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Reproduzierbarkeit im induzierten
Sputum bei Kindern mit Asthma

Zusammenfassung: Bei Kindern mit Asthma bietet sich die
Sputum-Induktion mit hypertoner Kochsalzlésung als nicht-in-
vasive Methode zur Quantifizierung der eosinophilen Inflamma-
tion an. Es ist unklar, inwieweit das komplexe Manéver der Spu-
tum-Induktion auch bei Kindern anwendbar und sicher ist. Wir
untersuchten daher zweimal im Abstand von 6 Wochen 9 nicht-
atopische Kontrollprobanden sowie 34 Kinder mit stabilem
Asthma bronchiale im Alter von 6 - 18 Jahren, von denen letzte-
re in n=25 Fallen Budesonid (400-1200 ug/die) und in n=9
Fillen DNCG (60 mg/die) inhalierten. Nach der Praimedikation
mit 200 ug Salbutamol erfolgte die Inhalation mit hypertoner
Kochsalzlosung (3, 4 und 5%) fiir insgesamt 30 Minuten, wdh-
rend alle 5 Minuten die Lungenfunktion kontrolliert wurde und
versucht wurde, Sputum zu expektorieren. Nach der Abtren-
nung der Sputum-Flocke vom umgebenden Speichel wurde die
Sputumflocke mittels Zdhlkammer, Cytospinprdparat sowie
Messung des Eosinophilen Cationischen Proteins (ECP) charak-
terisiert. Die Sputum-Gewinnung lie sich in 84 von 86 beab-
sichtigten Tests (97,7 %) durchfiihren, wobei keine klinische Be-
eintrdchtigung objektivierbar war. Der durchschnittliche Abfall
des FEV,-Werts nach der Sputum-Induktion betrug 3,0 % (Medi-
an; Maximum 11,0%). Die Reproduzierbarkeit der relativen Eo-
sinophilen-, Neutrophilen- sowie Lymphozytenzahl (5-95%-
Werte Test1: 0,0-4,2% bzw. 0,8-11,4% bzw. 3,2-35,1%) des
Sputum-Differential-Zellbildes war befriedigend fiir die Eosino-
philen sowie Neutrophilen (Intraclass-Correlations-Coefficient
(ICC) 0,41) und fiir Lymphozyten (ICC = 0,49). Fiir ECP (5-95 %-
Werte Test1: 39,8-8000,0ug/l) war die Reproduzierbarkeit
(ICC= 0,24) ausreichend. Die ICC-Werte fiir Gesamtzellzahl
(ICC=0,31) und Gewicht der Sputumflocke (ICC=0,30) ergaben
eine ausreichende Reproduzierbarkeit. Mit Hilfe des dargestell-
ten Vorgehens ist die Sputum-Induktion im Kindesalter in aller
Regel durchfiihrbar und sicher. Als befriedigend reproduzierba-
re Parameter empfehlen sich die Anteile an eosinophilen und
neutrophilen Granulozyten sowie an Lymphozyten.

Reproducibility in the Induced Sputum in Childhood: In
asthmatic children sputum-induction with hypertonic saline is
useful to quantify the eosinophilic inflammation. However, only
few data are available about feasibility and safety of the proce-
dure in children. Therefore, taking 9 non-atopic healthy control
children (mean age 11,8 years) and 34 asthmatic children
(mean age 11,4 years), inhaling n=25 Budesonid (400-
1200 ug/die) and n=9 DNCG (60 mg/die), sputum induction
was performed twice within 6 weeks. Briefly, 10 minutes after

Pneumologie 2000; 54: 185-190
© Georg Thieme Verlag Stuttgart - New York
ISSN 0934-8387

U. Reining, |. Mattes', K. Storm van’s Gravesande?,
G. lhorst, J. Kiihr

Universitdts-Kinderklinik, Zentrum fiir Pneumologie,
Allergologie und Mukoviszidose (Arztlicher Direktor:
Prof. Dr. M. Brandis), Freiburg

T Division of Biochemistry and Molecular Biology, The John Curtin
School of Medical Research, Australian National University,
Canberra, Australia

2 Brigham and Women’s Hospital, Pulmonary Division,
Thorn building 8th floor, 75 Francis Street, Boston, MA 02115

inhalation of 200 ug salbutamol subjects inhaled hypertonic
saline (3, 4 and 5%) for in all 30 minutes, while all 5 minutes
lung function was checked and expectoration of sputum was
supported. Adequate sputum plugs were separated from con-
taminating saliva and processed immediately employing native
chamber and cytospin cell count as well as measurement of
eosinophilic cationic protein (ECP). Sputum-induction could be
performed in 84 out of 86 planed tests (97,7 %) without any ob-
jective clinical adverse effects. The mean fall in FEV, was 3,0%,
the maximum 11,0 %. The reproducibility of eosinophil, neutro-
phil and lymphocyte differential cell count (5-95%-values
Test1: 0,0-4,2%, 0,8-11,4%, and 3,2-35,1%, respectively) was
moderate for eosinophils and neutrophils (Intraclass-Correla-
tion-Coefficient (ICC) 0,41) as well as for lymphocytes
(ICC=0,49). For ECP 5-95%-values Test1: 39,8-8000,0 ug/l)
only a fair reproducibility (ICC=0,24) was found. The ICC levels
for total cell count (ICC=0,31) and for weight of the sputum
plug (ICC=0,30) were also fair. Based on the procedure
presented induced sputum is a feasible and safe method in
childhood. The differential sputum cell count of eosinophils,
neutrophils and lymphocytes can be recommended as para-
meters with moderate reproducibility.

Einleitung

Die eosinophile Inflammation der Atemwege spielt eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese des Asthma bron-
chiale [1,2,3]. Um bei Asthma im Kindes- und Jugendalter
unter antiinflammatorischer Therapie Verlaufskontrollen di-
rekt am Bronchialsystem vornehmen zu kénnen, ist ein
sicheres und nicht-invasives Verfahren erforderlich. Die zur
Zeit einzige derartige Methode ist die Untersuchung von
Sputum [4,5]. Inzwischen wurden Sputum-Gewinnung und
Materialaufarbeitung technisch so verbessert, so dass valide
und reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden kénnen
[6,7]. Da Kinder und Jugendliche oft nicht in der Lage sind,
spontan Sputum zu produzieren und zu expektorieren, ist
hier die Methode der Sputum-Induktion mit hypertoner
Kochsalzldsung vorteilhaft. Allerdings muss die bronchokon-
striktorische Wirkung der hypertonen Kochsalzlésung gerade
bei Kindern mit Asthma beriicksichtigt werden [8,9]. In
vorliegender Studie wurden neben der Durchfiihrbarkeit der
Sputum-Induktion vor allem deren Sicherheit sowie Reprodu-
zierbarkeit tiber sechs Wochen untersucht.
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Material und Methoden
Lungenfunktionspriifung

Es erfolgten Lungenfunktionspriifungen mit einem Master-
lab® (E. Jaeger, Wiirzburg) entsprechend internationalen
Richtlinien [10]. Das hochste FEV; von zwei reproduzierbaren
Fluss-Volumen-Kurven wurde verwendet, sofern die Differenz
zwischen der forcierten Vitalkapazitit (FVC) <5% war. Es
erfolgte (nach Linge und Gewicht) die Berechnung von %-
Sollwerten [11].

Patienten

Es nahmen 34 Kinder mit stabilem Asthma bronchiale (Alter
6-16 Jahre, Median 11,4 Jahre) sowie 9 nicht-atopische
(Haut-Prick-Test und Anamnese) Kontrollen (8-18 Jahre,
Median 11,8 Jahre) teil. In jeder Gruppe waren acht Madchen.
Die Teilnahme an der Studie war freiwillig und erfolgte nach
umfassender miindlicher sowie schriftlicher Aufklarung der
Eltern und Kinder sowie nach schriftlicher Einverstandniser-
klarung. Das positive Votum der Ethikkommission der Medi-
zinischen Fakultit der Albert-Ludwigs-Universitdt Freiburg
lag vor (Votum-Nr. 213/97). Steroid (400- 1200 pg Budesonid/
die) erhielten 25 Asthmatiker und 9 erhielten ein DNCG-
Prdparat (60 mg/die). Zweimal wurde im 6-Wochen-Abstand
getestet.

Sputum-Gewinnung

Das Protokoll von Pin et al. wurde zugrundegelegt [12]. Zehn
Minuten nach Gabe von 200pug Salbutamol wurde dreimal
unter Steigerung der Konzentration fiir je zehn Minuten
vernebelte Kochsalzlésung (NaCl-Lésung, 3%, 4% und 5%;
Ultraneb 2000; Devilbiss, Somerset, PA, USA; maximale
Verneblerleistung 4,5 ml/Minute) inhaliert. Vor dem Test und
alle fiinf Minuten unter Inhalation erfolgten Lungenfunktions-
kontrollen. Unterschritt das FEV; 90% des Ausgangswertes, so
erfolgte keine Konzentrationssteigerung; bei Unterschreitung
von 80% des Ausgangswertes war ein Abbruch der Sputum-
Induktion vorgesehen. Nach der Inhalation erfolgten Mund-
und Rachenausspiilen mit Wasser, Naseschneuzen und Was-
serschlucken. Sputum wurde erstmals nach einer Inhalations-
phase von 10 Minuten und anschlieRend alle 5 Minuten je
einmal (also insgesamt 5- bis 6-mal) expektoriert. Wegen zu
Anfang geringer Menge wurde nicht fraktioniert analysiert.
Vor der ersten Sputum-Expektoration wurde zusatzlich eine
Speichelprobe gewonnen. Geeignete Sputumflocken wurden
separiert, um die Kontamination der Flocken mit Speichel zu
minimieren [13]. Qualitative Charakteristika der erhaltenen
Sputumproben wurden makroskopisch beurteilt [12].

Sputum-Aufarbeitung

Die umgehende Verarbeitung von Sputumflocke und Spei-
chelprobe erfolgte nach dem Protokoll von Holz et al. [14].
Nachdem das Gewicht der Proben ermittelt und die Flocken
mit zwei Volumeneinheiten, die Speichelproben mit einer
Volumeneinheit Dithiothreitol (DTT) 0,1 % (Sputolysin, Calbio-
chem, Bad Soden), versetzt worden waren, wurden die Proben
vorsichtig mit einem Vortex gemischt, fiir 15 Minuten im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert und alle fiinf Minuten vorsich-
tig geschiittelt. Eine 20fache Verdiinnung wurde durch Zu-
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gabe von PBS-Puffer erreicht. Es erfolgte Zentrifugation bei
600xg und 4°C fiir 10 Minuten und anschlieBend die
Abnahme des Uberstandes der Sputumflocke, welcher bei
-70°C eingefroren wurde. Es folgte Resuspension in 200 ug
bovinem Serum-Albumin (1%). Die absolute Zellzahl wurde in
der Zahlkammer, und die Vitalitit wurde anhand Trypanblau-
Farbung bestimmt. Jeweils 3 -6 x 104-Zellen wurden fiir Cyto-
spins verwendet (Shandon cytocentrifuge 3®, Shandon Sou-
thern Instruments, Sewickley, PA, USA), die nach May-Griin-
wald-Giemsa gefarbt wurden. Mindestens 400 nicht-epithe-
liale Zellen wurden gezdhlt.

Sputum-Analyse

Im Uberstand der Sputumproben wurde das eosinophile
cationische Protein (ECP) mittels Fluorimmunassay (ECP
FEIA®, Pharmacia & Upjohn, Freiburg) bestimmt.

Statistische Auswertung

Zur Deskription werden Median und 5-95%-Intervall ange-
geben. Bei Unterschreitung des ECP-Detektionslimits von
2ng*1-1 (verdiinnte Probe: 40 ng*1-1) bei n =4 (zwei Asthma-
tiker, zwei Kontrollen) wurde auf 1,99pug*1-! (verdiinnte
Probe: 38,9pug*1-1) gesetzt. Fiir kontinuierliche Variablen
erfolgte die Testung bei zwei Gruppen mit dem Wilcoxon-
Rangsummentest (bei drei Gruppen Kruskal-Wallis-Test). Dif-
ferenzen innerhalb der Gruppe wurden als Paardifferenzen
nach Wilcoxon getestet. Als MaR fiir die Reproduzierbarkeit
wurden limits of agreement (Cg-Wert) berechnet (Grenzen, in
denen die Abweichungen der Werte mit 95%iger Wahrschein-
lichkeit liegen [15]). Der Intraclass-Correlation-Coefficient
(ICC) beschreibt die Zusammenhangstdrke der Messwerte in
einer ,Klasse* (eine Klasse ist ein Proband) [15]. Ferner wurde
die Spearman-Rangkorrelation eingesetzt. Allgemein wurde
fiir p-Werte <0,05 statistische Signifikanz angenommen
(ao=5%). Es wurde das Statistical-Analysis-System (SAS Insti-
tute, Cary, NC, USA) verwendet.

Ergebnisse
Durchftihrbarkeit und Sicherheit

Alle Patienten standen schon zu Beginn seit mindestens vier
Wochen konstant unter Therapie. Fiir den gesamten Beobach-
tungsverlauf wurden keine anamnestischen Asthmaver-
schlechterungen oder Medikationsdnderungen berichtet. Ein
stabiler Asthmatiker (n=1) konnte wegen Unterschreitung
des FEV;-Sollwerts von 80% vor beiden Tests keine Sputum-
Induktion bekommen. Die {ibrigen 84 der 86 beabsichtigten
Tests konnten durchgefiihrt werden (97,7 %). Bei 84 Sputum-
Induktionen wurde in einem einzigen Fall eine Abnahme des
FEV;> 10% nach Inhalation beobachtet. In keinem Fall musste
vorzeitig abgebrochen werden. Der Median des FEV,-Abfalls
ist 3,0%, das Maximum 11% (5-95 %-Intervall: 11%--4%).

Ergebnisse in den verschiedenen Gruppen

Wadhrend die ECP-Konzentrationen im Speichel von Asthmati-
kern in 37 von 41 Proben das Detektionslimit unterschritt,
war dies in der Sputum-Flocke nur in 7 der 41 Proben der Fall
(alle Laboranalysen ,,blind“ durchgefiihrt).
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Abb.1 Grafische Darstellung der Reproduzierbarkeit als Differenz
des prozentualen Eosinophilenanteils der Sputum-Flocke (innerhalb
durchschnittlich 6 Wochen) in Abhéngigkeit des durchschnittlichen
Anteils (arithmetisches Mittel der Eosinophilenanteile).
Die horizontalen Linien markieren bez. der Differenz den Mittelwert
und die Grenzen von jeweils 2 Standardabweichungen.

Reproduzierbarkeit

Bei 38 der zweimal untersuchten Probanden konnte die
Reproduzierbarkeit getestet werden. Hierbei wurde in 35
Fillen zu beiden Zeitpunkten ein auswertbares Cytospinpra-
parat erhalten. Abb.1 und 2 zeigen die Ergebnisse fiir die ECP-
Konzentration und den prozentualen Eosinophilenanteil. We-
der die Differenz der Eosinophilen noch die Differenz des ECP
steht mit der durchschnittlichen Hohe (arithmetisches Mittel)
in Beziehung (Abb. 1 bzw. 2). Beim zweiten Test zeigt sich in
beiden Asthmatikergruppen eine Abnahme des Gewichts der
Sputumflocke (Tab.1). Die ICC-Werte ergaben fiir alle drei
Parameter eine ausreichende Reproduzierbarkeit (Tab.2). In
Tab. 3 sind die prozentualen Anteile der einzelnen Zellarten
und die jeweiligen Reproduzierbarkeitskoeffizienten darge-
stellt.

Diskussion
Sicherheit

Da Asthmatiker auf die Inhalation von vernebelter hypertoner
Salzlésung mit einem Abfall des FEV,-Werts reagieren kénnen
[8,9], ist das Induktionsprotokoll im Sinne notwendiger
Sicherheit zu standardisieren [17]. In vorliegender Studie
wurde die Induktion, aber auch die Aufarbeitung und Analyse
der Proben, zur Optimierung des Standards nach genau
definierten Protokollen vorgenommen [12,14]. In einem Kol-
lektiv von 78 Erwachsenen reagierten 11 trotz vorheriger
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Abb. 2 Grafische Darstellung der Reproduzierbarkeit als Differenz
der beiden logECP-Konzentrationen der Sputum-Flocken (innerhalb
durchschnittlich 6 Wochen) in Abhdngigkeit der durchschnittlichen
Konzentration (arithmetisches Mittel der logECP-Werte).

Die horizontalen Linien markieren bez. der Differenz den Mittelwert
und die Grenzen von jeweils 2 Standardabweichungen.

Bronchodilatatorgabe mit einem FEV;-Abfall von 20% oder
mehr, wobei jedoch 10 Probanden ein Ausgangs-FEV; von
weniger als 80% des Sollwertes hatten [9]. In einer weiteren
Studie zeigten 17 bis 19% von Adulten mit schwerer Asth-
maauspragung FEV;-Abfdlle von 10-20% [20]. Bei Kindern
wurden unter Sputum-Induktion peakflow-Riickginge um
immerhin 5% berichtet [21]. Entsprechend den aktuellen
Empfehlungen [6,12,22,23] wurde in vorliegender Studie die
Sputum-Induktion ausschlieBlich an klinisch-anamnestisch
stabilen Probanden mit einem FEV; von iiber 80% des
Sollwertes und nach Pramedikation mit Salbutamol durch-
gefiihrt. Diese standardisierten Sicherheitsbedingungen las-
sen verstehen, dass bei n=84 Induktionen lediglich einmal
ein FEV;-Abfall > 10% auftrat. Auf der anderen Seite konnten
97,7% der rekrutierten Probanden erfolgreich untersucht
werden. Aufgrund dieser Konstellationen kénnen wir die von
uns eingehaltenen Sicherheitsstandards fiir die Induktion mit
hypertoner Kochsalzlésung bei Kindern mit stabilem Asthma
bronchiale auch fiir zukiinftige Studien empfehlen.

Durchfiihrbarkeit

Das Verfahren beruht auf der Inhalation vernebelter hyper-
toner Kochsalzlosung zur Induktion der Sputum-Produktion
und der nachfolgenden technischen Unterstiitzung der Expek-
toration [4,5]. Vermutlich entfaltet die Induktion {iber einen
vermehrten Ausstrom von Wasser iiber die Atemwegsepithe-
lien, eine Stimulation von Hustenrezeptoren, eine direkte
Stimulation der mukozilidren Clearance [6], sowie eine Kon-
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Tab.1 Sputum-Gewicht, Sputum-Zellzahl und Sputum-ECP-Konzentration und relative Eosinophilenzahl in den verschiedenen Gruppen bei Test 1

und Test 2

Variablen

Gewicht der Sputumflocke
in mg

absolute Zellzahl in der
Sputumflocke
ECP-Konzentration

in pg/l

Eosinophile in %

zur Gesamtzellzahl

Gewicht der Sputumflocke
in mg

absolute Zellzahl in der
Sputumflocke
ECP-Konzentration

in pg/l

Eosinophile in %

zur Gesamtzellzahl

Tab. 2 Reproduzierbarkeit der Gesamtzellzahlin der Sputumflocke, des Sputum-Gewichts und der Sputum-ECP-Konzentration flir Test1 und Test 2

in der Gesamtpopulation.

Variablen

Test1
(Median und 90 %-Intervall)

Test2
(Median und 90 %-Intervall)

p-Wert

(Differenz zwischen Test1 und 2)

Cy-Wert

(limits of agreement)
ICC-Wert

(95 %-Konfidenzintervall)

stabile Asthmatiker
mit Steroid-Therapie
n=24

Median

(90 %-Intervall)

74,0
(28,5-306,9)

1611250
(287 500-4 475 000)

453,0
(39,8-2600,0)

2,4(0,6-4,2)

56,5
(29,6-562,3)

1318 750

(318 750-1 103 750)
332,0

(39,8-1476,0)

15

(0,0-5,7)

Gesamtzellzahl in der Sputumflocke

stabile Asthmatiker
mit DNCG-Therapie
n=9

Median

(90 %-Intervall)

Test1

70,5
(29,8-105,8)

587 500
(187 500-4 537 500)

75,0
(39,8-1600,0)

1,0 (0,0-2.2)

Test2

34,5
(11,4-304,8)

1150 000
(350 000-2 200 000)

96,2
(39,8-1064,0)

1,6
(0,2-4,2)

Gesamtpopulation (n=38)

nicht-atopische
Kontrollen
n=9

Median

(90 %-Intervall)

49,8
(30,4-103,7)

1437 500
(325 000-3 300 000)

234,0
(39,8-4000,0)

0,5 (0,0-3,0)

95,9
(25,6-444,6)

1 450 000
(375 000-8 400 000)

91,2

(39,8-308,0)
0,2
(0,0-0,6)

Gewicht der Sputumflocke in mg

1362 500 62,3
(187 500-4 537 500) (28,5-306,9)
1212 500 50,8

(350 000 -8 400 000) (22,1-444,6)
0,5 0,61

1.1 1,0
(0,1-10,0) (0,1-7.2)
0,31 0,30
(-0,002-0,57) (-0,02-0,56)

Tab. 3 Reproduzierbarkeit des Differenzial-Zellbilds fir Test 1 und Test 2 in der Gesamtpopulation.

Variablen

Test1
(Median und 90%-Intervall)

Test2
(Median und 90 %-Intervall)

p-Wert

(Differenz zwischen Test1 und 2)

Cy-Wert

(limits of agreement)
ICC-Wert

(95 %-Konfidenzintervall)

Eosinophile in %

14
(0,0-4,2)
0,8
(0,0-5,6)
0,16

0,7
(0,07-8,2)
0,41
(0,10-0,65)

Neutrophile in %

Gesamtpopulation (n=35)

Lymphozyten in %

Makrophagen

3.4 16,2 68,8
(0,8-11,4) (3.2-35,1) (48,4-85,2)
2.8 12,4 74,4
(0,6-5,4) (3,0-36,4) (39,6-87,4)
0,04 0,11 0,14

0,8 0,8 1,0

(0,2-3,1) (0,2-3,1) (0,6-1,8)
0,41 0,49 0,17
(0,09-0,65) (0,19-0,70) (-0,16-0,47)
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p-Wert

innerhalb

der drei

Gruppen
(Kruskal-Wallis-Test)

0,33
0,04
0,02

0,004

0,16
0,52
0,12

0,006

ECP-Konzentration in pg/l

225,0
(39,8-8 000,0)

157,7
(39,8-13 520,0)

0,69

0,9
(0,01-63,1)

0,24
(-0,08-0,51)

in %  Epithelien in %

5,2
(0,0-44,0)
5,0
(0,8-30,0)
0,95

1,2
(0,04-33,0)
0,27
(-0,06-0,55)
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traktion glatter Muskelzellen [17] ihre Wirkung. Vergleiche
bronchialer Lavagen mit bronchialen Biopsien, die eine gute
Ubereinstimmung mit den Befunden nach Sputum-Induktion
zeigen, lassen annehmen, dass das induzierte Sputum aus den
groBeren, zentralen Bronchien stammen [6,19]. Zur Sputum-
Aufarbeitung sind in der Literatur im Wesentlichen zwei
Techniken beschrieben: die Analyse des gesamten expekto-
rierten Sputummaterials und die selektive Analyse der Spu-
tumflocke [18]. Die Analyse der gesamten Sputumprobe [6]
hat den Nachteil, dass aufgrund von Dilution durch Speichel
die exakte Quantifizierung beeintrdchtigt wird. Fiir die Selek-
tion der Sputumflocke aus dem Gesamtexpektorat wurden in
verschiedenen Studien Vorteile nachgewiesen [6,12,13,18].
Zwar erscheint die Distinktion zwischen Astmatikern und
nicht-asthmatischen Kontrollen auch mit der Methode der
gesamten Sputumprobe moglich [18], jedoch ist im selektier-
ten Sputum ein erhohter Anteil vitaler Zellen sowie ein
hoherer Anteil Eosinophiler nachweisbar [13], und ferner ist
die ECP-Konzentration gegeniiber der Gesamtprobe um das
Fiinf- bis Sechsfache héher [6,13,18]. Daher ist im Hinblick
auf ECP-Bestimmung und Differenzialzytologie die Abtren-
nung der Sputumflocke der Analyse des Gesamtexpektorats in
wichtigen Punkten {iberlegen.

Reproduzierbarkeit

Da trotz breiter Streuung von ECP und Eosinophilen keine
Abhdngigkeit der Reproduzierbarkeit von der Héhe der Werte
erkennbar ist (Abb.1 und 2), diirften unsere Angaben auch fiir
Kollektive mit anderer Ausprdgung der Parameter aussage-
kraftig sein. Die Reproduzierbarkeit der ECP-Konzentration im
Sputum war mit einem ICC von 0,24 relativ schlecht (Tab. 2).
Da Spanevello et al. [24] und In’t Veen et al. [25] bei adulten
Asthmatikern {iber zwei Wochen (ICC = 0,70) bzw. mindestens
zwei Tagen (ICC=0,82) eine gute bis sehr gute Reproduzier-
barkeit fanden, nehmen wir an, dass unser relativ langer
Zeitraum und potenziell auch die Entziindungsabldufe beim
Kind zu einer gréfleren Variabilitdt beitragen. Andererseits
fanden wir fiir die Gesamtzellzahl (Tab. 2), wie andere iiber
nur 6 Tage [27], immerhin noch eine ausreichende Reprodu-
zierbarkeit. Aufgrund befriedigender Reproduzierbarkeit von
Eosinophilen- (ICC=0,41), Neutrophilen- (ICC=0,41), sowie
Lymphozyten-Anteil (ICC=0,49) werden aktuelle Standardi-
sierungs-Empfehlungen, die die Darstellung des Differenzial-
Zellbildes gerade anhand von relativen Zellzahlen nahelegen
[26], bestdtigt. Interessanterweise zeigt sich bei den steroid-
therapierten Asthmatikern in Test1 ein wesentlich héherer
Eosinophilen-Anteil als bei den DNCG-therapierten Patienten.
Auch zeigen sich in den beiden Gruppen von Test1 zu Test2
fiir die Zellzahl gegenldufige Entwicklungen. Da die Patienten
schon vor Testl mehrere Wochen so therapiert waren wie
zwischen den Tests, ist es eher unwahrscheinlich, dass die
Diskrepanz zwischen den beiden Gruppen unterschiedlichen
Therapie-Effekten entspricht. Jedoch liegt in beiden Gruppen
ein unterschiedlicher Asthma-Schweregrad vor. Neben der
Therapie und dem Schweregrad kann der Abstand zwischen
den Untersuchungen die Reproduzierbarkeit beeintrachtigen
[28,29]. Daher kodnnte die Kurzzeitreproduzierbarkeit (wenige
Tage) der von uns verwandten Parameter wesentlich giinsti-
ger ausfallen. Dennoch erscheint uns die lingere Zeitspanne
relevant, da klinische Annahmen zum (vollen) Therapieeffekt,
z.B. von Steroiden, als auch Therapiestudien nicht selten auf
Intervallen von mehreren Wochen beruhen. Diese Uberlegun-
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gen sollten bei neuen Ldngsschnittstudien beriicksichtigt
werden, um abhdngig vom Beobachtungszeitraum differen-
zierende Richtlinien formulieren zu kénnen. Zusammenfas-
send ldsst sich sagen, dass die Induktion von Sputum mittels
hypertoner Kochsalzlosung bereits im Kindesalter (ab 6
Jahren) problemlos durchzufiihren ist. Trotz bronchokonstrik-
torischer Wirkung der hypertonen Kochsalzlésung ist die
Methode sicher. Die mit der Sputum-Induktion ermittelten
Anteile an Eosinophilen, Neutrophilen und Lymphozyten sind
valide und auch {iber sechs Wochen befriedigend reproduzier-
bar.

Danksagung: Wir danken der Arbeitsgruppe des Zentrums
fiir Pneumologie in GroRhansdorf fiir die freundliche Unter-
stlitzung bei der Etablierung der Methode der Sputum-Ge-
winnung sowie der Sputum-Aufarbeitung.
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