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Zusammenfassung

Zielsetzung: Die akute Blinddarmentziindung — Appendizitis — gehdort zu den
haufigsten  kinderchirurgischen  Notfallen. Studien zeigen, dass nicht
notwendigerweise die Obstruktion des Organes zur Appendizitis fuhrt, sondern
dessen mikrobielle Besiedelung. Einige Studien haben Veranderungen des
Mikrobioms, also der Zusammensetzung der Bakterien, der Appendix bei Kindern
mit akuter Appendizitis bereits gezeigt. Diese beinhalten aber die Daten einer
uberschaubaren Zahl von Kindern und Jugendlichen. Die Archaeen bilden neben
Bakterien und Eukaryoten eine der drei Domanen, in die alle zellularen Lebewesen
eingeteilt werden. Ihre Gesamtheit wird das Archaeom genannt. Derzeit ist die
genaue Zusammensetzung des Archaeoms der kindlichen Appendix (gemessen mit
next-generation sequencing Techniken) noch unerforscht. Die Zielsetzung dieser
Arbeit besteht darin, das Archaeom und Mikrobiom der Appendix von Kindern und

Jugendlichen mit akuter Appendizitis zu beschreiben.

Studiendesign und Methoden: Fur die Durchfuhrung der Studie wurden im
Zeitraum von April 2019 bis Juni 2019 insgesamt 60 Patient*innen im Alter von 5
bis 17 Jahren erfasst, die mit einer akuten Appendizitis an der Universitatsklinik fur
Kinder- und Jugendchirurgie der Medizinischen Universitat Graz operativ behandelt
wurden. Intraoperativ wurde den Patient*innen ein Stuck der entfernten Appendix
entnommen. Das Mikrobiom und Archaeom dieser Proben wurden mittels next-

generation sequencing untersucht.

Ergebnisse: Die  Bakteriengattungen  Fusobacterium,  Porphyromonas,
Parvimonas, Akkermansia, Solobacterium und Eggerthella waren Indikatoren fur
hochgradige Appendizitiden. Escherichia coli und Gemella traten vermehrt bei
hohen Alvarado-Scores auf. Bei Patient*innen mit hohen CRP-Werten (C-reaktives
Protein) fand man Alistipes und Gemella am haufigsten. Es konnten keine
signifikanten Abundanzunterschiede zwischen hoch- und niedriggradigen
Appendizitiden hinsichtlich des Archaeoms und Mykobioms gefunden werden.
Methanobrevibacter war bei schweren Appendizitiden tendenziell verringert,

Candida tendenziell erhoht.
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Schlussfolgerung: Das Mikrobiom der Appendix vermiformis bei Kindern und
Jugendlichen ist bei einer akuten Appendizitis verandert. Es besteht eine vermehrte
Besiedelung von gewissen bakteriellen Gattungen, welche als mogliches Ziel einer
Therapie gesehen werden kdnnen. Auch eine Tendenz der verstarkten Besiedelung
mit bestimmten Pilzen konnte beobachtet werden. Tendenziell lasst sich fur das
Archaeom ein protektiver Aspekt erkennen, wobei hierfir keine Signifikanz

gefunden werden konnte.
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Abstract

Objective: Acute appendicitis is one of the most common abdominal emergencies
in paediatric surgery. Latest studies have shown that obstructions do not necessarily
cause acute appendicitis, but the composition of bacterial population. Some studies
have already described alterations of the appendiceal microbiome in children with
acute appendicitis. However, these studies have included a limited number of
children and adolescents only. Besides bacteria and fungi, archaea form one of
three domains of cellular life. In their entirety, they are called archaeome. However,
the composition of the human archaeome of the appendix of children is unknown.
The aim of this study was to describe the appendiceal archaeome and microbiome

of children and adolescents with acute appendicitis.

Patients and Methods: Between April 2019 to June 2019 appendiceal samples of
60 patients were collected and analysed. Patients included were 5 to 17 years old
and had an acute appendicitis that was diagnosed at the Department of Paediatric
and Adolescent Surgery of the Medical University of Graz. During appendectomy
samples were taken from the removed appendices. The microbiome and

archaeome of the appendix was analyzed with next generation sequencing.

Results: Higher abundance of bacterial genera Fusobacterium, Porphyromonas,
Parvimonas, Akkermansia, Solobacterium and Eggerthella indicated a high severity
of acute appendicitis. Escherichia coli and Gemella were highly abundant in
samples with high Alvarado-Scores. Samples with high levels of CRP (C-reactive
protein) were commonly colonized with Alistipes and Gemella. No significant
differences in abundance of the archaeome and mykobiome in appendices with high
severity appendicitis were found. The abundance of Methanobrevibacter tended to
be reduced in samples with severe appendicitis. Candida’s abundance tended to be

increased in appendices with severe appendicitis.

Conclusion: The microbiome of appendices in children and adolescents with acute
appendicitis is altered. There is an increased population of certain bacteria, which
could be a potential target of future therapy. Moreover, there is a tendency of higher

population of certain fungi in appendices with acute appendicitis.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen

1.1.1 Der Mikroorganismus

Als Mikroorganismen bezeichnet man alle Organismen, die mit dem bloRen Auge
nicht erkennbar sind. Zu ihnen zahlen Viren, Pilze, Protozoen, Mikro-Algen,
Bakterien und Archaeen. Grundsatzlich kann man diese Kleinstorganismen als
pathogen (krankheitserregend) und apathogen (nicht-krankheitserregend) einteilen.
Die pathogenen Mikroorganismen konnen weiter in fakultativ und obligat pathogene
Mikroorganismen unterteilt werden. Fakultativ pathogene Mikroorganismen rufen,
im Gegensatz zu obligat pathogenen, welche auch bei immunkompetenten Wirten
Krankheiten auslosen konnen, nur in immungeschwachten Wirtsorganismen eine
Erkrankung hervor (2—4).

Diese pathogenen Mikroorganismen werden als Erreger bezeichnet und halten sich
oftin einer parasitaren Weise im Wirtsorganismus auf. Erreger vermehren sich unter
Verwendung der durch den Wirt bereitgestellten Nahrstoffe im Wirtsorganismus (2—
4).

1.1.2 Das Mikrobiom

Die Gesamtheit der Mikroorganismen und den Ort ihrer Aktivitat, bezeichnet man
als Mikrobiom (5). Dieses kann sich aus den jeweiligen Vertretern der
Mikroorganismen in unterschiedlicher Konstellation zusammensetzen. Der Mensch
wird in der Regel vom koérpereigenen Mikrobiom nicht krank, ganz im Gegenteil, es
dient gewissen physiologischen Ablaufen und dem Erhalt der Gesundheit (6,7). Das
Mikrobiom kann symbiotisch, kommensal und pathogen auf den Wirtsorganismus

einwirken (4,8).
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1.1.2.1 Klassifikation anhand des Zusammenlebens mit anderen
Mikroorganismen

11.211 Symbiose

Eine symbiotische Lebensweise kann man z.B. beim Menschen auf der Haut bzw.
im Darm beobachten. Hier haben sowohl der Wirt als auch das Mikrobiom einen
Nutzen vom Zusammenleben. Zum Beispiel stellt das Mikrobiom des Darms einen
wesentlichen Faktor fur die Physiologie der Verdauung und tragt zum Stoffwechsel

des Wirtsorganismus bei (6).

Das Mikrobiom ist aber auch ein protektiver Faktor gegenuber Umwelteinflissen.
Viele Bakterien zum Beispiel produzieren ein saures Milieu, welches flr andere,
potentiell pathogene Mikroorganismen keine optimale Grundlage darstellt. Neue
Studien sehen sogar einen Zusammenhang zwischen der mikrobiellen Besiedelung

des Darms und der menschlichen Psyche (7).

1.1.21.2 Kommensalismus

Bei dieser Lebensweise lebt der Kommensale von der Nahrung des Wirtes, ohne
diesen zu schadigen oder zu beeintrachtigen. Es profitiert sozusagen eine Art von
einer anderen, ohne deren Lebensweise und Nahrungsaufnahme erheblich zu

beeinflussen (4).

1.1.21.3 Parasitismus

Bei dieser Beziehung kommt es zu einem Ausnutzen des Wirtes durch den
Parasiten, wobei der Wirt Schaden erleidet. Der Parasit (,Schmarotzer®) entnimmt
dem Wirt Nahrstoffe und scheidet oft giftige Stoffwechselprodukte aus. Ein Beispiel
ist die Amobe Entamoeba histolytica, die Zellen der Darmschleimhaut zerstért und
somit eine Entztindung des Darms (Enteritis) hervorruft, die zur tropischen Amaében-
Ruhr fuhrt (4).

1.1.2.2 Klassifikation anhand der Zelltypen

Grundsatzlich konnen Zellen dadurch unterschieden werden, ob sie einen durch
eine Membran umgebenen Zellkern besitzen, oder nicht. Zellen, die einen solchen
Zellkern aufweisen, bezeichnet man als Eucyten. Jene, die keinen

membranbegrenzten Zellkern besitzen, nennt man Protocyten (4,5).
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1.1.2.21 Prokaryonten

Lebewesen, die aus Protocyten bestehen, nennt man Prokaryonten. Dazu zahlen
Bakterien und Archaeen. Sie sind einzellig, leben aber haufig in Verbanden

zusammen (4,5).

1.1.2.2.2 Eukaryonten

Hierzu zahlen Lebewesen, die aus Eucyten aufgebaut sind, wie Einzeller, Pilze,
Tiere und Pflanzen (4,5).

1.1.2.3 Klassifikation anhand der Domanen
Das Leben auf der Erde wird in drei Domanen unterteilt: Bakterien, Archaeen und
Eukaryonten. Alles Leben wird jeweils einem dieser drei Konigreiche zugeteilt,

welche sich durch ihren Aufbau, Stoffwechsel und ihre Lebensweise unterscheiden

(9).

Bacteria Archaea Eukaryota

Slime
molds

Spirochetes Chloroflexi Entamoebae Animals

Gram- Fungi

positives

Methanosarcina

Methanobacterium Haloarchaea

Proteobacteria Plants

Methanococcus

Cyanobacteria Thermococcus Ciliates

celer

Thermoproteus
Pyrodicticum

Planctomyces
Flagellates

Bacteroides
Cytophaga

Trichomonads

Microsporidia

Thermotoga

Aquifex Diplomonads

Abbildung 1: Die Doméanen des Lebens; iibernommen aus (10)

1.1.2.31 Bakterien

Diese Lebewesen sind, wie vorhin erwahnt, Prokaryonten. lhre Erbinformation,
sprich DNA, liegt frei im Cytoplasma als Nukleoid, auch als Bakterien-Chromosom
bezeichnet, vor (4). Eine umfassende Stérung der bakteriellen DNA kann nicht

kompensiert werden, ein Umstand, den sich einige Antibiotika zu Nutze machen.
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Dadurch wird die bakterielle Vervielfaltigung gehemmt und das Bakterium stirbt ab
(4). Im Ring vorliegende Chromosomen, wie eben die der Bakterien, bendtigen
keine Telomere fur ihre Replikation. Zusatzlich liegen kleinere DNA-Fragmente,
genannt Plasmide, im Cytoplasma vor, die unabhangig vom Nukleoid vererbt
werden. Aus der Vererbung dieser Plasmide resultieren haufig Antibiotika-
Resistenzen (4). Die Fortpflanzung der Bakterien erfolgt durch Mitose, sprich durch
asexuelle Zellteilung (4). lhr Inneres wird durch eine Zellwand, deren zentraler
Baustein Murein, ein Peptidoglycan, darstellt, zur Umwelt hin begrenzt. Aufgrund
der Zellwand lassen sich Bakterien weiter in Gram-positive und Gram-negative
Individuen untergliedern. Dieser Aufteilung liegt die Gram-Farbemethode flr
Bakterien zu Grunde (4). Ist ein Bakterium anfarbbar, d.h. kann der Farbstoff-lod-
Komplex im Zellinneren nicht mit Ethanol extrahiert werden, dann ist es Gram-
positiv, wenn nicht, dann Gram-negativ. Gram-Positivitat tritt dann auf, wenn Murein
ca. 50% der Zellwand-Bausteine einnimmt. Grundsatzlich kann gesagt werden,
dass Gram-positive Zellwande eine geringere Komplexitat aufweisen als Gram-
negative (4). Gram-Negativitat ist dann gegeben, wenn der Murein-Gehalt der
Zellwand etwa bei 5-10% liegt. Gram-negative Zellwande besitzen einen
periplasmatischen Raum, dessen Inhalt Peptidoglycane vorweist, und eine auliere
Membran, die Lipopolysaccharid-haltig ist. Dieser Aufbau flhrt zu einer Barriere fur
Antibiotika, welche bei einer Therapie zuerst Uberwunden werden muss.
Lipopolysaccharide sind fur andere Organismen oft toxisch (4). Das Spektrum der
Einflusse von Bakterien kdnnte abwechslungsreicher nicht sein: Zum einen sind
Bakterien haufig Produzenten von Toxinen, Stoffwechselprodukte, die zu
Erkrankungen eines Organismus fuhren konnen. Zum anderen konnen sie aber
auch auf den Organismus, den sie bewohnen, positive Einflisse haben.
Nennenswert sind hier besonders Darm und Haut des Menschen. Hier tragen
Bakterien einerseits zum physiologischen Stoffwechsel bei und sind andererseits

ein protektiver Faktor gegenuber Pathologien (3,4).

1.1.2.3.2 Archaeen

Archaeen sind prokaryotische Mikroorganismen, welche Merkmale von Bakterien
und Eukaryoten in sich vereinen. Sie wurden vergleichsweise erst spat, gegen Ende
des 20. Jahrhunderts, entdeckt. Die Erstbeschreiber Carl Woese und George Fox

definierten die Archaeen in ihrer Arbeit ,The phylogenetic structure of the
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prokaryotic domain: The primary kingdoms* aus dem Jahr 1977 erstmals neben
Bakterien und Eukaryonten als dritte Domane des Lebens (9). Archaeen mdgen
zwar mit ihren molekularen innerzellularen Ablaufen Eukaryoten ahneln,
unterscheiden sich aber zeitgleich im Aufbau ihrer Zellwand stark von Bakterien. In
der bakteriellen Zellwand befindet sich Peptidoglykan, in derer von Archaeen nicht.
Umgekehrt findet man in der archaeellen Zellwand Pseudomurein, welches in der

bakteriellen Zellwand nicht vorkommt (9,11).

In Hinsicht auf ihren Stoffwechsel haben Archaeen eine groRe Ahnlichkeit mit
Bakterien: sie kdnnen sich hetero- und autotroph, sowie organisch und lithotroph
ernahren. Heterotrophe Ernahrung bedeutet, dass ein Organismus seine Nahrstoffe
nicht selbst produzieren kann und sie Uber Nahrstoffaufnahme zufihren muss. Dem
gegenuber steht die Autotrophie, bei der ein Organismus sich selbst mit Nahrstoffen
versorgen kann. Lithotrophie bedeutet, dass ein Organismus sich durch Umsetzung
von anorganischen Verbindungen ernahren kann (9,11). Archaeen haben aber mit
Eukaryoten nicht nur hinsichtlich ihres Stoffwechsels eine Ahnlichkeit. Es ist auch
erwahnenswert, dass einige Archaeenspezies als Hauptstoffwechselprodukt
Methan produzieren, ein Umstand, der bei Bakterien und Pilzen nur sehr selten zu
beobachten ist (9,11). Archaeen sind nicht in der Lage Sporen zu bilden, kdnnen
aber durch eine enorme Reduktion ihres Wachstums, quasi durch ein Begeben in
einen ,steady state“, unter passenden Umweltbedingungen fir Tausende von
Jahren Uberleben (11). Hinsichtlich ihres Habitats zahlen Archaeen zu den
Extremophilen: manche Spezies konnen z.B. an Orten mit gro3er Hitze, in einem
sauren oder basischen, sowie salzreichen Milieu Uberleben. Sie sind aber auch in
der Tiefsee, im Frischwasser, in der Erde und auf anderen Organismen zu finden.
Beim Menschen, zum Beispiel, besiedeln sie die Haut und zahlen auch zur
physiologischen Besiedelung des Darms (11). Bis dato wurde bei Archaeen noch

kein pathologisches Potential entdeckt (11).

1.1.2.3.3 Pilze

Eine der drei Domanen des Lebens wird durch die Eukaryonten, sie zahlen zu den
Mehrzellern, gebildet. Zu ihnen zahlen unter anderem die Pilze, welche auch als
Fungi bezeichnet werden und als einzelne Zellen oder im gréReren Zellverband

auftreten konnen. Diese Lebewesen besitzen keine Moglichkeit sich fortzubewegen
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(4,5). Pilze besitzen einen Zellkern, der einen teils diploiden, teils haploiden
Chromosomensatz vorweist. Fungi besitzen eine starre Wand, die aus Chitin,
Mannan und Glukan (ein Polysaccharid bestehend rein aus D-Glucose-Molekulen)
in unterschiedlichster Zusammensetzung aufgebaut ist (4,12). Weiters kommt in
ihrer Plasmamembran charakteristisch Ergosterin vor, welches als Angriffspunkt fur
Antimykotika dient (4,12). Im Gegensatz zu Pflanzen findet sich in der fungalen
Zellwand keinerlei Zellulose wieder (4,12). Grundsatzlich kénnen eine runde Zelle,
genannt Blastospore, und eine fadenformige, genannt Hyphe, als Grundform
beschrieben werden. Hyphen wachsen durch asexuelle Fortpflanzung zu einem in
sich verbundenen Geflecht heran, dem sogenannten Myzel. Es gibt eine grole Flille
an Madglichkeiten Fungi einzuteilen, aber die in der Medizin gelaufigste ist das
sogenannte DHS-System. Die Abkurzung DHS steht fur Dermatophyten, Hefe- und
Schimmelpilze (4). Die genannten Punkte bezuglich der Zellwand treffen
grofdtenteils auch auf Pflanzen zu, wobei sich Fungi in einem Merkmal ganz klar von
ihnen unterscheiden: sie konnen keine Photosynthese betreiben. Aus diesem
Grund mussen sie sich durch Kohlenstoffe heterotroph ernahren, sprich sie bauen
organisches Material ab (4). In Hinsicht auf die Genetik sind Pilze enger mit Tieren

und dadurch auch mit dem Menschen als mit Pflanzen verwandt (4).

Pilze sind in der Regel harmlose Umweltkeime, allerdings kdnnen einige Arten den
Menschen besiedeln und pathogen auf ihn einwirken. Pathogen sind die meisten
Pilze nur unter fur sie besonders gunstigen Bedingungen, was sie zu
opportunistischen bzw. fakultativ-pathogenen Keimen macht. Dies passiert z.B. bei
stark immunsupprimierten Patienten im Rahmen einer Therapie nach

Organtransplantationen (4).

Pilze vermehren sich auf unterschiedliche Art und Weise asexuell und auch sexuell.
Die asexuelle Vermehrung stellt die hauptsachliche Art der Fortpflanzung, welche

durch Sprossung oder durch Zellteilung erfolgen kann (4).

1.1.3 Die Appendix vermiformis

1.1.31 Allgemeines
Die Appendix vermiformis, auch genannt Wurmfortsatz, ist ein Organ des

lymphatischen Systems und entspringt aus dem Blinddarm (,Caecum®). Seinen
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Namen erhielt der Wurmfortsatz aufgrund seines Aussehens: er ist meist 10 cm lang
und hat eine durchschnittliche Dicke von 6 mm. Durch diese Malde erscheint das

Organ vermiform (,wurmformig“), wodurch es seinen Namen erhielt (15,16).

1.1.3.2 Histologie

Der Wurmfortsatz weist eine fur den Gastrointestinaltrakt typische Wandgliederung
auf. Von aulden kann man als erstes eine straffe und matt-glanzende Tunica serosa,
kurz als Serosa bezeichnet, erkennen. |hr innen anliegend befindet sich die Tunica
muscularis, gefolgt von der Tunica submucosa. Im Lumen der Appendix ist die
sogenannte Tunica mucosa, wie generell die Schleimhaut im Verdauungstrakt

genannt wird, zu finden (15).

1.1.3.3 Anatomie

Seine Basis hat der Wurmfortsatz am distalen Ende des Caecums, meist knapp
unterhalb der lleoceacal-Klappe, auch Bauhin-Klappe genannt. Zwischen dem
Blinddarm und dem Wurmfortsatz befindet sich die sogenannte Gerlach-Klappe,
welche durch eine Aufwerfung der Schleimhaut des Appendix vermiformis entsteht.

Die Spitze ragt, je nach Lage, in den ventralen oder dorsalen Bauchraum (13-16).

Die Appendix hat ein eigenes Mesenterium (bei der Appendix ,Mesoappendix”
genannt), eine Struktur, die die Gefalle und Nervenbahnen der Bauchorgane
fuhren. In seiner Lage zum Blinddarm kann der Wurmfortsatz verschiedene

anatomische Varianten einnehmen (13-16).

Die haufigsten Lagevarianten sind folgende:

- deszendierend mit ca. 30% der Falle

- retrocaecal aszendierend mit ca. 65% der Falle

- préileal, also vor dem distalen Dinndarmabschnitt, mit ca. 2% der Falle

- retroileal, also hinter dem distalen Dunndarmabschnitt, mit ca. 1% der Falle

Auch die Lange dieses Organs weist eine gro3e Variabilitat vor. Wie zuvor
beschrieben betragt die durchschnittliche Lange ca. 10 cm, es kdénnen aber

Wurmfortsatze mit einer Lange von 2 - 20 cm beschrieben werden (15).

Diplomarbeit BRUNNADER Kevin 22



Die arterielle Versorgung des Blinddarms erfolgt Uber die Arteria appendicularis,
welche der Arteria ileocolica entspringt. Den vendsen Abfluss besorgt die
gleichnamige Vena appendicularis, welche wiederum in die Vena ileocolica mundet
(15, 16).

1.1.3.3.1 Projektion auf das auBere Abdomen

FUr das Auffinden des Wurmfortsatzes am geschlossenen Abdomen wurden zwei
Orientierungshilfen definiert: der McBurney sche und der Lanz sche Punkt (15,16).
Der McBurney'sche Punkt befindet sich am aul3eren Drittel der gedachten Linie
zwischen der Spina iliaca anterior superior und dem Nabel. Er gibt Aufschluss Uber
die Lage der Basis, sprich den Abgang des Wurmfortsatzes vom Caecum, der
Appendix (15,16). Der Lanz'sche Punkt befindet sich am Ubergang zwischen
rechts-aulerem und mittleren Drittel der gedachten Linie zwischen den beiden
Spinae iliacae anteriores superiores. Er definiert den ungefahren Ort der Spitze des
Wurmfortsatzes (15,16).

1134 Aufgaben

Der meist mit Schleim oder Darminhalt gefullte Wurmfortsatz gehort dem GALT
(»,gut associated lymphatic tissue“) an und zahlt somit zum lymphatischen System.
Lymphatisches Gewebe bildet einen wichtigen Eckpfeiler des Immunsystems. Es
beherbergt Lymphozyten, also Immunzellen, die sich in diesem Gewebe durch

Antigen-Kontakt weiter differenzieren und klonal vermehren (13,15,17-20).
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1.2 Appendizitis

1.2.1 Definition

Als Appendizitis bezeichnet man eine akute Entzindung des Wurmfortsatzes,
welche als mit Abstand haufigste Entzindung des Abdomens gilt. Man
unterscheidet prinzipiell spezifische und unspezifische Entzindungen der Appendix
vermiformis. Die unspezifische Appendizitis tritt weitaus haufiger als die spezifische
Variante auf. Zu den spezifischen Appendizitiden zahlt unter anderem die
Tuberkulose (21).

1.2.2 Epidemiologie

Die akute Appendizitis gilt mit einer Inzidenz von 100 auf 100.000 Personenjahre
als haufigster Notfall der Allgemeinchirurgie in Europa (21). Beim mannlichen
Geschlecht liegt der Haufigkeitsgipfel zwischen dem 10. und 14., beim weiblichem
zwischen 15. und 19. Lebensjahr. In Ausnahmefallen wird die Appendizitis auch in
der Fruh-Kindheit sowie im spaten Erwachsenenalter beschrieben (21). Die
Wabhrscheinlichkeit sich einer Appendektomie unterziehen zu mussen liegt bei
Mannern bei ca. 19% und bei Frauen bei ca. 23%, wobei nur ein Risiko von bei
Mannern 9% und bei Frauen 7% besteht jemals an einer Appendizitis zu erkranken
(21). Bei komplikationslosen Verlaufen liegt die Letalitat in einem Bereich unter 1%
(21).

1.2.3 Atiologie und Pathogenese

Als Ursachen flr eine Appendizitis gelten in erster Linie Obturationen und
anatomische Besonderheiten der Appendix vermiformis (21). Obturierende
Faktoren kdnnen Koprolithen (,Kotsteine®), Narben, Fremdkdrper, Tumoren oder
benigne Polypen darstellen. Hingegen stellt die Gerlach-Klappe, welche sich
zwischen Caecum und Appendix vermiformis befindet, eine anatomische
Pradilektionsstelle fur das Entstehen einer Stase von Kot und somit einen

Risikofaktor fur eine akute Appendizitis dar (21).

Aber nicht nur die Gerlach-Klappe gilt als anatomische Voraussetzung fur eine
Entzindung des Wurmfortsatzes, sondern auch die arterielle Versorgung (21). Bei

einer Obstruktion der Arteria appendicularis kommt es zu einer Minderversorgung
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des appendicularen Gewebes mit Sauerstoff und folglich zu einer Gewebsischamie
(21). Die Ischamie der Appendix-Wand fuhrt zu Wandschadigung, welche wiederum
als Ausgangspunkt fur eine bakterielle Infektion und daraufhin fur Appendizitis
gelten kann (21). Das Erregerspektrum fur eine bakterielle Infektion ist sehr divers
und heterogen. Zum Beispiel ist Escherichia coli der Hauptvertreter der Aerobier
und Bacteroides fragilis jener der Anaerobier (21). Der Zusammenhang zwischen
einer viralen Infektion und einer Appendizitis ist nicht eindeutig (22). Bei
immunsupprimierten Patient*innen kommt zum Beispiel dem Cytomegalievirus
(CMV) mittlerweile eine hohe Bedeutung zu (23-25). Es wurden aber bereits durch
CMV bedingte Appendizitiden bei Immunkompetenten beobachtet (26). Bei Kindern
zwischen dem 7. und 11. Lebensjahr sind haufig Infektionen mit dem parasitaren
Wurm Enterobius vermicularis zu beobachten, welche aber nicht selbst als Agens
anzusehen sind. Sie konnen lediglich das Lumen der Appendix vermiformis

obturieren und Symptome einer akuten Appendizitis imitieren (21).

1.2.4 Morphologie

Grundsatzlich zeigt die akute Appendizitis einen stadienhaften Verlauf, dessen

einzelne Stadien flieRend ineinander Ubergehen konnen.
Stadieneinteilung:
- Priméraffekt mit Erosionen der Schleimhaut und einem granulozytaren Infiltrat

- Phlegmondése Appendizitis mit einem eitrigen Exsudat in das Lumen des

Wurmfortsatzes und einer deutlich erkennbaren Schwellung des Organs

- Ulzerophlegmonése Appendizitis mit Ulzera an der Schleimhaut und einem

phlegmonos verandertem Exsudat

- abszedierende Appendizitis mit einer Abszessbildung und Nekrosen bis hin zur

Serosa bzw. zum Mesenteriolum

- gangrédnése Appendizitis mit reichlich Nekrosen und einer Infektion mit
Faulnisbakterien. Die Appendix imponiert makroskopisch schwarzrot bis graugriin

und weist haufig Perforationen durch eine erhdhte Fragilitat der Wand auf (21).
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1.2.5 Kiinik

Als Eingangssymptomatik lassen sich meist Appetitlosigkeit, Unwohisein und ein
diffuser, dumpfer Bauchschmerz bereits frih erkennen. Der Schmerz richtet sich im
Verlauf dann weiter Richtung McBurney-Punkt aus, kann aber auch epigastral
und/oder periumbilikal auftreten. Meistens kommt es zuséatzlich zu Fieber, Ubelkeit
und Erbrechen. Bei Kindern kann oft die Einnahme einer Schonhaltung beobachtet
werden (21,27). Plotzliche Abnahme der Schmerzen und darauffolgende
Flatulenzen kdnnen als Alarmzeichen fur die Ruptur der Appendix vermiformis

gesehen werden. Die Folge kann eine Peritonitis bedeuten (21,27).

1.2.6 Diagnostik

Primar kann zur Diagnosestellung die klassische Symptomenkombination
herangezogen werden, welche durch weitere diagnostische Verfahren gesichert
werden kann. Labordiagnostisch lassen sich eine Erhohung des CRP (C-reaktives
Protein) und der Leukozyten-Konzentration, sowie eine Linksverschiebung der
weilken Blutkérperchen im Differentialblutbild erkennen (21). Apparativ wird in den
meisten Fallen die Sonographie zu Rate gezogen, welche bei additiver
Fragestellung durch  eine  Computertomographie  (CT) bzw. eine

Magnetresonanztomographie (MRT) erweitert werden kann.

FUr eine bestmdgliche Diagnose ohne apparative Verfahren wurden Scores
entwickelt, welche zugleich als Indikator flr eine mdoglich indizierte Operation
dienen. Die bekanntesten Scores sind der Pediatric Appendicitis Score (PAS) und
Alvarado-Score. Beide Scores dienen dazu, einen Anhaltspunkt bei der klinischen
Diagnose einer akuten Appendizitis zu schaffen. Studien zeigten, dass sie zwar
nicht als alleiniges diagnostisches Tool anzusehen sind, sondern immer in
Kombination mit anderen diagnostischen Hilfsmitteln angewandt werden sollen
(27,28). Kinder sind jene Bevdlkerungsgruppe, bei der es am haufigsten falschlicher

Weise zu einer Appendektomie kommt (29).

1.2.6.1 Alvarado-Score
Dieser Score wurde 1986 von Alfredo Alvarado entwickelt, um bereits klinisch eine
Tendenz zu eruieren, ob ein/e Patient*in sich einer Operation, sprich

Appendektomie, unterziehen muss oder ob es reicht, weiter unter Beobachtung zu
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bleiben, wie in Tabelle 1 ersichtlich (30). Das Ziel der Anwendung dieses Scores ist
es die aufgrund falschlich diagnostizierter Appendizitiden resultierenden
Appendektomien zu minimieren. Die Patient*innen in der Originalstudie hatten ein
durchschnittliches Alter von 25,2 Jahren, wobei die Spanne von 4 - 80 Jahren
reichte (30). Durch den Alvarado-Score kann auch Aufschluss dariber gegeben
werden, ob eine hdohere oder niedrigere Wahrscheinlichkeit fur eine akute

Appendizitis vorliegt (31).

Tabelle 1: Alvarado-Score

Symptom Score
Schmerzwanderung 1
Appetitlosigkeit 1
Nausea/Emesis 1
Empfindlichkeit im rechten unteren 2

Quadranten

Loslassschmerz 1
erhohte Korperkerntemperatur 1
Leukozytose 2
Linksverschiebung des weilden Blutbildes 1
Summe 10

Die Interpretation des Alvarado-Scores ergibt sich aus der Summe der Werte der
einzelnen Symptome. In Tabelle 2 wird die Interpretation des errechneten Scores

veranschaulicht.

Tabelle 2: Interpretation Alvarado-Score iibernommen aus (26)

Score Wahrscheinlichkeit einer akuten therapeutisches
Appendizitis Vorgehen

1-4 sehr unwahrscheinlich Beobachtung

5-6 wahrscheinlich Beobachtung und
regelmafdige
Evaluierung

7-8 sehr wahrscheinlich Operation

9-10 definitiv Operation

Obwohl der Alvarado-Score als sehr sensitiv und spezifisch gilt, sollte zusatzlich zur
klinischen Evaluierung auch ein bildgebendes Verfahren, wie z.B. die Sonographie,

Anwendung zur Sicherung der Diagnose herangezogen werden (28).
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1.2.6.2 Pediatric Appendicitis Score (PAS)

Auch der Pediatric Appendicitis Score, ersichtlich in Tabelle 3 (32), ist ein Hilfsmittel

zur Evaluierung einer Moglichkeit der akuten Appendizitis, bezieht sich aber im

Gegensatz zum Alvarado-Score explizit auf Kinder im Alter von 4 - 15 Jahren (32).

Tabelle 3: Pediatric Appendicitis Score (PAS)

Symptom

Score

Druckempfindlichkeit/Schmerzen beim Husten
Appetitlosigkeit

Fieber

Nausea/Emesis

Empfindlichkeit im rechten unteren Quadranten
Leukozytose

polymorphonukleare Neutrophilie
Schmerzwanderung

Summe

2
1
1
1
2
1
1
1
10

Der PAS geht auf die Besonderheiten in der Padiatrie ein und bildet somit einen

sehr sensitiven und spezifischen Score, der in der Diagnostik der Appendizitis und

der Verminderung der ,Fehl-Appendektomien® dienlich ist (32). Wie auch bei der

Verwendung des Alvarado-Scores sollten auch beim Einsatz des PAS zusatzliche

diagnostische Verfahren, wie eben die Bildgebung mittels Sonographie, verwendet

werden (28). Tabelle 4 gibt Aufschluss daruber, wie die Schwere der Inflammation

der Appendix bzw. das Patient*innenalter mit dem PAS zusammenhangt (32).

Tabelle 4: Alter und PAS (Mittelwert und Standardabweichung (SD) von Patient*innen mit

verschiedenen Stadien bei Appendizitis und ohne Appendizitis

Appendizitis Alter PAS

Entzundlich (n = 256) 9.7+29 89+0.5
Eitrig (n = 265) 10.8 +3.4 8.9+0.5
Gangranos (n = 68) 6.7+ 27 9.6 + 0.1
Perforiert (n = 145) 10.5+ 3.2 9.5+ 0.1
Gruppe 1: alle Falle der Appendizitis 99+33 9.1+ 0.1
(n=734)

Gruppe 2: keine Appendizitis (n = 436) 11+ 2.7 3.1+1.1
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1.2.7 Differentialdiagnosen

Akute Abdominal-Schmerzen kdnnten in ihren Ursachen nicht mannigfaltiger sein.
Fur eine Differentialdiagnose zur akuten Appendizitis kommt deswegen eine

Vielzahl an moglichen Ursachen in Frage.

1.2.71 Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes

Alle mdglichen Erkrankungen des Darmes konnen eine Appendizitis imitieren.
Meckel-Divertikel, infektidse Kolitiden, Divertikulitis und Ischamie, sind nur einige
Erkrankungen, die zu nennen sind, um einen Einblick in die Fulle der Darm-
assoziierten Differentialdiagnosen der Appendizitis zu bekommen (21,28,29).
Weiters sind noch die Wurmfortsatz-spezifischen Erkrankungen wie die chronisch-
rezidivierende Appendizitis, die neurogene Appendikopathie, Mukozele oder
maligne Tumoren der Appendix zu nennen. Eine chronisch-rezidivierende
Appendizitis unterscheidet sich von ihrer akuten Form lediglich durch den zeitlichen
Verlauf. Sie tritt immer wieder auf und zeigt histologisch im nicht-entzindlichen
Stadium eine Fibrose der Appendixwand auf, was ein Indiz flUr durchlebte
EntzGndungen ist (21,28,29). Die neurogene Appendikopathie entsteht aufgrund
einer Proliferation nervaler Strukturen der Appendixwand und ist rein klinisch sehr

schwer von einer akuten Appendizitis zu differenzieren (21,28,29).

1.2.7.2 Erkrankungen der weiblichen Geschlechtsorgane

Die weiblichen Geschlechtsorgane halten eine weitere Quelle fur
Differentialdiagnosen bereit, die bei einer Appendizitis-Symptomatik bedacht
werden sollten. Allen voran steht die Adnexitis, also die Entzindung der Tuben und
Ovarien (21,28,29).

1.2.7.3 Erkrankungen des Urogenitaltraktes

Auch im Urogenitaltrakt liegt ein differentialdiagnostisches Potential, welches nicht
zu unterschatzen ist. Die haufigsten Differentialdiagnosen zur akuten Appendizitis
sind Harnwegsinfekte aller Art, die Hodentorsion, Epidymitis und die Urolithiasis
(21,33,34).
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1.3 Appendizitis und Mikrobiom

1.4 Therapie der akuten Appendizitis

1.4.1 Allgemein

Das therapeutische Mittel der Wahl bei einer akuten Appendizitis ist grundsatzlich
nach wie vor die Appendektomie. Bei dieser wird entweder offen-chirurgisch oder
laparoskopisch die Appendix vermiformis aufgesucht, freiprapariert, mobilisiert und

ektomiert.

Mittlerweile wird die Notwendigkeit des chirurgischen Vorgehens a priori diskutiert,
da der Wurmfortsatz einen Teil des lymphatischen Systems darstellt und dessen

Entfernung ein eingebultes lymphatisches Organ bedeutet (27).

1.4.2 Laparoskopische Appendektomie

Als Laparoskopie bezeichnet man diagnostische oder operative Verfahren, bei
denen Uber sogenannte Ports Werkzeuge in das Abdomen eingebracht werden. Im
Gegensatz zur offenen Laparotomie sind bei der Laparoskopie nur kleine
Hautschnitte von Noten, die ein kosmetisch ansprechenderes Ergebnis und generell
schonenderes Verfahren mit einer geringeren Schmerzintensitat darstellen (27,35).
Die laparoskopische Appendektomie stellt die mit Abstand am haufigsten
durchgefuhrte minimalinvasive Operation im Kindesalter dar und wird bei

Lernenden als Einstiegsoperation fur die Laparoskopie angesehen (27).

Bei der laparoskopischen Appendektomie werden in der Regel drei Ports bendtigt,
die durch einen kleinen Hautschnitt mit anschlieRender Aufdehnung durch einen
Trokar erzeugt werden (27). Grundsatzlich wird ein Port flr die videoassistierte
Optik und zwei weitere fur die Instrumente werden bendétigt. Die Instrumenten-
Trokare werden zu Beginn der Operation an geeigneten Stellen des Abdomens
platziert, dies geschieht meist am McBurney'schen Punkt und im linken unteren
Abdominalquadranten. Ihr Durchmesser betragt in der Regel 3 bzw. 5 mm. Der Port
fur das Laparoskop befindet sich meist im Bereich des Bauchnabels und weist einen
Durchmesser von 10 mm auf. Uber ihn wird im Anschluss auch die abgetrennte
Appendix geborgen (27). Durch die eingebrachten Instrumente kann somit die

Appendektomie durchgefuhrt werden. Bevor dies geschieht muss unbedingt eine
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Inspektion der Appendix und der umliegenden Strukturen geschehen. Es besteht
namlich die Méglichkeit der Perforation oder dass die Appendix vermiformis keine
makroskopischen Zeichen einer Entzindung vorweist. Ist dies der Fall, wird die
Laparoskopie zur Diagnostik eines moglichen anderen entzindlich-veranderten

Organs herangezogen (27).

1.4.3 Offene Appendektomie

Bei der offenen Appendektomie, auch als konventionelle bezeichnet, setzt der/die
Operateur*in entweder einen sogenannten Pararektal- oder einen Wechselschnitt
(27). Der Pararektalschnitt wird als Hautschnitt in Sagittalebene rechts pararektal,
also neben dem Musculus rectus abdominis, begonnen. Daraufhin wird bis zum
vorderen Blatt der Rektus-Scheide prapariert, welche dann eroffnet wird. Als
nachster Schritt wird der Musculus rectus abdominis beiseitegeschoben was eine
Darstellung der hinteren Rektus-Scheide ermoglicht. Diese wird zusammen mit dem
Peritoneum durchtrennt und es wird folglich der Zugang in das Abdomen ermdglicht
(27). Beim folgenden Arbeitsschritt wird das Caecum aufgesucht, die Appendix
vermiformis mobilisiert, ligiert und ektomiert. Im Anschluss kann eine schichtweise
Naht mit abschlieBender Hautnaht durchgeflihrt werden. Beim Wechselschnitt
erfolgt ein querer Hautschnitt nAchst dem McBurney’schen Punkt. Ahnlich wie beim
Pararektalschnitt wird die Aponeurose der Musculi obliqui abdominis internus et
transversus durchgefihrt und die Muskeln anschlieBend stumpf zur Seite
geschoben. Die restliche Operation erfolgt gleich wie bei der Variante mit
Pararektalschnitt (27,35,36).

Der Vorteil der offenen Appendektomie ist die Mdglichkeit der besseren Ubersicht
und des groReren Handlungsumfangs bei einer eventuell perforierten Appendizitis.
Als nachteilig werden die grolRere Narbe, die mehr Spielraum fir Dehiszenzen
bildet, und héhere Schmerzintensitat gesehen (27,35,36).

1.4.4 Konservative Therapie der Appendizitis

Eingangs schon erwahnt ist die Appendix vermiformis Teil des lymphatischen
Systems. Die Uberlegung dieses Organ auch bei einer akuten Inflammation zu

erhalten wird seit einiger Zeit angestellt. Grundsatzlich muss flir eine konservative
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Therapie der Appendizitis die Appendixwand intakt sein und es durfe keinerlei

Hinweise auf eine akute Peritonitis bestehen (27,37).

Die Therapie gestaltet sich dann durchaus basal: parenterale Flissigkeitszufuhr,

Analgesie, Nahrungskarenz, Bettruhe und i.v.-Antibiose.

Studien an erwachsenen Patient*'innen haben gezeigt, dass 73% aller
Appendizitiden bei Erwachsenen keinerlei chirurgische Intervention bedurfen.

Gesicherte Daten fur das Kindesalter existieren derzeit noch nicht (27,37).
1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Studie war die Beschreibung des Mikrobioms, Archaeoms und
Mykobioms der Appendix vermiformis im Rahmen der akuten Appendizitis bei
Patient*innen im Kindes- bzw. Jugendalter. Das Hauptaugenmerk lag auf der
Detektion von potentiell aggressiven und protektiven Mikroorganismen, woraus sich
moglicherweise neue Ansatze fur eine gezielte konservative Therapie der
Entzindungsquelle, wie z.B. durch eine Antibiose, ergeben koénnten. Dadurch
konnte den Patient*innen ein bereits im Kindes- und Jugendalter stattfindender
operativer Eingriff, welcher aufgrund vieler Aspekte immer ein gewisses Risiko
darstellt, erspart werden. Um unser Ziel zu erreichen analysierten wir die Abundanz
von bakteriellen, archaeellen und fungalen Taxa hinsichtlich des histologischen
Schweregrades, des Alvarado-Scores und der Hohe des CRP. Diese Parameter
wurden von uns reprasentativ fur den Schweregrad der Entzindung und die

symptomatischen Auswirkungen auf unsere Patient*innen gewahlt.
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2 Materialien und Methoden

Um das definierte Ziel der Studie zu verfolgen wurden im Ausmal} von akut
indizierten Appendektomien an der Universitatsklinik fir Kinder- und
Jugendchirurgie von 60 Patient*innen, im Alter von 3 bis 17 Jahren, intraoperativ
Appendix-Proben entnommen. Anschlielend daran wurde die DNA extrahiert.
Bakterielle, archaeelle und fungale Markergene wurden mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) amplifiziert und das daraus
gewonnene Material wurde danach durch Sequenzierung auf dessen

mikrobiologische Zusammensetzung analysiert.

Alle Schritte der DNA-Extraktion, der PCR und der anschlieRenden Sequenzierung
wurden in den Labors des Zentrums fur Medizinische Forschung der Medizinischen

Universitat Graz durchgefthrt.
2.1 Patient*innen-Kohorte

In unsere Studie wurden insgesamt 60 Patient*innen der Universitatsklinik flr
Kinder- und Jugendchirurgie eingeschlossen, die an einer akuten Appendizitis
erkrankt waren und dadurch einer Appendektomie zugefuhrt werden mussten. Alle
Patient*innen befanden sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme im Kindes- bzw.
Jugendalter (3-17 Jahre). Die Geschlechterverteilung lag bei 42 mannlichen und 18
weiblichen Patient*innen. Die erhobenen klinischen Parameter der Metadaten

befinden sich in Tabelle 5.
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Tabelle 5: Erhobene Parameter der Metadaten

Parameter Anzahl (n)

Patienten-ID 1-60
Geschlecht mannlich 42

weiblich 18
Antibiose vor der OP 1=ja 20

2 = nein 40
Schweregrad 1 = subakut 4

2 = akut 14

3 = phlegmonds 31

4 = gangranos 3

5 = perforiert 8

Parameter Anzahl (n)/Hbhe

Alter bei der OP jungste*r 3

alteste™r 17

Mittelwert + SD 11+£3,5
PAS

niedrigster 3

hochster 10

Mittelwert + SD 6,95 + 2,23
Alvarado-Score niedrigster 3

hochster 10

Mittelwert + SD 6,9 £2,32
Leukozyten [10%/L] niedrigster 5,17

hochster 28,82

Mittelwert + SD 14,03 + 5,29
CRP [mg/L] niedrigster 0

hochster 354,2

Mittelwert + SD 48,65 * 56,55

Um den Schweregrad (,severity“) der Appendizitis der einzelnen Proben
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde die Einteilung des Schweregrades fur

die weiterfihrende Analyse mit LEfSe (linear discriminant analysis effect size) in

,high* (severity > 4), ,medium"® (severity = 3) und ,Jlow* (severity < 3) gegliedert.
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Tabelle 6: Einteilung der Metadaten

Einteilung Hohe Anzahl der Proben
Alvarado-Score Rating low 0-4 10
intermediate 5-6 12
high 7-10 38
CRP Rating normal =5 12
increased =40 27
high >40 21
Schweregrad Rating low 1-2 18
medium 3 31
high 4-5 11

2.2 Proben

Die zu untersuchenden Proben wurden aus der Basis, sprich aus dem proximalsten
Anteil, der Appendix vermiformis gewonnen. Dazu schnitten die operierenden
Chirurg*innen ein ca. 1 cm groldes Stlck der Basis ab und Uberfuhrten dieses in ein
5 mL fassendes Eppendorf-Gefald und stellten dieses anschlieltend bei -20°C im
OP-Bereich der Universitatsklinik fir Kinder- und Jugendchirurgie zur Praservation
kalt. AnschlieRend daran wurden die Appendixstucke am Zentrum fur Medizinische
Forschung (ZMF) bei -80°C bis zur weiteren Prozessierung tiefgefroren. Die
restlichen Anteile der Appendix wurden der Standard-Histologie zugefuhrt, um den

histologischen Schweregrad der akuten Appendizitis festzustellen.
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2.3 Ethische Uberlegungen

Aufgrund des Alters wurden hinsichtlich der Zustimmung zwei unterschiedliche
modi operandi gewahlt. Fur Kinder unter 14 Jahren bedurfte es der Zustimmung der
Eltern zur Teilnahme an der Studie, da die Osterreichische Gesetzgebung eine
Muandigkeit erst bei Minderjahrigen ab dem vollendeten 14. Lebensjahr feststellt
(38). Bei Patient*innen zwischen 14. und 18. Lebensjahr lag die Entscheidung, ob
sie an der Studie teilnehmen wollten, bei ihnen selbst. Die gesamte Studie wurde
von der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz (EK Nummer: 31-004
ex 18/19) bewilligt.

2.4 Auswahl einer geeigneten Methode zur DNA-Extraktion

Da unseres Wissens in der Literatur noch keine DNA-Extraktion aus dem Archaeom
der Appendix vermiformis beschrieben wurde, haben wir eine geeignete Methodik
vorerst an aquivalenten Proben etabliert. Fur dieses Unterfangen wurden
Testproben gesammelt, welche humanen Praparaten genetisch und auch in lhrer
Gewebskonstellation sehr ahnlich sind. Aufgrund der genetischen Nahe sowie auch
der Verflgbarkeit fiel die Entscheidung auf Blinddarmpraparate vom Schwein (39—
45). Hierzu wurden Blinddarme von unmittelbar zuvor geschlachteten Schweinen
mittels sterilen Equipments direkt im Schlachthof enthommen, in Probenréhrchen
gesammelt und anschliel3end auf Trockeneis gestellt. Die Proben wurden daraufhin
umgehend ohne Unterbrechung der Kuihlkette ins Labor am Zentrum fur
Medizinische Forschung gebracht und ebendort bei -20°C bis zur weiteren
Prozessierung gelagert. Fur die weitere Prozessierung wurden 3
Schweineblinddarme zerkleinert, wobei auf eine nahtlose Kuhlung der Proben
geachtet wurde. Hierzu wurden zunachst Metall-Racks mittels Trockeneis gekunhlt
und Petri-Schalen darauf platziert. In diesen Petrischalen wurde aus den Proben
mittels sterilen Einmalskalpellen jeweils Stucke mit ca. 25 mg gewonnen. Dabei
wurde der gesamte Querschnitt des Schweineblinddarms erfasst, wie es auch fur
die humanen Praparate vorgesehen war. Nach jeder einzelnen Probenentnahme
wurde die kontaminierte Petrischale verworfen und eine neue verwendet, gleiches
galt fur das Skalpell. Die gewonnenen Stucke wurden jeweils in Bead-Beating-
Roéhrchen (Lysing Matrix E, MP Biomedicals) oder Sammelréhrchen gesammelt und

umgehend mittels fliissigem Stickstoff gefroren. Die gewonnenen Proben wurden
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anschliellend bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Die genauen

Bezeichnungen der Proben und deren Gewicht konnen nachfolgend in den Tabellen

7 und 8 gefunden werden.

Tabelle 7: Bezeichnungen der Schweine-Proben (Bead-Beating-Réhrchen) und ihr Gewicht (in Gramm);
Monarch® Genomic DNA Purification Kit (M), E.Z.N.A.® Stool DNA Kit (St), DNeasy® PowerSoil® Kit (So),

XS-Puffer (X)

Nummer Gewicht (leer) Gewicht (voll) Gewicht (Probe)
1M 2,5705 2,6022 0,0317
1 St 2,5941 2,6214 0,0273
1 So 2,5831 2,6140 0,0309
1X 2,5821 2,6065 0,0244
2M 2,6247 2,6550 0,0303
2 St 2,6059 2,6224 0,0165
2 So 2,5566 2,5790 0,0224
2X 2,5925 2,6149 0,0224
3M 2,6246 2,6528 0,0282
3 St 2,5731 2,6058 0,0327
3 So 2,6186 2,6400 0,0214
3X 2,6025 2,6355 0,0330
Diplomarbeit BRUNNADER Kevin 37



Tabelle 8: Bezeichnungen der Schweine-Proben (Sammelrohrchen) und ihr Gewicht (in Gramm);
Monarch ® Genomic DNA Purification Kit (M), E.Z.N.A.® Stool DNA Kit (St), DNeasy® PowerSoil® Kit (So),

XS-Puffer (X)

Nummer Gewicht (leer) Gewicht (voll) Gewicht (Probe)
1M 1,0009 1,0392 0,0383
1 St 1,0012 1,0303 0,0291
1 So 1,0043 1,0284 0,0241
1X 1,0048 1,0175 0,0127
1En 1,0061 1,0255 0,0194
2M 1,0012 1,0284 0,0272
2 St 1,0011 1,0213 0,0202
2 So 1,0010 1,0272 0,0262
2X 1,0018 1,0173 0,0155
2En 0,9985 1,0115 0,0130
3M 1,0047 1,1398 0,1351
3 St 1,0013 1,1035 0,1022
3 So 1,0111 1,0429 0,0318
3X 0,9980 1,0280 0,0300
3En 1,0032 1,0380 0,0348

2.41 Die Erprobung der einzelnen Verfahren

2411 XS-Puffer-Extraktion (XSB-Extraction)

Bei der XSB-Extraktion wurden jene Proben herangezogen, welche in Tabelle 7 und

Tabelle 8 mit einem ,X* gekennzeichnet wurden. Fur die Durchfuhrung der XS-

Puffer-Extraktion wurden folgende Substanzen in der dazugehdrigen Menge in

einem Falkon-Behalter bendtigt:

Tabelle 9: Benétigte Chemikalien fiir den XS-Puffer (XSB)

Substanz Menge
1 M Tris/HCI, pH 7,4 4,00 mL
7 M Ammoniumacetat 4,56 g

250 mM Na?* EDTA 3,20 mL
10% SDS 4,00 mL
Kaliumethylxanthogenat 0,40 ¢

H20 (LiChrosolve®) 4,99 mL
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Tabelle 10: Benotigte Gerate fiir die Probenextraktion mit XS-Puffer (XSB)

Bezeichnung Gerétetyp Hersteller Land
Combi-Spin FVL2400N Vortex-Mischer Biosan LVA
MagNA Lyser® Lyse-Zentrifuge Roche Diagnostics CHE
Centrifuge 5427R Klhlzentrifuge Eppendorf GER
TS-100C Thermoshaker Biosan LVA
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit  Fluorometer Thermo-Fischer GER

Die XSB-Extraktion wurde gemafly dem etablierten Protokoll, welches im Anhang

unter Punkt 6.1.1zu finden ist, durchgefluhrt.

241.2 E.Z.N.A.® Stool DNA Kit
Der E.Z.N.A.® Stool DNA Kit wurde fiir jene Testproben vom Schwein angewandt,
welche in Tabelle 7 und Tabelle 8 mit ,St* gekennzeichnet wurden. Der Kit wurde

wie vom Hersteller angegeben, bis auf folgende Ausnahmen, durchgeftihrt:

- Es wurden 540 pL SLX-Plus Puffer in die gekuhlten Bead-Beating-Rdhrchen
pipettiert und das Bead-Beating wurde mittels MagNA Lyser® 2 x fiir 30 s bei 6500
rpm durchgefuhrt. Die Proben wurden zwischen den Durchgangen gekunhlt.

- Bei Schritt 3 wurde fur Gram-positive Bakterien zusatzlich erwarmt.
- Die Elution erfolgte mit 100 pL Elutionspuffer.

Tabelle 11: E.Z.N.A.® Stool Kit fiir die DNA-Extraktion

Kit-Name Hersteller Land
E.Z.N.A.® Stool DNA Kit  Omega Bio-Tek USA

Die Extraktion mit dem verwendeten Kit wurde gemal} des etablierten Protokolls

durchgefuhrt, welches im Anhang unter Punkt 6.1.2 zu finden ist.

2413 DNeasy® PowerSoil® Kit
Das DNeasy® PowerSoil® Kit wurde fiir die Testproben vom Schwein angewandt,
die in Tabelle 7 und Tabelle 8 mit ,So“ gekennzeichnet wurden. Die Extraktion

wurde wie vom Hersteller empfohlen, bis auf folgende Ausnahmen durchgefuhrt:
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Die C1-Lésung wurde umgehend in die im Kit mitgelieferten Power-Bead-Tubes
(DNase- und RNase-frei; Keramik-, Glas-, Metall- und Granat-Beads) nach dem

Ubertragen der tiefgefrorenen Probe pipettiert.
Zur Elution wurde LiChrosolve® PCR-Wasser verwendet.

Fir das Bead-Beating der Proben wurde ein MagNA Lyser® (2 x 30 min, 6500 rpm)

verwendet. Die Proben wurden zwischen den Durchgangen gekuhilt.

Tabelle 12: PowerSoil® Kit fiir die Probenextraktion

Kit-Name Hersteller Land
DNeasy® PowerSoil®Kit  Qiagen® NED

Tabelle 13: Benétigte Gerite fiir die Probenextraktion mit dem PowerSoil® Kit

Bezeichnung Gerétetyp Hersteller Land
MagNA Lyser® Lysezentrifuge Roche Diagnostics CHE

Die Extraktion mit dem verwendeten Kit wurde gemal} des etablierten Protokolls

durchgefuhrt, welches im Anhang unter Punkt 6.1.3 zu finden ist.

2414 Monarch® Genomic DNA Purification Kit

Es wurden beim Test des Monarch® Genomic Purification Kit die Testproben vom
Schwein verwendet, welche in Tabelle 7 und Tabelle 8 mit einem ,M*
gekennzeichnet wurden. Der Kit stellt dem/der Anwender*in frei, ob fur die weitere
Prozessierung PBS (phosphate buffered saline) oder 10 mM Tris-HCI-L6sung
verwendet wird. Wir entschieden uns flr die Tris-HCI-Lésung, welche frisch fur die
Verwendung hergestellt wurde. Das vom Hersteller empfohlene Protokoll wurde bis

auf folgende Abanderungen eingehalten:
- ad Punkt 1: Wurde Ubersprungen, da eine feste Probe verwendet wurde.

- ad Punkt 2: fir die Proben M-HC wurden 100 pL Lysozym und 100 pL Lyse-Puffer

verwendet.

- ad Punkt 3: Hier wurde ebenfalls fur die Proben M-HC 100 pL Lysozym und 100

WL Lyse-Puffer verwendet. Die Inkubationszeit betrug 1 h.
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- ad Punkt 4: Inkubation far 3 h bei 500 rpm im Thermocycler. Fur die M-HC-Proben

wurden 15 pL Proteinase-K verwendet.
- ad Punkt 5: Inkubation far 10 min.
Protokoll fir DNA-Bindung und Elution:
- ad Punkt 6: 50 pL Elutionspuffer wurden verwendet.

Tabelle 14: Monarch® Kit fiir die Probenextraktion

Kit-Name Hersteller Land
Monarch® Genomic DNA Purification Kit  New England Biolabs® Inc.  USA

Die Extraktion mit dem verwendeten Kit wurde gemal} des etablierten Protokolls

durchgefuhrt, welches im Anhang unter Punkt 6.1.4 zu finden ist.
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2.5 DNA-Extraktion aus menschlichen Appendixproben

2.5.1 Verarbeitung der Proben vor der Extraktion

Fur die Extraktion bakterieller, archaeeller und fungaler DNA aus unseren Proben
musste, wie bei den Schweineproben, zunachst ein Stuck in geeigneter Grolke aus
den Proben gewonnen werden. Wie in Punkt 2.4 beschrieben, wurden Stlicke von
~25 mg entnommen, die einem Querschnitt der Appendix entsprechen (siehe
Abbildung 2).

Serosa

Lamina muscularis
Submucosa
Mucosa
Epithelzellen
Lymphfolikel———___
Lumen——— o
Inhalt (Stuhl)————___

Abbildung 2: Schema Exzision der Probe aus der Appendix mit einem sterilen Einmalskalpell. Die
Appendix vermiformis mit ihren Schichten in schematischer Darstellung angelehnt an die Darstellung

im Taschenatlas der Anatomie, Band 2: Innere Organe von Fritsch und Kiihnel (46).

Aus jeder Probe wurden zwei Gewebeteile mit ca. 25 mg Gewicht entnommen und
in jeweils ein 1,5 mL Eppendorf-Gefal® und in ein Power-Bead-Gefal} transferiert.
Auch wahrend dem Schneiden wurde strikt auf ausreichende Kuhlung der Proben
geachtet: auf in Trockeneis gekuhlte Metall-Racks wurden in Petrischalen
Gewebestlicke aus den Appendixproben per Skalpell exzidiert. Die in den
Eppendorf- bzw. Power-Bead-Gefale befindlichen Gewebeteile wurden nach dem
Schneidevorgang umgehend bis zur weiteren Verwendung in FlUssigstickstoff
schockgefroren und dann bei -80°C aufbewahrt. Die Ubrigen Appendix-Anteile

wurden bei -20°C fur eine eventuelle Weiterverarbeitung aufbewahrt.
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2.5.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion und deren Qualitatskontrolle wurde von Marcus Blohs, MSc
nach dem fur den verwendeten Kit geltende Protokoll durchgefuhrt. Aus den zu je
ca. 25 mg schweren Gewebestiicken der Appendizes wurde mittels DNeasy®
PowerSoil® Kit nach den Vorgaben des unter Punkt 2.4.1.3. bereits beschriebenen
Protokolls mikrobielle DNA extrahiert. Bevor endgultig mit der Extraktion begonnen
werden konnte, musste noch das Gewicht der zu prozessierenden Gewebestiicke
ermittelt werden. Die genaue Auflistung der einzelnen Gewichte der PowerBead®
Tubes (ungefullt/gefullt/Differenz) kann in Tabelle 22 im Anhang eingesehen
werden. AnschlieBend wurde die hergestellte Losung des DNeasy PowerSoil Kit®
in der empfohlenen Menge in die Power-Bead-Tubes pipettiert und dem Bead-
Beating zugeflhrt. Hierzu wurde ein MagNA Lyser® verwendet und zwei
Rotationszyklen zu je 30 Minuten bei 6500 rpm durchgefuhrt. Nach dem Bead-
Beating wurden dem Gemisch noch 60 uL Verdlinnungspuffer, im Kit als C1-Losung
bezeichnet, beigemengt. Die Qualitdt und Quantitat wurde anschlieBend mittels
Elektrophorese auf Agarose-Gel beurteilt. Das Resultat zeigte, dass der Grofteil

der DNA-Fragmente grol3er als 1,5 kb (Kilobasen) und kleiner als 10 kb waren.

2.5.3 NEBNext® Microbiome DNA Enrichment Kit

Die Besonderheit dieses Kits ist, dass die menschliche DNA gebunden und entfernt
werden kann. Durch diesen Vorgang wird die mikrobielle DNA der Proben
angereichert (47). Die verwendeten Proben wurden, wie in der Tabelle 7 und
Tabelle 8 ersichtlich, mit ,En“ gekennzeichnet. Das NEBNext® Microbiome DNA
Enrichment Kit wurde, bis auf wenige Punkte, wie vom Hersteller empfohlen,

verwendet:
ad Punkt 3: Es wurden flr alle Proben 1 pyL Protein und 16 pL Beads verwendet.
Protokoll flr das Ausfallen mit Ethanol

ad Punkt 2: Die Probe wurde Uber Nacht getrocknet und am nachsten Tag mit 10
ML Tris-EDTA-Puffer auf einem Thermoshaker (37°C, 30 min, 300 rpm)
resuspendiert.
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Tabelle 15: NEBNext® Enrichment Kit fiir die Anreicherung der Proben

Kit-Name Hersteller Land
NEBNext® Microbime New England Biolabs® USA
DNA Enrichment Kit Inc.

Die Extraktion mit dem verwendeten Kit wurde gemal® dem etablierten Protokoll

durchgefuhrt, welches im Anhang unter Punkt 6.1.5 zu finden ist.

2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Nach der DNA-Extraktion wurden die Proben fir die DNA-Amplifikation vorbereitet.
Hierzu wurden das 16S rRNA G