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EXPERIMENT ZUR DARMTRANSLOKATION
UND SYSTEMISCHEN DISSEMINATION VON
CANDIDA ALBICANS BEI AKUTER
PANKREATITIS: AUSWIRKUNGEN DER
VERABREICHUNG EINES PROBIOTISCHEN
PRAPARATS

Inhalt

Wenn im Verlauf einer mit Antiobiotica behandelten Pankreasnekrose eine
Pilzinfektion eintritt, geht damit eine sehr hohe Sterblichkeitsrate einher. Zweck
dieser Studie war es, anhand einer Candida Albicans-Kolonisation im Darm
festzustellen, ob wdhrend der akuten Pankreatits (AP) eine Manipulation des
Darmékosystems mittels eines probiotischen Prdparats positiv auf die
systemische Pilzverbreitung einwirken kann. Die Kolonisation von Candida
albicans im Darm wurde bei ICR-Mdusen vorgenommen, indem diesen zwei
Wochen lang sterilisiertes Futter, das mit 6 ml Suspension von C. albicans bei
hoch dosierter Inokulation (6,5 x 10 CFU/ml) oder niedrig dosierter
Inokulation (5,7 x 10° CFU/ml) angereichert wurde; die Kulturen wurden aus
pathogenem menschlichen Blut isoliert. Die durch Stuhlkulturen gewdhrleistete
Lebensfihigkeit der C. albicans im Futter und im Darm machte es moglich, das
Experiment durchzufiihren. Die durch Ceruleina induzierte AP wurde an
Mdusen vorgenommen, welche folgendermassen erndhrt wurden: Al)
Normalfutter; Bl) wie A plus Iml b.i.d. einer Mischung von L. acidophilus, L.
helveticus und Bifidobakterien in einer mit lonen und Vitaminen angereicherten
Losung (Microflorana-F, Named Srl, Lesmo, Italien). Die Experimente wurden
bei den mit Antibiotica dekontaminierten (zuvor eine Woche lang Verabreichung
von Streptomycin-Sulfat und Penicillin G) Mdusen (Gruppe A2, B2) wiederholt.
Die mit C. albicans erndhrten Mduse ohne AP dienten als Kontrollgruppe. Bei
den einzelnen Gruppen konnte keine signifikante Verdnderung der
Serumamylase, des Trypsins oder der histologischen Werte festgestellt werden.
Abgesehen von der AP zeigten die mit hoch dosierter Inokulation behandelten
Gruppen Al und A2 in allen Proben eine Kolonisation con C. albicans auf
(Lymphknoten im Mesenterium - LKM, Leber, Milz, Nieren, Lungen, Pankreas).
Die mit niedrig dosierter Inokulation behandelte Gruppe Al zeigte nur in den
LKM (6%, p<0,05 vs keine AP) eine Kolonisation auf, Gruppe A2 jedoch in den
LKM (69%), in der Leber (54%), Milz (48%), in den Lungen (31%), Nieren
(23%, und im Pankreas (16%). Die Behandlung mit dem probiotischen Prdparat
reduzierte in allen Proben erheblich das CFU/g-Gewebe bei den mit hoch
dosierter Inokulation behandelten Gruppen Al und A2 (p<0,05). Es war ebenso
interessant zu beobachten, dass bei den mit niedrig dosierter Inokulation
behandelten Gruppen (p<0,01) in allen Organen sowohl das CFU/g-Gewebe als
auch der Anteil von positiven Kulturen abnahm.

Diese Daten zeigten auf, dass 1) die AP selbst die Translokation von C. albicans
steigert; 2) die Dekontamination des Darms mittels Antibiotica diese
Erscheinung noch weiter steigert; 3) eine wirksame, mit einem probiotischen
Prdparat angestellte Manipulation eine vielversprechende Zusatzmassnahme bei
der Behandlung von mit AP verbundenen, systemischen Komplikationen
darstellen kann.
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Einfiihrung

Es ist bekannt, dass der obere Magen-Darmtrakt ein wichtiges Reservoir fiir die Candida albicans darstellt, und dass
dieser Krankheitserreger mittels Translokation durch die Darmwand hindurch zu einer Septikimie fiihren kann (1-3).
Unter bakterieller Translokation versteht man, nach der Originalbeschreibung von Berg und Garlington (4), den
Durchgang von lebenden Bakterien durch die epitheliale Schicht der Mukosa im Inneren der Haupt-Lamina, d.h. in die
mesenterialen Lymphknoten und, moglicherweise, auch in andere Gewebe. Zahlreiche Faktoren kénnen die
Translokation der Bakterien durch die gastrointestinale Barriere verursachen. Einige von diesen sind: a) eine direkte
Beschidigung der Enterozyten durch Gifte oder Bestrahlungen; b) eine reduzierte Durchblutung im Bereich der
Darmmukosa, die z.B. bei Schock durch Blutung oder septischem Schock auftreten kann; c) eine auffillige Zunahme der
mikrobischen Belastung, z.B. wihrend einer Antibioticatherapie oder bei starker Sdurehemmung im Magenbereich; d)
verdnderte Erndhrungsbedingungen, wie z.B. bei einer totalen parenteralen Erndhrung beobachtet wurde. Marotta und
andere (5) haben kiirzlich experimentell aufgezeigt, auf welche Weise wihrend einer akuten Pankreatitis eine
bedeutsame bakterielle Translokation mit sowohl himatogener als auch lymphatischer Dissemination auftritt, wobei dies
durch Darmspiilungen mit Disacchariden und/oder Rifaximina deutlich verbessert werden kann. Wihrend die
Anwendung einer Antibiotica-Therapie mit hohen Dosen bereits in die Richtlinien der klinischen Pankreatologie
aufgenommen wurde, falls sich die Infektion einer nekrotischen Zone im Verlauf einer schweren akuten Pankreatitis
nekrotisch-hdmorrhagisch entwickelt, bleibt die Behandlung einer sterilen Nekrose ein noch immer ungel6stes Problem.
Allerdings stellt die Uberlagerung mit einer weiteren Candida-Infektion bei einigen dieser mit Antibiotica behandelten
Fille eine Situation mit hoher Sterblichkeitsrate dar. Es ist allerdings auch bekannt, dass die Anwendung von Antibiotica
zum Candida-Anwuchs im Darmbereich und zu deren systemischen Dissemination beitragen kann (6-8). Diese Studie
hatte demnach drei Zielsetzungen: 1) Feststellen der Existenz bzw. Nicht-Existenz einer Translokation der Candida bei
akuter Pankreatitis; 2) Uberpriifung der Rolle einer begleitenden Antibiotica-Therapie bei eventueller Translokation; 3)
Uberpriifung, ob die Anwendung eines probiotischen Préparats eine priventive und/oder therapeutische Massnahme fiir
beide der oben beschriebenen Variablen entfalten kann.

Materialien und Methoden

Es sind 90 ICR-Miuse verwendet worden, die 3 Monate alt waren und durchschnittlich 35 g wogen. Die Méuse sind in
einem Kifig unter kontrollierten Umweltbedingungen gehalten worden.

Experimentbeschreibung (Tabelle 1a, 1b)

Kolonisationsmodell der Candida albicans. Hierfiir ist das von Samonis und anderen (9) beschriebene Modell
angewandt worden. Fiir die Zubereitung des Futters, das Candida albicans enthilt, wurde ein pathogener Candida-
Stamm verwendet, der vorher bereits aufgezeigt hatte, dass er nach intravendser Verabreichung an gesunde Miuse eine
systemische Dissemination einleitete. So sind Kulturen vorbereitet worden, die in Milch mit 2% Fettanteil bei einer
Temperatur von —70° C aufbewahrt wurden. Von der Stammkultur sind bei jedem einzelnen Experiment weitere
Kulturen auf SDA (Sabouraud dextrose agar) angelegt worden. Somit sind Anteile von 300 g Standardfutter fiir Miuse
zubereitet worden, die einer Sterilisierung mittels Druckkessel (15 Minuten bei 121° C, bei einem Druck von 15 Ibs/in2)
unterzogen wurden. Es wurden demnach 2 verschiedene Néhrstofftrager verwendet, d.h. nach der durchschnittlichen
Konzentration von Candida albicans und nach den Zubereitungsbedingungen: A) Inokulation mit hoher Dosis (6.8 x 10’
CFU/ml, Bereich 5.6 x 10 - 7.9 x 10’ CFU/ml), die sich zuvor als fihig erwiesen hat, die gastrointestinale Kolonisation
mit systemischer Dissemination einzuleiten und B) Inokulation mit niedriger Dosis (5,1 x 10° CFU/ml, Bereich 3.9 x
10° - 7.7 x 10° CFU/ml, zusitzlich Dehydratationsprozess durch Gefriertrocknung), die nicht fihig ist, eine
gastrointestinale Kolonisation zu verursachen.

Bei den Tieren der Kontrollgruppe wurde ein Standardfutter mit Zusatz von sterilem Wasser verwendet (360 ml auf 300
g Futter), dehydriert durch Inkubation in sterilen Petrischalen bei 37° C fiir 48 Stunden. Die Zuverlissigkeit des
experimentellen Candidiasis-Modells wurde durch Serienkulturen sowohl des verabreichten Futters als auch des Kots
gewibhrleistet, welche eine durchschnittliche Candida-Konzentration von > 10° CFU/g (Inokulation mit hoher Dosis), 2,3
x 10* CFU/g (Inokulation mit niedriger Dosis) beziehungsweise von 108 CFU/g (Inokulation mit hoher Dosis), 1,9 x 10°
CFU/g (Inokulation mit niedriger Dosis) aufgewiesen haben.
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TABELLE 1 a

EXPERIMENTBESCHREIBUNG

Mit Ceruleina induzierte akute Pankreatitis
(ICR-Miuse, 6h i.v. Infusion von 10pg/kg/h)

|

2 Wochen zuvor Zusatz mit C. albicans angereicherte Nahrung
l (hoch oder niedrig dosierte Inokulation)

Al: mitC.albicansangereicherte

—B1: wie A + 1 ml b.i.d. einer probiotischen Mischung
(L. acidophilus, L. helveticus, Bifidobacterium) in einer mit Ionen
und Vitaminen angereicherten Losung (Microflorana-F, Named, Italien)

TABELLE 1 b
EXPERIMENTBESCHREIBUNG ... Inh.
Versuche wurden wiederholt bei:

mit Antibiotica dekontaminierten M#usen
1 Woche zuvor Verabreichung von 2mg/ml Streptomycin-
Sulfat/1500 Einheiten/mL Penicillin-G in

ll

2 Wochen mit C. albicans angereicherte Zusatznahrung

' L A2: mit C. albicans angereicherter Standardnahrung
B2: 1 ml b.i.d. Microflorana-F

Mit C. albicans erndhrte Miuse ohne AP als Kontrollegruppe
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Modell der akuten Pankreatitis Es wurde ein klassisches Modell der akuten Pankreatitis verwendet, das durch
iibermissige Pankreas-Stimulation mit Ceruleina induziert wurde (10).

Die dem Modell der akuten Pankreatitis ausgesetzten Méuse sind weiterhin in 2 Gruppen unterteilt worden: A1) 2
Wochen lang mit Standardnahrung erndhrt; B1) 2 Wochen lang mit Standardnahrung gefiittert, der 1 ml b.i.d.
Microflorana-F (L. acidophilus, L. helveticus und Bifidobakterien in einer ionen- und vitaminangereicherten Losung,
Microflorana-F, Named srl, Lesmo, Italien) zugefiigt wurde.

Das komplette Experiment (Candidiasis-Modell + Modell der akuten Pankreatitis + Erndhrungsmanipulation) ist dann
mit Miusen wiederholt worden, die zuvor zur intestinalen bakteriellen Dekontamination behandelt worden waren. Zu
diesem Zweck ist dem Wasser, zu dem die Mduse freien Zugang hatten, 7 Tage vor Beginn des darauffolgenden
Experiments 2 mg/ml Streptomycin-Sulfat und 1500 Einheiten/ml Penicillin G zugesetzt worden. Auf diese Weise sind 2
weitere Gruppen bestimmt worden: A2 und B2, die mit Standardfutter, beziehungsweise mit dem getesteten
probiotischen Priparat, ernéhrt wurden. Zur Kontrolle wurden gesunde Miuse herangezogen, auf die das Modell der
intestinalen Candidiasis angewendet wurde, aber ohne akute Pankreatitis.

48 Stunden nach dem Erscheinen des kompletten Krankheitsbildes der akuten Pankreatitis sind die Méuse mittels
zervikaler Dislokation geopfert worden. AnschlieBend sind unverziiglich Gewebeproben entnommen worden, und zwar
von: den mesenterialen Lymphknoten, der Leber, der Milz, Pankreas, den Nieren, Lungen und Herz. Die Proben sind
gewogen und homogenisiert worden, und Anteile von 100ul der so erhaltenen Suspension sind auf Schalen mit Soja-
Agar mit 5% Schafsblut verteilt worden und mit SDA mit Cyclohexamid / Chloramphenicol als Inkubation angelegt
worden.

AuBerdem ist zur Bestimmung der Pridsenz von Candida albicans und, bei Pankreas, zur spezifischen Bewertung des
akuten Entziindungsprozesses eine histologische Analyse aller entnommenen Organe durchgefiihrt worden. Am Ende
der Candida-Infektion wurde eine spezielle Bewertungsskala zur Bestimmung des Infektionsgrades im Gewebe durch
die Candida albicans herangezogen (Tabelle 2), die vom Anatomie-Pathologen im Blindversuch angewendet wurde.

Statistische Analyse

Die Signifikanz wurde durch die Analyse der Variablen festgelegt; der Signifikanz-Wert wurde durch die Anwendung
eines Duncan-Multiple-Range-Tests bestimmt. Die Daten wurden in Durchschnittswerten (SD) ausgedriickt, wobei
Wahrscheinlichkeitswerte von <0.05 anzeigen sollten, dass ein signifikanter Unterschied zwischen den
Experimentgruppen bestand.

Tabelle 2

HISTOLOGIE
C. albicans - INFEKTIVITATSWERTE

0 keine Hyphen-Penetration der Mukose-Oberfliche

1 sporadische Hefen oder Hyphen

2 - zahlreiche Hefen oder Hyphen

3 reichlich Hefen oder Hyphen, nicht zusammenlaufend
4 zusammenlaufende Invasion von Hefen und Hyphen

Ergebnisse

Die intestinale Kolonisation mit Candida albicans an sich hat keinerlei Verdnderung der pankreatischen Serumenzyme
und der Pankreas-Histologie ausgelost. Jede Gruppe, die dem Modell der akuten Pankreatitis ausgesetzt wurde, hat ein
bestimmtes biohumorales und histologisches Bild der akuten Entziindung aufgewiesen, wobei die Prisenz der
intestinalen Candidiasis (Inokulation mit hoher und niedriger Dosis) und/oder die bakterielle Dekontamination des
Darms zu keinerlei weiteren signifikanten Verdanderungen gefiihrt hat (Figur 1a, 1b und 2).
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Unabhingig von der Prisenz bzw. Nicht-Prasenz der akuten Pankreatitis haben beide Gruppen mit intestinaler
Candidiasis bei Inokulation mit hoher Dosis und Fiitterung mit Standardnahrung (A1 und A2) eine verbreitete
Kolonisation in allen untersuchten Proben aufgewiesen (mesenteriale Lymphknoten, Leber, Milz, Nieren, Lungen und
Pankreas) (Abb. 3).

Die Gruppe mit Candidiasis bei niedrig dosierter Inokulation und Prisenz einer begleitenden akuten Pankreatitis, sowie
bei Fiitterung mit Standardnahrung (A1), hat jedoch nur eine Kolonisation der mesenterialen Lymphknoten (6%, p<0.05
vs. Gruppe ohne akute Pankreatitis) aufgewiesen. Der weitere Zusatz zu diesem Modell mit niedrig dosierter Inokulation
mit Candida und einer vorhergehenden bakteriellen Dekontamination (A2) hat jedoch einen signifikanten quantitativen
und multiorganischen Anstieg der Dissemination der Candida ausgelost. (Abb. 4).

Dieselbe Gruppe ohne akute Pankreatitis hat keinerlei Anzeichen von Candidiasis (p<0,05 gegeniiber der
entsprechenden Gruppe mit akuter Pankreatitis) aufgewiesen.

Die Behandlung mit dem getesteten probiotischen Priparat ermoglichte einen signifikanten Riickgang der Candida-
Konzentration in allen untersuchten Geweben der Gruppe mit hoch dosierter Inokulation (Al und A2) (p<0.05
gegeniiber der mit Standardnahrung gefiitterten Gruppe) (Abb. 3). Dariiber hinaus hat diese Behandlung nicht nur einen
bemerkenswerten Riickgang der Candida-Konzentration, sondern auch eine Reduzierung der Anteile an positiven
Kulturen in der Gruppe mit Candidiasis und niedrig dosierter Inokulation verursacht. (p<0.01) (Abb. 5a, 5b).

Figura 1a
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Figura 2
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Was die spezifische Infektivitit des Gewebes betrifft, unabhingig vom Inokulationsgrad mit Candida, hat die akute
Pankreatitis an sich keine Invasion des Gewebes ausgelost. (Abb. 6a, 6b).

Dennoch hat die vorhergehende bakterielle Dekontamination des Darms eine Infektivitit des Gewebes fiir die Candida
verursacht, die beim Modell mit hoch dosierter Inokulation alle untersuchten Organe einbezogen hat; die Miuse, die mit
niedriger Dosis geimpft worden waren, waren, was die systemische Ausbreitung und den Grad der Infektivitit angeht, in
geringerem Masse betroffen (Abb. 6a, 6b). Die Behandlung mit dem probiotischen Priparat hat den Grad der Invasivitit
des Gewebes und die Anzahl der betroffenen Organe, die das Modell der Candidiasis mit hoch dosierter Inokulation und
die komplette Reinigung des Gewebes bei der Gruppe mit niedrig dosierter Inokulation betrafen, reduziert (p<0.001).

Figura 5a
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Figura 5b
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Figura 6b
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Schlussfolgerungen.

Die Candida albicans ist Teil der normalen Darmflora bei den Séugetieren (11). Bei Tieren mit genetisch bedingten
Immundefiziten kann durch die Candida albicans eine chronische Entziindung (mit Penetration der Hyphen) der Mukosa
im Darmtrakt auftreten. (12, 13). Unter normalen Bedingungen ist die normale Bakterienflora trotzdem in der Lage, die
Okologische Candida-"Nische" zu begrenzen. (14, 15). Die Interaktionen zwischen Wirt und Pilz sind zum groBen Teil
noch nicht in ihrer Komplexitit erforscht. Aber es ist bereits aufgezeigt worden, dass die Situation einer
Immunkorperunterdriickung mittels Prednisolon die Anzahl von Candida albicans erhoht, die durch die mesenterialen
Lymphknoten translozieren und ebenfalls die Dissemination dieses Myzeten zur Leber, zur Milz und zu den Nieren
vorantreiben (16). Sweeney und andere (17, 18) haben in zwei verschiedenen Studien aufgezeigt, dass Metaboliten der
Zellwinde der Candida ihrerseits eine Unterdriickung der immunologischen Reaktion verursachen. Dariiber hinaus ist
dieses Erscheinungsbild kiirzlich bei Patienten, die sich einer Leber-Resektion unterziehen mussten, eindeutig "in vivo"
bestitigt worden. Aus der klinischen Praxis ist jedenfalls ersichtlich, dass Traumen, immun-supprimierende Therapien
und grosse Stoffwechsel- und Ernidhrungsalterationen fordernde Faktoren fiir die Kolonisation durch Candida albicans
sowohl der gastrointestinalen als auch der systemischen Mukosa darstellen konnen (20-22). Unsere Gruppe hat
ausserdem kiirzlich aufgezeigt, dass die Immununterdriickung als Folge einer einfachen Manipulation der Diit eine
ausreichende Bedingung fiir die Verénderung des intestinalen Okosystems mit der Auslosung von Erscheinungen wie
die der bakteriellen Translokation darstellt (23). Die hier vorliegende Studie ist nach unserem Wissen die erste, die
aufzeigt, wie ein Entziindungsprozess der akuten Pankreatitis eine intestinale Translokation der Candida verursacht,
auch wenn diese im gastrointestinalen Trakt in Konzentrationen vorhanden ist, die keine Kolonisation der Schleimhaut
auslosen. Diese Tatsache stimmt mit den Erscheinungen der viszeralen Ischimie und deren Rolle bei der
Wiederverteilung der Candida im Bereich der Darmzotten iiberein, wie von Gianotti und anderen aufgezeigt worden ist
(24). Diese Erscheinung ist wahrscheinlich trotzdem anfénglich auf die bereits beschriebene Dysbiose des intestinalen
Okosystems im Verlauf einer akuten Pankreatitis zuriickzufiihren. Marotta und andere haben kiirzlich darauf
hingewiesen, dass auf struktureller und biohumoraler Basis, wie in diesen Fillen, auch eine erhdhte Durchlissigkeit der
Darmwinde existiert (5). In dieser letzten Studie war jedoch die Beobachtung der fiir die intestinale bakterielle
Translokation relevanten Erscheinungen im Verlauf einer akuten Pankreatitis von groBerem Interesse, d.h. wie diese bei
der zusitzlichen bakteriellen Infektion der Nekrosenherde im Inneren des pankreatischen Parenchyma eine Hauptrolle
spielen. Derselbe Autor hat im iibrigen aufgezeigt, dass sich im Verlauf einer experimentellen akuten Pankreatitis auch
eine abnorme Erhohung der peritonealen Durchléssigkeit gegeniiber Makromolekiilen in einer GroBe von mindestens
30.000 Daltons entwickelt (25). Die Deduktionen aus diesen Erscheinungen werden ausserdem durch die Beobachtung
bestitigt, dass die Candida-Konzentration sowohl im einzelnen Organ als auch in ihrer systemischen Dissemination
weiter ansteigt, wenn dem Modell der akuten Pankreatitis eine bakterielle Dekontamination unter Anwendung von
Antibiotica vorausgeht. Ebenso hat die Verwendung eines effizienten probiotischen Priparats (Microflorana-F) diese
Erscheinung bedeutend reduziert. Die bakterielle Desinfektion hat im Candidiasis-Modell bei Inokulation mit hoher
Dosis keinerlei weitere Veranderung der systemischen Infektion durch Candida verursacht, denn das Ausmass der
stabilen Kolonisation des Magen-Darmtraktes war bereits sehr erhoht. Trotzdem ist eine Erhhung des spezifischen
Infektivitdtsgrades des Organs festgestellt worden. Von grosserem Interesse war hingegen die Beobachtung, dass die
intestinale Dekontamination sowohl die Translokation der Candida als auch deren Gewebe-Infektivitit in den
kolonisierten Organen erheblich verschlechtert hat. Die Verwendung des probiotischen Priparats fiihrte auch im
Candidiasis-Modell bei hochdosierter Inokulation zu einer bedeutenden Reduzierung der mykotischen Belastung in allen
untersuchten Organen und zu einem Riickgang des lokalen Infektionsgrades und der Anzahl der Organe mit Anzeichen
einer geweblichen Invasion. Es geht jedoch noch klarer daraus hervor, dass die gleichzeitige Verabreichung des
probiotischen Préparats im Modell mit niedrig dosierter Inokulation auch zu einer Reduzierung der Anzahl der positiven
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Kulturen im jeweils untersuchten Organ gefiihrt hat und Erscheinungen der spezifischen Gewebe-Invasivitit
verschwanden. Die vorliegende experimentelle Studie ergibt, dass die Anwendung eines effizienten probiotischen
Préparats sowohl durch wahrscheinlich auftretende interaktive Mechanismen im Inneren des Magen-Darmtraktes als
auch durch eine mogliche unspezifische Immunstimulation, wie kiirzlich aufgezeigt (26), in der Lage ist, der
Translokation der Candida im Laufe einer akuten Pankreatitis trotz der durch eine Antibioticum-Therapie mit breitem

Spektrum induzierten Dysbiose signifikant entgegenzuwirken.
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