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1 Einleitung 

1.1 Sepsis und Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) 

1.1.1 Definition 

Die erste Sepsis-Consensus-Konferenz von 1991 unterschied zwischen den Krankheitsbil-

dern Sepsis, schwere Sepsis (Sepsis mit Organdysfunktion) und septischem Schock (Sepsis 

mit Organdysfunktion und der Notwendigkeit von Vasopressorgabe zur Behandlung einer 

bedrohlichen Hypotonie) (Bone et al. 1992). Für die Sepsisdefinition wurden die  

sogenannten Systemic Inflammatory Response Syndrome-Kriterien (SIRS-Kriterien) heran-

gezogen, die Folgendes beinhalteten: Hypothermie (< 36 °C) oder Hyperthermie (> 38 °C), 

Tachykardie (≥ 90/Min.), Tachypnoe (≥ 20/Min.) und Leukozytose (≥ 120000/µl) und PaO2 

< 32 mmHg oder Leukopenie ≤ 4000/µl und/oder Linksverschiebung > 10 % (Bracht et al. 

2019). Diese Kriterien wurden im Jahr 2001 um vier weitere Grenzwerte für Organdysfunk-

tionen erweitert (Levy et al. 2003). Die hier genannte Sepsis-1/2-Definition klassifizierte die 

Sepsis als SIRS auf dem Boden einer Infektion.  

2016 wurde die Sepsisdefinition überarbeitet (Singer et al. 2016). In der neuen Sepsis- 

definition spielen die Begriffe SIRS und schwere Sepsis keine Rolle mehr. Lediglich der  

septische Schock als Untergruppe wird definiert. „Sepsis ist definiert als lebensbedrohliche 

Organdysfunktion, die durch eine dysregulierte Immunantwort des Patienten auf eine  

Infektion verursacht wird.“ (Singer et al. 2016). Zur Diagnosestellung wird der Sequential  

Organ Failure Score (SOFA-Score) herangezogen. Eine Änderung von ≥ 2 Punkten im 

SOFA-Score definiert das Vorliegen einer Sepsis. Im SOFA-Score werden der Horovitz-

Index (PaO2/FiO2), Thrombozytenzahl, Bilirubinmenge, arterieller Mitteldruck, Glasgow 

Coma Scale (GCS) und Plasmakreatinin bzw. Diurese beachtet. Im notfallmäßigen Setting 

kann der quickSOFA-Score (qSOFA) verwendet werden, um Patienten schnell klinisch ein-

zuordnen. Hierbei werden GCS < 15, Tachypnoe ≥ 22/Min. und systolischer Blutdruck ≤ 

100 mmHg als erhöhte Risikofaktoren für einen septischen Verlauf definiert (Bracht et al. 

2019; Singer et al. 2016). 

SIRS ist definiert als systemisch inflammatorische Reaktion des Körpers auf einen unspezi-

fischen Auslöser. Die SIRS-Definition spielt in der Sepsis-3-Definition von 2016 keine Rolle. 

SIRS-Kriterien sind für die Diagnosestellung einer Sepsis nicht bindend. Jedoch ist Kenntnis 
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über die SIRS-Kriterien und SIRS-Trigger zur Einschätzung von Patienten im klinischen 

Alltag hilfreich. Wichtig ist, dass die SIRS-Kriterien auch ohne Infektion erfüllt werden  

können (Bracht et al. 2019). Außerdem können Patienten mit einer Infektion eine neue  

Organdysfunktion aufweisen ohne mindestens zwei SIRS-Kriterien, wie in der Sepsis-1/2-

Definition gefordert, zu erfüllen (Bracht et al. 2019).  

Als SIRS-Trigger gelten unter anderem (Poly)Traumata, schwere Operationen,  

Verbrennungen, schwere Erkrankungen wie Pankreatitis, Ischämie, Hypoxie oder Lungen-

arterienembolie (Balk 2014).  

1.1.2 Epidemiologie 

Sepsis ist weltweit eine häufige und schwere Erkrankung. Maßgeblich für eine Genesung sind 

die frühe Erkennung und Behandlung der Sepsis mittels Antibiotika, Fokussanierung und 

kreislaufstabilisierenden Maßnahmen.  

Die Auswertung epidemiologischer Daten gestaltet sich unterschiedlich, je nachdem welcher 

Sepsisdefinition man folgt (Bracht et al. 2019). Der deutschlandweiten fallpauschalen- 

bezogenen Krankenhausstatistik (DRG-Statistik) zufolge lag die Anzahl der Sepsisfälle im 

Jahr 2013 bei etwa 280000. Die relative Sterblichkeit von Patienten mit schwerer Sepsis liegt 

bei 25–35 %, bei Patienten mit septischem Schock sogar bei 40–60 % (Hagel und  Brunk-

horst 2011), höher als bei Myokardinfarkt oder Apoplex (Seymour et al. 2012). In Kranken-

häusern war die Erkrankung die dritthäufigste Todesursache (Fleischmann et al. 2015).  

Die Inzidenz der Erkrankung war bei sehr jungen und sehr alten Patienten am höchsten und 

es konnte ein linearer Anstieg der Sterblichkeit ab einem Alter von 40 Jahren beobachtet 

werden (Fleischmann et al. 2016).  

Die Kosten für die intensivmedizinische Behandlung sind enorm. Für einen Sepsisfall  

werden die Kosten auf 25000 bis 36000 Euro geschätzt, was für das Gesundheitssystem etwa  

3 % der Gesamtkosten ausmacht (Fleischmann et al. 2015). 
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1.1.3 Ätiologie und Pathogenese 

1.1.3.1 Sepsis 

Die Sepsis entsteht auf dem Boden einer Infektion durch Bakterien, Viren, Pilze oder Para-

siten mit einer überschießenden, generalisierten Entzündungsreaktion. Das septische  

Geschehen besteht aus drei wesentlichen pathophysiologischen Bestandteilen: erstens der 

Inflammation, zweitens der septischen Koagulopathie und drittens der Störung der  

Endothelfunktion.  

Exogene pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und endogene danger-associated molecular 

patterns (DAMPs) können über die Bindung an pattern recognition receptors (PRRs), zu denen 

auch die Gruppe der Toll-like-Rezeptoren und der nucleotide-binding oligomerization domain 

(NOD)-like-Rezeptoren gehören, eine Immunantwort hervorrufen. PRRs erkennen Struk-

turen wie Lipopolysaccharide (LPS), andere Endotoxine, Reste von untergegangen Zellen 

oder Teile bakterieller Desoxyribonukleinsäure/deoxyribonucleic acid (DNA) als fremd und füh-

ren zu einer Aktivierung des angeborenen, unspezifischen Immunsystems mit Phagozytose, 

Komplementaktivierung und Ausschüttung von Zytokinen, Entzündungsmediatoren und 

Akute-Phase-Proteinen. Das Epithel des Darms trägt einen großen Teil von PRRs, auch 

Toll-like-Rezeptoren, jedoch führt nicht jede Bindung an diese Rezeptoren zu einer genera-

lisierten Entzündungsreaktion. Proinflammatorische Mechanismen und antiinflammato- 

rische Funktionen halten sich im Optimalfall die Waage. Opsonierung und Phagozytose von 

Erregern ist ein positiver Effekt der verstärkten Inflammation, jedoch ergeben sich für das 

Ausmaß der Erkrankung negative Begleiterscheinungen, wie z. B. die Funktionsstörung des 

Endothels mit Kapillarleck, erhöhter Durchlässigkeit und verstärkter Aktivierung der Gerin-

nung. Hinzu kommt eine Verminderung bzw. Verhinderung der Fibrinolyse durch Tumor-

nekrosefaktor Alpha (TNF-). Die Endothelfunktion ist insofern im Rahmen der Sepsis  

gestört, dass Entzündungszellen durch Endotheldefekte verstärkt in das Gewebe einwandern 

können, Inflammation und Gerinnung somit voranschreiten und vermehrt Flüssigkeit in die 

Periphere verloren gehen kann, was zu peripheren und pulmonalen Ödemen führt.  

Zusätzlich kommt es zu einer Interaktion zwischen Leukozyten und dem Endothel. Die 

Leukozyten haften durch die massive Ausschüttung von Interleukinen vermehrt am  

Endothel und schädigen dieses durch Ausschüttung von Proteasen, Oxidantien und Prosta-

glandinen. Insgesamt sind im septischen Krankheitsbild die zentrale und periphere Blut- 

zirkulation gestört, was zu erheblichen Funktionseinschränkungen der Organe bis hin zum  

Multiorganversagen führt (Ertmer und  Rehberg 2016). 
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1.1.3.2 Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) 

Bei kritisch kranken Patienten kann es im Rahmen von Hypoxie oder Ischämie zur Zerstö-

rung von Geweben kommen, was zur Freisetzung zellulärer Strukturen führt. Dies aktiviert 

die Ausschüttung proinflammatorischer und antiinflammatorischer Zytokine und eine  

Immunabwehr wird initiiert. Die Entzündungsreaktion setzt sich im ganzen Körper fort, 

ohne dass eine Infektion (im Gegensatz zur Sepsis) vorliegt (Bone et al. 1992). Alle Organ-

systeme können im Verlauf beeinträchtigt und geschädigt werden. 

1.2 Patientenkollektive dieser Arbeit 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden polytraumatisierte Patienten mit und ohne Schädel-

Hirn-Trauma (SHT), Patienten mit isoliertem SHT, Patienten mit aneurysmatischer  

Subarachnoidalblutung oder spontanen intracerebralen intraparenchymatösen Blutungen 

eingeschlossen (vgl. Kap. 2.8). In diesen Kollektiven kritisch kranker Patienten kommt es im 

Krankheitsverlauf häufig zur Entwicklung einer Sepsis. 

Bei polytraumatisierten Patienten ist eine Sepsis eine gefürchtete Begleiterkrankung. Laut 

TraumaRegister DGU® (Deutsche Gesellschaft für Unfallchirurgie) entwickeln etwa 6 % 

der polytraumatisierten Patienten eine Sepsis, bei über 20 % der Fälle führt es zu einem 

Multiorganversagen (Huber-Lang 2018).  

Bei Patienten mit Schädel-Hirn-Trauma wurden viszerale Minderdurchblutung und  

gesteigerte intestinale Permeabilität beschrieben. Ob ein kausaler Zusammenhang besteht, 

ist jedoch unklar (Hernandez et al. 2007). In einem experimentellen Maus-Tiermodell für 

SHT konnten Störungen in der intestinalen Barriere nach Induktion des SHT gezeigt werden. 

Dies wurde als Datengrundlage für die sogenannte brain-gut-axis gewertet und als möglicher 

Einflussfaktor für ein schlechtes Outcome der Patienten nach SHT beschrieben (Ma et al. 

2017). Auch bei Ratten wurde eine erhöhte intestinale Permeabilität nach standardisierter 

Kopfverletzung festgestellt (YB Wang et al. 2011). Wenn Verletzungen des Gehirns eine 

gestörte Darmbarriere zur Folge haben, könnte dies zur Translokation von Bakterien führen. 

Eine Übersichtsarbeit konnte jedoch keinen Zusammenhang zwischen Hirnverletzungen, 

Darmperfusionsstörung und Darmpermeabilitätserhöhung bei Patienten mit intrakranieller 

Blutung aufzeigen (Hernandez et al. 2007). 

Eine weitere Theorie, die den Zusammenhang zwischen Trauma und Sepsis zu erläutern 

versucht, ist die Two-Hit-Hypothese (Butt und  Shrestha 2008; Saadia und  Schein 1999). Sie 

versucht die Geschehnisse auf Zellebene zu erklären. Das initiale Trauma als first hit setzt 
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eine überschießende Immunantwort (SIRS) in Gang. Weitere Ereignisse wie Operationen, 

Hypoxie oder Schock (second hit) verstärken diese Immunantwort. Das Immunsystem wird 

durch das initiale Trauma vorbereitet und die proinflammatorischen und anti- 

inflammatorischen Prozesse können aus dem Gleichgewicht geraten. Eine Dysbalance in der 

Immunantwort fördert das Risiko für Infektionen und den Übergang in ein frühes oder  

spätes Multiorganversagen (Neunaber et al. 2011; Saadia und  Schein 1999). 

1.3 Systemische Antworten auf  ein Trauma 

Die systemischen Antworten auf ein Traumaereignis sind komplex. Der Körper eines 

Traumapatienten reagiert auf das Traumageschehen mit drei Phänomenen. Direkt nach dem 

Traumaereignis erfolgt die Regulation des kardiovaskulären Systems. Darauf folgt innerhalb 

von Stunden bis Tage nach dem Ereignis eine immunologische oder inflammatorische  

Kaskade, die vermutlich durch die kardiovaskulären Gegebenheiten getriggert wird und zu 

einem Multiorganversagen führen kann. Schließlich folgt eine Änderung in den metabo- 

lischen Prozessen, die in der längerfristigen Behandlung beachtet werden müssen.  

Hämorrhagie, Gewebeschaden, Schmerz und Angst haben gemeinsam Einfluss auf die  

pathophysiologischen Vorgänge. Wenn eine hämorrhagische Hypotension im Rahmen eines 

Traumas bestehen bleibt, kann sich die Blutversorgung in anderen Gebieten, unter anderem 

im Darm, verschlechtern (Foëx 1999). 

Experimente mit Ratten, bei denen Blutungen hervorgerufen wurden, bis sich ein mittlerer 

arterieller Druck von 40 mmHg einstellte, zeigten Verringerungen in der Blutzufuhr von 

Leber, Milz, Nieren, Dünndarm und Skelettmuskulatur (P Wang et al. 1990). Vor allem die 

Verringerung der Durchblutung des Dünndarms lässt vermuten, dass die Mukosa der Darm-

schleimhaut Schaden nimmt (Haglund et al. 1975). Diese Ischämie könnte in einem Verlust 

der Barrierefunktion und somit der Translokation von Bakterien oder Toxinen aus dem 

Darm in die lymphatischen Organe oder die systemische Zirkulation münden (Foëx 1999). 

Aus diesem Grund wurde dem Darm schon vor einigen Dekaden eine zentrale Rolle in der 

Entwicklung eines Multiorganversagens nach Trauma zugesprochen (Border et al. 1987).  
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1.4 Bedeutung des Darms in der Sepsis 

1.4.1 Gut as a Motor of Sepsis-Hypothese 

Die Aussage, dass der Darm in der Pathogenese der Sepsis eine große Bedeutung hat, wurde 

schon bereits in den 1980er Jahren in der medizinischen Forschung postuliert. Schwere 

Krankheitsbilder korrelieren mit fehlregulierter Apoptose und Proliferation sowie erhöhter 

Permeabilität des Darmepithels. Des Weiteren findet sich ein enormer Stellenwert des  

Mikrobioms im Darm für Gesundheit und Krankheit.  

Die Theorie „the gut as the motor of Multiple Organ Dysfunction Syndrome“ (MODS) (Mittal 

und  Coopersmith 2014) beschreibt die Dysbalance zwischen Darmepithel, Immunsystem 

und Mikrobiom des Darms als Ursache bzw. beeinflussenden Faktor für die Entwicklung 

von systemischen Entzündungs- und Krankheitsgeschehen. 

Gesteigerte Apoptose des Darmepithels kann einen negativen Effekt auf das Outcome einer 

Sepsis haben. Tumorerkrankungen, chronischer Alkoholkonsum oder höheres Alter steigern 

die Apoptose der epithelialen Zellen im septischen Geschehen und mindern das Überleben. 

Die Behandlung eines septischen Patienten zusätzlich darauf auszurichten, die Unversehrt-

heit des Darms zu fördern, könnte eine hilfreiche Strategie darstellen.  

Das Mikrobiom des Darms besteht beim Erwachsenen aus ca. 100 Billionen Keimen, haupt-

sächlich Bakterien, deren Zusammensetzung sich im Laufe des Lebens ändert. Die Aufgabe 

dieser Keime ist vielfältig und reicht von Nährstoffverdauung und Vitaminversorgung über 

Schleimhautproliferation bis hin zu einer Kommunikation zwischen Gehirn und Darm. 

Kommt es dazu, dass Art und Virulenz des intestinalen Mikrobioms sich in Richtung krank-

heitserregend ändern, also die eigentliche symbiotische Lebensweise von Keimen im Darm 

mit dem Menschen gestört ist, kann auch das Mikrobiom ein Faktor für systemische Inflam-

mation sein.  

Die Theorie „gut as a motor of sepsis“ ist eine Kombination aus Effekten, die zum septischen 

Krankheitsbild führen oder dies vorantreiben. Zerstörung der Mukosaschicht, als ersten Ab-

wehrpunkt gegenüber Mikroorganismen, Veränderungen im Mikrobiom, gestörte Prolifera-

tion und Apoptose des Epithels und Translokation von Bakterien können als „Motor einer 

Sepsis“ fungieren (Mittal und  Coopersmith 2014). 
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1.4.2 Three hit model  

Anhand des “three hit models” (Deitch 2002) wird die Bedeutung des Darms im Sepsis- 

geschehen veranschaulicht. Als first hit gilt das Trauma, welches zu einer intestinalen Minder-

durchblutung führt, wodurch proinflammatorische Stoffe aus dem Darm freigesetzt werden. 

Die Reperfusion als second hit führt zu einer Verletzung der Darmschleimhaut (Ischämie- 

Reperfusions-Verletzung), was die Barrierefunktion des Darms einschränkt. Bakterien oder 

Endotoxine können in die mesenterialen Lymphknoten übertreten und eine generalisierte 

Immunantwort folgt als third hit. Ein Übergang in ein SIRS oder MODS ist möglich (Deitch 

2002). 

1.4.3 Systemisch bakterielle Translokation und Gut-Lymph-Hypothese 

Die bakterielle Translokation wurde bereits 1979 von Berg und Garlington beschrieben 

(Berg und  Garlington 1979). Der Weg der Bakterien über das Epithel in die Lamina  

Propria und schließlich in die mesenterialen Lymphknoten oder andere Organe galt als  

wahrscheinlich.  

Diese Theorie wurde erweitert, sodass nicht nur Bakterien, sondern auch deren pathogene 

Bestandteile (PAMPs) translozieren (Assimakopoulos et al. 2018; Lamprecht und  Heininger 

2012) und Folgen hervorrufen können.  

Es gibt aktuell zwei Theorien, welchen Weg die Bakterien oder deren Bestandteile nehmen. 

Erstens die systemische bakterielle Translokation. Ihr zufolge können Bakterien oder deren 

Bestandteile ursächlich auf dem Boden einer gestörten intestinalen Barriere in das portalve-

nöse System übertreten und so in den systemischen Kreislauf gelangen. Folge sind SIRS oder 

MODS. Diese Theorie kann durch klinische Daten nicht untermauert werden 

(Assimakopoulos et al. 2018). 

Zweitens gibt es die Gut-Lymph-Hypothese. Diese Theorie gilt heute als wahrscheinlicher, 

da sie experimentell bewiesen werden konnte (Deitch et al. 2006). Demnach gelangen  

gut-derived danger-asscociated molecular patterns (DAMPs) wegen einer intestinalen  

Barrierefunktionsstörung in die mesenterialen Lymphknoten und über den Ductus  

thoracicus zur Lunge mit Ausbildung eines akuten Lungenversagens (Acute Respiratory  

Distress Syndrome (ARDS)). Über die Vena subclavia (V. subclavia) können die DAMPs in 

den systemischen Kreislauf gelangen und zu SIRS oder MODS nach vorangegangenem 

Trauma oder Schock führen. Der Magen-Darm-Trakt funktioniert als proinflammatorisches 

Organ mit den oben beschriebenen Folgen (Assimakopoulos et al. 2018). 
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1.4.4 Bakterielle Translokation als normales Phänomen und oral tolerance 

Die Annahme, dass Bakterien aus dem Darm in den systemischen Kreislauf übertreten  

können und so ein septisches Krankheitsgeschehen hervorrufen oder vorantreiben, sollte 

unter anderem wegen der Theorie, dass bakterielle Translokation auch ein normales  

Phänomen darstellt (Gatt et al. 2006), kritisch betrachtet werden. Als sogenannte  

„oral tolerance“ (Garside et al. 2004; Song und  Whitacre 2001; Spahn und  Kucharzik 2004) 

bekannt, kommt der Gastrointestinaltrakt (GIT) durch normal stattfindende bakterielle 

Translokationen mit unterschiedlichen Antigenen in Kontakt und es kann sich ein „passen-

des“ intestinales Immunsystem etablieren. Möglich ist, dass septische Komplikationen nur 

auftreten, wenn die Immunabwehr des Patienten überfordert oder fehlerhaft ist. Die bakte-

rielle Translokation steht nicht unbedingt ursächlich im Vordergrund (Gatt et al. 2006).  

1.5 Die intestinale epitheliale Barriere  

Die intestinale epitheliale Barriere ist ein wesentlicher Bestandteil einer gesunden Abwehr 

gegenüber fremden Substanzen (Derikx et al. 2010). Sie besteht aus drei Hauptteilen (Assi-

makopoulos et al. 2007). Erstens dem Mikrobiom, welches eine metabolische,  

immunologische und schützende Funktion einnimmt. Zweitens der Immunbarriere,  

bestehend aus dem darmassoziierten lymphatischen Gewebe, T-Zellen, antikörperproduzie-

renden Plasmazellen, Lymphoidzellen, Makrophagen und Dendritischen Zellen. Drittens der 

mechanischen Barriere. Dazu gehören vor allem die tight junctions, die die Epithelzellen  

zusammenhalten, Interaktionen ermöglichen und nur bestimmte Stoffe passieren lassen  

(Assimakopoulos et al. 2018). Tight junctions bestehen aus vielen Proteinen, u. a. Occludin und 

Varianten des Claudin (Derikx et al. 2010).  

1.6 Gestörte intestinale epitheliale Barriere 

1.6.1 Nachweis von Claudin 3 und iFABP 

Eine gestörte intestinale epitheliale Barriere lässt sich beispielsweise durch die Claudin 3-

Konzentration oder die Intestinal Fatty Acid Binding Protein (iFABP)-Konzentration im 

Urin nachweisen. Claudin 3 ist ein Bestandteil der tight junctions. Eine erhöhte Konzentration 

von Claudin 3 im Blut oder im Urin gibt einen Hinweis auf eine erhöhte Durchlässigkeit 

zwischen den Epithelzellen durch defekte tight junctions (Derikx et al. 2008). 
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Die fatty acid-binding proteins (FABPs) gehören zu der Gruppe der zytoplasmatischen  

Proteine, die langkettige Fettsäuren binden können. FABPs liegen intrazellulär und gehören 

sehr spezifisch zu einem bestimmten Gewebe, in dessen Zellen sie den Transport und die 

Verdauung der Fettsäuren beeinflussen. Durch ihre geringe Größe treten sie bei einem Zell-

schaden schnell in das Blut über. Das spezifische intestinale FABP befindet sich nur in 

Epithelzellen des Jejunums und kann nach deren Schädigung im Urin gemessen werden.  

1.6.2 Bakterielle Translokation als Hinweis für eine gestörte intestinale epitheliale 

Barriere und Besonderheiten des methodischen Nachweises  

Der Nachweis bakterieller Translokation gilt als direktes Maß für die intestinale Barriere-

funktion und ist somit Ausdruck gestörter gastrointestinaler Funktion (Gatt et al. 2006).  

Allerdings ist der Nachweis der bakteriellen Translokation problematisch. Die molekularen 

Nachweismethoden stellen eine Herausforderung dar und die Detektion von translozierten 

Darmkeimen mittels polymerasechainreaction (PCR) ist bislang keine klinische Routine (Gatt et 

al. 2006). Fragen bezüglich Verfügbarkeit, Methodik, Kosten und Anwendbarkeit sind bisher 

ungeklärt (Hagel und  Brunkhorst 2011). Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde die 

Methode der real-time PCR angewandt, um DNA der Spezies Enterococcus sp. im Blut kritisch 

kranker Patienten zu finden. Bereits im Tiermodell (Küçükaydin et al. 2000) und in entnom-

menen Lymphknoten chirurgischer Patienten (Mizuno et al. 2010) zeigte sich der Nachweis 

bakterieller DNA mittels PCR als sensitiver. Bei Patienten nach Ösophagektomie und  

hepatischer Lobektomie sowie bei septischen Patienten, deren Blutkulturen positiv waren, 

ließ sich bakterielle DNA mittels PCR nachweisen (Ono et al. 2005). Diskutiert wurde hier 

jedoch, inwieweit die geringen Mengen nachgewiesener bakterieller DNA Einfluss auf das 

Krankheitsbild des Patienten hatten. Die Durchführung einer PCR sei ein sehr sensitives 

Verfahren, um bakterielle Translokation nachzuweisen, jedoch sei diese Translokation nur 

mutmaßlich verantwortlich für den Ausbruch und Verlauf der Sepsis. Der Nachweis mittels 

PCR bei unklarem Infektfokus sei sinnvoll (Ono et al. 2005). Die in dieser Arbeit durchge-

führte Methode der real-time PCR aus Patientenblut stellt daher einen innovativen Ansatz zur 

Quantifizierung von bakterieller Translokation in ausgesuchten Patientenkollektiven kritisch 

Kranker dar.  

1.7 Prädisponierende Faktoren für eine bakterielle Translokation  

Es gibt eine Reihe von Faktoren, die als prädisponierend für das Stattfinden einer bakteriellen 

Translokation aus dem Gastrointestinaltrakt in die Blutbahn gelten.  
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Eine Obstruktion des Darms kann die Wahrscheinlichkeit für eine bakterielle Translokation 

aus dem GIT erhöhen (Deitch 1989; Sedman et al. 1994). Bakterielle Translokation in  

mesenteriale Lymphknoten von Patienten mit intestinaler Obstruktion konnte zu größerer 

Anzahl nachgewiesen werden als bei Patienten ohne intestinale Obstruktion (Sagar et al. 

1995). Sagar et al. (1995) äußern zudem die Vermutung, dass die bakterielle Translokation 

bei Patienten mit intestinaler Obstruktion mit einem verstärkten septischen Verlauf assoziiert 

sei. In einer weiteren Untersuchung zeigte sich bei 59 % der Patienten mit intestinaler  

Obstruktion (10 von 17 Patienten) das Vorkommen von translozierten Bakterien, vor allem 

E. coli, in den mesenterialen Lymphknoten (Deitch 1989). Der im Tierversuch dargestellte 

Verschluss der Magen-Darm-Passage zeigte den Beginn der Zerstörung der Darmmukosa 

nach vier Stunden. Die aeroben Blutkulturen waren positiv mit dem Nachweis von E. coli, 

was auf eine gestörte epitheliale Barriere hinwies (Kabaroudis et al. 2003). Ist die Darm- 

passage durch einen Verschluss partiell oder ganz behindert, nimmt die Darmmukosa  

Schaden und intestinale Bakterien können translozieren. Auch eine chronisch entzündliche 

Darmerkrankung wirkt sich prädisponierend auf eine bakterielle Translokation aus (Ambrose 

et al. 1984; Sedman et al. 1994).  

Des Weiteren haben In-vitro-Experimente und Tierversuche gezeigt, dass akute Pankreati-

tiden zu bakterieller Translokation aus dem Darm führen können (Deitch et al. 1990; Karsten 

et al. 1998). Gallenflüssigkeit und Gallensalze gelten als protektiv gegenüber bakterieller 

Translokation (Ogata et al. 2003). Totale parenterale Ernährung wirkt sich negativ auf die 

Darmbarriere aus, da der Magen-Darm-Trakt nicht ausreichend durch orale Nahrung zur 

Aktivität angehalten wird (Wildhaber et al. 2005). Notfallmäßige Operationen (Sistino und  

Acsell 1999) und intraoperative Minderperfusion des Splanchnikusgebietes (Holland et al. 

2005) erhöhen das Risiko für eine intestinale Barrierestörung mit daraus resultierender  

bakterieller Translokation. Der im Tiermodell nachgestellte hypovolämische Schockzustand 

war mit einer erhöhten bakteriellen Translokation assoziiert (Schlag et al. 1994).  

1.8 Bedeutung der bakteriellen Translokation bei kritisch kranken 

Patienten 

Einen Teil dieser Arbeit stellt die mikrobiologische Diagnostik und Detektion von Darmkei-

men, im vorliegenden Fall der Spezies Enterococcus sp. dar. Die Funktion des Darms beein-

flusst entscheidend die Genesung kritisch kranker Patienten (Rombeau und  Takala 1997). 

Im intensivmedizinischen Setting treten gastrointestinale Funktionsstörungen häufig und in 

unterschiedlichster Weise auf (Mutlu et al. 2001).  
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Die Analyse von Studien aus den Jahren 1966 bis 2006 von Gatt et al. (2006) zeigte unter 

anderem die methodischen Probleme des Nachweises bakterieller Translokation, prädispo-

nierende Faktoren für bakterielle Translokation und Maßnahmen zur Verhinderung bzw. 

Verringerung bakterieller Translokation und ihrer Folgen.  

Im Verlauf der letzten 40 Jahre gab es laut Gatt et al. (2006) vor allem klinische Studien, 

Tierversuche oder In-vitro-Modelle der Evidenzlevel zwei bis vier. Ergebnisse auf dem  

Evidenzlevel 1 aus randomisierten kontrollierten Studien fehlten. Dies zeigt, dass das Thema 

der bakteriellen Translokation und deren Folgen für die Patienten seit Jahrzehnten behandelt 

wird, aber Ergebnisse uneinheitlich sind und es weiterer Forschung bedarf.  

Bakterielle Translokation ist auch als Phänomen bei Gesunden bekannt (Sedman et al. 1994). 

Erst wenn das Immunsystem nicht mehr intakt ist und die intestinale Barriere gestört ist, 

kann es zu einem Anstieg pathogener Keime und einer vermehrten bakteriellen Transloka-

tion aus dem Darm kommen (Berg et al. 1988). Der Darm als proinflammatorisches Organ 

führt womöglich zu einem Voranschreiten oder einer Aufrechterhaltung eines SIRS, einer 

Sepsis bis hin zum Multiorganversagen.  

Im Rahmen dieser Arbeit und mit Rücksicht auf die Einschlusskriterien der Studie (vgl. Kap. 

2.8) sind vor allem der Verlauf der Erkrankung und die möglichen Folgen durch bakterielle 

Translokation, wie prolongierter Krankheitsverlauf, Entwicklung einer Sepsis und eines  

Multiorganversagens von großer Bedeutung.  

In vorangegangenen Studien konnte die bakterielle Translokation vor allem durch die Ent-

nahme und Untersuchung von mesenterialen Lymphknoten bei chirurgischen Patienten 

nachgewiesen werden (Deitch 1989; MacFie et al. 2006; O'Boyle et al. 1998; Sedman et al. 

1994). Kritisch kranke Patienten ohne Operation stellen eine andere Patientengruppe dar, 

bei der die Forschung bisweilen unvollständig ist.  

Großes Interesse gilt dabei unter anderem der intestinalen Permeabilitätserhöhung. Bei  

kritisch kranken Patienten sind die Auswirkungen der intensivmedizinischen Versorgung, 

vor allem der Beatmungstherapie oder der Gabe kreislaufstabilisierender Medikamente auf 

die gastrointestinale Barrierefunktion unklar (Gatt et al. 2006).  

Die Permeabilität des Darms ist bei Patienten auf der Intensivstation signifikant erhöht und 

steht in engem Zusammenhang mit dem Krankheitsbild SIRS, einer Sepsis oder einem  

Multiorganversagen (Doig et al. 1998; Herbert und  Holzer 2008). Einen weiteren Hinweis 

darauf gibt das Ergebnis einer Studie von De-Souza und Greene (2005). Hier sank die Anzahl 

eines schlechten Outcomes in Form von SIRS, Sepsis und Multiorganversagen durch die 
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Therapie und Verbesserung der intestinalen Barrierefunktion mittels Glutamingabe  

(De-Souza und  Greene 2005). Ist der Darm bei kritisch kranken Patienten gestört, mündet 

dies in einem Verlust der intestinalen Barriere mit einem Einstieg in einen Circulus vitiosus. 

Mikrozirkulationsstörungen führen zu einer Minderdurchblutung des Darms, Ischämie und  

Reperfusion während der intensivmedizinischen Behandlung schädigen die Zellen, Nähr-

stoffmangel und oxidativer Stress erhöhen die Apoptoserate der Enterozyten und zerstören 

die tight junctions. Enterobakterien und Endotoxine gelangen über eine gestörte intestinale 

Barriere mit dem intestinalen Immunsystem (GALT = darmassoziiertes lymphatisches  

Gewebe) in Kontakt. Die proinflammatorische Antwort verschlechtert die intestinale  

Barrierefunktion (erster Circulus vitiosus). Durch die zerstörte Mukosa können DAMPs in die 

mesenterialen Lymphknoten und über die Lunge in den systemischen Kreislauf gelangen und 

die überschießende Immunantwort (SIRS) aktiveren. Ein Übergang in ein MODS ist  

möglich. Die systemische Immunantwort steigert sich und hat wiederum negative Einflüsse 

auf die intestinale Barriere (zweiter Circulus vitiosus) (Assimakopoulos et al. 2018). 

Es lässt sich vermuten, dass eine Verbesserung der intestinalen Barriere somit eine bakterielle 

Translokation und dessen mögliche Folgen verhindern kann.  

Eine der größten retrospektiven Studien zum Thema bakterielle Translokation wurde über 

13 Jahre mit 927 Patienten, die elektiven oder notfallmäßigen bauchchirurgischen Eingriffen 

unterzogen wurden, durchgeführt (MacFie et al. 2006). Im Rahmen der Studie wurde bei 130 

von 927 Patienten (entspricht 14 %) eine bakterielle Translokation mittels der Entnahme 

von mesenterialen Lymphknoten und der kulturellen Anzüchtung der Bakterien nachgewie-

sen. Eine postoperative Sepsis war in der Patientengruppe mit bakterieller Translokation 

häufiger festzustellen als in der Gruppe ohne bakterielle Translokation. Als unabhängige  

Variablen, die eine bakterielle Translokation wahrscheinlicher machten, wurden Notfall-OP 

und totale parenterale Ernährung präoperativ definiert. Kritisch zu diskutieren ist hierbei 

allerdings, dass die Methode der mesenterialen Lymphknotenentnahme limitiert ist. Die Ent-

nahme von Lymphknoten beim Menschen ist aus ethischen und technischen Gründen limi-

tiert (MacFie et al. 2006). Bei Tierversuchen können deutlich mehr Lymphknoten entnom-

men werden. Dies wiederum kann zu einer Diskrepanz zwischen der Anzahl gefundener 

bakterieller Translokation aus einer Studie mit Menschen von etwa 10–15 % (MacFie et al. 

2006; O'Boyle et al. 1998; Sedman et al. 1994) und den Ergebnissen aus Tiermodellen mit 

mehr als 90 % (Bai et al. 1996; Hua und  Moochhala 2000; Reynolds et al. 1996) führen (Gatt 

et al. 2006).  
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Außerdem lässt sich nicht abschließend klären, inwieweit man das Tiermodell auf den  

Menschen übertragen kann. Eine andere Studie fand bei Patienten nach Leberresektion post-

operativ bakteriell positive Lymphknoten und in Korrelation dazu einen häufiger auftreten-

den septischen postoperativen Verlauf (Mizuno et al. 2010). Der Nachweis bakterieller 

Translokation in mesenterialen Lymphknoten war bei chirurgischen Patienten mehrfach  

erfolgreich. Mittels Blutkulturen aus portalvenösem Blut jedoch konnten Bakterien oder  

Endotoxine bei chirurgischen Patienten nicht nachgewiesen werden (Moore et al. 1991).  

Der Weg der bakteriellen Translokation über die mesenterialen Lymphknoten bei Trauma-

patienten konnte bisher nicht nachgewiesen werden (Peitzman et al. 1991). Peitzmann et al. 

(1991) beschreiben, dass die Daten darauf schließen lassen, dass die bakterielle Translokation 

in die mesenterialen Lymphknoten keine Rolle bei akuten Traumata spiele. Insgesamt sind 

die Daten zur bakteriellen Translokation bei kritisch kranken Patienten nicht eindeutig und 

verlangen weitere wissenschaftliche Untersuchungen. 

1.9 Spezies Enterococcus sp. 

Die Gattung Enterococcus kennt mehr als 48 Spezies (Euzéby 1997), von denen vor allem 

Entercococcus faecalis (E. faecalis) und Enterococcus faecium (E. faecium) für den Menschen von  

medizinischer Bedeutung sind.  Bei den Enterokokken handelt es sich um fakultativ  

anaerobe, Katalase-negative, grampositive Kokken (Fachausschuss_Antibiotika-Therapie 

2014; Moellering 1992). Superinfektionen mit E. faecalis oder E. faecium bei Patienten unter 

Breitbandantibiotikatherapie gewinnen heutzutage immer mehr an Bedeutung. Seit den 

1980er Jahren ist der Einsatz von Vancomycin als Antibiotikum zugelassen und etabliert. 

Neben des Einsatzes von Antibiotika in der Humanmedizin üben in der Tierzucht einge-

setzte Antibiotika, wie seit den 1980er Jahren das Glykopeptid Avoparcin, einen Selektions-

druck zugunsten bestimmter Keime aus. Enterokokken sind Bestandteil der Flora im Dünn- 

und Dickdarm und helfen durch Ansäuerung des Milieus unter Bildung von kurzkettigen 

Fettsäuren bei der Kohlenhydratverdauung (Beckmann und  Rüffer 2000).  

1.9.1 E. faecalis und E. faecium 

Die beiden medizinisch relevanten Spezies E. faecalis und E. faecium können im Verdauungs-

trakt nachgewiesen werden. E. faecalis ist dabei deutlich häufiger zu isolieren. Sowohl bei 

Menschen als auch bei anderen Tieren sind sie Teil der Darmflora (Vankerckhoven et al. 

2004). E. faecalis und E. faecium können pathogen wirken, d.h. es ergibt sich entweder eine 

endogene oder nosokomiale Infektion. Der Keim kann sich zusätzlich opportunistisch auf 
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ein bereits geschwächtes und anderweitig infiziertes Individuum setzen. Bei immun- 

geschwächten Patienten, die erleichterte Eintrittswege für E. faecalis bieten z. B. bei trauma-

tischen Darmverletzungen, abdominell chirurgischen Eingriffen oder Dauerkathetern in der 

Harnröhre sind Infektionen wahrscheinlicher. Dramatische Erkrankungen, die sich aus solch 

einer Infektion ergeben, sind Peritonitiden, Endokarditiden oder generalisierte septische  

Geschehen (Bundesinstitut_für_Risikobewertung 2002). Es gibt einige Virulenzfaktoren, die 

für Enterokokken beschrieben sind. Zu ihnen gehören unter anderem Cytolysin, aggregation 

substance (Adhäsin), enterococcal endocarditis antigen (Adhäsin), enterococcal surface protein (Adhäsin), 

adhesin to collagen (Adhäsin), Gelatinase, Gelatinase-Regulatoren, Hyaluronidase und eine  

Kapsel (Vankerckhoven et al. 2004; Zentrale_Kommission_für_die_Biologische_Sicherheit 

2004). Das enterococcal surface protein, kodiert durch esp, steht mit erhöhter Virulenz, Befall und 

Persistenz im Harntrakt sowie der Bildung von Biofilmen in Verbindung (Vankerckhoven et 

al. 2004). Multiples Vorkommen von Virulenzgenen tritt eher bei E. faecalis auf, wie es in 

einigen Studien beobachtet werden konnte (Dupré et al. 2003; Toledo-Arana et al. 2001).  

1.10 Fragestellung und Zielsetzung  

Mittels spezifischer real-time PCR wurden Blutproben von Patienten auf das Vorliegen von 

bakterieller DNA, im hier vorliegenden Fall Enterococcus-DNA, untersucht. Ziel der Arbeit 

war es, die Marker der epithelialen Permeabilitätserhöhung (iFABP und Claudin 3), den  

Marker der gesteigerten Monozytenaktivität soluble CD14 (sCD14), das Ausmaß der systemi-

schen Inflammation (als Marker gelten Procalcitonin (PCT), Leukozyten und das C-reaktive 

Protein (CRP)) und die Schwere des Krankheitsverlaufs (betrachtet werden SOFA-Score, 

SIRS, Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock, Versterben auf der Intensivstation und 28-

Tage- und 90-Tage-Letalität) in Korrelation mit dem Auftreten einer bakteriellen Transloka-

tion der Spezies Enterococcus sp. zu bringen. Die Hypothese, dass eine bakterielle Transloka-

tion ein höheres Ausmaß an systemischer Inflammation und einen schwereren Krankheits-

verlauf hervorruft oder aufrechterhält als keine bakterielle Translokation in der Vergleichs-

gruppe, war zu überprüfen. 

Ein Zusammenhang zwischen bakterieller Translokation und dem Schweregrad der  

Erkrankung der in die Studie eingeschlossenen (Trauma)Patienten würde eine weitere  

Option für Prävention und Therapie nahelegen.   
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2 Material und Methoden 

2.1  Angabe der Mengenverhältnisse 

Die Angabe der Mengenverhältnisse der Verdünnungsreihen der genomischen DNA von  

E. faecalis und daraus verwendeten Positivkontrollen für den Verlauf der Arbeit beziehen sich 

auf ein Volumen von 10 µl. Zur Erleichterung der Lesbarkeit wird im Folgenden auf die 

Konzentrationsangabe pro 10 µl verzichtet. 

2.2 Geräte 

Nachfolgend sind die verwendeten Geräte zur Veranschaulichung gelistet (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Geräte 

Gerät Hersteller 

MagNA Pure LC 2.0 Firma Roche, Mannheim, Deutschland 

NanoDrop 2000c  Firma VWR, Darmstadt, Deutschland  

(früher Peqlab) 

Gradienten-PCR Professional  

Thermocycler 

Analytik Jena, Jena, Deutschland 

LightCycler® 1.0 Firma Roche, Mannheim, Deutschland 

LightCycler® 480 Firma Roche, Mannheim, Deutschland 

Gelelektrophorese (electrophoresis power supply 

EPS 500/400 und Elektrophorese System) 

 

Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 

Schweden und VWR (früher Peqlab), 

Darmstadt, Deutschland 

 

Bio-Rad Universal Hood II  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland  

Kleinschüttler Vortex Genie 2TM Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Mikroliterpipetten (1000 µl, 100 µl, 20 µl, 

10 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland  
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Gerät Hersteller 

Biosphere® filter tips (100–1000 µl,  

2–100 µl, 0,1–20 µl) 

SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland  

LightCycler® 480 multiwell plate 96, white Firma Roche, Mannheim, Deutschland  

LightCycler® 480 sealing foil Firma Roche, Mannheim, Deutschland 

Laborfolie Parafilm®  Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA 

Verschlussröhrchen (1000 µl, 500 µl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

Aufreinigungspipettenspitzen Sequence Laboratories Göttingen,  

Deutschland 

Schraubverschlussröhrchen Sequence Laboratories Göttingen,  

Deutschland 

Urin-Monovetten® á 8,5 ml SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Aufziehkanüle BD MicrolanceTM 3  

Sonderkanüle 18G 

BD & Co, Heidelberg, Deutschland 

S-Monovette® Lithium-Heparin-Gel á 4,7 

ml  

SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

S-Monovette® K3 Ethylendiamintetra-

acetat (EDTA) á 2,7 ml und 7,5 ml 

SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Kühlzentrifuge Heraeus Labofuge 400R Thermo Scientific, Massachusetts, USA 

Aliquote, jeweils 2 ml SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Transferpipette  SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

2.3 Enterococcus faecalis-DNA  

Genomische Bakterien-DNA von E. faecalis aus Anzucht auf einer Agar-Platte im Institut für 

Medizinische Mikrobiologie der Universitätsmedizin Göttingen. 
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2.4 Kits 

DNA-Aufarbeitung: MagNa Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (darin enthalten: 

wash buffer I–III, lysis/binding buffer, Proteinase K, magnetic glass particles (MGPs) suspension und 

elution buffer), Firma Roche, Mannheim, Deutschland. 

Real-time PCR: SYBR Green Mix, Firma Roche, Mannheim, Deutschland. 

2.5 Primer 

Die Sequenzen für die PCR-Primer-Paare wurden aus der Literatur (Rinttilä et al. 2004) aus-

gewählt und bei der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland bestellt. 

Vor Verwendung wurden sie mit destilliertem Wasser zu einer Konzentration von 100 

pmol/l gelöst, daraufhin 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt und zu je einer Menge von 

100 l aliquotiert und bei - 20 °C eingefroren.  

Folgende Primer wurden für die real-time PCR verwendet: 

Forward-Primer (F): 5‘CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT3‘ 

Reverse-Primer (R): 5‘ACTCGTTGTACTTCCCATTGT3‘ 

Die eingesetzten PCR-Primer amplifizieren einen definierten Bereich innerhalb des 16S 

rRNA-Gens (ribosomale Ribonukleinsäure/ribonucleic acid (rRNA)) von E. faecalis. Pro PCR-

Ansatz wurde eine Primer-Menge von 12,5 pmol eingesetzt.  

2.6 Chemikalien und Reagenzien 

Nachfolgend sind die verwendeten Chemikalien und Reagenzien zur Veranschaulichung  

gelistet (Tabelle 2). 

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 

Substanz Bezugsquelle 

HeLa-Zellen-DNA (Epithelzellen von 

Henrietta Lacks)  

zur Verfügung gestellt vom Institut für  

Medizinische Mikrobiologie der Universi-

tätsmedizin Göttingen, Deutschland  

Thermostabile DNA-Polymerase des  

Bakteriums Thermus aquaticus (Taq-Poly-

merase) 

Firma Roche, Mannheim, Deutschland 
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Substanz Bezugsquelle 

Desoxyribonukleosidtriphosphate 

(dNTPs) 

Firma Roche, Mannheim, Deutschland 

TAE-Puffer bestehend aus (50fache stock 

solution): 

 

245 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

(TRIS) Base 

57,1 ml Essigsäure 

100 ml einer 500 molaren EDTA-Lösung 

ad 1 l mit H2O dest.  

zur Verfügung gestellt vom Institut für 

Medizinische Mikrobiologie der Universi-

tätsmedizin Göttingen, Deutschland 

Roth GmbH Karlsruhe, Deutschland 

 

Mikrobiologie Göttingen, Deutschland  

Mikrobiologie Göttingen, Deutschland  

Mikrobiologie Göttingen, Deutschland  

Gel-Red® Genaxxon bioscience, Ulm, Deutschland 

Agarose Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

100bp DNA-Ladder  Thermo Scientific, Massachusetts, USA 

Diffinity RapidTip System Sigma Aldrich, Missouri, USA 

2.7 Ethikantrag 

Der Ethikantrag der Studie „Bakterielle Translokation beim kritisch kranken Patienten“ 

wurde von der Ethikkommission der Universitätsmedizin der Georg-August-Universität 

Göttingen bewilligt (Antragsnummer 6/12/15). 

2.8 Ein- und Ausschlusskriterien der Studie 

Zu den Einschlusskriterien der Studie gehören Polytrauma (Injury Severity Score > 16) ohne 

Schädel-Hirn-Trauma, Polytrauma mit Schädel-Hirn-Trauma, isoliertes Schädel-Hirn-

Trauma, aneurysmatische Subarachnoidalblutung und spontane intracerebrale intra- 

parenchymatöse Blutung. Mindestens eine der fünf genannten Diagnosen muss zutreffen. 

Die Patienten wurden somit in fünf Kohorten eingeteilt, die im Verlauf der Studie  

ausgewertet wurden.  

Die Auswahl der Patienten wurde auf den anästhesiologischen Intensivstationen 0117 und 

0118 der Universitätsmedizin Göttingen täglich durchgeführt, wenn mindestens eine der 
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oben genannten Einschlusskriterien zutraf und keine Ausschlusskriterien (Tabelle 3) erfüllt 

wurden.  

Tabelle 3: Ausschlusskriterien  

Ausschlusskriterien  

Fehlende Einwilligung des Patienten oder des Betreuers zur Studienteilnahme 

Alter unter 18 Jahren 

Schwangerschaft und Stillzeit 

Hospitalisierung über 72 Std.  

Krankenhauswiederaufnahme im Zeitraum von ≤ 4 Wochen wegen desselben Krank-

heitsbildes 

Chronische Darmerkrankung 

Stattgehabte Darmoperation in den letzten zwei Monaten 

Vorbestehende schwere Infektion, z. B. HIV, Hepatitis B oder C 

Behandlung mit Immunsuppressiva und antiinflammatorischen Medikamenten (z. B. 

Glukokortikoiden) 

Hämatologische Grunderkrankung 

Hämoglobin-Wert unter 6 g/dl 

Chemotherapie innerhalb der letzten sechs Monate  

Bekannter Myokardinfarkt oder Verdacht auf Myokardinfarkt innerhalb der letzten sechs 

Wochen 

Herzinsuffizienz mit New York Heart Association (NYHA)-Klassifikation III oder IV 

Stattgehabte Eingriffe mit Herzlungenmaschine und anderen extrakorporalen Verfahren 

in den letzten sechs Monaten 

Vorhandensein einer extrakorporalen Zirkulation (z. B. extrakorporale Membranoxyge-

nierung (ECMO), Dialyse) 

Schwere floride endogene Psychose, auch bei bestehender Betreuung 

Gleichzeitige Teilnahme an einer Arzneimittel-Studie (z. B. SCIENS) oder interventio-

nellen Studie, die in die Inflammationsreaktion eingreift (z. B. Cytosorb-Studie) 

Unmittelbar bevorstehendes Lebensende aufgrund einer unheilbaren Erkrankung 
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2.9 Statistik 

Für die statistische Auswertung wurde das Statistikprogramm Statistica (StatSoft) und SPSS 

(IBM) verwendet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde mit kleiner 5 % angenommen (p ≤ 

0,05).  

Es wurden Zwischengruppenvergleiche („bakterielle Translokation“ vs. „keine bakterielle 

Translokation“) mit wiederholten Messungen an den unterschiedlichen Visitentagen d0, d1, 

d2, d3, d5, d7, d10 und d14 für die Parameter iFABP (Abbildung 9), Claudin 3 (Abbildung 

10), sCD14 (Abbildung 11), PCT (Abbildung 12), Leukozyten (Abbildung 13), CRP  

(Abbildung 14)  und SOFA-Score (Abbildung 15) mittels des Friedman Repeated Measures 

Analysis of Variance on Ranks Tests durchgeführt. Im Rahmen der Korrektur für multiple 

Vergleiche folgte die Anwendung des Tukey-Tests, wenn es Unterschiede zwischen den  

Medianen gab. 

Die Ergebnisse für die Parameter SIRS (Abbildung 16), Sepsis (Abbildung 17), schwere Sep-

sis (Abbildung 18), septischer Schock (Abbildung 19), Versterben auf der Intensivstation 

(Abbildung 20), 28-Tage-Letalität (Abbildung 21) und 90-Tage-Letalität (Abbildung 22) in 

den Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation wurden  

mittels Z-Test statistisch getestet.  

2.10 Materialgewinnung 

Zur Probengewinnung wurden Gefäßzugänge genutzt, wenn möglich ein arterieller Zugang 

der Arteria radialis (A. radialis) und/oder der A. femoralis. Ansonsten wurde bei Unmöglichkeit 

der arteriellen Blutabnahme, venöses Blut aus einem zentralvenösen Katheter oder aus einem 

peripheren venösen Zugang abgenommen.  

Die Urinproben in Urin-Monovetten® wurden mithilfe einer Aufziehkanüle aus der Ab-

nahmemembran bereits liegender Blasenkatheter gewonnen. Um den Urin steril zu gewin-

nen, wurde der Urin nicht aus dem Urinbeutel entnommen. 

Entnommen wurde das Blut zu acht verschiedenen Abnahmezeitpunkten: d0 = sofort bei 

Aufnahme des Patienten, variable Uhrzeit, d1 = 24 Std. nach Aufnahme, d2 = am zweiten 

Tag nach Aufnahme, d3 = am dritten Tag nach Aufnahme, d5 = am fünften Tag nach Auf-

nahme, d7 = am siebten Tag nach Aufnahme, d10 = am zehnten Tag nach Aufnahme, d14 

= am 14. Tag nach Aufnahme, jeweils um acht Uhr morgens.  

Es wurden eine S-Monovette® Lithium-Heparin-Gel á 4,7 ml und zwei S-Monovetten® K3 

EDTA (á 2,7 ml und 7,5 ml) verwendet.  



2 Material und Methoden 21 

Die 2,7 ml EDTA S-Monovette® wurde sofort anonym mit einer Identifizierungsnummer 

bei - 20 °C eingefroren und anschließend im Institut für Medizinische Mikrobiologie der 

Universitätsmedizin Göttingen untersucht.   

Die anderen Proben wurden im Kühlschrank gekühlt und für 15 Min. bei 4–8 °C bei 2500 g 

= 4500 U/Min. in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert. Aus den zentrifugierten Lithium-He-

parin-Gel und EDTA S-Monovetten® wurde jeweils Plasma für drei Aliquote (jeweils 2 ml) 

mit einer Transferpipette abpipettiert. Aus den beiden Urin-Monovetten® wurde jeweils 

zentrifugierter Urin für zwei Aliquote gewonnen. Die Aliquote wurden direkt bei - 20 °C 

zwischengelagert, um dann bei genügender Anzahl an Proben bei - 80 °C eingefroren zu 

werden. Diese Proben wurden in der Klinischen Chemie auf iFABP (Urin), Claudin 3 (Urin) 

und sCD14 (Blut) untersucht. 

Wenn die Indikation für einen Gefäßzugang nicht mehr gegeben war oder der Patient inner-

halb der 14 Tage entlassen wurde, entfielen weitere Probenabnahmen. Sollte eine Probenab-

nahme nicht funktioniert haben, wurde dies vermerkt und die Abfolge der Abnahme am 

nächsten Tag fortgeführt. Bereits gewonnene Proben wurden verworfen und von der Studie 

ausgeschlossen, wenn der Patient oder der Betreuer der Studienteilnahme nicht zustimmten.  

2.11 DNA-Isolierung aus Patientenblut  

Die DNA-Isolierungen aus den Blutproben erfolgte mit dem MagNA Pure LC 2.0. Hiermit 

konnten maximal 32 Proben parallel bearbeitet werden. Die Bedienung des Gerätes ein-

schließlich der Beladung mit den zur DNA-Extraktion benötigten Lösungen erfolgte nach 

Vorgabe des Herstellers Firma Roche, Mannheim, Deutschland. Das eingesetzte Proben- 

volumen betrug je 200 µl, die Elution der isolierten DNA erfolgte in einem Volumen von  

jeweils 100 µl. Eine Aufarbeitungskontrolle in Form von destilliertem Wasser zur Detektion 

möglicher Kontaminationen wurde bei jeder Isolierung mitgeführt. 

2.12 DNA-Isolierung von Enterococcus faecalis 

Die Aufarbeitung von genomischer Bakterien-DNA von E. faecalis wurde mit dem QIAamp 

DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben und unter Verwen-

dung der im Kit enthaltenen Puffer und Materialien durchgeführt. Nach Anzucht des  

Bakterienstammes auf einer Agar-Platte für 24 Std. bei 37 °C wurden einzelne Bakterien-

kolonien mit einer Impföse abgenommen und in einem mit 180 µl ATL-Suspensierungspuf-

fer gefüllten Eppendorf-Gefäß aufgenommen. Dem Bakterien-Puffer-Gemisch wurden 20 

µl Proteinase K zugegeben und das Gemisch wurde anschließend für 2 Std. bei 56 °C und 
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1100 U/Min. inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 200 µl AL-Lysispuffer und eine weitere  

Inkubation für 10 Min. bei 70 °C. Nach Zugabe von 200 µl Ethanol wurde das Bakterienlysat 

auf eine Affinitätssäule überführt und diese 1 Min. bei 8000 U/Min. zentrifugiert. Nach  

Verwerfen des Durchlaufs wurde die Säule zur Entfernung verbliebener löslicher Proteine 

zunächst mit 500 µl Waschpuffer AW1 und anschließend mit 500 µl Waschpuffer AW2 

versetzt. Abschließend wurde die Säule in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt, mit 100 µl 

Elutionspuffer AE befüllt und 1 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Der letzte Schritt der 

Aufarbeitung war die 1-minütige Zentrifugation bei 8000 U/Min. Schließlich wurde die  

aufgearbeitete Bakterien-DNA bei - 20 °C gelagert.  

2.13 Quantifizierung genomischer DNA 

Die Konzentration der isolierten Bakterien-DNA wurde im NanoDrop 2000c gemessen. Die 

Bedienung des Gerätes erfolgte nach Herstellerangaben (früher Firma Peqlab, Erlangen,  

Deutschland; heute Firma VWR, Darmstadt, Deutschland).  

2.14 Verdünnung genomischer DNA von Enterococcus faecalis 

Um die Sensitivität der PCR-Analysen belegen zu können, wurden definierte Mengen  

genomischer DNA von E. faecalis eingesetzt. Hierbei gilt, dass ein Genom des Erregers ein 

Gewicht von ca. 3,2 fg besitzt. Eine DNA-Stammlösung von 96,0 ng/µl wurde bis zu einer 

Konzentration von 32 fg/10µl verdünnt. Erster Schritt war die 1:3-Verdünnung (mit  

destilliertem Wasser) der Ausgangslösung zu einer Konzentration von 32 ng/µl. Es folgte 

die Erstellung einer Verdünnungsreihe mit 10 µl DNA-Lösung und 90 µl HeLa-Zellen-

DNA, sodass sich Konzentrationen von 32 ng, 3,2 ng, 320 pg, 32 pg, 3,2 pg, 320 fg und 32 

fg ergaben. In den Verdünnungen befand sich je 20 ng/ml genomische DNA aus HeLa-

Zellen, die als DNA-Stabilisator diente. Des Weiteren wurden zwei zusätzliche Verdün-

nungsstufen von 160 fg und 80 fg durch eine 1:2-Verdünnung aus 320 fg bzw. 160 fg  

generiert. 
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2.15 Gradienten-PCR zur Festlegung der Primer und der Annealing-

Temperatur 

Zur Festlegung der optimalen Primer und Annealing-Temperatur wurde eine Gradienten-

PCR mit folgenden Bedingungen durchgeführt: In Tabelle 4 wird das Pipettierschema der 

Gradienten-PCR veranschaulicht. Tabelle 5 zeigt die unterschiedlichen Annealing- 

Temperaturen. Das Programm der Gradienten-PCR wird in Tabelle 6 gezeigt. 

Tabelle 4: Gradienten-PCR Pipettierschema 

Komponente Volumen pro Ansatz 

Taq-Polymerase 0,5 l 

dNTPs 0,4 l 

10xPuffer 5 l 

Forward-Primer (10 pmol) 1 l 

Reverse-Primer (10 pmol) 1 l 

DNA-Template 1 l 

H2O dest.  41,1 l 

Tabelle 5: Gradienten-PCR Annealing-Temperaturen 

1 68 °C 

2 66,9 °C 

3 65 °C 

4 62,1 °C 

5 58,7 °C 

6 55,9 °C 

7 54,1 °C 

8 53,0 °C 
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Tabelle 6: Gradienten-PCR-Programm 

 

Als Primer wurden die Paare EF1/EF2, EF3/EF4 und F/R getestet: 

 Forward-Primer EF1 5’AGATGGGGCTCCAATTTCAGA3’ und Reverse-Primer EF2 

5’ACGGTTGAACCTTCTTCTGGT3’ konzipiert im Institut für Medizinische  

Mikrobiologie Göttingen 

 Forward-Primer EF3 5’TCGCTCCAAATGAAAAAGATGGG3’ und Reverse-Primer 

EF4 5’ATCAACCGCTTTTGGTGATTCC3’ konzipiert im Institut für Medizinische  

Mikrobiologie Göttingen 

 Forward-Primer (F): 5‘CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT3‘ und Reverse-Primer 

(R) 5‘ACTCGTTGTACTTCCCATTGT3‘ (aus Rinttilä et al. 2004)  

Mithilfe der Gradienten-PCR wurde die Annealing-Temperatur für die PCR auf 62 °C  

festgelegt.  

2.16 16S-rDNA-PCR mit dem Primer-Paar RW01/DG74 zur 

Überprüfung der DNA-Qualität und PCR mit den Primer-Paaren 

EF1/EF2 und EF3/EF4 

Um zu überprüfen, ob die isolierte genomische DNA von E. faecalis für PCR-Analysen  

geeignet war, wurde neben PCR-Ansätzen mit den Primer-Paaren EF1/EF2 und EF3/EF4, 

die das Esp-Gen amplifizieren, auch eine PCR-Analyse mit dem Primer-Paar RW01/DG74 

durchgeführt. Dieses Primer-Paar ist in der Lage 16S-Sequenzen verschiedener Erreger, ein-

schließlich E. faecalis, zu detektieren.  Es wurden je 48 l Mix und je 2 x 0,2 l Primer einge-

setzt. In Tabelle 7 ist das Pipettierschema der PCR aufgelistet.  

 

Stufe Zyklen Temperatur Zeit 

Initiale Denaturierung 1 x 95 °C 3 Min. 

Denaturierung 

40 x 

95 °C 30 Sek. 

annealing Werte aus Tabelle 5 30 Sek. 

Elongation 72 °C 30 Sek. 

Primer-Extension 1 x 72 °C 5 Min. 
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Tabelle 7: PCR-Pipettierschema  

Komponente Volumen pro Ansatz 

Taq-Polymerase 0,2 l 

dNTPs 0,4 l 

10xPuffer 5 l 

Magnesiumchlorid  3 l 

DNA-Template 10 l 

H2O dest.  31 l 

Primer EF1 oder EF3 oder RW01 0,2 l  

Primer EF2 oder EF4 oder DG74 0,2 l  

2.17 Durchgeführtes PCR-Protokoll   

Die real-time PCR-Analysen wurden mit dem LightCycler® 480 durchgeführt. In die  

Vertiefungen der PCR-Platte (max. 96 Proben) wurden jeweils 15 µl Mix und 5 µl Probe 

(Patient, Positivkontrolle, Negativkontolle) gegeben. Der Mix pro Reaktion bestand aus 8,5 

µl destilliertem Wasser, 4 µl SYBR Green Mix für LightCycler® 480, sowie je 1,25 µl (12,5 

pmol) Forward- und Reverse-Primer (vgl. Kap. 2.5). Bei jeder PCR-Analyse wurde eine  

Kontaminationskontrolle in Form von destilliertem Wasser mitgeführt. Tabelle 8  

veranschaulicht das PCR-Protokoll.  

Tabelle 8: real-time PCR-Programm 

Stufe Zyklen Temperatur Zeit 

Initiale Denaturierung 1 x 95 °C 10 Min. 

Denaturierung 

45 x  

95 °C 15 Sek. 

annealing 62 °C 15 Sek. 

Elongation 72 °C 15 Sek. 

Schmelzkurve 1 x 95 °C 20 Sek. 

68 °C 20 Sek. 

95 °C kontinuierlich  

Kühlung 1 x 40 °C 30 Sek.  
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Nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C für 10 Min. erfolgten 45 PCR-Zyklen bestehend 

aus Denaturierung (95 °C, 15 Sek.), annealing (62 °C, 15 Sek.) und Elongation (72 °C, 15 Sek.). 

Abschließend wurde eine Schmelzkurve von 68 °C bis 95 °C erstellt.  

Die Ergebnisse der PCR in Form von Schmelzpunkten (Tm-Wert, gibt die Temperatur an, 

bei der die Hälfte einer doppelsträngigen DNA in Einzelstränge denaturiert wurde) und  

crossing points (CP) (Zyklus, in dem ein Produkt erstmals detektiert werden kann) wurden mit 

den mitlaufenden Positivkontrollen 320 fg, 160 fg, 80 fg und 32 fg verglichen. Als Nachweis 

von Enterococcus-DNA in den untersuchten Proben ergaben sich Tm-Werte von 83,93 °C 

bis 85,85 °C. Die positiven Proben wurden zu je 20 µl in ein Eppendorf-Gefäß überführt 

und bei - 20 °C eingefroren. Zur Bestätigung des Ergebnisses wurde in ausgewählten Fällen 

eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. 

2.18 PCR der Patientenproben  

Die Untersuchung auf Enterococcus-DNA im Patientenblut erstreckte sich über den gesam-

ten Abnahmezeitraum von Tag 0 bis Tag 14. 

2.19 Agarose-Gelelektrophorese  

Für die Gelelektrophorese wurde ein 2%iges Gel verwendet. Zur Herstellung des Gels wurde 

Agarose in 1 x TAE-Puffer aufgekocht und nach Zugabe von GelRed® (1:10000) in den 

Gelschlitten gegossen. Je nach Probenmenge wurde ein 10er- oder 14er Kamm verwendet. 

Nach Erstarren der Lösung wurden je 5 µl Probevolumen mit je 1 µl Auftragspuffer aufge-

tragen. Negativkontrollen, Positivproben sowie ein 100 bp DNA-Ladder (Thermo Scientific, 

Massachusetts, USA) wurden stets mitgeführt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente  

erfolgte für 30 Min. im elektrischen Feld bei 150 V. 

2.20 Sequenzierung 

Zur beispielhaften Bestätigung des Ergebnisses der PCR-Analysen wurden in einigen Fällen 

Sequenzierungen durchgeführt. Hierzu wurden die Proben mit dem Diffinity RapidTip  

System (Sigma Aldrich, Missouri, USA) nach Herstellerangaben umgepuffert. Je 7,5 µl der 

gereinigten Proben wurden mit je 2 µl Forward-Primer (20 pmol) und 5,5 µl destilliertem 

Wasser zu einem Gesamtvolumen von 15 µl aufgefüllt. Die Sequenzierreaktionen wurden 

von Microsynth (Göttingen, Deutschland) durchgeführt.  
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2.21 Klinische Parameter  

Während der Teilnahme an der Studie wurden von den Patienten an den jeweiligen Blutent-

nahmetagen klinische Parameter des Krankheitsverlaufs erhoben. Die Daten wurden schrift-

lich in einem pseudonymisierten case report festgehalten. Ein Rückschluss auf die jeweiligen 

Patienten war nur durch einen Pseudonymisierungsschlüssel möglich. 

Zu den klinischen Parametern gehörten International Normalized Ratio (INR), Thrombozy-

ten (10³/µl), Leukozyten (µl), Kreatinin (mg/dl), geschätzte glomeruläre Filtrationsrate 

(eGFR) (ml/Min.), Harnstoff (mg/dl), Bilirubin (mg/dl), Aspartat-Aminotransferase (AST) 

(U/l), Alanin-Aminotransferase (ALT) (U/l), Gamma-Glutamyltransferase (γ-GT) (U/l), 

CRP (mg/l), PCT (µl/l), therapeutische Antikoagulation, Durchschnittsverbrauch über 24 

Std. von Dobutamin (mg), Adrenalin (mg) und Noradrenalin (mg), Temperaturminimum 

(°C), Temperaturmaximum (°C), Herzfrequenz pro Minute, mittlerer Blutdruck (mmHg), 

systolischer Blutdruck (mmHg), Beatmung (ja/nein), Beatmungsmitteldruck (mbar), positive 

end-expiratory pressure (PEEP) (mbar), Atemfrequenz pro Minute, PaO2 (mmHg),  alveolo- 

arterielle Sauerstoffdruckdifferenz (mmHg), FiO2, Oxygenierungsindex (PaO2/FiO2) 

(mmHg), pH-Wert, HCO3 (mmol/l), PaCO2 (mmHg), Hämatokrit (%), Hämoglobin (g/dl), 

Laktat (mmol/l), Natrium (mmol/l), Chlorid (mmol/l), Kalium (mmol/l), Insulinbedarf pro 

Tag, Magenrückfluss pro Tag (ml), Art der Ernährung, Nahrungsintoleranz (ja/nein),  

Blasendruck (mmHg), Gesamtbilanz pro Tag, intrakranieller Druck (ICP) (mmHg),  

Sedierung (ja/nein), GCS, Richmond Agitation Sedation Scale (RASS).  

Außerdem wurden der operative Status der Patienten, das Alter, das Geschlecht, der Body-

Mass-Index (BMI) und der tägliche Kalorienbedarf ermittelt. Der BMI wurde mithilfe der 

Formel Körpergewicht (KG) in kg/Größe in m2 errechnet. Der tägliche Grundumsatz 

(kcal/d) wurde mit 25 kcal/kgKG geschätzt. Des Weiteren wurden wichtige Vorerkrankung 

und die Vormedikation vermerkt. 
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2.22 Entwicklung des Krankheitsverlaufs 

Um eine Aussage über die Krankheitsentwicklung im Sinne von SIRS und/oder Sepsis, 

schwere Sepsis und septischer Schock machen zu können, wurden verschiedene Scores an-

gewendet.   

Am Aufnahmetag wurden der Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Score 

(APACHE-Score) und der Simplified Acute Physiology Score (SAPS-Score) ermittelt.  

Außerdem wurden an Tag 0 und an allen weiteren Blutabnahmetagen der SOFA-Score und 

der Gastrointestinal Failure Score (GIF-Score) benutzt.  

Nach 28 und 90 Tagen wurden die Probanden bzw. deren Angehörige telefonisch über die 

weitere Entwicklung befragt und ermittelt, ob der Patient lebt oder verstorben ist. 



3 Ergebnisse 29 

3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung der Methode 

3.1.1 Gradienten-PCR mit Primer-Paar EF1/EF2  

Das Primer-Paar EF1 (5’AGATGGGGCTCCAATTTCAGA3’) und EF2 (5’ACGGTT-

GAACCTTCTTCTGGT3’), welches an das Esp-Gen (Shankar et al. 1999; Willems et al. 

2001) der Spezies Enterococcus sp. bindet, wurde zur Etablierung der Methode im Institut für 

Medizinische Mikrobiologie Göttingen konzipiert und getestet. Mittels Gradienten-PCR  

sollten die optimalen Bedingungen für die real-time PCR ermittelt werden. Als template diente 

E. faecalis-DNA. Die Gradienten-PCR mit dem Primer-Paar EF1/EF2 ergab auch nach 

dreimaliger Durchführung kein Ergebnis und erwies sich somit als ungeeignet zum Nachweis 

der Spezies Enterococcus sp. in Patientenblut. 

3.1.2 Gradienten-PCR mit Primer-Paar EF3/EF4  

Daraufhin wurde das Primer-Paar EF3 (5’TCGCTCCAAATGAAAAAGATGGG3’) und 

EF4 (5’ATCAACCGCTTTTGGTGATTCC3’), welches ebenfalls an das Esp-Gen (Shankar 

et al. 1999; Willems et al. 2001) der Spezies Enterococcus sp. bindet, zur Etablierung der  

Methode getestet. Mittels Gradienten-PCR sollte die optimale Annealing-Temperatur für die  

real-time PCR ermittelt werden. Als template diente E. faecalis-DNA. Die Gradienten-PCR mit 

dem Primer-Paar EF3/EF4 ergab nach dreimaliger Durchführung ebenfalls kein Ergebnis.  

3.1.3 16S-rDNA-PCR zur Überprüfung der DNA-Qualität und Testung der 

Primer-Paare EF1/2 und EF3/4  

Zur Überprüfung, ob die eingesetzte DNA (E. faecalis aus Anzucht auf Agar-Platte im Institut 

für Medizinische Mikrobiologie Göttingen) zu PCR-Analysen geeignet ist, wurde eine PCR 

zum Nachweis eines ribosomalen RNA-Gens durchgeführt. Das hierbei eingesetzte Primer 

-Paar RW01/DG74 (Greisen et al. 1994) amplifizierte die entsprechende DNA-Sequenz und 

wies die eingesetzte Erreger-DNA als PCR-geeignet aus. Die Amplifikation des Esp-Gens 

hingegen mit den Primer-Paaren EF1/2 und EF3/4 gelang nicht (Abbildung 1). 
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3.1.4 Gradienten-PCR mit Primer-Paar F und R  

Die Primer F: 5‘CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT3‘ und R: 5‘ACTCGTTGTACTT-

CCCATTGT3‘ wurden aus der Literatur (Rinttilä et al. 2004) entnommen und zur Etablie-

rung einer real-time PCR getestet. Mit diesen Primern gelang die Amplifikation eines definier-

ten Bereiches innerhalb des 16S rRNA-Gens von E. faecalis. Somit wurden die Primer für 

den Nachweis von E. faecalis ausgewählt, wobei mithilfe einer Gradienten-PCR die  

Annealing-Temperatur auf 62 °C festgelegt wurde (Abbildung 2). Vgl. Kap. 2.15. 

  

Abbildung 1: Agarose-Gelelektrophorese nach PCR mit den Primer-Paaren RW01/DG74, EF1/2, 

EF3/4 

Template: E. faecalis 100 ng. Das Primer-Paar RW01/DG74 amplifizierte das 16S-rDNA-Gen.

Die Primer-Paare EF1/2 und EF3/4 (vgl. Kap. 3.1.1 und Kap. 3.1.2) dienen zur Amplifikation des 

Esp-Gens. Während die PCR mit dem Primer-Paar RW01/DG74 ein PCR-Produkt ergab, zeigte 

die PCR mit den Primer-Paaren EF1/2 und EF3/4 keine Amplifikation.  

Abbildung 2: Gradienten-PCR mit Primer-Paar F und R 

Template: E. faecalis 100 ng. 1–8 zeigen die verschiedenen Annealing-Temperaturen wie folgt: 

1: 68 °C, 2: 66,9 °C, 3: 65 °C, 4: 62,1 °C, 5: 58,7 °C, 6: 55,9 °C, 7: 54,1 °C, 8: 53 °C. 
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3.1.5 Magnesiumionen-Konzentrationen und verschiedene Annealing-

Temperaturen  

Zur Optimierung der Enterococcus sp.-PCR mit den Primern F und R wurden verschiedene 

Magnesiumionen-Mengen bei Annealing-Temperaturen von 54 °C (Abbildung 3) und 62 °C 

(Abbildung 4) mit einer konventionellen PCR getestet. Folgende Mg2+-Endkonzentrationen 

wurden dem Mix aus Taq-Polymerase, dNTPs, 10 x Reaktionspuffer, Forward-Primer,  

Reverse-Primer, H20 dest. und DNA-Template hinzugefügt: 1,5, 2,0, 3,0, 5,0, 7,0, 10,0  

und 20,0 mM. Anhand einer anschließenden Agarose-Gelelektrophorese konnten starke und  

schwache PCR-Banden in Abhängigkeit von der Magnesiumionen-Menge sichtbar gemacht  

werden. Da die Magnesiumionenendkonzentration jedoch keinen Einfluss auf die Amplifi-

kation des PCR-Produktes hatte, wurde auf die Zugabe von Magnesiumionen im Weiteren 

verzichtet. 

 

 

 

 

 

 

3.2 PCR-Analysen mit dem LightCycler 480® 

Zum Nachweis bakterieller Translokation am Beispiel von Bakterien der Gattung Enterococcus 

wurden real-time PCR-Analysen aus Patientenblut durchgeführt. Die Ziel-DNA wurde in 45 

Zyklen amplifiziert, Tm-Werte von 83,93 °C bis 85,85 °C wurden als positiv gewertet. 

Abbildung 3: Magnesium2+-Reihe mit Annealing-Temperatur von 54 °C 

Primer-Paar F und R, template: E. faecalis 100 ng. 

Abbildung 4: Magnesium2+-Reihe mit Annealing-Temperatur von 62 °C 

Primer-Paar F und R, template: E. faecalis 100 ng. 

DNA- 
Ladder 

DNA- 
Ladder 
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3.2.1 Herstellung von Positivkontrollen aus einer Verdünnungsreihe mit Zusatz 

von DNA aus HeLa-Zellen 

Um ein reproduzierbares Amplifikat der Positivkontrollen in der PCR gewährleisten zu kön-

nen, wurde zur Stabilisierung der Bakterien-DNA der Verdünnungsreihe DNA aus HeLa-

Zellen (Epithelzellen von Henrietta Lacks) zugesetzt (HeLa-Zellen-DNA 20 ng/ml). Die 

PCR-Analysen mit der Verdünnungsreihe ergaben spezifische Signale bis zu einer DNA-

Menge von 32 fg, dies entspricht etwa 10 Bakteriengenomen (vgl. Kap. 2.14 und Tabelle 9). 

Die crossing points bei gleichen DNA-Mengen variierten allerdings. So lag der früheste  

crossing point bei einer eingesetzten DNA-Menge von 320 fg bei 34,68. Abbildung 5 veran-

schaulicht die crossing points der verschiedenen DNA-Mengen. Tabelle 9 zeigt den Zusam-

menhang zwischen DNA-Menge und dazugehöriger Anzahl der Bakteriengenome.  

  

1 2 
3 

4 

5 

6 

7 

8 

Abbildung 5: Amplifikationskurve der Verdünnungsreihe vom 24.05.2016 

Template: E. faecalis, verschiedene Mengen: 1: 3,2 ng, 2: 320 pg, 3: 32 pg, 4: 3,2 pg, 5: 320 fg,  

6: 160 fg, 7: 80 fg, 8: 32 fg. Ab einer DNA-Menge von 320 fg sind die Kurven nicht mehr um 3,3 

CP-Werte verschoben (10fach Verdünnungen) und es ist ein Abbruch bzw. eine Verschiebung der  

Kurven zu erkennen. 
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Tabelle 9: crossing points in Abhängigkeit der eingesetzten DNA-Menge von E. faecalis 

DNA-Menge Anzahl der Bakteriengenome crossing point 

3,2 ng ~ 1000000 19,78 

320 pg ~ 100000 23,45 

32 pg  ~ 10000 27,48 

3,2 pg ~ 1000 31,02 

320 fg ~ 100 35,12 

160 fg ~ 50 35,67 

80 fg ~ 25 35,92 

32 fg ~ 10 37,90 

3.2.2 Nachweis von Enterococcus sp. in Patientenproben   

Mittels real-time PCR wurden 90 Patienten mit jeweils maximal acht Probenabnahmetagen 

getestet. In 70 aus 551 Blutproben wurde Enterococcus-DNA detektiert. Dies entspricht 46 

positiv getesteten von insgesamt 90 Patienten (51,1 %). Bei 19 Patienten wurde bei mehr als 

einem Abnahmetag Enterococcus-DNA gefunden (Tabelle 10). Die allgemeine Kodierung 

ist wie folgt zu verstehen: PatientenID_Abnahmetag. Beispiel: Probe von Patient 1 am  

Abnahmetag 0 = 001_d0. Als E. faecalis spezifischer Tm-Werte ergab sich eine Spanne von 

83,93° bis 85,85. 

Tabelle 10: positive Patientenproben 

Laufende 

Nummer der 

positiven  

Ergebnisse 

Positive  

Patientenprobe 

Tm-Wert crossing 

point 

Anzahl der 

Bakterien- 

genome 

1 003_d2 84,80 °C 38,23 < 10 

2 004_d5 85,26 °C kein CP 
keine Aussage 

möglich 

3 007_d7 85,04 °C 34,86 25–100 

4 013_d2 85,85 °C 34,85 25–100 

5 020_d5 84,60 °C 40,00 < 10 
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Laufende 

Nummer der 

positiven  

Ergebnisse 

Positive  

Patientenprobe 

Tm-Wert crossing 

point 

Anzahl der 

Bakterien- 

genome 

6 022_d7 85,30 °C 36,53 10–25 

7 025_d0 85,21 °C 32,81 100–1000 

7 025_d2 84,93 °C 34,76 25–100 

8 026_d0 84,40 °C 35,70 25–50 

8 026_d2 85,66 °C kein CP 
keine Aussage 

möglich 

9 027_d1 84,54 °C 35,51 50–100 

10 029_d0 84,05 °C 40,00 < 10 

10 029_d1 85,32 °C 36,01 10–25 

10 029_d2 84,89 °C 36,74 10–25 

11 031_d3 85,33 °C 34,69 100–1000 

11 031_d7 85,07 °C 35,20 50–100 

12 032_d5 84,96 °C 35,76 25–100 

13 033_d2 84,44 °C 37,59 10–25 

13 033_d3 85,03 °C 35,50 50–100 

14 034_d10 85,01 °C 36,42 10–25 

15 046_d0 84,71 °C 34,05 100–1000 

16 047_d2 84,98 °C 36,75 10–25 

16 047_d10 85,26 °C 34,56 100–1000 

17 050_d3 85,14 °C 35,98 10–25 

17 050_d5 84,83 °C 36,04 10–25 

17 050_d7 84,96 °C 37,90 10 

17 050_d10 85,07 °C 36,77 10–25 

18 051_d3 83,93 °C 38,76 < 10 

19 052_d0 85,13 °C 35,59 50–100 

19 052_d3 84,99 °C 35,64 10–100 

19 052_d7 84,27 °C 37,07 10–25 

20 053_d0 84,23 °C 40,00 < 10 

21 054_d5 84,75 °C 37,03 10–25 
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Laufende 

Nummer der 

positiven  

Ergebnisse 

Positive  

Patientenprobe 

Tm-Wert crossing 

point 

Anzahl der 

Bakterien- 

genome 

21 054_d10 85,07 °C 34,17 100–1000 

22 055_d0 84,97 °C 35,49 50–100 

23 058_d7 85,07 °C 36,05 10–25 

24 061_d14 84,03 °C 40,00 < 10 

25 062_d2 84,39 °C 40,00 < 10 

26 064_d5 85,52 °C 40,00 < 10 

27 066_d0 84,88 °C 40,00 < 10 

28 067_d3 84,23 °C 36,68 10–25 

29 068_d1 84,85 °C 38,77 < 10 

30 069_d7 84,57 °C 40,00 < 10 

30 069_d14 84,50 °C 40,00 < 10 

31 071_d1 84,38 °C 39,41 < 10 

31 071_d14 84,78 °C 40,00 < 10 

32 074_d2 84,81 °C 36,58 10–25 

32 074_d7 84,71 °C 38,86 < 10 

32 074_d10 84,61 °C 36,02 10–25 

33 075_d0 84,39 °C 37,12 10–25 

34 076_d3 85,15 °C 40,00 < 10 

35 077_d0 84,61 °C 40,00 < 10 

36 080_d0 84,73 °C 40,00 < 10 

36 080_d3 84,86 °C 36,43 10–25 

37 081_d1 84,63 °C kein CP 
keine Aussage 

möglich 

37 081_d14 84,25 °C 40,00 < 10 

38 082_d0 84,85 °C 40,00 < 10 

38 082_d10 85,45 °C 40,00 < 10 

39 087_d1 84,69 °C 37,63 10–25 

40 091_d14 84,05 °C 40,00 < 10 

41 093_d0 84,08 °C 35,88 25–50 
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Laufende 

Nummer der 

positiven  

Ergebnisse 

Positive  

Patientenprobe 

Tm-Wert crossing 

point 

Anzahl der 

Bakterien- 

genome 

41 093_d5 84,63 °C 40,00 < 10 

42 094_d0 84,59 °C 40,00 < 10 

42 094_d1 84,99 °C 40,00 < 10 

43 095_d0 84,32 °C 36,09 10–25 

44 096_d2 84,48 °C 34,96 100–1000 

44 096_d5 84,58 °C 36,15 10–25 

45 097_d7 84,99 °C 40,00 < 10 

46 098_d2 84,34 °C 40,00 < 10 

46 098_d7 84,07 °C 39,49 < 10 

3.2.3 Verteilung der gefundenen Translokationen 

Die Verteilung der gefundenen Translokationen (Tabelle 10) erstreckte sich über den  

gesamten Blutentnahmezeitraum. Abbildung 6 veranschaulicht die Anzahl der gefundenen 

Translokationen zu den verschiedenen Blutentnahmetagen 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 und 14. 

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 14

Anzahl 15 7 11 8 8 10 6 5

0

2

4

6

8

10

12

14

16

A
n

za
h

l d
e

r 
P

a
tie

n
te

n

Verteilung der Translokationen

Abbildung 6: Verteilung der Translokationen 

Anzahl der gefundenen Translokationen an den verschiedenen Blutentnahmetagen 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 

und 14. 
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3.2.4 Überprüfung der Validität der PCR  

Die im ersten Durchlauf der PCR positiv getesteten Patientenproben wurden in einer  

weiteren PCR nochmals getestet, um die Methode und die Ergebnisse zu validieren. Von den 

ursprünglich 70 positiven Blutproben (46 Patienten) konnten in der Überprüfung in 15 Blut-

proben (13 Patienten) erneut Bakterien der Gattung Enterococcus identifiziert werden (Tabelle 

11).  

Tabelle 11: positive Ergebnisse in der Überprüfung 

Positive Ergebnisse crossing 

point 

Anzahl der Bakteriengenome 

007_d7 37,06 10–25 

013_d2 32,73 100–1000 

020_d5 35,13 50–100 

022_d7 36,78 10–25 

025_d0 35,56 50–100 

033_d2 36,68 10–25 

033_d3 40,00 < 10 

034_d10 40,00 < 10 

050_d7 40,00 < 10 

053_d0 37,41 10–25 

054_d5 36,97 10–25 

074_d7 40,00 < 10 

074_d10 34,77 100–1000 

076_d3 30,73 1000–10000 

082_d0 39,34 < 10 
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3.3 Agarose-Gelelektrophorese mit ausgewählten Proben 

Zu Beginn der experimentellen Arbeit wurden zur Überprüfung der PCR-Ergebnisse  

Agarose-Gelelektrophoresen bei Tm-Wert positiven Patientenproben durchgeführt.  

Elektrophoretisch aufgetrennt wurden die PCR-Amplifikate der Patientenproben 001–007, 

010–014 und 020–023 (Nachweis des ribosomalen RNA-Gens von Enterococcus sp. in  

Patientenproben). Exemplarisch wird im Folgenden das Ergebnis der Agarose-Gelelektro-

phorese von Patient 010, 013 und 020, 021 und 022 abgebildet. Die Banden von Patient 

013_d2 (Abbildung 7) und 020_d5 und 022_d7 (Abbildung 8) sind als positiv zu werten. 

 

Abbildung 7: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate von Patient 010 und 013 

PCR vom 02.06.2016, Gel vom 02.06.2016. Als Positivkontrollen wurden in aufsteigender Reihenfolge 

32 fg, 80 fg und 160 fg auf das Gel aufgetragen. Die Negativkontolle - PCR gehört zur durchgeführten 

PCR der Patientenproben 010–014 und 020–023. Die Negativkontrolle - A1 gehört zu der Aufarbei-

tungsreihe von Patient 010 und die Negativkontrolle - A2 gehört zu der Aufarbeitungsreihe von  

Patient 020 (Abbildung 8). Die Aufarbeitung der Patientenproben erfolgte vor Durchführung der PCR 

mit dem MagNa Pure LC 2.0 (vgl. Kap. 2.11). Die Bande von 013_d2 ist als positiv zu werten. 

Abbildung 8: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate von Patient 020, 021 und 023 

PCR vom 02.06.2016, Gel vom 02.06.2016. Als Positivkontrolle wurde 320 fg auf das Gel aufgetra-

gen. Die Banden von 020_d5 und 022_d7 sind als positiv zu werten.  
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3.4 Crossing points 

Es konnten in der initialen PCR (Tabelle 10) insgesamt eher späte crossing points mit Werten 

von ≥ 32,81 bis maximal 40,00 identifiziert werden. 

3.5 Sequenzierung der PCR-Amplifikate ausgewählter Proben  

Die PCR-Amplifikate ausgewählter Proben wurden sequenziert. Bei der Auswahl der zu  

sequenzierenden Proben wurde auf variierende crossing points geachtet. Außerdem wurden 

ausgewählte Proben sequenziert, die laut Tm-Wert eindeutig negativ waren. Für die Sequen-

zierung wurde jeweils Primer F eingesetzt. Mittels der Sequenzierung konnte bei fast allen 

PCR-positiven Proben die Gattung Enterococcus bestätigt werden. Für die genauere  

Speziesidentifikation war die Länge des PCR-Produktes nicht ausreichend. Die Sequenzie-

rung einiger weniger Proben (003_d2, 004_d5, 020_d5, und 053_d0) ergab kein Ergebnis. 

Tabelle 12 zeigt die Sequenzierungsergebnisse der ausgewählten Proben und die dazugehö-

rigen Tm-Werte und crossing points. 

Tabelle 12: Ergebnisse der Sequenzierung ausgewählter positiver und negativer Proben 

Probe Ergebnis der Sequenzierung Tm-Wert crossing point 

001_d0 negativ / 82,70 40,00 

003_d2 / 84,80 38,23 

004_d5 / 85,26 / 

007_d7 Enterococcus sp.  85,04 34,86 

013_d2 Enterococcus sp. 85,85 34,85 

020_d5 / 84,60 40,00 

022_d7 Enterococcus sp. 85,30 36,53 

025_d0 Enterococcus sp. 85,21 32,81 

025_d2 Enterococcus sp. 84,93 34,76 

027_d1 Enterococcus sp. 84,54 35,51 

031_d3 Enterococcus sp. 85,33 34,69 

032_d5 Enterococcus sp. 84,96 35,76 
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Probe Ergebnis der Sequenzierung Tm-Wert crossing point 

034_d7 negativ H. sapiens 83,72 40,00 

034_d10 Enterococcus sp. 85,01 36,42 

036_d3 negativ / 83,55 40,00 

046_d0 Enterococcus sp. 84,71 34,05 

047_d2 Enterococcus sp. 84,98 36,75 

050_d3 Enterococcus sp. 85,14 35,98 

051_d3 Enterococcus sp. 83,93 38,76 

052_d0 Enterococcus sp. 85,13 35,59 

053_d0 / 84,23 40,00 

055_d0 Enterococcus sp. 84,97 35,49 

074_d14 negativ / 83,21 38,86 

080_d3 Enterococcus sp. 84,86 36,43 
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3.6 Vergleich mit Markern der epithelialen Permeabilitätserhöhung 

und gesteigerter Monozytenaktivität  

Im Folgenden werden die initial positiv getesteten Patientenproben (Tabelle 10) mit den  

unten aufgeführten Markern verglichen. 

3.6.1 Intestinal Fatty Acid Binding Protein (iFABP)-Konzentration im Urin 

Abbildung 9 zeigt die Urinkonzentration des iFABP an den verschiedenen  

Probeentnahmetagen. In der Abbildung ist kein signifikanter Unterschied zwischen den  

verglichenen Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ 

sichtbar.  

3.6.2 Claudin 3-Konzentration im Urin 

Abbildung 10 zeigt die Urinkonzentration des Claudin 3 an den verschiedenen  

Probeentnahmetagen. Die Werte in Abbildung 10 weisen keinen signifikanten Unterschied 

zwischen den verglichenen Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle 

Translokation“ auf.   

Abbildung 9: Urinkonzentration des intestinal fatty acid binding protein 

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation“ (grau) 

und „keine bakterielle Translokation“ (weiß). Linie = Median, Box = Quartilen (25. und 75. 

Perzentile), Whisker = 10. und 90. Perzentile. 
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3.6.3 sCD14 

Abbildung 11 zeigt die Blutkonzentration des sCD14 an den verschiedenen Probe- 

entnahmetagen. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen  

„bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ vorhanden. 

Abbildung 10: Urinkonzentration des Claudin 3  

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation“, jeweils 

linker Balken und „keine bakterielle Translokation", jeweils rechter Balken. Linie = Median, Box = 

Quartilen (25. und 75. Perzentile), Whisker = 10. und 90. Perzentile. 

Abbildung 11: Blutkonzentration des sCD14  

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation" (grau) 

und „keine bakterielle Translokation" (weiß). Linie = Median, Box = Quartilen (25. und 75. 

Perzentile), Whisker = 10. und 90. Perzentile. 
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3.7 Vergleich mit Markern der systemischen Inflammation 

Im Folgenden werden die initial positiv getesteten Patientenproben (Tabelle 10) mit den  

unten aufgeführten Markern verglichen. 

3.7.1 Procalcitonin 

Abbildung 12 zeigt die Plasmakonzentration des PCT an den verschiedenen  

Probeentnahmetagen. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen  

Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“.  

3.7.2 Leukozyten 

Abbildung 13 zeigt die Blutkonzentration der Leukozyten an den verschiedenen  

Probeentnahmetagen. Die Mehrheit der untersuchten Blutproben zeigt eine Leukozytose. Es 

ist jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen „bakterielle 

Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ vorhanden.  

  

Abbildung 12: Plasmakonzentration des PCT  

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation" (grau) 

und „keine bakterielle Translokation" (weiß). Linie = Median, Box = Quartilen (25. und 75. 

Perzentile), Whisker = 10. und 90. Perzentile. 
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3.7.3 C-reaktives Protein  

Abbildung 14 zeigt die Plasmakonzentration des CRP an den verschiedenen Probe- 

entnahmetagen. Die Mehrheit der Werte befindet sich oberhalb des Grenzwertes von 0,5 

mg/l. Es ist allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen 

„bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ sichtbar.  

Abbildung 13: Blutkonzentration der Leukozyten  

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation“ (grau) 

und „keine bakterielle Translokation“ (weiß). Linie = Median, Box = Quartilen (25. und 75. Perzentile), 

Whisker = 10. und 90. Perzentile. 

Abbildung 14: Plasmakonzentration des CRP  

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation" (grau) 

und „keine bakterielle Translokation" (weiß). Linie = Median, Box = Quartilen (25. und 75. 

Perzentile), Whisker = 10. und 90. Perzentile. 
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3.8 Vergleich mit der Entwicklung des Krankheitsverlaufs  

Im Folgenden werden die initial positiv getesteten Patientenproben (Tabelle 10) mit den  

unten aufgeführten Parametern der Entwicklung des Krankheitsverlaufs verglichen.  

3.8.1 SOFA-Score 

Abbildung 15 zeigt die Werte des SOFA-Scores an den verschiedenen Probeentnahmetagen. 

Die Werte unterscheiden sich im Zwischengruppenvergleich statistisch nicht  

signifikant. 

3.8.2 SIRS  

Insgesamt wiesen 63 von 90 untersuchten Patienten (70 %) klinische Zeichen eines SIRS auf. 

Davon war bei 35 Patienten (56 %) eine bakterielle Translokation nachzuweisen. 27 der 90 

untersuchten Patienten (30 %) wiesen keine klinischen Zeichen eines SIRS auf. Bei ihnen 

fand sich eine Rate an bakteriellen Translokationen von 41 % (11 Patienten) (Abbildung 16). 

Die Rate an bakteriellen Translokationen in den Gruppen „SIRS“ und „kein SIRS“ zeigt 

keinen statistisch signifikanten Unterschied. 

Abbildung 15: Score-Wert des SOFA-Scores 

Probeentnahmetage 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. Vergleich der Gruppen „bakterielle Translokation“ (grau) 

und „keine bakterielle Translokation“ (weiß). Linie = Median, Box = Quartilen (25. und 75. 

Perzentile), Whisker = 10. und 90. Perzentile. 
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3.8.3 Sepsis  

Insgesamt wiesen 48 der 90 untersuchten Patienten (53 %) klinische Zeichen einer Sepsis 

auf. Davon war bei 27 Patienten (56 %) eine bakterielle Translokation nachzuweisen. Bei 42 

der 90 Patienten (47 %) fand sich keine Sepsis. Bei ihnen fand sich eine Rate an bakteriellen 

Translokationen von 45 % (19 Patienten) (Abbildung 17). Die Rate an bakteriellen Translo-

kationen in den Gruppen „Sepsis“ und „keine Sepsis“ zeigt keinen statistisch signifikanten 

Unterschied. 

Sepsis 
53 %

keine 
Sepsis 
47 %

Rate bakterieller Translokationen 
56 %

Rate bakterieller Translokationen 
45 %

Abbildung 17: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „Sepsis“ und „keine Sepsis“. 

SIRS 
70 %

kein SIRS 
30 %

Rate bakterieller Translokationen 
41 %

Rate bakterieller Translokationen 
56 %

Abbildung 16: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „SIRS“ und „kein SIRS“. 
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3.8.4 Schwere Sepsis 

Bei 31 der 90 untersuchten Patienten (34 %) wurden klinische Zeichen einer schweren Sepsis 

festgestellt. Davon war bei 16 Patienten (52 %) eine bakterielle Translokation nachzuweisen. 

59 der 90 untersuchten Patienten (66 %) hatten keine schwere Sepsis. Bei ihnen fand sich 

eine Rate an bakteriellen Translokationen von 51 % (30 Patienten) (Abbildung 18). Die Rate 

an bakteriellen Translokationen in den Gruppen „schwere Sepsis“ und „keine schwere  

Sepsis“ zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied. 

3.8.5 Septischer Schock 

Bei 31 der 90 untersuchten Patienten (34 %) wurden klinische Zeichen eines septischen 

Schocks festgestellt. Davon war bei 17 Patienten (55 %) eine bakterielle Translokation nach-

zuweisen. 59 der 90 untersuchten Patienten (66 %) hatten keinen septischen Schock. Bei 

ihnen fand sich eine Rate an bakteriellen Translokationen von 49 % (29 Patienten)  

(Abbildung 19). Die Rate an bakteriellen Translokationen in den Gruppen „septischer 

Schock“ und „kein septischer Schock“ zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied. 

schwere 
Sepsis 
34 %keine 

schwere 
Sepsis 
66 %

Rate bakterieller Translokationen 
51 %

Rate bakterieller Translokationen 
52 %

Abbildung 18: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „schwere Sepsis“ und 

„keine schwere Sepsis“. 

septischer 
Schock
34 %

kein 
septischer 

Schock
66 %

Rate bakterieller Translokationen 
49 %

Rate bakterieller Translokationen 
55 %

Abbildung 19: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „septischer Schock“ und 

„kein septischer Schock“. 



3 Ergebnisse 48 

3.8.6 Patienten auf der Intensivstation verstorben 

Insgesamt starben 16 der 90 an der Studie teilnehmenden Patienten (18 %) auf der Intensiv-

station. Davon war bei 9 Patienten (56 %) eine bakterielle Translokation nachzuweisen. 74 

der 90 untersuchten Patienten (82 %) verstarben nicht auf der Intensivstation. Bei ihnen fand 

sich eine Rate an bakteriellen Translokationen von 50 % (37 Patienten) (Abbildung 20).  

Die Rate an bakteriellen Translokationen in den Gruppen „Patienten auf Intensivstation  

verstorben“ und „Patienten nicht auf Intensivstation verstorben“ zeigt keinen statistisch  

signifikanten Unterschied. 

3.8.7 28-Tage-Letalität  

Insgesamt starben 16 der 90 an der Studie teilnehmenden Patienten (18 %) nach 28 Tagen. 

Davon war bei 9 Patienten (56 %) eine bakterielle Translokation nachzuweisen. 74 der 90 

untersuchten Patienten (82 %) verstarben nicht nach 28 Tagen. Bei ihnen fand sich eine Rate 

an bakteriellen Translokationen von 50 % (37 Patienten) (Abbildung 21). Die Rate an  

bakteriellen Translokationen in den Gruppen „Patienten verstorben nach 28 Tagen“  

und „Patienten nicht verstorben nach 28 Tagen“ zeigt keinen statistisch signifikanten  

Unterschied. 

verstorben auf 
Intensivstation
18 %

nicht verstorben 
auf Intensivstation

82 %

Rate bakterieller Translokationen 
56 %

Rate bakterieller Translokationen 
50 %

Abbildung 20: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „Patienten auf Intensivstation 

verstorben“ und „Patienten nicht auf Intensivstation verstorben“. 
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Rate bakterieller Translokationen 
50 %

Rate bakterieller Translokationen 
56 %

Abbildung 21: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „Patienten verstorben nach 

28 Tagen“ und „Patienten nicht verstorben nach 28 Tagen“. 
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3.8.8 90-Tage-Letalität  

Bei 88 Patienten wurde der Parameter „90-Tage-Letalität“ bestimmt. Nach 90 Tagen waren 

24 Patienten (27 %) verstorben. Davon war bei 13 Patienten (54 %) eine bakterielle  

Translokation nachzuweisen. 64 der 88 untersuchten Patienten (73 %) lebten noch nach 90 

Tagen. Bei ihnen fand sich eine Rate an bakteriellen Translokationen von 52 % (33 Patienten) 

(Abbildung 22). Die Rate an bakteriellen Translokationen in den Gruppen „Patienten  

verstorben nach 90 Tagen“ und „Patienten nicht verstorben nach 90 Tagen“ zeigt keinen 

statistisch signifikanten Unterschied. 

verstorben 
nach 90 Tagen

27 %

nicht verstorben 
nach 90 Tagen

73 %

Rate bakterieller Translokationen 
54 %Rate bakterieller Translokationen 

52 %

Abbildung 22: Rate bakterieller Translokationen in den Gruppen „Patienten verstorben nach 90 

Tagen“. 
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse  

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte mit der Methode der real-time PCR das Vorliegen 

von Enterococcus-DNA im Blut von 46 kritisch kranken Patienten nachgewiesen werden.  

Die Marker der epithelialen Permeabilitätserhöhung (iFABP und Claudin 3), der Marker der 

gesteigerten Monozytenaktivität (sCD14), das Ausmaß der systemischen Inflammation  

(als Marker galten PCT, Leukozyten und CRP) und die Schwere des Krankheitsverlaufs (be-

trachtet wurden SOFA-Score, SIRS, Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock, Versterben 

auf der Intensivstation und 28-Tage- und 90-Tage-Letalität) waren nicht in positive Korrela-

tion mit dem Auftreten einer bakteriellen Translokation der Spezies Enterococcus sp. zu  

bringen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen  

„bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“.  

4.2 Diskussion der Methode 

4.2.1 Alte und neue Ansätze in der Diagnostik bakterieller Translokation 

Bereits in früheren Studien wurde die bakterielle Translokation darmansässiger Bakterien in 

Lymphknoten des Mesenteriums bzw. in das Blutkreislaufsystem diskutiert.  

Sowohl bei gesunden Menschen mit 5–10 % (Sedman et al. 1994), als auch bei speziellen 

Krankheitsbildern, wie zum Beispiel Obstruktion des Darms durch einen Illeus (Deitch 1989; 

Sedman et al. 1994) oder im Rahmen von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

(Ambrose et al. 1984; Deitch 1989) wurden translozierte Darmbakterien nachgewiesen.  

In allen drei oben genannten Studien wurden jeweils Proben der Serosa oder mesenteriale 

Lymphknoten entnommen und translozierte Bakterien mittels Bakterienkultur nachgewie-

sen. Dies stellt einen wichtigen Unterschied zur Methodik der hier vorliegenden Arbeit dar. 

Die Entnahme von Gewebe oder mesenterialen Lymphknoten ist eine Form der invasiven 

Diagnostik und ist nur mittels Operation bei chirurgischen Patienten möglich.  

Im Setting dieser Arbeit stellt diese invasive Methodik keine Option dar. Wichtig ist außer-

dem zu erwähnen, dass sowohl chronisch entzündliche Darmerkrankungen als auch opera-

tive abdominelle Eingriffe Ausschlusskriterien dieser Studie sind. Ist der Darm durch  

Entzündung oder Operation angegriffen, ist eine Translokation von Darmkeimen als wahr-

scheinlicher anzusehen als bei darmgesunden Patienten, was die Daten verfälschen könnte. 
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Allerdings ist es vorstellbar, dass es im Rahmen von Traumata zu einer Darmkontusion mit 

daraus resultierender erhöhter Permeabilität der Darmschleimhaut kommen kann. Derartige 

Szenarien sind in den Einschlusskriterien dieser Studie nicht auszuschließen. 

Der molekularbiologische Nachweis bakterieller DNA aus peripheren Blutproben oder  

anderen Körperflüssigkeiten ist eine neue Herausforderung, Schwierigkeit und Möglichkeit 

zugleich (Gatt et al. 2006). 

Der molekularbiologische Nachweis bakterieller DNA gilt im Vergleich zur Bakterienkultur 

als schneller und sensitiver, um eine Translokation festzustellen (Küçükaydin et al. 2000; 

Ono et al. 2005).  

Die PCR-Technik fand bei Küçükaydin et al. (2000) Anwendung. Im Tierversuch mit Ratten 

wurde bakterielle Translokation im Ischämie-Reperfusions-Modell mittels PCR nachgewie-

sen. Die Ratten wurden in drei Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 bestand aus 20 Ratten, die E. 

coli erhielten, gefolgt von 10 Min. Ischämie und 30 Min. Reperfusion der A. mestenterica supe-

rior. Gruppe 2 war die Kontrollgruppe bestehend aus 20 Ratten, denen bakterielle künstliche 

Ernährung verabreicht wurde. Gruppe 3 bestand aus 20 Kontollratten ohne Intervention.  

3 ml portalvenöses Blut und mesenteriale Lymphknoten wurden bei allen Ratten entnommen 

und E. coli-DNA mittels PCR gefunden. Die Ergebnisse zeigten E. coli-DNA in 30 % der 

Lymphknoten-Proben und 10 % der Blutproben aus Gruppe 1. Die PCR war in Gruppe 2 

und 3 negativ. Die Übertragung vom Tiermodell auf den Menschen ist hierbei durchaus 

plausibel, da das Bakteriengenom in den Tieren mit dem im Menschen vergleichbar ist.  

Kane et al. (1998) setzten sich zum Ziel, bei Patienten eine sensitivere Methode zum Nach-

weis von systemischen Infektionen auf dem Boden einer bakteriellen Translokation aus dem 

Darmtrakt zu finden. Getestet wurde das Blut von 40 chirurgischen Patienten und 20 gesun-

den Kontrollpersonen. Es zeigte sich auch hier, dass die PCR sensitiver war als die Blut- 

kulturen. Bei 64 % der kritisch kranken Patienten fanden sich bakterielle DNA-Bestandteile. 

Die Blutkulturen waren nur bei 14 % der Patienten positiv (Kane et al. 1998).  

Eine Untersuchung von Wen et al. (2000) verglich die Anwendung von Blutkulturen und 

PCR aus dem Blut zum Nachweis von bakterieller DNA bei 23 Patienten nach Laparotomie. 

Beide Methoden wurden gleichzeitig angewandt und zeigten, dass die PCR sensitiver war, 

um eine Bakteriämie nachzuweisen. 3 Blutkulturen von 23 waren positiv (13 %) und die PCR 

zeigte sich bei 10 von 23 Proben positiv (43,5 %) (Wen et al. 2000). 

Eine neuere Studie mit Patienten nach Hepatektomie bei Malignitäten der Gallenwege hat 

die moderne Methode der ribosomal RNA-targeted reverse-transcriptase polymerasechainreaction 
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(rRNA-targeted RT-qPCR) angewandt, um das Auftreten von postoperativen septischen 

Komplikationen vorauszusagen. Während der OP entnommene Lymphknoten wurden nicht 

bakteriell kultiviert, sondern das Material wurde mithilfe einer PCR analysiert. Dabei zeigte 

sich, dass Patienten mit positivem Bakteriennachweis häufiger postoperative septische Kom-

plikationen hatten. Von den 65 in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden letztendlich 

die Ergebnisse von 51 Patienten ausgewertet. Die mesenterialen Lymphknoten wurden zwei-

mal entnommen. Erstens bei der Laparotomie und zweitens nach der Tumorentfernung. In 

den Lymphknoten der Gruppe 1 zeigten sich Bakterien bei 29,4 % und in den Gruppe 2 

Lymphknoten bei 37,3 %. Die Detektion von Bakterien in den Gruppe 1 Lymphknoten war 

signifikant mit einer präoperativen Cholangitis verknüpft (P = 0,04). Die gefundenen Bakte-

rien bei den Gruppe 2 Lymphknoten zeigten eine Korrelation mit postoperativen Infektio-

nen (P = 0,002) (Mizuno et al. 2010).   

Zusammenfassend lässt sich mit Bezug auf die oben genannten Studien festhalten, dass die 

PCR aus Blut, anderen Körperflüssigkeiten oder Körpermaterialien eine sensitivere und 

schnellere Methode zum Nachweis bakterieller DNA im Gegensatz zu der Anwendung von 

Blutkulturen oder kulturellem Anzüchten von Bakterien aus entnommenen Lymphknoten, 

portalvenösem Blut oder anderem Körpermaterial darstellen kann. Die Entnahme  

von Lymphknoten und portalvenösem Blut ist nur mit invasiver Technik möglich und  

spielt im Rahmen dieser Arbeit keine Rolle. Hinzu kommt, dass die kulturelle Anzüchtung 

von Bakterien nicht bei allen Spezies möglich ist oder eine Anzüchtung nach bereits  

begonnener Antibiotikatherapie im Rahmen von Operationen eingeschränkt ist (Lamprecht 

und  Heininger 2012).  

4.2.2 Diskussion der Primer 

Die Primer RW01 und DG74 sind Universalprimer, die eine 370 bp Region im 16S rRNA-

Gen von Bakterien amplifizieren (Greisen et al. 1994). Sie wurden in einer Gradienten-PCR 

verwendet, um die eingesetzte DNA von E. faecalis, angezüchtet auf einer Agar-Platte im 

Institut für Medizinische Mikrobiologie Göttingen, als PCR-geeignet zu testen. Das 16S 

rRNA-Gen ist bei allen Bakterien hoch konserviert, weswegen die Primer RW01 und DG74 

die DNA verschiedenster bakterieller Spezies amplifizieren. Für eine weitere Identifikation 

des Genus oder der Spezies benötigt man entsprechend spezifischere Primer.  

Die Primer EF1/2 und EF3/4 konnten keine DNA amplifizieren (Abbildung 1). Eigentlich 

amplifizieren sie das Esp-Gen (Shankar et al. 1999) bei E. faecalis und E. faecium. Esp gilt als 
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Virulenzfaktor (Vankerckhoven et al. 2004), vor allem bei Vancomycin-resistenten E. faecium 

(Willems et al. 2001).  

Im weiteren Verlauf wurden die Primer F und R mittels Gradienten-PCR getestet.  

Sie wurden aus der Literatur entnommen (Rinttilä et al. 2004). Bei Rinttilä et al. (2004)  

wurden 16S rDNA amplifizierende Primer für verschiedene Bakteriengruppen, unter  

anderem Enterococcus sp., konzipiert und ein Protokoll einer SYBR-Green I basierten real-time 

PCR erstellt.  

Die Primer aus Rintillä et al. (2004) wurden in dieser Arbeit verwendet. Im Unterschied zu 

Rinttilä et al. (2004) kamen sie allerdings in einer PCR mit DNA aus humanen Blutproben 

zum Einsatz. Sowohl Blut als auch humane DNA haben unterschiedliche Einflüsse auf eine 

PCR. Blut wirkt inhibierend auf die PCR, was den Vorgang der DNA-Amplifikation  

erschwert (Hemschemeier et al. o.J.). Primer können unter Umständen unspezifisch an DNA 

binden und es entstehen z. B. Amplifikate von Human-DNA, was die Spezifität und Sensi-

tivität herabsetzt (Navarro et al. 2002). Es kann sowohl zu fehlenden Amplifikationen, also 

falsch-negativen Ergebnissen, als auch zu falsch-positiven Ergebnissen kommen, wenn hu-

mane DNA anstelle von bakterieller DNA amplifiziert wird (Disqué 2007). Des Weiteren 

können sich die im Ansatz der PCR eingesetzten Primer (vgl. Kap. 3.1.4) selbst aneinander-

lagern und es können Primer-Dimere entstehen (Neusser 2001). Die Amplifikationsprodukte 

in Form von Primer-Dimeren ließen sich in der hier vorliegenden Arbeit gut von positiven 

Patientenproben unterscheiden, da anhand der Schmelzkurve andere Tm-Werte sichtbar wur-

den. Die spezifischen Tm-Werte für Amplifikate von Enterococcus sp. waren eindeutig zu er-

kennen (vgl. Kap. 3.2.2). In der hier vorliegenden Arbeit konnte bei 46 von 90 Patienten 

bakterielle DNA nachgewiesen werden. In der Überprüfung der im ersten Durchlauf positiv 

getesteten Patienten konnte nur bei 13 Patienten zweitmalig Enterococcus-DNA gefunden  

werden. Zu erklären ist dies damit, dass sich die hier angewendete Methode an der unteren 

Nachweisgrenze befand. Dies zeigte sich an den späten crossing points (vgl. Kap. 3.2.1 und 

Tabelle 9). Weitere Diskussion und Inhalte finden sich dazu in Kap. 4.2.7. Die Sequenzierung 

einiger stichprobenartig ausgewählter Proben zeigte den Nachweis von Enterococcus sp., was 

das PCR-Protokoll und die Auswahl der Primer als gattungsspezifisch identifizierte.  

4.2.3 Bedeutung der Annealing-Temperatur  

Annealing ist ein Begriff für das Anlagern der Primer an die komplementäre DNA des  

Zielgens (Hemschemeier et al. o.J.), hier: Enterococcus-DNA, die es zu amplifizieren galt.  

Sobald die Template-DNA zu Einzelsträngen denaturiert wurde, wurde bis zu einer 
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definierten Temperatur (Annealing-Temperatur) heruntergekühlt und die Primer konnten 

sich spezifisch an die DNA-Einzelstränge binden und die denaturierte DNA zu Doppel-

strang-DNA vervollständigen (Hemschemeier et al. o.J.). Die Wahl der passenden  

Annealing-Temperatur ist maßgeblich für die Spezifität der Bindung zwischen Primer und 

Einzelstrang DNA des templates. Zu niedrige Temperaturen lassen unspezifische Bindungen 

zu, woraus sich möglicherweise die Amplifikation eines anderen Produktes ergibt. Zu hohe 

Temperaturen erlauben es den Primern nicht, sich an das template anzulagern und es wird 

kein Produkt amplifiziert (Hemschemeier et al. o.J.). Optimal ist ein annealing von ca. 2 °C 

unterhalb des Tm-Wertes des verwendeten Primers (Hemschemeier et al. o.J.). Der Primer F 

hat einen Tm-Wert von 60,3 °C und der Primer R hat einen Tm-Wert von 57,5 °C. Angegeben 

sind in der Literatur Annealing-Temperaturen von 50–70 °C je nach verwendetem Primer 

(Rinttilä et al. 2004). Im Falle der ausgewählten spezifischen Primer für die Gattung  

Enterococcus ist in der Literatur eine Annealing-Temperatur von 61 °C vorgegeben (Rinttilä et 

al. 2004). In der vorliegenden Laborarbeit wurde unter Berücksichtigung der Studie von 

Rinttilä et al. (2004) eine Gradienten-PCR zur Detektion der optimalen Annealing-Tempe-

ratur durchgeführt. Das Ergebnis zeigte eine optimale Primer-Anlagerung bei 62 °C, was 

etwas von den oben genannten Empfehlungen aus Hemschemeier et. al. (o.J.) zum annealing 

unter optimalen Bedingungen abweicht (Abbildung 4). Höhere Temperaturen zeigten kein 

Ergebnis. Niedrigere Temperaturen konnten unspezifische Bindungen nicht ausschließen.  

4.2.4 Nachweisgrenze der PCR-Tests  

Ein Bakteriengenom des E. faecalis bestehend aus etwa 3000000 Basenpaaren wiegt ca. 3 fg 

(vgl. Kap. 2.14). 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte die PCR der Verdünnungsreihe minimal etwa zehn 

Bakteriengenome der Enterococcus sp. nachweisen. Dies entsprach einer Menge von 32 fg. Die 

nachgewiesenen Bakterienmengen waren insgesamt mit späten crossing points verknüpft (vgl. 

Kap. 3.2.1, Tabelle 9 sowie Kap. 3.4). Die in den Patientenproben mitgeführten Positivkon-

trollen beliefen sich in derselben Größenordnung.  

In einer Studie von Santos et al. (2019) zum Nachweis von E. faecalis in Luftfiltern lag die 

niedrigste Nachweisgrenze mittels PCR bei 15 Genomen pro 10 l (Santos et al. 2019), was 

ähnlich zur Nachweisgrenze der hier vorliegenden Arbeit ist.  

Neben dem Nachweis von Bakterien-DNA besteht die Möglichkeit eine bakterielle Translo-

kation durch den Nachweis von PAMPs zu detektieren. Die Theorie der bakteriellen 

Translokation wurde um die Theorie der Translokation von bakteriellen Bestandteilen, den 
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sogenannten PAMPs, erweitert (Tsujimoto et al. 2009). Diese Bestandteile wie bakterielle 

Flagellen, Murein der Zellwand, Nukleinsäuren und Endotoxine wie Lipopolysaccharide 

können nach deren Erkennung von PRRs (vor allem Toll-like-Rezeptoren), eine Immun- 

antwort in Gang setzen.  

Genetische Variationen der Toll-like-Rezeptoren wiederum sind mit unterschiedlich ausge-

prägten Krankheitsbildern assoziiert (Corr und  O’Neill 2009). Aussagen darüber, ab welchen 

genauen Bakterienmengen ein Einfluss auf die Entwicklung einer Sepsis oder eines SIRS zu 

erwarten wäre, lassen sich nicht machen. Da in der hier vorliegenden Arbeit keine positive 

Korrelation zwischen dem Auftreten einer bakteriellen Translokation und der Inflammation 

sowie Schwere des Krankheitsverlaufs (Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 11, Abbil-

dung 12, Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung 16, Abbildung 17, Abbil-

dung 18, Abbildung 19, Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22) gefunden werden 

konnte, kann diese Fragestellung mithilfe der erhobenen Daten nicht beantwortet werden. 

Die hier gefundenen geringen Mengen von Enterococcus sp.-DNA in Patientenproben  

haben zumindest nicht alleinig oder ausschlaggebend zur Ausprägung oder Aufrechterhal-

tung des septischen Krankheitsbildes beigetragen. 

4.2.5 Bedeutung der crossing points 

Die crossing points (oder auch threshold cycle = Ct-Wert) können bei einer real-time PCR als Quan-

tifizierungmethode herangezogen werden (Simon Med. Diss. Bonn 2008). Sie geben den 

PCR-Zyklus an, in dem ein Produkt erstmals detektiert werden kann. Möglich ist dies mittels 

Fluoreszenzsignal in Echtzeit. Fluoreszenz und DNA-Menge nehmen proportional zu und 

so können Rückschlüsse auf die Startmenge gezogen werden (Pfaffl 2004). Niedrige crossing 

points zeigen, dass eine größere DNA-Menge in der untersuchten Probe vorhanden ist 

(Scheck Med. Diss. Jena 2006). 

In der hier vorliegenden Arbeit lagen die crossing points der Positivkontrollen einer DNA- 

Konzentration von ≤ 320 fg bei ≥ 34,68 (vgl. Kap. 3.2.1). Dies sind späte crossing points, was 

darauf schließen lässt, dass nur geringe DNA-Mengen in den Proben vorhanden waren. Die 

frühesten crossing points bei der ersten Testung der Patientenproben beliefen sich in einem 

Bereich von ungefähr 33,00 (Tabelle 10). Dies lässt auch hier die Aussage zu, dass sich in 

den Patientenproben wenig Enterococcus sp.-DNA befand. 
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4.2.6 Bedeutung der Positivkontrollen 

Im Verlauf der Testung verschiedener Patientenproben mittels real-time PCR wurden  

Positivkontrollen der E. faecalis-DNA in verschiedenen Mengen mitgeführt (320 fg, 160 fg, 

80 fg und 32 fg). In der real-time PCR konnte nicht immer die E. faecalis-DNA bis 32 fg 

detektiert werden. Ursächlich dafür können verschiedene Gegebenheiten wie z. B.  

mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der E. faecalis-DNA Positivkontrollen oder minimale 

Pipettierabweichungen beim Herstellen der Verdünnungsreihen sein. Wichtig ist, dass die 

Ergebnisse der PCR trotz dieser Umstände valide sind, nur die Nachweisgrenze zu größeren 

DNA-Mengen verschoben war.  

4.2.7 Validität der Ergebnisse  

Die Ergebnisse aus den PCR Analysen, in denen Enterococcus sp. in Patientenproben entdeckt 

wurde, sind insofern valide, da sie kontaminationsfrei waren. Kontaminationsfreiheit ist ein 

wesentlicher Aspekt von Validität. Hinzu kommt die Reproduzierbarkeit. Die Ergebnisse der 

Überprüfung (Tabelle 11) weichen von den initial positiv getesteten Proben (Tabelle 10) ab, 

was sich durch die Arbeitsschritte im Labor erklären lässt. Der Umgang mit DNA erfordert 

bestimmte Voraussetzungen und Verhaltensrichtlinien. Minimale Abweichungen können die 

Proben beeinflussen und im Verlauf der Experimente die Ergebnisse verändern. Beispiels-

weise sollten häufiges Auftauen und Einfrieren der DNA-Proben vermieden werde (Jansohn 

und  Rothhämel 2012). Außerdem sind DNA-Bestandteile empfindlich gegenüber starken 

mechanischen Kräften, die beispielsweise beim maschinellen Schütteln (Vortex®) auf sie 

einwirken (Jansohn und  Rothhämel 2012). Vorgänge wie häufiges Auftauen und Einfrieren 

und die Verwendung des Vortex® haben unvermeidlich im Verlauf der Laborarbeit regel-

mäßig an allen Proben stattgefunden und können deren Qualität beeinflusst haben. Außer-

dem befand sich die Sensitivität der verwendeten Methode an der unteren Nachweisgrenze, 

was an den späten crossing points (vgl. Kap. 3.2.1, Tabelle 9 sowie Kap. 3.4) sichtbar wurde. In 

der Auswertung der Proben wurde von der ersten PCR als stichhaltigem Ergebnis ausgegan-

gen und diese Proben als tatsächlich positiv gewertet (Tabelle 10). 

4.2.7.1 Validität der Ergebnisse durch Wiederholung der Analysen  

In den ersten PCR-Analysen mit Patientenproben wurde bei 46 Patienten Enterococcus-

DNA im Blut detektiert (Tabelle 10). Es ist auf den ersten Blick erstaunlich, dass nur bei 13  

Patienten in der zweiten Überprüfung erneut Enterococcus-DNA gefunden werden konnte 

(Tabelle 11). Wie oben beschrieben, können mehrere labortechnische Umstände die DNA-

Qualität beeinflussen. Außerdem wurden nur geringe Mengen an Bakterien-DNA 
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nachgewiesen. Diese geringen Mengen konnten nicht erneut mittels PCR amplifiziert  

werden, da sich die PCR-Methode generell an der unteren Nachweisgrenze befand. Die initial 

positiv getesteten Patienten wurden für den Verlauf der Arbeit als Proben mit bakterieller  

Translokation gewertet.  

4.2.7.2 Validität der Ergebnisse durch Agarose-Gelelektrophoresen 

Eine weitere Methode, um die Ergebnisse der experimentellen Arbeit zu überprüfen und 

somit zu bestätigen, war die Agarose-Gelelektrophorese mit ausgewählten Proben (Abbil-

dung 7 und Abbildung 8). Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnte anhand von  

Positivkontrollen, Negativkontrollen und ausgewählten Patientenproben das Ergebnis der 

PCR in Form einer Bande auf dem Gel visualisiert werden.  

Wie in der Studie von Rinttilä et. al (2004) beschrieben, wird für den Nachweis ein Amplikon 

von 144 bp Produktlänge erwartet. In den durchgeführten Gelelektrophoresen konnte dies  

bestätigt werden (Abbildung 7 und Abbildung 8). 

4.2.7.3 Validität der Ergebnisse durch Sequenzierung ausgewählter Proben 

Mittels Sequenzierung war nur eine Aussage auf Gattungsebene (Enterococcus) möglich. Des 

Weiteren gab es bei einigen wenigen Proben kein Ergebnis (Tabelle 12). Die Differenzierung 

zwischen Gattung und Spezies hängt von der Spezifität der amplifizierten DNA ab. Wenn 

sich die Spezies sehr ähnlich sind, wie es für alle Spezies der Gattung Enteroccoccus der Fall ist, 

binden die Primer an alle passenden DNA-Stränge und es ist nur eine Differenzierung auf 

Gattungsebene möglich. In zwei Enterococcus-negativen Patientenproben wurde humane 

DNA sequenziert (Tabelle 12). Die Primer F und R, die zwar spezifisch für die Gattung 

Enterococcus waren, konnten auch Bindungen mit humaner DNA eingehen. Da es sich um 

eindeutig negative Patientenproben, ermittelt anhand des Tm-Wertes, handelte, war die  

Spezifität der Ergebnisse dadurch nicht negativ beeinflusst. 

4.3 Zeitliches Auftreten der bakteriellen Translokationen 

Es ist eine Hypothese, dass eine bakterielle Translokation in zeitlicher Nähe zum Ereignis 

stattfindet und somit bakterielle Translokationen zu Beginn der Blutentnahmen zu finden 

sind. Im Tiermodell mit Mäusen konnte gezeigt werden, dass ein ischämischer Schlaganfall 

eine bakterielle Translokation nach 72 Std. induziert (Crapser et al. 2016). In der hier vorlie-

genden Arbeit haben sich die gefundenen bakteriellen Translokationen über den gesamten 

Blutentnahmezeitraum relativ homogen erstreckt (Abbildung 6). Die Blutentnahmetage 
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wurden eng gewählt, vor allem zu Beginn wurde das Blut engmaschiger untersucht. Somit ist 

sehr unwahrscheinlich, dass eine bakterielle Translokation zeitlich verpasst wurde.  

4.4 Indirekte Parameter für eine bakterielle Translokation  

Im Folgenden sollen die epitheliale Permeabilitätserhöhung (als Marker galten iFABP und 

Claudin 3), die gesteigerte Monozytenaktivität (als Marker galt sCD14), das Ausmaß der sys-

temischen Inflammation (als Marker galten PCT, Leukozyten und CRP) und die Schwere des 

Krankheitsverlaufs (betrachtet wurden der SOFA-Score, SIRS, Sepsis, schwere Sepsis, sep-

tischer Schock, Versterben auf der Intensivstation und 28-Tage- und 90-Tage-Letalität) mit 

dem Auftreten einer bakteriellen Translokation verglichen werden.  

4.4.1 Vergleich der epithelialen Permeabilitätserhöhung (iFABP und Claudin 3) 

mit dem Auftreten einer bakteriellen Translokation 

Der direkte Nachweis einer bakteriellen Translokation birgt, wie bereits zuvor beschrieben, 

einige methodische Schwierigkeiten und ist bisher noch keine klinische Routine (Lamprecht 

und  Heininger 2012). Eine weitere Methode, um eine bakterielle Translokation indirekt 

nachzuweisen, ist die Darstellung der intestinalen Permeabilität mittels Biomarkern aus dem 

Blut oder Urin (Assimakopoulos et al. 2018). Sind diese Marker erhöht, ist eine gesteigerte 

Permeabilität naheliegend. Dies kann Hinweise auf das Vorliegen einer bakteriellen  

Translokation bedingt durch die gesteigerte Durchlässigkeit des Darms geben. Eine Ischämie 

der Mukosa der Darmschleimhaut, als Reaktion auf posttraumatischen Blutverlust und  

kardiovaskuläre Regulationsmechanismen, mündet möglicherweise in einer Funktionsein-

schränkung der intestinalen Barriere und so könnten Bakterien translozieren (Foëx 1999). 

Die Ergebnisse aus bisherigen Studien sind nicht eindeutig. Beispielsweise wurde in einer 

Untersuchung Patienten Lactulose bei Aufnahme auf die Intensivstation oral verabreicht und 

die Permeabilität dieser Lactulose korrelierte positiv mit der Schwere des Krankheitsverlaufs 

(Doig et al. 1998). Im Gegensatz dazu konnte in anderen Studien ein schweres Trauma nicht 

mit einer postoperativen Sepsis in Korrelation gebracht werden. Hier zeigten sich das  

Auftreten von Infektion und epithelialer Permeabilität als unabhängige Gegebenheiten  

(Roumen et al. 1993). Getestet wurde des Weiteren die Zucker-Absorption zur Quantifizie-

rung der intestinalen Permeabilität, was sich allerdings bei kritisch kranken Patienten als  

abhängig von der Nierenfunktion erwies (Oudemans-van Straaten et al. 2002). Bei Patienten 

mit schwerer Pankreatitis konnte durch Polyethylenglykol die epitheliale Permeabilität mit 
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einem Schaden der Enterozyten und der Krankheitsschwere in Verbindung gebracht werden 

(Besselink et al. 2009).  

Eine Erhöhung der parazellulären epithelialen Permeabilität konnte bisher in einigen Studien 

gezeigt werden, allerdings ohne den direkten Nachweis von Bakterien. Bei Patienten nach 

Endotoxin-Gabe (Hietbrink et al. 2009), bei Patienten mit intrakranieller Blutung  

(Hernandez et al. 2007) und bei Patienten unter psychischem (Demaude et al. 2006) oder 

physischem Stress (Marchbank et al. 2011) konnte eine erhöhte parazelluläre epitheliale  

Permeabilität festgestellt werden. 

4.4.1.1 iFABP 

Es handelt sich um eine Gruppe zytoplasmatischer Proteine, die langkettige Fettsäuren  

binden. Sie befinden sich intrazellulär, sind klein und treten bei Zellschaden schnell ins Blut 

über (Derikx et al. 2008). Das spezifische intestinale FABP befindet sich nur in den Epithel-

zellen des Jejunums. Es konnte gezeigt werden, dass intestinale Biomarker helfen können, 

das Risiko für eine bakterielle Translokation bei kritisch kranken Patienten zu ermitteln 

(Piton und  Capellier 2016). Allerdings seien die Biomarker, darunter auch iFABP, mit Vor-

sicht zu interpretieren und im Gesamtkontext des klinischen Bildes der Patienten zu betrach-

ten (Piton und  Capellier 2016).  

Abbildung 9 zeigt die Urinkonzentration des iFABP in der Patientengruppe mit bakterieller 

Translokation und in der Patientengruppe ohne bakterielle Translokation. Einzelne Werte 

waren in obere Urinkonzentrationsmengen verstreut, aber der Großteil der gemessenen 

Werte für iFABP im Urin lag unterhalb von 2000 pg/ml (bei einer Nachweisgrenze von 94 

pg/ml). Zwar scheint die Konzentration von iFABP im Vergleich zu gesunden Individuen 

in einer Kontrollgruppe (20 pg/ml) aus einer Studie mit HIV-infizierten Patienten (Sandler 

et al. 2011) erhöht zu sein, jedoch gab es entgegen der oben genannten Hypothese keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden verglichenen Gruppen „bakterielle Translo-

kation“ und „keine bakterielle Translokation“. Somit bestand keine positive Korrelation  

zwischen dem Auftreten von iFABP im Urin und einer bakteriellen Translokation. 

4.4.1.2 Claudin 3   

Claudin 3 ist ein Bestandteil der tight junctions. Eine erhöhte Konzentration im Blut oder im 

Urin gibt einen Hinweis auf eine erhöhte Durchlässigkeit zwischen den Epithelzellen durch 

defekte tight junctions (Derikx et al. 2008). Tight junctions fungieren als Diffusionsbarriere, die 

den parazellulären Übergang von gelösten Stoffen mittels Diffusion reguliert (Anderson und  

Van Itallie 1995).  
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Abbildung 10 zeigt die Urinkonzentration von Claudin 3 (bei einer Nachweisgrenze 0,625 

ng/ml) bei der Patientengruppe mit bakterieller Translokation und in der Patientengruppe 

ohne bakterielle Translokation. Bei einem Defekt der tight junctions, welcher zu einer  

verstärkten Durchlässigkeit des Epithels führt, findet sich Claudin 3 im Urin oder Blut. Zu 

vermuten wäre dann eine verstärkte Möglichkeit der bakteriellen Translokation zwischen den 

Epithelzellen (parazellulär).  

In Abbildung 10 zeigt sich kein einheitliches Bild für ein vermehrtes Auftreten von Claudin 

3 in der Gruppe der Patienten mit bakterieller Translokation. Im Median lagen die Werte 

sogar im Bereich der Nachweisgrenze bzw. knapp unterhalb der Nachweisgrenze von 0,625 

mg/ml. Es gab keine signifikanten Unterschiede in den Medianen der beiden verglichenen 

Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“. Somit ließ sich 

auch für Claudin 3 aus dem Urin der Patienten keine positive Korrelation mit bakterieller 

Translokation feststellen. 

4.4.2 Vergleich der gesteigerten Monozytenaktivität (sCD14) mit dem Auftreten 

einer bakteriellen Translokation  

Soluble CD14 ist die lösliche Form des membranständigen Rezeptors CD14 von Monozyten 

und Makrophagen. Es kann im Plasma oder Urin nachgewiesen werden (Krüger et al. 1991). 

Freisetzung von sCD14 ist ein indirekter Marker für eine Endotoxinämie (Shive et al. 2015). 

CD14 kann Bindungen mit Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien (Kitchens und  

Thompson 2005) und Zellwandbestandteilen grampositiver Bakterien eingehen (Pugin et al. 

1994). Es ist ein unspezifischer Marker für eine gesteigerte Monozytenaktivität (Shive et al. 

2015). Bakterielle Infektionen, z. B. Infektionen mit Enterobacter (Soler-Rodriguez et al. 2000) 

oder E. coli (Cauwels et al. 1999) verursachen höhere Konzentrationen an sCD14 im Blut. 

Eine Bindung an den CD14-Rezeptor setzt eine Kaskade zur Aktivierung der Immunantwort 

mit gesteigerter Tumornekrosefaktorproduktion in Gang. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Konzentration an sCD14 bei Verbrennungsopfern mit septischem Krankheitsverlauf 

und bei Traumapatienten signifikant erhöht ist (Krüger et al. 1991). Auch Landmann et al. 

(1996) zeigten die höchsten Serumkonzentrationen an sCD14 bei septischen Patienten. Das 

sCD14 hat neben den proinflammatorischen Eigenschaften allerdings auch antiinflammato-

rische Funktionen. Beispielsweise kann sCD14 das Wachstum von Bakterien verringern  

(Ohnishi et al. 2010) oder die Ausschüttung bestimmter Interleukine unterdrücken (Arias et 

al. 2000). Bis heute sind die genauen Mechanismen noch nicht abschließend geklärt. 
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Abbildung 11 veranschaulicht die Blutkonzentration von sCD14. Ist die Darmbarriere  

gestört, wäre ein gemeinsames Übertreten von grampositiven Enterokokken im Rahmen der 

bakteriellen Translokation mit gramnegativen bakteriellen Lipopolysacchariden aus dem 

Darm denkbar. Die Zellwandbestandteile der grampositiven Enterokokken oder die gram-

negativen bakteriellen Lipopolysaccharide wiederum könnten an den CD14-Rezeptor binden 

und eine Immunkaskade aktivieren, sodass sich die Inflammation im Körper ausbreitet. In 

Abbildung 11 lässt sich erkennen, dass die Konzentration an sCD14 in beiden Gruppen, 

„bakterielle Translokation“ und „nicht bakterielle Translokation“, annähernd gleich war. An 

den Blutentnahmetagen 7, 10 und 14 war die Konzentration von sCD14 sogar in der Gruppe 

ohne bakterielle Translokation deutlich höher. In der Kontrollgruppe aus einer Studie mit 

HIV-infizierten Patienten und einhergehender erhöhter intestinaler Permeabilität und 

schlechterem klinischen Outcome konnten ähnliche Konzentrationen (Median 2,33 x 10^6 

pg/ml = 2330000 pg/ml) (Sandler et al. 2011) an sCD14 gemessen werden wie in den hier 

gezeigten Gruppen „bakterielle Translokation“ und „nicht bakterielle Translokation“  

(Median 2000 ng/ml = 2000000 pg/ml). Somit konnte eine positive Korrelation zwischen 

dem Auftreten einer bakteriellen Translokation und einer progredienten systemischen  

Inflammation durch eine gesteigerte Monozytenaktivität nicht dargestellt werden.  

4.4.3 Vergleich Ausmaß der systemischen Inflammation (PCT, Leukozyten und 

CRP) mit dem Auftreten einer bakteriellen Translokation 

Es ist im Folgenden zu erörtern, inwieweit die Marker der systemischen Inflammation in 

Korrelation mit dem Auftreten einer bakteriellen Translokation zu bringen sind. Vergleiche 

dazu Abbildung 12, Abbildung 13 und Abbildung 14.  

4.4.3.1 Procalcitonin  

Das Protein Procalcitonin gilt als bester klinischer Marker für ein septisches Geschehen. PCT 

hat gegenüber anderen Biomarkern viele Vorteile in der Diagnostik von entzündlichen  

Zuständen (Maruna et al. 2000). Eine Erhöhung gibt vor allem Hinweis auf eine bakterielle 

Infektion. PCT hat eine hohe Spezifität und Sensitivität für das Krankheitsbild der Sepsis 

(Hagel und  Brunkhorst 2011). Die Plasmakonzentration von PCT korreliert positiv mit dem 

Verlauf und der Schwere einer entzündlichen Reaktion (Gramm et al. 1995). Ab Konzentra-

tionen von > 2 μg/l (= 2 ng/ml) kann man von einem hohen Risiko für das Bestehen einer 

schweren bakteriellen Infektion bzw. Sepsis ausgehen. Nachteilig ist bei diesem Biomarker 

allerdings, dass er bei schwerem SIRS aufgrund von Polytrauma, großer Operation, 
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Schockzuständen, schweren Verbrennungen oder immunsuppressiver Therapie ebenfalls er-

höht sein kann (Hagel und  Brunkhorst 2011).  

In Abbildung 12 wird die Plasmakonzentration von PCT dargestellt. Sowohl in der Gruppe 

der Patienten mit bakterieller Translokation als auch in der Gruppe der Patienten ohne  

bakterielle Translokation waren erhöhte Konzentrationen an PCT messbar (Referenzwert: 

< 0,5 μg/l), die zu einer mäßigen (0,5–2 μg/l) systemischen Entzündungsreaktion passen. 

Alle in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten waren kritisch krank (vgl. Kap. 2.8) und 

wurden zu einem großen Teil auf der Intensivstation beatmet. Dieser kritisch kranke Zustand 

mit inflammatorischen Prozessen kann die Erhöhung der Entzündungswerte erklären. Im 

hier vorliegenden Fall waren die PCT-Konzentrationen in der Gruppe ohne bakterielle 

Translokation teilweise sogar höher als in der Gruppe der Patienten mit bakterieller Translo-

kation. Eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten einer bakteriellen Translokation 

und einer systemischen Entzündungsreaktion konnte hier nicht gezeigt werden.  

4.4.3.2 Leukozyten  

Im Rahmen von Entzündungsreaktionen kann es sowohl zum Anstieg als auch zum Abfall 

der Leukozytenzahl kommen. Im Labor zeigt sich eine Leukozytose oder eine Leukopenie, 

die im Zusammenspiel mit weiteren Laborparametern Hinweise auf den Zustand des  

Patienten geben können. Als Sepsismarker haben Leukozyten jedoch eine geringe Spezifität  

(Hagel und  Brunkhorst 2011). Die Two-Hit-Hypothese (vgl. Kap. 1.2) erklärt, inwieweit das 

Trauma selbst als first hit einen komplexen Ablauf der humoralen und zellulären Immunant-

wort nach sich zieht und in ein SIRS und später in ein Multiorganversagen übergehen kann 

(Wutzler et al. 2013). Entsprechend der Krankheitsbilder der in dieser Arbeit einge- 

schlossenen Patienten ist es nachvollziehbar, dass sich erhöhte Leukozytenwerte messen  

ließen. Die Leukozytenanzahl ist in Abbildung 13 dargestellt. Sowohl bei Patienten mit  

bakterieller Translokation als auch bei Patienten ohne bakterielle Translokation waren meist 

erhöhte Leukozytenwerte festzustellen (Referenzwert: 4000–10000/μl). Eine Leukozytose 

im Rahmen eines Traumas, welches zur systemischen Inflammation führt, ist plausibel.  

Jedoch war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen „bakterielle 

Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ zu finden.  

4.4.3.3 C-reaktives Protein  

Ähnlich wie beim PCT und den Leukozyten verhielt es sich beim Akute-Phase-Protein CRP 

(Abbildung 14). Die in dieser Arbeit untersuchten Patientenproben wiesen zum größten Teil 

ein erhöhtes CRP auf (Referenzwert < 5 mg/l). Das CRP steigt etwa nach 6–12 Std. nach 
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einer Entzündungsreaktion im Körper an und hat eine Halbwertszeit von etwa 24 Std. Die 

Bestimmung des CRP ist weniger spezifisch und weniger sensitiv (Hagel und  Brunkhorst 

2011) in Bezug auf eine bakterielle Infektion, wird aber im Rahmen der Basisdiagnostik be-

stimmt und gibt Hinweise auf ein infektiöses Geschehen unterschiedlicher Genese. Bei bak-

teriellen Infektionen ist meist ein höherer Anstieg zu erwarten, dies ist jedoch nicht in jedem 

Fall so. Das CRP hat keine Organ- oder Krankheitsspezifität (Hagel und  Brunkhorst 2011). 

Die Erhöhung des CRP ist, wie auch in den Abschnitten zu PCT und Leukozyten beschrie-

ben, durch das Traumaereignis, eine Pneumonie oder ein ARDS (vgl. Kap. 2.8) zu erklären. 

Normwertige CRP-Konzentrationen wären im Falle dieser Patientengruppen unwahrschein-

lich. In Abbildung 14 lässt sich keine signifikante Differenz zwischen den Gruppen „bak-

terielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ im Anstieg des CRP erkennen.  

Insgesamt ist festzustellen, dass sowohl die Werte für PCT, Leukozyten als auch CRP in den 

beiden untersuchten Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Transloka-

tion“ erhöht waren. Die Hypothese, dass eine bakterielle Translokation ein höheres Ausmaß 

einer systemischen Inflammation hervorruft, konnte nicht bestätigt werden.   

4.4.4 Vergleich der Schwere des Krankheitsverlaufs mit dem Auftreten einer 

bakteriellen Translokation 

Um die Schwere des Krankheitsverlaufs darzustellen, wurden verschiedene Parameter aus-

gesucht, die Auskunft über die klinische Symptomatik im Krankheitsgeschehen geben. Zu  

diskutieren ist, ob eine bakterielle Translokation zu einer Zunahme der Schwere des Krank-

heitsbildes führt oder nicht. Dazu werden im Folgenden die einzelnen Parameter in Bezug 

zur gefundenen bakteriellen Translokation gesetzt und das Ergebnis kritisch diskutiert. 

4.4.4.1 SOFA-Score 

Der SOFA-Score (Vincent et al. 1996) wird alle 24 Std. bestimmt und gibt Auskunft über 

das Mortalitätsrisiko des Patienten. Ein Anstieg des Scores im Vergleich zum vorherigen  

Punktwert deutet auf eine Organdysfunktion, zum Beispiel im Rahmen einer Sepsis, hin. In 

die Punktevergabe fließen Lungenfunktion, Nierenfunktion, Leberfunktion, Kreislauffunk-

tion, Blutbild und der GCS (Tabelle 13) ein. 
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Tabelle 13: SOFA-Score 

modifiziert nach Vincent et al. (1996), MAD (mittlerer arterieller Druck), ZNS (Zentrales Nerven-

system), GCS (Glasgow Coma Scale). 

SOFA-Score 

Parameter 0 1 2 3 4 

Lungenfunktion: 

PaO2/FiO2 

> 400 mmHg < 400 mmHg < 300 mmHg < 200 mmHg 

(mit Beatmung) 

< 100 mmHg 

(mit Beatmung) 

Nierenfunktion: 

Kreatinin (mg/dl) 

< 1,2 1,2–1,9 2,0–3,4 3,5–4,9 oder 

Oligurie 

 5 oder 

Anurie 

Leberfunktion:  

Bilirubin (mg/dl) 

< 1,2 1,2–1,9 2,0–5,9 6–11,9  12 

Kreislauffunktion: 

MAD mit/ohne  

Katecholamine 

keine  

Hypotension  

< 70 Katechola-

mindosis 

niedrig 

Katechola-

mindosis  

mittel 

Katechola-

mindosis 

hoch 

Blutbild:  

Thrombozytenabfall 

> 150 /nl < 150/nl < 100/nl < 50/nl < 20/nl 

ZNS: GCS 15 13–14 10–12 6–9 < 6 

Abbildung 15 zeigt den Wert der Patienten im SOFA-Score an den verschiedenen Blutent-

nahmetagen. Verglichen wurden in der Grafik die Patientengruppen „bakterielle Transloka-

tion“ und „keine bakterielle Translokation“. Auffallend ist, dass die Werte der beiden  

Gruppen ähnlich hoch waren. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen erkennbar. Somit lässt sich die Aussage treffen, dass eine bakterielle Translokation 

nicht entscheidend zu einer Zunahme der Organdysfunktion, ausgedrückt durch den SOFA-

Score-Punktwert, führt. Eine bakterielle Translokation kann nicht maßgeblich für eine  

Zunahme des SOFA-Scores verantwortlich sein. 

4.4.4.2 Auftreten eines SIRS in Bezug zu bakterieller Translokation 

Obwohl die SIRS-Definition in der Sepsis-3-Definition von 2016 nicht mehr relevant ist, 

sind Kenntnisse über die SIRS-Kriterien und SIRS-Trigger hilfreich. SIRS als systemisch  

inflammatorische Reaktion des Körpers auf einen unspezifischen Auslöser ohne das not-

wendige Vorliegen einer Infektion (Bracht et al. 2019) spielt unter anderem bei polytrauma-

tisierten Patienten, Verbrennungsopfern oder nach schweren Operationen eine Rolle  

(Balk 2014; Deitch et al. 2006).  
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Mit der Hypothese, dass eine bakterielle Translokation die Schwere des Krankheitsverlaufs 

negativ beeinflussen kann, wäre eine höhere Anzahl von SIRS-Fällen in der Gruppe der  

Patienten mit positiver bakterieller Translokation anzunehmen. In der Entwicklung eines 

SIRS nach Trauma, Verbrennung oder Schock gilt der Darm schon lange als einer der  

entscheidenden Trigger, wobei die genaue Pathogenese noch nicht abschließend geklärt ist 

(Deitch et al. 2006). Abbildung 16 zeigt den Vergleich zwischen den beiden Gruppen  

„bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ in Bezug auf das Auftreten 

eines SIRS. Im Vergleich dieser beiden Gruppen ließ sich kein signifikanter  

Unterschied erkennen. Somit konnte die Hypothese der Aufrechterhaltung oder Auslösung 

eines SIRS durch bakterielle Translokation nicht bestätigt werden. Bedenkt man die Theorie, 

dass bakterielle Translokation als normales Phänomen (Berg und  Garlington 1979) (vgl. 

Kap. 1.4.4) auftreten kann, führt eine Translokation nicht notwendigerweise zu einem 

Krankheitswert, im hier vorliegenden Fall zum Auftreten eines SIRS. 

4.4.4.3 Auftreten einer Sepsis in Bezug zu bakterieller Translokation 

Die Rolle der bakteriellen Translokation in der Entstehung und Aufrechterhaltung einer  

Sepsis wird schon lange diskutiert. Es stellt sich die Frage nach dem genauen Einfluss einer 

bakteriellen Translokation auf Sepsis und Multiorganversagen. Die „Gut as a Motor of Sep-

sis“-Hypothese (Mittal und  Coopersmith 2014) ist schon lange Gegenstand medizinischer  

Forschung (vgl. Kap. 1.4.1). Es bleibt jedoch uneindeutig, ob ein kausaler Zusammenhang 

zwischen bakterieller Translokation und dem Auftreten einer Sepsis bis hin zu Multiorgan-

versagen besteht (Lemaire et al. 1997). Zwar konnte beispielsweise das Krankheitsbild der 

schweren Pankreatitis in Zusammenhang mit gestörter intestinaler Barriere, Organversagen 

und erhöhter Mortalität in Verbindung gebracht werden (Besselink et al. 2009), jedoch lässt 

sich dies nicht ohne Weiteres auf die hier untersuchten Patienten übertragen. Auch der PCR-

basierte Nachweis von Bakterienbestandteilen im Blut von HIV-Patienten stand in Zusam-

menhang mit einer erhöhten Mortalität in diesem Patientenkollektiv (Kramski et al. 2011).  

In Abbildung 17 wird deutlich, dass zwar etwas mehr Patienten mit bakterieller Transloka-

tion eine Sepsis aufwiesen, dies aber keinen signifikanten Unterschied zur Gruppe ohne  

bakterielle Translokation darstellte. In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen bak-

terieller Translokation und der Entstehung und Aufrechterhaltung einer Sepsis gefunden 

werden.  
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4.4.4.4 Auftreten einer schweren Sepsis in Bezug zu bakterieller Translokation 

Ähnlich wie in 4.4.4.3 beschrieben, verhielt es sich beim Vergleich der beiden Gruppen  

„bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle Translokation“ in Bezug auf die Entwick-

lung einer schweren Sepsis. In Abbildung 18 ist gezeigt, dass eine schwere Sepsis bei der 

Gruppe der Patienten mit bakterieller Translokation leicht vermehrt, aber nicht signifikant 

vermehrt, auftrat. Da kein signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen erkennbar war, 

kann kein direkter Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer schweren Sepsis und dem 

Vorhandensein einer bakteriellen Translokation gefunden werden. Zur Entwicklung einer 

schweren Sepsis müssen in der hier vorliegenden Arbeit andere Faktoren beigetragen haben.  

4.4.4.5 Auftreten eines septischen Schocks in Bezug zu bakterieller Translokation  

In Abbildung 19 ist das Vorkommen eines septischen Schocks bei Patienten mit und ohne 

bakterielle Translokation gezeigt. Genau wie in Kap. 4.4.4.3 und Kap. 4.4.4.4 war kein signi-

fikanter Unterschied der Gruppen „bakterielle Translokation“ und „keine bakterielle 

Translokation“ in Bezug auf die Entwicklung eines septischen Schocks zu finden. Zur  

Entwicklung und Aufrechterhaltung des septischen Schocks müssen weitere Ursachen in  

einem multikausalen Zusammenhang vermutet werden.  

4.4.4.6 Versterben auf der Intensivstation in Bezug zu bakterieller Translokation  

Das Outcome der Patienten wurde mittels des Parameters „Versterben auf Intensivstation“ 

ermittelt. Hätte sich die Hypothese, dass eine bakterielle Translokation ursächlich für das 

Entstehen und die Aufrechterhaltung einer Sepsis ist, bestätigt, wäre zu vermuten gewesen, 

dass Patienten aus der Gruppe mit bakterieller Translokation eher versterben. In Abbildung 

20 ist zu erkennen, dass die Akutletalität in der Gruppe der Patienten mit bakterieller Translo-

kation nicht signifikant erhöht war. Dies zeigt erneut, dass die Theorie der bakteriellen 

Translokation als kausaler Faktor für die Zunahme der Schwere des Krankheitsbildes nicht 

bestätigt werden konnte.  

4.4.4.7 28-Tage- und 90-Tage-Letalität im Bezug zu bakterieller Translokation  

Ähnlich wie bei 4.4.4.6 wurde das Outcome der Patienten nach 28 und 90 Tagen bewertet. 

Auch hier zeigte sich keine signifikant erhöhte Letalität in der Gruppe der Patienten mit 

bakterieller Translokation (Abbildung 21 und Abbildung 22). 
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4.5 Ausblick 

Diese prospektive Kohortenstudie konnte keine Korrelation zwischen dem Auftreten einer 

bakteriellen Translokation und einer gesteigerten systemischen Inflammation und Schwere 

des Krankheitsverlaufs aufzeigen. Ursache und Wirkung der bakteriellen Translokation sind 

nicht zu differenzieren. 

Für die Erregerdiagnostik mittels PCR stehen noch viele Fragen zu Sensitivität und  

Spezifität, Kosten und Verfügbarkeit der Methode offen (Hagel und  Brunkhorst 2011). 

Auch in der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich die Limitation der Methode (vgl. Kap. 4.2.4). 

Kritisch zu betrachten ist außerdem die Frage, über welchen Weg die Bakterien translozieren 

können (vgl. Kap. 1.4.3). Die Theorie der systemischen bakteriellen Translokation konnte 

bisher durch klinische Daten noch nicht belegt werden (Assimakopoulos et al. 2018).  

Lediglich die Theorie, dass bakterielle Bestandteile über die mesenterialen Lymphknoten in 

den systemischen Kreislauf gelangen können, wurde experimentell bewiesen (Deitch et al. 

2006). Welchen Weg die in dieser Arbeit untersuchten Bakterien der Spezies Enterococcus sp. 

genommen haben könnten, bleibt unklar. Eine gestörte intestinale Barrierefunktion spielt in 

beiden oben genannten Theorien eine entscheidende Rolle. Diese Barrierefunktions- 

störung konnte mithilfe von ausgewählten Biomarkern (vgl. Kap. 3.6.1 und Kap. 3.6.2) in 

dieser Arbeit nicht in Korrelation mit dem Auftreten einer bakteriellen Translokation  

gebracht werden. Die hier gefundenen Bakterien der Gattung Enterococcus passen zu dem 

Erregerspektrum einer Sepsis und es ist verständlich, dass Theorien über die Translokation 

von Bakterien aus dem Darm entwickelt wurden.  

Allerdings bleiben sie umstritten, vor allem der kausale Zusammenhang in Bezug auf das 

Outcome der Patienten ist unklar. Möglicherweise können PAMPs mitverantwortlich für die 

Entwicklung einer Sepsis sein, wenn bakterielle Translokation stattfindet (Tsujimoto et al. 

2009). Dass bakterielle Translokation beim Menschen stattfindet, konnte auch in dieser  

Untersuchung gezeigt werden. Bisher fehlen jedoch eindeutige Daten zur Korrelation der 

bakteriellen Translokation mit ihrer klinischer Bedeutsamkeit (Tsujimoto et al. 2009).  

In dieser Arbeit konnte die krankheitsverursachende Rolle der Bakterien der Spezies 

Enterococcus sp. bei kritisch kranken Patienten nicht dargestellt werden. Ein alleiniger kausaler 

Zusammenhang konnte durch die vorgestellten Daten sogar ausgeschlossen werden. Einer 

Rolle der bakteriellen Translokation innerhalb eines multifaktoriellen Geschehens wider- 

sprechen die Ergebnisse dieser Untersuchung nicht.  
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5 Zusammenfassung 

Die Entwicklung einer generalisierten Entzündungsreaktion spielt bei den in dieser Studie 

untersuchten Patientenkollektiven eine wichtige Rolle. So haben Veränderungen im  

kardiovaskulären System und in immunologischen bzw. inflammatorischen Prozessen  

Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf. Eine verringerte Durchblutung des Darms kann 

Einflüsse auf die Permeabilität der Darmschleimhaut haben und zu einem Verlust der  

Barrierefunktion mit bakterieller Translokation führen.  

Die bakterielle Translokation wurde bereits 1979 von Berg und Garlington beschrieben und 

ist seither Gegenstand der medizinischen Forschung. Es gibt aktuell zwei Theorien, welchen 

Weg die Bakterien oder deren Bestandteile aus dem Darm nehmen können.  

Durch die systemische bakterielle Translokation können Bakterien oder deren pathogene 

Bestandteile ursächlich auf dem Boden einer gestörten intestinalen Barriere in das portal-

venöse System übertreten und so in den systemischen Kreislauf gelangen. Diese Theorie 

konnte bislang nicht durch klinische Daten untermauert werden.  

Die Gut-Lymph-Hypothese besagt, dass DAMPs aufgrund einer intestinalen Barriere- 

funktionsstörung in die mesenterialen Lymphknoten und über den Ductus thoracicus zur Lunge 

gelangen und dort ein akutes Lungenversagen auslösen können. Über die V. subclavia können 

die DAMPs in den systemischen Kreislauf gelangen und zu SIRS oder MODS nach voran-

gegangenem Trauma oder Schock führen. Diese Theorie gilt heute als wahrscheinlicher, da 

sie experimentell bewiesen werden konnte.  

Die Theorie „gut as a motor of sepsis“ ist eine Kombination aus Effekten, die zum septischen 

Krankheitsbild führen oder es vorantreiben. Zerstörung der Mukosaschicht, Veränderungen 

im Mikrobiom, gestörte Proliferation und Apoptose des Epithels und Translokation von 

Bakterien können als „Motor einer Sepsis“ fungieren. 

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde die Methode der real-time PCR zum Nachweis 

von Enterococcus-DNA angewandt. Blutproben der in dieser Arbeit eingeschlossenen  

Patienten wurden aufgearbeitet und deren DNA mittels MagNA Pure LC 2.0 isoliert. Nach 

Aufbereitung der Patientenproben und Herstellen von Positivkontrollen für E. faecalis  

wurden die real-time PCR-Analysen mit dem LightCycler® 480 durchgeführt. Bei einigen aus-

gewählten Ergebnissen wurden Agarose-Gelelektrophoresen zur Bestätigung angefertigt. 

Zur beispielhaften Bestätigung der Ergebnisse der PCR-Analysen wurden in einigen Fällen  

Sequenzierungen durchgeführt.  
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Mithilfe der real-time PCR konnte das Vorliegen von Enterococcus-DNA im Blut von 46 

kritisch kranken Patienten nachgewiesen werden.  

Die Ergebnisse waren insofern valide, da sie kontaminationsfrei waren. Zwar war die  

Reproduzierbarkeit durch die Beeinflussung der DNA-Qualität im Rahmen der Laborarbeit 

eingeschränkt, allerdings befand sich die Methode auch an der unteren Nachweisgrenze, was 

an den späten crossing points deutlich wurde. In der Auswertung der Proben wurde von der 

ersten PCR als stichhaltigem Ergebnis ausgegangen und diese Proben als positiv gewertet. 

Mittels Sequenzierung einiger ausgewählter Proben war nur eine Aussage auf Gattungsebene 

(Enterococcus) möglich. Zu erklären ist dies durch die Spezifität der amplifizierten DNA. Alle 

Spezies der Gattung Enteroccocus sind sich sehr ähnlich und die Primer binden an alle passen-

den DNA-Stränge.  

Es bestand keine statistisch signifikante Korrelation zwischen epithelialer Permeabilitäts- 

erhöhung, gesteigerter Monozytenaktivität, dem Ausmaß der systemischen Inflammation 

oder der Schwere des Krankheitsverlaufs mit dem Auftreten einer bakteriellen Translokation 

der Spezies Enterococcus sp. 

Die Hypothese, es könne ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer  

bakteriellen Translokation und einem septischen Krankheitsbild bestehen, konnte mittels 

dieser Arbeit nicht bestätigt werden.  

Die Hypothese, dass eine bakterielle Translokation als einer von vielen Bestandteilen der 

systemischen Reaktion auf ein Trauma stattfindet, ist wahrscheinlich und wird von den  

Ergebnissen dieser Untersuchung getragen. Ein unifaktorieller oder direkt kausaler  

Zusammenhang der bakteriellen Translokation auf die Entwicklung und Aufrechterhaltung 

eines SIRS, einer Sepsis, einer schweren Sepsis oder eines septischen Schocks kann durch 

die Ergebnisse der Studie ausgeschlossen werden.  
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