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KS   Klinischer Score 
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LBP   LPS-binding-protein 
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SOFA   Sequential Organ Failure Assessment 
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SCCM   Society of Critical Care Medicine 
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1.  Einleitung 
 
1.1  Sepsis 
1.1.1  Definition der Sepsis 
Im Jahr 1914 definierte Hugo Schottmüller die Sepsis als Wirtsreaktion auf konstante 

oder periodisch in den Blutkreislauf gelangende Bakterien (Schottmüller, 1914). Auf 

einer Konsensus-Konferenz des „American College of Chest Physicians" (ACCP) und 

der „Society of Critical Care Medicine" (SCCM) wurde 1991 ein modifizierter 

Sepsisbegriff festgelegt (Bone et al., 1992). Dazu wurde der Begriff des „systemic 

inflammatory response syndrome" (SIRS) eingeführt, welcher anhand klinischer 

Parameter die systemische inflammatorische Reaktion des Organismus auf einen 

ausreichend schweren Stimulus beschreibt (Tab. 1). Zur weiteren Abgrenzung werden 

septische Krankheitsbilder als eine Kombination von SIRS und Infektion definiert. 
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Tab. 1: Definition von Infektionen, SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und MODS (Bone et 
al., 1992) 
 Definition und Kriterien der ACCP/SCCM Konsensus-

Konferenz 

Infektion 

Inflammatorische Antwort auf Anwesenheit von 

Mikroorganismen oder deren Invasion von normalerweise 

sterilem Gewebe 

SIRS 

Systemisch-entzündliche Reaktion bei zwei oder mehr der 

folgenden Kriterien: 

Temperatur > 38 °C oder < 36 °C 

Herzfrequenz > 90 Schläge pro Minute 

Atemfrequenz > 20 Atemzüge pro Minute oder PaCO2 < 32 

mmHg 

Leukozyten > 12000/µl, < 4000/µl oder > 10 % unreife Zellen 

Sepsis SIRS + Infektion 

Schwere Sepsis 

Sepsis + Organdysfunktion, Hypoperfusion oder 

Hypotension, eventuell mit Laktatazidose, Oligurie oder 

akuter Änderung der Bewusstseinslage 

Septischer Schock Sepsis mit Hypotension trotz adäquater Volumentherapie 

Multiorgandysfunktions-

Syndrom (MODS):  

Akutkranke mit schwerer Organdysfunktion 

Homöostase nur durch Interventionen aufrechterhaltbar 

 

Aufgrund der Definition des SIRS und einer hohen Sensitivität kam es in der Folge zu 

einer hohen Prävalenz. Auf Intensivstationen betrug der Anteil der Patienten mit SIRS 

während der intensivmedizinischen Behandlung 93 % (Sprung et al., 2006). Hierunter 

fanden sich zudem viele nicht-infektiöse Erkrankungen wie schwere Traumata, 

Verbrennungen, Pankreatitiden und ischämische Reperfusionsstörungen (Vincent et al., 

2013). 2016 erfolgte daher eine neue, bis heute gültige Definition eines internationalen 

Expertenkonsortiums, dargestellt in drei JAMA-Veröffentlichungen (Seymour et al., 

2016; Shankar-Harl et al., 2016; Singer et al., 2016). Sepsis wird als eine 

„lebensbedrohliche Organdysfunktion aufgrund einer fehlregulierten Körperantwort auf 

eine Infektion“ definiert. Singer et al. (2016) beschrieben zur klinischen Einordnung der 
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Organdysfunktion einen Anstieg des Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) 

Score um 2 Punkte oder mehr (Tab. 2). Dies sei mit einer um 10 % erhöhten Letalität 

verbunden.  

Tab. 2: Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score (Singer et al., 2016) 
SOFA Score 0 1 2 3 4 

Lunge 
PaO2/FiO2 

(mmHg) 
≥400 <400 <300 

<200 mit 

Beatmung 
<100 mit 

Beatmung 

Koagulation 
Thrombozyten 

(x 103/µl) 
≥150 <150 <100 <50 <20 

Leber 
Bilirubin 

(µmol/l) 
<20 20-32 33-101 102-204 >204 

Kardiovaskulär 
MAD (mmHg) 

≥70 <70 

Dopamin <5 

oder 

Dobutamin 

(dosisunab-

hängig) 

Dopamin 5,1-

15 oder 

Epinephrin 

≤0,1 oder 

Norepinephrin 

≤0,1 

Dopamin >15 
Epinephrin 

>0,1 
Norepinephrin 

>0,1 

Zentrales 

Nervensystem 
GCS-Score 

15 13-14 10-12 6-9 <6 

Niere 
Kreatinin 

(µmol/l) 
<110 110-170 171-299 300-440 >440 

Urinausschei-

dung (ml/Tag) 
   <500 <200 

 

Der septische Schock wurde als Untergruppe der Sepsis, in der die vorliegenden 

zirkulatorischen, zellulären und metabolischen Veränderungen zu einem größeren 

Letalitätsrisiko als Sepsis allein führen, definiert. Klinische Kriterien zur Identifikation von 
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Patienten im septischen Schock sind dabei die Notwendigkeit einer Therapie mit 

Vasopressoren zur Aufrechterhaltung eines mittleren arteriellen Drucks von 65 mmHg 

oder höher und ein Serumlaktat größer als 2 mmol/l bei einer adäquaten 

Flüssigkeitssubstitution (Shankar-Harl et al., 2016). 

 
1.1.2  Epidemiologie der Sepsis 
Eine retrospektive Studie auf englischen Intensivstationen über fünf Jahre zeigte, dass 

die Prävalenz nach der neuen Sepsis-3 Definition 30,2 % für Patienten mit Sepsis 

betrug. Unter diesen Patienten hatten 19,9 % einen septischen Schock (Shankar-Hari et 

al., 2017). Ohne die Initiierung einer antibiotischen Therapie innerhalb der ersten sechs 

Stunden nach Beginn einer Hypotonie sinkt die Überlebensrate um 7,6 % pro Stunde 

(Kumar et al., 2006).  

Eine amerikanische Langzeitstudie mit Daten aus den Jahren 1979 bis 2000 zeigte 

einen Anstieg der Inzidenz und einen Abfall der Letalitätsrate. Es kam zu einem Anstieg 

der Fälle mit Sepsis pro Jahr von 164.072 im Jahr 1979 auf 659.935 im Jahr 2000. Dies 

bedeutete einen Anstieg um 13,7 % pro Jahr. Die Letalitätsrate sank in dieser Episode 

von 27,8 % auf 17,9 % (Martin et al., 2003). In einer neueren Studie wurde sogar ein 

Anstieg der Hospitalisierungsrate der schweren Sepsis auf fast das Doppelte innerhalb 

eines elfjährigen Beobachtungszeitraumes gezeigt (Dombrovskiy et al., 2007). Der 

demographische Wandel ist möglicherweise als Ursache für eine steigende Inzidenz 

und Letalität im Alter zu sehen (Angus et al., 2001). Risikofaktoren für die Letalität von 

Patienten mit schwerer Sepsis sind steigendes Alter, Herzinsuffizienz, chronische 

Leberinsuffizienz sowie Fehlfunktionen der im SOFA-Score vorkommenden Parameter 

(Brun-Buisson et al., 2004). Zudem steigt die Letalität mit steigendem Krankheitsstadium 

(Alberti et al., 2003). 

Etwa 60.000 Todesfälle sorgen dafür, dass die Sepsis in Deutschland die dritthäufigste 

Todesursache ist. In Deutschland werden durch die schwere Sepsis Gesamtkosten von 

etwa 6,3 Milliarden Euro verursacht (Graf et al., 2007). 

Vincent et al. (2006) wiesen in einer Studie den Respirationstrakt (68 %) als Hauptort 

der Infektion nach, gefolgt von Abdomen (22 %), Blut (20 %) und Urogenitaltrakt (14 %).  

Die Letalität bei Patienten mit isolierter abdomineller Infektion ist höher als bei anderen 

Infektionen (De Waele et al., 2014). 
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Zusammengefasst wird ersichtlich, dass die Sepsis trotz intensiver Beforschung 

weiterhin ein gravierendes klinisches und medizinisch-ökonomisches Problem darstellt. 
 

1.2  Pathophysiologie der Sepsis und Immunsystem 
Das menschliche Immunsystem wird in das phylogenetisch ältere angeborene 

Immunsystem und das erworbene Immunsystem eingeteilt (Hoffmann et al., 1999). Das 

angeborene Immunsystem reagiert als erstes auf eine Infektion und aktiviert das 

erworbene Immunsystem (Hörner et al., 2003). Es kommuniziert über Makrophagen 

(Phagozyten, dendritische Zellen) und besitzt Mustererkennungsrezeptoren, sogenannte 

"pattern recognition receptors" (PRR). Diese erkennen mikrobielle Bestandteile, die 

"pathogen-associated molecular patterns" (PAMP) und initiieren eine unspezifische 

Immunantwort. Das erworbene Immunsystem eliminiert die Pathogene in der späten 

Phase der Infektion durch die Bildung von spezifischen Antikörpern und ist für die 

Bildung von Gedächtniszellen verantwortlich (Akira et al., 2006). Diese Unterscheidung 

von angeborener und erworbener Immunität kann für alle Wirbeltiere vorgenommen 

werden. 

 

PRR wie Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkennen PAMP und DAMP. Hierdurch wird die 

angeborene Immunantwort induziert. Zunächst werden große Mengen pro-

inflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1ß und IL-6 freigesetzt. Zu den PAMP 

gehören Lipopolysaccharide (LPS), Lipoteichonsäure, Flagellin, DNA von Bakterien oder 

Einzel- oder Doppelstrang-RNA von Viren (Celes et al, 2013, Janeway und Medzhitov, 

2002), also Bestandteile von exogenen Pathogenen. Zudem werden endogene 

Moleküle, Alarmine oder "damage associated molecular pattern" (DAMP), freigesetzt, 

die zusammen mit den PAMP das Immunsystem stimulieren (Bianchi, 2007). Die 

Immunantwort steht üblicherweise unter Kontrolle von intrazellulären Signalwegen, der 

Produktion von Antikörpern der pro-inflammatorischen Zytokine, der Produktion von anti-

inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und der spezifischen Minderung der Expression 

pro-inflammatorischer Gene. In der Sepsis geht diese Kontrolle verloren, das 

Krankheitsbild wandelt sich in eine systemische inflammatorische Dysregulation, die u.a. 

durch einen sogenannten Zytokinsturm gekennzeichnet ist (Celes et al., 2013). 
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Für mögliche Therapieansätze ist ein Verstehen des durch Bakterien und andere 

Pathogene verursachten Wirkmechanismus der Immunantwort im Wirt unerlässlich. Das 

in gram-negativen Bakterien vorkommende LPS ist ein wichtiger Stimulus des 

angeborenen Immunsystems (Beutler und Rietschel, 2003). TLR-4 erkennt LPS und 

führt über zwei Signalkaskaden zur Expression inflammatorischer und 

immunmodulatorischer Gene (Akira und Takeda, 2004). Die Signaltransduktionskaskade 

wird bei gram-positiven Bakterien über eine Bindung von bakterieller Lipoteichonsäure 

und Peptidoglykanen an andere spezifische TLR (insbesondere TLR-2) induziert 

(Takeuchi et al., 1999). Gram-positive Bakterien produzieren potente Exotoxine, von 

denen einige in die Pathogenese des septischen Schocks verwickelt sind. Beispielhaft 

sei hier das Toxische Schocksyndrom genannt, ausgelöst von Exotoxinen von 

Staphylococcus aureus oder Streptococcus pyogenes (Cohen, 2002). Eine Infektion 

wird nicht immer durch einen einzelnen Keim hervorgerufen. In 8,5 % der Fälle kommt 

es zu einer polymikrobiellen Sepsis (Luzzaro et al., 2011), wodurch durch das 

Ansprechen unterschiedlicher PRR verschiedene Mechanismen des angeborenen 

Immunsystems induziert werden (Echtenacher et al., 2001). 

 

1.2.1  Toll-like-Rezeptoren 
Der Toll-Rezeptor wurde ursprünglich in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster als 

ein die dorsoventrale Polarisation in der Ontogenese steuerndes Protein entdeckt 

(Hashimoto et al., 1988). Im Jahr 1996 wurde gezeigt, dass Mutationen im Toll-

Signalweg das Überleben der Fliegen nach einer Pilzinfektion drastisch reduzieren 

(Lemaitre et al., 1996). 1997 wurde ein Homolog des Drosophila-Toll-Rezeptors in 

Säugetieren entdeckt (Toll-like-Rezeptor, TLR), welches die Expression von Genen der 

inflammatorischen Reaktion induziert (Medzhitov et al., 1997). 

Toll-like-Rezeptoren sind Typ I-Membranglykoproteine, die durch eine leucine-rich 

repeat (LRR) umfassende, N-terminale, extrazelluläre Domäne und eine C-terminale, 

zytoplasmatische Signaldomäne charakterisiert sind. Letztere ist homolog zur 

zytoplasmatischen Signaldomäne des Interleukin-1 Rezeptors (IL-1R) und wird daher 

auch als Toll/IL-1R (TIR) Domäne bezeichnet (Bowie und O'Neill, 2000). Toll-like-

Rezeptoren werden in verschiedenen Immunzellen, einschließlich Makrophagen, 

dendritischen Zellen, B-Zellen oder spezifischen T-Zellen und in nicht primär dem 
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Immunsystem zugerechneten Zellen wie Fibroblasten und Epithelialzellen exprimiert. 

TLR-1, -2, -4, -5, -6 werden auf der Zelloberfläche exprimiert, während sich 

TLR-3, -7, -8, -9 in intrazellulären Kompartimenten finden (Akira et al., 2006). 

Die folgende Tabelle gibt eine Übersicht der humanen TLR und ihrer Liganden nach 

Frederiksen et. al. aus dem Jahr 2019. 

 

Tab. 3: Dargestellt sind humane Toll-like-Rezeptoren mit ihren Liganden und 
Herkunftsorten nach Frederiksen et. al, 2019. 
Rezeptor Ligand Herkunft des Liganden 

TLR-1 Lipopeptide gram-positive Bakterien 

TLR-2 

Lipoproteine/Lipopeptide 

Peptidoglykane 

Porine von Neisserien 

Zymosan 

gram-positive Bakterien 

gram-positive Bakterien 

gram-negative Bakterien 

Pilze 

TLR-3 

genomische RNA und  

Doppelstrang-RNA 

Stathmin 

Viren 

 

humanes Protein 

TLR-4 

Lipopolysaccharide 

High mobility group box 1 protein 

(HMGB1) 

gram-negative Bakterien 

endogenes DNA bindendes Protein 

TLR-5 Flagellin Bakterien 

TLR-4/ 

TLR-6 
beta-Amyloid  

Peptide durch Zerschneiden des 

Amyloid-Precursor-Proteins 

TLR-7 
Einzelstrang-RNA 

Derivate von Imiquimod 

Viren 

antivirale organische Komponente 

TLR-8 Einzelstrang-RNA Viren 

TLR-9 
CpG-enthaltene DNA 

DNA 

Bakterien und Viren 

Viren, Pilze, Bakterien 

TLR-10 unbekannt unbekannt 

 

TLR sorgen für die Hochregulation von co-stimulierenden Molekülen auf dendritischen 

Zellen, was zu einer Induktion einer pathogenspezifischen Immunantwort führt. Einige 
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TLR tragen zudem über eine Induktion von Typ I-Interferon zur Etablierung einer 

antiviralen Immunantwort bei. Nachdem sie PAMP erkannt haben, aktivieren TLR 

intrazelluläre Signalwege, die zur Induktion inflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-6, 

IL-1ß und IL-12 führen (Kawai und Akira, 2007). Zu diesen Signalwegen gehört die 

Aktivierung von intrazellulären TIR-Domänen-Adaptormolekülen wie MyD88 (myeloid 

differentiation marker) (Wesche et al., 1997), TIRAP (TIR domain containing adaptor 

protein) (Fitzgerald et al., 2001, Horng et al., 2001), TRIF (TIR domain containing 

adaptor inducing IFN-ß) (Yamamoto et al., 2002) und TRAM (TRIF related adaptor 

molecule) (Yamamoto et al., 2003). MyD88 führt zu einer Aktivierung von MAPK 

(mitogen activated protein kinase) und dem Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor 

κB). Über TIRAP wird eine Aktivierung des MyD88-abhängigen Signalweges über TLR-2 

und TLR-4 vermittelt. Mittels TRIF wird über TLR-3 und TLR-4 ein TRIF-abhängiger 

Signalweg aktiviert, der in der Aktivierung von NF-κB, MAPK und dem 

Transkriptionsfaktor IRF3 (interferon regulatory factor 3) mündet. IRF3 ist wiederum für 

die Aktivierung von Typ I-IFN bedeutend. NF-κB wird für die maximale Transkription 

vieler Zytokine wie TNF-α, IL-1 oder IL-6 benötigt und stellt daher eine wichtige Rolle in 

der Pathogenese von inflammatorischen Erkrankungen dar (Blackwell und Christman, 

1997). 

 

1.2.1.1 Toll-like-Rezeptor 2 
TLR-2 erkennt eine Vielzahl von bakteriellen Komponenten wie zum Beispiel 

Peptidoglykane (Yoshimura et al., 1999), Lipoteichonsäure (Schwandner et al., 1999) 

und bakterielle Lipoproteine (Brightbill et al., 1999). Takeuchi et al. zeigten 1999, dass 

TLR-2 eine große Rolle in der Erkennung gram-positiver Bakterien spielt, TLR-2 

defiziente Mäuse jedoch auf Lipopolysaccharide wie Wildtyp-Mäuse reagieren. TLR-2 

bildet mit anderen TLR wie TLR-1 und TLR-6 heterophile Dimere und kann daher ein 

großes Spektrum mikrobieller Komponenten erkennen (Takeda und Akira, 2005). TLR-2 

wirkt über zwei verschiedene Signalkaskaden. Es kommt zum einen über den MyD88-

abhängigen Signalweg (Akira et al., 2003) und zum anderen über einen Signalweg der 

Rho-GTPase Rac1 (Arbibe et al., 2000) zu einer Aktivierung von NF-κB. 
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1.2.1.2 Toll-like-Rezeptor 4 
TLR-4 dient primär der Erkennung von LPS und der Übersetzung des Signals durch die 

Plasmamembran (Poltorak et al., 1998). LPS ist aus einem hydrophilen Polysaccharid 

und einer hydrophoben Komponente, Lipid A, zusammengesetzt. Lipid A ist für 

Bioaktivität des Endotoxins hauptsächlich verantwortlich (Wang und Quinn, 2010) und 

bindet an das LPS-binding-protein (LBP) (Tobias et al., 1989). Anschließend bindet 

dieser Komplex an das Glykoprotein CD14 (Ulevitch und Tobias, 1995). An der 

Oberfläche von Makrophagen erfolgt die Bindung an einen Komplex aus TLR-4 und 

MD-2 (Gioannini et al., 2004). Über TRIF und TRAM wird die Signalkaskade ausgelöst 

(Kim und Kim, 2014), welche in der Folge über NF-κB und IRF3 weiterläuft (s. oben). 

 

1.2.1.3 Toll-like-Rezeptor 9 
TLR-9 ist intrazellulär gelegen und unterscheidet nicht zwischen gram-negativen und 

gram-positiven Bakterien, da er als Rezeptor bakterielle CpG-DNA (Cytosin-Phosphat-

Guanin-Motiv) erkennt. Ferner bindet TLR-9 die DNA verschiedener Viren (Akira und 

Takeda, 2004; Hemmi et al., 2000). Der Rezeptor wird im endoplasmatischen Retikulum 

gebildet und transloziert zur Bindung an Liganden und zur Initiation der 

Signaltransduktion in ein CpG-DNA enthaltendes lysosomales Kompartiment (Latz et al., 

2004). Die in der Signalkaskade benötigten Komponenten sind MyD88, Toll-interacting 

protein (TOLLIP), Proteinkinase IRAK (IL-1R-associated kinase) und TRAF6 (TNF 

receptor-associated factor 6). TRAF6 aktiviert NF-κB durch TAK1 (TGF-ß-activated 

kinase) (Medzhitov, 2001). 

 

1.2.2  Inflammatorische Zytokine 
Zytokine als Effektorproteine der durch PPR-Aktivierung ausgelösten Kaskaden sind 

Regulatoren der Immunantwort auf eine Infektion und spielen daher eine Schlüsselrolle 

in der Regulation von Inflammation und Verletzungen. Pro-inflammatorische Zytokine 

stimulieren die systemische Inflammation, anti-inflammatorische Zytokine hingegen 

regulieren diese herunter. Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehören Interleukin 

(IL)-1α, IL-1ß, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-α und Interferon (IFN)-γ. Sie agieren als 

endogene Pyrogene (IL-1, IL-6, TNF-α), regulieren die Synthese von sekundären 

Mediatoren und anderen pro-inflammatorischen Zytokinen und stimulieren die 



	 17 

Produktion von Akute-Phase-Proteinen (Chaudhry et al., 2013). Zu den anti-

inflammatorischen Zytokinen gehören IL-4, IL-10, IL-11 und IL-13. Sie sind für die 

Prävention von potentiell schädigenden Effekten anhaltender oder schädigender 

inflammatorischer Reaktionen zuständig (Opal und DePalo, 2000). Die exzessive 

Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen kann gefährlicher als der eigentliche 

Stimulus werden. Die Folgen sieht man vor allem in der schweren Sepsis, wo durch den 

Exzess kapilläre Lecks, Gewebsverletzungen und Organversagen hervorgerufen 

werden (Ulloa und Tracey, 2005). 

 

1.2.2.1 TNF-α 
TNF-α steigert die Ausdifferenzierung von Makrophagen aus Vorläuferzellen (Fahlman 

et al., 1994), fördert deren Aktivierung (Witsell und Schook, 1992) und Überleben (Conte 

et al., 2006). Dies führt zu einer Steigerung der pro-inflammatorischen Antwort der 

Sepsis. TNF-α führt zu multiplen klinischen Effekten wie Hypotension, Fieber, 

hämorrhagischer Nekrose oder disseminierter intravasaler Koagulopathie (Tracey und 

Cerami, 1993). So wurde gezeigt, dass TNF-α zu einem verringerten kardialen Output, 

einem reduzierten Füllungsdruck und einer verminderten linksventrikulären 

Ejektionsfraktion führt (Natanson et al., 1989). 

 

1.2.2.2 IL-1ß 
IL-1ß ist auch bekannt als Catabolin. Es wird hauptsächlich von Blutmonozyten, 

Gewebsmakrophagen und dendritischen Zellen produziert (Krause et al., 2012). IL-1ß ist 

ein wichtiger Mediator der inflammatorischen Antwort. Es ist in Prozesse der 

Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose einbezogen (Chaudhry et al., 2013). 

IL-1ß und TNF-α wirken synergistisch. Werden große Mengen freigesetzt, führt dies zu 

Hypotension und einem in Tierversuchen tödlich endenden Schock (Dinarello, 1997). 

 

1.2.2.3 IL-6 
IL-6 wird zum einen von Immunzellen (Monozyten, Makrophagen, Lymphozten, 

Endothelzellen, Fibroblasten und Mastzellen) und zum anderen von Zellen und 

Geweben wie Osteoblasten, Knochenmark, Keratinozyten, Chondrozyten, 

Trophoblasten, intestinalen Epithelialzellen oder glatten Muskelzellen (Bellido et al., 
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1996; Heinrich et al., 1990; Loppnow und Libby, 1990; McGee et al., 1993; Yang et al., 

1988) sezerniert. Zu den pleiotropen Funktionen gehören Effekte auf B-Zellen 

(Produktion von Immunglobulinen, Proliferation von Myelom-Zellen), T-Zellen 

(Proliferation und Differenzierung von T-Zellen, Differenzierung von cytotoxischen T-

Lymphozten), hämatopoetischen Progenitorzellen, Makrophagen, Hepatozyten 

(Synthese Akute-Phase-Proteine), Knochenmetabolismus (Induktion von Knochen-

resorption) und Herzmuskelzellen (negative Inotropie) (Kishimoto et al., 1995). Zudem 

fördert IL-6 die Ausschüttung von TNF-α und ist somit ein wichtiger Knotenpunkt in der 

pro-inflammatorischen Phase (Klaschik et al., 2009). 

 

1.2.2.4 IL-10 
IL-10 ist das wichtigste anti-inflammatorische Zytokin, welches in der humanen 

Immunantwort gefunden wurde. Es wird von Monozyten/Makrophagen, Th2-Zellen und 

B-Zellen gebildet. Zu den Hauptaufgaben gehören die Inhibition von 

Monozyten/Makrophagen, die Inhibition der Expression der Th1-Zytokine (IL-2 und 

IFN-γ) und die Inhibition der Produktion von Zytokinen durch neutrophile Granulozyten 

(Opal und DePalo, 2000). Zudem inhibiert IL-10 die Produktion von IL-1, IL-6, IL-8 und 

TNF-α (Mosser und Zhang, 2008). 

 

1.2.2.5 IFN-ß 
Im Gegensatz zu vielen anderen Zytokinen kann IFN-ß als Typ I-IFN von allen Zellen 

des Organismus produziert werden, zumeist als Reaktion auf Viren (De Maeyer und De 

Maeyer-Guinard, 1998). IFN-ß wird aber auch als Antwort auf LPS sezerniert. Es 

inhibiert die durch LPS induzierte Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und schützt 

gegen Endotoxine und Sepsis durch eine Hochregulation von SIRT1 (silent information 

regulator transcript-1), der ein wichtiger Regulator verschiedener Prozesse wie 

Inflammation und Apoptose ist (Vincent, 2015 und Yoo et al., 2015). Über verschiedene 

TLR werden IRF3 und NF-κB aktiviert und somit Typ I-IFN induziert (Wang et al., 2010). 

 

1.2.2.6 IFN-γ 
Hauptproduzenten von IFN-γ sind Makrophagen (Fultz et al., 1993), aktivierte natürliche 

Killerzellen (Perussia, 1991), T-Helferzellen (Mosmann und Coffman, 1989) und 
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cytotoxische CD8+-Zellen (Sad et al., 1995). Die Produktion von IFN-γ wird in 

natürlichen Killerzellen von durch Makrophagen produzierten Zytokinen, insbesondere 

TNF-α, IL-12 und IL-18, stimuliert (Okamura et al., 1998; Trinchieri, 1995). Zudem 

erfolgt eine Eigenstimulation (Hardy und Sawada, 1989). In der frühen Phase 

beschleunigt IFN-γ die Inflammation, während es in der späten Phase den Prozess der 

Selbstlimitation vermittelt. Von Th1-Zellen produziertes IFN-γ ist für eine Selbstlimitation 

der Th1-vermittelten Immunantwort verantwortlich (Feuerer et al., 2006). Zudem 

unterdrückt die T-Zell-Produktion von IFN-γ die Bildung von Osteoklasten (Takayanagi 

et al., 2000). In einer Studie von Leentjens et al. (2012) wurde gezeigt, dass IFN-γ 

partiell eine Immunparalyse im Menschen umkehren kann. Bei Versuchen mit IFN-γ-

defizienten Mäusen wurde eine verminderte systemische Inflammation nachgewiesen 

(Romero et al., 2010). Hieraus kann geschlossen werden, dass IFN-γ eine pro-

inflammatorische Antwort fördert.  

 

1.3  Tiermodelle der Sepsis 
In der präklinischen Forschung spielen experimentelle Tiermodelle eine wichtige Rolle. 

Sie versuchen pathophysiologische Veränderungen hervorzurufen, die möglichst 

vergleichbar mit denen einer klinischen Sepsis sind. Gerade bei Reihenversuchen sind 

dabei gleichbleibende Ausgangsbedingungen unabdingbar, um zu stabilen und 

vergleichbaren Ergebnissen zu gelangen.  

Die Maus stellt für die Sepsisforschung dabei einen wichtigen Modellorganismus dar. 

Mäuse sind für die Untersucher relativ ungefährlich, verschiedene Stämme sind leicht 

züchtbar und genetische Veränderungen erlauben, einzelne Gene in der Pathogenese 

der Sepsis zu untersuchen (Fink, 2014). Im vergangenen Jahrhundert erfolgte die 

Entwicklung diverser muriner Sepsismodelle. Hierzu gehören die Injektion von 

Endotoxin (LPS), die Injektion von Mikroorganismen, die Implantation von Stuhlproben 

in verschiedene Gewebe, das cecal ligation and puncture (CLP) und colon ascendens 

stent peritonitis (CASP) Modell (Deitch, 2005). Obwohl bei der Injektion von LPS der 

infektiöse Fokus fehlt, zählt es zu den weit verbreiteten Modellen zur Induktion eines 

sepsisähnlichen Krankheitsverlaufes. Streng genommen handelt es sich dabei jedoch 

um ein (steriles) SIRS. Beim Vergleich von septischen Patienten mit LPS behandelten 

Versuchstieren zeigte sich eine zeitlich veränderte Kinetik von TNF, IL-6 und HMGB-1 
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(high mobility group protein B1) (Fink, 2014). Durch die Injektion von LPS wird zwar eine 

Endotoxinämie hervorgerufen. Deren Zytokinprofil ist jedoch nicht auf den Menschen zu 

übertragen. Bei einer Infektion des Menschen kommt es in der Regel zu einer Reaktion 

auf mehrere Pathogenitätsmerkmale. Zudem handelt es sich oftmals nicht um einen 

einzelnen Keim, sondern um eine polymikrobielle Infektion. Als Kritikpunkt dieses 

Modelles gilt folglich eine eingeschränkte klinische Relevanz. Als der Realität der Sepsis 

näherkommendes Modell gilt die intravenöse oder intraperitoneale Injektion von 

Bakterien. Da üblicherweise verwendete Laborstämme wie E. coli-Derivate durch 

Phagozytose und Inaktivierung eliminiert werden, werden größere Mengen an Bakterien 

injiziert. Dies führt zu einer massiven Induktion von Zytokinantworten und einer kurzen 

Überlebenszeit der Versuchstiere (Schultz und van der Poll, 2002). Die Wirkkinetik bei 

einmaliger Gabe ist somit nicht mit der in der Klinik durch kontinuierliche oder 

intermittierende Freisetzung erhaltenen Wirkung zu vergleichen (Wichterman et al., 

1980). Um einer verkürzten Lebenszeit bei der Bolusinjektion entgegenzutreten, wurde 

das Modell mithilfe einer gleichmäßigen Injektion über einen längeren Zeitraum 

modifiziert (Pass et al., 1984). Nachteilig dabei ist jedoch die dem Organismus fehlende 

Möglichkeit einer Isolierung des septischen Fokus. Ebenso fehlt, wie bei der Injektion 

von LPS, eine Betrachtung der pathogenetischen Prozesse einer polymikrobiellen 

Sepsis. 

Als ein Lösungsansatz wurden Modelle der endogenen Entwicklung einer Peritonitis mit 

konsekutiver Sepsis entwickelt. Das CLP-Modell von Wichterman et al. (1980) wurde 

ursprünglich an Ratten entwickelt. Das Caecum der Versuchstiere wird hierbei ligiert und 

anschließend punktiert. Dadurch kommt es zu einer mehr oder minder kontinuierlichen 

Aussaat von Bakterien in die Bauchhöhle. Dieses in der Durchführung einfache Modell 

wurde später auf weitere Arten wie Mäuse übertragen (Baker et al., 1983). Das CLP-

Modell resultiert in einem septischen Schock mit meist letalem Ausgang 24 bis 48 

Stunden nach Ligation und ist mit einer polymikrobiellen Sepsis assoziiert. Die Letalität 

kann durch Verwendung unterschiedlicher Größen der Nadeln und einer variablen 

Anzahl an Löchern verändert werden (Wichterman et al., 1980). In diesem Modell 

mangelt es jedoch an einer Quantifizierbarkeit der exakten Dosis und Art der 

sepsisauslösenden Mikroorganismen. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieses 

Modell zu einer intraabdominellen Abszessbildung mit verminderten Zeichen einer 
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systemischen Inflammation führt (Maier et al., 2004). Als eine weitere Verbesserung 

dient das CASP-Modell. Hier wird ein septischer Fokus durch einen Stent im Colon 

ascendens generiert. Durch die Verbindung der Bauchhöhle mit dem 

Gastrointestinaltrakt wird über den Stent eine kontinuierliche bakterielle Freisetzung 

erreicht. Durch Verwendung unterschiedlicher Stent-Größen kann eine Kontrolle der 

Letalität erreicht werden (Zanti et al., 1998). Somit kommt das CASP-Modell mit früher 

und stetig ansteigender systemischer Inflammation (SIRS) nahe an den klinischen 

Verlauf einer diffusen Peritonitis mit Sepsis heran (Maier et al., 2004).  

Ein weiteres Model zur Sepsisinduktion ist die intraperitoneale Stuhlinjektion (IPSI). Um 

einen möglichst zuverlässigen und leicht zu reproduzierenden Ablauf zu erhalten, 

injizierten Gonnert et al. (2011) ein definiertes Volumen einer bei - 80 °C gelagerten 

humanen Stuhlprobe in das Peritoneum von Mäusen. Hierdurch wurde eine der 

humanen Sepsis ähnelnde Zytokinantwort induziert. Durch unterschiedliche 

Konzentrationen können unterschiedliche klinische Ausprägungen erreicht werden. 

Shrum et al. (2014) entnahmen aus dem Caecum von C57BL/6 (B6) Stuhl, den sie mit 

NaCl 0,9 % verdünnten und anschließend filterten. Injizierten sie 0,5 ml mit einer 

Konzentration von 90 mg/ml intraperitoneal, starben 75 % aller Mäuse innerhalb von 

24 Stunden an einer polymikrobiellen Sepsis. Betrug die Konzentration 180 mg/dl, 

überlebte kein Tier. Durch die intraperitoneale Injektion lässt sich nicht nur die 

Konzentration der injizierten Keime beliebig variieren. Es ist zudem auch möglich 

Versuchsabläufe durchzuführen, die Injektionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

vorsehen. In einer Versuchsreihe erfolgte so zum Beispiel die Einteilung der 

Versuchstiere in drei Gruppen. Die erste Gruppe erhielt eine potentiell tödliche 

Konzentration intraperitoneal injiziert, eine zweite Gruppe eine potentiell nicht tödliche 

Konzentration zum ersten Zeitpunkt und eine potentiell tödliche Konzentration zu einem 

späteren Zeitpunkt. Hierdurch sollte der Einfluss einer vorherigen abdominellen Infektion 

auf eine erneute Peritonitis untersucht werden (Alberti und Petrolanu, 2012). Es konnte 

eine Schutzfunktion der leichteren Peritonitis gezeigt werden. Bei längerem zeitlichem 

Abstand der beiden Injektionen nahm der Schutz jedoch wieder ab. Durch dieses Modell 

können somit weitere Fragestellungen, die durch eine kontinuierliche Abgabe eines 

Pathogens zum Beispiel mittels CLP nicht durchgeführt werden können, bearbeitet 

werden. 



	 22 

In unserer Arbeit wurde ein Modell der intraperitonealen Stuhlinjektion (IPSI) verwendet. 

Im Gegensatz zu der endogenen fäkalen Kontamination im Rahmen von CLP und 

CASP wurde eine fäkale Suspension von anderen Mäusen (Spender) gewonnen und 

durch die Bauchdecke des Empfängertieres injiziert. Es wurde dabei großer Wert auf 

eine Standardisierung der Durchführung gelegt.  

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist in den abdominellen Sepsis-Modellen in 

hohem Maße von gleichbleibenden Ausgangsbedingungen abhängig. Bei Modellen der 

intraperitonealen Injektion von Stuhl steht hier die mikrobielle Stuhlzusammensetzung 

an vorderster Stelle (das sog. Darm-Mikrobiom). Hoy et al. (2015) untersuchten 

Kotproben einzelner weiblicher Inzuchtmäuse über einen Zeitraum von bis zu 

263 Tagen. Die Tiere erhielten die gleiche Ernährung und wurden unter den gleichen 

Bedingungen untergebracht. Es zeigten sich sowohl signifikante Variationen innerhalb 

eines Individuums über die Zeit als auch interindividuelle Variationen. Bei der 

Verwendung von Stuhl zur Induktion eines septischen Krankheitsbildes im Tiermodell, 

sei es endogene oder auch exogene Zuführung, können solche Unterschiede in der 

mikrobiellen Zusammensetzung des Kots signifikanten Einfluss auf die Entwicklung 

entsprechender Symptome haben (Li et al., 2018).   

Es existiert eine Vielzahl verschiedener Anbieter von Labortieren. Vor diesem 

Hintergrund stellten wir uns die Frage, ob es Unterschiede in der Stuhlflora einzelner 

Lieferanten gibt und ob diese signifikante Einflüsse auf die Versuche ausüben. 

 
1.4  Fragestellung 
Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen formuliert, welchen im Rahmen dieser 

Arbeit nachgegangen werden sollte: 

I. Gibt es Unterschiede des Spender-Mikrobioms verschiedener Anbieter? 

II. Zeigen sich Veränderungen des Spender-Mikrobioms über die Zeit? 

III. Gibt es Einflüsse des Spender-Mikrobioms auf die klinische Manifestation einer 

experimentellen Sepsis unter Verwendung des IPSI-Modells? 

IV. Zeigen sich Einflüsse des Spender-Mikrobioms auf die molekularbiologische 

Manifestation einer experimentellen Sepsis unter Verwendung des IPSI-Modells? 

V. Hat das Empfänger-Mikrobiom Einflüsse auf die Manifestation einer 

experimentellen Sepsis unter Verwendung des IPSI-Modells? 
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Die Ergebnisse der Untersuchung sollen bei der Definition von Standardparametern, der 

Auswahl und der Interpretation von murinen Modellen helfen. Ergebnisse dieser Arbeit 

wurden unter dem Titel "Vendor Effects of Murine Gut Microbiota Influence Experimental 

Sepsis" im Journal of Surgical Research veröffentlicht (Hilbert et al., 2017).   
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2.  Material und Methoden 
 
2.1  Versuchstiere  
Die Versuchstiere wurden von den kommerziellen Zuchtbetrieben Charles River 

Laboratories International, Inc. (CR, Sulzfeld, Deutschland), Janvier Labs (J, Le Genest-

Saint-Isle, Frankreich) und Harlan UK Ltd. (H, jetzt Envigo Research Models and 

Services, Indianapolis, Indiana, USA) bezogen. Es handelte sich um männliche 

C57BL/6N-Mäuse, die zum Versuchszeitpunkt zwischen 8 und 12 Wochen alt waren 

und im Mittel ein Körpergewicht von 20-24 g hatten. 

Die Haltung der Tiere erfolgte im Haus für Experimentelle Therapie (HET) der 

Universität Bonn, Sigmund-Freud-Str. 25, 53127 Bonn unter den folgenden 

standardisierten Bedingungen: 

Beleuchtung:   200 Lux auf 1 Meter (m) Höhe 

Hell-/Dunkelphase:  07:00 Uhr - 19:00 Uhr Licht 

    19:00 Uhr bis 07:00 Uhr Dunkel 

Relative Luftfeuchtigkeit: etwa 50 % (30 bis 70 %) 

Luftwechselrate:  15-fach pro Stunde 

Raumtemperatur:  22 °C (+/- 2 °C) 

Käfigart:   Filtertop-Käfigsysteme, Firma Tecniplast Deutschland  

    GmbH, Hohenpeissberg, Deutschland 

Futter und Wasser:  ad libitum 

Futter:    ssniff Haltungsdiät (ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest,  

    Deutschland); Futter, Wasser und Einstreu wurden vor  

    Nutzung autoklaviert 

Besatzdichte:  5 Tiere pro Käfig 

 

 

2.2  Modell der polymikrobiellen Sepsisinduktion durch eine intraperitoneale 
Stuhlinjektion 
Die Versuche an den C57BL/6N-Mäusen erfolgten nach Genehmigung durch das 

Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV 
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NRW, Recklinghausen, Deutschland) unter dem Aktenzeichen 84-02.04.2013.A071 und 

unter Beachtung der Tierschutzbestimmungen. 

 

2.2.1  Versuchsreihe Zeitpunkt T1 
Die Induktion eines septischen Krankheitsbildes erfolgte durch intraperitoneale 

Stuhlinjektion (IPSI). Eine Woche vor Stuhlinjektion wurden 8 Wochen alte C57/BL6N-

Mäuse (CR, J) in der Versuchstieranlage des HET eingestallt. Jeweils fünf Tiere eines 

Anbieters wurden in einem Käfig untergebracht. Für den ersten Versuch erfolgte die 

Lieferung von 8 Wochen alten männlichen Tieren von CR, J und H zur Stuhlentnahme 

zu einem vorherigen Zeitpunkt. Die Stuhlentnahme erfolgte unter streng antiseptischen 

Bedingungen. Die Mäuse wurden einzeln auf den Operationstisch gelegt und durch 

zervikale Dislokation getötet. Das tote Tier wurde auf den Rücken gelagert und der 

Bauch mit einem Ethanol-getränkten Tupfer desinfiziert. Nach Einhaltung der vom 

Hersteller vorgeschriebenen Einwirkzeit erfolgte die Eröffnung des Bauchraumes mittels 

sterilisiertem Instrumentarium (Schere und Pinzette). Das Caecum wurde aufgesucht 

und am blinden Ende ein Loch eingeschnitten. Der darin befindliche Stuhl wurde durch 

vorsichtigen manuellen Druck von außen in Richtung Loch bewegt und in ein zuvor leer 

gewogenes 15 ml-Röhrchen aufgenommen. Zusätzlich wurde eine kleine Probe mit 

einer Einmalöse entnommen und ein sogenannter 3-Ösen-Ausstrich auf einer 

CHROMagarTM orientation medium-Platte (CHROMagar, Paris, Frankreich) 

durchgeführt. Dazu wurden die ersten beiden Ausstriche mit der ersten Öse und der 

dritte Ausstrich mit der zweiten Öse durchgeführt. Nach diesem Vorgehen erfolgte die 

Stuhlentnahme bei allen dafür vorgesehenen Tieren. 

Der in das Röhrchen transferierte Stuhl wurde mit einer Einmalöse vermischt, und ein 

weiterer 3-Ösen-Ausstrich wurde angelegt. Anschließend wurde der gepoolte Stuhl bei  

-80 °C tiefgefroren. Am Tag der geplanten Injektion wurde der Stuhl aufgetaut. Nach 

Abwiegen der Stuhlprobe (etwa 0,1 - 0,2 g/Tier) wurden zwei Teile sterile NaCl-Lösung 

zu einem Teil Stuhl gegeben. Mit dieser Suspension wurde ein eigens dafür 

angefertigter Filter befüllt. Ein solcher Filter bestand aus einem 1,5 ml-Proben-Röhrchen 

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und dem oberen Teil einer kurz unterhalb des 

Filters abgeschnittenen und in das Röhrchen gesteckten sterilen 1000 µl-

Filterpipettenspitze (Abb. 1). 
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Abb. 1: Darstellung des angefertigten Filters. Links: Filterpipettenspitze und 
Probenröhrchen. Rechts: Zusammengesetzter Filter 
 

In einen derart angefertigten Filter wurden etwa 400 µl 1:3-verdünnter Stuhl gefüllt. 

Nach kurzer Zentrifugation auf maximal 1100 rpm bildeten sich drei Schichten unterhalb 

der Filtereinheit. Die sich in der Mitte ablagernden Feststoffe wurden verworfen, die 

unterste und oberste Fraktion (wässrige bis sämige Konsistenz) wurden in einem neuen 

Röhrchen gesammelt und bei 4 °C maximal für eine Woche bis zur Injektion gelagert. 

Die zuvor ausgestrichenen Chromagar-Platten wurden für 48 Stunden bei 35 °C im 

Brutraum des Instituts für Mikrobiologie der Universität Bonn bebrütet. 

Im Anschluss erfolgte die intraperitoneale (IP-) Injektion. Von den nun 9 Wochen alten 

Empfängertieren wurden das basale Körpergewicht und die Körpertemperatur (rektal 

gemessen) erhoben. Zur Unterscheidung der Mäuse erfolgte eine Farbmarkierung am 

Schwanz. Die Injektionen erfolgten zu unterschiedlichen festgelegten Zeitpunkten. Dazu 

wurden die Mäuse mit einer Hand fixiert, sodass der Unterleib gestreckt frei lag. Mit der 

anderen Hand erfolgte nach Hautdesinfektion die intraperitoneale Applikation von 200 µl 

der 1:3-verdünnten Stuhllösung mittels einer 21G-Kanüle in den rechten unteren 

Quadranten des Abdomens der Maus. Kontrolltieren wurden je 200 µl sterile NaCl-

Lösung mit gleicher Methode injiziert (sog. Sham-Gruppe) bzw. es wurde keine Injektion 

vorgenommen (als Kontrolle bezeichnet). Eine systemische Analgesie mit Buprenorphin 

(TemgesicTM, Indivior UK Limited, Berkshire, UK) erfolgte subkutan unmittelbar nach 

IPSI und alle 12 Stunden danach. 
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Tab. 4: Injektionsschema Versuchsreihe Zeitpunkt T1 
Empfänger Spender   

 
   

  Charles River Janvier Harlan Kontrolle Sham 

Charles River 8+1 Woche 5 5 5 5 5 

 

Nach 6, 12 und 18 Stunden erfolgte durch eine für die Behandlung verblindete Person 

die klinische Beurteilung sowie Messung von Gewicht und Temperatur der Tiere. Tote 

Tiere wurden nicht in die Analyse von Körpergewicht und Temperatur einbezogen. Nach 

18 Stunden wurden die Mäuse durch zervikale Dislokation getötet und die Bauchdecke 

mit Ethanol desinfiziert. Nun wurde die Bauchhöhle von der Genitalregion bis zum 

Brustkorb eröffnet. Im Anschluss wurde die Milz aufgesucht und entnommen. Das Organ 

wurde in 2 - 3 gleichgroße Stücke geteilt und in ein mit 1 ml RNAlater-Lösung befülltes 

Proben-Röhrchen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) gelegt. Nach einer 

mindestens 12-stündigen Lagerung bei + 4 °C wurden die Organe bei - 80 °C 

eingefroren. 

 

2.2.2  Versuchsreihe Zeitpunkt T2 
In einem Folge-Experiment 16 Monate nach T1 erfolgte die Stuhlentnahme nur noch 

aus Tieren, die von CR bzw. J bezogen wurden. Zum einen sollte die Stabilität der 

experimentellen Bedingungen im zeitlichen Verlauf gezeigt werden und zum anderen 

sich auf zwei Anbieter (CR, J) konzentriert werden. Im Unterschied zu der 

Versuchsreihe Zeitpunkt T1 erfolgte die Stuhlentnahme bei CR- und J-Mäusen zur IP-

Injektion am Tag der Injektion. Ein Einfrieren der Proben bei - 80 °C entfiel. Die 

Herstellung einer 1:3-Verdünnung erfolgte analog dem oben beschriebenen Vorgehen. 

Bis zum Zeitpunkt der Injektion wurden die Stuhlproben bei + 4 °C gelagert. 

Anschließend erfolgte die intraperitoneale Injektion des Stuhls entsprechend des unten 

abgebildeten Schemas (Tab. 5) in die betreffenden Mäuse. Das Vorgehen bei der 

Injektion war analog zu dem oben beschriebenen Procedere. Sham-Mäuse erhielten 

200 µl sterile NaCl-Lösung und Kontroll-Tiere verblieben unbehandelt. Im Unterschied 

zum vorherigen Versuch erfolgten die klinische Beurteilung sowie Messung von Gewicht 

und Temperatur der Tiere zu den Zeitpunkten unmittelbar vor und 12 Stunden nach 
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Injektion. Nach 12 Stunden wurde der Versuch analog zu dem unter 2.2.1 geschilderten 

Vorgehen beendet. 

 

Tab. 5: Injektionsschema Versuchsreihe Zeitpunkt T2 
Empfänger Spender       

  Charles River Janvier Kontrolle Sham 

Charles River 8+1 Woche 5 5 5 5 

Janvier 8+1 Woche 5 5 5 5 

 
 

2.3  Mikrobiologische Auswertung 
Die verwendeten CHROMagarTM orientation medium-Platten machten eine 

Unterscheidung der Bakterienstämme anhand unterschiedlicher Farbgebung der 

Kolonien möglich. Nach einer 48-stündigen Bebrütung bei 35 °C im Brutraum der 

Mikrobiologie konnten insbesondere Escherichia (E.) coli, Staphylococcus (S.) aureus, 

S. saprophyticus, Proteus spp. und eine fünfte Gruppe ("KES-E", bestehend aus 

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia spp. und Enterokokken) farblich 

differenziert werden (Abb. 2). 

 

  
Abb. 2: Exemplarische Darstellung des Wachstums der einzelnen Kolonien auf einer 
CHROMagarTM orientation medium-Platte 
 
E. coli bildete rosa Kolonien mit teils ausgefranstem Rand. S. aureus imponierte als 

kleine, weiße bis goldfarbene Kolonie mit glattem Rand. Die Farbe blau wurde für die 

Proteus 
 
 
 

KES-E 
 
 

E. coli 
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"KES-E"-Gruppe (s.o.) verwendet, da das Verfahren eine genauere Unterscheidung 

dieser Spezies in die o.g. Subgruppen nicht erlaubte. S. saprophyticus bildete 

stecknadelkopfgroße, scharf begrenzte, rötliche Kolonien. Bei Proteus konnte das 

sogenannte Schwärmphänomen beobachtet werden. Der Keim bildete keine sichtbaren 

einzelnen Kolonien, sondern überzog größere Areale des Agars mit einer 

Bakterienschicht. Stärker befallene Stellen erschienen dabei dunkelgelb bis bräunlich. 

Die folgende Tabelle gibt Auskunft über Größe, Morphologie und Besonderheiten der 

Keime. 

 

Tab. 6: Darstellung von Größe, Morphologie und Besonderheiten der auf 
CHROMagarTM orientation medium wachsenden Bakterien 
Bakterium Charakteristika 

E. coli 

mittelgroße bis große, dunkel-rosafarbene 

bis pinkfarbene Kolonien, mit oder ohne 

Höfe 

S. aureus 
kleine bis mittelgroße Kolonien, Farbe 

weiß bis gelb, mit oder ohne Höfe 

S. saprophyticus 
kleine, opake, hell-pink- bis rosafarbene 

Kolonien 

Proteus spp. 
beigefarbene Kolonien, teilweise umgeben 

von bernsteinfarbenen bis braunen Höfen 

"KES-E" 
multiple Größen, grün- bis blaufarbene 

Kolonien 

 

Eine Verifizierung der einzelnen Kolonien erfolgte mit MALDI-TOF ("Matrix-unterstützte 

Laser-Desorption/Ionisation"). Hierbei werden Mikroben entweder über intakte Zellen 

oder Zellextrakte identifiziert. Die zu identifizierende Probe wird durch Mischen oder 

Beschichten mit einer energieabsorbierenden organischen Verbindung vorbereitet. Die 

getrocknete und nun kristallisierte Probe wird mit einem Laserstrahl ionisiert. Die 

protonierten Ionen werden auf ein festes Potential beschleunigt. Detektion und Messung 

erfolgen für mikrobiologische Anwendungen hauptsächlich mit Time of Flight (TOF) - 

Analysatoren durch die Bestimmung der Zeit, die für die Durchquerung eines 

Flugröhrchens benötigt wird (Singhal et al., 2015). Die Ergebnisse der 
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Massenspektrumanalyse werden mit Werten in einer Datenbank verglichen. Die 

Spektren sind charakteristisch für einzelne Bakterienstämme (Barbuddhe et al., 2008). 

 

2.4  Klinischer Score 
Um bei der Bewertung des Krankheitsausmaßes eine möglichst große Objektivierung zu 

erreichen und die Tiere besser vergleichen zu können, wurde ein geeigneter klinischer 

Score (KS) verwendet. Grundlage waren Arbeiten von Morton und Griffiths (1985), 

deren Erkenntnisse verwendet und ergänzt wurden. Der KS setzte sich aus 

Körperhaltung, Körperpflege, Bewegung/Verhalten zusammen. Für jeden dieser drei 

Parameter wurden null bis maximal drei Punkte in 0,5-Punkte-Schritten vergeben. Für 

eine normale Körperhaltung gab es keine Punkte. Erkrankte Tiere erhielten Punkte für 

eine nicht normale Haltung, die sich in Form von Buckeln, Verkrampfungen, Lähmungen 

oder hohem Muskeltonus widerspiegelte. Im Bereich der Körperpflege führten stumpfes, 

ungeordnetes und aufgestelltes Fell sowie ungepflegte verklebte Körperöffnungen und 

trübe, verklebte Augen zu einer erhöhten Punktzahl. Keine Punkte konnten für ein 

glattes und glänzendes Fell, saubere Körperöffnungen und klare, glänzende und ganz 

geöffnete Augen vergeben werden. Für ein normales Verhalten sprachen die Neugier 

auf Anblasen, Berührung oder das Öffnen des Käfigs, aktive soziale Kontakte und 

Schlafen in der Gruppe. Punkte gab es hier für Abweichungen wie zum Beispiel 

Selbstisolation, Lethargie, eingeschränkte Motorik oder Hyperkinetik, Koordinations-

störungen und Autoaggressionen. 

Die Addition der maximal möglichen Punkte ergab einen Score zwischen 0 und 9 

Punkten. Für tote Mäuse wurden 9 Punkte als klinischer Score festgelegt. 

 

2.5  Molekularbiologische Aufarbeitung der Proben 
2.5.1 RNA-Extraktion mit anschließender Konzentrationsbestimmung 
Die zuvor den Versuchstieren entnommenen und bei – 80 °C in RNAlater lagernden 

Milz-Proben wurden dem Gefrierfach entnommen und aufgetaut. Das Protokoll zur 

Extraktion auf Basis von Phenol wurde angewendet und an drei Arbeitstagen 

durchgeführt. Zur Herstellung von 2M Natriumacetat wurden 8,2 g Natriumacetat in 

15 ml DEPC-Wasser gelöst. Anschließend wurde ein pH von 4 mit Eisessig eingestellt 

und dann mit DEPC-Wasser auf 50 ml aufgefüllt. 
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Tag 1:  

1. Befüllen von 15 ml Röhrchen mit 3 ml GIT (Guanidine thiocyanate) 

a. Hinzufügen von Gewebestücken 

b. Homogenisieren mit Homogenisator/Dispergiergerät Ultra-Turrax® (IKA-

Werke, Staufen) 

c. Homogenat auf Eis stellen 

d. Spülen des Homogenisierstabs nach jedem Gewebestück 1x in ca. 

40 ml GIT und 2x in je ca. 40 ml DEPC-Wasser (erneuern von GIT und 

DEPC-Wasser nach 4 Durchgängen) 

e. Zentrifugieren: 3500 rpm, 4 °C, 15 Minuten 

2. RNA-Isolation 

a. Pipettieren in 2 ml Probenröhrchen (Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland): 

i. 700 µl Gewebehomogenat 

ii. 70 µl NaOAc 2M, pH = 4 

iii. 560 µl Phenol, pH < 4,5 

iv. 280 µl Phenol:Chloroform:Isoamyl 

b. Schütteln 

c. 20 Minuten auf Eis inkubieren 

d. Zentrifugieren: 12000 rpm, 4 °C, 20 Minuten 

e. Obere, wässrige Phase abnehmen und in 1,5 ml-Probenröhrchen 

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) füllen 

f. Hinzufügen von 500 µl Isopropanol 

g. Schütteln 

h. Über Nacht bei - 20 °C einfrieren 

Tag 2: 

1. Waschen mit GIT und Isopropanol 

a. Proben auftauen (1 - 2 Minuten) 

b. Zentrifugieren: 12.000 g, 4 °C, 10 Minuten 

c. Überstand abgießen 

d. Pellet 20 - 40 Minuten trocknen lassen 

e. 300 µl 4M GIT und 300 µl Isopropanol hinzugeben 
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f. Durchmischen mittels Vortex 

g. Über Nacht bei - 20 °C einfrieren 

Tag 3: 

1. Waschen mit Ethanol 

a. Proben auftauen (1 - 2 Minuten) 

b. Zentrifugieren: 12000 g, 4 °C, 10 Minuten 

c. Überstand abgießen 

d. Pellet 20 - 40 Minuten trocknen lassen 

e. 500 µl 75 % Ethanol hinzugeben und schwenken 

f. 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen 

g. Zentrifugieren: 12000 g, 4 °C, 10 Minuten 

h. Überstand abgießen 

i. 500 µl 75 % Ethanol hinzugeben und schwenken 

j. 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen 

k. Zentrifugieren: 12000 g, 4 °C, 10 Minuten 

l. Überstand abgießen 

m. Pellet 20 - 40 Minuten trocknen lassen 

n. Pellet in ca. 30 (- 60) µl DEPC-Wasser durch auf- und abpipettieren 

 lösen 

o. Falls Pellet zu trocken: Thermoblock für 10 Minuten bei 55 °C 

p. Proben auf Eis lagern 

2. Photometrische Bestimmung des RNA-Gehalts im NanoDrop 2000 

a. Leerprobe mit 1 µl DEPC-Wasser 

b. Probenmessung mit 1 µl RNA 

c. RNA bei - 80 °C lagern 

Die abschließende Bestimmung des RNA-Gehalts erfolgte im NanoDrop 2000. 

Physikalische Grundlage dafür ist die Absorption des Lichts, die sich proportional zur 

Konzentration der Nukleinsäuren verhält. Bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum der 

Nukleinsäuren, erfolgte die Bestimmung der RNA-Konzentration. Um einen Aufschluss 

über die Reinheit der Proben zu erlangen, wurde zusätzlich bei dem 

Absorptionsmaximum von Proteinen, welches bei 280 nm liegt, gemessen. Das 
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Verhältnis der Absorptionsmaxima bei 260 nm und 280 nm sollte für einen hohen 

Reinheitsgrad zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 

 

2.5.2  cDNA-Synthese 
Bei der cDNA-Synthese wurde die instabile RNA in stabilere cDNA umgeschrieben. Als 

Ausgangslösung dienten 25 µl einer aus RNA und DEPC bestehenden Lösung. Die 

Konzentration dieser Lösung betrug 80 ng/µl, entsprechend 2000 ng RNA in 25 µl 

Volumen. Das Gemisch wurde anschließend in je ein 0,2 µl Proben-Röhrchen 

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) pipettiert. Pro Probe wurden 25 µl 

Reaktionsgemisch hinzugefügt (sog. Mastermix). Dieses bestand aus 5 µl 10x Reverse-

Transkriptase-Puffer, 2 µl Desoxyribunukleosidtriphosphate (dNTPs), 5 µl Random 

Primer, 2,5 µl Multi Scribe Reverse Transkriptase (50 U/µl) und 10,5 µl Nuclease-freiem 

Wasser (DEPC). Die Proben wurden vermischt und kurz zentrifugiert. Im Thermocycler 

wurden die Proben für etwa 2 Stunden nach folgendem Schema inkubiert (Tab. 7): 

 

Tab. 7: Zeitliche Abfolge der Inkubation im Thermocycler  
 Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4 

Temperatur  25 °C 37 °C 85 °C 4°C 

Zeit 10 Minuten 2 Stunden 5 Sekunden ∞ 

 

Anschließend wurden die Proben im Verhältnis 1:5 verdünnt (80 µl DEPC-Wasser und 

20 µl cDNA ergaben 100 µl einer 1:5 Verdünnung). Die Proben lagerten bei + 4 °C bis 

zur Weiterverarbeitung. 

 

2.5.3  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
2.5.3.1 Allgemeiner Teil 
Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion werden bestimmte DNA-Abschnitte mittels 

Polymerasen amplifiziert. Dieser Vorgang aus Denaturierung, Hybridisierung 

(Anlagerung von Oligonukleotiden) und Elongation wird mehrfach wiederholt, um selbst 

kleinste Mengen eines bestimmten DNA-Abschnitts nachzuweisen. 

Zunächst wird das PCR-Gemisch erhitzt, sodass alle doppelsträngigen 

Nukleinsäurestränge voneinander getrennt werden und nur noch Einzelstränge 



	 34 

vorliegen. Beim Annealing lagern sich jeweils zwei Oligonukleotid-Primer gegenläufig an 

zwei komplementäre DNA-Stränge. Dadurch wird der Zielabschnitt begrenzt und nur der 

gewünschte Abschnitt synthetisiert. In der folgenden Elongationsphase beginnt nun eine 

DNA-Polymerase an den Primern mit dem Anhängen von neuen Desoxynukleotid-

Bausteinen an das freie 3'-OH-Ende und verlängert den Strang so in 3'-Richtung. Nach 

Ablauf der drei Schritte startet der Prozess mit der im Optimalfall doppelten Menge an 

Ziel-DNA erneut. Da bei den einzelnen Schritten unterschiedliche Temperaturen 

benötigt werden, läuft die PCR in einem entsprechenden Gerät (Thermocycler) ab. 
 

2.5.3.2 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (RTq-PCR) 
Für die Untersuchungen wurden der ViiaTM7 von Applied Biosystems, 384-Well-Platten 

und folgende Primer-Sonden verwendet: 

 

Tab. 8: Darstellung der in der RTq-PCR zur Detektion von IL-1ß, IL-6, IL-10, TNF-α, 
INF-ß, INF-γ, TLR-2, TLR-4 und TLR-9 verwendeten Primer 
Primer-Sonde Produkt-Nummer 

mouse 18s (endogene Kontrolle) Mm02601777_g1  

mouse IL-1ß Mm01336189_m1 

mouse IL-6 Mm00446190_m1 

mouse IL-10 Mm00439616_m1 

mouse TNF-α Mm00443258_m1 

mouse INF-ß Mm00439546_s1 

mouse IFN-γ Mm01168134_m1 

mouse TLR-2 Mm01213945_g1 

mouse TLR-4 Mm00445279_m1 

mouse TLR-9 Mm00446193_m1 

 

Bei der quantitativen Real-Time-PCR findet eine Fluoreszenzmessung während jedes 

Zyklus statt. Ansteigende Fluoreszenz zeigt also eine proportionale Menge der PCR-

Produkte an. Die hier verwendeten TaqMan-Sonden sind genspezifische Primer, die an 

Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind und so eine Quantifizierung möglich machen. Wird 

ein gewisser Fluoreszenz-Schwellenwert, der Cycle Threshold (CT-Wert) übertroffen, 

liegt eine gegenüber der Hintergrundfluoreszenz signifikant höhere Fluoreszenz für den 
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gesuchten Genabschnitt vor. Die Anzahl der Zyklen, die benötigt werden, um den 

Schwellenwert über die Hintergrundfluoreszenz zu heben, ist ein Maß für die Menge an 

in der Probe ursprünglich vorliegender RNA. Je mehr RNA also in der Probe initial 

vorhanden war, desto früher wird der Schwellenwert erreicht. Auf diese Weise lassen 

sich RNA-Mengen quantifizieren bzw. Genexpressions-Regulationsvorgänge erfassen. 

Nach Abschluss von 40 Zyklen PCR werden die Fluoreszenzsignale der Ziel-DNA zur 

Auswertung gegen die Fluoreszenzsignale eines konstitutiv und nicht durch die 

Experimente in seiner Expression verändertes sogenanntes Haushalts (Housekeeping)-

Gen normiert. Bei den durchgeführten Versuchen wurde hierfür 18s-ribosomale RNA 

(kurz: 18s-RNA oder 18s) verwendet. Die Daten wurden mit der gerätespezifischen 

Software (ViiaTM7) analysiert. 

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes je Well bestand aus 2,22 µl cDNA, 5,61 µl 

TaqmanTM Gene Expression Mastermix, 2,83 µl DEPC-Wasser und 0,56 µl der 

jeweiligen Primer-Sonde. Pro Reaktionsansatz ergab dies 11,22 µl, wovon 10 µl in ein 

Well pipettiert wurden. Dieser Vorgang wurde für zwei weitere Wells wiederholt, sodass 

je Gen ein Triplet untersucht werden konnte. Alle Schritte beim Pipettieren erfolgten auf 

Eis.  

Die Auswertung nach Ablauf der 40 PCR-Zyklen erfolgte nach der delta-delta-CT-

Methode (Yuan et al. 2008). Hierzu wurde der ΔCT-Wert durch Subtraktion des CT-

Wertes des Housekeeping-Gens vom CT-Wert des Zielgens errechnet. Nach Bildung 

eines ΔCT-Mittelwertes der Kontrollgruppen (sowohl von Janvier- als auch von Charles-

River-Wildtyp-Mäusen) wurde dieser von den ΔCT-Werten der jeweiligen Probe 

abgezogen und bildete den ΔΔCT-Wert. Aus diesem ließ sich der Relative 

Quantifikations- (RQ-) Wert mit der Formel RQ = 2-ΔΔCT berechnen. Damit ließen sich 

nun die behandelten Gruppen untereinander sowie mit den Sham- und Kontrollgruppen 

vergleichen.  

 
2.6  Statistische Auswertung 
Die Auswertung und Analyse der Daten sowie graphischen Daten mittels MS Excel 2010 

(Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) sowie Prism 5.0 for Mac OS X, Version 5.0c 

(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA). 
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Um die Ergebnisse auszuwerten und graphisch darzustellen, wurde das 

Softwareprogramm Prism 5.0 for Mac OS X, Version 5.0c (GraphPad Software Inc., La 

Jolla, USA) verwendet. Zur Auswertung der Daten erfolgte eine One-way bzw. repeated 

measure ANOVA mit anschließender Dunnett’s, Tukey’s bzw. Bonferroni’s multiple 

comparison post-hoc Analyse für den Intergruppenvergleich. Für den 

Intragruppenvergleich beim Zeitpunkt T1 wurde eine repeated measure ANOVA mit 

anschließender Dunnett's multiple comparison post-hoc Analyse durchgeführt, beim 

Zeitpunkt T2 erfolgte ein paired, two-tailed Student's t-test. Der unpaired, two-tailed 

Student’s t-Test wurde für den Vergleich einzelner Parameter zweier Behandlungsgruppen 

durchgeführt. Die Darstellung erfolgte als Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD). 

Für ein p < 0,05 wurde ein signifikanter Unterschied angenommen. 
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2.7  Material 
Tab. 9: Verwendete Geräte/Software nach Bezeichnung/Modell und Hersteller 
Gerät/Software Modell/Version Hersteller (Standort) 

MALDI-TOF-

Identifizierung 

VITEK MS/VITEK MS Aquisition 

Station Software V1; Shimadzu 

Biotech MALDI Solutions Microbial 

Identification Software V1 

Biomérieux (Nürtingen, 

Deutschland) 

NanoDrop NanoDrop 2000 Spectrophotometer 
Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

Viia7 

Software 

 

ViiaTM7 Software Version 1.2 

Applied BiosystemsTM 

(Foster City, USA) 

Temperatursonde Rectal Probe "RET-3" for mouse 
Physiotemp Instrumens INC 

(USA) 

Thermometer Homeothermic Controller Type 874 
Hugo Sachs Elektronik 

GmbH (March, Deutschland) 

Tischzentrifuge Centrifuge 5415R 
Eppendorf AG (Hamburg, 

Deutschland) 

Vortex Vortex-Genie2 
Scientific Industries, INC. 

(Bohemia, USA) 

Waage Electronic Balance Type ABS 120-4 
Kern & Sohn (Balingen, 

Deutschland) 

Thermo-Mixer Thermomixer comfort 1,5 ml 
Eppendorf AG (Hamburg, 

Deutschland) 

Thermocycler T Gradient 
Biometra GmbH (Göttingen, 

Deutschland) 

Homogenisator IKA Ultra-Turrax® 
IKA-Werke (Staufen, 

Deutschland) 

Prism 5.0  
Prism 5.0 for Mac OS X, Version 

5.0c 

GraphPad Software Inc. (La 

Jolla, USA) 

pH-Meter ϕ 340pH/Temp Meter 
Beckman Coulter (Brea, 

USA) 
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MS Excel 2010  Microsoft Corp. Redmond, WA, USA 

Tab. 10.1: Verwendete Labormaterialien nach Bezeichnung/Modell und Hersteller 
Material Bezeichnung/Modell Hersteller (Standort) 

CHROMagarTM CHROMagar MH Orientation 
Mast diagnostica (Reinfeld, 

Deutschland) 

Plastikösen Inoculation Loop10 µl, blau 
Greiner Bio-One 

(Kremsmünster, Österreich) 

Pipetten 
Eppendorf research  

10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl 

Eppendorf AG (Hamburg, 

Deutschland) 

Pipettenspitzen 
RNAse/DNAse, Pyrogen frei 

10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl  

Maxymum Recovery™, VWR 

(Radnor, USA) 

Reaktionsgefäße 

Safe-Lock-Tubes 1,5 mL, 

2,0 mL, PCR clean, steril 

Eppendorf AG (Hamburg, 

Deutschland) 

PCR-Tubes-02-C thin, clear wall, 

0,2 ml 

Axygen Coming Life Sciences 

(Amsterdam, Niederlande) 

Cellstar® Tubes 15 ml, 50 ml 
Greiner Bio-One 

(Kremsmünster, Österreich) 

384 Well Platte 384-well PCR-Platte 781347 
Brand GmbH & Co KG 

(Wertheim, Deutschland) 

Tupfer Multitupfer 

Nobamed Paul Danz GmbH 

& Co KG (Wetter, 

Deutschland) 
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Tab. 11.2: Verwendete Labormaterialien nach Bezeichnung/Modell und Hersteller 
Material Bezeichnung/Modell Hersteller (Standort) 

Mehrzwecktücher zetBox® 

ZVG Zellstoff-Vertriebs-

GmbH & Co KG (Troisdorf, 

Deutschland) 

OP-Besteck Pinzetten, Scheren 
Fine Science Tools GmbH 

(Heidelberg, Deutschland) 

Spritzen steril 
1 ml BD Plastipak™, 5 ml BD 

Discardit™ II 

Becton Dickinson (New 

Jersey, USA) 

Handschuhe Nitril Powder-Free Micro-Touch Ansell (Richmond, AUS) 

Kanülen 21 G BD MicrolanceTM 3 
Becton Dickinson (New 

Jersey, USA) 

Multipipette Matrix 
Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

Multipipettenspitzen 30 µl Non-Sterile 
Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 
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Tab. 11: Verwendete Reagenzien nach Bezeichnung und Hersteller 
Reagenzien Bezeichnung Hersteller (Standort) 

DEPC Diethyl pyrocarbonate  
Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA) 

GIT Guanidine thiocyanate ≥ 97 %  
Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA) 

NaCl 0,9 %, steril, 1000 ml 
Braun AG (Melsungen, 

Deutschland) 

RNAlaterTM RNA Stabilization Reagant 250 ml 
Qiagen (Hilden, 

Deutschland) 

Ethanol 70 % 

Otto Fischar GmbH & 

Co KG (Saarbrücken, 

Deutschland) 

Oberflächen-

desinfektion 
Freka®-NOL A-T 

Dr. Schumacher GmbH 

(Malsfeld, Deutschland) 

High Capacity cDNA 

Reverse 

Transcription KIT 

reverse Transkriptase Puffer, dNTPs, 

Random Primer, Multi Scribe reverse 

Transkriptase 

Applied biosystems 

(Foster City, USA) 

PCR-Mastermix (2x) 
TaqMan® Gene Expression Master 

Mix 

Applied Biosystems 

(Foster City, USA) 

Isopropanol 2-Propanol zur Analyse 
AppliChem (Darmstadt, 

Deutschland) 

Natriumacetat Natriumacetat  
Sigma Aldrich/Merck 

(St. Louis, USA) 

Phenol pH < 4,5 
Sigma Aldrich/Merck 

(St. Louis, USA) 

Phenol-Chloroform-

Isoamyl 
25:24:1 

Sigma Aldrich/Merck 

(St. Louis, USA) 

Eisessig Essigsäure wasserfrei 
Sigma Aldrich/Merck 

(St. Louis, USA) 

Buprenorphin TemgesicTM 
Indivior UK Limited, 

Berkshire, UK 
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3.  Ergebnisse 
 
3.1  Versuchsreihe Zeitpunkt T1 
3.1.1  Untersuchung der mikrobiellen Darmflora von C57BL/6N-Mäusen  
Es wurden 8 Wochen alte männliche C57BL/6N-Mäuse (n = 20) von den Anbietern 

Charles River (CR), Janvier (J) und Harlan (H) durch zervikale Dislokation euthanasiert. 

Der Stuhl wurde aus dem Kolon gewonnen. Ein Ausstrich auf CHROMagarTM orientation 

medium erfolgte zur Differenzierung von E. coli, S. aureus, S. saprophyticus und 

Proteus spp. Eine fünfte Gruppe wurde als "KES-E" bezeichnet. Zur Validierung der 

durch kulturelle Anzucht gewonnenen Ergebnisse erfolgte eine Analyse einzelner 

Proben aller Keimarten durch MALDI-TOF. 

 

 
Abb. 3: Beispiele der Darstellungsmöglichkeit verschiedener Bakterienstämme auf dem 
CHROMagarTM orientation medium  
 

Vertreter von KES-E und S. saprophyticus fanden sich fast bei allen Tieren. 

Unterschiede zeigten sich vor allem in der Verteilung der übrigen Bakteriengruppen. 

Konnte bei 17/20 Tieren (85 %) bei CR S. aureus nachgewiesen werden, so wiesen nur 

12/20 Tiere (60 %) von H diesen Keim auf. Bei J konnte dieser Keim im Darm überhaupt 
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nicht nachgewiesen werden. E. coli wurde bei CR bei 19/20 Tieren (95 %) und bei J und 

H bei 12/20 bzw. 13/20 Tieren (60 bzw. 65 %) nachgewiesen. Bei allen Tieren von J 

zeigte sich ein Keim, der nicht durch seine Farbe auf dem Agar identifiziert werden 

konnte. Erst MALDI-TOF konnte hier den Nachweis von Bacillus licheniformis erbringen.  
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Abb. 4: Bakterienstämme 10/2012 
Relative Häufigkeit der Bakterienstämme in Stuhl von Mäusen der Anbieter Charles 
River, Janvier und Harlan während der Analyse im Oktober 2012. 
(n = 20 für jeden Anbieter, E. coli = Escherichia coli, S. aureus = Staphylococcus 
aureus, S. saprophyticus = Staphylococcus saprophyticus, KES-E = "Klebsiella, 
Enterobacter, Citrobacter, Serratia und Enterokokken"-Gruppe) 
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3.1.2  Auswirkungen der intraperitonealen Stuhlinjektionen auf den Verlauf von 
Gewicht und Temperatur und den klinischen Score 
Es konnten Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung der fäkalen Flora 

abhängig von der Herkunft des Spendertieres gezeigt werden. Um herauszufinden, ob 

diese Unterschiede die klinische Manifestation der durch IPSI ausgelösten Infektion 

beeinflussen, wurde der Stuhl der Spendertiere innerhalb eines Anbieters gepoolt, wie 

beschrieben aufbereitet und intraperitoneal in Empfängertiere eines Anbieters (CR) 

(n = 5 je Spendergruppe) injiziert. Es wurde zu den Zeitpunkten 0, 6, 12 und 18 Stunden 

nach Injektion das Gewicht, die Temperatur und der klinische Score protokolliert. Zu 

Beginn des Experiments zeigten alle Tiere normwertige Gewichts- und Temperaturwerte 

sowie ein unauffälliges (gesundes) klinisches Erscheinungsbild (klinischer Score = 0). 

Im gesamten Beobachtungszeitraum nach IPSI-Induktion waren bei den Sham- und 

Kontroll-Mäusen weder der klinische Score (Zusammensetzung aus Körperhaltung, 

Bewegung/Verhalten und Körperpflege) noch Temperatur oder Gewicht signifikant 

verändert. Die klinische Erscheinung von Mäusen, welchen Stuhl der Anbieter CR oder 

H injiziert wurde, verschlechterte sich demgegenüber rasch (Abb. 5). Dies zeigte sich in 

dem bereits nach 12 Stunden signifikant erhöhten klinischen Score (* CR 12 h 4,9 ± 

1,949 vs. CR 0 h 0, * H 12 h 3,3 ± 0,837 vs. H 0 h 0, J 12 h 0,5 ± 0,612 vs. J 0 h 0, * p 

<0,05 Dunnett's multiple comparison test). 40 % (CR) bzw. 20 % (H) der Mäuse 

erreichten zudem das Ende der Observations-Periode nicht. Zudem wiesen die 

klinischen Scores von CR- und H-Mäusen im Verlauf eine signifikante Erhöhung im 

Vergleich zu den J-Mäusen auf (§ CR 18 h 6,3 ± 2,636 und § H 18 h 6 ± 2,151 vs. J 18 h 

0,3 ± 0,274, § p<0,05 Bonferroni’s multiple comparison test). 
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Abb. 5: Klinischer Score zum Zeitpunkt T1  
Dargestellt ist der klinische Score (Körperhaltung, Bewegung/Verhalten, Körperpflege), 
erhoben an Tieren, die intraperitoneal Stuhl von CR (rot), J (blau) und H (grün) injiziert 
bekamen zu den Zeitpunkten 0, 6, 12 und 18 Stunden nach IPSI. 
(n = 5, Mittelwert ± SD, repeated measure ANOVA, * p < 0,05 (vs. 0 h Zeitpunkt, Dunnett's 
multiple comparison test), § p < 0,05 (vs. J, Tukey's multiple comparison test), $ p < 0,05 
(vs. H, Bonferroni’s multiple comparison test)) 
 

Das Körpergewicht zeigte sich in allen Behandlungsgruppen signifikant fallend (* CR 0 h 

24,3 ± 0,265 g vs. CR 18 h 23,633 ± 0,603 g; J 0 h 24,16 ± 0,365 g vs. J 18 h 22,44 ± 

0,241 g; H 0 h 23,5 ± 1,374 g vs. H 18 h 22,25 ± 1,387 g, * p < 0,05, Dunnett's multiple 

comparison test). In der Kontroll- und Sham-Gruppe kam es hingegen zu einer 

tendenziellen Gewichtszunahme (Sham 0 h 25,24 ± 0,973 g vs. Sham 18 h 24,36 ± 0,695 

g, Kontrolle 0 h 23,88 ± 0,988 vs. Kontrolle 18 h 24,54 ± 0,896 g) (Abb. 6). 
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Abb. 6: Gewichtsverlauf zum Zeitpunkt T1 
Dargestellt ist der Gewichtsverlauf, erhoben an Tieren, die intraperitoneal Stuhl von CR 
(rot), J (blau) und H (grün) injiziert bekamen zu den Zeitpunkten 0, 6, 12 und 18 Stunden 
nach IPSI.  
(J, Sham, Kontrolle n = 5, H n = 4, CR n = 3, Mittelwert ± SD, repeated measure ANOVA,  
* p < 0,05 (vs. 0 h Zeitpunkt, Dunnett's multiple comparison test)) 
 

In der Gruppe der Tiere, welche Stuhl von J-Spendern injiziert bekamen, zeigte sich 

keine signifikante Änderung der rektal gemessenen Körpertemperatur (J 0 h 35,74 ± 

0,434 °C vs. J 18 h 35,04 ± 1,203 °C) (Abb. 7). Im Gegensatz dazu entwickelte sich bei 

mit CR- und H-Stuhl behandelten Mäusen innerhalb von 6 Stunden eine signifikante 

Hypothermie (* CR 0 h 35,633 ± 1,415 °C vs. CR 6 h 29,933 ±0,896 °C, * H 0 h 35,55 

±1,112 °C vs. H 6 h 30,7 ±1,055 °C, * p <0,05 Dunnett's multiple comparison test).  
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Abb. 7: Temperaturverlauf zum Zeitpunkt T1 
Dargestellt ist der Temperaturverlauf, erhoben an Tieren, die intraperitoneal Stuhl von 
CR (rot), J (blau) und H (grün) injiziert bekamen zu den Zeitpunkten 0, 6, 12 und 18 
Stunden nach IPSI.  
(J, Sham, Kontrolle n = 5, H n = 4, CR n = 3, Mittelwert ± SD, repeated measure ANOVA,  
* p < 0,05 (vs. 0 h Zeitpunkt, Dunnett's multiple comparison test),  
§ p < 0,05 (vs. J, Bonferroni’s multiple comparison test)) 
 
3.1.3  Auswirkungen der intraperitonealen Stuhlinjektionen auf molekulare Marker 
der Inflammation 
Am Ende der Observations-Periode wurden die Tiere euthanasiert, mRNA aus den 

Milzen extrahiert und die Zytokinexpression mittels quantitativer RT-PCR untersucht. 

Hierbei wurden die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1ß, IL-6 und TNF-α sowie die 

Rezeptoren TLR-2 und TLR-4 analysiert (Abb. 8-12). Verglichen mit den Kontroll-Tieren 

gab es bei den Sham-Tieren in allen untersuchten Genen keine signifikanten 

Abweichungen. Bei den Zytokinen zeigten sich bei TNF-α sowohl bei Sham- als auch 

bei J- und H-Tieren diskrete, jedoch nicht signifikante Steigerungen der Expression 

(Sham 1,405 ± 0,492, J 1,755 ± 0,2862, H 1,717 ± 0,6975). Bei den weiteren Zytokinen 

kam es bei CR zu einer signifikanten Steigerung gegenüber Sham-Tieren (IL-1ß: CR 

5,118 ±  3,3 vs. Sham 1,135 ± 0,3760, p < 0,05, Dunnett's multiple comparison test und IL-

6: CR 579,6 ± 463,4 vs. Sham 1,216 ± 0,3211, p < 0,05, Dunnett's multiple comparison 

test). Bei H kam es nur bei IL-6 zu einer signifikanten Steigerung (H 750,5 ± 256,6 vs. 
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Sham 1,216 ± 0,3211, p < 0,05, Dunnett's multiple comparison test). Bei J kam es bei den 

Zytokinen zu keinen signifikanten Änderungen (IL-1ß: J 3,99 ± 0,2146 vs. Sham 1,135 ± 

0,3760; IL-6: J 57,09 ± 9,023 vs. Sham 1,216 ± 0,3211; TNF-α J 1,755 ± 0,2862 

vs Sham 1,405 ± 0,492). Im Vergleich zu der J-Gruppe zeigten sich bei der Expression von 

IL-6 bei CR und H ebenfalls signifikante Steigerungen (CR 579,6 ± 463,4 und H 750,5 ± 

256,6 vs. J 57,09 ± 9,023, p < 0,05, Tukey's multiple comparison test). 

Das Expressionsmuster von TLR-4 verhielt sich eher umgekehrt zur Expression der 

Zytokine. Hier kam es zu einer Herabregulation des Rezeptors bei CR- und H-Mäusen 

im Vergleich zu Sham- und J-Mäusen (* CR 0,457 ± 0,152 und * H 0,3082 ± 0,07088 vs. 

Sham 1,262 ± 0,587, * p < 0,05, Dunnett's multiple comparison test, § CR und § H vs. J 

1,074 ± 0,1146, § p < 0,05, Tukey's multiple comparison test). Die Expression von TLR-2 ist 

in der Tendenz mit der von IL-1ß vergleichbar (J 1,486 ± 0,1636 und CR 1,613 ± 0,2794 vs. 

H 0,9909 ± 0,1978, p < 0,05, Tukey's multiple comparison test). 
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Abb. 8: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T1 von IL-1ß in der Milz 18 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(IL-1ß/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Kontrolle und Sham n = 3, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), 
Dunnett's multiple comparison test) 
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Abb. 9: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T1 von IL-6 in der Milz 18 Stunden 
nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s (IL-
6/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Kontrolle und Sham n = 3, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham, 
Dunnett's multiple comparison test), § p < 0,05 (vs. J, Tukey's multiple comparison test) 
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Abb. 10: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T1 von TLR-2 in der Milz 18 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen-18s 
(TLR-2/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Kontrolle und Sham n = 3, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, § p < 0,05 (vs. H, 
Tukey's multiple comparison test)) 
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Abb. 11: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T1 von TLR-4 in der Milz 18 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(TLR-4/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Kontrolle und Sham n = 3, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham, 
Dunnett's multiple comparison test), § p < 0,05 (vs. J, Tukey's multiple comparison test)) 
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Abb. 12: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T1 von TNF-α in der Milz 18 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(TNF-α/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
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3.2  Versuchsreihe Zeitpunkt T2 
3.2.1  Veränderungen der Zusammensetzung der mikrobiellen Darmflora von 
C57BL/6N-Mäusen im zeitlichen Verlauf 
Zur Überprüfung der Stabilität der experimentellen Bedingungen im zeitlichen Verlauf 

wurden Stuhlextraktion und die Injektionsversuche 16 Monate nach den initialen 

Experimenten wiederholt. Aufgrund der vor allem bei CR und J auffälligen klinischen 

Unterschiede und des ähnlichen klinischen Verlaufs von CR und H wurden im Rahmen 

dieser zweiten Untersuchungsperiode Stuhlproben nur von CR- und H-Tieren 

gewonnen. Die kulturellen Untersuchungen zeigten eine deutliche Veränderung der 

bakteriellen Stuhlzusammensetzung über die Zeit (Abb. 13). Es fanden sich sowohl in 

CR- als auch in J-Mäusen E. coli, KES-E und S. saprophyticus. Jedoch zeigte sich 

E. coli aktuell nur in 4/20 (20 %) aller CR-Mäuse. 16 Monate zuvor lag dieser Anteil noch 

bei 19/20 (95 %). In beiden Gruppen konnte nun bei jeweils 16/20 Tieren (80 %) 

S. aureus nachgewiesen werden. Ein Nachweis von Bacillus licheniformis bei den 

J-Mäusen war nun jedoch nicht mehr möglich. Dort konnte zudem Proteus spp. 

nachgewiesen werden, wohingegen bei CR im Vergleich zu den Versuchen vor 

16 Monaten kein Nachweis dieses Bakteriums gelang. 
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Abb. 13: Bakterienstämme zu den Zeitpunkten 10/2012 und 02/2014 
Relatives Vorkommen der Bakterienstämme in Stuhl von Mäusen der Anbieter Charles 
River und Janvier während der Analysen im Oktober 2012 und im Februar 2014. 
(n = 20 für jeden Anbieter, E. coli = Escherichia coli, S. aureus = Staphylococcus 
aureus, S. saprophyticus = Staphylococcus saprophyticus, KES-E = "Klebsiella, 
Enterobacter, Citrobacter, Serratia spp. und Enterokokken"-Gruppe) 
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3.2.2  Auswirkungen der intraperitonealen Stuhlinjektionen auf den Verlauf von 
Gewicht und Temperatur und den klinischen Score 
Dieser Versuch wurde als Wiederholung der oben dargestellten Versuche durchgeführt. 

Im Unterschied dazu erfolgte die Injektion mit frischem Stuhl. Auf ein Einfrieren der 

Stuhlproben bei -80 °C wurde aus Gründen der Praktikabilität verzichtet. CR-Mäuse 

wurden mit gepooltem Stuhl behandelt und nach 12 Stunden euthanasiert. Auf die 

Erhebungen zu den Zeitpunkten 6 und 18 Stunden nach Injektion wurde verzichtet. Die 

Injektion von Stuhl mit dem im Vergleich zur Voruntersuchung veränderten mikrobiellen 

Profil zeigte auch eine Veränderung der klinischen Manifestation im Vergleich zu den 

Versuchen 16 Monate zuvor (Abb. 14). Die Injektion von J-Stuhl führte nun zu ähnlich 

großer klinischer Verschlechterung wie die Injektion von CR-Stuhl (J 12 h 7,6 ± 0,894 vs. 

CR 12 h 6 ± 1, p < 0,05, Bonferroni’s multiple comparison test). Nach 12 Stunden war der 

klinische Score von J-Spendermäusen signifikant erhöht zu CR-Spendermäusen.  

 

Abb. 14: Klinischer Score zum Zeitpunkt T2 
Dargestellt ist der klinische Score (Körperhaltung, Bewegung/Verhalten, Körperpflege), 
erhoben an Tieren, die intraperitoneal Stuhl von CR (rot) und J (blau) injiziert bekamen 
zu den Zeitpunkten 0 und 12 Stunden nach IPSI. 
(n = 5, Mittelwert ± SD, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05 (vs.  0 h Zeitpunkt), 
repeated measure ANOVA, § p < 0,05 (vs. J, Bonferroni’s multiple comparison test) 
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Das Körpergewicht zeigte bei CR- und J-Mäusen eine signifikante Gewichtsabnahme 

(CR 0 h 23,6 ± 0,862 g vs. CR 12 h 22,78 ± 0,879 g, J 0 h 23,52 ± 0,396 g vs. J 12 h 

22,94 ± 0,351 g, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05). In der Sham- und Kontroll-

Gruppe kam es hingegen zu einer signifikanten Gewichtszunahme (Sham 0 h 23,38 ± 

0,363 g vs. Sham 12 h 24,52 ± 0,763 g, Kontrolle 0 h 23,52 ± 0,998 g vs. Kontrolle 12 h 

24,62 ± 0,965 g, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05). Signifikante Inter-

gruppenunterschiede zwischen CR und J zeigten sich jedoch nicht (Abb. 15). 

 
Abb. 15: Gewichtsverlauf zum Zeitpunkt T2 
Dargestellt ist der Gewichtsverlauf, erhoben an Tieren, die intraperitoneal Stuhl von CR 
(rot) und J (blau) injiziert bekamen zu den Zeitpunkten 0 und 12 Stunden nach IPSI.  
(n = 5, Mittelwert ± SD, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05 (vs.  0 h Zeitpunkt)) 
 

Die Körpertemperatur zeigte sich 12 Stunden nach IPSI signifikant zu den jeweiligen 

Werten bei Versuchsbeginn erniedrigt. Bei beiden Versuchsgruppen betrug die 

Temperatur nach 12 Stunden etwa 26 °C bei Ausgangswerten von etwa 36 °C (* CR 0 h 

36,66 ± 0,378 °C vs. CR 12 h 25,68 ± 1,252 °C, * J 0 h 35,76 ± 0,498 °C vs. J 12 h 25,44 ± 

0,167, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05). Die Sham-Gruppe zeigte ebenfalls 

einen signifikanten Temperaturverlust (Sham 0 h 36,38 ± 0,726 °C vs. Sham 12 h 34,44 ± 

0,541 °C, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05) Die Temperaturen in der Kontroll-

Gruppe waren über den Beobachtungszeitraum konstant (Kontrolle 0 h 36,24 ± 1,064 °C 

vs. Kontrolle 12 h 36,1 ± 0,579 °C) (Abb. 16). 
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Abb. 16: Temperaturverlauf zum Zeitpunkt T2 
Dargestellt ist der Temperaturverlauf, erhoben an Tieren, die intraperitoneal Stuhl von 
CR (rot) und J (blau) injiziert bekamen zu den Zeitpunkten 0 und 12 Stunden nach IPSI.  
(n = 5, Mittelwert ± SD, paired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05 (vs.  0 h Zeitpunkt)) 
 

3.2.3  Auswirkungen der intraperitonealen Stuhlinjektionen auf molekulare Marker 
der Inflammation 
Nach 12 Stunden erfolgte im Anschluss an die oben beschriebene Datenerfassung die 

Euthanasierung mit anschließender quantitativer RT-PCR aus Milzgewebe. Wie in dem 

vorherigen Versuch zeigte sich auch hier eine signifikante Erhöhung von IL-1ß bei CR-

Mäusen gegenüber Tieren der Sham-Gruppe (CR 5,184 ± 1,345 vs. Sham 0,968 ± 

0,1066, p < 0,05, Tukey's multiple comparison test). Zudem war die Erhöhung signifikant 

gegenüber J-Mäusen (CR 5,184 ± 1,345 vs. J 3,393 ± 0,5815, p < 0,05, Tukey's multiple 

comparison test). Aber auch die Expression bei J-Mäusen war nun signifikant erhöht 

gegenüber Sham-Mäusen (J 3,393 ± 0,5815 vs. Sham 0,968 ± 0,1066, p < 0,05, Tukey's 

multiple comparison test) (Abb. 17). Die Expression von IL-6 war ebenfalls bei CR- und J-

Stuhl injizierten Mäusen signifikant gegenüber den Sham-Tieren erhöht (* CR 124,6 ± 

49,59, * J 143,1 ± 43,69 vs. Sham 1,11 ± 0,4189, * p < 0,05, Tukey's multiple comparison 

test). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen zeigte 

sich hier nicht, jedoch war die Expression bei J-Mäusen in der Tendenz höher als bei 

CR-Mäusen (Abb. 18). Ähnliches konnte bei der Expression von IL-10 gezeigt werden 
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(*CR 95,19 ± 29,02, * J 94,77 ± 22,9 vs. Sham 1,662 ± 0,2445, * p < 0,05, Tukey's multiple 

comparison test) (Abb. 19). Im Gegensatz zum Vorversuch zeigte sich die Expression 

von TNF-α nun bei J-Mäusen signifikant sowohl zu CR- als auch zu Sham-Mäusen erhöht 

(* J 2,25 ± 0,9581 vs. CR 0,66 ± 0,1509 vs. Sham 0,728 ± 0,1013, * p < 0,05, Tukey's 

multiple comparison test) (Abb. 23). Zeigte sich die Expression von TLR-2 im Vorversuch 

noch nicht signifikant gegenüber Sham-Mäusen erhöht, konnte nun ebendies 

nachgewiesen werden (* CR 2,066 ± 0,3747, * J 2,27 ± 0,4807 vs. Sham 1,264 ± 0,1292, * 

p < 0,05, Tukey's multiple comparison test). Bei J-Tieren lag die Expression zwar höher 

als bei CR-Tieren, eine Signifikanz zeigte sich jedoch nicht (Abb. 20). Bei der 

Expression von TLR-4 gab es bei J-Tieren im Vorversuch nur eine geringe 

Herabregulation. Im aktuellen Versuch hingegen war die Herabregulation deutlicher als 

bei CR-Mäusen. Die Expression von TLR-4 war nun sowohl von CR- als auch J-Tieren 

signifikant gegenüber der bei den Sham-Tieren erniedrigt (* CR 0,224 ± 0,03782, * J 

0,124 ± 0,01517 vs. Sham 1,176 ± 0,09397, * p < 0,05, Tukey's multiple comparison test) 

(Abb. 21). Bei der Expression von TLR-9 zeigten sich ebenfalls signifikante 

Herabregulationen beider Behandlungsgruppen gegenüber Sham-Mäusen (* CR 0,256 

± 0,04775, * J 0,426 ± 0,1232 vs. Sham 0,778 ± 0,1055, * p < 0,05, Tukey's multiple 

comparison test) (Abb. 22). In Ergänzung zu den im Rahmen der initialen Versuchsreihe 

untersuchten Proteinexpressionsmustern erfolgte neben der Bestimmung von TLR-9 

auch eine Bestimmung der Interferone ß und γ. Bei der Betrachtung dieser zeigte sich wie 

bei TNF-α eine signifikante Erhöhung der Expression von J-Mäusen gegenüber CR- und 

Sham-Mäusen (*J IFN-ß 98,46 ± 39,66 vs. CR IFN-ß 15,39 ± 5,03 vs. Sham IFN-ß 6,913 ± 

5,921, * J IFN-γ 8,83 ± 6,637 vs. CR IFN-γ 1,5 ± 0,722 vs. Sham IFN-γ 1,466 ± 0,2336, * p 

< 0,05, Tukey's multiple comparison test) (Abb. 24/25). 
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Abb. 17: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von IL-1ß in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(IL-1ß/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, J group n = 4, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), § p < 0,05 
(vs. J group), Tukey's multiple comparison test) 
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Abb. 18: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von IL-6 in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(IL-6/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), Tukey's multiple 
comparison test) 
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Abb. 19: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von IL-10 in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(IL-10/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), Tukey's multiple 
comparison test) 
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Abb. 20: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von TLR-2 in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(TLR-2/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), Tukey's multiple 
comparison test) 
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Abb. 21: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von TLR-4 in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(TLR-4/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), Tukey's multiple 
comparison test) 

TLR-4 Expression in der Milz

Kon
tro

lle
Sha

m CR J
0.0

0.5

1.0

1.5 * *
A

*
R

Q
 (T

LR
-4

/1
8s

)

TLR-4 Expression in der Milz

Kon
tro

lle
Sha

m CR J
0.0

0.5

1.0

1.5B * **

R
Q

 (T
LR

-4
/1

8s
)



	 65 

 

Abb. 22: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von TLR-9 in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(TLR-9/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), Tukey's multiple 
comparison test) 
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Abb. 23: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von TNF-α in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(TNF-α/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), § p < 0,05 (vs. CR group), 
Tukey's multiple comparison test) 
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Abb. 24: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von IFN-ß in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(IFN-ß/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Kontrolle n = 2, Sham n = 3, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. 
Sham), § p < 0,05 (vs. CR group), Tukey's multiple comparison test) 
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Abb. 25: Dargestellt ist die Expression zum Zeitpunkt T2 von IFN-γ in der Milz 12 
Stunden nach IPSI anhand des relativen Quotienten (RQ) zum Housekeeping-Gen 18s 
(IFN-γ/18s). 
A) Dargestellt als Säulendiagramm 
B) Dargestellt als Dotplot-Diagramm zur Veranschaulichung der Streuung 
(n = 5, Mittelwert ± SD, One-way ANOVA, * p < 0,05 (vs. Sham), § p < 0,05 (vs. CR group), 
Tukey's multiple comparison test) 
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3.3   Einfluss der Herkunft des Rezipienten bei gleichem Stuhl-Spender 
3.3.1  Spendertierherkunft CR 
Um den Einfluss der Herkunft des Empfängertieres auf die Manifestation der klinischen 

Symptomatik nach IPSI zu untersuchen, wurden Mäuse sowohl von CR als auch von J 

mit Stuhl von Spendertieren eines Lieferanten behandelt und der klinische Verlauf 

beobachtet. Bei mit CR-Stuhl behandelten J-Mäusen zeigten sich signifikant größere 

Gewichts- und Temperaturabnahmen verglichen mit Empfängertieren von CR 

(Temperaturverlust: * Empfänger CR -9,04 ± 1,052 °C vs. Empfänger J -12,48 ± 

0,7701 °C, Gewichtsverlust: * CR -1,72 ± 0,1789 g vs. J -2,5 ± 0,6285 g, unpaired, two-

tailed Student's t-test, * p < 0,05) (Abb. 26). Im klinischen Score zeigten sich keine 

signifikanten Inter-Gruppen-Unterschiede (CR 7,6 ± 0,8944 vs. J 7 ± 0). 
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Abb. 26: Dargestellt sind der Temperaturverlust (A), der Gewichtsverlust (B) und der 
klinische Score (Körperhaltung, Bewegung/Verhalten, Körperpflege, C) von CR- (rot) 
und J-Mäusen (blau) 12 Stunden nach IPSI. Die  Werte sind normalisiert auf die Werte 
der Sham-Tiere zum jeweiligen Zeitpunkt und Spender (angezeigt von der 
unterbrochenen Linie) 
(n = 5, Mittelwert ± SD, unpaired, two-tailed Student's t-test, * p < 0,05) 
 

3.3.3  Spendertierherkunft J 
Injizierte man Stuhl von J, zeigten sich ähnliche Ergebnisse. Auch hier waren Gewichts- 

und Temperaturverlust der J-Mäuse signifikant im Vergleich zu CR-Mäusen 

(Temperaturverlust: * Empfänger CR -8,38 ± 0,6301 °C vs. Empfänger J -12,48 ± 0,2966 

°C, Gewichtsverlust: * CR -1,72 ± 0,3033 g vs. J -2,18 ± 0,3114 g, unpaired, two-tailed 

Student's t-test, * p < 0,05) (Abb. 27). Der klinische Score zeigte keine signifikanten 

Unterschiede (CR 6 ± 1 vs. J 6,7 ± 0,7583).  
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Abb. 27: Dargestellt sind der Temperaturverlust (A), der Gewichtsverlust (B) und der 
klinische Score (Körperhaltung, Bewegung/Verhalten, Körperpflege, C) von CR- (rot) 
und J-Mäusen (blau) 12 Stunden nach IPSI. Die Werte sind normalisiert auf die Werte 
der Sham-Tiere zum jeweiligen Zeitpunkt und Spender (angezeigt von der 
unterbrochenen Linie). (n = 5, Mittelwert ± SD, unpaired, two-tailed Student's t-test, * p < 
0,05)  
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4.  Diskussion 
Die eingangs formulierten Fragestellungen lassen sich aus unseren Resultaten wie folgt 

beantworten: 

I. In der ersten Beobachtungsperiode zeigten sich deutliche Unterschiede in der 

Stuhlzusammensetzung verschiedener Anbieter. S. aureus war bei CR und H bei 

mehr als der Hälfte aller Tiere nachweisbar, bei J hingegen bei keinem Einzigen. 

Nur bei J wurde dafür Bacillus licheniformis bei fast allen Tieren nachgewiesen. 

II. Über die Zeit konnten Veränderungen des Spender-Mikrobioms nachgewiesen 

werden. Der prozentuale Anteil von E. coli verminderte sich bei CR deutlich. 

Zudem war S. aureus sowohl bei CR als auch bei J nachweisbar. Bacillus 

licheniformis war zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar. 

III. Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der klinischen Manifestation einer 

experimentellen Sepsis unter Verwendung des IPSI-Modells. Der klinische Score 

war bei CR- und H-Mäusen bereits nach 12 Stunden signifikant gegenüber dem 

Ausgangswert erhöht. Bei J-Mäusen zeigte sich kaum eine Differenz. 

IV. Das Spender-Mikrobiom hatte auf die molekularbiologische Manifestation einer 

experimentellen Sepsis Auswirkungen. Die Expression der Zytokine (bis auf 

TNF-α) zeigte sich in der ersten Beobachtungsperiode bei CR erhöht und bei J 

nicht signifikant verändert. Die Expression von TLR-4 war bei CR im Gegensatz 

zu J signifikant reduziert. 

V. Es zeigten sich Einflüsse des Empfänger-Mikrobioms auf die Manifestation einer 

experimentellen Sepsis. Bei J-Empfängertieren kam es zu einer signifikanten 

Gewichts- und Temperaturabnahme im Vergleich zu CR-Empfängertieren. 

Der Darmflora, auch intestinales Mikrobiom genannt, kommt in der Erforschung der 

Pathogenese und auch möglicher Therapieansätze der Sepsis ein steigendes Interesse 

entgegen. Von besonderer Bedeutung sind diese Zusammenhänge bei 

tierexperimentellen Ansätzen der Sepsisforschung, welche ein Modell mit abdominellem 

Infektfokus verfolgen (zum Beispiel CLP oder CASP). Bei der Etablierung eines validen 

und reproduzierbaren Modells auf Basis der intraperitonealen Stuhlinjektion stellten wir 

uns daher die Frage, ob Unterschiede in der Lieferquelle von Versuchstieren gleichen 

genetischen Hintergrundes Einfluss auf die mikrobielle Zusammensetzung des 
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Dickdarmstuhls haben und ob diese auch einen Effekt auf die Manifestation eines 

septischen Krankheitsbildes nach IPSI haben. 

Die Darmflora ist nicht bei allen Tieren einer Gattung identisch. Genetische 

Voraussetzungen, klimatische Begebenheiten oder Ernährungsgewohnheiten sorgen für 

einen einzigartigen Fingerabdruck der Darmflora eines Individuums (Benson et al., 

2010; Nguyen et al., 2015; Schloissnig et al., 2012). Bei kommerziellen Anbietern von 

Inzucht-Stämmen dürfte eigentlich ein nahezu identisches Mikrobiom bei Versuchstieren 

erwartet werden. Jedoch nehmen bei gleicher Nahrung, gleichem genetischen 

Hintergrund und gleichen Umweltbedingungen auch andere Faktoren auf die 

Zusammensetzung der Darmflora Einfluss. So wurde zum Beispiel der mütterliche 

Einfluss durch eine Übertragung bei der Geburt untersucht. Turnbaugh et al. (2009) und 

Ubeda et al. (2012) zeigten, dass Mäuse einer Familie eine gleichartigere 

Zusammensetzung der Darmflora haben als nicht verwandte Mäuse. Für die Darmflora 

ist zudem die Anzahl der Tiere pro Käfig eine zu beachtende Angabe. Durch 

Koprophagie, also der peroralen Aufnahme von Kot, kann es zu einer Homogenisierung 

des intestinalen Mikrobioms von Mäusen in einem Käfig kommen (Deloris Alexander et 

al., 2006). Hierbei erfolgt ein Austausch des intestinalen Mikrobioms zwischen den 

Mäusen. Dieser Vorgang ist jedoch nicht bei allen Mausstämmen gleich. Tang et al. 

(2002) haben Unterschiede bei der Defäkation einzelner Mausstämme festgestellt. Es 

zeigten sich zum Beispiel Unterschiede in der Anzahl an Defäkationen. Dies wiederum 

kann zu Unterschieden in der Zeit und Effektivität verschiedener Mausstämme beim 

Vorgang der Homogenisierung des Mikrobioms innerhalb eines Käfigs führen. 

Mausstamm und Anzahl der Tiere in einem Käfig sollten daher konstant gehalten 

werden. 

Zur Bestimmung der Zusammensetzung des Mikrobioms der Mäuse bedienten wir uns 

eines semi-quantitativen chromogenen Screening-Agars und des MALDI-TOF. Bei dem 

Agar handelt es sich um ein ursprünglich für die Differenzierung von 

Harnwegspathogenen entwickeltes Medium (Merlino et al., 1996). Der Einsatz des 

Agars ist jedoch nicht auf den Harntrakt beschränkt und findet in anderen Bereichen wie 

zum Beispiel der Stuhl-Diagnostik Verwendung (Filus et al., 2003). MALDI-TOF diente 

der Validierung und Ergänzung. Diese Technik ist im Laufe der letzten Jahre zu einem 

Goldstandard in der Identifizierung von Bakterien in mikrobiologischen 
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Forschungslaboren geworden (Schubert und Kostrzewa, 2017). Die Analyse wurde auf 

wichtige Kadidatenkeime begrenzt (E. coli, S. aureus, KES-E, S. saprophyticus, Proteus 

und Bacillus licheniformis), eine weitere Differenzierung war für die Bearbeitung der 

Fragestellung nicht notwendig.  

Es zeigten sich in der ersten Analyse zum Zeitpunkt T1 deutliche Unterschiede in der 

Zusammensetzung der aeroben fäkalen bakteriellen Flora von C57BL/6N-Mäusen 

innerhalb der drei untersuchten Anbieter CR, J und H (Abb. 4). E. coli fand sich bei fast 

allen Mäusen von CR, wohingegen das Vorkommen bei J und H deutlich reduziert war. 

Auffälliger war jedoch, dass S. aureus bei J nicht nachgewiesen werden konnte. Bei CR 

und H kam S. aureus hingegen sehr häufig vor. Zudem wurde während dieser ersten 

Beobachtungsperiode nur in Tieren von J Bacillus licheniformis nachgewiesen. Bei S. 

aureus handelt es sich um ein gram-positives Kokken-Bakterium. Es besiedelt unter 

anderem Haut, die oberen Atemwege und den unteren Verdauungstrakt und kann, bei 

entsprechender Disposition, auch pathogene Eigenschaften entwickeln. In solchen 

Fällen tritt meist eine eitrige Entzündung mit Abszessbildung auf, ein typisches 

klinisches Erscheinungsbild einer S. aureus-Infektion (Baker, 1998). Da die 

Probengewinnung unter sterilen Bedingungen erfolgte und bei J kein S. aureus 

nachgewiesen werden konnte, scheint eine Kontamination der Proben selbst durch Fell 

oder Haut unwahrscheinlich. Die hohe Rate an S. aureus innerhalb eines Anbieters 

kann vielmehr durch eine fäkal-orale Übertragung erklärt werden, wie Kernbauer et al. 

(2015) zeigen konnten. Um eine Verbreitung des Keimes durch Koprophagie 

nachzuweisen, injizierten die Autoren zwei Mäusen S. aureus intravenös und setzten 

diese in einen Käfig mit drei nicht infizierten Mäusen. Im Verlauf zeigte sich bei allen 

Mäusen eine ähnliche Ausscheidung an S. aureus.  

Betrachtet man den klinischen Score (Abb. 5) und die Temperatur (Abb. 7), zeigen sich 

deutliche Unterschiede zwischen den Tieren, welche Stuhl mit S. aureus-Nachweis (von 

CR und H) erhalten haben und denen ohne solchen (J). Bei CR- und H-Stuhl-

erhaltenden Tieren zeigten sich ein deutlich erhöhter klinischer Score und eine 

Hypothermie. Es legt daher die Vermutung nahe, dass S. aureus als Virulenzfaktor für 

die Manifestation der Sepsis in diesem Versuchsaufbau eine wichtige Rolle spielt. S. 

aureus hat über die Produktion mehrerer Zytokine eine immunogene Wirkung. In der 

Zellwand eingebettete Peptidoglykane fungieren als TLR-2-Liganden (Chau et al., 
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2009). Die Signaltransduktion hierüber führt zu einer massiven Produktion von pro-

inflammatorischen Mediatoren. Hierdurch wird das angeborene Immunsystem aktiviert 

(Takeuchi und Akira, 2010). Zudem berichten weitere Arbeitsgruppen von einer 

Vermittlung der Phagozytose des Bakteriums durch TLR-2 und andere Rezeptoren 

(Hoebe et al., 2005 und Kubica et al., 2008). Während der systemischen Infektion mit S. 

aureus wurde für TLR-2 zudem eine schützende Wirkung durch eine Kontrolle des 

Gleichgewichts von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen nachgewiesen (Yimin et 

al., 2013). Die Rolle von TLR-2 ist jedoch noch nicht abschließend geklärt. Bei 

Versuchen mit TLR-2-defizienten Mäusen zeigten sich eine erhöhte Anfälligkeit des 

Wirts für Staphylokokken-Infektionen, eine verringerte pro-inflammatorische 

Zytokinproduktion und eine erhöhte Letalität (Takeuchi et al., 2000). Eine verringerte 

Überlebensrate über eine Erhöhung von TNF-α- und IL-6-Spiegel bei mit S. aureus 

infizierten TLR-2-defizienten Mäusen konnte auch von Gillrie et al. (2010) nachgewiesen 

werden. Betrachtet man in unserer Arbeit die Expression von TLR-2, zeigt sich eine 

Hochregulation bei CR-Stuhl-erhaltenden Mäusen im Vergleich zu J-Stuhl-erhaltenden 

Mäusen. S. aureus könnte mutmaßlich ein hierzu beitragender Faktor sein. Li et al. 

(2003) zeigten ebenfalls, dass eine Infektion mit S. aureus zu einer Hochregulation von 

TLR-2 führen kann. Um die Rolle der Virulenzfaktoren der Staphylokokken bei der 

Manifestation einer durch intraperitoneale Stuhlinjektion hervorgerufenen Sepsis in allen 

Einzelheiten zu verstehen, sind vor allem weitere in vivo Versuche notwendig. Wie die 

oben beschriebenen Ergebnisse der Versuche mit TLR-2-defizienten Mäuse zeigen, 

muss zudem die Interaktion von S. aureus mit TLR-2 weiter untersucht werden. 

Bei der Analyse von TLR-4 zeigte sich im Gegensatz zu TLR-2 eine signifikante 

Herabregulation bei CR- und H-Stuhl erhaltenden Gruppen. Skinner et al. (2005) zeigten 

in ex vivo Experimenten ebenfalls eine Herabregulation von TLR-4. Hierzu wurden 

Monozyten mit LPS stimuliert. Nach 20 Stunden zeigten diese eine deutliche 

Herabregulation von TLR-4. Sie vermuteten hier einen negativen Feedback-

Mechanismus, der im Falle des Missglückens zu einer erhöhten septischen Letalität 

beitragen könnte. Williams et al. (2003) beobachteten darüber hinaus, dass eine frühe 

Hochregulation mit der Letalität von Mäusen mit polymikrobieller Sepsis korreliert. Als 

Begründung für eine Herabregulation könnten die Ergebnisse von Cabral et al. (2006) 

und Jiang et al. (2005) dienen. Es wurde hier gezeigt, dass die Stimulation von TLR-3 
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bzw. TLR-2 die Expression von TLR-4 bzw. TLR-5 herabregulieren kann. Durch die 

Gabe von Antikörpern gegen TLR-3 bzw. TLR-2 kam es zu keiner Herabregulierung der 

weiteren TLR. 

Während dieser ersten Beobachtungsperiode (T1) wurde im Stuhl von Tieren von J 

Bacillus licheniformis nachgewiesen. Dies ist interessant, da Bacillus licheniformis 

normalerweise nicht Teil des intestinalen Mikrobioms von gesunden Säugetieren ist. 

Bacillus licheniformis gehört zu den Sporenbildnern und kann als gram-positives 

Bodenbakterium sowohl aus Böden als auch aus sich zersetzendem Pflanzenmaterial 

isoliert werden (Sneath et al., 1986). Es wurde zudem als prädominantes Pathogen zum 

Beispiel in roher Milch gefunden (Kalogridou-Vassiliadou, 1992; Scheldeman et al., 

2006) und ist in landwirtschaftlicher Umgebung (Futter, Dünger) und in verschiedenen 

unverarbeiteten Lebensmitteln zu finden (Crielly et al., 1994). Bacillus licheniformis kann 

vor allem bei immungeschwächten Menschen schwerwiegende Infektionen hervorrufen. 

So konnte unter anderem bei Katheterinfektionen (Blue et al., 1995), bei Peritonitiden 

(Park et al., 2006; Sugar und McCloskey, 1977) und bei Ophtalmitiden (Thurn und 

Goodman, 1988) eine Bakteriämie mit Bacillus licheniformis nachgewiesen werden. Der 

Bacillus findet demgegenüber jedoch auch als Bestandteil probiotischer Nahrung 

Verwendung. Jørgensen et al. (2016) zeigten ein verbessertes Wachstum bei mit 

Bacillus licheniformis und Bacillus subtilis gefütterten Schweinen. Darüberhinaus kann 

diese Beeinflussung der Darmflora des Wirtes für eine Stärkung des Immunsystems und 

sogar für eine Reduktion des Antibiotikagebrauchs sorgen (De Baets et al., 2009). 

Aufgrund einer solchen Stimulation des Immunsystems ist eine Ergänzung der Nahrung 

von Labortieren mit Probiotika nicht zu empfehlen. Insbesondere für Versuche mit 

ähnlichen Fragestellungen wie in dieser Arbeit, können die durch Probiotika 

hervorgerufenen Effekte die Ergebnisse verändern und die Interpretation erschweren. 

Brown et al. (2012) berichteten über ein übermäßiges Wachstum spezifischer Bakterien 

nach einer Veränderung des intestinalen Mikrobioms durch die Ernährung. Sie 

schlussfolgerten, dass eine solche Veränderung zu einer inadäquaten 

inflammatorischen Antwort führen kann. Bacillus licheniformis könnte daher zu einer 

Verdrängung anderer gram-positiver Bakterien führen. Der Bacillus gehört wie S. aureus 

zum Stamm der Firmicutes (Jordan et al., 2008). Da in unseren Versuchen bei J-Tieren 

anfangs kein S. aureus im Mikrobiom nachweisbar war, könnte die Ursache in einer 
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solchen Verdrängung liegen. Wie Bacillus licheniformis in den Stuhl aus der Gruppe der 

J-Mäuse gelangen konnte, konnte nicht hinreichend aufgeklärt werden. Auf Nachfrage 

bei den Anbietern ließen sich keine weiteren Angaben über Details zu Fütterung und 

etwaigen Nahrungs-Zusatzstoffe erhalten. 

Um Veränderungen des Mikrobioms innerhalb der Mäuse eines Anbieters im Laufe der 

Zeit zu detektieren, untersuchten wir die Darmflora von C57BL/6N-Mäusen von J und 

CR 16 Monate nach der ersten Analyse (Zeitpunkt T2). Es zeigte sich ein deutlich 

verändertes Dickdarm-Mikrobiom im Vergleich zu den ersten Untersuchungen (Abb. 13). 

Diese Ergebnisse konnten auch andere Forschungsgruppen nachweisen. So zeigten 

Saric et al. (2008) ebenfalls eine Veränderung des fäkalen Mikrobioms über die Zeit. 

Hoy et al. (2015) fanden ebenfalls interindividuelle Unterschiede des Mikrobioms bei 

Inzucht-Mäusen als auch Veränderungen in der Darmflora eines Individuums über die 

Zeit. Dies bedeutet, dass sich das Mikrobiom einer Maus im Laufe ihres Lebens ändern 

kann. Das Alter der Mäuse sollte folglich bei allen Versuchen möglichst gleich sein. Ein 

weiterer Grund für Änderungen des Mikrobioms im Laufe der Zeit könnte der Status 

einer Maus im Käfig sein. Die soziale Position einer Maus innerhalb des Käfigs kann zu 

unterschiedlichen Ausprägungen von Stress führen. Cao et al. (2005) zeigten, dass 

psychologischer Stress die Passage der Nahrung durch den Dünndarm verlangsamen 

kann. Diese Verlangsamung kann zu einem quantitativen Anstieg von E. coli-Bakterien 

und somit einer Veränderung des Mikrobioms durch Selektion führen (Wang und Wu, 

2005). Ein weiterer Stressor ist der Transport der Mäuse. Wir erhielten je Box 20 Mäuse 

von den einzelnen Anbietern. Durch den Transport in unser Labor kann es bereits zu 

einer Änderung im Mikrobiom kommen. Ma et al. (2012) beschrieben eine solche 

Veränderung am Tag nach dem Transport in eine andere Einrichtung mit Wechsel des 

Käfigs. Nach fünf Tagen zeigte sich das fäkale Mikrobiom wieder identisch mit dem 

Mikrobiom vor dem Transport.  

Während die Organentnahme im ersten Versuchsteil (T1) nach 18 Stunden erfolgte, 

zogen wir im zweiten Versuchsteil (T2) diesen Zeitpunkt auf 12 Stunden nach Injektion 

vor. Im ersten Versuchsteil zeigte sich sowohl nach 12 als auch nach 18 Stunden ein 

sehr niedriger klinischer Score bei J-Mäusen. Im zweiten Versuchsteil war der klinische 

Score bei J-Mäusen dagegen deutlich erhöht. Es ist daher davon auszugehen, dass die 
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unterschiedlichen Ergebnisse nicht in Zusammenhang mit dem vorgezogenen 

Endzeitpunkt stehen. 

Bestätigend zum ersten Versuchsteil zeigte sich im zweiten Teil eine Herabregulation 

von TLR-4 in beiden Versuchsgruppen. Bei TLR-2 kam es sogar zu einem signifikanten 

Anstieg. Dies ist als Hinweis auf einen möglichen Einfluss von S. aureus zu werten. Ein 

direkter Zusammenhang konnte in unserem Versuchsaufbau jedoch nicht nachgewiesen 

werden. Bei klinisch kranken Mäusen zeigten sich eine erniedrigte Körpertemperatur, 

ein Gewichtsverlust und ein erhöhter klinischer Score. Adäquat hierzu kam es zu einer 

deutlichen Hochregulation pro-inflammatorischer Gene wie IL-1ß, IL-6 und TNF-α. In 

verschiedenen Studien wurde bereits über die prognostische Funktion von IL-6 bei 

septischen Patienten berichtet (Patel et al., 1994 und Pettilä et al., 2002). Eine erhöhte 

Expression von IL-6 war jeweils mit einer erhöhten Letalität verbunden. Diese Aussage 

konnte in einem CLP-Modellversuch noch erweitert werden. IL-6 diente hier nicht nur als 

Indikator des Überlebens, sondern konnte auch jene Mäuse identifizieren, welche von 

einer Behandlung am meisten profitieren könnten (Osuchowski et al., 2009).  

In dem dritten Versuchsteil wurde der Einfluss verschiedener Rezipienten auf die 

Manifestation der experimentellen Sepsis untersucht. Dazu wurden Mäuse von CR und 

J in zwei Versuchsreihen jeweils mit Stuhl von CR als auch mit Stuhl von J behandelt. 

Bei J-Rezipienten kam es sowohl bei Injektion von CR- als auch von J-Stuhl zu 

Gewichts- und Temperaturabnahmen (Abb. 26 und 27). Unsere Daten lassen hier 

vermuten, dass nicht nur Spendertiere genau ausgewählt werden müssen, sondern 

auch die Empfängertiere. Wie oben erwähnt, kann insbesondere Bacillus licheniformis 

das Immunsystem stimulieren. Durch eine solche Stärkung des Immunsystems ist das 

Vorkommen des Bacillus insbesondere beim Empfängertier zu vermeiden, um eine 

Fehlinterpretation zu verhindern. Ergebnisse anderer Autoren bestätigen diese 

Vermutung. Gauguet et al. (2015) brachten Mäuse mit und ohne Nachweis von 

segmentierten filamentösen Bakterien in einem Käfig unter. Innerhalb von 14 Tagen 

fand ein Austausch des Mikrobioms statt. Hierdurch kam es zu einer verringerten 

Empfindlichkeit für durch S. aureus hervorgerufene Pneumonien und zu einem Anstieg 

der Überlebensrate. Dies zeigt, dass die gemeinsame Unterbringung die Lieferanten-

spezifischen Unterschiede in der Stuhlzusammensetzung ebenso wie deren Einfluss auf 

den klinischen Phänotyp eliminieren kann. Wie diese Ergebnisse zeigen, ist es nicht 



	 79 

verwunderlich, dass eine Vielzahl an Krankheiten und Dysfunktionen mit einem 

Ungleichgewicht in Zusammensetzung, Anzahl und Lebensraum des Darmmikrobioms 

in Zusammenhang stehen. Darüber hinaus scheint das Darmmikrobiom zum Wachstum 

und zur Entwicklung des Wirtes beizutragen (Sekirov et al., 2010).  

Zur Entstehung eines septischen Schocks tragen bestimmte Kandidatenkeime bei. 

Hierzu gehören die oben bereits erwähnten segmentierten filamentösen Bakterien 

(SFB). Sie üben einen großen Einfluss auf das Immunsystem und 

Entzündungsantworten aus (Ivanov et al., 2009; Umesaki et al., 1995). Cabrera-Perez et 

al. (2016) konnten für mit SFB kolonialisierte Mäuse in dem CLP-Modell eine erhöhte 

Widerstandsfähigkeit gegen eine Sepsis zeigen. Auf der anderen Seite konnte in 

mehreren Studien gezeigt werden, dass eine Kolonialisierung mit SFB zu einer 

Exazerbation von Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis führen kann 

(Teng et al., 2016 und Wu et al., 2010). Dem Auftreten von SFB sollte also in 

Mausversuchen besondere Beachtung geschenkt werden, da diese einen potentiellen 

Einfluss auf die Ergebnisse haben können. Durch die Aufzucht der Mäuse unter 

keimfreien Bedingungen können solche Einflüsse reduziert werden. Zudem werden so 

gewisse Einflüsse wie die mütterliche Übertragung verhindert (McCafferty et al., 2013). 

Keimfrei aufgezogene Mäuse weisen darüber hinaus eine geringere Anfälligkeit für 

einen septischen Schock auf als konventionell aufgezogene Mäuse (Wells et al., 2004). 

In einem Versuchsaufbau mit keimfrei aufgezogenen Mäusen kann zudem die Wirkung 

einzelner Bakterien auf Gesundheits- und Krankheitsaspekte besser untersucht werden. 

Ein solcher Versuch wurde zum Beispiel in einem präklinischen Modell der Multiplen 

Sklerose unternommen. Während keimfrei aufgezogene Mäuse üblicherweise eine 

Resistenz gegenüber einer experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis aufweisen, 

entwickelten sie diese nach Kolonialisierung mit SFB (Lee et al., 2011).  

Das intestinale Mikrobiom kann wie oben beschrieben modulierende Effekte 

(Veränderung des Wachstums, Exazerbation von Autoimmunerkrankungen) auf das 

Immunsystem ausüben. In experimentellen Modellen der Peritonitis und abdomineller 

Sepsis ist ein gutes Verständnis des intestinalen Mikrobioms daher wichtig. Solche 

Modelle sind aufgrund erhöhter Letalität bei Patienten mit isolierter abdomineller 

Infektion im Vergleich zu anderen Infektionen bedeutend (De Waele et al., 2014). Um 

die Pathogenese der abdominellen Sepsis zu erforschen und neue therapeutische 
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Vorgehensweisen zu entwickeln, wurden im Laufe der Jahre verschiedene Tiermodelle 

entwickelt (Deitsch, 2005). Die Auswahl des Tiermodells hängt dabei stark von der 

Fragestellung ab. Sollen zum Beispiel typische pathophysiologische Veränderungen 

während einer polymikrobiellen Sepsis untersucht werden, sind CLP- und CASP-Modell 

weit verbreitet. Diese Modelle sind jedoch für bestimmte Fragestellungen aufgrund der 

technischen Anforderungen, Invasivität, hoher benötigter n-Zahlen, fraglicher 

Reproduzierbarkeit und variierender anatomischer Voraussetzungen zum Teil nicht 

nutzbar (Schabbauer, 2012). Die Übertragung der Ergebnisse dieser Modelle auf 

klinische Studien ist zudem nicht immer möglich. Labortiere entstammen häufig 

Inzuchtstämmen, haben das gleiche Alter, gleiches Gewicht und gleiches Geschlecht. 

Die Ernährung ist ebenfalls identisch. In klinischen Studien dagegen wird ein 

heterogenes Patientenkollektiv untersucht, in welchem zudem weitere Erkrankungen wie 

Diabetes mellitus oder Nierenerkrankungen einen Einfluss auf den Verlauf und die 

Letalität ausüben (Dejager et al., 2011). Ein weiterer Faktor ist das Alter der Patienten 

mit Sepsis. Es beträgt zumeist mehr als 50 Jahre. Das Alter der Mäuse in den 

experimentellen Sepsis-Modellen beträgt meist zwei bis drei Monate, in etwa einem 

Menschenalter von 10 Jahren entsprechend. In einer Studie mit CLP konnte gezeigt 

werden, dass ältere Mäuse eine erhöhte Letalität im Vergleich zu jüngeren Mäusen 

aufweisen (Turnbull et al., 2009).  

In dieser Arbeit wurde das IPSI-Modell verwendet. Es spiegelt viele Eigenschaften einer 

humanen Sepsis mit abdominellem Fokus wider. Die Durchführung ist im Vergleich zu 

den CLP- und CASP-Modellen einfacher. Zudem kann das infektiöse Material quantitativ 

und qualitativ bestimmt werden und in einem leicht zu erlernenden standardisierten 

Vorgehen appliziert werden. Hierdurch ist eine gute Reproduzierbarkeit und Steuerung 

des Krankheitsverlaufes und der Letalität zu erreichen (Gonnert et al., 2011). 

Störgrößen wie operative Fähigkeiten, anatomische Größenvariabilitäten des Caecums 

oder Größe der Ligaturen kommt keine so große Bedeutung zu. Da die Letalität durch 

die Menge des Inoculums der infektiösen Proben gut gesteuert werden kann, sind 

zudem Aussagen über die Wirkungen unterschiedlicher Dosen möglich. Der Zeitraum 

der Untersuchung ist ebenfalls variabel. Andere Forschungsgruppen haben bereits 

verschiedene Modifikationen an dem Modell vorgenommen und somit die 

Einsatzmöglichkeiten erweitert. Cameron et al. (1996) injizierten lebende E. coli-
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Bakterien in anderweitig sterilem Kot intraperitoneal. Hierdurch wurde das Krankheitsbild 

von einer polymikrobiellen zu einer rein gram-negativen Sepsis verändert. In unserer 

Arbeit erfolgte eine Modifikation durch die Injektion des Stuhls eines Anbieters in 

Rezipienten verschiedener Anbieter. Gonnert et al. (2011) injizierten ähnlich wie in 

unserer Arbeit ein definiertes und bei -80°C tiefgefrorenes Volumen intraperitoneal. Im 

Unterschied zu unserer Arbeit erfolgte eine Injektion menschlichen Stuhls in Ratten. 

Dieses Einfrieren von Proben hat jedoch Einfluss auf die Menge vitaler Bakterien nach 

dem Auftauen (Metzler-Zebeli et al., 2016). Techniken des Lagerns und Aufbewahrens 

der Stuhlproben müssen daher weiter untersucht werden.  

Unsere Arbeit liefert Hinweise auf die Notwendigkeit für kontrollierte und homogene 

Ausgangsbedingungen für tierexperimentelle Modelle der Peritonitis und Sepsis. Dies 

gilt insbesondere für Modelle, welche eine fäkale Kontamination anwenden (IPSI, CASP 

oder CLP) und untereinander verglichen werden. Gemäß den Erkenntnissen der 

vorliegenden Arbeit sollte folgenden Punkten bei der Entwicklung und Durchführung 

genannter tierexperimenteller Versuchsansätze besondere Beachtung geschenkt 

werden: 

- Innerhalb eines Experimentes sollten Tiere eines Wurfes bevorzugt werden. 

- Die Tiere sollten gleiches Geschlecht und Alter haben. 

- Der genetische Hintergrund und der Lieferant sollten identisch sein. 

- Nach Erwerb der Tiere sollte eine definierte Anzahl an Mäusen je Käfig für zum 

Beispiel zwei Wochen unter gleichen Bedingungen gehalten werden (Gauguet et 

al., 2015). 

- Auf eine geringe zeitliche Abfolge bei aufeinanderfolgenden Experimenten ist zu 

achten. 

- Es sollte eine ausreichend große n-Zahl zur Minimierung der Beeinflussung der 

interindividuellen Unterschiede des intestinalen Mikrobioms verwendet werden. 

- Eine Analyse des intestinalen Mikrobioms sollte vor Beginn und im Verlauf des 

Experimentes erfolgen. Diese ist in einer Veröffentlichung zu erwähnen. 
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5.  Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss Anbieter-spezifischer Unterschiede des 

Darmmikrobioms von C57BL/N-Mäusen auf das Sepsismodell der intraperitonealen 

Stuhlinjektion untersucht.  

Bei der Zusammensetzung des Darmmikrobioms der Spendertiere zeigten sich bereits 

deutliche Unterschiede. Bei Mäusen von CR wurde bei 17/20 Tieren S. aureus 

nachgewiesen, bei Mäusen von H bei 12/20 Tieren. Im Gegensatz hierzu konnte S. 

aureus bei Mäusen von J im Caecum nicht nachgewiesen werden. Dafür konnte bei J-

Tieren Bacillus licheniformis nachgewiesen werden. Dieser Bacillus kann die Darmflora 

beeinflussen und eine Stärkung des Immunsystems bewirken. Eine Besiedlung der 

Darmflora mit diesem Keim ist daher für inflammatorische Tiermodelle problematisch. 

Um eine Aussage über Veränderungen im zeitlichen Verlauf treffen zu können, erfolgte 

eine erneute Analyse des Darmmikrobioms 16 Monate nach den initialen Versuchen. Es 

kam zu einer deutlichen Abnahme von E. coli bei Mäusen von CR. In der ersten 

Beobachtungsperiode hatten 19/20 Tieren einen Nachweis von E. coli, in der zweiten 

Periode nur noch 4/20 Tieren. S. aureus konnte nun auch bei 18/20 Tieren von J 

nachgewiesen werden. Ein Nachweis von Bacillus licheniformis gelang nicht mehr. 

Nach intraperitonealer Injektion erfolgte eine klinische Einschätzung der Tiere. Nach 12 

Stunden zeigten sich signifikante Erhöhungen des klinischen Scores bei mit CR- und H-

Stuhl injizierten Mäusen. Bei J-Stuhl erhaltenden Mäusen kam es zu keiner 

wesentlichen klinischen Verschlechterung. Es erfolgte eine Analyse der Expression 

verschiedener Zytokine und TLR, um Auswirkungen der Unterschiede des Spender-

Mikrobioms auch auf molekularbiologischer Ebene nachzuweisen. Mäuse mit 

intraperitonealer Injektion von CR-Stuhl zeigten bei den Zytokinen einen signifikanten 

Anstieg der Expression. TLR-4 wurde zudem signifikant herabreguliert. Bei J-Stuhl 

erhaltenden Mäusen zeigten sich in der ersten Beobachtungsperiode keine Anstiege der 

Zytokinexpression. In der zweiten Beobachtungsperiode wurden die Zytokine sowohl bei 

CR- als auch bei J-Stuhl erhaltenden Mäusen signifikant heraufreguliert. 

Um Einflüsse des Empfänger-Mikrobioms auf eine durch IPSI hervorgerufene 

experimentelle Sepsis herauszufinden, erfolgte eine Injektion in Mäuse von CR und J. 
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Es konnten signifikante Gewichts- und Temperaturverluste bei Empfängertieren von J im 

Vergleich zu Empfängertieren von CR nachgewiesen werden. 

Die gewonnenen Erkenntnisse sollen bei der Entwicklung und Durchführung 

tierexperimenteller Versuchsansätze helfen. Das IPSI-Modell bildet hierbei viele 

Eigenschaften einer humanen Sepsis mit abdominellem Fokus ab. Die Durchführung ist 

einfach zu erlernen. Störgrößen anderer Methoden (CLP/CASP) wie operative 

Fähigkeiten, anatomische Größenvariationen des Caecums oder Größe der Ligatur 

werden ausgeschaltet. Zudem ist durch eine quantitative und qualitative Bestimmung 

des infektiösen Materials eine bessere Reproduzierbarkeit und Steuerung des 

Krankheitsverlaufes und der Letalität möglich. Da die Darmflora der Mäuse einen 

erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse tierexperimenteller Studien haben kann, sollte 

eine Analyse des intestinalen Mikrobioms vor Beginn und im Verlauf des Experimentes 

erfolgen und bei Veröffentlichung der Daten erwähnt werden.  
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