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| Zusammenfassung (deutsch)

Die Rekonstruktion groBflachiger Defekte in der Mund-, Kiefer und Gesichtschirurgie bein-
haltet haufig den Transfer von extraoralem Gewebe in die Mundhdhle mittels mikrovasku-
larer Transplantation. Diese Studie untersuchte postoperative Veranderungen der mikro-
biellen Besiedlung nach derartigen Eingriffen sowie potenzielle Einflussfaktoren.

Bei 37 Patienten, die intraorale Rekonstruktionen mittels mikrovaskularer Transplantate er-
hielten, wurden préaoperativ sowie 1-3 bzw. 6-9 Tage postoperativ Abstriche von Donor-
und Empféangerregion enthommen, um sieben ausgewahlte Markerkeime mittels TagMan-
PCR zu quantifizieren. Die Markerkeime waren entweder Vertreter der normalen Mundflora
(Streptococcus mitis und Mycoplasma salivarium) oder waren mit postoperativen Infektio-
nen assoziiert (Enterococcus faecalis, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus und Acinetobacter baumannii). Um Einflussfaktoren auf die peri-
operative Besiedlung durch die detektierten Keime zu untersuchen, wurden zusétzlich pa-
tientenspezifische Faktoren (Alter, Geschlecht, BMI, ASA-Score, Tabakkonsum) sowie kli-
nische Daten (Antibiotikatherapie, Mundgesundheitsindizes, Hospitalisierungsdauer, post-
operative Mundtrockenheit, Entzindungszeichen) erfasst.

Die Ergebnisse zeigten, dass sich das Kolonisierungsmuster der untersuchten Keime auf
der Transplantatoberflache postoperativ der intraoralen Kolonisierung anpasste. Die Ge-
websunterschiede von Derma und Mukosa hatten einen eher geringen Einfluss auf die Ent-
wicklung einer postoperativen Dysbiose nach mikrochirurgischer Transplantation. Es wurde
postoperativ eine tendenzielle Vermehrung potenzieller Infektionserreger wie Enterobacte-
riaceae, E. faecalis und P. aeruginosabeobachtet, ohne dass dies direkt mit der Entstehung
von Wundinfektionen in Zusammenhang stand. Der Vertreter der gesunden Mundflora S.
mitis zeigte postoperativ eine signifikante Abnahme und wurde durch andere Bakterien, wie
z. B. M. salivarium (positive Selektion), verdrangt. Diese postoperativen dysbiotischen Ver-
anderungen schienen insbesondere durch die Verabreichung von Ampicillin/Sulbactam be-
gunstigt worden zu sein. Eine zurlickhaltende Haltung bei der langerfristigen Anwendung
von Standardantibiotika nach mikrochirurgischer Transplantation wird empfohlen. Dieser
Ansatz zielt darauf ab, Dysbiosen zu verhindern und die Selektion von resistenten, poten-

ziell infektionsrelevanten Spezies zu vermeiden.



Il Zusammenfassung (englisch)

The reconstruction of large defects in oral and maxillofacial surgery often involves the trans-
fer of dermal skin tissue into the oral cavity using microvascular transplantation. This study
investigated postoperative changes in microbial colonization after such procedures, as well
as potential influencing factors.

In 37 patients who underwent intraoral reconstructions using microvascular grafts, swabs
were taken from the donor and recipient regions preoperatively, as well as 1-3 and 6-9
days postoperatively, to quantify seven selected marker bacteria using TagMan PCR. The
marker bacteria were either representatives of the normal oral flora (Streptococcus mitis
and Mycoplasma salivarium) or were associated with postoperative infections (Enterococ-
cus faecalis, Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and
Acinetobacter baumannii). To investigate factors influencing the perioperative colonization
by the detected microorganisms, patient-specific factors (age, gender, BMI, ASA score, to-
bacco use) as well as clinical data (antibiotic therapy, oral health indices, length of hospi-
talization, postoperative oral dryness, and signs of inflammation) were also recorded.

The results showed that the colonization pattern of the examined microorganisms on the
graft surface postoperatively adapted to the intraoral colonization. The tissue differences
between dermis and mucosa had a relatively minor influence on the development of post-
operative dysbiosis after microsurgical transplantation. A postoperative increase in potential
infection-causing pathogens such as Enterobacteriaceae, E. faecalis, and P. aeruginosa
was observed, although this was not directly linked to the development of wound infections.
The representative of the healthy oral flora, S. mitis, showed a significant postoperative
decrease and was displaced by other bacteria, such as M. salivarium (positive selection).
These postoperative dysbiotic changes appeared to be particularly promoted by the admin-
istration of ampicillin/sulbactam. A cautious approach to the long-term use of standard an-
tibiotics following microsurgical transplantation is recommended. This approach aims to

prevent dysbiosis and avoid the selection of resistant, potentially infection-relevant species.
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1 Einleitung
1.1 Orale postoperative Dysbiosen

Im Rahmen chirurgischer Therapien im mund-, kiefer- und gesichtschirurgischen Bereich
ergeben sich oftmals groBflachige Gewebsdefekte, welche mit schweren Funktionsverlus-
ten einhergehen und kosmetisch entstellende und stigmatisierende Auswirkungen haben
kénnen (2—6). Wenn ein primarer Wundverschluss nicht mdglich ist, haben sich fir die plas-
tische Deckung solcher Defekte mikrovaskuldr gestielte Transplantate etabliert (3, 4, 7-9).
Die Literatur lieferte bislang nur begrenzt Aufschluss Uber perioperative Veranderungen der
mikrobiellen Besiedlung des Transplantates sowie des Mundraumes nach intraoralen mik-
rovaskuldren Transplantationen.

Es wurde durch Meyer-Liickel et al. und Xinyi et al. beschrieben, dass Anderungen ver-
schiedener Faktoren des oralen Milieus, wie eine verédnderte Nahrstoffverfligbarkeit, Sauer-
stoffkonzentration, Wirtsantwort oder ein veranderter pH-Wert, zu einer Dysbiose durch die
Vermehrung opportunistischer Keime fihren konnten (10, 11). Auch stark invasive Eingriffe
wie mikrovaskulédre Transplantationen im Mundraum gehen mit schwerwiegenden Ande-
rungen des oralen Milieus einher: Faktoren wie eine schwellungs- oder schmerzbedingte
erschwerte Mundhygiene (12), eine langerfristige Hospitalisierung (13), die Anwendung an-
timikrobieller MundspUlungen (14), postoperative Antibiosen (15), mégliche postoperative
Xerostomien (16) sowie der Transfer von extraoralem Gewebe in den Mund (17) machen
eine Stérung der homdostatischen Balance zwischen dem Wirt und der oralen Mikroflora
wahrscheinlich. Von den Arbeitsgruppen Durand et al. und Eckert et al. wurde zudem be-
schrieben, dass Wundinfektionen nach oralen mikrovaskuldren Transplantationen oftmals
durch Erreger ausgeldst wurden, die nicht Gblicherweise Teil der gesunden Mundflora sind
(18, 19). Die Frage, inwiefern sich normalerweise ortsfremde Erreger wie Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Streptococ-
cus pyogenes und Staphylococcus aureus unter bestimmten Bedingungen in der Mund-
héhle ansiedeln und vermehren kdnnen, ist schon seit Anfang der Jahrtausendwende Ge-
genstand intensiver Forschung (20—-22).

Tranberg et al. publizierten, dass sich allein schon der Zustand der Hospitalisierung auf die
orale Keimbesiedlung auswirken konnte: Das oropharyngeale Mikrobiom wurde bei langer-
fristigen Klinikaufenthalten gestdrt und war insbesondere durch das Auftreten von Darm-
bakterien wie E. faecalis und Enterococcus faecium, sowie verschiedenen Vertretern der
Enterobacteriaceae gekennzeichnet (13). Es gab zudem starke Uberschneidungen zwi-

schen der Prasenz typischer Infektionserreger nach mikrovaskuldren Transplantationen



und klassischen nosokomialen Keimen: RegelmaBig in der Literatur genannte Erreger no-
sokomialer Infektionen wie S. aureus, A. baumannii, P. aeruginosa sowie verschiedene
Vertreter der Enterobacteriaceae (23-25) wurden zugleich auch haufig mit Infektionen nach
mikrovaskulédren Transplantationen in Verbindung gebracht (18, 19, 26-28). Doch nicht nur
die Dauer der Hospitalisierung, sondern auch der Schweregrad einer Erkrankung schien
einen Einfluss auf die orale Keimbesiedlung zu haben: So wurde bereits in den Sechziger-
jahren durch Johanson et al. gezeigt, dass der Schweregrad von Erkrankungen positiv mit
der pharyngealen Kolonisation gramnegativer Bazillen korrelierte (29).

Wahrend einerseits orale Tumorerkrankungen starke Einflisse auf die orale Keimbesied-
lung zeigten (30-34), konnten andererseits auch Tumorexzisionen das orale Mikrobiom
langfristig verandern. Chan et al. untersuchten das perioperative Mikrobiom oraler Spulpro-
ben mittels Next-Generation Sequencing und beobachteten sechs Monate postoperativ
eine Abnahme einiger parodontopathogener Genera, wie Fusobacterium, Capnocyto-
phaga, Pophyromonas, Leptotrichia, Aggregatibacter und Treponema, wahrend die Kom-
mensalen der Mundflora, Streptococcus und Rothia, zunahmen (35).

Weiterhin lieferte die Literatur Hinweise, dass sich Faktoren der Mundhygiene bzw. der
dentalen und parodontalen Gesundheit auf die Entstehung postoperativer Infektionen im
Mundraum auswirken konnten. Eine Studie von Sato et al. zeigte, dass eine professionelle
Zahnreinigung und Mundhygieneanweisung das Risiko von Wundinfektionen nach der
Exzision von oralen Plattenepithelkarzinomen signifikant reduzierten (36), und Usubuchi et
al. publizierten, dass eine praoperative zahnérztliche Behandlung im Sinne einer Zahn-
steinentfernung sowie die Behandlung tiefer kariéser Lasionen und schwerer Parodontitis
das Risiko einer postoperativen Infektion nach mikrovaskularen Transplantaten im Kopf-
Hals-Bereich senkte (37).

Auch die Oberflachenbeschaffenheit der oralen Epithelien scheint einen Einfluss auf die
mikrobielle Besiedlung zu haben: Kageyama et al. untersuchten mittels 16S rDNA-Sequen-
zierung und qPCR-Analyse das Mikrobiom stimulierter Speichelproben bei Patienten mit
Tumorresektionen im Zungenbereich und fanden eine signifikante postoperative Abnahme
solcher Keime, die als pradominante Bewohner des Zungenriickens gelten (Streptococcus
salivarius, Prevotella melaninogenica, Prevotella histicola und Actinomyces spp.). Dagegen
nahmen dentale Plaquebakterien, wie Lautropia mirabilis, Neisseria flava, Streptococcus
sanguinis und Fusobacterium nucleatum, signifikant zu. Die Autoren diskutierten, dass sich
das Speichelmikrobiom im Rahmen der durch die Tumorresektion bedingten Reduzierung
der Zungenoberflache offensichtlich zugunsten plaqueassoziierter Keime verschob. Aller-
dings wurde von den Autoren insgesamt keine schwerwiegende postoperative Dysbiose

durch UbermaBiges Wachstum normalerweise ortsfremder Pathogene beobachtet, sondern



eher eine mikrobielle Verschiebung zugunsten auch sonst residenter Bewohner der Mund-
flora. Lediglich zwei der in die Studie eingeschlossenen Patienten erhielten eine Defektre-
konstruktion mittels mikrovaskularer Transplantation. Die Autoren wiesen auf die Notwen-
digkeit weiterfihrender Forschung in gréBeren Stichprobenzahlen hin, um den Effekt mik-
rovaskuldrer Transplantate auf die orale Keimbesiedlung zu untersuchen. Ein Einfluss der
kutanen Haut auf die Keimbesiedlung sei naheliegend, da sie von der oralen Schleimhaut
in ihrer epithelialen Beschaffenheit abweicht (38).

1.2 Transplantationen im kieferchirurgischen Bereich
1.2.1 Gewebsdefekte im Kopf-Hals-Bereich

GroBflachige Gewebsdefekte im Kopf- und Halsbereich kénnen mit Dysfunktionen des
Schluckvorgangs, des Kauens, des Sprechens und der Atmung einhergehen. Oftmals sind
auch kosmetisch entstellende und stigmatisierende Auswirkungen die Folge (2—6). Mikro-
vaskulare Transplantate haben sich als Goldstandard zur Deckung und funktionalen Reha-
bilitation solcher groBen Gewebsdefekte im Kopf-Halsbereich etabliert (3-5, 7, 9, 39, 40).
Die Grinde fur groBflachige Defekte im Kopf-Halsbereich kénnen vielféltig sein, wobei am
haufigsten Tumorexzisionen urséchlich sind. Weitere Griinde kénnen die chirurgische Ex-
kochleation von Osteomyelitiden oder Osteoradionekrosen, Traumata oder ausgepragte
Unterkieferatrophien sein (41). Auch in der Padiatrie werden in seltenen Féllen mikrovas-
kulare Transplantate genutzt. Griinde hierflir kdnnen kongenitale faziale Anomalien wie bei-
spielsweise Lippen-Kiefer-Gaumenspalten sein (42).

Tumoren der Mundhdhle stellen die haufigste Indikation fur intraorale mikrovaskulare
Transplantationen zur Defektdeckung dar (43). Der Mund- und Rachenraum ist weltweit die
sechsthaufigste Tumorlokalisation (44). Tumorerkrankungen im Mundraum umfassen eine
heterogene Gruppe von Tumoren, unter denen Plattenepithelkarzinome (87% bis 90%) mit
Abstand am haufigsten auftreten, gefolgt von Adenokarzinomen (3%) (44, 45).

Die Atiologie von Tumoren der Mundhéhle ist multifaktoriell: Rauchen und Alkoholkonsum
zeigten einen synergistischen Effekt auf die Entstehung von Krebserkrankungen in Mund,
Rachen, Kehlkopf und Speiseréhre (46). Bereits in den Achtzigerjahren wurde durch Blot
et al. gezeigt, dass das Risiko einer Krebserkrankung im Mundraum bei starkem Rauchen
in Kombination mit GbermaBigem Alkoholkonsum um das 35-fache ansteigt. Das Risiko
steigt somit eher multiplikativ als additiv, wenn beide Risikofaktoren vorliegen (47). Manner
erkranken aufgrund einer héheren Exposition von Risikofaktoren 1,5-fach haufiger und zwei
bis drei Jahre friher als Frauen (45, 48). Laut Wienecke et al. unterschied sich die Wirkung

verschiedener Risikofaktoren lokalisationsabhangig: Die chronische Infektion mit humanen



Papillomaviren (HPV) beglinstigte insbesondere die Entstehung von Tumoren des Zungen-
grundes, des oberen Rachenabschnitts und der Rachenmandeln. Lippentumoren wurden
durch starke Sonneneinstrahlung beglnstigt und Tumoren der Nasopharynx durch berufli-
che Exposition gegentber bestimmten Chemikalien und Holzstduben (49). Als weitere Ur-
sachen fiUr die Entstehung von oralen Krebsarten wurden ungesunde Ernahrungsweisen,
zu wenig Bewegung, geringes Einkommen und soziale Benachteiligung beschrieben, die
mit weniger Zugang zu gesundheitlichen Dienstleistungen und gesundheitlicher Aufklarung
einhergehen (46).

1.2.2 Transplantationsformen

Unter einer Transplantation versteht man die Verpflanzung von Gewebe, um Defekte auf-
zuftllen und dadurch Form und Funktion des zu rekonstruierenden Areals zu verbessern.
Ziel ist dabei das Einwachsen sowie die Funktionsiibernahme des transplantieren Gewebes
in der Empfangerregion. Dabei wird immer angestrebt, fehlendes durch gleichartiges Ge-
webe zu ersetzen (also Schleimhaut durch Schleimhaut oder Haut durch Haut), was jedoch
insbesondere bei groBen Schleimhautdefekten nicht immer realisierbar ist (50).

Man unterscheidet zwischen allogenen Transplantaten (Transplantat von anderem Orga-
nismus der gleichen Spezies), xenogenen Transplantaten (artfremdes Transplantat von
einer anderen Spezies; z. B. tierisches Kollagen, Knochen oder Hyaluronsaure), alloplas-
tischen Transplantaten (synthetische Materialien, z. B. Keramiken oder Titanimplantate),
sowie autogenen Transplantaten (kérpereigenes Gewebe wird an eine andere Korperre-
gion Ubertragen). Die in der vorliegenden Studie genutzten Transplantate waren aus-
schlieBlich autogen. Da Spender und Empfénger des Transplantates hierbei identisch wa-
ren, sollte bei dieser sehr zuverlassigen Transplantationsform eine AbstoBungsreaktion
ausbleiben (50).

Es werden grundsatzlich drei verschiedene Methoden der Transplantation unterschieden:
Bei der freien Transplantation wird das Gewebe vollstadndig aus dem Gewebeverbund
gelést und in der Empfangerregion neu eingebettet. Die Erndhrung eines freien Transplan-
tats erfolgt bis zu dessen Revitalisierung (EinsprieBen von BlutgefaBen) ausschlieBlich
durch Diffusion durch das umliegende Gewebe. Bei der gestielten Transplantation behalt
das Transplantat (iber einen Stiel Kontakt zur Empfangerregion. Uber den Stiel kénnen zu-
und abflihrende GeféBe Uberbrickt werden. Die dritte Methode der Transplantation ist die
in der hiesigen Studie ausschlieBlich untersuchte mikrovaskulare Transplantation, wel-
che im folgenden Kapitel 1.2.3 detailliert beschrieben wird (50).



1.2.3 Mikrovaskulare Transplantationen

Bei der mikrovaskularen Transplantation erfolgt die Verpflanzung des Transplantats mit er-
nahrendem BlutgefaBsystem. Arterie, Vene und zwischengeschaltetes Kapillarbett werden
mitsamt dem Transplantat aus der Donorregion (Entnahmestelle des Transplantats) ent-
nommen und nach der Verpflanzung an ortsstandige GeféaBe mittels mikrochirurgischer
Technik angeschlossen, sodass die Durchblutung des Transplantats gewahrleistet ist (50).
Wichtige Voraussetzungen fir mikrovaskuldre Transplantate sind definierte und konstante
anatomische Gegebenheiten im Bereich der Donorregion, kaliberstarke und unversehrte
BlutgefaBe mit méglichst variantenarmem Verlauf, sowie eine geringstmdgliche Morbiditat
der Donorregion (51).

Die das Transplantat versorgenden Gefal3e werden bei der Transplantation mittels Gefafi-
anastomose an ein groBes Halsgefal angeschlossen. Die GefaBenden werden vor Anasto-
mosierung mit Heparin-Kochsalz-Lésung gespiilt, um mdgliche residuale Blutreste zu ent-
fernen (51). Nach Verlegung des GefaBstiels durch einen Hauttunnel in die Regio sub-
mandibularis kann die Anastomose an das Halsgefafl erfolgen. Haufig wird hierbei die Ar-
teria facialis gewahlt (40). Méglich sind dabei End-zu-End-Anastomosen, bei denen Gefal3e
mit &hnlichen Lumina an den Enden vereint werden. Alternativ kdnnen End-zu-Seit-Anasto-
mosen gewahlt werden, wenn die zu verbindenden GeféaBe stark differierende Durchmes-
ser aufweisen oder wenn die Funktionalitat einer funktionellen Endarterie erhalten werden
muss. Die Stumpfenden werden mit GefaBapproximatorklemmen spannungsfrei angena-
hert und kdnnen mit monofilem, nicht resorbierbarem Nylon-Faden der Starke 9-0 bis 11-0
mit Einzelknopfnéhten oder fortlaufender GefaBnaht vernaht werden (51).

Nachdem 1959 erstmals ein mikrovaskular gestieltes Transplantat zur Defektdeckung im
Kopf-Hals-Bereich eingesetzt wurde (52), gilt diese Art der Defektdeckung auch heute noch
als Goldstandard bei groBen Defekten im Kopf-Hals Bereich (53). Seit der routinemaBigen
Nutzung mikrovaskularer Transplantate in den spaten 1980er Jahren wurden Uber 20 ver-
schiedene Transplantate aus unterschiedlichen Donorregionen beschrieben, aus denen in-
dikationsspezifisch ausgewahlt werden kann (54, 55).

Zur Weichgewebsrekonstruktion oberflachlicher Defekte werden faszio- und septokutane
Transplantate verwendet. Beispiele fir faszio- und septokutane Transplantate sind der An-
terolateral Thigh (ALT)-Flap, das Ulnaristransplantat, das Skapula-Paraskapula-Weichge-
webstransplantat und das septokutane Oberarmtransplantat (51, 54). Das haufigste Trans-
plantat im Kopf- und Halsbereich ist das fasziokutane Radialistransplantat. Es wird durch
die Arteria brachialis versorgt, die sich in Arteria radialis und Arteria ulnaris aufteilt. Wird
das Transplantat zur Defektdeckung in der Mundhdhle bzw. im Pharynx eingesetzt, wird
dabei Schleimhaut durch dermale Haut ersetzt (40, 50, 51, 54, 56).
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Fir Defekte mit groBer Tiefenausdehnung kénnen muskulokutane Transplantate wie das
Latissimus-dorsi-Transplantat oder das Rectus-abdominis-Transplantat genutzt werden
(51, 54).

Zur knéchernen Rekonstruktion im Kieferbereich werden am haufigsten Fibulatransplan-
tate, Beckenkammtransplantate oder osteokutane Skapulatransplantate gewahlt (5). Fibu-
latransplantate sind insbesondere fir groBe Knochendefekte geeignet und ermdglichen
eine vollstdndige Unterkieferrekonstruktion sowie eine dentale Rehabilitation mit Implanta-
ten (5, 43, 51, 54).

1.2.4 Komplikationen nach mikrovaskularen Transplantationen

Mikrovaskulare Transplantationen haben Erfolgsraten von bis zu 95%. Dennoch kommt es
immer wieder zu postoperativen Komplikationen (3, 4). Die Komplikationsraten von mikro-
vaskularen Transplantationen im Kopf-Hals-Bereich liegen bei 10 bis 24%, wobei komplette
Transplantatverluste selten vorkommen (5-8%) (39, 43, 56).

Vaskulare (insbesondere vendse) Thrombosen im Bereich des Transplantats sind der
Hauptgrund fr totale oder partielle Transplantatverluste (3, 57). Arterielle thrombotische
Komplikationen kénnen erkannt werden durch Temperatur-, Spannungs- und Durchblu-
tungsverlust (bleiche Haut) des Transplantats. Venése thrombotische Geschehen bewirken
dagegen eine Stauung der Blutversorgung im Transplantat, die mit Odemen, Petechien und
weitergehend einer VergréBerung und Zyanose des Gewebes einhergehen kénnen (56).
Weitere Transplantatkomplikationen kénnen Nachblutungen, Hamatome oder Fistelgange
sein, die durch Stauungen der Speichelgdnge oder Nahtabszesse entstehen kénnen (4,
39, 56).

Da es sich bei Operationen im Oropharynx um sogenannte ,sauber-kontaminierte“ Opera-
tionsfelder handelt (58), ist das relative Risiko flr postoperative Wundinfektionen 6,4-fach
erhoht (59). In der Literatur wurden postoperative Infektionsraten nach Rekonstruktionen
im Kopf-Hals-Bereich von 13,3%- 40,6% beschrieben (2, 18, 60—62). Postoperative Infekti-
onen im kieferchirurgischen Bereich schienen insbesondere nach Tumoroperationen rele-
vant zu sein. Bartella et al. untersuchten in ihrer Studie Patienten, die sich aufgrund von
unterschiedlichen Primardiagnosen (Frakturen, Tumoren, orthognatischer Chirurgie, Lip-
pen-Kiefer-Gaumen-Spalten und Zysten) kieferchirurgischen Operationen unterzogen. Auf-
fallig war, dass die Patienten, die sich einer Tumoroperation unterzogen, in Bezug auf die
Entstehung postoperativer Wundinfektionen deutlich Uberreprésentiert waren gegentber
Patienten mit anderen Priméardiagnosen. Insgesamt entwickelten nur 16 der untersuchten
901 Patienten eine postoperative Infektion, davon fielen jedoch 15 auf die tumoroperierten
Patienten (28). Zur Vorbeugung von Infektionen durch Mundhéhlenkeime und aufgrund der



langen Operationszeit wird perioperativ eine breit angelegte antibiotische Prophylaxe ge-
meinhin als sinnvoll angesehen (51). Auch Wunddehiszenzen (ein Aufklaffen der Wundran-
der), die neben anderen Ursachen auch mit Wundinfektionen im Zusammenhang stehen
kénnen (63), sind regelmaBig auftretende Komplikationen nach mikrovaskularen Trans-
plantationen, die laut Bianchi et al. bzw. Pohlenz et al. zwischen 14 und 29% der Trans-
plantatkomplikationen ausmachten (7, 39).

Zudem sind Komplikationen der Donorregion méglich. Laut Chen et. al gaben 82% der Pa-
tienten nach Radialistransplantation voriibergehende Sensibilitatsstérungen im Bereich der
Donorregion an. Weitere mdégliche Komplikationen sind Schmerzen, Wunddehiszenzen,
Nekrosen oder intraoperative Sehnenfreilegung, welche die Morbiditat nach Radialistrans-
plantationen erhdhte (39, 43, 56). Systemische Komplikationen der Operation reichten von
Atembeschwerden, hypertensiven Krisen, Pneumonien bis zum Tod (39).

1.3 Mikrobielle Besiedlung im Operationsgebiet

Mikrovaskuléare Transplantationen finden simultan an zwei unterschiedlichen Operations-
gebieten statt: Einerseits liegt ein OP-Gebiet im dermalen Bereich vor (Donorregion), an-
dererseits eines im intraoralen Bereich (Empfangerregion).

Das dermale und das orale Mikrobiom unterscheiden sich grundlegend voneinander. Fol-
gendes Kapitel gibt einen Uberblick Giber die unterschiedlichen Mikrobiome.

1.3.1 Orales Mikrobiom

Das Mikrobiom der menschlichen Mundhdhle beinhaltet eine groBe Diversitat an tber 700
verschiedenen bakteriellen Spezies, Pilzen, Viren, Archaeen, Protozoen und anderen Mik-
roorganismen. Humaner Speichel enthalt 108 Organismen pro Milliliter (14, 64—66).

Die residente bakterielle Mundflora ist durch einige klassische Vertreter gekennzeichnet:
Typische aerobe Spezies sind apathogene Vertreter der Gattung Neisseria, die regelmaBig
in der gesunden Mundhdhle vorkommen. Fakultativ anaerobe Vertreter sind vergrinende
Streptokokken der Viridansgruppe, koagulasenegative Staphylokokken, Vertreter der Gat-
tung Gemella (65) und Corynebakterien. Als strickte Anaerobier kénnen Vertreter der Gat-
tung Veillonella (65), Fusobacterium und Peptostreptococcus, Vertreter der Bacteriodaceae
oder mikroaerophile Streptokokken Teil der residenten Mundflora sein (67). In geringer Zahl
finden sich auch Vertreter der transienten Mundflora. Zu diesen zahlen Mikrokokken, Ver-
treter der Enterobacteriaceae oder B-hamolysierende Streptokokken (67).

Das orale Mikrobiom wird durch zahlreiche Wirtsfaktoren, wie Alter, Ernahrungsweise, Ta-
bakkonsum, Mundhygiene, Antibiotikagaben oder Impfungen, beeinflusst (12). Zudem
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zeigte sich die Zusammensetzung der bakteriellen Besiedlung stark lokalisationsabhangig:
Da sich verschiedene Spezies aufgrund spezifischer Adhasin-Rezeptor-Bindungen bevor-
zugt auf bestimmten oralen Oberflachen ansiedeln, variieren die kolonisierenden Keimge-
meinschaften auf den verschiedenen Habitaten der Mundhéhle stark (14, 65). Spezies, die
laut Aas et al. ubiquitar im Mund- und Rachenraum nachgewiesen wurden, gehérten zu den
Genera Gemella, Granulicatella, Streptococcus und Veillonella (65). Auf Zunge und Wan-
genschleimhaut waren laut Ryan et al. Streptococcus spp. aufgrund ihrer spezifischen Ad-
hérenz pradominant. Auch gramnegative Diplokokken wie Neisseria und Moraxella wurden
haufig isoliert (66). Im Speichel und auf dem Zungenriicken fanden sich bevorzugt Veillo-
nella parvula und Prevotella melaninogenica, wobei Streptococcus mitis und Streptococcus
oralis signifikant seltener nachzuweisen waren (68). In supra- und subgingivaler Plaque
konnten héhere Konzentrationen an Actfinomyces spp. hachgewiesen werden als in den
restlichen intraoralen Arealen (68). Strickte Anaerobier und mikroaerophile Organismen der
Mundhéhle besiedelten insbesondere die Nischen der Zahnfleischtaschen sowie die Tiefen
der tonsillaren Krypten (67). Obwohl strickte Anaerobier in geringem MaBe auch als Teil
der gesunden Mundflora nachgewiesen wurden, sind sie stark mit der Entstehung von Ka-
ries und parodontalen Erkrankungen assoziiert (66).

Einige Bakterien sind in der Lage, sich positiv auf die Mundgesundheit auszuwirken und
pathogene Erreger durch Konkurrenz um Platzangebot und Nahrstoffe zu verdrangen. So
waren laut Jasberg et al. und Miyoshi et al. Gemella haemolysans und Bifidobakterien in
der Lage, den parodontalen Keim Porphyromonas gingivalis in seinem Wachstum zu hem-
men (69, 70). S. mitis wirkte sich antiinflammatorisch auf das intraorale Gewebe aus, indem
der Keim die IL-10- und PGE2-Sekretion steigerte, was die Immunreaktion von neutrophilen
Granulozyten hemmte (71).

Gerat das Mikrobiom der Mundhdhle aus dem Gleichgewicht, so kann dies im Zusammen-
hang mit zahlreichen Erkrankungen wie Karies, Parodontitis, Pilzerkrankungen, Tumorer-
krankungen oder Bakteridmien stehen (12, 72). So kénnen beispielsweise Streptokokken
der Viridans-Gruppe, die physiologisch in der Mundhdhle vorkommen, nach Trauma oder
Verletzung in die Blutbahn gelangen, die Herzklappen besiedeln und eine Endokarditis aus-
l6sen (66).

1.3.2 Dermales Mikrobiom

Wie die Mundflora variiert auch die Hautflora stark von Habitat zu Habitat: Generell werden
in dauerhaft feuchten Arealen (z. B. Axel- oder Leistengegend) oder in éligen Arealen (z. B.
Stirn, Hals oder Brust) eine gréBere Anzahl und Variabilitdt an Mikroorganismen gefunden

als in dauerhaft trockenen Hautarealen. Neben der verschiedenen Lokalisation spielen
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auch Alter und Geschlecht eine Rolle: Altere Menschen zeigten durchschnittlich héhere
Gesamtbakterienlasten als junge Menschen, und Manner héhere als Frauen (73).

Die duBere Haut beherbergt als residente Flora ca. 1000 Keime pro cm?. Typische Vertre-
ter der aeroben Hautflora sind laut GroB et al. und Christensen et al. apathogene Mykobak-
terien, welche insbesondere in Arealen der vermehrten Schwei3- und Talkproduktion zu
finden sind. Fakultativ anaerobe Vertreter sind koagulasenegative Staphylokokken und
Mikrokokken, sowie apathogene Corynebakterien. Als strickte Anaerobier kénnen Propio-
nibakterien, Clostridien und Bacteriodes spp. vorkommen (67, 74).

Als haufigster Vertreter der gesunden Hautflora wurde Staphylococcus epidermidis be-
schrieben, welcher laut Cogen et al. Giber 90% der dermalen Flora ausmacht (75). Der Keim
war laut Christensen et al. in der Lage, das Wachstum potenzieller Pathogene wie S. aureus
und koagulasenegativer Staphylokokken, welche in Infektionsprozesse involviert sein kon-
nen, durch antimikrobielle Substanzen zu hemmen (74). Ein weiterer Keim, welcher regel-
manig als Teil der gesunden Hautflora beschrieben wurde und zugleich zum Gleichgewicht
der Normalflora beitragt, ist Cutibacterium acnes. Der Keim wurde insbesondere an Haar-
follikeln, Talgdriisen, sowie im Gesichts- und Thoraxbereich nachgewiesen und zeigte sich
in der Lage, freie Fettsduren zu produzieren, welche wiederum antibakteriell gegen poten-
zielle Pathogene wie Streptococcus pyogenes oder S. aureus wirkten. So wurde C. acnes
als ein limitierender Faktor fiir die Kolonisierung der Haut und Schutz vor Uberbesiedlung
identifiziert. Trotz dieser Eigenschaften wurde C. acnes aber auch im Zusammenhang mit
pathologischen Prozessen beschrieben: So wurde er bei gestdrter Talgproduktion, wie sie
beispielsweise durch hormonelle, nahrungsmittelbedingte oder erbliche Komponenten ent-
stehen kénnen, als Ausléser von Akne identifiziert (67, 74).

1.3.3 Orales Mikrobiom bei postoperativen Infektionen

Das Mikrobiom nicht-odontogener Infektionen wurde im MKG-Bereich, verglichen mit odon-
togenen Infektionen, bislang deutlich seltener untersucht (76). Das Erregerspektrum bei
postoperativen Infektionen im Kopf-Hals-Bereich zeigte prinzipiell polymikrobielle aerob-an-
aerobe, sowie grampositive und gramnegative Erregergemische (77, 78), wobei laut einiger
Autoren eine Dominanz an aeroben (18, 78) und gramnegativen Erregern vorlag (19). In
der Literatur haufig genannte Erreger waren unter anderen S. aureus (18, 19, 28, 61, 77,
78), P. aeruginosa (18, 19, 61, 61, 78, 79), E. faecalis (28, 61, 78) und A. baumannii (19,
78, 79). Als Vertreter der Enterobacteriaceae (78) wurden oftmals Klebsiella spp. (18, 19),
E. coli (18, 19, 28, 77) und Enterobacter spp. (18, 19, 61) beschrieben. Vertreter von Anae-
robiern, oftmals Prevotella spp., wurden in 15-19% der Wundinfektionen isoliert (19, 77,
80).



Obwohl laut géangiger Literatur die typischen Erreger nicht-odontogener intraoraler Infektio-
nen zumeist nicht Bestandteil der Ublichen residenten Mundflora waren (18, 19), wurden in
einigen Studien auch Streptokokken der Viridans-Gruppe (wie Streptococcus anginosus)
(61, 78, 80, 80, 81), sowie gelegentlich beta-hamolysierende Streptokokken (18) oder Ko-
agulase-negative Staphylokokken (77) genannt. Bei Yang et al. wurden Viridans-Strepto-
kokken sogar am haufigsten aus Wundkulturen postoperativer Infektionen im Kopf-Hals-
Bereich isoliert (79).

1.4 Steckbriefe ausgewahlter Mikroorganismen

Im Rahmen der hiesigen Studie wurden exemplarisch sowohl Vertreter der gesunden
Mundflora als auch infektionsrelevante Keime untersucht. Streptococcus mitis wurde als
typischer Vertreter der gesunden Mundflora ausgewahlt. Mycoplasma salivarium gilt ge-
meinhin als Kommensale der Mundflora, wobei laut einigen Autoren auch eine Rolle in In-
fektionsprozessen beschrieben wurde. Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aerugi-
nosa, Enterococcus faecalis und die Enterobacteriaceae wurden als infektionsrelevante
Keime ausgewahlt, die hdufig mit postoperativen Infektionen im kieferchirurgischen Bereich
assoziiert sind (siehe 1.3.3). Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten Infektionserre-
ger wurde auf Basis der einschlagigen Literatur getroffen (19, 28, 77-82).

1.4.1 Streptococcus mitis

Streptococcus mitis gehort als Vertreter der Viridans-Gruppe zu den alpha-hamolysieren-
den Kettenkokken, welche durch Umsetzung von Hamoglobin in Methamoglobin mittels
Wasserstoffperoxid eine Vergriinung des Blutagars hervorrufen (66, 83). Die Spezies gilt
als klassischer Vertreter der gesunden Mundflora, der auch im Respirations- und Gastroin-
testinaltrakt nachweisbar ist (84).

In der hiesigen Studie wurde S. mitis als Vertreter der gesunden Mundflora ausgewéhlt, da
er stark mit einer gesunden Mundflora assoziiert ist und Uberdies in der Lage ist, sich positiv
auf die Mundgesundheit auszuwirken. Eberhard et al. zeigten, dass die Inkubation von
gingivalen epithelialen Zellen mit S. mitis zur Expression des humanen -Defensins 2
fuhrte, einem antimikrobiellen Peptid, das orale Pathogene abtéten kann (85). Laut Teug-
hels et al. war die Spezies in der Lage, die Kolonisation des pathogenen Aggregatobacter
acinomycetemcomitans zu hemmen, der fir die Entstehung parodontaler Erkrankungen
verantwortlich sein kann (86). Die Arbeitsgruppen Sliepen et al. bzw. Engen et al. beschrie-
ben zudem antiinflammatorische Wirkungen durch S. mitis auf das umliegende Gewebe,
was mit einem Schutz vor durch Parodontalerkrankungen ausgeléster Gewebezerstdérung
einhergeht: Durch Hemmung der IL-8-Sekretion (87), sowie Steigerung der IL10- und
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PGE2-Sekretion wurden neutrophile Granulozyten in deren Immunreaktion gehemmt. So
wurden weniger Proteasen sezerniert und die dadurch bedingte indirekte Schadigung des
Parodonts fiel geringer aus (71).

Uberdies zeigten mehrere Studien, dass S. mitis in dysbiotischen Zustanden und im Zu-
sammenhang mit Erkrankungen in der Mundhéhle reduziert wurde: So beschrieben Grof3
et al. eine signifikante Abnahme von S. mitis bei fortschreitender Karies (88). Die Arbeits-
gruppen Decsi et al. und Amer et al. zeigten, dass die relativen Anteile des Keims auf der
Oberflache von oralen Tumorvorstufen und Leukoplakien signifikant reduziert waren im Ver-
gleich zur gesunden Schleimhaut (89, 90). Es wurden auch signifikante Reduzierungen von
S. mitis im Speichelmikrobiom bei Patienten mit Bauchspeicheldrisentumoren gezeigt (91).
Verlust oder Reduktion der S. mitis-Last in der Mundflora wurden daher in der vorliegenden
Studie als Hinweis auf eine Dysbiose gewertet.

1.4.2 Staphylococcus aureus

Staphylokokken sind fakultativ anaerobe, grampositive Kokken, die sich traubenférmig an-
ordnen kénnen (92). Staphylococcus aureus ist fakultativ pathogen. Der Keim ist bei 20-
50% der gesunden Bevdlkerung nachweisbar und prasentiert sich zumeist asymptomatisch
(75, 93). Der Hautkeim besiedelt bevorzugt Rachen, anterioren Nasenbereich sowie Axel-
héhlen und Perineum (93). Die Spezies ist ein haufiger Ausléser von Wundinfektionen und
machte laut Parlet et al. bis zu 76% der Haut- und Weichteilinfektionen aus (93). S. aureus
wurde in der Literatur regelmaBig im Zusammenhang mit postoperativen Infektionen im
Kopf-Hals-Bereich genannt (18, 19, 28, 61, 77). Der Keim machte zwischen 11 und 28%
der postoperativen Weichteilinfektionen im kieferchirurgischen Bereich aus (19, 61, 77).
Auch der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) wurde in diesem Zusam-
menhang haufig genannt (18, 61). S. aureus ist in der Lage, im Blutstrom zu Uberleben,
wobei intravaskulare Infektionen haufig mit lebensgefahrlicher Schadigung der Herzklap-
pen, thromboembolischen Komplikationen und Sepsen einhergehen (94).

1.4.3 Enterococcus faecalis

Enterokokken sind eine Gattung grampositiver, fakultativ anaerober Bakterien, welche sich
kettenférmig anordnen. Medizinisch relevante Spezies sind Enterococcus faecalis und
Enterococcus faecium (95). E. faecalis ist fakultativ pathogen und wird regelméaBig in der
Darmflora nachgewiesen (96). Laut Dworkin et al. kamen gelegentlich (bei unter 20% der
Bevolkerung) auch oropharyngeale oder vaginale Nachweise vor (97). Pathologische Ent-
gleisungen durch E. faecalis kbnnen aus der endogenen Normalflora entstehen, doch auch
Infektionen im nosokomialen Umfeld durch mangelnde Hygiene und Schmierinfektionen
11



(insbesondere bei immunsupprimierten Patienten) sind mdglich (95, 97, 98). Die Isolation
von E. faecalis aus infizierten Operationswunden im kieferchirurgischen Bereich wurde in
der Literatur beschrieben (28, 61, 78). Enterokokken, darunter zu 90% E. faecalis, wurden
laut Gatermann et al. regelméaBig aus Operationswunden isoliert, jedoch zumeist als Teil
von Mischinfektionen (95). Der Keim machte laut zwei Studien 19 bis 21% der kultivierten
Pathogene aus, die aus postoperativen Infektionen im kieferchirurgischen Bereich isoliert
wurden. (28, 79) Im intensivmedizinischen Bereich erfolgten aufgrund von Selektion durch
Cephalosporine und Aminoglykoside gehaufte Nachweise. Doch insbesondere Vancomy-
cin-resistente Enterokokkenstamme (VRE) stellten das Gesundheitssystem in den letzten
Jahren vor Herausforderungen und erforderten oftmals eine Behandlung nach Antibio-
gramm (95).

1.4.4 Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae beschreibt eine gro3e und diverse Bakterienfamilie fakultativ anaero-
ber, gramnegativer Stédbchen (99, 100). Die Familie umfasst eine Vielzahl an Pathogenen
und Opportunisten, deren Zellstrukturen typisch fir gramnegative Bakterien sind. Sie besit-
zen eine innere und duBere Membran, wobei Lipopolysaccharide wichtige Bestandteile der
auBeren Membran sind (101-103). Enterobacteriaceae kdnnen eine Polysaccharid-Kapsel,
Flagellen, Oberflachenpili oder Fimbrien zur Adhasion an die Wirtszelle besitzen. Einige
Enterobacteriaceae produzieren Exotoxine, welche durch Schadigung der Membran, Inhi-
bierung der Proteinsynthese oder Beeintrachtigung des Stoffwechsels Wirtszellen angrei-
fen kénnen (100, 104). Anhand verschiedener antigener Komponenten kdnnen unter-
schiedliche Gattungen differenziert werden. Wichtige Genera sind Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Salmonella und Shigella (100).

Oral und oropharyngeal sind Vertreter der Enterobacteriaceae gelegentlich nachweisbar
(105) und wurden haufig im Zusammenhang mit intraoralen postoperativen Wundinfektio-
nen genannt (18, 19, 78, 82). Laut Belusic-Gobic et al. wurden aus 62% der Wundinfektio-
nen nach oralen Tumorexzisionen Enterobacteriaceae isoliert (78). Durand et al. isolierten
unter anderen E. coli, Klebsiella spp. und Enterobacter spp. aus Wundinfektionen nach
mikrovaskularen Transplantationen (81). E. coli wurde in einer Studie von Penel et al. bei
26% der Patienten mit Wundinfektionen nach oropharyngealer Tumorexzision isoliert (77)
und bei Bartella et al. in 21% der Wundinfektionen im Kopf-Hals-Bereich nachgewiesen
(28). Die Suszeptibilitdt der Enterobacteriaceae gegentber Antibiotika variiert stark inner-
halb der Gruppe und immer haufiger treten Resistenzen auf. Als besonders problematisch
werden Enterobacteriaceae mit einer Extended-Spectrum-Betalactamase (ESBL) angese-
hen, welche das Gesundheitssystem vor Herausforderungen stellen (106, 107).
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1.4.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein aerobes, motiles, gramnegatives Stabchen, welches sich
durch die positive Oxidase-Reaktion von den Enterobacteriaceae unterscheidet. Strukturell
zeichnet sich der Keim durch den typischen Aufbau eines gramnegativen Erregers aus.
Obwohl es groBe Ahnlichkeiten zwischen den Oberflachenstrukturen von P. aeruginosa und
Enterobacteriaceae gibt, ist die duBere Membran von P. aeruginosa deutlich weniger per-
meabel fir Substanzen wie Antibiotika und antimikrobielle Agentien, weshalb der Keim
breite Resistenzen aufweist (100). P. aeruginosa wird bei 2 bis 10% der gesunden Bevdl-
kerung im Stuhl und/oder oropharyngeal nachgewiesen. Wahrend er fir Gesunde ein eher
geringes Risiko darstellt, so birgt er fir vorerkrankie oder immunsupprimierte Patienten
groBBe Gefahren (75, 100). Im Zusammenhang mit postoperativen Weichteilinfektionen im
Kopf-Hals-Bereich wird der Keim als relevant betrachtet. So konnte P. aeruginosa laut E-
ckert et al. bei 19% der postoperativen Weichgewebsinfektionen nach kieferchirurgischen
Eingriffen nachgewiesen werden (19, 100). Belusic-Gobic et al. isolierten den Keim sogar
aus 46% der Wundinfektionen nach oralen Tumorexzisionen (78). Laut Yang et al. wurde
P. aeruginosa aus 35% der Wundinfektionen nach Rekonstruktionen mit mikrovaskularen
Transplantationen im Kopf-Hals-Bereich isoliert. Zudem beschrieben die Autoren, dass P.
aeruginosa als einer der wenigen der 42 untersuchten Keime bei postoperativem Nachweis
haufig auch préoperativ bereits nachweisbar war. Die Autoren wiesen darauf hin, dass so-
mit fUr P. aeruginosa ein praoperatives Screening sinnvoll sein kénnte, um geeignete Pra-

ventionsmaBnahmen vor Wundinfektionen bzw. Antibiotikaprophylaxen einzuleiten (79)
1.4.6 Acinetobacter baumannii

A. baumannii ist ein gramnegatives, Oxidase-negatives, strickt aerobes Bakterium (100,
108, 109). Der Gattungsname Acinetobacter riihrt von der Beobachtung her, dass die meis-
ten Vertreter der Gattung, wie auch A. baumannii, keine Flagellen besitzen, weshalb sie als
akinetisch, also unbeweglich, gelten (109). Wie andere gramnegative Erreger exprimiert
auch A. baumannii Lipopolysaccharide auf der Zelloberflache, welche fiir toxische Effekte
verantwortlich sind und es ermdglichen, der Wirtsabwehr zu entgehen (108). Im Zusam-
menhang mit postoperativen Infektionen im kieferchirurgischen Bereich wurde A. bauman-
nii regelmanig beschrieben (19, 78, 79). Laut Yang et al. wurde A. baumannii aus 35% der
Wundinfektionen nach mikrovaskuldren Transplantationen im Kopf-Hals-Bereich isoliert
und war somit einer der drei haufigsten nachgewiesenen Erreger (79). Andere Autoren de-
tektierten den Keim bei 4% bzw. 10% der postoperativen Infektionen nach kieferchirurgi-
schen Eingriffen (19, 78). Durch zunehmend auftretende Multiresistenzen gegentiber Peni-

cillinen, Cephalosporinen, Fluorchinolonen und Carbapenemen stehen oftmals nur noch
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wenige Substanzen zur Behandlung zur Verfigung. Je nach Ausmaf der Resistenzen wer-
den bei multiresistenten gramnegativen Erregern (MRGN) zwischen 3MRGN (resistent ge-
gen drei der vier genannten Substanzklassen) und 4MRGN (resistent gegen alle vier Sub-
stanzklassen) unterschieden. Derartige Infektionen stellen eine Herausforderung im klini-
schen Alltag dar und stehen mit einer hohen Mortalitat in Verbindung (100, 108-110).

1.4.7 Mycoplasma salivarium

M. salivarium ist ein bislang wenig erforschtes, zellwandloses Bakterium, das der Klasse
der kleinsten sich selbst-replizierenden Tenericutes angehdért (111). Der Keim wurde als
Teil der oralen Normalflora dentaler Plaques bzw. des gingivalen Sulkus beschrieben. Er
wird gemeinhin als Kommensale der Mundflora betrachtet (112-115). Mycoplasma spp.
wurden 1986 durch Watanabe et al. bei 97% der gesunden Bevélkerung im Speichel nach-
gewiesen, wobei M. salivarium und M. orale die haufigsten Vertreter waren (114). M. sa-
livarium gilt als schwer kultivierbar, da der Keim sich durch routinemafiig angewandte Kul-
turmedien bzw. Inkubationszeiten nicht adaquat anziichten lasst. So blieben Nachweise
des Keims jahrzehntelang unter dem Radar. Erst molekulare Nachweisverfahren wie die
PCR haben eine verbesserte Detektion ermdglicht, die die Basis flr weitergehende Unter-
suchungen zu seiner Rolle bei pathologischen Prozessen lieferte (112).

M. salivarium wurde als Ausléser eines pleuralen Empyems (112) sowie eines Submasse-
ter-Abszesses (113) identifiziert und war ursé&chlich fur eine Arthritis einer Hypogammaglo-
bulindmie-Patientin (116). Weiterhin wurde M. salivarium als Teil einer bakteriellen Mischin-
fektion aus Hirnabszessen von zwei Patienten isoliert (117). Es wurde eine signifikant ho-
here Quantitat an M. salivarium im gingivalen Sulkus von Parodontitispatienten nachgewie-
sen als in der gesunden Kontrollgruppe (115). Eine Studie aus dem eigenen Hause zeigte
eine signifikant erhéhte Last an M. salivarium auf Fanconi-Anéamie-assoziierten oralen Plat-
tenepithelkarzinomen sowie deren dysbiotischen Vorstufen (118) und es wurde von einer
erhdéhten Quantitat an M. salivarium auf der Oberflache von oralem Lichen Planus berichtet
(119), so dass diese Befunde die Untersuchung dieser Spezies im Rahmen der hiesigen
Studie begriindeten.

1.5 TagMan-PCR als molekulargenetisches Diagnostikverfahren

Molekulargenetische Diagnostikverfahren bieten weitreichende Vorteile gegentber konven-

tionellen Kulturverfahren zur Untersuchung der bakteriellen Besiedlung im Mundraum, da

die orale Mikroflora in Kulturverfahren nicht vollstandig abgebildet werden kann. Zum heu-

tigen Kenntnisstand sind nur etwa 50% der oralen Mikroorganismen kultivierbar (120, 121).

Zahlreiche Mikroorganismen der Mundhéhle kénnen auf konventionellen Kulturmedien
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nicht oder nur unter Einsatz von Spezialmedien angeziichtet werden, sodass deren Detek-
tion jahrzehntelang unter dem Radar blieb. Auch der in der hiesigen Studie untersuchte
Keim M. salivarium ist nur schwierig kultivierbar. Erst molekulare Nachweisverfahren er-
maoglichten eine verbesserte Diagnostik solcher Spezies (112, 122). Die Verwendung eines
molekulargenetischen Nachweisverfahrens bietet zudem eine héhere Sensitivitat im Nach-
weis von obligaten Anaerobiern (123).

Die konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), eine 1983 durch Kary B. Mullis ent-
wickelte molekulargenetische Methode (124), ermdglicht in vitro die exponentielle Amplifi-
kation spezifischer DNA-Abschnitte. Diese Vervielfaltigung der gewiinschten Genomab-
schnitte (im hiesigen Falle spezies-spezifische Genombereiche der nachzuweisenden Bak-
terien) erfolgt in mehreren aufeinander folgenden Zyklen. Die pro Zyklus synthetisierten
PCR-Produkte dienen ihrerseits als Matrize im nachsten Zyklus, sodass die Amplifikation
annahernd exponentiell verlauft. Die Methode bietet den Vorteil, dass alle benétigten Kom-
ponenten in einem Reaktionsgefa3 zusammengefiihrt werden kénnen und die Reaktion
vollautomatisch in einem sogenannten Thermocycler ablaufen kann.

Ein PCR-Zyklus setzt sich aus drei Schritten zusammen: Im ersten Schritt erfolgt die Dena-
turierung (Auftrennung) der doppelstrangigen DNA in zwei Einzelstrange bei 95°C. Im
zweiten Schritt erfolgt das Annealing, die Anlagerung spezies-spezifischer Oligodesoxyri-
bonukleotide (Forward- und Reverseprimer) an die komplementaren Sequenzen der Ein-
zelstrange der zu amplifizierenden DNA. Hierfir muss die Temperatur auf eine fir die je-
weiligen Primer spezifische Temperatur abgesenkt werden. Die Primer werden im dritten
Schritt der PCR, der Elongation, von einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase in Anwe-
senheit freier Desoxynucleosid-Triphosphate (dNTPs) in 3‘-Richtung verlangert. Dieser
Schritt erfolgt in der Regel bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der Tag-DNA-Polymerase.
In einen PCR-Ansatz kénnen entweder einzelne oder auch mehrere Primerpaare eingesetzt
werden, sodass die Reaktionen als Monoplex-, Duplex- oder Multiplex-PCR-Ansatz erfol-
gen kénnen. Nach erfolgter PCR-Reaktion kann sich zur Detektion der PCR-Produkte eine
gelelektrophoretische Auftrennung anschlie3en, um zu Uberprifen, ob die erwarteten Frag-
mentgréBen vorliegen, die den positiven Nachweis der Spezies bedeuten (125).

Die konventionelle PCR mit sich anschlieBender gelelektrophoretischer Auftrennung der
PCR-Produkte ist eine rein qualitative Analyse. Um den hohen Zeitaufwand dieser Technik
zu verkirzen und um das Automatisierungsniveau der PCR zu erhéhen, war man schnell
bemuht, einen homogenen Assay zu entwickeln, bei dem Amplifikation und Nachweis des
PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefal ermdglicht werden (126). Dies wurde mit
der Real-Time PCR realisiert, bei der die Quantitat der amplifizierten Matrizen pro Zyklus in
Echtzeit (engl. Real-Time) registriert wird (125, 126). In sogenannten TagMan-PCRs wer-

den neben den Forward- und Reverseprimern fluoreszenz-markierte Sonden eingesetzt,
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die am 5-Ende ein Fluorophor (auch Reporter genannt) und am 3'-Ende ein Quencher-
Molekul aufweisen. Die Funktionsweise der Fluorophore beruht darauf, dass sie nach An-
regung durch kurzwelligeres Licht (<495nm) héherwelliges Lichts (500—-800nm) emittieren.
Diese Emissionen kénnen von Detektionseinheiten registriert und ausgewertet werden.
Quencher-Molekiile sind in raumlicher Nahe zum Reporter in der Lage, unspezifische Flu-
oreszenzsignale auszuldschen. Sie stellen sicher, dass die im Uberschuss eingesetzten
Real-Time-Sonden nicht permanent, sondern nur nach tatsachlicher Amplifikation des
PCR-Fragmentes Fluoreszenzsignale emittieren (125). Abb. 1 demonstriert die Funktions-
weise fluorogener Sonden:

0. @
Iiyenailig[TfI3a VT

- e

1. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer (Abbildung
zeigt die Anlagerung des Forward Primers)

R

2. Primer-Extension und Sondenhydrolyse
Q
1t O
LSS LS
R »,;‘; ;

3. PCR-Produkt wird vollstandig synthetisiert, die Farbstoffe getrennt

ek
LSS TR 2N

4. In Abhé&ngigkeit von der Zahl freigesetzter Reportermolekiile wéchst das
Reporter-Signal

Abb. 1: Funktionsweise von TaqMan-Sonden (engl. Probe); Q: Quencher, R: Reporter (Fluoro-
phor); Schild, T. A. (1996) Einfihrung in die Real-Time TagMan™ PCR-Technologie. Weiterstadt,
Germany: PE Applied Biosystems GmbH; mit freundlicher Genehmigung von Thomas Schild und
Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
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Das in der Studie genutzte TagMan-System basiert auf der 5'-3' Exonukleaseaktivitat der
Tag-DNA-Polymerase. Nach Denaturierung der DNA-Matrize und Anlagerung der sequenz-
spezifischen Oligonukleotide werden die 3-Enden des Forward- und Reverseprimers ge-
man des gebundenen Gegenstrangs durch die Tag-DNA-Polymerase elongiert, wobei das
Enzym auf das gebundene, fluoreszenzmarkierte 5'- Ende der Real-Time-Sonde trifft und
diese durch die 5'-3-Exonukleaseaktivitat degradiert (siehe Abb. 1; 2.). Der Reporter wird
daraufhin rAdumlich vom Quencher getrennt, weshalb keine Signalausléschung mehr ge-
wahrleistet ist und die spezifische Fluoreszenz des Reporters nun bei definierter Wellen-
lange gemessen werden kann (siehe Abb. 1; 3 bis 1.4). Die Fluoreszenzsignale steigen so
pro Zyklus proportional zur Quantitat der amplifizierten Matrizen an (125).

Mittels der Software Bio-Rad CFX Manager, Version 3.1 kénnen die im jeweiligen Zyklus

gemessenen Fluoreszenzsignale visualisiert werden:
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Zyklus
Hintergrundrauschen CWert Threshold

Abb. 2: Exemplarisch dargestellte Amplifikationskurve eines positiven Nachweis in der TagMan-
PCR; Ci-Wert = Threshold-Cycle-Wert; RFU = Relative Fluorescence Units

Die Grafik in Abb. 2 zeigt exemplarisch die Amplifikationskurve einer ab dem 20. Zyklus
positiven TagMan-PCR. Der Threshold beschreibt einen Schwellenwert, ab welchem laut
Definition erstmals ein signifikanter Anstieg des Fluoreszenzsignals gegentber des Hinter-
grundrauschens erkennbar ist. Der Ci-Wert entspricht dem PCR-Zyklus, in dem erstmals
Fluoreszenzsignale registriert werden, die den Threshold-Wert Uberschreiten. Ab diesem
Zeitpunkt tritt die Reaktion in die exponentielle Phase ein und gilt als positiv.

Je héher die Kopienzahl der in die TagMan-PCR eingesetzten Probe ist, desto friher wird
der Threshold Uberschritten und desto kleiner ist dementsprechend der Ci-Wert. Um eine
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Quantifizierung der Probe zu erméglich, missen in jeder TagMan-PCR simultan drei Quan-
tifizierungsstandards in definierter Anzahl des nachzuweisenden Amplikons mitgeftihrt wer-
den. Da die Kopienzahl der Quantifizierungsstandards bekannt ist, kann anhand deren Ci-
Werte die Quantitat der Probe errechnet werden (127, 128).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der hiesigen Studie war die Charakterisierung perioperativer Veranderungen der
mikrobiellen Besiedlung der Operationsregion bei Patienten nach intraoralen Rekonstrukti-
onen mittels mikrovaskularer Transplantate zur Defektdeckung. Sieben ausgewahlte
Markerkeime, welche entweder als Vertreter der normalen Mundflora gelten (S. mitis und
M. salivarium) (71, 85-88, 112—115, 129), oder haufig mit Komplikationen nach intraoralen
mikrovaskularen Transplantationen assoziiert wurden (S. aureus, E. faecalis, P. aerugi-
nosa, A. baumannii und Enterobacteriaceae) (19, 28, 77—82), sollten molekulargenetisch
qualitativ und quantitativ erfasst werden. Insbesondere die mikrobielle Besiedlung der Ope-
rationswunde stand dabei im Fokus, welche vergleichend mit der prédoperativen mikrobiel-
len Kolonisation im Operationsgebiet, sowie der perioperativen Besiedlung auf der kontra-
lateralen Mundseite untersucht werden sollte.

Angestrebt wurden im Einzelnen 1.) die Etablierung eines routinefahigen Real-Time qPCR-
Sets zum Nachweis der sieben Markerkeime, 2.) die Untersuchung postoperativer Veran-
derungen der Besiedlung des Operationsgebiets durch die Markerkeime im Vergleich zu
praoperativen bzw. kontralateralen Kontrollen und 3.) die Identifizierung von Einflussfakto-
ren auf die perioperative Keimbesiedlung (z. B. verabreichte Antibiotika, postoperative
Mundtrockenheit, Zustand der Mundhygiene und oralen Gesundheit).

Die Erkenntnisse dieser Studie sollten als Grundlage fir weiterfihrende Forschung dienen,
um Wundinfektionen oder infektionsbedingte Wunddehiszenzen nach intraoraler mikrovas-

kularer Transplantation in Zukunft besser erklaren und vermeiden zu kénnen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

96 Well-Platte mit Deckelstreifen 4titude, Surrey, England

Colorvue Plastic Probe Tips Hu-Friedy, Frankfurt, Deutschland
eSwab Abstrichtupfer Hain Lifescience, Nehren, Deutschland
Latexhandschuhe Powder-Free M7-8 Ansell, Richmond, Australien

Safe Lock Tubes (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
TipOne-Pipettenspitzen Starlab International GmbH, Hamburg,

Deutschland

2.1.2 Chemikalien

Agarose Biozym, Oldendprf, Deutschland

Borsaure MERCK, Darmstadt, Deutschland

DNA Ladder Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
EDTA SERVA, Heidelberg, Deutschland
Ethidiumbromid Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Glucose MERCK, Darmstadt, Deutschland

HCI Merck, Darmstadt, Deutschland

Hefeextrakt Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Invitrogen destilliertes Wasser Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Isotonische Kochsalzlésung Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
LB-Medium Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Magnesiumchlorid MERCK, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid MERCK, Darmstadt, Deutschland
Primer/ Sonden Metabion, Planegg, Deutschland
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypton Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.1.3 PCR-Mastermixe

2x iQ-Supermix BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA

Takyon™ No Rox Probe MasterMix UNG Eurogentec, Seraing, Belgium

2.1.4 Primer und Sonden

Primer und Sonden wurden bei der Firma Metabion International AG (Planegg/Steinkirchen,
Deutschland als Lyophilisat bestellt und im vom Hersteller angegebenen Volumen an des-

tilliertem Wasser verdiinnt, um eine Endkonzentration von 100 uM zu erreichen.

Tabelle 1: Primer- und Sondencharakteristik

CiE S
55 g
EE =
5i%@ g2 s £
2 e = S e c (_5 < 5
c =9 Qo™ Q= (7] < 8 ®
g 2272 % | °g |3 Bo | &
& e ® io S < N <5 | 5
Euba-for (F) | TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 143bp | 16S rDNA (130)
3
N
c Euba-rev (R) | TGCGGGACTTAACCCAACA e
wn
% @
x Euba-S(S) | TexRed-CACGAGCT- 5
< GACGACARCCATGCA- BHQ2 S
L >
hgap-F (F) CCACCCATGGCAAATTCC 69bp | gapdh 1x (131)
O —
TS
£ N |hgap-R(R) | ATGGGATTTCCATTGATGACAAG
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hgap-S (S)

Fam-TGGCACCGTCAAGGCT-
GAGAACG

21

nuc_for (F) | CAAAGCATCCTAAAAAAGGTGTAG- | 89bp | nuc 1x (132)
AGA
nuc_rev (R) | TTCAATTTTCTTTGCATTTTCTACCA
3
3 nuc_S (S) TTTTCGTAAATGCACTTGCTTCAG-
o GACCA
Smi74F (F) | GAGCTTGCTTCTCCGGATGA 141bp | 16SIDNA | 4x (130)
Smi214R (R) | AATTGCACCTTTTAAGCAAATGTCA
2 Smi95S (S) | Hex-TTGCGAACGGGTGAG-
S TAACGCGT-BHQ1
(95}
Encfis-for (F) | GACAGGAAAGAAACTAGGAGGAC | 84bp | ddl 2x (133)
m Encfis-rev (R) | AAACAGACACATCGTGCT
8 Encfis-S (S) TexRed-CACT-
Wi CTGCCGCCATACAACAA -BHQ2
© tuf-for (F) TGGTCAGGTACTGGCTAAGC 78bp | tuf 2x (134)
S tuf-rev (R) TCTTTGGACAGAATGTACACTTCA
S tuf-S (S) FAM-CCATCAAGCCGCACACCA-
£ AGTTCG -BHQ1
w
Paeru_F (F) | AAC AAG GTC TGG GAA CAG GTC | 73bp | gyrB 1x (135)
TAC
©
g Paeru_R (R) | CAT CGG TCT CGC CCACTT C
9
S Paeru_S (S) | TedRed-CCA CGG CGT TCC GCA
Q GTT CC-BHQ2
Abau_F (F) | CGCTGCAGCATCAAATCATG 97bp | bap 1x (136)
= Abau_R (R) | TGGGTCAACCGAGAAAGTTACG
:
3 Abau_S (S) | HEX-AGCACCTGCTGACACCA-
< CTCCACCA-BHQ1
<
Msal-F (F) CCGTCAAATGATTTCGATTGC 100 bp | rpoB 1x (132)
S Msal-R (R) | GAACTGCTTGACGTTGCATGTT
S Msal-S (S) HEX-ATGATGCTAACCGTGCGCT-
§ TATGGGTG-BHQ1



2.1.5 Kits

EZ1 DNA Tissue Kit (48) QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up Kit MACHERY-NAGEL GmbH & Co. KG, Diren,
Germany

Rapid DNA Ligation Kit Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

2.1.6 Puffer und Medien

Bezeichnung des Mediums/ Puffers Chemikalien*

LB-Amp-Medium 5 % (w/v) Hefeextrakt; 10 % (w/v) Trypton; 5 %
(w/v) Natriumchlorid; 50 pg/ml Ampicillin; pH
7,0

SOC-Medium 2% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;

0,5% (w/v) NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgClz;
20 mM Gilucose; pH 7,0

TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) 89 mM TRIS; 89 mM Borat; 0,5 mM EDTA; pH
8,0

*Die zugehdrigen Chemikalien sind dem Kap. 2.1.2 zu entnehmen.
2.1.7 Bakterienstamme

Die genutzten Bakterienspezies wurden entweder bei der Deutschen Sammlung von Mik-
roorganismen und Zellkulturen (DSMZ) GmbH (Braunschweig, Deutschland) bzw. bei der
Firma GIBCO Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, Deutschland) bestellt oder stammten
aus der Stammsammlung des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie und Krankenhaushy-

giene der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

Tabelle 2: Nachgewiesene Spezies sowie Bezeichnung der Bakterienstimme

Spezies ‘ Name des Stammes/ Isolates

Acinetobacter baumannii ‘ ATCC B1A767
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Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli DH5a
Humanzellen (HeLa-S3) ATCC CCL2.2
Mycoplasma salivarium ATCC 23064
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus SC 29934
Streptococcus mitis ATCC 49456

2.1.8 Klonierungsvektor

Tabelle 3: Charakteristik des Klonierungsvektors

Plasmid ’ GroBe (kb) ‘ Resistenzgen Charakteristika Hersteller

pGEM-T | 3 Ampicillin

2.1.9 Gerate

BioRobot EZ1

Gel Doc XR+

NanoDrop 1000

T-Gradient Thermoblock
Thermocycler CFX 96 Touch
ThermoMixer 5436

Vortex Mixer Labinco L 46

Zentrifuge MiniSpin

LacZ' Gen, SP6- und T7 Promotor, | Promega,
f1-ori Madison,
WI, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

BioRad, Hercules, CA, USA

PEQLAB, Erlangen, Deutschland
Biometra, Géttingen, Deutschland
BioRad, Hercules, CA, USA

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Labinco BV, Breda, Niederlande

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.1.10 Software

Bio-Rad CFX Manager, Version 3.1

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

G*Power, Version 3.1 2014
Geneious, Version 5.5
GraphPad Prism. Version 5.01

NanoDrop 1000, Version 3.8

Bio-Rad, Hercules CA, USA

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PRO-
GRAM=blastn& PAGE_TYPE=Blast-
Search&LINK_LOC=blasthome

Duisseldorf, Deutschland
Biomatters, Inc., Boston, MA, USA
GraphPad Software, Inc., Boston, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

rrnDB - the Ribosomal RNA Operon Copy
Number Database, Version 5.8

https://rrndb.umms.med.umic
h.edu

SPSS Statistics, Version 29.0.1.0 IBM, Chicago, IL, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenkollektiv

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten der Klinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie sowie konsiliarisch versorgte Patienten aus dem Universitatsklinikum
Disseldorf. Voraussetzungen fir den Studieneinschluss waren Volljahrigkeit, OP-Indika-
tion zur intraoralen Rekonstruktion von Gewebedefekten mittels mikrovaskularer Trans-
plantation, sowie die Einwilligung des Patienten.

Nicht in die Studie eingeschlossen wurden Patienten bei Nicht-Einwilligung, sowie Patien-
ten, bei denen bereits eine intraorale Rekonstruktion eines Gewebsdefektes erfolgt war
(Zweiteingriff mittels mikrovaskularen Transplantats).

Ein entsprechendes Ethikvotum flr die durchgefihrte Studie lag seit dem 17.03.2021 mit
der Studiennummer 2021-1342 vor. Antragsteller war Prof. Dr. Dr. Majeed Rana, Klinik fur
Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie, Universitatsklinikum der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf.
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2.2.2 Probengewinnung und klinische Datenerhebung

2.2.2.1 Abstrichentnahmen

Die einzelnen Arbeitsschritte unterlagen sterilen SicherheitsmaBnahmen. Zur Abstrichge-
winnung und Indexerhebung wurde stets steriles Instrumentarium genutzt. Es wurde eine
klar definierte Abstrichmethode genutzt, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Die Ab-
strichentnahmen und Untersuchungen wurden nach Mdéglichkeit nur von der eigenen Per-
son durchgefiihrt, um den Fehler durch ungleiche subjektive Einschatzungen oder Druck-
unterschiede auf das Gewebe bei den Messungen bzw. Abstrichentnahmen zu minimieren.

. ’ 1-3 Tage 6-9 Tage

Abb. 3: Schematische Darstellung der Abstrichzeitpunkte und Lokalisationen im Zeitverlauf
Die Probennahme erfolgte zu den Zeitpunkten 0, 1 und 2 von Wange (W); Transplantat (T) und Naht

(N)

Die Abstrichentnahmen erfolgten préoperativ, 1-3 Tage postoperativ und 6-9 Tage posto-

perativ.

- Praoperativ erfolgten Abstriche der Wange (Wo) und der extraoralen Donorregion
(To).

- 1-8 Tage postoperativ erfolgten Abstriche der Wange (W), des Transplantats (T+)
und der intraoralen Naht (Ny).

- 6-9 Tage postoperativ erfolgten erneut Abstriche der Wange (W), des Transplan-
tats (T2) und der intraoralen Naht. (N2)

Die Wangenabstriche erfolgten stets an der intraoralen Wangenschleimhaut auf der kont-
ralateralen Seite des zu deckenden Defektes. Der prédoperative Wangenabstrich (Wo) galt
als Referenzprobe.
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Die Abstriche erfolgten mit e-Swabs des Herstellers Copan. Die Abstrichtupfer wurden mit
leichtem Druck in einem Winkel von etwa 20° am abzustreichenden Gewebe angelegt. Fir
15 s wurden auf einem Areal eines Quadratzentimeters leicht rotierende Bewegungen
durchgefihrt, wobei der Abstrichtupfer zusatzlich um die Langsachse rotiert wurde.

Im Verlauf der Studie wurde die Abstrichmethodik flr préoperative (extraorale) Transplan-
tatabstriche angepasst: Durch Benetzung des Tupfers vor Durchfihrung des Abstrichs in
steriler NaCl-Lésung 0,9% (w/v) zeigte sich eine verbesserte Materialentnahme der Haut-
flora (siehe 3.1.5).

2.2.2.2 Klinische Datenerhebung

Zeitgleich zu den perioperativen Abstrichentnahmen erfolgten klinische Untersuchungen
und Indexerhebungen, um Daten Uber patientenspezifische Faktoren, Mundhygiene, intra-
orale Gesundheit sowie Trockenheit der Schleimhaute zu erhalten. Ziel dabei war es, Ein-
flisse der jeweiligen Faktoren auf die mikrobielle Besiedlung im Operationsgebiet zu ermit-
teln.

Die Indizes zur Plaquekontrolle und gingivaler bzw. parodontaler Gesundheit wurden se-
lektiv an definierten Messpunkten erhoben. Als Messpunkte wurden die Zahne 16, 21, 24,
36, 41 und 44 ausgewahlt. Bei Fehlen des entsprechenden Zahns, wurde der nachstlie-
gende mesiale Zahn im entsprechenden Sextanten untersucht. Bei Fehlen aller Zahne im
entsprechenden Sextanten, wurde der Sextant ausgelassen. Im 1. und 3. Quadranten er-
folgte die Erhebung oral, im 2. und 4. Quadranten vestibular.

Plaguekontrolle

Es wurde die Belagsakkumulation in Gingivanéhe mittels modifizierter Form des Plaquein-
dex nach Silness/ L6e (137) erfasst:

Tabelle 4: Interpretation des Plaqueindexes

Wert | Auspragung der Plaque
0 Keine Plaque
1 Hauchdiinner Bakterienbelag, nur durch Schaben mit Sonde erkennbar
2 MaBige Plaque, mit bloBem Auge gut sichtbar, Interdentalrdume nicht ausgefullt
3 Dicke Zahnbelage, auch auf Zahnkrone Ubergreifend, Interdentalraum mit Belag ausge-
flllt
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Der Plagueindex entsprach der Summe der Werte pro Anzahl der untersuchten Mess-
punkte.

Gingivale Gesundheit

Es wurde eine modifizierte Form des Papillenblutungsindex nach Saxer und Mihlemann
(138) genutzt. Mit einer stumpfen Sonde wurde mit wenig Druck entlang der mesialen und
distalen Sulki der oben genannten Z&hne von der Papillenbasis zur

-spitze sondiert.

Tabelle 5: Interpretation des Gingivaindexes

Wert | Auspragung der Blutung

0 Keine Blutung

1 Auftreten eines Blutungspunkts

2 Auftreten verschiedener isolierter Blutungspunkte oder eines einzelnen kleinen Blut-
flecks

3 Das interdentale Dreieck fillt sich kurz nach der Sondierung mit Blut

4 Profuse Blutung beim Sondieren, Blut flieBt sofort in den marginalen Sulkus

Der Gingivaindex entsprach der Summe der Werte pro Anzahl der untersuchten Mess-
punkte.

Parodontale Gesundheit

Der in der Studie genutzte Index entsprach einer modifizierten Form des Parodontalen
Screening (PA-) Indexes (139). Zur Indexerhebung wurde eine WHO-Sonde genutzt (siehe
Abb. 4), welche distal in den Sulkus der untersuchten Zahne eingefiihrt und mit leichtem

Druck nach mesial um den Zahn gefthrt wurde.
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Abb. 4: WHO-Sonde zur Erhebung des PA-Indexes

Tabelle 6: Interpretation des PA-Indexes

Wert | Parodontaler Befund

0 Das breite schwarze Band der Sonde bleibt an der tiefsten Stelle des Sulkus vollstandig
sichtbar. Kein Zahnstein oder defekte Restaurationsrander. Keine Blutung vorhanden.

1 Das breite schwarze Band der Sonde bleibt an der tiefsten Stelle des Sulkus vollstandig
sichtbar. Kein Zahnstein oder defekte Restaurationsréander. Nach (vorsichtigem) Sondie-

ren tritt eine Blutung auf.

2 Das breite schwarze Band der Sonde bleibt vollstandig sichtbar. Es sind Zahnstein
und/oder defekte Restaurationsrander vorhanden.

3 Das breite schwarze Band der Sonde bleibt an der tiefsten Stelle des Sulkus nur teilweise
sichtbar.
4 Das breite schwarze Band der Sonde verschwindet vollstandig in der Tasche.

Der PA-Index entsprach der Summe der Werte pro Anzahl der untersuchten Messpunkte.

Erfassung der Mundtrockenheit

Mittels eigens entwickeltem Xerostomie-Index wurde die Mundtrockenheit der Studienteil-
nehmer systematisch erfasst.

Die Beurteilung der Schleimhaut erfolgte im Referenzbereich (Wangenschleimhaut kontra-
lateral der Defektseite).
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Tabelle 7: Interpretation des Xerostomie-Indexes

Wert | Schleimhautbefund
0 Glanzende, weiche Mucosa
1 Mucosa zeigt sich matt und glanzlos
2 Mucosa zeigt sich matt, glanzlos und rissig
Laborwerte

Es wurden fir jeden Patienten praoperativ, 1-3 Tage postoperativ, sowie 6-9 Tage posto-
perativ die entzlindungsspezifischen Laborwerte C-reaktives Protein und Leukozytenzahl

miterfasst.

ASA-Score

Fir jeden Studienteilnehmer wurde praoperativ der ASA-Score erhoben, ein Scoring-Sys-
tem der American Society of Anesthesiologists, welches Patienten bezlglich ihres kérper-
lichen Gesamtzustands einteilt und so Risikopatienten identifizieren kann. Die aktuelle Ein-
teilung ist in Tabelle 8 zusammengefasst (140):

Tabelle 8: Einteilung des ASA-Scores

ASA-Score | Interpretation
1 Normaler, sonst gesunder Patient
2 Patient mit leichter Allgemeinerkrankung
3 Patient mit schwerer Allgemeinerkrankung
4 Patient mit lebensbedrohlicher Allgemeinerkrankung
5 Moribunder Patient, der ohne die Operation voraussichtlich nicht Gberleben wird
6 Hirntoter Patient, dessen Organe zur Organspende entnommen werden
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Patientenspezifische Faktoren

Es wurden operationsspezifische Daten zur Defektart, Defektlokalisation und Art des Trans-
plantats sowie perioperative Faktoren zu Kdrpertemperatur und méglichen Antibiosen er-
hoben.

Zusétzlich erfolgte die patientenspezifische Erfassung von Alter, Geschlecht, Body Mass
Index und Tabakkonsum.

2.2.3 Probenlagerung

Nach Abstrichentnahme wurden die Abstrichtupfer umgehend in die im eSwab-Transport-
réhrchen enthaltene Amies-Flissigkeit Gberfiihrt und bei 4°C aufrecht gelagert. Binnen <
10 h erfolgte die weiterfiihrende Aufarbeitung: Die Transportréhrchen wurden fir 15 s auf
dem Vortex-Schuttler vorbehandelt, um eine gleichmaBige Durchmischung des abgestri-
chenen Materials im Amies-Mediums zu erreichen. Das resuspendierte Zellmaterial (hu-
mane Zellen und Bakterien) wurde anschlieBend bei 13,000 x g fur 10 min sedimentiert.
Nach Abnehmen des Uberstandes wurde das Zellsediment bei -20°C bis zur weiteren Ana-

lyse gelagert.

2.2.4 DNA-Praparation

Nach Resuspension des Sediments in 200 ul G2-Puffer erfolgte die Proteolyse der Zellen
nach Supplementierung mit 10 pl (1 mg/ml) Proteinase K wahrend 30-minttiger Inkubation
im Heizblock bei 56°C. Sowohl G2-Puffer als auch Proteinase K entstammten dem EZ1
DNA Tissue Kits (48), QUIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland.

Die freigesetzte DNA wurde mittels Nutzung des BioRobot EZ1 sowie des EZ1 DNA Tissue
Kits (48) nach Herstellerangaben (Protokoll ,Bact_200 pl“) aufgereinigt und in einem Ge-
samtvolumen von 50 pl eluiert. AnschlieBend wurde das DNA-Eluat bis zur Amplifikation
bei -20°C gelagert.

225 PCR

2.2.5.1 TagMan-PCR

Zur Quantifizierung der ausgewahlten Keime bzw. der humanen Zellzahl (GAPDH) in den
Proben wurden TagMan-PCRs durchgefihrt. Fir alle durchgefihrten TagMan-PCRs wur-
den Gerate vom Typ CFX96 Real Time Systems (BioRad) genutzt.

Die Herstellung der PCR-Mastermixe und deren Verteilung auf die Wells einer 96-Well-
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Platte (je 22,5ul/Well) wurden an einem speziell dafir ausgelegten DNA-freien Arbeitsplatz

durchgefuhrt.

Tabelle 9: PCR-Mix fiir TagMan-PCRs

Bestandteil

Volumen in der Monoplex-
PCR (Endkonzentration)

Volumen in der Duplex-PCR
(Endkonzentration)

2x Mastermix

12,5 ul

12,5 ul

Forwardprimer (100 uM)

0,075 pl (0,3 uM)

Primer 1: 0,075 ul (0,3 uM)

Primer 2: 0,075 ul (0,3 uM)

Reverseprimer (100 pM)

0,075 pl (0,3 pM)

Primer 1: 0,075 pl (0,3 uM)

Primer 2: 0,075 pl (0,3 uM)

Sonde (100 pM) 0,05 pl (0,2 uM) Sonde 1: 0,05 pl (0,2 uM)
Sonde 2: 0,05 pl (0,2 uM)
Aqua dest. 10 ul 10 ul

Die Zugabe der 2,5 ul DNA-Probe (Patienten-DNA-Eluat / Plasmide oder Suspension einer

Kolonie) erfolgte in einem anderen Raum, um eine Kontamination der PCR-Mastermixe und

des Arbeitsplatzes zu vermeiden.

Die TagMan-PCRs liefen unter folgendem Temperaturprofil ab:

Schritt

Denaturierung

Primerbindung (Annealing) + Elongation

Dauer

10:00 min

0:15 min

01:00 min

Temperatur
95°C
95°C

45x
60°C

Die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe der Software BioRad CFX Manager 3.1.
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2.2.5.2 Konventionelle PCR

Fir konventionelle PCRs (ohne Sondeneinsatz) wurde der T-Gradient Thermoblock ge-
nutzt. Die PCR-Bedingungen deckten sich mit den Bedingungen der TagMan-PCRs.

Tabelle 10: PCR-Mix fiir konventionelle PCRs

PCR-Bestandteil Volumen (Endkonzentration)
2x iQ Supermix 12,5 pl

Forwardprimer (100 uM) 0,25 pl (1 uM)

Reverseprimer (100 uM) 0,25 pl (1 uM)

Aqua dest. 10 pl

AnschlieBend wurden dem PCR-Mix an einem anderen Arbeitsplatz 2,5 pl der DNA-Probe
zugesetzt, um eine Kontamination der PCR-Mastermixe und des Arbeitsplatzes zu vermei-

den.

2.2.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten

Zur Herstellung eines 3%igen (w/v) Agarosegels wurden 3 g Agarose in 100 ml 0,5-fachem
TBE-Puffer erhitzt, woraufhin das fliissige Gel in die horizontale Gelkammer mit eingeflig-
tem Taschenformer gefiillt wurde. Das erkaltete Agarosegel wurde anschlieBend vollstan-
dig mit 0,5-fachem TBE-Puffer bedeckt. Nach Vermischung von 2,5 ul des PCR-Produktes
mit 1 pl des 6x DNA-Loading Dye und Aufflllen auf ein Gesamtvolumen von 6 pl mit destil-
liertem Wasser wurde die Probe in die Probentasche aufgetragen, worauf folgend die Gel-
elektrophorese mit einer Stromstarke von 50 mA gestartet wurde.

Der im DNA-Loading Dye enthaltene Farbstoff Bromphenolblau zeigte anhand der Lauffront
im Gel an, wie weit die Auftrennung bereits fortgeschritten war. Um eine optimale Visuali-
sierung der Proben zu ermdglichen, sollten die Proben méglichst die Mitte der Laufstrecke
erreichen.

AnschlieBend erfolgte die Farbung des Gels in 0,1% (w/v) Ethidiumbromid-L&sung. Nach
20-minttigem Schutteln und anschlieBender 20-mindtiger Entfarbung der DNA-freien Be-
reiche im Ethidiumbromid-freien Wasserbad wurden die DNA-Banden mittels Gel Doc XR+
(Bio-Rad) unter UV-Licht visualisiert und fotografiert.
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2.2.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden aus dem PCR-Ansatz mittels des Nucleo Spin Gel and PCR Clean-
up Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt. Es wurden zwei Waschschritte mittels 700 pl
NT3-Puffer durchgeflihrt. Abweichend von den Herstellerangaben erfolgten die Zentrifuga-
tionen bei 13,000 x g und die Elution der DNA in 20 pL.

2.2.8 Konzentrationsbestimmung von DNA in Lésung

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA in Lésung (PCR-Produkte, genomische DNA oder
Plasmide) wurde das NanoDrop 1000 Spektrometer nach Herstellerangaben sowie die zu-
gehdrige Software NanoDrop 1000, Version 3.8, unter der Einstellung ,Nukleinsaure® ge-
nutzt. Zur Kalibrierung wurde 1pul des Elutionspuffers des DNeasy Blood & Tissue Kits auf
den Probenteller aufgetragen, woraufhin zunachst die Messung des reinen Puffers erfolgte.
Nach Entfernung des Puffers vom Probenteller wurden 1pl der Probe aufgetragen, worauf-
hin die Konzentrationsbestimmung der Probe erfolgte.

2.2.9 Kilonierung eines PCR-Produkt tragenden Plasmids mit anschlieBender Trans-

formation von E. coli DH5a

Zur Ligation eines PCR-Produktes mittels Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) wurden 25ng 3 kb pGEM-T-Vektors mit der dreifachen Molekil-
zahl an PCR-Produkt versetzt und auf 3,5ul mit aqua dest. eingestellt. Der Ligationsansatz
wurde mit 5 ul 2x Rapid Ligationspuffer, 2ul 5x Dilutionspuffer und 0,5 pl Ligase (5U/ul)
komplettiert und fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul der
kompetenten E. coli DH5a-Bakterien zum Ligationsansatz und schonender Durchmischung
erfolgte eine 30-mindtige Inkubation auf Eis. Auf sich anschlieBende 90-sekiindige Erwar-
mung im Wasserbad auf 42°C folgte die erneute Inkubation des Transformationsansatzes
fir 1-2 min auf Eis. Nach Zugabe von 500 ul SOC-Medium erfolgte eine einstiindige Inku-
bation unter Schitteln bei 37°C. 1/10 und 9/10 des Transformationsansatzes wurden an-
schlieBend auf LB-Amp-Platten ausgestrichen und iber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.10 Herstellung von Glycerin-Stocks

Die Herstellung von Glycerin-Stocks erfolgte fir selektierte, Insert-tragende Klone aus einer
(o/n)-Kultur in LB-Amp-Medium. Es wurden 500pl (o/n)-Kultur auf 50% (v/v) Glycerin einge-
stellt, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend bei -80°C gelagert.
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2.2.11 Plasmid-Praparation

Nach Anzucht der im Glycerin-Stock gelagerten Plasmid-tragenden E. coli-Bakterien in LB-
Amp-Medium Uber Nacht bei 37°C (unter Schiitteln) erfolgte aus 4 ml Kultur die Plasmid-
praparation. Nach 5-minutiger Zentrifugation von 4ml Bakterien-(o/n)-Kultur bei 14,000 x g
erfolgte die Aufarbeitung des Bakteriensediments mittels High Pure Plasmid Isolation Kit
nach Herstellerangaben. Die reine Plasmid-DNA wurde in 50 ul Elutionspuffer eluiert und
die Plasmidkonzentration geman Kap. 2.2.8 bestimmt.

2.2.12 Normalisierung der Rohdaten

Nach Durchfiihrung der TagMan-PCRs und Sammlung der Rohdaten erfolgte vor jeglicher
weiterfihrender Datenanalyse zunachst (fir alle PCRs auBer der Eubakterien-PCR) eine
Umrechnung der ermittelten Kopienzahlen pro PCR auf die Anzahl der Genoméaquivalente
(GE) pro Probe:

Die Kopienzahlen der Negativkontrollen wurden von den Rohdaten der Proben in der je-
weiligen PCR abgezogen. AnschlieBend wurden die Kopien auf das komplette Probenvo-
lumen von 50 pl DNA-Eluat hochgerechnet, welches dem 20-fachen des in die PCR einge-
setzten Volumens entsprach. Um die Anzahl der nachgewiesenen Genomaquivalente pro
Probe zu bestimmen, erfolgte eine Division der Kopien pro Probe durch die Anzahl des
jeweiligen Gens im Genom (siehe Spalte ,Anzahl Genkopien pro Genom®in Tabelle 1). Die

Anzahl der Genkopien pro Genom war mittels BLAST-Analyse ermittelt worden.

(Kopien _ Kopien ) % 20
GE \ PCR  Negativkontrolle
Probe Kopien des Gens pro Genom

Um innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae die Anzahl der tuf-Gene pro Genom zu
ermitteln, wurden fir mehrere zufallig ausgewahlte Vertreter der Familie BLAST-Analysen
durchgefthrt und ein Durchschnittswert gebildet. Da laut Vétrovsky et al. die Anzahl der
zum Nachweis der Eubakterien detektierten 16S rDNA-Sequenzen zwischen verschiede-
nen Spezies der Eubakterien stark variiert (1-15 Genkopien pro Genom) (141), war eine
Berechnung von Eubakterien-Genomaquivalenten nicht mdglich. Es wurde stattdessen zur
Datennormalisierung die Kopienzahl der 16S rDNA pro Probe genutzt.

Zu weitergehenden Normalisierungen wurden zusatzlich die im Abstrich enthaltene Ge-
samtbakterienzahl und Anzahl an abgestrichenen Humanzellen mitbestimmt. Beim huma-
nen GAPDH-Gen (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gen) handelt es sich um
ein Housekeeping-Gen, das in jeder humanen Zelle genau einmal vorkommt (Single-Copy-
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Gen) und haufig zur Datennormalisierung genutzt wird. Die Quantitat der GAPDH-Genom-
aquivalente pro Probe konnte mit der Anzahl an humanen Zellen pro Probe gleichgesetzt
werden (142). Durch Division der jeweiligen Genoméaquivalente pro Probe durch die ent-
sprechende ermittelte Gesamtbakterienzahl bzw. humane GAPDH wurden die Ergebnisse

normalisiert.

GE (normalisiert) GE pro Probe

Probe "~ Gesamtbakterienzahl bzw.humane Zellzahl pro Probe

Somit lagen pro speziesspezifischer PCR drei normalisierte Werte vor: die Genomaquiva-
lente der jeweiligen Spezies 1.) pro Probe (,Roh®), 2.) pro Gesamtbakterienzahl (,Nor-
mal.Euba“) und 3.) pro humaner GAPDH (,Normal.Gap*). Ein Ergebnis wurde im Rahmen
der vorliegenden Studie als statistisch signifikant betrachtet, wenn zwei der drei Datenséatze
statistisch signifikante Ergebnisse lieferten. Die zusatzliche Hirde wurde eingefiihrt, um
eine verbesserte Validitat der Ergebnisse sicherzustellen.

2.3 Stichprobenumfang und Statistik

Die mindestens bendtigte Stichprobenmenge wurde mittels der Software G*Power 3.1 er-
mittelt. Als statistischer Test wurde fir die Probenberechnung eine Varianzanalyse (A-
NOVA) fir verbundene Stichproben genutzt, da zunéchst unklar war, ob eine Normalver-
teilung der Messwerte vorliegt. Bei einer geschatzten Effekistarke von 0,29, einer Test-
power von 95% und einem Signifikanzniveau von 5% ergab sich eine minimale Anzahl von
33 Studienteilnehmern.

Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe der Software SPSS in der Version
28.0.0.0 durchgeflihrt. Die Untersuchungen der bakteriellen Besiedlungen mittels TagMan-
PCR lieferten metrische Variablen. Die Erfassung der Indizes der Mundhygiene, Schleim-
hauttrockenheit und der intraoralen Gesundheit lieferten ordinalskalierte Variablen. Eine
Normalverteilung der Messwerte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test gepruft (143). Fir die Ge-
nomaquivalente pro Probe aller untersuchten Keime lagen nichtparametrische Daten vor.
Far die vergleichende Analyse zweier metrischer Messwerte wurde der Wilcoxon-Test an-
gewandt (144). Fir die vergleichende Analyse von mehr als zwei metrischen Messwerten
wurde der Friedman-Test angewandt (145). Zur Zusammenhangsanalysen ordinalskalierter
Indizes mit metrischen Messdaten (mikrobielle Besiedlung) wurde die Spearman-Korrela-
tion genutzt (146). Far die vergleichende Analyse von zwei unabhangigen Stichproben
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet (146). FUr vergleichende Analysen von mehr
als zwei unabhangigen Stichproben wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet (147).
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung der Methodik

Vor Analyse der Patientenproben war eine Validierung der genutzten PCR-Verfahren not-
wendig, um die Glte der PCRs und die jeweiligen Sensitivitaten und Spezifitdten zu tber-
prifen. Die Monoplex-PCRs zum Nachweis von Eubakterien (gesamt), humaner Zellzahl
(GAPDH), S. aureus, S. mitis, Enterobacteriaceae und M. salivarium waren bereits im
Hause etabliert worden und mussten im Rahmen der vorliegenden Arbeit noch validiert
werden. Die TagMan-PCRs von E. faecalis, A. baumannii und P. aeruginosa mussten zu-
nachst von mir neu etabliert und im Anschluss validiert werden, ob alle durchzufuhrenden
PCRs flr die spéatere Analyse der Patientenproben unter identischem Temperaturprofil der
TagMan-PCR abliefen. Zur optimalen Ausnutzung der PCR-Platte mit 8x12 Tubes sollten
zwei der ausgewahlten PCRs gemeinsam in einem Duplex-Ansatz durchgefihrt werden,
um auf acht PCRs pro Patientenprobe zu kommen. Dieser Duplex-Ansatz wurde im Rah-
men der Studie von mir etabliert.

GroBtenteils lagen bereits Quantifizierungsstandards fir die durchzufiihrenden PCRs vor;

lediglich das Plasmid zum Nachweis von E. faecalis musste noch von mir kloniert werden.

3.1.1 Quantifizierungsstandards

Zur Generierung eines klonierungsféhigen E. faecalis-Amplikons kam eine konventionelle
PCR zur Anwendung (siehe Kap. 2.2.5.2). In die PCR wurde genomische DNA des E. fae-
calis ATCC 29212- Stamms eingesetzt (siehe Kap. 2.1.4 und 2.1.7). Zu Verifizierungzwe-
cken wurde das PCR-Produkte (84 bp) auf einem 3%igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt
(siehe Abb. 5, Spur B). Die Herstellung des Agarosegels bzw. die Bedingungen der Aga-
rose-Gelelektrophorese sind im Kap. 2.2.6 beschrieben. Als Langenstandard wurde der
Mass RulerDNA Ladder Mix in der Probenspur A aufgetrennt. Als Nachweis, dass der E.
faecalis-PCR-Mix frei von E. faecalis-DNA gewesen war, wurde die Negativkontrolle der
konventionellen PCR - ohne Zusatz von DNA - in Spur C aufgetrennt.

36



500 ~
400 ~

300 ~
200 ~

100 —
80 ~

Abb. 5: Gelelektrophoretische Uberpriifung des E. faecalis-PCR Produktes

Wie zu erwarten, zeigte sich in der E. faecalis-DNA-haltigen PCR-Probe (Spur B) eine
Bande zwischen 80-100 bp, was der Lange des E. faecalis-Amplikons entsprach, wohinge-
gen die Negativkontrolle in Probenspur C lediglich eine sehr schwache Bande < 80 bp auf-

wies, welche vermutlich den Primer-Dimeren entsprach.

Das PCR-Produkt wurde anschlieBend aufgereinigt (siehe Kap. 2.2.7) und nach Konzent-
rationsbestimmung (siehe Kap. 2.2.8) in den Klonierungsvektor pGem-T ligiert (siehe Ta-
belle 3). Da konventionelle Tag-Polymerasen bei der Amplifikation des Inserts am 3‘-Ende
einen Adenylrest anhangen, konnte das Insert mittels sticky ends in den pGEM-T-Vektor
(Promega) inseriert werden, welcher (iber einen Thymin-Uberhang verfiigt. Das PCR-Pro-
dukt (84 bp) wurde dem pGEM-T-Vektor (3000 bp) im Ligationsansatz in dreifacher Mole-
kilmenge zugesetzt. Der Uberschuss an PCR-Produkt wurde gewahlt, um ein direktes
SchlieBen des Plasmids ohne Aufnahme des Inserts bestmdglich zu verhindern.

Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mitgefthrt, der sich lediglich durch die fehlende Zu-
gabe der PCR-Produktes und Ausgleich der Volumendifferenz durch destilliertes Wasser
vom oben beschriebenen Ansatz unterschied. Zur Transformation (siehe Kap. 2.2.9) wur-
den kompetente E. coli DH5a-Bakterien verwendet (Transformationsrate 1x107/ug Plas-
mid).
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Es wurden 1/10 bzw. 9/10 des Volumens der Positivprobe bzw. Negativkontrolle auf LB-
Amp-Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert (Abb. 6).

Abb. 6: Ausstrich des E. faecalis-Klonierungs-Ansatzes

9/10 des Volumens der Positivprobe (oben links), 1/10 des Volumens der Positivprobe (unten links),
9/10 des Volumens der Negativkontrolle (oben rechts) und 1/10 des Volumens der Negativkontrolle
(unten rechts)

Da der pGEM-T Easy Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen enthalt, war eine Anzucht der
Kolonien nur méglich, sofern Plasmide von den kompetenten Bakterien aufgenommen wur-
den. Wie Abb. 6 zeigt, wuchsen auch einige wenige Kolonien auf Seiten der Negativkon-
trolle, obwohl hier kein PCR-Produkt zugesetzt worden war. Urséchlich hierfir war vermut-
lich, dass auch Plasmide aufgenommen werden konnten, die kein Insert trugen und sich
lediglich geschlossen hatten. Das Verhaltnis von Kolonien auf Seite der Positivprobe zu
Kolonien auf Seite der Negativkontrolle betrug circa 10:1 (ca. 600 Kolonien auf Seiten der
1/10 Positivprobe zu ca. 60 Kolonien auf Seiten der 1/10 Negativkontrolle).

Um einzelne Kolonien auf Insert-tragende Plasmide zu kontrollieren, erfolgte eine Uberprii-
fung von elf zuféllig ausgewahlten Kolonien der Positivprobe mittels E. faecalis-Real-Time
PCR (fur PCR-Bedingungen siehe Kap. 2.2.5.1). Mittels steriler Pipettenspitze wurde Kolo-
niematerial aufgenommen und kurz in den entsprechenden PCR-Mix auf einer Mikrotiter-

platte eingetaucht und die anhaftenden Bakterien mittels Spitzendrehung resuspendiert.
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Die entsprechenden Pipettenspitzen wurden anschlieBend nicht verworfen, sondern direkt
zwecks Kultivierung in LB-Amp-Medium Gberfuhrt (siehe unten.)

Zusétzlich zu den PCRs der Kolonien, erfolgten jeweils eine Positivkontrolle (Mastermix mit
zugesetztem PCR-Produkt) sowie eine Mastermixkontrolle (reiner Mastermix) und eine Ne-
gativkontrolle (Mastermix mit zugesetztem koloniefreiem Material (Picken der Spitze in ko-
loniefreiem Bereich der Platte)).

Amplification
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Positivkontrolle (reines PCR-Produkt)
Il Kolonien 1-11
- Negativkontrolle

Abb. 7: Real-Time PCR an Kolonien zum Nachweis Insert-tragende Plasmide

Die Positivkontrolle zeigte wie erwartet eine frihe Amplifikation in der Real-Time PCR. Auch
alle elf ausgewahlten Kolonien zeigten Amplifikationen. Die Negativkontrolle mit kolonie-
freiem Material zeigte eine Amplifikation, welche vermutlich auf frei verfigbares PCR-Pro-
dukt auf der Agarplatte zurtickzufihren war. Fir jene 4 Kolonien, die erst nach der Nega-
tivkontrolle eine Amplifikation in der Real-Time-PCR aufwiesen, konnte folglich nicht sicher
von einer Aufnahme des Inserts in den pGem-T-Vektor ausgegangen werden. Fir jene 7
Kolonien, die bereits in frGheren Zyklen als die Negativkontrolle Amplifikationen zeigten,
war eine Aufnahme des Inserts anzunehmen. Die durchgefiihrten Mastermixkontrollen

zeigten wie erwartet keine Amplifikationen.

Das mittels Pipettenspitze aufgenommene Koloniematerial, welches einerseits zur oben
beschriebenen Uberpriifung der Kolonien auf die Aufnahme des Inserts genutzt wurde,
wurde weiterfihrend kultiviert. Zu diesem Zweck wurde die jeweilige Pipettenspitze (mit

noch anhaftendem Bakterienmaterial) in 5ml LB-Amp-Medium Gberfihrt und die Bakterien

39



dieser Kolonie o/n bei 37°C unter Schutteln kultiviert.
Far die Klone 4 und 10 erfolgte aus der entsprechenden o/n-Kultur eine Plasmid-Prépara-
tion (siehe Kap. 2.2.11) und die Herstellung eines Glycerin-Stocks (siehe Kap. 2.2.10).

Die Insertsequenz von zwei der praparierten Encfis-Plasmide (Klone 4 und 10) wurden an-
schlieBend im Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-
Universitat Diisseldorf Sanger-sequenziert, um eine Ubereinstimmung mit der in der Daten-

bank abgelegten Genomsequenz von E. faecalis ATCC 29212 sicherzustellen.

Beide Klone enthielten die gleiche amplifizierte E. faecalis-Region, wie in Abb. 8 exempla-
risch far den Klon 10 gezeigt.

] 48!] 4@0 1DD 510 52| D 53u 55 IJ
GACAGGAAAGAAACTAGGAGGACAAGCATTTGAAGATTATTTTGT TG TATGGCGGCAGAAGTGAAGAGCACGATG TGTCTGTTT.

[\/\[\ W WMWY ffm/\_[\/l_ﬁx AW WY W A{m oo™y

GACAGGAAAGAAAC TAGGAGGA CAAGCATTTGAAGATTATTTTGTTG! TATGGCGGCAGAAG TGAAGAGCACGATG TCTCTETTY.
AGCACGATGTGTCTGTTT
enchisev |

ncfis-rev
TTGTTGTATGGCGGCAGAAGTG
ncfis-S TexRed-BHO2
GACAGGAAAGAAACTAGGAGGAC

Abb. 8: Sequenzierungschromatogramm des E. faecalis-Klons 10 mit Lokalisation von Forward-
primer (Encfis-for), Reverseprimer (Encfis-rev) und Sonde (Encfis-S)

Die Abb. 8 zeigt das mittels der Software Geneious erstellte Sequenzierungschromato-
gramm des klonierten E. faecalis-Amplikons mit der Position der entsprechenden Forward-
und Reverseprimer (in griin) und der Sonde (in rot). Es zeigte sich eine 100% Ubereinstim-

mung der Primer- und Sondensequenzen mit der Sequenz des Klons.
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Nachfolgend wurde die Sequenz von Klon 4 mittels BLAST-Analyse verifiziert.

Enterococcus faecalis ATCC 29212, complete genome
Sequence ID: CP008816.1Length: 2939973 Number of Matches: 1

Score Expect Identities Gaps Strand
156 bits(84) 2e-38  84/84(100%) 0/84(0%) Plus/Plus

Query 475 GACAGGAAAGARACTAGGAGGACAAGCATTTGAAGATTATTTTGTTGTATGGCGGCAGRAA 534
Frerrrrrrerreererrrrerreerrerrrerrrerrrer e err e e e

Sbjct 2829068 GACAGGAAAGAAACTAGGAGGACAAGCATTTGAAGATTATTTTGTTGTATGGCGGCAGAR 2829127

Query 535 GTGRAGAGCACGATGTGTCTGTTT 558

FEEEEEErr ey
Sbict 2829128 GTGAAGAGCACGATGTGTCTGTTT 2829151

Abb. 9: Paarweises Sequenzalignment des Encfis-Inserts aus Klon 4 (Query) mit der ncbi-Se-
quenz von Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Acc.-Nummer CP008816.1)

Es zeigte sich eine 100%ige Ubereinstimmung des Inserts mit der ncbi-Sequenz von E.
faecalis. Der generierte E. faecalis - Quantifizierungsstandard konnte somit zur weiterfih-

renden Analysen benutzt werden.

Nach Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA (siehe Kap. 2.2.8) wurden Verdinnun-
gen der Plasmide in 10 mM Tris/ HCI, pH 8,0 hergestellt und als Quantifizierungsplasmide
eingesetzt. Die Stocklésung von Quantifizierungsstandards, die in einer Konzentration von
10° Kopien Plasmid/ul vorlagen, waren dauerhaft bei -20°C eingefroren. Gebrauchslésun-
gen mit Verdinnungen von 107 bis 10-" Kopien Plasmid/ul wurden bei 4°C gelagert und ihre
Gebrauchsfahigkeit bzw. Intaktheit der Plasmide regelmaBig validiert. Bei Degradation der
Plasmide, die sich an einer Erh6hung der Ct-Werte ablesen liel3, wurden die Gebrauchslo-
sungen der Quantifizierungsstandards aus der 10%-Stocklésung neu verdlinnt.

3.1.2 PCR-Linearitatsbestimmung

Qualitatskriterien einer Real-Time PCR sind der E-Wert, der die Effizienz der gPCR be-
schreibt, sowie der R>-Wert, der das Bestimmtheitsmali angibt. Diese Werte wurden vor
Beginn der Analyse der Patientenproben flr jedes der genutzten TagMan-PCR-Verfahren
bestimmt.

Die Effizienz E einer Real-Time PCR kann festgestellt werden, indem Verdinnungsreihen
mit einheitlichem Verdinnungsfaktor von plasmidklonierten Quantifizierungsstandards in
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die gPCR eingesetzt werden. In einer Kalibrierungsgrafik wird anschlieBend der Logarith-
mus der anfénglichen Standardkonzentration auf der x-Achse aufgetragen, wahrend der
Ct-Wert (siehe 1.5) auf der y-Achse aufgetragen wird. Eine lineare Regressionsgerade
durch die Datenpunkte besitzt die Steigung m. Mittels folgender Formel Iasst sich die Effi-
zienz einer gPCR berechnen:
E=10"Ym—-1

Eine Steigung m von -3,32 wirde somit eine Effizienz von 1 (100%) ergeben, also eine
exakte Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus, was der optimalen qPCR-Effizienz ent-
spricht (148). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Gite eines qPCR-Verfahrens
als gegeben betrachtet, wenn E-Werte von 100% + 5% vorlagen. Das Bestimmtheitsmal3
R2beschreibt, wie gut die Korrelation zwischen den gemessenen Ct-Werten und der einge-
setzten Konzentration ist, also die Nahe der gemessenen Datenpunkte zur Regressionsge-
raden. Somit kdnnen Rickschlisse auf die Reproduzierbarkeit der PCR-Analyse gezogen
werden. Da der Optimalwert von R? 1,0 ist (149), wurde im Rahmen der vorliegenden Studie
ein R2-Wert von 2 0,99 als ausreichend betrachtet.

Zur Uberpriifung der Linearitaten der in dieser Arbeit verwendeten TagMan-PCRs wurden
fir jeden der genutzten Quantifizierungsstandards 1/10er Verdiinnungsreihen von 107 bis
10" Kopien/ul in 10 mM Tris/HCI, pH 8.0 hergestellt. In Vierfachbestimmung erfolgte die
Quantifizierung mittels TagMan-PCR nach den im Kap. 2.2.5.1 genannten PCR-Bedingun-
gen. Eine PCR-Linearitat wurde als gegeben betrachtet, sofern die TagMan-PCRs Utber
mindestens vier Verdinnungsstufen linear verliefen.

Die folgende Abb.10 zeigt die Linearitaten fur die genutzten TagMan-PCRs im Konzentra-
tionsbereich 2,5E+07 bis 2,5E+01 Kopien/PCR.
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Eubakterien-PCR
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Abb. 10: Linearitdten der TagMan-Monoplex-PCRs im Konzentrationsbereich 2,5E+07 bis
2,5E+01

Angegebene Parameter sind die Effizienz (E), das Bestimmtheitsmal3 (R"2), die Steigung m

(Slope), der y-Achsenabschnitt der linearen Regressionsgeraden (y-int) sowie der jeweilige Fluo-
reszenzfarbstoff.
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Far die TagMan-PCR zum Nachweis der humanen GAPDH, S. aureus, S. mitis, E. faecalis,
M. salivarium, P. aeruginosa und A. baumannii war eine Linearitat fir den dargestellten
Konzentrationsbereich von 2,5E+07 bis 2,5E+01 Kopien/PCR gegeben. Dagegen zeigten
die TagMan-PCRs zum Nachweis der Gesamtbakterienlast (Eubakterien) bzw. der Entero-
bacteriaceae in geringen Konzentrationsbereichen starke Abweichungen der Datenpunkte
von einem linearen PCR-Verlauf. Auch zeigte sich fir beide PCRs, dass Werte in geringen
Konzentrationen nicht zuverlassig abgebildet werden konnten, da sie sich nicht ausreichend
von der Negativkontrolle unterschieden (nicht in der Grafik abgebildet). Sowohl die E-Werte
als auch die R2-Werte lagen mit Werten von 198,1% bzw. 166,8% und 0,898 bzw. 0,925
weit auBerhalb des Toleranzbereichs. Es lag folglich fir beide Verfahren aufgrund einer
geringen Sensitivitat keine Linearitat im Bereich von 2,5E+07 bis 2,5E+01 Kopien/PCR vor.
Daher wurde fir die beiden TagMan-PCRs im Anschluss untersucht, ob eine Linearitat far
einen weniger breit gefassten Konzentrationsbereich von 2,5E+07 bis 2,5E+04 Ko-
pien/PCR vorlag und ob sich die Linearitat in hdhere Konzentrationsbereiche ausdehnte.
Zu diesem Zweck wurden fiir beide PCRs weitere Verdiinnungsreihen der genutzten Stan-
dards von 10° bis 103 Kopien/ pl in 10 mM Tris/ HCI hergestellt und in Vierfachbestimmung

getestet.
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Eubakterien-PCR [2,5E+07 bis 2,5E+04 Kop./PCR] Enterobacteriaceae-PCR [2,5E+07 bis 2,5E+04 Kop./PCR]
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Abb. 11: PCR-Glite der TagMan-PCRs zum Nachweis von Eubakterien (links) und Enterobac-
teriaceae (rechts) in den Konzentrationsbereichen 2,5E+07 bis 2,5E+04 (oben), 2,5E+08 bis
2,6E+05 (Mitte) und 2,5E+09 bis 2,5E+06 (unten)

Fir die Eubakterien-PCR wurde im Konzentrationsbereich von 2,5E+07 bis 2,5E+04 Ko-
pien/PCR mit einem E-Wert von 96,4% und einem R2-Wert von 0,997 eine Linearitat nach-
gewiesen. Dagegen war sowohl im Konzentrationsbereich von 2,5E+08 bis 2,5E+05 als
auch im Konzentrationsbereich von 2,5E+09 bis 2,5E+06 Kopien/PCR mit E-Werten von
86,5% bzw. 75,9% keine PCR-Linearitat Gber vier Verdiinnungsstufen erkennbar.

FOr die Enterobacteriaceae-PCR lagen in Konzentrationsbereichen von 2,5E+07 bis
2,5E+04 und 2,5E+08 bis 2,5E+05 Kopien/PCR mit E-Werten von 100,2% bzw. 95,3% und
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R2-Werten von 0,997 bzw. 0,998 Linearitaten vor. Dagegen war im noch héheren Konzent-
rationsbereich von 2,5E+09 bis 2,5E+06 Kopien pro PCR bei einem E-Wert von 84,1%
keine PCR-Linearitat gegeben.

Es ergaben sich somit folgende Werte fiir E und R? fiir die jeweiligen Monoplex-Ansétze:

Tabelle 11: Effizienzen und BestimmtheitsmaBe der TagMan-Monoplex-PCRs

PCR E-Wert R2-Wert Konzentrationsbereich
[Kopien pro PCR]

Eubakterien 96,4% 0,997 2,5E+07 bis 2,5E+04
Humane GAPDH 97,8% 0,998 2,5E+07 bis 2,5E+01
S. aureus 102,0% 0,999 2,5E+07 bis 2,5E+01
S. mitis 97,5% 0,997 2,5E+07 bis 2,5E+01
E. faecalis 99,7% 0,998 2,5E+07 bis 2,5E+01
Enterobacteriaceae 100,2% 0,997 2,5E+07 bis 2,5E+04
95,3% 0,998 2,5E+08 bis 2,5E+05

M. salivarium 96,6% 0,996 2,5E+07 bis 2,5E+01
P. aeruginosa 101,9% 0,998 2,5E+07 bis 2,5E+01
A. baumannii 97,3% 0,998 2,5E+07 bis 2,5E+01

Somit war die Gulte der einzelnen TagMan-Monoplex-PCRs fiir die in Tabelle 11 angegebe-
nen Konzentrationsbereiche gegeben.

3.1.3 Nachweisgrenzen und Validierung der Quantifizierung

In der vorliegenden Arbeit wurde far alle genutzten TagMan-PCRs eine Sensitivitat definiert,
welche der niedrigsten gemessenen Standardkonzentration entsprach, bei der alle vier Pro-
ben der Vierfachbestimmung nachgewiesen werden konnten. Fir die Eubakterien- bzw.
Enterobacteriaceae-PCR entsprach die Sensitivitat der niedrigsten gemessenen Standard-
konzentration, bei der alle vier Proben deutlich von der Negativkontrolle unterscheidbar wa-
ren. Zudem wurde fir alle genutzten TagMan-PCRs eine sichere Nachweisgrenze definiert,
welche eine Konzentration beschreibt, oberhalb derer ein Nachweis stets zuverlassig még-
lich war. Da die sichere Nachweisgrenze einen Sicherheitsabstand zur gemessenen Sen-
sitivitat einhalten sollte, wurde sie auf die 1,5-fache Konzentration der Konzentration der

Sensitivitat festgelegt.

Weiterfihrend wurde fiir jede TagMan-PCR zwischen einem Konzentrationsbereich einer

unsicheren bzw. einer sicheren Quantifizierung unterschieden. Im Bereich der unsicheren
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Quantifizierung wurden zwar alle vier Proben der Vierfachbestimmung nachgewiesen, al-
lerdings lag eine Streuung der einzelnen Datenpunkte vor: Mindestens ein Einzelwert wich
uber einen Ct-Wert vom Mittelwert aller vier ermittelten Ct-Werte ab. Dagegen wichen im
Bereich der sicheren Quantifizierung die Einzelwerte maximal einen Ct-Wert vom Mittelwert
aller ermittelten Ct-Werte der Vierfachbestimmung ab.

Fur die Bestimmung von Sensitivitat, sicherer Nachweisgrenze sowie fur die Bereiche einer
sicheren bzw. unsicheren Quantifizierung wurden die Messwerte der Linearitatsbestimmun-

gen genutzt. Es ergaben sich folgende Konzentrationen bzw. Konzentrationsbereiche:

Tabelle 12: Sensitivitdten, sichere Nachweisgrenzen und quantifizierungssichere- bzw. unsi-
chere Konzentrationsbereiche der genutzten TagMan-PCRs

EE| LRE 5 5@ 55
Z2da 59 g % 2 g % o L
ge| »gFe %9 C »3C
o 9 o .Q cc.@ o =0
wa = o (Z;; oo ?_c_) o
o Z O 8= 20 S5=0
X, o X, S 8X c X
Y = Q=
z o) N o
N N = N
N = c C
= 0o < S
c X S5 X
S (@]
g
TagMan-PCR
Eubakterien 2,5E+04 | 3,75E+04 entfallt| 2,5E+04 bis 2,5E+07
Humane GAPDH 2,5E+01| 3,75E+01| 2,5E+01 bis 2,5E+02| 2,5E+02 bis 2,5E+07
S. aureus 2,5E+01| 3,75E+01| 2,5E+01 bis 2,5E+02| 2,5E+02 bis 2,5E+07
S. mitis 2,5E+02| 3,75E+02 entfallt| 2,5E+02 bis 2,5E+07
E. faecalis 2,5E+01| 3,75E+01 entfdllt| 2,5E+01 bis 2,5E+07
Enterobacteriaceae | 2,5E+04 | 3,75E+04 entfallt| 2,5E+04 bis 2,5E+08
M. salivarium 2,5E+01| 3,75E+01| 2,5E+01 bis 2,5E+02| 2,5E+02 bis 2,5E+07
P. aeruginosa 2,5E+01 | 3,75E+01 entfadllt| 2,5E+01 bis 2,5E+07
A. baumannii 2,5E+02 | 3,75E+02 entfdllt| 2,5E+02 bis 2,5E+07

Tabelle 12 zeigt, dass die Sensitivitdten der einzelnen TagMan-PCRs variierten: Als sehr
sensitiv konnten die PCRs zum Nachweis von humaner GAPDH, S. aureus, E. faecalis, M.
salivarium und P. aeruginosa beurteilt werden, da 2,5E+01 Kopien/PCR zum Nachweis al-
ler Proben der Vierfachbestimmung ausreichten. Somit konnte fir diese PCRs ab Konzent-
rationen von Uber 3,75E+01 Kopien/PCR von einem sicheren Nachweis ausgegangen wer-
den. Etwas geringere Sensitivitdten mit 2,5E+02 Kopien/PCR wiesen die PCRs zum Nach-
weis von S. mitis und A. baumannii auf. Fir diese beiden PCRs konnte ab einer Konzent-
ration von 3,75E+02 Kopien/PCR von einem sicheren Nachweis ausgegangen werden.

Als sehr wenig sensitiv waren die PCRs zum Nachweis der Eubakterien bzw. der Entero-

bacteriaceae zu beurteilen. Unterhalb einer Konzentration von 2,5E+04 Kopien/PCR war
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keine Unterscheidung von der Negativkontrolle mehr méglich, da die Negativkontrollen bei-
der PCRs Amplifikationen um den 30. Zyklus zeigten (siehe 4.1.1).

Fur die PCRs zum Nachweis von humaner GAPDH, S. aureus und M. salivarium wurde ein
quantifizierungsunsicherer Bereich von 2,5E+01 bis 2,5E+02 Kopien/PCR festgelegt, in
dem eine Streuung der Einzelwerte der Vierfachbestimmungen vorlag. In diesem Bereich
war ein Nachweis zwar wahrscheinlich bzw. ab 3,75E+01 Kopien/PCR sicher méglich, al-
lerdings war eine sichere Quantifizierung unterhalb von 2,5E+02 Kopien/PCR nicht gege-
ben. Fir alle anderen PCRs entfiel der Bereich der unsicheren Quantifizierung, da bereits
in den Konzentrationen der jeweilige Sensitivitdten keine Streuung der Einzelwerte der Vier-
fachbestimmung von Uber einem Ct-Wert vorlag.

Die quantifizierungssicheren Bereiche geben an, in welchen Konzentrationen sowohl die

Nachweise als auch die Quantifizierungen zuverlassig und sicher méglich waren.

3.1.4 Etablierung von Duplex-PCRs

Es wurde angestrebt, pro Studienpatienten nur einen TagMan-PCR-Lauf durchfihren zu
mussen. Somit sollten die neun genutzten TagMan-PCRs fur alle acht Abstriche eines Pa-
tienten simultan auf einer Mikrotiterplatte ablaufen. Da handelstbliche Mikrotiterplatten al-
lerdings auf 96 Probentaschen limitiert sind und fir die jeweiligen Negativproben und Quan-
tifizierungsstandards bereits 32 Probentaschen der Platte benétigt wurden, blieben fur die
Abstriche des Patienten nur noch 64 Probentaschen tbrig. Um die neun verschiedenen
TagMan-PCRs fir diese acht Abstriche simultan durchzufliihren zu kénnen, war es also
nétig, zwei der TagMan-PCRs in einem Duplex-Ansatz zu kombinieren.

Es wurden die drei folgenden Duplex-Ansatze getestet:

- Eubakterien und Enterobacteriaceae
- S. mitis und die humane GAPDH

- P. aeruginosa und A. baumannii

Bei der Zusammenstellung zweier TagMan-PCRs musste beachtet werden, dass diese mit
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen arbeiteten. Die jeweiligen PCRs wurden wie
oben genannt zusammengestellt, um eventuellen Fehlerquellen durch gegenseitige Inhibi-
tionen der Fluoreszenzsignale durch stark ungleiche Kopienzahlen vorzubeugen: So wurde
sowohl bei S. mitis als auch bei der humanen GAPDH vermutet, dass beide in groBer Zahl

in den Abstrichen nachzuweisen sind. Fir P. aeruginosa und A. baumannii wurde ange-
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nommen, dass beide Keime nur sporadisch vorkommen. Die Eubakterien und Enterobac-
teriaceae wurden zusammengestellt, da beide PCRs einen groB3en Hintergrund zeigten und
die sicheren Nachweisgrenzen fir beide PCRs sehr hoch lagen (siehe Kap. 3.1.3).

Die beiden Komponenten X (gemessene Komponente) und Y (zusatzlicher nicht-gemesse-
ner Duplexpartner) wurden zur Etablierung der Duplex-PCRs jeweils sowohl durch plas-
midklonierte Quantifizierungsstandards als auch durch genomische DNA der jeweiligen
Bakterien in definierten Konzentrationen simuliert. Samtliche TagMan-PCRs erfolgten in
Dreifachbestimmung. Die Konzentrationen von Primern und Sonden im Monoplex- und
Duplex-Ansatz stimmten Uberein. Flr die Zellstdmme der genomischen DNA siehe Kap.
2.1.7, fur TagMan-PCR-Bedingungen sowie fur Mastermixe der Monoplex- bzw. Duplex-
Ansétze siehe Kap. 2.2.5.1. und fUr die eingesetzten Primer und Sonden siehe Kap. 2.1.4.
Um in der Eubakterien-PCR genomische DNA zu testen, wurde zuféllig der P. aeruginosa-
Bakterienstamm ATCC 27853 ausgewahlt und eingesetzt, da die Eubakterien-PCR die Ge-
samtheit aller Bakterien erfasst und alle Bakterien mit 16S rDNA nachgewiesen werden
kénnen.

Far Quantifizierungsstandards wurde eine hohe Konzentration [2,5E+05 Kopien/ PCR bzw.
2,5E+07 Kopien/ PCR fiir Eubakterien und Enterobacteriaceae] sowie eine geringe Kon-
zentration [2,5E+02 Kopien/ PCR bzw. 2,5E+04 Kopien/ PCR fir Eubakterien und Entero-
bacteriaceae) eingesetzt. Analog dazu wurde auch fiir die reine DNA eine hohe Konzent-
ration [10ng/ PCR] sowie eine geringe Konzentration [0,1ng/ PCR] eingesetzt.

Zur Etablierung von Duplex-Verfahren wurden in der vorliegenden Arbeit mehrere Ver-
suchsansatze durchgefuhrt, in denen die beiden Komponenten X und Y in verschiedenen
Konstellationen und Konzentrationen im Monoplex- und Duplexansatz kombiniert getestet

wurden:

Die gemessene Komponente X wurde jeweils in hoher Konzentration in folgenden Kombi-
nationen getestet:

im Monoplex-Ansatz ohne Zusatz von Y (M)

im Duplex-Ansatz ohne Zusatz von Y (D+)

im Duplex-Ansatz mit Zusatz von Y in hoher Konzentration (Dz)

im Duplex-Ansatz mit Zusatz von Y in geringer Konzentration (Ds)

Weiterflhrend wurde die gemessene Komponente X jeweils in geringer Konzentration in
folgenden Kombinationen getestet:

— im Monoplex-Ansatz ohne Zusatz von Y (M)

— im Duplex-Ansatz ohne Zusatz von Y (Da)
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— im Duplex-Ansatz mit Zusatz von Y in hoher Konzentration (Ds)

— im Duplex-Ansatz mit Zusatz von Y in geringer Konzentration (Ds)

Als Negativkontrollen wurden der Monoplex- bzw. Duplex-Ansatz ohne Zugabe einer Probe

getestet (Mo bzw. Do).

Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsansétze sind in Tabelle 13 fur alle TagMan-PCRs

dargestellt. Zudem zeigt die Tabelle die Ct-Differenzen der einzelnen Duplex-Ansatze zum

entsprechenden Monoplex-Ansatz (A D — M).

Tabelle 13: Mittelwerte der dreifachbestimmten Ct-Werte fiir die jeweils durchgefiihrten Ver-
suchsansitze (,,Versuchsansatz“) und Differenzen zwischen Ct-Werten der Duplex-Anséatze
zum Monoplex-Ansatz (,,A D — M*)

Quantifizierungsstandards

Genomische DNA

(0] (0]
T 3 T 3
[} &)
£ g | s T g s | s g g
(] 8 c < c Qo 8 c < c 9
ol c S O 2 S % S O] 2 S
c (&) [0) [}
S 2|S5|le|s|2]¢8 S| Sle|s|2]s
o © Q 1S % S g © o S g S g
Eld | < |w | 2|0 | R | < | | T | o | W
Versuchsansatz
Mo [X-; Y-] N/A | N/A | N/A | N/A | 30,0 | 30,6 N/A | N/A | N/A | N/A | 30,2 | 32,1
Do [X-; Y-] N/A | NJA | NVJA | N/A | 29,9 | 30,8 N/A | N/A | N/A | N/A | 30,5 | 32,2
M1 [X+++; Y-] 27,3 1 26,2128,0 | 253|179 | 17,3 20,511931|17,8 | 25,3 ] 18,2 | 16,5
D1 [X+++; Y-] 27,0 1 26,11 278 | 256] 18,0 | 17,2 20,3 | 1921179 | 25,2 ]| 18,3 | 16,6
D2 [X+++; Y+++4] 26,8 | 26,2276 | 25,6 | 16,7 | 16,5 20,1 1194|174 | 25,0 ]| 15,2 | 16,9
D3 [X+++; Y+] 268 | 26,2273 |255]16,8 | 17,2 20,2 (19,7 117,31 2491 18,0 | 17,0
Mz [X+; Y-] 37,2 |1 36,4]1383|355]|279 | 27,3 29,0 | 26,8 1259 | 38,8 | 26,6 | 26,1
D4 [X+; Y-] 36,5 |37,1]136,9 | 354|278 | 27,3 28,6 | 26,7 |1 25,3 | 37,8 ] 26,6 | 26,0
Ds [X+; Y+++] 36,9 | 36,5 37,3 | 351 ] 30,5 | 25,8 272 | 262|244 | 37,2 ]| 155 | 24,8
Ds [X+; Y+] 36,4 | 36,1 | 376 | 354|276 | 27,4 28,4 | 26,9 | 256 | 36,1 ] 23,2 | 25,2
AD-M
A D1 - My -03|-01]-021| 0,3 0,1 -0,1 -0,2 | -0,1 0,1 -0,1 0,1 0,1
A D2 - M -05|001]-04)|031]-12]-08 -04 | 0,1 -04 | -0,3]-30 ]| 04
A D3 - M4 -05(001]-07]|021]-11]-0,1 -03|1 041]1-05]|-041]-02]| 05
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A D4 - M2 -0,7 | 07 (|-14)|-01]-0,1| 0,0 -04 | -0,1]-06|-101] 0,0 | -0,1
A Ds - M2 -03|011]-10|-041] 26 |-1,5 -18|-061]-15]|-16|-11,1] -1,3
A Ds - M2 -08 |-031]-07|-01]-03 | 0,1 -06 | 0,1 | -03 | -2,7 | -3,4 | -0,9
M  Monoplex
D Duplex

[X] Kopien der getesteten Komponente X
[Y] Kopien des jeweiligen, nichtgemessenen Duplexpartners Y
— Keine Plasmid- oder DNA-Zugabe
+ 2,5E2/E4 Plasmidkopien bzw. 0,1 ng genomische DNA
+++ 2,5E5/E7 Plasmidkopien bzw. 10 ng genomische DNA/PCR
N/A  Kein Nachweis erfolgt

Wie zu erwarten, blieben die Negativkontrollen der Monoplex- und Duplexansétze zum
Nachweis von P. aeruginosa, A baumannii, S. mitis sowie humaner GAPDH negativ, wah-
rend in den Monoplex- und Duplexanséatze zum Nachweis von Eubakterien und Enterobac-
teriaceae Amplifikationen im 29. bis 32. Zyklus auftraten. Die Positivitat der Negativkontrol-
len der TagMan-PCRs Eubakterien und Enterobacteriaceae war schon fir die Monoplex-
PCRs bekannt und wird im Kap. 4.1.1 genauer beleuchtet.

Ein Duplexansatz wurde in der vorliegenden Arbeit als gut bewertet, sofern Amplifikationen
maximal einen Ct-Wert spéater auftraten als im entsprechenden Monoplexansatz (A D — M
< 1 Ct). ACt-Werte, fr welche dies zutreffend war, wurden in der Tabelle 13 in griin gekenn-
zeichnet. Ein ACt-Wert, fiir welchen dies nicht zutraf, wurde in Gelb gekennzeichnet (siehe
unten). Aufféllig war, dass in den meisten Versuchsansatzen Amplifikationen in den jeweili-
gen Duplexansatzen noch vor den Monoplexansatzen auftraten. Die durchgefihrten
Duplex-PCRs schienen somit tendenziell die Nachweise sogar noch zu verbessern.

Beim Einsetzen des Eubakterien-Standards in 2,5E+04 Kopien/PCR und gleichzeitigem
Einsetzen von Enterobacteriaceae-Standards in 2,5E+07 Kopien/PCR in den Versuchsan-
satz Ds kam es zu einer Inhibition der Eubakterien-PCR. Die gemessenen Ct-Werte unter-
schieden sich nicht von der Negativkontrolle, weshalb die Gesamtbakterienlast in dieser
Konstellation nicht nachweisbar war. Dies ist als unkritisch zu bewerten, da Enterobacteri-
aceae Bakterien sind und somit unter in-situ-Bedingungen niemals héher als die Last der

Eubakterien sein kdnnen.

Zusammenfassend konnte ich zeigen, dass die Duplex-PCRs von S. mitis mit humaner
GAPDH und P. aeruginosa mit A. baumannii gleich gut funktionierten. Die jeweiligen Kom-
ponenten Y schienen in keiner der getesteten Kombination bzw. Konzentrationen den Re-
aktionsverlauf zu stéren. In der Regel funktionierten die Duplex-PCRs sogar besser als die

Monoplexansétze, was sich an den negativen A Ct-Werten ablesen lief3.
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Die bereits in Kap. 3.1.2 gezeigten PCR-Linearitaten fir die beiden Monoplexansatze von
P. aeruginosa und A. baumannii sind in Abb. 12 den PCR-Linearitdten des Duplexansatzes

gegenubergestellt:

P. aeruginosa-Monoplex-PCR

A. baumannii-Monoplex-PCR

g w0 f
% ) » e
& Q
- 0 0+
3 ° 5] °
%1 c 2% ¢
o] °
2l 2
1) 9
VVVVV I SV (S (I SRR . N ; : t
2 3 4 5 6 1 2 4 5 6 7
Log (Quantitat) Log (Quantitit)
O Standard O Standard
% Unknown > Unknown
- Texas Red E=101,9% R*2=0,998 Slope=-3,277 y-int=42 651 —— HEX E=97,3% R"2=0,998 Slope=-3 388 y-int=43 472

Duplex-PCR (P. aeruginosa / A. baumanii)

i
35 .
I i
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8.1 B
O 25 ] &
=]
20 o
15 ERURPUNI TP IPOR: AOR 8 .
1 2 3 4 5 6 7
Log (Quantitit)
O Standard
Unknown
—— HEX E=955% R"2=0,998 Slope=-3,435 y-int=41,450
Texas Red E= 98,8% R"2=0,999 Slope=-3,352 y-int=41,881

Abb. 12: Linearitdten des P. aeruginosa-Monoplexansatzes (oben links), des A. baumannii-
Monoplexansatzes (oben rechts) sowie des Duplexansatzes (unten)

Angegebene Parameter sind die Effizienz (E), das Bestimmtheitsmal3 (R"2), die Steigung m

(Slope), der y-Achsenabschnitt der linearen Regressionsgeraden (y-int) sowie der jeweilige Fluo-
reszenzfarbstoff.

Die E-Werte bzw. R2-Werte fir die Monoplexansatze sowie den Duplexansatz sind in Ta-
belle 14 dargestellt:

Tabelle 14: Effizienz und BestimmtheitsmaBe der Monoplex- bzw. Duplex-Ansétze von P.
aeruginosa und A. baumannii im Vergleich

P. aeruginosa Monoplex-PCR Duplex-PCR
R2-Wert 0,998 0,999
E-Wert 101,9% 98,8%
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A. baumannii Monoplex-PCR Duplex-PCR

R2-Wert 0,998 0,999

E-Wert 97,3% 95,1%

Wie in Kap. 3.1.2 bereits flir die beiden Monoplex-Anséatze gezeigt, so konnten analog dazu
auch far den Duplexansatz aus P. aeruginosa und A. baumannii PCR-Linearitaten im Kon-
zentrationsbereich von 2,5E+07 bis 2,5E+01 Kopien/PCR nachgewiesen werden. Obwohl
die E-Werte im jeweiligen Monoplex-Ansatz noch geringfiigig bessere Ergebnisse lieferten,
so konnte auch im Duplex-Ansatz von einer hohen Gite des Verfahrens ausgegangen wer-
den, da die Werte sich im Toleranzbereich von 100% + 5% befanden. Der ausgewahlte
Duplex-Ansatz galt somit als valide. Zur Analyse der Patientenproben wurde die Duplex-
PCR zum Nachweis von P. aeruginosa und A. baumannii ausgewahlt, alle anderen

TagMan-PCRs erfolgten als Monoplex-PCRs.

3.1.5 PCR-Plattenbelegung

Auf Grundlage der in Kap. 3.1.1 bis Kap. 3.1.4 dargestellten Ergebnisse wurde ein Pipet-
tierschema flr die PCR-Platten entwickelt:

PCR 1|12 3| 4| 5|6 | 7|8 |9 |10 1]
A | Eubakterien | H,0 ?éﬁ" 135"5 1833 wo | o lw, | TN W | TN,
e e s [ [ v o [ [ [ o |
¢ | s aureus H,0 ?éﬁ" 135"5 183‘3 wo | To lw, | TN W | TN,
D | s.mitis AE N IRl el B S BT I S R O
E |E faecalis o [ SO SIS wy | T W | T N W [ TN
IFROEEEOEOEDDEE
[ oo [ [ (38 [ | o [ | = | o [ | |
H M. salivarium H,0 ?gg 1Séd5 18{;3 W, Ty W, T, Ny W, T, N,

Abb. 13: PCR-Plattenbelegung zur simultanen Analyse der acht Patientenabstriche
H20 = Negativkontrolle (reiner Mastermix); Std. = Quantifizierungsstandard in angegebener Kopien-

zahl/ Probe; W = Wange; T = Transplantat; N = Naht; 0 = prdoperativ; 1 = 1-3 Tage postoperativ; 2
= 6-9 Tage postoperativ
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Wie aus Abb. 13 ersichtlich wird, war es mit der gewahlten Plattenbelegung méglich, simul-
tan fUr die acht Abstriche eines Patienten die neun TagMan-PCRs durchfiihren zu kénnen.
Das erste Studienziel der Etablierung eines routinefédhigen Real-Time qPCR-Sets zum
Nachweis der sieben Markerkeime konnte somit als erfillt angesehen werden. Schlussend-

lich konnten die Proben von 37 Patienten mittels 37 PCR-Platten analysiert und ausgewer-
tet werden.
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3.2 Patienten und Patientenproben

In der vorliegenden Studie wurden 37 Studienpatienten mit insgesamt 292 Proben einge-

schlossen. Die in die Studie eingeschlossenen Patienten lieBen sich anhand folgender Kri-

terien charakterisieren:

Tabelle 15: Patienten- und operationsspezifische Faktoren in der gesamten Stichprobe von 37

Patienten

S Alter 20 bis 84 Jahre;

§ Durchschnittsalter bei 65,2 Jahren

X

©

LL Geschlecht Mannlich: n=18 (49%)

% Weiblich: n=19 (51%)

(7]

< ASA-Score ASA I: n=5 (14%)

e ASA II: n=18 (49%)

2 ASA lll: n=12 (32%)

s:g ASA IV: n=2 (5%)

[}

- BMI Zwischen 14,5 und 37,7;

o Durchschnitts-BMI bei 25,4

Tabakkonsum Rauchervergangenheit:
Ja: n=24 (65%); Nein: n=13 (35%)
Rauchgewohnheit zum Zeitpunkt der OP:
Ja: n=15 (40%); Nein: n= 15 (60%)
Packungsjahre (engl. pack years):
Mittelwert 31 pack years; Verteilung 2 bis 98 pack years
Art des Radialis-Transplantat: n=26 (71%)

Transplantates

Fibula-Transplantat: n=10 (26%)
Anterolaterales Oberschenkel- (ALT-) Transplantat n=1 (3%)

Lokalisation des Defek-
tes

Unterkiefer: n=12 (32%)

Oberkiefer / Gaumen: n=7 (19%)

Zunge / Zungenrand: n=5 (14%)

Mundboden: n=6 (16%)

Lippe: n=1 (3%)

Sonstiges / Strukturlbergreifende Lokalisationen: n=6 (16%)

Operationsspezifische Faktoren

Art des Defektes

Reine Rekonstruktion (Zn. Tumorexzision'): n=5 (14%)
Plattenepithelkarzinom: n=26 (70%)

Andere Tumorart?: n=2 (5%)

Kiefernekroses3: n=3 (8%)

Keratozyste: n=1 (3%)

Tumorstadium

Kein Tumor: n=9 (24%)
Stage 1: n=6 (16%)
Stage 2: n=9 (24%)
Stage 3: n=6 (16%)
Stage 4: n=6 (16%)
Rezidiv: n=1 (3%)
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Postoperative Trans- Reizlose Einheilung: n=34
plantatkomplikationen Intraorale Wundinfektion: n=1
Wunddehiszenz: n=14
Vollstédndiger Transplantatverlust: n=1

1 Zn. Mukoepidermoidkarzinom n=1, Fibrosarkom n=1, Plattenepithelkarzinom n=1, Strahlenindu-
ziertes Sarkom n=1 und Adenozystisches Karzinom n=1

2 Adenokarzinom n=1; Myoepitheliales Karzinom n=1

3 MRONJ n=2; Osteoradionekrose n=1

4 rein extraoral

Mannliche und weibliche Studienteilnehmer waren in der vorliegenden Untersuchung an-
nahernd gleich verteilt. Bei 63% der Patienten wurde ein guter Allgemeinzustand mit — ab-
gesehen von der Operationsursache — keiner oder lediglich einer milden Allgemeinerkran-
kung festgestellt (ASA | oder Il). Dagegen wurde bei 37% der Patienten eine schwere oder
lebensbedrohliche Allgemeinerkrankung festgestellt (ASA 11l oder V).

Das mit Abstand am héaufigsten eingesetzte Transplantat war das Radialis-Transplantat,
gefolgt vom Fibula-Transplantat. In nur einem Fall wurde das ALT- (engl. Anterolateral
thigh) - Transplantat eingesetzt.

Waéhrend bei 76% der Patienten Tumorexzisionen mit sich direkt anschlieBender Defektde-
ckung durch mikrovaskulare Transplantation durchgeflhrt wurden, waren 24% der Patien-
ten (n=9) zum OP-Zeitpunkt tumorfrei. Davon wurden bei finf Patienten reine Rekonstruk-
tionen bei Zustand nach Tumorexzision durchgefihrt, wahrend bei vier Patienten bereits
primar keine Tumordiagnosen, sondern andere Indikationen (Kiefernekrose n=3 oder
Keratozyste n=1) flr die Transplantation vorlagen.

Die Probensammlung und Datenerhebung erfolgte im Zeitraum von April 2021 bis Januar
2023. Perioperative Abstrichentnahmen erfolgten im Mittel 3,5 Tage praoperativ und 1,8
bzw. 6,4 Tage postoperativ. Wahrend praoperative Abstriche bei 75% bzw. 86% der Studi-
enpatienten innerhalb von drei bzw. zehn Tagen vor der Operation durchgefihrt wurden,
war es (aufgrund von kurzfristigen Anderungen der Operationspléne bedingt durch den
pandemiebedingten Mangel an freien Intensivbetten) nicht vermeidbar, bei einigen wenigen
Patienten die praoperativen Abstrichentnahmen schon deutlich vor dem Operationszeit-
punkt abzunehmen. Fir n=5/37 Patienten erfolgten die préoperativen Abstrichentnahmen
Uber zehn Tage vor der Operation mit Verteilungen von 17 Tagen bis 29 Tagen vor der
praoperativen Abstrichentnahme. Alle postoperativen Abstriche wurden innerhalb eines

Zeitraums von maximal neun Tagen nach der Operation gesammelt.

Die Abstrichentnahmen wurden zum gréBten Teil (>90%) durch dieselbe Person (durch
mich selbst) durchgefliihrt, um den Fehler durch ungleiche subjektive Einschatzungen und

Druckunterschiede bei der Abstrichentnahme zu minimieren.
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Zur Auswertung der je acht Proben von 37 Studienteilnehmern waren 3552 einzelne
TagMan-PCRs nétig. Aufgrund der Vielzahl an PCRs wurde entschieden, die gPCRs wie
Routine-Diagnostik-PCRs in Einfachbestimmung durchzufihren, um den finanziellen und
zeitlichen Aufwand vertretbar zu halten. Testweise wurde eine Auswertung in Doppelbe-
stimmung fir die jeweils acht Proben von zwei zufallig ausgewahlten Patienten (3 und 18)
durchgefuhrt. Die Doppelbestimmung der Proben von Patient 3 wurden mit einer zeitlichen
Differenz von 20 Tagen analysiert, die von Patient 18 mit einer Zeitverzgerung von acht
Monaten. Die DNA-Eluate lagerten in der Zwischenzeit bei -20°C. Es erfolgten Nachweise
der Eubakterien sowie der humanen GAPDH nach den in Kap. 2.2.5.1 beschriebenen
TagMan-PCR-Bedingungen. Fir die je acht Proben beider Patienten wichen die sich ent-
sprechenden Ct-Werte der Doppelbestimmungen fir Nachweise der humanen GAPDH-
PCR lediglich um < 1,5 voneinander ab, wahrend sie fiir Nachweise der Eubakterien-PCR
sogar nur um < 0,6 voneinander abwichen. Auswertungen, die in zeitverzdgerter (nach acht
Monaten) oder zeithaher (innerhalb von 20 Tagen) Doppelbestimmung ausgewertet wur-
den, zeigten vergleichbar gute Ergebnisse. Die Ergebnisse machten es vertretbar, die rest-
lichen PCRs in Einfachbestimmung durchzufihren.

Im Laufe der Probenanalysen zeigte sich, dass Abstriche der Donorregion, welche von der
auBeren Haut abgenommen wurden, weniger humane Zellen enthielten als intraoral abge-
nommene Abstriche. Da die humane GAPDH jedoch als Normalisierungsfaktor genutzt wer-
den sollte, war es wichtig, dass auch in den Abstrichen der au3eren Haut ausreichend hu-
manes Zellmaterial enthalten war. Daher wurde eine neue Abstrichmethodik entwickelt,
welche zunachst testweise anhand von Abstrichen der auf3eren Haut von vier exemplarisch
ausgewahlten Probanden mit der bislang durchgefihrten Methodik verglichen wurde: Ei-
nerseits wurden die Abstriche der auBBeren Haut wie bislang mit trockenem Tupfer abge-
nommen. Andererseits wurden die Abstrichtupfer vor dem Hautabstrich mit drei Tropfen
steriler Kochsalzlésung benetzt, um eine Befeuchtung des Tupfers zu bewirken. Die Ab-
strichtechnik unterschied sich ansonsten nicht. Zum Vergleich der beiden Abstrichmetho-
den wurden TagMan-PCRs (siehe Kap. 2.2.5.1) zum Nachweis der humanen GAPDH
durchgefihrt. Es zeigte sich, dass mit befeuchteten Abstrichtupfern eine verbesserte Mate-
rialabnahme erfolgte, da bei allen vier Probanden mehr humanes Zellmaterial von der au-
Beren Haut abgenommen werden als mit trockenen Abstrichtupfern. Im Mittel betrugen die
Differenzen 7,7E+02 Kopien/PCR. Aufgrund der neuen Erkenntnisse wurde flr die Patien-
ten 23 und 26 bis 38 die Abstrichmethodik fir den jeweiligen Abstrich der (dermalen) Do-
norregion geandert. Die je sieben weiteren pro Patienten durchgeflihrten (intraoralen) Ab-
striche wurden weiterhin mit der urspriinglichen Abstrichmethodik durchgefiihrt, da intraoral

schon ein feuchtes Milieu vorlag.
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Nachweise der humanen GAPDH wurden neben ihrer Funktion als Normalisierungsfaktor
auch als Positivprobe genutzt, um eine Inhibition der PCR auszuschlieen. Bei einer einzi-
gen der 292 Proben erfolgte kein GAPDH-Nachweis, weshalb von einer Inhibition der PCR
oder unzureichender Giite der Probenentnahme ausgegangen werden musste. Um eine
Inhibition auszuschlie3en, wurden die Probe erneut in 1:10-facher bzw. 1:100-facher Ver-
dinnung der DNA getestet. Da auch nach dieser weiterfihrenden Analyse keine positiven
Nachweise vorhanden waren, wurde die Probe aus der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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3.3 Perioperative Keimnachweise

Als zweites zentrales Studienziel erfolgte die Charakterisierung postoperativer Veranderun-
gen der Besiedlung des Operationsgebiets durch die ausgewahlten Markerkeime. Nach
Durchfiihrung der TagMan-PCRs fir alle Proben der 37 Studienteilnehmer und Normalisie-
rung der Rohdaten (siehe 2.2.12) erfolgte die Datenauswertung. Folgende Grafik gibt einen
Uberblick Giber die jeweiligen Nachweise pro Studienteilnehmer:

= e e R e e e 3s==lE

dermal TDH
w
.
s
%3

dermal
2
E_Intraor:l
w

dermal
2
]
8
& | intraoral
wi

N2 11

q.dml_I_O__Hll||[|[|l||||||||||||||]|||l||||||!]
E wWo P e e e e e ) ey
£ T
Elmraoral
5
&

dermal
§
2 T1
5 W1
= | intracral [ N1
w
=

i

W0

intraoral N1

|
=

P. aeruginosa
3

N/ aE
1
i

dermal | TO .

T2
W.
N2

Hohe Last [>1E+06 Genomaquivalente/ Probe]

Moderate Last [< 1E+06 und >1E+03 GE/Probe]

Geringe Last [<1E+03 GE/Probe und > sichere Nachweisgrenze]
Nachweise < sichere Nachweisgrenze

Kein Nachweis

Keine Daten

A. baumanii

Abb. 14: Perioperative Keimlasten der 37 Studienteilnehmer 1-38 (ohne 22)

Dargestellt sind die auf den Abstrich normalisierten Nachweise (GE/Probe) der Studienteilnehmer
1-38 (ohne 22) auf Wange (W), Transplantat (T) und Naht (N) zum prdoperativen Zeitpunkt (0),
friih-postoperativen Zeitpunkt (1) und spét-postoperativen Zeitpunkt (2)
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Die Abb. 14 zeigt die am Abstrich normalisierten GE aller gesammelten Proben eines jeden
in die Studie eingeschlossenen Studienteilnehmers. In der Grafik sind Abstriche in dunkel-
grau markiert, fr die keine Daten vorlagen: Patient 22 wurde nachtraglich aus der Analyse
exkludiert, da er aufgrund seiner Vorerkrankung (Zweiteingriff mittels mikrovaskuléaren
Transplantats) nicht ins Studienprofil passte. Patient 24 erlitt einen Transplantatverlust zwi-
schen dem friih- und spat-postoperativen Zeitpunkt, weshalb fir den spat-postoperativen
Zeitpunkt keine Daten erhoben wurden. Ein Abstrich (Patient 1; To) wurde nachtréglich aus
der Analyse exkludiert (fehlender Nachweis der humanen GAPDH; siehe Kap. 3.2).

Wie Abb. 14 veranschaulicht, wurden S. mitis, Enterobacteriaceae und M. salivarium regel-
manBig nachgewiesen, wahrend Nachweise von S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa und
A. baumannii eher sporadisch auftraten.

Nachweise von S. aureus traten insgesamt selten auf. Im gesamten Untersuchungszeit-
raum wurde der Keim bei 32% der Studienpatienten in geringer oder moderater Last nach-
gewiesen, wobei die Halfte der Nachweise am unteren Detektionslimit lagen (in Abb. in
hellgelb gekennzeichnet). In solch geringen Konzentrationsbereichen sind Quantifizierun-
gen aufgrund der limitierten PCR-Sensitivitdt unmdéglich und Nachweise kritisch zu hinter-
fragen. Gleiches gilt fir Nachweise von A. baumannii, welche alle am unteren Detektions-
limit lagen. Aus den Daten kann die Tendenz einer Abnahme der Nachweise von A.
baumannii im Laufe des Untersuchungszeitraum abgeleitet werden, wobei keine statisti-
sche Signifikanz festgestellt wurde.

Wahrend E. faecalis in geringer oder moderater Last sowohl pra- als auch postoperativ
nachweisbar war, traten Nachweise in hoher Last ausschlieBlich postoperativ auf. Es zeigte
sind somit die Tendenz einer postoperativen Zunahme des Keims. Hohe Nachweise an E.
faecalis traten kaum isoliert auf, sondern fast immer an mehreren untersuchten Regionen
zugleich (siehe Abb. 14; ,E. faecalis*; Patienten 15, 17, 20, 23 und 28).

Wahrend P. aeruginosa préoperativ lediglich bei 3% der Patienten in sehr geringer Kon-
zentration nachgewiesen wurde, gab es postoperativ bei drei Studienteilnehmern (Patien-
ten 5, 20 und 27) Nachweise in hoher oder moderater Last. Bei allen anderen Studienteil-
nehmern wurden weiterhin keine oder selten sehr geringe Nachweise am unteren Detekti-
onslimit ermittelt.

Bei Betrachtung der Nachweise der Enterobacteriaceae in Abb. 14 stechen postoperativ
starke Anstiege der Bakterienfamilie ins Auge, welche bei 32% der Patienten auftraten.
Hohe und moderate Lasten traten ausschlieBlich postoperativ auf und fanden sich zumeist
an mehreren untersuchten Lokalisationen zeitgleich. Obwohl fir die postoperative Zu-

nahme der Enterobacteriaceae (vermutlich aufgrund der limitierten Zahl der Studienteilneh-
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mer) keine Signifikanz vorlag, war dennoch eine klare Tendenz einer postoperativen Zu-
nahme dieser Bakterienfamilie erkennbar.

Die Ergebnisse fur den Kommensalen der Mundflora M. salivarium zeigten, dass nicht alle
Patienten Trager des Keims waren: Bei acht Patienten wurde er in keinem Abstrich nach-
gewiesen. Préaoperativ war er im Bereich der Donorregion To nur bei 14% der Patienten
nachweisbar, wahrend hingegen im oralen Bereich regelmaBig positive Nachweise auftra-
ten. Postoperativ stieg die Keimlast deutlich an, sowohl im oralen Bereich als auch auf der
intraoralen Transplantatoberflache, wo er ausschlieBlich postoperativ in hoher Last nach-
weisbar war.

Der Vertreter der gesunden Mundflora S. mitis wurde praoperativ bei ausnahmslos allen
Patienten im Wangenbereich nachgewiesen, zumeist in moderater oder hoher Last. Dage-
gen wurde der Keim friih-postoperativ im Wangenbereich nur noch bei 92% der Patienten
Uberhaupt nachgewiesen, wahrend gleichzeitig der Anteil an hohen Keimlasten abnahm
und der Anteil an geringen Lasten anstieg. Auf der Transplantatoberflache stieg die Nach-
weisrate im Bereich der Donorregion von 78% praoperativ auf 92% postoperativ an. Die
Quantitaten auf der Transplantatoberflache verschoben sich nach dem Transfer nach int-
raoral zugunsten hoher Nachweise. Insgesamt nahm S. mitis im Bereich der Wange post-
operativ ab, wahrend der Keim auf der Transplantatoberflache zunahm.

Um die perioperative Kolonisation von S. mitis und M. salivarium genauer zu untersuchen
und besser zu veranschaulichen, wurde eine zweite Form der Darstellung gewahlt. Die
Boxplots in Abb. 15 zeigen die quantitativen Nachweise der beiden Spezies je durchgeflhr-
ten Abstrich gemittelt Gber alle 37 Studienteilnehmer. Die jeweiligen Abstriche sind im zeit-
lichen Verlauf dargestellt:
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Am Abstrich normalisierte GE/Probe +1 zur logarithmischen Darstellung aller 37 Studienteilnehmer;
dargestellt sind die Nachweise auf Wangen- (W), Transplantat- (T) und Nahtabstrichen (N) zum
prdoperativen Zeitpunkt (0), friih-postoperativen Zeitpunkt (1) und spét-postoperativen Zeitpunkt (2)

M. salivarium zeigte auf der Transplantatoberflache einen statistisch signifikanten Anstieg
von praoperativ praktisch nicht nachweisbar auf einen friih-postoperativen Median von
8,3E+03 GE/Probe (To>T+: pror=0,005; pnormal.Euba=0,007; PNormat.cap-0,015). Das Transplan-
tat wurde folglich nach dem Transfer nach intraoral durch den typischerweise in der Mund-
héhle auffindbaren M. salivarium kolonisiert. Auch an den untersuchten intraoralen Regio-
nen (Wange und Naht) wurden signifikante postoperative Anstiege beobachtet (Wo—>Wo:
Proh=0,203; Pnormal.euba=0,024; Prormal.cap=0,005 und N1=>N2: pron=0,002; pPnormal.euwwa=0,412;
PNormal.cap<0,001). M. salivarium nahm somit nicht nur auf dem von extraoral nach intraoral
verlagerten Transplantat signifikant zu, sondern vermehrte sich postoperativ auch an Wan-
genschleimhaut bzw. Naht signifikant.

S. mitis nahm auf der Transplantatoberflache perioperativ stetig zu. Auf Basis der am Ab-
strich normalisierten Daten war dieser Anstieg als statistisch signifikant zu bewerten
(To>T2: pron=0,018), jedoch wurde eine statistische Signifikanz nach Normalisierung an der
Eubakterienzahl bzw. der humanen GAPDH nicht mehr kalkuliert. Es kann dennoch die
Tendenz abgeleitet werden, dass der Keim auf der (dermalen) Donorregion in eher geringer
Last vorlag, wahrend er nach Transfer des Transplantates nach intraoral allmahlich durch
den klassischen Mundkeim S. mitis kolonisiert wurde. Schlussendlich hatte sich bereits zum
spat-postoperativen Zeitpunkt 2 die Besiedlung der Transplantatoberflache durch S. mitis
an jene der Wangenschleimhaut angeglichen.

Wahrend S. mitis auf der Transplantatoberflache im perioperativen Verlauf zunahm, verhielt
sich der Keim bei gesonderter Betrachtung der Wangenabstriche kontrar: Der Keim nahm
vom praoperativen Zeitpunkt 0 zum friih-postoperativen Zeitpunkt 1 signifikant ab (Wo—>W5:

Proh=0,01; Pnormal.Euba=0,034; pnormal.cap<0,001). S. mitis, welcher als typischer Vertreter der
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gesunden Mundflora gilt, wurde folglich postoperativ im Mundraum reduziert, was auf eine
postoperativ vorliegende Dysbiose hindeutet.

3.4 Wundkomplikationen und Entziindungsparameter

Bei drei Studienpatienten traten im postoperativen Verlauf Transplantatkomplikationen auf.
Wahrend bei Patient 24 das mikrovaskuldre Transplantat aufgrund einer thromboemboli-
schen Komplikation nachfolgend wieder entfernt werden musste, war es bei zwei Patienten
(11 und 20) méglich, das Transplantat trotz Wundheilungsstérungen durch geeignete The-
rapien zu erhalten. Auf diese beiden Falle soll nachfolgend gesondert eingegangen sein
und die jeweiligen perioperativen Keimbesiedlungen im Operationsgebiet beleuchtet wer-
den. Folgende Grafik zeigt die perioperativen Keimnachweise von Patient 11, bei welchem
sich im postoperativen Verlauf eine Wunddehiszenz (ein Aufklaffen der Wundrénder) ent-
wickelte, sowie von Patient 20, welcher eine intraorale Wundinfektion im Nahtbereich erlitt:
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Abb. 16: Perioperative Keimbesiedlungen bei Patienten 11 und 20

Dargestellt sind die Bakteriennachweisraten auf Wangen- (W), Transplantat- (T) und Nahtabstrichen
(N) zum préoperativen Zeitpunkt (0), friih-postoperativen Zeitpunkt (1) und spét-postoperativen Zeit-
punkt (2)

Bei Patient 11 entwickelte sich im postoperativen Verlauf eine Wunddehiszenz im extraora-
len Bereich des Transplantats, welche nachfolgend mittels lokaler Lappenplastik gedeckt
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wurde. Im intraoral gelegenen Bereich heilte das Transplantat reizlos ein. Obwohl rein kli-
nisch keine Infektionszeichen im Operationsgebiet erkennbar waren, zeigte die molekular-
genetische Analyse starke postoperative Anstiege von Enterobacteriaceae, welche in finf
der sechs postoperativen Abstrichen in hoher Last (>1E+06 GE/Probe) vertreten waren.
Nahezu im gesamten Untersuchungsverlauf wurde auch S. aureus nachgewiesen.

Bei Patient 20 entwickelte sich im postoperativen Verlauf eine Infektion mit klinischen In-
fektionszeichen (Rétung, Schwellung), welche intraoral im Nahtbereich lokalisiert war. In
allen postoperativen Abstrichen dieses Patienten wurden E. faecalis, Enterobacteriaceae
und P. aeruginosa in moderater bzw. hoher Last nachgewiesen. Somit war die Infektion
Ubereinstimmend mit der Literatur eine Mischinfektion, die von Keimen mitgetragen wurden,
welche typisch fir das nosokomiale Umfeld sind. Zu beachten ist allerdings, dass die nach-
gewiesenen Keime fur diesen Patienten lediglich einen sehr geringen prozentualen Anteil
an der Gesamtbakterienzahl der jeweiligen Abstriche ausmachten (siehe Abb. 19, Patient
20). Es ist somit anzunehmen, dass noch weitere Spezies, fir die in dieser Studie kein
Nachweis erfolgte, an der Infektion beteiligt waren.

Wie bereits in Kap. 3.3 gezeigt, wurden in der vorliegenden Untersuchung bei 32% der
Studienpatienten postoperativ hohe Lasten der infektionsrelevanten Enterobacteriaceae
nachgewiesen. Auch postoperative Anstiege der Infektionserreger P. aeruginosa und E.
faecalis traten gelegentlich auf (siehe Abb. 14). Zudem gab es signifikante postoperative
Anstiege des in seltenen Fallen ebenfalls infektionsrelevanten M. salivarium. Interessanter-
weise gingen derartige Anstiege von potenziellen Infektionserregern nur in den beiden ge-
nannten Einzelfallen mit der tatsachlichen Entstehung einer klinisch erkennbaren Infektion

einher.

Neben den molekulargenetischen Analysen der perioperativen Keimbesiedlung erfolgten
im Rahmen der Datensammlung die Erhebung von Entziindungsparametern, sowie die Er-
fassung febriler Temperaturen im Untersuchungszeitraum. Préoperativ waren alle Stu-
dienteilnehmer fieberfrei. Im postoperativen Verlauf hatten 61% weiterhin kein Fieber, wah-
rend 30% leichtes Fieber (38,0-38,5°C) und 9% maBiges bis hohes Fieber (>38,5°C) ent-
wickelten, welches zumeist innerhalb der ersten zwei Tage postoperativ auftrat. Ein posto-
perativer Anstieg der Kérpertemperatur war nicht statistisch signifikant. Bei nur n=5/11 Pa-
tienten trat leichtes postoperatives Fieber in Kombination mit einem postoperativen Anstieg
von mindestens einem der untersuchten klassischen Infektionserreger S. aureus, E. fae-
calis, Enterobacteriaceae oder P. aeruginosa auf. Bei n=2/3 Patienten mit hohem Fieber

trat gleichzeitig eine postoperative Zunahme der Enterobacteriaceae auf. Es wurde kein
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statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der perioperativen Kérpertemperatur und
den Nachweisen der untersuchten Keime ermittelt.

Es erfolgte zudem eine Erhebung der Entziindungsparameter Leukozytenzahl und C-reak-
tives Protein (CRP), welche zu den Zeitpunkten der jeweiligen Abstrichentnahmen praope-
rativ, 1-3 Tage postoperativ sowie 6-9 Tage postoperativ flr jeden Studienpatienten erfasst
wurden. Die Boxplots von Abb. 17 zeigen die perioperativen Leukozytenzahlen bzw. Plas-
maspiegel des C-reaktiven Proteins fir alle 37 Studienteilnehmer:
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Abb. 17: Perioperative Leukozytenzahlen (links) und Werte des C-reaktiven Proteins (rechts)
aller Studienteilnehmer

Sowohl die Leukozytenzahlen als auch die CRP-Werte waren friih-postoperativ erhéht und
sanken bis zum Ende der postoperativen Phase wieder ab.

Mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung (bei Normalverteilung der
Messwerte) zeigte sich ein statistisch hoch signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl vom
praoperativen zum friih-postoperativen Zeitpunkt (p<0,001). Im postoperativen Verlauf er-
folgte eine leichte Abnahme, jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,093).

Auch fir die CRP-Werte zeigte sich mittels Friedman-Test (bei Nicht-Normalverteilung der
Messdaten) ein hoch signifikanter Anstieg der CRP-Werte vom praoperativen zum frih-
postoperativen Zeitpunkt (p<0,001), auf den im postoperativen Verlauf ein sehr signifikanter
Abfall vom frih-postoperativen zum spat-postoperativen Zeitpunkt folgte (p=0,003).

Zwischen den perioperativen Nachweisen der untersuchten Keime und den ermittelten pe-
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rioperativen Leukozytenzahlen bzw. CRP-Werten wurden keine statistisch signifikanten Zu-
sammenhéange ermittelt. Auch die Dauer einer postoperativen Leukozytose bzw. CRP-Er-
héhung stand in keinem signifikanten Zusammenhang zu den untersuchten Keimnachwei-
sen. Postoperative Anstiege von CRP und Leukozytenzahlen gingen nur in Einzelfallen mit
klinischen Infektionszeichen einher. Umgekehrt gingen allerdings beide oben genannten
Falle von Wundkomplikationen (Patienten 11 und 20) mit frih-postoperativ stark erhdéhten
CRP-Werten (25,8 bzw. 27,1 mg/l) einher, was den hdchsten gemessenen CRP-Werten
der vorliegenden Untersuchung entsprach.

Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass postoperative Anstiege von In-
fektionserregern nur in Einzelféllen auch tatséchlich eine Wundinfektion auslésten. Analog
dazu lieBen postoperative Anstiege von CRP, Leukozytenzahl und Kérpertemperatur
ebenso wenig darauf schlieBen, dass eine Wundinfektion vorlag. Insgesamt gab es keiner-
lei signifikanten Zusammenhange zwischen den gemessenen Entzindungsparametern und

der nachgewiesenen perioperativen Keimbesiedlung.

3.5 Untersuchung von Einfliissen auf die perioperative Keimbesiedlung

Um gemaf des dritten zentralen Studienziels mdgliche Ursachen fir die in Kap. 3.3 be-
schriebenen bakteriellen Besiedlungen des Operationsgebietes bzw. fir perioperative Ver-
anderungen in der Keimbesiedlung zu identifizieren, wurden potenzielle Einflussfaktoren
untersucht. Es wurden dabei Antibiotikaeinflisse, Faktoren der Mundgesundheit und Xe-
rostomie (Mundtrockenheit), Hospitalisierungsdauer, Zahnbestand sowie der Einfluss des
Transfers extraoraler Haut in den Mund in die Untersuchung miteinbezogen.

3.5.1 Antibiotika

Als mégliche Einflussfaktoren auf die perioperative Keimbesiedlung wurden als erstes An-
tibiotikamedikationen im Untersuchungszeitraum analysiert.

Abb. 18 zeigt farblich markiert die Antibiotikaklassen, die den Studienpatienten im Untersu-
chungszeitraum verabreicht wurden, und gibt zusatzlich Aufschluss Uber die Zeitpunkte der
jeweiligen Abstrichentnahmen 1-3.
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Abb. 18: Perioperative Antibiosen und Abstrichzeitpunkte der 37 Studienteilnehmer

Am Tag der Operation erhielten alle Studienpatienten ein Antibiotikum im Sinne einer
intraoperativen Single-Shot-Antibiose, wobei die intraoperative Antibiose bei n=29
Patienten (78%) mit Ampicillin/ Sulbactam und bei n=8 Patienten (22%) aufgrund von
Penicillin-Allergie mit Clindamycin erfolgte.

Pré&- und postoperativ variierten die Antibiotikamedikationen dagegen stark. Praoperativ
67



erhielten sechs Patienten im Zeitraum zwischen dem sechstem und dem zweiten Tag vor
der OP (unmittelbar vor Anlage der perkutane endoskopischen Gastrostomie (PEG))
einmalig 2g Ceftriaxon bzw. 500mg Ciprofloxacin. Postoperativ erhielten n=15 Patienten
(41%) keine weitere antibiotische Behandlung im Untersuchungszeitraum, wahrend n=15
Patienten (41%) noch mindestens einen weiteren Tag Ampicillin/ Sulbactam und n=6
Patienten (16%) noch mindestens einen weiteren Tag Clindamycin erhielten. In Einzelféllen
wurde postoperativ Amoxicillin/ Clavulansédure bzw. Piperacillin/ Tazobactam eingesetzt.

Um die Auswirkungen von Antibiotikamedikationen auf die Keimbesiedlung im OP-Gebiet
zu untersuchen, wurden vier Patientengruppen definiert, die sich in Antibiotikaklasse
und/oder Anzahl der Tage, an welchen Antibiosen verabreicht wurden, unterschieden: 1.
Antibiose fur weniger als drei Tage; 2. Ampicillin/Sulbactam flr mindestens drei Tage; 3.
Clindamycin fir mindestens drei Tage und 4. Piperazillin/Tazobactam fir mindestens drei
Tage (wobei letztere Gruppe lediglich von einem Patienten besetzt wurde). Es sollten die
relativen Anteile der einzelnen nachgewiesenen Keime an der jeweils im Abstrich enthalte-
nen Gesamtbakterienlast im Fokus stehen. Die folgende Grafik zeigt, wie sich die Anteile
der nachgewiesenen Keime an der Gesamtbakterienlast unter dem Einfluss verschiedener
Antibiosen unterschieden:
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Abb. 19: Quantitative Anteile der jeweiligen Spezieslast (GE/Probe) an der Gesamtbakte-
rien

Dargestellt sind die Nachweise auf Wangen- (W), Transplantat- (T) und Nahtabstrichen (N) zum
prédoperativen Zeitpunkt (0), friih-postoperativen Zeitpunkt (1) und spét-postoperativen Zeitpunkt

(2); Amp/Sulb



Praoperativ hatte keiner der Studienpatienten eine Antibiose flir mindestens drei Tage er-
halten.

Auf der praoperativen Transplantatoberflache (To) war keiner der untersuchten Keime in an
der Gesamtbakterienlast gemessenem relevantem MaBe aufzufinden. Auf der Wange
nahm zum préoperativen Zeitpunkt (Wo) nur S. mitis, als einziger der sieben untersuchten
Keime, relevante Anteile an der Gesamtbakterienzahl ein.

In allen sechs postoperativ durchgefihrten Abstrichen (T1, W4, Ny, T2, W2, N2) zeigte sich
gleichermafen, dass die Verteilung der untersuchten Keime deutlich variabler ausfiel als
praoperativ: Neben S. mitis nahmen im postoperativen Verlauf auch andere Keime wie
Enterobacteriaceae, M. salivarium, sowie seltener P. aeruginosa und E. faecalis relevante
Anteile an der Gesamtbakterienzahl ein.

Die Beobachtung, dass S. mitis im postoperativen Verlauf anderen Keimen zu weichen
schien, galt fir alle vier Gruppen, jedoch war sie besonders augenscheinlich bei Medikation
mit Ampicillin/ Sulbactam flir mindestens drei Tage. In dieser Gruppe nahm der Vertreter
der gesunden Mundflora in keinem der postoperativen Abstriche noch sichtbare Anteile an
der Gesamtbakterienzahl ein. Stattdessen nahm in dieser Gruppe insbesondere M. saliva-
rium stark zu, sodass teilweise sehr hohe Anteile von bis zu > 80% an der gesamtbakteri-
ellen Last erreicht wurden. Dagegen zeigt die Abb. 19, dass es bei Clindamycin-Medikation
fir mindestes drei Tage nahezu keinerlei relevante Anteile von M. salivarium an der Ge-

samtbakterienzahl gab.

Es wurden auch patientenspezifische Betrachtungen vorgenommen, um Einflisse der ver-
abreichten Antibiosen auf die seltener postoperativ in hohen Lasten nachgewiesenen Erre-
ger Enterobacteriaceae, E. faecalis und P. aeruginosa treffen zu kénnen. Fir die Entero-
bacteriaceae und P. aeruginosa standen postoperativ hohe Nachweise in keinem signifi-
kanten oder tendenziellen Zusammenhang zur Wahl oder Dauer der Antibiose (nicht in obi-
ger Grafik dargestellt). FUr E. faecalis zeigte sich bei der patientenspezifischen Betrach-
tung, dass funf der sechs Patienten, bei denen postoperativ hohe oder moderate Lasten
des Keims nachweisbar waren, lediglich eine kurzzeitige Antibiose (Clindamycin oder Am-
picillin/Sulbactam) von unter drei Tagen erhalten hatten. Dagegen traten bei prolongierter
Ampicillin/Sulbactam-Medikation von mindestens drei Tagen keinerlei postoperative hohe
oder moderate Nachweise des Keims auf.

Um weiterfihrend auch kurzfristigere Einfliisse der Antibiosen auf die perioperativen Keim-
nachweise zu untersuchen, wurden drei neue Gruppen definiert, bei denen nur Antibiosen
innerhalb der letzten 24 h vor dem jeweiligen Abstrich beriicksichtigt wurden. Es wurde
unterschieden zwischen Patienten, die 1. keine Antibiose binnen 24 h erhalten hatten; 2.

Ampicillin/Sulbactam oder 3. Clindamycin innerhalb von 24 h erhalten hatten. Mittels
70



Kruskal-Wallis-Test wurden signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen beziiglich der
Quantitat der nachgewiesenen Keime untersucht: Antibiotikamedikationen binnen 24 h
zeigten keine signifikanten Effekte auf die Kolonisation der untersuchten Lokalisationen
durch S. aureus, E. faecalis, Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, A. baumannii oder der
Gesamtbakterienzahl. Dagegen wurden auch nach dieser erneuten Betrachtung deutliche
Hinweise einer postoperativen Beeinflussung von M. salivarium und S. mitis durch Antibio-
tikamedikationen gezeigt. Abb. 20 veranschaulicht die quantitativen Unterschiede beider

Keime:

Antibiotikaeinfluss auf Nachweise von M. salivarium: Antibiotikaeinfluss auf Nachweise von S. mitis:
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Abb. 20: Einfluss von Antibiotikamedikationen binnen 24h vor Abstrichentnahme auf Nach-
weise von M. salivarium und S. mitis

Dargestellt sind die Boxplots der normalisierten Keimnachweise (GE/Probe) auf Wangen- (W),
Transplantat- (T) und Nahtabstrichen (N) zum prdoperativen Zeitpunkt (0), frih-postoperativen Zeit-
punkt (1) und spéat-postoperativen Zeitpunkt (2)

Alle praoperativen Abstriche wurden frilhestens 24 h nach Antibiotikamedikation entnom-
men. Patient 11, der als einziger Patient Piperazillin/Tazobactam im Untersuchungszeit-
raum erhalten hatte, wurde wegen zu kleiner Gruppengré3e (n=1) aus dieser Analyse ex-
kludiert.

Die Abb. 20 zeigt, dass fur Nachweise von M. salivarium postoperativ in der Clindamycin-
Gruppe geringere Medianwerte beobachtet werden konnten als in der Gruppe ohne Antibi-
ose binnen 24 h. Diese Beobachtung kann als Hinweis gewertet werden, dass Clindamycin
die Last an M. salivarium senkte. In den spéat-postoperativen Abstrichen zeigte sich ein An-
stieg von M. salivarium in der Ampicillin/Sulbactam-Gruppe. Obwohl sich die Nachweise
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nicht signifikant zwischen den Gruppen unterschieden, ist dennoch die starke Tendenz er-
kennbar, dass M. salivarium spét-postoperativ durch Ampicillin/Sulbactam selektiert wurde.
Fur S. mitis wurden postoperativ in der Ampicillin/Sulbactam-Gruppe sichtbar geringere
Nachweise als in der Gruppe ohne Antibiose beobachtet. Der Effekt zeigte sich sowohl friih
als auch spat-postoperativ auf Wange, Transplantat und Naht und war fur die Abstriche T+
(Pron=0,004; Pewa=0,06; peap=0,011), T2 (Proh=0,057; Pewa=0,028; paap=0,032) und Nj
(Pron=0,014; pewa=0,15; peap=0,021) signifikant. Insgesamt kann auf Basis dieser Daten die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die S. mitis-Nachweise durch Ampicillin/Sul-
bactam signifikant gesenkt wurden. Clindamycin hatte dagegen keine statistisch signifikan-

ten Einfliisse auf die Nachweise von S. mitis.

Zusammenfassend schien sich die orale Keimbesiedlung postoperativ in eine Richtung zu
verschieben, die mehr infektionsrelevante Keime beherbergte als praoperativ. Der gesunde
Mundkeim S. mitis wurde bei Medikation mit Ampicillin/Sulbactam signifikant reduziert bzw.
durch andere Keime verdrangt. Insbesondere M. salivarium erfuhr unter Ampicillin/Sul-
bactam-Medikation eine positive Selektion.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit der bereits in Kapitel 3.3 gezeigten signifikanten
postoperativen Zunahme von M. salivarium sowie der signifikanten postoperativen Ab-
nahme von S. mitis im Wangenbereich. So scheinen diese perioperativen Verschiebungen
in der Kolonisation beider Keime die Folge des routinemaBig verabreichten Ampicillin/Sul-

bactam-Antibiotikaregimes zu sein.
3.5.2 Mundgesundheit und Xerostomie

Wie in Kap. 2.2.2.2 beschrieben, wurden Daten zur Mundgesundheit an definierten Zahnen
erhoben und nachfolgend die Mundgesundheitsindizes fir jeden in die Analyse mit einbe-
zogenen Patienten pro Zeitpunkt berechnet. Die Berechnung der Mundgesundheitsindizes
soll bespielhaft anhand der Messdaten zur Plagueakkumulation eines exemplarisch ausge-

wahlten Patienten erlautert werden:

Tabelle 16: Berechnung der perioperativen Plaqueindizes des Patienten 5

£ Index = Summe der Messwerte

Zeitpunkt S| 16 |21 [ 24 |36 |41 | 44 | O T okl der Messpunkte

= . 7
Préoperativ 110 | 1 1 | 3 | 1 | Index (praoperativ) = g~ 1,2

.. . 4
Friih-postoperativ 111 |1 1] - | - |Index (frihpostoperativ) = =1

- . 9
Spat-postoperativ 2 | 3|2 | 2| - | - |Index (spat postoperativ) = 7~ 2,3
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Die Datenerhebung der Mundhygieneindizes erfolgte zu drei perioperativen Zeitpunkten an
(sofern vorhanden) sechs ausgewahlten Zéhnen (Messpunkten). Dem hier dargestellten
Patienten waren intraoperativ alle Zahne des 5. und 6. Sextanten extrahiert worden, so
dass postoperativ die Messung nur noch an vier Messpunkten mdéglich war. Da die Summe
der erhobenen Messwerte durch die Anzahl der Messpunkte dividiert wurde, lagen schluss-
endlich fir den Patienten drei Plaqueindex-Werte vor (ein Wert pro perioperativen Zeit-
punkt). Analog dazu wurden auch Gingivaindizes und PA-Indizes zu drei Zeitpunkten be-
rechnet. Wie in Kap. 2.2.2.2 beschrieben wurde zusatzlich zu den Mundgesundheitsindizes
der Xerostomie-Index zu den drei perioperativen Zeitpunkten erhoben.

Abb.: 21 zeigt die Ergebnisse der Plaquindizes, Gingivaindizes, PA-Indizes und Xerosto-
mie-Indizes aller in die Analyse miteinbezogenen Studienpatienten pro perioperativen Zeit-

punkt:
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Abb.: 21: Perioperative Plaque-, Gingiva-, PA- und Xerostomie-Indizes aller in die Analyse mit-
einbezogenen Studienpatienten zu drei perioperativen Zeitpunkten
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Bei einigen Patienten konnten Plagqueindex, Gingivaindex und PA-Index nicht erhoben wer-
den: Bei acht Patienten war (wegen Zahnlosigkeit (n=7) bzw. retiniertem Wurzelrest (n=1))
keine Messung im Bereich der Zahne mdglich, wahrend bei zwei Patienten wegen posto-
perativer Zahnlosigkeit keine postoperative Messung méglich war. Ein Patient wurde wegen
Transplantatverlust aus allen spat-postoperativen Analysen ausgeschlossen und ein weite-
rer Patient verweigerte die parodontale Messung.

Fur den Plagueindex, Gingivaindex und PA-Index gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den drei Untersuchungszeitpunkten. Dagegen lagen bezlglich des Xerostomie-
Indexes friih-postoperativ bei einem GrofBteil der Studienteilnehmer deutlich erhdhte Werte
im Vergleich zur Ausgangssituation vor. Dieser postoperative Anstieg der Xerostomie-Indi-
zes zeigte sich im Friedman-Test (bei Nicht-Normalverteilung der Messdaten) hoch signifi-
kant (p<0,001). Im postoperativen Verlauf schien sich diese friih-postoperativ eingetretene
Zunahme an Xerostomien wieder zu erholen. Vom friih- zum spat-postoperativen Zeitpunkt
war eine tendenzielle Abnahme der Xerostomie-Indizes zu beobachten, allerdings war das
Ergebnis nicht statistisch signifikant (p=0,052). Weder die untersuchten Faktoren der Mund-
gesundheit noch die gezeigte hoch signifikante Zunahme an frih-postoperativen Xerosto-
mien hatte einen signifikanten Einfluss auf die Kolonisation durch die untersuchten Keime.

3.5.3 Hospitalisierungsdauer

Als ein weiterer potenzieller Einflussfaktor auf die perioperative Keimbesiedlung (insbeson-
dere durch die typischen Krankenhauskeime P. aeruginosa, E. faecalis, A. baumannii, S.
aureus und Enterobacteriaceae) wurde die Hospitalisierungsdauer untersucht. Die mittlere
Gesamtliegedauer aller Studienpatienten betrug 41,6 Tage (zwischen minimal 10 Tagen
und maximal 109 Tagen).

Zur Beantwortung der Frage, inwiefern die Liegedauer die Keimbesiedlung beeinflusste,
war jedoch weniger die Gesamtliegedauer und viel mehr die Dauer zwischen der Aufnahme
und dem praoperativen Abstrich von Interesse, da praoperativ noch kaum andere potenzi-
elle Einflussfaktoren (wie Antibiotika oder die postoperativ eingeschréankte Mundhygienefa-
higkeit) vorlagen. Die Differenz zwischen dem Tag der Aufnahme und dem Tag des praope-
rativen Abstrichs betrug flir n=15 Patienten unter zwei Tagen, fir n=14 Patienten zwei bis
funf Tage und fir n=8 Patienten mindestens sechs Tage.

Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Liegedauer vor Durchflihrung
des praoperativen Abstrichs und dem préaoperativen Nachweis der untersuchten Keime (To-
und Wo-Abstriche) festgestellt. Selbst eine sehr lange praoperative Liegedauer von Gber 15
Tagen (n= 5) bzw. Uber 20 Tagen (n=3) schien kein Risikofaktor fiir eine Besiedlung mit
den untersuchten Keimen darzustellen. Es kann somit auf Basis der vorliegenden Daten

nicht geschlussfolgert werden, dass eine langerfristige praoperative Hospitalisierungsdauer
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mit vermehrten dermalen oder intraoralen Nachweisen bzw. erhdhten Quantitaten der un-

tersuchten Infektionserreger einherging.
3.5.4 M. salivarium und Zahnbestand

Im Zuge der Analysen fiel mir auf, dass nicht alle Studienpatienten Trager von M. salivarium
waren. Es wurden daraufhin verschiedene patientenspezifische Faktoren in Bezug auf po-
sitive Nachweise bzw. nachgewiesene Quantitaten von M. salivarium untersucht, um mdg-
liche Voraussetzungen fiir eine Kolonisation zu ermitteln. Folgende Boxplots zeigen die in-
traoralen quantitativen Nachweise von M. salivarium in Bezug auf den Zahnbestand der
Patienten.
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Abb. 22: Intraorale quantitative Nachweise von M. salivarium (am Abstrich normalisierte
GE/Probe) in Bezug auf den Zahnbestand

Dargestellt sind die Nachweise auf Wangen- (W), Transplantat- (T) und Nahtabstrichen (N) zum

prdoperativen Zeitpunkt (0), friih-postoperativen Zeitpunkt (1) und spét-postoperativen Zeitpunkt (2);
nicht inkludiert sind postoperativ zahnlose Patienten (n=2)
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Unter den Studienteilnehmern waren sieben Patienten bereits zu Beginn des Untersu-
chungszeitraums zahnlos. Wie Abb. 22 zeigt, fehlt bei Zahnlosigkeit jeglicher positiver
Nachweis von M. salivarium. Weder in den dargestellten je sieben intraoral entnommenen
Abstrichen noch im (hier nicht dargestellten) dermalen Abstrich, die pro zahnlosen Patien-
ten im Untersuchungszeitraum durchgefihrten wurden, wurde der Keim nachgewiesen.

Allerdings war der Keim bei zwei weiteren Patienten nicht bzw. kaum nachweisbar, obwohl
noch viele Restzahne vorhanden waren.

Es waren keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Anzahl der Restzédhne im Koloni-
sationsmuster von M. salivarium erkennbar. Tatsachlich hatte ein Studienpatient (Patient
37) nur noch einen einzigen Restzahn, welcher ein retinierter Wurzelrest war. Trotz des
stark eingeschrankten Restzahnbestandes war M. salivarium intraoral bei diesem Patienten

im gesamten Untersuchungszeitraum in moderater oder hoher Last nachweisbar.

Zwei Patienten (Patienten 8 und 29) wurden intraoperativ die letzten Restzahne entfernt.
Sowohl friih- als auch spat-postoperativ war M. salivarium in moderatem und hohem Maf3e
nachweisbar. Es gab bezliglich des Kolonisationsmusters keine Unterschiede zwischen Pa-
tienten, die erst postoperativ zahnlos waren, zu Patienten die einen (gro3en oder geringen)
Restzahnbestand hatten. Somit scheint es folglich nach Extraktion aller Restzahne langer
als den untersuchten Zeitraum anzudauern bis M. salivarium aus dem oralen Mikrobiom

verschwindet.

Zusammenfassend schien ein Restzahnbestand somit zwar Voraussetzung fir die Prasenz
von M. salivarium zu sein; die Abwesenheit von M. salivarium schien jedoch andererseits
nicht zwingend mit Zahnlosigkeit assoziiert zu sein. Es muss folglich noch weitere Faktoren

neben Zahnbestand geben, die flr eine Prasenz von M. salivarium essenziell sind.

3.5.5 Besiedlung extraoraler Haut im Mund

Um den Einfluss des Transfers von extraoraler Haut in die Mundhéhle und deren Besied-
lung mit den ausgewahlten Bakterienarten zu untersuchen, wurde eine weitere Betrachtung
angestellt: Die in den einzelnen Abstrichen nachgewiesenen Pathogenlasten sollten in Re-
lation zu einer ausgewahlten Referenz untersucht werden. Da der Fokus der vergleichen-
den Analyse auf intraoralen perioperativen Verédnderungen der Keimnachweise lag, wurde
als Referenzabstrich der préaoperative Wangenabstrich W gewahlt. Folgende Grafik zeigt
die Differenz der Keimnachweise pro Abstrich zum jeweiligen entsprechenden Referenzab-
strich Wy pro Patienten:
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Abb. 23: Differenzen der quantitativen Keimnachweise der untersuchten Abstriche X (W =
Wange, T = Transplantat; N = Naht; 0 = prdoperativ; 1 = friih-postoperativ; 2 = spéat-postoperativ) in
Bezug auf Keimnachweise des entsprechenden Referenzabstrichs Wy (A [X] — [Wy])

+++ = Stark erh6hte Keimlast (A [X] - [Wy] > 1E+06 GE/ Probe); ++ = Moderat erhéhte Keimlast (A
[X]— [Wo] > 1E+03 und < 1E+06 GE/Probe); + = Leicht erh6hte Keimlast (A [X]— [Wy] > 0 und <
1E+03 GE/ Probe); 0 = Keine positiven Nachweise; - = Leicht reduzierte Keimlast (A [X] — [Wo] > -
1E+03 und < 0 bis GE/ Probe), -- = Moderat reduzierte Keimlast (A [X] — [Wy] > -1E+06 und < -1E+03
GE/ Probe); --- Stark reduzierte Keimlast(A [X] — [Wy] > -1E+06 GE/ Probe]; @ = Keine Daten vor-
handen

Wie in Abb. 23 verdeutlicht, unterschied sich die Besiedlung der extraoralen Haut (préope-
rative Donorregion To) grundlegend von allen postoperativ durchgefiihrten Abstrichen, wah-
rend sich die Besiedlung der postoperativen Abstriche (unabhangig von Lokalisation oder
postoperativem Zeitpunkt) inklusive der nun intraoralen Derma (T+ und T2) kaum voneinan-
der unterschieden. Umgekehrt schien es kaum eine Beeinflussung der oralen Komposition
der analysierten Spezies durch die transplantierte auBBere Haut zu geben. Der Einfluss des
andersartigen, nicht-mukdésen Gewebes auf die intraorale Besiedlung fiel somit Uberra-
schend gering aus.
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4 Diskussion

Im folgenden Kapitel sollen methodische Aspekte sowie die Ergebnisse der Patientencha-
rakteristik, der klinischen Datenerhebung und der perioperativen Keimdetektionen in einen
literarischen Kontext gesetzt werden.

Uberdies soll sich der eingangs beschriebenen Fragestellung angenéhert werden, inwiefern
es zu erklaren ist, dass die in der Literatur beschriebenen typischen Erreger postoperativer
Infektionen nach mikrovaskularen Transplantaten oftmals nicht Teil der Ublichen residenten
Mundflora sind (19, 81). Auch in der hiesigen Studie wurden tendenzielle Zunahmen der
Infektionserreger P. aeruginosa, E. faecalis und Enterobacteriaceae beobachtet, welche
nicht zur residenten Mundflora gezahlt werden (21, 67, 150).

Wie also kam es zu derartigen postoperativen Vermehrungen normalerweise ortfremder
Erreger in der Mundhéhle? Handelte es sich dabei um endogene Infektionen, die bereits
initial Nischen der Mundhéhle (wie die dentale Plaque oder parodontale Taschen) als Re-
servoir genutzt hatten und sich unter glnstigen Voraussetzungen wie beispielsweise bei
erhdhter postoperativer Vulnerabilitdt vermehren konnten? Handelte es sich um ,externe”
Besiedlungen, die entweder von anderen Kdérperarealen desselben Patienten in die Mund-
héhle Ubertraten oder durch das nosokomiale Umfeld auf den Patienten Ubertragen wur-
den? Sind Medikationen flr postoperative Veranderungen der Keimbesiedlung verantwort-
lich?

Die Erérterung dieser Fragestellungen erscheint grundlegend, um postoperative Verande-
rungen der mikrobiellen Besiedlung nach mikrovaskuldren Transplantationen in Zukunft
besser erklaren und um Dysbiosen bzw. eventuelle Infektionen besser vermeiden zu kén-

nen.
4.1 Methodik
4.1.1 PCR-Sensitivitat

Wie in Kap. 3.1.3 beschrieben, waren sowohl die Eubakterien-PCR als auch die Enterobac-
teriaceae-PCR mit Sensitivitaten von 1,67E+04 bzw. 2,5E+04 Kopien/ PCR wenig sensitiv.
Es zeigten sich jeweils Amplifikationen der Negativkontrollen um den 30. Zyklus. Es ist
wahrscheinlich, dass der hohe Hintergrund der beiden PCRs durch Kontaminationen der
verwendeten Tag-Polymerasen mit bakterieller DNA zustande kam. Verunreinigungen
kommerziell erhaltlicher Polymerase-Lésungen wurden durch mehrere Studien beschrie-
ben (151-154). Schatzungen zufolge reichen die Kontaminationen von 10-1000 Genom-

aquivalenten bakterieller DNA pro Einheit des Enzyms (155). Reagenzien, die mit bakteri-
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eller DNA kontaminiert wurden, setzten die Sensitivitat des PCR-Verfahrens herab und ver-
hinderten somit der Detektion von bakterieller DNA in geringer Konzentration (155, 156).
Einige Studien berichteten tber Limitierungen im Nachweis von E. coli durch Kontaminati-
onen der Polymerasen-Lésung (157-159). In der Literatur wird diskutiert, ob die bakterielle
Herkunft der Tag-Polymerase durch deren Gewinnung aus Thermus aquaticus bzw. Klo-
nierung und Expression in E. coli Ursache der bakteriellen Kontamination war. Andere Au-
toren legten nahe, dass Schritte wahrend der Aufreinigung bzw. dem Enzym zugesetzte
Reagenzien fir die Kontamination verantwortlich waren (154, 155, 160). Da bakterielle DNA
von E. coli sowohl in der Enterobacteriaceae-PCR als auch in der Eubakterien-PCR nach-
gewiesen wurde, ist auch in der hiesigen Studie eine derartige Kontamination als Ursache
fir die geringe Sensitivitat beider PCRs anzunehmen. Zwar sind DNA-freie Polymerasen
im Handel erhéltlich (Molzym GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland), allerdings war vor
dem Hintergrund, dass in dieser Arbeit Enterobacteriaceae- und Eubakterien-Nachweise in
hoher Last erwartet wurden, die limitierte Sensitivitat der PCRs durch weniger kosteninten-
sive nicht DNA-freie Polymerase tolerierbar.

4.1.2 Anzahl der Genkopien pro Genom

Um sich der Anzahl der tuf-Gene pro Enterobacteriaceae-Genom anzunahern, wurden flr
mehrere zufallig ausgewahlte Vertreter der Familie BLAST-Analysen durchgefiihrt: Sowohl
bei K. pneumoniae, E. coli, S. enterica, C. brakii, R. electrica, E. hormaechei, E. cloacae,
E. piscicida, E. ludwigii, Klebsiella michiganensis und E. albertii lag das tuf-Gen jeweils
zweifach pro Genom vor, wahrend es fur C. freundii zwei- bis dreifach vorlag. Es wurde
entschieden, den Divisionsfaktor 2 zur Berechnung der Enterobacteriaceae-Genomaquiva-
lente pro Probe zu wéhlen, um sich der tatsachlichen Anzahl der tuf-Gene innerhalb der
Familie der Enterobacteriaceae bestmdglich anzunahern. Dies deckt sich mit den Ergeb-
nissen von Sela et al., die in ihrer Studie zwei Kopien des tuf-Genes in gramnegativen Bak-
terien wie z. B. E. colifanden (161).

In der hiesigen Studie wurde zur Datennormalisierung anhand der Eubakterienzahl die de-
tektierte Kopienzahl der 16S rDNA pro Probe genutzt, da aufgrund der speziesspezifisch
stark variierenden Anzahl der 16S rDNA-Sequenzen pro Genom (141) eine Berechnung
von Eubakterien-Genomaquivalenten nicht moglich war. Die Datenbank ,rrnDB - the Ribo-
somal RNA Operon Copy Number Database® gibt Aufschluss Uber die tatséchliche Anzahl
an 16S-Genkopien pro Genom einzelner Spezies (162). Die Datenbank beinhaltet zum ak-
tuellen Stand 7203 Spezies und gibt eine Variationsbreite von 1-15 Genkopien mit einem
Mittelwert von 5,3 Genkopien der 16S rDNA pro Genom an. Fur M. salivarium liegt das Gen
laut Datenbank einfach pro Genom vor, fUr E. faecalis, S. mitis und P. aeruginosa vierfach,
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fur S. aureus funf- bis sechsfach, fir A. baumannii sechsfach und fir die Enterobacteri-
aceae zumeist sieben- bis achtfach, wobei laut der Datenbank flr Escherichia spp. sogar
bis zu elf Genkopien pro Genom mdglich sind (163). Es ist bei der Interpretation der Ergeb-
nisse zu beachten, dass die in der Arbeit ermittelten Kopienzahlen der 16S rDNA pro Probe
nicht genau der Gesamtbakterienzahl entspricht, sondern letztere (entsprechend des Fak-
tors der jeweiligen Anzahl der Genkopien pro Genom) geringer ausfallt.

4.2 Patienten und Patientenproben

4.2.1 Probensammiung

Dass in der hiesigen Studie alle postoperativen Abstriche innerhalb eines Zeitraums von
maximal neun Tagen nach der Operation gesammelt wurden, ist begriindet durch eine Stu-
die von Rodrigo et al., in welcher Wundinfektionen nach tumorchirurgischen Eingriffen im
Kopf-Hals-Bereich bereits innerhalb weniger Tage (im Mittel nach 5,2 Tagen) auftraten (80).
Kawano et al. zeigten, dass es bereits zwei Tage postoperativ nach gastrointestinalen Tu-
morexzisionen zu signifikanten Anstiegen der Gesamtbakterienzahl auf Gingiva und Arcus
palatoglossus kam (164). Zudem war innerhalb der ersten neun Tage postoperativ gesi-
chert, dass sich alle Studienpatienten der hiesigen Studie noch in stationarer Behandlung
befanden, wodurch die postoperativen Probensammlungen unkompliziert und llickenlos
moglich waren. Allerdings traten laut Durand et al. postoperative Wundinfektionen nach
mikrovaskularen Transplantationen im Kopf-Hals-Bereich noch bis zu 30 Tagen postopera-
tiv auf (18). Dies ist eine Limitation der vorliegenden Studie, da nach der gesetzten Grenze

von neun Tagen postoperativ keine Daten mehr in die Studie aufgenommen wurden.

In der hiesigen Studie zeigte sich eine verbesserte Materialentnahme dermaler Abstriche
(im Bereich der Donorregion To) durch Befeuchten des Abstrichtupfers mittels steriler 0,9%i-
ger Kochsalzldsung. Auch andere Autoren hatten bereits den Einfluss des Befeuchtens von
Abstrichtupfern vor Durchfiihrung von Abstrichen untersucht, kamen jedoch zu unterschied-
lichen Ergebnissen. Warnke et al. untersuchten in vivo sowie in vitro, inwiefern sich die
Materialentnahme von MRSA durch Befeuchtung der Abstrichtupfer mittels steriler Koch-
salzlésung verbessern lie3, und fanden sowohl im in der Studie genutzten anatomischen
Nasenmodell als auch in Patientenproben keine verbesserte Materialentnahme von MRSA
nach Befeuchten der Abstrichtupfer (165). Rose et al. fanden dagegen eine verbesserte
Materialentnahme von Bacillus anthracis-Sporen von Stahlproben durch zuvor befeuchtete
Abstrichtupfer mittels phosphatgepufferter Salzlésung (166). Auch Landers et al. zeigten
eine verbesserte Materialentnahme durch mittels steriler Kochsalzlésung (0,9%) befeuch-
teter Tupfer beim Nachweis von S. aureus auf kontaminierten Oberflachen. (167)
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In der vorliegenden Studie wurden bei 62% der Patienten die Abstriche der Donorregion
mit der urspringlichen (trockenen) Abstrichmethodik durchgefihrt, wahrend bei 38% der
Patienten zuvor befeuchtete Abstrichtupfer verwendet wurden. Fir nur eine einzige der sie-
ben untersuchten Spezies war auf Basis der To-Abstriche ein statistisch signifikantes Er-
gebnis ermittelt worden (frih-postoperativer signifikanter Anstieg von M. salivarium auf dem
Transplantat verglichen mit der préaoperativen Donorregion). Da es allerdings fir M. saliva-
rium-Nachweise im Bereich der Donorregion keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden untersuchten Abstrichtechniken gab, ist die Anderung der Abstrichmethodik fir
Nachweise dieses Keims nicht als Limitation anzusehen. Samtliche weiteren Studienergeb-
nisse mit statistischer Signifikanz wurden nicht auf Basis der To-Abstriche, sondern allein
auf Basis der pro Studienteilnehmer entnommenen sieben intraoralen Abstriche ermittelt.
Da die Abstrichmethodik im Studienverlauf lediglich fir dermale und nicht fir intraorale Ab-
striche gedndert wurde, gilt somit auch fur alle weiteren Ergebnisse keine durch die Ab-
strichmethodik bedingte Limitation.

4.2.2 Patientencharakteristik

Die Studienpatienten waren zu 51% weiblich und zu 49% mannlich. Die anndhernd ausge-
glichenen Anteile an ménnlichen und weiblichen Studienteilnehmer waren ungewdhnlich:
Laut Literatur sind Manner aufgrund einer héheren Exposition von Risikofaktoren 1,5-fach
haufiger und zwei bis drei Jahre friher als Frauen von Krebs im Mundbereich betroffen (45,
168). Im Durchschnitt waren die Studienpatienten 65,3 Jahre alt, was sich mit dem Durch-
schnittsalter in vergleichbaren Studien deckt (169, 170). Die Patienten wiesen einen BMI
von durchschnittlich 25,4 auf, wahrend in vergleichbaren Studien etwas niedrigere BMIs
zwischen 21,6 und 24,6 angegeben wurden (28, 37, 169). Der ASA-Score unserer Studi-
enpatienten wurde am haufigsten mit einem Score von | oder |l angegeben (63%), wahrend
seltener die Scores Il oder IV angegeben wurden (37%), wobei ASA IV mit 5% am seltens-
ten angegeben wurde. Dies deckt sich mit ASA-Scores von Patienten vergleichbarer Stu-
dien (78, 169). Fir Patienten, bei denen eine Tumorexzision die primare Indikation fir die
Defektdeckung mit Transplantat darstellte, wurde fur geringfigig mehr Patienten ein gerin-
geres Tumorstadium (Stage 1 oder 2) als ein héheres Tumorstadium (Stage 3, 4 oder Re-
zidiv) angegeben. Dagegen beschrieben Chen et al., dass mikrovaskulare Transplantate
zur Defektdeckung nach Tumorexzision tendenziell eher bei Tumoren mit einem héheren
Staging zum Einsatz kamen (56).

Die Literatur lieferte Hinweise, dass sich BMI, ASA-Score und Tumorstadium auf die Trans-
plantatprognose auswirken konnten. Laut Bartella et al. ging ein erhéhter BMI mit einem
erhdhten Risiko fur postoperative Infektionen nach Operationen im Kopf-Hals-Bereich ein-

her (28). Ein erh6hter ASA-Score erhdhte laut Karakida et al. und Kruse et al. die Infektions-
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bzw. Sterberaten von mikrovaskuldren Transplantaten im Kopf-Hals-Bereich signifikant
(169, 171). Laut Sato et al. und Karakida et al. gab es Hinweise, dass hohe Tumorstadien
von 3 oder 4 mit einer signifikant erhéhten Infektionsrate nach Tumorexzision im Kopf-Hals-
Bereich einhergingen (36, 169). In der hiesigen Studie war die Probenzahl jedoch nicht
ausreichend, um statistisch signifikante Zusammenhénge zwischen dem BMI bzw. der
ASA-Score bzw. dem Tumorstadium und Transplantatkomplikationen herzustellen.

Als haufigste Defektlokalisation wurde in unserer Studie der Unterkiefer (32%) bzw. Ober-
kiefer/ Gaumen (19%) angegeben. Laut den Arbeitsgruppen Tahir et al. und Chen et al.
zahlten zu den haufigsten Tumorlokalisationen im Mundraum die bukkale Schleimhaut
(32,4%-35%), die Zunge (10,8-21,6%), der Gaumen (10,8%), die Unterlippe (10,8%) sowie
das Vestibulum 8% (56, 172).

Als haufigste Transplantatart wurde in der vorliegenden Studie mit 71% das Radialis-Trans-
plantat genutzt, wahrend bei 26% das Fibula-Transplantat und in einem einzigen Fall das
ALT-Transplantat zum Einsatz kam. Nach Pohlenz et al. wurden in Deutschland zwischen
1987 und 2010 zur Defektdeckung im kieferchirurgischen Bereich 28% Latissimus dorsi-
Transplantate, 27% Radialistransplantate, 20% Beckenkammtransplantate, 12% Fibulat-
ransplantate, 6% Jejunumtransplantate, 2% ALT-Transplantate und 5% andere Transplan-
tate genutzt (39). Radialis-Transplantate waren somit in der vorliegenden Studie tberrepra-
sentiert, was vermutlich darin zu begrinden ist, dass viele verhaltnismanig kleine Defekte

mit geringen Tumorstadien miteingeschlossen wurden.

4.2.3 Entziindungsparameter

Weder das bei 38% der Studienpatienten postoperativ festgestellte Fieber noch die in der
Studie beobachteten postoperativ hoch signifikanten Anstiege der Leukozytenzahl bzw. der
Plasmakonzentrationen des C-reaktiven Proteins (CRP) standen in signifikantem Zusam-
menhang mit der Keimbesiedlung oder dem Vorliegen klinisch erkennbarer Zeichen einer
Infektion. Dies ist mit der gangigen Literaturlage konsistent, wonach Fieber, Leukozytosen
und CRP-Erhéhungen in der friihen postoperativen Phase haufig auftraten und unabhangig
von infektiésen Geschehnissen eine normale Reaktion des Kdrpers auf umfangreiche chi-
rurgische Eingriffe darstellten (173-179). Laut Neumaier et al. gingen stark invasive Ein-
griffe mit ausgepragteren friih-postoperativen CRP-Erhéhungen einher als wenig invasive
Eingriffe (180). Die postoperativen CRP-Verlaufe unserer Studienpatienten zeigten ein Bild,
welches sich mit den Ergebnissen einer anderen Studie deckte: Laut Santonocito et al.
erreichten die CRP-Werte nicht-infizierter Patienten nach chirurgischen Eingriffen zum
zweiten oder dritten postoperativen Tag ein Maximum und sanken daraufhin zum siebten
postoperativen Tag wieder signifikant ab, wobei die Ausgangswerte noch nicht erreicht wur-

den und eine starkere Streuung der Werte zu beobachten war als praoperativ (178).
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4.2.4 Komplikationen

Es trat in der hiesigen Studienkohorte von 37 Patienten lediglich bei einem Patienten eine
postoperative Infektion sowie bei einem weiteren Patienten eine Wunddehiszenz im extra-
oral gelegenen Bereich des Transplantats auf. Diese Wundinfektionsrate bzw. Dehiszenz-
rate von jeweils 3% liegt deutlich unter den in der Literatur beschriebenen Werten von 13,3
bis 40,6% fur Infektionen (60, 81, 82, 169, 170) bzw. 14 bis 29% fur Dehiszenzen (7, 39).
Ein méglicher Erklarungsansatz fir das seltenere Auftreten von derartigen Komplikationen
ist eine zeitliche Uberschneidung der Probensammlung von April 2021 bis Januar 2023 mit
den zusatzlichen im Rahmen der Covid-19-Pandemie eingefuhrten HygieneschutzmaBnah-
men. Eine weiterer Erklarungsansatz ist der groBe Anteil von in die Studie eingeschlosse-
nen Patienten mit geringeren Tumorstadien (I oder Il). Laut Yang et al. hatten 78% der
Patienten mit postoperativen Infektionskomplikationen nach Tumorexzision ein Tumorsta-
dium Il oder IV (79). Auch die Nicht-Uberlebensrate von Transplantaten war innerhalb un-
serer Stichprobe sehr gering (3%), wobei Ubereinstimmend dazu auch in der Literatur kom-
plette Transplantatverluste bei mikrovaskularen Transplantaten selten vorkamen (5 bis 8%)
(39, 43, 56).

Da bei nur einem Studienteilnehmer eine postoperative Infektion im Bereich des Transplan-
tats auftrat, war es im Rahmen der Studie nicht mdglich, statistisch signifikante Aussagen
darUber zu treffen, inwiefern sich postoperative Infektionen auf die intraorale mikrobielle
Besiedlung auswirkten. Es war jedoch erkennbar, dass es in vielen Féllen postoperativ zu
einem intraoralen Zuwachs infektionsrelevanter Keime wie E. faecalis, Enterobacteriaceae
und P. aeruginosa kam, unabhangig davon, ob klinisch (schon) eine Infektion erkennbar

war oder nicht.
4.2.5 Molekulargenetische und kulturelle Nachweise im Vergleich

Flr sieben Studienpatienten erfolgten postoperativ (zusatzlich zur im Rahmen der vorlie-
genden Untersuchung durchgefihrten molekulargenetischen Analyse) Nachweise im Kul-
turverfahren sowie Resistenzbestimmungen, welche durch die Klinik fir Mund-, Kiefer und
Plastische Gesichtschirurgie zu Diagnostikzwecken in Auftrag gegeben wurden. Folgende
Tabelle 17 zeigt die nachgewiesenen Spezies und jeweiligen Resistenzen:
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Tabelle 17: Im Kulturverfahren nachgewiesene Spezies und Resistenzen pro Patienten
Dargestellt sind auBerdem Art, Lokalisation und Zeitpunkt der Probenentnahmen pro Patienten
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1 Abstrich / 3 K. aerogenes ' S
zervikal E. coli ! S
5 Abstrich / 7 P. aeruginosa S
zervikal E. cloaceae S
11 | Gewebe / 1 E. colil Ampicillin-R, Amoxicillin-R,
infraorbital Ampicillin+Sulbactam-R, Piperacillin-R
P. vulgaris Ampicillin-R, Amoxicillin-R,
Piperacillin-R, Imipenem-R, Moxifloxacin-R
S. aureus Penicillin-R
17 | Abstrich / 6 E. coli? S
zervikal E. faecalis S
23 |Abstrich / 7 K. oxytoca Ampicillin-R, Amoxicillin-R, Piperacillin-R
zervikal
28 |Abstrich / 3 E. coli? S
zervikal
29 |Abstrich/ 5 K. oxytoca Ampicillin-R, Amoxicillin-R, Piperacillin-R
zervikal

R = resistent; S = sensitiv gegen alle getesteten Antibiosen
' Vertreter der Enterobacteriaceae

Obwohl die Proben zum kulturellen Nachweis allesamt extraoral entnommen wurden und
somit die Lokalisation zu keinem Zeitpunkt den (postoperativ nur intraoral abgenommen)
Proben zum molekulargenetischen Nachweis entsprachen, deckten sich die kulturellen
Nachweise gréBtenteils mit den molekulargenetischen. Lediglich die in der Kultur nachge-
wiesenen K. oxytoca und E. cloacae wurden in der molekulargenetischen Analyse nicht
sicher wiedergegeben (die Enterobacteriaceae-TagMan-PCR lieferte Nachweise unterhalb
der sicheren Nachweisgrenze). Eine Begrindung kann einerseits die geringe PCR-Sensiti-
vitdt der Enterobacteriaceae-PCR sein. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass die unter-
schiedlichen Ergebnisse auf die unterschiedlichen Lokalisationen der Probenentnahmen

zuruckzufuhren sind. Nichtsdestotrotz deckten sich alle in der Kultur positiven Nachweise
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von K. aerogenes, E. coli, E. faecalis und P. aeruginosa mit den Ergebnissen der moleku-
largenetischen Analyse. Positive Nachweise von Proteus vulgaris wurden in der molekular-
genetischen Analyse nicht miterfasst.

4.3 Praoperative Kontrollabstriche (Wound To)

Die praoperativen Abstriche der Donorregion (To) und der oralen Wangenschleimhaut (W)
dienten in dieser Arbeit als Kontrollabstriche, um postoperative Veranderungen der Keim-
besiedlung zu bewerten und den Einfluss der transplantierten duBBeren Haut auf die orale
Keimbesiedlung zu untersuchen. Im Folgenden werden die préaoperativen Nachweise dis-
kutiert:

S. aureus wurde in dieser Studie im Bereich der Donorregion bei 23% der Patienten nach-
gewiesen, was mit der Literaturlage Ubereinstimmt, wonach S. aureus bei 20-50% der Be-
vdlkerung auf der duBeren Haut vorkommt (75, 93, 181). In Ubereinstimmung mit unseren
Daten wurden in einer Studie auch sehr geringe Quantitaten von Staphylococcus spp. auf
dem Unterarm bzw. Unterschenkel gefunden (182). Die orale Pravalenz von S. aureus bei
Gesunden wurde von McCormack et al. mit 18% (183) und von Campos et al. mit 23,8%
(184) angegeben. Lam et al. gaben Pravalenzen in oralen Biofilmproben gesunder Patien-
ten von 0 bis 7% an, wahrend Parodontalerkrankungen die Pravalenz auf bis zu 50% stei-
gern konnten. Die von mir nachgewiesene préoperative orale Pravalenz von S. aureus ist
mit 3% verhaltnismaBig gering und entspricht somit den Daten der Arbeitsgruppe Lam. Die
geringe Pravalenz mag daran liegen, dass nicht die bukkale Wangenschleimhaut sondern
eher der nasopharyngeale Bereich als typische Besiedlungsstelle fir S. aureus qilt (93). Es
sei anzumerken, dass das in dieser Studie genutzte Nachweisverfahren fir S. aureus nicht
zwischen MSSA und MRSA differenzierte. Mit den genutzten Primern und Sonden wurden
beide gleichermal3en erfasst (185, 186).

E. faecalis wurde in dieser Studie im Bereich der Donorregion bei 19% der Studienpatien-
ten nachgewiesen. Es ist bekannt, dass E. faecalis die du3ere Haut besiedeln und noso-
komial zu Schmierinfektionen fiihren kann (187, 188), allerdings liefert die Literatur nach
meinen Recherchen kaum Daten zur dermalen Préavalenz des Keims bei Gesunden. In un-
serer Studie betrug die Pravalenz im Bereich der bukkalen Wangenschleimhaut 14%, was
sich mit Angaben der Literatur deckt: Die angegebene orale Pravalenz bei Gesunden vari-
ierte in der Literatur zwischen 3,5% und 20% (189-191), wobei Faktoren wie parodontale
Erkrankungen oder endodontologischer Behandlungsbedarf die Haufigkeit der Nachweise
erhdhten (21, 192, 193). Yang et al. beschrieben, dass eine bereits praoperativ vorliegende
orale Kolonisation mit E. faecalis, das Risiko erhdhte, nach mikrovaskulérer Transplantation
eine Infektion durch eben diesen Keim zu erleiden.(79)
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P. aeruginosa wurde in der vorliegenden Studie praoperativ nur in Einzelféllen nachgewie-
sen, wobei die Pravalenz sowohl dermal als auch oral 3% betrug. Dieses Ergebnis ist mit
der Literatur Gbereinstimmend: Laut Staudinger et al. kann der Keim zwar als transienter
Bewohner die duBere Haut besiedeln, allerdings wurden Vertreter der Gammaproteobac-
teria, zu denen auch P. aeruginosa gezéahlt wird, in Unterarmabstrichen gesunder Proban-
den nur sehr selten nachgewiesen (194). Die orale Pravalenz des Keims wurde laut Ken-
neth et al. bei Gesunden mit 2 bis 10% beschrieben, wobei im nosokomialen Umfeld héhere
Pravalenzen vorliegen kénnen (100).

Nachweise von A. baumannii auf der auBeren Haut sind eher selten (109, 194, 195). Eine
Studie beschrieb die dermalen Préavalenz des Keims unter obdachlosen Studienteilneh-
mern mit 4 bis 5% (195). Zwar lag die in der hiesigen Studie ermittelte dermale Pravalenz
von 31% deutlich héher, jedoch lagen alle Nachweise des Keims unterhalb der sicheren
Nachweisgrenze und sind daher eher fraglich. Andererseits ist auch denkbar, dass, wie von
Ryan et al., Schleicher et al. und Moubareck et al. beschrieben, der Zustand der Hospitali-
sierung zu erhdhten Pravalenzen niedrigtitriger Nachweise auf der Haut fuhrte (100, 108,
109). Oropharyngeale Nachweise von A. baumanniiwurden hingegen regelmaBig beschrie-
ben (20, 109, 196). In unserer Studie wurde der Keim in den oralen Kontrollabstrichen bei
19% der Patienten nachgewiesen, was sich mit der laut Duman et al. beschriebenen oralen
Pravalenz von 22% bei hospitalisierten Patienten deckt (197).

In der hiesigen Studie waren 89% der Hautabstriche (To) und 95% der intraoralen Wangen-
abstriche (Wo) in der Enterobacteriaceae-PCR schwach positiv (d.h die Quantitat aller
Nachweise lag unterhalb der sicheren Nachweisgrenze der PCR, aber oberhalb der Nega-
tivkontrolle). Staudinger et al. beschrieben dagegen die dermale Pravalenz von Gamma-
proteobacteria, unter die die Enterobacteriaceae fallen, als gering (194) und die oralen Pra-
valenzen fUr Enterobacteriaceae variierten je nach Literaturangabe sehr stark. Gramnega-
tive Mikroorganismen kolonisierten laut Durman et al. die Mundhéhle unter 10% bei Gesun-
den, jedoch bis zu 75% bei Intensivpatienten (197). Eine Ubersichtsarbeit von Sedgley et
al. fasste die Ergebnisse mehrerer Studien zusammen und gab bei gesunden Erwachsenen
orale Pravalenzen an Enterobacteriaceae von 0 bis 41% an. Die Autoren gaben allerdings
zu bedenken, dass bei gesundheitlicher Beeintrachtigung die Pravalenzen deutlich héher
ausfallen kdnnten, da der allgemeine und intraorale Gesundheitszustand eine gro3e Rolle
far die Kolonisation mit Enterobacteriaceae spiele. Erhdhte Keimtiter bzw. Pravalenzen
seien im Zusammenhang mit Xerostomie, Radiotherapie, Chemotherapie, Hospitalisierung,
HIV und Parodontitis nachgewiesen worden (105). Es ist somit mdglich, dass in unserer
Stichprobe aufgrund von schwerer Krankheit, eventuellen Vorbehandlungen und Hospitali-

sierung héhere Pravalenzen als bei Gesunden auftraten. Aufgrund der geringen PCR-Sen-

86



sitivitat der Enterobacteriaceae-PCR ist es wichtig, jegliche Nachweise der Keimfamilie un-
terhalb der sicheren Nachweisgrenze kritisch zu hinterfragen.

Dermale Nachweise von S. mitis waren in dieser Studie bei 78% der Studienpatienten
maoglich und sind auch in der Literatur hinreichend bekannt (75, 181, 198). Gao et al. wiesen
mittels Streptococcus spp. vom Unterarm bzw. Unterschenkel in Quantitaten von 1,00E+02
bzw. 9,33E+01 Kopien/ul nach. (182). Die an den entsprechenden Stellen in unserer Studie
nachgewiesenen Quantitdten von S. mitis waren somit mit 4,81E+02 bzw. 1,21E+04 Ko-
pien/PCR vergleichsweise hoch. In den oralen Kontrollabstrichen wurde bei ausnahmslos
jedem Patienten S. mitis nachgewiesen. Dass der Keim regelmaBig auf der Wangen-
schleimhaut anzutreffen ist und bei nahezu allen Gesunden oral nachweisbar ist, wurde
bereits in der Literatur beschrieben (199-201). Laut Decsi et al. nahm S. mitis auf gesunder
Mucosa mit 32,7% einen sehr relevanten Anteil an der Gesamtbakterienzahl ein und
machte Uber die Hélfte der oralen Nachweise an Streptococcus spp. aus (89).

Laut Literatur konnten Tumorerkrankungen bzw. Tumorvorstufen im Mundraum zwar die
orale Pravalenz von S. mitis beeinflussen, allerdings scheinen diese Auswirkungen sich nur
auf den direkten Bereich der Lasion zu beschranken, wahrend die umliegende gesunde
Schleimhaut nicht betroffen ist: Decsi et al. zeigten, dass die relativen Anteile von S. mitis
auf der Oberflache von oralen Tumorvorstufen (engl. Oral potentially malignant disorders)
im Vergleich zur ipsilateralen gesunden Mucosa signifikant reduziert waren (89). Auch Amer
et al. zeigten signifikant geringere relative Anteile von S. mitis auf der Oberflache oraler
Leukoplakien im Vergleich zur kontralateralen gesunden Mucosa (90). Andere Autoren
zeigten, dass die Last an Streptococcus spp. auf der Tumoroberflache signifikant reduziert
war im Vergleich zur gesunden Schleimhaut (30, 202). Da in der vorliegenden Studie die
dem Defekt kontralateral gelegene bukkale Schleimhaut als préoperativen oralen Kon-
trollabstrich gewahlt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass die S. mitis-Last in
dieser Region wenig durch mégliche Tumorerkrankungen beeinflusst wurde.

M. salivarium wurde in dieser Studie vor Intervention auf der Haut (To) bei 14% der Pati-
enten in sehr geringer bzw. selten in moderater Last nachgewiesen und in den oralen Kon-
trollabstrichen (Wo) bei 70% der Patienten detektiert. Obwohl die Literatur nach meinen
Recherchen keine Studien zur Besiedlung der auBeren Haut durch M. salivarium enthalt,
decken sich die oralen Befunde mit der Literaturlage: Mycoplasma spp. wurden laut
Watanabe et al. bei 97% der Gesunden im Speichel nachgewiesen, wobei M. salivarium
und M. orale dabei als haufigste Vertreter genannt wurden. M. salivarium ist somit Teil der
gesunden Mundflora und gilt als Kommensale (114, 115). Eine Studie aus dem eigenen
Hause legte nahe, dass M. salivarium mdglicherweise ideale Bedingungen im Bereich tu-

mordser Lasionen im Mundraum findet, da eine signifikant erhdhte Last an M. salivarium
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auf Fanconi-Anamie-assoziierten oralen Plattenepithelkarzinomen gefunden wurde, wah-
rend gesunde Mundareale der Tumorpatienten vornehmlich durch P. aeruginosa besiedelt
waren (118).

4.4 Postoperative Storung der Keimbesiedlung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass sowohl die untersuchten Kommensalen der
Mundflora als auch einige potenzielle Infektionserreger im postoperativen Verlauf in ihrer
Pravalenz und Quantitat beeinflusst bzw. gestért wurden.

Als Vertreter der gesunden Mundflora war die Spezies S. mitis ausgewahlt worden, da sie
laut Literatur stark mit oraler Gesundheit assoziiert ist. Einige der Mundgesundheit zutrag-
lichen Effekte wie der Schutz des Parodonts vor Gewebeschadigung und die Hemmung
von Pathogenen wurden beschrieben (71, 85-88). Zudem zeigten mehrere Autoren, dass
die orale Besiedlung des Keims in dysbiotischen Zustanden und im Zusammenhang mit
Erkrankungen reduziert ist (siehe Kap. 1.4.1), weshalb er ggf. als Indikatorkeim flr orale
Dysbiosen dienen kann (88-91). Eine orale Dysbiose ist als eine Stérung der Zusammen-
setzung des oralen Mikrobioms definiert, die mit Verschiebung hin zu einem héheren Anteil
an pathogenen Keimen sowie einem Verlust der Diversitat einhergeht (88). Zwar kann auf-
grund der limitierten Anzahl an ausgewahlten Keimen in dieser Studie eine postoperativ
vorliegende Dysbiose nicht sicher belegt werden, allerdings geben die postoperativ signifi-
kant verringerten Nachweise des gesunden Mundkeims S. mitis bei gleichzeitigen Zunah-
men der Infektionserreger P. aeruginosa, E. faecalis, Enterobacteriaceae sowie des als
selten infektionsrelevant beschriebenen Kommensalen der Mundflora M. salivarium starke
Hinweise auf eine postoperative Dysbiose. Dieser Hypothese kénnte in weiterfihrenden
Mikrobiomanalysen nachgegangen werden, die zwar kostenintensiver waren, jedoch tiefer-
gehende Erkenntnisse tUber mikrobielle Veranderungen und Kompositionsverschiebungen

liefern wirden.

4.4.1 Selektion durch Antibiosen

Es ist bekannt, dass Antibiotika sogenannte chemisch induzierte Dysbiosen férdern kén-
nen. Durch die bakteriostatische oder bakterizide Wirkung eines Antibiotikums werden sen-
sible Spezies eingedammt, wahrend resistente Spezies Selektionsvorteile erhalten, was
deren Vermehrung férdern kann (203—206). Da die vorliegende Studie zeigt, dass es nach
oralen mikrovaskularen Transplantationen zur Entstehung von postoperativen oralen Dys-
biosen kommen kann, muss die Frage gestellt werden, welche Rolle Antibiotika in dem
Zusammenhang spielten. Die Abb. 24 zeigt die in der Literatur angegebenen Suszeptibili-
taten der Antibiosen auf die untersuchten Keime (207-209).
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Abb. 24: Suszeptibilitdten der verabreichten Antibiotika

Dargestellt werden die Wirksamkeiten der in der hiesigen Studie regelméafig verabreichten Antibio-
tika auf die untersuchten Keime (A) bzw. auf exemplarisch ausgewéhlte Vertreter der Enterobacte-
riaceae (B); S = sensitiv

Die Analyse prozentualer Anteile der untersuchten Keime an der Gesamtbakterienzahl
hatte gezeigt (siehe Abb. 19), dass der gesunde Mundkeim S. mitis im praoperativen Wan-
genabstrich noch vielfach vertreten war, wahrend er im postoperativen Verlauf der Koloni-
sation durch andere Keimen weichen musste. Langerfristige Ampicillin/Sulbactam-Gaben
von mindestens drei Tagen flhrten zu starken Eindammungen des Keims und drastischen
Reduzierungen dessen Anteils an der Gesamtbakterienzahl. Auch kurzfristige Antibiosen
von Ampicillin/Sulbactam gingen mit signifikanten Reduzierungen der S. mitis-Last einher.
Dies stimmt mit den Ergebnissen von Singh et al. (iberein, die 2022 in ihrer gro3 angelegten
Ubersichtsarbeit die Suszeptibilitdtsraten von S. mitis (iber den Zeitraum von 2010 bis 2020
gegenuber Ampicillin mit 81,0% angaben (210).

Dagegen nahm in unserer Studie bei Ampicillin/Sulbactam-Medikationen von mindestens
drei Tagen die Kolonisation von M. salivarium drastisch zu, sodass teilweise sehr hohe
Anteile von Uber 80% an der gesamtbakteriellen Last erreicht wurden. Somit kénnen S.
mitis und M. salivarium nach langerfristiger Ampicillin/Sulbactam-Gabe als Gegenspieler
betrachtet werden. Dass M. salivarium nach Medikation mit Ampicillin/Sulbactam starke
Zunahmen zeigte, erscheint naheliegend, da der Keim als zellwandloses Bakterium nicht
auf das zellwandwirksame Beta-Laktam-Antibiotikum anspricht (211-213). Somit kann eine
Vermehrung des Keims durch einen Selektionsvorteil gegeniber den sensiblen Bakterien
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(wie Streptokokken) erklart werden. Tetrazykline, Fluorchinolone, Lincosamide und Macro-
lide wurden als effektivste Antibiotika gegen Mycoplasma spp. angegeben (213, 214). Cher-
nova et al. berichteten allerdings auch Uber eine schnelle Resistenzbildung der Gattung,
welche vermutlich auf horizontalen Gentransfer von Plasmiden und mobilen genetischen
Elementen zurlckzufthren ist (213). Die Literatur lieferte bislang nur wenige Hinweise auf
die Antibiotika-Suszeptibilitdt von M. salivarium. Xiao et al. zeigten 2022, dass Clindamycin
in vitro die effektivste Wirkung gegen M. salivarium zeigte, gefolgt von Tetrazyklinen und
Levofloxacin, wahrend Erythromycin eine schlechte Wirksamkeit aufwies (129). Die be-
schriebene gute Suszeptibilitdét auf Clindamycin deckt sich mit den Ergebnissen unserer
Studie: Die orale Prasenz von M. salivarium zeigte sich bei Patienten mit Clindamycin-Me-
dikation innerhalb der letzten 24 h tendenziell reduziert gegentber jener von Patienten ohne
Antibiose innerhalb 24h. Nach Uber dreitdgiger Medikation mit Clindamycin waren praktisch
keine relevanten Anteile des Keims an der Gesamtbakterienzahl erkennbar.

Sowohl A. baumannii als auch S. aureus wurden in der vorliegenden Studie nur selten bzw.
in sehr geringen Quantitaten nachgewiesen, sodass keine Aussagen zum Einfluss der ver-
abreichten Antibiosen auf die perioperative Kolonisation getroffen werden kénnen.
Gegeniber der gesamten Familie der Enterobacteriaceae ist Clindamycin schlecht wirk-
sam, wahrend auch Ampicillin/Sulbactam bzw. Piperazillin/Tazobactam gegenlber vielen
Vertretern der Bakterienfamilie keine gute Wirksamkeit aufweist. Auch P. aeruginosa wird
weder durch Clindamycin noch durch Ampicillin/Sulbactam wirksam gehemmt (207-209).
Dies begriindet, warum in der vorliegenden Studie erhéhte Nachweise von Enterobacteri-
aceae oder P. aeruginosa unabhangig von der Wahl bzw. Dauer der Antibiose auftraten.
Es kann Uberdies gemutmalft werden, dass durch die verabreichten Antibiosen postopera-
tive Anstiege von P. aeruginosa und Vertretern der Enterobacteriaceae durch Selektions-
vorteile gegenilber sensitiven Spezies begulinstigt wurden.

Dagegen ist eine gute Wirksamkeit von Ampicillin/Sulbactam gegenlber E. faecalis be-
kannt. Dazu Ubereinstimmend schien in der vorliegenden Studie eine prolongierte Ampicil-
lin/Sulbactam-Gabe vor postoperativen Anstiegen des Keims zu schiitzen. Dies ist jedoch
lediglich als Tendenz zu werten, da keine statistische Signifikanz vorlag. Es sind Untersu-
chungen in gréBerer Stichprobenzahl notwendig, um eindeutige Aussagen Uber die infekti-
onsprophylaktische Wirkung einer kurzfristigen oder prolongierten Antibiotikagabe gegen-
Uber postoperativen E. faecalis-Vermehrungen zu untersuchen.

Es kann festgehalten werden, dass die Wahl bzw. Dauer einer verabreichten Antibiose fiir
keinen der untersuchten typischen Infektionserreger postoperativer Infektionen einen signi-
fikanten Effekt hatte. Demgegenlber steht, dass die in dieser Studie beobachteten, dysbi-
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otischen Reduzierungen des gesunden Mundkeims S. mitis in signifikantem Maf3e von post-
operativen Antibiotikagaben (insbesondere von Ampicillin/Sulbactam) mitbestimmt wurden.
Auch far die in der Studie beobachteten postoperativen Anstiege von M. salivarium ist an-
zunehmen, dass diese in bedeutendem Umfang durch (insbesondere prolongierte) Medi-
kationen mit Ampicillin/Sulbactam begunstigt wurden. Daher sollte sich kritisch mit stan-
dardméBigen Antibiosen nach mikrovaskul@ren Transplantationen im Mundraum auseinan-
dergesetzt werden. Obwohl Antibiotikaprophylaxen bei chirurgischen Eingriffen im Kopf-
Hals-Bereich bereits in zahlreichen Studien untersucht wurden, gibt es nach wie vor kont-
roverse Ansichten bezlglich der Wahl und Lange der Antibiose. Laut Literatur werden 30-
80% von tumorchirurgischen Eingriffen im Kopf-Hals-Bereich antibiotisch abgedeckt, wobei
eine Antibiotikaprophylaxe das Risiko einer postoperativen Infektion drastisch senken kann
(77, 215). Laut Durand et al. hat dabei allerdings die Wahl der Antibiose zur Infektionspro-
phylaxe starke Auswirkungen auf die Entstehung von postoperativen Infektionen nach mik-
rovaskularen Transplantationen im Kopf-Hals-Bereich: Laut den Autoren war das Risiko,
eine postoperative Wundinfektion zu erleiden, bei Medikation mit Clindamycin mehr als ver-
doppelt im Vergleich zu Ampicillin/ Sulbactam, Cefazolin und anderen Antibiotika. Grund
hierfir war unter anderem die hohe Inzidenz von gramnegativen Stdbchen nach
Clindamycin-Medikation. Die Autoren gingen so weit, Clindamycin als Risikofaktor fir die
Entstehung einer postoperativen Infektion zu benennen (81). Auch andere Studien berich-
teten Uber ein erhdhtes Risiko einer postoperativen Wundinfektion nach Antibiotikaprophy-
laxe mit Clindamycin (216, 217). Da in der hiesigen Studie nur sehr geringe Komplikations-
raten auftraten, kdnnen keine Aussagen dartber getroffen werden, inwiefern die Wahl oder
Dauer einer Antibiose die Entstehung von postoperativen Wundinfektionen beeinflusste
bzw. wie viele postoperative Wundinfektionen beim Patientenkollektiv durch die verabreich-
ten Antibiosen wirksam verhindert werden konnten. Allerdings zeigt die vorliegende Studie,
dass insbesondere langerfristige Antibiotikagaben von Uber drei Tagen Dysbiosen zu fér-
dern schienen. Somit gilt es, insbesondere die Notwendigkeit einer prolongierten postope-
rativen Antibiotikagabe hinsichtlich méglicher Nebenwirkungen und Resistenzbildungen kri-
tisch zu hinterfragen. Laut Bartella et al. schien die Dauer der Antibiose keinen Einfluss auf
die Entstehung von postoperativen Wundinfektionen nach kieferchirurgischen Eingriffen zu
haben. Eine prolongierte postoperative Antibiotikagabe als Infektionsprophylaxe schien kei-
nen Vorteil gegenliber einer rein perioperativ verabreichten Single-Shot-Antibiose zu brin-
gen (28). Auch Vila et al. beschrieben in ihrer Metaanalyse mit 340 Patienten, dass eine
finftagige postoperative Antibiotikaprophylaxe keinen Vorteil zur Infektionsprophylaxe ge-
geniber einer eintagigen postoperativen Prophylaxe brachte (215). Dies wird gestitzt durch

die Ergebnisse der vorliegenden Studie: Dass die orale Kolonisation der untersuchten In-
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fektionserreger durch eine prolongierte Antibiose nicht signifikant gegenlber einer kurzzei-
tigen Antibiose eingedammt wurde, lasst darauf schlieBen, dass eine prolongierte postope-
rative Antibiose dem Patienten keinen Vorteil zur Infektionsprophylaxe bringt. Demgegen-
Uber steht der nachteilige Effekt einer Forderung von Dysbiosen durch eine prolongierte
Antibiotikagabe, insbesondere durch Ampicillin/Sulbactam. Es sollte daher prinzipiell zu-
rickhaltend mit standardmaBig verabreichten prolongierten Antibiosen nach mikrovaskula-
ren postoperativen Transplantationen umgegangen werden, um der Entstehung von Dys-
biosen und der Selektion nicht sensitiver und potenziell infektionsrelevanter Spezies vorzu-
beugen.

4.4.2 Selektion durch Chlorhexidin

Aufgrund der postoperativ eingeschrankten Mundhygienefahigkeit durch Schmerzen,
Schwellungen oder eingeschrankter Mundéffnung, wurden die in die vorliegende Studie
eingeschlossenen Patienten angehalten, im gesamten postoperativen Untersuchungszeit-
raum dreimal taglich mit 0,2%iger Chlorhexidin-(CHX)-Mundspullésung zu spulen. Eine Li-
mitation der Studie ist die fehlende Nachprifbarkeit, ob der Empfehlung auch tatséchlich
lickenlos von Seiten der Patienten nachgekommen wurde.

Mundspdilldsungen mit Chlorhexidin-Zusatz gehéren zu den am haufigsten genutzten anti-
mikrobiellen Agentien im zahnmedizinischen Bereich (218). Die antibakterielle Wirkungs-
weise von Biguaniden wie dem Chlorhexidin beruht auf der Interaktion mit bakteriellen Zell-
membranen: Als kationisches Agens ist CHX in der Lage, negativ geladene Zellbestandteile
zu binden. Durch die Bindung wird die Permeabilitdt der Membran beeintrachtigt und so
deren Funktion gestoért. CHX weist ein breites bakterielles Wirkspektrum auf. Es gilt als
hochaktiv gegentiber den meisten grampositiven und gramnegativen Erreger, allerdings ist
es nur begrenzt viruzid, sporozid, mycobacteriozid und fungizid (219, 220). Gramnegative
Bakterien sind im Allgemeinen gegen Antiseptika und Desinfektionsmittel resistenter als
(nichtsporenbildenden, nicht-mykobakterielle) grampositive Bakterien (221). Eine regelma-
Bige Anwendung von CHX-Mundspullésungen kann das orale Mikrobiom verandern. So
wird insgesamt die orale bakterielle Diversitat und Keimlast reduziert, wahrend dagegen die
Ausbreitung von gramnegativen Erregern geférdert wird. Die Verschiebung des mikrobiel-
len Gleichgewichts kann auch Pilzspezies einen Selektionsvorteil verschaffen und zu Pilz-
infektionen fihren (218).

Laut Literatur weisen die in der vorliegenden Studie untersuchten Keime unterschiedliche
Empfindlichkeit gegenltber CHX auf: Staphylokokken, wie S. aureus, und Streptokokken,
wie S. mitis, gelten als sehr sensibel gegenliber CHX. Innerhalb der Streptococcus spp.
gibt es Unterschiede bezlglich der Empfindlichkeiten. So lieBen sich beispielsweise S.

mutans und S. salivarius noch besser als S. mitis durch CHX hemmen (220, 222). Dennoch
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ist anzunehmen, dass die in der vorliegenden Studie beobachtete postoperative Abnahme
der oralen S. mitis-Last neben postoperativen Antibiotikagaben auch durch die Anwendung
von CHX-Mundspullésungen begtinstigt wurde.

Auch zur Einddmmung des gramnegativen A. baumannii hat sich CHX im klinischen und
intensivmedizinischen Umfeld bewahrt (223, 224). Dies steht im Einklang mit der in der
Studie tendenziell beobachteten postoperativen Abnahme von A. baumannii.

Chlorhexidin gilt in der Literatur ebenfalls als hoch effektiv gegen die zellwandlosen Myco-
plasma spp (219, 225). Dies steht den in der vorliegenden Studie beobachteten signifikan-
ten postoperativen Anstiegen von M. salivarium auf Wange, Transplantat und Naht entge-
gen. Scheinbar schienen andere Faktoren wie die Selektion durch verabreichte Antibiosen
die hemmende Wirkung des CHX auf M. salivarium zu Uberlagern. Rouse et al. zeigten
Ubereinstimmend dazu, dass vaginale intrapartale CHX-Spulungen nicht zu signifikanten
Reduzierungen von Mycoplasma spp. fihrten (226).

E. faecalis ist in vitro zwar prinzipiell sensibel gegeniber CHX, allerdings zeigten klinische
Studien, dass die Wirkung in vivo limitiert ist. So fiel die desinfizierende Wirkung des CHX
von mit E. faecalis infizierten Wurzelkanalen eher gering aus (220, 227). Innerhalb der Fa-
milie der Enterobacteriaceae variieren die Empfindlichkeiten gegentiber CHX stark. E. coli
reagiert ahnlich sensibel wie grampositive Keime, wahrend andere Enterobacteriaceae-Ge-
nera wie Salmonella, Enterobacter und Klebsiella als deutlich resistenter gelten (221, 224,
228). Auch P. aeruginosa als weiterer Vertreter der gramnegativen Erreger gilt als kaum
sensitiv gegendber CHX (219, 221, 224, 228). Die in der Studie beobachtete Tendenz der
postoperativen Zunahmen an E. faecalis und P. aeruginosa sowie bestimmten Vertretern
der Enterobacteriaceae, kdnnen somit neben der bereits beschriebenen Selektion durch
Antibiotika auch durch eine selektierende Wirkung des CHX begunstigt worden sein.

4.4.3 Dentaler Biofilm und biofilmassoziierte Erkrankungen

Die Frage, ob der dentale Biofilm bzw. parodontale Taschen als Reservoir flr potenzielle
Pathogene dient, die nicht typischerweise Teil der Mundflora sind, ist Gegenstand der For-
schung (20-22). Es wurde durch Thurnheer et al. gezeigt, dass die Infektionserreger E. coll,
S. aureus und E. faecalis in vitro sehr effektiv das in der Studie genutzte supragingivale
Biofilm-Modell kolonisieren und darin wachsen konnten. E. faecalis und E. coli waren dabei
sogar in der Lage, das Wachstum der bereits zuvor im Biofilmmodell vorhandenen Keime
S. mutans und Actinomyces oris zu hemmen (190). Klinische Studien zeigten, dass Patho-
gene, die nicht typischerweise Teil der normalen Mundflora sind, in hohen Pravalenzen und
Anzahlen bei Gingivitis- oder Parodontitispatienten vorkamen. So zeigten verschiedene
Studien, dass Plaqueproben und Speichelproben von Parodontitispatienten signifikant hau-

figere Pravalenzen bzw. héhere Quantitaten von E. faecalis, P. aeruginosa, A. baumannii,
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S. aureus und verschiedenen Vertretern der Enterobacteriaceae wie E. coli und K. pneu-
moniae aufwiesen als die Proben der gesunden Kontrollgruppe (21, 150, 229). Es wurden
zudem Zusammenhange zwischen der Présenz von E. faecalis und Gingivitis gefunden (20,
191).

In der Literatur gibt es auBerdem Hinweise, dass die Zusammensetzung der dentalen
Plaque und Prasenz nicht-typischerweise oraler Keime in der Mundhéhle von den individu-
ellen Lebensumstanden und medizinischen Interventionen beeinflusst werden. Eine Studie
zeigte, dass in supragingivalen Plaqueproben von Senioren in stationaren Pflegeeinrich-
tungen signifikant haufiger P. aeruginosa, K. pneumoniae und MRSA nachgewiesen wur-
den als bei Senioren, die im hauslichen Umfeld lebten (230). Weiterhin fliihrte mechanische
Ventilation zu einer mikrobiellen Verschiebung in der dentalen Plagque mit Vermehrung von
S. aureus und P. aeruginosa (231). Auch perkutane endoskopischen Gastrostomie (PEG)-
Sonden waren mit einer signifikant erhéhten Pravalenz an P. aeruginosain supragingivalen
Plaqueproben assoziiert (230). In der vorliegenden Studie wurden keine signifikanten Zu-
sammenhange zwischen der perioperativen Besiedlung von Infektionserregern im OP-Ge-
biet und der Plaqueakkumulation bzw. dem Vorliegen einer Gingivitis oder Parodontitis re-
gistriert. Daher kann auf Basis unserer Daten nicht geschlussfolgert werden, dass praope-
rative zahnarztliche Interventionen wie Zahnreinigungen oder Behandlungen parodontaler
Erkrankungen der Infektionspravention vor mikrovaskularen Transplantationen dient. Da-
gegen zeigten die Arbeitsgruppen Sato et al. und Usubuchi et al., dass Zahnreinigungen
bzw. Behandlungen tiefer kariéser Lasionen und schwerer Parodontitis vor oralen Tumo-
rexzisionen bzw. vor mikrovaskuldren Transplantationen, das Risiko signifikant reduzierten,
eine postoperative Wundinfektion zu erleiden (36, 37). Eine Limitation der hiesigen Studie
hinsichtlich der Fragestellung, inwiefern dentale Plaque eine Rolle als Depot fur Infektions-
erreger spielt, ist, dass nur die Menge der Plagueakkumulation beurteilt wurde. Eine quali-
tative Analyse der Zusammensetzung des supra- bzw. subgingivalen Biofilms ist dagegen
nicht erfolgt. Es ist weiterfihrende Forschung in gréBerer Stichprobenzahl notwendig, um
eine abschlieBende Empfehlung bezlglich einer Infektionsprophylaxe durch praoperative

zahnarztliche Interventionen zu geben.

4.4.4 Xerostomie

Wie sich eine langfristige oder dauerhafte Xerostomie (Mundtrockenheit), wie sie durch Be-
strahlungen oder Schadigungen von Nerven und Speicheldriisen (232, 233) bedingt sein
kann, auf die orale Keimbesiedlung auswirkt, wurden in der Literatur bereits hinreichend
untersucht. So wurde beispielsweise beschrieben, dass Hyposalivation mit einer geringeren
Pufferkapazitat des Speichels und somit mit erhéhten Quantitdten an azidogenen und

azidoresistenten Erregern wie Laktobazillen und S. mutans einherging. Zudem schien
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Candida spp. das trockene Umfeld bei Hyposalivation zu bevorzugen (16, 234, 235). Der
Fokus unserer Untersuchung lag dagegen auf kurzfristigen und vortbergehenden Xerosto-
mien, welche in der Literatur in der friihen postoperativen Phase beschrieben wurden (236).
Auch in unserem Patientenkollektiv war eine frih-postoperative signifikante Zunahme an
Fallen der Mundtrockenheit zu beobachten, die sich im weiteren postoperativen Verlauf
wieder zu erholen schien. Postoperative Xerostomien sind jedoch nicht nur bei Operationen
im Mundbereich beschrieben. Laut Madsen et al. trat eine postoperative Mundtrockenheit
bei 92% der Patienten auf, wobei Patienten nach orthopadischen, neurochirurgischen, uro-
logischen, gynékologischen, vaskularen und allgemeinchirurgischen Eingriffen in die Unter-
suchung miteinbezogen wurden (237). HUppe et al. werteten die Daten von 1688 Patienten
aus, die eine Herzklappen- und/ oder koronarchirurgische Operation erhalten hatten, wobei
eine postoperative Mundtrockenheit mit 85,1% noch vor Wundschmerzen das mit Abstand
haufigste postoperative Symptom war (238). Als Griinde fir die voriibergehende Xerosto-
mie nach Operationen wurden in der Literatur vielseitige Ursachen genannt: Medikamente
wie Opioide, Glykopyrrolate und Anticholinergika, die im Zusammenhang mit der Anasthe-
sie stehen, wurden oftmals mit einer voriibergehenden Mundtrockenheit in Zusammenhang
gebracht (236, 239). Auch die maschinelle Beatmung, eine postoperative perkutane Ernah-
rung (240), intraoperative Flussigkeitsverluste (239) sowie das praoperative Nichternheits-
gebot (239, 241) wurden als mdgliche Ursachen flr eine postoperative Xerostomie genannt.
Denkbar sind auch wahrend des Heilungsprozesses auftretende Schwellungen, die einen
vollstandigen oder schmerzfreien Mundschluss einschranken, was zu einer Austrocknung
der Schleimhaute fihren kénnte. Bestand innerhalb unserer Kohorte postoperativ die Ge-
fahr einer Schadigung oder Stauchung des Transplantats durch Zubiss des Patienten, so
wurden individuelle BeiBkeile angefertigt. Das Tragen solcher Bei3keile zur Nacht bzw. im
Schlaf erméglichte eine Entlastung des Transplantats, wobei ggf. der vollstandige Mund-
schluss leicht eingeschrankt wurde. Da allerdings im Rahmen der vorliegenden Studie alle
Abstrichnahmen tagstber erfolgten, wurde unmittelbar vor dem Zeitpunkt der Abstrichent-
nahmen von keinem der Studienpatienten ein individueller Bei3keil getragen.

Es gibt in der Literatur kaum Studien, die die Auswirkungen einer kurzfristigen postoperati-
ven Xerostomie auf die orale Keimbesiedlung untersuchten. In der vorliegenden Studie
wurde zwar eine signifikante postoperative Zunahme an Xerostomien beobachtet, aller-
dings wurde die Kolonisation der untersuchten Keime in der Mundhdhle hierdurch nicht
signifikant beeinflusst.
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4.4.5 Nosokomiale Keime

Auffallig ist, dass es starke Uberschneidungen zwischen in der Literatur regelmaBig ge-
nannten Erregern oraler postoperativer Infektionen und typischen nosokomialen Keimen
gibt. Auch Autoren, die sich nicht nur (wie die hiesige Studie) auf Nachweise ausgewahlter
Infektionserreger beschrankten, sondern die mittels kulturellen Nachweisen ein breiteres
Spektrum der Infektionserreger postoperativer Infektionen im Kopf-Hals-Bereich untersuch-
ten (18, 26, 79), wiesen gehauft typische nosokomiale Erreger wie P. aeruginosa, S. au-
reus, A. baumannii, Enterococcus spp. und Vertreter der Enterobacteriaceae wie beispiels-
weise Klebsiella pneumoniae nach (23, 24, 242, 243). Nosokomiale Infektionen stellen eine
Gefahr flr hospitalisierte Patienten dar, da sie mit einer verlangerten Hospitalisierungs-
dauer, multiplen Organschadigungen und einer erhéhten Mortalitat assoziiert sind (244).
Neben Pneumonien, Harnwegsinfektionen und Bakteridamien wurden auch Wundinfektio-
nen oftmals mit nosokomialen Keimen in Verbindung gebracht (245).

Die Lange des Krankenhausaufenthalts reflektiert die Zeitspanne, in der Patienten mit po-
tenziellen Quellen nosokomialer Keime in Berlihrung kommen. Somit erscheint es nahelie-
gend, dass eine langere Hospitalisierung auch das Risiko einer nosokomialen Infektion er-
héht. Eine Studie berichtete, dass das Risiko, eine nosokomiale Infektionen zu erleiden, bei
einem Klinikaufenthalt von bis zu sieben Tagen 2% betrug, wahrend es bei einem Klinikau-
fenthalt von Uber 63 Tagen 70% betrug (246). Tranberg et al. zeigten, dass ein langerfristi-
ger Klinikaufenthalt mit einer signifikanten Stérung des oralen Mikrobioms einherging, wel-
che insbesondere durch das Auftreten normalerweise ortsfremder Darmbakterien wie
Enterococcus spp. oder Vertretern der Enterobacteriaceae gekennzeichnet war (13). Da-
gegen fanden Kirby et al. 2017 keinen Zusammenhang zwischen der Hospitalisierungs-
dauer und der Kolonisation von Enterobacteriaceae auf der aulBeren Haut (247). Auch in
der hiesigen Studie wurde kein Zusammenhang zwischen der praoperativen Liegedauer
und praoperativen Nachweisen von nosokomialen Keimen gefunden. Ein méglicher Grund
hierfiir kdnnte die zeitliche Uberschneidung der Probensammlung von April 2021 bis Januar
2023 mit dem erweiterten Hygienekonzept sein, welches im Rahmen der Covid-19-Pande-
mie eingefihrt wurde. Da insbesondere Uber die Hande des Krankenhauspersonals 20-
40% der typischen pathogenen Erreger wie Enterococcus spp., S. aureus und Acinetobac-
ter spp. Ubertragen werden (248, 249), ist es denkbar, dass das besondere Augenmerk auf
Infektionspravention wahrend der Pandemie einen Riickgang nosokomialer Infektionen be-
wirkte.

Anstiege nosokomialer Keime waren zwar praoperativ unabhangig von der Dauer des Kli-
nikaufenthaltes nicht zu beobachten, postoperativ kam es allerdings sehr wohl zu Anstiegen

typischer nosokomialer Keime, wie P. aeruginosa, Enterobacteriaceae und E. faecalis. Die
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wahrscheinlichste Ursache fiir die postoperativen Anstiege der genannten Erreger liegt in
der Tatsache, dass nicht allein die Hospitalisierungsdauer einen Risikofaktor fur die Entste-
hung nosokomialer Infektionen darstellt: Die oropharyngeale Besiedlung von normaler-
weise ortsfremden Pathogenen im klinischen Umfeld ist zusé&tzlich abh&ngig von Faktoren
wie hohem Patientenalter, schweren Vorerkrankungen, Immunsuppression, langfristigen
Antibiotikagaben, antimikrobiellen Agentien, invasiven Eingriffen, intensivmedizinischer
Hospitalisierung und Intubation (23, 105, 197, 246, 250).

Die in dieser Studie gezeigten postoperativen Anstiege der Leukozytenzahlen und CRP-
Werte traten in den meisten Féllen ohne Anzeichen einer Infektion auf. Es erscheint plau-
sibel, dass diese Immunreaktion dazu diente, Krankheitserreger des nosokomialen Umfelds
abzuwehren, sodass eine Infektion verhindert werden kénnte, bevor sie sich tberhaupt erst
entwickelte.

Obwohl in der Literatur bekannt ist, dass auch A. baumannii und S. aureus im klinischen
Umfeld gehauft nachgewiesen wurden (23, 24, 100, 108, 109, 242, 243), wurde in der vor-
liegenden Studie keine postoperative Zunahme der beiden Keime beobachtet. Es ist wahr-
scheinlich, dass weitere Faktoren wie postoperativ verabreichte Antibiosen oder antimikro-
bielle Agentien wie CHX die perioperativen Nachweise der beiden Keime beeinflusst hatten.

4.4.6 Bezahnung: Eine Voraussetzung flr M. salivarium

Innerhalb unserer Stichprobe waren sieben Patienten bereits vor Beginn des Untersu-
chungszeitraums ohne Restzahnbestand. In keinem der jeweils acht Abstriche, die von die-
sen Patienten genommen wurden, fanden sich Nachweise von M. salivarium.

Das orale Mikrobiom bezahnter und unbezahnter Patienten unterscheidet sich deutlich von-
einander. Laut Gazdeck et al. war die bakterielle Diversitat bei unbezahnten Patienten re-
duziert gegenliber Patienten mit Zahnbestand. Fir alle 31 in der Studie untersuchten Spe-
zies (darunter Keime der physiologischen Mundflora sowie typische Parodontalkeime) wa-
ren in der unbezahnten Gruppe geringere Keimzahlen als in der bezahnten Gruppe erkenn-
bar (251).

Die Literatur liefert kaum aktuelle Erkenntnisse Uber die orale Besiedlung von M. salivarium
bei zahnlosen Patienten. Razin et al. untersuchten 1964 die orale Besiedlung von M. sa-
livarium bei bezahnten und zahnlosen Patienten im Kulturverfahren. Die Ergebnisse der
Studie sprachen sehr eindeutig gegen eine Besiedlung von M. salivarium in der zahnlosen
Mundhéhle. Bei keinem der 71 zahnlosen Patienten war ein Nachweis von M. salivarium
erfolgt, wéhrend bei 80,5% der 67 bezahnten Patienten M. salivarium nachgewiesen wurde.
Die Autoren diskutierten, dass vermutlich bestimmte Faktoren im Zahnbereich (wie die
mikroaerophile Atmosphére sowie Symbiosen mit anderen Keimen im gingivalen Sulkus

oder bestimmte Nahrstoffe im Zahnbereich) die Besiedlung von M. salivarium ermdglichen
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(252). Watanabe et al. zeigten 1986, dass Zahnverluste unglnstige Bedingungen fir die
Kolonisation von M. salivarium schafft. Die Autoren fanden im Kulturverfahren signifikant
héhere Keimlasten von M. salivarium bei Patienten mit zehn oder mehr Restzédhnen als bei
Patienten mit bis zu neun Restzdhnen. Dagegen wurden bei vier der sechs vollstandig
zahnlosen Patienten Mycoplasma spp. nachgewiesen, darunter bei zwei Patienten M. sa-
livarium. Laut den Autoren legten die Ergebnisse nahe, dass die Besiedlung von M. saliva-
rium nicht zwingend von dessen préaferierter Besiedlungsstelle im gingivalen Sulkus abhan-
gig sei. Stattdessen sei der Keim in der Lage noch weitere alternative Regionen wie den
Zungenricken oder den Pharynx zu besiedeln. Es gilt allerdings anzumerken, dass in der
Studie nicht zwischen erst kirzlich erfolgten und l&angerfristig zurlickliegenden Zahnverlus-
ten unterschieden wurde (114). Die Ergebnisse der hiesigen Studie legen nahe, dass bei
Patienten, die erst wenige Tage vor Probenentnahme ihre letzten Restzahne verloren hat-
ten, M. salivarium in ahnlich hoher Last nachweisbar war wie bei Patienten mit gro3em
Restzahnbestand. Entgegen den Ergebnissen von Watanabe et al. unterschieden sich in
der vorliegenden Studie die oralen Nachweise von M. salivarium von Patienten mit gerin-

gem Restzahnbestand nicht signifikant von jenen mit gro3em Restzahnbestand.

4.4.7 Transfer von extraoralem Gewebe in den Mund

Da sich das Mikrobiom der duBeren Haut grundlegend vom oralen Mikrobiom unterscheidet
(253), war eine zentrale Fragestellung der vorliegenden Studie, inwiefern der unterschied-
liche histologische Aufbau &uBerer Haut und oraler Schleimhaut die Keimbesiedlung auf
der Transplantatoberflache beeinflussen wirde. Die Interaktionen von Bakterien und Kor-
peroberflachen beruht auf der hochspezifischen Bindung von speziesspezifischen Adhési-
onsmolekilen der anhaftenden Keime und bestimmten Rezeptoren auf der Zelloberflache
(33). Somit stellte sich die Frage, ob sich auf der postoperativen Transplantatoberflache
eine dhnliche Keimbesiedlung wie im Wangenbereich einstellen wirde, oder ob sich die
Keimbesiedlung auf dem Transplantat grundlegend von der restlichen Mundhéhle unter-
scheiden wurde (38).

In der vorliegenden Studie gab es kaum Unterschiede zwischen der postoperativen Besied-
lung der untersuchten Keime auf Wange, Naht und Transplantat. Auf allen drei Lokalisatio-
nen stellten sich postoperativ trotz unterschiedlicher Epithelien bzw. Oberflachenbeschaf-
fenheiten sehr ahnliche Besiedlungsmuster ein. Insbesondere die Nachweise von M. sa-
livarium auf der Transplantatoberflache sind in diesem Zusammenhang nennenswert. Es
konnte gezeigt werden, dass M. salivarium nach dem Transfer der extraoralen Hautober-
flache in den Mund dazu in der Lage war, sich in &hnlich hohem MaBe auf dem keratinisier-
ten Plattenepithel wie auf der Wangenschleimhaut anzusiedeln. Wichtig zu beachten ist,
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dass sich die postoperative Keimbesiedlung auf dem Transplantat an die der Wangen-
schleimhaut anglich. Die Kolonisation des Transplantats wurde somit postoperativ stark von
der umliegenden oralen Mundflora beeinflusst, aber umgekehrt hatte der Transfer von der-
maler Haut in den Mund keinen signifikanten Einfluss auf die untersuchte orale Besiedlung
der untersuchten Keime. Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis fanden Kageyama et al.
keine Unterschiede der oralen mikrobiellen Zusammensetzung bei Patienten, die ein orales
mikrovaskulares Transplantat erhalten hatten im Vergleich zu Patienten, bei denen Defekte
primar verschlossen wurden. Obwohl die Stichprobe in der Studie sehr klein war, gaben die
Autoren erste Hinweise darauf, dass die Oberflache des Transplantats fur die mikrobielle
Besiedlung der Mundhdhle keinen so groBen Einflisse hat, wie vielleicht anzunehmen ge-
wesen ware (38). Es gilt zu beachten, dass im Zuge des praoperativen Desinfektionsproto-
kolls sowohl die Haut der Donorregion, als auch die intraorale Empféngerregion mittels an-
timikrobiellen Substanzen dekontaminiert wurden. Dermal erfolgte die Desinfektion mittels
Betaisodona® L6sung (Povidon-lod) sowie kodan® Tinktur forte farblos (2-Propanol, 1-Pro-
panol, Biphenyl-2-ol). Laut Herstellerangaben umfasst das Wirkspektrum von Povidon-lod
ein breites Spektrum humanpathogener Mikroorganismen, wobei in vitro Staphylococcus
aureus, MRSA, Streptococcus pyogenes, Candida albicans, Escherichia coli und Pseu-
domonas aeruginosa innerhalb von 30 Sekunden um mehr als 99,9 % reduziert wurden
(254). kodan® Tinktur forte farblos ist laut Herstellerangaben unter anderem bakterizid, my-
kobakterizid und gegen MRSA wirksam (255). Intraoral erfolgte die Desinfektion ebenfalls
mittels Betaisodona® L&sung. Somit kann davon ausgegangen werden, dass unmittelbar
praoperativ die Keimbelastung im gesamten OP-Gebiet gering war. Da allerdings die orale
Empféngerregion des Transplantats laut Hachenberg et al. durch die Verletzung der
Schleimhaut des Respirationstraktes per se ein kontaminiertes Operationsfeld ist, kann an-
genommen werden, dass die Dekontamination im Bereich der Donorregion effektiver verlief
als intraoral (59). Dies kann ein mdéglicher Erklarungsansatz sein, warum der Hauttransfer
kaum Einfluss auf die orale mikrobielle Besiedlung hatte.

Eine mdgliche Erklarung fir die postoperativ &hnlichen Besiedlungsmuster der untersuch-
ten Keime auf den verschiedenen untersuchten Lokalisationen ist die Funktion des Spei-
chels als Fingerabdruck des Mikrobioms (256—258). Obwohl die mikrobielle Zusammenset-
zung des Speichels laut Li et al. nicht absolut reprasentativ fir das komplette orale Mikro-
biom ist, so enthélt Speichel doch Mikroorganismen aus verschiedenen oralen Nischen
(259). Es ware somit denkbar, dass der die Transplantatoberflache benetzende Speichel,
Keime aus anderen oralen Nischen wie der bukkalen Wangenschleimhaut auf das Trans-
plantat Gbertragt.

Es kann geschlussfolgert werden, dass sich die Komposition der analysierten Spezies auf
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dem dermalen Transplantat nach dem Transfer nach intraoral an die der Wangenschleim-
haut anglich. Dies ist hinsichtlich der unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheit der
Mundschleimhaut bzw. der duBeren Haut beachtlich. Die Transplantation dermaler Haut-
oberflache in die Mundhdhle scheint einen eher geringflgigen Einfluss auf die Entstehung
postoperativer Dysbiosen nach mikrovaskularen Transplantation zu haben.

4.5 Schlussfolgerung

In der hiesigen Studie konnte gezeigt werden, dass sich das Kolonisierungsmuster der un-
tersuchten Keime auf der Transplantatoberflache postoperativ der intraoralen Kolonisierung
anpasste und die Gewebsunterschiede von Derma und Mukosa einen relativ geringen Ein-
fluss auf die Entwicklung einer postoperativen Dysbiose nach mikrochirurgischer Trans-
plantation hatten. Es wurde postoperativ eine tendenzielle Vermehrung potenzieller Infekti-
onserreger wie Enterobacteriaceae, E. faecalis und P. aeruginosa beobachtet. Die signifi-
kante postoperative dysbiotische Reduktion des Vertreters der gesunden Mundflora S. mitis
sowie der signifikante Anstieg von M. salivarium wurde durch postoperative Antibiotika wie
Ampicillin/Sulbactam geférdert. Als klinische Konsequenz wird aufgrund der hier erhobenen
Daten empfohlen, Vorsicht bei der langfristigen Anwendung von Standardantibiotika nach
mikrochirurgischer Transplantation walten zu lassen und diese kritisch zu Uberprifen. Die-
ser Ansatz zielt darauf ab, Dysbiosen zu verhindern und die Selektion von resistenten, po-

tenziell infektionsrelevanten Spezies zu vermeiden.
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