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2 Abkürzungsverzeichnis 

 

%  Prozent 

°C  Grad Celsius 

µg  Mikrogramm 

µl  mikroliter 

AFIP Armed Forces Institute of 

Pathology 

AK  Antikörper 

ATCC engl.: American type culture 

collection (Amerikanische 

Kulturkollektion) 

B1-SK1 Bartonella henselae 1-mal 

subkultiviert 

B1-SK50 Bartonella henselae 50-mal 

subkultiviert 

BA  Baciläre Angiomatose 

BSA  bovines serum albumin 

ca.  circa 

CBA  cytometric bead array 

CO2  Kohlendioxid 

DIF  Doppelimmunfluoreszenz 

DNA engl.: desoxyribonucleic acid 

(Desoxyribonukleinsäure) 

ELISA engl.: enzyme-linked 

immunosorbent Assay 

(Enzymgekoppelter 

Immunadsorptionstest) 

ERK extrazellulär signalregulierte 

Kinase 

EM  Elektronenmikroskopie 

et al  lat.: et alii (und andere) 

FACS engl.: fluorescence activated cell 

sorting (fluoreszenz aktivierte 

Zellsortierung) 

FBS engl.: fetal bovine serum (fetales 

Kälberserum) 

fMLP formyl-Methionyl Leucyl-

Phenylalanin 

g  Erdbeschleunigung  

GM-CSF  engl.: granulocyte macrophage 

colony stimulating factor 

(Granulozyten-Makrophagen 

Koloniestimulierender-Faktor) 

h  Stunde 

HIV engl.: human immunodeficiency 

virus (humanes immundefizienz 

Virus) 

 

 

 

 

IFN  Interferon 

IgG  Immunglobulin G 

IgM  Immunglobulin M 

IL  Interleukin 

JNK  c-Jun N-terminale Kinase 

KBE  Koloniebildende Einheit 

kDa  kilo Dalton 

KKK  Katzenkratzkrankheit 

LPS  Lipopolysaccharid 

M-CSF macrophage colony-stimulating 

factor 

MHC  Major Histocompatibility Complex 

min  Minute 

ml  milliliter 

mol/l  Molarität/Liter 

MAPK p38-Mitogen aktivierte 

Proteinkinase 

MPS mononukleär phagozytierendes 

System 

Mr  Molekülmasse 

ng  Nanogramm 

nm  nanometer 

PBS  Phorbolester 

PBS  phosphatbuffer salzig 

PCR engl.: polymerase chain reaction 

(Polymerase-Ketten-Reaktion) 

pg  Pikogramm 

PH  Peliosis Hepatis 

PHM  primärer humaner Makrophage 

RES  Retikuloendotheliaes System  

RNA engl.: ribonucleic acid 

(Ribonukleinsäure) 

rpm engl.: revolution per minute 

(Umdrehungen pro Minute) 

rRNA  ribosomale RNA 

Spp  Subspezies 

TACE  engl.: tumor necrosis factor  

  converting enzyme 

TGF engl.: transforming growth factor 

(transformierender 

Wachstumsfaktor) 

TNF  Tumornekrosefaktor 

z. B.  zum Beispiel  

ZNS  Zentrales Nervensystem 
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3 Einleitung 

3.1 Die Gattung Bartonella 

3.1.1 Taxonomie und Geschichte 

 

Die Bakterien der Gattung Bartonella umfassen insgesamt 24 verschiedene 

Spezies, von denen neun als humanpathogen angesehen werden, nämlich B. 

bacilliformis, B. quintana, B. henselae, B. elizabethae, B. grahamii, B. 

clarridgeiae, B. vinsonii subsp. arupensis, B. vinsonii subsp. berkhoffii und B. 

washoensis [1-10]. 

 

Lange Zeit war B. bacilliformis das einzige bekannte Bakterium der Gattung 

Bartonella. Als Namensgeber gilt der peruanischen Arzt Alberto Barton, welcher 

das Bakterium 1909 als Erreger der in den Anden Perus, Ecuadors und 

Kolumbien endemisch auftretenden Carrion´schen Krankheit erstmals 

beschrieb [2]. Diese zeigt sich als eine in zwei Schüben verlaufende 

Erkrankung mit hoher Letalität, bei der es nach einer Inkubationszeit von zwei 

bis sechs Wochen zu einer hämolytischen Anämie mit gleichzeitig auftretendem 

hohen intermittierenden Fieber kommt. Verläuft die Erkrankung nicht letal, 

treten oftmals Wochen bis Monate nach der akuten Phase noduloverruköse 

teleangiektatische Granulome an Gesicht und Extremitäten auf [3]. 

 

Der zweite humanpathogene Vertreter B. quintana wurde als Erreger des Fünf-

Tage-Fiebers insbesondere während der beiden Weltkriege bekannt, wo es 

viele Epidemien auslöste. Die Erkrankung wird deshalb auch 

Schützengrabenfieber (Trench Fever) genannt [4]. Vermehrt zeigte sich eine 

Infektion mit B. quintana seit Anfang der 1980er Jahre sowohl bei Erkrankungen 

von Obdachlosen und Drogenabhängigen (Urban Trench Fever) als auch als 

Erreger von vasoproliferativen Veränderungen bei HIV-positiven Patienten 

(Bazilläre Angiomatose (BA)). Zudem konnte das Bakterium als Auslöser von 

Endokarditiden identifiziert werden. Chronisch infizierte und chronisch 
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bakteriämische Menschen können jedoch auch völlig symptom- und fieberfrei 

sein [5]. Der Name des Bakteriums änderte sich im Laufe der Zeit von 

Rickettsia quintana, über Rochalimaea quintana, bis zwischen 1993 und 1995 

eine Reklassifizierung aufgrund der DNA-Hybridisierung und 16S rRNA-

Sequenzierungsergebnisse erfolgte, infolgedessen die Gattung der 

Rochalimaea und die Gattung der Grahamella, der Familie der Bartonellaceae 

zugeordnet wurde [6] [7]. 

 

B. henselae wurde 1990 das erste Mal aus dem Blut eines HIV-infizierten 

Patienten isoliert und in der Folge als Ursache seiner Bakteriämie und seines 

Fiebers interpretiert [8]. 1992 wurde es genau charakterisiert und zunächst als 

Rochalimaea henselae nach der medizinisch-technischen Assistentin Diane 

Hensel bezeichnet [9], um 1993 im Rahmen der oben genannten 

Reklassifizierung seinen heutigen Namen Bartonella henselae zu erhalten. 

Innerhalb der B. henselae Isolaten werden heute bezüglich der 16S rRNA zwei 

Genotypen [10] und aufgrund molekularbiologischer Untersuchungen mehrere 

Varianten unterschieden [11-14]. Auch konnte gezeigt werden, dass es möglich 

ist, dass in einem B. henselae Isolat zwei verschiede 16S rRNA gefunden 

werden können [15]. 

 

Der spezifischer Hauptwirt und das Reservoir für B. henselae ist die Hauskatze 

[16]. Es gilt jedoch inzwischen als sicher, dass alle Säugetiere von B. henselae 

infiziert werden können, so konnten inzwischen Isolate aus Hunden [17], Affen 

[18] und Waldmäusen [19] gewonnen und die Bartonella-DNA in Blutproben von 

zwei Schweinswalen gefunden werden [20-21]. Infizierte Hauskatzen entwickeln 

eine mehrere Monate anhaltende Bakteriämie, während dieser die Bakterien 

auf andere Katzen oder Menschen durch Kratz- oder Beißverletzungen 

übertragen werden können [15] [22]. Die Übertragung auf den Wirt erfolgt durch 

direkten Kontakt oder blutsaugende Arthropoden, wie den blutsaugenden 

Katzenfloh (Ctenocephalides felis) [23-25] und dessen Kot, in dem B. henselae 

mehrere Tage überlebensfähig ist [26] [23] oder durch Zecken (Ixodes ricinus) 

[27-29]. Außerdem konnte B. henselae-DNA aus dem Wadenstecher (Stomoxys 

spp.) isoliert werden [30].  
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Die Erkrankungen durch weitere humanpathogene Bartonella Arten sind sehr 

vielfältig. B. elizabethae und B. vinsonii subsp. berkhoffii gelten hauptsächlich 

als mögliche Erreger einer Endokarditis, nachdem sie aus dem Blut eines 

Patienten mit Endokarditis isoliert wurden [31] [32]. B. grahamii kann Uveitis 

verursachen [33], B. clarridgeiae wurde auch bei einem Patienten mit 

Katzenkratzkrankheit (KKK) [34], B. vinsonii subsp. arupensis bei einem 

Patienten mit Valvulopathie und Fieber gefunden [35]. B. washoensis konnte als 

mögliche Ursache von Myokarditiden identifiziert werden [36] [37].  

 

3.1.2 Mikrobiologische Charakteristika 

Bakterien der Gattung Bartonella sind pleiomorphe, anspruchsvolle,  

gramnegative, aerobe und Oxidase-negative Stäbchen. Sie leben fakultativ 

intrazellulär, d.h. sie sind sowohl intra- als auch extrazellulär vermehrungsfähig.  

Ihre Länge beträgt etwa 2 µm und ihre Breite 0,5 – 0,6 µm [9]. Taxonomisch 

werden sie der Familie Bartonelaceae, der Ordnung Rhizobiales und der Klasse 

der α2-Proteobakterien zugeordnet. Sie sind evolutionär nahe verwandt mit den 

Genera Brucella, Agrobakterium und Rhizobium. Sie wachsen auf unbelebten 

Nährmedien nur langsam. In vitro ist B. henselae in Zellkultur, auf Kochblut- 

oder mit Hämin angereichertem Agar bei 37°C, erhöhter Luftfeuchtigkeit und 

5% CO2 kultivierbar [38]. Bei Erstisolation und Kultivierung auf Kochblutagar 

sind bis zum Auftreten von sichtbaren Kolonien Inkubationszeiten von zwei bis 

fünf Wochen nötig. Diese Zeitspanne lässt sich durch weiteres Passagieren der 

Bakterien verkürzen. B. henselae Motilität besitzt die Fähigkeit der 

Pilusexpression. Phänotypisch entsprechen die exprimierten Pili dem Typ IV 

Pilus, welcher Bestandteil aller Gram-negativer Bakterienoberflächen ist und 

eine große Rolle bei der Wirtserkennung und Invasion von pathogenen 

Bakterien, bei der Motiliät auf Oberflächen (engl. twitching motility) sowie beim 

DNA-Transfer besitzt. Die Fähigkeit der Expression der Pili verlieren die 

Bakterien jedoch häufig nach mehreren Passagen wieder [39]. 
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3.1.3 Pathogenese 

Bartonellen sind Pathogene, die wie viele Bakterien auf bestimmte Wirte 

beschränkt sind. Eine lang anhaltende, intraerythrozytäre Bakteriämie als 

Kennzeichen einer erythrozytären Infektion findet ausschließlich in wenigen 

Wirtstieren, wie beispielsweise der Hauskatze, statt. Endotheliale Zellen 

hingegen scheinen der primäre Zielzelltyp für bakterielle Kolonisationen sowohl 

im Hauptwirt als auch bei Fehl- bzw. Zufallswirten zu sein [40]. Nach 

Übertragung auf den Hauptwirt beginnt der Infektionszirkel durch Besiedelung 

der sogenannten Primärnische, welche hauptsächlich aus Endothelzellen 

besteht, aber auch Zellen des retikuloendothelialen Systems umfassen kann. 

Die Bakterien adhärieren an die Endothelzellen und invadieren über einen 

aktin-abhängien Prozess [41]. Nach der Invasion replizieren Bartonellen in 

diesen Endothelzellen. Dies konnte mikroskopisch und durch Quantifizierung 

der intrazellulären Bakterien direkt sowie über die Zunahme der ribosomalen 

RNA indirekt nachgewiesen werden [42-44]. Neben dem aktin-abhängigen 

Prozess wurde ein weiterer spezifischer Wirtszell-Pathogen Mechanismus 

beschrieben. Hier wird die Internalisierung der zuvor an der Zelloberfläche 

akkumulierten Bakterien, durch eine solitäre sich distal vom Zell-Nukleus 

befindende, globuläre Struktur mit einem Durchmesser von 5 - 15µm, 

ermöglicht. Diese Struktur wird als Invasom bezeichnet und der gesamte 

Vorgang dauert ca. 24 h [41]. 

 

Ungefähr am Tag fünf der Infektion, werden die Bakterien aus der Primärnische 

in das Blut freigesetzt, wo sie Erythrozyten infizieren und zusätzlich die Zellen 

der Primärnische neu besiedeln. Dadurch kommt es zu einem andauernden 

Infektionszyklus in ungefähr 5-tägigen Abständen, welcher erst durch eine 

Antikörper-abhängige Immunantwort durchbrochen werden kann [45] [46]. 

Internalisiert verweilt das Bakterium intrazellulär bis zum Ableben des 

Erythrozyten, woraus die langandauernde intraerythozytäre Infektion entsteht, 

die typischerweise zu beobachten ist [45]. Bei humanen Infektionen durch 

Bartonella spp. ist die Primärnische bisher unbekannt. Es konnte gezeigt 

werden, dass B. henselae weder an humane Erythrozyten adhäriert, noch in sie 

invadiert. Jedoch adhäriert und invadiert das Bakterium in hämatopoetische 
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Progenitorzellen (HPC) und war in diesen Zellen intrazellulär bis zum Tag 13 

nach Infektion noch detektierbar. Aufgrund dieser Tatsachen wird vermutet, 

dass HPCs die Primärnische bei humanen Bartonella spp. Infektionen darstellt 

[47]. 

Bartonellen können eine Vielzahl von Erkrankungen hervorrufen, abhängig 

sowohl von der beteiligten Bartonellaspezies (siehe oben) als auch vom 

Immunstatus des Patienten. Es konnte in vielen Fallstudien gezeigt werden, 

dass Erkrankungen zwar bei Immunkompetenten auftreten können [28], die 

schwersten Ausprägungen der Erkrankungen aber bei geschwächter zellulärer 

Immunabwehr, durch beispielsweise eine HIV-Infektion, auftreten [48-51] [9] [8]. 

 

Über die einzelnen Pathogenitätsstrategien und die Interaktionen zwischen dem 

Bakterium und dem menschlichen Organismus ist verhältnismäßig wenig 

bekannt. Die bisher hauptsächlich erforschten Pathogenitätsstrategien von B. 

henselae, welche sich klinisch u. a. im Rahmen von vaskuloproliferativen 

Erkrankungen zeigen, sind die direkte Stimulation der Endothelzellproliferation 

[52] [53], die Aktivierung des Hypoxie-induzierenden Faktors 1 (HIF-1) [54], die 

Auslösung einer proangiogenetischen Wirtszellantwort [55] [56] mit der daraus 

folgenden pathologischen Angiogenese, die Inhibition der Endothelzellapoptose 

[57] [58], die Zersetzung der Wirtszelle durch das VirB Typ IV Sekretionssystem 

(Typ4-SS) [59], die Benutzung von afimbriellen Adhäsinen (BadA) [60] und die 

Kommunikation über Proteine in der äußeren Bakterienmembran (OMP) [61]. In 

der Gesamtheit helfen sie dem Bakterium die Zielzellen des Wirtes zu infizieren 

und in ihnen zu persistieren. 

 

Es konnte gezeigt werden, dass durch vermehrtes Passagieren eines 

Bakterienstammes von B. henselae oder B. quintana, sich nicht nur die 

Morphologie der Bakterienoberfläche [62] und die der einzelnen 

Bakterienkolonien verändert [63] [9], sondern auch, dass die Bakterien die 

Fähigkeit verlieren, einzelne oder mehrere der obengenannten 

Angriffsstrategien anzuwenden [39] [64]. 

 

Als mögliche Abwehrreaktionen des infizierten Organismus konnte im Rahmen 
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von in vitro Untersuchungen gezeigt werden, dass B. henselae die Phagozytose 

stimuliert, die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (oxidativer burst) in 

polymorphkernigen Leukozyten aktiviert und sowohl den alternativen C3-

vermittellten Weg des Komplementsystems, mit nachfolgender Zytolyse des 

Erregers, als auch den klassischen Weg ohne einen spezifischen Antikörper 

aktivieren kann [65]. Um eine parenchymatöse und systemische Ausbreitung 

der Bakterien zu verhindern, bildet der Körper Granulome durch Kooperation 

von Makrophagen, T-Zellen und Neutrophilen [66] [67]. Die Interaktion zwischen 

den Makrophagen und Bakterien führt zu einer Produktion von Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren mit autokrinen und parakrinen Funktionen, die auch der 

Regulation der Angiogenese dienen [68] [69]. 

 

Der direkte Zusammenhang von Bartonella spp. mit vaskuloproliferativen 

Erkrankungen, welche sich dadurch auszeichnen, dass lobuläre 

Kapillarproliferationen von Neutrophilen, T-Zellen und Makrophagen durchsetzt 

sind [51] [50], gilt deshalb als bewiesen, weil das Bakterium hier sowohl 

mikroskopisch in enger Assoziation zum proliferierenden Endothel gefunden 

werden konnte [1], als auch kulturell und mit molekularbiologischen Methoden 

in den Gefäßproliferationen detektiert wurde [70] [71]. 

 

3.1.4 Klinisches Spektrum von Bartonella henselae Infektionen 

3.1.4.1 Katzenkratzkrankheit (KKK) 

Die KKK ist eine gutartige, selbstlimitierende Erkrankung, welche ohne 

antibiotische Therapie in der Regel 6 - 12 Wochen andauert. Sie ist bis auf 

wenige Ausnahmen Folge der Infektion eines immunkompetenten Menschen 

mit B. henselae [72]. In 50 – 75% der Fälle bildet sich an der Stelle der 

Hautläsion (klassischerweise Katzenkratzer/-biss) eine Papel oder Pustel aus, 

worauf dann nach 7 – 50 Tagen im Abflussgebiet der Primärläsion eine 

regionäre Lymphadenopathie folgt, die in der Hälfte aller Fälle dann auch als 

einziges Symptom bestehen bleibt. Die betroffenen Lymphknoten erreichen 

ungefähr zwei bis drei Wochen nach Beginn der Symptomatik ihre maximale 

Größe von ein bis fünf Zentimetern, teilweise aber auch bis zu zwölf 
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Zentimetern. Die Ausprägung der Schwellung untersteht einer großen 

interindividuellen Variabilität. Typischerweise nimmt sie innerhalb der folgenden 

Wochen bis Monate langsam wieder ab. In rund zehn Prozent der Fälle kommt 

es zu einer eitrigen Einschmelzung des Lymphknotens [1] [73] [74]. 

 

Achtzig Prozent der befallenen Lymphknoten befinden sich an den oberen 

Extremitäten, Kopf oder Nacken [75] [76]. Fünfzig Prozent der Patienten klagen 

zusätzlich über leichtes Unwohlsein, Kopfschmerzen oder Fieber. Des Weiteren 

können sich Übelkeit, Gewichtsabnahme, Halsschmerzen und Splenomegalie 

ausbilden [1] [77]. Zu atypischen Manifestationen kommt es in zehn Prozent der 

Fälle. Sie können sehr vielfältig sein und reichen von dem am häufigsten 

auftretenden Parinaud´schen okuloglandulären Syndrom, einer einseitigen, 

subakuten Konjunktivits mit begleitender präaurikulärer Lymphadenopathie,  bis 

zu Enzephalitis, zerebraler Arteriitis, Radikulitis, Myelitis, granulomatöser 

Hepatitis oder Splenitis, atypischer Pneumonie, hilärer Adenopathie, 

Pleuraerguß, Osteomyelitis, Erythema nodosum, Erythema anulare und 

Parotisschwellung [78-81]. 

 

Histologisch sieht man in den befallenen Lymphknoten eine nekrotisierende 

granulomatöse Entzündungsreaktion mit lymphozytären Infiltraten und 

mehrkernigen Riesenzellen. Zu einer Abszedierung der befallenen Region 

kommt es in 15 % der Fälle [75]. 

 

Lange Zeit war der Erreger der KKK unbekannt. Die Krankheit wurde zwar 

schon 1950 ausführlich beschrieben [82], die Diagnose konnte lange aber 

ausschließlich klinisch gestellt werden, wenn mindestens drei der folgenden vier 

Kriterien positiv waren [83]:  

1. Kontakt mit einer Katze und Nachweis eines Kratzers bzw. einer Primärläsi-

on von Haut, Auge oder muköser Membran. 

2. Eine positive Reaktion beim Hauttest nach Hangar und Rose. 

3. Laborchemischer Ausschluss anderer Ursachen einer Lymphadenopathie. 
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4. Charakteristischer histopathologischer Befund in Biopsien von betroffenen 

Lymphknoten oder anderen Orten des befallenen Systems. 

 

Erst 1988 konnte im Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) aus dem 

Lymphknoten eines an KKK erkrankten Patienten ein Bakterium gewonnen 

werden. Dieses Bakterium wurde dann 1991 nach dem Ort der Erstisolation und 

nach dem angenommenen Infektionsüberträger, einer Katze (lat. felis), als 

Afipia felis bezeichnet und von nun an für den Erreger der KKK gehalten [9]. Die 

folgenden Untersuchungen lieferten jedoch keine zusätzlichen Beweise für 

diese Ätiologie der KKK, so dass Afipia felis heute nur noch eine 

untergeordnete Rolle bei der Entstehung der KKK beigemessen wird [84]. 

Schon 1992 wurde dann Rochalimaea henselae als Erreger vermutet, weil 

gezeigt werden konnte, dass 88% der an KKK-Erkrankten erhöhte 

Antikörpertiter gegen Rochalimaea henselae aufwiesen, jedoch nur 3 % der 

Gesunden [85]. Endgültig als Erreger identifiziert wurde Rochalimaea henselae 

im Jahr 1993, als man ihn direkt aus einem befallenen Lymphknoten isolieren 

und kultivieren konnte, und ihn mittels Gesamtzellfettanalyse und PCR sicher 

identifizierte [77]. 

 

3.1.4.2 Vaskuloproliferative Erkrankungen 

Sowohl die Bazilläre Angiomatose (BA), welche 1989 durch LeBoit ihren Namen 

erhielt [51], als auch ihre viszeralen Manifestation, zum Beispiel der Befall der 

Leber (Peliosis hepatis (PH)) oder anderer innerer Organe, zählen zu den 

vaskuloproliferativen Krankheiten und sind generalisierte Manifestationen der 

systemischen Infektion [86] [87].  An ihnen erkranken vorrangig 

immunsupprimierte Patienten, besonders HIV-Infizierte. Es können jedoch 

genauso immunkompetente Patienten an ihnen erkranken [86] [88] [89]. Als 

Verursacher der Erkrankungen gelten B. henselae und  B. quintana [90]. 

 

Morphologisch zeigt sich die BA, wie in der Abbildung 1B dargestellt, als 

einzelne oder multipel auftretende, kutane oder subkutane Läsionen, welche 

meist ein derbes rötlich-livides Aussehen haben [91]. 
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Abbildung 1:  Computertomographisches-Aufnahme und Lichtbild eines Patienten mit BA und/oder PH:  

A: Kontrastmittelverstärktes helikales Abdomen-CT eines 65 Jahre alten Patienten mit primärer biliärer 
Zirrhose und PH. Man erkennt homogene Kontrastmittelverstärkungen während der hepatischen 
arteriellen Phase. [92]  

B: Erkennbar sind die für eine BA typischen kleinen Kirsch-Angiom ähnlichen kutanen Läsionen und 
Knötchen am Rumpf eines Patienten. [93] 

 

Die PH zeigt, wie in Abbildung 1A zu sehen, morphologisch dilatierte 

Lebersinusoide und zystisch-gekammerte, blutgefüllte Endothelzell-

Proliferationen, umgeben von myxoidem Stroma. 

 

Histologisch darstellbar sind bei allen Formen lobuläre kapilläre 

Gefäßproliferationen, die von Neutrophilen, T-Zellen und Makrophagen 

durchsetzt sind [51] [50] , sowie epitheloide teilweise atypischer Endothelzellen, 

die Blutgefäße auskleiden und teilweise in das Lumen hineinragen [91]. 

 

Die Läsionen werden typischerweise von aktivierten Monozyten und 

Makrophagen infiltriert [51] [94]. Die BA zeigt sich durch drei klinische Bilder, 

die einzeln, aber auch zusammen auftreten können [95]: 

1. Hautläsionen (50%) 

2. Abdominelle Symptome (20% als einzige klinische Ausprägung) 

3. Fieber und Lymphadenopathie (20% als einzige klinische Ausprägung) 

 

Die Patienten mit PH beklagen Fieber, Abdominalschmerzen, Gewichtsverlust 

und Hepatomegalie [96]. 



Einleitung  16 

 
 
3.1.4.3 Weitere Manifestationen 

Bei Patienten mit geschwächter Abwehrlage, insbesondere bei HIV-infizierten 

Patienten, können Endokarditis, Osteomyelitis, rezidivierende Bakteriämien mit 

systemischen Manifestationen bestimmter Organe, beispielsweise der Lunge 

sowie selten ein Befall des zentralen Nervensystems mit Enzephalitis auftreten 

[97] [1] [98] [86] [50]. 

 

3.1.5 Epidemiologie 

In Europa ist die Katzenkratzkrankheit das am häufigsten durch Bakterien der 

Gattung Bartonella verursachte Krankheitsbild und im Kindes- und Jugendalter 

eine häufige Ursache einer benignen chronischen Lymphadenopathie. Die KKK 

kann in jedem Lebensalter auftreten, jedoch sind 80% aller Erkrankten Kinder 

zwischen 2 und 14 Jahren, von denen 90% vor der Erkrankung einen Kontakt 

zu Katzen angaben. Patienten mit BA hatten hingegen nur zu 20% im Vorfeld 

Kontakt zu Katzen [99] [100]. 

 

Die in Prävalenzstudien gewonnenen und veröffentlichten Zahlen über den 

Prozentsatz der Menschen, bei denen Bartonella-spezifische Antikörper 

nachweisbar waren, reichen in Europa von 6 – 30% und in den USA bis zu 50% 

[101] [102]. Die Seroprävalenz von IgG-Antikörpern gegen Bartonella steigt mit 

fortschreitendem Alter, so wurden bei Kindern bisher selten Titer über 1:128 

gefunden, bei Erwachsenen hingegen schon [103] [104]. Eine Erkrankung an 

KKK ist das ganze Jahr über möglich, eine saisonale Häufung ist jedoch von 

Oktober bis März zu erkennen [100]. Von den 24000 geschätzten Fällen die 

jährlich in den USA an KKK erkranken, müssen 2000 ins Krankenhaus 

aufgenommen werden [72] [99]. 

 

Das Vorkommen von Bartonella spp. bei Katzen ist weltweit noch nicht 

hinreichend untersucht. Die Seroprävalenz von Hauskatzen im Großraum San 

Francisco wird mit ca. 41% angegeben [105] wohingegen nur 13% der Katzen 

im Raum Freiburg seropositiv sind [106] [107]. In Nordamerika wird eine 

Seroprävalenz von 81% angegeben, wobei nur bei 39,4% eine Erregerisolation 
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gelang [24]. Bei einer Untersuchung von 713 Katzenseren in Nord- und 

Süddeutschland konnte festgestellt werden, dass 6 - 15% der untersuchten 

Katzen seropositiv waren. Zusätzlich wurden klimatische Einflüsse auf die 

Epidemiologie vermutet, da eine leicht erhöhte Seroprävalenz in 

Norddeutschland festgestellt wurde [108]. Diese Faktoren können durch 

klimatische Einflüsse auf die die Krankheit übertragenden Arthropoden 

entstehen. Die Prävalenz von Katzenflöhen zeigt im Norden Amerikas eine 

eindeutig positive Korrelation mit feuchtem und warmen Klima [109]. Solcherlei 

Einflüsse sind beispielsweise schon bei der durch Zecken übertragenen 

Borreliose bekannt.  

 

3.1.6 Diagnostik 

3.1.6.1 Serologische Nachweismethoden 

Die Serologie stellt momentan die Standardmethode zum Nachweis der KKK 

dar. Mittels ELISA, Westernblot, oder indirektem Immunfluoreszenz können 

Antikörper gegen B. henselae nachgewiesen werden. Es können hiermit 

Ergebnisse mit einer Sensivität von 98 bis 100 Prozent und einer Spezifität von 

60 bis 98 Prozent gewonnen werden [99] [110-113] [85]. Nach der Infektion 

steigt der IgM-AK Titer bis zu einem Maximum nach rund vier Wochen an und 

fällt dann langsam wieder unter die Nachweisgrenze. Ein bis zwei Wochen nach 

Beginn der Erkrankung tritt ein messbarer IgG-AK Titer auf und erreicht seinen 

Maximalwert nach ungefähr sieben bis acht Wochen, um dann interindividuell 

sehr variabel zu persistieren oder langsam wieder zu sinken. Ein vierfacher 

IgG-AK Titeranstieg, ein IgG-AK Titer über 1:512 oder eine Serokonversion 

gelten als diagnoseweisend [114]. In Europa konnte eine relativ hohe 

Durchseuchung nachgewiesen werden, so wurde bei Schweizer Blutspendern 

je nach städtischer oder ländlicher Herkunft bei 26 bis 60% [115], bei deutschen 

gesunden Erwachsenen unabhängig von aktueller Katzenexposition rund 30% 

Antikörper gegen B. henselae gefunden. In den USA hingegen konnten nur bei 

4 – 6% der negativen Kontrollkollektive Antikörper nachgewiesen werden[116] 

[117]. Der Antikörpernachweis im Serum ist ebenso auch bei durch B. henselae 

verursachter Endokarditis sowie Peliosis hepatis möglich. 
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3.1.6.2 Kulturelle Nachweisverfahren 

Es ist prinzipiell möglich, aus Abstrichen, Lymphknoten oder in Blutkulturen 

Bartonellen anzuzüchten. Dies wäre erstrebenswert, durch das langsame 

Wachstum der Erreger ist es jedoch sehr zeitaufwändig und für die 

routinemäßige Diagnostik zu unzuverlässig. Zudem gelingt es nur selten. Als 

höchste Anzuchtrate werden 20,5 % positive Kulturen genannt [118]. 

3.1.6.3 Molekularbiologische Nachweismethoden 

Durch Feinnadelbiopsien aus betroffenem Gewebe kann mittels PCR mit 

anschließender Hybridisierung und 16S rRNA-Sequenzierung der DNA-

Nachweis des Bakteriums erbracht werden [119] [120]. Tiefgefrorenes oder 

frisch gewonnenes Material (Biopsien, Aspirate, Abstriche) ist für diese 

Untersuchung sehr gut geeignet, bei formalinfixiertem Gewebe hingegen 

können falsch negative Ergebnisse auftreten. Die PCR ist dabei wesentlich 

sensitiver als die Kultur, jedoch zum jetzigen Zeitpunkt in deutlich weniger 

Laboratorien verfügbar. Bei systemischen Symptomen kann ein DNA-Nachweis 

auch aus peripherem Blut versucht werden [121].  

3.1.6.4 Histologie 

Prinzipiell ist die histologische Untersuchung einer Gewebeprobe und der 

mikroskopische Nachweis des Erregers sowohl bei der BA als bei der durch B. 

henselae verursachten Endokarditis und der Peliosis hepatis möglich. 

Speziell bei der KKK können histologisch drei Entwicklungsstadien 

unterschieden werden: 

Stadium 1: Hyperplasie der Keimzentren sowie epitheloidzellige 

Granulome mit häufigem Nachweis von Langhans’schen 

Riesenzellen. 

Stadium 2: Die Zahl der Granulome nimmt zu, es kommt zu Fusionen 

untereinander. Zudem werden die fusionierten Granulome 

von polymorphkernigen Leukozyten infiltriert. Es bilden sich 

zentrale Nekrosen mit progressiver Einschmelzung [122]. 

Stadium 3: Hier finden sich eine Vielzahl von eitergefüllten Sinus. 

Durch eine Kapselruptur kann sich Eiter in das umliegende 

Gewebe entleeren [123]. 
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Zusätzliche Hinweise können die genaue Anamnese mit Erfragung von Kontakt 

mit Katzen, Laborwerte und Ultraschalluntersuchung der betroffenen 

Lymphknoten geben. Ein universelles Verfahren gibt es noch nicht. Es wird 

empfohlen, mehrere der obengenannten Verfahren miteinander zu kombinieren 

um eine wirkliche Sicherheit bei der Diagnose zu gewährleisten [124]. 

 

Differentialdiagnostisch sollten neben einer Lymphadenopathie im Rahmen 

einer Infektion mit B. henselae maligne Prozesse, genauso wie Infektionen mit 

anderen Erregern, wie z.B. Eppstein-Barr-Virus, Zytomegalievirus, Toxoplasma 

gondii, Mycobakterium tuberculosis oder auch atypische Mykobakterien 

bedacht werden. 

 

3.1.7 Therapie 

Die Therapie der Wahl bei der KKK hängt sehr vom Schweregrad der 

Erkrankung ab. Bei der Behandlung einer typisch verlaufenden KKK bei 

immunkompetenten Patienten ist in der Regel eine konservative Therapie mit 

eventueller Schmerztherapie ausreichend. Die Erkrankung ist selbstlimitierend 

und bildet sich innerhalb von 2 – 6 Monaten spontan zurück. Stark vergrößerte 

und abszedierte Lymphknoten können bei Bedarf sonographisch dargestellt und 

Punktiert oder Exzidiert werden. Antibiotikum der Wahl bei Komplikationen ist 

Azithromycin [125]. 

 

Bei leichten systemischen Infektionen mit mildem Krankheitsverlauf sind 

Makrolide (Clarithromycin oder Azithromycin) oder Doxycyclin eventuell auch in 

Kombination mit Gentamicin oder Rifampin indiziert. Bei schweren Infektionen 

ist eine Kombination von Doxycyclin mit Rifampicin Mittel der Wahl [125] [126]. 

Abhängig vom Immunstatus des Patienten und der Schwere der Erkrankung 

sollte die nötige Therapie zwei Wochen bis zwei Monate durchgeführt werden 

[127]. 

Insgesamt ist festzustellen, dass es bis heute kaum kontrollierte Studien zu 

Therapieoptionen und Outcome von Bartonalla Infektionen gibt. 
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3.2 Makrophagen 

Makrophagen gehören zu den Zellen des Immunsystems und spielen bei der 

Abwehr von intrazellulären Erregern, also auch bei der Abwehr von Bartonellen, 

eine wichtige Rolle. 

Eli Metchnikow beobachtete 1880 große mononukleäre phagozitierende Zellen 

in Seesternen. Er beschrieb als erster das Prinzip der Phagozytose und gab 

den beobachteten Zellen den Namen Makrophagen [128]. In der ersten Hälfte 

des 20. Jahrhunderts wurde vermehrt die Funktion der Gewebemakrophagen 

(Histiozyten) beschrieben. Darauf aufbauend wurde das Prinzip des 

retikuloendotheliaen Systems (RES) entwickelt, welches in den späten 

sechziger Jahren zum mononukleär-phagozytierenden System (MPS) erweitert 

wurde [129]. Verglichen mit anderen Zellen erwies sich in den Folgejahren die 

Untersuchung der Zellbiologie von Makrophagen als schwierig. Erst ab Mitte 

der 1980er Jahre wurden neue Erkenntnisse über die Bedeutung von 

Makrophagen gewonnen. So wurde im Rahmen der Forschungen die 

Makrophagen betreffend, ein bis dahin unbekanntes Zytokin entdeckt, der 

Tumornekrosefaktor (TNF). Es wird von Makrophagen, nach Kontakt mit 

Lipopolysaccharid (LPS), welches ein Bestandteil der äußeren Membran 

gramnegativer Bakterien darstellt, produziert [130]. Makrophagen gehören zu 

den Fresszellen und sind als mononukleäre Leukozyten ein wichtiger 

Bestandteil des zellulären Immunsystems. Sie werden im Knochenmark aus 

hämatopoeitischen Blutstammzellen zu Monozyten ausgebildet, gelangen von 

dort für etwa 24h in den Blutkreislauf, bevor sie dann an Endothelzellen 

adhärieren und durch die Interzellularspalten die Gefäße verlassen bzw. auf 

einen Entzündungsherd zuwandern [131]. Dieser Vorgang ist als Diapedese 

bekannt. Die letztendliche Ausdifferenzierung erfolgt unter dem Einfluss von 

körpereigenen Zytokinen sowie durch Erregersubstanzen wie LPS oder formyl-

Methionyl Leucyl-Phenylalanin (fMLP) in den verschiedenen Zielgeweben [132] 

[133]. Sie stellen dort keine konstante Zellpopulation dar, sondern werden 

ständig durch ihren Einsatz verbraucht und erneuert. Abhängig von der 

Lokalisation in ihrem jeweiligen Zielgewebe werden die Zellen des MPS 

unterschiedlich benannt (siehe Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Lokalisation und Bezeichnung der Zellen des MPS (Auszug aus [134]) 

Lokalisation Bezeichnung 

Knochenmark Monoblasten 
Promonozyten 
Monozyten 
Makrophagen 

Peripheres Blut Monozyten 

Gewebe/Organe 

 Bindegewebe 

 Lunge 

 Leber 

 Milz 

 

 

 Knochen 

 ZNS 

 

Histiozyten 

Alveolarmakrophagen 

Kupffer-Sternzellen 

Makrophagen der roten Pulpa 

 Marginalzonen Makrophagen 

 Metallophilische Marginalmakrophagen 

Osteoklasten 

Mikroglia 

Körperhöhlen Pleurale Makrophagen 

Peritoneale Makrophagen 

Entzündungen Exsudat Makrophagen 

  

In den jeweiligen Organen und Geweben erfüllen Makrophagen mehrere 

Aufgaben. Einerseits die Phagozytose von Mikroorganismen, apoptotischen 

Zellfragmenten oder Zellen, andererseits als antigenpräsentierende Zellen, 

welche anderen Zellen des Immunsystems, wie beispielsweise T-Lymphozyten, 

prozessiertes fremdes Material (=Antigen) auf Oberflächenrezeptoren 

(sogenannte major histocompatibility complex (MHC) Klasse II-Moleküle) zur 

Verfügung stellen [135]. Die Makrophagen synthetisieren und sezernieren mit 

dem granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) [136] und 

dem macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) [137] mindestens zwei 

hämatopoetische Wachstumsfaktoren, welche die Funktion und Produktion der 

mononukleären Leukozyten stimulieren. Zusätzlich werden Zytokine wie IL-1 

und TNF-α produziert, welche wiederum nicht hämatopoeitische Zellen wie 

Endothelzellen, oder Fibroblasten zur Produktion von GM-CSF und M-CSF 

anregen.  

 

Im Verlauf der Differenzierung von Monozyten zu den gewebsspezifischen 

Makrophagen kommt es zu einer Reihe von funktionalen und strukturellen 
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Änderungen an und in den Zellen, diese Veränderungen sind auch, wie in 

Abbildung 2 zu sehen, mikroskopisch erkennbar. Die ausdifferenzierten 

Makrophagen sind größer als die Monozyten und das Zytoplasma enthält eine 

größere Anzahl zellulärer Bestandteile, wie Vakuolen, Granula und Lysosomen. 

Außerdem ist sowohl die Anzahl als auch die enzymatische Aktivität der 

Mitochodrien erhöht. Sie sind verstärkt zur Phagozytose fähig und durch eine 

erhöhte Produktion von Sauerstoffradikalen vermehrt mikrobizid und tumorizid. 

Zusätzlich werden eine Vielzahl von Rezeptoren für Komplementproteine, 

Lipoproteine, Chemokine, Immunglobuline und Zytokine ausgebildet um 

spezifische Aktivitäten wie Wachstum, Aktivierung, Endozytose, 

Pathogenerkennung, Migration und Sekretion zu kontrollieren. Zudem werden 

Enzyme, Koagulationsfaktoren, Komplementkomponenten und Zytokine 

sezerniert. Dadurch können die ausdifferenzierten Makrophagen in Interaktion 

mit den Zellen der Umgebung und den Mediatoren des Immunsystems treten. 

So ausdifferenziert nehmen sie an der Antigenprozessierung und Präsentation 

teil [138].  

 

Eine weitere wichtige Rolle bei der pathologischen Angiogenese, die im 

Rahmen von B. henselae Infektion verursachten vaskuloproliferativen 

Erkrankungen zu beobachten ist, spielt die Interaktion zwischen den Zellen des 

MPS und Endothelzellen. Durch histologische Untersuchungen von BA- 

Läsionen, konnte festgestellt werden, dass polymorphkernige Leukozyten und 

Makrophagen die Läsionen im Rahmen einer BA infiltrieren [51] [50]. 

 

Abbildung 2: Lichtmikroskopische Aufnahme (400x Vergrößerung) von primären humanen Makrophagen 

(Pfeile) nach 3 d Stimulation mit GM-CSF in 24-Well Platte. Auffällig sind die deutlich sichtbaren Ausläufer. 
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3.2.1 THP-1 Monozyten 

THP-1 Monozyten sind eine Zelllinie, die ursprünglich aus dem Blut eines an akuter 

monozytärer Leukämie erkrankten einjährigen Jungen isoliert wurde. Sie weisen 

die typischen Merkmale von Monozyten auf, wie zum Beispiel die Fähigkeit zur 

Phagozytose und die Produktion von Lysozymen und die Ausschüttung von 

spezifischen Zytokinen. Die Zellen wachsen in Suspension und bilden zum Teil 

lockere Anhäufungen. Durch Behandlung mit Phorbolestern (PMN) differenzieren 

sie zu Makrophagen und werden adhärent [139]. 

 

3.3 Zytokine 

Zytokine sind eine uneinheitliche Gruppe von Peptiden, Proteinen und 

Glykoproteinen von kurzer Halbwertszeit und wirken als interzelluläre 

Mediatoren der Kommunikation durch Modulation der Aktivität einzelner Zellen 

und Gewebe. Sie haben eine atomare Masse (Mr) von 8-40 kDa und werden 

vorwiegend von Zellen des retikuloendothelialen Systems wie z.B. Monozyten, 

Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten gebildet und sezerniert [140]. 

Sie sind äußerst potent und erzielen ihre Effekte schon bei sehr niedrigen 

Konzentrationen [141] [142]. Sie können sowohl systemisch, wie endokrine 

Hormone, agieren, als auch auto- und parakrin. Durch Bindung an spezifische 

Rezeptoren mit hoher Bindungsaktivität werden einzelne oder ganze Kaskaden 

von zelleigenen Aktionen ausgelöst und somit die Aktivität der Zielzelle 

koordiniert. Die Regulation der Produktion von Zytokinen erfolgt auf 

transkriptioneller und translationaler Ebene. Mit Hilfe der Inaktivierung durch 

lösliche Rezeptoren und andere Inhibitoren, Sekretion oder die asynchrone 

Expression membranständiger Zytokinrezeptoren kann die Zytokinwirkung auch 

post-translational reguliert werden [143].   

 

Die Funktion der Zytokine im Zusammenhang mit dem Immunsystem und der 

Hämatopoese war der erste Bereich welcher genauer untersucht wurde. Hier 

regulieren sie hauptsächlich das Wachstum der Zellen, ihre Chemotaxis (die 

Steuerung der Fortbewegung) sowie ihre Differenzierung und Aktivierung. 

Zytokine wirken bei zellspezifischen Aktionen wie der Apoptose, dem 

programmierten Zelltod, genauso wie bei systemischen Reaktionen, 
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beispielsweise Akute-Phase Reaktionen, Fieber, Schock und 

Wundheilungsprozessen [144] [145]. Generell wird zwischen 

proinflammatorischen Zytokinen wie z.B. IL-1α/β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-23, 

TNF-α und IFN-γ und den antiinflammatorischen Zytokinen wie z.B. dem IL-1-

Rezeptorantagonisten, IL-4, IL-10, IL-11 und TGF-β unterschieden. Letztendlich 

trägt das lokale Gleichgewicht zwischen diesen beiden Gruppen wesentlich 

dazu bei, ob eine Erkrankung chronifiziert oder der Erreger eliminiert wird. 

 

Auch im Rahmen von Stress-Situationen konnte ein Zunahme der 

regulatorischen Zytokine festgestellt werden [146]. 

 

3.3.1 Das Zytokin Tumornekrosefaktor-α (TNF- α)  

TNF-α ist ein pleiotropes proinflammatorisches Zytokin, welches in vielen 

Zelltypen als Teil einer Reaktion auf Zellschädigung auftritt. 

 

Es war eines der ersten bekannten Zytokine. Schon 1975 wurde es erstmalig im 

Serum von mit Lipopolysacchariden (LPS) behandelten Mäusen nachgewiesen 

und erhielt seinen Namen wegen der nekrotisierenden Effekte bei malignen 

Tumoren. Es wurde als ein durch Leukozyten produzierter Faktor mit 

unterschiedlichen Funktionen beschrieben: Inhibition des in vitro-Wachstums 

von Tumorzellen, Induktion von Nekrosen in transplantierten Tumoren bei 

Versuchstieren und Hemmung der Lipoproteinlipase bei chronischen Infekten 

und in der Folge eine verminderte Aufnahme und Speicherung von Triglizeriden 

durch das Fettgewebe [147]. 1985 wurde ein Protein aus LPS-behandelten 

Makrophagen isoliert und wegen seiner Fähigkeit der Inhibition der 

Lipoproteinlipase und der daraus gemutmaßten Beteiligung an der Kachexie, 

als Kachektin bezeichnet [148]. 1989 konnte festgestellt werden, dass 

Kachektin und TNF-α identisch sind [149]. Gemeinsam mit TNF-α-Rezeptoren 

aktivieren LPS über den TLR4/CD14 Rezeptor NF-κB, einen 

Transkriptionsfaktor für TNF-α und andere Zytokine. TNF-α ist nach der 

Translation zunächst zellmembranständig, bis es durch die Protease TACE als 

Polypeptid freigesetzt wird. Die Abbildung 3 zeigt die Kristallstruktur von freiem 

TNF-α. Jede dieser Untereinheiten des biologisch aktiven Homotrimers von 



Einleitung  25 

 
 
TNF-α hat eine atomare Masse (Mr) von etwa 17 kDa und wird überwiegend 

durch ubiquitär vorkommende Makrophagen produziert [150]. In der löslichen 

Form liegt es als 51 kDa Homotrimer vor, welches teilweise an lösliche TNF-

Rezeptoren gebunden ist. Das Gen für TNF-α liegt beim Menschen auf 

Chromosom 6 (6p23-6q12) [151].  

 

TNF-α vermittelt seine Wirkung auf zellulärer Ebene durch zwei spezifische 

Oberflächenrezeptoren, die unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden 

ansteuern. TNF-Rezeptor-1 wird hauptsächlich durch das lösliche TNF-α 

aktiviert und führt zur Apoptoseinduktion [152], während der TNF-Rezeptor-2 

bevorzugt durch das membranständige TNF-α aktiviert wird und zur 

Unterdrückung der Apoptose führt [153]. 

 

Abbildung 3: Darstellung der Kristallstruktur von TNF-α auf Basis der Protein Data Bank (PDB: 1TNF) 

hergestellt. [197] 
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3.4 Zielsetzung dieser Arbeit 

Als fakultativ intrazelluläres Bakterium interagiert Bartonella stark mit den Zellen 

des infizierten Wirtes. Die näheren Untersuchungen dieser Interaktionen 

konnten in den letzten Jahren die Erkenntnisse über die Virulenz und 

Pathogenitätsstrategien von Bartonella erweitern. Erythrozyten, Endothelzellen 

aber auch Progenitorzellen des Knochenmarks standen bisher im Fokus der 

Forschung [154] [45] [155] [64]. Die Interaktion mit Zellen des MPS ist bisher 

nur sehr wenig untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Interaktion 

zwischen B. henselae und humanen Makrophagen zu untersuchen. Hierbei 

wurde die monozytäre Zelllinie THP-1 und primär gewonnenen Makrophagen 

untersucht. 

 

Im ersten Schritt wurde erhoben, ob B. henselae an die Zellen der monozytären 

Zelllinie THP-1 adhäriert, ob er sie infiziert und ob und wie lange das Bakterium 

intrazellulär überlebt.  

 

Des Weiteren stand die Auslösung der Zytokinantwort und deren Art im Fokus 

unserer Versuche. Untersucht wurde zunächst, ob sich nach wiederholter 

Passage der Bakterien, die Fähigkeit des intrazellulären Überlebens und TNF-α 

Ausschüttung der infizierten Makrophagen ändert. 

 

Zur näheren Untersuchung des Mechanismus der Auslösung der Zytokinantwort 

wurden die Reaktionen des Makrophagen auf subkultivierte und hitzegetötete 

Bakterien mit denen von lebenden, nicht-subkultivierten verglichen. Die 

erhaltenen Ergebnisse wurden anschließend mit primär gewonnen humanen 

Makrophagen bestätigt. 

 

Abschließend wurden die Bindung und intrazelluläre Lokalisation von 

Bartonellen in Makrophagen licht- und elektronenmikroskopisch dokumentiert. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen einen Beitrag dazu leisten, die 

Mechanismen der Pathogenität und Persistenz von B. henselae besser zu 

verstehen.  
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4 Material 

Die Verwendeten Chemikalien, Geräte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 

sind in der Folge aufgeführt. 

4.1 Geräte 

Artikel Firma Firmensitz Artikelnummer/Typ 

Sterile Box „BIOWIZARD“ Kojair  KR-130 BW 
Zentrifuge „Megafuge“ Heraeus Hanau 1.0 R 
Zentrifuge „Biofuge“ Heraeus Hanau  
Brutschrank “Heracell“ Heraeus Hanau 240 
Kühlschrank Liebherr  Profi line 
Gefrierschrank Minus 80    
Mikroskop Olympus  CKX 41 
Digitalkameraaufsatz Olympus  DP25 
ELISA-Reader  Tecan Austria GmbH Grödig, 

Österreich 
 

Vortexer VWR international  444-1372 
Brenner Gasprofi 2  WLD-TEC 
Rüttler Sarstedt Nümbrecht CM-9 
MiniMACS Separator Miltenyi Biotec Bergisch 

Gladbach 
 

FACSCalibur flow cytometer  BD Heidelberg  
MACS Multistand Miltenyi Biotec Bergisch 

Gladbach 
 

MS Column Miltenyi Biotec Bergisch 
Gladbach 

 

Kolbenhubpipetten Eppendorf Hamburg 17150 
Pipettierhilfe Easypet Eppendorf Hamburg 146944210 
Libra 120 transmission El-
ektronenmikroskop 

Carl Zeiss Jena  

4.2 Verbrauchsmaterialien 

Artikel Firma Firmensitz Order.No. 

TC plate 24-Well f. Zellkultur Greiner Frickenhausen 662160 
Pipette 5,0 ml Greiner Frickenhausen 606180 
Pipette 10,0 ml Greiner Frickenhausen 607180 
Ultra low attachment cluster 6-
Well Platten 

Costar corning NY, USA CLS 3516-
50EA 

Pipette 25,0 ml Greiner Frickenhausen 760180 
Drigalski Spatel Glas Roth Karlsruhe K 724.1 
Drigalski Spatel Metall Roth Karlsruhe K 732.1 
Pipettenspitze gelb A. Baack  BAA 401 000 

60 
Pipettenspitze blau A. Baack  BAA 401 000 

61 
Klebeband rot ZAP neolab Heidelberg 2 - 3253 
Klarsichtbeutel ZAP neolab Heidelberg 68911540 
Schottflaschen 100 ml ZAP neolab Heidelberg E - 2057 
Schottflaschen 250 ml ZAP neolab Heidelberg E - 2058 
Schottflaschen 500 ml ZAP neolab Heidelberg E - 2059 
Sterilfilter 0,45 µm Roth Karlsruhe 5996.1 
Autoclavierband ZAP neolab Heidelberg 2 - 7005 
Kryo-Aufbewahrungsboxen ZAP neolab Heidelberg 7 – 8040 
Objektträgerkasten für 100 ZAP neolab Heidelberg 2 - 2435 
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Stk. 
Immuno-F16 maxisorp Platten Nunc Hanau 469914 
Objektträger, gebrauchsfertig, 
Mattrand, geschnitten, 

Engelbrecht, 
Medizin- und 
Labortechnik 
GmbH 

Edermünde  

Cover Glasses 12mm Glaswarenfabrik 
Karl Hecht KG 

Sondheim   

    

4.3 Sonstige Medien 

Artikel Firma Firmensitz Order. 
No. 

10x DPBS w/ CaCl2 w/ MgCl2 GIBCO BRL NY, USA 14200-
067 

Aqua ad iniectabilia Baxter S.A. Lessines, Bel-
gien 

28707011 

Penicillin/Streptomycin GIBCO BRL NY, USA 15140-
122 

TNF-alpha ELISA set Pharmingen/BD Canada 555212 
Accutase PAA Laboratories Pasching, 

Österreich 
LK11-07 

Monocyte Isolation Kit II human Miltenyi Biotec Bergisch 
Gladbach 

 

Trypsin GIBCO BRL NY, USA 25300-
054 

Trypanblau GIBCO BRL NY, USA 15250-
061 

Paraformaldehyd    
Ficoll-Paque Premium GE Healthcare Bio-

Science AB 
Uppsala, 
Schweden 

17-5442-
03 

Prolong Gold antifade reagent (Mount-
ing Medium) 

Invitrogen  P36930 

Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG 

(H+L) [2 mg/ml] 

Invitrogen™ Molecular 

Probes 

Karlsruhe A11034 

Alexa Fluor® 647 goat anti-rabbit IgG 

(H+L) [2 mg/ml] 

Invitrogen™ Molecular 

Probes 

Karlsruhe A21245 

VECTASHIELD® HardSet™ with DAPI Vector Laboratories UK H-1500 

4.4 Kulturmedien 

Artikel Firma Firmensitz Order.No. 

RPMI 1640 + Glutamax 1x GIBCO BRL NY, USA 61870-
044 

PMA    
GMCSF Premium Human aus 
E.Coli 

Strathmann Biotec Hamburg 9511091 

FCS GIBCO BRL NY, USA 10270-
106 

Fildes Extract Oxoid Basingstoke, UK SR0046 

Hämin Sigma-Aldrich Buchs, Schweiz 51280 

Brucella Broth BectonDickinsonCo. NY, USA 211088 

Foetal Bovine Serum Gold (FBS) PAA Laboratories Pasching, Austria A 15-649 
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5 Methoden 

5.1 Aufbereitung für die Erhaltung der Bakterien bei -80°C 

Um eine bei den Versuchen konstante Zellzahl zu gewährleisten und um einen 

schnellen Zugriff auf die Bakterien zu haben, wurden der B. henselae Stamm in 

Zellkulturmedium (RPMI 1640) und Glycerin in Aliquots á 1ml bei -80°C 

eingefroren. 

 

Wir benutzten den B. henselae Stamm Berlin 1, das erste europäische 

Bakterium, welches aus den BA-Läsionen eines HIV-infizierten Patienten isoliert 

wurde [156]. Dabei wurde sowohl vor dem poolen als auch vor und nach der 

Glycerinzugabe im Rahmen des Einfriervorgangs die Keimzahl mithilfe der 

seriellen Verdünnungsreihe bestimmt um eine konstante Keimzahl für die 

Versuche zu gewährleisten. 

 

5.2 Bestimmung der Keimzahl der Bakterien durch erstellen einer 

seriellen Verdünnungsreihe 

Die Erstellung einer seriellen Verdünnungsreihe ist eine sehr genaue 

Möglichkeit um die Zahl von Keimen in einer Flüssigkeit zu bestimmen. Man 

verdünnt dabei die keimenthaltende Flüssigkeit in genau definierte 

Verdünnungen und gibt dann eine definierte Menge dieser Verdünnung auf 

einen möglichst idealen Nährboden für das bestimmte Bakterium. Dort bildet 

jedes einzelne Bakterium nach entsprechender Bebrütung eine Kolonie 

(Koloniebildende Einheit (KBE)) und die vorher nur mikroskopisch erkennbaren 

einzelnen Bakterien können nun makroskopisch als Kolonie erkennbar, gezählt 

werden. Durch Einbeziehung und Mittelung der unterschiedlichen 

Verdünnungsgrade kann nun die genaue Keimzahl errechnet werden. 

 

Durchführung: 

Initial wurden leere Kochsalzröhrchen entsprechend dem Verdünnungsgrad 

vorbereitet und mit je 900 µl  einer  mit Phosphat gepufferten Kochsalzlösung  

(PBS) gefüllt. Genau 100 µl einer Bakteriensuspension mit der fraglichen 
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Keimzahl wurde ebenfalls in ein Kochsalzröhrchen überführt. Anschließend 

wurde mit je einer neuen sterilen Pipettenspitze jeweils 100 µl der 

Bakterienverdünnung in das nächste Röhrchen überführt und dadurch jeweils 

wieder 1:10 verdünnt. Vor der Überführung in das nächste Kochsalzröhrchen 

wurde jeweils erst mit der sterilen Pipettenspitze gemischt und dann für 10 

Sekunden gevortext. 

 

Von den so erhaltenen Verdünnungen wurden zuerst jeweils 100 µl der 

Bakteriensuspension auf Columbia Agar mit 5 % Schafsblut pipettiert und 

gleichmäßig mit dem Drigalski-Spatel ausplattiert. Die Agarnährböden wurden 

anschließend in einen Klarsichtbeutel verpackt und bei 37°C mit 5 % CO2  

bebrütet. Nach mindestens zehn Tagen Bebrütung wurde durch das Zählen der 

nun makroskopisch wie in Abbildung 6 erkennbaren Kolonien die Keimzahl 

bestimmt. 

 

 

Abbildung 4:  Aufnahme von zwei Kolonien (Pfeile) auf der Oberfläche eines Agarnährbodens (Columbia 

Agar mit 5% Schafsblut) nach zehn Tagen Bebrütung. 

 

5.3 Bakterienanzucht für in vitro Infektionen 

Für alle Versuche in denen mit B. henselae gearbeitet wurde, entnahmen wir 

dem -80°C Gefrierschrank die Bakterien B1-SK1 und/oder SK 50 und ließen sie 

bei Raumtemperatur für 20 min auftauen. Diese Suspension diente als Vorkultur 

und wurde als Inokulum für die Herstellung der frischen Bakteriensuspension 

benutzt. Die Nährboullion (Brucella-Broth mit Fildes Extrakt und Hämin) wurde 



Methoden  31 

 
 
vor der Beimpfung für 30 min bei 36°C vorgewärmt. Im Anschluss wurden bei 

B1-SK1 0,4 ml Inokulum und bei B1-SK50 0,1 ml Inokulum in 45 ml 

Nährbouillon in ein 50 ml Reaktionsgefäß gegeben. Die Bakterien wurden dann 

bei 37°C und 5% CO2 bis zum Ende der in Vorversuchen ermittelten maximalen 

Vermehrungsrate inkubiert. In der Abbildung 5 ist der typische 

Wachstumsverlauf des von uns verwendeten Stammes mit dem Zeitpunkt der 

maximalen Vermehrungsrate (Pfeil) zu erkennen. 

 

  

Abbildung 5: Typischer Wachstumsverlauf mit Tag der Ernte bzw. der Verwendung von Bartonella am 

Beispiel B1-SK1 in Flüssigkultur. 

 

5.4 Herstellung von hitzegetöteten Bakterien 

Die Bakterien wurden wie oben beschrieben angezüchtet und die Keimzahl 

bestimmt. Anschließend wurden sie durch Behandlung in einem Wasserbad 

über 30 Minuten bei 65°C inaktiviert. Zur Kontrolle der Abtötung wurden 2 x 10 

µl der Bakteriensuspension auf Columbia Agar ausplattiert und nach 2-wöchiger 

Inkubation im Brutschrank auf eventuelles Wachstum kontrolliert. Die 

inaktivierten Bakterien wurden sofort verwendet. 

 

5.5  Kultivierung der Zelllinie THP-1 und Vorbereitung für den 

Infektionsversuch 

Die THP-1 Zellen wurden in eine Zellkulturflasche mit Zellkulturmedium (RPMI 

mit Glutamax, 10% FKS, 100ng/ml Phorbol 12-Mystrat 13-Acetat (PMA)) gesät 
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und alle zwei Tage subkultiviert. Drei Tage vor der Infektion wurden sie dann 

mithilfe einer Bürker-Zählkammer gezählt, auf die gewünschte Zellzahl 

eingestellt und in eine 24-Well Platte überführt. In der Abbildung 5 sind 

beispielhaft zwei Gesichtsfelder mit unterschiedlichen Verdünnungsgraden zu 

sehen. Nun wurde PMA (10 µg/ml) in das Nährmedium gegeben und über 

Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Flüssigkeit 

über den Zellen vorsichtig abgenommen und die Zellen zweimal mit 1 ml 

Vollmedium gewaschen, daraufhin wurde erneut 1 ml Vollmedium je Well 

hinzugegeben und die Zellen zwei weitere Tage bis zur Infektion bebrütet. 

 

Abbildung 6: Fotos von Gesichtsfeldern im Lichtmikroskop (200x Vergrößerung) per Digitalkamera 

angefertigt.  

Links: Deutlich sichtbare gut zählbare Einzelzellen. 

Mitte: Schematische Zeichnung mit entsprechendem Ort des Gesichtsfeldes auf einer Bürker-Zählkammer 

(Größenangaben in mm). 

Rechts: Die Verdünnung ist zu niedrig, ein adäquates Auszählen ist nicht möglich. 

 

5.6 Vorbereitung der Bakterien für Infektionsversuche 

Zur Gewährleistung einer sowohl für die Versuche ausreichenden Konzentration 

der verwendeten Bakterien, als auch zur Verringerung von ergebnis-

verfälschenden Bestandteilen der Nährbouillon in der Bakteriensuspension, 

wurden die nach der obengenannten Methode bis zu Infektionstag bebrüteten 

Bakterien vor Infektionsbeginn schonend gewaschen und auf eine klar 

definierte Konzentration eingestellt. Wegen des beim Waschen praktisch nicht 

verhinderbaren Zellverlustes wurde vor Beginn jeder Infektion noch einmal eine 

Keimzahlbestimmung mithilfe der seriellen Verdünnungsreihe im Duplikat 

vorgenommen. 
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Durchführung: 

Am Infektionstag wurde die Keimzahl der Bartonellen in der Flüssigkultur 

bestimmt. Hierzu wurde die Bakteriensuspension erst durch zehnfaches auf- 

und abziehen mit einer 10 ml Pipette gemischt und anschließend 1 ml für die 

oben beschriebene Keimzahlbestimmung entnommen. Um die für den Versuch 

benötigte Konzentration und Reinheit der Bakterien zu erhalten, wurden sie wie 

folgend beschrieben sorgfältig gewaschen: Durch Zentrifugation für 30 min bei 

3345 x g ab 200 rpm (8 x g) ohne Bremse bei 10°C Temperatur und 

anschließendes vorsichtiges abkippen des Überstandes bis auf 1 ml 

Restvolumen. Das Sediment wurde dann durch sanftes auf und abziehen 

resuspendiert, und mit PBS wieder auf das Ausgansvolumen von 45 ml 

aufgefüllt und nochmal zentrifugiert.  

Falls mehr Bakterien und daraus resultierend zwei oder mehr Reaktionsgefäße 

für den Versuch benötigt wurden, poolten wir an dieser Stelle erneut 2 

Sedimente. Die 50-fache Konzentration wurde durch Reduktion des 

Ausgansvolumen auf ein fünfzigstel, d.h. 0,9 ml pro Reaktionsgefäß erreicht. 

Die geplante Multiplicity of Infection (MOI, dt. Multiplizität der Infektion)  wurde 

erreicht, indem das Volumen mit einer Variabelvolumen-Pipette gemessen und 

auf das gewünschte Volumen der geplanten MOI mit Zellkulturmedium 

aufgefüllt wurde. Anschließend wurde vorsichtig resuspendiert und für 2 min auf 

dem Schüttler bei 70 rpm inkubiert. Danach konnte nach Keimzahlbestimmung 

die Infektion erfolgen. 

5.7 Ablauf der Infektion von Makrophagen mit B. henselae 

Das Ziel dieses Versuches ist es, einer bestimmten festgelegten Zahl von 

Zellen eine bestimmte festgelegte Zahl von Bakterien gegenüberzustellen. 

Anschließend wird die Zahl der Bakterien bestimmt, 

 

a. die insgesamt fest an die Zelle gebunden werden (Adhärenz),  

b. die in einem bestimmten Zeitraum von der Zelle aufgenommen werden 

(Internalisierung)  

c. die innerhalb der Zelle für einen bestimmten Zeitraum überleben 

(Persistenz). 
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Durchführung: 

Infektion: 

Die nach oben genanntem Schema vorbereiteten Zellen wurde das 

Zellkulturmedium abgezogen und sie wurden mit 1 ml vorgewärmten 

Zellkulturmedium gewaschen. Anschließend wurde je 1 ml Zellsuspension pro 

Well hinzugegeben und durch Zentrifugation bei 754 x g, ab 200 rpm (8 x g) 

ohne Bremse, 22°C für 10 min die Bakterien in die Nähe der Zellen gebracht. 

 

Adhärenz: 

Nach zwei Stunden wurde den infizierten Zellen das Medium abgezogen und 

zwei Mal mit Zellkulturmedium gewaschen. Anschließend wurde das Medium 

wieder komplett abgezogen und 200 µl Trypsin je Well zugegeben und fünf 

Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die abgelösten Zellen aus drei Wells 

wurden mit einem Zellkratzer zusätzlich mechanisch gelöst und in einem 

Eppendorfgefäß gepoolt. Anschließend wurden zusammengehörige Wells mit je 

0,2 ml PBS ausgewaschen und ins dazugehörige Eppendorfgefäß überführt. Mit 

weiteren 0,3 ml PBS wurden dann noch einmal die Wells ausgewaschen. Die 

gepoolten Zellen wurden dann für 5 min bei 2700 x g, bei 10°C zentrifugiert und 

der Überstand verworfen. Die Zellen wurden nun lysiert, indem man das 

Sediment in 0,9 ml Aqua ad iniectabilia aufnahm und daraufhin für drei Minuten 

bei Raumtemperatur inkubierte. Zum Beenden des Lysevorgangs wurde 100 µl 

10 x PBS pro Eppendorfgefäß steril zugegeben. Von den so erhaltenen 

Bakteriensuspensionen wurde die Keimzahl wie oben beschrieben bestimmt. 

 

Internalisierung und Persistenz: 

Zwei Stunden nach Infektion wurde das Medium abgezogen und zwei Mal mit 1 

ml Medium je Well gewaschen. Anschließend wurde 5% Gentamycin 

Verdünnung pro Well hinzugegeben um die nicht internalisierten Bakterien 

abzutöten und weitere zwei Stunden inkubiert. Für die Persistenzversuche 

wurde nach weiteren 2 Stunden erneut gewaschen und die Konzentration auf 

1% Gentamycin verringert. Daraufhin wurde je nach Versuchsaufbau weitere 

Stunden inkubiert. 
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Nach der versuchsabhängigen Inkubationszeit wurden die Zellen wieder wie 

oben beschrieben trypsiniert, lysiert und die Keimzahl bestimmt. 

 

5.8 Gewinnung von Überständen 

Um die Ausschüttung von Zytokinen als Reaktion der Zellen auf die Infektion 

auszuwerten, wurden die Überstände der Wells gewonnen. Im Wissen um die 

Labilität der Zytokine nahmen wir alle Versuchsschritte möglichst zügig und auf 

Eis vor. 

 

Durchführung: 

Die Zellen wurden entsprechend dem obengenannten Gentamycin Essay 

infiziert. Nach einer bestimmten Inkubationszeit wurde, möglichst Nahe der 

Flüssigkeitsoberfläche, um Verfälschungen durch Zellirritation oder 

Verunreinigung zu vermeiden, 500 µl Überstand pro Well abgenommen und in 

eisgekühlte Eppendorfgefäße überführt. Jetzt wurde um die Reinheit der Probe 

zu erhöhen für 5 Minuten bei 300 x g und 10°C zentrifugiert, dann 400 µl 

Überstand je Eppendorfgefäß entnommen und in ein neues eisgekühltes 

Eppendorfgefäß überführt,  erneut mit der Pipette gemischt und abschließend 

zwei Mal je 120 µl Überstand in zwei weitere Eppendorfgefäße überführt. Die 

daraus entstandenen Aliquots wurden zügig bei -20°C eingefroren. 

 

5.8.1 Enzyme-linked immunosorbend Assay (ELISA) der Überstände 

ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren, durch das verschiedene 

Stoffe in einer Probe nachgewiesen werden können. Ein Antikörper bindet sehr 

spezifisch an einen bestimmten Antigen, in unserem Falle das TNF-α. An 

diesen Antikörper ist ein Enzym gebunden, welches eine Farbreaktion 

katalysiert, das in einem funktionellen Verhältnis zur Konzentration des Stoffes 

in der Probe steht. Zur quantitativen Darstellung der Stoffkonzentration wird 

eine Eichkurve mit bekannten Stoffkonzentrationen erstellt. 
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Wir verwendeten das spezielle Double-Antibody-Sandwitch ELISA, bei dem 

initial sogenannte Capture-Antikörper an eine feste Phase gebunden werden 

(hier die 96-Well Platte). Diese Capture-Antikörper binden mit ihrer zweiten  

Bindungsstelle, bei Zugabe einer den zu detektierenden Stoff beinhaltenden 

Flüssigkeit, fest an ein bestimmtes Epitop auf dem Antigen und fixieren es so 

auf der festen Phase. Anschließend binden sogenannte Detection-Antikörper an 

ein anderes Epitop des soeben fixierten  Antigens. An die zweite Bindungsstelle 

dieser Detection-Antikörper ist ein Enzym gebunden, welches bei Zugabe einer 

zum Enzym passenden chromogenen Substanz den gewünschten 

Farbumschlag katalysiert. Die Intensität des Farbumschlags kann dann mit 

einem Photometer gemessen werden.  

 

Durchführung: 

Als erstes wurden die 96-Well Platten mit den Capture Antiköpern beschichtet. 

Dazu wurden die Antikörper im Verhältnis 1:250 mit Coatingbuffer verdünnt und 

50 µl davon je Well pipettiert. Die nun beschichteten Platten wurden bei 4°C 

über Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Um die noch freien 

Bindungsstellen auf der Platte zu blocken, wurden die Platten drei Mal mit 

Waschpuffer gewaschen und in der Folge mit 200 µl Blockingreagenz je Well 

geblockt. Danach wurden sie für 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer 

inkubiert. Die Proben für die Eichkurve wurden, nachdem die Wells wieder 

jeweils zwei Mal mit Waschpuffer gewaschen worden sind, aufgetragen. Dazu 

wurde die TNF-α-Stock Solution in der Konzentration von 100 ng/ml aus dem -

80°C Kühlschrank genommen und auf 2 ng/ml eingestellt, indem man sie 1:50 

mit Blocking Reagenz verdünnte. Diese Verdünnung wurde dann im Verhältnis 

1:2 weiter verdünnt bis eine Konzentration von 2 pg/ml erreicht wurde. Die 

Verdünnungen von 2 ng/ml bis 2 pg/ml wurden dann als Eichkurve verwendet 

und im Duplikat auf die Platten aufgetragen. Als Negativkontrolle wurde im 

Duplikat 50 µl/Well Assay Diluent mit 5% BSA verwendet. Danach wurden die 

Platten erneut bei 4°C über Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Nun 

wurde 75 µl je Well vom Working Detector hinzugegeben und eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Bevor 75 µl Indikatorsubstrat je Well hinzugegeben 

wurde, wurden die Wells erneut acht Mal mit Waschpuffer gewaschen und 
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zwischen den Waschschritten jeweils eine Minute bei Raumtemperatur 

inkubiert. Danach folgten 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im 

Dunkeln. Um die Reaktion zu stoppen wurde 50 µl Stopsolution in jedes Well 

pipettiert und dann sofort die Farbintensität mit dem Photometer bei 450 nm 

gemessen. 

5.9 Isolierung von primären humanen Makrophagen durch das 

Magnetic Labeled Bead Cell Separation Verfahren 

Im Rahmen der Vollblutspende entstehen bei deren Verarbeitung zu 

Erythrozytenkonzentraten und gefrorenem Frischplasma sogenannte Buffy 

Coats (engl. buff: lederfarben, coat: Schicht) als Nebenprodukt. Es handelt sich 

hierbei um die Grenzschicht die zwischen den Erythrozyten und dem 

Blutplasma entsteht, wenn man Vollblut mit einem Gerinnungshemmer versetzt 

und zentrifugiert. Sie beinhaltet alle Zellen exklusive der Erythrozyten.  

 

Monozyten besitzen alle zwar gewisse einheitliche morphologische, 

biochemische und funktionelle Charakteristika [157], jedoch unterscheiden sie 

sich abhängig vom Grad ihrer Entwicklung sehr. Frisch isolierte periphere 

Blutmonozyten unterscheiden sich unter anderem in Größe, Dichte, 

funktionellen Kapazitäten und Expression von Oberflächenkapazitäten [158]. 

Bei der Arbeit mit frisch isolierten primären Makrophagen kann es aufgrund der 

sehr vielfältigen parallel bestehenden Entwicklungsstadien der Makrophagen im 

Blut, zu sehr unterschiedlichen Untersuchungsergebnissen kommen [159]. Eine 

möglichst homogene Zellpopulation ist Voraussetzung für eine 

Reproduzierbarkeit der einzelnen Versuche. Wir entschieden uns darum das 

Magnetic labeled Bead Cell Separation Verfahren, welches höchste 

Homogenität und somit Reproduzierbarkeit ermöglicht. 

 

Bei dem obengenannten Verfahren werden monoklonale Antikörper gegen 

CD14-Monozytenantigen verwendet, welche an Metallkügelchen gebunden 

sind. In Kombination mit einem starken Magneten können so die Monozyten 

gezielt aus den Bestandteilen des Buffy Coats extrahiert werden. Die 

gewonnenen Zellen können dann durch Zugabe von GM-CSF zu Makrophagen 
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ausdifferenzieren. 

 

Durchführung: 

Im Vorfeld wurde die Separationssäule bei -4°C im Kühlschrank vorgekühlt und 

in vier 50 ml-Reaktionsgefäße je 1 ml Ficoll (Zentrifugationsmedium Ficoll-

Paque Premium) vorgelegt. Dann wurde je 50 ml Buffy coat 1:2 mit PBS (10x 

DPBS ohne CaCl2 ohne MgCl2) verdünnt, 25 ml dieser Suspension vorsichtig 

mit einer 25 ml Pipette auf das Ficoll aufgeschichtet und bei 400 x g für 30 

Minuten bei 20°C ohne Bremse zentrifugiert. Nun wurde das der 

Plasmaüberstand weitestgehend abgenommen und verworfen und dann die 

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMNC) vorsichtig mit einer 3 ml Pasteur-

Pipette aufgenommen, gleichmäßig in zwei 50 ml Reaktionsgefäße überführt 

und dadurch gleichzeitig je 2 PBMNCs gepoolt. Bevor mit 300 x g für 10 

Minuten bei 20°C ohne Bremse erneut zentrifugiert wurde, erfolgte ein erneutes 

auffüllen beiden 50 ml Reaktionsgefäße auf 50 ml. Anschließend wurden die 

Sedimente mithilfe einer großen 5 ml Pipette vorsichtig aufgelockert, wiederum 

zwei Sedimente gepoolt und die Suspension erneut mit PBS auf 50 ml 

Gesamtvolumen aufgefüllt, dann erneut mit 200 x g für 10 Minuten bei 20°C 

ohne Bremse zentrifugiert. Dieser letzte Waschschritt wurde dann noch einmal 

wiederholt. 

 

Die nachfolgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt um die Zellaktivität auf 

einem geringen Level zu halten. 

 

Die Überstände wurden nach dem Zentrifugieren dekantiert und das Sediment 

in 1 ml eiskaltem Zellkulturmedium gut resuspendiert und auf 10 ml 

Gesamtvolumen aufgefüllt. Danach wurde die Zellzahl mithilfe der Bürker-

Zählkammer bestimmt. 

 

Nun erfolgte die Zellseparation mit Hilfe des „MACS® Cell Separation Sets“. Es 

wurden dafür die in obengenannter Weise vorbereiteten Zellen in ein neues 

50ml-Reaktonsgefäß überführt und mit MACS®-Puffer (1 x PBS + 1mM EDTA + 

0,5% FBS) auf 20 ml aufgefüllt. Diese Suspension wurde dann bei 200 x g für 
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10 Minuten bei 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert 

und verworfen und das Sediment in insgesamt 800 µl MACS®-Puffer 

resuspendiert und mit einer 100 µl Pipettenspitze gemischt bevor 200 µl der an 

ein Metall gebundenen monoklonalen Antikörper (Beads) dazugegeben wurden. 

Um ein möglichst homogenes Mischverhältnis zu erhalten wurde mit einer 100 

µl Pipettenspitze drei Mal gemischt und für 15 Minuten bei 4°C im Kühlschrank 

inkubiert. Dann wurden 9 ml MACS®-Puffer dazugegeben, gemischt und für 10 

Minuten mit 300 x g bei 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Während der 

Zentrifugation wurde die vorgekühlte Säule im Magnet eingespannt und mit 3 ml 

MACS®-Puffer äquilibriert, d. h. es wurde 3 ml Puffer auf die Säule aufgetragen 

und der Durchlauf verworfen. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand 

dekantiert und das Pellet in 1 ml MACS®-Puffer gut resuspendiert und auf die 

Säule gegeben. Danach wurde 3 Mal mit je 3 ml MACS®-Puffer nachgespült. 

Nachdem der MACS®-Puffer vollständig durchgelaufen ist, wurde die Säule 

zügig und senkrecht nach vorne vom Magneten abgenommen, um die Zellen 

nicht zu großem physikalischen Stress durch Scherkraftwirkung auszusetzen 

und auf ein 15 ml Reaktionsgefäß gesetzt. Die in der Säule verbliebenen Zellen 

wurden nun mithilfe des Stempels zügig in das 15 ml Reaktionsgefäß gepresst 

und anschließend bei 200 x g für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde danach dekantiert und das Sediment in 1 ml Zellkulturmedium 

(RPMI + 10% FBS + 100U/ml Penicillin + 100µl/ml Streptomycin) resuspendiert, 

gut gemischt und auf 10 ml aufgefüllt. Dann wurden die Zellen mit der Bürker-

Zählkammer gezählt und auf die für den Versuch benötigte Zellzahl je Well 

eingestellt. 400 U/ml GM-CSF wurde hinzugegeben und 1 ml pro Well in die 24-

Well Platte pipettiert. Beispielhaft sind einige exemplarische Gesichtsfelder bei 

der mikroskopischen Kontrolle der Zellentwicklung in Abbildung 7 zu sehen. 
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Abbildung 7: Fotos von Gesichtsfeldern im Lichtmikroskop per Digitalkamera angefertigt. Zu erkennen 

sind die verschiedenen Entwicklungsstadien (Tag 1, Tag 2, Tag 7 nach Isolation) der nach oben 
genanntem Schema eingesäten primär isolierten Makrophagen. links 100x Vergrößerung, rechts 200x 
Vergrößerung. 
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Die Zellen wurden in den 24-Well Platten bis zum Versuchstag bei 37°C und 5% 

CO2 bebrütet. Ein Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte am Tag 3 und Tag 5 

nach Isolation. Hierzu wurde das Medium vollständig vorsichtig abgezogen und 

durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. Bis zwei Tage vor der Infektion 

beinhaltete das Medium Penicillin und Streptomycin zur 

Kontaminationsprophylaxe. 

 

Zur Zellzahlbestimmung wurde am Infektionstag jedes Well einmal mit PBS 

gewaschen, dann 300 µl Accutase je Well hinzugegeben und für zwölf Minuten 

inkubiert. Darauf wurde die Zellen mit einem Zellkratzer mechanisch gelöst und 

anschließend mit je 700 µl PBS mithilfe einer 100 µl-Pipettenspitze gespült und 

in je ein Kochsalzröhrchen überführt. Anschließend 1:2 mit Trypanblau verdünnt 

und mithilfe der Bürker-Zählkammer gezählt. 

 

Es wurde immer die Anzahl der Zellen in drei Wells bestimmt und gemittelt. Die 

daraus resultierenden Zellzahlen waren die Grundlage für unsere weiteren 

Berechnungen. 

 

5.10 Einfärben der Zellen für Doppelimmunfluoreszenz (DIF) 

Die DIF eignet sich als Methode zur Darstellung, ob sich zu einer gegebenen 

Zeit Bakterien auf oder in der Zelle befinden [160]. Das Grundprinzip beruht auf 

einer Antigen-Antikörper Reaktion. In unserem Falle nutzen wir die 

Bindungsaffinität des Anti-B. henselae Antikörpers gegen das Bakterium B. 

henselae. 

 

Praktisch wird nun das zu untersuchende Antigen mit dem spezifischen 

Primärantikörper in großer Überzahl zusammengebracht, wodurch möglichst 

viele Antigenbindungstellen besetzt werden. Die nicht gebundenen Antikörper 

werden abgespült. Der nun fest an das spezifische Antigen gebundene 

Primärantikörper wird im zweiten Schritt mit einem Sekundärantikörper 

detektiert, welcher wiederum sehr spezifisch für den ersten Antikörper und 

direkt mit einem Fluorophor konjugiert ist. Die so entstandenen Antigen-
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Primärantikörper-Sekundärantikörper-Fluorophor-Komplexe können unter dem 

Fluoreszenzmikroskop je nach Bedarf dargestellt und ausgewertet werden. 

 

Durchführung: 

Im Vorfeld des Versuches wurden wie oben beschrieben Makrophagen isoliert 

und in Zellkulturkammern auf runde Deckgläschen in der Konzentration 1 x 106 

Zellen je Well eingesät. Zudem wurden die Bakterien nach obengenanntem 

Schema angezüchtet. Die Keimzahl der angereicherten Bakterien wurde im 

Duplikat bestimmt. 

 

Nach Anreicherung wurden die Bakteriensuspensionen je nach der im 

Versuchsaufbau angestrebten MOI unterschiedlich verdünnt. Die Verdünnungen 

wurden beispielsweise in folgender Form erreicht: Bei einer 

Makrophagenzellzahl von 4,5 x 105 Zellen/ml/Well, einer Keimzahl von 4,5 x 108 

KBE/ml und einer angestrebten MOI von 100 war eine 1:12 Verdünnung nötig, 

d.h.  es wurden 0,5 ml Bakteriensuspension mit 4,5 ml Zellkulturmedium (RPMI 

+ 10% FBS) gemischt. Von dieser nun erhaltenen Suspension wurde dann 

jeweils 1 ml je Well pipettiert. Die infizierten Zellkulturkammern wurden 10 

Minuten bei 754 x g und 22°C zentrifugiert und danach für 2 Stunden bei 37°C 

und 5% CO2 inkubiert. 

 

Im Anschluss wurde mit je 1 ml PBS je Well zweimal gewaschen, und nach 

Absaugung des PBS zur Fixierung der infizierten Zellen jeweils 300 µl auf 4°C 

gekühltes 4% Paraformaldehyd Well hinzugegeben und für 15 min bei 4°C in 

einer feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wurde wieder drei Mal wie oben 

gewaschen.  

 

Für die extrazelluläre Färbung (grün) wurden 10 µl des anti-Bartonella henselae 

Primärantikörpers (Kaninchen) in 10 ml PBS (Verdünnung 1:1000) gegeben und 

sorgfältig gevortext und davon jeweils 300 µl je Well gegeben und für 1 Stunde 

bei Raumtemperatur bei 50 rpm auf dem Rüttler inkubiert. Danach wurde drei 

Mal mit 1 ml PBS je Well gewaschen und mit dem je 1ml Blockmedium (1% 

FBS in 1 x PBS) pro Well die freien Bindungsstellen geblockt. Es schloss sich 
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eine Inkubation für 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler mit 50 rpm 

an. Ab diesem Zeitpunkt wurde im Dunkeln gearbeitet um den Energieverlust 

der Fluorophore möglichst gering zu halten. 10 µl des mit einem grünen 

Fluorophor konjugierten Sekundärantikörpers gegen Kaninchen wurden in 5 ml 

PBS (Verdünnung 1:500) verdünnt, sorgfältig gevortext und von dieser jeweils 

300 µl je Well hinzugegeben und bei 4°C über Nacht inkubiert. Anschließend 

wurde drei Mal mit 1 ml PBS je Well gewaschen. 

 

Für die intrazelluläre Färbung (rot) wurde erst die Zellmembran durch Zugabe 

von 300 µl 0,1 % Triton-X-100 je Well permeabilisiert, anschließend für 5 

Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer bei 50 rpm auf dem 

Schüttler inkubiert. Nun erfolgte nach 1:1000 Verdünnung in PBS die Zugabe 

von 300 µl je Well des intrazellulären anti-Bartonella henselae 

Primärantikörpers (Kaninchen). Erneute Inkubation für eine Stunde in einer 

feuchten Kammer bei 50 rpm auf dem Rüttler. Anschließend wurde drei Mal mit 

1 ml PBS je Well gewaschen. Nun Blocken der noch freien Bindungsstellen 

durch Zugabe von 1 ml je Well des Blockmediums. Ab diesem Zeitpunkt wurde 

erneut im Dunkeln gearbeitet. In der Folge wurde der mit einem roten 

Fluorophor konjugierten Sekundärantikörper gegen Kaninchen 1:500 in PBS 

verdünnt, 300µl je Well gegeben und für 10min bei Raumtemperatur in einer 

feuchten Kammer inkubiert. Es erfolgten drei erneute Waschvorgänge mit 1ml 

PBS je Well und eine dreißig Sekunden andauernde Lufttrocknung. 

Abschließend wurden die Deckgläschen einzeln vorsichtig mit Eindeckmedium 

(Mounting Medium) eingedeckelt, mit handelsüblichen Nagellack versiegelt und 

bis zur Auswertung bei 4°C lichtgeschützt gelagert. 

 

5.10.1 Quantitative Auswertung des Infektionsgrades mittels 

Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie 

Die nach obigem Schema vorbereiteten und verarbeiteten Bakterien und Zellen 

wurden mittels Immunfluoreszenzmikroskop ausgezählt. Dabei wurden bei einer 

600-fachen Vergrößerung (Objektiv 60x, Okular 10x), bei jeweils zwei 

Objektträgern je Infektion und MOI, auf diesen jeweils 3 exemplarische 

Gesichtsfelder ausgewählt und die sicher sichtbar Infizierten Zellen ausgezählt. 
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5.11 Durchführung der Elektronenmikroskopie von infizierten und 

nicht infizierten Makrophagen 

Durch die elektronenmikroskopische Untersuchung sollte geprüft werden, ob 

sich B. henselae nach der Infektion von primären humanen Makrophagen 

intrazellulär nachweisen lässt und in welchem Kompartiment sich die Bakterien 

vermehrt befinden. 

 

Die Zellen wurden wie oben beschrieben isoliert, eingesät und mit MOI 10 

infiziert. Nach der Infektion wurde 10 Minuten bei 754 g und 22°C, ab 200 rpm 

(8 x g) ohne Bremse zentrifugiert. Anschließend wurde für 2 Stunden bei 37°C 

und 5 % CO2 inkubiert und nachfolgend zwei Mal mit PBS gewaschen. Nun 

wurden die Zellen durch Zugabe von 300 µl Fixationslösung (5% Formaldehyd 

in Natriumphosphatpuffer) je Well und einer Stunde Inkubation fixiert. 

Anschließend wurden die Zellen vorsichtig mit einem Zellkratzer gelöst und 

mittels 100 µl Pipettenspitze in ein 15 ml Reaktionsgefäß gepoolt, auf 10 ml mit 

PBS aufgefüllt und für 10 Minuten bei 22°C und 300 x g zentrifugiert. Dieser 

letzte Schritt wurde nochmal wiederholt. Abschließend wurden die Zellen in 

Aceton dehydriert und in Einbettungsmedium (Spurr resin) fixiert. Mit 

Glasmessern wurden Ultradünnschnitte angefertigt und diese im Elektronen-

mikroskop durchgemustert. 

 

5.12 Statistik 

Die statistischen Signifikanzen wurden mithilfe des Programmes Word Excel 

2007 in Form eines 2-seitigen, gepaarten t-Tests errechnet. Vergleiche 

zwischen zwei Versuchsgruppen wurden als statistisch signifikant angesehen 

bei p < 0,05. 
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6 Ergebnisse 

6.1 Adhärenz, Internalisierung und Persistenz von Bartonella B1-

SK1 und B1-SK50 in THP-1 Zellen 

 

Um zu überprüfen, ob wiederholte die Passagen von Bartonellen dessen 

Virulenz beeinflusst Infizierten wir die THP-1 Zellen mit B. henselae vor und 

nach fünfzig in vitro-Passagen und Verglichen seine Fähigkeiten der Adhärenz, 

Internalisierung und Persistenz zu verschiedenen Zeitpunkten. 

 

Es zeigte sich, wie in Abbildung 8 zu sehen, dass die 50-fach passagierten 

Bakterien (B1-SK50) sich bei der Adhärenz und Internalisierung annähernd 

gleich wie die nicht passagierten Bakterien (B1-SK1) verhalten. Bei der 

Persistenz, ab einer Inkubationszeit von 48 Stunden, überleben B1-SK50 

jedoch signifikant (p = 0.002) schlechter intrazellulär. 

 

 

Abbildung 8: Kinetik und Vergleich der Bartonella B1-SK1 und B1-SK50. Adhärenz (2h) Internalisierung 

(4h) und Persistenz (≥8h) in THP-1. MOI 100 und Infektion für den angezeigten Zeitraum. Die 
Standardabweichung, dargestellt durch die Fehlerbalken, wurde über den Mittelwert von sechs 
repräsentativen Versuchen errechnet. Die statistisch signifikanten Daten sind mit * markiert. 
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6.2 Die Infektion von THP-1 Makrophagen und primären humanen 

Makrophagen mit Bartonella henselae induziert die Produktion 

von proinflammatorischen Zytokinen. 

Um festzustellen, inwiefern die B. henselae Infektion die Sekretion von 

proinflammatorischen Zytokinen auslösen kann, und ob sich durch die Passage 

der Bakterien ein Unterschied in der Zytokinantwort zeigt, wurden THP-1 Zellen 

und primäre humanen Makrophagen (PHM) mit Bakterien vor und nach ihrer 

Passage infiziert und die Überstände nach verschiedenen Zeitpunkten mittels 

ELISA auf das Zytokin TNF-α hin untersucht. Zudem wurde mittels Vergleich 

der Zytokinantwort auf vitale und hitzeinaktivierte Bakterien untersucht, ob 

dessen Auslösung einer aktiven Handlung seitens des Bakteriums bedarf. 

Reines Zellkulturmedium und Zellkulturmedium mit LPS (1 µg/ml) dienten als 

Positiv- bzw. Negativkontrolle.  

 

6.2.1 Ausschüttung von TNF-α durch THP-1 Makrophagen bei Infektion 

mit verschiedenen Passagen von B. henselae 

Bei der Infektion von THP-1 Makrophagen mit Bartonella B1-SK1 und B1-SK50 

konnte, wie auch in Abbildung 9 zu sehen, festgestellt werden, dass die TNF-α 

Produktion gegenüber der Positivkontrolle LPS signifikant (p = 0,02)  geringer 

ausfällt. Die beiden Bartonellenkulturen unterschieden sich nicht hinsichtlich 

Auslösung der TNF- α Sekretion bei den THP-1 Makrophagen (p = 0,21). 

 

 

Abbildung 9: TNF-α Ausschüttung von THP-1 Zellen 24h nach Infektion mit Bartonella B1-SK1 (MOI MW 

34) und B1-SK50 (MOI MW 42). Als Negativkontrolle wurde reines Zellkulturmedium (RPMI) verwendet, 
als Positivkontrolle LPS (1 µg/ml). Die abgebildeten Daten repräsentieren den Mittelwert von mindestens 
drei unabhängigen Experimenten mit jeweiliger 3-facher Wertermittlung.   
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6.2.2 Ausschüttung von TNF-α durch THP-1 Makrophagen bei Infektion 

mit vitalen und hitzeinaktivierten B. henselae 

Bei der Infektion von Makrophagen der Zelllinie THP-1 mit vitalen Bartonella 

B1-SK1 und hitzegetöteten Bartonella B1-SK1 im Vergleich zur Positivkontrolle 

LPS und zur Negativkontrolle mit reinem Zellkulturmedium (RPMI) konnten wir, 

wie auch in Abbildung 10 dargestellt, feststellen, dass sowohl nach 24 Stunden 

als auch nach 5 Stunden die vitalen (p < 0,01) und die inaktivierten Zellen        

(p < 0,01) unabhängig von ihrer MOI eine signifikant niedrigere Zellreaktion 

auslösten als die Positivkontrolle. Ein signifikanter Unterschied in der 

Zellantwort zwischen den vitalen und den hitzeinaktivierten Bakterien konnte 

nicht festgestellt werden. Jedoch zeigte sich wie in späteren Versuchen noch 

differenzierter dargestellt eine signifikant ausgeprägte Zellantwort bei den 

höheren MOIs. 

 

 

Abbildung 10: Vergleich von vitalen und hitzegetöteten (HK) Bartonella B1-SK1 in jeweils angegebener 

MOI bei Infektion von THP-1 Zellen. Inkubation für 5h und 24h, dann Abnahme des Überstands und 
Bestimmung der TNF-α Konzentration mittels ELISA. Als Negativkontrolle wurde reines Zellkulturmedium 

(RPMI) verwendet, als Positivkontrolle LPS (1 µg/ml). Die abgebildeten Daten repräsentieren den 
Mittelwert mit Standartabweichung von mindestens drei unabhängigen Experimenten mit jeweiliger 3-
facher Wertermittlung. 
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6.2.3 Ausschüttung von TNF-α durch primäre humane Makrophagen bei 

Infektion mit B. henselae in verschiedener Konzentration. 

Wie in Abbildung 11 zu sehen, konnte gezeigt werden, dass die Infektion von 

PHM mit Bartonella B1-SK1 mit unterschiedlicher Bakterienanzahl pro Zelle 

(MOI) zur Ausschüttung von TNF-α führte und dass diese Reaktion 

dosisabhängig ist. Die höchste Konzentration wurde durch eine MOI von 100 

erreicht. 

 

 

Abbildung 11: PHM infiziert mit verschiedenen MOIs von Bartonella B1-SK1; nach 5h Inkubation wurden 
die Überstände abgenommen und mittels ELISA die TNF-α Ausschüttung im Überstand als Zeichen einer 

Zellreaktion gemessen. Die abgebildeten Daten repräsentieren den Mittelwert mit Standardabweichung 
von mindestens drei unabhängigen Experimenten mit jeweiliger 3-facher Wertermittlung. 
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6.3 Doppelimmunfluoreszenzmikroskopische Darstellung von 

gebundenen und intrazellulären B. henselae in THP-1 Zellen 

und primären humanen Makrophagen 

Die Zellen, wie in Abbildung 12 zu sehen, wurden für 2 Stunden infiziert und 

anschließend wie oben beschrieben angefärbt, konserviert und mittels 

Immunfluoreszenzmikroskop aufgenommen. Es zeigten sich hier deutlich 

abgrenzbar, die einzelnen sich durch ihren blau angefärbten Zellkern 

auszeichnenden Zellen, die rot gefärbten intrazellulär sowie die grün 

angefärbten extrazellulär befindlichen, teils adhärierten Bakterien in 

unterschiedlicher Anzahl pro Zelle und Vergrößerung. 

 

Abbildung 12: DIF-Bilder von Bartonella B1-SK1 2h nach Infektion von Primären humanen Makrophagen. 

MOI1, 200-fache Vergrößerung (A), MOI1, 600-fache Vergrößerung (B). MOI10, 200-fache Vergrößerung 
(C), MOI10, 600-fache Vergrößerung (D). MOI100, 200-fache Vergrößerung, MOI100, 600-fache 
Vergrößerung (F).  
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6.3.1 Mikroskopische Bestimmung des Infektionsgrades der primären 

humanen Makrophagen nach Infektion mit B. henselae in 

unterschiedlicher Bakterienanzahl pro Zelle. 

Die Infizierten Zellen wurden in oben beschriebener Weise angefärbt und 

konserviert und mittels Doppelimmunfluoreszenzmikroskopie ausgezählt. Es 

zeigte sich, wie in Abbildung 13 zu sehen, dass schon bei 4 Bakterien pro Zelle, 

über 90 Prozent der Zellen infiziert waren. Es ist beachtlich, dass bereits eine 

sehr geringe MOI ( eine Bakterie pro Zelle ) eine Infektion von 20% der Zellen 

hervorrufen kann. 

 

Abbildung 13:  Diagramm 2h nach Infektion von primären humanen Makrophagen mit B. henselae in 

unterschiedlicher MOI. Drei Gesichtsfelder pro Versuch wurden von je zwei Infektionen ausgezählt, die 
Zahlen wurden von drei repräsentativen Versuchen gemittelt. Es zeigt den Prozentsatz der infizierten 
Zellen im Verhältnis zu der Anzahl der Bakterien pro Zelle. 
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6.4 Elektronenmikroskopische Darstellung der gebundenen und 

intrazellulären B. henselae in primären humanen Makrophagen 

Die primären humanen Makrophagen wurden in oben beschriebener Weise 

infiziert und für die elektronenmikroskopische Untersuchung konserviert. 

In den Abbildungen 14 – 16 zeigen sich nun die PHM vor und nach Infektion mit 

B. henselae in verschieden Vergrößerungen (siehe auch die jeweilige 

Größenskala rechte untere Bildecke).  

 

 

Abbildung 14: Nicht Infizierte PHM. Es sind die typischen Zellorganellen sowie die charakteristischen Pili 

deutlich Erkennbar (Pfeile). 

 

 

 

Abbildung 15: Infizierten Zellen. Die Bakterien sind deutlich durch ihre charakteristische Form von den 

Zellorganellen abzugrenzen. In der vergrößerten Aufnahmen (B) sind Bakterien in intrazellulärer Lage zu 
erkennen (D). 
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Abbildung 16: Infizierte Zellen. Es zeigen sich sowohl Bakterien in intrazellulärer Lage (A), als auch 

Zellen, die im Begriff der Zellinvasion sind (C). Außerdem Zellen, welche umgeben von der 
charakteristischen Struktur des Makrophagen, deutlich extrazellulär liegen (B). In (D) sind piliartige 
Strukturen zwischen der Bakterienzellwand und dem Makrophagen zu erkennen (weiße Pfeile). 
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6.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 Die nicht passagierten B. henselae B1-SK1 persistieren in THP-1 

Makrophagen nach 48 Stunden signifikant besser als die 50-fach 

passagierten Bakterien B1-SK50. 

 B1-SK1, B1-SK50 und hitzeinaktivierten B. henselae verursachen bei 

Infektion von THP-1 Makrophagen im Vergleich keine signifikant 

unterschiedliche Zytokinantwort.  

 Vitale B. henselae in verschiedener Passage und hitzegetötete Bakterien 

verursachen bei Infektion von THP-1 Makrophagen eine signifikant 

niedrigere Zytokinantwort als die Positivkontrolle LPS.  

 Auch bei der Infektion von primären humanen Makrophagen mit B. 

henselae ist die Zytokinantwort selbst bei hohen MOIs (101 Keime pro 

Zelle) signifikant niedriger als bei der Positivkontrolle LPS. 

 DIF: Bei Infektion von THP-1 Makrophagen mit B. henselae werden 

schon bei niedrigen MOIs (4 Keime pro Zelle) über 90 Prozent der Zellen 

infiziert 

 Elektronenmikroskopie: Bei der Infektion von primären humanen 

Makrophagen mit B. henselae sind die Bakterien nach 5 Stunden 

deutlich intrazellulär und scheinen sich zu teilen. 
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7 Diskussion 

7.1 Die Infektion von THP-1 Makrophagen und primären humanen 

Makrophagen mit B. henselae induziert die Produktion von TNF-

α. 

 

Bakterien der Gattung Bartonella sind bekannt als Verursacher verschiedener 

humaner Erkrankungen, wie z. B. die Katzenkratzkrankheit oder auch das Fünf-

Tage Fieber. Insbesondere bei Patienten mit verminderter eigener 

Immunabwehr tritt eine Infektion klinisch besonders stark in Form der 

vaskuloproliferativen Erkrankungen auf und kann erhebliche gesundheitliche 

Probleme mit sich bringen. Die genauen Hintergründe, die diese Potenzierung 

der Heftigkeit der Erkrankung mit sich bringen, sind noch unzureichend 

untersucht. Im Fokus unserer Untersuchung standen die Makrophagen als 

wichtiger Bestandteil der zellulären Immunabwehr. 

 

Es ist bekannt, dass die Interaktion zwischen mononukleären phagozitierenden 

Zellen und Bakterien einen veränderten funktionellen Zustand der Zellen zur 

Folge haben kann, welcher zur Ausschüttung von proinflammatorischen, 

antimikrobiellen oder angiogenetischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren mit 

autokrinen und parakrinen Funktionen führt. Als Folge dieser direkten 

Interaktion der Keime mit den Makrophagen ist TNF-α eines der ersten Zytokine 

welches ausgeschüttet wird. Die TNF-α Ausschüttung als Reaktion von 

Makrophagen auf bakterielle Erreger ist gut dokumentiert [161] [162] [163]. Der 

Faktor spielt eine zentrale Rolle bei der Abwehr eines infizierten Wirts gegen 

einen fremden Organismus. Üblicherweise sorgen die Interaktionen von 

Makrophagen mit gram-negativen Bakterien wie Escherichia coli oder auch 

Borellia burgdorferi [164] für eine Ausschüttung von TNF-α. Im Tiermodell wurde 

nach Infektion mit gram-negativen Bakterien und Proliferation der Keime in der 

Blutbahn, TNF-α als einer der Hauptfaktoren für die Ausbildung eines 

septischen Schockes erachtet [165]. Erste Hinweise auf den besonderen 

Wirkmechanismus von B. henselae ergaben die Beobachtungen, dass selbst 

die direkte intravenöse Injektion von B. henselae in Mäuse, keinen letalen 
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septischen Schock zur Folge hat, der eigentlich bei einer so massiven Infektion 

mit gram-negativen Bakterien zu erwarten wäre. Stattdessen wurden die Keime 

schnell aus der Blutbahn entfernt [166] [167]. Beim Menschen hingegen ist zwar 

als Folge der TNF-α-Ausschüttung eine klinische Reaktion bemerkbar, jedoch 

weit weniger ausgeprägt. Im Verlauf einer HIV-Infektion wird von einer 

anfänglichen Aktivierung der Makrophagen durch extrazelluläre Pathogene die 

Funktion der Makrophagen immer weiter eingeschränkt, so dass die Aktivierung 

im späteren Verlauf nicht mehr möglich ist [168]. 

 

Es konnte zudem gezeigt werden, dass es bei einigen Patienten während des 

klinischen Einsatzes von verschiedenen TNF-α neutralisierenden Antikörpern, 

wie Infliximab oder Etanercerpt zu fulminanten Exazerbationen von  

Tuberkulose, Listeriose und anderen granulomatösen Erkrankungen kam [169] 

[170] [171]. Diese Beobachtungen unterstreichen die Wichtigkeit von TNF-α.  

 

Ein wichtiges Merkmal des Pathogens zur Erkennung und Verarbeitung durch 

Makrophagen sind inkorporierte LPS. Diese LPS sind Hauptbestandteil der 

äußeren Bakterienmembran von gram-negativen Bakterien. Die LPS von gram-

negativen enterischen Bakterien wie Escherichia coli oder Salmonella enterica 

sind in der Lage, die Produktion und Ausschüttung von proinflammatorischen 

Zytokinen, Chemokinen und Adhäsionsmolekülen zu induzieren und somit die 

klinischen Zeichen einer Sepsis zu erzeugen [172]. Aufgrund der starken 

proinflammatorischen Effekte der meisten Bakterien, welche LPS in ihrer 

Oberflächenmembran besitzen, ist die Tatsache, dass Patienten mit einer 

Bartonella quintana Bakteriämie keine klinischen Zeichen einer Sepsis 

entwickeln, ein ungeklärter Aspekt dieser Infektion. Es wurde in diesem 

Zusammenhang die Überproduktion des anti-inflammatorischen Zytokins 

Interleukin-10 (IL-10) festgestellt. Dieses Phänomen und eine in der Folge 

insgesamt abgeschwächte inflammatorische Reaktion lieferte eine mögliche 

Erklärung (5).  

 

In unserer Arbeit konnte nun festgestellt werden, dass die B. henselae 

Bakterien nach Infektion schnell an die Zellen adhärieren und internalisiert 
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werden und dort intrazellulär für einige Zeit überleben. Dieser Vorgang hat 

jedoch auch bei sehr hohen MOIs, im Gegensatz zur Positivkontrolle LPS, eine 

im Verhältnis sehr niedrige TNF-α Ausschüttung zur Folge. Diese Beobachtung 

konnte sowohl bei der Makrophagenzelllinie THP-1 als auch bei den primären 

humanen Makrophagen festgestellt werden. Genauere Untersuchungen 

zeigten, dass die Reaktion dosisabhängig ist.  

 

Interessanterweise konnte im scheinbaren Gegensatz zu unseren Ergebnissen 

durch Musso et al [173] gezeigt werden, dass B. henselae bei Infektion von der 

murinen Makrophagenzelllinie J774 eine signifikant höhere TNF-α Ausschüttung 

gegenüber der Stimulation mit LPS (identische Dosierung wie in unseren 

Versuchen) zur Folge hatte und das auch hier die Ausschüttung dosisabhängig 

war.  

 

In einer Arbeit von Telepnev et al [174] konnte jedoch gezeigt werden, dass 

sowohl bei Infektion von humanen Makrophagen, als auch bei der murinen 

Makrophagenzelllinie J774 mit dem auch fakultativ intrazellulär lebenden 

Bakterium Francisella tularensis, nach einer initialen starken inflammatorischen 

Antwort, diese Inflammation aber im weiteren Verlauf durch dieselben Erreger 

stark inhibiert wird. Der Grad der Inhibition hängt dabei davon ab, ob die Zellen 

von Mäusen oder vom Menschen stammen. 

 

Bei Versuchen von Matera et al [175] mit LPS von Bartonella quintana, welches 

dem von B. henselae sehr ähnlich ist, konnte gezeigt werden, dass bei Injektion 

von aufgereinigtem LPS sowohl in Ratten als auch in Menschen, zwar ein 

Anstieg von IL-8 (bei den Ratten GRO-CINC-1), jedoch keine Anstieg von TNF- 

α festgestellt werden konnte. Aufgereinigtes LPS von Salomonella minnesota 

R595 hingegen sorgte für einen deutlichen Anstieg des TNF-α Blutspiegels. 

 

Durch Caron et al [176] konnte hingegen gezeigt werden, dass bei Infektion der 

humanen Makrophagenzelllinie U937 mit der Bartonella phylogenetisch sehr 

nahe stehenden Brucella spp. keine signifikante Ausschüttung von TNF-α 

festzustellen war, wohingegen hitzegetötete Bakterien eine Reaktion zur Folge 
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hatten. Außerdem konnte auch hier gezeigt werden, dass Brucella spp. sich 

sowohl replizierte. als auch intrazellulär überlebte. Im Gegensatz zum nicht-

pathogenen Eschericha coli K-12, welcher innerhalb von drei Tagen nach 

Phagozytose getötet wurde. Im Rahmen der Versuche der Arbeitsgruppe 

konnte festgestellt werden, dass eine Behandlung von Zellen der 

Makrophagenzelllinie U937 mit Pentoxyfylline, welches einen potenten Inhibitor 

der endogenen TNF-α Produktion darstellt, ein signifikantes intrazelluläres 

Überleben von Escherichia coli zur Folge hatte, einem ebenfalls gramnegativem 

Stäbchenbakterium. Daraus lässt sich folgern, dass jede Unterdrückung der 

TNF-α Produktion, nachdem der Keim in die Zelle eingedrungen ist, einen 

Überlebensvorteil des fakultativ intrazellulären Bakteriums darstellt.  

 

Zusammenfassend zeigen die genannten Ergebnisse einerseits die 

Individualität und Unterschiedlichkeit der einzelnen Bakterienstrategien im 

Zusammenhang mit der Infektion des Wirtes, andererseits lässt sich jedoch 

eine deutliche Gemeinsamkeit feststellen, nämlich die Fähigkeit zur Modulation 

der Zytokinantwort und damit eine Störung der interzellulären Kommunikation. 

 

Die obengenannte durch Musso et al [173] gezeigte deutliche und 

dosisabhängige Ausschüttung von TNF-α bei Infektion von murinen 

Makrophagen, die deutlich verminderte Ausschüttung von TNF-α bei Infektion 

mit Francisella tularensis und die fehlende Ausschüttung von TNF-α bei 

Infektion einer humanen Zelllinie durch Brucella spp. lassen vermuten, dass 

unterschiedliche Mechanismen oder auch unterschiedliche 

Spezialisierungsgrade bei den Erregern vorhanden sind. Brucella abortus 

beispielsweise verfolgt eine Strategie, die auf dem Fehlen, der Modifikation und 

Verschleierung von PAMP-beinhaltenden Molekülen hinter einer festen äußeren 

Membran basiert [177]. Einen ähnlichen Weg könnte der nahe Verwandte B. 

henselae auch gehen. Zudem könnte es möglich sein, dass B. henselae beim 

zwar häufig infizierten aber immer noch als Fehl- bzw. Zufallswirt geltenden Wirt 

Mensch, die Unterdrückung der proinflammatorischen Reaktion schon weiter 

optimiert hat als bei der Maus. Die von B. henselae benutzen Mechanismen 

scheinen bei den Mäusemakrophagen nicht suffizient zu funktionieren.  



Diskussion  58 

 
 
 

Es gibt viele Beispiele, die zeigen, dass intrazelluläre Organismen 

Mechanismen entwickelt haben, die intrazellulären Signalwege der 

monozytären Zellen zu ihrem Vorteil zu stören. Bei Toxoplasma gondii folgt bei 

der Infektion von murinen Makrophagen beispielsweise auf eine anfängliche 

Aktivierung verschiedener intrazellulär regulativ wirkender 

Transkriptionsfaktoren wie p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK), 

Extrazellulär regulierte Kinase (ERK) und c-Jun amino-terminale Kinase (JNK) 

eine schnelle Deaktivierung derselben. Als Folge dieser Deaktivierung sind die 

Zellen durch LPS nicht mehr stimulierbar [178]. Yersinien können durch 

bestimmte Mechanismen nicht nur die Aktivität der Transkriptionsfaktoren NF-

κB und MAPK deaktivieren [179], sondern zusätzlich durch die Spaltung 

bestimmter ubiquitin-ähnlicher Moleküle die posttranslationale Modifikation 

einiger regulatorischer Proteine verhindern [180]. Auch bei Infektion von 

Makrophagen mit anderen intrazellulären Pathogenen, wie Mycobakterium 

tuberculosis, Leishmania major und Histoplasma capsulatum konnte eine 

Inhibition von Zytokinen, in diesem Falle IL-12 festgestellt werden [181] [182]. 

Diese und andere Beispiele zeigen, dass hochspezialisierte intrazelluläre 

Signalkaskaden wie beispielsweise die der MAPK oder NF-κB ein idealer 

Angriffspunkt für Mikroorganismen sind, die antimikrobiellen Mechanismen zu 

unterminieren. Diese Untersuchungen zeigen, dass Organismen im Laufe der 

Evolution Mechanismen entwickelt haben, die es ihnen ermöglicht, in 

Makrophagen zu überleben.  

 

Es wird spekuliert, ob die Produktion und Sekretion von angiogenetischen 

Faktoren bei immunkompetenten und immunsupprimierten Individuen 

unterschiedlich reguliert wird. Im Rahmen von HIV-Infektionen ist die volle 

funktionelle Bandbreite der Monozyten und Makrophagen, welche in diesem 

Zusammenhang primäres Ziel dieser Infektionen und gleichzeitiges virales 

Reservoir darstellen, stark beeinträchtigt. So ist sowohl die Fähigkeit zur 

Phagozytose vermindert als auch die Produktion von proinflammatorischen 

Zytokinen im Rahmen einer Infektion erhöht [183] [184]. Aktivierte Makrophagen 

können zwar beispielsweise während einer HIV-Erkrankung Infektionen mit 
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Candida albicans oder Toxoplasma gondii kontrollieren, das intrazelluläre Töten 

dieser Keime ist aber stark eingeschränkt [185] [186]. 

 

Es stellt sich die Frage, ob durch die Infektion mit Bartonella die Funktion der 

Makrophagen ähnlich beeinträchtigt ist und die eingeschränkten Funktionen 

genauso die intrazellulären wie die interzellulären Mechanismen beeinflussen. 

 

7.2 Internalisierung und Persistenz von Bartonella B1-SK1 und B1-

SK50 in THP-1 Zellen. 

 

Ein normal funktionierender Körper von Mensch und Tier ist, mit Ausnahme 

einiger von der mikrobiellen Normalflora besiedelter Bereiche, keimfrei. Wenn in 

diesen keimfreien Bereich nun ein Fremdkörper eindringt, wird dieser in der 

Regel schnell von den patrouillierenden Zellen des MPS aufgenommen und 

verdaut. Makrophagen im speziellen nehmen den Fremdkörper üblicherweise in 

sich auf. Dies geschieht indem sie unter Aktinpolymerisierung mithilfe der 

zelleigenen Membran den Fremdkörper umhüllen, mit dem komplett umhüllten 

Fremdkörper dann lokal fusionieren und ihn in das Zytoplasma entlassen. Auf 

diese Weise wird ein neues Zellorganell geschaffen, das Phagosom. 

Anschließend fusioniert im Rahmen der Phagosomenreifung dieses Phagosom 

in der Regel schnell mit einem Lysosom und bildet somit ein Phagolysosom, in 

dem der inkorporierte Fremdorganismus getötet und abgebaut wird [187] [188]. 

Das Lysosom stellt dabei eine mobile Einheit zur Bereitstellung einer Mixtur von 

verschiedenen hydrolisierenden Enzymen dar. Dazu gehören Proteasen, 

Nukleasen und Lipasen, welche in ihrer Gesamtheit nahezu jeden im 

Phagosom eingeschlossenen Fremdkörper abbauen können [189]. Ein 

besonderer Aspekt von intrazellulären Bakterien ist ihre Fähigkeit, sich dem 

normalerweise tödlichen vektoriellen Transport zum Lysosom zu entziehen. 

Dabei wird von den unterschiedlichen Bakterien eine interindividuelle Strategie 

mit dem genannten Ziel verwendet. Das anfangs als Verursacher der 

Katzenkratzkrankheit vermutete Bakterium Afipia felis [9] verhindert 

beispielsweise über noch unbekannte Mechanismen die Phagosomenreifung, 
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indem sie die Fusion von Lysosom und Phagosom gar nicht erst zulässt [190]. 

Listeria monzytogenes, Shigella flexneri und Rickettsia spp. zerstören das 

Phagosom vor der Fusion und vermehren sich dann im Zytosol der Zelle. 

Coxiella Burnetti konnte sich so sehr an das Milieu des Phagolysosoms 

anpassen, dass dieses zur Vermehrung sogar benötigt wird [191]. Diese und 

andere Beispiele zeigen, dass intrazellulär lebende Bakterien Möglichkeiten 

gefunden haben, die ursprünglich tödlichen Zellorganellen zu ihrem Nutzen zu 

modifizieren. Die genauen Mechanismen sind dabei noch nicht final erforscht. 

B. henselae ist bekannt als fakultativ intrazellulär lebendes Bakterium, welches 

für Wochen und Monate in Endothelzellen und Erythrozyten überleben kann 

[192] [45]. Die Interaktion mit Makrophagen und die damit 

zusammenhängenden Mechanismen sind bisher wenig untersucht. 

 

Im Rahmen unserer Arbeit zeigte sich nun, dass B. henselae nach Infektion der 

Makrophagenzelllinie THP-1 innerhalb von zwei Stunden an die Zellen 

adhärierten und schon nach vier Stunden in Abwesenheit von Opsoninen in 

großer Zahl internalisiert wurden. Dieses Phänomen konnte auch schon an 

anderen Makrophagenzelllinien gezeigt werden [173]. Die Internalisierung und 

die nachfolgende, oben beschriebene Bildung des Phagosoms, wurde von uns 

mittels Elektronen- und Immunfluoreszenzmikroskopie verifiziert (siehe auch 

Abbildung 12 und 14 - 16). Bis zur achten Stunde nach Infektion war die Zahl 

der Zellen annähernd konstant, danach nahm die Anzahl der überlebenden 

Bakterien jedoch stark ab. Folglich musste die intrazelluläre Tötungsrate ab 

diesem Zeitpunkt wesentlich größer sein als die Replikationsrate, was im 

Kontrast zu Berichten von anderen intrazellulären Pathogenen wie Brucella, 

Listeria oder Salmonella [193] [194] [195] steht. Aufgrund der langen 

Replikationszeiten von Bartonella war dies jedoch zu erwarten. Im Gegensatz 

dazu ist die Fähigkeit, so viel länger in anderen Zellen wie Endothelzellen und 

Erythrozyten zu überleben, und dort langandauernde Bakteriämien mit immer 

wiederkehrenden Reinfektionswellen zu erzeugen, bemerkenswert.  

 

Die intrazelluläre Lage und die Bindung an die Zellen konnten 

lichtmikroskopisch bestätigt werden. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt 
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werden, dass schon bei sehr niedrigen MOIs und nach zwei Stunden 

Inkubationszeit eine sehr homogene Infektion erreicht wurde, in der über 90 

Prozent der Zellen infiziert waren. 

 

Auch elektronenmikroskopisch konnte die intrazelluläre Lage und Bindung an 

die Zellen bestätigt werden. Auffällig waren die sich scheinbar teilenden Zellen 

und die deutlich sichtbaren Strukturen zwischen den Bakterien und den Zellen 

innerhalb des Phagosoms.  

 

Erste Hinweise auf das Stadium der Reifung des Phagosoms und die 

Mechanismen, die B. henselae entwickelt hat, um intrazellulär zu überleben, 

geben die von uns gewonnenen Erkenntnisse, dass das intrazelluläre 

Überleben der passagierten Bakterien 48 Stunden nach Infektion zwar 

signifikant schlechter ist, die Ausschüttung des Zytokins TNF-α jedoch nicht 

unterschiedlich zwischen passagierten und nicht passagierten Bakterien ist. 

Dies ist relevant, weil bekannt ist, dass die Expression mindestens eines 

Pathogenitätsfaktors („Typ IV-ähnlicher Pilus“, siehe oben) durch das 

Passagieren der Bakterien auf Columbia-Agarplatten verloren geht [39] [64]. Es 

scheint also kein Typ IV-ähnlicher Pilus vermittelter Mechanismus zu sein. 

 

Auch konnte kein Unterschied in der proinflammatorischen Antwort bei Infektion 

mit hitzeinaktivierten Bakterien festgestellt werden. Anscheinend haben die 

passagierten Bartonellen eine Fähigkeit während ihrer Passagen verloren, die 

ihnen das intrazelluläre Überleben erleichtert. Bis zur Stunde 24 gibt es 

zumindest in der TNF-α Ausschüttung keine signifikanten Unterschiede.  
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7.3 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde die Interaktion von B. henselae mit der Makrophagen 

Zelllinie THP-1 und mit primären humanen Makrophagen und ihre Reaktionen 

auf die Infektion mit dem Erreger untersucht. Die Anhaftung der Bakterien an 

die Zelle und deren Eindringen in die Zelle wurde im Rahmen des Gentamycin 

Essays lichtmikroskopisch und elektronenmikroskopisch gezeigt und 

quantifiziert.  

Wie sich das Überleben eines Bakteriums sowie die proinflammatorischen 

Reaktionen auf das Bakterium nach 50-facher Passage ändert, wurde 

untersucht. Zusätzlich wurden hitzegetötete Bakterien zur Infektion verwendet, 

um festzustellen, ob der Vorgang der Auslösung der proinflammatorischen 

Reaktion ein aktiver oder passiver Mechanismus ist. 

 

In Rahmen unserer Versuche konnte festgestellt werden, dass die Keime nach 

Infektion schnell an die Zellen adhärierten, internalisiert wurden und dort 

intrazellulär für einige Zeit überlebten. Dieser Vorgang hatte jedoch eine im 

Verhältnis sehr niedrige TNF-α Ausschüttung auch bei sehr hohen MOIs zur 

Folge. Diese Beobachtung konnte sowohl bei der Makrophagenzelllinie THP-1 

als auch bei den primären humanen Makrophagen gemacht werden. Genauere 

Untersuchungen zeigten, dass die Reaktion dosisabhängig ist. Das implizierte, 

dass niedrigere MOIs auch eine niedrigere Ausschüttung von TNF-α zur Folge 

hatte. Dieses Phänomen wurde auch bei Infektion mit hitzegetöteten Bakterien 

beobachtet.  

 

Unsere Ergebnisse können wie folgt zusammengefasst werden: 

 

(i) B. henselae hat einen gewissen Spezialisierungsgrad entwickelt, der die 

Ausschüttung von TNF-α durch humane Makrophagen vermindert und damit 

seine intrazellulären Überlebenschancen erhöht.  

 

(ii) Bei Infektion von humanen Makrophagen mit B. henselae adhäriert der Keim 

zügig, wird in kurzer Zeit internalisiert und überlebt dort mindestens 48 Stunden 

in großer Anzahl.  
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(iii) Es scheint kein aktiver Prozess zu sein, da sowohl die hitzeinaktivierten als 

auch die lebenden Zellen eine verminderte Ausschüttung zur Folge hatten. In 

anderen Studien konnte gezeigt werden, dass Brucella spp. einen spezifischen, 

Protease-empfindlichen Stoff produziert, der die TNF-α Ausschüttung inhibiert 

und so die antibakterielle Abwehr umgeht.  

 

7.4 Ausblick  

Ein besonders gravierende Rolle spielen Infektionen durch B. henselae bei  

Menschen mit geschwächtem Immunsystem, beispielsweis im Rahmen von 

HIV-Infektionen. 

 

Da Makrophagen im Immunsystem eine zentrale Rolle spielen, ist die 

Untersuchung der Interaktion von B. henselae mit diesen zentralen Zellen von 

großer Bedeutung. Es könnte nun im Rahmen weiterer Untersuchungen 

analysiert werden, inwiefern die Mechanismen von B. henselae gegenüber 

durch den HI-Virus infizierte Makrophagen ausgeprägter sind, so dass die 

Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine noch weiter verringert wird. Somit 

wäre intrazelluläres Überleben besser möglich und gleichzeitig würden 

proangiogenetische und damit Wachstumsvorteil bringende Faktoren wie der 

vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), IL-1 oder IL-8 [196]  vermehrt 

ausgeschüttet werden. 

 

Zum heutigen Zeitpunkt ist noch wenig über die intrazellulären 

Replikationsraten von B. henselae in den verschiedenen Zellarten bekannt. 

Erste unveröffentlichte Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe, welche Hinweise 

auf eine Überlebenszeit von maximal 48 Stunden in Makrophagen geben, 

lassen im Vergleich zu den Überlebenszeiten in Endothelzellen und 

Erythrozyten [45] [192] vermuten, dass zumindest beim immunkompetenten 

Menschen die zum Überleben in Zellen benötigten Mechanismen in 

Makrophagen nicht so suffizient funktionieren wie in anderen Zellarten. 
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Die Fragen, in welchem Stadium der Reifung sich das Phagosom befindet, ob 

das Lysosom schon mit dem Phagosom fusioniert ist, und was letztendlich zum 

begrenzten Überleben des internalisierten Bakteriums führt, könnte durch 

weitere Untersuchungen beantwortet werden.  

 

Ein erster wichtiger Faktor, der zumindest ein im Verhältnis kurzzeitiges 

Überleben ermöglicht, scheint die auch von anderen Bakterien bekannte 

Modulation der proinflammatorischen Zytokinantwort mittels TNF-α zu sein. Mit 

welchen genauen Mechanismen es B. henselae möglich ist, die 

Entzündungsantwort zu inhibieren, gilt es in weiteren Versuchen 

herauszufinden, um diese Unterminierung der natürlichen Abwehr künftig 

vielleicht zu verhindern. 
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