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Abstract (Deutsch)

Einleitung: Ziel dieser Studie war es, die bakterielle Besiedlung des Effluats nach
retrograder Spllung des Vakuumversiegelungsschwammes wahrend einer
Unterdruck-Wundtherapie ohne Instillation (NPWT) und mit Instillation (NPWTi-d) zu
untersuchen. Die Frage ist, ob die Anwendung einer NPWTi-d zu einer
Rekontamination der Wunde mit Erregern aus dem Effluat fuhrt. In dieser Studie wird
die bakterielle Besiedlung von Vakuumversiegelungsschwammen, deren Effluat und
des Wundbettes, sowohl mit mikrobiologischen als auch mit molekularbiologischen
Methoden, wie der Kombination von Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sequenzierung (FISHseq), untersucht.

Material und Methoden: DreiRig hospitalisierte Patienten mit akuten oder chronischen

Wundinfektionen wurden in die Studie eingeschlossen. Je nach Wundsituation wurde
die Behandlung mittels NPWT (n=15) oder NPWTi-d (n=15) durchgefuhrt. Wahrend
eines Zyklus von NPWT und NPWTi-d wurden Gewebeproben des Wundgrundes
sowie der einliegende Schwamm und das Effluat mittels Routine-Kulturmethoden und

FISHseq untersucht.

Ergebnisse: Wir analysierten 22 akute und 8 chronische Wunden. Vor Beginn der
NPWT oder NPWTi-d (Zeitpunkt TP1) wurden bei allen Patienten 58 bakterielle
Besiedlungen nachgewiesen (monomikrobiell n=16, bimikrobiell n=7, drei, vier und
funf verschiedene Arten in n=2, n=3 bzw. n=2 Wunden). Nach der Therapie mit NPWT
oder NPWTi-d (TP2) wurden 92,3 % (36/39) der im Effluat identifizierbaren Erreger
auch im Schwamm und 94,9 % (37/39) im Wundbett nachgewiesen. In jedem Fall

enthielten der Schwamm und das Effluat Erreger. Die Anwendung der NPWTi-d flhrte



zu einer statistisch signifikanten Reduzierung der Anzahl der nachgewiesenen
Erregerspezies im Vergleich zur NPWT (NPWTi-d: TP1 versus TP2: p=0,026; NPWT:
TP1 versus TP2: p=0,317 (ns)). Zum Zeitpunkt TP1 identifizierte die mikrobiologische
kulturbasierte Nachweismethode nur 74,1 % der Bakterien im Wundbett. Durch den
zusatzlichen Einsatz von FISHseq wurden 91,4 % der Bakterien identifiziert. Durch die
Analyse aller drei Probentypen (Gewebe, Schwamm und Effluat) und den Einsatz aller
diagnostischen Methoden stieg die Identifizierung der Bakterien zum Zeitpunkt TP2

von 28/52 (53,8%) auf 50/52 (96,2%).

Diskussion: Das bei der NPWT oder NPWTi-d gewonnene Effluat wies eine bakterielle
Besiedlung auf und kdnnte zu einer Rekontamination der Wunde flhren. Alle Wunden
und Schwamme blieben nach der Therapie kolonisiert. Dennoch konnte die Anzahl der
Bakterienarten in der Wunde nach der NPWTi-d im Vergleich zur konventionellen
NPWT deutlich reduziert werden. Die Analyse der nicht-planktonischen bakteriellen
Lebensformen wahrend der NPWT zeigt, dass auch nach kurzer NPWT-Zeit
tendenziell weniger Mikrokolonien und Biofime im Wundbett und Schwamm
nachgewiesen werden kénnen. Der entscheidende Vorteil der FISHseq ist die deutlich
hohere Erregeridentifikation und die Maoglichkeit zur Differenzierung zwischen

planktonischen Bakterien, Mikrokolonien und Biofilmen in Gewebeproben.



Abstract (English)

Introduction: The aim of this study was to investigate the bacterial colonization of the
effluent after retrograde irrigation of the vacuum sealing sponge during negative
pressure wound therapy without instillation (NPWT) and with instillation (NPWTi-d).
The question is whether the use of NPWTi-d results in recontamination of the wound
with pathogens from the effluent. In this study, bacterial colonization of vacuum sealing
sponges, their effluent and the wound bed, will be investigated using both
microbiological and molecular biology methods, such as the combination of
fluorescence in situ hybridization (FISH) with polymerase chain reaction (PCR) and

sequencing (FISHseq).

Materials and Methods: Thirty hospitalized patients with acute or chronic wound

infections were included in the study. Depending on the wound situation, treatment
was performed by NPWT (n=15) or NPWTi-d (n=15). During one cycle of NPWT and
NPWTi-d, tissue samples of the wound bed as well as the inserted sponge and effluent

were examined using routine culture methods and FISHseq.

Results: We analyzed 22 acute and 8 chronic wounds. Before the start of NPWT or
NPWTi-d (time TP1), 58 bacterial colonisations were detected in all patients
(monomicrobial n=16, bimicrobial n=7, three, four and five different species in n=2, n=3
and n=2 wounds, respectively). After therapy with NPWT or NPWTi-d (TP2), 92.3%
(36/39) of the pathogens identifiable in the effluent were also detected in the sponge
and 94.9% (37/39) in the wound bed. In each case, the sponge and effluent contained

pathogens. Use of NPWTi-d resulted in a statistically significant reduction in the



number of pathogen species detected compared to NPWT (NPWTi-d: TP1 versus TP2:
p=0.026; NPWT: TP1 versus TP2: p=0.317 (ns)). At time TP1, the microbiological
culture-based detection method identified only 74.1% of bacteria in the wound bed.
The additional use of FISHseq identified 91.4% of the bacteria. By analyzing all three
sample types (tissue, sponge, and effluent) and using all diagnostic methods, the

identification of bacteria at time TP2 increased from 28/52 (53.8%) to 50/52 (96.2%).

Discussion: Effluent obtained from NPWT or NPWTi-d showed bacterial colonization
and could lead to wound recontamination. All wounds and sponges remained
colonized after therapy. Nevertheless, the number of bacterial species in the wound
was significantly reduced after NPWTi-d compared with conventional NPWT. Analysis
of non-planktonic bacterial life forms during NPWT showed that even after a short
NPWT period, fewer microcolonies and biofilms tended to be detected in the wound
bed and sponge. The key advantage of FISHseq is the significantly higher pathogen
identification and the ability to differentiate between planktonic bacteria, microcolonies

and biofilms in tissue samples.



1. Einleitung

1.1. Komplexitat von Weichteil- und Knocheninfekten

Die Versorgung komplexer akuter und chronischer Wunden spielt im
Leistungsspektrum eines Bundeswehrkrankenhauses eine herausragende Rolle. Die
Tatigkeit als Chirurg in Einsatzgebieten der Bundeswehr erfordert ein hohes Mal} an
theoretischen und praktischen Kenntnissen zur Versorgung sowohl traumatischer als
auch chronischer Wundverhaltnisse. Dabei sollten einerseits aktuelle Studien und
Leitlinien berucksichtigt werden. Andererseits tragen selbst gewonnene Erfahrungen
zur adaquaten Behandlung verschiedenster komplexer Verletzungsmuster oder
chronischer Erkrankungen bei. RegelmafRig werden im Bundeswehrkrankenhaus
Berlin Kriegsversehrte aus Syrien, Libyen, dem Irak und insbesondere der Ukraine
behandelt. Hierbei handelt es sich zumeist um Patienten mit traumatischen
Verletzungsmustern der Extremitaten, welche haufig bereits im Heimatland operativ
versorgt wurden. Zumeist werden die Patienten schliel3lich mit chronischen Wund-
oder Knocheninfekten bei persistierenden Instabilititen oder ausbleibender
Knochenheilung zur Weiterversorgung zu uns verlegt. Um eine erfolgreiche
Behandlung gewahrleisten zu koénnen, ist jedoch die Kenntnis Uber das genaue
Keimspektrum der Wunden und des Knochens von herausragender Bedeutung. Ohne
Zielgerichtete Therapie nachweisbarer Bakterienspezies wird die kndcherne
Rekonstruktion und plastische Deckung bestehender Weichteildefekte keinen
dauerhaften Erfolg haben. Vor dem Hintergrund der beobachteten haufigen
bakteriellen Multiresistenz der bei uns zu versorgenden Kriegsversehrten haben wir
eine retrospektive wissenschaftlich fundierte Analyse des Erregerspektrums der Jahre

2012 bis 2015 vorgenommen. Hierbei wurden sowohl das Hygiene Screening als auch
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Gewebeproben primar offener Wunden betrachtet. Im Ergebnis zeigten sich mehr als
40% der eingeschlossenen Patienten mit Erregern kolonisiert. Alle Kolonisationen
wurden durch multiresistente Keime verursacht. Annahernd 90% der primar offenen
Wunden waren kontaminiert. Etwa die Halfte dieser kontaminierten Wunden zeigte den
Nachweis von Multiresistenz bei einer 3-MRGN-, 4-MRGN-, ESBL- und MRSA-
Situation. Dies unterstreicht um so mehr, dass zur Behandlung komplexer
Verletzungsmuster mit schwerwiegenden Wund- und Knocheninfekten spezifische

zZielgerichtete antiseptische Strategien erforderlich sind.

1.2. Antiseptische Strategien

Bei Patienten mit schweren akuten oder chronischen Knochen- und Weichteilinfekten
mussen von Beginn an klare Behandlungsstrategien festgelegt werden. Diese reichen
von der Qualitat des Débridements, Uber die zeitliche Planung bis zur Technik der

Rekonstruktion von Knochen und Weichteilen.

Die immer haufiger auftretenden Kolonisationen und Wundkontaminationen mit
multiresistenten Erregern, sowie die Entstehung und Behandlung von Biofilmen,
stellen eine besondere Herausforderung in der Therapie dar und bedurfen spezieller

antiinfektioser Strategien.

Das gezielte chirurgische Debridement sollte zum frGhestmdglichen Zeitpunkt im
orthoplastischen Approach erfolgen. Ziel ist das Stoppen der Kontaminations-
Infektions-Sequenz. Entscheidend ist das Verhindern einer Biofilmbildung durch
MaRnahmen der Eradikation und Pravention. Antimikrobielle Substanzen sollten
frihzeitig im Sinne einer systemischen praemptiven Therapie angewendet werden.

Hier empfiehlt sich der Einsatz nach Prinzipien des Antibiotic Stewardship, also eine
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im Rahmen streng rationaler Gesichtspunkte folgende, interdisziplinar vereinbarte,
Therapiestrategie mit optimierter Dosierung (TDM). Die frihe plastische
Defektdeckung wirkt sich positiv auf die Infekt- und Pseudarthrosenrate aus. Daher
wird der endgultige Wundverschluss innerhalb einer Woche nach primarem
Débridement empfohlen. Falls weitere chirurgische MaRnahmen erforderlich sind oder
der Schweregrad der Infektion einen angestrebten Wundverschluss nicht zuldsst,
bieten die Negative Pressure Wound Therapy (NPWT) oder die Instillationstechnik
(NPWTi-d) Moglichkeiten zur Reduktion der Keimlast bzw. zum Aufschub des

endgultigen Wundverschlusses (1-3).

Derzeit werden zahlreiche neue Therapieansatze der Infektraten- und Biofilmreduktion
erforscht. Dazu =zahlen unter anderem der Einsatz von Bakteriophagen,
antimikrobiellen Peptiden und Enzymen wie z.B. Dispersin B (Stérung der

Kommunikation (= Quorum sensing) von Bakterien im Biofilm).

1.3. Bedeutung der Negative Pressure Wound Therapy (NPWT)

Die Negative Pressure Wound Therapy (NPWT) hat die Versorgung komplexer akuter
und chronischer Wunden mit Weichteil- und Knochendefekten, insbesondere unter
kontaminierten und septischen Bedingungen, grundlegend verandert. Seit ihrer
Einflhrung in die klinische Praxis in den fruhen 1990er Jahren hat die NPWT daher in
allen Bereichen der Chirurgie und Dermatologie breite Anwendung gefunden (4, 5).
Vereinfacht ausgedrickt, wird ein Unterdruck (in der Regel -75 bis -125 mmHg) auf
den in die Wunde eingebrachten Schwamm ausgeubt. Die sofortige Versiegelung der
Wunde mit einer luftdichten Klebefolie verhindert das spatere Eindringen von Luft aus
der Umgebung. Die NPWT zieht die Wundrander zusammen, was zu einer Retraktion

der Wunde fuhrt. Daruber hinaus beschleunigt die NPWT die Bildung von
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Granulationsgewebe in einem optimal feuchten Wundmilieu auf der Grundlage
zellularer Mikrodeformationen und erhdhter Angiogenese, entfernt kleine
Gewebetrimmer und Wundexsudat durch Absaugen, reduziert druckbedingte
interstitielle Odeme mit konsekutiver Verbesserung der Mikrozirkulation, Stimulation
des Blutflusses und der Oxygenierung (6, 7). Daruber hinaus ermdglicht die NPWT
einen hygienischen Wundverschluss und isoliert die Wunde von Infektionen externen

Ursprungs.

Ein weiterer wichtiger Pfeiler in der Wundbehandlung ist die Wundspulung, die in der
Regel am Ende der Operation erfolgt und dann routinemalig bei vielen
Verbandwechseln durchgefuhrt wird. In der Regel werden wassrige Losungen wie
Wasser oder normale Kochsalzlosung verwendet, um die Faktoren, die die
Wundheilung beeintrachtigen, zu mildern und Ablagerungen, Wundexsudate und

schadliche zellulare Produkte zu entfernen.

Seit 1996 kommt es zur technischen Umsetzung der Kombination dieser beiden
Wundbehandlungsoptionen. Hierbei kommt als wichtige Weiterentwicklung des
NPWT-Konzepts die retrograde Instillation einer topischen Lésung mit Entfernung
durch alternierende Unterdruckzyklen zur Anwendung (8, 9). Die moderne NPWT
ermdglicht somit die Instillation von Kochsalzlésung oder antiseptischer Losungen in
eine Wunde mit einer computergestitzt exakt kontrollierten Instillationsmenge und
lasst die Losung fur einen vom Anwender genau definierten Zeitraum in der Wunde
verweilen, bevor die NPWT wieder aufgenommen wird. Dies erleichtert die
regelmaflige Wundreinigung und Wundbettvorbereitung, ohne den Patienten oder das
Pflegepersonal zu belasten. Mit computergesteuerten, programmierbaren

Therapieeinheiten ist es moglich, die Therapie automatisch zu steuern
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(Flussigkeitsmenge, Dauer der Instillation, Verweildauer, Haufigkeit der Therapie

usw.) (10).

Und in der Tat haben mehrere Studien gezeigt, dass es bei der Anwendung der
NPWTi-d in Kombination mit der Instillation von Kochsalzlésung oder antiseptischen
Losungen im Vergleich zur konventionellen NPWT durchweg bessere klinische
Ergebnisse zu erwarten gibt. Dies ist zurickzuflihren auf eine verstarkte Bildung von
Granulationsgewebe, die Reduktion der erforderlichen operativen Eingriffe, die
kirzere Zeit bis zum endgultigen chirurgischen Eingriff mit Wundverschluss, die
kirzere Verweildauer im Krankenhaus und den hdheren Prozentsatz der vor der

Entlassung geschlossener Wunden (11-15).

Mittlerweile wird die NPWT-i als Erstlinientherapie bei einer groReren Gruppe
komplexer Wunden eingesetzt, da die computergestutzte Applikation antiseptischer
Losungen einen hohen Nutzen und Komfort aufweist (16). Sowohl in
vorangegangenen Studien als auch in der hier vorliegenden konnte gezeigt werden,
dass die NPWTi-d sowohl frei lebende (planktonische) Bakterien als auch Biofilm-
assoziierte (nicht-planktonische) Bakterien signifikant reduziert, wahrend Wunden, die
mit konventioneller NPWT oder mit offenen Wundverbanden behandelt wurden,
diesen eindeutigen Effekt nicht zeigten (12, 17). Biofilm-assoziierte Bakterien kdnnen
bei mikrobiologischen Routinemethoden Ubersehen werden und werden als Grund flr
das Versagen der Antibiotikatherapie diskutiert (18). So erscheint es verstandlich, dass
die jungste internationale Leitlinie die Anwendung der NPWTi-d unter Verwendung von
Kochsalzlésung oder antiseptischer Ldosung als Instillationsflissigkeit bei Wunden mit
starker Keimbelastung und bei akut und chronisch infizierten Wunden mit hoher

Wahrscheinlichkeit des Vorliegens eines Biofilms empfiehlt (16, 19).
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1.4. Bakterielle Besiedlung von NPWT Polyurethan — Schwamm und Effluat

Die soeben beschriebenen Vorteile der NPWTi-d und Empfehlungen haben sich
jedoch noch nicht ausreichend mit dem Fakt beschaftigt, dass der bei der NPWT und
NPWT-i einliegende Schwamm dauerhaft von den in den Wunden vorhandenen

Bakterien umspult und damit mit gro3er Wahrscheinlichkeit besiedelt ist (20-22).

Da der Schwamm bei der Anwendung der NPWTi-d mehrmals taglich retrograd
gespult wird, muss davon ausgegangen werden, dass der der Schwamm ebenso ein
Erregerreservoir fur Bakterien darstellt. Von groRem Interesse ist somit das Ausmaf}
und der Schweregrad der moglichen bakteriellen Rekontamination, welcher vom
Schwamm und dessen Effluat ausgehen kdnnte. Bislang gibt es keine publizierten
Studien, die die Effluat - Keimbelastung auswerten, um somit die bakterielle
Rekontamination durch die repetitive retrograde Spllung des Schwammes
nachzuweisen. Aulerdem beschrankten sich friihere Untersuchungen der bakteriellen
Schwammbesiedlung auf konventionelle mikrobiologische Methoden zum Nachweis

von routinemalflig kultivierbaren Bakterien (22) .

Vor diesem Hintergrund haben wir in unserer Klinik im Rahmen eines
Sonderforschungsprojektes das Ausmald der Kontamination der NPWT- Schwamme
bzw. das der moglichen bakteriellen Rekontamination der behandelten tiefen Wunden

im Rahmen der NPWT bzw. NPWTi-d untersucht.

Ziel dieser prospektiv angelegten Studie und damit der Dissertation war die

Beantwortung der folgenden Fragen:

» Kommt es im Polyurethanschwamm im Rahmen der NPWT von akuten und

chronischen kontaminierten und infizierten Wunden zu einem Erregerreservoir?

15



» Sind die im NPWT-Schwamm nachgewiesenen Erreger identisch mit denen des

Wundgrundes?

» Kann die ggf. vorliegende Erregermenge im Rahmen einer antiseptischen

bakteriziden Spulung durch die Instillationstherapie (NPWTi-d) reduziert werden?

> Besteht eine Evidenz fir eine Rekontamination der Wunde durch die

Instillationstherapie (NPWTi-d)?

> Besteht ein Hinweis darauf, dass durch die NPWT das Wachstum neuer, initial

nicht die Wunde kontaminierende, Keime hervorgerufen werden kann?

Als ein wichtiger pathophysiologischer Faktor in der Umsetzung antiinfektidoser
Strategien und bei der erfolgreichen Behandlung akuter und chronischer Wunden ist
es, das Vorhandensein von Biofilmen zu berlcksichtigen (23). Die Entwicklung
derartiger Biofilme wird unsererseits auch an den Polyurethanschwammen im Rahmen
der NPWT und NPWTi-d erwartet. Da Biofilme nicht durch die
routinemikrobiologischen Untersuchungstechniken nachweisbar sind (23), wurden im
Rahmen dieses Projektes neben den routinemikrobiologischen Methoden auch
molekularbiologische Methoden zum Nachweis von Bakterien im mdglichen Biofilm

zum Einsatz gebracht.

Zu dieser Studie wurde eine Publikation angefertigt und in einem peer-reviewed TOP-
Journal eingereicht. Unsere Arbeit wurde am 08.02.2022 im Journal ,Plastic and
Reconstructive Surgery” zur Veroffentlichung akzeptiert. Aktuell wird unsere Arbeit
zum Druck in einer der nachsten Ausgaben vorbereitet. Diese Dissertationsschrift
beleuchtet ausflhrlich deren Ergebnisse, ordnet diese in den Gesamtkontext ein und

zeigt Empfehlungen fur den krankenhausinternen Versorgungsalltag auf.



2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign und Patientenpopulation

Unsere hier dargestellte prospektive Kohortenstudie wurde im
Bundeswehrkrankenhaus Berlin in der Abteilung fur Unfallchirurgie, Orthopadie und
septisch-rekonstruktive Chirurgie, einem spezialisierten Zentrum flr septische
Defektwunden, durchgefuhrt. Wir schlossen 30 konsekutive Patienten mit akuten oder
chronischen Weichteil- und Knocheninfektionen ein, die mit NPWT (n=15) oder
NPWTi-d (n=15) behandelt wurden. Patienten, die junger als 18 Jahre waren, wurden
von der Studie ausgeschlossen. Die in Frage kommenden Patienten wurden vom
Erstautor in die Studie eingeschlossen. Dabei wurden durch ihn in Abhangigkeit der
klinischen Wundkonstellation die Indikation fur NPWT oder NPWTi-d gestellt und die
Zeitspanne bis zum ersten Wechsel des verwendeten Schwammes festgelegt (Tabelle
1). Die Studie wurde von der Ethikkommission Berlin genehmigt (EA1/055/15). Alle
Patienten gaben nach ausfuhrlicher Aufklarung durch den Erstautor Uber die Studie,
die Studienziele, Datenerhebung und Verwendung der Daten iihre schriftliche
Einwilligung zur Teilnahme an dieser Studie. Der erste zur Auswertung einbezogene
Patient wurde am 02.06.2015 in die Studie eingeschlossen. Zum Zeitpunkt des
29.03.2018 war die Patientenakquise abgeschlossen. Mit der Auswertung aller

gesammelten Daten wurde am 30.03.2018 begonnen.
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Lokalisation der Wunde

Untere Extremitat 13 (87%) 8 (53%)
Obere Extremitat 2 (13%) 4 (27%)
Gesaly 0 2 (13%)
Stamm 0 1(7%)
Wundart

Akute Wunde 10 (67%) 12 (80%)
Chronische Wunde 5 (33%) 3 (20%)
Zeit von Schwammanlage bis 1. VAC Wechsel in 1-5 1-5
Tagen (Median) (3) (2)

Tabelle 1: Wundcharakteristika der Gruppe 1 (NPWT) und Gruppe 2 (NPWTi-d)

2.2. Literaturanalyse

Eine durch uns durchgeflihrte Literaturanalyse (Medline-Recherche, Stand
30.06.2018) zeigte einen Wissens-Pool von 3887 peer-reviewed articles mit
Untersuchungen zur Erregermenge in den Schwammen, die im Rahmen der
Vakuumversiegelungstechnik eingesetzt werden. In der gesamten Literatur zur
modifizierten Anwendung der NPWT in Kombination mit der Instillation (entweder NaCl
oder antiseptische Flussigkeiten = NPWTi-d) ergibt sich bisher kein Hinweis auf eine
mikrobiologische Analyse des Effluates (Medline-Recherche, n=108 Artikel zu NPWTi-

d, Stand 30.06.2018)



2.3. Probenentnahme und Analyse (Ablauf der Probengewinnung)

Bei allen Patienten wurde unmittelbar vor Beginn der Operation im Operationssaal eine
Hautdesinfektion durchgefuhrt (Skinsept G, Ecolab, Monheim am Rhein, Deutschland,
3-minltige Einwirkung). Bei offenen Wunden wurden vor dem Kontakt mit einem
Desinfektionsmittel Gewebeproben aus dem Wundbett entnommen, bei primar
geschlossenen Infektionssituationen nach Inzision und Exploration des
Infektionsbereichs (Zeitpunkt 1, TP1). Nach einem radikalen Wunddébridement zur
Dekontamination der Wunde und zur Schaffung eines klinisch sauberen Wundbetts
wurde die Wunde ausgiebig mit antiseptischen Loésungen (hypochlorige
Saure/Natriumhypochlorit) gespult und anschliefend in Abhangigkeit der
Gruppenzuordnung mit NPWT oder NPWTi-d versiegelt. Als Referenz wurde eine
sterile NPWT-Schwammprobe zur mikrobiologischen Diagnostik entnommen, bevor
der Schwamm in die Wunde eingebracht wurde. Nach Entfernung des NPWT-
Verbandes im Rahmen der 2. Operation (Zeitpunkt 2, TP2) wurden Schwamm- und
Wundbettproben (aus dem zentralen Bereich der Wunde und vom Rand) entnommen.
Daruber hinaus wurde in beiden Gruppen, bei NPWT und NPWTi-d, der Schwamm
aus der Wunde entfernt und retrograd mit 20 ml NaCl unter sterilen Bedingungen
gespult. Auf diese Weise wurde die computergesteuerte Instillationsphase der NPWTi
d zur retrograden Spulung der gesamten Wunde simuliert. Die Flussigkeit wurde durch
den Verbindungsschlauch des NPWTi-d-Systems zurlickgepumpt und das
gewonnene Effluat wurde in sterilen Spritzen aufgefangen. Alle Proben wurden flur die
mikrobiologische und molekularbiologische Diagnostik verwendet. Zur genauen
Beurteilung und Einordnung der gewonnenen Gewebeproben wurden zusatzlich zum

Zeitpunkt TP1 ein Hautabstrich der Wundumgebung und zum Zeitpunkt TP2 ein
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Hautabstrich unterhalb der Inzisionsfolie gewonnen und zur mikrobiologischen

Diagnostik vorbereitet (Abbildung 1).

Akute oder chronische Weichteil- oder Knochenverletzung (n=30)
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Schwamm Ra: Schwamm Rand // Schwamm Mi: Schwamm Mitte

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Probengewinnung

2.4. Technischer Teil der NPWT- und NPWTi-d-Anwendung

Die in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden durch den Erstautor oder durch

ihn angeleitete arztliche Kollegen im Operationssaal unmittelbar nach dem
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ausgiebigen chirurgischen Débridement entweder mit einer NPWT (3M™ V.A.C.®
Granufoam™ Dressing, St. Paul/Minnesota, USA) oder einer NPWTi-d (3M™ V. A.C.®
Veraflo™ Dressing, St. Paul/Minnesota, USA) mit antiseptischer Instillationsldsung
(Natriumhypochlorit/hypochlorige Saure; HOCI; Granudacyn®, Wound Irrigation
Solution NPWT, Molnlycke®, Goteborg, Schweden) und einer Kontaktzeit der
antiseptischen Lésung von 20 Minuten alle 6 Stunden versorgt. Je nach Ermessen des
jeweiligen Chirurgen wurde ein kontinuierlicher Unterdruck von - 100 mmHg bis - 125

mmHg eingestellt.

2.5. Mikrobiologische Analyse

Im Mikrobiologischen Labor des Zentralen Instituts des Sanitatsdienstes der
Bundeswehr Kiel, Aulenstelle Berlin Abteilung | Medizin erfolgte unter der Leitung von
Herrn Dr. med. Mduller und Frau Dr. med. Gatzer die mikrobiologische Verarbeitung
und Auswertung der intraoperativ gewonnenen Proben des
Vakuumversiegelungsschwammes, der Gewebeproben, des Effluates, der

Wundabstriche und der Hautabstriche.

Die Proben der Vakuumversiegelungsschwamme wurden in sterilen Gefallen mit
Schraubverschluss und die Gewebeproben in flissigem Amies-Medium des eSwab™
Transportsystems (Fa. Copan Liquid Amies Elution Swab, eSwab™-Transportsystem,
Brescia, Italien) innerhalb von 24 Stunden ins mikrobiologische Labor transportiert.
Der Transport der Effluate erfolgte in einer Spritze, die mit einem Konus versehen
wurde. Fur die Wund- und Hautabstriche, enthommen mittels eines Nylon-Flockfaser-
Abstrichtupfers, wurde ebenfalls das flissiges Amies-Medium des eSwab™-

Transportsystems verwendet.
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Die Anlage erfolgte unter der Sicherheitswerkbank (Herasafe® KSP12, Thermo Fisher
Scientific, Waltham/Massachusetts, USA). Mit sterilem Skalpell wurden die Proben
des Vakuumversiegelungschwammes in einer sterilen Keramikschale zerteilt. Fur die
Kultivierung wurden Flussigmedien verwendet, die mit je einem Schwammstick
beschickt wurden: eine Brain-Heart-Infusion-Bouillon (Fa. BectonDickinson, Franklin
Lakes/New Jersey, USA) zur Anreicherung aerober Erreger und eine Thioglykolat-
Bouillon mit Vitamin K, Hamin und Agar (Fa. BectonDickinson, Franklin Lakes/New
Jersey, USA) zur Anreicherung anaerober Erreger. Die Festmedien wurden im oberen
Drittel mit dem Schwammstlck unter leichtem Druck beimpft. Anschlieend erfolgte
ein fraktionierter Drei-Osen-Ausstrich mit sterilen Einmalésen. Beimpft wurde in
folgender Reihenfolge: Schadler-Agar (Fa. bioMérieux), Columbia-Kochblut-Agar (Fa.
Oxoid), Columbia-Schafblut-Agar (Fa. Oxoid), MacConkey-Agar (Fa. Merck,
Nahrmedienherstellung Abteilung Il des Zentralen Instituts des Sanitatsdienstes der
Bundeswehr Kiel, AulRenstelle Berlin) und chromogener Candida-Select-Agar (Fa.
Mast, Nahrmedienherstellung Abteilung Il des Zentralen Instituts des Sanitatsdienstes

der Bundeswehr Kiel, Aul3enstelle Berlin).

Die Gewebeproben wurden in ein Einwegmischgefall mit Kochsalz und
Edelstahlklgelchen (ProbeAX, Axonlab) gegeben und auf dem Dispergiergerat (IKA
Ultra-TurrAX® Tube drive) aufgeschlossen. Mit einer sterilen Einmalpipette erfolgte
die Beimpfung der Flussig- und Festmedien mit je 2 Tropfen und anschliefend eine
Fraktionierung des Materials auf den Festmedien. Es wurden die gleichen Medien wie

beim Vakuumversiegelungsschwamm verwendet.

Auch fur die Anlage des Effluates mit einer sterilen Einmalpipette wurden die oben

beschriebenen Flussig- und Festmedien eingesetzt.
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Die Abstrichtupfer im eSwab™-Transportsystem wurden zunachst auf dem
Kreisschuttler (Vortex IKA® MS 3) durchmischt und anschlieRend wie eine

Fllssigprobe mit einer sterilen Einmalpipette die Flissig- und Festmedien beimpft.

Lediglich bei den Hautabstrichen wurden keine Flissigmedien, kein Schadler-Agar

und kein Columbia-Kochblut-Agar verwendet.

Die Inkubation der Schadler-Agar-Platte erfolgte in anaerober Atmosphare bei 36+/-
1°C fur 5 Tage, Columbia-Kochblut-Agar wurde bei 36+/-1°C in 5% CO2-Atmoshare
fur 5 Tage und Columbia-Schafblut-Agar ebenfalls bei 36+/-1°C in 5% CO2-Atmoshare
fur 2 Tage bebritet. Die Inkubation der Gbrigen Medien erfolgte bei 36+/-1°C in aerober
Atmosphare, die Flissigmedien fur 7 Tage, MacConkey-Agar fir 2 Tage und Candida-

Select-Agar fur 3 Tage.

Die aerob bebruteten Agarplatten wurden nach 18-24-stiindiger und nach 2-tagiger
Bebritung beurteilt und die Menge jedes Erregers semiquantitativ bestimmt (reichlich,
mafig, vereinzelt, ganz vereinzelt). Candida-Select-Agar wurde abschliefend erneut
an Tag 3 begutachtet. Die Ablesung des anaerob bebriteten Schadler-Agars erfolgte
nach 5 Tagen parallel mit der bis Tag 5 weiter in 5% CO2 inkubierten Columbia-
Kochblut-Platte. Die Flussigmedien wurden taglich auf Wachstumszeichen kontrolliert
und bei Trubung Brain-Heart-Infusion-Bouillon auf Columbia-Colistin-Nalidixinsaure-
Agar (Fa. BectonDickinson) zum selektiven Nachweis grampositiver Erreger und
MacConkey-Agar zum selektiven Nachweis gramnegativer Erreger angelegt und
erneut nach 24- und 48-stindiger Inkubation begutachtet. Bei Wachstumszeichen ab
dem 3. Tag in der Thioglykolat-Bouillon wurden Schadler-Agar und Schadler-
Kanamycin-Vancomycin-Agar (Fa. bioMérieux) zum selektiven Nachweis
gramnegativer anaerober Erreger angelegt und anaerob bebrutet. Parallel wurde eine

Columbia-Kochblut-Platte angelegt, die in 5% CO2 inkubiert wurde. Die erneute
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Begutachtung erfolgte nach 48 -72 Stunden. Die Flissigmedien wurden abschliel3end
nach 7 Tagen beurteilt. Bei der Beurteilung der Agarplatten wurden Reinkulturen direkt
weiterverarbeitet. Bei unterschiedlichen Koloniemorphologien auf den Agarplatten
erfolgte eine Subkultivierung, damit nach erneuter 24- bzw. 48stundiger Bebrutung von
einer Reinheitskultur weitergearbeitet werden konnte. Fur die Subkultur wurde das

gleiche Medium, auf dem das Wachstum beobachtet wurde, verwendet.

Zur Identifizierung kam das kommerzielle automatisierte VITEK® 2 System (Fa.
bioMérieux) zum Einsatz. Es handelt sich um eine Identifizierung mittels Uberpriifung
erregerspezifischer biochemischer und enzymatischer Leistungen. Im Labor wurden
erganzend manuelle Teste durchgefuhrt, der Nachweis von Cytochromoxidase
(Bactident®, Fa. Merck), Clumpingfaktor (Staphaurex Plus*, Fa. Remel), Latex-
Agglutinationstest fur Streptokokken (Thermo Scientific™ PathoDxtra™  Strep
Grouping Kit, Fa. Thermo Fisher Scientific) und Katalase 3% (Catalase Reagent, Fa.

VWR chemicals) durchgefuhrt.

Eine Empfindlichkeitstestung wurde von allen fakultativ pathogenen Erregern
durchgefuhrt. Die Ermittlung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) erfolgte mittels
kommerziellem, automatisiertem VITEK® 2 System oder mittels Agardiffusionstest.
Der Auswertung lag die zum Zeitpunkt der Durchfuhrung aktuelle Version der
Breakpoint Tables des European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) zu Grunde, die von der European Society of Clinical Microbiology and

Infectious Diseases (ESCMID) festgelegt wird.

Die mikrobiologische Diagnostik wurde von den Medizinisch-Technischen Assistenten,
die Uberpriifung der Ergebnisse von den arztlichen Mitarbeitern und die abschlieRende

Validierung von einem Facharzt fur Mikrobiologie/Labormedizin durchgefuhrt.
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2.6. Molekularbiologische Analyse

Neben der zuvor ausfuhrlich beschriebenen mikrobiologischen Analyse der Proben,
wurde erstmals parallel auch eine molekularbiologische Analyse durchgefuhrt, um
somit das Spektrum identifizierbarer Erreger zu erweitern. Hierzu wurden alle
entnommenen Proben unmittelbar nach der OP oder nach nachtlicher Kihlung durch
den Erstautor fur den Transport an das Biofilmzentrum der AG Moter (Institut fur
Mikrobiologie, Infektionskrankheiten und Immunologie, Charité, Berlin / Deutschland)
vorbereitet und anschlieRend gemal den Richtlinien fur Probentransport der Kategorie
B versendet. Im Biofilmzentrum wurden die Proben schlieRlich durch Frau Prof. Dr.
med. Moter und deren Mitarbeiterinnen molekularbiologisch analysiert. Die

ausfuhrlichen Ergebnisse wurden uns postalisch anonymisiert zugestellt.

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Kulturunabhangige molekularbiologische Methode

e Sequenzabhangige Bindung von fluoreszenz-markierten Oligonukleotidsonden
an die ribosomale rRNA von Bakterien = Hybridisierung

e Nach Bindung der markierten Sonden an RNA st die Fluoreszenz
mikroskopisch darstellbar

e Somit Darstellung und Visualisierung von Biofilm in einer Gewebeprobe

moglich. Raumliche 3D Darstellung der Biofilmarchitektur mit Bakterien und

EPS-Matrix = Nachweis des Biofilms (24)

¢ Identifikation des Leitkeims im Biofilm mdglich
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.Molekulare Analyse mittels FISHseq

FISHseq beschreibt die Kombination der molekularen Darstellung von
Mikroorganismen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit 16S rRNA-
Gen-PCR und anschlieRender Sequenzierung, beides aus aufeinanderfolgenden, in

Methacrylat eingebetteten Gewebeschnitten.

Probeneinbettung und FISH

Die Gewebeproben wurden in FISHopt®-Fixierlosung (MoKi Analytics, Berlin,
Deutschland) fixiert und unter Verwendung von Kaltpolymerisationsharz (Technovit
8100; Kulzer, Wehrheim, Deutschland) eingebettet und wie zuvor beschrieben
geschnitten (25). Die FISH-Analyse wurde gemal (26) durchgefuhrt. Kurz gesagt,
wurden die Schnitte mit der panbakteriellen Sonde EUB338Cy3 (27) hybridisiert, um
die gesamte Bakterienpopulation sichtbar zu machen. Eine Nonsense-Sonde NON
EUB338Cy5 (28) wurde verwendet, um unspezifische Sondenbindungen
auszuschlielen. Zur Visualisierung von Nukleinsduren in Wirtszellkernen und
Bakterien wurde DAPI (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-Dihydrochlorid) verwendet. In
Fallen, in denen ein positives EUB338Cy3-Signal gefunden wurde, wurden spezifische
Sonden, die mit Kultur- oder Sequenzierungsergebnissen in Verbindung standen, zur
Bestatigung der mikrobiellen Befunde durch FISH verwendet. Fur die Mikroskopie
wurde ein Epifluoreszenzmikroskop (Axioplan 2 und Axiolmager Z2; Carl Zeiss, Jena,
Deutschland) mit Schmalbandfiltersatzen (AHF Analysentechnik, Tubingen,
Deutschland) verwendet. Die digitalen Bilder wurden mit der ZEN- und AxioVision-

Software von Zeiss, Jena, erstellt.

Nachgewiesene Mikroorganismen wurden empirisch als planktonisch (einzelne

Bakterien), Mikrokolonien (Cluster von bis zu 30 Mikroorganismen) oder Biofilme
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(Gemeinschaften von mehr als drei Schichten benachbarter Bakterien Uber eine Lange

von mehr als 20 ym) klassifiziert.

DNA-Extraktion, 16S rRNA-Gen-PCR-Amplifikation und Sequenzierung

Die DNA wurde aus aufeinanderfolgenden Abschnitten der eingebetteten Proben
extrahiert, und die PCR wurde unter Verwendung der bakterienubergreifenden Primer
TPU1 und RTUS3 (29) fur die Amplifikation des 16S rRNA-Gens durchgefuhrt (siehe
Beschreibung (25). Die anschlieRende Sequenzierung der Amplikons wurde mit einem
kommerziellen Sequenzierungsdienst (LGC Genomics, Berlin, Deutschland)
durchgefuhrt und mit der kommerziellen Analysepipeline SmartGene (SmartGene,
Lausanne, Schweiz) wie zuvor beschrieben analysiert (30).“ (Autoplagiat aus der

Veroffentlichung 1, aus dem Englischen Ubersetzt)

2.7. Statistische Analyse

.Die gewonnenen Daten wurden analysiert und in Tabellen und Diagrammen
zusammengestellt (Microsoft Excel 2010, Microsoft Corporation, Redmond/WA, USA,;
GraphPad Prism 9; GraphPad Software, Inc., San Diego/CA, USA). Statistische
Analysen wurden mit SPSS® 25 fur Windows® (IBM Corporation, Chicago/IL, U.S.A.)
durchgefuhrt. Daten, die deskriptiv dargestellt werden sollten, wurden als Haufigkeit,
Median mit 25. und 75. Parametrische Daten wurden mit dem T-Test,
nichtparametrische Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test analysiert. Die Analyse
verknupfter nichtparametrischer Daten wurde mit dem Wilcoxon-Test durchgefihrt.
Statistische Signifikanz wurde definiert als ein p-Wert von < 0,05.“ (Autoplagiat aus der

Veroffentlichung 1, aus dem Englischen Ubersetzt)
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3. Ergebnisse

Hinweis zu Autoplagiaten

In diesem Ergebnisteil werden nachfolgend die Kernresultate des Projektes
zusammengefasst dargestellt. Es soll darauf hingewiesen werden, dass alle
prasentierten Daten bereits in der im peer-reviewed TOP- Journal ,Plastic and
Reconstructive Surgery“ akzeptierten und online verdffentlichten Publikation

(Veroffentlichung 1) dargestellt wurden. Zitate sind gesondert gekennzeichnet.

3.1. Demografische Daten und Gruppenmerkmale

Das mittlere Alter der 26 mannlichen und 4 weiblichen Patienten betrug 51 Jahre (24-
91 Jahre). Bezuglich des Beginns der antibiotischen Therapie kdnnen die Patienten in
3 Gruppen eingeteilt werden. Bei 16 Patienten wurde die Antibiotikagabe bereits
praoperativ vor der ersten Operation begonnen. [NPWT n=8, Median 2 Tage (1-50
Tage); NPWTi-d n=8, Median 3 Tage (1-16 Tage)]. Bei 3 Patienten erfolgte die
intravendse Antibiose am Tag der Operation bereits vor der Probenentnahme
entweder in der Rettungsstelle oder sofort im OP. Ein Aufschub der antibiotischen
Therapie hatte die Patienten sonst moglicherweise klinisch gefahrdet. Bei 11 Patienten
wurde die kalkulierte Antibiotikatherapie nach der Probenentnahme im Operationssaal
festgelegt (NPWT n=4, NPWTi-d n=7). Insgesamt wurden 22 Patienten mit akuten und
8 Patienten mit chronischen Wunden in die Studie eingeschlossen. Dabei handelte es
sich um 13 ausgedehnte Weichteilabszesse oder Phlegmonen an den Extremitaten
und am Rumpf, funf schwere Weichteil- und Knocheninfektionen, vier chronische
Geschwdure aufgrund verminderter nutritiver Perfusion, drei akute implantatassoziierte

Infektionen, zwei akute Schusswunden, zwei Bursitiden und ein Gelenkempyem
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(Tabelle 1 und 2). ,Die WBC- und CRP-Werte bei Patienten mit akuten Wunden
betrugen 12,0 (Median; 25%/75%-Quartil: 9,55/15,05) bzw. 73,7 (25%/75%-Quartil:
44,93/215,28) und bei Patienten mit chronischen Wunden 8. 3 (Median; 25%/75%-
Quartil: 7,85/9,63; p=0,027 gegenuber WBC bei akuten Wunden) bzw. 12,1
(25%/75%-Quartil: 9,13/49,1; p=0,097 (ns) gegenuber CRP bei akuten Wunden). In
der NPWT-Gruppe betrug das Intervall bis zum Schwammwechsel 3 Tage (Median, 1-
5 Tage) und in der NPWTi-d-Gruppe 2 Tage (Median, 1-5 Tage).“ (Autoplagiat aus der
Veroffentlichung 1, aus dem Englischen Ubersetzt) Betrachtet man das Spektrum von
Komorbiditaten  oder Immunschwacheerkrankungen zeigt sich  folgende
Zusammensetzung. Sowohl in der Gruppe mit NPWT als auch NPWTi-d waren drei
Patienten an HIV oder Hepatitis C erkrankt oder gaben einen regelmafigen
Drogenkonsum an. Bei der NPWT konnte im Vorfeld bei drei, bei der NPWTi-d bei funf
Patienten ein Diabetes mellitus Typ Il oder eine pAVK diagnostiziert werden. Zum
Zeitpunkt TP1 wurden 2,8 (Median; Bereich 1-4) und zum Zeitpunkt TP2 2,0 (Median;
Bereich 1-4) Wundproben mittels mikrobiologischer Routineuntersuchung analysiert.
Zusatzlich wurde eine molekularbiologische Untersuchung zum Zeitpunkt TP1 bei 1,3
(Median, Bereich 1-3) und zum Zeitpunkt TP2 bei 1,0 (Median, Bereich 1-2)
Gewebeproben durchgefuhrt. Insgesamt wurden von allen 30 Patienten 235 Proben
mit mikrobiologischen Routineverfahren und 145 Proben mit der FISHseqg-Analyse
untersucht, Die Proben fur die molekularbiologische Untersuchung beinhalteten bis zu
zwei Schwammproben (Schwammmitte und -rand), mindestens zwei Wundproben

(TP1 und TP2) sowie das Effluat.
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3.2. Bakterielle Besiedlung des Wundgrundes im Verlauf der Therapie

Durch den Einsatz von mikrobiologischen und molekularbiologischen
Diagnostikverfahren konnten zum Zeitpunkt TP1 in allen 30 Wunden n=58 bakterielle
Besiedlungen nachgewiesen werden (monomikrobiell n=16, bimikrobiell n=7, drei, vier
und funf verschiedene Arten in n=2, n=3 bzw. n=2 Wunden). Staphylococcus aureus
(in n=17 Wunden), Enterobacterales (n=7) und koagulasenegative Staphylokokken
(n=4) konnten als die haufigsten Erreger identifiziert werden. ,Von den 58 Erregern
bei TP1 konnten n=43 Erreger (43/58; 74,1%) mit der routinemafligen
mikrobiologischen kulturbasierten Nachweismethode und mit FISH seq. 53/58 (91,4
%) nachgewiesen werden.“ (Autoplagiat aus der Veroffentlichung 1, aus dem
Englischen Ubersetzt) Die spezifische Bakterienart konnte durch FISHseq in nur 53
Fallen genau identifiziert werden. In den anderen Fallen war eine Differenzierung z.B.
durch das Vorliegen nur kurzer DNA Sequenzen oder durch das Vorliegen von
Mischsequenzen nicht moglich. ,Zum Zeitpunkt TP2 konnte die Identifizierung von
Bakterien in den Wundproben durch den zusatzlichen Einsatz der FISHseq von 28/52
(53,8%) auf 36/52 (69,2%) (n=52 Bakterien wurden in TP2 nachgewiesen) gesteigert
werden.” (Abbildung 4) (Autoplagiat aus der Veroffentlichung 1, aus dem Englischen

Ubersetzt)

Zum Zeitpunkt TP2 konnte in keiner der 30 Wunden eine vollstandige Dekontamination
erzielt werden. Bei einem Patienten war der Erreger wahrend des gesamten
Prozesses nicht identifizierbar (Kultur negativ, DAPI teilweise positiv, FISH negativ,
PCR keine Spezies nachgewiesen). 63,8 % (37/58) der zum Zeitpunkt TP1 am
Wundgrund nachgewiesenen Erreger wurden auch zum Zeitpunkt TP2 am Wundgrund
nachgewiesen (NPWT-Gruppe: 21/28 (75 %); NPWTi-d-Gruppe:16/30 (53,3 %)

(Abbildung 2).
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3.3. Der Schwamm als Erregerreservoir

,von den bei TP2 am Wundgrund identifizierten Bakterien waren 84,4% (38/45) auch
im Schwamm nachweisbar (NPWT-Gruppe: 76,9%; NPWTi-d-Gruppe: 94,7%;
Abbildung 2). Umgekehrt konnten 90,7% (39/43) der im Schwamm identifizierbaren
Erreger auch am Wundgrund nachgewiesen werden. In keinem Fall war der Schwamm
frei von Erregern. Funf Erreger, die in der Wundprobe (TP2) nicht nachweisbar waren
(NPWT: n=1 (Clostridium perfringens), NPWTi-d: n=4 (Staphylococcus warneri,
Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Acinetobacter sp.) konnten bei der Untersuchung
des Schwammes neu nachgewiesen werden. Von diesen "neu" aufgetauchten
Erregern war jedoch ein Erreger (Proteus mirabilis) bereits bei TP1 nachweisbar.
Unabhangig von der Art der NPWT (mit oder ohne antiseptische Spulung) war ebenso
kein Effluat frei von Bakterien. Von den im Schwamm identifizierbaren Erregern

konnten 83,7 % (in beiden Gruppen 36/43) auch im Effluat nachgewiesen werden.

NPWT n =15 Patienten NPWT i-d n =15 Patienten
TP1 TP2 TP1 TP2
l ‘ Effluat Wundgrund Wundgrund Schwamm ‘ Effluat
Anzahl der Wunden n=15 n=15
Anzahl der Bakterienarten 28 26 21 22 30 19 22 17
Mittelwert / Wunde 1.9 1.7 14 1.5 2.0 1.3 1.5 1.1
absolut versus TP1 - 26/28 21/28 | 22/28 .- 19/30 22/30 | 17/30
relativ versus TP1 (%) 100% 92.9% 75.0% | 78.6% 100% 63.3% 73.3% | 56.7%
WG 2 (WG 1) - identisch 21/28 (75.0%) 16/30 (53.3%)
- neu detektierte Erreger 5 3
- nicht mehr nachweisbar 7 14
Schwamm (WG 2) - identisch 20/26 (76.9%) 18/19 (94.7%)
- neu detektierte Erreger 1 4
- nicht mehr nachweisbar 6 1
Effluat (Schwamm) - identisch 19/21 (90.5%) 17122 (77.3%)
- neu detektierte Erreger 3 0
- nicht mehr nachweisbar 2 9
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Abbildung 2: Anzahl der Bakterienarten, die mit allen diagnostischen Methoden in
beiden Gruppen (NPWT und NPWTIi-d) nachgewiesen wurden. Dargestellt ist die
Anzahl vergleichend in verschiedenen Proben (Wundgrund zum Zeitpunkt 1 (WG1),
Wundgrund zum Zeitpunkt 2 (WG2), Schwamm und Effluat). (Quelle: In Anlehnung an

Stichling et al., 2022, Veréffentlichung 1, Figure 2)

Umgekehrt konnten 92,3 % (36/39) der im Effluat identifizierbaren Erreger auch im
Schwamm und 94,9 % (37/39) am Wundgrund nachgewiesen werden.” (Autoplagiat

aus der Veroffentlichung 1, aus dem Englischen Ubersetzt)

3.4. Wachstumsverhalten der Bakterien — planktonisch, Mikrokolonien, Biofilm

Mit Hilfe von FISHseq war es mdoglich, zwischen dem Vorhandensein von
planktonischen Bakterien, Mikrokolonien und Biofilm in Gewebeproben (TP1 und TP2)
und NPWT-Schwamm zu unterscheiden (Tabelle 2). Nachgewiesene
Mikroorganismen wurden empirisch als planktonisch (einzelne Bakterien),
Mikrokolonien (Cluster von bis zu 30 Mikroorganismen) oder Biofilme
(Gemeinschaften von mehr als drei Schichten benachbarter Bakterien Uber eine Lange
von mehr als 20 ym) klassifiziert. Biofilme wurde bei den Wundproben in drei der 22
akuten Wunden und in drei der acht chronischen Wunden nachgewiesen,
Mikrokolonien in sechs der akuten und in zwei der chronischen Wunden. In den vier
Fallen (akute Wunden), in denen Implantat-assoziierte Infektionen vorlagen, wurden
in n=3 Fallen planktonische Bakterien und in einem Fall ein Biofilm nachgewiesen. Bei

allen 30 Patienten wurde das Wachstumsverhalten der Bakterien in der Wunde und im
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Schwamm untersucht. ,So konnten zu TP1 in 16 Wunden planktonische Bakterien
(NPWT: 9; NPWTi-d: 7), in 8 Wunden Mikrokolonien (NPWT: 2; NPWTi-d: 6) und in 6
Wunden Biofilm (NPWT: 4; NPWTi-d: 2) nachgewiesen werden.” (Tabelle 2)

(Autoplagiat aus der Veroffentlichung 1, aus dem Englischen Ubersetzt)

Zum Zeitpunkt TP2 (Wundgrund) wurden Mikrokolonien von 12 Bakterienarten und
das Vorhandensein von planktonischen Bakterien fur 21 Bakterienarten gefunden. Bei
der Beobachtung des Wachstumsverhaltens der bakteriellen Besiedlung konnte
gezeigt werden, dass von den acht Bakterienarten mit anfanglichem Vorhandensein
eines Biofilms (bei 6 Patienten an TP1) nach der NPWT (TP2) in vier Fallen
planktonische Bakterien, in zwei Fallen Mikrokolonien und in zwei Fallen weiterhin ein
Biofilm nachgewiesen werden konnte. ,Die Analyse des Schwammes (TP2) bei allen
30 Patienten ergab das Vorhandensein einer planktonischen Wachstumsform fur 29
Bakterienarten bei 24 Patienten (NPWT: 14/15; NPWTi-d: 10/15), Mikrokolonien bei
vier Patienten (NPWT: 0/15; NPWTi-d: 4/15) und Biofilm bei zwei Patienten (NPWT:
1/15; NPWTi-d: 1/15).“ (Tabelle 2) (Autoplagiat aus der Publikation, aus dem
Englischen ubersetzt) In diesen beiden Biofilm-Fallen konnten die Bakterienarten auch
im  Effluat durch mikrobiologische Routinekulturen nachgewiesen werden

(Staphylococcus aureus n=2, Pseudomonas aeruginosa n=1).

3.5. Wirkung der antiseptischen NPWTi-d auf die bakterielle Wundkontamination

.Insgesamt zeigte die mikrobiologische und molekularbiologische Analyse der
Gewebeproben beider Therapieformen eine signifikant reduzierte Anzahl von
Erregerspezies vom Zeitpunkt TP1 zu TP2 (p=0,012). Die Anwendung von NPWTi-d

fuhrte zu einer statistisch signifikanten Verringerung der Anzahl der nachgewiesenen
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Erregerspezies im Vergleich zu NPWT (NPWTi-d: Wundgrund an TP1 versus
Wundgrund an TP2: p=0,026; NPWT: TP1 versus TP2: p=0,317 (ns))“. (Abbildung 3).

(Autoplagiat aus der Veroffentlichung 1, aus dem Englischen Ubersetzt)

In der NPWT-Gruppe wurden 75 % (21/28) der an TP1 identifizierten Erreger auch an
TP2 im Wundgrund nachgewiesen, verglichen mit 53,3 % (16/30) in der NPWTi-d-
Gruppe. Funf Erreger wurden an TP2 in der NPWT-Gruppe und drei in der NPWTi-d-

Gruppe neu nachgewiesen. (Abbildung 2)

8
p =0,317 p = 0,026
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Abbildung 3: Anzahl der bei jedem einzelnen Patienten am Wundgrund zu den

Zeitpunkten TP1 und TP2 in der NPWT-Gruppe (n=15 Patienten) und der NPWTi-d-

Gruppe (n=15 Patienten) identifizierten Bakterienarten.
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3.6. Mehrwert durch alle Untersuchungsmaterialien und diagnostische Verfahren

Neben der Differenzierung des Wachstumsverhaltens der Bakterien (planktonisch,
Mikrokolonien, Biofilm) besteht der zusatzliche Nutzen von FISHseq in der
Identifizierung eines Leitpathogens nach Anzahl und Gewebsinvasivitat bei
Mischinfektionen. Auch die Unterscheidung von Kontamination und Infektion ist
moglich, wenn Mikroorganismen nur auf der Auf3enseite einer Probe und Bakterien tief
im  Gewebe nachgewiesen werden. Der entscheidende Vorteil der

molekularbiologischen Untersuchungstechniken in der vorliegenden Studie war jedoch
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Abbildung 4: Haufigkeit des Nachweises der Bakterienspezies durch die zusétzliche

Verwendung aller Wundgrundproben, Schwamm- und Effluatproben sowie die

35



Verwendung von mikrobiologischen und molekularbiologischen Standardmethoden

(FISHseq).

der deutlich héhere Anteil an Erregeridentifikationen. So wurden in TP1 in allen 30
Wundbetten n=58 bakterielle Besiedlungen nachgewiesen (wobei die Bakterienarten
nur in 53 Fallen endgultig identifiziert werden konnten). Davon konnten n=43 Erreger
(43/58; 74,1%) mit der routinemaligen mikrobiologischen kulturbasierten
Nachweismethode identifiziert werden. Bei TP2 stieg durch die Analyse aller drei
Probentypen (Wundprobe, Schwamm und Effluat) und die Anwendung aller
diagnostischen Methoden die ldentifizierung von Bakterien von 28/52 (53,8 %) auf

50/52 (96,2 %). (Abbildung 4)
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NPWT: Unterdruck-Wundtherapie // NPWTIi-d: Unterdruck-Wundtherapie mit
Instillation und Verweildauer

Der fettgedruckte schwarze Text bezeichnet die alleinigen Ergebnisse der
mikrobiologischen Diagnostik

Die blauen kursiven Angaben zeigen gemeinsame Ergebnisse der mikrobiologischen
und molekularbiologischen Diagnostik an

Der fettgedruckte rote Text zeigt an, welche Ergebnisse als zusétzlicher Nutzen von
PCR- und FISH-Tests angesehen werden kénnen

Der fettgedruckte griine Text gibt an, welche zusétzlichen Ergebnisse dem Kontext
folgend hochwahrscheinlich sind

*  Bei FISH Nachweis von planktonischen Bakterien oder Mikrokolonien ohne
Nachweis von Bakterienaktivitat

** Bei FISH panbakterielle Sonde positiv, aktive Bakterien, Differenzierung nicht

moglich
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4. Diskussion

4.1. Grundlegende Fragen und Hauptaussagen

Ziel dieser Studie war es, die Keimbelastung des Effluats nach retrograder Spulung
des NPWT-Schwammes zu untersuchen. Der Grund dafur war die Frage, ob die
Verwendung von NPWT und NPWTi-d zu einer Rekontamination mit in der Wunde
nachgewiesenen oder neu gebildeten Krankheitserregern fihrt. ,Unseres Wissens ist
unsere Studie die erste, die die Keimbelastung und die Bildung von Organismen in
NPWT-Schwammen und deren Effluat sowie am Wundgrund analysiert, und zwar
sowohl mit standardmafigen kulturellen mikrobiologischen als auch mit
molekularbiologischen Methoden wie FISHseq.” (Autoplagiat aus der Publikation, aus
dem Englischen Ubersetzt) Das wichtigste Ergebnis ist, dass alle NPWT-Schwamme
und Effluate ausnahmslos mit Bakterien besiedelt waren und die Bakterienbelastung
der Effluate weitgehend den in den Schwammen und Wundbetten nachgewiesenen
Bakterienarten entsprach. Daher werden unserer Einschatzung nach bei der NPWT
mit Instillation (NPWTi-d), selbst wenn eine antiseptische Spullésung verwendet wird,
die Erreger aus dem Schwamm zurlck in die Wunde gespult. Dennoch reduzierte die
antiseptische NPWTi-d das Ausmal des bakteriellen Spektrums des Wundgrundes
deutlich. Die Analyse der nicht-planktonischen bakteriellen Lebensformen wahrend
der NPWT zeigt, dass auch nach kurzer NPWT-Zeit tendenziell weniger Mikrokolonien
und Biofilme im Wundgrund und im Schwamm zu finden sind. Um eine mdglichst
genaue Aussage Uber die tatsachliche Wundgrundbesiedlung treffen zu kénnen, war
die Kombination aus mikrobiologischer und molekularbiologischer Analyse der
Gewebeproben, des Schwammes und des Effluats sinnvoll. Die gleichzeitige
Anwendung von mikrobiologischen und molekularbiologischen Routinemethoden zur

Analyse der bakteriellen Besiedlung stellte einen Mehrwert dar, indem das gesamte
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Infektionsspektrum erfasst wurde. Bei keiner der getesteten NPWT-Bedingungen

traten unerwunschte Ereignisse auf.

4.2. Interpretation der Ergebnisse

In dieser Studie konnte erstmals nachgewiesen werden, dass Effluate von NPWT-
Schwammen eine hohe bakterielle Keimbelastung aufweisen, die in die Wunde
zurlckgespult wird. Obwohl die Anzahl der verschiedenen Bakterienarten pro Patient
in der NPWTIi-d-Gruppe signifikant geringer war, konnte die antiseptische
Instillationsflussigkeit weder im Effluat noch im Schwamm oder im Wundgrund einen
bakterienfreien Zustand herstellen. Dies galt zumindest flr das kurze Therapieintervall
von knapp drei Tagen. Letztlich muss sich der Behandler bewusst sein, dass bei der
Anwendung der NPWT mit |Instillation auf einer infizierten Wunde
Bakterienpopulationen bewegt werden, wodurch ein Teil der den Schwamm
besiedelten Erreger zurtck in die Wunde gespult wird. Dieses Ergebnis war eigentlich
zu erwarten, da andere Studien bereits gezeigt hatten, dass der Schwamm im
Zusammenhang mit der NPWT einer hohen bakteriellen Belastung ausgesetzt ist.
Sowohl die Arbeiten von Anagnostakos et al. als auch von Yusuf et al. konnten einen
hohen prozentualen Anteil der verwendeten NPWT Schwamme mit bakterieller

Besiedlung nachweisen (mono- und polymikrobiell) (20, 22).

Unsere Ergebnisse zeigten, dass alle der zum Einsatz gebrachten Schwamme im
Rahmen der NPWT und NPWTi-d kolonisiert waren, davon 70 % monomikrobiell und
30 % polymikrobiell. Somit ergibt sich zu den Ergebnissen der zuvor vorgestellten
beiden Studien eine gewisse Diskrepanz in Bezug auf den Bakteriennachweis in den

Schwammen. Aus unserer Sicht kann durch den Einsatz zusatzlicher
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molekularbiologischer Diagnosemethoden die bakterielle Besiedlung durch
anspruchsvolle oder ruhende Bakterien, die sonst unerkennbar geblieben waren,

sensitiver nachgewiesen werden.

In unseren 30 NPWT-Schwammen konnten in Ubereinstimmung mit den Arbeiten
anderer Autoren Staphylococcus aureus (n=14), Staphylococcus epidermidis (n=5)
und Enterobacteriaceae (n=5), Pseudomonas aeruginosa und Streptococcus

pyogenes (je n=2) als die haufigsten Erreger identifiziert werden (20, 22).

Obwohl diese Studie auch zeigte, dass eine vollstandige Sterilitat der Wunden nach
einem NPWT-Intervall von ca. 3 Tagen nicht erreicht wurde, zeigte die
Vakuumversiegelungstherapie im Allgemeinen dennoch einen signifikanten Rickgang
der Anzahl der im Wundgrund identifizierten Bakterienarten bei TP1. Dieser Ruckgang,
der in der NPWT-Gruppe zu einer Reduktion um etwa ein Viertel fUhrte, war in der
Instillationsgruppe mit der antiseptischen Flussigkeit (NPWTi-d) deutlich hdéher und
betrug etwa die Halfte. Daruber hinaus wies die NPWT-Gruppe eine hdhere Inzidenz
neu nachgewiesener Erreger auf. Es muss davon ausgegangen werden, dass die Falle
mit neu nachgewiesener Kolonisation nach der Behandlung bereits bei TP1 infiziert
waren, die Erreger aber unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Generell war auffallig,
dass ein Grolteil der ursprunglich nachgewiesenen Erreger nach der Therapie (TP2)
nicht nurin der Wunde, sondern auch im NPWT-Schwamm und im Effluat nachweisbar

war.

Ausgehend von den Ergebnissen einer Studie an Schweinewunden, die mit humanem
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis beimpft wurden, wurde Mitte
der 1990er Jahre eine Verringerung der Keimzahlen pro Gramm Gewebe wahrend der
NPWT festgestellt (31). Auf der Grundlage dieser Arbeit hatte sich die Annahme

durchgesetzt, dass die NPWT die bakterielle Belastung in der Wunde kontrolliert oder
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deutlich reduziert. Keine nachfolgende klinische Studie war jedoch in der Lage, diese

frhen In-vivo-Ergebnisse von Morykwas et al. zu bestatigen.

,2Daruber hinaus hatten Yusuf et al., wie bereits erwahnt, eine hohe Keimzahl im
Schwamm nach NPWT nachgewiesen, aber gleichzeitig keine Gewebeproben aus der
Wunde entnommen (22). Auf der Grundlage dieser Arbeit hatte sich in der Folge die
Wunschvorstellung durchgesetzt, dass sich die Erreger im NPWT-Schwamm wie in
einem "Staubsaugerbeutel" sammeln wirden, so dass die Wunde "sauber" werden

wurde.“ (Autoplagiat aus der Veroffentlichung1, aus dem Englischen Ubersetzt)

Andere Forschergruppen haben jedoch bereits gezeigt, dass die Erreger im Verlauf
der NPWT-Therapie in der Wunde verbleiben. So beobachteten Moues et al. am Ende
der NPWT-Therapie (nach ca. 6 Tagen) bei 11 von 26 Wunden (42 %) eine bakterielle
Belastung des Wundgrundes mit einer Menge von immer noch mehr als 105
KBE/Gramm Gewebe (32). Ahnliche Ergebnisse ergaben sich auch in den Arbeiten
von Lalliss et al. und Braakenburg et al. (33, 34). Die Persistenz der Keimbelastung im
Wundgrund und im Schwamm widerspricht somit der scheinbaren Hypothese eines
Staubsaugereffekts auf dem NPWT-Schwamm. Die Ergebnisse unserer Studie
bestatigen nun nicht nur die Persistenz der Erreger in der Wunde und im Schwamm
wahrend des Verlaufs der NPWT, sondern auch, dass bei der NPWTi-d die Erreger
bei jedem Instillationszyklus hin- und hergespult werden und somit die Wunde

wiederholt "rekontaminieren" konnen.

Unsere eigenen Beobachtungen weisen die Hypothese zurlick, dass die NPWT eine
Verschiebung der Bakterienspezies hin zu Biofilm-produzierenden Organismen wie
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis induziert, wie einige Autoren

berichteten (32, 35, 36). Ebenso konnten im Gegensatz zu einer friheren Studie (37)
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keine auffalligen Veranderungen in der Haufigkeit von grampositiven und

gramnegativen Bakterien nach NPWT festgestellt werden.

Nach der neueren Literatur zur Unterdruck-Wundtherapie mit Instillation gibt es einen
Trend zu einer reduzierten Keimbelastung bei antiseptischer NPWTi-d im Vergleich
zur NPWT mit normaler Kochsalzlésung (38, 39). Unsere Entscheidung fur die
Instillation von superoxidiertem Wasser (SOD, Natriumhypochlorit/hypochlorige
Saure) im Vergleich zu anderen moglichen topischen Lésungen, einschliel3lich
Polyhexanid oder Kochsalzlésung, beruhte in erster Linie auf den Ergebnissen zuvor
veroffentlichter Studien, in denen die Instillation einer antimikrobiellen Lésung in
bakteriell besiedelte Wunden, die mit NPWTi-d behandelt wurden, beschrieben wurde
(40, 41). Es wurde davon ausgegangen, dass SOD ein geeignetes topisches
Reinigungsmittel sein wirde, da umfangreiche Untersuchungen gezeigt haben, dass
SOD eine mikrobiozide Wirkung auf ein breites Spektrum von Bakterien, Hefen und
Viren hat und nicht zytotoxisch fir Knorpel und Nervenstrukturen ist (42, 43). Die
antiseptische Wirkung von NPWTi auf die bakterielle Wundkontamination war in
unserer Arbeit jedoch geringer als urspriinglich erwartet. In der NPWTi-d-Gruppe ist
es im Vergleich zur NPWT-Gruppe beim ersten Schwammwechsel zu einer
signifikanten Verringerung der Bakterienarten im Wundgrund gekommen. Dennoch
konnten auch weiterhin Bakterien nachgewiesen werden. Bei keinem Wundbett konnte
nach dem ersten Schwammwechsel Bakterienfreiheit detektiert werden. Aber auch
frihere Studienergebnisse anderer Arbeiten wiesen nach, dass keine vollstandige
bakterielle Dekontamination nach NPWTi-d erreicht wird. Die Autorengruppen zeigten
in ihren jeweiligen Studienpopulationen prinzipiell ahnliche Ergebnisse, namlich einen
signifikanten Ruckgang der Gesamtkeimzahl in Wunden von NPWTi-d-Patienten im

Vergleich zu traditionellen NPWT-Patienten beim ersten Verbandwechsel vor dem
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Debridement, bestatigten aber auch die immer noch relevante hohe Kolonisation (44,

45).

Vor diesem Hintergrund hat die Tatsache, dass die NPWT mit oder ohne Instillation in
der Vergangenheit eine positive Wirkung bei der Behandlung von Weichteil-, Gelenk-
und Knocheninfektionen gezeigt hat (46-49), mehrere klinische Implikationen. Erstens
stellt sich die Frage, ob die fortgesetzte Kontamination zum Zeitpunkt des
Verbandwechsels nicht auf ein wurspringliches unzureichendes Débridement
zurlckzufuhren ist, welches eine UbermaRige bakterielle Besiedlung hinterlassen
haben konnte. Diese Frage kann jedoch nur beantwortet werden, wenn
Gewebebiopsien aus der Wunde vor und nach dem ersten Débridement sowie direkt
beim ersten Schwammwechsel vor einem erneuten Débridement mikrobiologisch
untersucht wurden, was weder in unserer Studie noch in den zuvor verodffentlichten

Studien zum Verlauf der Keimbelastung erfolgte (32, 34, 50, 51).

Diese Beobachtungen unterstreichen den multifaktoriellen Prozess der Wundheilung,
zu dem die nutritive Perfusion des Gewebes, das Vorhandensein von Fremdmaterial
und die Immunkompetenz des Patienten sowie die gewahlte Antibiotikatherapie als
wichtige Schllsselfaktoren gehoéren. Folglich sollte die NPWT bei septischen Wunden,
auch in Kombination mit der antiseptischen Instillation, nicht nur zur Reduzierung der
Kolonisation eingesetzt werden, sondern auch als Mittel zur positiven Beeinflussung
der Nahrstoffperfusion und Sauerstoffversorgung, der Odembildung des

Wundgewebes und der Zellteilungsaktivitat der Wunde (52-55).

,Das bakteriologische Profiling akut und chronisch infizierter Wunden konnte in

unserer Studie durch die Erganzung der Standardkultivierungsmethode mit
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molekularbiologischen Diagnosetechniken wie FISHseq deutlich verbessert werden.
So konnte die niedrige Nachweisrate bakterieller Erreger der
Standardkultivierungsmethode im Wundbett in TP2 durch FISHseq von knapp Uber 50
% auf fast 70 % gesteigert werden, wobei die Infektion auch durch Visualisierung der
Mikroorganismen im Gewebe bestatigt wurde.“ (Autoplagiat aus der Veroffentlichung

1, aus dem Englischen Ubersetzt)

Durch die zusatzliche Analyse des Schwamms und schliel3lich die des Effluats konnte
die ldentifizierung der vorhandenen Erreger in ca. 87 % bzw. 96 % erreicht werden.
Unsere Daten stehen damit im Gegensatz zu den Ergebnissen von Scherrer et al., die
keinen zusatzlichen Nutzen der Analyse von NPWT-Schwammproben nachweisen
konnten, da sie nur eine geringe Ubereinstimmung zwischen ihrem Analyseergebnis
und dem der Gewebebiopsie fanden (21). Allerdings hatten Ciliberti et al. auch gezeigt,
dass insbesondere bei einem negativen Ergebnis der Wundbiopsie eine zusatzliche
Probe aus dem mittleren Bereich der Wundfullung eine geeignete diagnostische
Erganzung darstellt (56). Diese Art der diagnostischen Erweiterung ist insbesondere
dann sinnvoll, wenn der Patient zum Zeitpunkt der Probenahme bereits ausreichend
mit Antibiotika abgedeckt ist und eine Biofilmbildung zu erwarten ist. ,Es ist bekannt,
dass Bakterien, die in Biofilmen eingebettet sind, schwer zu erkennen und zu
kultivieren sind (22, 57), eine Tatsache, die auch zur "Unterschatzung" der
Keimbelastung an sich beitragen kann.“ (Autoplagiat aus der Veroffentlichung 1, aus

dem Englischen Ubersetzt)

Unsere eigenen Daten zeigen jedoch, dass ein groRRer Teil aller nicht planktonisch
wachsenden Bakterien (Mikrokolonien oder Biofilme) sehr wohl mit Hilfe einer

Standardkultur nachgewiesen werden konnte. Die insgesamt dennoch niedrige
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Nachweisrate spricht fur die Notwendigkeit erweiterter diagnostischer Strategien. Bei
negativen Kulturergebnissen in Kklinisch kritischen Situationen und infektidsen
Verdachtsfallen, in denen eine genaue Erregeridentifizierung fur die Festlegung des
Therapiealgorithmus hilfreich ist, erscheint es daher ratsam, nicht nur Proben aus dem
Schwamm und dessen Effluat zu gewinnen, sondern die Messtechnik um
molekularbiologische = Methoden zu erweitern. Da die Prufung der
Antibiotikaempfindlichkeit von Mikroorganismen auf eine Antibiotikabehandlung bisher
nur mittels Kultur mdglich war, sind kulturelle Routineverfahren unverzichtbar und von

entscheidender Bedeutung.

4.3. Limitationen der Studie

Diese Studienergebnisse werden durch mehrere Faktoren eingeschrankt, darunter die
Art und Weise, wie die Patienten den beiden Gruppen (NPWT, NPWTi-d) zugewiesen
wurden. Es gab kein Randomisierungsverfahren, und die Zuteilung lag im Ermessen
des jeweiligen Chirurgen, der anhand des klinischen Bildes des Patienten, des
Wundzustandes und der laborchemischen Infektsituation die Art der NPWT festlegen
musste. Daruber hinaus verringerten die gro3e Variabilitat der Wundzustande der
Patienten und die relativ kleine Population in beiden Gruppen die Moglichkeit, weitere
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festzustellen.
Somit kann ein Selektionsbias nicht ausgeschlossen werden, allerdings konnte die
ausgiebige Analyse der Charakteristika der eingeschlossenen Patienten und der
Wunden keine relevanten Unterschiede in beiden Gruppen aufweisen. Obwohl
chronische Infektionen madglicherweise unterreprasentiert waren und mehrere
Chirurgen beteiligt waren, wurden alle Patienten wegen Infektionen behandelt, und die

festgelegten standardisierten Arbeitsanweisungen waren fur alle Chirurgen
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anwendbar, da die Studie in einem militarischen Traumazentrum durchgefuhrt wurde.
,Die Heterogenitat bei der Verabreichung von Antibiotika kdnnte kritisiert werden.
Insbesondere die Antibiotikagabe, die in einigen Fallen bereits praoperativ begonnen
wurde, beeinflusste sicherlich den Nachweis von Bakterien in intraoperativen
mikrobiologischen Proben. So wird allgemein angenommen, dass eine praoperative
Antibiotikagabe zu falsch-negativen intraoperativen mikrobiologischen Proben fuhren
kann (58). Andererseits entspricht die Tatsache, dass in unserer Studie die
Antibiotikagabe haufig schon vor der Operation begann, eher der Versorgungsrealitat,
da erfolglos behandelte Falle oder Falle mit Komplikationen in der Regel mit bereits
laufender Antibiotikatherapie in das Behandlungszentrum fur septische Defektwunden
verlegt werden.“ (Autoplagiat aus der Verdffentlichung 1, aus dem Englischen

Ubersetzt)

Des Weiteren muss berlcksichtigt werden, dass die Transportzeit der gewonnen
Proben in die jeweiligen Analysezentren, insbesondere in der Nacht oder am
Wochenende, gewissen Schwankungen unterlag. Inwieweit dies Auswirkungen auf die
Ergebnisse hat, misste in weiteren Studien untersucht werden. Der gewahlte
Beobachtungszeitraum von im Median 2 - 3 Tagen bis zum ersten Schwammwechsel
gibt keine Auskunft Uber den Verlauf der bakteriellen Infektion wahrend der gesamten
Therapiedauer. Da sich die Autoren jedoch primar auf die bakterielle Belastung des
NPWT-Schwamms und die Moéglichkeit des Ruckspulens von bakteriell kontaminierter
Instillationsflussigkeit in das Wundbett konzentrierten, war die Dauer des ersten

Vakuumzyklus ausreichend.

Zu erwahnen ist auch, dass bei Proben, bei denen im Rahmen der
molekularbiologischen Diagnostik lediglich mikroskopisch Bakterien im DAPI

nachgewiesen wurden und bei der Sequenzierung keine ldentifizierung der Spezies
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gelang, die Ergebnisse im Kontext mit anderen Proben des Patienten analysiert und
interpretiert wurden. (Tabelle 2) Eine Einschrankung unserer Aussagen zur
Kontamination des Effluats bzw. Schwamms und des Wundgrundes sowie zur
Konsistenz der Keimbelastung sehen wir durch die aufgefuihrten Limitationen jedoch

nicht.

4.4, Zusammenfassendes Fazit

Bakterielle Besiedlung Polyurathanschwamm und Effluat

Es lie® sich eindeutig nachweisen, dass sowohl bei der NPWT als auch bei der NPWTi-
d trotz rezidivierender Spllung mit antiseptischer Losung eine hohe Rate an
bakterieller Kontamination der eingesetzten Polyurethanschwamme und des Effluates
vorliegt. Insbesondere das Ergebnis der Kontamination des Effluates wurde erstmals

erarbeitet.

Keimspektrum Wundgrund und Schwamm (TP2)

Sowohl bei der Therapie mittels NPWTi-d als auch bei NPWT konnte in einem hohen
Prozentsatz nach dem ersten Behandlungszyklus ein identisches Keimspektrum am
Wundgrund, im Schwamm und im Effluat (TP2) nachgewiesen werden. In der
Mehrzahl der Falle lie3en sich die urspringlich identifizierten Erreger auch nach der

NPWT oder NPWTi-d noch in der Wunde und im Schwamm detektieren.

Reduktion der Erregerspezies

Die mikrobiologische und molekularbiologische Analyse der Gewebeproben beider
Therapien zeigte eine signifikant reduzierte Anzahl von Erregerspezies von Zeitpunkt

TP1 zu TP2 (p=0,012). Die Anwendung der NPWTi-d fuhrte im Vergleich zur NPWT
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zu einer statistisch signifikanten Reduktion der Anzahl der nachgewiesenen
Erregerspezies (NPWTi-d: p=0,026; NPWT: n.s. p=0,317). Allerdings waren alle
Wunden und Schwamme auch nach der NPWT weiterhin mit Bakterien besiedelt. Ein
"Staubsaugereffekt", d.h. dass alle Erreger durch den Unterdruck aus der Wunde
"gesaugt" werden und die Wunde "sauber" wird, aber im Schwamm zu finden sind,

konnte daher nicht bestatigt werden.

Ausbildung neuer Keime

Diese Arbeit konnte zeigen, dass es wahrend der Therapie mit
Vakuumversiegelungsschwammen zur Ausbildung neuer, initial am Wundgrund vor
Therapie, nicht nachweisbarer Keime kommen kann. Diese lassen sich am
Wundgrund, am Schwamm und im Effluat nachweisen. Dabei kann nicht unmittelbar
von einer Kontamination ausgegangen werden. Als ein Beleg dafur dient die
Erkenntnis, dass die Hautabstriche, die in jedem operativen Schritt enthommen
worden, in der Regel andere Erreger ergaben und nicht identisch mit den neu

nachgewiesenen Bakterien waren.

Besteht Evidenz flir eine Re-Kontamination der Wunde durch Vakuumversiegelung

Die hohe Rate der bakteriellen Kontamination des gewonnen Effluats im Rahmen des
ersten Schwammwechsels sowie des haufig identischen Keimspektrums des
Schwammes und des Effluats liefert einen eindeutigen Hinweis darauf, dass im
Schwamm angesiedelte Bakterien durch Therapie mittels Vakuumversiegelung zurtck
in die Wunde gelangen und dadurch zu einer Rekontamination der Wunde flhren

konnen.
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Zusatzinformationen der molekularbiologischen Untersuchungsmethoden

Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden (FISHseq) konnte zwischen dem
Vorhandensein von planktonisch lebenden Bakterien, Mikrokolonien und Biofilmen in
Gewebeproben (TP1 und TP2) und im Schwamm unterschieden werden. Zudem ist
es mit Hilfe der Verfahren mdglich, den Leitkeim bei einer polymikrobiellen
Kontamination/Infektion zu bestimmen und ggf. mogliche Kontaminationen
auszuschliefen. Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass durch den zusatzlichen
Einsatz von molekularbiologischen Untersuchungstechniken (FISHseq) ein deutlich
hoherer Anteil an Bakterienarten identifiziert werden kann. Durch die Analyse von
Gewebe-, Schwamm- und Effluatproben und den Einsatz sowohl kultureller als auch
molekularbiologischer Nachweismethoden kann die Rate der falsch-negativen

Ergebnisse deutlich reduziert werden.

Einsatz der molekularbiologischen Untersuchungsmethoden

Aus unserer Sicht wird empfohlen, dass in komplizierten laborchemischen und
klinischen Infektionssituationen, ohne vorherigen Erregernachweis in der
mikrobiologischen Standarddiagnostik oder bei hochgradigem Verdacht auf das
Vorliegen eines Biofilms, die Diagnostik um die molekularbiologischen Methoden (z.B.

FISHseq) erganzt werden sollte.

4.5. Ausblick auf weiterfiihrende Studien

In der Zukunft sollten die hier gewonnen Erkenntnisse genutzt werden, um den
Behandlungsverlauf einer Therapie mittels NPWT oder NPWTi-d bis zum Abschluss

der Wundbehandlung, das heilt bis zum Sekundarverschluss der Wunde, zur



plastischen Deckung oder zur Beendigung der Vakuumversiegelungstherapie, zu
verfolgen und zu analysieren. Von Bedeutung ware dabei die Reduktion der
Keimbelastung oder sogar die mdgliche Dekontamination der Wunde nach mehreren
Schwammwechseln und damit regelmalig wiederholten Débridements und

Wundspulungen.

In diesem Zusammenhang konnte auch eine Vergleichsstudie zwischen der NPWT
bzw. NPWTi-d und einer offenen Wundbehandlung mit Einlage von
Medikamententragern in die Wunde (z.B. Bauchtlcher getrankt mit antiseptischer
Ldsung oder antibiotisch beschichteten Kompressen) in Bezug auf Entwicklung der

Keimbelastung in akuten und chronischen Wunden von gro3erem Interesse sein.

Zudem ware es zielfUhrend, weitere klinische Studien durchzuflhren, um den Einfluss
antiseptischer Schwamme, wie z. B. Silberschwamme, auf die Reduzierung der

bakteriellen Belastung bei der Anwendung von NPWT oder NPWTi-d zu untersuchen.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass durch diese aktuelle Studie, der Literatur wichtige
neue Erkenntnisse hinzugefugt werden kénnen. Sie bietet daher eine Grundlage flr

die Erforschung weiterer klinischer Studienoptionen.
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