Intraperitoneal-stool-injection (IPSI):
Etablierung eines Modells zur minimalinvasiven
Sepsisinduktion in der Maus

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Hohen Medizinischen Fakultat
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn

Nina Cramer
aus Siegburg
2019



Angefertigt mit der Genehmigung

der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutachter: PD Dr. med. Sven Klaschik

2. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. Martin Schlee

Tag der Mundlichen Prifung: 22.05.2019

Aus der Klinik und Poliklinik fir An&sthesiologie

Direktor: Prof. Dr. med. Andreas Hoeft



Fir meine Eltern Doris und Bernd Cramer






Inhaltsverzeichnis

1. ABKUIZUNQGSVEIZEICHNIS c.oeiiiii e 8
B2 =T 01 =T (U oo U 9
2.1 Definition der Sepsis und des septischen SChOCKS ... 9
2.2 EPIAEMIOIOQIE UBI SEPSIS...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e 9
2.3 DIAGNOSTIK ...ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 11
B I 1= =T o= PSPPSR 13
2.5 Experimentelle SepSISMOUEIIE .........cooie e i e 15
2 T I I S T Vo T = | 15
P T O I |V o To [ | PRSPPI 16
2.5.3 CASP-MOUEIL....oiiiiieeeeeiie e e e e e e e e e e e e e e e 16
PR A =S Vo To = | PR ERPPR 17
B SR 1= W0 = g o1 | PSPPSR 17
3. Methoden Und Material ..........oooeeiiiiiiiiie e e e e e e eeeeees 18
I ] 1= 11 - | O ERPPR 18
3.2 VEISUCKNSHIBIE .ottt 18
I A o = 11101 T B PP PP PPPPPPPP 19
3.2.2 Stuhldonoren und StUNIreZIPIENTEN .......covviiiiiiiiiiiiiiieieeee e 19
B.2.3 ANAIGESIE .. e e e aaaeaaaaan 19
3.2.4 Atlanto-okzipitale Dislokation unter Anasthesie mit Isofluran ................................ 20
3.3 Entnahme von Stuhl und Peritoneallavage ... 20
3.3.1 Eroffnung des ADAOMENS........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 20
3.3.2 Stuhlentnahme aus dem CaECUM ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
3.3.3 PEritONEAIIAVAQJE .......uuuiee i e e e e e e e e aaaaa 21
3.4 Mikrobiologische Untersuchungen ... 22
3.4.1 Drei-OSEN-AUSSIIICN .......ooiiiceeecee ettt e e e te e ete e eteeeteeees 22
3.4.2 Bebriutung der beimpften Agarplatten ..............ooiiiiiiiiiic 22
3.4.3 CHROMagar™ MH Orientation (Mast diagnostica)............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiee, 23
3.4.4 Semiquantitative Auswertung der bebruteten CHROMagar™-Platten................... 24
3.4.5 Auswertung der bebriuteten CHROMagar™-Platten mit der MALDI-TOF-MS....... 26

3.5 Praparation des Stuhls zur INJEKON............uiiiiiiii e 28



G TNt ] (1 1= Vo 1= (1 o O RSSPPR 28
3.5.2 Herstellung von Filtern zur Stuhlfilterung ..., 28
3.5.3 Stuhlverdiinnung und -filtEIUNG ......cooeeiiiiee e 29
3.5.4 Stuhlinjektion, Kontroll- und Sham-Gruppe ...........cooevvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 29
3.6 Beurteilung des Krankheitsverlaufs nach IPSI ..o, 30
3.6.1 Erhebung des KrankheitSSCOIeS ........cccoiviiiiiiiiiii e e e 30
3.6.2 TEMPEIAUIMMIESSUNGD ... ieeiiiiiitiiii e e e e e eeeeab e e e e e e e e e e s s e e e e e e e e enssnn e e e e eeeeeennns 31
I IR A VAV T=To = o PP PPPPPPPPPP 31
3.6.4 ADDIUCKKIIEIIEN ..o 32
3.7 StatisStiSChe AUSWEITUNG ......cciiiiiiiiiie e e e e e e e e e e et e e e e e eeeennes 32
< I\ = 1= = | PSPPSR 33
O e o =T o] ST = PPN 35
4.1 Untersuchungen des zur IPSI verwendeten Stuhls...............cccovviiiiieieeein, 35
4.1.1 Ausstriche der verschiedenen StuhlverdiinNuUNgen ............ccoovvviiiiiieeeeeeeeeeiiinn, 36
4.2 STUNIIBGEIUNG ..ttt 36
4.2.1 Lagerung DEI =20 C .. .uuuiuiiiiiiiiitiiiiiiieieieeieb bbb 36
4.2.2Lagerung bei 4 - 6 °C ... 37
4.3 Einfluss der Stuhlbearbeitung auf die Bakterienquantitat und -qualitat .................... 38
T (o] g =To | oAV Z= T [N 39
4.5 Einfluss der zirkadianen Rhythmik der Mause auf Gewicht und Temperatur ........... 40
4.5.1 GeWIChtSVEIANUEIUNG .....oooeiiiiii e e e e e e e 41
4.5.2 TemperaturVerandEIUNG...........ieieeeeeeeieeeiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e eeeenaaanas 42

4.6 Modulierung des Krankheitsverlaufs durch IPSI mit verschiedenen

StUNIVEIAUNNUNGEN ..ottt 43
4.6.1 GEWICHISVEIANUEIUNG ....vttiiiiiiiiiiiiiiiiieitee bbb eeneneeeaneee 44
4.6.2 TemperaturVerandEIUNG...........ieeeeeeieeeeeeiie e e e e e et e e e e e e e e e e e eeaea e e e e eeeeeeenanaaanas 45
IR (7= 1 o] L= 1 KT Yoo ] £ 46
4.7 Uberlebenskinetik und Krankheitsscore im langeren Krankheitsverlauf................... 47
LS IS QB 177 Lo o PSP 50
5.1 Das optimale TIiermodell .............oiiiiiiiie e 50
ST 0 111 PR ERPPRP 50

TR 2 [ 1o (U] 5 T0] o VTP PR 51



5.1.3 MOAUIEIDAIKEIt. .......cevviiiiiiiiiiiiiiii e 52
5.1.4 ReProduZIierDarkeit..........ccoiiiiiiiiiiii e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeaanes 52
5.2 IPSl als SepsiSMOdell ...........oooviiiiiiiiiiiiiii 53
eS80 I 1 1 53
5.2.2 INAUKLION.....ciiiiiiiiiiiiiieie ettt 54
5.2.3 MOAUIEIDAIKEIt. .......cceviiiiiiiiiiiiiiiie e 54
5.2.4 ReproduzierDarkeit...........couviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeee e 55
IR 1Y =1 T o 11U USPPPPPR 56
IR T ] (1 1= Vo 1= (1 o SRS 56
5.3.2 StUNIDEAIDEIIUNG .....eviiie e e e aaaans 57
5.3.3 Klinische Parameter: Gewicht und Temperatur..........cccccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee, 59
5.3.4 KranKN@ITSSCOIE ......uuuuiiiieiieiiiieiii ettt e et s e e e e e e e e ee e e e e e eeeeeeennes 61
5.4 Vergleich der MOAEIIE .........coooiiiiiii e e e e e e eaanes 62
5. 4.1 IPSIVEISUS LPS ..t e e e e e s 62
5.4.2 IPSIVErsus CLP UNA CASP ...ttt e e e e e e e e eeennes 64
eSS T 11 68
6. ZUSAMMENTASSUNG ..eeiiiiiiii i e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e eee st e e e eeeeeennnes 71
7. ADDIldUNGSVEIZEICHNIS ...ui e e e eaaans 73
8. TabElleNVEIrZEICHNIS ..uueei e e e e e e e e e eeeenes 74
9. LIteratUrVerZEICHINIS .uuueiii et e e e et e e e e e e e e e eeesann e e e e eeeeeeeenes 75

(O B F o1 Y= T 1V L o PR 84



1. Abklrzungsverzeichnis

21G 21 Gauge

PaO, Arterieller Sauerstoffpartialdruck

CLP Cecal ligation and puncture

CASP Colon ascendens stent peritonitis

CFU Colony forming unit

CRP C-reaktives Protein

E. coli Escherichia coli

GCS Glasgow Coma Scale

HET Haus fur Experimentelle Therapie

FiO, Inspiratorische Sauerstofffraktion

IL-6 Interleukin 6

i.p. Intraperitoneal

IPSI Intraperitoneal Stool Injection

AY2 Intravenos

KEESC Klebsiella, Enterobacter, Enterococcus, Serratia und Citrobacter

LPS Lipopolysaccharid

MALDI-TOF-MS Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry

MAD Mittlerer arterieller Druck

SOFA-Score Sequential Organ Failure Assessment Score

S. aureus Staphylococcus aureus

S. saprophyticus Staphylococcus saprophyticus



2. Einleitung

2.1 Definition der Sepsis und des septischen Schocks

Die Sepsis ist definiert als ,eine lebensgefahrdende Organdysfunktion verursacht durch
eine fehlregulierte Wirtsantwort auf eine Infektion® Dies ist die, im Jahr 2016 durch
Singer et al. (2016) aktualisierte, Definition der Sepsis (Sepsis-3). Im Unterschied zu
einer einfachen Infektion kommt es aufgrund einer inadaquaten Wirtsantwort zu einer
lebensbedrohlichen Organdysfunktion bis hin zum Organversagen. Inadaquate
Wirtsantwort bedeutet in diesem Kontext eine fehlregulierte Immunreaktion, die sowohl
durch eine Hyperinflammation als auch durch eine Immunparalyse gekennzeichnet ist
(Angus und van der Poll 2013; Wiersinga et al. 2014). Entscheidend ist, dass
Auspragung, Verlauf und Ausgang der Sepsis sowohl durch Faktoren des Pathogens als
auch des Patienten beeinflusst werden. Beim Patienten sind dies zum Beispiel
Geschlecht, genetische Komponenten, Alter, Vorerkrankungen, Medikation und
Umwelteinflisse. Die Manifestierung kann sehr unterschiedlich sein und somit die
Diagnostik der Sepsis erschweren (Singer et al. 2016).

Der septische Schock wurde ebenfalls neu definiert als ,eine Untergruppe der Sepsis,
bei der die Kreislaufreaktion und die zellularen und metabolischen Veranderungen so
tiefgreifend sind, dass das Sterberisiko deutlich erhéht ist” (Singer et al. 2016). Klinisch
bedeutet dies, eine Sepsis mit persistierender Hypotension und Katecholaminbedarf, um
einen MAD > 65 mmHg zu erreichen, sowie ein Serumlaktat > 2 mmol/L trotz adaquater
Volumentherapie. In dieser Konstellation betragt die Krankenhausmortalitat 40 %
(Singer et al. 2016).

2.2 Epidemiologie der Sepsis

Im Jahr 2013 gab es in Deutschland 279.530 an Sepsis erkrankte Patienten und 67.849
durch Sepsis verursachte Todesfélle. Das entspricht einer Krankenhausletalitdt von
24,3 % und 335 Sepsisfallen pro 100.000 Einwohner. Die Krankenhausletalitat bei
einem septischen Schock betrug 2013 58,8 % (Fleischmann et al. 2016).
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In Untersuchungen des National Center for Health Statistics fanden sich 2008 in den
USA 377 Sepsisfalle pro 100.000 Einwohner (Hall et al. 2011). Walkey et al. (2015)
ermittelten fir 2009 sogar eine Inzidenz von 535 pro 100.000 Einwohner in den USA.

Untersuchungen von Brunkhorst (2006) zufolge war die Sepsis 2006 die dritth&ufigste
Todesursache in Deutschland. In den USA wurden mehr Patienten mit Sepsis in die
Notaufnahme eingeliefert als Patienten mit Schlaganfall oder Myokardinfarkt (Seymour
et al. 2012). Besonders haufig betroffen sind Neugeborene und Patienten tber 85 Jahre.
Die sepsisbedingte Krankenhausletalitat nimmt ab dem 40. Lebensjahr zu. Méanner
erkranken 1,8 Mal haufiger als Frauen (Fleischmann et al. 2016).

Die Inzidenz der Sepsis steigt (Hall et al. 2011; Lagu et al. 2012; Walkey et al. 2015).
2007 lag sie in Deutschland bei 200.535 Fallen und stieg somit bis 2013 um
durchschnittlich 5,7 % pro Jahr (Fleischmann et al. 2016). Die haufigere Erfassung von
Sepsisfallen leistet sicherlich ihren Beitrag zu der steigenden Inzidenz (Lagu et al.
2012). Zusatzlich spielen auch Anderungen in der Klassifizierung und Diagnostik sowie
mehr Bewusstsein flr das Krankheitsbild eine wichtige Rolle. Auch der demografische
Wandel, mit mehr &lteren und polymorbiden Patienten, sowie der Fortschritt in
diagnostischen und therapeutischen MalRnahmen erklaren die Zunahme an Sepsisfallen
(Fleischmann et al. 2016; Rhee et al. 2014). So ist auch in den néchsten Jahren ein

weiterer Anstieg der Inzidenz zu erwarten.

Im Vergleich von 2007 zu 2013 sank in Deutschland die Sterblichkeitsrate der Sepsis
um 2,7 % und die der schweren Sepsis um 5,9 % (Fleischmann et al. 2016). Auch in
den USA ist die Sterblichkeitsrate rucklaufig (Lagu et al. 2012; Stevenson et al. 2014).

Laut Fleischmann et al. (2016) entstanden in Deutschland 2013 pro Sepsisfall Kosten
von 27.467,92 €. 30 % des Budgets der Intensivmedizin fallen fir die Behandlung der
Sepsis an (Brunkhorst 2006).

Die Fallzahlen verschiedener, insbesondere internationaler, Studien sind nicht direkt
miteinander vergleichbar (Fleischmann et al. 2016), da sie nicht einheitlich erhoben
wurden und sich inzwischen auch die Definition der Sepsis, wie oben erlautert,
verandert hat. Dennoch wird deutlich, dass es sich bei der Sepsis um ein weltweit

haufiges und sehr ernstzunehmendes Krankheitsbild handelt.
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In der aktuellen Leitlinie der Surviving Sepsis Campaign erklaren Rhodes et al. (2017):
»,oepsis and septic shock are major healthcare problems, affecting millions of people

around the world each year, and killing as many as one in four (and often more)*”.

2.3 Diagnostik

Zur Identifizierung der Organdysfunktion empfehlen Singer et al. (2016) den SOFA-
Score (Sequential Organ Failure Assessment Score). Dieser wurde urspriinglich von
Vincent et al. (1996) etabliert und nun von Singer et al. (2016) aktualisiert. Anhand von
Messwerten, die die verschiedenen Organsysteme reprasentieren, werden bei diesem
Score bis zu vier Punkte pro Organsystem vergeben (siehe Tab. 1). Bei Patienten ohne
Organdysfunktion liegt der SOFA-Score bei 0. Bei einer Veranderung des Scores um 2

Punkte im Rahmen der vorliegenden Infektion ist eine Sepsis zu unterstellen.

Tab. 1. SOFA-Score: Tabelle in Anlehnung an Vincent et al. (1996)

Organ Parameter SOFA-Score
0 1 2 3 4
Lunge Pa0O,/FiO, mmHg > 400 < 400 < 300 < 200 mit < 100 mit
- Beatmung Beatmung
Gerinnung Thrombozyten x 5150 < 150 < 100 <50 <20
103/l -
Leber Bilirubin mg/dl <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 > 12,0

Herz/Kreislauf MAD,
Katecholamine
[ng/kg/Min.] fur
mindestens eine

Dopamin > 15/
Adrenalin >
0,1/
Noradrenalin >

Dopamin > 5/
MAD =70 MAD < 70 D in<5 Adrenalin < 0,1/
mmHg mmHg opamin = Noradrenalin <

0,1
Stunde 0,1
ZNS Glasgow Coma 15 13-14 10-12 6-9 <6
Scale
Niere Kreatinin mg/dl 3,5-4,9 > 5,0
' <1,2 1,2-1 2,0-3,4 o !
Diurese ml/d ’ ,2-1.9 .03, Diurese < 500 Diurese < 200

Zur schnellen Identifikation von Patienten mit einer Sepsis wurde fir den ambulanten
Gebrauch der sogenannte quick SOFA-Score entwickelt. (Seymour et al. 2016). Hier
werden nur die drei Kriterien Veranderungen der Vigilanz (GCS < 15), systolischer
Blutdruck (< 100 mmHg) und die Atemfrequenz (= 22/Min) betrachtet. Bei Vorliegen von
zwei der Kriterien besteht der Verdacht auf das Vorliegen einer Sepsis.
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Bereits in diesem Stadium kann eine Sterblichkeit von etwa 10 % angenommen werden

(Seymour et al. 2016). Das empfohlene Vorgehen bei Patienten mit Verdacht auf eine

Infektion/Sepsis ist in Abbildung 1 dargestellt (Singer et al. 2016).

Patient mit Verdacht
auf Infektion

quickSOFA = 27
(siehe A)

rotzdem Verdacht
auf Sepsis?

Ja

A 4

Hinweise flr
Organdysfunktion

Klinische
Beobachtung, ggf.
Reevaluation

Klinische
Beobachtung, ggf.
Reevaluation

SOFA z 27
(siehe B)

Sepsis [ S—

Trotz adaquater Volumentherapie
1. Katecholamine notwendig um )
MAD = 65 mmHg zu erreichen, Nein
sowie
2. Serum Laktat > 2 mmol/L ?

Septlscher
Schock

Abb. 1: Vorgehen bei Patienten mit Verdacht auf eine Infektion. Schema in Anlehnung

an Singer et al. (2016)

A

Atemfrequenz
Vigilanz

Systolischer Blutdruck

B

PaO,/FiO,

Glasgow Coma Scale
MAD

Katecholamine
Serumkreatinin und
Diurese

Bilirubin
Thrombozyten
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2.4 Therapie

Obwohl die Sepsis schon seit Jahrzehnten im Fokus der Forschung steht und immer
mehr Details der Pathophysiologie bekannt sind, konnte bisher keine neue
Therapiemethode mit durchschlagendem Erfolg entwickelt werden (Angus 2011). Nach
wie vor besteht die Therapie der Sepsis in der ldentifizierung und wenn maoglich,

raschen Sanierung des Infektfokus und der Stabilisierung des Kreislaufs.

Sepsis und septischer Schock sind medizinische Notfélle (Rhodes et al. 2017; Singer et
al. 2016). Die Behandlung in den ersten Stunden ist entscheidend fur das Outcome des
Patienten, ahnlich wie beim Polytrauma, Schlaganfall oder Myokardinfarkt, daher muss
die Diagnose schnell erfasst und die Therapie umgehend begonnen werden. Ein
standardisiertes, multiprofessionelles Screening fir Sepsis bei akut kranken
Hochrisikopatienten soll zur friheren Erkennung und somit verbesserten Behandlung

der Sepsis beitragen (Rhodes et al. 2017).

Im Folgenden werden die Empfehlungen der aktuellen Sepsisleitlinie der Surviving
Sepsis Campaign zusammengefasst (Rhodes et al. 2017).

Die Hypotonie durch Sepsis soll durch intravendse Volumensubstitution mit Kristalloiden
mit mindestens 30 ml/kg Korpergewicht innerhalb der ersten drei Stunden therapiert
werden. Im Verlauf soll unter regelmaRiger Evaluierung des Volumenstatus weiter
Volumen substituiert werden. Der Volumenstatus soll anhand klinischer Parameter wie
Herzfrequenz, Blutdruck, Oxygenierung im Blut, Atemfrequenz, Temperatur und Diurese
eingeschatzt werden. Auch eine Echokardiographie kann hier sehr hilfreich sein. Ein
erweitertes hamodynamisches Monitoring, wie eine invasive arterielle Blutdruckmessung
kann zusatzlich notwendig sein. Zuséatzlich zu Kristalloiden kann Albumin substituiert
werden. Ziel im septischen Schock ist ein arterieller Mitteldruck von mindestens
65 mmHg. Die Gabe von Katecholaminen kann hier erforderlich sein. Erste Wabhl ist hier
Noradrenalin, die Alternative ist Dopamin. Vasopressin oder Adrenalin kénnen erganzt

werden. AulRerdem soll die Laktatkonzentration normalisiert werden.

Die ldentifizierung und Kontrolle des Infektfokus soll so schnell wie mdglich erfolgen,
weil eine frihe Therapie mit einer geringeren Mortalitdt einhergeht. Die schnelle
Fokuskontrolle beinhaltet zum Beispiel das Wechseln mdglicherweise infizierter
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Katheter, sowie ggf. operative Verfahren, wie bei infiziertem Gewebe, intraabdominellen
Entzindungen, Hohlorganperforationen oder entzindeten Implantaten. Sie soll
innerhalb von 6 - 12 Stunden nach Diagnose erfolgen. Langere Zeitintervalle bis zur
Fokuskontrolle erhéhen die Mortalitat. Hier ist zu beachten, dass ein hamodynamisch
instabiler Patient moglicherweise nicht operationsfahig ist und dass einer chirurgischen
Intervention Komplikationen folgen konnen. So muss immer eine Risiko-Nutzen-

Abwagung erfolgen und das schonendste Verfahren zur Fokuskontrolle gewahlt werden.

Vor Beginn der antimikrobiellen Therapie sollen bei Patienten mit Verdacht auf Sepsis
Proben zur mikrobiellen Untersuchung entnommen werden. Dies bedeutet mindestens
zwei Paare Blutkulturen sowie je nach vermutetem Fokus zum Beispiel Liquor, Urin,
Wundabstriche oder Trachealsekret. Die intravendse antimikrobielle Therapie soll so
schnell wie moglich und innerhalb einer Stunde nach Diagnose beginnen. Zunachst
erfolgt eine empirische Breitspektrumtherapie in Form von mindestens zwei Substanzen,
welche alle moglichen Pathogene, also Bakterien und ggf. auch Viren und Pilze
abdecken. Zu beachten ist die mdoglicherweise notwendige Dosisanpassung des
Antibiotikums, da eine Unterdosierung vermieden werden soll. Bei Patienten mit Sepsis
oder septischem Schock liegen ein erhodhtes Verteilungsvolumen sowie veranderte
Leber- und Nierenfunktionen vor, welche Dosisanpassungen notwendig machen
kénnen. Es wird die Therapiedauer von sieben bis zehn Tagen empfohlen, welche
allerdings individuell angepasst werden muss. Die antimikrobielle Therapie soll taglich
reevaluiert werden. Bei Erregeridentifikation wird die Therapie angepasst und méglichst
deeskaliert. Als Verlaufsparameter und um die Dauer der antimikrobiellen Therapie
festzulegen, wird Procalcitonin empfohlen. Hydrocortison wird nur empfohlen, wenn
Volumensubstitution und Katecholamintherapie nicht ausreichen, um hamodynamische
Stabilitdt zu erzielen. Die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten wird ab einem
Hamoglobinwert unter 7 g/dl empfohlen. Liegen kardiovaskulare Vorerkrankungen, eine
akute Blutung oder eine schwere Hypoxamie (zentralventse Sauerstoffsattigung unter
70 %) vor, wird die Transfusionsindikation grof3ztgiger gestellt. Bei Thrombozyten unter
10.000/ul wird die Gabe von Thrombozytenkonzentraten empfohlen. Zusatzlich soll
Normoglykamie  angestrebt werden und eine Thrombose- sowie eine

Stressulcusprophylaxe und ggf. Nierenersatztherapie erfolgen.
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Es wird eine frihe enterale Erndhrung angestrebt. Bei beatmeten Patienten soll eine
lungenprotektive Beatmung mit kleinen Tidalvolumina und hdherer Atemfrequenz

durchgefuhrt werden.

2.5 Experimentelle Sepsismodelle

Mit 25,3% sind intraabdominelle Infektionen hinter Atemwegsinfektionen der
zweithaufigste Infektfokus der schweren Sepsis in den USA und Europa (Brunkhorst
2006). Bei den intraabdominellen Infektionen kann man zwischen einer priméren
Peritonitis, ausgeldst durch hamatogene oder lymphogene Infektion und der sekundéaren
Peritonitis unterscheiden. Die sekundare Peritonitis entsteht auf dem Boden von
Abszessen oder der Perforation intraperitonealer Organe. In der Regel liegen folgende
abdominelle Erkrankungen der sekundaren Peritonitis zu Grunde: Appendizitis,
Cholezystitis, Sigmadivertikulitis, sowie lleus und mesenteriale Ischamie. Aber auch
iatrogene Ursachen wie eine Anastomoseninsuffizienz nach Darmchirurgie kann zu
einer sekundaren Peritonitis fuhren (Maier et al. 2005). Es handelt sich hier also um
haufige Krankheitsbilder, die taglich in Kliniken behandelt werden. Die im Folgenden

beschriebenen Sepsis-Modelle reprasentieren diese sekundare Peritonitis im Tier.

2.5.1 LPS-Modell

Das LPS-Modell wurde in den 1950er Jahren entwickelt. Bei LPS handelt es sich um
Lipopolysaccharide auf der Zellwand gram-negativer Bakterien, welche aus dem
gewunschten Bakterienstamm isoliert werden kdnnen. Man nahm bei Entwicklung des
Modells an, dass LPS der Hauptausléser der gram-negativen Sepsis sei und so wurden
verschiedene Tiermodelle zur Sepsisinduktion durch LPS entwickelt. LPS kann in
verschiedener Dosierung i.v. oder i.p. injiziert werden. Es gibt sowohl die Mdglichkeit der
einmaligen als auch der mehrfachen oder der kontinuierlichen Injektion. Es handelt sich
um ein Monoliganden-Modell, da nur ein Bestandteil des Bakteriums verwendet wird.
Heute ist bekannt, dass die Wirtsreaktion auf Erreger als Antwort auf verschiedene

pathogen associated molecular patterns (PAMPS) entsteht (Wiersinga et al. 2014).
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LPS ist einer dieser PAMPs. Beim LPS-Modell wird haufig LPS aus nur einem
Bakterienstamm, z.B. E. coli (Huet et al. 2013; Kozak et al. 1995; Liu et al. 2015;
McCarron et al. 2015) verwendet, sodass eine monobakterielle, gram-negative Infektion

ausgelost wird.

2.5.2 CLP-Modell

1980 entwickelten Wichterman et al. das CLP-Modell zur Sepsisinduktion bei Ratten.
Bei Mausen ist es gleichermaRen anzuwenden. CLP steht fur Cecal Ligation and
Puncture. Die Sepsisinduktion erfolgt im Rahmen einer Operation in Narkose. Nach
Er6ffnen des Abdomens, wird das Caecum mit einem Faden ligiert. Nach Ligatur wird
das Caecum punktiert. So kann Darminhalt austreten und eine Darmperforation simuliert
werden. Es kommt also zur Infektion mit einem polymikrobiellen Bakterienspektrum. Das
Abdomen wird durch eine Naht verschlossen. Das Volumen des Caecums, das ligiert
wird, kann unterschiedlich grol3 gewahlt werden. Ebenso kdénnen die Nadelgrdf3e und
Zahl der Punktionen variiert werden. So soll eine unterschiedliche Sepsisschwere
erreicht werden. In einem weiteren chirurgischen Eingriff, kann das ligierte Caecum
entfernt werden. So soll die Situation einer perforierten Appendizitis oder Divertikulitis

mit anschlieRender chirurgischer Intervention imitiert werden.

2.5.3 CASP-Modell

Das CASP-Modell wurde von Zantl et al. (1998) etabliert. CASP bedeutet Colon
Ascendens Stent Peritonitis. Bei der narkotisierten Maus wird das Abdomen eréffnet und
das Colon ascendens hervorgeholt. Hier wird dann ein Stent eingebracht, sodass eine
Verbindung des Coloninneren zum Intraperitonealraum geschaffen wird. Der Stent wird
mit Nahten fixiert. AnschlieRend wird das Abdomen mit Nahten verschlossen. Auch im
CASP-Modell kommt es zur Infektion mit einem polymikrobiellen Bakterienspektrum,
ahnlich einer Darmperforation. Das Lumen des Stents kann variiert werden. Durch
Variation der Stentgrdf3e soll eine unterschiedliche Sepsisschwere induziert werden.
Nach einem gewunschten Zeitraum kann der Stent durch erneutes Ertffnen des

Abdomens in Narkose wieder entfernt werden.
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2.5.4 IPSI-Modell

IPSI steht fir intraperitoneale Stuhlinjektion (Intraperitoneal Stool Injection). Die
Sepsisinduktion erfolgt durch eine intraperitoneale Injektion einer Stuhlliésung, die
unterschiedlich hergestellt werden kann. Im Gegensatz zum CLP- oder CASP-Modell
kann bei IPSI die Bakterienzusammensetzung vor der Injektion untersucht werden.
Erstmals beschrieben wurde der Vorgéanger des IPSI-Modells 1974 von Weinstein et al.
bei Ratten. Sie entnahmen Stuhl aus dem Caecum von Ratten und erstellten daraus
eine LOsung, die in Gelatine-Kapseln gegeben wurde. Diese Kapseln wurden im
Rahmen einer kleinen Operation in den Bauchraum der Ratten eingebracht. Lang et al.
(1983) erstellten aus gesammelten Stuhlpellets eine Stuhlldsung, die sie durch
Laparotomie in den Bauchraum von Ratten einbrachten. In diesen ersten Modellen
erfolgte die Sepsisinduktion also auch im Rahmen einer Operation mit Narkose. Neuere
Arbeiten, wie auch diese, zeigen, dass es auch mdglich ist, eine Stuhllésung
herzustellen, die minimalinvasiv intraperitoneal verabreicht werden kann (Brealey et al.
2004; Wynn et al. 2007; McCarron et al. 2015; Shrum et al. 2014). Andere Autoren
bezeichnen diese Art des Sepsismodells auch als “fecal slurry” (Brealey et al. 2004),

oder “cecal slurry” (Lewis et al. 2016; Wynn et al. 2007).

2.6 Ziel der Arbeit
Die Sepsis ist ein haufiges Krankheitshild mit einer weiterhin hohen Mortalitat bis zu
60 % (Fleischmann et al. 2016), dessen Pathophysiologie noch nicht vollstandig

verstanden ist (Singer et al. 2016).

Ziel der Arbeit war die Etablierung der kontrollierten Sepsisinduktion per
intraperitonealer Stuhlinjektion (IPSI) im Mausmodell, um den genauen Verlauf, auch in
Hinsicht auf neue Therapiemoglichkeiten und die Zytokinausschuttung, untersuchen zu
kbnnen. Es sollte eine polymikrobielle Sepsis erzeugt werden. Diese sollte
minimalinvasiv induziert werden. Das Modell sollte durch Variation der Verdinnung des
injizierten Stuhls gut steuerbar sein. Des Weiteren sollte die Krankheitsschwere der

Sepsis anhand nichtinvasiv erhobener klinischer Parameter beurteilbar sein.
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3. Methoden und Material

3.1 Sterilitat

Bei allen Arbeiten mit den Tieren wurden Bereichskleidung und Handschuhe getragen.
Flachen und OP-Besteck wurden nach jeder einzelnen Stuhlentnahme desinfiziert. Die
Handschuhe wurden nach jeder einzelnen Stuhlenthahme gewechselt und zusatzlich
desinfiziert. Bei Stuhlentnahme und Stuhlausstrich wurde zusatzlich ein Mundschutz
getragen.

3.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit méannlichen C57BL/6 M&ausen der Ziuchter Charles River,
Harlan und Janvier durchgefuhrt. Mause von Janvier dienten nur als Kontrolltiere. Die
Méause waren im Mittel 10 Wochen alt und wurden vor den Versuchen 1 - 2 Wochen im
Tierhaus des Universitatsklinikums, Haus fur Experimentelle Therapie (HET) Sigmund-
Freud-Str. 25, 53105 Bonn, eingestallt. Alle Versuche erfolgten konform mit dem

Tierschutzgesetz.

Das Tierversuchsvorhaben wurde mit Aktenzeichen 84-02.04.2013.A071 vom LANUV
NRW genehmigt.
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3.2.1 Haltung

Die Haltung der Mause im HET erfolgte unter folgenden Bedingungen.

Beleuchtung 200 Lux auf 1 Meter (m) Hbhe

Hell- / Dunkelphase 07:00 - 19:00 Uhr Hell / 19:00 - 07:00 Uhr Dunkel
Relative Luftfeuchtigkeit ~50 % (30 bis 70 %)

Luftwechselrate 15-fach pro Stunde (h)

Raumtemperatur 22 °C (+/- 2 °C)

Kafigart Filtertop-Kafigsysteme, Firma Tecniplast Deutschland

GmbH, Hohenpeissberg, Einstreu wurde vor Nutzung
autoklaviert

Futter und Wasser ad libitum; vor Nutzung autoklaviert

Futter ssniff Haltungsdiat Maus (ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland);

Besatzdichte 5 Tiere pro Kafig

3.2.2 Stuhldonoren und Stuhlrezipienten

Da Einstallungs- und insbesondere Futterbedingungen die Stuhlzusammensetzung
beeinflussen kdnnen, wurden Mause, die ausschlie3lich als Stuhldonoren verwendet
wurden, nicht eingestallt. Sie verblieben nach Lieferung in der Transportbox und wurden
direkt in das Labor im HET gebracht. Hier erfolgte die Stuhlentnahme innerhalb von zwei

Stunden nach Anlieferung der Tiere im HET.

3.2.3 Analgesie

Entsprechend der Angaben im Tierversuchsvorhaben erfolgte die Analgesie mit
Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma GmbH). 1 ml Buprenorphin (0,3 mg/ml)
wurde zu 5 ml NaCl (0,9 %) gegeben. Von dieser Losung wurden 2 ul/g Kérpergewicht
subkutan in den Nacken injiziert. Die erste Injektion erfolgte direkt nach IPSI und dann

alle 12 Stunden bis zur Euthanasie der Mause.
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3.2.4 Atlanto-okzipitale Dislokation unter Andsthesie mit Isofluran

Die Euthanasie erfolgte durch atlanto-okzipitale Dislokation unter An&sthesie mit
Isofluran 2,5-3 Vol/% (O»-Flow 1 I/min, Forene, Abbott GmbH, Ludwigshafen,
Deutschland). Isofluran wurde in eine Narkosebox geleitet. Die Maus verblieb in der Box
bis sie eindeutig anésthesiert war. Zeichen hierfir waren die verlangsamte Atmung, die
veranderte Korperhaltung, wobei die Maus héaufig auf der Seite lag, und die fehlende
Reaktion auf Schmerzreize. AnschlielRend wurde die auf dem OP-Tisch sitzende Maus
am Schwanz gehalten, wahrend mit einer Pinzette Druck auf den Nacken ausgetbt und

so das atlanto-okzipitale Gelenk disloziert wurde.

3.3 Entnahme von Stuhl und Peritoneallavage

3.3.1 Eréffnung des Abdomens

Die Eroffnung des Abdomens erfolgte zur Entnahme von Stuhl und zur
Peritoneallavage. Die euthanasierte Maus wurde in Riickenlage gebracht. Es folgte die
Desinfektion des Abdomens der Maus mit 70 %igem Ethanol. Die Bauchdecke wurde
eroffnet, indem mit einer Pinzette des Fell angehoben und ein Hautschnitt von circa
1 cm Lange vorgenommen wurde. Dieser wurde manuell erweitert. Hierbei wurde das

Peritoneum verschont.

3.3.2 Stuhlentnahme aus dem Caecum

Fir die Stuhlentnahme bei der euthanasierten Maus wurde nach Eroffnen des
Abdomens das Peritoneum mit Hilfe einer Schere er6ffnet. Mit einer Pinzette wurden die
Darmschlingen aus dem rechten unteren Quadranten des Abdomens mobilisiert und
hervorgezogen, um das Caecum zu fassen. Das Caecum wurde mit einer Schere am
,blinden Ende* erdffnet, sodass der Stuhlinhalt aus einem Abschnitt von circa 1 cm des
,blinden Endes® in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben werden

konnte. Es wurden so pro Maus 0,1 - 0,2 g Stuhl entnommen.
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3.3.3 Peritoneallavage

Die Peritoneallavage erfolgte nach Eréffnung des Abdomens der euthanasierten Maus
unter Verschonung des Peritoneums. Das unverletzte Peritoneum wurde mit einer
Pinzette angehoben, sodass mit einer 21 G Kanule 3 ml einer sterilen 0,9 %igen
Natriumchloridlésung in den Intraperitonealraum injiziert werden konnten. Hierbei war
darauf zu achten, keine Organe zu verletzen. Zur Verteilung der Natriumchloridlésung
wurde die Maus zu allen Seiten geneigt. AnschlieRend wurde mit einer Schere ein circa
0,5 cm langer Schnitt ins Peritoneum vorgenommen, wobei keine Fllssigkeit austreten
sollte. Ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal wurde direkt auf die Offnung
gehalten, sodass die Peritoneallavage nun direkt in das Reaktionsgefal} flieRen konnte
(ca. 1-1,5 ml). Die Peritoneallavage wurde auf CHROMagar MH Orientation™ (Mast
Diagnostica) ausgestrichen.
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3.4 Mikrobiologische Untersuchungen

3.4.1 Drei-Osen-Ausstrich

Zur Untersuchung der Bakterienzusammensetzung wurden Stuhl und Peritoneallavage
in gleicher Weise auf CHROMagar MH Orientation™-Platten ausgestrichen. Dies
erfolgte mit Hilfe von Plastikdsen in Form eines Drei-Osen-Ausstriches, wie in Abbildung

2 dargestellt.

Abb. 2: Technik 3-Osen-Ausstrich: Der erste und der zweite Strich wurden mit
derselben Ose durchgefiihrt. Fur den dritten Strich wurde eine weitere Ose verwendet.

3.4.2 Bebrutung der beimpften Agarplatten

Die Agarplatten wurden fur 48 Stunden bei 36 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 75 % im
Brutraum des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie,
Universitatsklinikum Bonn (AOR) Sigmund-Freud-Stral3e 25, 53127 Bonn, entsprechend
dem Institutsstandard bebrtet.
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3.4.3 CHROMagar™ MH Orientation (Mast diagnostica)

Auf CHROMagar™ MH Orientation-Platten ausgestrichen stellen sich Bakterienstamme
unterschiedlich dar. Sie unterscheiden sich nicht nur in ihrer Form, sondern auch in ihrer
Farbe, sodass Bakterienstdmme durch Blickdiagnose identifiziert werden kdnnen. Das
Spektrum einer polymikrobiellen Probe, wie zum Beispiel einer Stuhlprobe, kann so
unkompliziert dargestellt werden. Auf dem von uns verwendeten CHROMagar™ MH
Orientation lassen sich laut Hersteller E. coli, Pseudomonas, S. aureus, S.
saprophyticus, Streptokokken der Gruppe B, Enterokokken und die als ,KESC*
zusammengefassten Stdmme Klebsiella, Enterobacter, Serratia und Citrobacter
unterscheiden (siehe Abb. 3).

Ecoli w ™ KESC Pseudomonas
-
- " S
S.aureus S.sap:ophy ticus StrepB
- s S
Bl A ” »> " <
A Y
F i
* o %o }‘_.
d’ﬂ” ” » * 9
a s o ° O

Abb. 3: Darstellung verschiedener Bakterienkolonien auf CHROMagar™ MH
Orientation (CHROMagar 2017)

In unseren Untersuchungen zeigten sich Abweichungen zu den Herstellerangaben. Es

war uns aber dennoch moglich, Bakterienstamme verlasslich zu identifizieren.

E. coli wachst nach Herstellerangaben rosa, zeigte sich in unseren Untersuchungen
auch weil3/durchsichtig oder blau/durchsichtig. Am besten waren E. coli durch die
eindeutige Morphologie (gewellter Rand und starker gefarbter Punkt in der Mitte) zu

identifizieren.

Staphylococcus aureus wachst nach Herstellerangaben golden, zeigte sich in unseren

Versuchen in der Regel klein, weil3 oder gelb.
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Der ,KESC*-Gruppe des Herstellers (Klebsiella, Enterobacter, Serratia und Citrobacter)
fugten wir auch die Enterokokken hinzu, da uns hier keine zuverlassige Unterscheidung
moglich war. Diese Gruppe bezeichnen wir als ,KEESC®. Diese Bakterienstamme
wuchsen alle als blaue Kolonien auf CHROMagar™ MH Orientation. Eine weitere

Differenzierung war uns nicht maglich.

3.4.4 Semiquantitative Auswertung der bebruteten CHROMagar™-Platten

Die Beurteilung des Bakterienwachstums auf den CHROMagar™ MH Orientation-
Platten erfolgte mit Unterstitzung durch die Mitarbeiter des Instituts fir Medizinische
Mikrobiologie, Immunologie und Parasitologie des Universitatsklinikums Bonn,
insbesondere durch Frau PD. Dr. med. Isabelle Bekeredjian-Ding und Herrn Dr.

med. Marijo Parcina.

Nach der Bebritung fir 48 Stunden erfolgte die Auswertung der Kulturplatten
semiquantitativ, wobei der Bakterienbewuchs als wenig, mittel oder reichlich bezeichnet
wurde. Entsprechend wurden je nach Bakterienbewuchs Punkte vergeben (wenig=1,;
mafiig=2; reichlich=3).

Wenig Bewuchs bedeutete, dass sich die Kolonien nur im ersten Strich befanden (siehe
Abb. 4). Bei maRigem Bewuchs (Abb. 5) fanden sich auch Kolonien im zweiten Strich

und bei reichlichem Bewuchs (Abb. 6), lagen auch im dritten Strich Kolonien vor.
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Abb. 4: Beispiel Stuhlausstrich als Drei-Osen-Ausstrich mit wenig Bewuchs. Der
Bewuchs ist als wenig zu bezeichnen, weil sich nur im ersten Strich Kolonien befinden.

Abb. 5: Beispiel Stuhlausstrich als Drei-Osen-Ausstrich mit maRigem Bewuchs. Der
Bewuchs ist als maRig zu bezeichnen, weil sich im ersten und im zweiten Strich
Kolonien befinden.
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Abb. 6: Beispiel Stuhlausstrich als Drei-Osen-Ausstrich mit reichlichem Bewuchs. Der
Bewuchs ist als reichlich zu bezeichnen, weil sich in allen drei Strichen Kolonien
befinden.

3.4.5 Auswertung der bebriteten CHROMagar™-Platten mit der MALDI-TOF-MS

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Ausstriche auf CHROMagar™ MH Orientation
erfolgten stichprobenartig Untersuchungen von Bakterienkolonien mit der MALDI.
MALDI steht flr matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry, auf Deutsch also Matrix unterstiitzte Laserdesorptions/ lonisations-
Flugzeit-Massenspektrometrie. Diese Untersuchungen wurden freundlicherweise durch
die Mitarbeiter des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und
Parasitologie der Uniklinik Bonn durchgefiihrt. Bei der MALDI handelt es sich um ein
massenspektrometrisches Verfahren. Eine Probe der zu identifizierenden Kolonie wird
zusammen mit einer Matrixloésung auf eine MALDI-Probenplatte gegeben. Im MALDI-
TOF-MS-Gerat wird dann in einem Hochvakuum ein Laserstrahl auf die Probenplatte
gelenkt. Hierdurch verdampfen Matrix und die enthaltenen Mikroorganismen

explosionsartig. Dies fuhrt zur lonisierung der Proteine dieser Mikroorganismen.
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In einem elektrischen Feld wird dann die Flugzeit der so beschleunigten Proteine

ermittelt. So lasst sich ein Gesamtspektrum der zu untersuchenden Erreger darstellen,

welches speziesspezifisch ist und einen ,molekularen Fingerabdruck® (Barbuddhe et al.
2008), der Erreger darstellt. In Abbildung 7 zeigen Zhu et al. (2016) jeweils das

spezifische Gesamtspektrum von E.coli, Bacillus subtilis und S. aureus in verschiedener

Zellzahl. Nachdem zu Beginn unserer Versuche die Untersuchung in der MALDI-TOF-

MS unsere Ergebnisse der Bakterienidentifikation auf dem CHROMagar™ MH
Orientation bestatigen konnte, wurde sie spater nicht mehr eingesetzt.
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Abb. 7: MALDI-TOF MS Gesamtspektrum von A) E.coli, B) Bacillus subtitilis, C) S.

aureus in unterschiedlicher Zellzahl (Zhu et al. 2016)
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3.5 Praparation des Stuhls zur Injektion

3.5.1 Stuhllagerung

Die Lagerung des Stuhls erfolgte in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3en oder 15 ml
Falkontubes im Labor der Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie und Operative
Intensivmedizin, Universitatsklinikum Bonn, Sigmund-Freud-Stral3e 25, 53127 Bonn. In
Vorversuchen untersuchten wir die Stuhllagerung bei -20 °C. Fir die Versuche, in denen
Stuhl zur IPSI injiziert wurde, wurden Stuhl und vorbereitete Stuhlverdiinnung immer bei

4 - 6 °C gelagert.

3.5.2 Herstellung von Filtern zur Stuhlfilterung

Da der Stuhl unbearbeitet nicht injizierbar ist, wurde von uns ein Filtersystem etabliert.
Fir einen Filter wurden eine sterile 1000 pl Pipettenspitze mit Filter (Axygen®) sowie ein
2 ml Reaktionsgefald (Sarstedt) verwendet (Abb. 8). Die Pipettenspitze wurde mit einer
desinfizierten Schere bei einer Lange von etwa 2 cm abgeschnitten und der Deckel des
Reaktionsgefal3es abgetrennt. Der Teil der Pipettenspitze mit dem Filter wurde in das

Reaktionsgefall eingesetzt.

Abb. 8: Filterherstellung: A: Materialien zur Herstellung eines Filters: sterile 1000 pl
Pipettenspitze, 2 ml Reaktionsgefald desinfizierte Schere. B: Die Pipettenspitze wird bei
einer Ladnge von etwa 2 cm abgeschnitten und der Deckel des Reaktionsgefal3es
entfernt. C: Die abgeschnittene Pipettenspitze wird in das Reaktionsgefall eingesetzt.
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3.5.3 Stuhlverdiinnung und -filterung

Der Stuhl wurde gepoolt und gewogen, anschliel3end erfolgte eine 1:3 Verdinnung mit
steriler Natriumchloridlésung (0,9 %ig) (1 Teil Stuhl + 2 Teile NaCl). Je 400 pl
verdunnter Stuhl wurden in die vorbereiteten Filter gefullt und in der Tischzentrifuge
(Eppendorf) fur einige Sekunden bis auf 1000 rpm zentrifugiert bis ein Filtrat unterhalb

und eine halbfeste Phase oberhalb des Filters erkennbar waren.

Der Uberstand oberhalb des Wattefilters wurde mit einer Pipette abgenommen.
AnschlieBend konnte die Pipettenspitze aus dem Reaktionsgefald entfernt und der
gefilterter Stuhl abpipettiert werden.

Fur die Injektion von je 200 pl 1:3 verdunnter Stuhllésung bei 10 Mausen wurde der
Stuhl von 20 Mausen entnommen und aufbereitet. Die gewonnene L6sung wurde in ein

15 ml Tube gefullt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 - 6 °C gelagert.

3.5.4 Stuhlinjektion, Kontroll- und Sham-Gruppe
In dieser Arbeit wurden die Mause in den Versuchen in insgesamt funf Gruppen

eingeteilt:
Die Kontrollgruppe erhielt keinerlei Injektion.

Die Sham-Gruppe erhielt 200 ul sterile Natriumchloridlésung (0,9 %), um die Reaktion

auf die intraperitoneale Injektion an sich zu quantifizieren.

Die Stuhlinjektion erfolgte in drei Gruppen, entweder in der Verdinnung 1:3, 1:6 oder
1:9.

Um eine Injektion von zu kalter Flussigkeit zu vermeiden, wurde die bei 4 -6 °C
gelagerte Stuhlverdiinnung etwa 10 Minuten vor Injektion aus dem Kuhlschrank

genommen. Das Injektionsvolumen betrug 200 pl.

Die Injektionen erfolgten bei der wachen Maus intraperitoneal in den rechten unteren
Quadranten des Abdomens. Es wurden 1 ml Spritzen mit 21 G Kanulen verwendet. Die
Injektion in einer zusammengehorigen Gruppe erfolgte aus derselben Spritze und

Kanule. Wir fihrten die Injektionen abends durch.
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3.6 Beurteilung des Krankheitsverlaufs nach IPSI

3.6.1 Erhebung des Krankheitsscores

Um den Krankheitsgrad der Mause nach IPSI zu beurteilen und zu vergleichen, wurde
ein Krankheitsscore nach einheitlichen Kriterien erhoben. Die Bewertung der Tiere
erfolgte verblindet durch eine dritte Person nach folgendem Protokoll, welches in
Anlehnung an Morton und Griffiths (1985) von Schleifer (2015) etabliert wurde.

Protokoll zur Beobachtung des Krankheitsgrades im Verlauf nach IPSI

Maus: Stuhl:

Injektionsdatum: Konzentration:
Ausgangsgewicht:

Temperatur:

Datum: Uhrzeit: Stunden nach Injektion:

Koérperhaltung: o dQosd10 150 2[J25]3
Korperpflege: o dQosd10 150 23253
Bewegungiverhaten: [0 [J 05[] 1[0 1.5 2[J2.5[]3

Gewicht:

Temperatur:

Kérperhaltung:

0 Punkte: normale Bewegung, Laufen, Strecken. Punkte, wenn: unnormale Haltung, Verkrampfung, Lahmungen,
hoher Muskeltonus, Buckel

Koérperpflege:

0 Punkte: Fell glatt, glanzend; Kdrper6ffnungen sauber, Augen klar, glanzend, vollstandig gedffnet. Punkte, wenn:
Fell stumpf, ungeordnet, aufgestellt; ungepflegte Kérperdffnungen, Augen trib,

Bewegung/ Verhalten:

0 Punkte, wenn normales Verhalten ( Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, Neugier, Sozialkontakte).

Punkte, wenn: ungewo6hnliches Verhalten, eingeschrankte Motorik oder Hyperkinetik, Selbstisolation oder

Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. Verhaltensstereotypien; Koordinationsstérung, Autoaggression

Abb. 9: Protokoll zur Beobachtung des Krankheitsgrades im Verlauf nach IPSI
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Die Beurteilung erfolgte je nach Versuchsdauer 9, 12, 15, 18, 21 und 24 Stunden nach
IPSI. Eine Langzeituntersuchung nach IPSI erfolgte Uber 48 Stunden. Hier wurde der
Krankheitsscore alle 4 Stunden erhoben. Deutliche Krankheitszeichen zeigten sich 8 -
12 Stunden nach IPSI. In den drei Kategorien Korperhaltung, Korperpflege,
Bewegung/Verhalten wurden jeweils 0 bis 3 Punkte, im Intervall von 0,5, vergeben und
addiert. Eine gesunde, unauffallige Maus hatte einen Score von 0. Hier fand sich eine
normale Korperhaltung. Das Fell war glanzend und, genau wie die Korperoffnungen,
sauber. Die Tiere schliefen mit Kérperkontakt zueinander. Sie waren leicht erweckbar
und waren dann aktiv und neugierig. Ein mittlerer Score von 4,5 kann sich
unterschiedlich zusammensetzen. Haufig zeigten diese Tiere ein struppiges Fell, einen
verklebten Anus und verklebte Augen. Sie machten einen leichten Buckel und zeigten
ein verandertes Gangbild. Mause mit einem mittleren Score waren etwas schwieriger zu
erwecken, liefen dann aber durchaus auch umher und zeigten Neugierde ahnlich den
gesunden Tieren. Bei einem Wert von 9 war der Maximalscore erreicht, welcher zum
Abbruch des Versuchs fihrte. Bei Mausen mit einem Krankheitsscore von 9 waren
zusatzlich Bewegung und Verhalten stark beeintrachtigt. Die Korperhaltung war
verkrampft und die Mause machten einen Buckel. Sie waren apathisch und reagierten
kaum auf Berihrung und Hochheben. Haufig sallen sie auch voneinander isoliert im
Kafig. Falls sie liefen, war der Gang schwankend, sehr langsam und wirkte

unkoordiniert.

3.6.2 Temperaturmessung
Die Temperatur wurde rektal bei der wachen Maus gemessen. Hierbei wurde die Maus

am Ruckenfell gehalten und die Temperatursonde circa 1 cm tief ins Rektum eingefihrt.

3.6.3 Wiegen

Das Wiegen erfolgte bei der wachen Maus.
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3.6.4 Abbruchkriterien

Wir definierten einen Krankheitsscore von 9 als Abbruchkriterium. Zusatzlich wurde eine
Gewichtsabnahme um mehr als 20 % oder eine Temperaturabweichung von mehr als
2 °C, jeweils von den Ausgangswerten, als Abbruchkriterium definiert. AufRerdem
wurden eine stark verlangsamte Atmung oder eine Schnappatmung als
Abbruchkriterium angesehen. Erflllte eine Maus eines der Abbruchkriterien, wurde der

Versuch fur sie beendet und es erfolgte umgehend die Euthanasie.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung, sowie die graphische Darstellung erfolgten mit Hilfe des
Programms Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Die
Ergebnisse sind als Mittelwert £+ SD dargestellt. Um die Mittelwerte verschiedener
Gruppen zu vergleichen, wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Bei Untersuchung der
gleichen Gruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde ein gepaarter t-Test
durchgefuhrt. Die Uberlebenskinetik wurde in Form einer Kaplan-Meier-Kurve
dargestellt. Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt gewahlt: *** p < 0,001, ** p < 0,01, *
p <0,05, nsp>0,05.
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Gerat/Material

Typ

Hersteller

Firmensitz

Buprenorphin

CHROMagar™

Ethanol

Falkontubes

Handschuhe

Isofluran

Isofluran-

Verdampfer

Kanulen

Mehrzweckticher

NacCl

Oberflachen-
desinfektion

OP-Besteck

Pipetten

Temgesic®
Injektionslésung

CHROMagar™ MH
Orientation

70 %

Cellstar® Tubes 15 ml
Nitrile Powder-Free

Forene®, 100 %

IsoFlo®

21G

zetBox®

0,9 %, steril, 2000 ml
Freka®-NOLA-T

Pinzetten, Scheren

Research 1000 pl,
100 pl

Essex Pharma
GmbH

Mast
diagnostica

Otto Fischar
GmbH & Co KG

Greiner Bio-One
GmbH

Ansell, Micro-
Touch®

Abbott GmbH &
Co. KG

Eickemeyer
Electronic and
Components
GmbH

Becton
Dickinson
GmbH

Z\G Zellstoff-
Vertriebs-GmbH
& Co. KG

Braun AG

Dr. Schumacher
GmbH

Fine Science
Tools
GmbH

Eppendorf

Minchen,
Deutschland

Reinfeld,
Deutschland

Saarbriicken,
Deutschland

Kremsmunster,
Ostereich

Richmond,
Australien

Wiesbaden,
Deutschland

Kalefeld,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Troisdorf,
Deutschland

Melsungen,
Deutschland

Malsfeld,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Hamburg,
Deutschland
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Pipettenspitzen

Plastikdsen

Reaktionsgefalle

Reaktionsgefalle

Spritzen steril

Sterilisator

Temperatursonde

Thermometer

Tischzentrifuge

Tubes fur Filter

Tupfer

Vortex

Waage

1000 pl, 100 pl
RNAse/DNAse frei

Inoculation Loop, 10 pl

1,5ml, 2 ml

2 ml

1ml 5ml

Steri 250

Rectal Probe ,RET-3"
for mouse

Homeothermic
Controller Type 874
Centrifuge 5415R

2 ml, Clear

Mulltupfer

Vortex-Genie2

Electronic Balance Type

ABS 120-4

Maxymum
Recovery -,
Axygen®

Greiner bio-one
Eppendorf
Sarstedt

Becton
Dickinson
GmbH

Simon Keller

Physitemp

Instruments INC

Hugo Sachs
Elektronik

Eppendorf

Maxymum
Recovery™,
Axygen®

Nobamed Paul
Danz AG

Scientific
Industries

Kern & Sohn
GmbH

Corning, NY, USA

Kremsmiunster,
Ostereich

Hamburg,
Deutschland

Numbrecht,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Burgdorf, Schweiz
Clifton, NJ, USA

March, Deutschland
Hamburg,
Deutschland
Corning, NY, USA
Wetter, USA

Bohemia, NY, USA

Balingen-Frommern,
Deutschland




35

4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen des zur IPSI verwendeten Stuhls

Zur Untersuchung der interindividuellen Unterschiede wurde der Stuhl von 20 Mausen
aus einer Lieferung einzeln ausgestrichen und auf das Vorkommen von
Bakterienstdmmen untersucht. Die Mause wurden vor der Stuhlentnahme nicht im
Tierhaus (HET) eingestallt. Etwaige Stuhlveranderungen durch geénderte Futter- und

Einstallungsbedingen sollten so vermieden werden.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, waren die KEESC-Gruppe (Klebsiella, Enterobacter,
Enterococcus, Serratia, Citrobacter) sowie S. saprophyticus im Stuhl von allen Mausen
vorhanden. Im Stuhl von 80 % der Mause fand sich S. aureus und bei 20 % E. coli. Es
zeigten sich somit erhebliche interindividuelle Unterschiede innerhalb einer Lieferung
von Mausen vom selben Zichter, bei gleichem Alter und gleichen Einstallungs- und
Futterungsbedingungen. Um zu gewahrleisten, dass in der Sepsisinduktion durch IPSI
einheitlich zusammengesetzter Stuhl injiziert werden konnte, war es notwendig den

entnommen Stuhl zu poolen.

100-
3 E. coli
£ 8o 3 KEESC
B [ S. aureus
= 60- @ S. saprophyticus
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Abb. 10: Relative Haufigkeit des Vorkommens der Bakterienstamme in den Stuhlproben
von 20 Mausen: Die Stuhlproben von 20 M&usen einer Kohorte wurden sofort nach
Entnahme einzeln ausgestrichen und auf das Vorkommen der angegebenen
Bakterienstdmme untersucht. Dargestellt ist die relative Haufigkeit des Vorkommens der
Bakterien in allen Stuhlproben. Die Quantitat der Bakterienkolonien auf den Kulturplatten
ist nicht dargestellt. n=20.
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4.1.1 Ausstriche der verschiedenen Stuhlverdiinnungen

Der Stuhl von 25 Méausen wurde unbearbeitet, sowie bearbeitet (siehe Methodenteil) in
den zur Injektion verwendeten Verdiunnungen 1:3, 1:6 und 1:9 ausgestrichen. Im
Vergleich von frischem Stuhl und den Verdinnungen konnte nach 48-stindiger
Bebritung kein signifikanter Unterschied bezlglich der Bakterienquantitat festgestellt
werden. Die unterschiedliche Pathogenitat der verschiedenen Stuhlverdiinnungen im
IPSI-Modell liel3 sich jedoch durch die klinischen Parameter Gewicht, Temperatur und
Krankheitsscore (Abb. 17-19) objektivieren. Der Unterschied der Pathogenitat I&sst sich

mit der Quantifizierung durch einen 3-Osen-Ausstrich nicht darstellen.

4.2 Stuhllagerung

Fur umfangreiche Versuche mit dem IPSI-Modell wird eine groRe Menge von
einheitlichem Stuhl benétigt, um die Versuchsbedingungen konstant zu halten. Daflr
muss der Stuhl im Vorfeld entnommen und gelagert werden. Deswegen wurde initial die
Auswirkung verschiedener Lagerbedingungen im Hinblick auf Veradnderungen der

Bakterienquantitat getestet.

4.2.1 Lagerung bei -20 °C

Zunachst wurde der Einfluss des Einfrierens des Stuhls bei -20°C auf die
Bakterienquantitat untersucht. Der frisch entnommene Stuhl von 20 Mausen wurde
gepoolt. Eine Probe wurde entnommen und direkt ausgestrichen. Nach 30-tagiger
Lagerung bei -20 °C wurde eine weitere Probe des gleichen Stuhls ausgestrichen. Es
zeigte sich eine Veranderung der Bakterienquantitat (Abb. 11). E.coli Kolonien waren im
eingefrorenen Stuhl auf CHROMagar™ MH Orientation nicht mehr nachweisbar. Auch
das Wachstum von S. aureus Kolonien war deutlich reduziert. Auf das Wachstum der
Bakterien aus der KEESC Gruppe sowie auf die Koloniebildung von S. saprophyticus
hatte das Einfrieren keinen Einfluss. Das Einfrieren des Stuhls bei -20 °C fihrte zu
einem kompletten Wegfall des E.coli Anteils und einer deutlichen Reduktion des S.
aureus Anteils, wodurch sowohl die quantitative als auch die qualitative

Zusammensetzung des Stuhls verandert wurde.
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Die Lagerung des Stuhls bei -20 °C stellt somit keine fur das IPSI-Modell geeignete

Lagerungsmethode fir die Stuhlpraparationen dar.

1L

E. coli KEESC S. aureus S. saprophyticus

Bl frisch
= -20°C

manRig, 3 =reichlich
e

wenig, 2

o
1

Quantifizierung nach 3-Osen-Ausstrich
1

Abb. 11: Vergleich der Bakterienquantitat in frischem Stuhl und nach Lagerung
bei -20 °C: Der frische Stuhl von 20 Mausen wurde einzeln ausgestrichen. Hier sind die
Mittelwerte der semiquantitativen Auswertung fur die einzelnen Bakterienstamme
dargestellt. Nach 30-tagiger Lagerung bei -20 °C wurde der gepoolte Stuhl erneut
ausgestrichen. Die Ausstriche wurden als 3-Osen-Ausstriche auf CHROMagar™ MH
Orientation ausgefuhrt. n=20.

4.2.2 Lagerung bei 4 -6 °C

Der injizierte Stuhl soll méglichst der urspringlichen Zusammensetzung bei Entnahme
entsprechen. Da dies durch Einfrieren des Stuhls nicht erreicht werden konnte, wurde
die Veradnderung der Bakterienquantitat nach Lagerung bei 4 -6 °C analysiert. Der
frische Stuhl von finf Mausen wurde gepoolt und ausgestrichen. Im Verlauf von 96
Stunden Lagerung bei 4 - 6 °C wurden Proben enthommen und ausgestrichen. Diese
wurden mit dem Ausstrich des frischen Stuhls verglichen. Die Bakterienquantitét
veranderte sich wahrend dieser Lagerungszeit nicht signifikant. Da die Untersuchung
der Bakterienzusammensetzung des Stuhls in unseren Versuchen nach 48 Stunden
Bebrutung erfolgte, ist es moglich, diese ohne lagerungsbedingte Veranderung der

Stuhlzusammensetzung, vor Injektion, durchzufihren.
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Quantifizierung nach 3-Osen-Ausstrich

Abb. 12: Bakterienquantitat einer Stuhlprobe im Verlauf der Lagerung bei 4 - 6 °C: Der
frische Stuhl von funf Mausen wurde gepoolt und ausgestrichen. Im Verlauf von 96
Stunden Lagerung bei 4 -6 °C wurden Proben entnommen und ausgestrichen. Die
Ausstriche wurden als 3-Osen-Ausstriche auf CHROMagar™ MH Orientation
ausgefuhrt. Dargestellt sind die Mittelwerte der semiquantitativen Auswertung (wenig=1,
manig=2; reichlich=3) des Bewuchses der Stamme: E. coli, KEESC, Proteus, S. aureus
und S. saprophyticus. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied. n=5, gepaarte t-
Tests.

4.3 Einfluss der Stuhlbearbeitung auf die Bakterienquantitat und -qualitat

Zur Herstellung einer injizierbaren Lésung wurde der entnommene Stuhl gefiltert und
verdinnt, wie im Methodenteil detailliert erlautert. Der Einfluss der einzelnen
Bearbeitungsschritte auf die Bakterienquantitat wurde in den folgenden Versuchen

Uberpruft.

Der entnommene Stuhl ist pur nicht intraperitoneal injizierbar, weil er durch den hohen
Anteil an Ballaststoffen 21 G Kanulen verstopfen wirde. Ein Ausweichen auf grol3ere
Kanulen erfullt nicht mehr den Anspruch einer minimalinvasiven Sepsisinduktion, sodass
eine Bearbeitung des Stuhls notwendig ist. Hierzu wurde der Stuhl verdinnt und

gefiltert.



39

Um auszuschlieen, dass durch das Filtern die Gesamtmenge an Bakterien reduziert
wird, wurden die Bakterienquantitdt und -qualitat vor und nach der Bearbeitung

verglichen.

Der frische Stuhl von 5 Mausen wurde gepoolt. Eine Probe wurde enthommen und
direkt ausgestrichen. Es folgte ein Ausstrich der 1:3 Verdunnung dieses Stuhls, diese
Verdiinnung wurde gefiltert und anschliel3end ebenfalls ausgestrichen. Die Ausstriche
wurden fir 48 Stunden bei 36 °C bebritet. Im frischen Stuhl fand sich ein
polymikrobielles Spektrum mit E. coli, der KEESC-Gruppe, Proteus und S.
saprophyticus. Das polymikrobielle Spektrum war auch nach Verdinnung und Filterung
noch erhalten. Wie Abbildung 13 zeigt, fihrten Verdinnung und Filterung des Stuhls zu

keiner signifikanten Veranderung im Vergleich zum frischen Stuhl.
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Abb. 13: Vergleich der dargestellten Bearbeitungsschritte des Stuhls: Der frische Stuhl
von 5 Mausen wurde gepoolt. Eine Probe wurde entnommen und direkt ausgestrichen.
Es folgte ein Ausstrich der 1:3 Verdiunnung dieses Stuhls und anschlieRend der
Ausstrich der gefilterten 1:3 Verdinnung. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
n=5, gepaarte t-Tests.

4.4 Peritoneallavage

Um zu ermitteln, ob es tatsachlich zu einer Infektion durch lebende Bakterien im
Peritonealraum kommt, wurde 12 Stunden nach IPSI mit 1:3 verdinntem Stuhl eine
Peritoneallavage bei 26 Mausen durchgefuhrt. Die Ausstriche des injizierten Stuhls im
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Vergleich zu den Ausstrichen der Peritoneallavages sind in Abbildung 14 dargestellt. Die
Bakterienquantitat unterscheidet sich nicht signifikant. Da sich in der Peritoneallavage
der Sham- und Kontrolltiere keine Bakterienkolonien zeigten, sind diese in der Abbildung
nicht dargestellt.

E=S Stuhl
Peritoneallavage

maRig, 3 =reichlich
e

wenig, 2

o

Quantifizierung nach 3-Osen-Ausstrich
1

E. coli KEESC S. aureus S. saprophyticus

Abb. 14: Vergleich der zur IPSI verwendeten 1:3 Verdinnung mit der Peritoneallavage:
Die Ergebnisse aus drei Versuchen mit dem gleichen Versuchsaufbau wurden
zusammengefasst. Der frische Stuhl von 60 Mausen wurde gepoolt und 1:3 verdinnt.
Eine Probe wurde entnommen und direkt ausgestrichen. Die anschlieBend gefilterte
Stuhlverdiinnung wurde zur IPSI verwendet. Nach Erfullen der Abbruchkriterien erfolgte
die Euthanasie der Mause. Bei 26 Mausen wurde eine Peritoneallavage gewonnen und
ausgestrichen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Stuhl: n=60,
Peritoneallavage: n=26, gepaarte t-Tests.

4.5 Einfluss der zirkadianen Rhythmik der Mause auf Gewicht und Temperatur

Mause unterliegen physiologisch einer zirkadianen Rhythmik. Sie sind in der
Dunkelphase, also nachts, aktiv (Ebong et al. 1999; Konig 2012; Steinlechner 2012;
Vandenbergh 2008). In unserem Tierhaus dauert die Dunkelphase des Tag-Nacht-
Rhythmus von 19 bis 7 Uhr. Wir untersuchten die Unterschiede zwischen der Aktivitats-
und der Ruhephase, also zwischen Tag und Nacht. Bei jeweils 10 unbehandelten

Mausen erfolgten Gewichts- und Temperaturkontrollen im Abstand von 12 Stunden.
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4.5.1 Gewichtsveranderung

Uber Nacht konnten wir eine signifikante Gewichtszunahme der unbehandelten Mause
(Abb. 15) messen. Abends lag das durchschnittliche Gewicht der Mause bei 22,61 g und
am Morgen bei 23,99 g, somit nahmen die Mause durchschnittlich um 1,38 g zu.

Da die Nahrungsaufnahme nachts stattfand und die Mause tags schliefen, verloren sie
tagsuber signifikant an Gewicht. Hier kam es zu einer Gewichtsreduktion von
durchschnittlich 1,01 g (Abb. 16).
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Abb. 15: Gewichtsveranderung von unbehandelten Mausen uUber die Nacht: 10
unbehandelte Mause wurden abends und morgens (12 Stunden spater) gewogen. *** p
< 0,001. n=10, gepaarter t-Test.
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Abb. 16: Gewichtsveranderung von unbehandelten Mausen Uber den Tag: 10
unbehandelte M&use wurden morgens und abends (12 Stunden spater) gewogen. *** p
< 0,001. n=10, gepaarter t-Test.

4.5.2 Temperaturveranderung

Auch in der Untersuchung der Temperatur der unbehandelten Mause im Tagesverlauf
zeigten sich signifikante Unterschiede. Aktivitat erhdht die Korpertemperatur und weil die
Méuse tags nicht aktiv waren, sank die Temperatur im Verlauf des Tages signifikant.
Morgens lag die Durchschnittstemperatur bei 36,14 °C und abends bei 35,01 °C (Abb.
17).
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Abb. 17: Temperaturveranderung von unbehandelten Mausen Uber den Tag: Die
Temperatur von 10 unbehandelten Mausen wurde morgens und abends (12 Stunden
spater) gemessen. ** p < 0,01. n=10, gepaarter t-Test.

Gewichts- und Temperaturverlauf im Rahmen der zirkadianen Rhythmik fihren bereits
bei unbehandelten Ma&ausen zu signifikanten Unterschieden. Diese sind in der
Versuchsplanung dringend zu berucksichtigen. Sowohl die Injektion der Stuhllésung zur
IPSI, sowie die Kontrollen, missen immer zur selben Zeit vorgenommen werden, weil
Ergebnisse sonst verfalscht werden. Dies wurde in unseren Versuchen stets

eingehalten. Wir induzierten die Sepsis durch IPSI abends.

4.6 Modulierung des Krankheitsverlaufs durch IPSI mit verschiedenen
Stuhlverdiinnungen

Zur Erfassung des Krankheitsverlaufs nach IPSI im Mausmodell mit verschiedenen
Stuhlverdiinnungen, wurden die Parameter Gewicht, Temperatur und Krankheitsscore
erhoben. FUr diese Versuche wurde Stuhl gepoolt, gefiltert und jeweils in den
Verdinnungen 1:3, 1:6 oder 1:9 injiziert. Um die Auswirkungen der Punktion an sich zu

klassifizieren, erfolgte in der Sham-Gruppe die Injektion von steriler Kochsalzlésung. In
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der Kontrollgruppe wurde kein Eingriff vorgenommen. Wie Shrum et al. (2014) konnten
auch wir in Vorversuchen feststellen, dass sich deutliche Krankheitszeichen 8 - 12
Stunden nach IPSI zeigen. Hier sollte der erste Kontrollzeitpunkt gewahlt werden.
Gewicht, Temperatur und Krankheitsscore wurden vor und 12 Stunden nach IPSI
erhoben. Sie sind in den Abbildungen 18 - 20 dargestellt. Die Ergebnisse aus drei

Versuchen mit dem gleichen Versuchsaufbau wurden zusammengefasst.

4.6.1 Gewichtsveranderung

Es kam zu einer signifikanten Gewichtsreduktion nach IPSI mit allen getesteten
Stuhlverdinnungen (siehe Abb. 18). In der 1:3 Gruppe lag vor IPSI das durchschnittliche
Gewicht der Mause bei 23,17 g. 12 Stunden nach IPSI kam es zu einer Reduktion des
Gewichts um 3,29 %, auf einen Durchschnitt von 22,42 g. Auch in der 1:6 Gruppe
konnten wir eine Gewichtsreduktion zeigen. Hier erhoben wir ein Ausgangsgewicht von
23,2 g und 12 Stunden nach IPSI mit einer Reduktion um 3,33 % einen Durchschnitt von
22,43 g. Nach IPSI mit der 1:9 Verdinnung sank das Gewicht der M&use von
durchschnittlich 22,63 g auf 21,95 g und somit um 2,98 %.

In der Sham- und der Kontrollgruppe zeigte sich eine Gewichtszunahme der Mause tber
Nacht entsprechend unseren Ergebnissen in Abbildung 15 zu Gewichtsveranderungen
unbehandelter Mause. In der Sham-Gruppe nahmen die Mause Uber Nacht
durchschnittlich um 1,16 g und somit 4,95 % zu. In der Kontrollgruppe kam es zu einer
Gewichtszunahme um durchschnittlich 1,11 g und somit 4,71 %. Der Unterschied
zwischen Mausen, die die Stuhlinjektion erhielten und denen, die nur Kochsalzlésung
bzw. keine Behandlung erhielten, wird hier besonders deutlich. Die Mause der IPSI
Gruppen nahmen signifikant an Gewicht ab, wohingegen die Kontroll- und die Sham-
Gruppe an Gewicht zunahmen.
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Abb. 18: Prozentuale Gewichtsveranderungen von Mausen 12 Stunden nach IPSI mit
den Stuhlverdiinnungen 1:3, 1:6 und 1:9: Die Ergebnisse aus drei Versuchen mit dem
gleichen Versuchsaufbau wurden zusammengefasst. Die Mause wurden vor und 12
Stunden nach IPSI gewogen. ** p < 0,01, ** p < 0,001. 1:3 n=23; 1:6 und 1:9. n=4,
Sham und Kontrolle n=22, gepaarte t-Tests.

4.6.2 Temperaturveranderung

Nach IPSI mit den Verdinnungen 1:3 und 1.6 kam es zu einem signifikanten
Temperaturverlust (Abb. 19). Vor IPSI lag die Temperatur der 1:3 Gruppe
durchschnittlich bei 36,01 °C und der 1:6 Gruppe bei 35,65 °C. In der 1:3 Gruppe
verringerte sich die Temperatur 12 Stunden nach IPSI um 9,87 °C im Durchschnitt, also
um 27,14 %. In der 1.6 Gruppe war der Temperaturverlust mit 1,65 °C und somit 4,61 %
deutlich geringer. In der 1:9 Gruppe zeigte sich zwischen durchschnittlich 34,3 °C vor
IPSI und 34,18 °C nach IPSI kein signifikanter Unterschied.

In der Sham- und der Kontrollgruppe, veranderte sich die Temperatur der Mause nicht

signifikant und lag sowohl bei der ersten, als auch der zweiten Messung bei etwa 36 °C.
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Abb. 19: Prozentuale Temperaturveranderungen von Mausen 12 Stunden nach IPSI mit
den Stuhlverdinnungen 1:3, 1:6 und 1:9: Die Ergebnisse aus drei Versuchen mit dem
gleichen Versuchsaufbau wurden zusammengefasst. Die Temperatur der Mause wurde
vor und 12 Stunden nach IPSI gemessen. * p < 0,05, *** p < 0,001; 1:3 n=23; 1:6 und
1:9. n=4, gepaarte t-Tests.

4.6.3 Krankheitsscore

Um die Krankheitsschwere zu ermitteln und zu vergleichen, erhoben wir den klinischen
Krankheitsscore (detaillierte Beschreibung im Methodenteil) der Mause nach IPSI (Abb.
20).

Nach Injektion des 1:3 verdunnten Stuhls bewerteten wir die Mause mit dem hdchsten
Krankheitsscore. Hier waren Kklinische Krankheitssymptome wie struppiges Fell,
verklebte Korperéffnungen und Einschrankungen in der Motorik sehr deutlich
ausgepragt. In der 1:3 Gruppe lag der Krankheitsscore durchschnittlich bei 6,7 und
somit signifikant hoher als nach IPSI mit der 1:6 und 1:9 Verdinnung. Der Mittelwert
nach Injektion der 1:6 Verdinnung lag nur bei 1,75, da die Mause deutlich weniger
klinische Krankheitszeichen zeigten. Der geringste Krankheitsscore zeigte sich nach
IPSI mit der 1:9 Verdinnung mit einem Mittelwert von 0,25. Diese Gruppe zeigte nur
eine geringe Auspragung der Symptome bzw. teilweise auch gar keine. Der Unterschied
zwischen der 1:6 und der 1:9 Gruppe war nicht signifikant. Die Mause der Sham- und
die der Kontrollgruppe zeigten keine Krankheitszeichen und wurden mit einem

Krankheitsscore von 0 bewertet (hier nicht dargestellt).
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Abb. 20: Krankheitsscore von Mausen 12 Stunden nach IPSI mit den
Stuhlverdinnungen 1:3, 1:6 und 1:9: Die Ergebnisse aus drei Versuchen mit dem
gleichen Versuchsaufbau wurden zusammengefasst. *** p < 0,001. 1:3 n=24, 1:6 und
1:9 n=4, ungepaarte t-Tests.

Wir konnten zeigen, dass sich der Krankheitsverlauf von M&ausen nach IPSI durch
Veranderung der Stuhlverdinnung modulieren lasst. In  unterschiedlichen
Stuhlverdinnungen unterscheiden sich die von uns erhobenen Kriterien signifikant.
Sowohl an objektiven Parametern wie Gewichts- und Temperaturveranderungen, als
auch in Form des Klinischen Krankheitsscores lassen sich die unterschiedlichen

Krankheitsverlaufe bzw. die unterschiedliche Krankheitsschwere dokumentieren.

4.7 Uberlebenskinetik und Krankheitsscore im langeren Krankheitsverlauf

In diesem Versuch wurden der langere Krankheitsverlauf, anhand des Krankheitsscores,
sowie der Uberlebenszeit bis 48 Stunden nach IPSI beobachtet. Die IPSI erfolgte bei
jeweils zehn M&usen mit den Stuhlverdinnungen 1:3, 1:6 und 1:9. Mause, die vor
Ablauf des 48-stindigen Beobachtungsintervalls die Abbruchkriterien erreicht hatten
(siehe Methodenteil), wurden euthanasiert. Nach 48 Stunden wurde der Versuch

beendet und das Uberleben der Tiere wurde in einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt.
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In der Gruppe der Mause, denen eine 1:3 Verdinnung des Stuhls injiziert wurde, lag die
Uberlebenszeit im Durchschnitt bei 18,7 Stunden. Es zeigte sich eine Mortalitat von
100 % innerhalb von 24 Stunden. Hier traten signifikante Unterschiede zu allen anderen
dargestellten Gruppen auf (Abb. 21). In der Gruppe, der eine 1:6 Verdinnung des Stuhls
injiziert wurde, verstarben in den ersten 24 Stunden nur zwei von zehn Mausen.
Zwischen 24 und 28 Stunden nach IPSI verstarben in dieser Gruppe 9 Tiere, so dass
den gesamten Beobachtungszeitraum von 48 Stunden nur eine Maus der 1:6 Gruppe
Uberlebte. Die durchschnittliche Uberlebenszeit der 1:6-Gruppe lag bei 28,2 Stunden.
Ein signifikanter Unterschied lag im Vergleich zur 1:3, sowie der Sham-Gruppe vor. Bei
Injektion von 1:9 verdinntem Stuhl Gberlebten 60 % der zehn Mause den

Beobachtungszeitraum von 48 Stunden. Alle Sham-Mause Uberlebten ebenfalls.
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Abb. 21: Darstellung des Uberlebens von Mausen nach IPSI mit den
Stuhlverdinnungen 1:3, 1:6 und 1:9 im Verlauf von 48 Stunden: n=10, Sham n=5,
ungepaarte t-Tests. *;. Kurve signifikant unterschiedlich im Vergleich zu allen anderen,
*,. Kurve signifikant unterschiedlich im Vergleich zu Sham und 1:3.

Auch im Krankheitsscore fanden sich signifikante Unterschiede (siehe Abb. 22). Bei der
1:3 Verdinnung lag zu jedem Kontrollzeitpunkt ein signifikant hoherer Krankheitsscore
als bei 1.6 und 1:9 vor. Wie in Abbildung 21 dargestellt, verstarben diese Mause fruh.
Tote Tiere wurden mit dem Maximalscore von 9 bertcksichtigt. 24 Stunden nach IPSI

waren alle Mause der 1:3 Gruppe bereits verstorben und wurden mit einem
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Krankheitsscore von 9 erfasst, sodass keine Standardabweichung dargestellt werden
kann. Der Krankheitsscore nach Injektion der 1:6 Verdinnung war signifikant geringer
als nach Injektion der 1:3 Verdinnung. Den niedrigsten Krankheitsscore und somit die
geringste Symptomatik zeigten Tiere, denen die 1:9 Verdinnung injiziert wurde. Da die
Sham-Gruppe keine Krankheitszeichen und somit einen Krankheitsscore von null zeigte,

ist sie in Abbildung 22 nicht dargestellit.

R R R

e e B

9- H

gl — K < i = 1:3
e I R : 2 1:6
5 6 : ) = 1:9
0 2 ) i
2 51 - -
£ 4 ) i
4
c
S
X

R

(© =R

R

SRR R R R

15 18 21 24
Zeit nach IPSI [Stunden]

Abb. 22: Darstellung des Verlaufs des Krankheitsscores von Mausen nach IPSI mit den
Stuhlverdinnungen 1:3, 1:6 und 1:9: n=10, ungepaarte t-Tests. Verstorbene Tiere
erhielten den maximalen Krankheitsscore von 9 und wurden weiterhin berticksichtigt.
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5. Diskussion

5.1 Das optimale Tiermodell

Da in dieser Arbeit ein neues Modell zur Sepsisinduktion etabliert und untersucht wurde,
soll dieses nun in Hinsicht auf seine Eignung, sowie im Vergleich mit den gangigsten
Sepsismodellen diskutiert werden. Hier sind zunachst die Anforderungen an ein

optimales Modell zu definieren.

5.1.1 Klinik

Das wichtigste Kriterium fur ein gutes Tiermodell ist, dass es die zu untersuchende
Krankheit widerspiegelt (Maier et al. 2004). In unserem Modell soll eine abdominelle
Sepsis erzeugt werden. Es soll zu einer Infektion durch Bakterien aus intraabdominellen
Organen kommen. Im Idealfall entspricht das Bakterienspektrum dem des
darzustellenden Infektfokus. Da die abdominelle Sepsis in der Regel polymikrobiell ist
(Gonnert et al. 2011), soll dies auch fiur die Sepsisinduktion in einem solchen Modell
gelten. Deswegen wurde das Stuhlgemisch zur Injektion von uns auf sein

Bakterienspektrum untersucht.

Buras et al. (2005) beschreiben, dass die Sepsis des Menschen in der Regel im Verlauf
von Tagen bis Wochen entsteht und nicht, wie im Tiermodell h&aufig, tber Stunden. Auch
Wichterman et al. (1980) empfehlen, dass der septische Insult einen gewissen Zeitraum
anhalt, sodass es zu einer Wirtsantwort und einer Auseinandersetzung mit der Infektion
kommen kann. Ein Modell, das einen langeren Verlauf darstellen kann, ware
dementsprechend winschenswert. So untersuchten wir die Mdglichkeiten im IPSI-

Modell einen langeren und subletalen Verlauf zu simulieren.

Ein optimales Tiermodell sollte den klinischen Symptomen der zu untersuchenden
Krankheit moéglichst nah kommen (Buras et al. 2005; Deitch 2005; Maier et al. 2004;
Tracey und Abraham 1999; Wichterman et al. 1980). Wichterman et al. (1980) nennen
als klinische Parameter, die im Tiermodell erfasst werden kdnnen, Hypo- oder

Hyperthermie, Schwache und Unwohlsein, sowie die Anderung des normalen
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Verhaltens der Tiere. Entsprechend der neuen Definition (Sepsis-3) von Singer et al.
(2016) handelt es sich bei einer Sepsis um eine lebensbedrohliche Organdysfunktion
durch eine fehlregulierte Wirtsantwort. Wie in der Einleitung beschrieben, wird die
Organdysfunktion beim Menschen mit dem SOFA-Score Kklassifiziert und so die
Diagnose einer Sepsis gestellt. Die hier betrachteten Parameter wie Thrombozyten,
Bilirubin, Kreatinin im Blut, sowie der MAD koénnen auch im Tierversuch bestimmt
werden und zur Diagnostik dienen. Wichterman et al. (1980) fordern positive
Blutkulturen mit den Bakterien, die auch im Infektionsherd zu finden sind. Um im SOFA-
Score eine Dysfunktion des ZNS einzuschatzen, wird beim Menschen die Glasgow
Coma Scale ermittelt. Auch im Tierversuch konnen Scores, wie z.B. unser
Krankheitsscore verwendet werden, um Dysfunktionen zu bewerten und die Klinik und

Krankheitsschwere zu klassifizieren.

5.1.2 Induktion

Die Sepsisinduktion an sich sollte eine mdglichst geringe Komplikationsrate haben. Je
invasiver die Induktion, desto mehr Komplikationen sind maoglich. Ist eine Narkose
notwendig, sind Narkoserisiken zu beachten. Ein Einfluss der Narkotika auf die
Hamodynamik ist beim Menschen bekannt und findet sich dementsprechend auch bei
der Maus. Verschiedene Narkoseformen und Narkosemedikamente haben zudem
unterschiedlich gro3en Einfluss auf die Hamodynamik (Tao et al. 2004). Dies ist beim
Vergleich von Studien zu beachten. Auch ein Einfluss der Narkose auf die
Genexpression wurde beschrieben (Hamaya et al. 2000). Im Idealfall ist die
Sepsisinduktion ohne Narkose moglich (Parker und Watkins 2001). Wird die Sepsis in
Form einer Operation induziert, kann die Operation an sich schon zu einer hohen
Mortalitat fuhren. Lee et al. (2003) =zeigten signifikante Anderungen der
Zytokinausschuttung von Makrophagen nach einer Laparotomie, welche Ergebnisse
verandern kénnen. Auf Narkose und Operation folgt haufig eine Hypothermie (Belikoff
und Buras 2008; Leon et al. 1998), welche durch perioperatives Warmen gemindert
werden muss. Diese kann den Krankheitsverlauf beeinflussen. Auferdem kommt es

durch die Operation zu einem Flissigkeitsverlust, welcher ausgeglichen werden muss.
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Im Idealfall ist die Sepsisinduktion an sich mit wenigen Komplikationen verbunden. Ein
minimalinvasives Verfahren ohne Operation und Narkose gewahrleistet dies. Ein
minimalinvasives Verfahren ist zusatzlich unkomplizierter in der Durchfiihrung und somit
besser reproduzierbar. Um den Einfluss der intraperitonealen Injektion an sich zu
untersuchen, verglichen wir nicht nur die Stuhlinjektion in verschiedener Konzentration,
sondern auch die Sham-Gruppe, der nur sterile Kochsalzlésung injiziert wurde, mit der

Kontrollgruppe.

5.1.3 Modulierbarkeit

Ein optimales Sepsismodell soll Modulierbarkeit bieten. Es soll eine unterschiedliche
Krankheitsschwere mit unterschiedlichem Verlauf erzeugt werden kénnen. Besonders
ein langerer Verlauf einer Sepsis ist wichtig, sodass die Zytokinausschittung im Verlauf

und ggf. auch Therapiemdglichkeiten untersucht werden kdénnen.

5.1.4 Reproduzierbarkeit

Das optimale Tiermodell sollte reproduzierbar sein (Parker und Watkins 2001;
Wichterman et al. 1980). Dies beinhaltet auch eine vorhersagbare und konstante
Mortalitatsrate (Deitch 2005). Wichterman et al. (1980) betonen, dass es von Vortell ist,
Variablen in Sepsismodellen gering zu halten, um eine gute Reproduzierbarkeit zu
erzielen. Dies erreicht man mit einem Modell, welches einfach zu erlernen ist (Deitch
2005). Es sollen keine interindividuellen Unterschiede je nach durchfihrenden Personen

entstehen. Hier ist ein minimalinvasives Modell ebenfalls von Vorteil.

Das Modell soll standardisiert sein. Eine gewtnschte Krankheitsschwere soll jederzeit,
auch in verschiedenen Laboren erzeugt werden koénnen (Deitch 2005). Hier sind
standardisierte Versuchsbedingungen notwendig, Wichterman et al. (1980) raten auch
zu standardisierten Blutzucker-, Laktat- und Insulinwerten. Deitch (2005) empfehlen
zusatzlich ein 6konomisches Modell. Kleine Tiere erzeugen zum Beispiel weniger

Laborkosten als grof3e.
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5.2 IPSI als Sepsismodell

5.2.1 Klinik

12 Stunden nach der intraperitonealen Injektion unseres Stuhlgemischs entnahmen wir
eine Peritoneallavage, um zu untersuchen, ob lebende Bakterien und somit eine
intraabdominelle Infektion vorliegen. Wie Maier et al. (2004) beschreiben, spielt es
prognostisch eine grol3e Rolle, wie sehr sich die Bakterien in der Peritonealhdhle
ausbreiten. Wir konnten in der Peritoneallavage ein polymikrobielles Bakterienspektrum
nachweisen, das in seiner Gesamtzusammensetzung der des injizierten Stuhls
entsprach. Es kommt somit tatsachlich zu einer Infektion mit lebenden Bakterien. Da
sich bei der Sham- und der Kontroll-Gruppe keine Bakterienkolonien in der
Peritoneallavage zeigten, wird deutlich, dass die Peritonitis durch die IPSI verursacht
wurde. Unsere Ergebnisse bestatigen die von Lang et al. (1983) sowie Shrum et al.
(2014). Das Kriterium eines polymikrobiellen Bakterienspektrums ist somit erfullt.

Wir beobachteten die Mause nach IPSI maximal 48 Stunden. Hier lag die Mortalitat der
1:3 Gruppe bei 100 % und die der 1:6 Gruppe bei 90 %. Hier ist also kein langerer
Verlauf der Krankheit zu beobachten. In der 1:9 Gruppe lag die Mortalitat nur bei 40 %.
Hier ware eine langere Beobachtung moglich. Es muss untersucht werden, wie sich die
Mortalitat nach Injektion anderer Stuhlverdinnungen wie 1:7 oder 1:8 verhalt und wie

die Uberlebenskinetik hier aussahe.

Wir bewerteten die Klinik nach Sepsisinduktion durch IPSI anhand der Parameter

Gewichts- und Temperaturverdnderungen sowie durch unseren Krankheitsscore.

In unseren Versuchen konnten wir einen signifikanten Gewichtsverlust nach IPSI mit
allen getesteten Stuhlverdiinnungen feststellen (Abb. 18). Im Vergleich mit der
Kontrollgruppe, welche an Gewicht zunahm, wird das Ausmalf} des Gewichtsverlusts der
erkrankten Mause deutlich. Da es sich um eine Beobachtung der Tiere Uber Nacht
handelte, ist die Gewichtszunahme der Kontrollgruppe mit der physiologischen Aktivitat

und Nahrungsaufnahme der Mause zu erkléren.

Nach IPSI mit den Verdinnungen 1:3 und 1:6 kam es zu einer signifikanten

Temperatursenkung (siehe Abb. 19), wobei die Differenz zum Ausgangswert in der 1:3
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Gruppe besonders deutlich ausgepragt war. Dies spricht flr eine besonders schwere
Erkrankung, wie auch im Krankheitsscore deutlich wurde. Nach IPSI mit einer 1:9
Stuhlverdiinnung konnten wir keinen signifikanten Temperaturunterschied darstellen.
Dies ist als geringere Auspragung einer Infektion zu werten, was durch den geringen
Krankheitsscore bestédtigt wurde. Die Hypothermie korreliert also mit der
Krankheitsschwere, wie in den Untersuchungen von Nemzek et al. (2004). Diese
erklarten eine Hypothermie unter 30 °C als Pradiktor fir den Tod einer Maus. Im
Gegensatz zur Temperaturreduktion konnte im Gewichtsverlust nach IPSI kein
Unterschied zwischen den verschiedenen Verdinnungen festgestellt werden. Wir
konnten also keine Korrelation zwischen Gewichtsverlust und Krankheitsschwere

feststellen.

Temperatur- und Gewichtsverlust sind sepsis-assoziierte Symptome und konnten nach
IPSI nachgewiesen werden. Mit Hilfe unseres Krankheitsscores konnten wir klinische

Symptome einer Sepsis diagnostizieren und quantifizieren.

5.2.2 Induktion

Die Mause der Sham-Gruppe unserer Versuche zeigten, wie die Kontrollgruppe, keine
Krankheitszeichen und erhielten einen Krankheitsscore von 0. In der Sham-Gruppe kam
es zu der gleichen Gewichtszunahme Uber Nacht wie in der Kontrollgruppe. Die
Temperatur der Sham- und Kontrollgruppe veranderte sich nicht signifikant. Die
intraperitoneale Injektion an sich fuhrt also zu einer sehr geringen Beeintrachtigung der
Mause. Bei der IPSI handelt es sich um ein minimalinvasives Sepsismodell, womit ein

wichtiges Kriterium fur ein gutes Modell erfillt wird.

5.2.3 Modulierbarkeit
Wir induzierten die Sepsis mit den Stuhlverdiinnungen 1:3, 1:6 und 1:9, um
verschiedene Krankheitsgrade zu erzeugen. Die Bewertung der Krankheitsschwere

erfolgte in Form des Krankheitsscores und der Uberlebenszeit.
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Wir zeigten, dass sich die Uberlebenszeit mit Wahl der Stuhlverdiinnung variieren |asst
und somit ein letaler sowie ein subletaler Krankheitsverlauf erzeugt werden kann. Nach
Injektion der 1:3 Verdunnung kam es zu einer Letalitat von 100 %. Einen subletalen
Krankheitsverlauf konnten wir mit der 1:9 Verdinnung mit einem Uberleben von 60 %
Uber 48 Stunden herbeifihren. Sowohl Shrum et al. (2014), als auch Wynn et al. (2007)
zeigten die Korrelation zwischen Stuhlverdiinnung und Mortalitat bei intraperitonealer

Stuhlinjektion, welche auch wir darstellen konnten.

Bei IPSI mit 1:3 verdinntem Stuhl wurde ein signifikant hoherer Krankheitsscore erreicht
als bei IPSI mit der 1:6 Verdunnung. Der geringste Krankheitsscore zeigte sich bei IPSI
mit der 1:9 Verdinnung. Auch bei der Darstellung des Krankheitsscores im Zeitverlauf
nach IPSI fanden sich signifikante Unterschiede je nach injizierter Stuhlverdiinnung
(siehe Abb. 22). Wie bei Gonnert et al. (2011), sowie Shrum et al. (2014) zeigte sich
eine Korrelation des Krankheitsscores mit der injizierten Stuhlverdiinnung. Bei der 1:3
Verdinnung lag zu jedem Kontrollzeitpunkt der hochste Krankheitsscore vor. Wie in
Abbildung 21 dargestellt, verstarben diese Mause frih. Der Krankheitsscore nach
Injektion der 1:6 Verdinnung war signifikant geringer als nach Injektion der 1:3
Verdinnung. Den niedrigste Krankheitsscore und somit die geringste Symptomatik

zeigten Tiere, denen die 1:9 Verdunnungen injiziert wurde.

Das IPSI-Modell ist ein gut modulierbares Sepsismodell. Krankheitsschwere und
Uberlebenszeit sind durch die Wahl der injizierten Stuhlverdiinnung variabel. Eine
weitere Mdglichkeit, die Krankheitsschwere zu modulieren, kann die mehrfache i.p.

Injektion der Stuhlldsung sein.

5.2.4 Reproduzierbarkeit

Da unser IPSI-Modell unkompliziert in der Durchfihrung ist, ist es leicht zu erlernen und
fuhrt zu guten Voraussetzungen fur eine gute Reproduzierbarkeit. In unseren Versuchen
konnten wir die unterschiedlichen Krankheitsgrade mit verschiedener Stuhlverdiinnung

reproduzieren.
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5.3 Methodik

5.3.1 Stuhllagerung

Der zur IPSI verwendete Stuhl sollte immer gleich zusammengesetzt sein. Im Idealfall
sollte fur jede Versuchsreihe derselbe Stuhl verwendet werden. So kann prinzipiell eine
sehr grol3e Stuhlmenge im Vorfeld entnommen und bis zur Verwendung gelagert
werden. Wir untersuchten den Einfluss der Lagerung auf die Stuhlzusammensetzung,
um eine Vorgehensweise zu finden, die die Originalzusammensetzung des murinen

Stuhls moglichst wenig verandert.

In der Literatur finden sich vielversprechende Ergebnisse zum Uberleben von Bakterien
nach Einfrieren. Dan et al. (1989) konnten zeigen, dass Bakterien eine 12-monatige
Lagerung bei -70 °C grundsatzlich tberleben. Sie verglichen Stuhlzusammensetzung
und Bakterienquantitat allerdings nicht mit der des frischen Stuhls. Gonnert et al. (2011)
fugten gepoolten Stuhlproben von Menschen unter anderem Thioglycolat, Bariumsulfat
und Glycerin zu und fanden bei einer Lagerung bei -80 °C erst nach 3 Jahren weniger
Bakterienkolonien (CFUs) im Stuhl. Eine Veranderung der Uberlebenszeit der Tiere
nach Injektion dieses Stuhls zeigte sich nicht. In Untersuchungen von Saraka et al.
(2015) uberlebten Bakterien die Lagerung bei -80 °C mit Glycerinzugabe ebenfalls. Lang
et al. (1983) fugten ihren bei -60 °C gelagerten Stuhlproben nach dem Auftauen

Bariumsulfat zu. Auch sie fanden keine Veranderung der Stuhlzusammensetzung.

Wir untersuchten den Einfluss der Lagerung bei -20 °C auf die Stuhlzusammensetzung.
Die Zahl der S. saprophyticus-Kolonien verringerte sich signifikant und es blieben keine
E. coli Stamme erhalten. Die Quantitdt der restlichen Bakterienstamme war nicht
signifikant verandert. Hier zeigte sich, dass verschiedene Bakterienstimme
unterschiedlich empfindlich auf die Lagerungstemperatur reagieren. Dan et al. (1989)
konnten solche Unterschiede auch fiir die Lagerung bei 4 °C zeigen. Saraka et al.
(2015) weisen ebenfalls auf mdgliche Unterschiede in der Sensibilitat auf Einfrieren
sowie Auftauen verschiedener Bakterienstdmme hin. Ohne Zugabe von Glycerin starben
die Bakterien sehr schnell, unter Zugabe von Glycerin zeigten sie einen starken

Rickgang der CFUs.
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Unter Zugabe von stabilisierenden Faktoren kdnnen Bakterien im Stuhl grundsatzlich
auch nach Einfrieren erhalten bleiben. Die Zusatze, die zur Erhaltung der Bakterien
notwendig sind, mussten im IPSI-Modell mitinjiziert werden. Hier kann es zu Reaktionen
kommen, die Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Interessant ist, dass Weinstein et al.
(1974) den Stuhlgemischen, die sie injizierten, gezielt Bariumsulfat hinzufligten, um die
Toxizitat zu steigern, da es bekannt flr seine reizende Wirkung ist. Wir verzichteten
daher ganz gezielt auf Zusatze, die eine langere Haltbarkeit des Stuhls gewahrleisten
konnen. Die Zusammensetzung in eingefrorenem Stuhl ohne stabilisierende Zuséatze
entspricht nicht verlasslich der des frischen Stuhls, deswegen verzichteten wir auf das

Einfrieren des Stuhls.

Bei Lagerung des Stuhls bei 4-6°C Uber 96 Stunden kam es in unseren
Untersuchungen zu keiner signifikanten Anderung der Stuhlzusammensetzung. Wir
bestatigten somit die Ergebnisse verschiedener Autoren, wie Dan et al. (1989) und
Saraka et al. (2015) die dies Ubereinstimmend zeigen konnten.

Bei der Stuhllagerung bei 4-6°C fir einen Zeitraum unter einer Woche sind
grundsatzlich keine signifikanten Anderungen der Stuhlzusammensetzung zu erwarten,
deswegen entschieden wir uns fur diese Lagerungsmethode. Da wir den auf
CHROMagar™ MH Orientation-Platten ausgestrichenen Stuhl fir 48 Stunden
bebruteten, ist es in unserem Modell mdglich, die Stuhlzusammensetzung vor Injektion
zu untersuchen. Dies ist ein groRer Unterschied im Vergleich zum CLP- und CASP-
Modell, in denen das Bakterienspektrum, mit dem die Infektion stattfindet, nie vorher
bekannt ist. Um dem Anspruch einer moglichst physiologischen Stuhlzusammensetzung
fur die IPSI gerecht zu werden, hielten wir die Lagerung jedoch insgesamt so kurz wie
maoglich. Wir lagerten den Stuhl maximal acht Stunden. Insgesamt konnten wir zeigen,
dass ein Stuhlgemisch, welches fir 96 Stunden bei 4 -6 °C gelagert wurde, zur
Sepsisinduktion durch IPSI geeignet ist. Fir eine langere Versuchsreihe Gber mehrere
Wochen mussen fur unser IPSI-Modell jedoch erneute Stuhlentnahmen erfolgen.

5.3.2 Stuhlbearbeitung
In Modellen der intraperitonealen Stuhlinjektion muss der Stuhl zur Injektion bearbeitet
werden. Dies gilt sowohl fir Modelle in denen Stuhl aus dem Kafig der Tiere gesammelt

wird (Lang et al. 1983), Modelle mit Stuhl von menschlichen Spendern (Gonnert et al.
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2011), als auch fir solche, in denen noch flussiger Stuhl direkt aus dem Darm
entnommen wird, wie in unserem IPSI-Modell oder in den Modellen von Brealey et al.
(2004) oder Shrum et al. (2014). Zu der Bearbeitung gehéren das Poolen, Filtern und
Verdunnen der Stuhlproben.

Wir konnten erhebliche interindividuelle Unterschiede in der Stuhlzusammensetzung,
insbesondere im Vorkommen von E. coli und S. aureus darstellen. Daher sollte der Stuhl
der Stuhldonoren gepoolt werden. Nur so kann sichergestellt werden, dass eine
identische Bakterienzusammensetzung fur eine Versuchsreihe vorliegt. Lang et al.
(1983) vermischten die Stuhlpellets von tber 100 Ratten, um eine standardisierte und
reproduzierbare  Stuhlzusammensetzung zu gewahrleisten. Diese beinhaltete
vergleichbar mit dem gepoolten Stuhl in unseren Versuchen Lactobacillus,
Enterokokken, E. coli, Proteus, Klebsiella, Pseudomonas (Lang et al. 1983). Auch
Shrum et al. (2014) vermischten den Stuhl mehrerer Mause. Mit unseren Ergebnissen
konnten wir ebenfalls die von Lohner et al. (2013) beziglich der Stuhlzusammensetzung
bei BL/6 Mausen bestatigen: Enterobacter, Proteus, Staphylococcus sciuri,
Enterococcus faecalis, S. aureus, Lactobacillus. Da durch Luftkontakt Anaerobier
absterben kdnnen, entspricht der Stuhl in seiner Quantitat nicht exakt der des frischen
Stuhls. Fuchs (2010) untersuchte die physiologische Darmflora in BL/6 M&usen und
fand E. coli, Bacteroides, Prevotella, Lactobacillen, Enterococcus, aber auch
Anaerobier, wie zum Beispiel Clostridium und Eubacterium. Das Keimspektrum an
Aerobiern konnten auch wir auf CHROMagar™ MH Orientation nachweisen. Anaerobier
konnten wir, wie auch Gonnert et al. (2011), sowie Shrum et al. (2014) nicht
nachweisen. Gonnert et al. (2011) bezeichnen dies als vertretbar, da die fir die
intraperitoneale Sepsis besonders relevanten Bakterien wie E. coli und Bacteroides

vorhanden bleiben.

Damit der Stuhl minimalinvasiv injiziert werden kann, wurde er in unseren Versuchen,
ahnlich wie auch in Versuchen von Brealey et al. (2004), gefiltert. Shrum et al. (2014)
entfernten feste Bestandteile des Stuhls, indem sie die Losung durch ein Nylon-Netz
pressten, wodurch ein ahnlicher Effekt entsteht. AnschlieRend erfolgt die Verdinnung.

Im Drei-Osen-Ausstrich nach Filterung bzw. Verdiinnung kam es zu keiner signifikanten
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Veranderung der Stuhlzusammensetzung. Durch die Bearbeitung wurden die

Bakterienstamme also nicht zerstort.

Durch das Poolen des Stuhls wird eine hohe Standardisierung der
Versuchsbedingungen erreicht, weil alle Mause in einem Versuch denselben Stuhl
erhalten. Allerdings muss durch die oben beschriebene zeitliche Einschrankung der
Stuhllagerung fur die nachste Versuchsreihe neuer Stuhl entnommen und gepoolt
werden. Trotz einer Vermischung der Stuhlproben kommt es aufgrund der
interindividuellen Unterschiede in jeder Versuchsreihne mdglicherweise zu einer
Konfrontation mit einem unterschiedlichen Bakterienaufkommen. Hierin kann ein
Nachteil unseres IPSI-Modells im Vergleich zu Modellen wie CLP und CASP, in denen
die Stuhllagerung entféllt, bestehen. Da wir in unterschiedlichen Versuchsreihen mit
jeweils neu erstellten Stuhlgemischen reproduzierbare Ergebnisse erzielen konnten, ist
dies moglicherweise vernachlassigbar.

Wir kdnnen davon ausgehen, dass unser gepoolter, gefilterter und verdinnter Stuhl
physiologisch und reprasentativ und somit sehr gut zur IPSI geeignet ist.

5.3.3 Klinische Parameter: Gewicht und Temperatur

In einem guten Sepsismodell soll die Klinik der Sepsis dargestellt werden (Buras et al.
2005; Deitch 2005; Wichterman et al. 1980). Verschiedene Schweregrade sind
winschenswert. Es gibt vielfaltige Mdglichkeiten die Klinik und die Krankheitsschwere
zu bewerten. Grundsatzlich kommt die Erhebung von invasiven sowie nichtinvasiven
Parametern zur Einschatzung der Krankheitsschwere in Frage. Zu den invasiven
Parametern gehoren zum Beispiel die Uberwachung von Kreislaufparametern mittels
eines Katheters im linken Ventrikel, wie sie z.B. von Tao et al. (2004) bei
Untersuchungen am CLP-Modell durchgefuihrt wurden, sowie Blutuntersuchungen. Auch
Temperatur und Aktivitat konnen invasiv gemessen werden (Ebong et al. 1999). Der
Vorteil invasiver Messungen ist die Objektivitat der erhobenen Werte. Nachteil sind die
Eingriffe, die notwendig sind, um Katheter oder Transponder einzusetzen. Im Rahmen
der Eingriffe kann es durchaus zu Komplikationen kommen, durch die ein Ausschluss

des Tieres aus dem Versuch notwendig wird. Die zuséatzlich notwendige Narkose birgt
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das Risiko, Ergebnisse zu verandern. Wichterman et al. (1980) beschreiben auch, dass
invasive Parameter bei grof3eren Tieren erheblich einfacher zu bestimmen sind als bei

kleinen Tieren wie Mausen oder Ratten.

Zu den nichtinvasiven Parametern gehoren das Koérpergewicht und die
Korpertemperatur, sowie unser Krankheitsscore. In Vorversuchen untersuchten wir die
physiologischen Veranderungen von Gewicht und Temperatur im Hinblick auf die
zirkadiane Rhythmik bei Mausen. Wir konnten Uber Nacht eine signifikante
Gewichtszunahme der Mause feststellen. Tagsuber verloren sie signifikant an Gewicht.
AulRerdem stieg die Korpertemperatur tber Nacht und nahm tagsuber wieder ab. Diese
Beobachtungen sind auf die Nachtaktivitat zurlckzufiihren. Nahrungs- und
Wasseraufnahme finden in der Aktivitatsphase, dementsprechend bei Mausen nachts
statt, wodurch es zu einer Gewichtszunahme kommt (Steinlechner 2012). Wahrend der
Aktivitatsphase der Tiere steigt auch die Temperatur. Kozak et al. (1995), sowie Leon et
al. (1998) protokollierten die zirkadiane Rhythmik der Temperatur bei Mausen und
konnten nachts insgesamt hohere Werte als tags darstellen. Kozak et al. (1995) konnten
auch die hohere Aktivitat in der Dunkelphase ermitteln. In Abbildung 17 zeigen wir, dass
die Temperatur morgens signifikant hoher war als abends. Fiur Versuche, in denen die
Temperatur zur Darstellung eines Krankheitsverlaufs gemessen wird, ist es aufgrund
dieser signifikanter Unterschiede zwischen Tag und Nacht, bzw. morgens und abends
von grof3er Bedeutung, Eingriffe wie eine Sepsisinduktion, zu den gleichen Tageszeiten
vorzunehmen. Wir konnten somit zeigen, dass Versuche, die zu unterschiedlichen

Tageszeiten an Mausen durchgefihrt wurden, nicht miteinander vergleichbar sind.

Erkrankte S&augetiere stellen die Nahrungsaufnahme ein. Es kommt im Krankheitsverlauf
zu einem Gewichtsverlust. Nemzek et al. (2004) bezeichnen einen Gewichtsverlust als
allgemeines Zeichen von Krankheit. Daher wird der Gewichtsverlust auch haufig zur
Bewertung der Krankheitsschwere, z.B. in Form von Scores berticksichtigt (Acred et al.
1994; Belikoff und Buras 2008; Huet et al. 2013; Morton und Griffiths 1985; Remick et al.
2002). Der Gewichtsverlust ist ein geeigneter Parameter zum Erkennen von Krankheit

bei Tieren.

Die Korpertemperatur ist abhangig von der Aktivitat. Eine Hypothermie nach Sepsis

lasst sich durch die verminderte Aktivitat, verursacht durch die Erkrankung erklaren
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(Kozak et al. 1995). Da die Hypothermie ein Zeichen von Krankheit bei Mausen ist,
empfehlen Olfert und Godson (2000) die Uberwachung der Korpertemperatur bei jedem
Tiermodell fir Infektionen. Soothill et al. (1992) untersuchten in ihrem Sepsismodell
Temperatur und klinische Zeichen unabhéngig voneinander und zeigten, dass der
Temperaturabfall unter 34 °C friher auftrat als die anderen klinischen Abbruchkriterien.
Die Temperaturmessung kann rektal, oder zum Beispiel per implantiertem Transponder
(Kort et al. 1998; Leon et al. 1998) erfolgen. Wir entschieden uns fir die rektale
Messung, da wir auf einen zusatzlichen Eingriff verzichten wollten. Fur zukinftige
Versuche ist zu bedenken, dass auch die rektale Messung Stress fir die Maus bedeutet
(Kort et al. 1998). Eine Mdglichkeit, auch diesen zu vermeiden ware die Einfihrung einer

Messung an der Hautoberflache, wie von Nemzek et al. (2004) durchgefuhrt.

5.3.4 Krankheitsscore

Unser Krankheitsscore wurde von Schleifer (2015) entwickelt und ist angelehnt an den
von Morton und Griffiths (1985) erstmals vorgeschlagenen Krankheitsscore.
Krankheitsscores finden sich natirlich auch in der Klinik. Singer et al. (2016) empfehlen
den SOFA-Score als Diagnosekriterium fir Sepsis des Menschen. Daher ist es
sicherlich auch sinnvoll, die Krankheit im Tiermodell anhand eines Scores zu bewerten
(Huet et al. 2013; Shrum et al. 2014).

In Tierversuchen erfolgt die Einschatzung der Krankheitsschwere hauptsachlich anhand
der Uberlebenszeit. Wir wollten mit unserem Krankheitsscore die Schwere der
Erkrankung zusétzlich bereits vor dem Tod, bzw. vor Erreichen der Abbruchkriterien,
bewerten. Auch ist es so mdglich, die Krankheitsschwere bei Mausen zu unterscheiden,
die keine letale Dosis bzw. eine unterschiedlich hohe Bakterienlast erhalten. Da die
Definition von Abbruchkriterien von grofR3er Wichtigkeit ist (Belikoff und Buras 2008),
bietet es sich an, die im Rahmen der Beobachtung erhobenen Parameter zu verwenden,
um die Krankheitsschwere bereits im Krankheitsverlauf zu dokumentieren. Bei Tieren
mit starker ausgepragten Krankheitszeichen kdénnen dann z.B. haufigere Kontrollen
eingeplant werden (Huet et al. 2013).
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Ein rein klinischer Krankheitsscore bedeutet in der Regel die geringste Belastung fur
Versuchstiere. Hier ist es von grofRer Wichtigkeit das normale Verhalten eines Tieres zu
kennen (Morton und Griffiths 1985). Wir beurteilten die Klinik der Mause auch immer im
Vergleich zu unserer Kontrollgruppe. Nachteil der klinischen Einschéatzung ist, dass sie
in gewisser Weise subjektiv ist (Hawkins 2002; Morton und Griffiths 1985). Deswegen
erhoben wir unseren Krankheitsscore verblindet. In neueren Arbeiten wurden validierte
klinische Scores, wie der ,M-CASS" von Huet et al. (2013) und der ,murine sepsis

score” von Shrum et al. (2014) etabliert.

Temperatur- und Gewichtsverlust, sowie klinische Krankheitssymptome, wie in unserem
Krankheitsscore erhoben, sind bekannte Zeichen einer progredienten generalisierten
Erkrankung (Kort et al. 1998) wie der Sepsis und somit zur Bewertung der

Krankheitsschwere geeignet.

5.4 Vergleich der Modelle

Als gangige Modelle der abdominellen Sepsis gelten das LPS-, das CLP- und das
CASP-Modell. Im LPS-Modell wird LPS, ein Bestandteil gram negativer Bakterien
intraperitoneal injiziert. Im CLP-Modell wird der Darm im Rahmen einer Operation
punktiert, im CASP-Modell wird der Darm, ebenfalls im Rahmen einer Operation, mit

einem Stent versehen.

5.4.1 IPSI versus LPS

Das LPS-Modell ist ein Monoliganden-Modell, in dem Lipopolysaccharid, ein zuvor
isolierter Zellbestandteil gram-negativer Bakterien, injiziert wird. Es wurde vor etwa 60
Jahren entwickelt, und weil es seitdem sehr haufig angewandt wurde, ist es
entsprechend gut etabliert. Es ist es leicht standardisierbar, unkompliziert in der
Durchfihrung (Gonnert et al. 2011; Lewis et al. 2016; McCarron et al. 2015) und erzeugt
Symptome, die klinisch einer Sepsis @hneln (Maier et al. 2004; Rittirsch et al. 2007).
Kozak et al. (1995) stellten zum Beispiel eine Hypothermie nach LPS als klinisches
Zeichen einer Sepsis dar. Heremans et al. (1990) konnten fur das LPS-Modell eine

Korrelation zwischen Letalitéat, sowie klinischem Score und LPS-Dosis zeigen und somit
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eine gute Modulierbarkeit der Krankheitsschwere. In den letzten Jahren geriet das LPS-
Modell allerdings in Kritik und die Notwendigkeit anderer, besserer Sepsismodelle wurde
immer deutlicher. Verschiedene Spezies zeigen unterschiedliche Sensibilitat auf LPS.
So reagieren Menschen zum Beispiel deutlich empfindlicher als Mause und Ergebnisse
aus Tierversuchen koénnen nicht auf den Menschen Ubertragen werden (Poli-de-
Figueiredo et al. 2008). Es finden sich diverse Arbeiten, die beschreiben, dass das LPS-
Modell der klinischen Situation eines Sepsispatienten nicht entspricht (Belikoff und
Buras 2008; Wichterman et al. 1980). Die Zytokinausschittung im Verlauf nach LPS-
Injektion unterscheidet sich deutlich von der eines Menschen mit Sepsis (Buras et al.
2005; Lewis et al. 2016; McCarron et al. 2015; Rittirsch et al. 2007). Vielversprechende
Therapievorschlage aus Versuchen im LPS-Modell konnten die Mortalitdt der Sepsis
beim Menschen nicht senken (Deitch 2005; Maier et al. 2004; Opal et al. 2013).
McCloskey et al. (1994) untersuchten die Wirksamkeit von HA-1A, einem Antikorper
gegen Endotoxin, der im Tierversuch vielversprechende Erfolge zeigte, bei Patienten mit
septischem Schock und fanden keine Reduktion der 14-Tage-Mortalitat im Vergleich zur
Placebogruppe. Auch die Therapieerfolge mit Ziel auf TNF-a, bei denen im LPS-Modell
die Mortalitat der Sepsis reduziert wurde, konnten auf den Menschen nicht Ubertragen
werden (Fisher, JR et al. 1996). Opal et al. (2013) untersuchten die Wirksamkeit von
Eritoran bei Patienten mit schwerer Sepsis. Hierbei handelt es sich um einen Hemmstoff
am Toll-like Rezeptor 4, an welchem LPS wirkt, welcher in préklinischen Studien
Wirksamkeit gezeigt hatte. Es kam zu keinem signifikanten Unterschied der
Uberlebenszeit im Zeitraum von 28 Tagen bis zu einem Jahr im Vergleich zur Placebo-

Gruppe und zu keinem Vorteil durch die Behandlung mit Eritoran.

McCarron et al. (2015) zeigen, dass nach LPS, im Gegensatz zu der Injektion von Stuhl,
keine Peritonitis entsteht. Sie bezeichnen die Reaktion auf LPS-Injektion als ,sterile
Entzindung®, die die Sepsis im Menschen nicht widerspiegelt. Rittirsch et al. (2007)
sehen im LPS-Modell zwar kein valides Modell einer Sepsis, jedoch die Mdglichkeit die

Pathophysiologie einer Endotoxinamie zu untersuchen.

Trotz des geringen Erfolges, der auch bereits in der Fachliteratur thematisiert wurde
(Deitch 2005; Riedemann et al. 2003), wird das LPS-Modell auch heute weiterhin
genutzt (Liu et al. 2015). Die Sepsisinduktion durch LPS hat den grof3en Vorteil der
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geringen Invasivitat. Jedoch die Tatsache, dass es sich um ein Monoliganden-Modell
handelt und nur isolierte Zellbestandteile und nicht komplette Bakterien injiziert werden,
genigt, um die Notwendigkeit besserer Modelle zu erkennen (Lang et al. 1983). Es ist
bekannt, dass die Immunantwort auf Mikroorganismen durch eine Vielzahl von
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) ausgeldst wird und dass LPS nur

eines dieser Vielzahl darstellt (Lewis et al. 2016; Wiersinga et al. 2014).

Bei einer intraabdominellen Sepsis handelt es sich in der Regel um polymikrobielle
Infektionen (Gonnert et al. 2011). Trotzdem wird im LPS-Modell haufig nur LPS aus
einem Bakterienstamm, meist E. coli, verwendet (Huet et al. 2013; Kozak et al. 1995; Liu
et al. 2015; McCarron et al. 2015). Da sich LPS nur in gram-negativen Bakterien findet,
wird die gram-positive Sepsis im LPS-Modell nicht beriicksichtigt (Lewis et al. 2016;
Poli-de-Figueiredo et al. 2008). Hier kann das IPSI-Modell als Alternative in Frage
kommen, denn es erflillt zusatzlich zu den im LPS-Modell erfullten Kriterien auch den
Anspruch einer polymikrobiellen Infektion. Die Zytokinausschittung nach IPSI ist ein

aktuelles Forschungsvorhaben unserer Arbeitsgruppe.

5.4.2 IPSI versus CLP und CASP

Das CLP-Modell, welches auch gelegentlich als ,Goldstandard der Sepsismodelle®
(Gobbetti et al. 2014) bezeichnet wird, sowie das CASP-Modell sind Modelle fir eine
polymikrobielle Sepsis. Rittirsch et al. (2007) beschreiben CASP und CLP als Modelle
einer polymikrobiellen Sepsis mit sehr hoher Mortalitat. Die Zytokinausschittung in
beiden Modellen stellt die des Menschen besser dar als die nach LPS-Injektion (Buras
et al. 2005).

Verschiedene Autoren beschreiben Temperatur- und Gewichtsveranderungen fir CLP
und CASP, die auch wir fir IPSI darstellen konnten und somit die gleichen klinischen
Zeichen einer Sepsis: Nemzek et al. (2004) fanden in Versuchen der Sepsis durch CLP
keinen signifikanten Unterschied im Gewichtsverlust zwischen uberlebenden und
verstorbenen Mausen. Diese Beobachtung machten auch wir. Auch die von uns
gezeigte Hypothermie im Verlauf der Sepsis wurde bereits dokumentiert. Gobbetti et al.
(2014), Hyde et al. (1990), Leon et al. (1998), sowie Tao et al. (2004) zeigten diese im
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CLP-Modell und Schleifer (2015) zeigte eine Hypothermie nach CASP. Ebong et al.
(1999) zeigten bei zunehmender Grol3e der Punktionskanile eine starkere, bzw. langer

andauernde Hypothermie nach CLP.

Fir CLP und CASP ist eine Operation, inklusive Narkose notwendig. Im CLP-Modell
wird deswegen haufig eine subkutane Flussigkeitssubstitution durchgefuhrt (Hubbard et
al. 2005; Maier et al. 2004; Tao et al. 2004; Wichterman et al. 1980). Das chirurgische
Gewebetrauma fallt im IPSI-Modell weg (Lewis et al. 2016). Somit ist die
Sepsisinduktion durch CLP und CASP an sich bereits deutlich belastender als bei IPSI.

Ein groRRer Vorteil von “cecal slurry” Modellen, wie dem |IPSI-Modell ist, dass es durch
die unkomplizierte Induktion, im Gegensatz zu CLP und CASP, auch in neonatalen
Mé&usen durchgefuhrt werden kann (Lewis et al. 2016; Wynn et al. 2007).

Im CLP- und CASP-Modell ist es maoglich, einen subletalen Krankheitsverlauf zu
erzeugen (Maier et al. 2004; Zantl et al. 1998). Im CLP-Modell soll die Einstellung der
Krankheitsschwere durch Variation des ligierten Darmvolumens sowie Anzahl und
Grol3e der Punktionen erfolgen (Belikoff und Buras 2008; Ebong et al. 1999). Belikoff
und Buras (2008) sowie Wichterman et al. (1980) zufolge ist das CLP-Modell gut
reproduzierbar. Hier gibt es allerdings unterschiedliche Ergebnisse. Zantl et al. (1998)
fanden beim CLP-Modell eine Letalitat von 100 %, wenn das gesamte Caecum ligiert
war, unabhangig von der Zahl der Punktionen. Sie kritisieren am CLP-Modell die
Schwierigkeit, immer das gleiche Darmvolumen zu ligieren und bezeichnen es
deswegen als schlecht reproduzierbar. Je mehr Caecum ligiert ist, desto hdher ist die
Mortalitat (Singleton und Wischmeyer 2003). Buras et al. (2005) und auch Singleton und
Wischmeyer (2003) sehen hier einen Grund fur unterschiedliche Ergebnisse aus Studien
mit dem CLP-Modell, denn es wird selten angegeben, wie viel Caecum ligiert wurde.
Maier et al. (2004) verglichen die Letalitdit nach CLP mit einfacher bzw. zweifacher
Punktion des Caecums mit einer Punktionskanile von 18 G und konnten keinen
signifikanten Unterschied feststellen. Buras et al. (2005) kritisieren, dass die
Bakterienfreisetzung aus dem Darm nach Ligatur und Punktion unkontrolliert erfolgt. Die
Modulierbarkeit des CLP-Modells ist also kritisch zu hinterfragen.
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Im CASP-Modell kann der Stent in unterschiedlichen GréRen gewahlt werden. Es
besteht eine eindeutige Korrelation zwischen Stentgréf3e und Letalitat, sodass hier die
Uberlebenszeit gut steuerbar ist (Maier et al. 2004; Zantl et al. 1998), was fir ein
Sepsismodell grundsatzlich winschenswert ist. Je nach Arbeitsgruppe finden sich
jedoch ebenfalls unterschiedliche Daten beziiglich des Uberlebens bei gleichem
Stentdurchmesser. Die Letalitdt der CASP bei der Stentgrdl3e von 14 G lag sowohl bei
Maier et al. (2004) als auch bei Zantl et al. (1998) nach 48 Stunden bei 100 %. Bei einer
Stent-Grél3e von 18 G kam es allerdings bei Zantl et al. (1998) zu einer Letalitat von
64 % und bei Maier et al. (2004) zu einer Letalitat von 50 %. Die Uberlebenszeit nach
CASP kann zusatzlich im Zeitraum, in dem der Stent belassen wird variiert werden
(Zantl et al. 1998).

Es gibt verschiedene Arbeiten, die die Abhé&ngigkeit des Krankheitsverlaufs vom
Operateur nach CLP und CASP aufzeigen und kritisieren. Sam et al. (1997) sowie Wynn
et al. (2007) zeigten dies fur das CLP-Modell und Belikoff und Buras (2008) fir das
CASP-Modell. Belikoff und Buras (2008), sowie Sam et al. (1997) betonen, dass die
Operationen grindlich erlernt werden mussen, damit Ergebnisse reproduzierbar sind.
Vor Durchfiihrung von Versuchen mit diesen Modellen muss eine langere Vorlaufzeit
zum Erlernen der Operationstechnik eingeplant werden. Diese entféllt bei IPSI. Beim
IPSI-Modell besteht nur eine aufllerst geringe Abhangigkeit von dem Operateur.
Wahrend verschiedene Operationstechniken zu einer sehr unterschiedlichen
Bakterienfreisetzung nach CLP oder CASP fuhren konnen, wird die Bakterienlast in der
IPSI allein durch die gewdahlte Stuhlverdinnung bestimmt. Stuhlbearbeitung und
Injektion kdnnen im Gegensatz zu der Methodik des CLP- und CASP-Modells leicht

erlernt und standardisiert werden (Gonnert et al. 2011).

Im Vergleich zum IPSI-Modell entfallen die Bearbeitungsschritte des Stuhls im CLP- und
CASP-Modell. So werden die Tiere also tatsachlich mit ihrer eigenen, unverénderten
Darmflora, die auch Anaerobier enthélt, konfrontiert. Dies kann im IPSI-Modell nicht
gewéhrleistet werden. Der Wegfall der Anaerobier ist vertretbar, denn die fir die
intraperitoneale Sepsis besonders relevanten Bakterien (siehe 6.2.2) bleiben vorhanden
(Gonnert et al. 2011).
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Maier et al. (2004) verglichen CLP und CASP miteinander und kamen zu dem Ergebnis,
dass das CASP-Modell den Verlauf der Sepsis, infolge einer diffusen Peritonitis des
Menschen, gut darstellt. Bei Relaparotomie nach CASP konnten Maier et al. (2004)
Zeichen einer Peritonitis feststellen. Das CLP-Modell bezeichnen Maier et al. (2004)
hingegen eher als Modell eines intraabdominellen Abszesses. In Untersuchungen des
Situs 24 Stunden nach CLP waren die Punktionsstellen bereits nicht mehr durchlassig.
Moglich ist auch eine Beeintrdchtigung der Tiere besonders durch die
Durchblutungsstérung durch die Ligatur nach CLP. Maier et al. (2004) beschreiben,
dass eine diffuse Peritonitis eher zu einer Sepsis flihrt als ein Abszess. Auch Buras et
al. (2005) sehen in der Tatsache, dass sich nach CLP ein Abszess bildet, einen
Nachteil. Wenn durch den Abszess die Infektion komplett eingeddmmt wird, kommt es
zu keiner Sepsis und die Tiere erholen sich vollstandig. Therapiemethoden, die eine
Abszessbildung férdern, sind also im CLP-Modell erfolgreich, bei Patienten mit
septischem Schock jedoch nicht. Insoweit ist das vielgenutzte CLP-Modell tatséchlich

auch kein ideales Modell fur eine intraabdominelle Sepsis.

Die betrachteten Sepsis Modelle LPS, CLP und CASP haben somit im Vergleich zu
unserem IPSI-Modell alle Starken und Schwéchen in Bezug auf die zu Beginn
definierten Anforderungen an ein Sepsismodell. Die Klinik einer Sepsis wird bei CLP,
CASP und IPSI besser dargestellt als bei LPS. Die Sepsisinduktion ist bei IPSI und LPS
minimalinvasiv und die Bakterienlast erfolgt hier kontrolliert. Nachteile, die durch OP und
Narkose entstehen, entfallen bei IPSI und LPS. Allerdings ist das Bakterienspektrum im
LPS-Modell nicht physiologisch und auch im IPSI-Modell spiegelt die Bakterienlast nur
anndhernd und nicht ganzlich die physiologische wieder. Im CLP- und CASP-Modell
hingegen erfolgt die Infektion tatsachlich mit der eigenen Darmflora. Modulierbarkeit,
sowie auch Reproduzierbarkeit konnte fir alle verglichenen Modelle gezeigt werden,
hier gibt es allerdings Kritikpunkte beztglich CLP und CASP.

Zusammenfassend eignet sich das IPSI-Modell zur Induktion einer minimalinvasiven,
polymikrobiellen Sepsis. Die Krankheitsschwere lasst sich durch Wahl der
Stuhlverdinnung modulieren. Dies kann anhand nichtinvasiv erhobener klinischer

Parameter bestatigt werden.
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Die intraperitoneale Injektion stellt eine verhaltnismafig geringe Belastung fur die Mause
dar und die Sham-Injektion erzeugt keine Erkrankung. Im Vergleich mit den anderen

gangigen Modellen schneidet die IPSI sehr gut ab.

5.5 Kritik

Wie in der Fachliteratur bereits thematisiert (Angus und van der Poll 2013; Buras et al.
2005; Tracey und Abraham 1999; Rittirsch et al. 2007), haben die vielfaltigen
Untersuchungen der Sepsis im Tierversuch noch zu keinem Durchbruch in der Therapie
der Sepsis des Menschen gefiihrt. Der Nutzen der Tierversuche wird hier daher
insgesamt kritisch hinterfragt. Eine mogliche Erklarung fur den fehlenden Erfolg ist, dass
die Tiermodelle der Sepsis im Menschen immer noch nicht gut genug entsprechen und
Ergebnisse daher nicht auf den Menschen Ubertragbar sind (Deitch 1998). So ist die
Suche nach einem Sepsismodell, das die Krankheit im Menschen besser reprasentiert,
immer noch ein Thema. Wie Fink und Heard (1990) schreiben: ,Die Tatsache, dass es
so viele Modelle fur Sepsis und septischen Schock gibt zeigt, dass keines von ihnen
perfekt ist”. Moglicherweise sind die verschiedenen Modelle sogar notwendig und es ist
sinnvoll, eine Therapie an verschiedenen Tiermodellen zu testen, denn die Sepsis im
Menschen ist sehr heterogen (Deitch 2005). In dieser Arbeit wurden die Vorteile des
IPSI-Modells insbesondere gegenuber anderen Modellen dargestellt. Hier wurde
deutlich, dass IPSI gut geeignet ist, um die polymikrobielle, intrabdomninelle Sepsis im

Mausmodell zu untersuchen. Aber auch in unserem IPSI-Modell gibt es Schwachstellen.

Die Sepsis des Menschen ist in der Regel von einem langeren Verlauf gepragt als der in
Tiermodellen. Des Weiteren erfolgt beim Menschen in aller Regel eine Therapie (Buras
et al. 2005). Wie in der Einleitung beschrieben, erfolgt die Therapie der Sepsis durch
Antibiotikatherapie, Volumensubstitution und Kreislauftherapie, sowie auch invasiver
Beatmung. In den meisten Tiermodellen fir Sepsis wird keine Therapie (Angus und van
der Poll 2013) und wenn doch, nicht mit der des Menschen vergleichbar, durchgefihrt.
Zum Beispiel wird die Therapie im Tiermodell oft friher begonnen als beim Menschen
(Esmon 2004). In der Sepsisbehandlung des Menschen sind der Infektfokus und die
Sensibilitat auf Antibiotika zuné&chst nicht bekannt, wohingegen im Tiermodell von

vorneherein die passende Antibiose ausgewahlt werden kann (Esmon 2004). Wie Fink
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und Heard (1990) beschreiben, misste man septische Tiere auf einer Tierintensivstation

behandeln, um den Verlauf der Sepsis im Menschen wirklich zu reprasentieren.

Wie wir zeigen konnten, ist es im IPSI-Modell méglich, einen letalen und einen
subletalen Verlauf der Sepsis darzustellen. Hier sind durchaus auch Untersuchungen
mit Antibiose und Volumensubstitution denkbar, auf deren Grundlage man wichtige
Erkenntnisse zum Verlauf der Krankheit gewinnen kodnnte. Hier ware es sicherlich

interessant weitere Stuhlverdiinnungen zwischen 1:6 und 1:9 zu untersuchen.

In unserem Modell, wie auch in den meisten anderen Sepsismodellen, wurden die
Versuche an jungen und gesunden Tieren durchgefuhrt, wohingegen Patienten, die an
einer Sepsis versterben, haufig alter und vorerkrankt oder Neonaten sind (Angus und
van der Poll 2013; Esmon 2004; Rittirsch et al. 2007). Die IPSI in &lteren bzw.
neonatalen Mausen zu untersuchen, sollte in Erwdgung gezogen werden. Im Gegensatz
zu CLP und CASP, ist die Sepsisinduktion per IPSI in Neonaten méglich (Lewis et al.
2016; Wynn et al. 2007).

Da wir in unserem Modell viel Wert darauf legen, dass es minimalinvasiv ist und keine
Operation und Narkose notwendig sind, fehlen uns bisher wichtige objektive Parameter,
wie die Hamodynamik, um Krankheitsphasen mit Hyper- und Hypodynamik zu erfassen,
wie Brealey et al. (2004) in ihrem ,fecal slurry“-Modell in Ratten oder Tao et al. (2004) im
CLP-Modell.

Auch haben wir bisher keine Sepsis- und Entzindungsparameter, zum Beispiel
Procalcitonin oder IL-6 erfasst. Die Zytokine im Verlauf der Sepsis zu untersuchen, ist
aktuell noch Teil unseres Forschungsvorhabens.

Methodisch besteht Verbesserungsbedarf in der Durchfihrung der Stuhlentnahme,

sowie der Beurteilung der Stuhlzusammensetzung.

Wir entnahmen den Stuhl, der zur IPSI verwendet wurde, aus dem Caecum von
Mausen, welche allein als Stuhlspender dienten. Dadurch, dass wir nur Stuhl aus dem
Caecum und nicht den gesamten Darminhalt entnahmen, um eine hohe
Standardisierung zu erreichen, wurden verhaltnismafig viele Stuhldonoren bendtigt. In

anderen Modellen, die der IPSI ahneln, wird der Stuhl von Menschen gespendet
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(Gonnert et al. 2011) oder es werden Stuhlpellets aus dem Kéfig verwendet (Lang et al.
1983). Hierfir miussen keine Tiere zusatzlich angeschafft und getétet werden. Die
Bakterienzusammensetzung dieser Stuhlproben ist allerdings kritisch in Bezug auf ihre
Vergleichbarkeit mit der von frischem Stuhl der gleichen Spezies zu sehen. Brealey et
al. (2004) arbeiteten in ihrem Stuhlinjektionsmodell mit Ratten und injizierten eine
Losung, hergestellt aus dem gesamten Darminhalt eines Spendertieres. Shrum et al.
(2014) entnahmen Stuhl von Méausen, die als reine Donoren galten, so wie wir, auch nur
aus dem Caecum. Es sollte Uberpruft werden, ob die IPSI auch mit einer Stuhlldsung,
welche aus dem gesamten Darminhalt von Stuhlspendertieren hergestellt wurde,
maoglich ist, um so die Zahl der bendtigten Tiere zu reduzieren. Hier ist dann die

Bakterienzusammensetzung erneut zu untersuchen.

Wir untersuchten unsere verschiedenen Stuhlproben mit einer Quantifizierung durch
einen 3-Osen-Ausstrich auf CHROMagar™ MH Orientation-Platten. Damit war eine
schnelle und unkomplizierte grobe Orientierung maoglich. Wir konnten so aber keine
Unterschiede der absoluten Bakterienquantitat der verschiedenen Stuhlverdiinnungen
darstellen, obwohl diese klinisch signifikant vorhanden waren. Eine Verdinnung des
Stuhls und Auszéhlung von CFUs ware hier von grof3em Vorteil und sollte in Zukunft
zusatzlich erfolgen. Das IPSI-Modell ist noch zu optimieren, bietet tatséchlich aber auch

viele Mdglichkeiten, die von uns bislang nicht voll ausgeschopft wurden.

Um Ansétze einer Therapie zu finden ist es notwendig, die Pathophysiologie einer
Krankheit und ihres Verlaufs zu kennen. Hier gab es in den letzten 30 Jahren durch
Versuche in Tiermodellen grof3e Fortschritte in Bezug auf die Sepsis, auch wenn es
bisher keine erfolgreiche Therapiemethode gibt. Wie Rittirsch et al. (2007) schreiben:
, Tiermodelle sind sinnvoll, wenn wir ihre Grenzen verstehen®. Auch das IPSI-Modell hat
Grenzen, aber es ist mit einigen Modifikationen gut geeignet, neue Erkenntnisse zum
Beispiel beziglich der Zytokinausschittung im Verlauf der Sepsis oder auch bezuglich

maoglicher neuer Therapieansatze zu gewinnen.
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6. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Etablierung der kontrollierten Sepsisinduktion per
intraperitonealer Stuhlinjektion (IPSI) im Mausmodell. Wir entnahmen Stuhl aus dem
Caecum von Mausen und stellten durch Vermischen, Filtern und Verdiinnen eine
injizierbare Losung her, welche dann in den Verdinnungen 1:3, 1.6 oder 1.9
intraperitoneal injiziert wurde. Diese Stuhlpraparation mit anschliel3ender Lagerung bei
4 -6 °C uber maximal 96 Stunden fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der
Stuhlzusammensetzung. Nach Sepsisinduktion durch [IPSI verglichen wir die
Auswirkungen der verschiedenen Stuhlverdinnungen anhand der Parameter Gewichts-
und Temperaturveranderungen, Uberlebenszeit, sowie durch unseren Krankheitsscore
nach definierten Zeitpunkten. Wir konnten zeigen, dass das IPSI-Modell zuvor definierte

Anforderungen an ein optimales Tiermodell erfullt.

Das IPSI-Modell ist ein gut modulierbares Sepsismodell. Wir zeigten, dass ein letaler,
sowie ein subletaler Krankheitsverlauf erzeugt werden kann. Krankheitsschwere und
Uberlebenszeit sind durch die Wahl der injizierten Stuhlverdiinnung variabel. Wir
konnten einen signifikanten Gewichtsverlust nach IPSI mit allen getesteten
Stuhlverdinnungen feststellen. Zu einem signifikanten Temperaturverlust kam es bei
der 1:3 und 1:6 Verdinnung. Hierbei korrelierte die Hypothermie mit der

Krankheitsschwere.

Im Vergleich zu den Modellen LPS, CLP und CASP zeigt sich das IPSI-Modell als gute
Alternative. Das IPSI-Modell ist, wie das LPS-Modell, minimalinvasiv und fuhrt zu einer
kontrollierten Infektion mit bekannter Bakterienlast. Zusatzlich hat unser IPSI-Modell den
Vorteil polymikrobiell zu sein. Dies konnten wir in der Peritoneallavage nach IPSI
nachweisen. Bei LPS ist dies nicht der Fall und dies ist der grof3te Kritikpunkt am LPS-
Modell (Lang et al. 1983). Schwachstellen bei CLP und CASP sind die notwendige
Operation und Narkose (Belikoff und Buras 2008; Wynn et al. 2007; Sam et al. 1997;
Wynn et al. 2007), welche bei IPSI entfallen. Die intraperitoneale Injektion stellt im
Vergleich zu einer Operation in Narkose eine verhaltnisméalig geringe Belastung fur die

Mé&use dar. Die Sham-Injektion erzeugt keine Erkrankung.
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Insgesamt bietet das hier entwickelte IPSI-Modell als polymikrobielles, reproduzierbares
und gering invasives Modell die Mdglichkeit die abdominell bedingte Sepsis im
Mausmodell zu induzieren. Dies dient als Grundlage fur weitere Untersuchungen von

Entstehung, Verlauf und Therapie der Sepsis.
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