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1 Einleitung

Thema dieser Arbeit ist die Untersuchung einer neuen Lavagelösung zur Therapie der
abdominellen Sepsis am murinen Sepsismodell.

1.1 Sepsis

1.1.1 Definition

Die Definition der Sepsis wurde durch internationale Konsensuskonferenzen festgelegt
und zuletzt 2016 revidiert. Erstmals war Sepsis 1992 (Sepsis-1) als Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) auf dem Boden einer Infektion definiert und 2001 (Sepsis-2)
bestätigt worden [1, 2]. Das SIRS beschreibt eine systemische Reaktion des Körpers,
die z. B. bei Infektion, Trauma, thermischem Schaden oder auch steriler Inflammation
auftreten kann. Die Diagnose wird gestellt, wenn bei der Untersuchung von Körpertem-
peratur, Herzfrequenz, Atmung und Leukozytenzahl mindestens zwei der vier definierten
Kriterien vorliegen [1, 2]. Die schwere Sepsis war als Sepsis mit Organdysfunktion, Hypo-
perfusion oder Hypotension definiert worden [1, 2]. Die Definition des septischen Schocks
war als arterielle Hypotonie trotz adäquater Volumentherapie oder Notwendigkeit einer
Vasopressortherapie auf dem Boden einer Sepsis festgelegt worden, die jeweils mit den
Zeichen einer inadäquaten Perfusion einhergehen [1, 2].
Auf der internationalen Konsensuskonferenz 2016 wurde die Sepsis neu definiert als

lebensbedrohliche Organdysfunktion infolge einer dysregulierten Wirtsantwort auf eine
Infektion (Sepsis-3) [3]. Zur Diagnose der Organdysfunktion wird dabei der Sequential
(Sepsis-Related) Organ Failure Assessment (SOFA)-Score herangezogen. Anhand dessen
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1 Einleitung

werden sechs Organsysteme beurteilt und die jeweilige Einschränkung mit null bis vier
Punkten bewertet. Eine Änderung des Scores von größer oder gleich zwei Punkten bzw.
ein SOFA-Score von zwei Punkten bei einem unbekannten Patienten führt zur Diagnose
einer Organdysfunktion und ist mit einer Gesamtmortalität von 10% verbunden [3].
Der septische Schock nach Sepsis-3 ist definiert als Sepsis mit der Notwendigkeit einer
Vasopressortherapie zur Erhaltung eines mittleren arteriellen Drucks (MAD) ≥ 65mmHg
und eines Serumlaktats > 2 mmol/l trotz adäquater Volumensubstitution [3]. Bei Vorliegen
eines septischen Schocks wird eine Krankenhausmortalität von über 40% angegeben [3].
Die Definition der schweren Sepsis wurde auf dieser Konsensuskonferenz aufgegeben [3].

1.1.2 Epidemiologie

Da erst 2016 die Sepsisdefinition geändert wurde, beziehen sich die meisten epidemiologi-
schen Daten auf die Sepsis-1 Definition von 1992.
Basierend auf den Daten der deutschen Diagnosis Related Groups (DRG)-Statistik

stieg die Anzahl der Sepsisfälle in der Bundesrepublik Deutschland im Zeitraum von
2007–2013 von 200 535 auf 279 530 Fälle pro Jahr und damit um durchschnittlich 5,7%
jährlich an [4]. Die Krankenhaushäufigkeit der Sepsis im Jahr 2013 betrug 335 Fälle pro
100 000 Einwohner [4]. Eine prospektive Observationsstudie, die 2003–2004 an deutschen
Intensivstationen durchgeführt wurde, zeigte für die schwere Sepsis eine Inzidenz von
76–110 pro 100 000 Erwachsener [5]. Daten aus den USA belegen einen Anstieg der
Inzidenz der schweren Sepsis um 50% von 2003 bis 2007 [6]. Für die schwere Sepsis
wurde dort eine Steigerung der Krankenhauskosten von 15,4 auf 24,3 Milliarden US-
Dollar berechnet [6].
Die Krankenhausmortalität der schweren Sepsis und des septischen Schocks nach

Sepsis-1-Kriterien in Europa wird in der Literatur mit 36,3–49,6% angegeben [7–10]. In
Deutschland fand die SepNet Gruppe in einer 2013 an 133 Intensivstationen durchgeführ-
ten Studie (INSEP) eine Krankenhaussterblichkeit von 40,4% für Patienten mit schwerer
Sepsis und septischem Schock nach Sepsis-1-Kriterien [7]. Bei Anwendung der Sepsis-3-
Kriterien aus 2016 ergab sich für Patienten mit septischem Schock eine höhere Mortalität
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1 Einleitung

von 50,9% [7]. Nach einer Studie von Angus et al. aus 2001 war die schwere Sepsis in den
USA jährlich Ursache für ebenso viele Todesfälle wie der akute Myokardinfarkt [11].

1.1.3 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der Sepsis stellt einen komplexen und noch nicht abschließend
verstandenen Prozess dar.

Hierbei führt eine meist bakterielle Infektion zunächst zu einer starken Aktivierung
des angeborenen Immunsystems [12]. Konservierte mikrobielle Strukturen, sogenannte
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs), wie z. B. Lipopolysaccharid (LPS),
das auf der äußeren Membran gramnegativer Bakterien zu finden ist, werden durch
Pattern Recognition Receptors (PRRs) erkannt [13]. Diese Rezeptoren befinden sich
sowohl auf Zellen der angeborenen Immunabwehr wie Makrophagen und dendritischen
Zellen als auch auf Epithel- und Endothelzellen sowie Fibroblasten [13].
Nuclear Factor-κB (NF-κB) transloziert als Folge einer PRR-Aktivierung in den Nu-

kleus und bewirkt u. a. eine vermehrte Transkription proinflammatorischer Zytokine
wie Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), IL-1β, IL-12 und IL-18 [14, 15]. Es kommt zur wei-
teren Exprimierung von Zyto- und Chemokinen, Rekrutierung von Immunzellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems, Aktivierung des Komplementsystems, der
Gerinnungskaskade und des Endothels sowie zur Bildung von Neutrophil Extracellular
Traps (NETs) durch neutrophile Granulozyten [15]. Werden die Erreger durch diese
Mechanismen beseitigt, kann eine Abheilung erfolgen [16]. Insbesondere bei schweren
Infektionen mit ausgedehnter Kontamination kann es jedoch zu einer überschießenden,
dysregulierten Immunantwort mit Organschädigung kommen [16].

Zu den häufig auftretenden Organschädigungen zählt die akute Niereninsuffizienz, die
mit einer erhöhten Mortalität einhergeht [17]. Studien weisen darauf hin, dass Inflamma-
tion und Apoptose neben renaler Hypotension und damit verbundener Ischämie eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese spielen [18]. Die disseminierte intravasale Gerinnung
(DIG) führt zunächst zu einer Hyperkoagulabilität und später zur Verbrauchskoagulo-
pathie mit entsprechenden Schäden durch Thromboembolien und Mikrozirkulationsstö-
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1 Einleitung

rungen bzw. durch Blutungen [19]. Auslöser im Rahmen der Sepsis ist eine vermehrte
Expression von tissue factor [20]. Dies führt zu einem circulus vitiosus, da Thrombin
u. a. über Zytokine und Aktivierung des Komplementsystems proinflammatorisch wirkt,
Zytokine andererseits prokoagulatorisch wirken [20]. Die Aktivierung von PRRs auf Kar-
diomyozyten, erhöhte Zyktokinspiegel im Blut sowie die vermehrte Stickoxidproduktion
durch aktiviertes koronares Endothel sind einige bekannte Ursachen, die zur septischen
Kardiomyopathie führen [21]. Die vorgenannten Mechanismen stellen nur einen kurzen
Überblick über einige Pathomechanismen ausgewählter Organschädigungen dar.
Eine weitere Gruppe von Molekülen, die PRRs aktivieren, werden als Damage-As-

sociated Molecular Patterns (DAMPs) oder Alarmine bezeichnet [22]. Sie werden bei
zellulärer Schädigung freigesetzt [22]. Dies trägt einerseits zur Zunahme der systemischen
Entzündungsreaktion im Rahmen der Sepsis bei, andererseits wird dadurch das Auftreten
eines SIRS ohne infektiösen Fokus z. B. bei schwerem Trauma erklärt [15, 23].
Im Rahmen der Sepsis kann als Folge der Hyperinflammation durch zeitgleiche Aus-

schüttung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 ein Compensatory Anti-Inflammatory
Response Syndrome (CARS) entstehen [24]. Durch vermehrte Apoptose von Immunzellen
und die Funktionsbeeinträchtigung der Neutrophilen- und Monozytenfunktion entsteht
eine Immunparalyse [24].

In der akuten Phase der Sepsis versterben Patienten infolge der Hyperinflammation mit
resultierender Organschädigung häufig im Multiorganversagen [25]. Die Ursachen für das
Versterben in der späten Phase der Sepsis sind noch nicht abschließend geklärt. Diskutiert
werden eine persistierende Immunsuppression mit rezidivierenden Entzündungen sowie
eine persistierende Inflammation mit fortschreitender Organschädigung [25].

1.2 Abdominelle Sepsis

Intraabdominelle Infektionen sind nach Infektionen der unteren Atemwege die zweithäu-
figste Ursache für eine Sepsis [5, 7, 26–29]. In einer internationalen Multicenterstudie
(EPIC II) wurden im Jahr 2007 Daten von Patienten auf Intensivstationen erhoben [30].
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1 Einleitung

Eine Auswertung dieser Daten zeigte, dass Patienten mit einer abdominellen Infekti-
on eine höhere Krankenhausmortalität gegenüber Patienten mit anderen Infektionen
aufwiesen (36,3% vs. 32,3%) [30].

Die häufigsten Foci der abdominellen Sepsis stellen Appendix, Colon und Gallenwege
bei ambulant erworbenen intraabdominellen Infektionen (IAIs) dar [31]. Bei nosokomial
erworbenen IAIs stellen Kolon- und Dünndarmläsionen die häufigsten Ursachen dar [31].

Spezifisch für die abdominelle Sepsis mit Kontamination der Bauchhöhle durch Bakte-
rien ist, dass ein rascher Übertritt der Mikroorganismen in die Blutbahn stattfindet [16].
Dies liegt darin begründet, dass die Peritonealflüssigkeit bei Relaxation des Zwerchfells
über diaphragmale Spalten in das subpleurale Lymphsystem drainiert wird und so in das
venöse System gelangt [32]. Diese Mechanismen sind ursächlich für eine rasche systemische
Reaktion bei IAI [16].

1.2.1 Einteilung

In einer Übersichtsarbeit zur Antibiotikatherapie intraabdomineller Infektionen stellt Eck-
mann die übliche Einteilung der Peritonitis in drei Formen anhand von pathogenetischen
Unterschieden wie folgt dar [33]:

• Primäre Peritonitis: Infektion der Bauchhöhle ohne Organperforation z. B. im Rah-
men einer spontan bakteriellen Peritonitis bei Aszites oder einer Peritonealdialyse

• Sekundäre Peritonitis: Austritt von Keimen durch Organperforation. Weitere Unter-
teilung in ambulant und nosokomial erworben, z. B. im Rahmen einer perforierten
Appendizitis oder einer Anastomoseninsuffizienz

• Tertiäre Peritonitis: Rekurrierende oder persistierende Infektion der Bauchhöhle
nach stattgehabter und sanierter Hohlorganperforation

Entsprechend der pathophysiologischen Mechanismen werden primäre und tertiäre
Peritonitis in der Regel konservativ behandelt [33]. Die sekundäre Peritonitis macht eine
chirurgische Therapie erforderlich [33].
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1.2.2 Erregerspektrum

Die Pathogene, die bei einer IAI Bedeutung haben, sind Teil der gastrointestinalen Flora
und stellen ein breites Spektrum von aeroben und anaeroben sowie grampositiven und
-negativen Bakterien als auch Pilzen dar [34]. Die Zusammensetzung der mikrobiologi-
schen Besiedlung variiert unter anderem je nach Ursprung der IAI (oberer / unterer
Gastrointestinaltrakt, biliäres System) als auch der Tatsache, ob diese nosokomial oder
ambulant erworben wurde [35]. Insgesamt stellen Enterobacteriaceae die am häufigsten
vorgefundenen Pathogene dar [36]. Weitere häufig vorkommende Keime sind Entero- und
Streptokokken, Bacteroides, Anaerobes, aber auch Candida albicans [36]. Multiresistente
Keime, von denen die meisten ESBL-Bildner sind, finden sich bei nosokomialen häufiger
als bei ambulanten IAIs [34, 36].

1.2.3 Therapie

Die Fokussanierung nimmt im multimodalen Behandlungskonzept der Sepsis einen hohen
Stellenwert ein. In der internationalen Leitlinie der Surviving Sepsis Campaign aus 2016
wird empfohlen, den Fokus so schnell wie möglich festzustellen und zu sanieren [37]. In
einer prospektiven Observationsstudie wurde gezeigt, dass bei Patienten mit septischem
Schock als Folge einer Hohlorganperforation die Zeit bis zur chirurgischen Fokussanierung
einen entscheidenden Faktor für die Überlebenswahrscheinlichkeit darstellt [38]. Die
Sterblichkeit bei Operationsbeginn später als sechs Stunden nach Krankenhausaufnahme
betrug dabei 100% [38].
Art und Umfang der Operation können je nach zugrunde liegender Ursache sehr

stark variieren und reichen von der laparoskopischen Drainage bis zur Laparotomie
mit Resektion und intraabdomineller Vacuum Assisted Closure (VAC)-Behandlung.
Gemeinsames Therapiekonzept ist jedoch immer Entfernung des infektiösen Fokus bzw.
die Wiederherstellung der Organintegrität, das Debridement zur Entfernung nekrotischen
und infizierten Gewebes sowie die intraabdominelle Lavage [34, 39–41].
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Eine postalische Umfrage unter britischen Chirurgen von 2005 ergab, dass 97% der
Teilnehmer eine intraoperative Peritoneallavage durchführten [42]. 61% lavagierten bis
zum Aufklaren der Lavageflüssigkeit [42]. Bei kontaminiertem Abdomen wie z. B. einer
fäkalen Peritonitis war physiologische Kochsalzlösung (NaCl) mit 47% die am häufigsten
genutzte Lavagelösung, gefolgt von Povidon-Iod-Lösung mit 38% [42].

Auch wenn die Fokuskontrolle bei sekundärer Peritonitis unumstrittenes Therapieziel
ist und die intraabdominelle Peritoneallavage dabei regelmäßig durchgeführt wird, gibt
es sowohl für die Durchführung der Lavage als auch zur verwendeten Lavagelösung wenig
Evidenz [41–43].

In einer 1990 veröffentlichten randomisierten kontrollierten Studie von Schein et al. wur-
den Patienten mit einer IAI in drei Gruppen unterteilt. Nach entsprechender Versorgung
des Fokus erfolgte entweder eine manuelle Säuberung der Peritonealhöhle mit Sauger und
Bauchtüchern, eine Lavage mit NaCl oder eine Lavage mit NaCl und Chloramphenicol
[44]. Ausschlusskriterien waren lokalisierte Abszesse, Durchführung einer Appendektomie
über einen Wechselschnitt, diffuse fäkale Peritonitis, infizierte Pankreasnekrosen und
postoperative Peritonitis [44]. Die Mortalität in den drei Gruppen lag bei 10–21% und
war nicht signifikant unterschiedlich [44].

Eine weitere randomisierte kontrollierte Studie verglich die Peritoneallavage mit physio-
logischer Kochsalzlösung plus Clindamycin-Gentamicin gegen Peritoneallavage ohne An-
tibiotikum nach laparoskopischer Sleeve-Gastrektomie [45]. Es zeigte sich eine signifikant
niedrigere peritoneale Kontamination mit Bakterien bei Verwendung von Clindamycin-
Gentamicin Peritoneallavage [45].
Singal et al. untersuchten 2016 bei Patienten mit Peritonitis den Einfluss einer Peri-

toneallavage mit superoxidierter Lösung im Vergleich zu NaCl [46]. Dazu wurden die
Patienten in zwei Gruppen randomisiert. Die erste erhielt nach Fokuskontrolle eine
Peritoneallavage mit einem Liter NaCl, wonach 200ml 1:1 verdünnter superoxidierter
Lösung in die Bauchhöhle eingebracht wurde. Es wurden Drainagen eingelegt, die für eine
Stunde abgeklemmt wurden, und es erfolgte der Bauchdeckenverschluss. Die Therapie
der zweiten Gruppe erfolgte analog, bis auf den Unterschied, dass 200ml Kochsalzlösung
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instilliert wurde. In der ersten Gruppe, die mit superoxidierter Lösung behandelt wurde,
zeigte sich eine geringere intraabdominelle bakterielle Besiedlung sowie eine geringere
Rate an Wundinfektionen. Ein signifikanter Unterschied in der Mortalität bestand nicht
[46].

1.2.4 Tiermodelle

Zur Untersuchung der Pathophysiologie der Sepsis sowie zur Untersuchung neuer Wirk-
stoffe oder Wirkstoffkombinationen stellt der Einsatz von Tiermodellen die beste, wenn
nicht gar einzige Möglichkeit dar. Generell bieten sich kleine Nagetiere wie Mäuse als Ver-
suchstiere an, da sie günstig zu beschaffen und zu halten sind, sich schnell vermehren und
es diverse genetisch modifizierte Stämme gibt, anhand derer sich spezielle Fragestellungen
untersuchen lassen [47].
Tiermodelle für die Sepsis lassen sich prinzipiell in drei Arten differenzieren [48].

Bei den beiden Arten von Injektionsmodellen werden entweder PAMP wie LPS oder
spezifizierte Mengen bestimmter Bakterien meist intraperitoneal oder intravenös appliziert
[48]. Die Vorteile bei diesen Verfahren sind eine hohe Reproduzierbarkeit und einfache
Durchführung durch eine rasche, starke Aktivierung der angeborenen Immunabwehr [49].
Es wird jedoch in Kauf genommen, dass Komplexität und Folgen der Sepsis in diesen
Modellen nur bedingt auftreten [49]. Die andere Art der Sepsismodelle baut auf einer
gezielten Störung der intestinalen Barriere auf [48]. Bekannteste Modelle sind hier die
Cecal Ligation and Puncture (CLP) und Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP),
die beide eines fortgeschrittenen, chirurgisch-technischen Aufwands bedürfen [50, 51].
Weiterhin bedeuten gerade die chirurgischen Sepsismodelle ein erhöhtes Leiden und
Schmerz für die Versuchstiere [52].

CASP

Die 1998 von Zantl et al. beschriebene CASP ist ein erfolgreiches Tiermodell in der
Sepsisforschung [53]. Zur Sepsisinduktion wird ein Stent in das Colon ascendens von
Mäusen eingebracht, wodurch eine permanente Dislokation von Pathogenen aus dem
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Darm in die Bauchhöhle gegeben ist [50]. Dadurch entsteht regelhaft eine abdominelle
Sepsis, die in ihrer Ausprägung und Symptomatik am ehesten mit dem Auftreten bei
Menschen z. B. infolge einer Hohlorganperforation zu vergleichen ist [16]. Eine bakte-
rielle Besiedlung von Blut, Peritoneallavage und Organen konnte zwölf Stunden nach
Sepsisinduktion nachgewiesen werden [54]. Entsprechend waren sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Zytokine erhöht [54]. Die Mortalitätsrate lässt sich bei der CASP
durch den Stentdurchmesser variieren und liegt in verschiedenen Studien bei Einsatz
eines 14G Katheters bei 100% [50, 53, 54]. Es ist jedoch bekannt, dass es jahreszeitliche
Unterschiede in der Inflammation und dem Überleben nach CASP gibt [55].
Eine Modifikation dieses Modells stellt die Colon Ascendens Stent Peritonitis mit

Intervention (CASPI) dar. Dabei erfolgt zunächst eine Sepsisinduktion durch CASP und
nach einem Zeitintervall die Relaparotomie mit Stententfernung, Übernähung des Darmes
und Peritoneallavage [53]. Bei Einsatz eines 14G Stents resultiert eine Intervention drei
Stunden nach Sepsisinduktion in einer Mortalität von 45% [50]. Wird das Zeitintervall
auf fünf bzw. neun Stunden verlängert, erhöht sich die Mortalität auf 90% respektive
100% [50].

CLP

Die CLP ist ein weiteres Tiermodell, das erfolgreich in der Sepsisforschung eingesetzt
wird. Bei der Erstbeschreibung des Modells an Ratten wurde zur Induktion der intraab-
dominellen Sepsis das Zökum ligiert und mit einer Kanüle penetriert [56]. Im Laufe der
Jahre setzte sich diese auch auf Mäuse übertragene Technik durch und wurde bereits als
Goldstandard gehandelt [48, 57]. Es wird jedoch beschrieben, dass sich bei der CLP ein
intraabdomineller Abszess und keine generalisierte Peritonitis ausbildet [48, 51, 54, 57].
Dies spiegelt sich in den deutlich geringeren Zystokinspiegeln nach CLP gegenüber der
CASP wider [58]. Eine Variabilität der Mortalität ist bei der CLP kaum möglich [58].
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1.3 Antiseptika

In dem Artikel „Zur Geschichte der Peritonitisbehandlung“ beschreibt Wolff, dass die
Durchführung einer Peritoneallavage nach Fokuskontrolle durch Resektion, Übernähung
oder anderen Verfahren bis zu den ersten erfolgreichen Ansätzen der Peritonitisbehand-
lung Anfang des 20. Jahrhunderts zurückgeht. Die Rationale war eine Elimination von
Bakterien und Toxinen durch Herausspülen und Verdünnen. Neben dem Einsatz von
physiologischer Kochsalzlösung wurden bereits früh andere Substanzen wie Äther, Zu-
ckerlösung, Pferdeserum etc. erprobt, ohne einen entscheidenden Vorteil aufzuweisen
[59].

Dabei würde der Einsatz eines Antiseptikums als abdominelle Lavagelösung potenziell
einige Vorteile mit sich bringen, die in den Anforderungen an ein gutes Antiseptikum
begründet liegen [60]. Zu diesen Anforderungen zählen [61, 62]:

• Gute Wirksamkeit gegenüber einem breiten Keimspektrum

• Keine Risiken für Bildung von Kreuz- / Resistenzen

• Erhaltene antiinfektive Potenz in Gegenwart organischer Substanzen

• Gute Gewebeverträglichkeit

• Geringe toxische Wirkung bei Resorption

• Kein oder seltenes Auftreten von allergischen Reaktionen

1.3.1 Povidon-Iod

Povidon (Polyvinylpyrrolidon, PVP)-Iod wirkt mikrobizid gegen Bakterien, Sporen, Pilze,
Protozoen und Viren [63] und findet z. B. in der Wundantisepsis breite Anwendung [62].
Das mikrobizid wirkende Iod ist in wässriger Lösung größtenteils an PVP gebunden,
welches eine hohe Affinität zu bakteriellen Zellmembranen besitzt [63]. Es folgt die
Iodisation von membranständigen und zytoplasmatischen Zellbestandteilen, die zu einer
Inaktivierung derselben und letztendlich zum Zelltod führen [63].
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In einer Studie an Ratten aus 1979 kamen die Autoren zu dem Schluss, dass Povidon-Iod
Lösung das Peritoneum schädigt [64]. Erfolgte eine Verdünnung auf für das Peritoneum
unschädliche Konzentrationen, wurde keine Wirkung mehr gegen E. coli erzielt [64].
Lavigne et al. zeigten, dass eine i. p. Gabe von 2,5 ml/kg KG Povidon-Iod gegenüber
NaCl eine Stunde nach Injektion von E. coli ins Peritoneum einen Überlebensvorteil für
Ratten erzielte [65]. Bei Verlängerung des Intervalls bis zur Intervention auf zwei Stunden
verstarben jedoch alle Tiere [65]. Povidon-Iod in einer Dosis von 8 ml/kg KG führte nach
intraperitonealer Injektion zum Tod zuvor gesunder Versuchshunde [66]. Eine Dosis von
2 ml/kg KG beschrieben die Autoren als sicher für den Einsatz an gesunden Hunden [66].
Nach Induktion einer abdominellen Sepsis führte jedoch auch diese geringere Dosis zum
Tod aller Versuchstiere, sodass die Autoren schlussfolgerten, dass die intraperitoneale
Anwendung von Povidon-Iod nicht zu empfehlen ist [66].

1.3.2 Octenidin

Aufgrund seiner Eigenschaft als Kation besitzt Octenidin eine starke Adhärenz zu negativ
geladenen Komponenten bakterieller Zellmembranen wie z. B. Cardiolipin [67]. Dort
reagiert es mit Polysacchariden und zytoplasmatischen Enzymen, wodurch es zu einer
Zerstörung der Zellmembran mit folgender Zytolyse kommt [67]. Dementsprechend besteht
ein breites antimikrobielles Spektrum gegen Bakterien, Mykoplasmen und Pilze [67]. Auch
die Wirksamkeit gegenüber multiresistenten gramnegativen Keimen wurde nachgewiesen
[68].

Eine Zulassung zur Verwendung im Peritoneum besteht jedoch nicht. Einerseits konnte
bei In-vitro-Tests mit Octenidin keine Stimulation von TNF-α nachgewiesen werden
und die intraabdominelle Verwendung von 0,01%iger Lösung konnte die Entstehung von
Adhäsionen bei Ratten verringern [69]. Andererseits wurde in case reports berichtet,
dass die Verwendung von 0,1–0,025%iger Octeniseptlösung eine Peritonitis verursachen
kann [69]. Ratten, die eine Peritoneallavage mit 0,05%iger Octenidinlösung erhielten,
verstarben [69].
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1.3.3 Taurolidin

Die breite Wirksamkeit von Taurolidin gegenüber Bakterien und Pilzen entsteht durch
Abspaltung von drei aktiven Hydroxymethylgruppen [70], weshalb eine Einwirkungszeit
von 6–24 Stunden benötigt wird [71]. Einerseits wird die Zellmembran von Bakterien
durch die Reaktion mit den Hydroxymethylgruppen zerstört, andererseits erfolgt eine
Vernetzung von LPS, wodurch dieses nicht freigesetzt wird und eine Aktivierung von
PRRs unterbleibt [71].
Taurolidin wird unter dem Handelsnamen Taurolin® zur Anwendung bei Peritonitis

sowie bei Weichteil- und Knochenverletzungen eingesetzt. Als TauroLock™ wird es zum
Blocken von Kathetern genutzt. Kramer et al. wiesen eine gute Verträglichkeit von
Taurolin® Ringer 0,5% gegenüber Peritoneum und Haut der neonatalen Ratte nach
[71]. Es ist jedoch zu beachten, dass die bakterizide Wirkung erst nach 6–24 h eintritt
[72]. Bei Verwendung von Taurolidin-haltigem Hydroxycellulosegel zur Behandlung
sekundär heilender Wunden an Ratten verlängerte sich die Zeit bis zur kompletten
Wundheilung durch eine langsamere Epithelialisierung gegenüber der Verwendung von
reinem Hydroxycellulosegel bzw. keiner Wundbehandlung [73]. Die Anwendung als
Peritoneallavage konnte bei Kindern mit Appendizitis die inflammatorische Aktivität nicht
senken und wurde als nicht vorteilhaft beurteilt [74]. Entsprechend einer prospektiven
randomisierten Doppelblindstudie, die den Effekt von Taurolidin auf das Outcome bei
abdomineller Sepsis untersuchte, wurde in Bezug auf Klinik, Organversagen, Mortalität
und bakteriologische Untersuchungen kein Vorteil gegenüber Placebo festgestellt [75].

1.3.4 Polihexanid

Polihexanid (PHMB) gehört wie Octenidin zu den kationischen Antiseptika. Es bindet
u. a. an die sauren Phospholipide Phosphatidylglycerol und Diphosphatidylglycerol (Car-
diolipin) [76], die zu den häufigsten Glycerophospholipiden in bakteriellen Zellmembranen
zählen, in Säugetierzellen jedoch kaum vorkommen [77]. Durch die Bindung wird einer-
seits das membranstabilisierende Ca2+ verdrängt, andererseits werden die gebundenen
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Phospholipide durch die Polymerstruktur des PHMB vernetzt [78]. Diese Effekte führen
zu einer erhöhten Permeabilität und letztendlich zum Verlust der Membranintegrität, was
zum Untergang der Zelle führt [79]. Dadurch besitzt Polihexanid eine breite Wirksamkeit
gegen Bakterien inklusive intrazellulären Pathogenen und Pilzen [79].

PHMB gilt als Antiseptikum der Wahl für kritisch kontaminierte und chronisch infizier-
te Wunden sowie Brandwunden [62]. In vitro zeigte sich gegenüber Betaisodona®-Lösung
eine bessere Verträglichkeit bei der Spülung von Körperhöhlen als auch eine höhere
antimikrobielle Aktivität bei stärkerer Blutbelastung [71]. Der Biokompatibilitätsindex
setzt die antimikrobielle Aktivität in Relation mit der Zytotoxizität eines Antiseptikums
in vitro [80]. Ein Biokompatibilitätsindex größer eins kennzeichnet ein effektives Antisep-
tikum mit relativ geringer Zytotoxizität [80]. Dies trifft für PHMB sowie Octenisept zu
[80]. Ein Großteil der Meerschweinchen, die eine Peritoneallavage mit 0,05% Lavasept®

(0,0025% Polihexanid) erhielten, verstarb auch ohne Induktion einer Peritonitis [81].
Nach Halbierung der PHMB-Konzentration bildeten die überlebenden Tiere weiterhin
eine fibrinöse oder granulierende Peritonitis aus [81].

1.3.5 Polihexanid + Lipofundin®

Um die Zytotoxizität von PHMB weiter zu senken untersuchten Müller et al. basierend
auf den o. g. Eigenschaften von Polihexanid die Kombination desselben mit Phosphatidyl-
cholin enthaltenden Liposomen und Öl-in-Wasser Emulsionen [77]. Dabei konnte gezeigt
werden, dass PHMB an Phosphatidylcholin bindet, welches in Lipofundin® MCT 20% ent-
halten ist, wodurch die Konzentration freien Polihexanids bei erhaltener antimikrobieller
Aktivität abnimmt [82].

Der antimikrobielle Effekt von PHMB 0,05% in Lipofundin® MCT 20% war im
Vergleich zu PHMB 0,05% in wässriger Lösung mindestens gleichwertig gegenüber
S. aureus und P. aeruginosa [77]. Gleichzeitig wies Polihexanid in der Emulsion eine
niedrigere Zytotoxizität gegenüber Mausfibroblasten auf als in der wässrigen Lösung
[77]. Diese Ergebnisse qualifizieren die Kombination von PHMB und Lipofundin® als
erfolgsversprechenden Kandidaten zur Anwendung als Peritoneallavage [77].

19



2 Fragestellung

Die Inzidenz der Sepsis nimmt in Deutschland als auch weltweit zu [4–6]. Insbesondere
bei abdominellem Fokus besteht eine hohe Letalität [7, 26, 27]. Eines der wichtigsten
Therapieziele ist die frühzeitige und sichere Fokussanierung [37]. Dabei führt ein Großteil
der Chirurgen eine intraabdominelle Lavage mit Kochsalzlösung durch [42]. Eine Spülung
mit Antiseptika könnte zu einer weiteren Therapieverbesserung führen. Die Verwendung
von Octenidin, Taurolin und Povidon-Jod ist teilweise kontraindiziert oder zeigte in
Studien keine Vorteile [66, 69, 75]. Polihexanid allein ist für die Anwendung in der
Bauchhöhle nicht zugelassen. Im Meerschweinchenmodell führt es zu einer fibrinösen
Entzündung und dem Versterben der meisten Tiere (Polihexanid 0,025%) [81]. Es
finden sich jedoch Hinweise, dass die Kombination aus Polihexanid und Lipofundin®

eine reduzierte Toxizität und erhöhte antiseptische Aktivität aufweist, was es zu einem
interessanten Kandidanten zur Anwendung als Peritoneallavage macht [77, 82].
In der folgenden Arbeit soll deshalb untersucht werden, ob die Peritoneallavage mit

einer Kombination aus Polihexanid (PHMB) und Lipofundin® im murinen Sepsismodell
CASPI einen Vorteil gegenüber der Nutzung von physiologischer Kochsalzlösung bietet
und welchen Einfluss die einzelnen Komponenten Polihexanid bzw. Lipofundin® haben.
Primärer Outcome-Parameter ist die Überlebensrate der Tiere. Als sekundäre Outcome-
Parameter wurden die bakterielle Besiedlung von Blut, Peritoneum, Leber, Niere, Milz und
Lunge erfasst. Zusätzlich erfolgte eine Analyse der Zytokinspiegel, eine Blutbildanalyse
sowie die Bestimmung des Serumkreatinins.
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3.1 Versuchsgruppen

Zur Beantwortung der Fragestellung dieser Arbeit wurden die Mäuse in vier Versuchsgrup-
pen eingeteilt. Diese unterschieden sich in der Flüssigkeit, die für die Peritoneallavage
genutzt wurde. Alle anderen Vorgänge erfolgten absolut identisch für jede Gruppe.
Folgende Versuchsgruppen wurde gebildet:

• PHMB 0,05% in Lipofundin® 10%

• Lipofundin® 10%

• PHMB 0,05%

• NaCl 0,9%

Teilversuch Anzahl an Versuchstieren
Überlebenskinetik 24
Bakteriologie und Blutbild 4
Analyse der Zytokinspiegel 8
Klinische Chemie 8

Tabelle 1: Anzahl an Versuchstieren pro Teilversuch
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3.2 Verwendetes Material

Operationsbesteck
Pinzette, Nadelhalter, Schere,
Mikronadelhalter, Mikroschere

Aesculap, Tuttlingen

Laborgeräte
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg
Digitalwaage BL 150 S Sartorius, Göttingen
FACScan™ Becton Dickinson (BD), Heidelberg
Megafuge 1.0 R Heraeus, Hanau
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Precellys® 24 Peqlab, Erlangen
Reagenzglasschüttler Vortex Merck Eurolab, Darmstadt
Spiralplattengerät mit Spiral® counting
grid

Meintrup DWS, Lähden-Holte

Ultraschallbad Sonorex TK 52 Bandelin, Berlin
VetScan® HM5 Abaxis, Griesheim
Wasserbad Medingen, Dresden

Verbrauchsmaterial
BD Discardit™ II 10ml Becton Dickinson (BD), Heidelberg
BD Falcon™ Röhrchen 15ml, 50ml Becton Dickinson (BD), Heidelberg
BD Microlance™ 3 (20G) Becton Dickinson (BD), Heidelberg
BD Plastipak™ 1ml Sub-Q Becton Dickinson (BD), Heidelberg
BD Plastipak™ 20ml Becton Dickinson (BD), Heidelberg
BD Vacutainer® LH PST™ II Becton Dickinson (BD), Heidelberg
BD Venflon™ 18G Becton Dickinson (BD), Heidelberg
Blutagar Columbia Becton Dickinson (BD), Heidelberg
End-to-End Kapillare 20 μl K2E Sarstedt, Nümbrecht
Einmalskalpell Cutfix Stainless #10 Aesculap, Tuttlingen
Handschuhe Kimberly-Clark, Roswell, USA
Injekt® 5ml B. Braun, Melsungen
Leukoplast® BSN medical, Hamburg
Mariderm schwarz 7/0 USP Catgut, Markneukirchen
Mikrohämatokritkapillaren BRAND, Wertheim
OP-Handschuhe Gammex® PF Ansell, Tamworth-Staffordshire, UK
Pipettenspitzen (autoklaviert) Eppendorf, Hamburg
Polyester weiß 4/0 USP Catgut, Markneukirchen
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Probengefäß EDTA KE /1.3 Sarstedt, Nümbrecht
Reaktionsgefäße (autoklaviert) 0,5ml, 1ml,
2ml

Eppendorf, Hamburg

Wattestäbchen Heinz Herenz Medizinalbedarf, Hamburg

Reagenzien und Chemikalien
Buprenodale® (Buprenorphin 0,3mg/ml) Selectavet, Weyarn-Holzolling
CHAPS VWR, Darmstadt
Complete Proteinase Inhibitor Cocktail Roche, Mannheim
Cosmocil PG (PHMB 20% in Aqua dest.) B. Braun Medical AG, Sempach, Schweiz
Dulbecco’s PBS w/o Ca2+ & Mg2+, steril PAA Laboratories, Pasching, Österreich
Ecoflac® (NaCl 0,9%) B.Braun, Melsungen
Ecotainer® (Aqua) B.Braun, Melsungen
EDTA Merck, Darmstadt
Ethanol vergällt mit 1% Ethylmethylketon Merck, Darmstadt
Hypnorm® (0,135mg/ml Fentanyl /
10mg/ml Fluanison)

VetaPharma Limited, Leeds, UK

Lipofundin® MCT 20% B.Braun, Melsungen
Midazolam 5mg/ml B.Braun, Melsungen
PEFA-Bloc Roche, Mannheim
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sevofluran AbbVie, Wiesbaden
Tween 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Puffer und Lösungen
Lysepuffer 1mM EDTA, 0,25% w/v CHAPS,

0,5% v/v Tween 20, 1mM PEFA-Bloc,
1mM PMSF, 1 Tablette Complete pro
25ml PBS

Kits
CBA Mouse Inflammation Kit Becton Dickinson (BD), Heidelberg
Precellys Keramik-Kit Peqlab, Erlangen

Tierhaltung
Makrolonkäfige Ehret, Emmendingen
ssniff® M-Z extrudiert ssniff Spezialdiäten, Soest
LIGNOCEL® Altromin Spezialfutter, Lage

Tabelle 2: Verwendetes Material
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3.3 Methodik in vivo

3.3.1 Tiermodell

Genehmigung der Tierversuche

Die Tierversuche wurden im Voraus gemäß dem Tierschutzgesetz durch das Landesamt
für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern unter
dem Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-034/10 genehmigt.

Versuchstiere und Tierhaltung

Zum Einsatz kamen ausschließlich weibliche C57BL/6 Mäuse (Charles River Laboratories,
Research Models and Services, Sulzfeld), die bei Versuchsdurchführung ein Alter von acht
bis zwölf Wochen sowie ein Körpergewicht von 20–25 g aufwiesen. Eine Gewöhnungszeit
von zwei Wochen an die neue Umgebung im Tierstall (BioTechnikum, Walther-Rathenau-
Straße 49a) wurde eingehalten. Es bestand ein Tag-Nacht-Rhythmus von je zwölf Stunden.
Die Unterbringung fand unter Standardbedingungen, d. h. in Makrolonkäfigen auf

Einstreu bei Wasser und Pressfutter ad libitum statt. Die Gruppengröße betrug fünf bis
zehn Tiere pro Käfig.

Alle Versuche wurden unter Einhaltung des Tierschutzgesetzes durchgeführt.

Anästhesie und Schmerztherapie

Die operativen Eingriffe wurden in tiefer Narkose durchgeführt. Vor jedem Versuch wurde
die Narkoselösung (1ml Hypnorm® + 1ml Midazolam in 2ml Aqua) frisch angesetzt.
Von dieser Lösung wurden 10 μl/g KG i. p. mit den 1ml Subkutanspritzen appliziert. Die
Narkosetiefe wurde anhand des Zwischenzehenreflexes sowie Setzen eines Schmerzreizes
am Schwanz überprüft. Um das Auskühlen der Tiere während und nach der Operation
zu verhindern, wurden diese rücklings mit Leukoplast® auf einer Wärmematte fixiert und
nach Beendigung des Eingriffs unter eine Wärmelampe gelegt.
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Zur postoperativen Schmerztherapie wurden 0,1mg/kg KG Buprenorphin alle 24 h s. c.
appliziert.

Colon Ascendens Stent Peritonitis

Zur Vorbereitung wurde ein 18G Venenverweilkatheter 2mm oberhalb seines Anfangs
mit einer Schere zirkulär eingekerbt. Die Tiere wurden wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben
narkotisiert und gelagert. Das Abdomen wurde mit 70%iger Ethanollösung desinfiziert,
anschließend die Haut oberhalb der Symphyse mit einer chirurgischen Pinzette angehoben
und 1 cm nach kranial inzidiert. Die Bauchmuskulatur wurde entlang der Linea alba
in gleicher Weise durchtrennt. Mittels zweier Wattestäbchen, die durch physiologische
Kochsalzlösung angefeuchtet waren, wurden Coecum, Colon ascendens sowie terminales
Ileum aufgesucht und ein Teil des aszendierenden Colons aus der Bauchhöhle luxiert.
Sodann wurde die Darmwand 10mm aboral der Ileocoecalklappe antimesenterial

tangential mit 7/0 Mariderm durchstochen und ein chirurgischer Knoten vorgelegt. Direkt
aboral desselben wurde nun der Venenverweilkatheter in das Darmlumen eingeführt und
so weit vorgeschoben, bis die Kerbe auf Höhe der Serosa lag. Die Fadenenden des
vorgelegten Knotens wurden nun um den Katheter gelegt und so geknotet, dass diese
genau in der Kerbe lagen. Damit wurde eine Dislokation aus dem Darmlumen während
der Versuchsdauer verhindert. Mittels eines weiteren Stichs und Knotens folgte eine
letzte Fixierung in Richtung aboral. Danach wurde das Stahlmandrin entfernt und
der Katheter 1–2mm oberhalb der Darmwand abgeschnitten. Zur Sicherstellung der
korrekten intraluminalen Lage und eines initialen Austritts von Faeces wurde mittels der
Wattestäbchen ein wenig Stuhl aus dem Colon in den Katheter gedrückt.

Danach wurde die ausgelagerte Darmschlinge zurück in ihre ursprüngliche intraabdomi-
nelle Lage gebracht und 500 μl physiologische Kochsalzlösung zur Flüssigkeitssubstitution
i. p. verabreicht. Faszienverschluss und Hautnaht erfolgten fortlaufend mit 4/0 Polyester.
Die Schmerztherapie wurde wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben durchgeführt.
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Intervention

Sechs Stunden nach Induktion der Sepsis durch die CASP wurde die Intervention durch-
geführt. Zur Vorbereitung wurde für jede Versuchsgruppe ein 18G Venenverweilkatheter
mit dem zuvor entfernten Stahlmandrin 2mm oberhalb seines Anfangs durchstochen.
Dieser wurde im Folgenden als atraumatischer Absaugkatheter verwandt. Alsdann wur-
den die Tiere wie bei Durchführung der CASP narkotisiert und fixiert. Die Nähte der
Voroperation wurden aufgetrennt und die Laparotomie bis wenige Millimeter kaudal des
Sternums erweitert. Als nächstes wurde das Colon ascendens mit dem Stent aufgesucht.
Die Fixationsnähte wurden mit dem Einmalskalpell durchtrennt und samt Katheter
entfernt. Der Darmwanddefekt wurde durch eine Darmnaht mit 7/0 Mariderm verschlos-
sen und die Suffizienz derselben getestet, indem mit den angefeuchteten Wattestäbchen
vorsichtig etwas Stuhl im Darm mobilisiert wurde. Anschließend wurde das Abdomen
zweimal mit drei Millilitern der auf 38 °C vorgewärmten Versuchsflüssigkeit ausgiebig
lavagiert. Nach jedem Durchgang wurde die Lavage mit dem vorher präparierten Katheter
und einer 20ml Spritze vorsichtig rechts und links parakolisch abgesaugt. Abschließend
erfolgten der fortlaufende Bauchwand- und Hautverschluss mit 4/0 Polyester.

Monitoring

Nach Beendigung der CASP-Operation wurden die Tiere engmaschig überwacht und einer
klinischen Untersuchung entsprechend des Belastungsscores aus Anhang 2 unterzogen.
Dieser umfasst sieben Parameter. Für jeden wurden nach steigender Belastung 0–3 Punkte
vergeben. Bei einem Wert von drei Punkten in zwei oder mehr Parametern wurden diese
als vier Punkte gewertet. Dadurch wird der Schwere der Belastung des Tieres zusätzlich
Rechnung getragen. Tiere, die eine Summe von wenigstens zwölf Punkten erreichten,
wurden als nicht überlebensfähig klassifiziert und schmerzfrei getötet.
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3.3.2 Überlebenskinetik

Zur Erstellung der Überlebenskinetik wurden die Mäuse wie oben beschrieben einer
CASPI unterzogen und für insgesamt zehn Tage post operationem beobachtet. Nach
Abschluss des Beobachtungszeitraums wurden die überlebenden Tiere schmerzfrei getö-
tet. In den ersten 48 h nach Sepsisinduktion erfolgte die Überwachung wie unter 3.3.1
beschrieben dreistündlich, weitere acht Tage lang achtstündlich. Bereits verendete Tiere
wurden am Beobachtungszeitpunkt als Event erfasst. Solche mit einem Belastungsscore
von zwölf oder mehr Punkten wurden entsprechend getötet und ebenfalls als Event
verzeichnet. Tiere, die nach der Intervention nicht aus der Narkose aufwachten, wurden
nicht eingeschlossen.

3.3.3 Probengewinnung

Die Tiere wurden 24 Stunden nach Sepsisinduktion mit Sevofluran narkotisiert. Für
die Erstellung des Blutbildes sowie der Bakteriologie wurde nach dem Erreichen einer
ausreichenden Narkosetiefe der Retroorbitalplexus mit einer EDTA-Kapillare punktiert
und das Blut in einem EDTA-beschichteten Probengefäß aufgefangen. Die Proben, die
später der Bakteriologie dienen sollten, wurden zwischenzeitlich auf Eis gelagert. Das
Blut für die Bestimmung der Zytokinspiegel wurde mit einer Mikrohämatokritkapillare
in ein Reaktionsgefäß abgenommen, nach erfolgter Gerinnung unter Raumtemperatur
zweimal für zehn Minuten bei 16 000 g zentrifugiert und der Überstand jeweils in ein
neues Gefäß pipettiert. Das Serum wurde in 55 μl Aliquots aufgeteilt, in Flüssigstickstoff
schockgefroren und bei −80 °C aufbewahrt. Zur Analyse des Serumkreatinins wurden
Vacutainer® verwandt, die anschließend bei 1 300 g für zehn Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert wurden.
Nach erfolgter Blutentnahme wurden die Tiere noch unter Narkose durch cervicale

Dislokation schmerzfrei getötet. Zur Gewinnung der Organe wurde die Tiere in Rückenlage
auf einer Styroporplatte fixiert und die Bauch- und Thoraxregion mit 70%igem Ethanol
desinfiziert. Die Haut über Abdomen und Thorax wurde inzidiert und 6ml sterile
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NaCl-Lösung durch die freigelegte Bauchmuskulatur i. p. über eine Flexüle verabreicht.
Nach ausgiebiger Lavage wurden 1–2ml der Flüssigkeit wieder aufgezogen und in ein
steriles Reaktionsgefäß gefüllt. Für die Analyse der Zytokinspiegel wurden diese zwei mal
zwanzig Minuten bei 16 000 g zentrifugiert, wobei der Überstand jeweils in ein frisches 2ml
Eppendorfgefäß überführt wurde. Anschließend erfolgten Thorakotomie und Laparotomie
mit Organentnahme. Für die Bakteriologie wurden die Organe gewogen und auf Eis in
1ml sterilem PBS zwischengelagert. Die Organe, die zur Zytokinspiegelanalyse genutzt
werden sollten, wurden gewogen und in Precellys®-Tubes mit 1ml Lysepuffer verbracht.

Alle Proben, die für das CBA vorgesehen waren, wurden in Flüssigstickstoff schockge-
froren und bei −80 °C bis zu ihrer Verwendung gelagert.

3.4 Methodik ex vivo

3.4.1 Bakteriologie

Die Durchführung der bakteriologischen Untersuchungen erfolgte in Kooperation mit dem
Institut für Hygiene und Umweltmedizin der Universitätsmedizin Greifswald zeitgleich zu
den Probenentnahmen. Leber, Nieren, Milz und Lunge wurden homogenisiert. Von dem
Homogenisat wurden ebenso wie von Blut und Peritoneallavage 100 μl auf Blutagarplatten
ausgespatelt und alle Platten für 18 h bei 37 °C bebrütet. Die Auszählung erfolgte mit
dem Spiral® counting grid.

3.4.2 Analyse der Zytokinspiegel

Für die quantitative Analyse der Zytokinspiegel wurde das CBA Mouse Inflammation
Kit von BD genutzt. Dieses enthält sogenannte Capture Beads, die anhand ihrer Fluores-
zenzintensität im roten Kanal des Durchflusszytometers unterschieden werden können.
Auf der Oberfläche sind spezifische Antikörper gegen TNF-α, IFN-γ, IL-10 oder IL-6
gebunden. Die Beads werden mit den zu messenden Proben bzw. den vorgegebenen
Standardkonzentrationen der Zytokine sowie PE-konjugierten Antikörpern inkubiert. Da-
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durch können die jeweiligen Konzentrationen anhand der Intensität der PE-Fluoreszenz
quantifiziert werden.

Vorbereitung der Proben

Serum und Peritoneallavage mussten vor ihrer Verwendung lediglich dem Gefrierschrank
entnommen und bei Raumtemperatur aufgetaut werden.
Lunge, Leber, Milz und Niere wurden ebenfalls bei Raumtemperatur aufgetaut und

im Homogenisator zwei mal zwanzig Sekunden bei 6 500 rpm homogenisiert. Anschlie-
ßend erfolgte die Zentrifugation von zwei mal zwanzig Minuten bei 16 000 g, wobei der
Überstand jeweils in ein frisches 2ml Eppendorfgefäß überführt wurde.

Durchführung des Cytometric Bead Arrays

Die im Folgenden verwendeten Lösungen und Puffer waren alle im Kit enthalten und
werden daher nicht noch einmal extra aufgeführt.

Zunächst wurden die lyophilisierten Zytokine mit 2ml Assay Diluent rekonstituiert
und fünfzehn Minuten inkubiert, bis sie sich vollständig gelöst hatten. Von diesem Top
Standard ausgehend wurden acht 1:2 Verdünnungsschritte mit dem Assay Diluent bis zu
einer Verdünnung von 1:256 vorgenommen. Damit lagen Konzentrationen von 5000 pg/ml
bis 20 pg/ml vor. Als Negativkontrolle diente reiner Assay Diluent.
Im nächsten Schritt wurden die Capture Beads vorbereitet. Nach gründlicher Resus-

pendierung mit dem Vortex wurden jeweils 10 μl der verschiedenen Beads für jede Probe
und jeden Standardwert zusammenpipettiert.

Sodann wurden 50 μl der zehn Standards bzw. der Proben in fertig beschriftete Rund-
bodenröhrchen verbracht und mit 50 μl der Capture Beads sowie 50 μl des PE Detection
Reagents zwei Stunden bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde jedem Röhrchen 1ml Wash Buffer hinzugefügt und fünf Minuten
lang bei 200 g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgekippt und das Pellet
mit 300 μl Wash Buffer resuspendiert.
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Zur Kalibrierung des Flowzytometers wurden drei Rundbodenröhrchen mit 50 μl Cyto-
meter Setup Beads befüllt. Zu Röhrchen B wurden 50 μl FITC Positive Control Detector
und zu Röhrchen C 50 μl PE Positive Control Detector hinzupipettiert. Diese wurden
lichtgeschützt dreißig Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend
mit Wash Buffer auf 500 μl aufgefüllt. Anhand dieser Standards wurde nun das Flow
Cytometer kalibriert.

Nach erfolgreicher Kalibrierung wurden zunächst die Standards in aufsteigender Kon-
zentration gemessen, danach folgten die Proben. Die Auswertung der Rohdaten wurde
mit der FCAP Array™ Software v1.0.1 von BD durchgeführt.

3.4.3 Blutbild

Nach Gewinnung der Blutproben erfolgte die Analyse mit dem VetScan® HM5. Die Mes-
sung innerhalb des Geräts erfolgt auf Basis von elektrischem Widerstand und chemischer
Differenzierung / Lyseverhalten. Es wurden die Gesamtleukozytenzahl, Lymphozyten,
Monozyten, Neutrophile sowie Erythrozytenzahl, Hämoglobin, Hämatokrit und Throm-
bozyten bestimmt und ausgewertet.

3.4.4 Klinische Chemie

Die Blutproben wurden nach Entnahme und Zentrifugation wie in Abschnitt 3.3.3 beschrie-
ben zum Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitätsmedizin
Greifswald zur weiteren Bearbeitung gebracht. Dort wurde der Serumkreatininspiegel
nach herkömmlichen Methoden bestimmt.

3.5 Verblindung und Randomisierung

Sämtliche Versuche wurden randomisiert und verblindet durchgeführt und ausgewertet.
Die Mäuse wurden zufällig aus dem Käfig gewählt und einer der vier Gruppen (siehe
Kapitel 3.1) zugeordnet. Die Behälter mit den Lavageflüssigkeiten wurden vor Beginn
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des Versuchstages von einer nicht mit dem Experiment betrauten Person mit den Ziffern
eins bis vier beschriftet. Die Zuordnung wurde von dieser Person notiert und bis zum
Abschluss der Auswertung sicher verwahrt.

Aufgrund des eindeutigen Farbunterschieds konnte eine Verblindung in der Hinsicht,
ob die Lavage Lipofundin® enthält, während der Durchführung der Operation nicht
erreicht werden. Für den Durchführenden war jedoch nicht ersichtlich, ob es sich um eine
PHMB-haltige oder -freie Lavage handelte.
Die entnommenen Proben wurden entsprechend der Kennzeichnung der Mäuse be-

schriftet. Somit waren eine Verblindung und sichere Zuordnung nach Abschluss der
statistischen Auswertung auch für die Ex-vivo-Experimente sichergestellt.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA).
Für die Überlebenskinetik wurde eine Kaplan-Meier-Kurve erstellt und die Überle-

bensrate am Ende des Beobachtungszeitraums entsprechend berechnet. Der Vergleich
der Kurven erfolgte paarweise mit dem Logrank-Test.
Zur Auswertung der In-vitro-Versuche wurde zunächst eine deskriptive Statistik in

Form von Mittelwert und Standardabweichung erstellt. Diese Werte wurden als Bal-
kendiagramme dargestellt. Aufgrund des Studiendesigns mit mehreren Gruppen kleiner
Stichprobenumfänge kann eine Normalverteilung der Werte nicht sichergestellt wer-
den. Daher erfolgte die weitere statistische Auswertung mittels des nichtparametrischen
Kruskal-Wallis-Tests. Bei Vorliegen einer Signifikanz wurde ein Vergleich der Gruppen
mit dem Dunns-multiple-comparisons-Test durchgeführt.

Das allgemeine Signifikanzniveau wurde auf α = 0,05 festgelegt und in den Graphen mit
einem * markiert. Bei Erreichen eines Signifikanzniveaus α = 0,01 erfolgte die Markierung
mit **, bei α = 0,001 mit ***.
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4.1 Überlebenskinetik
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Abbildung 4.1: Kaplan-Meier-Kurve der Überlebenskinetik nach 18G-CASP am Zeit-
punkt 0 h und Intervention nach 6 h bei Verwendung der verschiedenen
Flüssigkeiten zur Peritoneallavage

In Abbildung 4.1 stellt sich der Überlebensvorteil für die mit PHMB + Lipofundin®

behandelten Tiere dar. Das Gesamtüberleben lag hier bei 68,4% und war signifikant
höher als in allen Vergleichsgruppen. Die p-Werte sind der Tabelle 3 zu entnehmen.
Die mit NaCl lavagierte Kontrollgruppe wies ein Überleben von 38,1% auf. Dies war

signifikant höher als in der PHMB-Gruppe. Zur Lipofundingruppe (20,8% Überleben)
bestand kein signifikanter Unterschied.
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Die geringste Überlebensrate bestand in der PHMB-Gruppe mit 5,3%. Auffällig war
hier das Versterben von Tieren zu sehr späten Zeitpunkten, zu denen in den anderen
Gruppen keine Events mehr erfasst wurden.

PHMB +
Lipofundin® NaCl Lipofundin® PHMB

PHMB + 0,041 0,001 < 0,001Lipofundin®

NaCl 0,041 0,144 0,020
Lipofundin® 0,001 0,144 0,322

PHMB < 0,001 0,020 0,322

Tabelle 3: Signifikanzwerte bei paarweisem Vergleich der Gruppen aus der Überlebenski-
netik nach CASPI unter Verwendung der jeweiligen Lavageflüssigkeiten

4.2 Bakteriologie

In allen untersuchten Proben wies die Experimentalgruppe, die mit PHMB + Lipofun-
din® behandelt wurde, im Mittel die geringste Anzahl koloniebildender Einheiten (KbE)
auf (vgl. Tabelle 4 und Abbildung 4.2). Signifikante Unterschiede bestanden zwischen
Experimentalgruppe und der NaCl gespülten Gruppe in Peritoneallavage (6, 4 ∗ 105 ±

8, 2 ∗ 105 vs 7, 4 ∗ 107 ± 6, 6 ∗ 107 KbE), Leber (4, 9 ∗ 103 ± 3, 5 ∗ 103 vs 7, 9 ∗ 106 ± 1, 2 ∗ 107

KbE) und Niere (4, 7 ∗ 103 ± 5, 3 ∗ 103 vs 2, 3 ∗ 106 ± 2, 4 ∗ 106 KbE). Für den Vergleich
der PHMB + Lipofundin®-Gruppe mit jener Kontrollgruppe, die nur mit Lipofundin®

lavagiert wurde, ergaben sich eine signifikant niedrigere Anzahl an KbE in den Proben
von Leber (4, 9 ∗ 103 ± 3, 5 ∗ 103 vs 3, 9 ∗ 106 ± 3, 9 ∗ 106), Milz (2, 5 ∗ 103 ± 3, 8 ∗ 103 vs
4, 6 ∗ 106 ± 6, 5 ∗ 106) und Lunge (3, 5 ∗ 103 ± 5, 2 ∗ 103 vs 3, 3 ∗ 106 ± 2, 4 ∗ 106).

Die zweit niedrigste Keimlast in allen untersuchten Kompartimenten wies die Gruppe
auf, die nur mit PHMB lavagiert wurde. Im Vergleich der Versuchsgruppen wurde kein
Signifikanzniveau erreicht.
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Die beiden Gruppen, die mit PHMB-freier Lavage behandelt wurden, wiesen die
meisten KbE auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen NaCl- und Lipofundin®-Gruppe
bestand in keinem der untersuchten Kompartimente.

PHMB + Lipofundin® NaCl Lipofundin® PHMB

Blut 2, 6 ∗ 104 ± 5, 0 ∗ 104 6, 9 ∗ 107 ± 9, 8 ∗ 107 1, 4 ∗ 108 ± 2, 0 ∗ 108 2, 2 ∗ 105 ± 2, 2 ∗ 105

Lavage 6, 4 ∗ 105 ± 8, 2 ∗ 105 7, 4 ∗ 107 ± 6, 6 ∗ 107 2, 5 ∗ 107 ± 5, 7 ∗ 106 4, 7 ∗ 106 ± 3, 0 ∗ 106

Leber 4, 9 ∗ 103 ± 3, 5 ∗ 103 7, 9 ∗ 106 ± 1, 2 ∗ 107 3, 9 ∗ 106 ± 3, 9 ∗ 106 8, 4 ∗ 104 ± 1, 2 ∗ 105

Niere 4, 7 ∗ 103 ± 5, 3 ∗ 103 2, 3 ∗ 106 ± 2, 4 ∗ 106 5, 7 ∗ 105 ± 7, 3 ∗ 105 3, 1 ∗ 104 ± 3, 3 ∗ 104

Milz 2, 5 ∗ 103 ± 3, 8 ∗ 103 1, 6 ∗ 106 ± 2, 6 ∗ 106 4, 6 ∗ 106 ± 6, 5 ∗ 106 4, 8 ∗ 104 ± 4, 8 ∗ 104

Lunge 3, 5 ∗ 103 ± 5, 2 ∗ 103 6, 9 ∗ 105 ± 4, 5 ∗ 105 3, 3 ∗ 106 ± 2, 4 ∗ 106 5, 8 ∗ 104 ± 7, 7 ∗ 104

Tabelle 4: Mittelwert und Standardabweichung der Anzahl an KbE in den jeweiligen
Kompartimenten 24 h nach Durchführung der CASP. Intervention und Lavage
im Intervall von 6 h mit den angegebenen Flüssigkeiten. (n = 3–4)
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Abbildung 4.2: Anzahl der KbE in Blut, Peritoneallavage und den verschiedenen Organen
24 h nach Sepsisinduktion durch CASP. Intervention und Lavage im
Intervall von 6 h mit den angegebenen Flüssigkeiten. (n = 3–4)
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4.3 Zytokinspiegel

Die Serumspiegel von IL-6, IL-10, TNF-α und IFN-γ waren 24 Stunden nach Sepsisin-
duktion durch CASP erhöht. Interindividuell gab es große Schwankungen und damit
verbunden hohe Standardabweichungen. Signifikante Unterschiede zwischen den verschie-
denen Versuchsgruppen ließen sich nicht nachweisen.

Serum Lunge Leber Milz

IL-6

PHMB +
Lipofundin 6415,9 ±10198,6 431,4 ± 246,3 815,5 ± 850,2 22812,0 ± 45288,7

NaCl 1602,2 ± 3816,6 850,9 ±1564,4 245,5 ± 106,9 1193,4 ± 1465,1
Lipofundin 2645,9 ± 4562,2 870,0 ± 661,4 5606,0 ±11680,8 46121,0 ±110099,6
PHMB 6456,1 ± 8730,4 4348,0 ±3896,5 1523,1 ± 1339,3 13141,7 ± 11649,7

IL-10

PHMB +
Lipofundin 271,7 ± 370,1 82,3 ± 30,5 769,6 ± 225,0 149,9 ± 60,2

NaCl 220,6 ± 252,4 106,3 ± 57,2 583,5 ± 175,8 126,9 ± 83,7
Lipofundin 72,8 ± 78,5 118,8 ± 44,9 703,5 ± 255,0 151,8 ± 195,8
PHMB 329,6 ± 425,4 35,9 ± 2,1 560,7 ± 84,8 169,7 ± 94,4

TNF-α

PHMB +
Lipofundin 722,3 ± 918,2 209,3 ± 247 236,0 ± 109,3 1301,7 ± 772,2

NaCl 67,6 ± 56,9 83,6 ± 56,7 159,1 ± 48,9 382,5 ± 135,3
Lipofundin 433,8 ± 908,3 251,0 ± 441,6 194,1 ± 72,0 355,3 ± 169,4
PHMB 632,2 ± 605,5 137,3 ± 61,9 194,9 ± 58,6 1542,6 ± 664,1

IFN-γ

PHMB +
Lipofundin 10,7 ± 17,9 25,6 ± 5,0 43,1 ± 11,3 471,2 ± 652,3

NaCl 3,3 ± 1,0 24,9 ± 12,7 37,5 ± 11,0 139,5 ± 45,2
Lipofundin 15,5 ± 31,7 25,2 ± 7,4 40,4 ± 13,9 453,0 ± 721,1
PHMB 5,8 ± 1,2 24,2 ± 8,0 37,9 ± 3,1 179,1 ± 53,1

Tabelle 5: Zytokinspiegel (in pg/ml bzw. pg/mg) in Blut, Lavage und Organen 24 h nach
Durchführung der CASP. Peritoneallavage mit den angegebenen Flüssigkeiten
im Intervall von 6 h (n = 3–8)
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4.4 Blutbild

Die Leukozytenzahlen der Tiere, die mit Lipofundin®-haltiger Lavage behandelt wurden,
waren niedriger als die der anderen Versuchsgruppen (vgl. Tabelle 6 und Abbildung 4.3).
Dies korrelierte mit einer Abnahme der Lymphozyten- und Monozytenzahlen in den
entsprechenden Gruppen. Die Tiere der Experimentalgruppe wiesen signifikant weni-
ger Lymphozyten auf als die Tiere der PHMB-Gruppe (0,63 ± 0,37Gpt/l vs 1,85 ±

0,58Gpt/l).
Die Neutrophilenzahlen in den Mäusen, die mit PHMB-haltiger Lavage behandelt

wurden, waren erhöht gegenüber den anderen Gruppen. Ein Signifikanzniveau wurde
nicht erreicht.

Die PHMB-Gruppe wies die höchsten Erythrozytenzahlen sowie den höchsten Häma-
tokrit auf. Es bestand ein signifikanter Unterschied gegenüber der NaCl-Gruppe mit den
jeweils niedrigsten Werten für Erythrozyten (10,8 ± 0,9Tpt/l vs 8,4 ± 0,9Tpt/l) und
Hämatokrit (44,2 ± 3,6% vs 35,6 ± 3,3%).

PHMB + NaCl Lipofundin® PHMBLipofundin®

Leukozyten (Gpt/l) 1, 41 ± 0, 15 2, 53 ± 1, 03 1, 39 ± 0, 33 2, 73 ± 0, 60
Lymphozyten (Gpt/l) 0, 63 ± 0, 37 1, 90 ± 0, 95 0, 93 ± 0, 17 1, 85 ± 0, 58
Monozyten (Gpt/l) 0, 08 ± 0, 02 0, 16 ± 0, 07 0, 07 ± 0, 04 0, 11 ± 0, 05
Neutrophile (Gpt/l) 0, 69 ± 0, 42 0, 46 ± 0, 09 0, 39 ± 0, 17 0, 77 ± 0, 07
Erythrozyten (Tpt/l) 9, 30 ± 0, 38 8, 37 ± 0, 87 9, 18 ± 0, 69 10, 8 ± 0, 85
Hämatokrit (%) 38, 5 ± 1, 17 35, 6 ± 3, 28 38, 3 ± 2, 96 44, 2 ± 3, 57

Tabelle 6: Mittelwert und Standardabweichung der untersuchten Blutzellen in den je-
weiligen Versuchsgruppen 24 h nach Sepsisinduktion durch CASP. Lavage im
Intervall von 6 h (n = 3–4)
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Abbildung 4.3: Blutbild 24 h nach Durchführung der CASP. Lavage mit den angegebenen
Flüssigkeiten im Intervall von 6 h (n = 3–4)
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4.5 Klinische Chemie

Versuchstiere, die mit PHMB alleine lavagiert wurden, wiesen 24 Stunden nach Sepsisin-
duktion ein signifikant erhöhtes Serumkreatinin gegenüber allen Gruppen auf. Zwischen
den anderen Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied bezüglich des Serumkrea-
tinins (vgl. Tabelle 7 und Abbildung 4.4).

Serumkreatinin
(μmol/l)

PHMB +
Lipofundin® 15,4 ± 6,6

NaCl 14,1 ± 10,3
Lipofundin® 10,3 ± 1,3

PHMB 59,4 ± 28,7

Tabelle 7: Mittelwert und Standardabweichung der Serumkreatininspiegel 24 h nach Sep-
sisinduktion durch CASP. Peritoneallavage mit den angegebenen Flüssigkeiten
im Intervall von 6 h (n = 6–8)
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Abbildung 4.4: Serumkreatinin in den jeweiligen Gruppen 24 h nach Sepsisinduktion
durch CASP. Peritoneallavage mit den angegebenen Flüssigkeiten im
Intervall von 6 h (n = 6–8)
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer Peritoneallavage mit PHMB + Lipofundin® auf
die abdominelle Sepsis zu untersuchen. Dazu wurde das Sepsismodell CASPI gewählt, da
dieses eine diffuse Peritonitis auslöst. Die CLP hingegen führt zu einem intraabdominellen
Abszess mit Sepsis, der ein anderes Krankheitsbild darstellt (vgl. Kapitel 1.2.4.) Es
wurden Vergleichsgruppen gebildet, die mit physiologischer Kochsalzlösung oder den
Einzelkomponenten PHMB bzw. Lipofundin® lavagiert wurden. Primärer Outcome-
Parameter war die Überlebensrate nach Sepsisinduktion und Lavage mit den jeweiligen
Lavageflüssigkeiten.
Wie unter 1.2.4 beschrieben liegt die Mortalität der CASPI bei 90–100% bei einem

Intervall von fünf bzw. neun Stunden zwischen CASP und Intervention, wenn ein 14G
Stent verwendet wird [50]. Um die Abläufe der Versuche möglichst optimal zu gestal-
ten bot sich ein Intervall von sechs Stunden an. Dies kommt zudem der Situation an
Patienten näher, bei denen sich eine IAI eher über Stunden und Tage entwickelt. Es
erfolgte eine Reduktion des Stentdurchmessers auf 18G, um die Mortalität bei Einsatz
der Standardlavage NaCl zu senken und so auch den negativen Einfluss verschiedener
Lavageflüssigkeiten in der Kaplan-Meier-Kurve besser untersuchen zu können.

Die Beobachtung der behandelten Tiere über zehn Tage zeigte, dass die Tiere, die mit
der Kombination aus PHMB und Lipofundin® behandelt wurden, mit 68,4% Überleben
einen signifikanten Vorteil gegenüber allen anderen untersuchten Gruppen aufwiesen. Dies
bestätigt die Hypothese dieser Arbeit, dass die o. g. Emulsion, die in vitro einen zytopro-
tektiven Effekt bei erhaltener antiseptischer Potenz aufwies [77], einen Überlebensvorteil
im murinen Sepsismodell bietet.
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Am Menschen wird in der Regel physiologische Kochsalzlösung zur Lavage angewandt.
Eine Lavage mit NaCl-Lösung resultierte bei den durchgeführten Versuchen in einer
Überlebensrate von 38,1% und war signifikant schlechter als bei Einsatz von PHMB +
Lipofundin®.

Tiere, die nur mit Polihexanid 0,05% lavagiert wurden, wiesen die höchste Mortalitäts-
rate auf. In dieser Gruppe überlebten nur 5,3% der Tiere und damit signifikant weniger
als in der PHMB + Lipofundin®- sowie der NaCl-Gruppe. Auffällig war zudem, dass
lediglich in der PHMB-Gruppe 72 h und später nach Sepsisinduktion Tiere verstarben.
Diese Ergebnisse sind kongruent zu anderen tierexperimentellen Arbeiten, in denen
gezeigt werden konnte, dass intraperitoneal angewandtes PHMB in einer Konzentration
von 0,01% oder höher toxisch wirkt und zum Versterben der Versuchstiere führt [81, 83].

Die zweite Komponente der untersuchten Emulsion – Lipofundin® – scheint allein
keinen Effekt auf das Überleben der Versuchstiere zu haben. Die Überlebensrate lag mit
20,8% zwar unter der Überlebensrate der NaCl-Gruppe, jedoch war dieser Unterschied
nicht signifikant.

Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass das Antiseptikum Polihexanid, das bei
intraperitonealer Anwendung toxisch wirkt, durch die Kombination mit Lipofundin® zu
einer Emulsion wird, die im murinen Sepsismodell die Überlebensrate der behandelten
Tiere signifikant verbessert.

Um die pathophysiologischen Vorgänge bei Verwendung einer PHMB + Lipofundin®-
Peritoneallavage zu untersuchen, wurden verschiedene In-vitro-Versuche mit den unter
3.1 angegebenen Versuchsgruppen durchgeführt. Eine naheliegende Hypothese war, dass
durch den Einsatz eines Antiseptikums die bakterielle Last in den Tieren reduziert wird.
Daher wurde 24 h nach Sepsisinduktion durch CASP und entsprechender Intervention im
Intervall eine Bakteriologie erstellt.

Es zeigte sich, dass bei Lavage mit der o. g. Emulsion sowohl im Blut als auch intrape-
ritoneal und in den verschiedenen Organen die wenigsten KbE nachweisbar waren. Die
Tiere, die mit PHMB allein lavagiert wurden, wiesen die zweit geringsten Bakterienzahlen
auf. Müller et al. konnten 2013 nachweisen, dass der bakterizide Effekt von PHMB in
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Lipofundin® gegen Pseudomonas aeruginosa stärker ist als der von PHMB in wässriger
Lösung [82]. Die Beobachtung, dass unter PHMB + Lipofundin® eine geringere Keimlast
als unter PHMB allein vorlag, könnte somit auch ein Effekt einer teilweise stärkeren
antimikrobiellen Aktivität sein. Andererseits könnte dies auch mit der höheren Toxizität
auf den Organismus in Zusammenhang stehen. Die vorliegende Arbeit kann diese Frage
nicht beantworten.
Aus der Dissertation von Traeger ist bekannt, dass 6 h nach CASP sowohl am un-

mittelbaren Ort des septischen Geschehens, dem Peritoneum, als auch im Blut und
den Organen Keime nachweisbar sind [58]. Im weiteren Zeitverlauf kommt es dann zur
Zunahme der bakteriellen Last in allen Kompartimenten [58]. In dieser Arbeit wurde
6 h nach CASP die Intervention mit Verschluss der Kolonperforation und Revision des
septischen Fokus mittels Lavage vorgenommen. Die Probenentnahme ist 24 h nach CASP
vorgenommen worden. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
der bakteriellen Last je nach verwendeter Lavage. Ob die Verwendung einer antiseptischen
Lavage 6 h nach CASP das weitere Fortschreiten der bakteriellen Besiedlung verhindert
oder dazu führt, dass sich die Anzahl an Bakterien rückläufig entwickelt, kann anhand
der vorliegenden Daten nicht geklärt werden.
Die Hypothese, dass sich durch die Keimelimination mittels PHMB + Lipofundin®-

Lavage die Überlebenswahrscheinlichkeit der CASPI-Mäuse verbessert, wird durch die
vorgelegten Ergebnisse gestützt. Tiere, die ebenfalls antiseptisch mit PHMB allein behan-
delt wurden, wiesen eine geringere bakterielle Last im Vergleich zu den nicht antiseptisch
behandelten Tieren auf. Die Verwendung von PHMB allein führte jedoch zu einer deut-
lich schlechteren Überlebensrate als in allen anderen Versuchsgruppen. Aus früheren
Arbeiten ist bekannt, dass PHMB im Peritoneum toxisch wirkt [81, 83]. Die naheliegende
Hypothese, dass die für PHMB + Lipofundin® in vitro nachgewiesene geringere Zytoto-
xizität bei erhaltener antiseptischer Wirkung zu einer besseren Verträglichkeit in vivo
am Peritoneum führt, sollte in weiteren Versuchen geklärt werden.

Die Analyse der Zytokinspiegel in Serum, Lunge, Leber und Milz sollte klären, ob die
Keimreduktion mittels antiseptischer Lavage einen Effekt auf die systemische Entzündung
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im Körper der Versuchstiere hat und ob es einen Unterschied insbesondere zwischen
der Lavage mit PHMB in Emulsion und in wässriger Lösung gibt. Insgesamt wurden
in den verschiedenen Kompartimenten erhöhte Zytokinspiegel gefunden. Dabei bestand
jedoch eine große Spannbreite der Werte innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen. Einen
Unterschied der Zytokinspiegel zwischen den verschiedenen Versuchgruppen konnte nicht
nachgeweisen werden. In der Literatur findet man bis dato keine Vergleichswerte für
Zytokinspiegel nach Durchführung der CASPI. Durch die Intervention mit Lavage gibt
es bei dieser Variante der CASP zwar mehr Einflussfaktoren auf das Outcome, diese
spiegeln sich jedoch in den anderen Ergebnissen nicht wider.
Für die großen interindividuellen Abweichungen kommen verschiedene Ursachen in

Frage. Osuchowski et al. untersuchten 2006 die Zytokinspiegel von CLP-Mäusen im
Rahmen einer Überlebenskinetik. Sie konnten nachweisen, dass der IL-6 Spiegel von
Tieren, die im frühen Sepsisverlauf verstarben, 6 h nach Sepsisinduktion signifikant höher
war als in Tieren, die überlebten [84]. Des Weiteren konnten sie durch wiederholte
Messungen an denselben Tieren zeigen, dass sich die Zytokinspiegel der Mäuse, die
überlebten, weiter von den Tieren auseinander entwickelten, die im Verlauf starben
[84]. Daher ist es auch denkbar, dass der interindividuelle Unterschied in den Gruppen
den unterschiedlichen Zustand der Tiere zwischen präfinal und in Genesung befindlich
widerspiegelt.

Um die Fragestellung zu klären, ob die verschiedenen Lavageflüssigkeiten einen Einfluss
auf die Zytokinspiegel nehmen, sollte daher eine repetitive Bestimmung zu verschiedenen
Zeitpunkten in Erwägung gezogen werden.
Eine Standarduntersuchung in der Klinik ist die Erstellung eines Blutbilds. Als Zei-

chen einer schweren Entzündung kann dabei sowohl eine Leukozytose als auch eine
Leukozytopenie beobachtet werden.
Bei den untersuchten Tieren war eine geringere Leukozytenzahl in den Gruppen

auffällig, die mit Lipofundin®-haltiger Peritoneallavage behandelt wurden. Dies korrelierte
mit den Werten für Lympho- und Monozyten, wobei der Unterschied zwischen der
Experimentalgruppe und der PHMB-Gruppe signifikant war.
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Die Wirkung verschiedener Fettsäuren auf das Immunsystem ist aktueller Gegen-
stand der Forschung. Es wurde u. a. beschrieben, dass MCTs über NF-κB aktivierend
auf Zellen der Immunabwehr wirken [85, 86]. Cury-Boaventura et al. zeigten, dass die
Infusion von MCT/ω-6 LCT am Menschen zum Zelltod von Lymphozyten und Neu-
trophilen führte [87]. Da das in dieser Arbeit verwendete Lipofundin® ebenjene MCTs
enthält, könnte der beobachtete Effekt auf die Leukozyten möglicherweise Resultat eines
immunmodulatorischen Effekts sein.
Die immunmodulatorischen Eigenschaften der intraperitoneal eingesetzten MCTs in

Kombination mit PHMB bieten viele offene Fragestellungen. In der Literatur findet man
Hinweise, dass die Zusammensetzung der Lipide einen Einfluss auf immunologisch aktive
Zellen und Prozesse hat [88]. Somit wäre es insbesondere interessant, ob der zytoprotektive
Effekt, der für die Kombination Lipofundin® + PHMB nachgewiesen wurde, auch für die
Kombination mit anderen Lipiden besteht und die immunmodulatorischen Eigenschaften
sinnvoll eingesetzt werden können.
Um zu untersuchen, ob die Wahl der Lavageflüssigkeit einen Einfluss auf die Nieren-

funktion im Rahmen der Sepsis hat, wurden Blutproben mit klassischen laborchemischen
Methoden untersucht. Es zeigte sich, dass nach Lavage mit PHMB allein der Kreatinin-
spiegel signifikant erhöht gegenüber den anderen Gruppen war.
Maier et al. fanden 18 Stunden nach 14G CASP signifikant erhöhte Kreatininspiegel,

die mit einer Anurie einhergingen. Somit konnte gezeigt werden, dass die CASP zu
einem septisch bedingten Nierenversagen führt [89]. Die Tiere der PHMB-Gruppe wiesen
ähnlich hohe Kreatininwerte auf, wie Maier et al. sie nach CASP beobachtet haben. Die
Kreatininspiegel in den anderen Versuchsgruppen waren vergleichbar mit denen der durch
Maier et al. nicht- oder Sham-operierten Tiere. Bei diesen war keine Penetration der
Darmwand und somit keine Sepsisinduktion erfolgt. Daher ist davon auszugehen, dass
bei den Tieren der PHMB-Gruppe ein akutes Nierenversagen vorlag.

In der Literatur finden sich nur wenige Informationen zur Nephrotoxizität von PHMB.
Ratten, die regelmäßig 2–32mg/kg KG PHMB oral verabreicht bekamen, wiesen histopa-
thologisch leichte tubuläre Schädigungen auf, ohne dass sich ein signifikanter Unterschied
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der Kreatininspiegel zeigte [90]. Ein Review über die Effektivität, Sicherheit und den
klinischen Einsatz von Polihexanid aus 2010 beschreibt eine insgesamt geringe Zyto- /
Toxizität [79]. Untersuchungen zur Nephrotoxizität von PHMB bei intraperitonealem
Einsatz liegen bis dato nicht vor.

Da der Kreatininspiegel in der PHMB-Gruppe signifikant höher als in allen Vergleichs-
gruppen war, ist es naheliegend, dass ein toxischer Effekt durch PHMB vorliegt. Die
Versuchstiere befanden sich zwar in einer stark septischen Situation, die zu einer Nieren-
insuffizienz führt [18, 89], was jedoch auch für die Tiere der anderen Versuchsgruppen
galt, die keinen erhöhten Kreatininspiegel aufwiesen. Für eine abschließende Bewertung,
ob die intraperitoneale Anwendung von PHMB nephrotoxisch ist, bedarf es weiterer
Untersuchungen.

Da ein Mausmodell der intraabdominellen Sepsis genutzt wurde, unterliegt diese Studie
grundsätzlichen Einschränkungen in Bezug auf die Vergleichbarkeit zur Sepsis beim
Menschen sowie auf die Übertragbarkeit der Ergebnisse hinsichtlich der untersuchten
Lavageflüssigkeit, die aktuell keine Zulassung zur Anwendung am Menschen hat. Einen
wesentlichen Unterschied stellen die unterschiedlichen Spezies Mensch – Maus dar. Mäuse
besitzen ein kleineres Genom als der Mensch und es bestehen deutliche Unterschiede in
der immunologischen Funktion [47]. Aktiviertes Protein C ist beispielsweise ein Präparat,
das sich im Tiermodell der Sepsis bewährt hat. In einer randomisierten doppelblinden
placebokontrollierten Multicenterstudie an Patienten im septischen Schock wurde jedoch
festgestellt, dass dieses Präparat beim Menschen keinen Einfluss auf die Mortalität hat
[27]. In dieser Arbeit kamen als Versuchstiere ausschließlich junge, gesunde, weibliche
Tiere zum Einsatz. Beim Menschen tritt die Sespsis jedoch unabhängig vom Geschlecht
und häufig bei älteren Patienten auf, die multiple Vorerkrankungen haben [91]. Dies ist
insofern wichtig, da die Mortalität der Sepsis bei Patienten mit Komorbiditäten höher
ist als bei Patienten ohne Komorbiditäten [91]. Des Weiteren wird bei den eingesetzten
Versuchstieren keine intensivmedizinische Behandlung z. B. mit parenteraler Flüssigkeits-
und Antibiotikagabe, Katecholamintherapie etc. durchgeführt [92]. Das Geschlecht der
Tiere spielt insofern eine Rolle, als dass Studien darauf hinweisen, dass hormonelle
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Unterschiede zu einem besseren Outcome von weiblichen Individuen führt [93]. Auch
die Zeitspanne, in der sich die Sepsis entwickelt, unterscheidet sich. Beim Menschen
entwickelt sich diese in der Regel über mehrere Stunden bis Tage und das resultierende
Multiorganversagen wird durch entsprechende supportive Maßnahmen herausgezögert
oder verhindert [57, 93]. Im Gegensatz dazu wird die Sepsis im Mausmodell durch die
Induktion rasch hervorgerufen und bis zur operativen Intervention nicht behandelt [57,
93].
Mit dieser Arbeit konnte die Hypothese belegt werden, dass die Peritoneallavage mit

PHMB + Lipofundin® das Überleben der abdominellen Sepsis am Mausmodell verbessert.
Dies geht mit einer geringeren bakteriellen Besiedlung der verschiedenen Kompartimente
in den Versuchstieren einher. Auch in der Gruppe, die mit PHMB in wässriger Lösung
behandelt wurde, war eine geringere Keimzahl als in den nicht antiseptisch behandelten
Gruppen zu beobachten. Diese Gruppe wies jedoch die schlechteste Überlebensrate aller
Versuchsgruppen auf. Es ist naheliegend, dass der diametrale Unterschied zwischen
beiden Gruppen mit der in vitro nachgewiesenen geringeren Zytotoxizität von PHMB
in Emulsion zusammenhängt. Die Mechanismen in vivo, die zu diesem Ergebnis führen,
können durch diese Arbeit jedoch nicht abschließend geklärt werden.
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6 Zusammenfassung

Bei der Fokussanierung einer abdominellen Sepsis kommt meist eine Peritoneallavage
mit physiologischer Kochsalzlösung zum Einsatz. Antibiotikahaltige Lösungen scheinen
keinen Vorteil zu haben und der Zusatz von Antiseptika wie z. B. PHMB hat teils toxische
Wirkungen. Aktuelle Studien haben gezeigt, dass die Kombination aus PHMB und Lipo-
fundin® gegenüber PHMB in wässriger Lösung eine geringere Zytotoxizität bei erhaltener
antiseptischer Aktivität in-vitro besitzt.

Um die Hypothese zu bestätigen, dass eine Peritoneallavage mit dieser Emulsion einen
Vorteil für das Überleben der abdominellen Sepsis bietet, wurde eine Überlebenskinetik
am Sepsismodell CASPI durchgeführt. In weiteren Experimenten wurde die bakterielle
Besiedlung 24 h nach Sepsisinduktion in Blut, Lavage und Organen ermittelt. Des Weiteren
erfolgten die Bestimmung der Zytokinspiegel, die Erstellung eines Blutbildes sowie die
laborchemische Bestimmung des Serumkreatinins.

Die höchste Überlebensrate mit signifikantem Unterschied zu allen Vergleichsgruppen
zeigte sich in der PHMB + Lipofundin®-Gruppe mit 68,4%, gefolgt von der mit NaCl
lavagierten Gruppe mit 38,1%. Die hohe Überlebensrate in der erstgenannten Gruppe
korrelierte mit der niedrigsten bakteriellen Belastung in allen untersuchten Kompartimen-
ten. PHMB in wässriger Lösung führte zu einer signifikant erhöhten Sterblichkeit mit
einer Überlebensrate von nur 5,3%. Im Gegensatz zu allen anderen Gruppen bestanden
signifikant erhöhte Kreatininspiegel, die auf ein akutes Nierenversagen hindeuteten.

Die Kombination von PHMB und Lipofundin® könnte in Zukunft eine neue Therapieop-
tion zur Behandlung der abdominellen Sepsis darstellen. Bis dato sind die Mechanismen
in vivo, die den diametralen Unterschied im Überleben zwischen PHMB in Emulsion und
in wässriger Lösung ausmachen, nicht geklärt. Auch In-vivo-Studien zur Toxizität stehen
aus.
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Anhang

2 Belastungsscore

Parameter Untersuchung Bewertung Punkte
Erscheinungsbild Inspektion - normal, sauber gepflegtes Fell 0

- gesträubtes Fell 1
- nasses Fell 2

- schleimige Augen 3
Atmung Inspektion - normal 0

- beschleunigt 1
- schwer 2
- schwach 3

Gewichtsverlust Waage < 5% 0
< 15% 1
< 20% 2
> 20% 3

Spontanverhalten Beobachtung - normal, lebhaft, neugierig 0
- verlangsamt, sitzende Haltung 1

- träge, buckelige Haltung, 2
schwankender Gang

- Seitenlage 3
Provoziertes Verhalten Beobachtung - Maus flieht bei Käfigöffnung 0

- flieht bei Annäherung der Hand 1
- flieht erst bei Berührung 2

- flieht gar nicht 3
Palpation des Palpation - weich, kein Druckschmerz 0
Abdomens - weich, geringe Schmerzreaktion 1

- Resistenz, deutliche Reaktion 2
- hart, deutliche Schmerzreaktion 3

Kotbeschaffenheit Inspektion - viel Kot im Käfig, koten 0
während Untersuchung

- viel, blutiger, schleimiger Kot 1
- wenig Kot im Käfig 2

- kein frischer Kot im Käfig 3

Tabelle 8: Belastungsscore
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