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Zusammenfassung

Hintergrund: Ziel dieser Studie war die Erfassung des Mikrobioms in der
neonatalen Appendix und eine Verbesserung des Verstandnisses der Entwicklung
des Mikrobioms in der neonatalen Phase. Der Begriff Mikrobiom bezeichnet eine
,2okologische Gemeinschaft von symbiotischen und pathogenen Mikroorganismen,
die buchstablich unsere Koérperoberflache teilen“. Die so beschriebene natlrliche
Mikroflora, die vor allem auf der Haut, der Schleimhaut und im GIT zu finden ist, ist
von besonderer Bedeutung fur die Gesundheit beziehungsweise fur die
Entstehung von Krankheiten und daher immer mehr in den Fokus der Forschung
geruckt. Noch wenig ist Uber die Entwicklung des Mikrobioms im Neugeborenen-
Alter bekannt. Einige Studien hatten sich bereits mit dem Mikrobiom des
Gastrointestinaltrakts bei Neugeborenen und Sauglingen auseinandergesetzt,
meistens wurden aber nur Stuhluntersuchungen durchgefihrt und somit nur die
luminalen, nicht aber die Mucosa-assoziierten Bakterien erfasst und somit ein
wesentlicher Teil des Mikrobioms vernachlassigt. Neueste Erkenntnisse zeigten,
dass die Appendix eine konservierende Funktion nutzlicher Darmbakterien
einnehmen konnte, die im Falle einer Depletion der gastrointestinalen Flora durch
zum Beispiel Durchfallerkrankungen mittels  Abschilferung zu einer
Wiederbesiedelung des Darmes flhren kénnen. Das Mikrobiom der Appendix
nimmt somit eine interessante Rolle fur das Verstandnis des physiologischen
Mikrobioms des unteren Gastrointestinaltrakts ein.

Methoden: Um die Entwicklung des Mikrobioms besser verstehen zu konnen,
wurde in der hier durchgefihrten Studie das Mikrobiom von 56 Proben
entzindungsfreier Appendices von Frihgeborenen bis Kindern in Schulalter
mittels neuer Sequenzierungs-Methoden analysiert. Die Proben wurden nach
Gewicht und OP-Zeitpunkt in vier Gruppen unterteilt, wobei die erste Gruppe
Appendices umfasste, die noch am Tag der Geburt entfernt wurden und die vierte
und letzte Gruppe aus Appendices von 5 bis 10-jahrigen bestand. In der
statistischen Auswertung zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen diesen
Gruppen im Bezug auf die bakterielle Verteilung. Zudem konnte die Sterilitat der
neonatalen Appendix kurz nach der Geburt indirekt gezeigt werden.

Die vorliegende Arbeit bietet einen Uberblick Uber die bakterielle Verteilung in der
neonatalen Appendix beziehungsweise in der Appendix von Kindern und weist auf

deren Unterschiede hin.




Abstract

Background: This study aimed to improve our understanding of the microbiome’s
development in the neonatal period and to assess the microbial composition of the
neonatal appendix. The microbiome is defined as “ecological community of
symbiotic and pathogen microorganisms, that literally share our body surface”.
This natural microflora, which can mostly be found on the skin, the mucosa and in
the gastrointestinal tract doesn’t only strongly influence human health but also
triggers certain diseases. This fact has led to an increasing interest in the
microbiome, its development and its role in sustaining health and causing disease.
However, there is still scarce data concerning the microbiome development during
the neonatal period. Some studies have already described the gastrointestinal
microbiome in neonates and infants. Nevertheless, these studies mostly based
their findings on samples of feces, thus only recording the luminal but disregarding
the mucosa-associated bacteria and therefore neglecting an important part of the
gastrointestinal microbiome. Newest findings have shown an important
conservatory function of the appendix for beneficial gut-bacteria as a “safe-house”.
Due to its anatomy and certain secretory qualities the appendix remains
unaffected in case of severe diarrhoea and loss of the bacterial population in the
gut. Therefore, it can facilitate the re-inoculation of the colon promoting recovery
and its microbiome is crucial for understanding the physiological microbiome of the
lower digestive tract.

Methods: To improve our understanding of the microbiome’s development in the
neonatal period and to assess the microbial composition of the neonatal appendix,
the microbiome of 56 samples of inflammation-free appendices from preterm
newborns to school-aged children was assessed using next-generation
sequencing. Samples were grouped according to the weight and age of the
children at time of surgery. The first group consisted of samples from appendices
taken from newborns on the day of their birth, the fourth and last group consisting
of appendices from school-aged children. Statistical analysis showed significant
differences in the microbial composition of the groups. Additionally, the sterility of
neonatal appendices shortly after birth could be shown indirectly.

The present study offers an overview of the microbial composition in the neonatal
appendix and the appendix of school-aged children, showing the differences

between early development stages of the appendiceal microbiome.
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1 Einleitung

1.1.1 Das Mikrobiom

1.1.2 Definition

Der menschliche Korper besteht aus 10'3 eukaryotischen Zellen (Suerbaum, Hahn
et al. 2012) und wird von ca. 10-mal so vielen Bakterien besiedelt, die zum
groRten Teil im Gastrointestinaltrakt zu finden sind (Savage 1977). Diese
naturliche Mikroflora besteht aus mehr als 1.000 verschiedenen Bakterienarten,
die sich vor allem auf der Haut, der Schleimhaut und dem Dickdarminhalt
verteilen. Diese Mikroflora wird einerseits von der Immunabwehr unter Kontrolle
bzw. Selektionsdruck gehalten und anderseits erschwert sie pathogenen Erregern
den Zugang zum Wirt. Die Gesamtheit der bakteriellen Flora wird als Mikrobiom
bezeichnet (Suerbaum, Hahn et al. 2012).

Der Begriff Mikrobiom wurde von Joshua Lederberg gepragt und beschrieben als
,2okologische Gemeinschaft von symbiotischen und pathogenen Mikroorganismen,
die buchstablich unsere Korperoberflache teilen (und als Determinanten von
Gesundheit und Krankheit ignoriert worden sind)“ (Lederberg, McCray 2001). Als
Mikrobiom wird auch die komplette Ansammlung an Genen eines Genoms von
Mikroben bezeichnet, die in einer bestimmten Umgebung leben (Ley, Lozupone et
al. 2008).

Bis vor wenigen Jahren konzentrierte sich die Forschung auf die Identifikation von
krankheitsverursachenden Organismen und nur wenige Studien beschaftigten sich
mit der naturlichen Mikroflora (NIH HMP Working Group, Peterson et al. 2009).
Nach der Vollendigung des Humangenetikprojekts wurden 2001 Stimmen laut, die
darauf hinwiesen, dass trotz dieses wissenschaftlichen Meilensteins das
Verstandnis fur die menschliche Biologie unvollstandig bleiben wirde, bis man die
Interaktionen zwischen den menschlichen (oder tierischen) Zellen und dem

Mikrobiom verstanden habe (Davies 2001).

Antoine van Leewenhoek verglich bereits um das Jahr 1680 orales und fakales

Mikrobiom und beobachtete auffallige Unterschiede zwischen diesen Milieus
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beziehungsweise zwischen Proben von gesunden und kranken Individuen.
Heutzutage stehen uns leistungsfahige, molekulare Techniken zur Verfugung um
zu verstehen warum diese Unterschiede bestehen und wie die Medizin Einfluss

nehmen kann (Ursell, Metcalf et al. 2012).

Obwonhl die wirt-spezifischen Mikroben vermutlich aus der Umwelt erworben sind,
unterscheidet sich die Zusammensetzung des  Saugetier-Mikrobioms
Uberraschend stark von frei-lebenden, nicht an tierische Organismen gebundenen
mikrobiellen Gemeinschaften. Dies zeigt, dass die Co-Evolution zwischen
Wirbeltieren und ihrer Mikroflora Uber Millionen von Jahren eine spezialisierte
Gemeinschaft von Mikroben selektiert hat, die zum Beispiel in der warmen,
nahrstoffreichen und stabilen Umwelt des Darmes gedeihen (Ley, Lozupone et al.
2008).

Die Vielfalt des Mikrobioms ist viel groRer als jene des menschlichen Genoms
(Ursell, Metcalf et al. 2012). Allein fir das Mikrobiom des Darmes wurde ein
Genkatalog von 3,3 Millionen nicht-redundanter Gene beschrieben (Qin, Li et al.
2010). Im Vergleich dazu besteht das menschliche Genom aus zwischen 20.000
und 25.000 Protein kodierender Gene (International Human Genome Sequencing
Consortium 2004). Auch die interindividuellen Unterschiede sind immens:
Wahrend das Genom zweier Individuen zu zirka 99.9% identisch ist (Wheeler,
Srinivasan et al. 2008), zeigte das Mikrobiom der Hand (Fierer, Hamady et al.
2008) oder des Darmes (Turnbaugh, Hamady et al. 2009) Unterschiede von bis zu
80-90%. Daher wird das Heranziehen der Schwankungen des Mikrobioms in der
personalisierten Medizin, in der die individuelle genetische Konstitution benutzt
wird, um medizinische Entscheidungen zu fallen, nutzlicher sein als Ansatze, die
das relativ konstante menschliche Genom im Fokus haben (Ursell, Metcalf et al.
2012).

1.1.3 Tools fiir die Identifikation des Mikrobioms

Viele der im Mikrobiom enthaltenen Organsimen koénnen nicht kultiviert werden
und sind daher nur mit molekularen Techniken nachweisbar. Da die Kosten flr
Sequenzierungen in den letzten Jahren drastisch reduziert werden konnten, ergab

sich die Madglichkeit mikrobielle Stamme zu identifizieren, die bis dahin schwer
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oder gar nicht mittels herkdbmmlichen Kulturen angelegt werden konnten (Ursell,
Metcalf et al. 2012). Studien des Mikrobioms bendtigen hochqualitative Daten, um
signifikante Ergebnisse zu erhalten, was durch eine ausreichend grof3e Anzahl
von Proben von relevanten Entnahmeorten, der Berucksichtigung von etwaigen
Storfaktoren und der Benutzung adaquater Analyse-Techniken gewahrleistet wird
(Di Bella, Bao et al. 2013). Werden zum Beispiel Fakalien als reprasentative Probe
zur Bestimmung der gastrointestinalen Mikroflora herangezogen, erhalt man nicht
die gleichen Ergebnisse, als wenn mukosale Gewebeproben entnommen wurden
(Eckburg, Bik et al. 2005). Neue Technologien im Bereich der Sequenzierung
trugen dazu bei systematische Messabweichungen (Bias) zu reduzieren und
ermdglichten die gleichzeitige Auswertung von hunderten Proben (Eloe-Fadrosh,
Rasko 2013).

Nachfolgend werden drei der wichtigsten Sequenzierungstechniken beschrieben:

1.1.3.1 Amplicon-Sequenzierung

Der Uberwiegende Grofteil der humanen Mikrobiom-Studien richtet seine
Aufmerksamkeit auf die Charakterisierung der Zusammensetzung von
mikrobiellen Gemeinschaften, also eine taxonomische Charakterisierung (Eloe-
Fadrosh, Rasko 2013). Die Taxonomie umfasst die Lehren von der Klassifikation
und der Nomenklatur, wobei Bakterien aufgrund phanotypischer Merkmale
(morphologische, physiologische und chemische) in einem hierarchischen System
geordnet werden (Kayser, Bottger et al. 2010). Bei Amplicon-Sequenzierungen
wird ein bestimmtes Gen, Genfragment oder eine Sequenz amplifiziert und
bestimmt. Sie wird normalerweise bei hochgradig konservierten, ribosomalen
Untereinheiten von Bakterien durchgefiihrt, zum Beispiel bei Segmenten des 16S
rRNA Gens, um zu bestimmen welche Organsimen sich in einer Probe befinden
und wie sie sich von der Umwelt unterscheiden (Di Bella, Bao et al. 2013, Eloe-
Fadrosh, Rasko 2013).

1.1.3.2 Metagenom-Sequenzierung

Bei Metagenom-Sequenzierungen wird die gesamte DNA einer Probe sequenziert,
um die enthaltenen Gene zu bestimmen und die Unterschiede in Bezug auf
Funktionalitat und Stoffwechselwege zwischen den verschiedenen Entnahmeorten
der Proben zu erkennen (Di Bella, Bao et al. 2013). Obwohl die
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Zusammensetzung der mikrobiellen  Organismen zum  Teil grofen
interindividuellen Unterschieden unterliegt, so teilen sie sich doch ein weites
Spektrum an mikrobiellen Genen bestehend aus einem umfangreichen,
identifizierbaren ,Kern-Mikrobiom* auf Gen- und damit funktioneller Ebene.
Abweichungen von diesem ,Kern“ resultieren in verschiedenen physiologischen
Zustanden (Turnbaugh, Hamady et al. 2009).

1.1.3.3 Metatranscriptom-Sequenzierung

Bei Metatranscriptom-Sequenzierungen (RNA-Sequenzierungen) wird die
gesamte RNA einer Probe sequenziert und deren Verteilung analysiert, um
festzustellen welche Transkripte vorhanden sind und ob Gene unterschiedlich
exprimiert werden (Di Bella, Bao et al. 2013), was auf unterschiedliche

Aktivitatszustande der in der Probe enthaltenen Bakterien schlielRen lasst.

1.1.3.4 Zeitliche Unterschiede in der mikrobiellen Flora

Aulerdem sei erwahnt, dass das Mikrobiom grol3e zeitliche Unterschiede
aufweisen kann und dass die Fluktuationen der mikrobiellen Zusammensetzung
auf ein hochgradig individuelles, zeitliches Profil hindeuten konnen. So
unterscheidet sich die vaginale mikrobielle Flora einer Frau je nach dem aktuellen
Zeitpunkt des menstrualen Zyklus, der sexuellen Aktivitat und anderen
Umweltfaktoren (Eloe-Fadrosh, Rasko 2013).

1.2 Das Mikrobiom des Gastrointestinaltrakts

Wie bereits erwahnt, befinden sich auf und im menschlichen Korper zehnmal so
viele mikrobielle wie tierische Zellen (NIH HMP Working Group, Peterson et al.
2009). Die meisten dieser Organismen finden sich im Gastrointestinaltrakt, wo sie
Einfluss auf die menschliche Physiologie und die Aufnahme von Nahrungsstoffen
haben, die ohne ihre Hilfe nicht verdaut werden kdnnten, vor allem durch die
Spaltung von Polysacchariden (Hooper, Midtvedt et al. 2002). Die intestinale
Mikroflora stellt daher ein wesentliches ,Organ® fur die Erndhrung, die Regulierung
epithelialer Entwicklung und Entfaltung des angeborenen Immunsystems dar
(Eckburg, Bik et al. 2005). Veranderungen des Mikrobioms durch Reduktion der
bakteriellen Vielfalt, der Reprasentation bakterieller Gene und Anderung

metabolischer Stoffwechselwege kdénnen zu einer Anderung physiologischer
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Zustanden fuhren und Grund fur beispielsweise Adipositas sein (Turnbaugh,
Hamady et al. 2009).

1.2.1 Aufbau des Mikrobioms im GIT des Gesunden

Die gastrointestinale Umwelt ist keine homogene Umgebung, vielmehr spiegeln
sich entlang der axialen (mukosal in Richtung Lumen) und longitudinalen
(proximalen zu distalen) Gradienten im Gastrointestinaltrakt substantielle
Unterschiede der mikrobiellen Gemeinschaftsstruktur wieder (Backhed, Fraser et
al. 2012). Daher ist die Verteilung der verschiedenen Bakterienstamme im

Gastrointestinaltrakt je nach Entnahmeort unterschiedlich.

1.2.1.1 Bakterielle Normalbesiedelung des Magens

Auf Grund der feindseligen Bedingungen im Magen galt dieser lange Zeit als
erhebliche Barriere fur oral aufgenommene Mikroorganismen und wurde
grundsatzlich als steril angenommen (Yang, Nell et al. 2013). Obwohl sich schon
viele Studien dem Mikrobiom in den restlichen Abschnitten des
Gastrointestinaltrakts gewidmet haben, wei® man aus verschiedenen Grinden
noch relativ wenig Uber die Mikroflora des Magens, sei es aus der sich lange
haltenden Annahme, die widrigen Bedingungen im Magen wurden eine komplexe
mikrobielle Flora nicht zulassen, den Schwierigkeiten in der Probenbeschaffung
oder dem Mangel an effizienten molekularen Methoden, um nicht kultivierbare
Mikroorganismen zu identifizieren (Wu, Yang et al. 2014). Mit der Entdeckung des
gram-negativen Epsilonproteobakteriums Helicobacter  pylori, einem
kanzerogenen Krankheitserreger, der mehr als die Halfte aller Menschen weltweit
infiziert und eine chronische Inflammation der Magenmukosa induziert, die
allerdings bei den meisten Infizierten keine Krankheitssymptome hervorruft, kam
es zu einem Paradigmenwechsel (Yang, Nell et al. 2013). Helicobacter pylori lebt
in den pH-neutralen Krypten der Magenschleimhaut und Ubersteht die
Durchwanderung des sauren Magens, weil er mit seinem
ammoniakproduzierenden Enzym Urease die Salzsaure kompensieren kann
(Suerbaum, Hahn et al. 2012).

Einige korpereigene Verteidigungsmechanismen (niedriger pH, migrierender
motorischer Komplex [MMC], Nitratzirkulation zwischen Darm und Speichel) sowie

externe Faktoren (Ernahrung, Helicobacter pylori Infektionen, Gabe von PPls oder
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Antibiotika, Magenerkrankungen) konnen signifikanten Einfluss auf die
Zusammensetzung des Mikrobioms im Magen haben (Wu, Yang et al. 2014). Bei
Helicobacter pylori-positiven Proben dominierte dieses Bakterium 93%-97% der
erhaltenen Sequenzen und reduzierte die in den Helicobacter pylori-freien Proben
gefundene bakterielle Vielfalt signifikant, was zeigt, wie gut sich dieses gram-
negative Stabchenbakterium an die saure Magenumgebung angepasst hat
(Andersson, Lindberg et al. 2008, Kayser, Bottger et al. 2010). Die nachfolgenden
Studienergebnisse beziglich der im Magen enthaltenen Mikroflora beziehen sich

auf gesunde und Helicobacter pylori-freie Individuen.

Trotz geringer Probenzahl konnten mehrere Studien, die sich mit dem Thema
beschaftigten, funf dominierende bakterielle Stamme im Magen von Helicobacter
pylori-freien Individuen bestimmen: Firmicutes (gram-positive Bakterien mit
niedrigem Guanin-Cytosin-Gehalt), Aktinobakterien (gram-positive Bakterien mit
hohem Guanin-Cytosin-Gehalt), Bacteroidetes (gram-negative Stabchen),
Proteobakterien, und Fusobakterien (Andersson, Lindberg et al. 2008, Bik,
Eckburg et al. 2006, Suerbaum, Hahn et al. 2012, Li, Wong et al. 2009). In einer
weiteren Studie wurden unter der Anwendung von neuen, Kontamination
verhindernder Methoden 18 verschiedene bakterielle Taxa auf Gattung- oder
Spezies-Ebene nachgewiesen, wobei Lactobazillen, Veillonella sp, Clostridien
(alle dem Firmicutes-Stamm angehorig) und Corynebakterien (Aktinobakterien-
Stamm) vorherrschten. Vor allem die ersten drei sind gegeniber der sauren
Magenumgebung resistent und bilden laut dieser Studie eine residuale Mikroflora,
die sich in die nachfolgenden Abschnitte des GIT entfalten kann (Zilberstein,
Quintanilha et al. 2007).

Bei anderen durch Sequenzierungstechniken durchgefluhrten Studien fiel auf, dass
jede der flnf oben genannten hauptsachlich vorkommenden bakteriellen Stamme
(Firmicutes, Aktinobakterien, Bacteroidetes, Proteobakterien, Fusobakterien) von
nur 1-2 tieferen taxonomischen Einheiten dominiert wurden. Zum Beispiel waren
254 von den 383 gefundenen Klonen des Stammes Firmicutes von der Gattung
Streptococcus (66,32%). Die 5 am haufigsten gefundenen Gattungen waren
Streptococcus (Firmicutes-Stamm), Prevotella und Porphyromonas

(Bacteroidetes-Stamm), Neisseria und Hdmophilus (Proteobakterien-Stamm), die
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zusammen 70,5% aller bakteriellen Klone ausmachten, die beiden haufigsten
Gattungen Streptococcus und Prevotella alleine 40,5% (Li, Wong et al. 2009, Bik,
Eckburg et al. 2006).

Diese Resultate bestatigen die Annahme, dass die mikrobielle Flora in
Abwesenheit von Helicobacter pylori vielfaltiger ist als in Individuen mit
Helicobacter pylori-Infektion (Bik, Eckburg et al. 2006, Andersson, Lindberg et al.
2008). Inwiefern diese Mikroflora allerdings eine ortsansassige, residente oder
voruberziehende, transiente bakterielle Population widerspiegelt ist weiterhin
unklar. Die meisten der im Magen vorherrschenden Bakterien (z.B. Streptococcus
oder Prevotella) wurden ebenfalls reichlich im Rachen gefunden, was zu der
Annahme flihrt, dass die im Magen gefundenen Gattungen geschluckte
Mikroorganismen der oberen Abschnitte des GIT reprasentieren. Allerdings
wurden auch Stamme gefunden, die nur in Helicobacter pylori-freien Magen, aber
nicht im Rachen gefunden wurden; die mit Abstand am haufigsten vorkommenden

waren Proteobakterien (Andersson, Lindberg et al. 2008).

1.2.1.2 Bakterielle Normalbesiedelung des Diinndarms

Das Mikrobiom des menschlichen Dinndarms ist auf Grund seiner schlechten
Erreichbarkeit und schwierigen Probengewinnung noch relativ unerforscht
(Zilberstein, Quintanilha et al. 2007). Durch das Fehlen von groen Datenmengen
zu diesem Thema wird auch die Differenzierung von allochthonen Bakterien, die
vorbeischwimmende, weitgehend irrelevante Stamme reprasentieren und
autochthonen Mikroben, die eine stabile und funktionell relevante Gemeinschaft
von ansassigen Bakterien reprasentieren, auch fur die nachfolgenden
Darmabschnitten erschwert (Dave, Higgins et al. 2012). Das Mikrobiom des
Dunndarms ist charakterisiert durch seine im Vergleich zum Dickdarm geringen
Dichte (102 - 107 Zellen/Gramm), die durch den raschen luminalen Durchfluss und
der Sekretion von bakteriziden Substanzen zu Stande kommt. Fur die adaquate
Funktion des Duinndarms ist eine mukosale Intaktheit, zu der auch die mikrobielle
Besiedelung zahlt, von entscheidender Bedeutung. Mechanismen, die zu jener
Intaktheit beitragen, sind unter anderem die Produktion von antimikrobiellen

Peptiden (AMPs), die muzinése Barriere, mukosale Antikérper, das
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darmassoziierte Immunsystem (GALT: gut-associated-lymphoid-tissue) und die
Peyer-Plaques (Aidy, van den Bogert et al. 2014).

Das jejunale und ileale Mikrobiom besteht aus Gemeinschaften von
Streptokokken, Lactobazillen, ~Gammaproteobakterien, Enterokokken und
Bacteroides. Die meisten Spezies sind fakultativ-anaerob oder aerob (Hayashi,
Takahashi et al. 2005).

In einer anderen Studie zeigte sich eine relative Haufung von Bakterienarten, die
der Ordnung der Lactobacillales und Clostridiales angehdéren, wobei es sich
hauptsachlich um mit Streptococcus bovis verwandte Arten handelte und um
Vertreter der Veillonella Gruppe. In geringerem Ausmal} fand man Ruminococcus
gnavus, Ruminococcus obeum (Ordnung der Clostridiales) und Bacteroides
plebeius (Ordnung der Bacteroidales). Zudem zeigten sich grolde interindividuelle
und zeitliche Unterschiede: Uber einen Zeitraum von neun Tagen anderte sich die
mikrobielle Besiedelung eines Individuums in ihrer Zusammensetzung zu 56%.
Fluktuationen innerhalb eines Tages konnten ebenfalls festgestellt werden und
wurden auf die Erndhrungsgewohnheiten der Individuen zurtuckgefuhrt (Booijink,
El-Aidy et al. 2010, van den Bogert, Erkus et al. 2013). Trotz dieser Dynamik ist
man davon uberzeugt, dass es einen stabilen Kern von acht phylogenetisch
verwandter Gruppen innerhalb des Mikrobioms gibt, zu denen Arten der
Gattungen Veillonella, Streptococcus, Clostridium cluster | und Enterococcus
gehoren (Booijink, El-Aidy et al. 2010).

Obwohl viele unterschiedliche Bakteriengattungen in unterschiedlichen Proben
festgestellt werden konnten (unter anderem Enterococcus, Bacteroides und
Lactobacillus), wurden nur zwei Gattungen in allen Proben gefunden:
Streptococcus und Veillonella, wobei letztere immer in geringerer Haufung
auftraten. Die am relativ haufigsten entdeckten Arten der Streptococcus Gattung
waren S. salivarius, S. thermophilus und S. parasanguinis, bei der Veillonella
Population dominierten die Arten V. dispar, V. parvula, V. rogosae und V. atypica
(van den Bogert, Erkus et al. 2013).

Die isolierten Streptococcus-Arten wiesen erhebliche Abweichungen in der

Aufnahme und dem Metabolismus von Kohlenhydraten auf. Solche Charakteristika
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spiegeln dabei die Adaptation der Streptokokken an der im Dinndarm von der
individuellen Ernahrung abhangigen Variabilitdat von Kohlenhydraten wider (Aidy,
van den Bogert et al. 2014). Zwar waren alle Streptococcus-Arten in der Lage die
Monosaccharide Galaktose, Glucose und Fructose, sowie die Disaccharide
Maltose, Laktose und Saccharose zu verarbeiten, allerdings konnten nicht alle
Arten zum Beispiel Arabinose, N-Acetylglucosamin, Trehalose oder Raffinose
fermentieren, wodurch eine Unterscheidung in die verschiedenen Arten maoglich
gemacht wurde (van den Bogert, Erkus et al. 2013). Die Veillonella-Arten
wiederum verarbeiten, als Nutzer von Milchsaure als Energiequelle, die bei der
Fermentierung von Kohlenhydraten durch die Streptokokken anfallende
Milchsaure und produzieren ihrerseits Essigsaure und Propionsaure (Aidy, van
den Bogert et al. 2014).

Die Tatsache, dass dieselben Streptococcus und Veillonella Arten sowohl zu
unterschiedlichen Zeitpunkten als auch bei unterschiedlichen Individuen
gewonnen werden konnten, legt den Schluss nahe, dass diese Arten typische

symbiotische Bakterien des Dunndarms sind (van den Bogert, Erkus et al. 2013).

1.2.1.3 Bakterielle Normalbesiedelung des Dickdarms

Der distale menschliche Darm reprasentiert einen anaeroben Bioreaktor, der mit
einer enormen Menge an Bakterien gefullt ist, welche von einer relativ geringen
Anzahl von Stammen dominiert werden, die ihrerseits allerdings eine hohe Vielfalt
auf Hohe des Art- oder Gattungsniveaus besitzen. Diese Darmflora und ihr
gesamtes Genom liefern uns die genetischen und metabolischen Eigenschaften,
um zum Beispiel bestimmte Nahrstoffe aufnehmen zu kdnnen, also Fahigkeiten,

die wir bislang selbst nicht entwickeln mussten (Backhed, Ley et al. 2005).

Der distale Gastrointestinaltrakt ist das am dichtesten besiedelte mikrobielle
Okosystem mit zirka 10" bis 10'2 Mikroorganismen pro Gramm Stuhl (Dave,
Higgins et al. 2012), und wird von den Bakterienstdmmen Firmicutes und
Bacteroidetes dominiert. Die Mehrheit der sequenzierten Firmicutes gehoren der
Klasse der Clostridia an, wobei vor allem die Gattungen Ruminococcus,
Clostridium, und Eubacterium haufig gefunden wurden (Andersson, Lindberg et al.
2008, Eckburg, Bik et al. 2005, Arumugam, Raes et al. 2011). Bei den
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Bacteroidetes gibt es grof3e interindividuelle Variationsmoglichkeiten (Arumugam,
Raes et al. 2011), wobei Bacteroides thetaiotaomicron immer gefunden wurde und
fur seine vorteilhafte Funktion fur die Nahrstoffabsorption und fir die Reifung und
Instandhaltung der epithelialen Zellen bekannt ist (Eckburg, Bik et al. 2005).
Proteobacteria sind ebenfalls verbreitet, aber nicht dominant (Backhed, Ley et al.
2005). Das geringe Vorkommen von Proteobacteria-Sequenzen und damit auch
von Escherichia coli ist nicht Uberraschend, da fakultativ anaerobe Arten zirka
0,1% der Bakterien in der streng anaeroben Umgebung des Colons ausmachen
(Eckburg, Bik et al. 2005).

Nur in einer Studie waren neben Firmicutes, als am haufigsten vorkommender
Bakterienstamm, Actinobacteria die am zweithdufigsten vorkommenden Bakterien
und haben dabei die Bacteroidetes zahlenmallig signifikant UGbertroffen. Die
Actinobacteria wurden dabei von einigen wenigen Phylotypen dominiert, die zur
Gattung Bifidobacterium und der Familie Coriobacteriaceae zahlten. Wie sonst
auch bestand der Bacteroidetes-Stamm hauptsachlich aus Vertretern der

Bacteroides-Gattung (Andersson, Lindberg et al. 2008).

Zusatzlich wurden in verschiedenen Studien noch andere, weniger haufiger
vorkommende Bakterienstamme im Dickdarm gefunden, sodass in Stuhlproben
und Colonbiopsien insgesamt neun unterschiedliche Stamme ausgemacht werden
konnten: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Spirochéten und VadinBE97 (Backhed, Ley et al.
2005, Eckburg, Bik et al. 2005, Dave, Higgins et al. 2012, Andersson, Lindberg et
al. 2008). Im Gegensatz dazu finden sich in der gesamten Biosphare viel mehr,
namlich Uber 70 verschieden Bakterienstamme. Dies zeigt, dass der menschliche
Gastrointestinaltrakt auf eine kleine Anzahl von Stammen beschrankt ist, die
allerdings einen groflen Reichtum an unterschiedlichen Arten und
unterschiedlichen Haufungen besitzen (Dave, Higgins et al. 2012).

Die bakterielle Vielfalt innerhalb des Darms und zwischen Darm und Faeces ist
gréRer als lange Zeit angenommen. Auch die interindividuellen Unterschiede sind
markant und weitreichender als die intraindividuellen, mit Ausnahme der

Differenzen zwischen an Mukosa gebundenen Bakterienstdmmen und jene im

19



Stuhl (Eckburg, Bik et al. 2005). Das Mikrobiom des Caecums unterscheidet sich
in vielen Punkten stark von jenem im Rektum und Sigma. Obwohl auch im
Caecum die im Rektum und in Faeces vorherrschende Gruppe der Bacteroides,
Clostridium leptum und Clostridium coccoides gefunden wurden, war ihre
Haufung hier geringer. Die zokale Mikroflora wurde von Lactobacillus,
Enterococcus und Escherichia coli dominiert. In geringerer Quantitat wurden auch
Enterobacter asburiae, Streptococcus salivarius und Streptococcus pneumoniae
sequenziert. Auch im Caecum waren fakultative anaerobe Bakterien die
vorherrschenden Arten, allerdings waren auch obligate aerobe Vertreter der
Bacteroides, Clostridium coccoides und Clostridium leptum Gruppen vorhanden.
Die obligat anaeroben Vertreter der gleichen Gruppen waren hingegen die
dominierenden Arten der recto-sigmoidalen Mikroflora (Hayashi, Takahashi et al.
2005).

Die Mikroben im menschlichen Darm sind einem Selektionsdruck seitens des
Wirts und der mikrobiellen Konkurrenz ausgeliefert, wodurch es zu
Bakterienstdmmen mit einer hohen und einer niedrigeren Dichte kommt. Durch
metagenomische Untersuchungen konnen Eigenschaften erkannt werden, die es
den in geringer Menge vorkommenden Bakterien ermoglichen zu Uberleben. Zum
Beispiel produziert das nur im geringen Ausmal}l vorhandene Bakterium
Escherichia coli Uber 90% von zwei fir die Anordnung der bakteriellen Pili
verantwortlichen Proteine, FimA (COG3539) und PapC (COG3188) (Arumugam,
Raes et al. 2011). Diese Pili ermdglichen es den Mikroben gewisse Epithelien des
Wirts zu besiedeln. Sie helfen den Mikroben langer im Gastrointestinaltrakt zu
verbleiben, indem sie sich an Schleim oder Mannose-Ketten auf den intestinalen
Oberflachenstrukturen binden. Auf3erdem sind sie Schlisselelemente im Transfer
von Plasmiden  zwischen  Bakterien durch  Konjugation, = wodurch
Schutzmechanismen und Resistenzen gegen zum Beispiel Antibiotika
ausgetauscht werden (Krogfelt 1991). Dies zeigt, dass auch Spezies, die nur im
geringem Mal im Darm vorkommen, einen wesentlichen Beitrag zur Homdostase
leisten und nicht aulder Acht gelassen werden dirfen (Arumugam, Raes et al.
2011).
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Des weiterem wurde entdeckt, dass 40% der bakteriellen Gene von jedem
untersuchten Individuum geteilt wurden. Diese Gene sind in der Degradierung und
Verdauung von komplexen Zuckern, der Produktion von kurzkettigen Fettsauren
und der Biosynthese von Vitaminen beteiligt. Obwohl grofRe interindividuelle
Unterschiede im Aufbau des Mikrobioms des Gastrointestinaltrakts bestehen,
scheint es also ein gewisses Kern-Mikrobiom auf funktioneller Ebene zu geben
(Dave, Higgins et al. 2012).

In der grofdten Studie, die bisher zum Thema Mikrobiom des Darms durchgefluhrt
wurde, konnte mittels multidimensionaler Cluster-Analyse und Principal
Component Analysis (PCoA) gezeigt werden, dass die dortigen Proben drei
deutliche Cluster bildeten, die man als Enterotypen bezeichnet. Jeder dieser
Enterotypen ist am Ausmal} von einem der drei folgenden Gattungen erkennbar:
Bacteroides (Enterotyp 1), Prevotella (Enterotyp 2) und Ruminococcus (Enterotyp
3). Die dominanten Bakterien von Enterotyp 1 leiten sich Energie von
Kohlenhydraten und Proteinen ab, wahrend Enterotyp 2 Muzin-Glykoproteine der
mukosalen Schichtung im Darm zersetzen und der Ruminococcus dominierte
Enterotyp 3 Muzin und Saccharide spaltet (Arumugam, Raes et al. 2011). Wie
schon erwahnt spielen Bakterien nicht nur bei der Spaltung von komplexen
Zuckern eine Rolle, sondern sind auch bei der Biosynthese von Vitaminen
involviert (Dave, Higgins et al. 2012). Obwohl alle Enterotypen im Vitamin-
Stoffwechsel reprasentiert wurden, waren die Enterotypen 1 und 2 besonders an
der Biosynthese verschiedener Vitamine beteiligt, wobei Enterotyp 1 bei Biotin,
Riboflavin, Pantothenat und Ascorbinsaure und Enterotyp 2 bei Thiamin und Folat

am meisten Wirkung zeigte (Arumugam, Raes et al. 2011).

Diese Enterotypen sind das Ergebnis von ausgeglichenen, festgelegten
mikrobiellen Zusammensetzungen, von denen es uber alle Individuen verteilt nur
eine begrenzte Anzahl gibt. Sie sind dabei nicht so scharf abgegrenzt wie zum
Beispiel menschliche Blutgruppen, koénnten aber genauso gut Individuen
charakterisieren, was nahelegt, dass das Darm-Mikrobiom innerhalb eines
Individuums eher stabil ist und sich nach Stérungen wieder herstellen kann
(Arumugam, Raes et al. 2011).
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1.3 Die Appendix

1.3.1 Anatomie der Appendix

Die Appendix vermiformis, zu Deutsch ,Wurmfortsatz®, ist in Grofle und Form
aulerst variabel und geht dorsomedial vom Ceacum ab. Sie mindet mit dem
kleinen Ostium appendicis vermiformis in das Ceacum. Die Lange der Appendix
schwankt zwischen 2 bis 20 Zentimetern, die Dicke betragt durchschnittlich sechs
Millimetern. Das Lumen des Wurmfortsatzes ist mit zwei Millimetern aul3erst eng,
teilweise sogar vollig verschlossen, enthalt Schleim und etwas Darminhalt. Die
Schleimhaut besitzt eine besonders grofde Zahl an Folliculi lymphatici aggregati.
Beim Neugeborenen geht die Appendix vermiformis noch trichterformig in das
Caecum uber, beim Erwachsenen ist sie meist scharf abgegrenzt (Anderhuber,
Bechmann et al. 2012).

1.3.2 Funktion der Appendix

1.3.2.1 Vergleichende Anatomie der Appendix

Die physiologische Funktion der Appendix war und ist nach wie vor umstritten,
wobei dieses Organ oft als Uberrest der evolutiondren Entwicklung ohne Funktion
angesehen wurde (Barlow, Muhleman et al. 2013, Laurin, Everett et al. 2011,
Randal Bollinger, Barbas et al. 2007). Solche evolutiondren Uberbleibsel sind
reduzierte Strukturen, die bei Vorfahren eine wichtigere physiologische Rolle
spielten als bei ihren heutigen Nachfahren. Andererseits kann ein solches
Uberbleibsel aber auch als Struktur definiert werden, die im Vergleich zu
homologen Strukturen in anderen Organismen eine reduzierte und rudimentare
Funktion zeigt. Viele sehen in der Appendix vermiformis einen Abkdmmling und
evolutionaren Rest eines viel groReren Caecums eines Herbivoren. Die Grolie des
Caecums ist direkt proportional zur Pflanzenmenge in der Ernahrung des Tieres,
da sich im Caecum spezialisierte Bakterien finden, die durch die Sekretion des
Enzyms Cellulase die in den Pflanzen enthaltene Cellulose aufspalten kdnnen,
wodurch sie verdaulich wird. Die menschliche Appendix und das Ende des
Caecums von Saugetieren wurden als strukturell homologe Strukturen angesehen,
wodurch die Stellung der Appendix vermiformis als evolutiondres Uberbleibsel
begrindet wurde (Ansaloni, Catena et al. 2009). Vergleichende anatomische

Studien bei Primaten hatten aber schon in der Vergangenheit gezeigt, dass es
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eine progressive Zunahme an struktureller Komplexitat zwischen den
verschiedenen Vertretern der Primaten gibt, angefangen bei den Halbaffen tber
die primitiven, kleineren Affen, gefolgt von grélReren Affenarten und schlieflich in
den anthropoiden, menschenahnlichen Affen und beim Menschen selbst gipfelnd.
Da sich die Struktur der Appendix vermiformis also fortschreitend entwickelt hat,
sollte es nicht als degeneratives Uberbleibsel, sondern als zu einem gewissen
Zweck entwickeltes Organ angesehen werden (Scott 1980). Obwohl die Appendix
offensichtlich in manchen Spezies verloren gegangen ist, ist sie dennoch tber 80
Millionen Jahre aufrechterhalten worden, was die Idee, die Struktur konnte eine

bedeutende biologische Funktion haben, unterstreicht (Smith, Fisher et al. 2009).

1.3.2.2 Immunologische Funktion und Biofilmproduktion der Appendix

Zudem beweisen neuere Erkenntnisse eine mogliche immunologische Funktion
der Appendix (Randal Bollinger, Barbas et al. 2007). In einer
elektronenmikroskopischen Studie wurde gezeigt, dass die menschliche Appendix
alle Charakteristika eines gut entwickelten lymphoiden Organs beinhaltet und sich
daraus wichtige immunologische Funktionen herleiten konnten (Gorgollon 1978).
Die erhebliche Menge an lymphatischen Gewebe in der Appendix, genannt GALT
(gut-associated lymphoid tissue), soll das Wachstum verschiedenster nutzlicher
bakterieller Kolonien im Dickdarm erlauben und die dinne, langliche Form des
Organs konnte den Verlust selbiger Bakterien im Rahmen einer
Durchfallerkrankung verhindern (Barlow, Muhleman et al. 2013, Randal Bollinger,
Barbas et al. 2007). Voraussetzung hierfir ist das Vorhandensein eines
widerstandsfahigen Biofilms. Unter einem Biofilm versteht man eine strukturierte
Gemeinschaft von Bakterienzellen, eingebettet in einer selbstproduzierten
Polymatrix, die auf einer inerten Oberflache oder auf lebendem Gewebe haftet.
Die in der Tiefe dieser Belage befindlichen Bakterien sind weitgehend vor dem
Immunsystem, Antibiotika aber auch anderen pathogenen Bakterien und Viren
geschutzt (Kayser, Bottger et al. 2010, Randal Bollinger, Barbas et al. 2007). Es
konnte gezeigt werden, dass sIgA (sekretorisches IgA), das sonst dafiir bekannt
ist Bakterien im Darm zu agglutinieren, die Beseitigung selbiger aus dem
Gastrointestinaltrakt zu fordern und deren Translokation, die zu Sepsis und Tod
fuhren konnte, mittels des Prozesses des ,Immunausschluss® zu verhindern,

tatsachlich auch die Entstehung von Biofilm Formationen erleichtern. Ein ebenso
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am ,Immunauschluss® beteiligtes Glykoprotein namens Muzin ist auch fur die
Entstehung von Biofilmen verantwortlich. Gestltzt werden diese Thesen durch die
Erkenntnisse, dass im Darm vermehrt Bakterien mit slgA Rezeptoren als solche
ohne gefunden wurden, woraus man schlieBen kann, dass im Darm ein
Selektionsdruck in Richtung Bakterien mit slgA Rezeptoren herrscht. sIgA haben
die Maoglichkeit sich gleichzeitig an Bakterien mit Rezeptoren, aber auch an
Bakterien ohne Rezeptoren und an Epithelzellen zu binden, wodurch sie die
Entstehung von Biofilmen férdern. Dies ist im Falle des Darms auch wichtig, da
sich hier im Gegensatz zum Blut, eine symbiotische Flora ansiedeln muss und
dadurch nutzliche Vorteile fur den Wirt entstehen (Bollinger, Everett et al. 2003).
Die Mikroorganismen bekommen vom Wirt Nahrung und einen Lebensraum, der
Wirt ist von den Fahigkeiten der symbiotischen Bakterien abhangig, indem sie
infektiose Organismen abwehren, die normale Entwicklung des Immunsystems
vorantreiben und ihn bei der Verdauung unterstutzen (Laurin, Everett et al. 2011).

Biofilme zeigten sich innerhalb des Dickdarms in der Appendix als am
prominentesten, sowohl was bakterielle Dichte als auch Biofilm-Kontinuitat entlang
der epithelialen Oberflache angeht. Die Dicke und Dichte der Biofilme nahmen
kontinuierlich vom oralen zum analen Ende des Dickdarms ab (Palestrant,
Holzknecht et al. 2004, Randal Bollinger, Barbas et al. 2007). In Zusammenschau
der oben genannten Erkenntnisse mit der anatomischen Architektur des
Dickdarms kam man zum Schluss, dass die Appendix ein fur die Erhaltung
natzlicher, symbiotischer Mikroorganismen gut-geeigneter Raum ist, der auf Grund
seiner Lokalisation am terminalen Ende des Caecum und seines engen Lumens
Kontaminationen durch pathogene Organismen, die im fakalen Strom vorhanden
sind, entgehen kann. Durch die besonders in der Appendix vorhandenen und
durch dessen Struktur und lymphatischen Gewebe begunstigten Biofilme werden
symbiotische, nicht pathogene Bakterien effektiv konserviert und beschutzt,
wodurch man dieses Organ als ,safe-house“ bezeichnen kénnte. Das regelmafige
Abschilfern und Regenerieren der Biofiime in der Appendix ermoglicht eine
Wiederbesiedelung des Dickdarms mit symbiotischen Bakterien im Falle einer
Infektion durch ein Pathogen, welches in Folge als defensive Reaktion zusammen
mit den restlichen vorhandenen Bakterien mittels Diarrhoe ausgeschwemmt wurde
(Randal Bollinger, Barbas et al. 2007, Laurin, Everett et al. 2011).
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1.3.2.3 Funktion der Appendix in der postindustriellen Ara

Wenn nun aber die Appendix diese wichtige Aufgabe zu erflllen hat, wieso kommt
es dann in Folge der zum Beispiel im Rahmen einer Appendizitis haufig
durchgefuhrten Appendektomie und dem damit einhergehenden Funktionsverlust
des Organs nicht zu mehr postoperativen Komplikationen? Diarrhoe durch virale
Gastroenteritiden und Mangelernahrung sind vorherrschende Probleme in den
Entwicklungslandern (Barlow, Muhleman et al. 2013). Ein Flnftel aller Todesfalle
bei Kindern, das entspricht 1,5 Millionen Kinder pro Jahr, haben als Ursache
Diarrhoe, was es neben den Pneumonien zur zweithaufigsten Todesursache bei
Kindern unter 5 Jahren macht (Wardlaw, Salama et al. 2010). Die
Wiederherstellung einer nutzlichen Darmflora scheint also besonders in jenen
Gegenden nutzlich zu sein, in denen Diarrhoen, Mangelernahrung und Mangel an
sauberem Trinkwasser verbreitet sind und somit lebensbedrohliche Zustande
darstellen, besonders bei den Jungen (Smith, Fisher et al. 2009). In
Industrielandern mit moderner medizinischer Versorgung mit (unter anderem)
Antibiotika und HygienemalRnahmen hingegen scheint eine solche Funktion
unnodtig zu sein, da Ausbriiche von enterischen Pathogenen, die die funktionelle
Flora eliminieren wirden, nicht gro3e Teile der Bevolkerung gleichzeitig betreffen,
was eine Wiederbesiedelung mit nultzlichen Darmbakterien nicht unbedingt
notwendig erscheinen lasst und daher keine Komplikationen nach Appendektomie
zu erwarten sind (Randal Bollinger, Barbas et al. 2007, Smith, Fisher et al. 2009,
Sanders, Bollinger et al. 2013). Da der Appendix in der postindustriellen Zeit die
notige Stimulation fehlt, ist sie Uberreaktiv und sensitiv, wie auch andere
Komponenten des Immunsystems, die in praindustriellen Bevolkerungen eine
wichtige Rolle in der Infektabwehr spielen, wie zum Beispiel die Produktion hoher
IgE-Spiegel zur Abwehr von Parasiten, die in Industrielandern bei Fehlen von
Parasiteninfektionen zu Nebenwirkungen in Form von Allergien fuhren. Genauso
konnte auch die vormals wichtige Funktion der Appendix als fur die postindustrielle
Ara schlecht angepasst gesehen werden (Laurin, Everett et al. 2011) und die
Dichte an lymphatischen Gewebe mit mdglicher Proliferation nicht nur fir die
lebensbedrohliche Appendizitis sondern auch flr chronisch entzindliche

Darmerkrankungen verantwortlich sein (Ansaloni, Catena et al. 2009).
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1.3.2.4 Beispiel fiir die Funktion der Appendix — Clostridium difficile
Colitis
Obwohl sich das Mikrobiom des Gastrointestinaltrakts in den Industriestaaten also
nicht mehr mit den Gefahren der Entwicklungslander konfrontiert sieht, stellt sich
mittlerweile eine neue Bedrohung in Form des verbreiteten Verabreichens von
Breitspektrum-Antibiotika dar. Dies fuhrt zu einem UbermafRigen Wachstum von
Clostridium difficile, einem gram-positiven, sporenbildenden, anaeroben Bazillus,
und zur Entwicklung einer Clostridium difficile Colitis, was bei wiederholtem
Auftreten zu massiven bis lebensbedrohlichen medizinischen Problemen fihren
kann (Sanders, Bollinger et al. 2013, Seretis, Seretis et al. 2014). Zunachst wurde
man erwarten, dass das Vorhandensein einer Appendix protektiv gegenuber einer
Uberbesiedelung mit Clostridium difficile wirken wiirde (Seretis, Seretis et al.
2014), es bleibt aber bisher unklar, ob die Appendix die symbiotischen Bakterien
gegenuber den der Infektion vorausgehenden Antibiotika beschutzen kann.
Aktuelle Daten zeigen, dass das Vorhandensein oder die Abwesenheit der
Appendix kaum Einfluss auf das initiale Auftreten einer Clostridium difficile Colitis
hat (Sanders, Bollinger et al. 2013). Allerdings zeigen andere Studien, dass eine
funktionierende Appendix eine protektive Rolle vor rezidivierenden Clostridium
difficile Colitiden Ubernimmt (Im, Modayil et al. 2011). Ob das vermehrte Auftreten
von Clostridium difficile Colitiden mit der fehlenden Besiedelung der in der
Appendix sicher verwahrten Bakterien oder mit der durch den Verlust eines
lymphatischen Organs einhergehenden Immunsuppression zusammenhangt ist
nicht ganz klar (Sanders, Bollinger et al. 2013). Allerdings zeigt die Fahigkeit der
Appendix protektiv gegenuber rezidivierende Clostridium difficile Colitiden wirken
zu koénnen, dass sie auch in postindustriellen Gebieten eine nutzlichere Rolle
innehat, als zuvor angenommen (Barlow, Muhleman et al. 2013). Um die
ursprungliche Funktion der Appendix und ihre jetzige Bedeutung genauer
verstehen zu kénnen, wird aber noch mehr Forschung auf diesem Gebiet ndtig

sein.

1.3.3 Das Mikrobiom der Appendix

Es gibt derzeit noch wenig Information Gber die physiologische Zusammensetzung
des Mikrobioms der Appendix. Die Daten die derzeit zur Verfugung stehen stutzen
sich grofldtenteils auf die Untersuchung von Organen nach Appendektomie bei
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(Verdacht auf) Appendizitis und sind somit auf Grund der Entzindung
moglicherweise nicht aussagekraftig was die Besiedelung im Gesunden angeht.
Das Mikrobiom des Appendix zeigt eine groRe Vielfalt verschiedenster
Bakterienstamme. Insgesamt konnten 15 verschiedene Stamme identifiziert
werden, wobei allerdings die 5 Stadmme Firmicutes, Proteobakterien,
Bacteroidetes, Fusobakterien, und Aktinobakterien dominierten, aber auch andere
Stamme wie Spirochéten, Deferribacteres, Verrumicrobia, Deinococcus-Thermus
und Chloroflexi, allerdings nur in manchen Proben bei niedrigen Spiegeln von 1
bis 2 Prozent gefunden wurden. Der am haufigsten gefundene Stamm war
Firmicutes gefolgt von Proteobakterien (Guinane, Tadrous et al. 2013, Zhong,
Brower-Sinning et al. 2014). Im Bereich der Subpopulationen herrschte ebenfalls
groRe Vielfalt. Von den 12 Familien, die im Stamm der Firmicutes gefunden
wurden, waren Lachnospiraceae (46%), Ruminococcaceae, Lactobacillaceae und
Streptococcaceae die am haufigsten vorkommenden, bei den Proteobakterien
dominierte die Familie der Enterobacteriaceae. Bei den anderen Stammen
dominierte eine beziehungsweise wurde nur eine Familie identifiziert:
Bacteroidaceae bei den Bacteroidetes, Fusobacteriaceae bei den Fusobakterien
und Bifidobacteriaceae bei den Aktinobakterien. Trotz der enormen Vielfalt der
reprasentierten Bakterien machte dennoch eine kleine Anzahl an Spezies die
Mehrheit der Bakterien aus, besonders Mitglieder der Familien der
Enterobacteriaceae und Lachnospiraceae und die Arten Fusobacterium,
Lactobacillus, Bacteroides und Bifidobacterium. Im Anbetracht dieser Ergebnisse
zeigt sich die bakterielle Besiedelung der Appendix als vielfaltiger als die im
restlichen Gastrointestinaltrakt oder in Stuhlproben. Dies bezieht sich allerdings
nur auf die Diversitat, die Dichte an Bakterien nimmt vom lleum bis zum Colon
sigmoideum kontinuierlich zu, deshalb ist auch die Dichte der Bakterien in
Stuhlproben gréfRer als jene in der Appendix (Guinane, Tadrous et al. 2013).

Die Spiegel an Fusobakterien in der Appendix variierten am starksten, wobei die
héchste Konzentration in einer infizierten Appendix gefunden wurde (Guinane,
Tadrous et al. 2013). Diese Beobachtung korreliert mit den
Forschungsergebnissen anderer Studien, die das Auftreten einer akuten
Appendizitis mit einer vorangehenden lokalen Invasion mit Fusobakterien in
Zusammenhang bringen (Zhong, Brower-Sinning et al. 2014, Swidsinski, Dorffel et

al. 2011). Lange Zeit galt eine Obstruktion der Appendix als auslésende Ursache
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einer Appendizitis. Im Zuge einer FISH-Analyse konnten in 62% resezierter
Appendices im Zuge einer akuten Appendizitis invasive Fusobakterien gefunden
werden, vor allem die Arten Fusobakterium nucleactum und Fusobakterium
necrophorum, die in die epitheliale Oberflache eindrangen, sich im Subepithelium
ausbreiteten und deren Konzentration mit dem Ausmald der Entzindung positiv
korrelierten (Swidsinski, Dorffel et al. 2011). Die Konzentration der anderen
Bakterienstamme verhielt sich im Gegensatz dazu indirekt proportional zum
Schweregrad der Entzindung. Solche invasiv eindringenden Fusobakterien
wurden nur in entzindeten Appendices gefunden, fehlten aber vollig in den
Kontrollproben (Swidsinski, Dorffel et al. 2011, Zhong, Brower-Sinning et al. 2014).
Aulerdem enthielten die entziindeten Proben vermehrt Bakteriengattungen die
normalerweise oral angesiedelt sind, zum Beispiel Porphyromonas (Gram-
negatives anaerobes Bakterium des Bacteroidetes-Stamm), Parvimonas (Obligat
anaerobes Bakterium des Firmicutes-Stamm, das vorwiegend bei Kindern mit
Periodontitis gefunden wird) und Gemella (Gram-positives fakultativ anaerobes
Bakterium des Firmicutes-Stamm) (Zhong, Brower-Sinning et al. 2014). Diese
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass eine akute Appendizitis mit einem
vermehrten Auftreten von Fusobakterien und anderen Pathogenen einhergeht, die
normalerweise in der Mundhdhle zu finden sind. Ob diese Mikroorganismen der
Ausloéser fur die Entziindung sind oder im Zuge dieser proliferieren ist noch nicht
geklart (Barlow, Muhleman et al. 2013, Swidsinski, Dorffel et al. 2011).

Die Appendix scheint also eine grofRe Vielfalt von Darm-Mikroben zu beherbergen,
inklusive signifikanter Mengen an nutzlichen Bakterien, die Indikatoren fir einen
gesunden Gastrointestinaltrakt sind (Guinane, Tadrous et al. 2013). Die Rolle der
Appendix als Ausgangspunkt der Neubesiedelung des Darms mit nutzlichen
Bakterien nach Elimination der sonst dort ansassigen Mikroben durch zum
Beispiel eine Durchfallerkrankung scheint damit noch wahrscheinlicher (Laurin,
Everett et al. 2011, Randal Bollinger, Barbas et al. 2007, Barlow, Muhleman et al.
2013). Es werden aber noch weitere Studien Uber das Mikrobiom der Appendix
notig sein, um dessen Funktion und Rolle in Bezug auf die Gesundheit des
Gastrointestinaltrakts festzustellen beziehungsweise um die Bedeutung der in der
Appendix vorhandenen Bakterien bei einer Appendizitis zu verstehen und

mdgliche andere Therapien als die bisher obligate Appendektomie zu finden. Eine
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wichtige Voraussetzung hierfur ist zu verstehen, wie die Entwicklung des
Mikrobioms im Darm und insbesondere jene in der Appendix ablauft. Hierzu
untersuchten wir die bakterielle Besiedelung entziindungsfreier Appendices
von Neugeborenen, Sauglingen und Kleinkindern, um deren Zusammensetzung
festzustellen und einen Ausgangspunkt fir weitere Studien bezlglich der

Entwicklung des Mikrobioms zu schaffen.

2 Material und Methoden

2.1 Probenmaterial

Ziel der hier durchgefuhrten Studie war die Erfassung des physiologischen
Mikrobioms der Appendix bei Neugeborenen. Hierzu wurde eine Anfrage flir 70
entzindungsfreie Appendices an die Biobank der Medizinischen Universitat Graz
versendet. Alle Appendices wurden vor dem Jahr 2007 von Sauglingen und
Kindern bis zum 10. Lebensjahr entnommen. Das jlungste Kind war bei Enthahme
ein Frihgeborenes in der 23. Schwangerschaftswoche, das alteste bei Entnahme
10 Jahre alt. Von der Biobank der Medizinischen Universitat Graz erhielt man
schlussendlich 56 verwertbare Proben. Informationen Uber die den Proben
zugehorigen Patienten und Patientinnen wurden retrospektiv aus dem
krankenhausinternen  Informations- und Kommunikationssystem Medocs
entnommen. Die Proben wurden daraufhin in 4 Gruppen gegliedert. Tabelle 1 gibt

einen Uberblick.

Definition: Appendices.. Anzahl | OP-Gewicht | OP-Alter | Nahrung vor OP
Gruppe (1) | ..ohne Nahrungsaufnahme 11 |1660g-3890g 1d nein
Gruppe (2) | ..von Frihgeborenen <1500g | 12 560g-1500g | 0d-86d |8 ja, 2 nein, 2 N/A
Gruppe (3) | ..von Friih-/Neugeborenen 17 |1500g-3900g | 8d-163d 16 ja, 1 nein
Gruppe (4) | ..von 5-10 Jahrigen 16 N/A 5a-10a ja

Tabelle 1: Uberblick iiber die vier Gruppen

Gruppe (1) bestand aus 11 Proben (19,64% der Gesamtproben) von Appendices
bei Fruh- (35. SSW) beziehungsweise Neugeborenen (40. SSW), die noch am
Tag der Geburt operiert worden sind,zu einem Zeitpunkt, an dem noch keine orale
Erndhrung oder antibiotische Therapie stattgefunden hatte. Ihr Geburts- und damit

auch Operationsgewicht betrug zwischen 1600 und 3890 Gramm. In 9 dieser Falle
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(81,82%) war der Grund fur die Operation eine Gastroschisis, in 2 Fallen (18,18%)
eine Omphalozele. 6 dieser Kinder (54,55%) kamen per Sectio zur Welt,
5(45,45%) spontan. 7 Proben (63,64%) kamen von weiblichen, 4(36,36%) von

mannlichen Neugeborenen.

Gruppe (2) bestand aus 12 Proben (21,43% der Gesamtproben) von
Frihgeborenen zwischen der 23. und der 33. (38.) Schwangerschaftswoche, die
zum Zeitpunkt der Entnahme ein Operationsgewicht von unter 1500 Gramm
besallen. Dabei handelte es sich um 4 weibliche (33,33%) und 8 mannliche
(66,67%) Fruhgeborene. Grunde fur die Operationen und die gleichzeitige
Entnahme der Appendices waren in 3 Fallen (25%) ein Volvulus beziehungsweise
Malrotation, in 3 Fallen (25%) ein lleus, in 2 Fallen (16,67%) eine nekrotisierende
Enterocolitis (NEC), in 2 Fallen (16,67%) eine Duodenalatresie, in einem Fall
(8,33%) ein lleostomie-Prolaps und einmal (8,33%) ein Subileus beziehungsweise
Volvulus. 7 der 12 Frihgeborenen (58,33%) kamen spontan zur Welt, 3 (25%) per
Sectio, in den beiden anderen Fallen (16,67%) konnte die Entbindungsart
retrospektiv nicht ermittelt werden. In 8 Fallen (66,67%) kam es praoperativ zur
oralen Nahrungsaufnahme, in 2 Fallen nicht (16,67%), in den beiden anderen
Fallen (16,67%) konnte diese Information retrospektiv nicht erhoben werden. Bei 9
Patienten (75%) erfolgte praoperativ aulRerdem eine Antibiotikagabe, in einem Fall
nicht (8,33%), in den beiden restlichen Fallen (16,67%) konnte die Information

retrospektiv nicht erhoben werden.

Gruppe (3) bestand aus 17 Proben (30,36% der Gesamtproben) von
Neugeborenen und Sauglingen, die 8 bis 163 Tage nach ihrer Geburt operiert
wurden. lhr Operationsgewicht betrug zwischen 1500 und 4000 Gramm. Bei 10
der Kinder (58,82%) handelte es sich um mannliche, bei 6 (35,29%) um weibliche
Neugeborene oder Sauglinge. Bei einem Neugeborenen (5,88%) wurde das
Geschlecht zunachst als intersexuell angegeben, spater wurde sie genetisch als
weiblich bestimmt. Die Entbindungsart war in 12 Fallen (70,59%) eine Sectio, in 4
Fallen (23,53%) erfolgte die Geburt spontan, einmal (5,88%) musste eine
Vakuumextraktion erfolgen. In 16 Fallen (94,12%) erfolgte praoperativ eine orale
Nahrungsaufnahme, nur in einem Fall (5,88%) wurde das Kind bis zur Operation

vollparenteral ernahrt. In allen Fallen kam es praoperativ zur Antibiotikagabe. Die
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Grunde fur eine Operation mit gleichzeitiger Appendektomie waren zahlreich, mit 6
Fallen (35,29%) am haufigsten auf Grund eines lleus (einmal bei Zustand nach
Gastroschisis). In zwei Fallen (11,76%) lag eine lleumperforation (einmal nach
nekrotisierender Enterocolitis) vor. Andere Operationsgrinde die jeweils in einem
Fall (5,88%) vorlagen umfassten einen Volvulus, eine Zwerchfellhernie, ein
Pancreas anulare mit Malrotation, eine nekrotisierende Enterocolitis (NEC), eine
Malrotation, ein Stomaprolaps nach Subileus, einmal ein multiples
Missbildungssyndrom, einmal Motilitatsstorung post Dunndarmatresie und einmal

eine Zwerchfellraffung bei gleichzeitig bestehender Leistenhernie.

Gruppe (4), die als Kontrollgruppe fungierte, bestand aus 16 Proben (28,57% der
Gesamtproben) von Kindern im Alter zwischen 5 und 10 Jahren. 10 dieser Kinder
(62,5%) waren weiblich, 6 (37,5%) waren mannlich. Die Indikationen zur Operation
waren in jeweils 6 Fallen (je 37,5%) eine Appendizitis acuta oder subacuta, in zwei
Fallen (12,5%) bestand der Verdacht einer Appendizitis katarrhalis, in einem Fall
(6,25%) wurde auf Grund eines chronisch rezidivierenden Unterbauchschmerz
rechts operiert. Bei einer Probe (6,25%) konnte der Grund fur die Operation
retrospektiv nicht ermittelt werden. In den anschlielenden histologischen
Befunden wurde funfmal (31,25%) die Diagnose einer Appendicopathia oxyurica
gestellt, zweimal (12,5%) ergab der Befund einen Kotstau der Appendix, in den
restlichen Fallen (56,25%) fehlte der histologische Befund.

In weiterer Folge wurden die Proben auch noch zusatzlich in vier Gruppen dem
OP-Tag entsprechend unterteilt, da sich Gruppen (2) und (3) vorwiegend im OP-
Gewicht unterschieden, es aber in beiden Gruppen Proben gab, die zeitnah nach
der Geburt beziehungsweise erst mehrere Wochen danach entnommen wurden.
Daher traf man zum besseren Verstandnis der Entwicklung des Mikrobioms diese
Unterteilung, in der die Proben aus Gruppe (2) und (3) neuen Gruppen zugeteilt
wurden. OP-Tag-Gruppe (1) bestand aus denselben Proben wie die zuvor
erwahnte Gruppe (1), da alle noch am ersten Lebenstag operiert wurden. OP-Tag-
Gruppe (2) bestand aus Proben von Appendices, die vor dem 28. Lebenstag
entnommen wurden, OP-Tag-Gruppe (3) aus Proben von Appendices die am oder
nach dem 28. Lebenstag entnommen worden sind. OP-Tag-Gruppe (4) stimmte
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wieder mit der zuvor genannten Gruppe (4) uberein. Tabelle 2 gibt einen
Uberblick.

OP-Tag-Gruppen Anzahl OP-Tag

OP-Tag-Gruppe (1) 11 od
OP-Tag-Gruppe (2) 13 <28d
OP-Tag-Gruppe (3) 16 >28d
OP-Tag-Gruppe (4) 16 5-10a

Tabelle 2: Ubersicht iiber OP-Tag-Gruppen

2.2 Mikrobiom Analyse

2.2.1 DNA Isolation und PCR Amplifikation

Die Appendixproben wurden in einem MagNA Lyser Instrument mittels MagNA
Lyser Green Beads (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)
homogenisiert und die bakterielle DNA mittels PowerLyzer® PowerSoil® DNA
Isolation Kits (Mo Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA) extrahiert. Die DNA-
Konzentration wurde zunachst mit einem Nanodrop ND 1000 Spektrophotometer
(Peqlab Biotechnology, Erlangen, Deutschland) bestimmt, anschliefend indem
man das Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) verwendete nochmals bestimmt und mittels eines Fluorometers (Synergy4,
BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) gemessen. Mit dem Rotor-Gene SYBR
Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde bakterielle 16S rRNA
amplifiziert indem man Fusionsprimer mit der fur den zu amplifizierenden Bereich
spezifischen Sequenz F27-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG und R357-
CTGCTGCCTYCCGTA verwendete. Eine fir die Proben spezifische Nucleotid-
Sequenz wurde auf Primer F27 eingeflgt, um die gleichzeitige Analyse mehrerer
Proben wahrend des Sequenzierens 2zu ermoglichen. Um etwaige
Kontaminationen bei Entnahme der Proben, deren Verarbeitung, Vorbereitung
oder wahrend der Analyse ebenfalls zu bestimmen wurden aus dem Rand des
Paraffins, das die Appendices der Gruppen (1) und (2) umgab, Proben
entnommen und ebenfalls sequenziert. Diese werden fortan als Leerwerte der

jeweiligen Gruppe bezeichnet.
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Far die PCR Amplifikation wurde fur jede Probe 25 pl einer PCR Losung
verwendet, bestehend aus 20 ng DNA pro Probe, 12,5 ul von 2 Rotor-Gene SYBR
Mastermix (Qiagen) und 1 pl Primer (25 uM von Vorwarts- und Ruckwartsprimern).
Beim Thermocycler erfolgte zunachst die Initialisierung mit Denaturierung bei 95°C
fur 5 Minuten, bei allen weiteren Zyklen erfolgte die Denaturierung mit 95°C fur 5
Sekunden. Danach folgten 50 Zyklen zur Primerhybridisierung und Elongation
zwischen 65°C und 55°C mit einer Reduktion der Temperatur um 1°C bei jedem
zweiten Zyklus. Die Schmelzkurve wurde von 55°C auf 95°C erhitzt, mit einer
Zunahme von 1°C alle 5 Sekunden. Im letzten Schritt wurden 25°C fur 5 Minuten

eingestellt.

Die PCR Produkte wurden auf einem 2% SeaKem ME Agarose-Gel (Cambrex,
Rockland, ME, USA) getrennt. Spezifische Banden (ca. 450 bp) wurden entfernt,
mittels des Qiagen Gelextraktions-Kit (Qiagen) gel-extrahiert und in 30 pl Aqua

dest. aufgeldst.

Die Konzentrationen von amplifizierter DNA wurden mittels Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay Kit (Life Technologies) bestimmt. Die Sequenzierung erfolgte durch
einen lon PGM Sequencer (Life Technologies) mittels lon Sequencing 400 Kit (Life

Technologies).

2.2.2 Sequenz-Analyse

Um Fehler in der Amplicon-Sequenzierung auszugleichen, wurde die Acacia Error
Correction (Acacia Fehlerkorrektur) angewendet. Acacia korrigiert Fehler nach der
Sequenzierung indem es alle Reads in gewissen Cluster zusammenfihrt, ihre
Unterschiede statistisch bestimmt und Sequenzierungsfehler, wie unterschiedlich
lange Homopolymere als Folge von Basen Insertionen oder Deletionen, korrigiert
(Bragg, Stone et al. 2012).

Ein Usearch Algorithmus wurde angewandt, um Chimaren zu entdecken, die
anschliefend vom Sequenz-File entfernt wurden. Das entstandene BAM-File, ein
Dateiformat zur Speicherung von Sequenzen, wurde in den QIIME (v1.8.0) 16S
Workflow (www.giime.org) eingebracht. QIIME steht dabei fur Quantitative Insights

Into Microbial Ecology. Die Sequenzen werden hierbei nach Ahnlichkeiten in
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Gruppen zusammengefasst, wobei eine 97%ige Ubereinstimmung als Schwelle
verwendet wird, was ungefahr der Spezies-Ebene entspricht (OTU picking script).
Fir jeden entstandenen Cluster von Sequenzen (Operational Taxonomic Unit,
OTU) wurde die reprasentierende Sequenz bestimmt und einer bekannten
Sequenz zugeordnet unter Benutzung des Ribosomal Database Project (RDP)
Classifiers (http://rdp.cme.msu.edu/) (assign taxonomy script). Anschlieend
wurden mit diversen Scripts OTU Tabellen erstellt, die Alpha-Diversitat (z.B. die
Anzahl an OTUs) und die Beta-Diversitat (z.B. interindividuelle Variabilitat)
berechnet und visualisiert (make_otu_tablescript, core diversity script).
Gruppenunterschiede wurden mittels ADONIS-Test bestimmt, wahrend die
Unterschiede der OTU Frequenzen durch den Kruskal-Test bestimmt wurden. Die
Sequenz-Analyse wurde durchgefihrt von Dr. Karl Kashofer, Institut fur Pathologie

der medizinischen Universitat Graz.
3 Ergebnisse

3.1 Uberblick iiber die Verteilung

Uber alle untersuchten Proben neonataler Appendices und der fiir die Gruppen (1)
und (2) bestimmten Leerwerte hinweg konnten insgesamt 19 verschiedene
Bakterienstamme und 2 unterschiedliche Archaeenstamme identifiziert werden,
wobei manche nur in kleinsten Mengen zu finden waren. Abbildung 1 gibt einen
ersten Uberblick Uber die Verteilung der Bakterienstamme zwischen den einzelnen
Proben beziehungsweise den vier Gruppen, wobei zu beachten ist, dass in den
ersten beiden Gruppen die zu den Proben jeweils korrespondierenden Leerwerte
neben ihrer Probe zu finden sind und diese Gruppen daher eine grolere Anzahl

an Balken aufweisen.
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Abbildung 1: Verteilung der Bakterien- und Archaeenstimme iiber alle Proben und Gruppen

Von allen hier genannten Stdmmen gab es allerdings nur finf, die zumindest in
einer Gruppe auf eine mittlere Verteilung von Uber 1% kamen. Dies waren die
Stdmme der Actinobakterien, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobakterien und die
nur in Gruppe (2) mit Uber einem Prozent vorkommenden Tenericutes. Alle
weiteren Ergebnisse werden sich daher vor allem auf die ersten vier hier

genannten Bakterienstdmme beziehen.

3.2 ADONIS-Test

Im durchgefuihrten ADONIS-Test (Tabelle 3) wurden die Proben anhand der zuvor
Gewicht, OP-Tag, Gewicht bei OP, der

definierten Gruppen, der Entbindungsart, den Grund fur die OP oder der oralen

eruierten Daten wie Geschlecht,

Nahrungsaufnahme in Kategorien eingeteilt und anschlielend statistische

Unterschiede innerhalb dieser Kategorien errechnet.
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Kategorie Determinationskoeffizient | p-Wert
Gruppe (1) zu Leerwerte_Gruppe (1) 0.0407 | 0.471
Gruppe (2) zu Leerwerte Gruppe (2) 0.10736| 0.012
Gruppen nach OP Tagen 0.34704| 0.001
Gruppen ohne Neutrophile 0.31914| 0.001
Geschlecht 0.00762| 0.811
Schwangerschaftswoche bei Entbindung 0.01404 0.87
Geburtsgewicht 0.01275| 0.906
OP-Gewicht 0.02263| 0.592
OP-Tag nach Geburt 0.09009| 0.004
Entbindungsart 0.03648| 0.148
Grund fiir OP 0.7435| 0.001
Orale Nahrungsaufnahme vor OP 0.10529| 0.002
Muttermilch 0.0466| 0.514

Tabelle 3: ADONIS-Test mit Determinationskoeffizienten und p-Wert

Es zeigte sich, dass sich Gruppe (1) statistisch nicht signifikant (p-Wert>0,47) von
den ebenfalls getesteten Leerwerten derselben Gruppe unterscheidet. Dies wird in
Abbildung 2 mit Hilfe einer PCoA (PrincipalCoordinates Analysis,
Hauptkomponentenanalyse) verdeutlicht, in der man sehen kann, dass die Cluster
der beiden Gruppen [Gruppe (1) und Leerwerte_Gruppe (1)] keine Unterschiede

zeigten, dass sie also dieselbe Verteilung an Bakterien aufweisen.
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PC3(6.04 %)

Abbildung 2: PCoA der Gruppe (1) [blau] zu Leerwert_Gruppe (1) [rot]

Im Gegensatz hierzu zeigte der Vergleich der Gruppe (2) mit den dazugehdrigen
Leerwerten statistisch signifikante Unterschiede (siehe Tabelle 3) In diesem Fall
zeigt die PCoA (Abbildung 3) zwei deutlich voneinander zu unterscheidende
Cluster; die Verteilung der Bakterien in diesen beiden Gruppen war demnach

unterschiedlich.
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{PC2 (8.89 %)

PCA1 (57.7 %)

Abbildung 3: PCoA Gruppe (2) [orange] zu Leerwert_Gruppe (2) [griin]

Der Vergleich der vier im Vorfeld definierten Gruppen (siehe Tabelle 1) wurde
durchgefuhrt, indem alle Proben, die histologisch Neutrophile aufwiesen nicht in
die Analyse inkludiert wurden, da dies einen Hinweis auf einen entzindlichen
Prozess liefert und das Ziel der Studie die Identifikation des Mikrobioms
entzindungsfreier neonataler Appendices war. Auch hier zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied (siehe Tabelle 3) zwischen den vier Gruppen, was in der
PCoA von Abbildung 4 verdeutlicht wird. Diese vier Gruppen unterschieden sich
demnach deutlich in der Verteilung der in ihnen enthaltenen bakteriellen Stamme

und daher in ihrem Mikrobiom.
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/PC2 (880 %)

PC1 (57.7 %)

Abbildung 4: PCoA Gruppen ohne Neutrophile: Gruppe (1) blau, Gruppe (2) orange, Gruppe (3) griin,
Gruppe (4) violett

Die zweite von uns getroffene Gruppengliederung nach OP-Tagen (siehe Tabelle
2) ergab im ADONIS-Test ebenfalls einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den vier Gruppen. Unterschiede wurden aufderdem bei Proben gezeigt,
bei denen es vor der Operation zu einer oralen Nahrungsaufnahme gekommen
war und bei den verschiedenen Grinden fur die Operation. Diesen Umstand kann
man sich aber leicht damit erklaren, dass die Grinde fur die Operationen eng mit
der Gruppeneinteilung zusammenhangen und daher kein kausaler
Zusammenhang mit der Verteilung der Bakterien anzunehmen ist. Operationen
auf Grund einer Gastroschisis beziehungsweise Omphalozele wurden zum
Beispiel ausschlieBlich in Gruppe (1) durchgeflhrt. Keine statistisch signifikanten
Unterschiede zeigten sich beim Geschlecht, bei der Schwangerschaftswoche zum
Zeitpunkt der Geburt, beim Geburtsgewicht, beim Operationsgewicht, bei der
Entbindungsart oder bei der praoperativen Zufuhr von Muttermilch (siehe Tabelle
3).
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3.3 Verteilung der wichtigsten Bakterien in den Gruppen

Die bakterielle Verteilung war bei allen Gruppen unterschiedlich. Die am
haufigsten vorkommenden Stamme waren Actinobakterien, Bacteroidetes,
Firmicutes und Proteobakterien, allerdings in sich standig anderten Haufigkeiten je
nach Gruppe. Abbildung 5 zeigt die Veranderung der Verteilungen Uber die vier
Gruppen, Tabelle 4 gibt die Mittelwerte der oben genannten vier hauptsachlich
vorkommenden bakteriellen Stdamme flr alle vier Gruppen an. Proteobakterien
waren in Gruppe (1) bis (3) der dominierende Stamm, in Gruppe (4) waren
Bacteroidetes die am haufigsten vorkommenden Bakterien. Es zeigte sich eine
stetige Abnahme der Proteobakterien von 91,09% in Gruppe (1) bis auf 10,47% in
Gruppe (4). Die Stamme Bacteroidetes und Firmicutes zeigten hingegen eine
stetige Zunahme. Die mittlere Verteilung des Stammes der Bacteroidetes nahm
vor allem von Gruppe (3) auf (4) massiv zu und erreichte in Gruppe (4) eine
mittlere Verteilung von 54,70%. Firmicutes steigerten ihren mittleren Anteil
hingegen kontinuierlich von Gruppe (1) (4,52%) bis Gruppe (4) (31,32%). Der
Stamm der Actinobakterien blieb Uber alle Gruppen gesehen immer in etwa auf

gleichem Niveau mit Schwankungen zwischen 1,89% und 6,77%.
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Abbildung 5: Verteilung der bakteriellen Stamme liber die vier Gruppen
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M_Gruppe (1) M_Gruppe (2) M_Gruppe (3) M_Gruppe (4)
Actinobakterien 0.0329 0.0375 0.0677 0.0189
Bacteroidetes 0.0101 0.0486 0.0822 0.5470
Firmicutes 0.0452 0.1942 0.1984 0.3132
Proteobakterien 0.9109 0.6715 0.6473 0.1047
Tabelle 4: Mittelwerte (M) der hauptsédchlich vorkommenden bakteriellen Stimme uber die vier
Gruppen

3.3.1 Verteilung der Bakterien in Gruppe (1)

Gruppe (1) bestand aus Proben von Appendices, die noch am ersten Lebenstag
entnommen worden sind, ohne praoperative orale Nahrungszufuhr (siehe Tabelle
1). Die am haufigsten vorkommenden Bakterien waren mit 91,09% jene vom
Stamm der Proteobakterien. Diese kamen in jeder der 11 Proben von Gruppe (1)
am haufigsten vor. Alle weiteren Bakterien nahmen einen bei weitem geringeren
Anteil ein. In absteigender Reihenfolge waren dies die Bakterien der Stdmme
Firmicutes (4,52%), Actinobakterien (3,29%) und Bacteroidetes (1,01%) (siehe
Tabelle 4).

3.3.2 Verteilung der Bakterien in Gruppe (2)

Gruppe (2) bestand aus Proben von Appendices von Frihgeborenen, die zum
Zeitpunkt der Entnahme ein Operationsgewicht von unter 1500 Gramm besalen
(siehe Tabelle 1). In 9 von 12 Proben war der Bakterienstamm mit dem grofiten
Anteil jener der Proteobakterien mit einem Uber die gesamte Gruppe gerechneten
durchschnittlichen Wert von 67,15%.In 2 der 12 Proben waren Firmicutes die
dominierenden Bakterien, Uber die gesamte Gruppe ergab sich flur Firmicutes ein
Mittelwert von 19,42%. Bacteroidetes (4,86%) und Actinobakterien (3,75%) waren
nur mit geringen Anteilen vorhanden (siehe Tabelle 4). Uberraschenderweise war
in einer der 12 Proben von Gruppe (2) der dominierende bakterielle Stamm jener
der Tenericutes. In dieser einen Probe hatte er einen Anteil von 47,89%, Uber die
gesamte Gruppe gerechnet ergab diesen eine mittlere Verteilung von 4,1%.
Allerdings kamen Tenericutes in kaum einer anderen Probe und wenn, dann nur in

geringsten Mengen vor.
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3.3.3 Verteilung der Bakterien in Gruppe (3)

Gruppe (3) bestand aus Proben von Appendices von Frih- und Neugeborenen
beziehungsweise Sauglingen, die zum Zeitpunkt der Entnahme ein
Operationsgewicht zwischen 1500 Gramm und 3900 Gramm besalden und fast
immer zuvor oral Nahrung aufgenommen hatten (siehe Tabelle 1). Auch hier
waren mit einem durchschnittlichen Anteil von 64,73% Proteobakterien die
dominierenden Bakterien. In 14 von 17 Proben waren sie die Bakterien mit dem
grofliten Anteil. In zwei Proben dominierte der Bakterienstamm Firmicutes, welcher
einen Durchschnittswert von 19,84% aufwies. Bacteroidetes (8,22%.) gefolgt von
Actinobakterien (6,77%) verdoppelten ihre Anteile im Vergleich zur Vorgruppe.

Letztere hatten in einer Probe (53,72%) den gréflten Anteil inne (siehe Tabelle 4).

3.3.4 Verteilung der Bakterien in Gruppe (4)

Gruppe (4) bestand aus Proben von Appendices, die Kindern im 5. bis 10.
Lebensjahr entnommen worden waren (siehe Tabelle 1). Hier zeigte sich eine
deutlich andere bakterielle Verteilung. Der Stamm der Bacteroidetes, der in den
anderen 3 Gruppen keine Mittelwerte Uber 9% gezeigt hatte, war in Gruppe (4) mit
durchschnittlich 54,7% der dominierende Stamm. In 13 von 16 Proben kam er am
haufigsten vor. In den anderen drei Proben dominierten Firmicutes, die
durchschnittlich 31,32% der Bakterien ausmachten. Gefolgt wurden diese zwei
Stamme von den Proteobakterien (10,47%) und den Actinobakterien (1,89%)

(siehe Tabelle 4).

3.3.5 Verteilung der Bakterien in den Leerwert-Gruppen

Die Leerwert-Proben der Gruppen (1) und (2) zeigten keine wesentlichen
Unterschiede, wie Abbildung 6 verdeutlicht. Proteobakterien waren die
hauptsachlich vorkommenden Bakterien mit einem Anteil von zirka 90%. Innerhalb
des Stammes der Proteobakterien waren es vor allem Bakterien der Ordnung
Pseudomonadales (50,46%-56,2%) und Burkholderiales (27,59%-33,49%), die
den Hauptanteil ausmachten. Dies sind Bakterien, die haufig als Verunreinigung
bei Mikrobiom-Analysen zu finden sind und in den Leewerten, die als Kontrolle

einer moglichen Kontamination der Proben bestimmt wurden, erwartet wurden.
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Abbildung 6: Bakterielle Verteilung in den Leerwerten der Gruppe (1) und (2)

Wie bereits erwahnt, ahnelte sich die bakterielle Verteilung der Gruppe (1) und der

Leerwerte der Gruppe (1) sehr; die bakterielle Verteilung zwischen der Gruppe (2)

und der dazugehdrigen Leerwerte wies allerdings deutliche Unterschiede auf.

Dieser Umstand wird in Abbildung 7 noch einmal verdeutlicht, in der man den

Verlauf der bakteriellen Verteilung Uber alle vier Standardgruppen und deren

korrespondierenden Leerwert-Gruppen sieht.
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Abbildung 7: Bakterielle Verteilung liber alle Gruppen und Leerwerte
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3.4 Anderung der bakteriellen Verteilung

Die vier am haufigsten vorkommenden bakteriellen Stamme zeigten
unterschiedliche Verlaufe was ihre Anteile in den Gruppen und damit auch im
zeitlichen Verlauf angeht. Im folgenden Abschnitt werden diese zeitlichen Verlaufe

anhand der vier oben erwahnten Bakterien gezeigt.

3.4.1 Verteilung der Proteobakterien

Die Haufigkeit von Proteobakterien nahm von Gruppe (1) bis Gruppe (4)
kontinuierlich ab. Der durchschnittliche Anteil an Proteobakterien betrug in Gruppe
(1) 91,09%, wobei die Werte von 77,9% bis 96,68% reichten und sich die
Mehrzahl der Werte um den Median sammelten. In den Gruppen (2) und (3) zeigte
dieser Bakterienstamm allerdings grofere Schwankungen in den einzelnen
Proben. In Gruppe (2) zum Beispiel zeigten sich Werte zwischen 7,55% und
96,25% und eine groflere Streuung um den Median als noch in Gruppe (1). In
Gruppe (4) sank die mittlere Verteilung auf 10,47%, die Mehrzahl der Werte war
wieder um den Median zu finden. Eine Ubersicht Uber die Verteilung der

Proteobakterien Uber alle Gruppen zeigen Abbildung 8 und Tabelle 5.
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Abbildung 8: Boxplot der Proteobakterien iiber alle Gruppen
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Proteobakterien 3. Quartil Max Min 1. Quartil | Median Mean

Gruppe (1) 0.9478 0.9668 0.7790 0.9126 0.9270 0.9109
Gruppe (2) 0.8659 0.9625 0.0755 0.5224 0.7456 0.6715
Gruppe (3) 0.8319 0.8850 0.1492 0.5713 0.6848 0.6473
Gruppe (4) 0.1568 0.2580 0.0109 0.0631 0.0882 0.1047

Tabelle 5: Verteilung der Proteobakterien liber alle Gruppen

3.4.2 Verteilung der Bacteroidetes

Der Stamm der Bacteroidetes, der in den ersten Gruppen kaum zu finden war, war
in Gruppe (4) mit einem durchschnittlichen Wert von 54,7% der dominante
Bakterienstamm. Er wies hier aber in den einzelnen Proben deutliche
Schwankungen auf. In manchen Proben war er auch hier kaum zu finden
(Minimalwert bei 0,08%), in anderen stellte er mit 84% die deutliche Mehrheit. In
Gruppen (1) bis (3) hielten Bacteroidetes nur einen durchschnittlichen Anteil von
1,01% bis 8,22%. In Gruppen (2) und (3) fand man Schwankungen nach oben,
sodass der Mittelwert dieser Gruppen nicht die tatsachliche mittlere Verteilung
angab und die Mediane (1,58% bis 2,97%), um die es eine geringe Streuung der
restlichen Werte gab, den tatsachlich vorliegenden Anteil besser angaben. Eine
Ubersicht (iber die Verteilung der Bacteroidetes Uber alle Gruppen zeigen
Abbildung 9 und Tabelle 6.
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Abbildung 9: Boxplot der Bacteroidetes liber alle Gruppen
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Bacteroidetes 3. Quartil Max Min 1. Quartil | Median Mean

Gruppe (1) 0.0140 0.0291 0.0000 0.0020 0.0096 0.0101
Gruppe (2) 0.0193 0.4035 0.0006 0.0084 0.0158 0.0486
Gruppe (3) 0.0990 0.3809 0.0004 0.0125 0.0297 0.0822
Gruppe (4) 0.6795 0.8400 0.0008 0.4936 0.6181 0.5470

Tabelle 6: Verteilung der Bacteroidetes liber alle Gruppen

3.4.3 Verteilung der Firmicutes

Firmicutes zeigten im Gegensatz zu den Bacteroidetes eine kontinuierlichere
Steigerung ihres prozentuellen Anteils Uber die vier Gruppen hinweg. Waren sie in
Gruppe (1) mit einem durchschnittichen Anteil von 4,52% und geringer
Schwankung der einzelnen Anteile in den Proben noch kaum vorhanden, steigerte
sich ihr Anteil von Gruppe zu Gruppe, sodass sie in Gruppe (4) eine mittlere
Verteilung von 31,32% ausmachten und damit in der letzten Gruppe den
zweithaufigsten Bakterienstamm reprasentierten. Auch in den restlichen drei
Gruppen waren die Firmicutes hinter den Proteobakterien die am zweithaufigsten
vorkommenden Bakterien. Besonders der Bakterienstamm der Firmicutes zeigte in
den Gruppe (2) bis (4) groRe Schwankungen, vor allem nach oben: In 7 der 56
Proben waren Firmicutes der dominierende bakterielle Stamm. Durch den in
wenigen Proben mit bis zu 92,6% weit Uber den Durchschnitt liegenden Anteil kam
es zu einer Verschiebung des Mittelwerts nach oben, sodass auch in den Gruppen
(2) bis (4) der Median (10,16% bis 22,12%) die tatsachliche mittlere Verteilung der
Firmicutes Uber die 4 Gruppen besser angab. Gruppe (2) zeigte die groRte
Streuung um den Median. Eine Ubersicht (iber die Verteilung der Firmicutes Uiber

alle Gruppen zeigen Abbildung 10 und Tabelle 7.
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Abbildung 10: Boxplot der Firmicutes liber alle Gruppen
Firmicutes 3. Quartil Max Min 1. Quartil | Median Mean
Gruppe (1) 0.0436 0.1223 0.0118 0.0257 0.0380 0.0452
Gruppe (2) 0.3430 0.5302 0.0316 0.0362 0.1126 0.1942
Gruppe (3) 0.2170 0.8426 0.0022 0.0549 0.1016 0.1984
Gruppe (4) 0.3014 0.9260 0.0573 0.1415 0.2212 0.3132

Tabelle 7: Verteilung der Firmicutes liber alle Gruppen

3.4.4 Verteilung der Actinobakterien

Der Bakterienstamm der Actinobakterien war Uber alle 4 Gruppen gesehen am
konstantesten. Die mittlere Verteilung an Actinobakterien schwankte nur
geringfugig. Betrug diese in Gruppe (1) 3,29%, so steigerte sie sich bis Gruppe (3)
auf 6,77%. In Gruppe (4) war ihre mittlere Verteilung mit 1,8% am geringsten, Uber
alle Gruppen gesehen =zeigten sich somit allerdings keine wesentlichen
Veranderungen. In den Gruppen (1), (2) und (4) zeigten sich zudem in den
einzelnen Proben keine groBen Schwankungen; alle Werte waren um den
jeweiligen Median konzentriert. Nur in Gruppe (3) fiel eine Probe auf, in der die
Actinobakterien mit 53,72% sogar den dominanten Bakterienstamm stellten und
somit auch den Mittelwert nach oben verschoben. Hier entspricht wieder der
Median der eigentlich vorherrschenden Verteilung. Eine Ubersicht (ber die

Verteilung der Firmicutes Uber alle Gruppen zeigen Abbildung 11 und Tabelle 8.
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Abbildung 11: Boxplot der Actinobakterien liber alle Gruppen
Actinobakterien 3. Quartil Max Min 1. Quartil | Median Mean
Gruppe (1) 0.0299 0.1214 0.0124 0.0153 0.0228 0.0329
Gruppe (2) 0.0543 0.0882 0.0044 0.0173 0.0269 0.0375
Gruppe (3) 0.0642 0.5372 0.0002 0.0260 0.0295 0.0677
Gruppe (4) 0.0335 0.0662 0.0010 0.0033 0.0045 0.0189

Tabelle 8: Verteilung der Actinobakterien iiber alle Gruppen

3.4.5 Verteilung der seltener vorkommenden Bakterien

Alle anderen, seltener vorkommenden Bakterienstamme wurden nur in manchen
Proben und dann auch nur mit geringsten Anteilen gefunden. Nur in einer Probe
war der Bakterienstamm der Tenericutes die Ausnahme und war hier mit 47,89%
sogar der dominante Stamm. In Gruppe (2) kamen die Tenericutes somit auf eine
mittlere Verteilung von 4,1%, ansonsten traten sie aber kaum in Erscheinung.
Kaum ein anderer bakterielle Stamm war in einer Gruppe mit Gber einem Prozent
vertreten. Der fur die Appendicitis interessante Stamm der Fusobakterien war
kaum vertreten. Er zeigte eine Steigerung seines mittleren Anteils von 0,51% in
Gruppe (2) bis 0,89% in Gruppe (4). In Gruppe (1) war er kaum messbar vertreten.
Nur in funf Proben erreichte er Anteile von Uber einem Prozent; sein Maximum mit

5,47% in einer Probe von Gruppe (2).
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4 Diskussion

4.1 Sterilitat der neonatalen Appendix

Eine der zuvor aufgestellten Thesen lautete, die neonatale Appendix musse auf
Grund des intrauterin nicht stattgefundenen Kontakts mit Bakterien steril sein.
Sterilitat eindeutig zu beweisen ist leider kaum mdoglich. In den Ergebnissen fiel
auf, dass die Gruppen (1) bis (3) von Bakterien des Stammes Proteobakterien
beherrscht wurden, wobei in diesem Stamm die Ordnungen der
Pseudomonadales und Burkholderiales dominierten. Diese werden haufig als
Verunreinigungen im Zuge von Mikrobiom-Analysen gefunden. Dies gibt den
ersten Hinweis darauf, dass die in den ersten Gruppen gefundenen Bakterien,
besonders jene der Proteobakterien, eher im Zuge von Verunreinigungen in die
Auswertung gekommen waren und nicht physiologisch in der neonatalen Appendix
zu finden sind. Um die Verunreinigung besser darstellen zu kénnen, wurden auch
Teile des Paraffins der Proben von Gruppe (1) und (2) analysiert und als
Leerwerte bezeichnet. Diese Leerwert-Gruppen zeigten untereinander kaum
Unterschiede, sie gaben daher sehr verlasslich die im Zuge der Vorbereitung und
Verarbeitung entstandene Verunreinigung der Proben an, wodurch die Anfertigung
einer Leerwert-Gruppe (3) als unnétig erachtet wurde. Auch in den Leerwert-
Gruppen zeigte sich in beiden Gruppen ein dominanter Proteobakterien-Stamm
mit den oben genannten Ordnungen im Vordergrund. Im statistischen Vergleich
von Gruppe (1), die die sterilste aller Gruppen darstellen sollte, da es noch am
ersten Lebenstag ohne Nahrungsaufnahme zur Operation gekommen war, mit der
Leerwert-Gruppe (1) zeigte sich kein statistischer relevanter Unterschied. Die
Gruppen zeigten demnach sehr ahnliche bakterielle Verteilungen. Die in Gruppe
(1) gefundenen Bakterien waren daher mit groBer Wahrscheinlichkeit die Folge
von Verunreinigungen und spiegelten nicht die physiologische Verteilung in der
neonatalen Appendix wider. Da die Verunreinigung einen so grof3en Anteil
ausmachte, kann angenommen werden, dass nicht nur der Anteil der restlichen
physiologisch vorkommenden Bakterien gering ist, sondern dass auch ihre
quantitative Anzahl sehr gering und die neonatale Appendix als steril anzunehmen

ist.
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4.2 Entwicklung des Mikrobioms in der neonatalen Appendix

Im Vergleich von Gruppe (2), in der FrUhgeborene operiert wurden, die zum Teil
schon Nahrung aufgenommen hatten, mit Leerwert-Gruppe (2) zeigte sich im
Gegensatz dazu ein statistisch signifikanter Unterschied. Auch hier waren immer
noch Pseudomonadales und Burkholderiales die dominierenden Bakterien und es
konnte davon ausgegangen werden, dass sowohl in Gruppe (2) als auch in
Gruppe (3) die Verunreinigung einen wesentlichen Anteil der gefundenen
Bakterien ausmachte. Dennoch zeigte der ADONIS-Test Unterschiede zwischen
der Leerwert-Gruppe und Gruppe (2). Dies war ein Hinweis darauf, dass sich das
Mikrobiom von Gruppe (1) und damit von der Geburt bis zu Gruppe (2) und (3)
weiterentwickelt hatte und differenzierter geworden war. Vor allem die Firmicutes
bekleideten in Gruppen (2) und (3) grélkere Anteile und schienen der erste Stamm
zu sein, der sich in der neonatalen Appendix nach der Geburt ansiedelt. Auch die
Ordnung der Bifidobacteriales vom Stamm der Actinobakterien zeigte hodhere
Anteile, was mit der Aufnahme von Muttermilch erklart werden kdnnte. Dass der
Anteil der als Verunreinigung zahlenden Bakterien von Gruppe (1) auf (2) abnahm,
in den korrespondierenden Leerwert-Gruppen aber fast gleich geblieben war,
zeigte, dass die Erhohung der Anteile der restlichen, wohl physiologisch
vorkommenden Bakterien nicht nur auf Grund geringerer Verunreinigung sondern
auf Grund einer physiologischen Entwicklung des Mikrobioms zu Stande kam und
dass sich die quantitative Anzahl an Bakterien ebenfalls zwischen den Gruppen

und daher im Laufe der Zeit erhohte.

Alle vier Gruppen zeigten im ADONIS-Test statistisch signifikante Unterschiede in
ihrer bakteriellen Verteilung, den grofiten Unterschied konnte man aber wie
erwartet in Gruppe (4) beobachten. Diese bestand aus Proben von Appendices
von Kindern zwischen dem 5. und 10. Lebensjahr. Mit einer deutlich erkennbaren
Entwicklung des Mikrobioms unter der Annahme, dass die neonatale Appendix
steril sei, war zu rechnen. In dieser letzten Gruppe dominierten die Bacteroidetes,
die in den anderen drei Gruppen kaum in Erscheinung getreten waren. Die sicher
auch in Gruppe (4) bestandene Verunreinigung spielte auf Grund der hohen
quantitativen Anzahl der physiologisch vorkommenden Bakterien im Gegensatz zu
Gruppen (1) bis (3) keine Rolle und veranderte das Ergebnis nicht. Der Anstieg
des Anteils an Bacteroidetes musste zu einem spateren Zeitpunkt erfolgen, als
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beispielsweise jener der Firmicutes, zu einem Zeitpunkt der durch die getroffene
Gruppeneinteilung nicht erfasst wurde. Zum Beispiel konnte die Beifugung von
Beikost einen wesentlichen Effekt auf die Entwicklung des Mikrobioms haben, was
aber bei sehr vielen Kindern erst nach der Entnahme der Appendix erfolgte. Der
Verlauf der bakteriellen Verteilung zeigte aber eine von den Geburt an stetige
Zunahme der Firmicutes, eine nach den ersten Monaten erfolgende starke
Zunahme an Bacteroidetes und eine stetige Abnahme an Proteobakterien, die zu
grolRen Teilen nur durch Verunreinigungen miterfasst wurden. Der Stamm der
Actinobakterien zeigte kaum Anderungen in seinen Anteilen, was etwas
verwunderlich ist, wenn man bedenkt, dass man durch die Aufnahme von
Milchprodukten einen grolderen Anstieg der Bifidobakterien und daher auch der

Actinobakterien erwartet hatte.

4.3 Entbindungsart hat keine Auswirkung auf das Mikrobiom der
Appendix

Vor der Durchfihrung der Studie nahm man an, dass die Entbindungsart einen
Einfluss auf die Entwicklung des Mikrobioms nehmen wurde. Dies begrundete
man mit dem im Zuge einer vaginalen Entbindung stattfindenden Kontakts mit der
matterlichen vaginalen Flora und dem im Rahmen einer Sectio weitgehend
fehlenden Kontakts mit eben jener bakteriellen Besiedelung.
Uberraschenderweise konnte im ADONIS-Test aber kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen diese beiden Gruppen gefunden werden. Es ist daher
davon auszugehen, dass die tief im Gastrointestinaltrakt gelegene, stark
konservierte Struktur der Appendix nicht durch die Entbindungsart beeinflusst
wird. Diese Beobachtung gilt allerdings nur fur die neonatale Appendix, andere
assoziierte Organe oder auch Anteile des Gastrointestinaltrakts kdnnten durchaus

Unterschiede aufweisen.

4.4 Mikrobiom der Appendix von Kindern

Das Mikrobiom der Appendix ist bislang noch kaum erforscht. Es gab zwar schon
einige Studien zum Thema neonatales, gastrointestinales Mikrobiom, diese
bezogen sich aber fast immer nur auf Feces und kaum auf operativ oder invasiv
entnommene Proben aus der Darmwand, wodurch meistens nur luminale, aber

keine mucosa-assozierten Bakterien erfasst worden waren. Zuvor durchgefihrte
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Mikrobiom-Analysen der Appendix wurden fast immer an infizierten Appendices
durchgefuhrt, die daraus resultierenden Ergebnisse waren daher fur die
physiologische Appendix nicht aussagekraftig. In den bisher durchgeflhrten
Analysen konnten bis zu 15 verschiedene Bakterienstamme gefunden werden,
wobei die Stamme Firmicutes, Proteobakterien, Bacteroidetes, Fusobakterien und
Actinobakterien die am haufigsten vorkommenden waren. Die grofdte
Konzentration hatten hierbei die Firmicutes und Proteobakterien (Zhong, Brower-
Sinning et al. 2014, Guinane, Tadrous et al. 2013). Auch in der hier
durchgefuhrten Studie konnten mit 21 Vertretern eine Vielzahl verschiedenster
Stamme gefunden werden und die Vielfaltigkeit des Mikrobioms der Appendix
unterstrichen werden, es zeigten sich allerdings andere bakterielle Verteilungen
als in den zuvor durchgefihrten Studien. Auch hier dominerten einige wenige
Stamme die gesamte Verteilung. In Gruppe (4), deren Proben von nicht
entzindlichen Appendices von Kindern zwischen dem 5. und 10. Lebensjahr
stammten und daher am ehesten mit den Ergebnissen der anderen Studien
vergleichbar waren, waren allerdings nicht Firmicutes die Bakterien mit der
gréliten Konzentration, sondern Bacteroidetes. Die in den Vorstudien an zweiter
Stelle stehenden Proteobakterien waren kaum noch vorhanden, Fusobakterien
kamen in kaum einer Gruppe vor. Dies kdnnte einerseits ein Hinweis darauf sein,
dass sich das Mikrobiom der Appendix von Kindern von jenem bei Erwachsenen
stark unterscheidet und andererseits, dass sich im Falle einer Appendicitis nicht
nur eine bakterielle Konzentration, sondern sich die gesamte bakterielle Verteilung
andert. Die in Gruppe (4) gefundene bakterielle Verteilung kdnnte, da es sich hier
um Proben nicht infizierter Appendices handelt, die bisher akkurateste Angabe

zum Mikrobiom der Appendix bei Kindern liefern.

4.5 Rolle der Fusobakterien fiir die Appendicitis

In mehreren Studien konnte eine vermehrte Konzentration an Fusobakterien in
infizierten Appendices festgestellt werden, die in den entzindungsfreien
Kontrollgruppen fehlten (Guinane, Tadrous et al. 2013, Zhong, Brower-Sinning et
al. 2014, Swidsinski, Dorffel et al. 2011). In der hier durchgefuhrten Studie konnten
Fusobakterien nur in den geringsten Konzentrationen in wenigen Proben
festgestellt werden, Uber die Gruppen gesehen hatten sie einen verschwindend
geringen Anteil. Da es sich hier um nicht infizierte Appendices handelte und es zu
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keiner erhohten Konzentration an Fusobakterien kommen sollte, deckt sich diese
Beobachtungen mit den Erkenntnissen der zuvor genannten Studien. Auf die
Frage ob sich Fusobakterien im Zuge der Entzindung erhdhen oder selbst der
Ausgangspunkt der Entziindung sind, kann die vorliegende Studie keine Antwort
geben. Den Verdacht eines Zusammenhangs dieser Bakterien mit der
Appendizitis konnten wir auf Grund der Abwesenheit dieses bakteriellen Stammes

in unseren entziindungsfreien Appendices allerdings bestatigen.

4.6 Weiterfiihrende Untersuchungen

Auf die Auswertung einer Leerwert-Gruppe (3) wurde verzichtet, da sich die
Leerwert-Gruppen (1) und (2) bereits kaum unterschieden und zu zweit bereits
eine Ubergeordnete Leerwert-Gruppe gebildet hatten, die flr die Analyse
ausreichend war.

Einige Fragen blieben im Zuge dieser Arbeit unbeantwortet. Zum genaueren
Verstandnis der Funktion und Entwicklung des Mikrobioms der Appendix ware die
Analyse der tieferliegenden Ordnungen der hier skizzierten bakteriellen Stamme
notig, was den Rahmen der Diplomarbeit allerdings uberstiegen hatte.
Diesbezlglich sei auf die in Kirze erscheinende Publikation von Singer et al.
verwiesen, in der noch genauer auf die Zusammensetzung der einzelnen
Bakterienkonzentration in den hier definierten Gruppen und deren Bedeutung auf
die Entwicklung eingegangen werden wird.

Weiterfuhrende Studien werden nétig sein, um die Forschung auf dem Gebiet des
Mikrobioms und insbesondere des neonatalen Mikrobioms fortzusetzen. Mit der
hier durchgeflihrten Studie konnte einer der ersten Schritte in diesem noch
relativen unerforschten Gebiet gemacht werden mit dessen Hilfe moglicherweise
in Zukunft neonatale oder padiatrische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts
besser verstanden und fur Arzt und Patient schonender behandelt werden

konnten.
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