
 
 

 
 

Aus dem 

Institut für Bakteriologie und Mykologie 

der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 

 

In-vitro-Untersuchungen zum Mechanismus und zur Kontrolle der 

Klebsiella pneumoniae-Bakteriämie 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Grades eines 

Doctor medicinae veterinariae (Dr. med. vet.) 

durch die Veterinärmedizinische Fakultät 

der Universität Leipzig 

eingereicht von 

Ann-Kathrin Krieger 

aus Walsrode 

Leipzig, 2022 

 



 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mit Genehmigung der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
 
Dekan:  Prof. Dr. Dr. Thomas Vahlenkamp 
Betreuer: Prof. Dr. Christoph Georg Baums 
 
Gutachter: Prof. Dr. Christoph Georg Baums, Institut für Bakteriologie und Mykologie, 

Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig, Leipzig 
 
 Prof. Dr. Rolf Bauerfeind, Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der 

Tiere, Justus-Liebig-Universität Gießen, Gießen 
 
Tag der Verteidigung: 01.11.2022 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sascha 

und meiner Familie. 

 





Inhaltsverzeichnis 
 

I 
 

I. Inhaltsverzeichnis 

I. Inhaltsverzeichnis ........................................................................................................ I 

II. Abkürzungsverzeichnis .............................................................................................. III 

1 Einleitung ................................................................................................................... 1 

2 Literaturübersicht ....................................................................................................... 3 

2.1 Bedeutung von Klebsiella pneumoniae in der Veterinärmedizin ................................ 3 

2.1.1 Allgemeine Eigenschaften .................................................................................. 3 

2.1.2 Erkrankungsbilder .............................................................................................. 4 

2.2 Klassische und hypervirulente K. pneumoniae-Stämme in der Humanmedizin ......... 8 

2.2.1 Klassische K. pneumoniae-Stämme ................................................................... 8 

2.2.2 Hypervirulente K. pneumoniae-Stämme ........................................................... 8 

2.3 Virulenzfaktoren von K. pneumoniae ........................................................................ 10 

2.3.1 Kapsel als Virulenzfaktor .................................................................................. 10 

2.3.2 Siderophore als Virulenzfaktor ........................................................................ 11 

2.3.2.1 Klassifizierung ..................................................................................... 11 

2.3.2.2 Siderophore in Enterobacteriaceae .................................................... 12 

2.4 Ausgewählte Antibiotikaresistenzmechanismen von K. pneumoniae....................... 21 

2.5 Antimikrobielle Peptide ............................................................................................. 23 

2.5.1 Klassifizierung................................................................................................... 23 

2.5.2 Apidaecine und Oncocine ................................................................................ 24 

2.5.3 Wirkmechanismen von Apidaecinen und Oncocinen ...................................... 24 

2.5.4 Tierexperimentelle Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von AMPs ..... 25 

2.5.5 Toxizität von AMPs ........................................................................................... 29 

3 Publikationen ........................................................................................................... 31 

3.1 Porcine iucA+ but rmpA- Klebsiella pneumoniae strains proliferate in blood of 

young piglets but are killed by IgM and complement dependent opsonophagocytosis 

when these piglets get older ............................................................................................. 31 

3.2 Proline-rich antimicrobial peptide Api137 is bactericidal in porcine blood infected 

ex vivo with a porcine or human Klebsiella pneumoniae strain ....................................... 46 



Inhaltsverzeichnis 
 

II 
 

4 Diskussion ................................................................................................................ 57 

5 Zusammenfassung .................................................................................................... 66 

6 Summary .................................................................................................................. 68 

7 Literaturverzeichnis .................................................................................................. 70 

8 Anhang .................................................................................................................... 91 

8.1 Verzeichnis wissenschaftlicher Vorträge während der Zeit der Promotion ............. 91 

        Danksagung 

 



Abkürzungsverzeichnis 
 

III 
 

II. Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bezeichnung 
  

ABC ATP-binding casette 

AMP Antimikrobielle Peptide 

Api Apidaecin 

BMBF Bundesministerium für Bildung und Forschung 

BVL Bundesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 

bzw. beziehungsweise 

CAS Chromazurol S 

CLSI Clinical Laboratory Standard Institute 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

E. Escherichia 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ESBL extended-spectrum betalactamase 

h Stunde 

H. Haemophilus 

IgG Immunglobulin G 

IgM Immunglobulin M 

IL Interleukin 

K. Klebsiella 

KbE Koloniebildende Einheit 

kDa Kilodalton 

KG Körpergewicht 

LD50 Letale Dosis 50 % 

LDH Laktatdehydrogenase 

LPS Lipopolysaccharid 

magA mucoviscosity-associated gene A 

MHK Minimale Hemmkonzentration 

MMA Mastitis-Metritis-Agalaktie 

Onc Oncocin 

PCR Polymerasekettenreaktion 

rmp regulator of mucoid phenotype 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies 

S. Salmonella 

ST Sequenztyp 



Abkürzungsverzeichnis 
 

IV 
 

St. Streptococcus 

subsp. subspecies 

spec. species 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α 

VCP vaccinia virus complement control protein 

WHO World Health Organisation 

Y. Yersinia 

z. B. zum Beispiel 

 



Einleitung 
 

1 
 

1 Einleitung 

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ist ein fakultativer Krankheitserreger, der Menschen 

und Tiere befallen kann. Im Jahr 2017 wurde von der WHO (World Health Organisation) eine 

Liste mit priority pathogens veröffentlicht, auf dieser Liste ist K. pneumoniae in die höchste 

Priorität eingestuft (WHO 2017). Für diese Erreger ist es zwingend notwendig neue wirksame 

Antibiotika zu entwickeln, da die Resistenzlage dieser Bakterien immer kritischer wird. 

K. pneumoniae löst beim Menschen, und hier vorwiegend bei immunsupprimierten und 

hospitalisierten, schwere Infektionen aus. Die Erkrankten leiden unter Pneumonien, 

Harnwegsinfektionen, Septikämien oder Abszessbildung. Als Komplikation kann es nach 

Leberabszessbildung zu einer Metastasierung der Infektion in das Auge oder das zentrale 

Nervensystem kommen, nicht selten versterben die Erkrankten an den Folgen der Infektionen 

(LIU et al. 1986, PICHLER et al. 2017, WENDT et al. 2018). 

In der Humanmedizin unterscheidet man klassische und hypervirulente Stämme (PACZOSA 

und MECSAS 2016). Letztere zeichnen sich durch die Ausbildung einer dickeren Kapsel aus und 

sind Träger des rmpA Gens (RUSSO et al. 2018). rmp (regulator of mucoid phenotype) Gene 

regulieren die Ausbildung einer mukoiden Kapsel und erhöhen somit die Virulenz dieser 

Isolate. In der Veterinärmedizin gibt es diese Unterscheidung für K. pneumoniae-Stämme 

derzeit nicht. Nach einer Infektion mit K. pneumoniae kommt es bei Tieren unter anderem zu 

Harnwegsinfektionen, Septikämien oder Mastitiden (MARQUES et al. 2019b, SCHMENGER und 

KRÖMKER 2020, BIDEWELL et al. 2018, BOWRING et al. 2017). Bei Schweinen wurden in den 

letzten Jahren ausbruchsartige Fälle von Septikämien bei Saugferkeln in Australien und 

England beschrieben (BIDEWELL et al. 2018, BOWRING et al. 2017). BIDEWELL et al. (2018) 

fanden unter den von ihnen untersuchten Isolaten nur den Sequenztyp (ST) 25. Außerdem 

konnten sie in allen ST25 Isolaten das rmpA Gen nachweisen. In Deutschland wurde bisher 

noch nicht über ein K. pneumoniae-Krankheitsausbruch bei Schweinen berichtet. 

Eine weitere Gruppe Virulenzfaktoren, die von K. pneumoniae-Stämmen gebildet werden 

können, sind Siderophore. Siderophore können freies und komplexiertes Eisen binden, zur 

Zelle transportieren und es so für das Bakterium nutzbar machen. Eisen stellt einen wichtigen 

Faktor für das Überleben von Bakterien dar. RUSSO et al. (2015) konnten zeigen, dass das 

Siderophor Aerobactin ex vivo in humanem Serum und Ascitesflüssigkeit, sowie in vivo in 

einem murinen Pneumonie- und einem subkutanen Infektionsmodell das Überleben und 

Wachstum von K. pneumoniae ermöglicht. 

Ziel dieser Arbeit war es, ein In vitro-Bakteriämie-Modell mit K. pneumoniae für das Schwein 

zu etablieren und die Erreger-Wirt Interaktion in diesem Modell zu untersuchen. Weiterhin 
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sollte der Einfluss von Aerobactin im Bakteriämie-Modell auf das Überleben und auf das 

Wachstum durch Konditionierung evaluiert werden. 

Auch in der Veterinärmedizin verändert sich die Resistenzlage der tierpathogenen Erreger von 

Jahr zu Jahr (BVL 2021). Daher kann die Behandlung von bakteriellen Infektionen mit 

resistenten Erregern durch die zur Verfügung stehenden Antibiotika zu einer Herausforderung 

werden. Antimikrobielle Peptide (AMPs) bieten daher eine gute Alternative für den Einsatz zur 

Behandlung von schwer behandelbaren bakteriellen Infektionen (BMBF 2015). 

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde das zuvor etablierte Bakteriämie-Modell genutzt, 

um die Wirkung von AMPs als Alternative zu herkömmlichen Antibiotika zu untersuchen, 

sowie die Zytotoxizität und den Einfluss auf Zytokine zu bestimmen. 

 



Literaturübersicht 
 

3 
 

2 Literaturübersicht 

2.1 Bedeutung von Klebsiella pneumoniae in der Veterinärmedizin 

2.1.1 Allgemeine Eigenschaften 

Klebsiella pneumoniae ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes Stäbchen und ist in die 

große Familie der Enterobacteriaceae einzuordnen. Seine Anzucht gelingt problemlos auf 

Schafblutagar. Die Kolonien zeigen dabei ein 2 bis 3 mm großes, weiß-gräulich-glänzendes, 

schleimiges Wachstum (siehe Abbildung 1). Das schleimige Wachstum ist ein Merkmal, das in 

Verbindung mit der Ausbildung einer Kapsel zu bringen ist (SELBITZ et al. 2015). Der in der 

Abbildung 1 durchgeführte String-Test wird genutzt, um den Erregern die Eigenschaft eines 

hypermukoviskösen Wachstums zuzuschreiben (HAGIYA et al. 2014). Zur Differenzierung von 

anderen gramnegativen Erregern kommen Selektivnährböden wie der MacConkey Agar oder 

verschiedene chromogene Selektiv-Agar (HORNSEY et al. 2013, CARRICAJO et al. 1999) zum 

Einsatz. Der MacConkey-Agar enthält beispielsweise Farbindikatoren, die eine Veränderung 

des pH-Wertes aufgrund der Verstoffwechselung von Laktose anzeigen. Auf MacConkey-Agar 

wächst K. pneumoniae daher in rosa bis pinkfarbenen Kolonien im Gegensatz zu anderen 

Bakterien, die eine gelbe Koloniemorphologie zeigen und keine Laktose verstoffwechseln 

können (BAGLEY und SEIDLER 1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1 Wachstum eines K.  pneumoniae-Stammes auf Schafblutagar, gezeigt wird ein 

positiver String-Test (Foto: Ann-Kathrin Krieger) 
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Die Spezies K. pneumoniae stellt sich sehr heterogen dar. Um Verwandtschaftsgrade innerhalb 

dieser Spezies herauszustellen, wird ein multilocus sequence typing (MLST) durchgeführt. Für 

die MLST-Untersuchung werden sieben stark konservierte housekeeping Gene (gapA, rpoB, 

infB, phoE, pgi, tonB, mdh) analysiert und ihnen anhand ihrer Sequenz ein Allel zugeordnet. 

Aufgrund der entstehenden Allelkombination wird der Sequenztyp bestimmt (DIANCOURT et 

al. 2005). Zum heutigen Standpunkt (Mai 2022) sind in der Klebsiella PasteurMLST Datenbank 

(https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/) schon 6106 unterschiedliche Sequenztypen 

eingetragen. K. pneumoniae erfährt erst seit einigen Jahren vermehrte Aufmerksamkeit in der 

Tiermedizin, sodass die veterinärmedizinischen Isolate nur einen sehr kleinen Anteil dieser 

Datenbank ausmachen. 

2.1.2 Erkrankungsbilder 

K. pneumoniae ist ein opportunistischer Krankheitserreger und ist im Darm von Tieren und 

Menschen als Kommensale zu finden (MARQUES et al. 2019a). Damit es zum Ausbruch einer 

Infektion kommt, sind also weitere Faktoren wichtig, wie z. B. der Immunstatus des 

betroffenen Tieres. Außerdem treten beim Menschen häufig nosokomiale Infektionen mit 

K. pneumoniae auf (LUO et al. 2021, LIU et al. 2020). Tabelle 1 gibt einen Überblick über die 

verschiedenen Erkrankungsbilder, die bei Haus-, Nutz- und wildlebenden Tieren beschrieben 

wurden. 

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, können bei Hunden und Katzen Harnwegsinfektionen, 

Meningitis, Enteritis, Mastitis, Septikämie und Pneumonie auftreten. SCHÄFER-SOMI et al. 

(2003) haben in ihrer Studie die Übertragung von Krankheitserregern über die Muttermilch 

auf Welpen untersucht. In einem Fall konnten sie die Übertragung von K. pneumoniae auf die 

Welpen nachweisen. Diese erkrankten an einer Septikämie und sind an den Folgen gestorben. 

Bei den Nutztieren werden Pneumonie, Mastitis und Septikämie als auftretende Erkrankungen 

verzeichnet. Beim Milchrind werden die Euterinfektionen mit K. pneumoniae häufig als 

umgebungsassoziierte Mastitiden beschrieben. Die Erreger gelangen dabei von der 

kontaminierten Einstreu oder direkt vom Boden in das Euter und können dort zu einer 

Infektion führen. Beim Schwein ist K. pneumoniae ebenfalls an der Entstehung von Mastitiden 

beteiligt und kann auch zu den Verursachern des MMA-Syndroms gezählt werden 

(BERTSCHINGER et al. 1977). Ein weiteres Krankheitsbild, das vorwiegend die Saugferkel 

betrifft, ist die Septikämie. So kam es vor einiger Zeit zu K. pneumoniae-Septikämie 

Ausbrüchen in Australien und England. BOWRING et al. (2017) und BIDEWELL et al. (2018) 

berichteten jeweils von plötzlichen Todesfällen bei erst wenige Wochen alten Saugferkeln. Die 

pathologischen Untersuchungen in England zeigten typische Veränderungen einer 
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Septikämie, wie z. B. Hauterytheme, Petechien auf verschiedenen Organen und Fibrinbeläge 

in der Bauchhöhle. 

Beim Pferd werden Pneumonie, Endometritis und ebenfalls Septikämie beschrieben. Von der 

Septikämie sind auch beim Pferd vorwiegend die Jungtiere betroffen. ESTELL et al. (2016) 

schilderten in ihrer retrospektiven Studie Fälle von Pneumonie ausgelöst durch K. pneumoniae 

und K. oxytoca. Pneumonien traten bei adulten Tieren und bei Jungtieren auf. Insgesamt 

betrug die Überlebensrate 70 %. Im Vergleich von Adulten zu Fohlen überlebten bei den 

Adulten nur knapp die Hälfte die K. pneumoniae-Infektion, wohingegen die Fohlen zu 80 % die 

Erkrankung überstanden. 

K. pneumoniae-assoziierte Erkrankungen, die unter anderem bei wildlebenden Tieren 

beschrieben wurden, umfassen (i) Enteritis beim Kaninchen, (ii) Pneumonie, Abszesse, 

Meningoenzephalitis, Peritonitis und Septikämie beim Affen, (iii) Pleuropneumonie beim 

Elefanten und (iiii) eitrige Pneumonie und Leberabszesse beim Moschushirsch. Auch im 

Wasser lebende Tiere können Infektionen mit K. pneumoniae erleiden und sind von 

Meningitis, Polyarthritis, Septikämie und Blutungen betroffen. CASTINEL et al. (2007) 

berichteten von zwei Epidemien in den Aufzuchtsaisons 2001/2002 und 2002/2003, die durch 

nahverwandte K. pneumoniae-Stämme ausgelöst wurden und zu einer großen Sterblichkeit 

von Seelöwenjungtieren führte.
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Tabelle 1 Ausgewählte Literatur zu Erkrankungen bei Tieren durch 

K. pneumoniae-Infektionen 

Tierart Erkrankungsbild  Referenz 

Hund, Katze Septikämie, Pneumonie Meningitis, 

Harnwegsinfektion 

 (DONATI et al. 2014) 

 Harnwegsinfektion  (MARQUES et al. 

2019b) 

Hund Enteritis, Septikämie  (ROBERTS et al. 2000) 

 Mastitis, Septikämie bei Welpen  (SCHÄFER-SOMI et al. 

2003) 

Katze Venenkatheterinfektion  (BOWLT et al. 2013) 

Rind Akute und chronische Pneumonie  (DARNIATI et al. 2021) 

 Atemwegsinfekt  (CHENG et al. 2018) 

 Mastitis  (MASSÉ et al. 2020, 

CHENG et al. 2020, 

SCHUKKEN et al. 2012, 

SCHMENGER und 

KRÖMKER 2020, 

SAISHU et al. 2014, 

CHENG et al. 2021a) 

Schwein Septikämie  (BOWRING et al. 2017, 

BIDEWELL et al. 2018, 

ANON. 2019) 

 Mastitis  (ANON. 2014) 

Pferd Septikämie  (WILSON und 

MADIGAN 1989) 

 Pneumonie  (ESTELL et al. 2016) 

 Endometritis  (KIKUCHI et al. 1987) 

Kaninchen Enteritis  (COLETTI et al. 2001) 

Affe Atemwegsinfekt  (ANZAI et al. 2017) 

 Abszesse verschiedener 

Lokalisationen 

 (SOTO et al. 2017, 

TWENHAFEL et al. 

2008) 

 Peritonitis  (GUERRA et al. 2016) 

 Septikämie  (GUERRA et al. 2020a) 

 Meningoenzephalitis  (KASUYA et al. 2017) 
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Tierart Erkrankungsbild  Referenz 

Affe Meningoenzephalitis, Pneumonie  (KEESLER et al. 2020) 

Seelöwe Septikämie, Meningitis  (ROE et al. 2015) 

 Peritonitis, Meningoenzephalitis, 

Polyarthritis 

 (CASTINEL et al. 2007) 

 Bronchopneumonie, Meningitis, 

Abszesse 

 (SEGUEL et al. 2017) 

Biber Septikämie  (PILO et al. 2015) 

Moschushirsch Eitrige Pneumonie, Leberabszesse  (ZHAO et al. 2017) 

Karpfen Blutungen  (DAS et al. 2019) 

Elefant Pleuropneumonie  (FURLAN et al. 2020) 
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2.2 Klassische und hypervirulente K. pneumoniae-Stämme in der 

Humanmedizin 

RUSSO et al. haben 2011 K. pneumoniae-Stämme auf der Grundlage unterschiedlicher 

Kriterien in klassische und hypervirulente Stämme eingeteilt. Das Ziel der Autoren war ein 

besseres Verständnis und eine zielführende Einteilung der K. pneumoniae-Infektionen des 

Menschen. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde lediglich ein phänotypisches Merkmal, der positive 

String-Test, als Eigenschaft für hypervirulente Stämme genutzt (RUSSO et al. 2011). Tabelle 2 

gibt eine Zusammenstellung der wichtigsten Unterscheidungsmerkmale klassischer und 

hypervirulenter K. pneumoniae-Stämme wieder. 

2.2.1 Klassische K. pneumoniae-Stämme 

Als klassisch eingestufte K. pneumoniae-Stämme lösen hauptsächlich nosokomiale 

Infektionen bei immunsupprimierten Patienten aus. Häufig wurden bei den Patienten zuvor 

chirurgische Eingriffe durchgeführt. Die Erkrankten leiden an Pneumonien, 

Harnwegsinfektionen oder Bakteriämie (WU et al. 2017, PACZOSA und MECSAS 2016). Die 

Erreger besitzen eine Kapsel und zeigen ein muköses Wachstum, jedoch kann ihnen kein 

spezieller Kapselserotyp zugeordnet werden. Die Behandlung dieser Infektionen ist dennoch 

meist schwierig, da ein Großteil der untersuchten Stämme Resistenzen aufweisen. Darunter 

z. B. die extended-spectrum betalactamase (ESBL) bildenden und die Carbapenem-resistenten 

(CR) Erreger (WU et al. 2017, PACZOSA und MECSAS 2016). Die klassischen 

K. pneumoniae-Stämme können meistens die Siderophore Enterobactin und Yersiniabactin 

zur Eisenaufnahme synthetisieren (OPOKU-TEMENG et al. 2021). 

2.2.2 Hypervirulente K. pneumoniae-Stämme 

Hypervirulente K. pneumoniae zeichnen sich durch ihre gesteigerte Virulenz aus und können 

daher auch junge, gesunde Menschen infizieren (RUSSO et al. 2011). Die Erkrankungen fallen 

deutlich schwerwiegender aus, da die Infektionen von der Primärinfektion im Körper 

metastasieren können. Eitrige Leberabszesse, Pneumonien und Bakteriämie sind häufige 

Erkrankungsbilder. Von diesen Infektionsherden wandern die Erreger z. B. in das Auge oder 

zum Gehirn und erzeugen dort eine Endophthalmitis oder Meningitis (PEERMOHAMED und 

KOGILWAIMATH 2018). Antibiotikaresistenzen werden allerdings nicht so häufig 

nachgewiesen (TROCHÉ et al. 2021). Um K. pneumoniae-Stämme als hypervirulent 

einzustufen, wurden in den letzten Jahren verschiedene phänotypische und genotypische 

Merkmale festgelegt. Hypervirulente Stämme zeigen ein deutlich muköseres Wachstum als 

klassische Stämme, da sie eine merklich dickere Kapsel ausbilden. Der String-Test wird daher 

mittlerweile genutzt, um den Stämmen das Merkmal eines hypermukoviskösen Wachstums 

zuzuweisen (HAGIYA et al. 2014). Weiterhin werden hypervirulente Stämme in die 
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Kapselserotypen K1 und K2 eingruppiert und können dem klonalen Komplex CC23 zugeordnet 

werden (STRUVE et al. 2015, HARADA et al. 2018). RUSSO et al. (2018) beschrieben unter 

anderem den Nachweis von rmpA und Aerobactin in K. pneumoniae-Stämmen als Biomarker 

zur sicheren Identifizierung (über 95 % Genauigkeit) von hypervirulenten Isolaten. Im 

Vergleich zu den klassischen Stämmen können hypervirulente Stämme nicht nur die 

Siderophore Enterobactin und Yersiniabactin bilden, sondern auch Aerobactin und 

Salmochelin. Auch Salmochelin wurde von RUSSO et. al (2018) als Biomarker zur 

Unterscheidung von klassischen und hypervirulenten Stämmen klassifiziert. 

 

Tabelle 2 Merkmale klassischer und hypervirulenter K. pneumoniae-Stämme (modifiziert 

nach (OPOKU-TEMENG et al. 2021) und (PACZOSA und MECSAS 2016)) 

Merkmal klassisch hypervirulent 

Kapsel ++ +++++ 

Mukoviskosität + +++++ 

Siderophore Enterobactin, Yersiniabactin Enterobactin, Yersiniabactin, 

Salmochelin, Aerobactin 

häufige Sequenztypen ST258, ST307 ST23, ST86 

häufige Kapseltypen Serotypen K1-K78 Hyperkapselserotyp K1 oder 

K2 

primäre Infektionsquelle Nosokomial Ambulant erworben, 

Nosokomial 

häufige Infektionen Pneumonie, 

Harnwegsinfektion, 

Bakteriämie 

Eitrige Leberabszesse, 

Bakteriämie, Pneumonie, 

Meningitis, Endophthalmitis 

häufige Antibiotikaresistenz multiresistent (ESBL und CR) CR 

 

ST - Sequenztyp 
K - Kapsel 
ESBL - extended-spectrum betalactamase 
CR - Carbapenem-resistent 
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2.3 Virulenzfaktoren von K. pneumoniae 

2.3.1 Kapsel als Virulenzfaktor 

Die Ausbildung einer Kapsel zählt zu den am besten beschriebenen Virulenzfaktoren von 

K. pneumoniae. Bisher wurden 79 verschiedene Kapseltypen bestimmt (PAN et al. 2015). Die 

Kapseltypen K1 und K2 werden mit erhöhter Virulenz in Verbindung gebracht. Hypervirulente 

Stämme werden vermehrt K1 und K2 zugeordnet (FANG et al. 2007, HARADA et al. 2018). Zur 

Bestimmung des Kapseltyps wird grundsätzlich die Serotypisierung eingesetzt (PAN et al. 

2008). Neuerdings wird auch vermehrt die Sequenzierung des wzi Gens zur genotypischen 

Differenzierung dieser Kapseltypen genutzt (BRISSE et al. 2013). 

Die Kapsel von K. pneumoniae ist aus Polysacchariden aufgebaut. Die Kapseltypen 

unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung dieser Polysaccharide. Zu den am Aufbau der 

Kapsel beteiligten Polysacchariden zählen zum Beispiel Mannose, Rhamnose, Fucose, 

Galakturonsäuren und Glukuronsäuren (SHU et al. 2009). Die Kapsel von hypervirulenten 

Stämmen ist bedeutend dicker. Dies kann mehrere Gründe haben: (i) der Stamm exprimiert 

das plasmidbasierte rmpA Gen, (ii) der Stamm exprimiert die chromosomale Kopie des rmpA 

Gens, (iii) die Kapsel wird durch die Kapselsynthesegene A und B hochreguliert oder (iiii) das 

chromosomale mucoviscosity-associated gene A (magA) wird exprimiert. Eine erhöhte 

Glukosekonzentration in der Umgebung kann ebenfalls zur Hochregulierung der 

Kapselproduktion führen (PACZOSA und MECSAS 2016). 

Die Kapsel verhindert die Anlagerung des Komplementfaktors C3 an die Oberfläche der 

Bakterien, sodass der klassische und alternative Aktivierungsweg des Komplementsystems 

unterbrochen wird (ALVAREZ et al. 2000). Außerdem kann die Kapsel die Lipopolysaccharide 

(LPS) auf der Bakterienoberfläche maskieren, sodass diese nicht vom Komplementsystem 

erkannt werden können. Bei Klebsiellen mit glatten LPS kann es trotz Kapsel zur 

Komplementaktivierung auf der bakteriellen Oberfläche kommen. Die Lyse der Zelle kommt 

jedoch nicht zustande, da der Membranangriffskomplex nicht gebildet werden kann, weil C3b 

zu weit entfernt von der Zelloberfläche bindet (MERINO et al. 1992). Die bekapselten 

K. pneumoniae-Stämme sind somit vor der Opsonophagozytose geschützt, zumindest in der 

Abwesenheit spezifischer Antikörper (DOMENICO et al. 1994). Die Kapsel verhindert 

außerdem die Interaktion mit antimikrobiellen Peptiden (LLOBET et al. 2011, CAMPOS et al. 

2004) und bekapselte K. pneumoniae lösen eine geringere Induktion von reaktiven 

Sauerstoffradikalen aus (SAHLY et al. 2004). 
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2.3.2 Siderophore als Virulenzfaktor 

2.3.2.1 Klassifizierung 

Siderophore werden in der Literatur als Virulenzfaktoren verschiedenster Bakteriengattungen 

beschrieben (BONNEAU et al. 2020, BALADO et al. 2018, HAAG et al. 1993). Eisen (Fe) ist ein 

wichtiger Nährstoff, der für Bakterien zum Überleben unverzichtbar, aber in freier Form kaum 

verfügbar ist. Das meiste Eisen ist im Wirtskörper an Trägerproteine, wie z. B. Hämoglobin 

oder Transferrin in Form von Fe3+ gebunden. Im übertragenen Sinn kann dies als 

Schutzmechanismus des Wirtes gegenüber Erregern gesehen werden. Daher haben einige 

Bakterien eine Strategie entwickelt, um diesem Schutzmechanismus zu entkommen und ihre 

Überlebens- und Proliferationsmöglichkeiten in diesen Wirten zu erhöhen. Sie können z. B. 

Siderophore synthetisieren, um sich Zugang zu dem gebundenen Eisen zu verschaffen 

(RATLEDGE 2007). Siderophore sind niedermolekulare Verbindungen (< 1 kDa), die aufgrund 

einer höheren Bindungsaffinität zu Eisen anderen Trägerproteinen das Eisen abnehmen 

können. Dieser Mechanismus stellt die Eisenversorgung der Bakterien sicher (RATLEDGE 

2007). Wenn sich Bakterien in einer eisenarmen Umgebung befinden, können Siderophore 

synthetisiert und sezerniert werden. Haben die Siderophore Eisen an sich gebunden, können 

sie von der Bakterienzelle wieder aufgenommen und das gebundene Eisen genutzt werden. 

Siderophore können aufgrund ihres Aufbaus in fünf Hauptgruppen eingeteilt werden. Es gibt 

Catecholate, Phenolate, Hydroxamate, α-Hydroxycarboxylate und Mischtypen (MIETHKE und 

MARAHIEL 2007). Die in Enterobacteriaceae am häufigsten beschriebenen Siderophore sind 

Enterobactin, Aerobactin, Yersiniabactin und Salmochelin (GARÉNAUX et al. 2011, RUSSO et 

al. 2015, VALDEBENITO et al. 2006). Enterobactin und Salmochelin sind Catecholate. Ihr 

Grundgerüst besteht aus Dihydroxybenzoesäure und aromatischen Kohlenwasserstoffen 

(Catecholreste). Das Fe3+ wird über die Sauerstoffatome der Catecholreste fest gebunden 

(MIETHKE und MARAHIEL 2007, RATLEDGE 2007). Salmochelin ist ein glukosyliertes Derivat 

von Enterobactin und kann einfach, zweifach oder dreifach glukosyliert auftreten (GARÉNAUX 

et al. 2011). Yersiniabactin gehört zu den Phenolaten und ist aus drei Thiazolringen aufgebaut. 

Die Bindungsstelle des Eisens liegt am Phenolrest. Aerobactin gehört in die Gruppe der 

Mischtypen und ist ein Citrathydroxamat. Der Grundstein wird hier durch die Zitronensäure 

gelegt. Der Carboxylatanteil und die beiden Hydroxamatreste sind an der Bindung des Eisens 

beteiligt (MIETHKE und MARAHIEL 2007, RATLEDGE 2007). 

Sekretionsmechanismen für die Catecholate Enterobactin und Salmochelin sind schon 

beschrieben worden (CAZA et al. 2011, FURRER et al. 2002). Der Transport erfolgt über 

Exportpumpen. Für Yersiniabactin gibt es Vorschläge, wie die Sekretion ablaufen könnte 

(MILLER et al. 2010). Der Transportmechanismus von Aerobactin konnte bisher nicht 
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aufgeklärt werden. Die Aufnahmemechanismen sind dagegen besser untersucht worden. 

Jedes Siderophor besitzt seinen eigenen Rezeptor, an den es zur Einleitung der Aufnahme in 

die Bakterienzelle binden muss (BÄUMLER et al. 1998, LORENZO und NEILANDS 1986, MILLER 

et al. 2010, BUCHANAN et al. 1999). Nachdem der Eisensiderophorkomplex von seinem 

äußeren Membranrezeptor erkannt wurde, erfolgt die Aufnahme in den periplasmatischen 

Raum durch Energiebereitstellung über den TonB-Komplex. Der Transport durch die innere 

Membran wird durch ABC (ATP-binding cassette) Transporter induziert. Die Freigabe des 

Eisens erfolgt meist durch Siderophorreduktasen, die das Fe3+ zu Fe2+ reduzieren, sodass die 

Bindung an das Siderophor verloren geht. Im Falle der Eisenbindung an Catecholate erfolgt die 

Freisetzung über die Spaltung durch Esterasen (GARÉNAUX et al. 2011). Darüber hinaus 

konnten aber noch weitere Siderophorrezeptoren gefunden werden, über die die Aufnahme 

von exogenen Siderophoren möglich ist. Insbesondere bei diesen Mechanismen können 

Bakterien auch nicht eigens synthetisierte Siderophore aufnehmen (ONS et al. 2007). 

2.3.2.2 Siderophore in Enterobacteriaceae 

In Enterobacteriaceae sind eine Reihe von Siderophoren bekannt, insbesondere gehören 

Enterobactin, Aerobactin, Yersiniabactin und Salmochelin dazu. Tabelle 3 zeigt eine Übersicht 

von veterinärmedizinisch relevanten Spezies aus der Familie der Enterobacteriaceae und 

welche Siderophore bisher mit ihnen in Verbindung gebracht werden konnten. 

Um die Siderophore in Enterobacteriaceae nachzuweisen, wurden Bioassays, die Detektion 

der Gene mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) oder die Genomanalyse verwendet. Die 

Bioassays wurden zum Nachweis von Aerobactin genutzt. Dabei kam die Methode von 

CARBONETTI und WILLIAMS (1985) zum Einsatz. Bei dieser Methode wird das Wachstum eines 

Escherichia coli (E. coli)-Referenzstammes, der keine Siderophore produziert, aber exogen 

aufnehmen kann, überprüft. Wächst der Referenzstamm auf dem Agar, produziert das 

getestete Isolat Aerobactin. In drei weiteren Publikationen wurde der Chromazurol S Agar von 

SCHWYN und NEILANDS (1987) eingesetzt. Dieser Agar kann nicht zwischen den 

verschiedenen Siderophoren differenzieren, sodass nur eine Aussage zur 

Siderophorproduktion an sich getroffen werden kann. 

Siderophore konnten in E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, 

Salmonella enterica subspecies enterica (S. enterica subsp. enterica), Yersinia enterocolitica 

(Y. enterocolitica), Edwardsiella tarda, Serratia liquefaciens, Proteus mirabilis und Citrobacter 

diversus nachgewiesen werden. Ein Großteil der untersuchten E. coli-Isolate stammte von 

Tieren, die an Septikämie litten. Die hier detektierten Siderophore waren hauptsächlich 

Aerobactin und Yersiniabactin. Harnwegsinfektion von Katzen, Hunden und Schweinen 

konnten mit Aerobactin positiven E. coli-Isolaten in Verbindung gebracht werden. Vereinzelt 
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konnten Enterobactin und Salmochelin positive E. coli-Isolate im Kot von Hühnern und Enten 

gefunden werden. Besonders hervorzuheben war der Nachweis eines E. coli-Isolates, das aus 

dem Kot einer Kuh isoliert wurde und für alle vier Siderophore positiv war (ANES et al. 2020). 

Dieses Isolat zeigte auch die größte Kapazität bei der Biofilmbildung. Weiterhin untersuchten 

ANES et al. (2020) die Siderophor positiven Isolate in einem Zebrafischmodell. Dabei fanden 

sie heraus, dass zwei für Aerobactin-, Enterobactin- und Salmochelin-positive Isolate zu einer 

höheren Mortalität führten im Vergleich zu einem Aerobactin- und Enterobactin-positiven 

Isolat. CAZA et al. (2008) konnten Deletionsmutanten für die Siderophore Aerobactin und 

Salmochelin generieren. Nach Infektion von Hühnern über die Luftsäcke zeigte sich, dass die 

Mutanten in ihrer Eigenschaft, tiefer gelegene Gewebe zu infizieren, abgeschwächt waren. In 

Lunge, Leber und Milz konnten die Mutanten im Vergleich zum Wildtypstamm nur in sehr 

geringen Mengen bis gar nicht nachgewiesen werden. Eine Komplementierung mit dem 

kompletten iro Gen sorgte dafür, dass die Kapazität, die tieferen Organe zu besiedeln, 

wiedererlangt werden konnte. Aus den Organextrakten und Kulturüberständen wurden die 

Siderophore Aerobactin, Enterobactin und Salmochelin detektiert. CAZA et al. (2008) stellten 

fest, dass in Kulturüberständen am meisten Enterobactin gefolgt von Salmochelin und 

Aerobactin produziert wird. In den In vivo-Proben veränderte sich dies und Aerobactin gewann 

die Überhand. Als mögliche Ursache für die hochregulierte Expression von Aerobactin wurden 

die idealeren physiologischen Bedingungen im untersuchten Gewebe, wie Temperatur und 

pH-Wert, genannt. Die Serumresistenz der E. coli-Isolate wurde von mehreren Autoren 

untersucht. Dies ergab aber keine besonderen Ergebnisse in Verbindung mit der Bildung von 

Siderophoren (HIRSH et al. 1993, FECTEAU et al. 2001, NEMETH et al. 1994). 

Unter den K.  pneumoniae-Isolaten wurde in den meisten Fällen das Siderophor Aerobactin 

untersucht. YANG et al. (2019) untersuchte 123 Milchproben erkrankter Rinder auf alle vier 

Siderophore. Enterobactin war in jedem K. pneumoniae-Isolat nachzuweisen, jedoch konnten 

die anderen drei Siderophore nur in weniger als 10 % der Isolate detektiert werden. OSMAN 

et al. (2014) und JIAN-LI et al. (2017) führten beide Infektionen von Mäusen und JIAN-LI 

zusätzlich noch Infektionen von Nerzen durch. Die von OSMAN et al. (2014) untersuchten 

K. pneumoniae-Stämme erzeugten 100 % Letalität in ihrem Mausmodell. JIAN-LI et al. (2017) 

untersuchten zwei Aerobactin-positive Isolate und ein Aerobactin negatives Isolat in ihren 

Tiermodellen. Für die beiden Aerobactin-positiven Isolate wurden im Maus- und im 

Nerzmodell deutlich niedrigere LD50 (Letale Dosis 50) Dosen ermittelt im Vergleich zu dem 

Aerobactin negativen Isolat, das als avirulent eingestuft wurde. rmpA konnte zusätzlich in den 

Aerobactin positiven Isolaten nachgewiesen werden. Biofilmbildung und Serumresistenz 

wurden durch FRANKLIN-ALMING et al. (2021) und GUNDOGAN et al. (2011) untersucht. 

FRANKLIN-ALMING et al. (2021) konnten bei allen untersuchten K. pneumoniae-Isolaten eine 

starke Biofilmbildung nachweisen. Jedoch konnten keine weiteren Schlüsse in Bezug auf die 
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Siderophorausstattung gezogen werden. GUNDOGAN et al. (2011) zeigten für ihre 

untersuchten K. pneumoniae- und K. oxytoca-Stämme eine Serumresistenz in etwa 50 % der 

Isolate. 

In S. enterica subsp. enterica Isolaten gelang am häufigsten der Nachweis von Aerobactin und 

Yersiniabactin. Interessant hierbei war, dass die Isolate vorwiegend an den Schlachtkörpern 

von Geflügel und Schweinen gefunden wurden (WU et al. 2021, MOHAMED et al. 2014, 

CARRAMIÑANA et al. 1997, OLAH et al. 2005). CARRAMIÑANA et al. (1997) führten 

Untersuchungen zur Serumresistenz der S. enterica subsp. enterica in Seren von Schafen, 

Rindern, Geflügel und dem Menschen durch und stellten durchweg eine hohe Serumresistenz 

fest, der Bezug zu Siderophoren wurde aber nicht hergestellt. 

Vereinzelte Nachweise von Siderophoren gelangen in Y. enterocolitica vom Affen und Rind, 

Edwardsiella tarda von der Flunder, dem Aal und dem Fischreiher, Serratia liquefaciens von 

Schlachtprodukten vom Rind und Proteus mirabilis von Schlachtkörpern vom Huhn. 

Das Vorkommen von Aerobactin wurde in den meisten Publikationen untersucht und konnte 

dabei nicht nur im Zusammenhang mit Isolaten gefunden werden, die eine Erkrankung 

ausgelöst haben. Vielmehr wurden auch Aerobactin positive E. coli- und 

K. pneumoniae-Isolate im Kot von Hühnern und K. pneumoniae- und S. Kentucky-Isolate im 

Fleisch von Schweinen bzw. an Schlachtkörpern von Hühnern gefunden. 
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Tabelle 3 Veterinärmedizinisch relevante Enterobacteriaceae und ihre Siderophore 

Spezies Tierart Herkunft des Isolates Siderophore/ 

Siderophortransportsysteme 

 Nachweismethode Funktionelle 

Untersuchungen 

Referenz 

E. coli Katze Harnwegsinfektion Aerobactin, Yersiniabactin 

Rezeptoren 

 PCR - (FREITAG et al. 

2005) 

 Hund Harnwegsinfektion, 

Rektaltupfer 

Aerobactin, Yersiniabactin, 

Siderophorrezeptoren 

 PCR - (JOHNSON et 

al. 2003) 

  Pyometra Aerobactin, Yersiniabactin, 

Salmochelin-

Eisenaufnahmesysteme 

 PCR - (MALUTA et al. 

2014) 

 Pferd Septikämie Aerobactin  Bioassay Serumresistenz (HIRSH et al. 

1993) 

   Aerobactin, Yersiniabactin  PCR - (MAPES et al. 

2007) 

 Rind Kot Aerobactin, Enterobactin, 

Salmochelin, Yersiniabactin 

 Genomanalyse Biofilmbildung, 

Infektion 

Zebrafisch 

(ANES et al. 

2020) 

  Mastitis Yersiniabactin  PCR - (GUERRA et al. 

2020b) 

  Bakteriämie Aerobactin  PCR Serumresistenz (FECTEAU et 

al. 2001) 
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates Siderophore/ 

Siderophortransportsysteme 

 Nachweismethode Funktionelle 

Untersuchungen 

Referenz 

E. coli Rind Mastitis, Kot Aerobactin  Bioassay Serumresistenz (NEMETH et al. 

1994) 

 Schwein Harnwegsinfektion Aerobactin  Bioassay - (BRITO et al. 

1999) 

  Kot Aerobactin  Bioassay - (SUÁREZ et al. 

1995) 

 Huhn Kot, Caecuminhalt, 

Einstreu 

Aerobactin  PCR - (DIARRASSOU

BA et al. 2007) 

  Kot Aerobactin, Enterobactin, 

Salmochelin 

 PCR Infektion Huhn (CAZA et al. 

2008) 

 Huhn, 

Enten 

Kot Aerobactin, Salmochelin, 

Yersiniabactin 

 PCR - (CHEN et al. 

2021) 

 Schaf, 

Geflügel, 

Mensch 

Septikämie Aerobactin, Yersiniabactin*  PCR - (GOPHNA et 

al. 2001) 

 Rind, Schaf, 

Schwein, 

Geflügel, 

Mensch 

Septikämie Aerobactin  Bioassay - (CHÉRIFI et al. 

1994) 

 Rind, 

Schwein 

Septikämie, Diarrhoe Aerobactin  Bioassay - (HAREL et al. 

1993) 
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates Siderophore/ 

Siderophortransportsysteme 

 Nachweismethode Funktionelle 

Untersuchungen 

Referenz 

E. coli Rind, Schaf, 

Schwein, 

Geflügel 

Verschiedene 

Infektionen 

Aerobactin  Bioassay - (LINGGOOD et 

al. 1987) 

 Nerz Septikämie Aerobactin, Enterobactin  Bioassay - (TIBBETTS et 

al. 2003) 

 Orca Kot Siderophorrezeptoren  PCR - (MELENDEZ et 

al. 2019) 

K. pneumoniae Katze, 

Hund, 

Mensch 

Harnwegsinfektion Aerobactin, Enterobactin, 

Yersiniabactin* 

 PCR - (MARQUES et 

al. 2019b) 

 Pferd Genitaltrakt, Sperma, 

Fötus, Gebärmutter-

entzündung 

Aerobactin, Yersiniabactin*  Genomanalyse - (LAM et al. 

2018a) 

 Rind Milchproben Aerobactin, Enterobactin, 

Salmochelin, Yersiniabactin 

 Genomanalyse - (YANG et al. 

2019) 

  Mastitis Enterobactin  PCR - (SILVA-

SANCHEZ et al. 

2021) 

  Milchproben Aerobactin  PCR Infektion Maus (OSMAN et al. 

2014) 
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates Siderophore/ 

Siderophortransportsysteme 

 Nachweismethode Funktionelle 

Untersuchungen 

Referenz 

K. pneumoniae Rind Mastitis, Tankmilch, 

Umgebung 

Aerobactin, Enterobactin  PCR - (CHENG et al. 

2021b) 

 Geflügel Caecum Aerobactin, Salmochelin, 

Yersiniabactin 

 PCR Biofilmbildung (FRANKLIN-

ALMING et al. 

2021) 

 Schwein, 

Rind 

Fleischproben, 

Milchproben, Gemüse 

Aerobactin, Yersiniabactin  Genomanalyse - (KLAPER et al. 

2021) 

 Nagetiere, 

Spitzmaus, 

Menschen 

Kot Aerobactin  PCR - (ZHONG et al. 

2020) 

 Maus, Nerz Lunge Aerobactin  PCR Infektion Maus 

und Nerz 

(JIAN-LI et al. 

2017) 

K. pneumoniae

K. oxytoca 

Huhn, Rind Fleischproben Siderophore  Bioassay Serumresistenz (GUNDOGAN 

et al. 2011) 

S. enterica 

subsp. enterica 

Rind Salmonellose Aerobactin  Bioassay - (BRACKELSBER

G et al. 1997) 

 Schwein Schlachtkörper Yersiniabactin  PCR - (WU et al. 

2021) 

 Huhn Kot Yersiniabactin  PCR - (GARCÍA-SOTO 

et al. 2020) 
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates Siderophore/ 

Siderophortransportsysteme 

 Nachweismethode Funktionelle 

Untersuchungen 

Referenz 

S. enterica 

subsp. enterica 

Huhn Schlachtkörper Aerobactin  Bioassay - (MOHAMED et 

al. 2014) 

 Huhn, 

Mensch 

Schlachtkörper, Kot Aerobactin, Enterobactin  Bioassay Serumresistenz (CARRAMIÑAN

A et al. 1997) 

 Pute Schlachtkörper Aerobactin  Bioassay - (OLAH et al. 

2005) 

  Kot, Futter, Wasser Yersiniabactin*  PCR - (PETERMANN 

et al. 2008) 

Y. 

enterocolitica 

Affe, Rind Milch, Futter, Wasser Siderophore  Bioassay - (CHAMBERS 

und SOKOL 

1994) 

Edwardsiella 

tarda 

Flunder, 

Aal, 

Fischreiher 

- Siderophore  Bioassay - (JANDA et al. 

1991) 

Serratia 

liquefaciens 

Rind Hackfleisch, Leber Yersiniabactin*  PCR - (OLSSON et al. 

2003) 

Proteus 

mirabilis 

Huhn Zellulitis am 

Schlachtkörper 

Siderophorrezeptoren  PCR Biofilmbildung, 

Infektion Huhn 

(SANCHES et 

al. 2020) 

  Schlachtkörper Siderophorrezeptoren  PCR Biofilmbildung (SANCHES et 

al. 2019) 
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Spezies Tierart Herkunft des Isolates Siderophore/ 

Siderophortransportsysteme 

 Nachweismethode Funktionelle 

Untersuchungen 

Referenz 

E. coli, K. spec., 

Citrobacter 

diversus 

- - Yersiniabactin*  PCR - (BACH et al. 

2000) 

 

* kein Nachweis des Siderophors Yersiniabactin, sondern des genetischen Lokus der Yersiniabactin Siderophorgene (Yersinia Hochpathogenitätsinsel) 
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2.4 Ausgewählte Antibiotikaresistenzmechanismen von K. pneumoniae 

Die im Jahr 2017 von der WHO veröffentliche Liste der priority pathogens, führt 

K. pneumoniae in der Priorität 1, die als kritisch eingestuft wird (WHO 2017). Die Entwicklung 

neuer wirksamer Antibiotika ist für diese Erreger unabdingbar, da es sonst in naher Zukunft 

zum Therapienotstand für Erreger mit Multiresistenzen kommen kann. Ebenso gibt es immer 

häufiger Nachweise über multiresistente K. pneumoniae, die bei Nutztieren wie dem Schwein 

nachgewiesen werden (ZHANG et al. 2019, ZHAO et al. 2021). Eine Übertragung dieser 

multiresistenten Erreger von lebensmittelliefernden Tieren auf Menschen, die an der 

Produktion und Verarbeitung beteiligt sind, oder auf den Verbraucher über das 

Nahrungsmittel direkt, kann nicht ausgeschlossen werden und stellt daher ein Risiko für den 

Menschen dar (FOUNOU et al. 2018). 

Ein medizinisch sehr wichtiger Resistenzmechanismus von zahlreichen 

K. pneumoniae-Stämmen ist die Sekretion einer extended-spectrum betalactamase (ESBL). 

Betalaktamasen sind Enzyme, die β-Laktamringe hydrolysieren und somit die Wirkung der 

entsprechenden Antibiotika verhindert. Zu den Betalaktamantibiotika zählen z. B. Penicilline 

und Cephalosporine (WITTE und MIELKE 2003, GHEBREMEDHIN 2012). ESBL-bildende 

K. pneumoniae sind weltweit schon lange bekannt und es können immer mehr Isolate 

identifiziert werden, die diese Resistenzgene tragen (DENISUIK et al. 2019, BARRIOS et al. 

2017, LEISTNER et al. 2014, HRISTEA et al. 2015). Außerdem werden mittlerweile auch immer 

mehr K. pneumoniae-Isolate detektiert, die Carbapenemasen bilden können und somit auch 

diese Betalaktamantibiotika unwirksam machen (DAVID et al. 2019, BORGMANN et al. 2018). 

Die phänotypische und genotypische Charakterisierung der ESBL-bildenden und 

Carbapenem-resistenten K. pneumoniae-Stämme wird mittels Anzucht auf Nährböden und 

der Durchführung von PCR-Untersuchungen vorgenommen. Bei der kulturellen Anzucht und 

Selektion von ESBL-Bildnern kommt ein kombiniertes Antibiotikaplättchen-Verfahren nach 

CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) Richtlinien zum Einsatz. Die phänotypische 

Charakterisierung von Carbapenem-resistenten Erregern erfolgt mittels modifizierten Hodge 

Test. Die genotypische Charakterisierung kann über den Nachweis einer oder mehrerer blaTEM, 

blaSHV, blaCTX-M und blaPER Gene für ESBL-bildende und blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC und 

blaOXA-48-like Gene für die Carbapenem-resistenten Erreger erfolgen (KAZEMIAN et al. 2019). 

Die Familie der bla Gene ist sehr groß, sodass es sich hierbei um eine Auswahl von KAZEMIAN 

et al. (2019) handelt und es noch weitere bla Gene gibt, deren Nachweis ebenso genutzt 

werden kann, um ESBL-bildende oder Carbapenem-resistente K. pneumoniae zu detektieren 

(POIREL et al. 2011, ZHOU et al. 2017). Als eine weitere Methode zur phänotypischen 

Charakterisierung von ESBL-bildenden und Carbapenem-resistenten Erregern ist die 

MHK-Bestimmung (minimale Hemmkonzentration) mittels des Mikrodilutionsverfahrens zu 
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nennen. Hierbei wird die Konzentration an Wirkstoff bestimmt, die nötig ist, um das 

Wachstum des getesteten Isolates um 90 % zu reduzieren. Die ermittelte Hemmkonzentration 

kann anhand von zuvor festgelegten Breakpoint-Werten interpretiert werden. Bestimmungen 

für die Durchführung des Mikrodilutionsverfahrens und die dazugehörigen Breakpoints 

werden z. B. von der CLSI herausgegeben (CLSI 2019). 

Im Jahr 2018 haben KÖCK et al. (2018) einen Review über Carbapenem-resistente 

Enterobacteriaceae in wildlebenden, lebensmittelliefernden Tieren und Haustieren 

veröffentlicht. Sie fanden weltweit von 1980 bis 2017 insgesamt 68 Publikationen, die sich mit 

diesem Thema befassten. Eine Publikation aus Deutschland beschreibt den Nachweis von 

Carbapenemase-bildenden K. pneumoniae-Isolaten bei Hunden. Carbapenemase-bildende 

K. pneumoniae konnten aus einem Wundtupfer, einer Bronchiallavage, einer Urinprobe und 

von einem zentralen Venenkatheter isoliert werden (STOLLE et al. 2013). In einer anderen 

deutschen Studie konnten in Untersuchungen zwischen 2009 und 2016 vorwiegend bei 

Haustieren, wie Hund, Katze und kleinen Nagetieren, 86 Carbapenem-resistente 

K. pneumoniae-Isolate nachgewiesen werden (PULSS et al. 2018). Eine weitere Publikation aus 

Deutschland belegte den Fund von ESBL-bildenden K. pneumoniae-Isolaten in Haustieren 

(SCHMIEDEL et al. 2014). Im Nutztiersektor werden ebenfalls ESBL-bildende und Carbapenem-

resistente K. pneumoniae-Isolate beschrieben, bisher aber vorwiegend außerhalb Europas (HE 

et al. 2017, HAMZA et al. 2016, DIAB et al. 2017, CHEN et al. 2019). 

Die Behandlung von Tieren, die an Infektionen mit ESBL-bildenden und 

Carbapenem-resistenten K. pneumoniae-Stämmen leiden, wird in Zukunft schwieriger 

werden, sodass auch hier der Bedarf an neuen Wirkstoffen gegeben ist (BVL 2021). 
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2.5 Antimikrobielle Peptide 

2.5.1 Klassifizierung 

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind Teil des angeborenen Immunsystems von Wirbeltieren 

und wirbellosen Tieren. Sie werden aber auch von einer Vielzahl von Mikroorganismen und 

Pflanzen gebildet (BIN HAFEEZ et al. 2021, OTVOS JR 2000, DUPLANTIER und HOEK 2013). Ihre 

Wirkung kann sich gegen Bakterien, Viren und Pilze richten (JIGGINS und KIM 2005, ROBINSON 

et al. 1998, EBBENSGAARD et al. 2015). Natürlich produzierte AMPs erreichen dabei eine 

Länge zwischen 10 und 100 Aminosäuren. Aufgrund ihrer Zusammensetzung aus den 

verschiedenen Aminosäuren bilden AMPs vielfältige Sekundärstrukturen aus. Sie werden 

basierend auf der Sekundärstruktur in die vier folgenden Gruppen eingeteilt: α-helikal, β-

Faltblatt, α-helikal und β-Faltblatt gemischt sowie Nicht-αβ-Peptide, oder auch verlängerte 

bzw. Schleifenpeptide genannt (WANG 2015, BIN HAFEEZ et al. 2021). α-helikale-Peptide 

bilden kationische Spiralen aus und können aufgrund ihrer Struktur gegen grampositive und 

gramnegative Bakterien wirken (MANGONI et al. 2000). Die β-Faltblattstruktur bildet sich 

aufgrund der vorliegenden Schwefelbrückenbindungen aus und auch diese Gruppe ist gegen 

grampositive und gramnegative Bakterien aktiv (OSTBERG und KAZNESSIS 2005). Die 

Nicht-αβ-Peptide werden vorwiegend von grampositiven Bakterien gebildet und ihr 

Wirkspektrum richtet sich gegen andere grampositive Erreger (VOS et al. 1993). 

Antibakterielle AMPs können aufgrund ihrer Interaktion mit der Bakterienzelle in zwei 

Gruppen eingeteilt werden: (i) Membran zerstörende Peptide und (ii) nicht mit der Membran 

agierende bzw. intrazelluläre Peptide. Da AMPs in der Regel eine positive Nettoladung, sowie 

eine amphiphile Struktur besitzen, können sie sich leicht an die negativ geladene 

Zelloberfläche anlagern und in die zytoplasmatische Membran eindringen und diese zerstören 

(ZHANG et al. 2001, BIN HAFEEZ et al. 2021). Hierfür sind bisher 3 unterschiedliche Wege 

bekannt: (i) das barrel-stave Modell (wie eine Fassdaube), (ii) das toroidal pore Modell 

(ringförmige Pore) und (iii) das carpet Modell (Teppich). Das barrel-stave Modell zeichnet sich 

dadurch aus, dass die AMPs die innere und äußere Zellmembran durchdringen, sich wie die 

Fassdauben aneinanderreihen und so eine Pore in der Membran bilden (YANG et al. 2001, 

TUERKOVA et al. 2020). Auf ähnliche Weise bildet sich auch die toroidal pore aus, jedoch 

lagern sich die AMPs immer in Kontakt mit den Lipidkopfgruppen der Membran an die 

Membran an. Dabei biegt sich die Lipidschicht nach innen, sodass eine Verbindung der beiden 

Lipidschichten entsteht und die Pore letztendlich aus AMPs und Teilen der Lipidschicht 

gebildet wird (YANG et al. 2001, TUERKOVA et al. 2020, MIHAJLOVIC und LAZARIDIS 2012). Die 

dritte Variante, das carpet Modell, wird von sehr kurzen α-helikalen AMPs benutzt, da diese 

zu kurz sind um die Membrandoppelschicht mit ihrer Länge zu durchspannen. Im ersten 

Schritt legen sich die α-helikalen AMPs auf die Membranoberfläche und bedecken diese wie 
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ein Teppich. Wenn sich genügend AMPs auf einer Fläche gesammelt und so ausgerichtet 

haben, dass ihre hydrophilen Reste den polaren Lipidkopfgruppen und die hydrophoben Reste 

den Lipidschwänzen zugewandt sind, zerfällt die Membran und es entstehen viele kleine 

Mizellen (FERNANDEZ et al. 2012). In allen drei Fällen wird die Membran durch die 

entstehenden Poren zerstört und die Zelle lysiert. 

Intrazelluläre Peptide interagieren nicht mit der Zellmembran, sodass die Bakterienzelle intakt 

bleibt. Sie penetrieren die Zellmembran ohne diese zu lysieren und wirken intrazellulär auf die 

DNA (Desoxyribonukleinsäure)-Replikation, Transkription, Translation, Proteinfaltung und die 

Zellteilung ein (PARK et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass für diesen Mechanismus 

eine Prolin-reiche Region benötigt wird. AMPs, bei denen diese Region deletiert wurde, hatten 

nicht mehr die Eigenschaft die Zellmembran zu penetrieren (PARK et al. 2000). 

2.5.2 Apidaecine und Oncocine 

Apidaecine und Oncocine sind AMPs, die von Insekten gebildet werden. Apidaecine werden 

von der Honigbiene und Oncocine von der Milchkrautwanze produziert (SCHNEIDER und 

DORN 2001, CASTEELS et al. 1989). Sie sind ein Hauptbestandteil ihres Immunsystems und 

somit für die Abwehr und Bekämpfung von Infektionen verantwortlich. Apidaecine und 

Oncocine sind vorwiegend gegen gramnegative Bakterien wirksam. Sie bestehen aus 18 bis 20 

Aminosäuren und zeichnen sich dadurch aus, dass sie dabei einen besonders hohen Anteil an 

Prolinen beinhalten (CASTEELS et al. 1989, SCHNEIDER und DORN 2001). 

LI et al. (2017) untersuchten die natürliche Infektion von Honigbienen mit Nosema ceranae, 

einem Kleinsporentierchen. Die Bienen sind durch die Infektion geschwächt und ihr 

Fütterungsverhalten ändert sich (CHEN und HUANG 2010). LI et al. (2017) konnten in 

Honigbienen, die stark von Nosema ceranae befallen waren, eine deutlich höhere 

Expressionsrate von Apidaecin und weiteren AMPs nachweisen und somit zeigen, dass bei 

Infektionen AMPs hochreguliert werden, um den Erreger zu bekämpfen. 

Der Einsatz von AMPs als Ersatz für Antibiotika bei der Behandlung von Infektionen mit 

multiresistenten Erregern rückt immer mehr in den Fokus der Forschung (BMBF 2015). Aus 

den Grundgerüsten der Apidaecine und Oncocine werden Derivate synthetisiert, die einen 

Einsatz zur Therapie ermöglichen sollen. Durch die Modifikationen können Halbwertszeiten 

verlängert oder die minimalen Hemmkonzentrationen verringert werden (BÖTTGER et al. 

2017, KNAPPE et al. 2010, CZIHAL et al. 2012). 

2.5.3 Wirkmechanismen von Apidaecinen und Oncocinen 

Apidaecine und Oncocine zeichnen sich durch einen ähnlichen Wirkmechanismus aus. Sie 

zählen zu den AMPs, die intrazellulär wirken und die Proteintranslation hemmen. 
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KRIZSAN et al. (2015) differenzierten einen apidaecin-type und oncocin-type Mechanismus, da 

sie an unterschiedlichen Stellen der Translation wirken. Die apidaecin-type AMPs blockieren 

den Zusammenbau der 50S Untereinheit des Ribosoms, sodass keine Proteine synthetisiert 

werden können. Wohingegen die oncocin-type AMPs an den Ausgangstunnel des 70S 

Ribosoms binden und somit die Ausschleusung der Proteine verhindern. KRIZSAN et al. (2014) 

und LIEBSCHER et al. (2010) untersuchten die Bindung von AMPs an das Chaperon DnaK und 

deren Auswirkung. KRIZSAN et al. (2014) konnte dabei feststellen, dass die antibakterielle 

Wirkung der AMPs durch diesen Mechanismus abgeschwächt wurde, wohingegen LIEBSCHER 

et al. (2010) einen synergistischen antibakteriellen Effekt erkennen konnte. Daher sind 

weitere Untersuchungen zur Rolle des Chaperon DnaK bei der Wirkung von AMPs nötig. 

2.5.4 Tierexperimentelle Evaluierung der antimikrobiellen Wirkung von AMPs 

Die Wirkung der AMPs wurde schon in den unterschiedlichsten Tiermodellen evaluiert. In 

Tabelle 4 sind tierexperimentelle Ergebnisse zur antimikrobiellen Wirkung einiger Apidaecin 

(Api)- und Oncocin (Onc)-Derivate zusammengestellt. Die Wirkungen wurden hauptsächlich in 

septikämischen Mausmodellen untersucht. Dabei wurden verschiedene Mauslinien (CD-1, 

CFW-1 und NMRI) im Septikämie-Modell intraperitoneal mit E. coli ATCC25922 und in zwei 

weiteren Fällen mit E. coli Neumann und K. pneumoniae K97/09 infiziert. Das Oberschenkel-

Infektionsmodell mit CD1 Mäusen wurde für die Infektion mit K. pneumoniae ATCC43816 

genutzt. 

Das Apidaecin-Derivat Api88 wurde in zwei Mausmodellen untersucht, dabei wurde jeweils 

die intraperitoneale Injektion als Applikationsmethode gewählt. Im E. coli ATCC25922 

Infektionsmodell konnte durch CZIHAL et al. (2012) gezeigt werden, dass auch durch die 

Verabreichung einer vergleichsweise niedrigen Menge von Api88 

(1,25 mg/kg KG (Körpergewicht)) die Überlebensrate der NMRI Mäuse auf 100 % gesteigert 

werden kann und sich die Tiere schneller von ihren Erkrankungen erholen. Die CFW-1 Mäuse, 

die mit E. coli Neumann infiziert wurden, zeigten einen dosisabhängigen Anstieg der 

Überlebensrate und ab 10 mg/kg KG Api88 überlebten ebenfalls 100 % der Tiere. Das zweite 

Modell befasste sich mit der K. pneumoniae-Septikämie. OSTORHAZI et al. (2014) 

untersuchten die bakterielle Last im Blut der Mäuse nach intraperitonealer Injektion von 

Api88 und Onc72. Beide Peptide konnten die bakterielle Last im Blut signifikant reduzieren, 

sogar soweit, dass die Bakterienanzahl unter die Nachweisgrenze von < 103 KbE 

(Koloniebildende Einheit) sank. 

Die Wirkung von Api137 wurde ebenfalls in zwei Mausmodellen überprüft. SCHMIDT et al. 

(2017) untersuchten vier Dosierungen von Api137, die 1, 4 und 8 Stunden nach Infektion 

verabreicht wurden. In allen Fällen überlebten 100 % der Mäuse, lediglich bei der geringsten 
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Dosierung, sank die Überlebensrate auf 57 % ab. KNAPPE et al. (2019) wählten eine andere 

Mauslinie und testeten als Applikationsmethode eine subkutane und intravenöse Injektion, 

sowie eine subkutane Dauerinfusion. Nach subkutaner und intravenöser Injektion war nur ein 

geringer therapeutischer Effekt durch eine minimale Verlängerung der mittleren 

Überlebenszeit zu beobachten. Die subkutane Dauerinfusion konnte die Überlebensrate nach 

48 Stunden deutlich erhöhen, jedoch überlebten in den Gruppen am Ende des Versuchs nur 

drei bzw. vier von sechs Mäusen. 

Zu dem oben schon erwähnten Einsatz von Onc72 kommen noch zwei weitere Publikationen, 

die Onc72 im Septikämie-Modell untersucht haben. KNAPPE et al. (2012) und SCHMIDT et al. 

(2016) infizierten NMRI Mäuse mit nahezu identischen Infektionsdosen. KNAPPE et al. (2012) 

zeigten, dass ab einer Dosis von 5 mg/kg KG Onc72 alle Tiere den Versuch überlebten und die 

bakterielle Last im Blut dosisabhängig reduziert werden konnte. Gleiches konnte SCHMIDT et 

al. (2016) vier Jahre später für Onc72 reproduzieren und zudem auch für Onc112 ein 100 %ige 

Überlebensrate bestimmen. 

Weiterhin ist im K. pneumoniae-Oberschenkel-Infektionsmodell die antibakterielle Wirkung 

von Onc72 untersucht worden (KNAPPE et al. 2015). CD-1 Mäuse bekamen alle 75 Minuten 

eine subkutane Injektion mit Onc72. Nach 9 Stunden wurden die Tiere euthanasiert und die 

bakterielle Last in der Muskulatur bestimmt. Dabei konnten die Autoren aufzeigen, dass 

Onc72 die bakterielle Last von K. pneumoniae ATCC43816 in vergleichbarer Weise wie das 

Antibiotikum Meropenem reduziert. 

Der Einfluss der Fütterung von Api-PR19 auf die Darmgesundheit von Hühnern ist von WU et 

al. (2020) untersucht worden. Die Autoren zeigen, dass durch die Fütterung von Api-PR19 die 

allgemeine Darmgesundheit deutlich gesteigert werden kann. Außerdem stellten sie fest, dass 

die Zotten im Jejunum und Duodenum höher wurden und dass sich das Verhältnis von 

Zottenhöhe zu Kryptentiefe verbesserte. Api-PR19 war auch in der Lage pathogene Erreger 

wie Campylobacter jejuni zu reduzieren, ohne dabei die essentielle Darmflora wesentlich zu 

beeinträchtigen. 
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Tabelle 4 Tierexperimentelle Untersuchungen zur therapeutischen und antimikrobiellen Wirkung applizierter Apidaecin- und Oncocin-Derivate 

Peptid Tierart Applikation der AMPs und Infektionsroute Therapeutische und antimikrobielle Wirkungen Referenz 

Api-PR19 Huhn Gabe über das Futter - Zottenhöhe im Jejunum und Duodenum, sowie 

das Verhältnis Zottenhöhe zur Kryptentiefe 

verbessert 

- Reduktion pathogener Erreger 

- verbessert allgemeine Darmgesundheit 

(WU et al. 

2020) 

Api137 NMRI Maus Intraperitoneale Injektion nach 

intraperitonealer Infektion mit 

E. coli ATCC25922 

- Api137 erhöhte die Überlebensraten auf bis zu 

100 % 

(SCHMIDT et al. 

2017) 

Api137 CD-1 Maus Subkutane und intravenöse Injektion oder 

subkutane Dauerinfusion nach 

intraperitonealer Infektion mit 

E. coli ATCC25922 

- schwacher therapeutischer Effekt nach subkutaner 

und intravenöser Injektion durch verlängerte 

mittlere Überlebenszeit 

- durch subkutane Dauerinfusion Überlebensrate 

nach 48h deutlich erhöht 

(KNAPPE et al. 

2019) 

Api88 NMRI Maus 

E. coli 

ATCC25922 

CFW-1 Maus 

E. coli 

Neumann 

Intraperitoneale Injektion nach 

intraperitonealer Infektion mit 

E. coli ATCC25922/ 

E. coli Neumann 

- E. coli ATCC25922: Überlebensrate stieg auf 100 % 

und die behandelten Tiere regenerierten schneller 

- E. coli Neumann: Überlebensraten stiegen 

dosisabhängig an 

(CZIHAL et al. 

2012) 
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Peptid Tierart Applikation der AMPs und Infektionsroute Therapeutische und antimikrobielle Wirkungen Referenz 

Api88, 

Onc72 

CD-1 Maus Intraperitoneale Injektion nach 

intraperitonealer Infektion mit 

K. pneumoniae K97/09 

- Api88 und Onc72 reduzierten die bakterielle Last 

im Blut mit steigender Dosierung bis unter die 

Nachweisgrenze 

- mittlere Überlebenszeiten stiegen deutlich an 

(OSTORHÁZI et 

al. 2014) 

Onc72 CD-1 Maus Subkutane Injektion nach intramuskulärer 

Infektion mit K. pneumoniae ATCC43816 

- verringerte bakterielle Last in der Muskulatur (KNAPPE et al. 

2015) 

Onc72 NMRI Maus Intraperitoneale Injektion nach 

intraperitonealer Infektion mit 

E. coli ATCC25922 

- ab einer Dosis von 5 mg/kg Onc72 überlebten alle 

Tiere 

- dosisabhängige, verringerte Bakterienlast 

(KNAPPE et al. 

2012) 

Onc72, 

Onc112 

NMRI Maus Intraperitoneale Injektion nach 

intraperitonealer Infektion mit 

E. coli ATCC25922 

- beide Peptide erhöhten die Überlebensrate auf bis 

zu 100 % 

(SCHMIDT et al. 

2016) 
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2.5.5 Toxizität von AMPs 

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Verwendung von AMPs zur Therapie von 

bakteriellen Infektionen nicht zu vernachlässigen ist, ist die Frage, ob von den Peptiden eine 

toxische Wirkung ausgeht, die zu unerwünschten Nebenwirkungen führen kann. Die 

Zytotoxizität von Apidaecinen und Oncocinen kann unter anderem in vitro mittels Viabilität 

von verschiedenen Zelllinien, Freisetzung von LDH (Laktatdehydrogenase) oder als 

Hämolyseassay bestimmt werden. KNAPPE et al. (2010) untersuchten die Zytotoxizität von 

Oncocin-Derivaten, Apidaecin 1b und Drosocin in HeLa-Zelllinien und humanen Erythrozyten. 

Dabei konnten sie keine Hinweise finden, dass diese Peptide toxisch auf die getesteten Zellen 

wirken. In einer weiteren Studie kamen sie bei den untersuchten Oncocin-Derivaten zu den 

gleichen Ergebnissen (KNAPPE et al. 2011). CZIHAL et al. (2012) testeten die Zytotoxizität von 

Api88 in verschiedenen humanen Nieren- und Leberzelllinien, sowie mit humanen 

Erythrozyten. Sie konnten keine von den Peptiden ausgehende Toxizität feststellen. BLUHM 

et al. (2015) untersuchten neben der Zellviabilität von HeLa-Zellen und der Hämolyse von 

humanen Erythrozyten auch die LDH-Freisetzung der HeLa-Zellen nach Inkubation mit 

Api137-Derivaten. Die Zellviabilität der HeLa-Zellen war erhalten, es kam nicht zur Hämolyse 

der Erythrozyten und es konnte keine vermehrte LDH-Freisetzung verzeichnet werden, sodass 

sie ebenfalls davon ausgehen, dass keine Toxizität von den Peptiden ausgeht. 

Weiterhin wurden bei den im Kapitel zuvor beschrieben tierexperimentellen Applikationen 

von Apidaecinen und Oncocinen so genannte Toleranz- bzw. akute Toxizitätsbestimmungen 

in den Versuchstieren durchgeführt. Nach erfolgter Injektion der Peptide wurde das Verhalten 

der Tiere beobachtet und somit indirekt das Vorliegen einer Toxizität überprüft. KNAPPE et al. 

(2012) und CZIHAL et al. (2012) untersuchten in ihren Studien neben dem Verhalten der Tiere 

auch die Pathologie der inneren Organe. Weder die Onc72- noch die Api88-Applikation führte 

zu Veränderungen im Verhalten oder zu pathologischen Veränderungen der inneren Organe. 

Lediglich wurde bei CZIHAL et al. (2012) bei der höchsten Dosierung bei einigen Tieren 

Unwohlsein bemerkt, welches sich nach kurzer Zeit jedoch wieder legte. SCHMIDT et al. (2017) 

verabreichten Api137 in ihrer akuten Toxizitätsstudie. Nur bei der höchsten Dosierung konnte 

bei den Versuchstieren verminderte Bewegung und Unwohlsein festgestellt werden, welches 

aber nur für kurze Zeit anhielt. Ähnliche Beobachtungen machten KNAPPE et al. (2015), die 

Onc72 in einer höheren Dosis als zuvor im Jahr 2012 untersuchten. Nach den ersten beiden 

Injektionen von Onc72 zeigten die Tiere für einen kurzen Augenblick eine geringe Aktivität und 

bewegten sich auch nicht bei Stimulation. In der Toleranzstudie von KNAPPE et al. (2017) mit 

Api137, wurde die intravenöse Injektion bei Mäusen und Ratten untersucht. Bei der 

niedrigsten Dosierung waren weder die Mäuse noch die Ratten auffällig, im mittleren 

Dosierungsbereich fielen beide Tierarten mit Lethargie, Piloerektion und angestrengter 
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Atmung auf. Die Symptome verschwanden nach kurzer Zeit wieder. Nach Injektion der 

höchsten Dosis begannen die Mäuse direkt zu krampfen, der Blutdruck sank ab und sie 

verstarben innerhalb weniger Minuten. Die Ratten zeigten ähnliche Symptome wie bei der 

Dosierung im mittleren Bereich zuvor. Die in diesen Studien untersuchten Dosierungen der 

Peptide lagen meist um ein Vielfaches höher als die mutmaßliche, therapeutisch notwendige 

Dosierung. 
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3 Publikationen 

3.1 Porcine iucA+ but rmpA- Klebsiella pneumoniae strains proliferate in 

blood of young piglets but are killed by IgM and complement 

dependent opsonophagocytosis when these piglets get older 

Ann-Kathrin Krieger; Sophie Öhlmann; Leonie Mayer; Christine Weiße; Karoline Rieckmann; 

Christoph Georg Baums 

Vet Microbiol. 2022; 266: 109361 

 

Eigenanteil des Manuskripts 

Im Manuskript Porcine iucA+ but rmpA- Klebsiella pneumoniae strains proliferate in blood of 

young piglets but are killed by IgM and complement dependent opsonophagocytosis when 

these piglets get older wurden folgende Anteile von mir durchgeführt: Kultivierung und 

Genotypisierung der K. pneumoniae-Isolate inklusive MLST Untersuchungen, iucA 

Gensequenzierung und Detektion von Virulenzgenen, Herstellung des CAS Agars und 

Kultivierung der K. pneumoniae-Isolate, Generierung von Kulturüberständen für die 

Durchführung von Wachstumskurven in konditioniertem Schweineserum, Blutentnahmen bei 

den Spendertieren für bactericidal assays, Etablierung des Anti-IgM/ IgG-K. pneumoniae-ELISA 

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) und Messung der Serumproben. Sophie Öhlmann 

unterstützte die bactericidal assays. Leonie Mayer half bei den MLST-Untersuchungen. 

Anleitung und Unterstützung bei der Durchführung der Durchflusszytometrie habe ich von 

Christine Weiße erhalten. Die statistischen Auswertungen sowie die Abbildungen habe ich 

selber durchgeführt und gestaltet und im Anschluss mit Christoph Baums und Karoline 

Rieckmann besprochen. Das Manuskript wurde von mir erstellt und durch Christoph Baums 

überarbeitet. Die Überarbeitung nach Begutachtung erfolgte überwiegend durch mich und 

Christoph Baums. Eine ELISA-Messung wurde von Silke Lehnert durchgeführt. Die sich daraus 

ergebende Abbildung habe ich erstellt.
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3.2 Proline-rich antimicrobial peptide Api137 is bactericidal in porcine 

blood infected ex vivo with a porcine or human Klebsiella pneumoniae 

strain 

Ann-Kathrin Krieger; Daniel Knappe; Sophie Öhlmann; Leonie Mayer; Ines B. Eder; Gábor 

Köller; Ralf Hoffmann; Karoline Rieckmann; Christoph Georg Baums 

J Glob Antimicrob Resist. 2021 ;24:127-135 

 

Eigenanteil des Manuskripts 

Für das Manuskript Proline-rich antimicrobial peptide Api137 is bactericidal in porcine blood 

infected ex vivo with a porcine or human Klebsiella pneumoniae strain habe ich folgende 

Arbeiten durchgeführt: Kultivierung von K. pneumoniae-Stämmen, Blutentnahmen bei den 

Spendertieren, bactericidal assays, Genotypisierung der K. pneumoniae-Isolate, Bestimmung 

der minimalen Hemmkonzentration und ELISA zur TNF-α (Tumornekrosefaktor-α)-
Bestimmung. Humane K.  pneumoniae-Stämme wurden von Ines B. Eder bereitgestellt. 

Sophie Öhlmann und Leonie Mayer unterstützen die Durchführung von bactericidal assays 

und PCR-Untersuchungen zur Genotypisierung von K. pneumoniae-Isolaten. Durch ein 

Kooperationsprojekt mit Ralf Hoffmann wurden die AMPs zur Verfügung gestellt. Die Synthese 

dieser AMPs wurde von Daniel Knappe durchgeführt. Die LDH-Aktivität, sowie der 

Hämoglobingehalt wurden von Dr. Gábor Köller gemessen. Weiterhin habe ich die 

Abbildungen für das Manuskript gestaltet und die statistischen Auswertungen durchgeführt 

und erstellt und mit Christoph Baums und Karoline Rieckmann abgestimmt. Das Manuskript 

wurde von mir und den Koautoren im Rahmen ihrer Anteile erstellt und mit Unterstützung 

von Christoph Baums überarbeitet. Der Review Prozess und die Bearbeitung der Kritikpunkte 

aus dem Gutachten wurden überwiegend von mir durchgeführt. 
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4 Diskussion 

Das Auftreten von Infektionen mit hypervirulenten K. pneumoniae-Stämmen und deren 

Folgen stellt nicht nur eine Herausforderung in der Humanmedizin dar, vielmehr wird auch in 

Zukunft das Auftreten von schwer behandelbaren K. pneumoniae-Infektionen bei Tieren die 

Tierärzte beschäftigen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden veterinärmedizinische sowie 

humanmedizinische K. pneumoniae-Isolate in Bezug auf ihre Überlebens- und 

Proliferationsfähigkeit im porzinen Blut untersucht und ein neuer Ansatz bei der Behandlung 

durch antimikrobielle Peptide erprobt. In der ersten Publikation wurden im etablierten 

Bakteriämie-Modell Fragen zur Entwicklung der Erreger-spezifischen Immunität und zur 

Bedeutung humoraler und zellulärer Faktoren für die Kontrolle der Bakteriämie adressiert. 

Das In vitro-Bakteriämie-Modell ist weiterhin im zweiten Teil der Arbeit verwendet worden, 

um die Wirkung von AMPs zu evaluieren. 

Als die wichtigsten Virulenzfaktoren von K. pneumoniae werden die Kapsel, Siderophore, 

Fimbrien und LPS angesehen (PACZOSA und MECSAS 2016). Die in dieser Arbeit untersuchten 

Isolate von K. pneumoniae zeigten genotypisch Unterschiede in der Ausstattung dieser 

Virulenzfaktoren. Obwohl porzine Stämme in der Mehrheit Träger des Siderophorgens iucA 

waren, aus inneren Lokalisationen isoliert wurden oder mit schwerwiegenden Erkrankungen 

assoziiert waren, wiesen sie das Hypervirulenzgen rmpA nicht auf. Eine Zuordnung zu klonalen 

Komplexen mit erhöhter Virulenz gelang unter den veterinärmedizinischen Isolaten nicht. Drei 

der vier untersuchten humanen K. pneumoniae-Stämme erfüllten allerdings die Kriterien, da 

sie einen hypermukoiden Phänotyp zeigten, Träger des Hypervirulenzgens rmpA waren und 

mindestens drei der vier Siderophorgene, darunter iucA, entB und iroB, trugen und daher als 

hypervirulente Stämme eingestuft werden konnten. Außerdem wurden zwei der humanen 

Stämme Sequenztypen (ST65 und ST86) zugeordnet, die mit erhöhter Virulenz (siehe 

Tabelle 2) einhergehen. In Hinblick auf die Detektion weiterer Siderophorgene war 

Enterobactin in jedem untersuchten Isolat nachzuweisen, das Siderophor Salmochelin zeigte 

sich nur in den drei hypervirulenten humanen Stämmen. Diese Feststellung geht einher mit 

Ergebnissen aus anderen Studien, die zeigen, dass hypervirulente Stämme ein Virulenzplasmid 

mit den Genen für die Siderophore Aerobactin und Salmochelin sowie rmpA besitzen (STRUVE 

et al. 2015, RUSSO et al. 2018, CHEN et al. 2004). Bakterien besitzen die Möglichkeit über 

horizontalen Gentransfer ihre Virulenz zu modifizieren, da sie in der Lage sind mobile 

genetische Elemente, wie z. B. Plasmide aufzunehmen. Es wäre also denkbar, dass klassische 

K. pneumoniae-Stämme ein Virulenzplasmid aufnehmen und sie somit hypervirulent werden 

können (LAM et al. 2018b). Da die in dieser Arbeit untersuchten porzinen Isolate vorwiegend 

Träger des iucA Gens sind, könnte das Schwein als ein Reservoir für diese Stämme angesehen 

werden und eine Übertragung von iucA auf andere Stämme ermöglicht werden. Dies könnte 
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zur gesteigerten Virulenz in diesen K. pneumoniae-Stämmen führen. Der porzine 

K. pneumoniae-Stamm 17349, der bei einem Schwein mit Septikämie isoliert wurde, wies 

neben Aerobactin und Enterobactin auch das Gen für den Siderophor Yersiniabactin auf. 

Yersiniabactin konnte ebenfalls als Virulenzfaktor in humanen K. pneumoniae-Isolaten 

nachgewiesen werden, die an einem Krankheitsausbruch auf einer 

Neugeborenen-Intensivstation beteiligt waren. Die erkrankten Neugeborenen zeigten dabei 

ebenso Symptome einer Septikämie oder erlitten eine nekrotisierende Enterokolitis 

(WISGRILL et al. 2019). Das Leberabszess-Syndrom ist eine gefürchtete Komplikation in Verlauf 

einer K. pneumoniae-Infektion beim Menschen (SIU et al. 2012, PICHLER et al. 2017). Eine 

mögliche Erklärung für die Entstehung von Leberabszessen beim Menschen, lieferten 

WANFORD et al. (2021) kürzlich in ihrer Studie. In einem Ex vivo-Modell infizierten sie unter 

anderem Leber von Schweinen mit hypervirulenten K. pneumoniae-Stämmen und konnten 

den Nachweis erbringen, dass K. pneumoniae in Gewebemakrophagen, den Kupffer Zellen, 

überleben und replizieren. Ein weiteres Ex vivo-Schweinemodell etablierten DUMIGAN et al. 

(2019), in den infizierten Schweinelungen konnten sie K. pneumoniae intrazellulär in 

Makrophagen nachweisen. Die zu Grunde liegende Erklärung dafür erbrachten CANO et al. 

(2015) schon zuvor. Ihre Begründung für das Überleben von K. pneumoniae in Makrophagen 

ist das Verhindern der Ausbildung eines Phagolysosoms und somit die Unterbrechung der 

Phagozytose. Diese beiden Ex vivo-Studien in Schweineorganen erbrachten wichtige 

Erkenntnisse in Bezug auf die Pathogenese von K. pneumoniae. 

Die Verwendung des CAS Agars zur Bestimmung der Siderophorproduktion ist eine einfache 

Methode, da lediglich eine Kolonie des zu testenden Isolates in den Agar gestochen und über 

Nacht bebrütet werden muss. Jedoch lässt das Ergebnis keine Rückschlüsse auf die Art und 

die genaue Menge der gebildeten Siderophore zu. Maximal ist eine semiquantitative 

Abschätzung der Siderophormenge möglich. Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl in der 

PCR nachgewiesenen Siderophorgenen und der Größe des gebildeten Hofes auf dem CAS Agar 

konnte nicht festgestellt werden. Isolate, die laut PCR nur für das Enterobactin-Gen positiv 

waren, konnten unter anderem im Agar eine größere Menge an Enterobactin produzieren als 

Isolate, die in der PCR für mehrere Siderophorgene positiv waren. 

Der Einsatz eines In vitro-Bakteriämie-Modells für die phänotypische Untersuchung von 

K. pneumoniae-Isolaten ermöglicht vielfältige Experimente und es kann vorerst auf 

experimentelle Infektionen von Tieren verzichtet werden. In einer Blutprobe sind viele lösliche 

Immunkomponenten von Antikörpern bis Komplementfaktoren, sowie die Immunzellen 

enthalten, sodass die Situation während der Bakteriämie gut abgebildet werden kann. Ein 

wesentlicher Vorteil ist die Möglichkeit, gezielte Faktoren auszuschalten bzw. hinzuzugeben. 

So konnten für diese Dissertation Untersuchungen erfolgen, bei denen mit einer IgM 
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(Immunglobulin M)-Protease oder mit einem Komplementsysteminhibitor die spezifische 

Bedeutung der entsprechenden Wirtsfaktoren aufgeklärt wurde. Außerdem bat das 

Bakteriämie-Modell die Option AMPs auf ihre Wirksamkeit zu untersuchen. Der 

Blutüberlebenstest wird auch bei anderen Erregern für Untersuchungen zur Immunität und 

Pathogenese eingesetzt, z. B. für Streptococcus suis (St. suis), Streptococcus pneumoniae 

(St. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H. influenzae) und E. coli (SEELE et al. 2013, 

RIECKMANN et al. 2018, MATEN et al. 2017). Des Weiteren nutzte YEH et al. (2012) ein 

ähnliches Modell. Sie untersuchten in einem Serumüberlebenstest die Resistenz von 

unterschiedlichen K. pneumoniae-Kapseltypen in humanem Serum von gesunden und von 

rekonvaleszenten Menschen, die eine Leberabszessbildung ausgelöst durch K. pneumoniae 

überstanden hatten. Als Limitierung für dieses Modell ist die fehlende Zirkulation im ganzen 

Organismus und der fehlende Zugang zu Sauerstoff zu nennen, da die Proben in einem 

verschlossenen Laborgefäß im Brutschrank rotieren. Durchflusszytometrische Bestimmungen 

der Phagozytose und ROS-Induktion (Reaktive Sauerstoffspezies) nach Infektion des Blutes in 

vitro mit St. suis haben gezeigt, dass Granulozyten in diesem Test in dem gewählten 

Zeitfenster von 2 h aktiv und funktionell sind (RUNGELRATH et al. 2020). Dafür spricht auch 

das in dieser Arbeit beobachtete vollständige Abtöten von schwach oder avirulenten 

K. pneumoniae-Stämmen. HOHNSTEIN et al. (2020) konnten die Induktion von Interleukin 

(IL)-6, TNF-α und IL-10 nach St. suis-Infektion nachweisen. Das proinflammatorische Zytokin 

TNF-α wurde von Monozyten gebildet. Diese Ergebnisse zeigen, dass auch Monozyten im Blut 

auf die Infektion reagieren. Es erscheint somit auch wahrscheinlich, dass das in dieser Arbeit 

nachgewiesene TNF-α nach K. pneumoniae-Infektion von Monozyten im Blutüberlebenstest 

gebildet wird und dass zwischen den Immunzellen eine wichtige Interaktion während der 

Inkubationszeit erfolgt (KRIEGER et al. 2021). 

Obwohl die veterinärmedizinischen Isolate nicht als hypervirulent eingestuft wurden, sollte 

überprüft werden, ob die Stämme in der Lage sind, in dem Bakteriämie-Modell 

(bactericidal assay) zu überleben oder sogar zu proliferieren. Von allen untersuchten 

Stämmen konnten die hypervirulenten humanen, fast alle iucA positiven porzinen und ein 

K. pneumoniae-Isolat von einer Katze proliferieren. Die Hypothese, dass die Aerobactin-

abhängige Eisenakquisition für das Überleben verantwortlich ist, konnte durch folgende 

Ergebnisse bestätigt werden: (i) Proliferation von iucA+ im Gegensatz zu iucA- porzinen 

K. pneumoniae-Stämmen im porzinen Blut und (ii) Konditionierung des Wachstums im 

porzinen Serum durch Zusatz von Aerobactin angereicherten Kulturüberständen. Das 

K. pneumoniae-Isolat IMT46165, das kein Träger des iucA Gens war, zeigte dennoch 

Proliferation im bactericidal assay, sodass davon auszugehen ist, dass noch weitere 

Eisenaufnahmemechanismen greifen. Weiterhin wurde dieses feline Isolat in der MLST 

Analyse ST15 zugeordnet. ST15-Stämme werden als hochrisikoreiche klonale Linie bezeichnet, 
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da sie weit verbreitet, stärker virulent, häufig multiresistent sind und oft zu den ESBL-Bildnern 

zählen (EWERS et al. 2014). Die Prävalenz dieser Stämme scheint mit dem Auftreten bei Katzen 

in Verbindung zu stehen (HARADA et al. 2016). Die Proliferation im bactericidal assay dieses 

K.  pneumoniae-ST15-Isolates könnte daher mit weiteren Virulenzfaktoren im Zusammenhang 

stehen, die in dieser Arbeit nicht untersucht wurden. Diese Annahme wird durch ein equines 

K. pneumoniae-Isolat bestärkt, da dieses ähnlich wie das feline Isolat IMT46165 nur das 

Siderophor Enterobactin besitzt, aber im bactericidal assay stark abgetötet wurde. Die 

alleinige Sekretion von Enterobactin reicht offenbar nicht aus, um das bakterielle Überleben 

im Blut sicherzustellen. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass Enterobactin nachweislich von 

Wirtsproteinen wie Lipocalin-2 oder Serumalbumin gebunden wird und es somit für die 

bakterielle Eisenaufnahme seine Funktion nicht mehr erfüllen kann (BACHMAN et al. 2012). 

Trotz der Hinweise auf die Bedeutung des Aerobactins sind loss-of-function Experimente mit 

iucA-Deletionsmutanten oder gain-of-function Experimente mit Mutanten, denen ein 

iucA-Plasmid übertragen wurde, nötig, um die These der Aerobactin-abhängigen 

Eisenakquisition als Überlebensmechanismus von K. pneumoniae im porzinen Blut 

abschließend zu bestätigen. Erst kürzlich wurde ein hochrisikoreicher ST15-Klon beschrieben. 

Diese Stämme waren Träger eines Plasmides, welches nicht nur die Gene für Virulenzfaktoren, 

wie Aerobactin, sondern auch verschiedene Resistenzgene trägt, unter anderem Gene für 

Carbapenemasen. ST15-Stämme sind daher nicht zu vernachlässigen, da von ihnen in Zukunft 

eine große Gefahr ausgehen könnte (SHANKAR et al. 2021). 

Eisen ist für Bakterien ein sehr wichtiger Nährstoff, da er die Voraussetzung für die 

Vermehrung und somit das Überleben darstellt. Die Eisenaufnahme ist daher essentiell. Da 

Eisen für viele biologische Vorgänge, wie z. B. die DNA-Replikation, benötigt wird, muss ein 

gewisser Spiegel an Eisen in der Zelle aufrechterhalten werden (MA et al. 2015). Eisen ist im 

Blut des Wirtsorganismus zu zwei Drittel an Hämoglobin und der Rest an Transferrin 

gebunden, aus diesem Grund liegt kaum freies Eisen vor, was von pathogenen Bakterien im 

Verlauf der Infektion genutzt werden könnte. Invasive Bakterien haben deshalb verschiedene 

Mechanismen entwickelt, um Eisen, das an Wirtsproteine gebunden ist, für sich nützlich zu 

machen. Eine Strategie, die sich z. B. H. influenzae und Neisseria meningitidis zu Nutze 

machen, ist die Aufnahme dieser eisentragenden Proteine über spezielle Membranrezeptoren 

in ihre Zellen. Innerhalb der Bakterienzelle kann das Eisen auf Bakterioferritin übertragen 

werden und somit für den Erreger zugänglich gemacht werden (JAROSIK et al. 1995, PERKINS-

BALDING et al. 2004). Eine weitere Lösung, die vor allem von gramnegativen Bakterien genutzt 

wird, ist die Synthese von Siderophoren, die in der Lage sind durch ihre höhere 

Bindungsaffinität zu Eisen anderen Trägerproteinen wie Transferrin das Eisen abzunehmen. 

Unter eisenarmen Bedingungen werden von den Bakterien vermehrt Siderophore 

synthetisiert, um Eisen im bakteriellen Zytoplasma verfügbar zu machen (RUSSO et al. 2014). 
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Durch Anzucht von iucA positiven K. pneumoniae-Stämmen in Minimalmedium wurden die 

Bakterien zur Siderophorproduktion angeregt und Siderophor angereicherte 

Kulturüberstände konnten gewonnen werden. Die Supplementierung von porzinem Serum 

mit den Kulturüberständen sorgte für einen Schub in der exponentiellen Wachstumsphase, da 

die Bakterien auf die schon enthaltenen Aerobactine zurückgreifen konnten. Ebenso konnte 

ein Wachstumsschub bei einem iucA negativen K. pneumoniae-Stamm ausgelöst werden, 

obwohl dieser selber kein Aerobactin bildet. Eine Erklärung dafür ist, dass 

K. pneumoniae-Stämme grundsätzlich mehrere verschiedene Systeme zur 

Siderophoraufnahme nutzen (MIETHKE und MARAHIEL 2007) und somit auch Siderophore 

verwerten können, die sie selber nicht bilden. 

Bisher ist wenig bekannt über die Erreger-Wirt-Interaktion von K. pneumoniae im Schwein. Es 

kam aber in England und Australien zu Ausbruchsgeschehen von Septikämie bei Saugferkeln 

durch K. pneumoniae-Infektionen (BOWRING et al. 2017, BIDEWELL et al. 2018). Auch in 

Deutschland treten immer wieder Krankheitsgeschehen bei Saugferkeln in Verbindung mit 

K. pneumoniae-Infektionen auf (persönliche Kommunikation mit Schweinetierärzten und 

Übergabe von K. pneumoniae-Isolaten). Daher ist es zukünftig wichtig, dieses 

Erkrankungsgeschehen gezielt zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde die 

Erreger-Wirt-Interaktion von dem zuvor ausgewählten K. pneumoniae-Stamm 17349 im Blut 

von Saugferkeln im Verlauf der Aufzucht untersucht. Dieser K. pneumoniae-Stamm zeigte im 

Blut der zwei bis sechs Wochen alten Ferkel starke Proliferation und konnte ab der 

8. Lebenswoche abgetötet werden. Eine maternale Immunität scheint bei den Tieren nicht vor 

der Bakteriämie dieses Stammes zu schützen, obwohl die Sauen vor der Geburt sehr hohe 

K. pneumoniae spezifische IgG (Immunglobulin G)-Antikörperspiegel im Serum aufwiesen. 

Diese Ergebnisse gehen mit den Beobachtungen aus England und Australien einher, dass die 

Bakteriämie durch K. pneumoniae hauptsächlich im Saugferkelalter auftritt. Ob die im Serum 

der Sauen gemessenen IgG-Antikörperspiegel nicht ausreichend hoch sind, um im Kolostrum 

einen entsprechenden Gehalt an IgG zu erreichen, der die Ferkel nach Kolostrumaufnahme 

vor einer Infektion schützt, kann nur vermutet werden. In einer Studie, in der das Kolostrum 

von Hausbüffeln untersucht wurde, konnte ein antibakterieller Effekt ausgehend von 

IgG-Antikörpern gegen K. pneumoniae aufgezeigt werden (MAMATHA BHANU et al. 2016), 

sodass man prinzipiell davon ausgehen kann, dass Kolostrum mit einem ausreichend hohen 

IgG-Antikörperspiegel Saugferkel vor einer K. pneumoniae-Infektion schützen könnte. 

Welche Mechanismen hinter dem Abtöten in der 8. Lebenswoche steckten, konnte in 

weiterführenden Untersuchungen geklärt werden. Der Einsatz der IgM-Protease IdeSsuis im 

bactericidal assay zeigte eine Beteiligung von IgM-Antikörpern beim Abtöten auf, da nach 

Degradierung des IgMs der K. pneumoniae-Stamm 17349 im Blut überleben konnte. Die 
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Bedeutung der Immunzellen für das Abtöten wurde indirekt durch einen 

Serumüberlebenstest der acht Wochen alten Ferkel bestätigt, da das Serum alleine nicht in 

der Lage war, bakterizid auf die Bakterien zu wirken. Um die Wirkung der dritten Komponente, 

des Komplementsystems und der damit assoziierten Opsonophagozytose, zu überprüfen, 

wurde der Komplementinhibitor VCP (vaccinia virus complement control protein) eingesetzt. 

VCP hemmt die C3b-Konvertase und somit den klassischen und alternativen Aktivierungsweg 

der Komplementkaskade. THORGERSEN et al. (2009) nutze VCP ebenfalls in einem 

Vollblutassay mit Schweineblut und zeigte eine konzentrationsabhängige Hemmung der 

Entstehung des terminalen Komplementkomplexes (membrane attack complex), der für das 

Abtöten von K. pneumoniae mutmaßlich von besonderer Bedeutung ist. Durch 

Durchflusszytometrie konnte belegt werden, dass es einerseits zum Auslösen des oxidativen 

Bursts durch Interaktion von K. pneumoniae und Granulozyten und andererseits zur 

Phagozytose der mit den Seren der acht Wochen alten Ferkel opsonisierten Klebsiellen kam. 

Die Inhibition des Komplementsystems führte zu einer signifikanten Abnahme der 

Phagozytose und des oxidativen Bursts. Zusammenfassend lässt sich das Abtöten von 

K. pneumoniae 17349 im Blut der acht Wochen alten Ferkel also durch Opsonophagozytose 

nach IgM vermittelter Aktivierung des Komplementsystems erklären. Mittels ELISA konnte ein 

Anstieg der IgM-Antikörper gegen K. pneumoniae in der 8. Lebenswoche nachgewiesen 

werden. Somit lässt sich mutmaßen, dass die untersuchten Ferkel trotz Aufnahme von 

Kolostrum mit K. pneumoniae spezifischen IgG vermutlich nicht vor einer 

K. pneumoniae-Bakteriämie geschützt waren, zumindest nicht nach Überwinden der 

mukosalen Barriere. Wenn die Ferkel im Laufe der Aufzucht einen ausreichend hohen Spiegel 

an IgM-Antikörpern, die an die Oberfläche von K. pneumoniae binden, entwickeln, ist dies mit 

Bakterizidie im bactericidal assay und somit vermutlich mit Schutz vor einer Bakteriämie 

verbunden. 

Bei K. pneumoniae-Infektionen der Tiere und auch des Menschen ist es wichtig, die Infektion 

möglichst schnell zu erkennen und wirksame Antibiotika zu applizieren. Die Verbreitung von 

Antibiotikaresistenzen schreitet immer weiter voran, sodass eine Antibiotikatherapie 

möglichst nach Antibiogramm erfolgen sollte. Werden die Infektionen von hypervirulenten 

K. pneumoniae-Stämmen ausgelöst, kann die entstehende Erkrankung aufgrund der 

gesteigerten Virulenz zwar schwerwiegender ausfallen, die Resistenzlage der hypervirulenten 

Stämme stellt sich bisher aber in den meisten Fällen als günstig dar, sodass wirksame 

Antibiotika bei schneller Therapie gut anschlagen. Folgeschäden können aber nicht immer 

vermieden werden (LIU et al. 1986). Handelt es sich allerdings um eine nosokomial erworbene 

Infektion, kann sich die Situation schnell ändern, da die Resistenzlage bei dieser Art der 

Infektion meistens deutlich schlechter ist und mit Multiresistenzen zu rechnen ist. Ersten 

Beschreibungen zufolge treten mittlerweile nicht nur im humanmedizinischen Bereichen 
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nosokomiale Infektionen mit K. pneumoniae auf, sondern auch in Tierkliniken (EWERS et al. 

2014). K. pneumoniae-Stämme, die nosokomiale Infektionen auslösen, sind meistens Träger 

mehrerer Antibiotikaresistenzen, sodass es deutlich schwieriger wird eine wirksame Therapie 

zu finden. Daher wurden in dieser Arbeit AMPs als Alternative zu den herkömmlichen 

Antibiotika untersucht und ihre Wirkung im bactericidal assay evaluiert. Die Behandlung von 

Infektionen mit AMPs ist noch nicht weitreichend etabliert. Die bisher untersuchten AMPs 

wurden so ausgewählt und modifiziert, dass sie sich möglichst zu den AMPs der Zielspezies 

unterscheiden. Aus diesem Grund wurden vermutlich bisher kaum Resistenzen gegen sie 

entdeckt. Weitere Vorteile auf Seite der Resistenzentwicklung sind, dass AMPs die 

Mutationsrate von Bakterienzellen nicht erhöhen, da sie eine andere Stressantwort als 

Antibiotika induzieren und in der Regel aufgrund ihres Wirkmechanismus deutlich schneller 

wirken können als Antibiotika (RODRÍGUEZ-ROJAS und ROLFF 2022). Im Vorfeld wurden 

minimale Hemmkonzentrationen (MHK) von verschiedenen AMPs gegen den porzinen 

K. pneumoniae-Stamm 17349 und gegen zwei humane Stämme bestimmt. Dabei stellte sich 

das Apidaecin Api137 als besonders wirksam gegen diese drei Stämme heraus. Auch Studien 

anderer Wissenschaftler konnten für Api137 niedrige MHK-Werte vor allem gegen 

Enterobacteriaceae, wie K. pneumoniae und E. coli, aber auch gegen weitere gramnegative 

Erreger, wie z. B. Acinetobacter baumanii, feststellen (BERTHOLD et al. 2013, BLUHM et al. 

2015, BLUHM et al. 2016, HOLFELD et al. 2018). Eine konzentrationsabhängige Wirkung von 

Api137 gegen den porzinen Stamm konnte im bactericidal assay im Schweineblut bestätigt 

werden und auch in nachfolgenden Untersuchungen konnte für den porzinen Stamm, sowie 

für den hypervirulenten humanen Stamm 62HK-120033-32 eine bakterizide Wirkung von 

Api137 ab einer Konzentration von 8 µg/ml gezeigt werden. Für die Abschätzung der 

Zytotoxizität von AMPs wurden die Plasmaproben der bactericidal assays auf die 

Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivität und den Hämoglobingehalt untersucht. LDH ist ein 

Enzym, das durch Zellzerstörung frei wird und deshalb als Marker für Zytotoxizität benutzt 

wird. Die für die LDH-Aktivität ermittelten Werte lagen leicht höher als der Basalwert in den 

Blutproben. Zur Behandlung von Septikämien beim Schwein kommt das 

Cephalosporin-Antibiotikum Cefquinom zum Einsatz. Dieses Antibiotikum diente in den 

durchgeführten bactericidal assays als Kontrolle und wurde in der Konzentration verwendet, 

die es im Plasma der Tiere nach Applikation erreicht (LI et al. 2008). Die Cefquinom-Proben 

zeigten eine mit den Werten von den untersuchten AMPs vergleichbare LDH-Aktivität. Dies 

lässt die Vermutung zu, dass die intravenöse Applikation der untersuchten AMPs nicht zu 

einer, im Vergleich zu Cephalosporinen, gesteigerten Zytotoxizität führen würde. Dieses 

konnte durch die Bestimmung des Hämoglobingehaltes bestätigt werden. Die Plasmaproben 

wiesen in den Proben mit AMP-Zugabe einen ähnlich hohen Gehalt an Hämoglobin auf, wie 

die Kontrolle Cefquinom. Die beschriebenen Messungen der LDH-Aktivität und 
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Hämoglobinkonzentration ersetzen aber keine Toxizitätsstudien, da weder die Wirkung auf 

alle Wirtszellen noch auf den Organismus als Ganzes im bactericidal assay abgebildet werden. 

Weiterhin sollte untersucht werden, ob es durch den bakteriziden Effekt von Api137 zum 

Freisetzen von bakteriellen Toxinen kommt, welche dann zu einer stark proinflammatorischen 

Immunantwort im Wirt führen. Diese Hypothese sollte durch die Messung des Gehaltes an 

TNF-α, einem proinflammatorischen Zytokin, überprüft werden. Da aus der Literatur keine 

Referenzwerte für TNF-α Gehalte im Schweineblut zu entnehmen sind, wurde sich auf eine 

vergleichende Bewertung der gemessenen Werte berufen. Ein Anstieg der TNF-α 
Konzentration wurde in allen Proben gleichermaßen nachgewiesen, sodass sich keine der 

Proben deutlich von den anderen abhob. Lediglich der zweite untersuchte humane Stamm, 

der kein Überleben in der unbehandelten Probe zeigte, wies geringgradig höhere Werte auf. 

Durch das Abtöten der Bakterien im Blut kam es vermutlich zu einer vermehrten Freisetzung 

von LPS und als Folge daraus zur gesteigerten Induktion von TNF-α. HOHNSTEIN et al. (2021) 

konnten in ihrer Studie im mit St. suis infizierten Schweineblut TNF-α Gehalte nachweisen, die 
ein vergleichbares Level, wie in dieser Studie, aufwiesen. Es ist also denkbar, dass die 

gemessenen Werte in diesen beiden Studien eine realistische Einschätzung zur Induktion von 

TNF-α im Laufe einer Bakteriämie liefern. 

Der für die Untersuchung der AMP-Wirkung modifizierte bactericidal assay wird als 

aussagekräftige Untersuchungsmethode eingestuft, da die Wirkung der AMPs nach 

Ex vivo-Infektion des Blutes erfasst wird. Somit bestehen Gemeinsamkeiten mit der Therapie 

einer K. pneumoniae-Septikämie. Hervorzuheben ist, dass eine bakterizide Wirkung sowohl 

gegen einen invasiven porzinen als auch gegen einen hypervirulenten humanen 

K. pneumoniae-Stamm aufgezeigt wurde. Bei beiden Stämmen kann aufgrund des klinischen 

Hintergrundes davon ausgegangen werden, dass sie in der Lage sind, Septikämien 

hervorzurufen. Aufgrund der In vitro-Ergebnisse lässt sich mutmaßen, dass die AMPs auch im 

infizierten Tier oder Mensch nach intravenöser Applikation eine bakterizide Wirkung 

entfalten. Dabei ist aber zu berücksichtigen, dass der bactericidal assay das 

pharmakokinetische Verhalten der Wirkstoffe nicht abbildet. Die Wirkung von Api137 wurde 

bisher in zwei Infektionsversuchen untersucht. Dabei handelte es sich in beiden Fällen um ein 

Mausmodell mit intraperitonealer Infektion mit einem E. coli-Stamm, der eine Septikämie in 

den Tieren auslöste (SCHMIDT et al. 2017, KNAPPE et al. 2019). In den beiden Tierversuchen 

wurden unterschiedliche Applikationsarten von Api137 verwendet. Eine intraperitoneale 

Injektion (ab einer Konzentration von 0,6 mg/kg KG) führte zu einer 100 %igen Überlebensrate 

der Tiere. Hinweise auf eine toxische Wirkung waren nicht festzustellen (SCHMIDT et al. 2017). 

Im zweiten Modell wurden eine subkutane und eine intravenöse Injektion sowie eine 

subkutane Dauerinfusion als Applikationsarten untersucht. Bei der subkutanen und 

intravenösen Injektion konnten nur geringe therapeutische Effekte durch eine verlängerte 
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mittlere Überlebensdauer beobachtet werden. Untersuchungen zu Plasmakonzentrationen 

von Api137 zeigten einen rasanten Abfall 30 Minuten nach intravenöser oder subkutaner 

Applikation und auch die wiederholte intravenöse Applikation führte nicht zur Akkumulation 

von Api137 im Plasma. Die subkutane Dauerinfusion wurde eingesetzt, um die 

Api137-Plasmaspiegel kontinuierlich auf eine hohe Konzentration einzustellen. Dies führte zu 

einer deutlichen Erhöhung der Überlebensrate der Tiere nach 48 h. Allerdings vermuteten die 

Autoren einen geringen toxischen Effekt nach intravenöser Injektion von 10 und 20 mg/kg KG 

Api137 da die Tiere für kurze Zeit lethargisch wirkten (KNAPPE et al. 2019). Es sollten noch 

weitere Versuche durchgeführt werden, um eine optimale Applikation von AMPs für die 

Behandlung von Infektionen zu finden. Für eine therapeutische Anwendung sind weitere 

Optimierungen der Peptide erforderlich, sodass sich ihre Halbwertszeiten im Plasma erhöhen. 

Diese Dissertation konnte zur Aufklärung der Erreger-Wirt-Interaktion von K. pneumoniae im 

Saugferkel durch die Etablierung eines In vitro-Bakteriämie-Modells beitragen. Es konnte die 

Bedeutung von IgM, Komplement und Immunzellen für die Kontrolle der 

K. pneumoniae-Bakteriämie im bactericidal assay aufgezeigt werden. Es wurden Hinweise 

gewonnen, dass porzine iucA+ K. pneumoniae-Stämme durch die Sekretion von Aerobactin im 

Blut von Schweinen ihre Eisenversorgung für das bakterielle Wachstum sichern. In Bezug auf 

die steigende Anzahl der Antibiotikaresistenzen in der Tiermedizin konnte mit dieser Arbeit 

eine wichtige Grundlage für die Verwendung von AMPs für die Behandlung von 

K. pneumoniae-Infektionen gelegt werden. Mit dem eingesetzten Modell können auch in 

Zukunft neue AMPs auf ihre Wirksamkeit untersucht werden. 
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Einleitung: Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) verursacht beim Menschen und bei Tieren 

schwere, teilweise tödlich endende Erkrankungen. Am häufigsten treten bei Tieren 

Septikämien, Mastitiden, Pneumonien und Harnwegsinfektionen auf. Gesund erscheinende 

Saugferkel versterben plötzlich an den Folgen einer Septikämie. Die Behandlung dieser 

Infektionen kann mittlerweile zur Herausforderung werden, da die Verbreitung von 

resistenten Stämmen, wie extended-spectrum betalactamase (ESBL)-bildende oder 

Carbapenem-resistente Stämme, immer weiter fortschreitet. In der Humanmedizin werden 

K. pneumoniae-Stämme in klassische und hypervirulente Stämme eingeteilt. Aerobactin 

konnte als ein Virulenzfaktor identifiziert werden, der für das Überleben und die 

Manifestation im Wirtsorganismus eine große Rolle spielt. Antimikrobielle Peptide (AMPs) 

bieten einen Ansatz für die Behandlung von Infektionen mit multiresistenten Erregern. 

Ziele: In dieser Arbeit erfolgte eine phänotypische und genotypische Charakterisierung 

verschiedener veterinärmedizinischer und humaner K. pneumoniae-Isolate bezüglich ihres 

Sequenztyps und ihres Genprofils für die Bildung von unterschiedlichen Siderophoren und 

einer besonders dicken Kapsel. Es sollte ein porzines In vitro-Bakteriämie-Modell für 

K. pneumoniae etabliert werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden die Hypothesen 

untersucht, dass IgM (Immunglobin M), Komplement und Immunzellen für die Kontrolle der 

K. pneumoniae-Bakteriämie bei älteren Ferkeln eine wichtige Rolle spielen, dass Aerobactin 

wichtig für das Überleben und die Proliferation von K. pneumoniae im porzinen Blut ist und 

dass prolinreiche AMPs eine bakterizide Wirkung im Bakteriämie-Modell entfalten. 

Tiere, Material und Methoden: Für die erste Publikation wurden PCR-Untersuchungen 

durchgeführt, um den Sequenztyp, die Siderophorgene und das rmpA Gen der Isolate 

nachzuweisen. Weiterhin sollte die Siderophorproduktion auf dem Chromazurol S (CAS) Agar 
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semiquantitativ untersucht werden. In Wachstumskurven erfolgte die Analyse von 

Unterschieden im Wachstum durch Konditionierung. Der bactericidal assay wurde als 

Bakteriämie-Modell etabliert und eine Verlaufsuntersuchung mit paralleler Bestimmung der 

IgM- und IgG-Antikörperspiegel im Blut der Ferkel (n = 9) durchgeführt. Unter Zuhilfenahme 

der Durchflusszytometrie sollte die Phagozytose und der durch K. pneumoniae ausgelöste 

oxidative Burst bestimmt werden. In der zweiten Publikation wurden minimale 

Hemmkonzentrationen der AMPs ermittelt und im zuvor modifizierten bactericidal assay auf 

ihre Wirksamkeit getestet. Außerdem erfolgte die Bestimmung der Zytotoxizität durch 

Messung der Laktatdehydrogenase-Aktivität und der Induktion des proinflammatorischen 

TNF-α (Tumornekrosefaktor-α) mittels ELISA. Zur statistischen Auswertung wurden nach 

Abhängigkeit der Fragestellung Rangsummentests bzw. einfaktorielle Varianzanalysen 

genutzt. 

Ergebnisse: Die in der ersten Studie untersuchten Isolate zeigten eine große Vielfalt an 

Sequenztypen und Profilen an Siderophorgenen. Ebenso konnten auf CAS Agar Unterschiede 

zwischen den Stämmen in der Siderophorproduktion erkannt werden. Im bactericidal assay 

waren porzine iucA+ K. pneumoniae-Stämme in der Lage im Blut der vier Wochen alten Ferkel 

zu proliferieren. Mit einem ausgewählten porzinen iucA+ Stamm wurden weitere 

Untersuchungen durchgeführt. In einer Wachstumskurve konnte das Wachstum in Serum 

durch Zugabe von Aerobactin-haltigen Kulturüberstand gefördert werden. Die bactericidal 

assays zeigten, dass K. pneumoniae erst ab der 8. Lebenswoche im Blut der Tiere abgetötet 

wird. Durch Degradation der IgM-Antikörper im Blut der acht Wochen alten Ferkel überlebte 

der K. pneumoniae-Stamm und auch nach Inhibition des Komplementsystems zeigte der 

Stamm ein Überleben. Dabei ist bemerkenswert, dass in den vorausgegangenen 

Lebenswochen ein starker Anstieg der IgM-Antikörper nachgewiesen werden konnte. In der 

zweiten Publikation konnte auch für einen humanen iucA+ rmpA+ K. pneumoniae-Stamm 

Proliferation im porzinen Blut aufgezeigt werden. Die Applikation von Apidaecin (Api) 137 

bewirkte ein Abtöten des porzinen iucA+ sowie des humanen 

iucA+ rmpA+ K. pneumoniae-Stammes. Im Vergleich zur Applikation eines Cephalosporins, 

führte Api137 nicht zu einer vermehrten Zytotoxizität oder gesteigerten Induktion von TNF-α. 

Schlussfolgerungen: Im Blut der untersuchten Saugferkel können 

iucA+ K. pneumoniae-Stämme proliferieren. Wenn die Ferkel ein Alter von acht Wochen 

erreichen, werden die Erreger durch IgM vermittelte komplementabhängige 

Opsonophagozytose abgetötet. Api137 wirkt im In vitro-Bakteriämie-Modell bakterizid gegen 

einen porzinen iucA+ und einen humanen iucA+ rmpA+ K. pneumoniae-Stamm und zeigt dabei 

keine starke Zytotoxizität oder Induktion von TNF-α. 
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Introduction: Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) causes severe, partly fatal diseases in 

humans and animals. In animals, septicemia, mastitis, pneumonia and urinary tract infections 

are common manifestations of K. pneumoniae infections. Healthy-appearing suckling piglets 

suddenly die as a result of septicemia. Treatment of these infections becomes more 

challenging due to the emergence of resistant strains, such as extended-spectrum 

betalactamase (ESBL)-producing or carbapenem-resistant strains. In human medicine, 

K. pneumoniae strains are divided into classical and hypervirulent strains. Aerobactin has been 

identified as a virulence factor that is crucial for survival and manifestation in the host 

organism. Antimicrobial peptides (AMPs) offer an approach for the treatment of infections 

with multidrug-resistant pathogens. 

Aims: In this work, veterinary and human K. pneumoniae isolates were phenotypically and 

genotypically characterized with respect to their sequence type as well as their gene profile 

for the formation of different siderophores and a very thick capsule. An important objective 

was to establish a porcine in vitro bacteremia model for K. pneumoniae. In the further course, 

the hypotheses that IgM (immunglobulin M), complement and immune cells play an essential 

role in the control of K. pneumoniae bacteremia in older piglets, that aerobactin is important 

for the survival and proliferation of K. pneumoniae in porcine blood and that proline-rich AMPs 

exert a bactericidal effect in the bacteremia model were investigated. 

Animals, material and methods: For the first study, PCR analysis of the isolates was performed 

to detect the sequence type as well as putative siderophores and rmpA genes. Furthermore, 

siderophore production was semiquantitatively assessed on chromazurol S (CAS) agar. 

Differences in growth were analyzed in growth curves by conditioning. The bactericidal assay 

was established as a bacteremia model and a follow-up study with parallel determination of 
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IgM and IgG antibody levels in the blood of the piglets (n = 9) was performed. By flow 

cytometry, phagocytosis and oxidative burst caused by K. pneumoniae were detected. In the 

second study, minimal inhibitory concentrations of AMPs were determined and tested for 

their efficacy in the previously modified bactericidal assay. In addition, the cytotoxicity was 

verified by measuring of lactate dehydrogenase activity and induction of proinflammatory 

TNF-α (tumore necrosis factor-alpha) by ELISA. For statistical analysis, rank sum tests or one-

way ANOVA were used depending on the statistical question. 

Results: The isolates investigated in the first study showed a great diversity in sequence types 

and profiles of siderophore genes. Likewise, differences between strains in siderophore 

production were detected on CAS agar. In the bactericidal assay, porcine iucA+ K. pneumoniae 

strains proliferated in the blood of 4-week-old piglets. Further experiments were performed 

with a selected porcine iucA+ strain. Growth of K. pneumoniae in serum was boosted by 

addition of culture supernatants containing aerobactin. Bactericidal assays showed that 

K. pneumoniae is killed in blood drawn from 8-week-old piglets. Degradation of IgM antibodies 

in the blood of these piglets led to survival of K. pneumoniae. Furthermore, the strain 

proliferated in the blood after inhibition of the complement system. Of note, a strong increase 

in IgM antibody levels was detected up to this week of life. In the second study, proliferation 

in porcine blood was also shown for a human iucA+ rmpA+ K. pneumoniae strain. Application 

of apidaecin (Api) 137 induced killing of the porcine iucA+ as well as the human 

iucA+ rmpA+ K. pneumoniae strain. Compared to application of a cephalosporin, Api137 did 

not result in increased cytotoxicity or increased induction of TNF-α. 

Conclusions: In the blood of the examined suckling piglets, iucA+ K. pneumoniae strains 

proliferate. When piglets reach an age of eight weeks, the pathogen is killed by IgM-mediated 

complement-dependent opsonophagocytosis. Api137 is bactericidal against a porcine iucA+ 

and a human iucA+ rmpA+ K. pneumoniae strain in the in vitro bacteremia model, while 

showing no strong cytotoxicity or induction of TNF-α. 
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8 Anhang 

8.1 Verzeichnis wissenschaftlicher Vorträge während der Zeit der 

Promotion 

Posterbeiträge: 

12/2018 Erreger-Wirt Interaktion von Klebsiella pneumoniae im Blutüberlebenstest 

  (Dies academicus, Tag der Nachwuchsförderung, Leipzig) 

03/2020 Klebsiella pneumoniae in porcine blood: bactericidal activity of adaptive IgM 

and proline-rich antimicrobial peptides 

(DGHM Tagung, Leipzig) 

06/2021 Survival of Klebsiella pneumoniae in porcine blood is putatively mediated by 

aerobactin generation and limited by IgM and complement system 

(DVG Fachgruppentagung Bakteriologie und Mykologie, online, 2. Posterpreis) 

09/2021 Survival of Klebsiella pneumoniae in porcine blood: the role of the siderophore 

aerobactin 

(DGHM Tagung, online) 

 

Vorträge: 

11/2019 Klebsiella pneumoniae in porcine blood: bactericidal activity of adaptive IgM 

and antimicrobial peptides 

(Infektionsmedizinische Exkursion Bad Langensalza) 

07/2021 Survival of Klebsiella pneumoniae in porcine blood is putatively mediated by 

aerobactin generation and limited by IgM and complement system 

(9. Doktorandenforum Leipzig, online) 

01/2022 Hypervirulente Klebsiella-pneumoniae-Stämme – eine zukünftige 

Herausforderung in der Schweinemedizin? 

(11. Leipziger Tierärztekongress, verschoben in Juli 2022) 
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