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I Einleitung

Trotz aller medizinischen Fortschritte gehort die Sepsis immer noch zu einer der
héufigsten Todesursachen in der Humanmedizin. Eine signifikante Reduktion der
Mortalitdt konnte bisher nicht erreicht werden, und mit zunehmender
Uberalterung der Bevolkerung wird eher ein Ansteigen der Inzidenz erwartet
(MARTIN et al., 2003). Auch in der Veterindrmedizin ist die Sepsis inzwischen
ein bekanntes Erscheinungsbild. Durch Technisierung und vor allem durch
monetire Moglichkeiten intensiviert sich die spezifische Therapie und schwere
Folgeerscheinung wie Multiorganversagen und das akute Atemnotsyndrom sind
bei den Kleintieren keine Seltenheit mehr. Mortalitdtsraten von 31 % bis 50 %
unterstreichen die Schwere des Krankheitsbildes (HARDIE et al., 1986; DOW et
al., 1989; KING et al., 1994a; KING et al.,, 2001; LANZ et al.,, 2001; DE
LAFORCADE et al., 2003).

Mit besserer Kenntnis der Pathophysiologie und der zahlreichen involvierten
Entziindungsfaktoren wie Zytokine hat man sich natiirlich bemiiht, spezifische
anti-inflammatorische Therapiestrategien zu entwickeln. Diese sind bisher jedoch
trotz viel versprechender Ergebnisse in Tierversuchen im therapeutischen Einsatz
gescheitert (ASTIZ & RACKOW, 1998; TIARDES & NEUGEBAUER, 2002;
RIEDEMANN et al.,, 2003a; WEIGAND et al., 2004). Eine artizifiell
hervorgerufene Entziindung im Tierversuch ldsst sich kaum mit der realen
klinischen Situation vergleichen, und eine zielgerichtete Blockierung mancher
Zytokine kann zum ungiinstigen Zeitpunkt das Gegenteil erreichen (O’REILLY et
al., 1999). Eine bisherige Behandlung erfolgt also im Rahmen unterstiitzender
MafBnahmen gegeniiber den Folgeerscheinungen der Sepsis und durch
Bekdampfung der Bakterien mittels Antibiotika. Umso wichtiger ist eine friihe
Diagnose der Risikopatienten, damit eine zielgerichtete Therapie begonnen
werden kann.

Die Definition einer Sepsis basiert auch in der Veterindrmedizin auf den
etablierten Kriterien fiir eine systemische Entziindung (SIRS-Kriterien), die im
Rahmen einer Konferenz 1992 festgelegt wurden (BONE et al., 1992). Eine
Sepsis wird, wie unten weiter erldutert, durch das Vorhandensein einer Infektion
im Zusammenhang mit einer SIRS definiert. Mit dem heutigen Wissen der
unterschiedlichen pathophysiologischen Mechanismen wie beispielsweise auch

des immunsuppressiven Stadiums (sieche Punkt 11.4.4.2) miissen wir uns jedoch
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fragen, wie genau diese Kriterien fiir das Erkennen einer Sepsis nun sind
(TJARDES & NEUGEBAUER, 2002). Auch die Erkennung des Schweregrads
und eventuell sogar Anzeichen fiir eine erhohte Mortalitét sind von Interesse.

In der Humanmedizin sind hierfir bereits zahlreiche Biomarker vorhanden, zu
denen das C-reaktive Protein, inflammatorische Zytokine wie Interleukin(IL)-8
oder IL-6 und Procalcitonin gehdéren (MEISNER, 2005). Insbesondere IL-6 hat
sich aufgrund seiner besonderen Eigenschaften als guter Parameter fir die
Diagnose einer Sepsis, den Schweregrad und die Mortalitdt in Forschung und
Praxis bewéhrt (MEISNER, 2005; NOVOTNY et al., 2005).

Ziel dieser prospektiven Arbeit war eine Erforschung des Nutzens von IL-6 als
Biomarker in der klinischen Sepsis beim Hund, da dies bisher in der
Veterindrmedizin noch nicht erfolgt ist. Untersucht wurden 79 Hunde, die mit
Verdacht auf Sepsis in der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen und in der Klinik und Poliklinik fiir Kleine
Haustiere der Freien Universitit Berlin im Zeitraum von 2004 bis 2005 vorgestellt
wurden. Der Plasmaspiegel von IL-6 wurde anhand der kolorimetrischen
Auswertung eines Bioassays mit der murinen 7TDI-Zelllinie bestimmt.
AnschlieBend erfolgte eine statistische Auswertung der Ergebnisse und der

Vergleich mit bekannter Literatur.
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II Literaturiibersicht
II.1 Historischer Riickblick

II.1.1 Geschichte der Sepsis

Bei dem Begriff der Sepsis handelt es sich um einen alten medizinischen
Terminus, der von Hippokrates (ca. 460 — 370 v. Chr.) eingefiihrt wurde und sich
vom griechischen X2nyic (sepsios = ,,Fiulnis®) ableitet. Die Pathogenese blieb
jedoch lange im Unklaren, bis Louis Pasteur (1822 — 1895) Bakterien als
mogliche Krankheitserreger identifizierte und Robert Koch 1884 seine Kochschen
Postulate formulierte. Bekannte Mediziner wie Ignaz Semmelweis (1818 — 1865)
und Joseph Lister (1827 — 1912) entwickelten Strategien der Antisepsis (BLOOS,
2003). 1886 entdeckte Ludwig Brieger (1849 — 1919), dass Bakterien giftige
Produkte produzierten und sezernierten und nannte diese ,,Toxine*. Wenig spéter
identifizierte Richard Pfeiffer (1858 — 1945) Zellbestandteile von V. cholerae als
toxisch und gab diesen den Namen ,,Endotoxin“ (BEUTLER et al., 2003). Hugo
Schottmiilller (1867 — 1936) legte 1914 den Grundstein der modernen Sepsis-
definition, in dem er die Bedeutung eines Infektionsherdes als fundamentalen
Bestandteil der Sepsis formuliert (BUDELMANN, 1969). Die nun wichtigste
Erkenntnis, dass die Entstehung der Sepsis nicht allein auf einen Infektionsherd
beruhen konnte, sondern auch die Reaktion der kérpereigenen Immunabwehr eine
wichtige Rolle spielen musste, wurde von Roger C. Bone (1941 — 1997) in der
heute noch giiltigen Sepsisdefinition dargelegt (BONE, 1991a).

I1.1.2 Geschichte des Interleukin-6

In der Vergangenheit gab es vor allem drei Forschungsrichtungen, die letztlich zu
einer Identifizierung und Charakterisierung von IL-6 und seinen Eigenschaften
beigetragen haben.

WEISSENBACH und Mitarbeiter versuchten Interferon-p aus humanen
Fibroblasten zu klonieren, und isolierten dabei zwei ihnen zuvor unbekannte
cDNA-Klone. Deren korrespondierendes, 26 kDa groBes Protein nannten sie
aufgrund seiner IFN-B dhnlichen Eigenschaften IFN-B, (WEISSENBACH et al.,
1980). CONTENT und Mitarbeiter folgten einem dhnlichen Ansatz und isolierten
ein identisches, ebenfalls 26 kDa grofles Protein, konnten jedoch die IFN-f
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dhnlichen Eigenschaften nicht nachvollziechen (CONTENT et al., 1982). Einige
Jahre spiter publizierten zwei Forschungsgruppen Sequenzen dieser Proteine und
zeigten damit die fehlende strukturelle Homologie des 26 kDa Proteins sowie des
IFN-B, zu Interferon- (ZILBERSTEIN et al., HAEGEMANN et al., beide 1986).
Etwa um die gleiche Zeit beobachteten TERANISHI und Mitarbeiter sowie
HIRANO und Mitarbeiter, dass aktivierte T-Zellen einen spit wirkenden B-Zell-
Differenzierungsfaktor produzieren, der bei aktivierten B-Zellen die Herstellung
von Immunglobulinen induziert. Nach der Aufreinigung und Klonierung bekam
dieser Faktor den Namen ,,B-cell stimulatory factor 2* (BSF-2) (TERANISHI et
al.,, 1982; HIRANO et al., 1984). Weder die biologische Aktivitit noch der
zelluldre Ursprung von BSF-2 lie eine Verbindung zu IFN-B, oder dem 26kDa-
Protein vermuten; nach Publikation der Sequenz erwies sich BSF-2 jedoch als
identisch mit diesen Faktoren (BILLIAU, 1986).

Die dritte Forschungsrichtung beschiftigte sich mit der Untersuchung von
Wachstumsfaktoren fiir Plasmozytome und B-Zell-Hybridome. VAN SNICK und
Mitarbeiter purifizierten als erstes einen murinen Hybridom-Wachstumsfaktor,
den sie vorlaufig ,,Interleukin-HP1* tauften (H fiir Hybridom, P fiir Plasmozytom)
(VAN SNICK et al., 1986). Ein dhnliches Molekiil konnte von NORDAN und
Mitarbeiter aus einem Makrophageniiberstand isoliert werden und wurde von
ithnen ,,plasmacytoma growth factor* (PCT-GF) gennant (NORDAN et al., 1987).
Die Erkenntnis, dass diese murinen Hybridomzelllinien auch zur Isolierung
humaner Wachstumsfaktoren genutzt werden konnte, fiihrte schlielich zu der
Entdeckung eines ,human hybridoma/plasmacytoma growth factor* (HPGF)
durch VAN DAMME und Mitarbeiter (VAN DAMME et al., 1987a, 1987b).
Uberraschenderweise zeigte die Aminosiduresequenz dieses Faktors wenig
Homologie mit seinem zuvor entdeckten murinen Aquivalent, erwies sich dafiir
aber als identisch mit der des 26kDa Proteins, des IFN-f3,, als auch des BSF-2
(VAN DAMME et al., 1987c; BRAKENHOFF et al., 1987). GAULDIE und
Mitarbeiter stellten fest, dass anti-BSF-2/IFN-B, Antikorper die Aktivitdt eines
sogenannten ,.hepatocyte-stimulating factor* (HSF) neutralisierten (GAULDIE et
al., 1987). Damit konnte eine Beteiligung dieser Molekiile an der Akuten-Phase-
Reaktion vermutet werden.

Nachdem die Klonierung der cDNA des murinen Faktors gelang, stand auch hier
eine Homologie mit dem humanen Hybridom-Wachstumsfaktor fest (VAN
SNICK et al., 1988). Betrdge zu den vielfiltigen Eigenschaften dieses Molekiils
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lieferten IKEBUCHI und Mitarbeiter sowie WONG und Mitarbeiter, die eine
Beteiligung an der Himatopoese nachwiesen; des weiteren erwies es sich wichtig
als Differenzierungsfaktor zytotoxischer T-Zellen und wurde dort ,.cytotoxic
differentiation factor* (CDF) bezeichnet (TAKALI et al., 1988).

Entsprechend der Erkenntnis, dass es sich bei dem 26kDa Protein, IFN-§3,, BSF-2,
HPGF, PCT-GF, HSF, und CDF um ein und dasselbe Molekiil handelte, einigte

man sich auf den gemeinsamen Namen Interleukin-6 (IL-6).

I1.2 Epidemiologie der Sepsis

I1.2.1 Humanmedizinischer Bereich

Studien zur Untersuchung der Inzidenz, Mortalitit und Kosten einer Sepsis liegen
vor allem aus den USA vor. Ebenso existieren Untersuchungen aus Australien und
einigen anderen europiischen Staaten wie Frankreich und Osterreich; eine
deutschlandweite Studie wurde erst kiirzlich vom Kompetenznetzwerk Sepsis
(SepNet) durchgefiihrt (sieche unten). Hier sollen jedoch nur aktuelle
Vergleichszahlen aus den USA und Deutschland erwéhnt werden.

In den USA liegt die Sepsis laut einer aktuellen Studie von MARTIN und
Mitarbeiter aus dem Jahr 2003 an zehnter Stelle der Haupttodesursachen mit 240
Patienten pro 100000 Einwohner und verursacht Kosten von {iber 17 Milliarden
Dollar pro Jahr. ANGUS und Mitarbeiter beschreiben 2001 eine Fallzahl von 300
Patienten pro 100000 Einwohner sowie jéhrliche Kosten von 16,7 Milliarden
Dollar. Hierbei wurde berechnet, dass die Inzidenz jéhrlich im Zusammenhang
mit der Uberalterung der Bevolkerung um etwa 1,5 % steigen wird.

Fir Deutschland errechnet eine aktuelle prospektive multizentrische
Priavalenzstudie unter der Leitung von BRUNKHORST eine jdhrliche Fallzahl
von 226 Patienten pro 100000 Einwohner, wobei die Sepsis hiermit die
dritthdufigste Todesursache nach der koronaren Herzkrankheit und dem akuten
Myokardinfarkt darstellt. Der direkte Kostenfaktor liegt in dieser Studie bei 1,77
Milliarden Euro pro Jahr.
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I1.2.2 Veterindarmedizinischer Bereich

Leider sind entsprechende epidemiologische Untersuchungen im Bereich der
Veterindrmedizin noch nicht durchgefiihrt worden, dementsprechend existiert
auch keine klinikiibergreifende Statistik. Klinikinterne Fallzahlen finden sich bei
OTTO, die fiir das Veterinary Teaching Hospital der Universitit von
Pennsylvania 1998 eine jdhrliche Inzidenz von 3,5 Féllen pro 1000 Patienten der
Klinik angeben, was im Gegensatz zu 1988 (1 Fall pro 1000 Patienten) eine
deutliche Steigerung bedeutet (OTTO, 2002). Die Durchfiihrung nationaler oder
internationaler Studien zur Epidemiologie der Sepsis in der Tiermedizin wére

durchaus wiinschenswert.

I1.3 Definitionen

I1.3.1 Humanmedizinischer Bereich

Nachdem der Intensivmediziner Roger C. Bone zu einer Einigung auf
international giiltige Definitionen zur Sepsis aufgerufen hatte (BONE, 1991b),
wurde im Jahr 1991 zum ersten Mal eine ,,Consensus Conference” des American
College of Chest Physicians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine
(SCCM) einberufen und allgemeine Definitionen zur Erleichterung der Diagnose,
der Uberwachung und der Behandlung einer Sepsis etabliert (BONE et al., 1992).
Diese Kriterien wurden bereits vielfach in der Praxis eingesetzt und dienten als
Einschlusskriterien diverser Studien. Aufgrund neuer Erkenntnisse in der
Pathogenese dieser Erkrankung bestand jedoch bald der Bedarf nach einer
Modifikation dieser Definitionen; so wurde 2001 die International Sepsis
Definitions Conference in Zusammenarbeit mit dem American College of Chest
Physicians (ACCP), der Society of Critical Care Medicine (SCCM), der European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM), der American Thoracic Society
(ATS) und der Surgical Infection Society (SIS) einberufen:

Die folgenden Definitionen sind gemidB der neuesten Internationalen
Sepsisdefinitionen-Konferenz von 2001 formuliert (LEVY et al., 2003).
Bakteriiimie: das Vorhandensein wachstumsfahiger Bakterien im Blut

Infektion: ein pathologischer Prozess, der durch die Invasion von pathogenen
oder potentiell pathogenen Mikroorganismen in normalerweise steriles Gewebe,

Korperfliissigkeiten oder Korperhdhlen verursacht wird.
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SIRS: ,,Systemic Inflammatory Response Syndrome”, systemisch-entziindliche
Reaktion auf verschiedene schwere infektiose oder nicht-infektiose Insulte,

charakterisiert durch mehr als eines der folgenden Symptome:
(1) Korpertemperatur von mehr als 38°C oder weniger als 36°C
(2) Herzfrequenz von mehr als 90 Schlidgen pro Minute

(3) Tachypnoe, also eine Respirationsrate von mehr als 20 Ziigen pro Minute
oder eine Hyperventilation, wie durch einen PaCO, von weniger als 32

mmHg angezeigt

(4) Eine  Verdnderung 1im weillen Blutbild, zum Beispiel eine
Leukozytenanzahl von mehr als 12 000/mm’ oder weniger als 4 000/mm’,

oder das Vorhandensein von mehr als 10 % Jugendformen (Stabkernige)

Sepsis: das klinische Erscheinungsbild, das durch das Vorhandensein einer
Infektion und einer systemisch-entziindlichen Reaktion (SIRS) definiert ist. Hier
wird im Rahmen der Konferenz eine ldngere Liste moglicher weiterer Anzeichen
auBBerhalb des strengen Rahmens der SIRS-Definition erstellt; dazu zdhlen z.B.
Parameter wie eine Hyperlaktatimie, verringerte kapillire Fiillungszeit, eine

Erhohung des C-reaktiven Proteins im Plasma usw.

Schwere Sepsis: Sepsis, die mit einer Organdysfunktion, Hypoperfusion oder
Hypotension verbunden ist. Eine abnorme Hypoperfusion oder Hypotension kann
mit einer Laktatazidose, Oligurie oder einer akuten Verdnderung des

Bewusstseins einhergehen, muss aber nicht darauf beschrénkt bleiben.

Septischer Schock: Sepsisinduzierter Schock mit persistierender arterieller
Hypotension, die durch keine anderen Ursachen erkldrbar ist und trotz addquater

Volumensubstitution bestehen bleibt.

Sepsis-induzierte Hypotension: systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder eine
Reduktion des Basalwertes um > 40 mmHg, durch keine andere Ursachen

erklarbar.

MODS: ,Multiple Organ Dysfunction Syndrome®, das Vorhandensein einer
verdnderten Organfunktion bei einem akut erkrankten Patienten. Eine Homdostase

kann ohne Intervention nicht aufrechterhalten werden.
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I1.3.2 Veterindrmedizinischer Bereich

Angelehnt an die Definitionen der Sepsiskonferenz, entwickelten einige Autoren
bald auch SIRS-Kriterien fiir die Veterinirmedizin. Diese stellten aufgrund
individueller Temperatur- und Frequenzschwankungen ein breites Spektrum an

Moglichkeiten dar (Tab. 1).

Tabelle 1: Vergleich der SIRS-Kriterien ausgewihlter Autoren (basierend
auf HAUPTMAN et al., 1997; leicht modifiziert und erweitert)

Kriterium Grenzwerte
PURVIS & HAUPT- DE LAFOR-
HARDIE,
1905: KIRBY, | MANetal, | CADE etal.,

' 1994: 1997: 2003:

Temperatur (°C) <38;>40 | <37;>39 | <38;>39 |<37,8;>394
Herzfrequenz (Schldge/min) >120 >160 >120 >140
Atemfrequenz (Ziige/min) >20 >20 >20 >20

Leukozyten (x10°/ul) <5;>18 <4;>12 <6;>16 <6;>16
Stabkernige ( %) >5 >10 >3 >3

OKANO und Mitarbeiter (OKANO et al., 2002) werfen die Frage nach einer
Erhohung der erforderlichen Atemfrequenz auf, da die bisherigen Frequenzen von
der Humanmedizin entlehnt wurden. Die Autoren schlagen als Kriterium eine
Atemfrequenz von iiber 40/min vor.

Insgesamt herrscht also eine gewisse Uneinigkeit iiber die Grenzen ,,normaler*
Parameter vor. Eine individuelle Varianz ldsst jedoch auch ein mehr oder weniger
breites Einschlussspektrum zu, so dass iiber eine internationale Einigung auch im

veterindirmedizinischen Bereich nachgedacht werden sollte.
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I1.4 Pathogenese

I1.4.1 Beteiligte Erreger

Eine systemische Infektion mit Mikroorganismen ldsst sich am Besten durch das

Abnehmen und Anlegen einer oder mehrerer Blutkulturen nachweisen. DOW

(DOW, 1995) empfiehlt ein Minimum an zwei und ein Optimum an drei

Blutkulturen zur Erleichterung zum einen des Nachweises von Bakterien und zum

anderen der Interpretation der Ergebnisse (Tabelle 2).

Tabelle 2: Interpretation von Blutkulturergebnissen (DOW und JONES,

1989)
Isolierter Organismus Haufiges Vorkommen Interpretation
Staphy lqkokkus aureus oder Haut, intravenoser Katheter, .
intermedius e .. signifikant
.. Endokarditis, Diskospondylitis
(Koagulase-positiv)
Staphylokokkus mogliche

(Koagulase-negativ)

Haut, intravenoser Katheter

Kontamination *

Streptokokkus Haut, Endokarditis, sionifikant
(B-hdmolysierend) Diskospondylitis gn
Streptokokkus Haut, Mund mogliche

(a-hdmolysierend)

Kontamination *

. Enterokokkus Gastrointestinaltrakt signifikant
(enterischer Streptokokkus)
. o\ moglicherweise
Corynebakterium Haut, Endokarditis glic!
signifikant
. . o\ moglicherweise
Erysipelothrix Haut, Endokarditis glic!
signifikant
Enterobacteriaceae:
Escherichia coli, Salmonella, Gastrointestinal-, Harn-, sionifikant
Klebsiella, Enterobacter, Respirationstrakt gn
Proteus, Serratia
Pseudomonas Haut, Gastrointestinal-, signifikant
Harntrakt
Bacteroides Gastrointestinaltrakt, Abszef3 signifikant
Clostridium Haut, Gastrointestinaltrakt, Slgnlﬁkanz
Abszel3 unsicher

* Auf3er isoliert aus mehreren Kulturen




II. Literaturiibersicht 20

HIRSH und Mitarbeiter berichteten 1984 von den Ergebnissen einer prospektiven
Untersuchung von Blutkulturen, hier wurden hauptséchlich Enterobacteriaceae
(29 %) sowie koagulase-positive Staphylokokken (26 %) nachgewiesen. Zusétz-
lich untersuchte Proben vom vermuteten priméren Infektionsherd oder einer
Urinkultur ergaben zu 81 % Enterobacteriaceae sowie zu 57 % koagulase-
positive Staphylokokken. CALVERT und GREENE stellen in ihrem Patientengut
1986 ebenfalls ein Uberwiegen an gram-negativen Bakterien fest (57 %; gram-
positive 42 %). Als Einzelorganismus konnte Escherichia coli und Staphylo-
kokkus aureus am haufigsten aus Blutkulturen sowie zusitzlichen Isolaten aus
lokalen Infektionsherden isoliert werden. Eine weitere Studie aus dem gleichen
Jahr bestdtigt Escherichia coli als wichtigstes Pathogen, an zweiter Stelle wird
dort ebenfalls Staphylokokkus aureus genannt. Mischinfektionen wurden bei 24 %
bzw. 54 % der Kulturen nachgewiesen (Blut- und Organkulturen; Einteilung in
zwei Gruppen: Sepsis pra- und postoperativ) (HARDIE et al., 1986). 1989 ergab
die Auswertung von Blutkulturergebnissen kritischer kranker Tiere in einer
retrospektiven Studie ein Uberwiegen gram-negativer Bakterien bei den Hunden.
Escherichia coli und B-hdmolysierende Streptokokken konnten als haufigste
Erreger nachgewiesen werden. Mischinfektionen stellten einen Anteil von 15 %
(DOW et al., 1989). Eine neuere Untersuchung mit jedoch wenigen caninen
Patienten ergibt wiederum Escherichia coli als Haupterreger, an zweiter Stelle B-
hiamolysierende Streptokokken. Insgesamt iiberwogen auch hier gram-negative
Bakterien (37 %) sowie ein ebenso groBer Anteil an Mischinfektionen (DE
LAFORCADE et al., 2003).

Insgesamt ldsst sich also eine hauptsdchliche Beteiligung von gram-negativen
Bakterien mit Escherichia coli als hiufigstem Organismus feststellen. Von den
gram-positiven Erregern stehen die B-hdmolysierenden Streptokokken klar im
Vordergrund. Mischinfektionen stellen ebenfalls einen erheblichen Anteil an den

fiir eine Bakteridmie verantwortlichen Erregern.
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11.4.2 Rezeptorbindung und Signaltransduktion

Um eine Invasion durch Mikroorganismen bekdmpfen zu kénnen, muss der
Korper den Eindringling zunidchst als solchen erkennen. Hier sind Mechanismen
des angeborenen Teils des Immunsystems von besonderer Bedeutung, die néher
erldutert werden sollen (nach TIZARD und SCHUBOT, 2004).

Makrophagen stellen zusammen mit den Dendritischen Zellen und den Mastzellen
die drei wichtigsten Typen von Sentinel-Zellen (Wichterzellen) dar. Diese Zellen
besitzen Rezeptoren, die hochkonservierte Molekiile oder Molekiilmuster
erkennen, die bei den verschiedensten Mikroorganismen, im Gegensatz zum
Séugetier, weit verbreitet vorkommen. Diese Molekiilmuster heilen ,,pathogen-
associated molecular patterns*“ (PAMPs). Die wichtigsten der Zellrezeptoren sind
die ,toll-like receptors® (TLRs), benannt nach einem verwandten Rezeptor
namens ,,Toll“, der zuerst in der Fruchtfliege isoliert wurde. Bisher wurden
mindestens 13 verschiedene TLR identifiziert (WEIGAND et al., 2004). TLR2
erkennt unterschiedliche bakterielle Komponenten, beispielsweise
Peptidoglykane, Lipoproteine und Lipoarabinomannan (Mycobacterium
tuberculosis). Ein weiterer wichtiger Rezeptor ist TLR4, der Lipopolysaccharide
von der Oberfliche gram-negativer Bakterien (LPS) identifiziert. TLRS bindet an
Flagellin, dem GeiBelprotein des Bakteriums, TLR9 an bakterielle DNA.
Freigesetztes bakterielles LPS aktiviert die Zelle nicht direkt, sondern wird
zundchst von einem “LPS-binding protein® (LBP) im Serum gebunden. Dieser
Komplex bindet dann seinerseits an ein Protein namens CD14 (,cluster of
differentiation), das sich an der Oberflaiche von Makrophagen befindet. Dieses
wiederum bindet an den TLR und setzt mit dem akzessorischen Molekiill MD-2
(SHIMAZU et al., 1999) eine intrazelluldre Signalkaskade in Gang: der
Transkriptions-faktor MyD88 wird rekrutiert und leitet das Signal weiter {iber die
Interleukin-1 rezeptor-assoziierte Kinase 2 (IRAK2) und den Tumor-Nekrose-
Faktor rezeptor-assoziierter Faktor 6 (TRAF-6), bis zur NF-kB-induzierenden
Kinase (NIK). Diese Kinase phosphoryliert dann IkB (Inhibitor), ruft dadurch
dessen schnelle Degradation hervor und damit die Freisetzung des gebundenen
NF-«xB. Dieser Transkriptionsfaktor ist nun in der Lage, in den Nukleus der Zelle
einzudringen und dann an spezifischen Promotor-Regionen der Gene anzudocken,
die zu einer vermehrten Expression immunmodulatorischer Substanzen wie
Zytokine oder ko-stimulierende Molekiile fiihren. Diese Produkte wiederum

stimulieren T- und B-Zellen zu einer Antwort des erworbenen Immunsystems
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(MODLIN et al., 1999). Diese Signalkaskade unterscheidet sich in Details bei den

einzelnen TLRs, dem auslosenden Faktor und den gewiinschten Endprodukten.

Abbildung 1: Signaltransduktion im Makrophagen (MODLIN, 1999,

modifiziert)
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11.4.3 Die Zytokine

11.4.3.1 Allgemeines

»Zytokine* werden eine wachsende Anzahl an Proteinen und Glykoproteinen
genannt, die als chemische Botschafter zwischen Zellen fungieren und bei
Zellwachstum und —differenzierung, Reparatur und Remodeling von Gewebe
sowie der Regulation des Immunsystems beteiligt sind. Zytokine beeinflussen im
Gegensatz zu gewoOhnlichen Hormonen eine Vielzahl an verschiedener Zellen
(Pleiotropismus) und wirken auch auf die Synthese anderer Zytokine ein. Durch
die Fahigkeit, diese Produktion zu steigern oder zu unterdriicken, kann das
Immunsystem und die Entziindungsreaktion gesteuert werden (OBERHOLZER

et. al.,, 2000). Zytokine werden duBerst selten einzeln sezerniert, stattdessen
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produziert eine Zelle, zum Beispiel ein Makrophage, mehrere dieser Proteine
gleichzeitig. Diese sind sich teilweise in ihrer biologischen Funktion gleich; so
wird Fieber sowohl von IL-1, TNF-a, TNF-B, IL-6 und HMGB-1 hervorgerufen
(synergistische Effekte). ,,Interleukine® sind die Zytokine, die fiir die Interaktion
zwischen Lymphozyten und anderen Leukozyten verantwortlich sind (TIZARD
und SCHUBOT, 2004). Die Produktion von Interleukinen erfolgt durch
verschiedene Zellen, vornehmlich jedoch durch Makrophagen, T-Zellen, und B-
Zellen. Die Zytokin-Aktivitit kann auf unterschiedliche Weise reguliert werden:
durch Erhohung der Rezeptorexpression nach Aktivation (z.B. IL-2 Rezeptoren
auf T-Zellen, TIZARD und SCHUBOT, 2004), Rezeptorantagonisten (z.B. IL-1
RA, COLOTTA et al., 1994), die Existenz von l6slichen Rezeptoren, die dadurch
entweder die Bindung an die Zellrezeptoren verhindern (z.B. TNF-a, VAN ZEE et
al., 1992) oder einen biologisch aktiven Komplex formen (z.B. die 16sliche IL-6R
a-Kette mit IL-6, MODUR et al., 1997). Die wichtigste Regulierungsmafinahme
stellt jedoch die Fahigkeit der Zytokine dar, sich gegenseitig zu beeinflussen und
die Produktion anderer entweder zu verstirken oder zu unterdriicken

(OBERHOLZER et al., 2000).

11.4.3.2 Interleukin-6

Interleukin-6 wird von einer groBen Anzahl an Zellen produziert, beispielsweise
aktivierten Makrophagen, T- und B-Zellen, Mastzellen, Endothelzellen,
Fibroblasten, Keratinozyten und mesangiale Zellen (TIZARD und SCHUBOT,
2004). IL-6 selber scheint jedoch eine sehr kontroverse Rolle bei der Pathogenese
der Sepsis zu spielen, da IL-6 defiziente und Miuse vom Wildtyp in einigen
Studien keinen Unterschied in ihrer Reaktion nach Induktion einer Sepsis zeigten
(REMICK et al., 2005; LEON et al., 1998). Eine andere Studie mit knock-out
Maidusen zeigt jedoch eine erhohte Anfalligkeit flir eine Bakteridmie
(DALRYMPLE et al., 1996), sowie eine erhohte Uberlebensrate nach Infusion
mit einem anti-IL-6 Antikérper (GENNARI & ALEXANDER, 1995;
RIEDEMANN et al., 2003a). Wenn auch die pathogenetische Beteiligung nicht
endgiiltig klar ist, so ist jedoch die Rolle von IL-6 als Marker der Entziindung
vielfach nachgewiesen (sieche Punkt IV.4.3).
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11.4.3.3 Die Zytokinkaskade

Nachdem ein Stimulus wie etwa ein bakterielles Endotoxin die Produktion von
Zytokinen anregt, werden zunichst die frithen, so genannten ,,proximalen‘
Zytokine ausgeschiittet. Dazu gehoren TNF-a und IL-1p (BLACKWELL &
CHRISTMAN, 1996). Sowohl die proximalen Zytokine als auch das Endotoxin
selber stimulieren wiederum die Produktion spiterer, ,,distaler” Zytokine wie I1L-6
und IL-8. IL-6 moduliert die Lymphozytenfunktion, aktiviert die Koagulation und
induziert die Synthese der Akute-Phase-Proteine in den Hepatozyten und hemmt
auch die Produktion der frithen Zytokine (BLACKWELL & CHRISTMAN, 1996;
HEINRICH et al., 1990). IL-8 hingegen ist ein sehr potenter Aktivator und
Chemoattraktor flir polymorphkernige Leukozyten (BLACKWELL &
CHRISTMAN, 1996). Im spiteren Verlauf der Sepsis werden auch anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-10 ausgeschiittet, das die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine und die Antigen-Prdsentation der Makrophagen
inhibiert (WEIGAND et al., 2004), sowie als sehr spédter Mediator der Sepsis ein
weiteres pro-inflammatorisches Zytokin, HMGB-1 (WANG et al., 2001).

11.4.3.4 Zeitlicher Ablauf der Ausschiittung

TNF-a wird innerhalb Minuten nach Infektion ausgeschiittet, ein Peak findet sich
in der Regel nach 1 — 2 h. Nach bereits 4 — 6 h kann kein nachweisbarer Serum-
spiegel mehr gefunden werden (BEUTLER et al., 1985; LEMAY et al., 1990;
MIYAMOTO et al., 1996; KITOH et al., 2001). Dies impliziert natiirlich die
geringe Verwendbarkeit als Marker, und zum anderen die Schwierigkeit
therapeutischer Maflnahmen wie anti-TNF-a Antikorper. IL-1B kann hingegen nur
selten iiberhaupt im Serum gefunden werden (DAMAS et al., 1992; PINSKY et
al., 1993) und wenn, dann meist mit niedrigeren Spiegeln als TNF-a (WAAGE et
al., 1989; DAMAS et al., 1989). IL-6 zeigt bei experimentellen Studien einen
Peak nach 2 Stunden (LEMAY et al., 1990; MIYAMOTO et al., 1996;
YAMASHITA et al., 1994a). In prospektiven klinischen Studien konnten die
hochsten Serumspiegel zum Zeitpunkt der Einlieferung gemessen werden, und, je
nach Schwere der Erkrankung, ein kontinuierlicher Abfall iiber mehrere Tage
hinweg (THIJS & HACK, 1995). Die bisherigen wenigen Untersuchungen zu
IL-8 lassen den Schluss erhohter Blutspiegel zum Zeitpunkt der Einlieferung zu,

sind aber bisher kontrovers beziiglich eines Abfalls (THIJS & HACK, 1995;
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BLACKWELL & CHRISTMAN, 1996). Die pro-inflammatorischen Zytokine
werden nach dem initialen Peak von TNF-a ausgeschiittet (VAN DER POLL &
VAN DEVENTER, 1999). HMGB-1 lisst sich erstmals 8 h nach LPS-Gabe im
Serum nachweisen und steigt bis zu einem Plateau auf, das 16 bis 32 Stunden

anhélt (WANG et al., 2001).

Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf der Zytokinausschiittung nach Infusion eines
Menschen mit LPS (nach GOLDHILL et al., 2002)
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I1.4.4 Wege in die Sepsis und das Multiorganversagen

11.4.4.1 Das ,,Two-Hit“-Modell

Der Weg von einer systemischen entziindlichen Reaktion (SIRS) bis hin zu einer
manifesten Sepsis wird unter anderem mit dem so genannten ,,Two-Hit-Modell*
erklart (MOORE & MOORE, 1995). Diskutiert wird das Entstehen einer
schweren systemischen entziindlichen Reaktion, unabhédngig von einer Infektion,
durch ein massives initiales Trauma (,,One-Hit“-Modell). Als Alternative dazu
formulieren die Autoren einen weniger massiven traumatischen Insult, der
lediglich zu einer Aktivierung des Korpers fiihrt. Spater erfolgt zusitzlich eine
sonst folgenlose entziindliche Einwirkung, die damit insgesamt zu einer schweren
Reaktion fiihrt (,,Two-Hit“~-Modell). BRADY und Mitarbeiter beschreiben damit

den Weg einer Pankreatitis zum Multiorganversagen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: ,,Two-Hit“-Modell am Beispiel einer Pankreatitis (nach
BRADY et al., 1999). MSOF = Multiple System Organ Failure.
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Auch die Entstehung einer Sepsis infolge bakterieller Translokation wurde anhand
dieses Modells veranschaulicht: Als erster ,,Hit* erfolgt ein initialer Schaden wie
ein Trauma oder Schock, der zur Hypoperfusion des Darms, Ischdmie und zur
Aktivierung des Immunsystems und Produktion von Entziindungsmediatoren
fiihrt (frithe SIRS). Der zweite ,,Hit“ stellt eine bakterielle Translokation dar, die
dann den Korper in eine manifeste Sepsis fliihrt (BELLHORN & MACINTIRE,
2004).

11.4.4.2 Die immunologische Imbalanz

Wie also fiihrt eine Sepsis nun zum Multiorganversagen? BONE und Mitarbeiter
postulieren 1996 und 1997 5 Stadien bis zur Entwicklung eines
Multiorganversagens: (1) lokale Reaktion am Herd der Infektion oder Verletzung,
(2) initale systemische Antwort, (3) massive systemische Entziindung, (4) eine
iiberschieBende Immunsuppression und (5) die immunologische Imbalanz. Im
ersten Stadium werden nach einer Infektion oder Verletzung wie einer
chirurgischen Wunde, einer starken Verbrennung oder einer Pankreatitis lokal
Entziindungsmediatoren freigesetzt. Als Kompensationsmechanismus sezerniert
der Korper rasch anti-entziindliche Substanzen. Eine Homdostase wird bei guten
Voraussetzungen (kleine Lision, keine zusdtzlichen pradisponierenden Faktoren)
schnell erreicht. Sollte dies nicht der Fall sein, so beginnt bald Stadium 2:
systemischer Ubertritt von Pathogenen oder Antigenen und damit Initiierung der
Bildung weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren. Auch hier sollten

Kompensationsmechanismen einsetzen und die entziindliche Reaktion rasch
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eingeddmmt werden. Klinische Anzeichen sieht man in diesem Fall kaum. Kann
die Reaktion nicht unter Kontrolle gebracht werden, so entsteht eine heftige
systemische Entziindung mit allen klinischen Symptomen einer SIRS (Stadium 3).
Entweder ist die Menge der pro-inflammatorischer Mediatoren so grof3, dass nun
nachfolgende kompensatorische Mechanismen versagen, oder diese genannten
Mechanismen sind {iberschieBend). Die systemische Reaktion kann auch aus einer
gemischten Immunantwort bestehen: mixed antagonists response syndrome
(MARS). Ein zweiter Insult oder ein immer noch bestehender Initialherd fiihrt
ebenfalls zu einer immunologischen Imbalanz. Die {iberschielende anti-
inflammatorische Reaktion (compensatory anti-inflammatory response syndrome
CARS, Stadium 4) fiihrt zu einer Immunsuppression und damit erhdhten
Empfanglichkeit fiir Infektionen. Durch eine massive pro- oder anti-
inflammatorische Reaktion oder ,,Entgleisung* der Homdostase ist nun Stadium 5
rasch erreicht: das Multiorganversagen (multiple organ dysfunction syndrome

MODS).

Abbildung 4: Pathogenetische Hypothese fiir die verschiedenen Reaktionen
des Immunsystems (modifiziert nach BONE, 1996). SIRS = systemic
inflammatory response syndrome, CARS = compensatory anti-inflammatory

response syndrome, MARS = mixed antagonists response syndrome.
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IL.S Auswirkungen der Sepsis

I1.5.1 Kardiovaskulires System

Die hyperdynamische Phase ist durch Tachykardie, Tachypnoe, hyperdmische
rote Schleimhéute, Hyperventilation und einer verkiirzten kapilldren Fiillungszeit
gekennzeichnet. Durch eine verringerte Nachlast und Stimulation des
Sympathikus steigt die kardiale Auswurfleistung, und der periphere
GefalBwiderstand ist aufgrund verschiedener zytokininduzierter Mechanismen
verringert (Vasodilatation) (MCANULTY, 1983; HARDIE & RAWLINGS,
1983; WEEREN & MUIR, 1992, GREEN & ADAMS, 1992). Der
Sauerstoffbedarf peripheren Gewebes ist erhoht, obwohl manche Gebiete den
Sauerstoff entweder schlecht aufnehmen oder verwenden kénnen. Dies aktiviert
Kompensationsmechanismen wie den beschriebenen erhohten kardialen Output
(GREEN & ADAMS, 1992).

Auf die hyperdynamische Phase kann die hypodynamische Reaktion folgen oder
auch alleine auftreten. Hier stellt man eine systemische Hypotension, verringerten
kardialen Output und verringerte Ejektionsfraktion, erhdhten peripheren
efdBwiderstand und einen niedrigen zentralen Venendruck fest. Klinische
Anzeichen sind eine Hypothermie, irregulire Atmung und ein schneller aber
schwacher Puls (MCANULTY, 1983; WEEREN & MUIR, 1992; GREEN &
ADAMS, 1992). Fiir die zunehmende Dysfunktion des Herzens sind zirkulierende
myokardiale Faktoren und auch TNF-a und IL-1p verantwortlich (PARILLO et
al., 1990; ASTIZ & RACKOW, 1998; BALK, 2000; TSIOTOU et al., 2005). Die
kapillare Fillungszeit ist verldngert und die Maulschleimhaut ist sehr blass
(GAHHOS et al., 1981; GREEN & ADAMS, 1992). Der GefaBBwiderstand wird
durch arterielle Vasokonstriktion erhoht, die vermutlich auf der Produktion von
Thromboxan A, beruht (WEEREN & MUIR, 1992).

Wihrend beider Phasen besteht eine Vasodilatation der vendsen Gefalie, wodurch
es zu einem venodsen ,,Pooling* und einer reduzierten Vorlast kommt (CUNNION
& PARRILLO; 1989; PURVIS & KIRBY, 1994; ASTIZ & RACKOW, 1998).
Endotoxine und Zytokine regen die Expression der induzierbaren Nitroxid-
Synthetase (iNOS) in Endothelzellen, Myozyten, Makrophagen und den glatten
Muskelzellen der Gefdlle an. Das darauffolgend produzierte Nitroxid ist toxisch
fiir Endothelzellen und sorgt so fiir eine erhohte vaskuldre Permeabilitdt. Es

fordert auBerdem die Produktion von zyklischem Guanosinmonophosphat cGMP,
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das ein potenter Vasodilatator ist (VALLANCE & MONCADA, 1993; LANDRY
& OLIVER, 2001). Als weitere Mechanismen der refraktiaren Vasodilatation wird
eine Aktivierung der Kaliumkanile in den Zellen der glatten GefdBmuskulatur
(die daraus resultierende Hyperpolarisation verhindert den Einstrom von Kalzium
und damit die Vasokonstriktion) sowie eine Defizienz des Hormons Vasopressin
postuliert (LANDRY & OLIVER, 2001).

Der portale Venendruck ist im Rahmen der Sepsis erhoht und fiihrt zu einer
Ansammlung von Blut im hepatolienalen Gebiet (SZIEBERT et al., 1983). Das
Blutvolumen wird weiter durch ein Abwandern von Proteinen und Fliissigkeit in
den Extravasalraum reduziert (HARDIE & RAWLINGS, 1983; WEEREN &
MUIR., 1992; GREEN & ADAMS, 1992). Durch diese Verdanderungen folgt eine
Minderdurchblutung des Gewebes, das zu ischdmischen Schiden und weiteren
metabolischen Entgleisungen fiihrt. Im Bereich kleinerer Gefdlle kann es durch
die Hyperviskositit, die Ansammlung von Mikroaggregaten und Neutrophilen
sowie eine gesteigerte Gerinnungsneigung (siche Punkt II. 5.5) zur Obstruktion
kommen und den Blutfluss weiter hemmen (BARIS et al.,, 1980; PURVIS &
KIRBY, 1994; DAVIES & HAGEN, 1997).

Weitere hdufige Manifestationen der zunehmenden kardialen Dysfunktion in der
Sepsis sind Arrthythmien. Ventrikuldre und supraventrikulidre Tachykardien fithren
zu einer verringerten ventrikuldren Fiillung und reduzieren den kardialen Auswurf

(HACKETT, 2001).

I1.5.2 Die Niere

Durch die beschriebenen Mechanismen kommt es hdufig zu einer Hypovoldmie
und Minderperfusion der Niere, die durch renale Vasokonstriktion in Folge
erhohter Katecholaminspiegel noch verschlimmert wird (BRADY & KING,
2000). Weitere Mechanismen konnen direkte toxische Schiaden durch bakterielle
Endotoxine oder die Ablagerung von Mikrothromben im renalen Gefé3bett sein
(HARDIE & RAWLINGS, 1983; HARRIS et al., 1987; WEEREN & MUIR,
1992). Anurie und Oligurie sind erste klinische Anzeichen einer renalen
Hypoperfusion. Besonders die dufere Medulla der Niere ist sehr sensitiv
gegentiber einer Ischidmie, da sie aufgrund der dortigen Transportaktivitit einen
hohen Sauerstoffbedarf hat (BRADY & KING, 2000; HACKETT, 2001).

Aktivierte Neutrophile infiltrieren die Niere und sezernieren dort Zytokine, die
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wiederum die renale Vasokonstriktion und die Kontraktion der Mesangialzellen
fordern und zu einem verringerten Filtrationsdruck fithren. Weitere zelluldre
Schiadigungen entstehen durch freigesetzte Proteasen und Sauerstoffradikale
(BRADY & KING, 2000). Zusitzliche Faktoren, die zu einer akuten
Tubulusnekrose beitragen, sind nephrotoxische Medikamente und Hypotension
(BALK, 2000a und 2000b). Die renalen Auswirkungen einer Sepsis kdnnen von
einer minimalen Proteinurie bis hin zu einem akuten Nierenversagen variieren

(HARRIS et al., 1987).

I1.5.3 Gastrointestinaltrakt

Der Gastrointestinaltrakt wird vermutlich durch eine Hypoxie des Gewebes sowie
eine verminderte Organperfusion geschddigt. Im Bereich der Zotten bestehen
anatomische Besonderheiten, die bei einer Minderperfusion eine selektive
Ischidmie beglinstigt: durch Stromungsgeschwindigkeitsunterschiede innerhalb der
Kapillare kommt es physiologischerweise zu einer dynamischen Hamatokrit-
erniedrigung (Fahraeus-Effekt; BARBEE & COKELET, 1971) und das
Sauerstoffangebot in den Villusspitzen wird duch funktionelle Shunts
(,,countercurrent exchange*) eingeschrankt (HAGLUND et al., 1975).
Freiwerdende Sauerstoffradikale, beginnende Lipidperoxidation durch Nitroxid,
Einwirkungen der Gallensduren und pankreatischen Proteasen flihren zum
Zusammenbruch der Darmschranke (HARDIE & RAWLINGS, 1983; HARRIS
et al., 1987; HASKINS, 1992; SCHLAG & REDL, 1996). Weitere Faktoren sind
die Anwendung von Antibiotika im Rahmen der Sepsis, die auch zu einer
Reduktion der natiirlich vorhandenen Darmflora fiihrt, und eine mangelnde
Futteraufnahme mit Unterversorgung der Enterozyten und daraus resultierender
lokaler Immundefizienz und Mukosaschidigung (BALK, 2000a und 2000b;
MACINTIRE & BELLHORN, 2002; BELLHORN & MACINTIRE, 2004).
Klinische Folgen sind Ulzerationen, Meldna und Ileus (BRADY & OTTO, 2001).
Es besteht die Gefahr des Ubertritts pathogener Bakterien und damit des erneuten
Freiwerdens von Zytokinen und Endotoxinen (SCHLAG & REDL, 1996; BALK,
2000a und 2000b; BELLHORN & MACINTIRE, 2004; TSIOTOU et al., 2005).
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I1.5.4 Die Leber

Eine Hyperbilirubindmie und milde Erhohung der Leberenzyme treten im
Rahmen einer Sepsis hdufig auf (BANKS et al., 1982; HARDIE & RAWLINGS,
1983; HARRIS et al., 1987; TABOADA & MEYER, 1989). Experimentell konnte
herausgefunden werden, dass Hunde, im Gegensatz zu Katzen, im Blut
zirkulierende Bakterien primér {liber die Leber und Milz herausfiltern (CROCKER
et al., 1981). Dies erkldrt zum einen das weniger hiufige Auftreten des ,,Acute
respiratory distress syndromes (ARDS)* bei Hunden, und zum anderen
zusdtzliche Moglichkeiten fiir eine Leberschiddigung (WEEREN & MUIR, 1992).
Die Kupffer-Zellen der Leber konnen Chemokine freisetzten, damit Neutrophile
anlocken und diese aktivieren. Nachdem diese in das Parenchym eingewandert
sind, produzieren sie Sauerstoffradikale und Proteasen und kénnen damit den
Leberzellen Schaden =zufiigen. Zusitzlich fiihrt dies zu mikrovaskuldren
Storungen, Fibrinablagerungen und zu einer weiteren Forderung der Entziindung
(DHAINAUT et al., 2001).

Als Ursache fiir die Erhohung des Bilirubins wird eine Inhibition der Natrium-
Kalium-Pumpe durch Endotoxin beschrieben, die dadurch weniger konjugiertes
Bilirubin in die Gallenginge befordern kann (GREEN et al., 1996; BOLDER et
al., 1997). Zusitzlich konnte experimentell herausgefunden werden, dass TNF-a
den Einbau der Pumpen und Transporter flir Gallensdure in die
Hepatozytenmembran um 50 — 90 % reduziert (GREEN et al., 1996).

Im Rahmen eines weiteren Leberversagens wird, neben den Gerinnungsfaktoren,
auch die Albuminproduktion reduziert und trdgt so, neben Verlusten iiber die
geschiadigten GefiBwinde und dem erhohten Abbau von Proteinen zur

Energiegewinnung, zur Hypalbumindmie bei (BRADY & KING, 2000).

I1.5.5 Sepsis und Koagulation

Pro-inflammatorische Mediatoren wie Endotoxine, TNF-a, Lipoproteine und
Wachstumsfaktoren stimulieren die Expression von Tissue Faktor (TF) auf
Endothelzellen und zirkulierenden Monozyten (WEISS & RASHID, 1998; AIRD,
2003; LEVI et al., 2003; AMARAL et al., 2004; HOPPER & SHANE, 2005). TF
ist der wichtigste Initiator der extrinsischen Gerinnungskaskade und bindet und
aktiviert Faktor VII, der liber die bekannten Wege letztlich zu einer Bildung von

Thrombin fiihrt. Diese entzlindungsinduzierte Koagulation fiihrt zur
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disseminierten intravasalen Gerinnung (disseminated intravascular coagulation
DIC), die zu einem Multiorganversagen beitragen kann (LEVI et al., 1997; TEN
CATE, 2000). Eine Aktivierung der Gerinnung fordert wiederum auch pro-
inflammatorische Zytokine und die Leukozytenfunktion; Thrombin
beispielsweise induziert die Produktion von IL-6 durch Fibroblasten, Epithel- und
mononukleare Zellen und hat Einfluss auf die Sekretion eines chemotaktischen
Proteins fiir Monozyten (LEVI et al., 2003). Im Gegenzug dazu hat eine
vermehrte anti-koagulatorische Umgebung auch einen anti-inflammatorischen
Effekt (HOPPER & SHANE, 2005). Das fibrinolytische System wird jedoch nach
einer kurzen Phase der erhohten Aktivitit durch zytokin-mediierte Ausschiittung
des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) komplett unterdriickt (LEVI et al.,
1997; WEISS & RASHID, 1998; TEN CATE, 2000; AIRD, 2003). Protein C und
S werden durch eine erniedrigte Expression von Thrombomodulin an der
Zelloberflache inhibiert, und zusammen mit dem erhohten Verbrauch von
Antithrombin (AT) durch die mikrovaskulidre Gerinnung verschiebt sich das
Gleichgewicht immer weiter in Richtung pro-inflammatorischer und
prokoagulatorischer Systeme (LEVI et al., 1997; BRADY & OTTO, 2001; AIRD,
2003; AMARAL et al., 2004). Zusétzlich dazu aktiviert Endotoxin direkt die
Pléattchenaggregation und indirekt durch Zytokine den Pléttchenaktivierenden
Faktor (PAF) (SCHLAG & REDL, 1996; WEISS & RASHID, 1998; LEVI et al.,
2003). Insgesamt ist diese Hyperkoagulabilitdt mit etlichen bekannten negativen
Effekten wie Bildung von Thromben, mikrovaskuldre Verletzungen, lokale
Hypoxie und Ischdmie sowie DIC mit anschlieBender Blutungsneigung

verbunden.

I1.5.6 Kohlehydratmetabolismus

Im Rahmen einer Sepsis ist der Glukoseuptake im gesamten Korper erhoht
(LANG & DOBRESCU, 1991; VARY et al., 1995). Dieser Effekt bleibt sogar
wéhrend einer Hypoglykdmie bestehen (LANG & DOBRESCU, 1991) und beruht
hauptsdchlich auf einem nicht-insulin-abhéngigen Carrier (MIZOCK, 1995).
Experimentell konnte herausgefunden werden, dass TNF-a die Glukoseaufnahme
in makrophagenreichen Gewebe wie Lunge, Milz, Ileum und Leber steigert
(MESZAROS et al, 1987, SPOLARICS et al., 1991). Solange die
Glykogenspeicher in der Leber noch gefiillt sind, kann der erhohte Verbrauch
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gedeckt werden. Gleichzeitig setzt auch eine vermehrte Glukoneogenese ein, die
durch den negativen Feedback-Mechanismus freier Glukose nicht mehr
beeinflussbar ist (SIEGEL et al., 1979; CERRA, 1987; WOLFE, 1997).
Zusitzlich entsteht durch die Ausschiittung von Stresshormonen wie Cortisol und
Wachstumshormon, Zytokinen und Nitroxid eine periphere Insulinresistenz
(BERRINGER & HARWOOD-NUSS, 1985; VAN DEN BERGHE et al., 1998;
AGWUNOBI et al.,, 2000; SUGITA et al., 2002). Die daraus resultierende
Hyperglykdmie beeintriachtigt die Phagozytenfunktion der Neutrophilen
(HOTCHKISS & KARL, 2003). Weitere beschriebene Nebenwirkungen sind
auBerdem eine verstdrkte Gerinnungsneigung (CARR, 2001) sowie durch eine
gesteigerte Aktivierung  eines Rezeptors fir HMGB-1 auch eine direkte
Forderung der inflammatorischen Reaktion (SCHMIDT et al., 2000).

Hélt die septische Reaktion weiter an, so kommt es im Verlauf zu einer
Hypoglykédmie. Dies fiihrt man auf die erschopften Vorrédte und weiteren erhohten
Verbrauch in der Peripherie zuriick (RAYMOND et al.,, 1981; LANG &
DOBRESCU, 1991; VARY et al., 1995; BRADY & KING, 2000). Diskutiert
wird auch ein Schaden auf mitochondrialer Ebene der Leber, der zu einem Mangel
an ATP und der Glukosevorstufe Phosphoenolpyruvat fiihrt (RHODES, 1981;
DEUTSCHMAN et al., 1993).

I1.5.7 Laktatazidose

Nach Aufnahme der Glukose in die Zellen wird normalerweise durch die
Glykolyse Pyruvat produziert. Dieses kann wiederum durch Oxidation in CO,
umgewandelt oder unter anderem auch zu Laktat abgebaut werden. Die
Pathophysiologie der entstehenden Laktatazidose im septischen Schock ist noch
nicht ganz gekldrt. Unter normalen Umstéinden sind Nieren und vor allem die
Leber Hauptorgane des Laktatabbaus (FALL & SZERLIP, 2005). CHRUSCH und
Mitarbeiter fanden durch experimentell induzierte Sepsis bei Hunden heraus, dass
eine Anhdufung von Laktat sowohl durch eine Produktion in der Milz als auch
durch eine verminderte Extraktion in der Leber statt findet (CHRUSCH et al.,
2002). In diesem Experiment verwendete Vasopressoren hatten keinen Effekt auf
die Laktatazidose. Eine Gewebshypoxie halten die Autoren als Ursache fiir eine
Laktatazidose fiir eher unwahrscheinlich, geben aber einen moglichen Mangel in

der Sensitivitit der Messtechnik zu. MIZOCK diskutiert ebenfalls eine mogliche,
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aber eher unwahrscheinliche mangelnde Oxygenierung und damit entstehende
Laktatproduktion anhand von mehreren kontroversen Studien (MIZOCK, 1995).
Beschrieben werden als mogliche Theorien auBBerdem eine erhohte Produktion
von Pyruvat (GORE et al., 1996), verringerte Aktivitit der Pyruvatdehydrogenase
(VARY et al., 1986), lokale Unterschiede in der Laktatproduktion (TENHUNEN
et al., 2003; VALLET et al., 1994), eine Freisetzung von Laktat aus dem
Lungenparenchym (BROWN et al., 1996; KELLUM et al., 1997) sowie ebenfalls
eine verringerte Clearance des Laktats (FALK et al.,, 1985; SEVERIN et al.,
2002).

I1.5.8 Die Lunge

Ein akutes Atemnotsyndrom (Acute Respiratory Distress Syndrome ARDS) ist
eine nicht seltene Folge der Sepsis. Durch die Freisetzung von Zytokinen,
Komplementfaktoren, Sauerstoffradikalen und die Degranulation Neutrophiler
und Makrophagen mit Produktion von Proteasen wird die Permeabilitit der
Lungenkapillaren erhoht (MCANULTY, 1983; HASKINS, 1992; PARENT et al.,
1996; FEIN & CALALANG-COLUCCI, 2000; PUNEET et al., 2005). Die
Alveolen werden von einem proteinreichen Exsudat regelrecht iiberschwemmt.
Diffuse infiltrative Prozesse verringern die Compliance der Lunge und
erschweren so die Atmung. Zusitzlich entsteht ein Ungleichgewicht der
Ventilation/Perfusion, und das Blut versackt teilweise in nicht beliifteten Alveoli
(PARENT et al., 1996; BRADY & KING, 2000). Nach der ersten exsudativen
und dann proliferativen Phase beginnt eine ausgedehnte Fibrosierung mit
Ablagerungen von Kollagen und damit ein weiterer Verschluss von Alveolen,
Bronchien und Gefalen (MEDURI, 1993; FEIN & CALALANG-COLUCCI,
2000). Histologische Befunde sind eine alveoldre Entziindung, Lungenddem,
Héamorrhagie, nekrotische Bereiche mit der Bildung hyaliner Membranen,
GefaBstauung, interstitielle Fibrose und eine Proliferation der Alveolarzellen vom
Typ II (BERRINGER & HARWOOD-NUSS, 1986; PARENT et al., 1996).

Der Sauerstoffaustausch kann durch diese pathologischen Verdnderungen nicht
mehr ausreichend gewéhrleistet werden und fiihrt zu einer schweren Hypoxie, die
durch Sauerstoffzufuhr nicht abgewendet werden kann, und damit zu einem

Lungenversagen.
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Plasma IL-6 response is predictive for severity and mortality in canine SIRS

and sepsis.

Running Header: IL-6 in canine SIRS and sepsis

Stefanie Rau, Barbara Kohn, Constance Richter, Nora Fenske, Helmut
Kiichenhoff, Katrin Hartmann, Stefan Hartle, Bernd Kaspers, Johannes
Hirschberger

Abstract

Background: Sepsis is still a major cause of death in both human and veterinary
medicine. Early diagnosis is essential for appropriate treatment. Identification of
patients at risk for developing sepsis is already possible in human medicine
through the measurement of plasma IL-6 levels. In veterinary medicine, however,
this has only been investigated in canine experimental models. Objectives: The
purpose of this study was to measure IL-6 plasma levels in dogs with naturally
occurring systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and sepsis and to
analyse the value of IL-6 as a predictive parameter for severity and mortality.
Methods: Included in the study were 79 dogs that had been admitted to the small
animal clinics of Munich and Berlin from July 2004 to July 2005 and which
satisfied the diagnostic criteria for SIRS and sepsis as defined using established
parameters. Measurement of plasma IL-6 levels on day 0, 1, and 2 was performed
by the use of a colorimetric bioassay based on IL-6 dependent cell growth.
Results: Septic foci were identified in 43 patients (septic group), and 36 patients
were enrolled in the SIRS group. The frequency of positive blood cultures was
11%. The overall mortality rate was 48%. Higher IL-6 plasma levels on the day of
admission were significantly correlated with a more severe degree of disease,
increased mortality rates and earlier fatality. Conclusions: In this study we show
that plasma IL-6 qualifies as an interesting and predictive laboratory parameter in

canine SIRS and sepsis.

Key words: IL-6, SIRS, sepsis, dog
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According to recent reports, the incidence rate for sepsis has been increasing over
the past few decades, being now the tenth leading cause of death in the United
States' ™. Unfortunately, no such information is available regarding sepsis and
SIRS in dogs and cats. Data collected by the University of Pennsylvania
Veterinary Teaching Hospital suggests a similar increase in the incidence of septic
cases from 1 per 1000 hospital cases in 1988 to 3.5 in 1998°. This increase may of
course be due to an improved clinical suspicion of sepsis with the consequence of
an increased likelihood of making that diagnosis, rather than a true increased
frequency of occurrence of sepsis. Mortality rates ranging from 31% to 50% have
been reported in various veterinary studies™”. Therapeutic intervention consists
mainly of supportive care and antibiotics and of course treating the underlying
cause, as specific anti-inflammatory strategies have failed in human clinical

trials'®"3

. The only promising exception, that of drotrecogin alfa, is rapidly
eliminated, has antigenic potential'* and is currently far too expensive to use in
companion animals. Successful treatment depends frequently on early diagnosis.
Therefore, an identification of animals at risk for sepsis is an urgent current
research goal. A presumptive diagnosis of sepsis is based on the criteria for the
identification of SIRS, as defined by the ACCP/SCCM (American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine) consensus conference'” and
modified for veterinary use'® and either the histologic or microbiologic
confirmation of infection. At the time of the initial clinical presentation and
examination only the classification by the SIRS criteria® is available. The analysis
of the bacterial culture takes several days and false negative results are not
uncommon. SIRS and Sepsis are characterized by an activation of the cytokine
network. The pro-inflammatory cytokine Interleukin-6 (IL-6) has a longer plasma
half-life than TNF-a or IL-1B and has proven to be significantly elevated in septic
human patients. A correlation between high levels of IL-6 on admission and

mortality was evidenced in most of these studies' ™

. IL-6 thus appears to be a
good marker of the severity of systemic bacterial infection when measured at the
time of admission. Canine experimental models produced by administering
infusions of either live Escherichia coli, or lipopolysaccharide (LPS) or an
artificial inflammation with turpentine oil have also shown the induction of high
levels of IL-6*"". However, this cytokine has to the authors’ knowledge never
been researched in naturally occurring septicaemia in the dog. Additionally, the

experimental studies are mostly short-term (as seen in table 5) and little
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information is available about IL-6 levels in dogs over several days of clinical
illness. Here we provide the first evidence that plasma IL-6 levels can be used as

prognostic markers in septic patients.
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Materials and Methods

Patients. Included in the study were 79 dogs with clinical suspicion of sepsis that
had been admitted to the small animal clinics of Munich (n = 35) and Berlin (n =
44) from July 2004 to July 2005. Criteria for the diagnosis SIRS were defined in
accordance with the study from A.M. de Laforcade®: systemic illness was
considered to be present if two or more of the following criteria were met: hypo-
or hyperthermia (<37.8°C or >39.4°C), tachycardia (heart rate >140 bpm),
tachypnea (respiratory rate >20 breaths/min), leukocytosis (>16,000 cells/ul),
leukopenia (<6,000 cells/ul) or >3% bands. Time-point of application was either
on the day of admittance or during hospitalization of the patient, when
development of sepsis was suspected. Animals were subsequently classified as
septic if additional histological or microbiological confirmation of infection was
available. Septic patients were again divided into the subgroups sepsis, severe
sepsis (sepsis associated with organ dysfunction, hypoperfusion or hypotension)
and septic shock (hypotension defined by a systolic arterial pressure below 90
mmHg or a reduction in systolic blood pressure of more than 40 mmHg from
baseline, despite adequate volume resuscitation) as proposed by the Consensus
Conference’. Mortality was defined as death or euthanasia during
hospitalisation.

Blood sampling. Blood for bacteriological cultures was obtained from the jugular
vein following disinfection with povidone iodine and isopropyl alcohol. At least
one culture was taken in 64 dogs, in selected cases a second culture from either
the other jugular or a peripheral vein was obtained. Blood samples for CBC and
IL-6 measurement were acquired on the day of admission (day 0) and the
following two days (day 1 and 2) in case of survival. Whole blood anticoagulated
with EDTA was used for a complete blood count in the automated analyzer Cell-
Dyn® 3500 R (Abbott Diagnostics, Illinois, USA). The differential white blood
cell count was performed on Wright-stained blood smears. For the measurement
of IL-6, blood was collected in sodium citrate tubes (Sarstedt Monovette,
Nuembrecht-Rommelsdorf, Germany) and centrifuged at 1570 g for 5 minutes.
The supernatant plasma was aliquoted and stored at 70°C within 1 hour of
collection until analyzed.

Assay for IL-6. The IL-6 activity in plasma was measured with the 7TD1 bioassay
first described by J. Van Snick38 and later modified by H. Pechumer” and K.

Schneider™. The bioactivity of canine IL-6 is expressed by its ability to stimulate
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proliferation of the IL-6-dependent murine hybridoma cell line 7TD1 (kindly
provided by J. Van Snick, Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels,
Belgium). Cells were maintained at 37°C and 5% CO, in Rosewell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 medium with Glutamax (Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe, Germany) containing 10% fetal bovine serum, 2% penicilline and
streptomycine, 1 ng/ml rhulL-6 and 0.55 mM 2-mercaptoethanol. For the assay,
plasma samples were first diluted to 1:20 because our earlier measurements
indicated toxicity of the canine plasma at higher concentrations which resulted in
an inhibition of growth of the 7TD1 cells. A serial dilution was performed for
each sample to a maximum of 1:2,560, and run in duplicates on a 96-well flat-
bottomed microtiter plate (Nunc inc., Wiesbaden, Germany). The cells were then
harvested and washed three times in PBS before resuspension in the same medium
without IL-6, and adjusted to a density of 1 x 10° cells/ml. 100pl of the cell
suspension was added to the diluted samples. For each assay, a standard curve
was produced with human rIL-6 with serial twofold dilutions starting at 1 ng/ml.
Medium without added IL-6 served as a negative control. Plates were incubated at
37°C and 5% CO, for 4 days and proliferation was then measured using the XTT
colorimetric assay*'. XTT (Sigma, Taufkirchen, Germany) was diluted in RPMI
1640 medium to a final concentration of 1 mg/ml, and phenazine methosulfate
was added to a final concentration of 0.025 mM. 50ul of the produced solution
were applied to each well and the plates were further incubated at 37°C and 4%
CO; for 4 hours. The plates were vigorously shaken in order to solubilize the
formazan crystals formed. The optical density was measured using an ELISA
reader (Tecan inc., Kirchheim, Germany) at 450 nm as test and 620 nm as
reference wavelengths. The standard curve of recombinant human IL-6 was used
to calculate a best-fit regression of the rising portion of the curve in the linear
range. IL-6 activity of the plasma samples could then be determined by the
equation for this best-fit line for each assay and expressed in pg/ml. To validate
the IL-6 measurement, a control group of 12 client-owned clinically healthy dogs
was selected. These dogs showed undetectable IL-6 values.

Data analysis. Associations between different variables were assessed by
different statistical methods. In case of continuous and ordinal variables,
respectively, the Bravais Pearson and Spearman rank correlation coefficient was
computed. For binary variables the association was modelled by a logistic

regression model. A Cox hazards-proportional regression model** was used to



111. Publikation 41

analyse the dependence between survival time and the measured levels of IL-6 on
the day of admission.

The statistical software packages SPSS and R (SPSS 13.0, SPSS Inc., Chicago,
Illinois, and R, The R Project for Statistical Computing, http://www.r-project.org/)

were used to perform these evaluations.
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Results

A total of 79 dogs were enrolled in the study, 43 patients with confirmed sepsis
and 36 with SIRS. Most frequently represented breeds were Golden Retrievers (n
= 7) and German Shepherd dogs (n = 6) as well as middle-sized mongrels (n = 6).
Large breeds were overall overrepresented with a proportion of 61%. Weights
ranged between 1.9 and 80.0 kg with a median weight of 30 kg. There were 44
male (56%) and 35 female (44%) dogs of which 10 male and 7 female were
neutered (a ratio of 21% in comparison to the total number of dogs). Age at time
of presentation varied between two months and 16 years, with a mean age of 7.8
years (median 9 years). Classification in age groups showed a larger fraction of
older dogs (age > 5 years) 71% which fulfilled our criteria. Owners were asked
for a history of pre-existing disease, which was affirmed in 34 dogs (43%),
unknown in 15 (19%), no disease in 30 cases (38%). The distribution of the
underlying diseases is itemized in table 1. Nine dogs had more than one disease.
27% of the dogs were reported to regularly receive medication.

The main reasons for presentation of the dogs in our clinics included
gastrointestinal problems (82%), with symptoms commonly including anorexia,
vomiting, and diarrhea. Non-specific signs (75%) such as weakness, polydipsia /
polyuria, fever and pain were reported in 75% of cases, most dogs had symptoms
of more than one group. Signs of illness were recognised by the owners for an
average of 6.7 days (median 2 days, range one to 65 days) prior to admission to
our clinic.

The mean hospitalisation time was 5.6 days (median five days, range one to 32
days). 43 dogs (54 %) met the criteria for sepsis as described above, whereas 36
patients (46%) were systemically ill without proof of infection (SIRS-group). The
overall mortality rate was 48% (38 patients), of which 24 patients (63%) died
within the first three days. 27 of these dogs were euthanized because of a fatal
prognosis (71%), and 11 dogs died (29%). 16 (42%) of the non-survivors had a
necropsy performed. Considering only the septic group, 20 patients survived
(47%) and 23 died (53%). The distribution of mortality in the 3 different septic
subgroups is specified in table 2. The most frequent clinical diagnoses are
summarized and grouped in organ systems in table 3. Most dogs (53%) had more
than one disease. The gastrointestinal system was most often affected (65%),
followed by the cardiovascular (27%) and reproductive system (23%). Statistical

correlation of each criterion for SIRS with mortality was tested. Only the
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temperature on time of admission showed a significant correlation with mortality
(p=0.024, proportional Odds-Ratio=exp(p)=0.618): since our data for temperature
below the reference range was, however, sparse, the practical use of this

parameter is questionable.

The frequency of positive blood cultures in our study was 14%. 37 dogs (47%) of
our study group were pre-treated with antibiotics by a practicing veterinarian, and
18 of these patients (49%) developed sepsis nevertheless with a number of four
positive blood cultures on admission. An additional number of 62 samples from
different localisations, e.g. urine, swab samples from wounds, abscesses or
vaginal discharge, were either cultured or, in a few cases, cytologically screened
for bacteria. From these samples, 74% were positive, and 7 dogs had positive
results with the same bacteria from two separate samples (either blood culture and
a separate sample or two samples from different locations). Distribution and
species of bacteria are described in table 4. Species found in mixed infections are
not further specified. The most common organism isolated was Escherichia coli
(28%, 13 of 46 isolates). The overall distribution of infections shows a larger
fraction of gram-negative bacteria. A positive result of the blood culture could not
be correlated with a higher number of SIRS-criteria; correlation with mortality

had a borderline value of p=0.078 (psp = -0.128).

Table 5 represents IL-6 in pg/ml in the four categories SIRS, sepsis, severe sepsis

and septic shock as measured on day 1, 2 and 3.

An overview of the measurement of results of plasma Interleukin-6 activity is
presented in figure 1. A visual inspection of the measurement of IL-6 on the day
of admission showed two outliers and a skew distribution. This suggested a
transformation of the variable to the log-scale: In-IL-6 = In (“IL-6 day 0” + 1).

Therefore all further analyses were performed with the transformed variable.

Standard curves of seven different assays were combined to indicate the
interassay variability and coefficient of variation was calculated to be 17%. The
detectable limit of the bioassay was 1 pg/ml. During the collection of blood
samples a variation in plasma color due to a higher amount of bilirubin was
detected in some of the samples. This led to the question of whether or not a
highly icteric plasma sample could affect the measurement of IL-6 with this viable
cell based colorimetric bioassay. A highly icteric but non IL-6 containing sample

was selected and mixed with human recombinant 1L-6 to a final concentration of
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1 ng/ml. The same was done with a non-icteric sample. This experiment showed
that icteric plasma had no influence on assay performance.

Statistical analysis showed a moderate correlation between the measured level of
IL-6 on the day of admission and the number of abnormal SIRS-criteria (p =
0.015, psp = -0.274). Examining a possible connection between each of the
inclusion criteria and IL-6, a statistically significant correlation could only be
found with the number of white blood cells on time of admission (p = 0.002, psp =
-0.340). The WBC count was either lower than / or in the reference range in those
cases with higher IL-6. Illustrating this with the help of a scatterplot (figure 2), the
observed effect seems to be only weakly pronounced. A higher IL-6 level
correlated significantly (p = 0.006, psp = -0.308) with severity of illness (SIRS,
sepsis, severe sepsis and septic shock as defined groups). A logistic regression
model using Sepsis or SIRS as binary response and In-IL-6 as covariate revealed a
positive association (p = 0.0222; figure 3). A higher In-IL-6 is related to a higher
proportion of sepsis and no SIRS (proportional Odds-Ratio=exp(B)=1.177).
Figure 4 shows a logistic regression curve of mortality rate and In-IL-6 and
demonstrates the association between higher plasma level of IL-6 on day of
admission and higher probability for death. (p=0.0549, OR=exp(B)=1.1456). Time
of death was also significantly earlier, the higher the measured level of IL-6 on
the day of admission was (p = 0.012, psp = -0.404).

To model the relationship between In-IL-6 and the survival time of the patients a
Cox proportional-hazards regression was conducted. In order to deal with the
many tied death times (18 event times on 76 dogs), Efron’s approximation was
chosen. This model detected a significant association (p=0.025) of In-IL-6 to the
survival time. The calculated coefficient is the predicted proportional change in
the hazard rate for a unit increase in In-IL-6.

Figure 5 shows the estimated survival function for the Cox regression. The curve
describes the expected survival probabilities for a patient with a mean value of In-

IL-6.
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Discussion

As in human patients, SIRS and sepsis pose a major problem for patients and
clinicians in small animal medicine. Of particular importance for optimal
therapeutic interventions are the early diagnoses of the disease and the availability
of parameters which qualify as prognostic markers. Studies in animal models and
human patients have shown that the massive production of pro-inflammatory
cytokines such as TNF—-a, IL-1 and IL-6 is a hallmark of sepsis and of particular

737 Surprisingly  little

importance in the pathophysiology of the disease
information is available regarding serum responses of cytokines in septic canine
patients. In this study we investigated the IL-6 response in dogs diagnosed with
sepsis based on established parameters and concluded that the plasma IL-6
response qualifies as an interesting laboratory marker in these patients.

We chose to analyse the plasma IL-6 response in our canine patients, since this
parameter has been studied most intensively in human septic patients, was shown

17-32

to be of prognostic value in several studies and can be measured by a well

established bioassay’*™*’. In addition, the plasma IL-6 response to different
inflammatory stimuli has been studied to some extent in canine sepsis models
(summarized in table 6) providing the experimental basis for data analysis. From
studies in human patients it appears that the plasma IL-6 concentration is both
delayed and sustained in comparison to other cytokines and is therefore more
easily detectable than for example TNF-a, which shows peak activity early but
vanishes within hours after induction®’. Comparable kinetics have been described
in dogs which received fever-inducing doses of lipopolysaccharide where TNF-a
returned to baseline values within 6 hours after fever induction. In contrast, IL-6
values remained high for at least 7 hours and showed a clear dose-response™,
making this cytokine the preferable parameter. Unfortunately, no data are
available from experimental models for IL-6 serum kinetics beyond the 7 hour
values.

Patients were enrolled in this study if they fulfilled inclusion criteria previously
established by de Laforcade’. Our general patient statistics were for the most part
consistent with the limited veterinary literature available for naturally occurring

#79:164346 " The mortality rate among our patients was in the higher

sepsis cases
range of the described rates of 31% to 50%"”, which might be a consequence of
many factors which could include the large number of pre-treated referred cases

with severe disease and the suspected referral of many cases at a later stage than
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in the US based studies, where primary accession emergency clinics are more
common and hold a higher public profile. In the majority of our patients (54%)
sepsis was confirmed through positive bacterial cultures in blood, urine, and
vaginal discharge or tissue samples. The frequency of positive blood cultures was
relatively low in comparison with other studies which reported positive results in
100%*°, 81%", 23%", 25%" and 49%’ of their patients. We explain this by the
pre-treatment of a high percentage (47%) of our patients with antibiotics by the
referring clinicians or during emergency service.

Higher IL-6 plasma levels on the day of admission were significantly correlated
with a more severe degree of disease, increased mortality rates and earlier fatality.
As summarized in table 5, some higher measurements in the SIRS-group may
well be explained by missing confirmation of sepsis. A pneumonia as well as
prostatic abscesses are surely of bacterial origin, and were probably causative of a
sepsis but microbiologic cultivation was either not possible or negative. These
results are in good agreement with observations made in human patients, where

IL-6 has been proven to predict mortality' ™

. However, the majority of the
animals were euthanized rather than dying naturally. Even though this decision
was made on clinical status and probability of survival, euthanasia is still an
unavoidable source of considerable bias and may serve as a potential source of
error.

We therefore conclude that routine analysis of plasma IL-6 levels may provide an
important laboratory parameter in canine medicine and should be further
investigated in detail. Several studies in humans have shown that IL-6 kinetics
during the course of sepsis play a role in prognosis. Survivors were characterized
by a fast reduction, whereas non-survivors had constantly high levels of
IL-6'71%21-2431 Measurement of IL-6 showed no detectable levels in some patients
with sepsis (6 dogs) and severe sepsis (2 dogs, see table 5), which could be
explained by cytokine kinetics. As confirmed by the experimental studies, peak
levels of IL-6 are known to be detected after onset of the septic incident. These
patients could have been sick for a longer time and IL-6 as main cytokine already
been replaced. We did not perform kinetic studies in our patients as it was unclear
if IL-6 would be of prognostic value at all. Interestingly, more detailed data
analysis revealed that although elevated plasma IL-6 concentrations were found in
both dogs with SIRS and sepsis, significantly higher levels were found in septic

patients. Again, this has also been shown in human patients* and further supports
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the hypothesis that the IL-6 response follows a highly conserved pattern in man
and dogs. An interesting aspect for further studies could be the investigation of
IL-6 levels in sick dogs with various illnesses, in contrast to those with sepsis.

In summary, our study establishes the basis for future work aimed at a better
understanding of SIRS and sepsis in canine patients. Subsequent studies should
further scrutinize both the value of plasma IL-6 quantification and IL-6 kinetics as
a prognostic marker. A rapid test will have to be developed and evaluated in order
to increase practicability; in fact, an ELISA canine IL-6 development kit is,
unfortunately only after the conduction of this study, newly available (R&D
Systems, Minneapolis, USA). This work could also help to establish the canine
patient as a model for further research into the pathophysiology of SIRS and
sepsis and the development and validation of new prognostic markers and

therapeutic concepts.
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Tables and Figures

Table 1: Distribution of owner-reported pre-existing diseases in 34 of the 79
dogs. 9 dogs were reported to have more than one complaint. 30 dogs were said to

have no illnesses before study entry; in 15 dogs no information was available.

Pre-existing diseases (absolute number) %
Musculoskeletal (15) 44%
Cardiovascular (9) 26%
Neoplasia (5) 15%
Dermatologic disease (5) 15%
Nervous system (4) 12%
Endocrine (2) 6%
Ocular (1) 3%
Immune mediated disease (1) 3%
Others: infections (2), recurrent fever (1), undefined (2) 15%
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Table 2: Distribution of mortality in subgroups. 38 of 79 patients died overall

(48%), of which 24 patients (63%) died within the first three days. The survivors

(defined as discharged from the clinic) were 41 dogs (51%).

SIRS without

confirmed sepsis

SIRS with confirmed sepsis

Severe Septic
SIRS % | Sepsis | % % %
Sepsis Shock
Survivors 21 58 15 75 5 24 0 0
Non-
15 42 5 25 16 76 2 100
survivors
Total 36 100 20 100 21 100 2 100
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Table 3: The most frequent final clinical and pathological diagnoses. Most dogs

(53%) had more than one disease. Some could not be further specified due to

diagnostic limits set by the owner, such as hepatopathy or neoplasia of the spleen.

A necropsy for establishing a definitive diagnosis was only available in 16 of the

dogs.

Total
System affected | number of % Clinical and pathological diagnoses
cases (n)
Intestinal or gastric perforation (6),
Gastrointestinal 51 65 pancreatitis (5), parvovirosis (4),
gastrointestinal foreign body (3)
Reproductive 19 24 Pyometra (10), prostatic abscess (6)
Skin 11 14 Phlegmon (5), abscesses (3)
Pneumonia (9), necrotising
Respiratory 11 14 pulmonary carcinoma (1), pulmonary

hemorrhage (1)
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Table 4: Isolated organisms divided in origin and Gram staining. Mixed
infections include two or more species found in the same sample and are not

separately listed.

=
E | &
) 7]
: > i
e | 5|5 [E |2 £
2 lz g |2 |8 g
p— =) 9 N ) ~
s | e = =
S | B | & T |2 |T g
T2 |52 |2 |2 |2 |2 &
= = s Z
2 |2 |2 |5 |2 |< |8 &
Grampositive: Total number 14 (30%)
Staphylococcus sp. (Epidermidis-group) 1
Staphylococcus sp. (Staph. intermedius) 1 1
Staphylococcus sp.(B-hemolysing Staph. intermedius) | 1 2 1
Methicillin-resistent Staphylococcus aureus (MRSA) | 1
Streptococcus canis 1 1
Streptococcus sp. (B-hemolysing Strep.) 1
Streptococcus sp. (a-hemolysing Strep.) 1
Coccoid (unspecified) 1 1
Gramnegative: Total number 19 (41%)
Escherichia coli 4 1 6 2
Salmonella enterica ssp. enterica Group B |
(S. typhimurium)
Acinetobacter baumanii 1 1
Prevotella sp. 1
Klebsiella sp. 1
Proteus mirabilis 1
Mixed Infection: Total number 13 (28%) 2 1 1 6 1
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Table S5: IL-6 in pg/ml in the four categories SIRS, sepsis, severe sepsis and

septic shock as measured on day 1, 2 and 3. Outcome and main diagnoses are

added. Blanks represent missing blood samples, either due to death of patient, or,

in some cases, clinical reasons e.g. anaemia.

Category IL-6 Survival Diagnosis
Day 1 Day 2 Day 3
SIRS 19,192.17 Nonsurvivor Pneumonia
SIRS 7,204.15 | 5,788.06 |2,261.17| Nonsurvivor | Uroabdomen, Peritonitis
SIRS 6,837.45 | 605.76 0 Survivor Prostatic abscess
SIRS 2,235.25 0 Survivor Hemorrhagi.c
gastroenteritis
SIRS 1,151.86 | 53.24 0 Survivor Prostatic abscess
SIRS 1,069.49 | 2,048.13 | 504.99 Survivor Parvovirosis
SIRS 925.35 Nonsurvivor | Fever of Unknown Origin
SIRS 711.95 Nonsurvivor Renal insufficiency
SIRS 668.45 | 4436.32 | 583.37 | Nonsurvivor Pancreatitis
SIRS 660.91 Nonsurvivor | Foreign body, Giardiosis
SIRS 653.37 Nonsurvivor Heart failure
SIRS 616.21 305.2 | 335.37 | Nonsurvivor Splenic neoplasia
SIRS 537.31 | 1174.84 Nonsurvivor Pneumonia
SIRS 486.23 0 0 Survivor Mesenteric infarct
SIRS 448.49 Nonsurvivor Heart failure
SIRS 404.98 108.51 353.1 Survivor Gall bladder rupture,
Peritonitis
SIRS 348.78 0 0 Survivor Parvovirosis
SIRS 295.64 0 0 Survivor Pyelonephritis
SIRS 246.01 0 168.35 | Nonsurvivor Pancreatitis
SIRS 202.46 0 0 Survivor Fever of Unknown Origin
SIRS 113.9 0 0 Survivor Phlegmon
SIRS 0 0 0 Survivor Hemometra
SIRS 0 Survivor Fever of Unknown Origin
SIRS 0 0 0 Survivor Parvovirosis




II1. Publikation

59

Category IL-6 Survival Diagnosis
Day 1 Day 2 Day 3
SIRS 0 681.71 | 467.74 Survivor Aspiration pneumonia
SIRS 0 Nonsurvivor Lymphosarcoma
SIRS 0 0 0 Survivor Gastric bleeding
SIRS 0 Nonsurvivor Gastric ulceration
SIRS 0 0 0 Survivor Gastric bleeding
SIRS 0 0 0 Survivor Discospondylitis, Myositis
SIRS 0 0 0 Survivor Foreign body
SIRS 0 0 Nonsurvivor | Heart failure, Pancreatitis
SIRS 0 0 0 Survivor Steroid-responsive
meningoencephalitis
SIRS 0 0 0 Nonsurvivor Phlegmon
SIRS 0 953.3 Survivor Juvenile cellulitis
SIRS 0 0 9,495.83 Survivor Heat stroke
Sepsis 2,723.08 0 0 Survivor Pyometra
Sepsis 2,339.49 Nonsurvivor Pyometra
Sepsis 1,190.51 79.5 0 Survivor Mastitis
Sepsis 953.99 0 0 Survivor Pyometra
Sepsis 918.36 358.78 0 Survivor Perianal abscess
Sepsis 805.94 | 2,578.55 0 Survivor Prostatic abscess
Sepsis 582.38 Nonsurvivor Volvolus
Sepsis 543.65 103.33 0 Survivor Necrotising tonsillitis
Sepsis 536.13 | 344.08 199.6 Survivor Intraarticular empyema,
Discospondylitis
Sepsis 457.53 0 133.4 Survivor Pyometra
Sepsis 452.05 0 0 Survivor Abscess neck
Sepsis 428.79 18.61 0 Survivor Foreign body with
intestinal perforation
Sepsis 370.37 191.07 0 Survivor Pyometra
Lymphosarcoma with
Sepsis 91.31 184.11 2.12 Nonsurvivor intestinal perforation,

Peritonitis
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Category IL-6 Survival Diagnosis
Day 1 Day 2 Day 3
Sepsis 0 54.31 0 Survivor Fever of Unknown Origin
Sepsis 0 0 0 Nonsurvivor Salmonellosis
Sepsis 0 Survivor Foreign body, Cystitis
Sepsis 0 0 Survivor Limb abscess
Sepsis 0 0 0 Survivor Pyometra
i ) Necrotising pulmonary
Sepsis 0 0 Nonsurvivor ‘
carcinoma
Severe )
) 46,404.70| 644.88 | 109.28 | Nonsurvivor Pyometra
Sepsis
Severe Gastric perforation,
' 12,403.21 Nonsurvivor o
Sepsis Peritonitis
Severe
4,816.84 | 4,265.44 Nonsurvivor Aspiration pneumonia
Sepsis
Severe Prostatic abscess,
' 4,320.72 | 3,909.02 | 314.87 Survivor S
Sepsis Peritonitis
Severe Intestinal perforation,
' 3,919.75 Nonsurvivor o
Sepsis Peritonitis
Severe )
) 3,025.77 | 4,2911.9 Nonsurvivor | Pulmonary hemorrhage
Sepsis
Severe
. 3,016.39 | 2,342.14 | 1,213.61 | Nonsurvivor Parvovirosis
Sepsis
Severe
' 2,215.03 0 0 Survivor Pneumonia
Sepsis
Severe Aspiration pneumonia,
) 1,940.25 | 7,155.85 0 Nonsurvivor o
Sepsis Pyodermatitis
Severe
' 710.35 61.64 0 Survivor Pyometra
Sepsis
Severe ) Intestinal bleeding, Maggot
. 593.75 | 1,402.49 | 297.99 | Nonsurvivor . .
Sepsis infestation
Severe
429.79 437.73 Nonsurvivor Phlegmon

Sepsis
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Category IL-6 Survival Diagnosis
Day 1 Day 2 Day 3
Severe
' 354.21 89.41 65.38 | Nonsurvivor Prostatic abscess
Sepsis
Severe ) o )
' 349.05 0 32.22 | Nonsurvivor Aspiration pneumonia
Sepsis
Severe
. 348.18 0 0 Survivor Pyometra
Sepsis
Severe Peritonitis, Protein-Losing
' 302.32 | 301.33 | 183.22 | Nonsurvivor
Sepsis Enteropathy
Foreign body with
Severe ) ) )
) 190.88 0 Survivor intestinal perforation,
Sepsis o
Peritonitis
Severe
) 100.77 133.49 0 Nonsurvivor Pyometra
Sepsis
Foreign body with
Severe
) 60.2 106.01 | 608.56 | Nonsurvivor intestinal perforation,
Sepsis o
Peritonitis
Severe ) Intraabdominal abscess,
' 0 0 0 Nonsurvivor L
Sepsis Peritonitis
Severe ) )
) 0 Nonsurvivor Prostatic abscess
Sepsis
Septic | o .
127,471.2 Nonsurvivor Aspiration pneumonia
shock
Septic )
4,240.33 Nonsurvivor Phlegmon

shock
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Figure 1: Boxplots of measurement of IL-6 divided in subgroups SIRS and sepsis
during day 0 to 2. Kinetics of plasma IL-6 is evident as a return to baseline levels

that can be seen on day 2.
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Figure 2: Scatterplot: correlation between IL-6 and white blood cell count on day

of admission. Lines are drawn at 16 G/l and 6 G/1 to show the reference range for

leukocyte count. However, the observed effect seems to be

only weakly

pronounced.
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Figure 3: Logistic regression curve of probability for sepsis and In-IL-6. “1”
(100%) is defined as the event “sepsis”, “0” as “no sepsis”, e.g. SIRS. A higher
In-IL-6 is related to a higher proportion of sepsis and no SIRS.
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Figure 4: Logistic regression curve of mortality rate and In-IL-6. A higher plasma

IL-6 on day of admission is correlated with a higher probability for death.
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Figure 5: Survival function for a Cox proportional-hazards regression. The curve
describes the expected survival probabilities for a patient with a mean value of In-

IL-6.

o
[=1]
1

=]
[=7]
|

proportion of sepsis patients alive
e
|

o
3]
1

00+

time (days)



111. Publikation 67

Table 6: Comparison of IL-6 measurement in dogs after experimentally induced
sepsis. Full titles of papers can be found in the references list. Methods of
measurement and cells used varied, as well as the chosen denomination of plasma
levels. *One unit (U) was defined to equal the amount that caused half-maximal

proliferation in the standard curve.

Measure
Method of Method for
Author and Measured d Point
inducing Measurement
Title of Paper Levels of IL-6 | of max.
Inflammation of IL-6
Level
‘ Bioassay with
Yamashita:
MH60.BSF2
Canine Acute | 1 ml Turpentine | 148.9 +/- 55,5
12 Hours (murine
Phase oil i.m. U*/ml .
37 hybridoma
Response...
clone)
Coran: 10°
) Last
Ibuprofen Organisms/kg ) )
o ‘ . Measure- | Bioassay with
Intervention in live E.coli 110 000 pg/ml
ment after B9
Canine Septic | (B15:0125) i.v. '
3 ) 180 min
Shock... over 10 min
. Bioassay with
Miyamoto:
500 pg/kg LPS 1.6 Optical MH60.BSF2
Changes of ‘ ' .
' (E.coli O55:B5) | Density at 540 | 2 Hours (murine
Serum Cytokine . '
Y Lv. nm hybridoma
Activities...
clone)
LeMay: Plasma | 40, 10, 1 pg/kg |over 1 000 000 ) )
Bioassay with
Profiles of IL-6 LPS (E.coli U/ml with 2 Hours B9
and TNF...% O111:B4) i.v. highest dose
Yamashita: Bioassay with
1 ml Turpentine
Bioassay for MH60.BSF2
oil i.m./ 40 17 545.5 +/-5
Interleukin-1, 2 Hours (murine
_ pg/kg LPS 545.5 cpm )
Interleukin- ‘ hybridoma
i (E.coli O55:B5)
6... clone)
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IV Diskussion

IV.1 Aufbau der Studie

Fiir die vorliegende Arbeit wurden im Zeitraum von Juli 2004 bis Juli 2005
prospektiv alle Hunde eingeschlossen, die in den Kleintierkliniken der Universitit
Miinchen und der Klinik und Poliklinik fiir kleine Haustiere der freien Universitét
Berlin zur Untersuchung vorgestellt wurden und bei denen der Verdacht auf eine
Sepsis bestand sowie fiir diagnostische Zwecke Blut entnommen wurde.
Bedingung fiir die Aufnahme in die Studie war die Erflillung zweier oder mehr
der SIRS-KTriterien, die nach DE LAFORCADE und Mitarbeiter (2003) formuliert
wurden. Am Tag der Aufnahme wurde, wenn moglich, vor der antibiotischen
Behandlung Blut aus der zentralen Halsvene fiir eine Blutkultur, aus den
peripheren Beinvenen fiir ein groBes Blutbild sowie eine klinisch-chemische
Blutanalyse und weitere Untersuchungen abgenommen. Das Plasma wurde mit
Zitrat gerinnungsgehemmt, abzentrifugiert und innerhalb zwei Stunden bei -70° C
eingefroren. Weitere Abnahmen erfolgten an Tag 1 und Tag 2. Vom Bereich eines
klinisch vermuteten Infektionsherdes wurden, sofern moglich, zusitzliche
Tupferproben abgenommen oder bakterielle Kulturen angelegt. Die klinische
Untersuchung wurde hauptsdchlich durch den jeweiligen Doktoranden der
Universitdten Miinchen und Berlin vorgenommen, jedoch wurden vereinzelt im
Nachtdienst Proben entnommen und die Ergebnisse der klinischen Untersuchung
des jeweiligen Tierarztes libernommen. Die Behandlung und Therapie der
Patienten war nicht standardisiert und wurde nach der jeweiligen Entscheidung

der betreuenden Tierdrzte der verschiedenen Kliniken eingeleitet.

Parallel zum Sammeln der Proben wurden die bendtigten Zellen fiir den Bioassay
kultiviert und vorbereitet. Die Messung der Plasma-Interleukin-6-Konzentration
erfolgte im Ganzen nach dem abgeschlossenen Sammeln der Patientenproben.
Proben aus Berlin wurden mit Hilfe von Trockeneis nach Miinchen gesandt und
dort im Institut fiir Physiologie, Physiologische Chemie und Tiererndhrung der

Ludwig-Maximilians-Universitdt gemessen.

Ein groBer Vorteil im Aufbau der Studie liegt in der Kooperation mit einer
anderen Klinik und dadurch einem zusétzlichen Gewinn neuer Patienten als auch
einem geringeren Zeitaufwand. Dieser Vorteil stellt natiirlich auch einen Nachteil

dar, da so die Beurteilung und klinische Einschédtzung bei mehreren Personen
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ruht. Subjektive Merkmale konnen so unterschiedlich eingeschétzt werden. Die
Definition eindeutiger Kriterien fiir die Aufnahme und uniforme Einteilung in
Schweregrade hilft, die Studie zu objektivieren. Die Messung der
Plasma-IL-6-Konzentration und das Handling der Zellkulturen oblagen der
gleichen Person, so dass hier mogliche Fehler, z.B. in der Einschétzung des

Zellwachstums, nur einer individuellen Variation unterliegen.

IV.2 Patientendaten

IV.2.1 Allgemeine Daten

Die allgemeine deskriptive Patientenstatistik gleicht den Ergebnissen der wenigen
verfiigbaren Literatur iiber natiirlich infizierte Sepsispatienten in der

Veterinarmedizin.

Gewichtsangaben bei septischen Patienten lagen in der Literatur bei einem
Median von 23 bis 32 kg (CALVERT & GREENE, 1986; KING, 1994). Dies
deckt sich mit dem Ergebnis unserer Studie mit einem Median von 30 kg. Diese
Gewichtsangaben deuten natiirlich auf einen hoheren Anteil groBerer und damit
schwererer Hunderassen hin; die groBen Hunderassen waren in der vorliegenden
Arbeit mit 61 % tatsdchlich iiberreprisentiert. Ein Vergleich mit der gesamten
Patientenpopulation der Klinik liegt leider nicht vor, jedoch ist aufgrund der
Gewichtsangaben anderer Studien der Medizinischen Kleintierklinik auch von
grofferen Rassen auszugehen. In unserem Patientengut waren der Golden
Retriever mit 7 Tieren und der Deutsche Schédferhund mit 6 Tieren am haufigsten
vertreten. Auch DE LAFORCADE und Mitarbeiter berichten vom Labrador,
Deutschen Schiferhund und dem Golden Retriever als haufigste Hunderasse in
threr Studie. Diese Rassen sind auch in einer weiteren Studie nach den
Mischlingen am hdufigsten vertreten (KING, 1994). Eine Aussage hinsichtlich der
Bedeutung dieser Befunde zu treffen ist naturgemdB3 schwer, da eine erhdhte
Beliebtheit dieser Rassen als Familienhunde auch eine Erhéhung in der
Patientenstatistik bedeutet. Klinisch lassen sich keine Griinde fiir eine vermehrte

Anfilligkeit hinsichtlich einer Sepsis ableiten.

CALVERT und GREENE, HARDIE und Mitarbeiter, sowiec HOSGOOD und
SALISBURY fanden in ihren Studien ein mittleres Alter von 5 bis 5,7 Jahren bei
Hunden mit einer Bakteridmie heraus, wihrend DE LAFORCADE, KING, LANZ
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und Mitarbeiter ein geringfiigig hoheres Alter im Bereich von 6,02 bis 6,75 Jahren
ansetzten. In unserer Studie kalkulierten wir ein mittleres Alter von 7,8 Jahren,

und der Anteil an Hunden > 5 Jahre war deutlich hoher als der < 5 Jahren (71 %).

1V.2.2 Priadisponierende Faktoren

Das beschriebene hohere Alter der betroffenen Tiere gehort zu bekannten
Faktoren, die eine Sepsis beglinstigen. HARDIE und Mitarbeiter verbinden dies
mit einer verringerten Fihigkeit, einer Infektion zu widerstehen und vermuten als
Grund ein geschwéchtes Immunsystem.

Weitere Faktoren sind eine schlechte Erndhrung, Dehydratation, intravendse
Katheter oder andere Arten von Kathetern, die Gabe immunsuppressiver
Medikamente oder das Vorliegen einer immunsuppressiven oder sonstigen
schwerwiegenden = Erkrankung  sowie  vorausgegangene  Operationen
(MCANULTY, 1982; HARDIE & RAWLINGS, 1983b; HARDIE et al., 1986;
CALVERT et al., 1985; CALVERT & GREENE, 1986; BRADY & KING, 2000;
BRADY & OTTO, 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Befragung des Besitzers bei den
erkrankten Hunden ein Anteil von 43 % mit einer Vorerkrankung festgestellt
werden. Die Werte bei den Septikern und an SIRS erkrankten Hunden differieren
nicht stark (49 % versus 36 %). Nur 37 % der Nicht-Uberlebenden hatten
vorberichtlich eine Grunderkrankung (32 % keine, 32 % nicht bekannt). Eine
Vorerkrankung scheint also in dieser Studie keinen Einfluss auf die
Wahrscheinlichkeit einer Sepsis oder auf die Mortalitdit zu haben. Der
Erndhrungszustand konnte hier ebenfalls nicht als Faktor identifiziert werden: nur
jeweils 3 Hunde der Gruppen Sepsis/SIRS oder im Vergleich auch jeweils 3
Uberlebende/Nicht-Uberlebende  waren — unterdurchschnittlich gut —ernéhrt.
Venenkatheter wurden im Zuge des Klinikaufenthalts gelegt, hatten jedoch
aufgrund einer bereits vorhandenen Sepsis fiir deren Entstehung keine Bedeutung.
Die Gabe immunsuppressiver Medikamente wurde nicht explizit erfragt, dies
hitte bei jedem Sepsis-verddchtigen Tier erfolgen sollen und kann nun

retrospektiv nicht mehr nachgeholt werden.
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IV.2.3 SIRS-Kriterien

Abbildung 5 zeigt Median und Minimal- /Maximalwerte der einzelnen Gruppen.
Hierbei wird deutlich, dass die einzelnen Gruppen dhnliche Werte besitzen und
somit rein von den SIRS-Kriterien her nicht zu unterscheiden sind. Dies
verdeutlicht wieder die frithe Notwendigkeit einer Schweregradeinteilung bzw.
Erkennung einer manifesten Sepsis, um gezielte TherapiemalBBnahmen einleiten zu

konnen.

Abbildung 5: Durchschnittliche Werte der SIRS-Kriterien bei Patienten mit
SIRS oder Sepsis, bzw. bei Uberlebenden oder Nicht-Uberlebenden

Sepsis (n = 43) SIRS (n = 36)
Einschlusskriterium Median Min - Max | Median | Min - Max
Temperatur (°C) 39,8 35,8 -41,5 39,6 36,5-41,0
Herzfrequenz
. 140 80 -200 140 80 - 240
(Schldge/min)
Atemfrequenz
48 20 - 200 45 16 - 200
(Atemziige/min)
382 -
WBC (/ul) 17200 604 - 62600 24000
64300
Stabkernige (%) 5 0-70 2 0-80
. Nicht-Uberlebende
Uberlebende (n = 20)
(n=23)
Einschlusskriterium Median Min - Max | Median | Min - Max
Temperatur (°C) 40,0 38,3 -41,5 39,6 35,8-41,3
Herzfrequenz
. 142 80 -200 132 80 -190
(Schldge/min)
Atemfrequenz
66 20 - 200 44 20 -200
(Atemziige/min)
811 -
WBC (/ul) 21450 604 - 37300 15200
62600
Stabkernige (%) 4 0-21 5 1-70
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IV.2.4 Klinische und pathologische Diagnosen

Wenn auch bei einigen der Patienten der Infektionsherd eindeutig zu bestimmen

war, so ist er doch bei manchen anderen nicht klar zu erkennen. Oft ist der

urspriingliche Eintrittsort nicht mehr identifizierbar, und selbst eine Sektion mit

histopathologische Untersuchung ergibt keine neuen Ergebnisse. In Abbildung 6

werden die klinischen und pathologischen Diagnosen nach Organsystemen

gruppiert zusammengefasst.

Abbildung 6: Klinische und pathologische Diagnosen der Patienten-

population, zusammengefasst nach Organsystemen

Betroffenes Anzahl . -
Organsystem der % Diagnostizierte Erkrankung
Fille
Darmperforation und Peritonitis (5),
Parvovirose (4), Pankreatitis (4),
Magenblutung (2°), PLE mit Peritonitis (1),
intraabdominaler Abszess mit Peritonitis™*
(1), Magenperforation mit Peritonitis (1),
Gastrointestinal- 8 359 Volvolus (1), Rupturierte Harnblase mit
trakt Peritonitis (1), nekrotisierende Tonsillitis
(1), Salmonellose (1), Gallenblasenruptur
mit Peritonitis (1), Mesenterialinfarkt (1),
Magenulcus (1), Giardienbefall (1),
Fremdkorper (1), Madenbefall und
Meldna(1)
Reproduktions- 13 239 Pyometra (10), Mastitis (1), Prostataabszess
organe (6), Himometra (1)
Respirations- 2 10% Pneumonie (7), Pneumonie mit Pankreatitis,
trakt Pyodermie, Pannikulitis und Steatitis (1)
Abszess (3), Phlegmone (3), juvenile
Haut T % Cellulitis (1)
Verschiedenes 6 8% | Fieber unklarer Genese (5), Hitzschlag (1)
Bewegungs- Gelenkempyem mit Diskospondylitis und
¢ 3 4% Phlegmone (1), Diskospondylitis mit
appara Mpyositis (1), offene Femurfraktur (1)
. Milztumor (1), nekrotisierende
Neoplasie 3 4% Lungenkarzinome (1)
Keine Ursache Niereninsuffizienz (1), Herzinsufﬁgienz mit
erkennbar 3 4% Thoraxerguss (1), intraabdominale
Lymphadenopathie mit Herzinsuffizienz (1)
Harntrakt 2 3% Pyelonephritis (1), Cystitis# (1)
Nervensystem | 1% | Steroid-responsive Meningitis-Arteriitis (1)
79 100% °eine mit Tarsitis

*plus Pneumonie
*plus Fremdkorper
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Hier ist natiirlich schwierig zu entscheiden, welche Erkrankung ein Zufallsbefund
oder sekundire Erscheinung darstellt, und welche den Infektionsherd an sich
darstellt. So ist ein Fliegenmadenbefall sicherlich sekundidr zu einer priméren
Erkrankung, zum Beispiel Durchfall, zu sehen, kann aber ohne vorherige Sepsis
durch bakterielle Infektion, Schiadigung der Schleimhaut und Wundbildung zu
einer solchen fiihren.

Der Hauptanteil der Diagnosen und damit der am haufigsten auftretende
Infektionsherd stellt der Gastrointestinaltrakt dar. Auch DE LAFORCADE und
Mitarbeiter finden in einer prospektiven Studie bei Hunden mit Sepsis als grofiten
Anteil abdominale Herde. Zu seinen hdufigsten Diagnosen gehdren intestinale
Perforationen mit konsekutiver septischer Peritonitis; auch in der vorliegenden
Studie ist dies eine hidufige Diagnose. Als zweithdufigstes betroffenes
Organsystem werden von DE LAFORCADE und Mitarbeiter ebenfalls das
Reproduktionssystem mit 25 % genannt, mit 20 % folgt der Respirationstrakt und
mit je 10 % der Harntrakt und andere wie z.B. eine septische Arthritis.
HAUPTMAN und Mitarbeiter bestétigen eine Peritonitis als hdufigste Ursache
mit 37 %, gefolgt vom Reproduktionstrakt mit 23 %. Bei HARDIE und
Mitarbeiter wird zundchst das Reproduktionssystem mit 53 % angegeben, dann
der Gastrointestinaltrakt mit 33 %. Hier war allerdings das Patientengut

vorselektiert, da es sich nur um chirurgische Patienten handelte.

IV.2.5 Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen

Bei fast allen Patienten konnten Blutkulturen angelegt werden, beim fehlenden
Teil von 15 Hunden beruhte dies entweder auf der mangelnden Mdglichkeit,
weiteres Blut zu entnehmen (zu kleines Blutvolumen aufgrund der GrofBe des
Patienten oder einer Andmie), oder auf einer bereits begonnenen antibiotischen
Behandlung. Insgesamt lag der Anteil an positiven Blutkulturen bei 14 %. Bei
weiteren Tupferproben von Operationsgebieten, Haut, Kulturen von Urin und
Abszessen sowie einer mikroskopischen Beurteilung eines Abklatschpréiparates
konnte ein Anteil von 74 % als positiv bewertet werden. Die beschriebenen 5
Hunde mit positiven Proben zweier Lokalisationen hatten jeweils die gleichen
Erreger an verschiedenen Gebieten, so waren bei 4 Hunden die Blutkulturen
sowie ein Tupfer oder eine Kultur von Urin oder Kot (Salmonella enterica)

positiv. Bei einem weiteren Hund waren die Proben ein Wundtupfer der Prostata
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sowie eine Urinkultur. Der am hédufigsten nachgewiesene Erreger in unserer
Arbeit war Escherichia coli (28 %, 13 von 46 Isolaten). Dieses Ergebnis deckt
sich mit Befunden anderer Studien (siche Punkt 11.4.4.1, Beteiligte Erreger). Der
groflere Anteil an gram-negativen Bakterien kann ebenfalls in der Literatur
bestitigt werden (CALVERT & GREENE, 1986; DOW et al., 1989; DOW,
1995). In einer Blutkultur wurde Staphylococcus epidermidis gefunden, diesen
Keim findet man als Besiedler der natiirlichen Hautflora. Eine Kontamination
hitte durch die Entnahme mehrerer Blutkulturen ausgeschlossen werden konnen;
die Isolation desselben Erregers aus mindestens zwei verschiedenen Blutkulturen
ist laut DOW beweisend (DOW, 1995).

Statistisch konnte nur ein grenzwertiger Zusammenhang zwischen einer positiven
Blutkultur und einer erhohten Mortalitét festgestellt werden. Dies konnte jedoch
auch mit dem insgesamt niedrigen Anteil an positiven Kulturen zusammenhéangen,
eine groflere Anzahl hitte vielleicht ein signifikantes Ergebnis erbracht. DOW
und Mitarbeiter stellten bei ithren Untersuchungen fest, dass eine Bakteridmie die

Mortalitdt bei schwer erkrankten Tieren um das 10fache ansteigen ldsst.

IV.3 Nachweismethoden fiir Interleukin-6

IV.3.1 Bioassay versus Immunoassay

Der Nachweis von IL-6 kann entweder mittels eines Immuno- oder eines
Bioassays erfolgen.

Immunoassays verwenden einen Antikorper, der das zu messende Zytokin
spezifisch erkennt und bindet. Die Detektion erfolgt dann in selteneren Féllen
mittels Radioaktivitit (Radioimmunoassay, RIA) oder inzwischen hiufig durch
ein Enzymsystem (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA).

Der Vorteil eines Immunoassays liegt klar auf der Hand: gekauft wird ein
komplettes Kit, die beim Bioassay notwendige Anzucht und Versorgung von
Zellkulturen sowie Anmischen von Substraten und Reagentien entfdllt. Das
Detektionssystem mit einem Antikorper birgt jedoch auch einige Nachteile, so
wird nur ein kleiner Teil des Zytokins erkannt und der Immunoassay misst ebenso
biologisch inaktive Bruchstiicke und an Inhibitoren gebundene Proteine
(REMICK, 1995; PARK et al., 2001). Eine Unterscheidung zwischen biologisch

aktivem und inaktivem Material ist somit, im Gegensatz zu einem Bioassay, nicht
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moglich. Wéhrend der Entziindungsreaktion des Korpers scheint nur biologisch
aktives Zytokin wichtig zu sein, iiber den Nutzen der Messung des gesamten
ausgeschiitteten Proteins ist man sich noch uneinig (REMICK, 1995). Aufgrund
der spiteren Ausschiittung von Inhibitoren mag die Erkennung auch des
gebundenen Materials niitzlich sein.

Fiir diese Studie wurde ein Bioassay gewihlt. Griinde hierfiir liegen in den
experimentell bereits evaluierten Bioassays bei Hunden (LEMAY et al., 1990;
CORAN et al., 1992; YAMASHITA et al., 1994a und 1994b; MIYAMOTO et al.,
1996) und der zu dieser Zeit mangelnden Verfiigbarkeit eines spezifischen
caninen ELISA. Vorteile eines Bioassays sind, wie bereits erwéhnt, aulerdem die
Messung nur biologisch aktiven Materials. Des Weiteren kann durch die
Verwendung besonderer Zellreihen eine sehr gute Spezifitit und Sensitivitdt
erreicht werden (VAN SNICK, 1990). Ein Nachteil bei neu entdeckten Zytokinen
besteht natiirlich in der mangelnden Verfiigbarkeit spezifischer Zelllinien; dies
trifft allerdings auch fiir spezifische Antikorper fiir des ELISA zu (REMICK,
1995).

IV.3.2 Zelllinie

Fir die Messung von IL-6 wird eine Zelllinie benétigt, die dieses Zytokin
obligatorisch zum Wachstum benétigt. Als Auswahl stehen dafiir zwei murine
B-Zell Hybridomzelllinien zur Verfiigung, und zwar zum einen B9 und zum
anderen 7TD1 (VAN SNICK, 1990). Besondere Vor- oder Nachteile der

Zelllinien bestehen nicht; so wurde die 7TD1-Zelllinie ausgewéhlt.

IV.4 Interleukin-6

IV.4.1 Wahl des Zytokins

Die Auswahl von IL-6 als zu messendes Interleukin beruht auf der bereits
erfolgreichen Anwendung als Biomarker in der Humanmedizin (HACK et al.,
1989; WAAGE et al., 1989; CALANDRA et al., 1991; SULLIVAN et al., 1992;
DAMAS et al., 1992; CASEY et al., 1993; PINSKY et al., 1993; MOSCOVITZ et
al., 1994; GOLDIE et al., 1995; RICHE et al., 2000; SPITTLER et al., 2000;
KINASEWITZ et al., 2004; PANACEK et al., 2004; OBERHOLZER et al., 2005;
ODA et al., 2005; WATANABE et al., 2005). Auflerdem existieren bereits
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experimentelle Daten zum Plasmaspiegel von IL-6 bei Hunden (LEMAY et al.,
1990; CORAN et al., 1992; YAMASHITA et al., 1994a und 1994b; MIYAMOTO
et al., 1996).

IV.4.2 Interleukin-6 und die SIRS-Kriterien

In unserer Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der Anzahl verdnderter
SIRS-Parameter und einem erhdhten Plasmaspiegel von IL-6 festgestellt werden
(p = 0,015). Eine Untersuchung der einzelnen Kriterien in Korrelation mit 1L-6
erbrachte jedoch nur einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit den
Leukozytenzahlen zum Zeitpunkt der stationdren Aufnahme (p = 0,002). Je hdher
der gemessene Spiegel an IL-6 war, desto niedriger waren die Leukozytenzahlen.
Man bemerkt jedoch anhand der Abbildung 2 (siehe Kapitel III Publikation), dass
sich diese Zahlen immer noch weitestgehend im unteren Teil des
Referenzbereichs bewegen, und die verfiigbaren Datenpunkte bei sehr hohen IL-6
Spiegeln spérlich werden. DAMAS und Mitarbeiter finden eine negative
Korrelation zwischen Leukozytenzahlen und der Plasma-IL-6-Konzentration
(p <0,001), gehen jedoch nicht ndher auf den Bereich der Datenpunkte ein.
SPITTLER und Mitarbeiter bestétigen ein solches Ergebnis ebenfalls, der Median
liegt, wie in unserer Arbeit, ebenfalls im Referenzbereich. HACK und Mitarbeiter
konnten in ihrer Studie jedoch keine Korrelation zwischen Leukozytenzahlen und
der Plasma-IL-6-Konzentration aufzeigen, ebenso stellten OBERHOFFER und
Mitarbeiter keinen pradiktiven Wert einer Leukopenie fiir hohe IL-6-Werte fest.
Ob der in unserer Studie erbrachte Zusammenhang nun klinisch signifikant ist,
bleibt anzuzweifeln. Jedoch ldsst sich eine niedrige Anzahl an Leukozyten durch
sehr starken Verbrauch erkldren und damit auch logisch in Zusammenhang mit
einem erhdhten Schweregrad der Erkrankung und somit erhohten Spiegeln an

IL-6 bringen.

IV.4.3 Interleukin-6 und Sepsis

Wir konnten statistisch einen Zusammenhang zwischen IL-6 und Sepsis
herausfinden (p =0,022). Hohere Plasmaspiegel des Zytokins korrelierten mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit einer Sepsis. Dies ist eine Angabe, die in der

Literatur bestdtigt wird. SELBERG und Mitarbeiter finden ebenfalls hohere
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Spiegel bei Patienten mit Sepsis im Vergleich zu solchen mit SIRS, wobei sich
IL-6 als Parameter besser eignete als C-reaktives Protein (CRP). Auch CASEY
sowie SULLIVAN und Mitarbeiter bestdtigen hohere Spiegel bei Sepsispatienten.
IL-6 konnte in einer Studie als einziger Parameter eine Bakteridmie vorhersagen

(MOSCOVITZ et al., 1994).

Abbildung 7: Darstellung der unterschiedlichen Messwerte der Gruppen
Sepsis und SIRS. Drei Ausreifier in der Sepsis-Gruppe und einer in der

SIRS-Gruppe sind separat eingezeichnet (Werte in Rot daneben).
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IV.4.4 Interleukin-6 und der Schweregrad

In unserer Studie korrelierten hohere Spiegel von IL-6 signifikant mit der
Schwere der Erkrankung (p=0,006), als Einteilung wurde nach den
Definitionskriterien der ACCP-SCCM Konferenz SIRS, Sepsis, schwere Sepsis
und septischer Schock zu Grunde gelegt (BONE et al., 1992). Eine Korrelation
von IL-6 zu verschiedenen Scoring-Systemen wie dem Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA) score, dem Acute Physiology And Chronic Health
Evaluation (APACHE) score oder dem Multiple Organ Dysfunction (MOD)
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score ist in vielen Studien in der Humanmedizin evident geworden (DAMAS et
al., 1992; GOLDIE et al., 1995; GEPPERT et al., 2002; KINASEWITZ et al.,
2004; PANACEK et al., 2004; OBERHOLZER et al., 2005; ODA et al., 2005;
SUNDEN-CULLBERG et al., 2005; WATANABE et al., 2005). Eine erhdhte
Punktzahl in solchen Scoring-Systemen bedeutet auch einen erhohten
Schweregrad der Erkrankung. Eine dhnlich objektivierte Einteilung ist in der
Veterindrmedizin bisher nicht entwickelt worden, so dass die Evaluierung des
Schweregrads hauptsdchlich auf subjektiven Einschitzungen beruht (DE
LAFORCADE et al., 2003). Dies stellt in der Beurteilung und in den
Korrelationen mit pradiktiven Parametern natiirlich ein erhebliches Manko dar.
Ein nicht ganz dhnliches, jedoch zu gebrauchendes System stellt der Survival
Prediction Index (SPI) dar, der 1994 entwickelt und 2001 evaluiert und weiter
bearbeitet wurde (KING et al., 1994; KING et al., 2001). Dieser Index beruht auf
dem APACHE Score in der Humanmedizin und erlaubt eine Beurteilung des
Schweregrads anhand der errechneten Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Ein statistischer Zusammenhang zwischen einer erhohten Anzahl an SIRS-
Parametern und einer schwereren Erkrankung konnte in unserer Arbeit nicht
erbracht werden, auch steigt damit nicht die Wahrscheinlichkeit einer Sepsis. Dies
gibt wiederum Hinweise darauf, dass die SIRS-Kriterien zur Beurteilung des
Schweregrads der Sepsis nicht geeignet sind.

Wurde ein Vergleich zwischen Patienten im septischen Schock und Sepsis ohne
Schock angestellt, so konnten auch in Studien der Humanmedizin erhohte
Serumspiegel von IL-6 im Schock gefunden werden (HACK et al., 1989;
DAMAS et al., 1992; ENDO et al., 1992; GOLDIE et al., 1995; GOGOS et al.,
2000; PANACEK et al., 2004; OBERHOLZER et al., 2005; ODA et al., 2005;
SUNDEN-CULLBERG et al., 2005). CALANDRA und Mitarbeiter finden zwar
keinen statistischen Zusammenhang zwischen IL-6 und dem Schweregrad,
berichten aber von den hochsten Plasmaspiegeln bei den Patienten, die an einem

schweren Schock schnell verstarben.

IV.4.5 Interleukin-6 und die Mortalitat

In unserer Patientenpopulation konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen einem hoheren Plasmaspiegel von IL-6 am Tag der Einlieferung und

einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir den Tod nachgewiesen werden. Auch trat
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der Tod umso frither ein, je hoher der Spiegel war. In der Humanmedizin finden
sich zahlreiche Belege fiir die Korrelation mit der Mortalitdt (HACK et al., 1989;
WAAGE et al.,, 1989; CALANDRA et al., 1991; SULLIVAN et al., 1992;
CASEY et al., 1993; OBERHOFFER et al.,, 1999; RICHE et al., 2000;
KINASEWITZ et al., 2004; PANACEK et al., 2004; OBERHOLZER et al., 2005;
WATANABE et al.,, 2005). Einige Autoren konnten zwar keine statistisch
signifikante Korrelation feststellen, zeigten jedoch im Zeitverlauf ein deutliches
Absinken der IL-6-Werte bei den Uberlebenden und konstant hohe Werte bei den
Nicht-Uberlebenden (GOLDIE et al., 1995; SPITTLER et al., 2000; ODA et al.,
2005; SUNDEN-CULLBERG et al., 2005). DAMAS und Mitarbeiter definierten
einen Grenzwert von 1 000 pg/ml, nach dem sich die Mortalitdtrate von 21% auf
iber 50% steigerte. Auch ODA und Mitarbeiter kalkulieren denselben Wert, {iber
dem die IL-6-Werte Nicht-Uberlebende im Zeitverlauf blieben. Setzen wir
denselben Grenzwert an, so lisst sich auch in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-

Meier ein Unterschied feststellen (Abbildung 8).

Abbildung 8: Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier, gewihlter Grenzwert
von 1000 pg/ml, Patienten mit IL-6 > 1000 pg/ml und mit IL-6 < 1000 pg/ml

dargestellt.
Uberlebensanalyse
1,0 IL-6 in pg/ml
1 <1000
1 >1000
4= <1000-zensiert
0,8 == >1000-zensiert
1
)
-]
3 06
g0
o
S
o
Qo
D
— 0,4
°
=
< —_
0,2
0,0
T T T T T
0 10 20 30 40

Tage bis zum Tod des Tieres



IV. Diskussion 80

Zur Kinetik finden sich in der Literatur {ibereinstimmende Angaben. SPITTLER
und Mitarbeiter fanden ein Abfall des IL-6 Plasmaspiegels um 88 % innerhalb der
ersten drei Tage bei den Uberlebenden, wihrend andere Autoren ein Absinken
innerhalb 24 bis 48 Stunden erkennen (WAAGE et al., 1989; CALANDRA et al.,
1991; DAMAS et al., 1992; MARTIN et al., 1994; GOLDIE et al., 1995; RICHE
et al., 2000). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte ein Absinken der Werte
innerhalb der gemessenen drei Tage beobachtet werden (siche Kapitel III
Publikation, Abbildung 1)

OKANO und Mitarbeiter finden eine erhohte Mortalititsrate mit einem Ansteigen
der erfiillten SIRS-Kriterien, was hier nicht nachvollzogen werden konnte. Wir
hatten jedoch keine weitere Kontrollgruppe ohne SIRS. Da ein Einschluss in
jedem Fall eine Erkrankung bedeutet, kann dies einen Einfluss auf die Statistik
nehmen.

In der Veterindrmedizin ist in der Beurteilung der Mortalitétsrate sicherlich noch
der Faktor der Euthanasie einzubeziehen. Die Patienten werden natiirlich
hauptsidchlich  aufgrund einer schlechten Prognose und schlechtem
Allgemeinbefinden euthanasiert, jedoch spielen auch monetire Aspekte eine
groBe Rolle. Welcher der 27 eingeschliferten Hunde (71 % der Nicht-
Uberlebenden) nun wann gestorben wiire, ist nicht einschitzbar. Dies muss bei
Aussagen iiber die Sterberate und Todestage, besonders im Vergleich zu

humanmedizinischen Studien in Betracht gezogen werden.

IV.4.6 Individuelle Maximalwerte

In neuester Zeit gibt es in der Humanmedizin einige Untersuchungen beziiglich
sehr hoher Maximalwerte von Zytokinen bei einigen Patienten. WATANABE und
Mitarbeiter fanden heraus, dass Patienten mit Werten > 10 000 pg/ml eine hohere
Frequenz an Tandem-Repeat-Polymorphismen im Bereich der Allele fiir TNF-a
und IL-1B haben. Diese Individuen hatten auch lang anhaltend hohe IL-6 Spiegel
und eine niedrigere Uberlebensrate (WATANABE et al., 2005). Auch WILSON
und Mitarbeiter fanden vorher an derselben kodierenden Stelle fiir TNF-a
Verdnderungen, die mit einem hoheren Spiegel an TNF-o und einer erhdhten
Mortalitdt einhergingen (WILSON et al., 1997). Dies und das Allel IL-1p fiir wird
an anderen Stellen ebenfalls mit einer schlechteren Prognose in Verbindung

gebracht (MA et al., 2002; O’KEEFE et al., 2002). In unserer Patientenpopulation



IV. Diskussion 81

konnten vier Hunde mit extrem hohen IL-6-Werten identifiziert werden: In der
Sepsis-Gruppe waren Werte von 127 471 pg/ml, 46 405 pg/ml, und 12 403 pg/ml
zu finden und in der SIRS-Gruppe 19 192 pg/ml. Drei der vier Patienten wurden
aufgrund des schlechten Allgemeinzustands gleich am ersten Tag euthanasiert,
und derjenige mit 46 405 pg/ml am 5. Tag. Die Patienten mit Sepsis hatten

entweder bereits eine schwere Sepsis oder einen septischen Schock.

IV.5 Bewertung von Interleukin-6 als Biomarker der caninen Sepsis

In unserer Studie konnte anhand der IL-6-Messung eine Sepsis von SIRS
unterschieden und die prognostische Bedeutung der Plasma-IL-6-Konzentration
beim Hund nachgewiesen werden. Es konnte bei Hunden mit einer nicht
experimentell hervorgerufenen Entziindung die gleichen Ergebnisse erzielt
werden, die in der Humanmedizin schon ldnger bekannt sind. Die Messung
mittels eines Bioassays ist aus den oben genannten Griinden vorteilhaft. Fiir die
Anwendung in der Praxis sollte jedoch ein Schnelltest etabliert werden. In der
Humanmedizin sind solche ELISA-Systeme bereits in Verwendung (NOVOTNY
et al., 2005). Seit einiger Zeit ist ein solches System auch spezifisch fiir den Hund
erhéltlich (Canines IL-6 DuoSet, DY1609, R&D Systems Europe, Ltd.,
Abingdon, Grofbritannien). Dieser Schnelltest sollte an einer vergleichbaren
Patientenpopulation evaluiert werden, um letztlich zur zukiinftigen Anwendung in

der Praxis beizutragen.
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V  Zusammenfassung

Stefanie Rau

Sepsis beim Hund: Interleukin-6 als prognostischer Parameter

Wie auch in der Humanmedizin stellen Sepsis und SIRS den behandelnden Arzt
in der Veterindrmedizin vor eine grofe Herausforderung. Eine optimale
therapeutische Intervention setzt besonders die Fritherkennung dieser
Erkrankungen und damit auch die Verfiigbarkeit von prognostischen Parametern
voraus. Humanmedizinische klinische Studien und experimentelle Studien an
Tiermodellen haben bereits erwiesen, dass eine massive Produktion von
inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1 und IL-6 eine groe Rolle bei der
Pathophysiologie der Sepsis spielen und als Marker dienen koénnen. Bei natiirlich
erkrankten Hunden sind jedoch beziiglich der Zytokinausschiittung keine
Informationen vorhanden. Ziel dieser prospektiven Arbeit war eine Erforschung
des Nutzens von caninem IL-6 als Biomarker und prognostischem Parameter in
der Sepsis.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden im Zeitraum von Juli 2004 bis Juli 2005
prospektiv alle Hunde, die in der Medizinischen Kleintierklinik der Universitit
Miinchen und der Klinik und Poliklinik fiir kleine Haustiere der freien Universitét
Berlin mit zur Untersuchung vorgestellt wurden und bei den der Verdacht auf eine
Sepsis bestand, untersucht und fiir diagnostische Zwecke Blut entnommen.
Bedingung fiir die Aufnahme in die Studie war die Erfiillung der SIRS (Systemic
Inflammatory Response Syndrome)-Kriterien. Eine Einstufung in die Gruppe
»Sepsis® erfolgte, wenn zusitzlich ein histologischer, zytologischer oder
mikrobiologischer Nachweis der Infektion moglich war. Des Weiteren wurden
septische Patienten in die Untergruppen ,,Sepsis®, ,,schwere Sepsis“ und
»septischer Schock® unterteilt. Am Tag der Aufnahme oder Entwicklung der
Entziindung (Tag 0) wurde eine Blutkultur aus der zentralen Halsvene
abgenommen; in Einzelfillen erfolgte auch eine zweite Kultur. Die Bestimmung
der Aktivitit von Interleukin-6 an Tag 0, 1 und 2 wurde mit Hilfe eines auf
Zellwachstum basierenden kolorimetrischen Bioassays durchgefiihrt.

Bei 43 von 79 Patienten konnte ein Infektionsherd nachgewiesen werden (Sepsis-
Gruppe), 36 Patienten gingen in die SIRS-Gruppe ein. Eine Besitzerbefragung

nach Vorerkrankungen des Patienten konnte dies in 34 Patienten (43 %)
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bestdtigen, bei 30 Féllen lagen keine Erkrankungen zugrunde (38 %) und
unbekannt war dies bei 15 Hunden (19 %). Der Hauptgrund fiir die Vorstellung
des Tieres an den Kliniken waren gastrointestinale Probleme (82 %), die sich
durch Anorexie, Erbrechen und Durchfall duerten. Die Hospitalisierungszeit lag
im Mittel bei 6 Tagen. 38 Patienten (48 %) starben oder wurden aufgrund der
schlechten Prognose euthanasiert, wobei eine auffillige Mortalitdtsrate innerhalb
der ersten drei Tage erreicht wurde (n= 24, 63 %). Die hiufigsten klinischen
Diagnosen konnten dem Gastrointestinaltrakt zugeordnet werden (65 %), gefolgt

vom Reproduktionssystem (24 %).

Der Anteil an positiven Blutkulturen lag bei 9/64 (14 %). Weitere 62 Proben
(Urinkulturen, Tupferproben von Abszessen, Wunden oder Vaginalausfluss)
wurden mikrobiologisch untersucht und eine bakterielle Besiedelung konnte bei
46 der 62 Proben (74 %) nachgewiesen werden. Das am héufigsten isolierte
Bakterium war Escherichia coli mit einem Nachweis in 13 von 46 Isolaten
(28 %). Staphylococcus spp. wurden in 8 von 46 Proben gefunden (17 %).
Insgesamt lag der Anteil an gramnegativen Bakterien bei 19 von 62 Proben

(41 %) und war damit am stirksten vertreten.

Eine Korrelation zwischen der Héhe von IL-6 am Tag der Aufnahme und der
Anzahl an erfiillten SIRS-Kriterien konnte statistisch mit einem p-Wert von 0,015
nachgewiesen werden. Beziiglich des Schweregrades der Erkrankung mit SIRS,
Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock als definierte Grade konnte eine
signifikante Korrelation zu hohen IL-6 Spiegeln im Blut festgestellt werden
(p =0,006). Durch ein logistisches Regressionsmodell wurde eine positive
Assoziation zwischen IL-6 und Sepsis bzw. SIRS dargestellt (p = 0,022): ein
hoherer Anteil an IL-6 Plasmaaktivitit war mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit,
an einer nachgewiesenen Sepsis zu erkranken, verbunden (Odds Ratio = 1,177).
Eine Korrelation zwischen hoheren IL-6-Werten zum Zeitpunkt der Aufnahme
und einer hoheren Todeswahrscheinlichkeit konnte nachgewiesen werden (Odds
Ratio = 1,146). Der Zeitpunkt des Todes war signifikant friither, je hoher die

gemessenen Plasmaaktivititen von IL-6 an Tag 0 waren (p = 0,012).

Schlussfolgernd zeigt diese Arbeit erstmals, dass die Messung des Interleukin-6 in
der caninen Sepsis ebenso wie in der Humanmedizin als prognostischer Parameter

genutzt werden kann.
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VI Summary

Stefanie Rau

Canine Sepsis: The Use of Interleukin-6 as a Prognostic Parameter

Just like in human medicine, sepsis and SIRS poses a great challenge for the
treating veterinarian. Adequate therapeutic intervention is for the most part
dependent on early diagnosis of these conditions and thereby requires availability
of prognostic parameters. Studies in human medicine and experimental animal
models have already shown that the massive production of inflammatory
cytokines like TNF-a, IL-1 and IL-6 play a huge role in pathophysiology of sepsis
and can serve as biomarkers. No information is however available regarding
cytokine responses in dogs with naturally occurring sepsis. Goal of this
prospective work was to research the use of IL-6 as biomarker and prognostic

parameter in canine sepsis.

For this study all dogs with clinical suspicion of sepsis that had been admitted to
the Clinic of Small Animal Medicine of the Universities of Munich and Berlin
from July 2004 to July 2005 were examined and blood for diagnostic purposes
was taken. Inclusion requirement was completion of the SIRS (Systemic
Inflammatory Response Syndrome) criteria. Animals were subsequently classified
as septic if additional histological or microbiological confirmation of infection
was available. Septic patients were again divided into the subgroups sepsis, severe
sepsis and septic shock. Blood for bacteriological cultures was obtained from the
jugular vein on the day of admission or development of infection (day 0); in
selected cases a second culture was taken. Measurement of IL-6 plasma activity
on day 0, 1 and 2 was done with the use of a colorimetric bioassay based on cell

growth.

In 43 of 9 patients a source of infection had been proven (sepsis-group), 36
patients were enrolled in the SIRS-group. Owners were asked for a history of pre-
existing disease, which was affirmed in 34 dogs (43 %), no disease in 30 cases
(38 %) and unknown in 15 (19 %). The main reasons for presentation of the dogs
in the clinics included gastrointestinal problems (82 %), with symptoms
commonly including anorexia, vomiting, and diarrhea. The mean hospitalisation
time was 6 days. 38 patients (48 %) died or were euthanized because of a fatal

prognosis, whereas a conspicuous mortality rate was noted within the first three
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days (n = 24, 63 %). Regarding clinical diagnoses, the gastrointestinal system was
most often affected (65 %), followed by the reproductive system (24 %).

The frequency of positive blood cultures in our study was 9/64 (14 %). An
additional number of 62 samples from different localisations, e.g. urine, swab
samples from wounds, abscesses or vaginal discharge, were microbiologically
screened and a bacterial colonisation was evidenced in 46 of the 62 samples
(74 %). The most common organism isolated was Escherichia coli in 13 of 46
isolates (28 %). Staphylococcus spp. were found in 8 of 46 samples (17 %). The
proportion of gram-negative bacteria overall was 19 of 62 samples (41 %) and
therefore represents the largest fraction.

A correlation between the measured level of IL-6 on the day of admission and the
number of abnormal SIRS-criteria could statistically be proven with p = 0.015. A
higher IL-6 level correlated significantly (p = 0.006) with severity of illness
(SIRS, sepsis, severe sepsis and septic shock as defined groups). A logistic
regression model revealed a positive association between IL-6 and Sepsis or SIRS
(p = 0.022); a higher level of IL-6 plasma activity is related to a higher chance of
falling ill to confirmed sepsis (proportional Odds-Ratio = 1.177). A correlation
between higher plasma level of IL-6 on day of admission and a higher probability
for death could be evidenced (proportional Odds-Ratio = 1.146). Time of death
was also significantly earlier, the higher the measured level of IL-6 on the day of
admission was (p = 0.012).

In conclusion, this study shows for the first time that measurement of
interleukin-6 may well be used as a prognosic parameter in canine sepsis,

similarily to human medicine.
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VIII Anhang

VIII.1 Einschlusskriterien:

EINSCHLUSSKRITERIEN Patientennummer:
Tag der Einstellung:

1. Mit Infektion - SEPSIS a) und b)

2. Ohne Infektion b)

a)

Infektion

D Mikrobiologischer Nachweis (Blutkultur positiv)
D Infektionsherd nachgewiesen
D Zytologisch
D Mikrobiologisch
b)

Mehr als zwei der folgenden Parameter:

Gemessener Wert:

D Hypothermie: grofe Hunde <37,8°C
kleine Hunde < 38,0°C

D Hyperthermie: gro3e Hunde >39,3°C
kleine Hunde > 39,4°C

D Tachycardie (Herzfrequenz >140/min)

D Tachypnoe (>20 /min)
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Leukozytose (> 16 000 /ul)

Leukopenie (<6 000 /ul)

Normaler WBC mit >3% Stabkernigen

VIII.2 Anamneseblatt:

ANAMNESE Patientennummer:

Tag der Einstellung:
Besitzer:
Name: Vorname:
Anschrift:
Telefon:
Patient:

Name des Hundes:

Rasse:
Alter: Kastriert:
Geschlecht: Kastriert: Ja

Erndhrungszustand: Gewicht:

Nein
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Impfstatus:

Andere Tiere im

Haushalt:

Bekannte Grunderkrankungen:

Vorbestehende/
Chronische Erkrank-
ung (Welche):

Entwurmungsstatus:

Gesundheitszustand:

Tumorerkrankung:

Sonstiges:

RegelmiBige

Medikamentengabe:

Medikamente:

Patientennummer:

Tag der Einstellung:

Grund der heutigen
Vorstellung:

Seit wann Symptome:

Etwaige Vorbehandlung:

Medikamente:

Diagnose bzw.
Verdachtsdiagnose:
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Rontgenbefunde:

Ultraschallbefunde:

Patientennummer:

Tag der Einstellung:

Sonstiges (EKG, etc.):
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VIIL.3 Klinische und himatologische Parameter:

Klinische und himatologische Parameter

Patientennummer:

Parameter

Tag 1

Tag 2

Tag 3

Allgemeinuntersuchung

Verhalten

Temperatur °C

Schleimhautfarbe

KFZ in s

Pulsfrequenz, -qualitdt

Herzfrequenz /min

Atemfrequenz /min

Blutdruck in mmHg

Harnabsatz (ml/kg/h)

Blutbild (EDTA)

WBC /ul

Thrombozyten /pl

Differentialblutbild

Monozyten %

Lymphozyten %

Eosinophile Granulozyten %

Basophile Granulozyten %

Segmentkernige Neutrophile

Granulozyten %

Stabkernige Neutrophile Granulozyten %

Jugendliche Neutrophile Granulozyten %

Morphologie Neutrophile

Vorlauferzellen

Schistozyten
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Gerinnung (Citrat)

PTins

aPTT in s

D-Dimere pg/ml

Fibrinogen (g/1)

Antithrombin III in %

Oh

6h

Plasma (Citrat, -20°C, 3 x 0,5 ml)

TNF-4 pg/ml

HMGB-1

IL-6 pg/ml

Klinische Chemie (Serum, Rest

asservieren fiir CRP nach Berlin)

Protein (g/1)

Albumin (g/1)

Glucose (mmol/l)

ALT (U/)

AP (U/)

Gesamtbilirubin (umol/1)

Harnstoff (mmol/1)

Kreatinin (umol/l)

C-reaktives Protein
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zur Veroffentlichung

angenommen (Erstautor)
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