusus (75%).
Die restlichen 25% machten Hepatitis C und D (73,9%) sowie nicht
genau bekannte toxische (2,8%) Ursachen aus. In drei Féllen (8,3%)

war die Atiologie zum Abschluss des Studienzeitraums unbekannt.

Ethyltoxisch

Hepatitis C
B Hepatitis D
M Kryptogen
M Multitoxisch

Abbildung 14: Atiologie der Leberzirrhose

1.2 Alters- und Geschlechterverteilung

Den elf weiblichen Patienten der Studie (30,6%) stand eine mehr als

doppelt so groBe Anzahl von 25 Mannern (69,4%) gegenuber.

Geschlechterubergreifend war das Durchschnittsalter bei Erstpunktion

55,3 +9,4 Jahre. Der Median lag bei 57,5 Jahren.
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B Weiblich
Mannlich

Abbildung 15: Geschlechterverteilung

Das Durchschnittsalter der Frauen betrug 55,2 +8,2 Jahre mit einem
Median von 53 Jahren.

Bei den Méannern belief sich der Altersdurchschnitt auf 55,3 +10,1

Jahre bei einem Median von 59 Jahren.

Haufigkeit

I I I I I
20 30 40 50 60 70

80
Alter bei Erstpunktion in Jahren

Abbildung 16: Altersverteilung
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Sowohl der jingste, als auch der alteste Patient waren méannlich. Die
jungste weibliche Patientin war bereits zehn Jahre alter als der jings-
te Mann; die &alteste Frau hingegen acht Jahre jinger als der &lteste

mannliche Patient.
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Abbildung 17: Altersverteilung aufgeteilt nach Geschlechtern
1.3 Biometrische Daten
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Abbildung 18: Verteilung von KdérpergréBe und -gewicht
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Die durchschnittliche Gr6Be der Patienten war 173 £7,7cm, bei einem
Median von 173,5cm. Das durchschnittliche Gewicht betrug

82,1 +23kg, der Median 76kg. Der Body-Mass-Index wurde mithilfe

der international gebrauchlichen Formel BMI = % berechnet.
rolse ((m

Minimal betrug der BMI 17,3kg/m2, maximal 55,1kg/m2. Errechneter
Mittelwert war 27,3 £7,2kg/m?2, der Median 26,3kg/m?2.

Haufigkeit

10 20 30 40 50 60
Body Mass Index in kg/m?

Abbildung 19: Verteilung des Body-Mass-Index
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Abbildung 20: Biometrische Daten
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Der BMI besagt laut Adipositas-Klassifikation der WHO, dass ein
Normalgewicht zwischen einem BMI von 19kg/m? (Frau) bzw. 20kg/m?
(Mann) und 24kg/m2 (Frau) bzw. 25kg/m2 (Mann) besteht.

Darunter spricht man von leichtem (>17kg/m?), maBigem (>16kg/m?)
und starkem Untergewicht (<716kg/m?); daruber von Préadipositas
(<30kg/m?) und, in drei weitere Grade unterteilt, Adipositas (=30kg/m?)
(WHO Expert Committee 1995, Organization 2000, WHO Expert
Consultation 2004).

1.3.1  Erkrankungsfortschritt

Eine Erhebung von Scores erméglicht eine bessere Einschatzung des
Krankheitsverlaufs der Patienten.

1.3.2 Child-Pugh-Score

83,3% der Patienten hatten mit einem Child-Pugh-Score von C bereits

die schwerste Stufe der Lebererkrankung erreicht.

Abbildung 21: Haufigkeitsverteilung des Child-Pugh-Scores
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Am zweithdufigsten war die Gruppe derer mit Child-Pugh B, welche
13,9% ausmachte, gefolgt von den 2,8% der Patienten, die sich mit
einem Child-Pugh von A noch in einem Anfangsstadium der Erkran-

kung befanden.

1.3.3 MELD-Score

Bei dem Model for Endstage Liver Disease kdnnen theoretisch Werte

zwischen 6 und 40 erreicht werden.

Eurotransplant, die zentrale Vermittlungsstelle fur Organspenden in
Deutschland sowie einigen weiteren européischen Lé&ndern, erstellt
ihre Dringlichkeitsrangfolge auf Basis dieses Scores.
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Haufigkeit
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Abbildung 22: Verteilung des MELD Scores

Die 36 Patienten hatten einen durchschnittlichen MELD-Wert von
27,97 £9,1 bei einem Median von 28. Der geringste ermittelte Wert lag
beim rechnerischen Minimum von sechs. Vier Patienten (11,1%) er-
reichten einen maximalen MELD-Score von 40. Die H&ufigkeits-

verteilung kann Abbildung 22 entnommen werden.
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1.3.4 APACHE IlI-Score

Als hauptséchlich auf Intensivstationen angewandtes Verfahren soll
der APACHE Il als Aufnahmescore die Uberlebenswahrscheinlichkeit
von Intensivpatienten vorhersagen. Der APACHE Il wurde im Rahmen
dieser Studie nicht nur bei Aufnahme sondern bei jeder Punktion neu
bestimmt. So lieBen sich auch Krankheitsverlaufe fir mehrfach punk-

tierte Probanden anhand von Parametern besser darstellen.
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Abbildung 23: Verteilung der APACHE Il Scores

Die bei Erstpunktion der Patienten ermittelten Werte waren minimal
zehn und maximal 37 (siehe Abbildung 23). Der Median war 21, der
Mittelwert lag bei 20,9 +7,1. Der im Patientenkollektiv minimal gemes-

sene APACHE II-Wert betrug zehn.
1.4  Mikrobiologische Untersuchung und Antibiose
In lediglich 10% der positiv auf SBP getesteten Falle (2 von 20) konn-

te eine bakterielle Besiedelung in den Blutkulturflaschchen festgestellt

werden. In beiden Fallen handelte es sich um vereinzelt auftretende
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Staphylokokken Spezies. Bei den SBP-negativen Proben kam es in

keinem Fall zu einer bakteriellen Besiedelung der Kulturen.

Bei 26 Punktionen (26%) war im Vorfeld der Punktion nicht mit einer
antibiotischen Therapie begonnen worden. Davon entfielen neun (45%
der 20 SBP-Kranken) auf die Gruppe der SBP Erkrankten.

Es ist davon auszugehen, dass bei den bereits antibiotisch behandel-
ten SBP-Kranken die Bakterienzahl bereits stark reduziert war. So
lasst sich sagen, dass 2 von 9 (22,2%) unbehandelte SBP-positive

Proben auch bakterielle Besiedelung zeigten.

1.5 Analyse der Standarddiagnostik

Ein diagnostischer Hinweis far eine spontan bakterielle Peritonitis ist
eine Aszites-Gesamtzellzahl von Uber 500 Zellen pro ul (Gerbes,
Gulberg et al. 2011).
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Abbildung 24: Streuung und Lage von Zellzahl und neutrophilen Granulozyten
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Bisher wird weltweit eine erh6hte Neutrophilenzahl von Uber 250 Zel-
len pro ul im Aszites als diagnostischer Goldstandard verwendet
(Gerbes, Gulberg et al. 2011). Mittelwert der neutrophilen Granulozy-
ten war 510,5 +1.818/ul. Streuungs- und LagemaBe der beiden Para-

meter kbnnen der Abbildung 24 entnommen werden.

1.5.1 Gesamtzellzahl

In 81 Fallen (81%) wurde eine Zellzahl von <500/ul gemessen. Bei 19
Patienten (19%) lag der Wert Gber dieser Schwelle. In 39 Féllen wur-
de der minimale Messwert von 100 Zellen/pl ermittelt; maximal betrug
die Zellzahl in einem Fall 16.290/ul. Der Mittelwert lag bei
713,6 £2.039/ul.

Die Gesamtzellzahl wird in der Fachliteratur momentan immer noch
als einzige Alternative zur Neutrophilenzahl angegeben. Der einzige
Vorteil liegt dabei in der nicht mehr notwendigen Zelldifferenzierung.
Der Prozess des Auszahlens und der damit verbundene Aufwand kann
jedoch auch hier nicht umgangen werden. Im Folgenden wurde die

Gesamtzellzahl als diagnostischer Parameter re-evaluiert.
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Abbildung 25: Verteilung der Gesamtzellzahl im Aszites
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1.5.2  Neutrophile Granulozyten — der diagnostische Goldstandard

Bei 80 Punktionen (80%) konnte eine Neutrophilenzahl von weniger
als 250/ul festgestellt werden; in 20 Fallen (20%) lag die Zellzahl uber
diesem Cut-Off.

Nach aktueller Leitlinienempfehlung konnte bei diesen 20 Patienten

eine spontan bakterielle Peritonitis diagnostiziert werden.

Der durchschnittliche Neutrophilenwert betrug 510,5 +1,8/ul und erfullt
somit das SBP-Diagnosekriterium. Bei 35 Punktionen wurde aufgrund
einer zu geringen Gesamtzellzahl keine Zelldifferenzierung in unse-
rem Kliniklabor durchgefihrt und demzufolge auch die Zahl der
neutrophilen Granulozyten nicht errechnet. In diesen Fallen wurde als

Neutrophilenzahl 0 angenommen und damit die weiteren Analysen

durchgeflhrt.
407 Mittelwert=510,54
Standardabweichung=1.818,3
N=100
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Abbildung 26: Verteilung der Neutrophilenzahl

Maximal wurden bei einer Punktion 15.150/pl neutrophile Granulozy-
ten gemessen. Die Haufigkeitsverteilung der Neutrophilen ist der Ab-

bildung 26 zu entnehmen.
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2 SPEZIELLE STATISTISCHE AUSWERTUNG

2.1 Rangkorrelationen

Als parameterfreier Korrelationstest kam der Rangkorrelationskoeffi-
zient nach Spearman zum Einsatz. Er gilt aufgrund der Betrachtung

von Rangen gegenuber AusreiBern als sehr robust.

Alle beschriebenen Parameter wurden dabei mit der Zahl der Neutro-

philen verglichen.
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Abbildung 27: Korrelation von Gesamtzellzahl und neutrophilen Granulozyten im Aszites

Die in Abbildung 27 dargestellte Korrelation zwischen Gesamtzellzahl
und neutrophilen Granulozyten zeigt, dass die beiden Parameter eine

annahernd gleiche Aussagekraft bezuglich der SBP besitzen.

Die héchste Korrelation mit den Neutrophilen hatten das Calprotectin
(rsp=0,76; p<0,001; Abbildung 28), das NGAL (rsp=0,64; p<0,001; Ab-
bildung 29), das Gesamteiweil3 (rsp=0,61;, p<0,001; Abbildung 31),
sowie die Gesamtzellzahl (rsp=0,98; p<0,001; Abbildung 27).
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N=100 Korrelationskoeffizient Zweiseitige Signifikanz

GesamteiweiB3 (A) 0,608 <0,001

NGAL (A) 0,639 <0,001

Calprotectin (A) 0,761 <0,001

Gesamtzellzahl (A) 0,979 <0,001

Tabelle 1: Spearman Rho mit groBer Korrelation (aufsteigend)
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Abbildung 28: Korrelation von Calprotectin mit den neutrophilen Granulozyten im Aszites
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Abbildung 29: Korrelation von NGAL mit den neutrophilen Granulozyten im Aszites
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Abbildung 30: Korrelation der LDH mit den neutrophilen Granulozyten im Aszites
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Abbildung 31: Korrelation von Gesamteiwei3 mit den neutrophilen Granulozyten im Aszites

Mit Ausnahme des Aszites C-reaktiven Proteins korreliert die Rang-
folge aller in Tabelle 2 aufgefuhrten Parameter signifikant mit der der

neutrophilen Granulozyten.
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N=100 Korrelationskoeffizient Zweiseitige Signifikanz
CRP (S) 0,209 0,037

Laktat (A) 0,280 0,005

Albumin (A) 0,336 0,001

Leukozyten Urin Reagenzstreifen 0,491 <0,001

CRP (A) 0,530 <0,001

LDH (A) 0,541 <0,001

Tabelle 2: Rangkorrelation nach Spearman Rho (aufsteigend)

Die Korrelation der Glukose (rsp=—0,32; p<0,001) sowie des Serum-
LDH (rsp=-0,26; p=0,008) mit den neutrophilen Granulozyten ist ge-

ring invers, aber statistisch signifikant (siehe Tabelle 3).

N=100 Korrelationskoeffizient Zweiseitige Signifikanz
LDH (S) -0,264 0,008
Glukose (A) -0,318 0,001

Tabelle 3: Spearman Rho mit negativen Korrelationen

2.2 Unterschiede in der zentralen Tendenz

Zur Untersuchung unverbundenen Stichproben auf Unterschiede in
der zentralen Tendenz wurde der Wilcoxon Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Er wird als nichtparametrischer Test bei nicht-

normalverteilten Daten eingesetzt.

59



lll. Ergebnisse

2.2.1 Biometrische Daten

Bei den biometrischen Daten Alter (p=0,760) und BMI (p=0,090) konn-
te hinsichtlich der beiden Gruppen SBP-kranke und -gesunde Men-

schen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Der Mittelwert der Body-Mass-Indices war bei den Patienten mit einer
SBP 26 +5,2kg/m?  bei den SBP-negativen betrug dieser
24,7 +6,7kg/m?. An der Abbildung 32 kdnnen Lage- und Streuungs-

maBe des BMI abgelesen werden.
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Abbildung 32: Unterschiede des BMI bei SBP-negativen und -positiven Patienten
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2.2.2 Krankheitsscores
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Abbildung 33: Verteilung des MELD-Scores auf SBP-kranke und -gesunde

Sowohl der CHILD-Score (p=0,353) als auch der Apache |l (p=0,162)
zeigten hinsichtlich der zentralen Tendenz keine signifikanten Unter-
schiede in den beiden Gruppen. Der MELD-Score war der einzige

Krankheitsscore, der signifikante Unterschiede aufwies (p=0,008).

Der Mittelwert der MELD-Werte bei den SBP-positiven Probanden war
32,15 +8,5, der der negativen 27,3 +7,96.

2.2.3 Symptomatik und Ausprégung der Lebererkrankung

Signifikante Unterschiede in der allgemeinen Tendenz zwischen SBP-
kranken und -gesunden lieBen sich in der Ausprdgung des Bauchwas-
sers erkennen (p=0,002). Der Mittelwert der 80 SBP-negativen Patien-
ten betrug 2,9 0,4, bei den 20 SBP-positiven betrug dieser im Mittel
2,6 £0,5. Sowohl hepatische Enzephalopathie (p=0,421), als auch die
mithilfe des GCS (p=1,000) quantifizierte Vigilanz war in beiden Grup-

pen nicht signifikant unterschiedlich.
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2.2.4 Unterschiede bei Seruminfektionsmarkern

Die im Serum bestimmten Infektionsmarker CRP (p=0,199), Laktat
(p=0,361) und LDH (p=0,993) zeigten keine Unterschiede.

2.2.5 Glukose und Serum Aszites Albumingradient

Die Glukose (p=0,064) im Aszites lieB anhand des Mann-Whitney U-
Tests in der zentralen Tendenz keine signifikanten Unterschiede er-
kennen. Aufgrund der nur knapp Uberschrittenen Signifikanzschwelle
wurde anschlieBend noch ein T-Test durchgefuhrt, anhand welchem

sich jedoch auch eine Varianzgleicheit erkennen lief3.
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Abbildung 34: Glukose im Aszites

Ermittelter Durchschnitt der SBP-positiven Aszitesglukosewerte war
129,4 +41,5, die der -negativen 166,8 +170,6. Der Serum-Aszites Al-
bumingradient zeigte mit Mittelwerten von 2,3 +0,8 bei SBP-negativen
und 1,8 +0,5 bei den -positiven Patienten signifikante (p=0,037) Un-
terschiede. Beim SAAG wird die Aszitesalbuminkonzentration von der

des Serums subtrahiert und die Differenz als Gradient angegeben.
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Abbildung 35: SAAG im Aszites

2.2.6 Unterschiede bei CRP, Laktat, Gesamteiwei3 und Leukozyten
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Abbildung 36: CRP im Aszites

Bei CRP (p=0,003), Laktat (p=0,009) und Gesamteiweil3 (p=0,002) im
Aszites konnten abhé&ngig von einer SBP-Erkrankung signifikante Un-

terschiede in der allgemeinen Tendenz festgestellt werden.
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Abbildung 37: Laktat im Aszites

Mittelwerte der SBP-positiven CRP Werte waren 1,7 +1,9mg/dl und
bei den -negativen 0,6 +0,6mg/dl.
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Abbildung 38: Gesamteiweil3 im Aszites

Durchschnitt des Asziteslaktats der negativen Ergebnisse war

2,5 +1,7mg/dl, bei den positiven betrug dieser 4,7 +3,3mg/dl.
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Das GesamteiweiB3 im Aszites ergab Mittelwerte von 1,8 +0,7g/l bei

den positiven Proben und 1,2 +0,8g/l bei den negativen.

Auch die anhand eines Urin-Teststreifens im Bauchwasser bestimm-
ten Leukozyten (p<0,001) zeigten deutliche Unterschiede in den bei-

den Gruppen.
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Abbildung 39: Leukozyten im Aszites auf Urin-Teststreifen

So ergaben die zusétzlich errechneten Mittelwerte bei den negativen
Proben 4,1 +11,6 Leukozyten/ul) und bei den Positiven 43,8 +110/ul.
Die Lage- und StreuungsmaBe kdédnnen der Abbildung 39 entnommen

werden.
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2.2.7 Zellzahl und Anzahl der Neutrophilen
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Abbildung 40: Gesamtzellzahl im Aszites

Wie zu erwarten war, bestand ein signifikanter Unterschied bei der
Zellzahl (p<0,001) und der Neutrophilenzahl (p<0,007).
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Abbildung 41: Neutrophile Granulozyten im Aszites

Die Mittelwerte der Gesamtzellzahl betrugen bei den negativen Pro-

ben 166,4 +98,4/ul, bei den positiven hingegen 2.902,5 £3.913/pl.
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Die bei den neutrophilen Granulozyten errechneten Mittelwerte waren
bei SBP-positiven Patienten 2.290,9 +3.610/ul, bei den -negativen
65,5 +70,5/ul.

2.2.8 LDH, NGAL und Calprotectin im Aszites

Hoch signifikant (p<0,001) waren auch die Unterschiede zwischen
SBP-positiven und -negativen Patienten in den zentralen Tendenzen

von LDH, NGAL und Calprotectin im Aszites.
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Abbildung 42: LDH im Aszites

Die LDH-Mittelwerte betrugen bei den SBP-negativen Ergebnissen
81,6 +57,2U/I, bei den -positiven hingegen 428,5 +572U/I.
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Abbildung 43: NGAL im Aszites

Die Mittelwerte von NGAL bei

SBP-negativen Patienten waren

313,4 £268,8ng/ml, den SBP-positiven 1.391,6 +1416ng/ml.
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Abbildung 44: Calprotectin im Aszites
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Die Mittelwerte des Calprotectins bei den negativen Probanden waren

719 +1.610ng/ml, bei den positiven 51.974 £104.966ng/ml.
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2.3 ROC-Kurven

Grenzwertoptimierungskurven (ROC-Kurven) wurden bei den Werten
erstellt, die als potenzielle Parameter zur Detektion einer SBP infrage

kamen.

Ein positives Testergebnis und damit eine SBP-Erkrankung liegt bei
einer Neutrophilenzahl von gréBer als 250/ul vor. Diese wurde als Zu-
standsvariable mit dem Wert 1=positiv zur Ermittlung der ROC-Kurven

festgelegt.

2.3.1  Zellzahl und Neutrophilenzahl

Die Gesamtzellzahl gilt als einzige in der Literatur empfohlene diag-
nostische Alternative zu den neutrophilen Granulozyten. Um die bei-
den Parameter vergleichen zu kénnen, wurden beide Kurven in eine

ROC-Grafik nebeneinander gelegt.
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2
O}
D 0.4
0.2-
0.0-
T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Spezifitat

Abbildung 45: ROC-Kurven flr Zellzahl und Neutrophilenzahl
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Anhand der Kurve war die 100-prozentige Sensitivitdt und Spezifitat
der Neutrophilenzahl zu erkennen. Dies lag daran, dass dieser Para-

meter als Grundlage fur die Diagnosestellung der SBP verwendet

wurde.

Asymptotisches 95%-KI
Testergebnis- Standard- Asymptotische
variablen Bereich fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
Gesamtzellzahl 0,998 0,003 0,000 0,993 1,00
Neutrophilenzahl 1,00 0,000 0,000 1,00 1,00

Tabelle 4: Flache unter der Kurve von Zellzahl und Neutrophilenzahl

Die Kurve der Gesamtzellzahl bewegte sich nahe des Testoptimums.
Bei einem Standardfehler von 0,003 (p<0,001) befand sich ein Anteil

von 99,8% der Gesamtdiagrammflache unterhalb der Kurve.

Positiv, wenn groBer-gleich Sensitivitdit 1 — Spezifitit Spezifitat Youden’s J
425 1 0,025 0,975 0,975
470 1 0,012 0,988 0,988
485 0,95 0,012 0,988 0,938

Tabelle 5: Ausschnitt der Kurvenkoordinaten von Zellzahl im Aszites

Um einen geeigneten Cut-off Wert zu bestimmen, wurde der Youden’s
J-Test verwendet. Der héchste errechnete Wert gibt dabei allgemein

den besten Cut-Off Wert an.

Der in der Literatur einvernehmlich empfohlene Grenzwert fir die
Zellzahl liegt bei 500/ul (Runyon 2014). Mit einer Sensitivitat von 1
und einer Spezifitdt von 0,988 lieBen die vorliegenden Daten auf ei-

nen etwas geringeren Cut-Off-Wert von 470/ul schlieBen.
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2.3.2 Laktat, CRP, Gesamteiwei3 und Leukozyten im Aszites

Diese vier Parameter werden in anderen Bereichen der Medizin sehr
haufig routinemaBig als Entzindungsmarker verwendet und sind als
Infektionsparameter in der SBP-Diagnostik durchaus erfolgverspre-

chend.

So weisen erhohte Laktatwerte im Aszites auf eine Infektion bakteriel-

ler Genese hin und wurden deshalb bei den Parazentesen bestimmt.

Das C-reaktive Protein ist ein vielseitig einsetzbarer inflammatori-
scher Marker (Clyne and Olshaker 1999), der bisher jedoch als Aszi-
tes-Infektionsmarker keine Bedeutung spielte. Er wurde ebenfalls auf

die Eignung als diagnostischer Pradiktor der SBP hin Uberpruft.

Die Konzentration der gesamten im Aszites befindlichen Proteine lasst

Ruckschlisse auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit der SBP zu.

Unter Verwendung eines bereits vorhandenen Bedside-Tests wurden

die Leukozyten i. A. mithilfe eines Urin-Reagenzstreifen bestimmt.

Laktat im Aszites bewegte sich in der Studie zwischen 0,9mg/dl und

11,5mg/dl bei einem Mittelwert von 2,9 +2,3mg/dl.

Die CRP-Konzentration im Bauchwasser war minimal 0,1mg/dl und
maximal 6,5mg/dl. Der Mittelwert betrug 0,9 +1,1mg/dl. Die gemesse-
nen Gesamtproteine lagen zwischen 0,2g/l und 3,1g/l bei einem Mit-

telwert von 1,3 +0,8g/I.

Die Leukozyten waren als minimaler Wert Uberhaupt nicht bestimmbar

und erreichten maximal 500/ul. Der Durchschnitt betrug 12 +51,8/pl.
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Abbildung 46: ROC-Kurven fur Laktat, CRP, Gesamteiwei3 und Leukozyten (UStix) im Aszites

Asymptotisches 95%-KI

Testergebnis- Standard- Asymptotische

variablen Bereich fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
Laktat (A) 0,690 0,076 0,009 0,542 0,838

CRP (A) 0,717 0,062 0,003 0,595 0,840
GesamteiweiB3 (A) 0,722 0,058 0,002 0,609 0,834
Leukozyten Ustix 0,717 0,073 0,003 0,574 0,859

Tabelle 6: Flache unter der Kurve von Laktat, CRP, Gesamteiwei3 und den Leukozyten auf

dem Urin-Stix

Der maximale Youden’s J (J=0,375) bei Laktat im Aszites ging mit ei-

ner Sensitivitdt von 0,6 und einer Spezifitat von 0,775 einher. Der zu-

gehorige beste Trennwert lag bei 3,15mg/dl.
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Der optimale Cut-Off fur CRP im Aszites betrug 1,05mg/dl und hatte
bei einem Youden’s J=0,325 eine Sensitivitdt von 0,5 und eine Spezi-
fitat von 0,825.

Der Gesamtproteinwert von 18,1g/l wurde aufgrund des hier maxima-
len Youden’s J von 0,40 als bester Trennwert ermittelt. Dieser hatte

eine Sensitivitat von 0,6 und eine Spezifitat von 0,8.

Mithilfe des Urin-Schnelltests bestimmte Leukozytenwerte von 125
wurden mittels Youden’s J (0,413) als bester Cut-Off Wert erkannt.

Die zugehorige Sensitivitat war 0,55 bei einer Spezifitadt von 0,863.

Positiv, wenn = Sensitivitdt 1- Spezifitat Spezifitait Youden J

Laktat (A) 3,15 0,6 0,225 0,775 0,375
CRP (A) 1,05 0,5 0,175 0,825 0,325
Proteine (A) 18,1 0,6 0,2 0,800 0,400
Leukozyten Ustix 125 0,55 0,137 0,863 0,413

Tabelle 7: Youden’s J von Laktat (A), CRP (A), Gesamtproteinen (A) und Leukozyten (UStix)

2.3.3 Laktatdehydrogenase im Aszites

In der Literatur werden erhéhte LDH-Werte bei Peritonitiden beschrie-
ben. Die Laktatdehydrogenase wurde demzufolge in dieser umfassen-

de SBP-Diagnostik-Studie als Marker aufgenommen (Runyon 1988).

Minimal konnte ein Wert von 25U/l und maximal 2.284U/I gemessen

werden. Durchschnittlich betrugen die LDH-Werte 150,97 +291,3U/I.
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Abbildung 47: ROC-Kurve zur Laktatdehydrogenase im Aszites

Die Flache unter der Kurve betrug bei der Laktatdehydrogenase 0,857
(p<0,001).

Asymptotisches 95%-KI

Asymptotische
Bereich  Standardfehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
0,857 0,044 0,000 0,771 0,942

Tabelle 8: Flache unter der Kurve der Laktatdehydrogenase

Ein geeigneter Cut-Off Wert lieB sich wiederum bei einem Youden’s J
von 0,5 ermitteln. Der zugehdrige Wert von 86,5U/l spiegelte dabei

die beste Kombination von Sensitivitat (0,85) und Spezifitat (0,65) wi-
der.
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Positiv, wenn gréBer-gleich Sensitivitdt 1- Spezifitdt Spezifitat Youden’s J
84 0,85 0,363 0,637 0,487

86,5 0,85 0,35 0,65 0,5

88 0,8 0,313 0,687 0,487

Tabelle 9: Youden’s J Ausschnitt der Kurvenkoordinaten der LDH i. A.

2.3.4 NGAL im Aszites

1.0
0_8_ F
5 0.6
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Abbildung 48: ROC-Kurve zu NGAL im Aszites

Asymptotische
Bereich Standardfehler Signifikanz

Asymptotisches 95%-KI

Untergrenze Obergrenze

0,836 0,052 0,000

0,735 0,937

Tabelle 10: Flache unter der Kurve von NGAL im Aszites

75



lll. Ergebnisse

Die gemessenen NGAL-Werte betrugen minimal 25ng/ml und maximal
4.975,2ng/ml. Der Mittelwert lag bei 529,1 £794,3ng/ml. Die Flache
unter der Kurve betrug bei NGAL als SBP-Test 0,836 (p<0,001). Das
héchste Youden’s J bei NGAL im Aszites betrug J=0,550. Der zugeh6-
rige Wert lag bei 372,2ng/ml. Dieser NGAL-Wert stellte mit einer Sen-
sitivitdat von 0,8 und einer Spezifitdt von 0,75 einen geeigneten Cut-

Off Wert dar, um eine spontan bakterielle Peritonitis zu erkennen.

Positiv, wenn gréBer-gleich Sensitivitat 1- Spezifitit Speazifitat Youden’s J
369,30 0,8 0,262 0,738 0,538
372,20 0,8 0,25 0,750 0,550
373,90 0,75 0,238 0,762 0,512

Tabelle 11: Youden’s J und Kurvenkoordinaten von NGAL i. A.

2.3.5 Calprotectin im Aszites
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Abbildung 49: ROC-Kurve zu Calprotectin im Aszites
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Der Bereich in dem sich die gemessenen Aszitescalprotectinwerte
bewegten betrug minimal 20ng/ml und maximal 416.400ng/ml. Durch-
schnittlich lag der Wert bei 10.970 +51,8ng/ml. Die AUC des Calpro-
tectin-Tests betrug 0,936 (p<0,007).

Asymptotisches 95%-KI
Asymptotische
Bereich Standardfehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze

0,936 0,027 0,000 0,883 0,988

Tabelle 12: Flache unter der Kurve von Calprotectin im Aszites

Positiv, wenn gréBer-gleich Sensitivitat 1- Spezifitit Speazifitat Youden’s J
959,8 0,9 0,175 0,825 0,725
977,3 0,9 0,162 0,838 0,738
1.042,5 0,85 0,162 0,838 0,688

Tabelle 13: Youden’s J und Kurvenkoordinaten von Calprotectin i. A.

Bei einem Wert von 977,3ng/ml hatte der geprufte Test eine Sensitivi-
tat von 0,9 und eine Spezifitdt von 0,838. Das gr6Bte Youden’s J von

0,738 gab an, dass diese Kombination die beste Testleistung erbringt.

2.4 Binére logistische Regressionsanalyse

Mithilfe einer Regressionsanalyse lassen sich die relativen Wahr-
scheinlichkeiten ermitteln, mit denen eine SBP abhangig von mehre-

ren unterschiedlichen Parametern vorliegt bzw. nicht vorliegt.
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2.4.1 Regression mit erweiterten Infektionsparametern

Als abhangige Variable wurde die ordinalskalierte Variable SBP mit
den beiden Werten O=negativ und 1=positiv gewéhlt; als Kovariaten
zunachst die im Aszites bestimmten Parameter Glukose, Gesamtei-
wei3, LDH, CRP, Laktat, Calprotectin und NGAL.

Mithilfe der Methode ,Schrittweise rlickwérts nach Wald“ konnte zu-
nachst ein R?-Wert nach Nagelkerke von 0,795 berechnet werden.
Dieser lag nach zwei Analyseschritten immer noch bei 0,788. Das

entsprechende R betrug 0,89.

Schritt 2 Log-Likelihood R? nach Cox & Snell R? nach Nagelkerke
1 30,22 0,503 0,795
2 31,037 0,499 0,788

Tabelle 14: Modelliibersicht binére logistische Regression mit erweiterten Parametern

Nach den beiden Schritten war die SBP unabhé&ngig mit vier Parame-
tern assoziiert: Glukose (p=0,048), LDH (p=0,040), NGAL (p=0,040)
und Calprotectin (p=0,006).

Eine zweite Regressionsgleichung mit lediglich diesen vier Werten
resultierte nach zwei Schritten in einem R®>~Wert nach Nagelkerke von
0,695 und dementsprechend einem R von 0,834. Die verbleibenden
signifikanten Marker waren die Glukose (p=0,048), das NGAL
(p=0,015) sowie das Calprotectin (p=0,001) im Aszites.

Aus diesen drei Parametern konnte ein Panel erstellt werden, mit
dessen Hilfe sich eine spontan bakterielle Peritonitis sehr gut nach-
weisen lasst. Zur Berechnung wurden die jeweiligen Produkte aus
dem Aszitesparameter und dem zugehdrigen Regressionskoeffizienten
B addiert.
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Optimales Panel= -0,029*Glukose(A) + 0,003*NGAL(A) +
0,001*Calprotectin(A)

Formel 2: Optimales Panel

Die Formel erlaubt eine extrem genaue Diagnostik der SBP, wie an-

hand der folgenden ROC-Kurve deutlich gemacht werden soll.

Positiv, wenn groBer-gleich  Sensitivitdt 1- Spezifitit Spezifitat Youden’s J

-1,0307 1 0,113 0,887 0,887

Tabelle 15: Kurvenkoordinaten der ROC-Kurve bei dem optimalen Panel
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Abbildung 50: ROC-Kurve fiir das optimale Panel

Anhand der Kurvenkoordinaten und dem Youden’s J lie3 sich auch

hier ein geeigneter Cut-Off-Wert ermitteln. Der Wert lag bei -1,0307;
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einer zugehoérigen Sensitivitdt von 1 und einer Spezifitat von 0,887
(J=0,887). Bei Werten unterhalb des Schwellenwertes war von einer

SBP auszugehen.

2.4.2 Regression mit bereits etablierten Parametern

Sowohl NGAL als auch Calprotectin im Aszites sind relativ neue und
noch nicht in vielen Labors etablierte Marker. Daher bot es sich an,
mittels Regressionsanalyse auch gezielt nur den Einfluss der etablier-

ten Laborwerte auf die SBP-Diagnostik zu untersuchen.

Fur das vereinfachte Basismodell wurden die besten im letzten Schritt
des obigen Modells verbliebenen Parameter verwendet. Auf NGAL

und Calprotectin wurde trotz der sehr guten Vorergebnisse bewusst

verzichtet.
Schritt 2 Log-Likelihood R? nach Cox & Snell R? nach Nagelkerke
1 64,050 0,303 0,478
2 64,470 0,300 0,474
3 65,133 0,295 0,466

Tabelle 16: Modelllibersicht binére logistische Regression mit einfachen Parametern

Der R?~Wert nach Nagelkerke fiel mit 0,466 und einem entsprechen-
den R von 0,68 nach drei Schritten gegenuber dem vorherigen Modell
deutlich ab. Angesichts des groBen Einflusses von NGAL und Calpro-

tectin auf das Testmodell war eine solche Veranderung zu erwarten.

Die nach drei Schritten verbleibenden signifikanten Parameter waren
das GesamteiweiB3 (p=0,021) sowie die LDH (p=0,002) im Aszites.

Aus diesen beiden Werten lie3 sich ein fur die meisten Labors jeder-

zeit zu ermittelndes vereinfachtes Panel erstellen.
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Vereinfachtes Panel = 1,017*Gesamteiwei3(A) + 0,014*LDH(A)

Formel 3: vereinfachtes Panel

Anhand der ROC-Kurve und der Flache unter der Kurve lie3 sich fest-
stellen, dass auch mit diesen beiden etablierten Parametern ein rela-

tiv gutes diagnostisches Testpanel kalkulierbar ist.
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Abbildung 51: ROC-Kurve des vereinfachten Panels

Positiv, wenn groBer-gleich Sensitivitit 1- Spezifitdit Spezifitat Youden’s J

3,1609 0,9 0,2625 0,738 0,638

Tabelle 17: Kurvenkoordinaten mit hdchstem Youden’s J beim vereinfachten Panels
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Mithilfe des Youden’s J (J=0,638) konnte ein Trennwert von 3,16 er-
mittelt werden, wobei kleinere Werte eine Erkrankung bedeuten. Bei

diesem Cut-Off betrug die Testsensitivitat 0,9 und die Spezifitat 0,74.

2.4.3 Regression aus zwei Dritteln des Datensatzes

Um die Panels anhand des relativ kleinen Datensatzes validieren zu
kédnnen, wurden die Daten zunachst nach der Zahl der neutrophilen
Granulozyten sortiert und anschlieBend in Triplets unterteilt. Die je-
weils mittleren Punktionsdaten des Triplets wurden flar eine neue, ein
Drittel des urspringlichen Datensatzes umfassende, Validierungsko-
horte ausgewé&hlt. So kédnnen die Panels in einem Datensatz evaluiert

werden, welcher nicht zu deren Erstellung genutzt wurde.

Eine erneute binare logistische Regressionsanalyse aus dem 67
Punktionen umfassenden Evaluierungsdatensatz fuhrte in finf Schrit-
ten zu einem R?-Wert nach Nagelkerke von 0,854 bzw. R=0,924. Es
verblieben vier unabhéangig mit der SBP assoziierte Parameter: Ge-
samteiweiB3 (p=0,033), LDH (p=0,044), Calprotectin (p=0,026) und
NGAL (p=0,013) im Aszites.

Die sich daraus ergebende Formel sah wie folgt aus:

Optimales 2/3-Panel = 3,54*GesamteiweiB(A) + 0,32*LDH(A) +
0,001 *Calprotectin(A) + 0,003*NGAL(A)

Formel 4: Optimales Panel ermittelt aus dem zwei Drittel Datensatz

Aus dem zwei Drittel Datensatz lieB sich ebenfalls ein vereinfachtes
Panel ohne Calprotectin und NGAL im Aszites ermitteln. Der nach vier
Schritten verbleibende R?-~Wert nach Nagelkerke war hierbei 0,592

bzw. R=0,77; die resultierende Formel war folgende:
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Vereinfachtes 2/3-Panel = 1,305*Gesamteiwei3(A) + 0,026*LDH(A)

Formel 5: Einfaches Panel ermittelt aus dem zwei Drittel Datensatz

Die beiden ermittelten Panels konnten nun im ein Drittel der Punkti-
onsdaten umfassenden Validierungsdatensatz als weitere Variable
berechnet werden. Anhand von ROC-Kurven wurde anschlieBend der
diagnostische Nutzen dieser neuen Variable als SBP-Marker Uber-

pruft. Testendpunkt war eine leitliniengerecht diagnostizierte SBP.
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Abbildung 52: ROC-Kurven der Evaluierungsdatensatz-Panels im Validierungsdatensatz

Beim optimalen Panel als SBP-Test lieB sich im Validierungsdaten-
satz eine AUC von 0,926 (p<0,001) berechnen. Das vereinfachte Pa-
nel hatte eine AUC von 0,907 (p=0,002) (siehe Abbildung 52). Beide
Panels konnten also als verldssliche SBP-Marker in Betracht gezogen

werden.
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IV. DISKUSSION

1 EINFUHRUNG

Die Leberzirrhose ist das irreversible Endstadium einer chronischen
Leberentzindung, die hauptséchlich durch Ubermé&Bigen Alkoholkon-
sum und virale Hepatitiden verursacht wird. 1,6% der Todesfalle in
der Bundesrepublik sind direkt einer Leberzirrhose geschuldet, weit-

aus mehr jedoch deren Komplikationen.

Eine sehr schwerwiegende und fulminant verlaufende Komplikation ist
die spontan bakterielle Peritonitis. Diese entwickelt sich auf Basis von
Aszites, welcher sich durch verschiedene Pathomechanismen héufig

in Folge einer Leberzirrhose entwickelt.

Die SBP geht mit einem sehr heterogenen und unspezifischen klini-
schen Bild einher. Eine unverzugliche Diagnostik und gezielte Thera-
pie ist jedoch entscheidend fiir das weitere Uberleben des Patienten.
Aktuell liegt die Mortalitat dieser Infektion bei 20 bis 30% (Garcia-
Tsao 2001, Runyon, Practice Guidelines Committee et al. 2004, Ariza,
Castellote et al. 2012). Jede Stunde ohne adaquate Therapie erhéht
die Wahrscheinlichkeit des Patienten zu sterben um 3,3% (Runyon
2014).

Eine schnelle und zuverldssige Diagnosestellung ist demnach ent-

scheidend fur das Uberleben der Patienten.

Der langwierige und aufwéndige diagnostische Goldstandard stellt
nach wie vor ein groBes Problem fir die Behandlung der SBP dar

(Kim, Tsukamoto et al. 2014). Die Diagnostik erfolgt immer noch
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durch manuelle oder mechanische Zellzdhlung und eine anschlieBen-
de Zelldifferenzierung. Eine Neutrophilenzahl tGber 250/pL oder eine

Gesamtzellzahl von Gber 500/uL besagt, dass eine SBP vorliegt.

Eine schnellere, unkompliziertere und ebenso zuverlédssige Alternative
wurde eine suffizientere Versorgung von Leberzirrhotikern im fortge-
schrittenen Erkrankungsstadium ermdglichen. Die Mortalitatsrate
kdnnte durch jede eingesparte Stunde Diagnostik um 3,3% gesenkt

werden (Runyon 2014).

Speziell fur kleinere Krankenh&user und Labore sowie niedergelasse-
ne Kollegen hétte dies eine groBe Bedeutung, da diese am meisten
von der aufwéndigen Diagnostik betroffen sind. Denkbar wéare in Zu-
kunft ein Point-of-Care Verfahren mit biochemischen Parametern zur
schnellen Diagnostik einer SBP im klinischen aber auch ambulanten
Umfeld.

2 HAUPTERGEBNISSE

2.1 Evaluation der einzelnen Infektionsparameter

Aus den evaluierten Parametern kristallisierten sich im Laufe der sta-
tistischen Auswertung drei Werte als besonders geeignet fur die SBP-
Diagnostik heraus. Die Ergebnisse von Calprotectin, NGAL und LDH

als alleinige Marker sollen im Folgenden genauer beleuchtet werden.
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2.1.1  Der Nutzen von Calprotectin in der SBP-Diagnostik

Das im Zytoplasma neutrophiler Granulozyten vorkommende Protein
Calprotectin wird bei Zelllyse freigesetzt. Es wird beispielsweise in
der Stuhldiagnostik chronisch- und akut-entzindlicher Darmerkran-
kungen eingesetzt. Daher kann der Marker zum Nachweis von akuten
Entzindungszellen verwendet und somit auch potentiell in der SBP-

Diagnostik eingesetzt werden.

Das in weiteren Studien (Burri, Schulte et al. 2013, Lutz, Pfarr et al.
2015) bereits im Aszites untersuchte Protein zeigte auch in der vorlie-
genden Studie eine sehr gute und signifikante Korrelation mit den

neutrophilen Granulozyten (rsp=0,761).

In den beiden Kohorten zeigten sich signifikante Unterschiede
(p<0,001); so lag der Mittelwert der SBP-kranken Patienten bei
51.974 +104.966ng/ml und der der -gesunden bei 719 +1.610ng/ml.

Es bestanden signifikante Unterschiede zwischen SBP-kranken und
-gesunden Patienten sowie eine signifikante Korrelation mit den
neutrophilen Granulozyten. Anhand einer Analyse der ROC-Kurve bei
>250/pl Neutrophilen wurde die Eignung von Calprotectin als diagnos-

tischer Parameter getestet.

Der Calprotectintest erreichte eine Flache unter der Kurve von 0,936
(p<0,001). Dies konnte die ursprungliche Annahme bestéatigen, dass
sich der Infektionsparamater hervorragend als Surrogatmarker flir die

Neutrophilenzahl eignet.

Die berechnete Flache unter der Kurve lag zwischen denen der beiden
anderen Calprotectin-Studien. Bei Lutz et al. betrug die AUC von Cal-
protectin 0,85 (p=0,001), Burri et al. kam auf eine AUC von 0,977 im
Calprotectin-ELISA (Burri, Schulte et al. 2013, Lutz, Pfarr et al. 2015).
Die beiden Studien hatten jedoch lediglich Calprotectin und herkdémm-

liche Parameter bestimmt und konnten somit im Gegensatz zu unserer
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Arbeit kein umfassendes Portfolio an neuen und vielversprechenden

Infektionsmarkern anbieten.

Der mithilfe des Youden’s J-Test ermittelte Trennwert lag bei
977,3ng/ml. Hier bestand eine Sensitivitdt von 0,9 bei einer Spezifitat
von 0,838.

Burri et al. bestimmten einen Cut-Off bei 630ng/ml mit einer Sensitivi-
tat von 0,95 und einer Spezifitdt von 0,89; Lutz et al. wahlten einen
auBert niedrigen Wert von 36,1ng/ml bei einer Sensitivitat von 1,0,
welche einer sehr geringen Spezifitdt von nur 0,52 geschuldet ist
(Burri, Schulte et al. 2013, Lutz, Pfarr et al. 2015).

Nachteil der beiden Studien (Burri, Schulte et al. 2013, Lutz, Pfarr et
al. 2015), die Calprotectin im Aszites evaluierten war, dass nur der
eine Parameter in Kombination mit herkbmmlichen Markern untersucht
wurde. Erst durch eine Gegenuberstellung mit anderen modernen Pa-
rametern innerhalb einer Studie kann jedoch ein aussagekraftiger

Vergleich gezogen werden.

2.1.2 NGAL im Aszites als Infektionsparameter fur die SBP?

Das Neutrophilen gelatinase-assoziierte Lipocalin im Aszites dient im
Urin als Marker fur das akute Nierenversagen. Allerdings wird auch
der Einsatzbereich im Bauchwasser seit einigen Jahren genauer un-
tersucht und als diagnostischer Marker evaluiert (Axelsson,
Bergenfeldt et al. 1995, Leung, Lam et al. 2009, Martino, Filippi et al.
2012, Lippi, Caleffi et al. 2013).

Das NGAL korrelierte (rs=0,608) positiv und signifikant (p<0,001) mit
den neutrophilen Granulozyten. Zu diesem Ergebnis kam auch eine
italienische Studie, welche NGAL als potentiellen SBP-Marker unter-
suchte (Lippi, Caleffi et al. 2013).
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In unserer Studie wurde mithilfe des Mann-Whitney U-Tests signifi-
kante Unterschiede zwischen SBP-kranken und -gesunden Patienten
erkannt; der NGAL-Mittelwert der positiven Probanden betrug
1.391,58 £1.416,91ng/ml, wohingegen der Durchschnittswert der SBP-
negativen Probanden 313,41 +268,84ng/ml war.

Anhand einer ROC-Kurve und der zugehdrigen Flache unter der Kurve
wurde das NGAL als diagnostischer Test auf seinen Nutzen hin uber-
praft. Die AUC war 0,836 (p<0,001), der mithilfe des Youden’s J-Test
ermittelte Cut-Off-Wert lag bei 372,2ng/ml. Bei diesem NGAL-Wert
betrug die Testsensitivitat 0,8 und die zugehdrige Spezifitat 0,75.

Ein Test auf NGAL im Aszites erlaubt demnach eine sichere Aussage

daruber, ob eine SBP vorliegt oder nicht.

Der NGAL-Wert kann schnell und ohne aufwandige, manuelle Testme-
thoden bestimmt werden. Dies ermdglicht eine deutlich schnellere und

trotzdem zuverlassige Diagnosestellung der SBP.

Im Gegensatz zu der anderen Studie, die NGAL im Aszites bestimmte
(Lippi, Caleffi et al. 2013), lag unser Fokus jedoch nicht nur auf die-
sem Marker. Die bereits sehr hohe AUC von NGAL wird durch das
Calprotectin im direkten Vergleich noch tGbertroffen. Eine Kombination
aus den Parametern erlaubt eine noch sensitivere und spezifischere

Diagnostik.

2.1.3 Die LDH im Aszites als SBP-Marker

Das ubiquitar vorkommende Enzym LDH kann im Aszites aus lysierten
neutrophilen Granulozyten austreten. Daraus resultiert eine messbare
LDH-Konzentrationssteigerung im Bauchwasser. Ein Zusammenhang
mit einer spontan bakteriellen Peritonitis ist demzufolge wahrschein-
lich.
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Tatséchlich lag der Spearman Korrelationskoeffizient signifikant bei
rsp=0,541 (p<0,001). Eine Korrelation war also vorhanden, wenn auch
etwas niedriger als angenommen. Die LDH wird in mehreren Studien
bei spontan bakteriellen und in noch gr6Berem Rahmen bei sekunda-
ren Peritonitiden als signifikant erhéht beschrieben (Runyon 1988,
Badawy, Zaher et al. 2013).

Signifikante Unterschiede in der zentralen Tendenz wurden mittels
Mann-Whitney U-Test (p<0,001) festgestellt. Die Mittelwerte bei den
SBP-negativen Ergebnissen betrugen 81,6 +57,17U/I, bei den positi-
ven waren sie hingegen 428,45 +572U/l. G. Lippi et al. kam auf ahnli-
che Ergebnisse mit Mittelwerten von 129U/l bzw. 481U/l (Lippi, Caleffi
et al. 2013).

Die ROC-Kurve bei einer Neutrophilenzahl >250/ul ergab eine Flache
von 0,857 (p<0,001) unter der Kurve. Mithilfe des Youden’s J-Test
lieB sich ein geeigneter Trennwert bestimmen. Dieser zeigt an, ab
welchem Wert das Testergebnis als positiv gewertet werden sollte.
Nur bei einer tatsachlich vorliegenden Erkrankung soll das Testergeb-

nis auch positiv sein.

Im Falle der LDH wurde bei einem Wert von 86,5U/l die beste Kombi-
nation aus einer hohen Sensitivitdt von 0,85 und einer Spezifitdt von
0,65 ermittelt. Demzufolge gehen LDH-Werte im Aszites von uUber

86,5U/l sehr wahrscheinlich mit einer SBP-Erkrankung einher.

2.2 Kombination mehrerer Parameter

Mithilfe bin&rer logistischer Regressionsanalysen wurde die Abhéan-
gigkeit der ermittelten Aszites-Infektionsparameter von der Neutrophi-
lenzahl getestet. Aus den verbleibenden Werten wurden mithilfe der

Regressionskoeffizienten geeignete diagnostische Panels errechnet.
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Andere Studien, welche neue SBP-Marker evaluierten, bezogen sich
bisher nur auf einzelne Werte oder das Verhaltnis zwischen zwei Pa-
rametern. Ein Panel aus verschiedenen Entzindungsmarkern stellt

jedoch einen ganzlich neuen diagnostischen Ansatz dar.

2.2.1 Diagnosepanel aus allen verfugbaren Infektionsmarkern

Als Infektionsparameter im Aszites wurden in dieser Studie Glukose,
GesamteiweiB, LDH, CRP, Laktat, Calprotectin und NGAL bestimmt.
Diese stellten die Kovariaten in der Regressionsanalyse. Die SBP,
diagnostiziert anhand einer Neutrophilenzahl von >250/ul, war die ab-

héngige Variable.

Nach zweimaliger Regressionsanalyse und dem Ausschluss einiger
nicht signifikanter Marker blieben Glukose, NGAL und Calprotectin als
signifikante Parameter tbrig. Aus diesen Werten wurde folgendes Pa-

nel erstellt:
-0,029*Glukose (A) + 0,003*NGAL (A) + 0,001*Calprotectin (A)

In der ROC-Analyse des berechneten Panels betrug die AUC 0,971
(p<0,001). Dies lasst auf extrem genaue Testergebnisse schlieBen.
Bei einem Cut-Off-Wert von -1,03 betrug die Testsensitivitat 1,0; die
Spezifitdt 0,887. Dabei gehen Werte unterhalb von -1,03 mit einer
SBP-Erkrankung einher.

Da das Panel sowohl aus dem vollstdndigen Datensatz errechnet, als
auch in ihm getestet wurde, ist eine hinreichende Validierung nicht
maoglich. Aus diesem Grund wurden die Daten zun&achst nach der Zahl
der neutrophilen Granulozyten im Aszites sortiert und anschlieBend

die 100 Punktionen in Triplets gegliedert.
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Far ein neues, ein Drittel des ursprunglichen Datensatz umfassendes,
Validierungskollektiv wurden nun die jeweils mittleren Punktionsdaten

aus dem gesamten Datensatz extrahiert.

Aus dem verbleibenden, zwei Drittel der Punktionen umfassenden
Evaluierungsdatensatz wurde mittels einer erneuten binaren logisti-
schen Regressionsanalyse ein weiteres Panel erstellt. Interessanter-
weise verblieben hier anstatt der Aszitesglukose das GesamteiweiB

und die LDH neben NGAL und Calprotectin als signifikante Parameter:

3,54*GesamteiweiB3 (A) + 0,032*LDH (A) + 0,001*Calprotectin (A) +
0,003*NGAL (A).

Im Validierungsdatensatz wurde das Panel erneut Uberprift. Die ROC-
Analyse ergab eine AUC von 0,926 (p<0,001). Das Panel aus dem ge-
samten Datensatz schnitt mit einer AUC von 0,994 (p<0,001) wie er-

wartet auch in der Validierungsgruppe sehr gut ab.

Ein Nachteil der beiden Panels ist, dass sie mit Calprotectin und
NGAL zwei noch etwas weniger verbreitete und auch teuer zu be-

stimmende Parameter beinhalten.

2.2.2 \Vereinfachtes Diagnosepanel

Um auch ein auch aktuell in der klinischen Praxis natzliches Panel zu
berechnen, wurden im Evaluierungs- und dem gesamten Datensatz
weitere Regressionsanalysen durchgefuhrt. Die jeweiligen Formeln

wurden diesmal hingegen ohne Calprotectin und NGAL erstellt.

Beide vereinfachte Panels beinhalteten die zwei Parameter LDH und
GesamtweiB. Aus dem gesamten Datensatz wurde folgende Formel
errechnet: 1,017*GesamteiweiB3 + 0,014*LDH; aus dem Evaluierungs-
datensatz hingegen: 1,305*Gesamteiweil3 + 0,026*LDH.
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Anhand einer ROC-Analyse wurde die Testperformanz der beiden Pa-
nels veranschaulicht. Als positives Testergebnis wurde erneut die
Neutrophilenzahl gréBer 250/ul festgelegt und als Datensatz die Vali-

dierungskohorte verwendet.

1.0

0.8

: ! __optimales Panel gesamter Datensatz
064 © AUC=0,994; p<0,001

P _._optimales Panel zwei Drittel

AUC=0,926; p=0,001

} | __vereinfachtes Panel zwei Drittel
04| ! AUC=0,907; p=0,002

P vereinfachtes Panel gesamter Datensatz
AUC=0,901; p=0,002

Sensitivitat

0.2+

0.0 : : :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Spezifitat

Abbildung 53: Die verschiedenen Panels im Validierungsdatensatz

2.3 Performanz der Diagnoseparameter im gesamten Datensatz

Alle neu ermittelten diagnostischen Optionen wurden bezlglich ihrer
Teststarke verglichen. Zellzahl und Neutrophilenzahl wurden bewusst

nicht in die Liste aufgenommen.

Die beste Testleistung konnte durch die Messung von NGAL, Calpro-
tectin und Glukose im Aszites und das Berechnen des oben erwéhn-
ten optimalen Panels erzielt werden. Im gesamten Datensatz wurde
eine AUC von 0,971 (p<0,001) ermittelt (siehe Abbildung 54), im Vali-
dierungsdatensatz sogar AUC=0,994 (p<0,001) (siehe Abbildung 53).
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Viele Labors und kleinere Kliniken missen die modernen Testverfah-
ren fur diese Parameter jedoch erst etablieren, bevor eine routinema-

Bige Bestimmung maoglich sein wird.

Die ROC-Analyse hat ergeben, dass die Bestimmung von Calprotectin
im Aszites die zweitbeste diagnostische Option war. Der Parameter
alleine ergab eine AUC von 0,936 (p<0,001) im gesamten Datensatz.
In der Validierungskohorte wurde eine AUC von 0,926 (p=0,001) er-
mittelt. Die Ermittlung des Calprotectins im Aszites anhand nur eines
neuen labortechnischen Verfahrens stellt im Vergleich zur Bestim-
mung mehrerer neuer Werte einen geringeren Kosten- und Zeitauf-

wand dar.

Jedoch schneidet mit einer AUC von 0,876 (p<0,001) im gesamten
und einer AUC von 0,901 (p=0,002) im Validierungsdatensatz auch
das vereinfachte Panel aus GesamteiweiB und der Laktatdehydro-
genase sehr gut ab. Er stellt ein schnelles, relativ glinstiges und vor
allem bereits flaichendeckend einsetzbares diagnostisches Werkzeug
dar. In weiterfUhrenden Studien mit gréBeren Fallzahlen sollten die

Panels ausreichend validiert und ggf. angepasst werden.

Sowohl NGAL (AUC=0,836; p<0,001) als auch die LDH (AUC=0,857;
p<0,001) im Aszites lieferten in der ROC-Analyse des gesamten Da-

tensatzes sehr gute Ergebnisse.

Im kleineren Validierungsdatensatz nimmt LDH mit einer AUC von
0,926 (p=0,001) und NGAL mit einer AUC von 0,852 (p=0,008) eine
noch gréBere Rolle ein. Die beiden Werte stellen damit eine weitere
sinnvolle diagnostische Alternative im Rahmen von Point-of-Care Ver-
fahren oder Schnelltests dar. Auch die Ermittlung dieser einzelnen

Parameter hat bereits einen groBen diagnostischen Mehrwert.

Die folgende ROC-Analyse zeigt eine Aufstellung der aussagekréaftigs-
ten Marker NGAL, LDH und Calprotectin im Aszites zusammen mit

den errechneten Panels. Hier ist die deutlich bessere Diskriminations-

93



IV. Diskussion

fahigkeit der beiden Panels im Vergleich zu den darin enthaltenen

einzelnen Werten zu erkennen.

1.0

0.8+
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| AUC=0,971; p<0,001

) ___Calprotectin (A)
AUC=0,936; p<0,001
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LDH (A)
AUC=0,857; p<0,001
NGAL (A)
AUC=0,836; p<0,001
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Abbildung 54: ROC-Kurve Zusammenstellung der besten Parameter im gesamten Datensatz

2.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Eine Simplifizierung und Beschleunigung des diagnostischen Prozes-
ses der spontan bakteriellen Peritonitis stellt das bedeutsamste Ziel
der Studie dar. Die in der Abbildung 54 aufgefuhrten Parameter erfil-
len als biochemische Marker im Vergleich zu mikroskopisch ermittel-

ten Werten genau diese Pramissen.

Insbesondere mit dem Aszitescalprotectin konnte ein sehr sensitiver
und spezifischer Parameter als alleiniges diagnostisches Mittel vali-
diert werden. Auch das NGAL sowie die LDH im Aszites stellen daflr

vielversprechende Optionen dar.
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Eine Kombination aus den bereits jetzt weit verbreiteten Biomarkern
LDH und GesamteiweiB erlaubt eine kostenglinstige und ebenfalls
sehr genaue Diagnostik, ohne mit den Nachteilen der mikroskopi-

schen Verfahren konfrontiert zu sein.

Mithilfe einer Kombination verschiedener Werte ist es mdglich, die
Leistungsfahigkeit mehrerer Parameter (Calprotectin, NGAL, Ge-
samteiweiB3, LDH, Glukose) in einem Panel zusammenzufihren und
weiter zu erhéhen, wie sich auch nach Unterteilung des Datensatzes

in Evaluations- und Validierungskohorte zeigte.

Das NephroCheck® der Firma Astute Medical® beispielsweise ist ein
PoC-Urintest, der in der Diagnostik des akuten Nierenversagens 2015
von der FDA auf dem amerikanischen Markt zugelassen wurde. An-
hand der beiden Biomarker TIMP-2 und IGFB-7 kénnen innerhalb von
20 Minuten Testergebnisse abgelesen werden (Hoste, McCullough et
al. 2014).

Zur Bestimmung des fakalen Calprotectins existiert mit Quantum
Blue® der Schweizer Firma Buhlmann ebenfalls ein Schnelltest. Die-
ser wurde bereits in einigen Studien untersucht und erzielte vielver-
sprechende Ergebnisse (Hessels, Douw et al. 2012, Sydora, Sydora et
al. 2012, Coorevits, Baert et al. 2013).

Als PoC-Verfahren fiur NGAL im Serum ist momentan der Alere® Tria-
ge NGAL Test als Fluoreszenz-Immunoassay auf dem Markt erhéltlich
(Haase-Fielitz, Haase et al. 2014). Dieser korreliert laut einer Studie
sehr gut mit dem ELISA (Dent, Ma et al. 2007).

Ein ahnliches Verfahren ware auch mit Calprotectin und NGAL in
Kombination mit Glukose denkbar. Niedergelassenen Hepatologen
und Klinikarzten stinde damit erstmals ein Verfahren zur Verfligung,
um bei Patienten mit Leberzirrhose und allgemeinen Krankheitssymp-

tomen eine SBP vor Ort ausschlieBen oder diagnostizieren zu kdnnen.
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Adéquate medizinische MaBnahmen kdnnten so unmittelbar eingelei-

tet werden und eine weitere Reduktion der Mortalitat erreicht werden.

2.5 Einschréankungen der Studie

Trotz der sehr vielversprechenden Ergebnisse der Studie zur SBP-
Diagnostik bleiben einige Punkte, die in weiterfuhrenden Studien ver-

bessert oder angepasst werden sollten.

Zunéchst ist das Patientenkollektiv mit nur 36 verschiedenen Proban-
den relativ klein. Die vielen Mehrfachmessungen, die zwangslaufig bei
einer Punktionszahl von 100 durchgefuhrt wurden, sind statistisch nur
teilweise zu korrigieren. Mithilfe der Auftrennung des Datensatzes in
Evaluierungs- und Validierungskohorte konnte dieser Einfluss zumin-

dest reduziert werden.

Aus diesen Grunden wére eine gréBer angelegte prospektive Studie
notwendig, welche die primar herausstechenden Biomarker an einem
groBen Patientenkollektiv weiter untersucht und ggf. bei der Berech-

nung von Panels notwendige Anpassungen vornimmt.

3 PATIENTENCHARAKTERISTIKA

3.1 Atiologie, Biometrie, Alter und Geschlecht

Die Ursache flr die Leberzirrhose und damit auch den Aszites war in
75% der Félle chronischer Alkoholabusus und liegt damit deutlich

uber den in der Literatur angegebenen 44% (Bell, Manos et al. 2008).
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Diese statistische Abweichung kann an der relativ kleinen Patienten-
zahl liegen. Auch wurde die Arbeitsdiagnose alkoholische Leberzir-
rhose bei dem geringsten Verdachtsmoment bereits schriftlich fixiert;
Hepatitiden waren im Patientenkollektiv mit 11% deutlich seltener als

die nach Fachliteratur erwarteten 45%.

Der ermittelte 69,4% Manner- und 30,6% Frauenanteil an den Leber-
zirrhosepatienten entspricht den in Literatur zu findenden epidemiolo-
gischen Daten von zwei Dritteln mannlichen Patienten zu einem Drittel
weiblichen . Das bei beiden Geschlechtern dhnliche Durchschnittsal-
ter von 55,3 Jahren bei Méannern und 55,2 Jahren bei Frauen liegt

ebenfalls im erwarteten Bereich.

So war einer der mannlichen Patienten mit 28 Jahren bei Erstbehand-
lung vergleichsweise sehr jung und ein anderer mit 71 Jahren sehr alt.
Das Alter der Frauen streute hingegen nur zwischen 38 und 66 Jah-

ren.

Anhand des Body-Mass-Index konnten Kérpergewicht und -gréBe der
Patienten zusammengefasst und vergleichbar gemacht werden. Die
Daten zeigen, dass sich mit einer Ausnahme (BMI=55,1kg/m?) alle Pa-
tienten im Bereich der Normalverteilung befinden. Der geschlechter-

ubergreifende Mittelwert von 27,3kg/m? gilt als Praadipositas.

Auch nach Geschlechtern getrennt betrachtet, lassen sich keine gro-
Ben Unterschiede erkennen. So betrdgt der BMI-Mittelwert der weibli-
chen Studienteilnehmerinnen 26,8 +£9,9kg/m2 und der der Manner
27,6 +£5,9kg/m2.

Die im Mikrozensus des statistischen Bundesamtes (Statistisches
Bundesamt 2013) ermittelten Durchschnittswerte in Deutschland be-
trugen bei Mannern 26,5kg/m2 und bei Frauen 25kg/m2. Im Patienten-

kollektiv lagen die ménnlichen Studienteilnehmer dementsprechend
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um 1,1kg/m? und die weiblichen um 1,8kg/m2 Gber dem bundesweiten
BMI-Mittel.

3.2 Erkrankungsfortschritt

Anhand der beschriebenen Uberlebensraten nach Child-Pugh-Score
lasst sich erkennen, dass ein GroBteil (83,3%) der Patienten eine 5-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von lediglich 21% haben. Nach
zehn Jahren wird bei dieser Patientengruppe von einer nahezu 100-
prozentigen Mortalitdt ausgegangen. Anhand des Child-Pugh-Scores
l&sst sich also der groBte Teil des Patientenkollektivs in Bezug auf die

Lebererkrankung als schwer krank bezeichnen.

Auch die MELD-Scores der Probanden lassen auf eine durchschnitt-
lich schwere Lebererkrankung schlieBen. So geht der Mittelwert von
28 statistisch mit einer 3-Monats-Mortalitdt von 37% einher, falls kei-

ne Lebertransplantation vollzogen wird (Kamath, Wiesner et al. 2001).

Vier Patienten (11,1%) hatten einen maximalen Score von 40. Dieser
macht bei Erfallung der ubrigen Bedingungen die Zuweisung eines

Spenderorgans durch Eurotransplant sehr wahrscheinlich.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe der SBP-
positiven und negativen Patienten konnten lediglich beim Model for
End-Stage Liver Disease festgestellt werden. Die MELD-Scores der
SBP-Kranken betrugen im Mittel 32,2 +8,5, die SBP-Gesunden hatten
einen MELD-Mittelwert von 27,3 8.

Sowohl beim Apache Il als auch beim Child-Pugh-Score ergaben sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Der groBe Anteil schwer kranker Probanden ist dadurch erkléarbar,

dass die Patienten ausschlieBlich auf Intensivstation rekrutiert wur-
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den. Einschlusskriterium in die Studie war auBerdem eine bereits de-

kompensierte Lebererkrankung bzw. bestehender Aszites.

Die Auspragung des Bauchwassers zeigte sich in der Gruppe der
SBP-positiven Patienten signifikant erhéht. Da eine fortgeschrittene,
Lebererkrankung oft mit massivem Aszites und weiteren Komplikatio-
nen wie einer SBP einhergeht, war dieses Ergebnis durchaus zu er-

warten.

3.3 Mikrobiologische Untersuchung und Antibiose

Die mikrobiologische Untersuchung war lediglich in 22,2% der nicht
antibiotisch vorbehandelten Erkrankungsfélle positiv. Dies spiegelte
die in der Literatur beschriebenen Positiv-Raten von 34-36% nicht
ganz wider (Gerbes, Gulberg et al. 2011). Woméglich liegt dies an
der, im Vergleich zu anderen Kérperflussigkeiten, geringen Bakterien-

konzentration im Bauchwasser (Bobadilla, Sifuentes et al. 1989).

4  WEITERE INFEKTIONSPARAMETER

41 Gesamtzellzahl

Alle vorherigen Untersuchungen wurden auf Basis einer Diagnosestel-
lung nach dem Goldstandard getéatigt: erhéhte neutrophile Granulozy-
ten Uber 250/ul. Dies erfordert stets eine erweiterte Zelldifferenzie-
rung des Punktats. Als einfachere Alternative wird bereits seit lange-

rem am ehesten eine erhdhte Gesamtzellzahl tber 500/pl empfohlen.
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! __optimales Panel
- AUC=0,970; p<0,001
_._Calprotectin (A)
AUC=0,944; p<0,001
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NGAL (A)
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Abbildung 55: ROC-Kurven der besten Parameter mit SBP anhand der Gesamtzellzahl

Sie korreliert stark signifikant (rsp=0,979) mit den Neutrophilen. Auch
signifikante Unterschiede (p<0,001) in den Gruppen der SBP-positiven
und —negativen Patienten konnten festgestellt werden. Die Mittelwerte
der Gesamtzellzahl bei den negativen Proben betrug 166,4 +£98,4/ul,
bei den Positiven hingegen 2.902,5 £3.913/pl.

Um die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der beiden in den Leitli-
nien empfohlenen SBP-Marker graphisch darzustellen, wurden die
Panels und Parameter auch auf die Diskriminationsfahigkeit zu einer

anhand der Gesamtzellzahl diagnostizierten SBP untersucht.

Anhand der Kurven und auch der angegebenen Fladchen unter den
Kurven wird schnell ersichtlich, dass die Unterschiede zwischen der
Neutrophilenzahl und der Gesamtzellzahl als diagnostische Parameter

far die spontan bakterielle Peritonitis marginal sind.
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Dadurch, dass man die Neutrophilenzahl durch die Gesamtzellzahl als
Standarddiagnostik ersetzt, lieBe sich immerhin der aufwéndige
Schritt der Zelldifferenzierung einsparen. Stattdessen wéaren die Punk-

tate mit einer Gesamtzellzahl von >500/pl als SBP-positiv einzustufen.

Eine umsténdliche, oftmals manuelle Zellz&dhlung im Punktat 1&sst sich
dadurch aber nicht ersparen, was der Zellzahl vor allem als diagnosti-
sche Alternative fur die Zukunft eine eher untergeordnete Bedeutung

zukommen lasst.

4.2 Gesamteiweil3

In verschiedenen Studien (Runyon 1986, Mustafa, Al Mamun et al.
2009) wird die These aufgeworfen, dass niedrige GesamteiweiBBlevels
mit einem erh6hten SBP-Risiko einhergehen. Im vorliegenden Daten-
satz hingegen korrelieren die gesamten Proteine (rs,=0,608) signifi-
kant positiv mit einer SBP (Runyon 1988). Auch waren die Unter-
schiede zwischen der Gruppe der SBP-positiven und -negativen Pati-
enten signifikant (p=0,002). Das gesamte Eiwei3 im Aszites hatte bei
den positiven Proben Mittelwerte von 1,8 +0,7g/l und bei den negati-

ven 1,2 +0,8g/I.

Dies kann daran liegen, dass im Verlauf einer Entzindung die Ei-
weiBwerte im Aszites in Form von Plasmaproteinen und Entzin-
dungsmediatoren ansteigen, wahrend préa-infektiés niedrige Werte das

Risiko fur eine SBP erhdhen.

Die Studie von Burri et al. beschreibt ahnliche Funde mit einem Ge-
samteiweiBmedian von 22g/l bei ihren 19 SBP-positiven Patienten und

129/l bei den 111 -negativen (Burri, Schulte et al. 2013).
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43 CRP

Das C-reaktive Protein korreliert mit einem Spearman’s Rho von 0,53
(p<0,001) hoch signifikant mit der spontan bakteriellen Peritonitis. Im
Mann-Whitney U-Test konnten signifikante Unterschiede (p=0,003)
festgestellt werden. Auch die CRP Mittelwerte der SBP-positiven Pati-
enten waren mit 1,7 £1,9mg/dl deutlich héher als die 0,6 +0,6mg/dl

bei den -negativen.

Das CRP ist als akute-Phase Protein direkt mit infektiosen Vorgangen
im Koérper assoziiert und wird dementsprechend in vielen medizini-
schen Fachbereichen hé&ufig zur Entzindungsdiagnostik verwendet.
Es erméglicht insbesondere eine gute Verlaufsbeurteilung entzindli-
cher Prozesse. Eine Eignung als Infektionsparameter auch bei Ent-

zindungen innerhalb des Peritoneums ist deshalb naheliegend.

In der ROC-Analyse zeigte das CRP mit einer AUC von 0,72
(p=0,003) nur eine moderat gute Testperformanz. Bei einem Youden’s
J von 0,325 besteht eine Sensitivitat von 0,5 und Spezifitdt von 0,83.
Der zugehdrige optimale CRP-Cut-Off-Wert liegt bei 1,1mg/dl.

4.4 Glukose

Zwischen der Glukose und den neutrophilen Granulozyten im Aszites
besteht eine signifikante, gering inverse Korrelation (rsp=—0,318). Im
Mann-Whitney U-Test sind die Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen knapp nicht signifikant (p=0,064). Der Durchschnittswert der
SBP-positiven Aszitesglukosewerte lag bei 129,4 +41,5mg/dl, der der
-negativen bei 166,8 +170,6mg/dl.
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Dieser inverse Zusammenhang wird auch von Runyon beschrieben
(Runyon 1988). Ursachlich daflr ist vermutlich ein tbermaBiger Glu-

koseverbrauch der fir die SBP verantwortlichen Bakterien.

4.5 Leukozyten auf Urin-Teststreifen

Die Korrelation von Urin-Reagenzstreifen-Leukozyten im Aszites
(rsp=0,491; p<0,001) mit den neutrophilen Granulozyten ist moderat
positiv und signifikant. Der errechnete Mittelwert der negativen Pro-
ben betrug 4,1 +11,6/ul, der der positiven lag bei 43,8 +110/pul. Die

Unterschiede waren statistisch signifikant (p<0,0017).

Leukozyten dienen in vielen medizinischen Bereichen seit langem als
Entzindungsmarker. Aus diesem Grund uUberrascht eine Korrelation

und Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Entziindung nicht.

Anhand der ROC-Analyse wurde eine Flache unter der Kurve von 0,72
(p=0,003) ermittelt. Dieses Ergebnis féallt jedoch recht deutlich hinter
die eingangs aufgefihrten Spitzenwerte zurtck. Der Cut-Off Wert von
125/ul wurde mittels Youden’s J (J=0,413) ermittelt. Die zugehdrige
Sensitivitdt lag jedoch nur bei 0,55, die Spezifitdt bei 0,86. Auch an-
dere Studien kamen bereits zu ahnlichen Ergebnissen mit niedriger

Sensitivitat und hoher Spezifitdt (Nousbaum, Cadranel et al. 2007).

4.6 Laktat

Das Laktat (rsp=0,280) korrelierte im Aszites lediglich gering positiv
mit der Neutrophilenzahl. Es wird in Ubereinstimmung mit den Ergeb-
nissen auch von friheren Studien bereits als effektiver SBP-Marker
angezweifelt (Stassen, McCullough et al. 1986, Runyon and Antillon
1991).
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Die statistisch ermittelten Unterschiede zwischen SBP-positiven und
-negativen Probanden in der zentralen Tendenz waren beim Laktat
signifikant (p=0,009). Die Mittelwerte bei den SBP-negativen betrugen
2,5 +1,7mg/dl und bei den -positiven 4,7 +3,3mg/dl.

Die Flache wunter der Kurve in der ROC-Analyse betrug 0,690
(p=0,009). Der maximale Youden’s J (J=0,375) liegt bei einem
Laktatwert von 3,2mg/dl. Dabei hat der Test eine Sensitivitat von 0,6
und einer Spezifitdt von 0,78. Dies zeigte insgesamt eine bestenfalls

méBige Eignung zu Unterscheidung von Patienten mit und ohne SBP
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Leberzirrhose ist das irreversible Endstadium einer chronischen
Lebererkrankung. Als Hauptursache dafur gilt der chronischen Alko-
holabusus. Haufigste Infektion bei Patienten mit Aszites bei Leberzir-
rhose ist die spontan bakterielle Peritonitis (Fernandez, Navasa et al.
2002). Deren fulminanter Verlauf resultiert in einer Mortalitat von 20
bis 30% (Garcia-Tsao 2001, Thuluvath, Morss et al. 2001, Runyon,
Practice Guidelines Committee et al. 2004, Ariza, Castellote et al.
2012). Das Mortalitatsrisiko steigt bei verzdégerter Therapie stindlich
um ca. 3% (Runyon 2014).

Entscheidend fur ein positives Outcome ist eine rasche Diagnosestel-
lung sowie ein unverzuglicher Beginn der Therapie. Problematisch
hierbei sind das sehr unspezifische und heterogene klinische Bild so-

wie die zeit- und personalintensive Labordiagnostik.

Als diagnostischer Goldstandard gilt noch immer eine erhéhte Neutro-
philenzahl im Aszites Uber 250/pl. Zur Bestimmung erfolgt als erster
Schritt eine aufwandige manuelle Auszdhlung durch geschultes Per-
sonal oder Zahlautomaten. AnschlieBend findet eine Zelldifferenzie-

rung statt (European Association for the Study of the Liver 2010).

Mit dem Ziel schneller und einfacher zu ermittelnde diagnostische Pa-
rameter zu evaluieren, wurde zunachst eine umfassende Auswahl an
biochemischen Entzindungsmarkern im Aszites bestimmt. Anhand
von ROC-Kurven wurden die jeweiligen Testleistungen mit dem Gold-
standard, den neutrophilen Granulozyten, verglichen. Mittels Regres-
sionsanalysen wurden aus besonders sensitiven und spezifischen Pa-

rametern Panels erstellt, die noch genauere Tests erméglichten.

Das Panel aus Glukose, NGAL und Calprotectin hatte eine AUC von
0,971 (p<0,001). Der gewéhlte Cut-Off Wert von -1,03 ging mit einer
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Sensitivitdt von 1,0 sowie einer Spezifitat von 0,887 einher. Panel-
Werte darunter sind ein verldsslicher Hinweis auf eine SBP. Das Cal-
protectin im Aszites ergab die zweitgr6Bte AUC=0,936 (p<0,001). Ein
Cut-Off Wert von 977,3ng/ml erzielte eine Sensitivitat von 0,9 und ei-

ne Spezifitdt von 0,838.

Der Wert mit der drittgr6Bten AUC (0,876; p<0,001) war das Panel
aus LDH und Gesamteiweif3. Eine Bestimmung der beiden etablierten
Parameter ist einfach und kostengunstig mdglich. Sowohl LDH
(AUC=0,857; p<0,001) als auch NGAL (AUC=0,836; p<0,001) runde-

ten die Testparameter mit den gr6Bten AUCs ab.

Die biochemischen Parameter haben den groBen Vorteil, dass sie im
Gegensatz zur Zellzahl vollautomatisch bestimmt werden kénnen. Fur
Calprotectin im Stuhl gibt es mit dem Quantum Blue®-Test bereits ein
Point-of-Care Verfahren. NGAL kann im Serum mithilfe des Alere Tri-
age® NGAL Tests bettseitig bestimmt werden. Ein PoC-Test der zwei
biochemische Marker kombiniert ist der NephroCheck®. Er wird be-

reits in der Diagnostik des akuten Nierenversagens verwendet.

Die neu gewonnenen Daten lassen die Annahme zu, dass ein Test mit
Calprotectin und NGAL die Zellzahl als diagnostischen Goldstandard

der spontan bakteriellen Peritonitis ablésen kann.

Die erstmalig in dieser Studie ermittelte Kombination aus Calprotectin
und NGAL ermdglicht einerseits eine schnelle und unkomplizierte Tes-
tung, gewahrleistet andererseits jedoch auch eine sehr hohe Testsen-
sitivitat und -spezifitdt. Die langsame und aufwéndige Standarddiag-
nostik ist ein Grund fur die aktuell noch sehr hohe Mortalitat der SBP.

Eine Uberholung des aktuellen Goldstandards ist unausweichlich.

Die schnelleren, einfacher zu ermittelnden und ebenso zuverldssigen
neuen Biomarker gewé&hrleisten eine rundum bessere Diagnostik. Ein

besseres Patientenoutcome ist méglich.
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