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Abstrakt / Abstract

Hintergrund: Pseudarthrosen stellen eine hé&ufige Komplikation bei der osteosynthetischen
Frakturversorgung dar. Eine frihzeitige Infektionsdiagnostik ist essenziell, da septische
Pseudarthrosen andere Therapiemalinahmen als aseptische erfordern. Die mikrobiologische
Analyse periimplantarer Gewebeproben (Goldstandard) weist jedoch suboptimale Sensitivitaten
und Spezifitditen auf. Auch die histopathologische Evaluation periimplantarer Gewebeproben
konnte diese Aspekte bisher nicht vollstandig kompensieren. Der folglich bestehende Bedarf an
innovativen Diagnostikmethoden wird in aktuellen Studien durch die Untersuchung mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sonikation exploriert. Das Ziel dieser Arbeit war die
infektiologische Untersuchung sowie Gegenuberstellung konventioneller (Mikrobiologie,
Histopathologie) und neuer Techniken (Sonikation, Multiplex-PCR) mit Fokus auf dem PCR-
Verfahren bei Patienten mit Pseudarthrosen nach osteosynthetischer Therapie von Frakturen.
Methodik: In der klinischen Studie wurden 38 Patienten inkludiert, welche im Zeitraum von Mai
2014 bis April 2016 eine Revision mit Explantation ihres osteosynthetischen Materials an der
Charité - Universitatsmedizin Berlin erfuhren. Basierend auf der préoperativen, klinischen und
radiologischen Diagnose wurden sie in drei Gruppen klassifiziert: 17 Patienten mit Pseudarthrosen
(Pseudarthrosen), 15 Patienten mit aseptischen Implantatentfernungen (negative Kontrollen)
sowie 6 Patienten mit Kklinischen periimplantaren Infektionen (positive Kontrollen). Innerhalb
jeder Gruppe erfolgte eine mikrobiologische Untersuchung des Sonikats, des Implantatabstrichs
und der periimplantdren Gewebeproben sowie eine histopathologische und molekulare
Untersuchung mittels Multiplex-PCR (Unyvero i60 ITI System, Curetis GmbH, Holzgerlingen,
Deutschland) von periimplantarem Gewebe. Identische Pathogendetektionen in der Mikrobiologie
sowie positive histopathologische Befunde (nach Morawietz) wurden als Infektion gewertet.
Ergebnisse: 9 von 17 Patienten der Pseudarthrosen-Gruppe erfiillten die Infektionskriterien.
Fir die PCR resultierten Sensitivitaten und Spezifitdten von 33 % bzw. 88 %. Bei den mikrobio-
logischen Analysen wurden folgende Parameter ermittelt: Kultur (Sonikat) Sensitivitat 89 % und
Spezifitat 38 %, Kultur (Implantatabstrich) Sensitivitat 63 % und Spezifitat 83 % sowie Kultur
(periimplantdre Gewebeproben) Sensitivitat 78 % und Spezifitdt 88 %. Die histopathologische
Untersuchung prasentierte eine Spezifitdt von 100 % bei einer Sensitivitait von 38 %.
Diskussion: Die PCR konnte sich, auch unter Beriicksichtigung der rapiden Untersuchungszeit
von 5 Stunden, hinsichtlich der Pathogendetektionen nicht als gleichwertig zu konventionellen
Techniken erweisen. Aufgrund der hohen Sensitivitét erscheint ein Einsatz der Sonikation, unter

Beachtung der niedrigen Spezifitat, in der Zukunft sinnvoll. Kulturen von Gewebeproben
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generierten solide Sensitivitaten und Spezifitaten, weshalb sie legitim als Goldstandard gelten.
Summa summarum ist der Anteil an Infektpseudarthrosen héher (53 %) als bisher angenommen.
Weitere Modifikationen sind notwendig, um Verfahren wie die PCR in die routinemaRige

Diagnostik zu implementieren und die reale Quote an septischen Pseudarthrosen zu identifizieren.

Background: Nonunions represent a common complication in the context of fracture treatment
with osteosynthesis. A timely diagnosis of infection is essential because septic nonunions require
different medical treatment. Nevertheless, cultures of peri-implant tissue (gold standard) offer
suboptimal sensitivity and specifity. The histopathological testing of peri-implant tissue is not able
to fully compensate these aspects, too. Hence, there exists a need for innovative diagnostics such
as polymerase chain reaction (PCR) and sonication which are currently being investigated. The
purpose of this dissertation was to examine conventional (microbiology, histology) and novel
techniques (primary multiplex PCR, sonication) for the detection of infections in patients with
nonunions after osteosynthetic treatment. Methods: A total of 38 patients that underwent revisions
with explantations of their osteosynthesis at the Charité - Universitatsmedizin Berlin between May
2014 and April 2016 were included in this study. Based on the preoperative, clinical and
radiological diagnosis they were classified into three groups: 17 patients with nonunions
(pseudarthrosis), 15 patients with planned aseptic explantations (negative control) as well as
6 patients with clinical peri-implant infections (positive control). Cultures of peri-implant tissue,
swab and sonication plus histopathological and molecular multiplex PCR examinations
(Unyvero i60 ITI System, Curetis GmbH, Holzgerlingen, Germany) of peri-implant tissue were
performed. An infection was defined as the presence of equivalent, microbiological pathogen
detections or a positive histopathological result (Morawietz). Results: 9 out of 17 patients
with nonunions fulfilled the infection criteria. PCR offered a sensitivity of 33 % and specificity
of 88 %. The microbiological analyses of sonication, swab and peri-implant tissue showed
sensitivities of 89 % versus 63 % versus 78 % and specificities of 38 % versus 83 % versus 88 %.
Histopathological evaluation offered a specificity of 100 % with a sensitivity of 38 %.
Discussion: Our results showed that, despite a brief processing time of 5 hours, the
accomplishment of multiplex PCR using tissue is not comparable to conventional techniques. Due
to high sensitivity the application of sonication seems to be useful in the future with respect to low
specificity. Cultures of tissue generated a reliable sensitivity and specifity. Consequently, it is
regarded as the legitimate gold standard. In conclusion, the amount of septic nonunions exceeds
(53 %) previous estimations. Further modifications, notably for PCR, are necessary to implement
these novel procedures for routine diagnostics and to ascertain the real rate of septic nonunions.
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1 Einleitung

1.1 Fraktur, Frakturheilung und Komplikationen

GemaR einer Schatzung der Bundesanstalt flir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin verletzten
sich im Jahr 2015 mehr als 9,7 Millionen Menschen in Deutschland bei Unfallen.! Ein erheblicher
Anteil der nichttodlichen Zwischenfélle ist, insbesondere im hoheren Lebensalter, auf Stirze
zuriickzufilhren.? Nach einem Bericht des Robert Koch-Instituts verletzten sich 2,6 %
der Erwachsenen innerhalb eines Jahres durch Sturzunfélle und wurden nachfolgend &rztlich
behandelt. Bei circa jedem dritten Sturz trat dabei ein Knochenbruch auf.? Eine derartige,
vollstandige ossére Kontinuitatsunterbrechung wird als Fraktur definiert, wohingegen bei
einer Spaltbildung ohne holotische Kontinuititsunterbrechung eine Fissur vorliegt.® Die Inzidenz

von Frakturen betragt fiir beide Geschlechter etwa 11 pro 1000 pro Jahr.*

Zur Gewadbhrleistung einer einheitlichen Deskription von Frakturen werden sie anhand der
Klassifikation der Arbeitsgemeinschaft Osteosynthese (AO) kategorisiert.>’ Mittels dieser
Zahlen- und Buchstabenkombination soll eine prazise Darstellung der Fraktur erméglicht werden.
Wéhrend die ersten beiden Zahlen der finalen Kombination zur exakten
Lokalisationsbeschreibung dienen, vermittelt der folgende Teil des Codes genauere Infos zur
Morphologie der Fraktur (siehe Tabelle 1).>7 Eine einfache diaphysare Oberarmfraktur wird
demnach kodiert als 12-A1.2

Der Knochen ist eines der wenigen Organe beziehungsweise Gewebe, welches auch im
Erwachsenenalter das Potential zur Regeneration beibehélt.® Eine weitere Besonderheit besteht
darin, dass beim Heilungsprozess ein Ersatzknochen entsteht, welcher mit den biomechanischen
Eigenschaften des Knochens vor der Fraktur korrespondiert.®!® Dies ist kontrdr zu anderen
Geweben des menschlichen Korpers, bei denen meist eine Defektheilung tiber Narbengewebe mit
verminderter Qualitat resultiert.2® Die Intention einer Frakturheilung ist stets die
Wiederherstellung der Funktion des zuvor intakten Knochens.® Zur Realisierung dieses Ziels ist
eine Vielzahl von prézise abgestimmten biologischen Prozessen erforderlich, welche Parallelitdten
zur embryonalen Skelettentwicklung aufzeigen.® Dabei wird zwischen zwei elementaren Formen

der Knochenheilung (direkt und indirekt) differenziert:

Die indirekte oder sekundare Knochenheilung gleicht dem physiologischen Heilungsprozess nach

einer Verletzung und durchlauft mehrere, sich teilweise tiberlappende Phasen.®! Zunachst kommt
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Tabelle 1: AO-Klassifikation der Frakturen adaptiert nach Niethard® sowie AO Foundation®

Parameter des Codes Zahlen- und Buchstabenzuordnung

1. Kdrperregion 1 = Oberarm (Humerus)
(Knochen oder Knochengruppe) 2 = Unterarm (Radius bzw. Ulna)
3 = Oberschenkel (Femur)
4 = Unterschenkel (Tibia bzw. Fibula)
5 = Wirbelséule
6 = Becken
7 = Hand
8 = Ful
9 = Kraniomaxillofaziale Gruppe
14 = Schulterblatt (Skapula)
15 = Schliisselbein (Klavikula)
16 = Brustkorb (Thorax)

2. Segment innerhalb der Region 1 = proximal
(lange Rohrenknochen) 2 = diaphysar
3 = distal

4 = Sonderfall Tibia/Fibula: malleolar

3. Schweregrad bzw. Typ Schaftfrakturen: Gelenkfrakturen:
A = einfach A = extraartikul&r
B = Keilfraktur B = partielle Gelenkfraktur

C = mehrfachfragmentér C = vollstandige Gelenkfraktur

4. Gruppe Schaftfrakturen:
Gruppe A: spiralférmig (1), schrég (2), quer (3)
Gruppe B: intakt (2), fragmentiert (3)
Gruppe C: intakt segmental (2), fragmentiert segmental (3)

Gelenkfrakturen:
Gruppe A: Abrissfraktur (1), einfach (2), mehrfachfragmentér (3)
Gruppe B: einfach (1), Splitterfraktur (2), fragmentiert (3)
Gruppe C: einfach artikuldr und einfach metaphysar (1),
einfach artikuldr und multifragmentar metaphysar (2),
multifragmentar artikular und metaphysar (3)

es bei der initialen Frakturphase durch die Gewalteinwirkung zur Schédigung von Knochenhaut
(Periost), Knochenrinde (Substantia corticalis), Knochenmark (Medulla ossium) sowie
angrenzendem Weichteilgewebe.!*!2 Da hierbei periostale sowie endostale GefaRe ladiert werden,
resultiert die Ausbildung eines Frakturhamatoms.® Dies erméglicht jedoch auch das Einwandern
von Wachstumsfaktoren und pluripotenten Zellen, welche nachfolgend im Frakturspalt aktiviert
werden und somit zur zweiten Phase, der Entziindungsphase, filhren.!> Meist nur wenige Tage

andauernd, ist sie durch eine berschieRende Kapillarausbildung, Zellproliferation sowie das
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Einstrémen neutrophiler Granulozyten und Makrophagen charakterisiert.3°1112 Diese Phase ist
daher sowohl fur die Phagozytose abgestorbener Zellen und Gewebereste als auch fir die Initiation
immunologischer Prozesse der Wundheilung verantwortlich.® In der darauffolgenden
Granulationsphase wandern Fibroblasten, Chondroblasten sowie Osteoblasten ein, welche das
primire Frakturhamatom sukzessive durch Granulationsgewebe ersetzen.!2 Die erste
interfragmentédre Bruckenbildung ist damit abgeschlossen. Es entsteht der sogenannte weiche
Kallus. Gleichzeitig wéachst von der Knochenmarkhohle (Cavitas medullaris) ausgehendes,
undifferenziertes embryonales Bindegewebe (Blastem) in die Frakturspalten ein und fullt diese als
medulldrer Kallus aus.!*'2 Als Folge dieses Prozesses, welcher nach etwa drei bis vier Wochen
vollendet ist, liegt nach einmonatiger Verletzungsdauer eine Kombination aus bindegewebigen
und knorpeligen Verbindungen der Frakturfragmente vor (enchondrale Ossifikation).*!' Dies
bildet die Ausgangsbasis fur die sich anschlieBende Phase der Kallushartung, in der diese
voriibergehenden Verbindungen mineralisieren und zu einem noch unreifen, aber deutlich
stabileren kndchernen Kallus beziehungsweise Geflechtknochen transformiert werden.®! Des
Weiteren erfolgt in dieser mehrere Wochen bis Monate andauernden Phase ein Abbau nekrotischer
Knochenbestandteile.**> Wahrend in diesem Zeitraum radiologisch bereits eine Konsolidierung
nachweisbar ist, duRert sich der Fortschritt klinisch durch eine Schmerzreduktion.®'? In der
abschlieBenden Remodelling- bzw. Umbauphase erfolgt die Dekomposition des fibrgsen
Knochens und die belastungsadaptierte, funktionelle Umstrukturierung zum reifen
Lamellenknochen, welcher der Qualitit des urspriinglichen Knochens entspricht.>®? Dieser
Prozess kann einige Jahre fortwéhren und ist erst nach holotischem Abschluss der biochemischen
Reparaturvorgange vollendet.!?

Die direkte oder primére Knochenheilung hingegen findet nur bei stabiler Fraktursituation mit
absoluter Ruhigstellung ohne Makrobewegungen der Bruchfragmente statt.*%'? Die Selektion des
Osteosyntheseverfahrens (absolut stabil oder relativ stabil) beeinflusst somit die interfragmentére
Mobilitat und bestimmt dadurch die Art der Frakturheilung (primér oder sekundar).® Im Gegensatz
zur indirekten Form entsteht der neue Knochen bei der priméaren Variante, analog zur embryonal-
desmalen Ossifikation, direkt aus den mesenchymalen Zellen.® Es existiert keine Zwischenstufe
uber eine Knorpelbildung beziehungsweise die zuvor beschriebene Kallusbildung. Die Phasen der
Entziindung, Granulation und Kallushdrtung werden auf Kosten der dabei resultierenden Stabilitét
iibersprungen.!! Eine weitere Voraussetzung fiir diese Form der Knochenheilung ist ein adaquater
Vaskularisationszustand.® Dies gewdahrleistet, dass die neu gebildeten Havers-Systeme (Osteone)
inklusive ihrer GefalReinsprossungen den Frakturspalt direkt durchwandern, entlang der
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Frakturfragmente wachsen und diese verbinden kénnen (Kontaktheilung).®* Auch bei der Prasenz
von kleinen Knochenspalten zwischen den Fragmenten findet unter stabiler Fixation eine
Komplementierung mittels Knochen ohne vorherige Zwischenstufen statt (Spaltheilung).'® Der
gesamte Heilungsprozess der direkten Knochenheilung bis zur vollstandigen Wiederherstellung

des urspriinglichen Funktionszustandes (Restitutio ad Integrum) dauert circa 18 bis 24 Monate.32

Obwohl die Fachliteratur zwischen diesen beiden Knochenheilungsformen differenziert, ist die
finale physiologische Frakturheilung wohl am ehesten als Kombination beider Varianten
anzusehen, bei der eine Form iiberwiegt.® Der gesamte Prozess einer suffizienten Frakturheilung
kann abhdngig von der Lokalisation und den morphologischen Eigenschaften der Fraktur
unterschiedliche Zeitspannen und Therapieregime erfordern.® In diesem Zusammenhang
wurde auch der Begriff ,fracture personality gepragt, welcher veranschaulicht,
dass jede Fraktur in ihrer Existenz und den dazugehdrigen Umgebungsfaktoren einzigartig ist und
folglich individuell analysiert sowie behandelt werden muss.'**® Zur Unterstiitzung des

Heilungsprozesses stehen verschiedene &rztliche Interventionen zur Verfligung.

Zu den konservativen Mallnahmen zédhlen immobilisierend-stiitzende Verbande (zum Beispiel
Gilchristverband), Gipsverbande sowie die begleitende Schmerztherapie.> Demgegeniiber
existieren operative Versorgungsmaoglichkeiten, welche durch die stetige Weiterentwicklung der
Techniken und Implantate zunehmend an Bedeutung gewinnen.® Die chirurgische Unterstiitzung
der Knochenbruchheilung mittels Applikation von Implantaten wie Platten, Schrauben, Drahten,
N&geln oder Fixateur externe wird als Osteosynthese bezeichnet.® Als alternative Optionen sind
Entfernung der Frakturreste (Resektion), Versteifung (zum Beispiel Arthrodese) und Gelenkersatz
mittels Endoprothese zu nennen.® Trotz ihrer unterschiedlichen Behandlungsansitze weisen
konservative und operative Therapien einen grundlegenden dreiteiligen Verlauf auf: Nach der
Wiederherstellung (Reposition) der urspriinglichen ossaren Anatomie (absolute Stabilitat) bzw.
der Achse, L&nge und Rotation (relative Stabilitat) folgt die Ruhigstellung und Schienung
(Retention) mit abschlieBendem Nachbehandlungskonzept (Rehabilitation).>'” Der Vorteil einer
Osteosynthese liegt darin, dass nach vollzogener Reposition die Verwendung von Implantaten eine
optimale Retention aufrechterhalten bzw. bei Ubermé&Riger Dislokation grundsatzlich erst
ermdglichen kann.®> Des Weiteren erfolgt in der Regel die Rehabilitation friiner als bei der

konservativen Behandlung, wodurch immobilisationsbedingte Defizite vermieden werden.®

Bei mehr als 90 % aller Frakturen findet eine erfolgreiche Frakturheilung statt.'®

Unabhédngig von drztlichen Interventionsformen im Rahmen der Therapie kdnnen jedoch
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Komplikationen bei der Frakturheilung auftreten.® Neben direkten Komplikationen wie
sekundaren Weichteilschaden mit Beeintrachtigung von Durchblutung, Motorik und Sensibilitét
(DMS) oder Verletzungen innerer Organe sind weiterhin indirekte Erscheinungen zu beachten.
Zu Letzteren werden unter anderem Frakturheilungsstérungen, Refrakturen, Ermidungsfrakturen,
das Kompartmentsyndrom sowie die posttraumatische Osteomyelitis und Arthrose gezihlt.®
Urséchlich ist hierbei meist ein Ungleichgewicht von miteinander interagierenden biochemischen
und biomechanischen Faktoren, welches den Prozess der Knochenheilung beeintrachtigt.'?°
Kann diese Stérung des Gleichgewichts nicht arretiert und normiert werden, ist eine
physiologische und erfolgreiche Frakturheilung nicht gewdhrleistet.’>'® Eine mdgliche
Folgeerscheinung ist das orthopédisch-unfallchirurgische Krankheitsbild der Pseudarthrose.

1.2 Pseudarthrosen

1.2.1 Definition, Epidemiologie und 6konomische Bedeutung

Als Frakturheilungsstorungen bezeichnet man unvolistandige kndcherne Konsolidierungen,
welche tiber den herkommlichen Zeitraum hinaus andauern.® Per definitionem werden sie vier bis
sechs Monate nach einer Verletzung als verzogerte Frakturheilung (,,delayed-union®) sowie nach
giner Zeitspanne von sechs Monaten als Pseudarthrosen (,,non-union®) determiniert.>1%2
Obwohl die FDA (Food and Drug Administration) der Vereinigten Staaten von Amerika eine
Pseudarthrose als inkomplette Frakturheilung neun Monate nach der Verletzung mit ausbleibender
radiologischer Progression der Frakturdurchbauung tber drei Monate definiert, hat sich in
Deutschland die bereits beschriebene halbjahrliche Grenze fir dieses Krankheitsbild
etabliert.1>1821-23 Dje alleinige Festlegung anhand des Zeitraumes wird jedoch teilweise kritisch
hinterfragt, da jede Fraktur aufgrund ihrer Lokalisation und weiteren Einflussfaktoren
(siehe Risikofaktoren) einen individuellen Heilungsprozess aufweist.12%3 Zur Diagnosestellung ist
daher auch stets die klinische Expertise des behandelnden Arztes relevant.®

In Abhéngigkeit von Faktoren wie Lokalisation, Frakturform, begleitendem Weichteilschaden
sowie Therapieform werden bei Pseudarthrosen, auch als posttraumatische Falschgelenke
bezeichnet, unterschiedliche Zahlenangaben zur Haufigkeit beschrieben.’®?° Bezogen auf alle
Frakturen am menschlichen Korper werden tiberwiegend Zahlen unterhalb von 15 % genannt.?42
Eine verzogerte Frakturheilung ist bei 5 - 10 % aller Frakturen zu erwarten, eine Pseudarthrose
resultiert bei 1 - 5 % aller Knochenbriiche.???” Demnach handelt es sich bei Pseudarthrosen um

ein haufiges Krankheitsbild.?” Aufgrund der erhéhten mechanischen Belastung, geringen
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Weichteildeckung mit Gefahr der offenen Fraktur und weniger ausgepragten VVaskularisation sind
die unteren Extremititen bzw. die Tibia besonders vulnerabel 223° Beziiglich der Tibia kénnen

dadurch sogar Pseudarthrosenraten von bis zu 45 % auftreten.?®

Eine schwerwiegende Komplikation des Krankheitsbildes, die vor allem nach offenen Frakturen
entstehende Infektpseudarthrose, wird mit einer H&ufigkeit von 15 % aller Pseudarthrosen
angegeben.?’?® Ob dies wirklich der Realitat entspricht, wird durch neuere molekulare

Untersuchungsmethoden hinterfragt, welche Infektionsraten bis zu 88 % nachweisen konnten.3!

Wéhrend Ménner ein Pseudarthrosen-Maximum im Alter von 25 bis 34 Jahren aufweisen, sind bei
Frauen Hochstwerte im Bereich von 65 bis 74 Jahren zu verzeichnen.?® Obwohl die Frakturzahl
mit zunehmendem Alter ansteigt (unter anderem bedingt durch Osteoporose sowie
Koordinationsschwierigkeiten), liegt der Hohepunkt an Pseudarthrosen geschlechtsneutral

betrachtet etwa bei 35 bis 44 Jahren — im optimalen erwerbsfihigen Lebensabschnitt.?326:32

Aus einer amerikanischen Studie geht zudem hervor, dass die Therapie von Patienten mit
Pseudarthrosen am Tibiaschaft mehr als den doppelten Kostenumfang im Vergleich zu Patienten
mit planmaRiger Heilung der Tibiafraktur nach sich zieht (25.556 $ versus 11.686 $).%
Folglich resultieren aus diesem Krankheitsbild nicht nur prolongierte korperliche Defizite
und verlangerte Krankenhausaufenthalte mit Einschrankung der Lebensqualitat, sondern
auch erhebliche gesundheitsokonomische Kosten (Operationen, Schmerzmedikation,
Lohnausfalle).’®*? Daher ist neben einer optimalen Therapie die exakte Analyse von

Risikofaktoren und deren Pravention von enormer Relevanz.1%32

1.2.2 Atiologie, Pathogenese und Klassifikationen

Es existieren verschiedene Einflussfaktoren, welche die Frakturheilung beeintrachtigen kénnen.
Dabei unterscheidet man lokale und systemische Risikofaktoren fur Pseudarthrosen,
welche in der Tabelle 2 aufgelistet sind.*? Als wichtige lokale Faktoren sind neben Tibiafrakturen
vor allem offene Frakturen mit ausgepragtem Weichteilschaden sowie offene Repositionen mit
nachfolgender Implantation einer Osteosynthese (,,open reduction and internal fixation,
kurz: ORIF) zu nennen, welche Infektionen als weiteren Risikofaktor begiinstigen.3*3" Zu den
systemischen Risiken z&hlt insbesondere der Konsum von Zigaretten, welcher unter anderem tber
den gefaRverengenden Effekt (Vasokonstriktion) des Nikotins zur Minderperfusion und folglich
reduzierten Knochenheilung fiihrt.3” Aufgrund des dezelerierten Knochenstoffwechsels wird auch

ein hoheres Lebensalter als Risikofaktor angenommen.3’

13



Marcus Nitzsche: Infektionsdiagnostik bei Pseudarthrose — Eine Analyse mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR): Einleitung

Tabelle 2: Risikofaktoren zur Entwicklung einer Pseudarthrose nach Calori*, Miska*?, Santolini®*®, Copuroglu®’

Lokale Faktoren Systemische Faktoren

Fraktureigenschaften Einnahme von bestimmten Medikamenten
e Lokalisation (typisch: Tibia) e nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR)
e Dislokation der Fragmente e Immunsuppressiva (Glukokortikoide)
o  Frakturtyp (Trummerfraktur) e Antibiotika (zum Beispiel Chinolone)
o offene Fraktur e Antikoagulantien

Ausgepragte Weichteilschaden Rauchen

Stérungen der Vaskularisation Alkohol (exzessive Dosen)

Behandlungsform Komorbiditaten
e  Offene Frakturrepositionierung e Diabetes mellitus
o Inadé&quate mechanische Stabilisierung durch e  Osteoporose

das verwendete Implantat (Osteosynthese) e Periphere Vaskulopathien
Infektion Hoheres Lebensalter

Fur eine optimale Therapie ist ein analytisches Verstandnis der Kausalitat einer Pseudarthrose
notwendig.!® Im Allgemeinen handelt es sich dabei um einen multifaktoriellen Prozess, welcher
durch bestimmte Faktoren begiinstigt wird (siehe Tabelle 2).*8 Grundlegend werden zwei
verschiedene Ursachen differenziert: mechanische und biologische Probleme.? Erstere sind durch
inadéquate Reposition und mangelhaften Kontakt der Frakturfragmente (zum Beispiel durch
Weichteilinterposition) sowie vorzeitige oder unzureichende Mobilisierung mit resultierender
interfragmentarer  Unruhe bei  prinzipiell intakten biologischen Heilungsprozessen
gekennzeichnet.®3°*° Infolgedessen kann keine physiologische Uberbriickung des Frakturspaltes
durch Kallusbildung erfolgen.®® Als biologische Ursache ist vor allem eine insuffiziente
Vaskularisation hervorzuheben, welche mit erheblichen Weichteildefekten oder Komorbiditéten
wie peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) sowie Diabetes mellitus korrespondiert.®
Neben lokalen Infektionen zahlen auBerdem weitere knochenheilungsinhibierende Faktoren wie

bestimmte Medikamente (siehe Tabelle 2), Nikotin- und exzessiver Alkoholkonsum dazu.®

Prinzipiell missen angeborene von erworbenen Pseudarthrosen unterschieden werden.*
Angeborene Formen konnen idiopathisch oder im Rahmen einer fibrésen Dysplasie
beziehungsweise Neurofibromatose auftreten.*® Bei den erworbenen Pseudarthrosen hat sich die
1973 eingefiihrte Klassifikation nach Weber und Czech im Kklinischen Alltag etabliert.?

Préoperativ wird basierend auf dem klinischem und radiologischem Erscheinungsbild eine
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Unterteilung in meist mechanisch bedingte, biologisch reaktionsfahige (vital bzw. hypertroph)
sowie biologisch inaktive (avital bzw. atroph) Pseudarthrosen vorgenommen (siehe Abb. 1).2341

Abbildung 1: Weber/Czech Klassifikation der Pseudarthrosen adaptiert nach Everding?®
(mit Genehmigung durch Springer Nature)

Vitale Pseudarthrosen Al - A3: a) reaktiv hypertroph b) kallusarm ¢) kalluslos
Avitale Pseudarthrosen B1-B3: d) Drehkeilpseudarthrose  e) Defektpseudarthrose f) atroph

Die hypertrophe kallusreiche Form (siehe Abbildung 1: Typ Al) resultiert beispielsweise aus
einer insuffizienten Ruhigstellung oder vorzeitigen Belastung mit nachfolgender reaktiver
Verbreiterung der Frakturenden als Ausdruck der interfragmentaren Unruhe.® Bei den
kallusarmen und kalluslosen beziehungsweise oligotrophen Varianten (Typ A2 und A3) sind
zusatzlich zur mechanischen Problematik biologische Defizite existent.*® Avitale Pseudarthrosen
zeichnen sich durch storende intermedidre Fragmente (Typ B1), osteologisch tote Bereiche als
Folge umfangreicher Knochendefekte (Typ B2) oder arretierte Reparationsprozesse (Typ B3)
aus.*® In diesem Zusammenhang wird meist auch die Relevanz der gestérten Durchblutung
hervorgehoben.?? Es fehlt eine suffiziente Kallusbildung — ein Heilungspotential liegt nicht vor.?
Obwohl es sich hierbei um die meistverwendete Klassifikation handelt, wird diese zunehmend
hinterfragt.*! Insbesondere der Aspekt der unzureichenden Vaskularisierung wird angezweifelt, da

mehrere Studien zeigen konnten, dass atrophe Pseudarthrosen nicht avaskular sind. 38442

Des Weiteren wurden andere, weniger gebrauchliche Klassifikationen entwickelt.%
Paley unterteilt beispielsweise nach dem AusmaR des Knochenverlustes in Typ A (< 1 cm) und
Typ B (> 1 cm).*1*3 Erstere werden zudem nach der Deformitaten-Mobilitét in lockere und steife
Pseudarthrosen (Typ Al und A2) sowie letztere nach dem Grad der Knochenverkirzung
(Typ B1 bis B3) untergliedert.*3
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Eine weitere, therapierelevante Unterscheidung ist die Differenzierung in aseptische und septische
Pseudarthrosen.?? Eine Infektion inhibiert, bedingt durch die Resorption von infiziertem inklusive
neu synthetisiertem Weichteil- und Knochengewebe, die posttraumatische Differenzierung des
Granulations- und Bindegewebes zu Faserknochen. Dadurch wird die Frakturheilung
beeintrachtigt und eine septische Pseudarthrose entsteht.*° Die Infektpseudarthrose ist folglich ein
Zustand, bei dem neben der fehlenden ossiren Konsolidierung eine Infektion vorliegt.*
Die Wahrscheinlichkeit fir die Entwicklung dieser Variante der Pseudarthrosen ist bei offenen
Frakturen, langer Operationsdauer sowie bei insuffizienter Immunkompetenz oder Durchblutung
erhoht.** Als haufigster Erreger ist Staphylococcus aureus zu verzeichnen.?? Der Prozess kann
akut, subakut oder chronisch verlaufen und zu einer Osteomyelitis fortschreiten, welche nach der
Cierny-Mader Klassifikation eingeteilt wird.?? Sie beurteilt neben der anatomischen Lokalisation
auch den Zustand des Immunsystems, sodass abhangig von der individuellen Belastbarkeit des

Patienten verschiedene Therapieregime empfohlen werden.?24

Seit 2008 existiert eine additionale, bereits validierte Klassifikation, das Non-Union Scoring
System (NUSS), welche neben den bis zu diesem Zeitpunkt morphologisch-radiologisch
fokussierten Einteilungen eine Vielzahl an zusétzlichen Parametern berlicksichtigt (zum Beispiel
vorherige Interventionen und individuelle Patientenfaktoren wie Nikotinkonsum, die Présenz von
Diabetes mellitus, den Infektionsstatus sowie den American Society of Anesthesiologists
Score).16:23294146 Anhand des ermittelten Punktewertes erfolgt eine Eingliederung in eine von vier

Gruppen, welche mit zunehmenden Score komplexere Therapieempfehlungen suggeriert.®

1.2.3 Klinik und Diagnostik

Da jede Frakturheilung aufgrund der beschriebenen Einflussfaktoren individuell verlauft, gestaltet
sich die Diagnosestellung einer Pseudarthrose nicht immer einfach.®? DefinitionsgemaR ist sie
jedoch ab einer Dauer von sechs Monaten als solche zu werten.?® Der grundlegende Verdacht
ergibt sich bereits aus der Anamnese.3? Typische klinische Beschwerden sind posttraumatisch
persistierende, instabilititsbedingte lokale Schmerzen inklusive Belastungsinsuffizienz.?23240
Pseudarthrosen konnen sich allerdings auch Kklinisch inapparent darstellen.’® In diesem
Zusammenhang ist die detaillierte Erfassung und Analyse von Risikofaktoren (siehe Tabelle 2)
essenziell.?® Auch Indizien fiir vorherige Infektionen und die Applikation von Antibiotika miissen

exploriert werden. 8.2

Zunachst sollte bei der klinischen Untersuchung neben der Inspektion des frakturnahen Haut- und

Weichteilgewebes eine Beurteilung des vaskuldren, sensorischen sowie motorischen Zustandes
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erfolgen.’82® Des Weiteren sind Fisteln sowie die klassischen Infektionszeichen Rétung (rubor),
Uberwarmung (calor), Schmerz (dolor), Schwellung (tumor) und Funktionseinschrankung
(functio laesa) als Hinweise auf eine Infektpseudarthrose zu evaluieren.?®34° Mogliche Befunde
der passiven und aktiven Beweglichkeitspriifung des betroffenen Korperareals stellen Instabilitét
mit pathologischer Mobilitat sowie Achsen- und Rotationsabweichungen im Rahmen von
Implantatlockerungen oder -briichen dar.18222340 Alle angrenzenden Gelenke sind dabei zu
untersuchen, da Pseudarthrosen sekundir artikulare Versteifungen induzieren konnen.*
Okkasionell kann allerdings auch eine Kombination aus unauffalliger Anamnese und koérperlicher

Untersuchung vorliegen.®2

Bei der apparativen Diagnostik ist die konventionelle Rontgenaufnahme in zwei Ebenen inklusive
der angrenzenden Gelenke die Untersuchungsmethode der Wahl zur Begutachtung der
Frakturkonsolidierung.t21:2844 \/erlaufskontrollen, welche mehrere Wochen bis Monate nach dem
initialen Trauma einen persistierenden Frakturspalt aufzeigen, sind charakteristisch fur
Pseudarthrosen.’® Wahrend hypertrophe Pseudarthrosen eine iberschieRende Kallusbildung
aufweisen, présentiert sich die atrophe Form Uber insuffiziente Kallusbildung mit Sklerosierung
der Frakturenden.'® Zusatzliche radiologische Indizien fiir das Vorliegen dieses Krankheitsbildes
konnen  Implantatversagen  (Lockerungssaum, Implantatbruch) und  fortschreitende
Frakturdislokation sein.? Zur Beurteilung ossarer Modifizierungen im Verlauf der Frakturheilung
ist ein Vergleich mit Voraufnanmen obligatorisch.?>?® Der Nachteil von nativradiologischen
Aufnahmen besteht jedoch darin, dass sie nicht immer eindeutig beurteilbar sind.??
Bei fraglichen projektionsradiographischen Befunden, zum Beispiel nach komplexen
Fraktursituationen oder durch das Vorhandensein von Implantaten, sowie zur detaillierten
prioperativen Planung ist die Computertomographie (CT) das Verfahren der Wahl 12222844
Auch sie erbringt keinen direkten Nachweis einer Infektpseudarthrose.** Allerdings sind mittels
CT infektionsverdachtige Befunde wie Resorptionszonen, Lysen und Sequester akkurater zu

detektieren und werden unter anderem laborchemisch nachverfolgt.1:28:30

Die Entziindungsparameter Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), C-reaktives Protein (CrP) sowie
Leukozyten konnen bei Infektpseudarthrosen pathologisch erhdhte Werte aufweisen.??
Sie stellen jedoch fir sich betrachtet keine valide Untersuchungsmethode dar, weil sie bel
niedriggradigen (low-grade) und chronischen Infektionen teilweise normwertig und in diesem
Zusammenhang nicht ausreichend sensitiv bzw. spezifisch fiir eine Infektpseudarthrose sind.?24447

Zur Evaluierung des Verlaufs hat sich dennoch der CrP-Wert konstituiert.284447
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Bei Verdacht auf eine Infektpseudarthrose ist zur Diagnosestellung der Erregernachweis Utber
Gewebebiopsien mit nachfolgender kultureller Anzucht als Goldstandard anzusehen.?’” Dabei
sollten mindestens drei Proben entnommen sowie, falls aus medizinischer Sicht tolerierbar, eine
vorherige zweiwdchige Antibiotikakarenz beachtet werden.?” Auch die histologische Analyse
stellt ein valides Diagnostikmittel zur Sicherung der Infektion dar, sodass selbst bei negativem
mikrobiologischem Befund ein positiver histologischer Nachweis eine Infektion verifiziert.?’
Ergo kdnnen Infektpseudarthrosen durch positive mikrobiologische oder histologische Befunde
gesichert werden, wobei nur erstere die Moglichkeit des Erregernachweises offerieren.?’** Zudem
erweist sich die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, kurz: PCR) als neue,
innovative Untersuchungsmethode, welche bakterielles Erbgut amplifiziert und anschlief3end

nachweist.?” Der Nutzen dieses Verfahrens ist Gegenstand der aktuellen Forschung.?’

Zur  Evaluierung des Weichteilzustandes besteht die  Option  zusatzlich  eine
Magnetresonanztomographie (MRT) durchzufiihren.?® lhre Begutachtung kann jedoch durch
vorliegende Metallimplantate limitiert werden.*®#* Uber die Eruierung einer Osteomyelitis
oder eines Abszesses liefert sie auRerdem Anhaltspunkte fiir eine Infektpseudarthrose.'?
Weiterhin kann mithilfe einer dynamischen kontrastmittelanreichernden MRT (DCE-MRI)
der Vaskularisationsstatus des Knochengewebes analysiert werden, sodass eine therapierelevante
Unterscheidung in vitale und nichtvitale osséare Areale ermdglicht wird.'?

Eine weitere Methode zur Darstellung der Perfusion ist die Sonographie.*? Trotz ihrer potenziellen
Verwendung zur Verlaufskontrolle der Kallusbildung bei oberflachlichen Knochen besitzt sie
aufgrund ihrer Untersucherabhangigkeit und mangelhaften Reproduzierbarkeit nur eine
untergeordnete Rolle bei der Pseudarthrosendiagnostik.?2?®  Ahnliches gilt fiir die
nuklearmedizinischen  Verfahren Positronenemissionstomographie-CT  (PET-CT) sowie
3-Phasen-Skelettszintigraphie, welche Stoffwechselprozesse aufzeigen und in seltenen Fallen zur

Verifizierung einer Infektpseudarthrose angewendet werden.2%

1.2.4 Therapie

Die korrekte, frihzeitige Diagnose einer Pseudarthrose sowie die Analyse der Ursachen mit
resultierender exakter Klassifikation sind elementar fir eine erfolgreiche Behandlung.1%?227:2
Die Ziele der Interventionen stellen die Realisierung einer belastungsfahigen, ossaren
Konsolidierung inklusive der Korrektur potenzieller L&ngenunterschiede und Fehlstellungen

sowie der Sanierung von Weichteildefekten und infizierten Arealen dar.28:3040
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Vitale Pseudarthrosen werden, aufgrund ihrer mechanischen Ursachen, mittels Osteosynthesen
(zum Beispiel winkelstabile Platten oder Nagelsysteme) stabilisiert bzw. die Stabilitat einer bereits
vorhandenen Osteosynthese verbessert oder eine vollstdndige neue, stabilere Osteosynthese
etabliert.>%° Avitale Pseudarthrosen erfordern zusitzlich zur osteosynthetischen Stabilisierung
eine Verbesserung der biologischen Voraussetzungen. Die bedarf in der Regel einer Anfrischung
der Frakturenden durch vorherige Resektion der betroffenen Bereiche (chirurgisches
Debridement) mit anschlieRendem Defektaufbau.'®*°4° Fiir geringfiigige Defekte (< 2 bzw. 3 cm)
ist die autologe Spongiosaplastik mit Materialgewinnung aus einem Beckenkamm bzw. dem
Markraum langer R6hrenknochen mittels des RIA-Verfahrens (Reaming-irrigation-aspiration) als
Standardprozedur anzusehen.*®24® Zur Uberbriickung ausgepragterer Knochendefekte (> 3 cm)
werden die zweizeitige Masquelet-Technik oder die Kallusdistraktion verwendet.?>4° Allogene
Spongiosatransplantate besitzen bei der Pseudarthrosen-Therapie nur eine untergeordnete Rolle,
da sie keine knocheninduzierenden Effekte aufweisen.?* Weitere Alternativen sind die niedrig
intensive gepulste Ultraschalltherapie (low intensity pulsed ultrasound, kurz: LIPUS) sowie die
extrakorporale StoRwellentherapie (extracorporeal shockwave therapy, kurz ESWT), welche
uber mechanische Wellen und deren Druckschwankungen positive Effekte bezlglich der
Frakturheilung aufzeigen.!® Trotz vielversprechender Ergebnisse in mehreren Studien,
die teilweise sogar vergleichbare Erfolgsraten zur chirurgischen Therapie demonstrieren, konnten

sich diese Verfahren bisher nicht im klinischen Alltag als Standard etablieren,10:22:50-53

Infektpseudarthrosen erfordern ein interdisziplinares und mehrzeitiges Vorgehen.3?# Meist ist
zundachst eine vollstdndige Entfernung vorliegender, infektionsbeguinstigender Implantate mit
radikalem chirurgischen Debridement sowie Resektion infizierter Weichteil- und Knochengewebe
zur Infektsanierung notwendig.'®?2%2 Zusétzlich zur temporaren Weichteildeckung wird das
betroffene Areal ggf. mittels Fixateur externe fixiert, da Instabilitdten ebenfalls die Infektion
begiinstigen kénnen.%2232 Simultan zu den chirurgischen Interventionen erfolgt eine lokale (zum
Beispiel in Form von antibiotikahaltigem Zement) sowie systemische Antibiotikatherapie.!®?2
Diese MaRnahmen werden bis zum Beweis der Infektionsfreiheit fortgefiihrt.!32

AbschlieBend steht der Defektaufbau mit den bereits erwéhnten Verfahren im Mittelpunkt.1®3?

Nach der Eradikation der Infektion bzw. bei aseptischen Pseudarthrosen orientieren sich die
therapeutischen MaRnahmen am international anerkannten Diamant-Konzept, welches aktuell funf
essenzielle Faktoren fiir eine suffiziente Frakturheilung pointiert (sieche Tabelle 3).82223545

Die Abwesenheit einer oder mehrerer dieser Faktoren préadisponiert zur Entwicklung einer
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Tabelle 3: Diamant-Konzept adaptiert nach Giannoudis®®*, Steinhausen??, Schmidmaier?®

Therapierelevante Faktoren Interventionsbeispiele zur Optimierung

Biomechanische Stabilitat Osteosynthesen: Winkelstabile Implantate, dynamisierte Marknéagel

Osteogenese (Knochenbildung) Mesenchymale Stammzellen mit knochenbildendem Potenzial
Autologe Spongiosa (Materialgewinnung: Beckenkamm, RIA)

Osteoinduktion (Wachstumsstimulus)  Spongiosa sowie Wachstumsfaktoren (Bone morphogenetic protein 2
und 7) fordern Differenzierung von Stammzellen

Osteokonduktion (Knochengertiist) Gerust als Matrix fur neue Knochenzellen, realisierbar tiber:
e Spongiosa
e Synthetischer Knochenersatz (z. B. Trikalziumphosphat)

Vaskularisation Anfrischung der Frakturenden
Verbesserung durch Induktion einer Masquelet-Membran

Pseudarthrose.'® Daher miissen sie in die Therapieplanung gleichwertig einbezogen und optimiert
werden, um einen erfolgreichen kndchernen  Heilungsprozess zu  gewdhrleisten.??
Spongiosa besitzt hierbei die Besonderheit, dass sie Uber osteogene, osteoinduktive sowie

osteokonduktive Effekte verfiigt und folglich als therapeutischer Goldstandard angesehen wird.??

Summa summarum ist, entsprechend des Diamant-Konzeptes, bei hypertrophen Pseudarthrosen
vor allem eine Optimierung der biomechanischen Stabilitat relevant, wéhrend bei atrophen
Pseudarthrosen zusatzlich zur osteosynthetischen Versorgung insbesondere biologische
Stimulanzien mit osteogenen, -induktiven sowie -konduktiven Eigenschaften indiziert sind.?°
Die Therapie der Infektpseudarthrose wird durch eine friihzeitige Infektsanierung mit sekundarem
Defektaufbau charakterisiert.1%:22:32

1.3 Periimplantére Infektionen

1.3.1 Definition und Pathogenese

Die Présenz von Implantaten (Osteosynthesen, Endoprothesen) reduziert die Erregermenge,
welche fir die Genese einer lokalen Infektion obligatorisch ist.?° Mit einer Haufigkeit von
5 - 10 % bei Osteosynthesen sowie 1 - 3 % bei Endoprothesen stellen implantatassoziierte
Infektionen (IAI) folglich eine gravierende Komplikation der orthopédisch-unfallchirurgischen
Frakturversorgung dar.°®-°® Die Diagnose IAl ergibt sich aus Parametern wie Anamnese, klinischer
Symptomatik, Bildgebung, mikrobiologischer, histologischer sowie zytologischer Untersuchung
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Tabelle 4: Diagnostische Kriterien zur Definition einer periimplantaren Infektion adaptiert nach Renz%®

Klinik? Fistel, putride Wundsekretion oder sichtbares Implantat bzw. positive ,,probe-
to-implant“-Untersuchung (bei Sondeneinflihrung Implantat direkt erreichbar)

Anamnese® Ruhe- und Nachtschmerz, prolongierte Wundsekretion,
vorangehende Revisionen und Antibiotikagaben

Radiologie® e Implantatlockerung e Prothesenlockerung (Osteolysen,
o Infektkallus* Prothesenmigration)
e Knochensequester e Heterotope Ossifikationen
e Osteolysen e Fistelgang®
e  Sklerosierung der Kortikalis
e Pseudarthrose
Histologie? Infektionsnachweis im periimplantdren  Infektionsnachweis, falls 23

Gewebe (> 5 Granulozyten pro Granulozyten in 10 Gesichtsfeldern
Gesichtsfeld, 400-fache VergroRerung)  in 400-facher VergroRerung (Typ Il
oder Il nach Krenn und Morawietz)

Zellzahl im Gelenkpunktat® > 2000/ul Leukozyten oder > 70 % Granulozyten (PMN)

Mikrobiologie? Erregernachweis in:
e Synovialflussigkeit (bei Gelenksbeteiligung bzw. Prothesen)
e > 2 Gewebeproben (bei hochvirulenten Erregern bereits > 1 positive
Gewebeprobe ausreichend)
o Sonikationsflussigkeit (Sonikat) > 50 Kolonien/ml

Legende: Vorliegen einer Infektion, wenn > I der mit (a) gekennzeichneten Kriterien erfiillt sind.
Bei mit (b) gekennzeichneten Kriterien handelt es sich um fiir eine Infektion suggestive Hinweise.
PMN = polymorphkernige Granulozyten

(siehe Tabelle 4).% Das Vorliegen von Fisteln, putrider Wundsekretion, der Infektionsnachweis
mittels Histologie und Zytologie sowie mikrobiologische Erregernachweise nehmen hierbei eine

besondere Stellung ein, da bei Erfiilllung eines dieser Kriterien die Diagnose bereits gesichert ist.5

Atiologisch unterscheidet man direkte Kontaminationen wahrend des Traumas oder perioperativ
(exogen) von postoperativen, hamatogenen (endogen) Infektionswegen.>®®® Letztere weisen
als potenzielle Primérherde vor allem Infektionen im Urogenital- und Gastrointestinaltrakt
sowie der Haut und Lunge auf’® Erfolgt die Besiedlung der Implantatoberflache durch
Pathogene rapider als durch korpereigene Gewebezellen wie Fibroblasten oder Endothelzellen

(,,race for the surface®), kann konsekutiv eine extensive Adhasion und Kolonisation der
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freibeweglichen (planktonischen) Erreger auf der Oberflaiche des Implantats erfolgen.50-62
In Abhangigkeit von opportunen Umgebungsfaktoren (offene Frakturen, Fremdmaterial, fehlende
antibiotische Therapie, Immunsuppression) sowie erregerabhangigen Aspekten (Menge,
speziesabhéngige Adhésionsneigung an Fremdoberflachen) ist eine Proliferation der initial
adhérenten Bakterien moglich.®* Nach mehreren Tagen resultieren festanhaftende, bakterielle
Mikrokolonien, die als Biofilme bezeichnet werden (siehe Abbildung 2).%! Diese Akkumulation
von Mikroorganismen synthetisiert eine mukdse, extrazelluldre Polysaccharidmatrix (EPM),
welche die Erreger gerlstartig umgibt und als Barriere schiitzt, sodass final ein ,,reifer Biofilm*
vorliegt.?%384 Die Funktion dieser komplexen Struktur besteht in einer optimalen Anpassung an
Umweltbedingungen und fungiert somit als Uberlebensstrategie.®* Der Informationsaustausch
uber horizontalen Gentransfer innerhalb des Biofilms ist dabei ein moglicher Adaptationsvorgang,
um sich den vorliegenden Umgebungsfaktoren anzupassen.®! Zudem existiert eine interzellulare
Kommunikation namens ,,quorum sensing“, welche (ber die Detektion und Produktion von
Signalmolekdlen (,,quorum sensing molecules®) sowie Aktivierung von bestimmten Genen eine
Regulation der Zelldichte innerhalb des Biofilms ermdglicht.664-% Des Weiteren verweilen die
Mikroorganismen in einer metabolisch inaktiven Form (stationar bzw. sessil).6%%” Daher sind reife
Biofilme mit sessilen Erregern, im Gegensatz zur planktonischen Erregervariante, nur marginal

suszeptibel beziiglich einer Antibiotikatherapie (siehe Abbildung 2).6768

Abbildung 2: Entstehung und therapeutische Bedeutung des Biofilms adaptiert nach Dresing®
(mit Genehmigung durch Springer Nature)

a) Freischwebende (planktonische) Erreger (rot) adharieren an der Implantatoberflache. Im Zusammenhang mit
der Synthese einer umgebenden extrazellularen Polysaccharidmatrix erfolgt die Kolonisation (gelb).5°

b) Der resultierende dreidimensionale Biofilm bedeckt das Implantat und kann zur Freisetzung von planktonischen
und akkumulierten Mikroorganismen fiihren, welche wiederum neue Biofilme induzieren.
Bakterien innerhalb des Biofilms sind gegen Antibiotika (griin) geschitzt.®®

Zusammenfassend handelt es sich bei reifen Biofilmen um hochkomplexe, dreidimensionale
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Strukturen aus miteinander kommunizierenden Mikroorganismen inklusive der umgebenden
Polysaccharidmatrix, welche sowohl gegen die angeborene und erworbene Immunabwehr des
Patienten als auch die meisten Antibiotika resistent sind.6%616470.71 |n diesem Zusammenhang ist
zu erwahnen, dass eine asymptomatische Persistenz von Biofilmen maglich ist, sodass ein klinisch

inapparenter Verlauf nicht mit einer Heilung verwechselt werden darf.®°

Abhédngig von der Pathogenese resultiert eine Diversitdt an potenziellen Erregern, wobei
grampositive Mikroorganismen wie Staphylococcus aureus (30 %) und Koagulase-negative
Staphylokokken (22 %) die haufigsten Vertreter darstellen.®®%” Wahrend Friihinfektionen vor
allem durch hoch-virulente Pathogene wie Staphylococcus aureus und gramnegative Bakterien
(z. B. Escherichia coli) verursacht werden, sind Spatinfektionen durch niedrig-virulente
Entzindungen (,,low-grade*) mit Koagulase-negativen Staphylokokken (z. B. Staphylococcus
epidermidis) oder Propionibacterium acnes charakterisiert.>® Da persistierende Biofilme unter
anderem Osteolysen, septische Implantatlockerungen sowie Pseudarthrosen implizieren, ist eine
adaquate Diagnostik und Therapie obligatorisch.5!

Mechanisch nicht nachvollziehbare Pseudarthrosen sollten bis zur kontraren Verifizierung als
implantatassoziierte Infektion angesehen werden.>® Entgegen friiherer Annahmen hat sich gezeigt,
dass Biofilm-wirksame Antibiotika (Rifampicin bei grampositiven Bakterien sowie Ciprofloxacin
bei gramnegativen) existieren.t%% In den ersten sechs postoperativen Wochen (Friihinfekt) besteht
die Mdglichkeit den noch nicht vollstandig ausgereiften Biofilm mittels Antibiotikatherapie zu
eradizieren.t”’? Nach diesem Zeitraum (Spatinfektion) ist eine Heilung des Infektionsprozesses
lediglich durch einen Implantatwechsel realisierbar.®”> Die Europaische Gesellschaft fiir
klinische Mikrobiologie und Infektionskrankheiten (ESCMID) setzt in ihrer Leitlinie mit drei

Wochen ein strikteres Zeitlimit.”* Demnach ist eine friihzeitige Diagnose unabdingbar.®°

1.3.2 Konventionelle Untersuchungsmethoden

Wahrend eindeutige klinische Zeichen (Fistel, sichtbares Implantat), eine positive histologische
Analyse (erhdhte Anzahl an Granulozyten, Typ Il und Il der Klassifikation nach Krenn und
Morawietz) sowie signifikante mikrobiologische Erregernachweise (zum Beispiel gleicher
Mikroorganismus in mindestens 2 Gewebeproben durch kulturelle Anzucht) valide Kriterien
zur Definition einer implantatassoziierten Infektion darstellen, sind positive radiologische
Befunde und anamnestische Indizien lediglich hinweisgebend (siehe Tabelle 4).%6°8
Auch laborchemische Marker wie das CrP sind Anhaltspunkte fiir das Vorliegen einer 1AI.%

Aufgrund der niedrigen Sensitivitit und Spezifitit dient es aber lediglich als Screeningmethode.%®
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Der Goldstandard bleibt die mikrobiologische Untersuchung von Gelenkflussigkeit (Prothesen)
beziehungsweise intraoperativ gewonnenen Gewebebiopsien (Prothesen und Osteosynthesen).%®
Es wird empfohlen drei bis funf Proben von repréasentativem Gewebe (periimplantar) fir die
nachfolgende histologische und mikrobiologische Analyse zu entnehmen.>®® Dabei sollte
beachtet werden, dass die Biopsien optimalerweise nach einem antibiotikafreien Intervall von

mindestens zwei Wochen erfolgen.>8%

1.3.3 Moderne Diagnostik

Der Nachteil der Gewebebiopsien ist, dass ausschlieRlich eine Einbeziehung von planktonischen
Bakterien vorliegt.>®*® Da die sessilen Mikroorganismen innerhalb des Biofilms hingegen
nicht inkludiert werden, erscheint im Rahmen der Implantatentfernung die zusatzliche
Untersuchungsmethode namens Sonikation vielversprechend.®®8%° Bei diesem innovativen
Verfahren flihren Ultraschallwellen durch mechanische Vibrationen von mehr als 20 Kilohertz
(kHz) zu einer Ablosung des Biofilms von der Implantatoberflache innerhalb eines
Wasserbads.>®%86 Die Fliissigkeit, welche das Implantat umgibt, bezeichnet man als Sonikat.*
Sie kann anschliefend mittels mikrobiologischen Kulturen sowie molekularen Methoden wie der
PCR hinsichtlich Mikroorganismen analysiert werden.”® Der Infektionsnachweis mithilfe einer
PCR stellt ebenso wie die Sonikation eine neuartige, erfolgsversprechende Technik dar.%® Erstere
bietet unter anderem den Vorteil, dass sogar nach antibiotischer Vorbehandlung eine
Erregeridentifikation moglich ist.>®6! Der Nutzen dieser Diagnostikmethode ist nicht abschliefend

geklart, sodass weitere klinische Studien derzeit durchgefiihrt werden.%:°8

1.4 Grundlegende Erlauterungen zur Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basiert auf dem 1985 von Kerry B. Mullis entwickelten
Verfahren, welches eine Vervielféaltigung (Amplifizierung) der Erbinformation in Form von
doppelstrangiger Desoxyribonukleinsdure (DNS bzw. Englisch: DNA) ermdglicht.’#7
Dadurch kann ein spezifischer Bereich des genetischen Codes eines Organismus, analog der
natlrlichen DNA-Replikation, amplifiziert und nachfolgend aufgrund charakteristischer
Sequenzbereiche zum Nachweis von speziellen Organismen (z. B. Bakterien, Viren) verwendet

werden.”*"" Bei dieser Methode unterscheidet man drei Phasen (siehe Abbildung 3):747>78

1. Denaturierung: Durch Erhitzen auf ca. 94 °C wird die origindr doppelstrangige DNA
(template) in ihre komplementéren Einzelstrange aufgetrennt.

2. Hybridisierung (Annealing): AnschlieRend erfolgt eine Anlagerung von zwei
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synthetischen, spezifischen, kurzen DNA-Fragmenten an den fur die Untersuchung
relevanten Genbereich. Diese auch als Oligonukleotide oder Primer bezeichneten DNA-
Teilstlicke sind komplementér und binden sich an ihren jeweiligen Einzelstrang. Die daftr

notwendige Temperatur variiert in Abhangigkeit der Primer zwischen 40 und 70 °C.

3. Elongation: Mittels einer hitzestabilen DNA-Polymerase, welche aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird, kann bei ca. 72 °C durch den Einbau von
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) ein neuer, zum jeweiligen Einzelstrang
komplementarer DNA-Strang synthetisiert werden. Die Verldngerung (Elongation)
beginnt an dem freien 3°-OH Ende der Primer und erfolgt in Richtung des anderen Primers,
sodass final ein holotisches Duplikat des initialen DNA-Doppelstranges resultiert.”7>78

1 Zyklus
> I Doppelstrang-DNA
> I < (template, dunkelblau)
l Denaturierung
> I
Zywei Einzelstringe
= — |
Primer-Hybridizierung
(orange)
 —
3¢ 5¢
2 : Zywei Einzelstringe
56 ‘
- I ——
Elongation mittels
DNA-Polymerase (griin)
T ———tl
<5 5 Syntheze komplementirer
el e
3 5¢
" [———
st Zwei Produkte an
_——
3 5¢

| Ziel DNA dupliziert |

Abbildung 3: Prinzipieller, schematischer Ablauf eines PCR-Zyklus in drei Phasen, graphische Darstellung
in Anlehnung an Trampuz’” und Rassow’, 3= 3*-OH Ende, 5‘= 5“-OH Ende
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Nachfolgend werden diese drei Phasen mehrfach wiederholt, sodass bei jedem Zyklus
optimalerweise die betrachtete genetische Sequenz exponentiell multipliziert wird.”® Durch die
Applikation einer thermostabilen DNA-Polymerase muss man sie nur einmalig zu Beginn des
Verfahrens hinzufiigen.”>® Dies ermdglicht einen automatisierten Ablauf des Prozesses
(Polymerase-Kettenreaktion).” Nach 20 bis 40 Zyklen liegt demnach eine vielfache Menge
(= 106 bis 10*2) des urspriinglichen Erbguts vor, sodass eine PCR keine Limitationen beziiglich
minimaler Quantitit des Untersuchungsmaterials aufweist.”® Aufgrund von diversen Faktoren
(z. B. Aktivitatsverlust der Polymerase, Verbrauch an Primern und Nukleotiden) sind Zahlenwerte

im Bereich von 10° realistisch umsetzbar.”*"’

Zusammenfassend stellt die PCR eine Form der in vitro DNA-Replikation dar, welche sogar
geringfiigige Mengen von DNA erfassen kann.”® AnschlieRend kann ein Nachweis der
spezifischen DNA-Produkte mittels Verfahren wie Gelelektrophorese (anhand der Grofie),
Hybridisierung (mit internen Sonden) oder Sequenzierung (Analyse der Nukleotidsequenz)
realisiert werden.’*’® Via PCR wurden bereits Erregernachweise bei den Krankheitsbildern
Meningitis, Endokarditis, periprothetische Infektion und Pseudarthrose erzielt.”®%* Detaillierte
Informationen zu dem verwendeten Multiplex-PCR-Verfahren, inklusive der Erérterung der

Geréte, der Prozedur und des Erregerpanels, werden im Methodik-Teil ausfiihrlich deskribiert.

1.5 Fragestellungen und Zielsetzung der Arbeit

Bezliglich der Infektionsdiagnostik kritisiert die aktuelle Literatur den kulturellen Goldstandard
als nicht zufriedenstellend.?” So wurden bei periprothetischen Gelenkinfektionen (periprosthetic
joint infection, kurz: PJI) kulturelle Nachweisverfahren mit falsch-negativen Resultaten in 10 %
bis 30 % der Félle konstatiert.®> Weiterhin ist anzunehmen, dass die Rate an Infektpseudarthrosen
deutlich  unterschatzt wird.?” Folglich analysiert die Forschung derzeit neuere,
erfolgsversprechende Verfahren wie die Sonikation und PCR.?’ Das Ziel dieser Promotionsarbeit
ist die infektiologische Untersuchung von Pseudarthrose-Gewebeproben mittels einer speziellen
PCR-Variante (Multiplex-PCR). Die Gegenuberstellung dieser Resultate zu mikrobiologischen
und histologischen Befunden soll eruieren, welcher Stellenwert molekularen Methoden wie der
PCR in der Zukunft beigemessen werden kdnnte. Folglich ist die primére Fragestellung, inwiefern
sich die PCR-Analyse von periimplantaren Gewebeproben inferior, &quivalent oder superior zu
den konventionellen Diagnostikmethoden darstellt und wie ausgepréagt der Anteil an
Infektpseudarthrosen wirklich ist. Sekundar wird exploriert, inwiefern die Applikation der

Sonikation bei Osteosynthesen ein valides Diagnostikmittel zur Pathogendetektion darstellt.
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2 Methodik

2.1 Studiendesign

2.1.1 Studiencharakter, Studienpopulation sowie Ein- und Ausschlusskriterien

Der Inhalt dieser Dissertation basiert auf einer klinischen Studie mit insgesamt 38 Patienten nach
osteosynthetischer Versorgung, die an der Charité - Universitatsmedizin Berlin durchgefiihrt
wurde. Zur Realisierung des Ziels dieser klinischen Laborarbeit entnahmen die Operateure bei
allen Patienten im Zeitraum von Mai 2014 bis April 2016 zusatzlich zum Implantat einen
Implantatabstrich und mehrere periimplantére Gewebebiopsien, wobei die Intention, in Anlehnung
an die aktuelle Literatur, optimalerweise eine Gewinnung von mindestens drei Proben darstellte.?’
Diese konnten anschlieBend, ebenso wie die Implantate selbst, mittels unterschiedlicher

diagnostischer Methoden auf die Existenz von Infektionen untersucht werden (siehe 2.2 und 2.3).

Zusammenfassend inkludierten wir in diese Studie Patienten, welche ein Mindestalter von
18 Jahren aufwiesen und aufgrund einer medizinischen Indikation (z. B. Vorliegen einer
Pseudarthrose) oder des expliziten Patientenwunsches eine Implantatentfernung absolvierten.
Die Explantationen erfolgten hierbei aus verschiedensten Regionen der unteren sowie oberen

Extremitaten. Auch beziiglich des Osteosynthesenmaterials gab es keine Einschrankungen.

Als Ausschlusskriterien sind ein Alter von weniger als 18 Jahren, das Fehlen von histologischen
und mikrobiologischen Befunden sowie der Mangel an Probenmaterial fir eine PCR-Analyse zu
nennen. Eine fehlende knécherne Konsolidierung zwischen vier und sechs Monaten werteten wir

als verzogerte Frakturheilung (keine Pseudarthrose).

Alle teilnehmenden Patienten wurden bezlglich des operativen Eingriffs aufgeklart und
bescheinigten ihr Einverstdndnis zur Partizipation an der Studie. Eine Zustimmung der
Ethikkommission liegt vor (Antragsnummer: EA1/050/14).

Der Inhalt dieser Arbeit entspricht den Standards zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis

der Charité.®

2.1.2 Gruppeneinteilung

Anhand der préoperativen klinischen und radiologischen Befunde erfolgte die Klassifizierung in

drei unterschiedliche Gruppen (siehe Abbildung 4).
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1. Patienten, welche klinische Hinweise auf das Vorliegen einer Pseudarthrose zeigten
(Implantatversagen, posttraumatisch-persistierende Belastungsinsuffizienz inklusive
Schmerzen oder Instabilitdt) und im radiologischen Befund eine unzureichende ossare
Konsolidierung tber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten aufwiesen, wurden in

die ,,Pseudarthrosen-Gruppe* eingeordnet (Subpopulation n = 17).

2. Présentierten sich die Patienten praoperativ bereits mit klinischen Infektzeichen (Rétung,
Schwellung, Uberwéarmung oder Fistel in der Nahe der Fraktur bzw. der Osteosynthese),
erfolgte unter Inklusion laborchemischer Parameter (CrP) eine Zuordnung in die ,,Infekt-

Gruppe* mit dem Verdacht einer implantatassoziierten Infektion (Subpopulation n = 6).

3. Eine weitere Teilmenge stellten die geplanten, elektiven Implantatentfernungen dar,
welche eine radiologische Frakturkonsolidierung sowie keine Kklinischen Infektzeichen
offerierten. Diese Patienten mit mechanischen Irritationen als Explantationsindikation

dienten als ,,Kontroll-Gruppe* (n = 15).

) Y

E G I lati
Population e
I ™
. Pseudarthrosen-Gruppe Infekt-Gruppe Kontroll-Gruppe
Unterteilung e e e,

Abbildung 4: Ubersicht der Gruppeneinteilung, n = Anzahl der Patienten innerhalb einer Gruppe

Zur Uberpriifung der Gruppenvergleichbarkeit, wurde eine Gegeniberstellung der Alters-
(arithmetisches Mittel, Minimum, Maximum) und Geschlechterverteilung (weiblich, mé&nnlich)
sowie der Lokalisationen (nach AO Klassifikation) als komparable Parameter durchgefihrt
(siehe Tabelle 7).

2.1.3 Infektionsdefinition

Basierend auf den diagnostischen Untersuchungen erfolgte eine postoperative Unterscheidung
bez. des Infektionsstatus. In Anlehnung an die beschriebenen Charakteristika einer 1Al (Tabelle

4), wurden folgende Kriterien als positiv fiir die Prasenz einer manifesten Entziindung gewertet:
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1. identischer Erregernachweis in mindestens zwei mikrobiologischen Proben eines Patienten

(Kulturen periimplantarer Gewebeproben, Implantatabstriche oder des Sonikats),
2. positiver histopathologischer Infektionsnachweis.

Der anhand dieser Kriterien determinierte Infektionsstatus diente nachfolgend bei jeder Gruppe
als Grundlage zur Bestimmung der Korrektheit und Aussagekraft der jeweiligen diagnostischen
Befunde beziehungsweise Methoden. Fir jede Gruppe sowie die Gesamtpopulation wurde eine

individuelle Auswertung angefertigt (siehe Ergebnisse).
2.2 Laborarbeit mit Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion

2.2.1 Allgemeine Laborbedingungen, Probenlagerung und Probenvorbereitung

Die PCR-Analysen wurden im Berlin-Brandenburg Centrum fiir Regenerative Therapien (BCRT)
durchgefihrt. Zur Gewahrleistung einer sachgerechten und sterilen Laborarbeit erfolgten die
Probenvorbereitung sowie Experimente in Laborrdumen mit der Biologischen Schutzstufe 2
(BSL 2). Die Gewebeproben lagerten dabei bis zur Untersuchung im Kihlfach bei -80 °C.
Erst unmittelbar vor der definitiven Messung wurde das entsprechende Probengefa aus dem

Kihlschrank entnommen und in einer Transportbox zur Sicherheitswerkbank beférdert.
Benotigte Utensilien flr die Realisierung einer Messung stellten sich wie folgt dar:

e ProbengefaR inklusive Gewebeprobe,

e Transportbox (Well Tube Box — Firma Heathrow Scientific),

e Handedesinfektionsmittel sowie Kohrsolin 3 % zur Desinfektion der Arbeitsflache und

Arbeitsmaterialien,

e Schutzkleidung: Medizinische Handschuhe (Braun Vasco® Nitril long sterile), OP Mantel
(Medline OPS™ UltraGard OP-Mantel), Uberschuhe (Dahlhausen),

e Dbiologische Sicherheitswerkbank (Thermo Scientific™ Safety Cabinet Class Il) inklusive
Abwurfbehalter, steriler Petrischale und steriler Einmal-Impfése (VWR),

¢ Pipette sowie sterile Pipettenspitzen (Eppendorf),

e steriles Einmal-Sicherheitsskalpell (Aesculap®-Braun).
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Weiterhin wurden von der Firma Curetis (Curetis GmbH, Holzgerlingen, Deutschland)
nachstehende Gerite inklusive Zubehor verwendet: 8”88

e Unyvero Cockpit, Analyzer und Lysator (Gerate flir PCR-Analyse, siehe Abbildung 5a),

e Unyvero ITI Cartridge (Inhalt: Reagenzien fur DNA-Isolierung und -Aufreinigung,
Primer, Hybridisierungs- und Waschpuffer, Oligonukleotide fiir Detektion, siehe Abb. 5b),

e Unyvero Sample Tube (finales Analysegefal? der Gewebeprobe, enthélt Glaskiigelchen

und Puffer zur Probenverflissigung sowie bakteriellen Lyse),
e Unyvero Sample Tube Cap (Verschlussfunktion, enthalt Proteinase K und Kontrollgen),
e Unyvero Sample Tube Holder (Halterungsfunktion),

e Unyvero Sample Pre-Treatment Tool (Hilfsmittel zur Probenvorbereitung),

e Unyvero Master Mix Tube (enthalt Reagenzien fir DNA-Amplifikation,
z. B. thermostabile DNA-Polymerase, PCR-Puffer und Nukleotide).

Abbildung 5: Graphische Ubersicht zu Unyvero Geraten (5a) und Darstellung der Unyvero ITI Kartusche (5b)
(mit freundlicher Genehmigung durch Mitarbeiter von Curetis, Abbildungen: © Curetis GmbH)

5a) Unyvero Geréte von links nach rechts: Lysator, Cockpit, Analyzer (mit 2 Einschiiben)
5b) Unyvero Kartusche mit interner Separation: Integrierte Container fiir DNA-Isolation und -Aufreinigung

(DNA purification), acht unabhéngige Kammern flr die Multiplex-Endpunkt-PCR (PCR-set-up) sowie finalem
Amplikonnachweis tiber Hybridisierung auf Membranarrays (Multiplex PCR with array detection)®’

Die Aufbewahrung von Unyvero ITI (Implant & Tissue Infection) Cartridge, Unyvero Sample

Tube, Unyvero Sample Tube Cap sowie Unyvero Sample Pre-Treatment Tool fand,
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entsprechend den Hinweisen der Firma Curetis, bis zur Benutzung bei ca. +20 °C statt.?’
Das Unyvero Master Mix Tube hingegen erforderte eine Lagerung bei -20 °C.%" Der Auftauprozess

wurde wie empfohlen 30 Minuten vor der Verwendung bei Raumtemperatur realisiert.8’

Nach der Einkleidung mit den Sicherheitsutensilien (Handschuhe, OP-Mantel, Uberschuhe)
inklusive vorheriger hygienischer Handedesinfektion erfolgte entsprechend den Anweisungen des
Benutzerhandbuches von Curetis innerhalb der Sicherheitswerkbank ein Probentransfer vom
initialen Probengefd? in das Unyvero Sample Tube (finales Probengefd? fir die
PCR-Analyse).®” Da die periimplantire Gewebeprobe fiir die Analyse lediglich eine maximale
Grolke von 3 mm x 3 mm x 3 mm (27 mm3) aufweisen darf, war als Zwischenschritt zunachst eine
Praparation notwendig.®” Mittels eines Einmal-Sicherheitsskalpells wurde die Gewebeprobe auf
einer neuen, sterilen Petrischale in mehrere Einzelstiicke zerkleinert. Lagen von einem Patienten
mehrere Gewebebiopsien fur die PCR-Analyse aus dem identischen Kérperareal vor, wurde das
Prozedere analog fiir diese auf der gleichen Petrischale realisiert. Final existierten somit multiple
Gewebeteilsticke eines Patienten auf einer Petrischale. Um eine moglichst reprasentative
Gewebeprobe fiir die PCR-Analyse zu erhalten, erfolgte eine Zusammenstellung verschiedener

Teilstlicke zu einem resultierenden Endstiick unter Beachtung der maximal erlaubten GroRe.

Dafir wurden die selektierten Segmente mithilfe eines sterilen Einmal-Sicherheitsskalpells und
einer sterilen Einmal-Impfose akkumuliert. Nach dem Entfernen des Unyvero Sample Tube
Transport Cap (Transportkappe) konnte die finale Gewebeprobe mittels des Skalpells und der
Einmal-Impfoése direkt in das Unyvero Sample Tube transferiert werden (siehe Abbildung 6,
Schritt 1).8” AbschlieRend war, entsprechend der Benutzeranleitung von Curetis, eine zusatzliche
Zufiihrung von 150 ul Puffer aus dem Unyvero Sample Pre-Treatment Tool Uber eine Pipette mit
steriler Pipettenspitze notwendig (Abbildung 6, Schritt 2).8” Das Aufsetzen eines neuen Unyvero

Sample Tube Cap vollendete die Praparation.?’

Als Hilfsmittel bei diesen VorbereitungsmaRnahmen diente ein Unyvero Sample Tube Holder,
welcher mit vier Unyvero Sample Tube Einschubléchern sowie dahinter lokalisierten,
unterschiedlich groRen Offnungen sowohl eine Halterungsmaglichkeit fiir primare Probengefake
als auch das Unyvero Sample Tube offerierte.®” Zur Gewahrleistung einer kontaminationsfreien
Arbeit wurden neben der Desinfektion der Arbeitsmaterialien und -flachen (Kohrsolin 3 %)
flir jede Préparation von Gewebeproben eines Patienten neue, sterile Utensilien (z. B. Handschuhe,
Petrischale, Skalpell, Einmal-Impfése, Pipettenspitzen) verwendet. Fir die Entsorgung spitzer

Materialien stand ein Abwurfbehélter bereit.
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2.2.2 Probenanalyse, Ergebnisdarstellung und Probennachbereitung

Im Anschluss an die Praparation folgte die Analyse mittels Unyvero Cockpit, Analyzer und
Lysator (siehe Abb. 5a). Uber das Cockpit lieR sich fiir jede Probe manuell die Anwendung (,,ITI®),
die Indikation (,,Orthopddie*), der Probentyp (,,Gewebe®) sowie eine Zahlen- und Buchstaben-
kombination zur Patientenidentifizierung einstellen.8” Der Barcode-Scan des Unyvero Sample
Tube am Cockpit gab anschlieRend eine Offnung des Lysators frei, in welcher sie nach korrekter
Platzierung eingeschoben bzw. hineingedriickt wurde (siehe Abb. 6, Schritt 3).8” Nach manuellem
Verschluss des Lysator-Deckels startete die Lyse der Gewebeprobe fiir circa 30 Minuten.®’
Der aktuelle Stand und die verbleibende Restzeit waren stets ber das Display des Cockpits
einsehbar. In der Zwischenzeit wurde das bei -20 °C gelagerte Unyvero Master Mix Tube aus dem

Kiihlfach entnommen, da die empfohlene Zeit zum Auftauen mindestens 30 Minuten betragt.8’

An die abgeschlossene Lyse schloss sich das Herausnehmen des Unyvero Sample Tube mit
nachfolgendem finalen Zusammenbau der Unyvero ITI Cartridge (deutsch: Kartusche) an.®’
Letztere besaB zwei Offnungen — eine fiir das Unyvero Sample Tube sowie eine weitere fiir
das Unyvero Master Mix Tube (siehe Abbildung 5b).8” Diese wurden in den jeweiligen Einschub
hineingedriickt, sodass die Kartusche nun alle fiir die Messung essenziellen Komponenten
enthielt.®” Da sie ab diesem Moment ein geschlossenes System darstellte, existierte nachfolgend
kein nennenswertes Kontaminationsrisiko.®” AbschlieRend wurde die Kartusche am Cockpit
gescannt und danach in das angezeigte Einschubloch im Analyzer eingefihrt (siehe Abbildung 6,
Schritt 4).8” Innerhalb der Kartusche fand dann der eigentliche Prozess der biochemischen
Multiplex-PCR statt, welcher circa vier Stunden andauerte.” Der Analyzer selbst beinhaltete keine

Reagenzien oder Abfallstoffe.®® Er diente zur Prozessierung der Messung in der Kartusche.®

Nach einer initialen DNA-Aufreinigung folgte die Multiplex-PCR in acht unabhangigen Kammern
(siehe Abb. 5b).8” Jede dieser Kammern enthielt spezifische genetische Marker fiir die Detektion
von Mikroorganismen und Antibiotikaresistenzen.®” Die Besonderheit der Multiplex-PCR ist darin
anzusehen, dass wéhrend einer Messung durch das Vorliegen multipler spezifischer Primer und
Sonden mehrere relevante DNA-Abschnitte parallel vervielfaltigt (spezifische Amplifikation)
sowie anschlieBend nachgewiesen werden konnen (spezifische Hybridisierung).’”:8%°
Dies ermdglichte eine rapide, simultane Analyse von Pathogenen und Resistenzgenen der
Gewebeprobe.®® Die amplifizierten DNA-Areale inklusive ihrer fluoreszenz-markierten Primer
hybridisierten anschliefend mit spezifischen Gensonden, welche sich an den porésen Membran-
Arrays befanden (siehe Abb. 6, Teilschritte von Schritt 4).87:9091
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Abbildung 6: Grundlegender Ablauf der Laborarbeit entsprechend des Laborhandbuches von Curetis®’
(mit freundlicher Genehmigung durch Mitarbeiter von Curetis, einzelne Abbildungen: © Curetis GmbH)

Schritt 1: Transfer der zuvor praparierten Gewebeprobe in das Unyvero Sample Tube

Schritt 2: Addition des Unyvero Sample Pre-Treatment Tool mittels Pipette

Schritt 3: Einsetzen des Unyvero Sample Tube in den Lysator-Einschub

Schritt 4: Nach endgultigem Zusammenbau der Kartusche folgt die Untersuchung im Analyzer

(Teilschritte: spezifische Amplifikation und Hybridisierung mit Identifikation von Pathogenen und Resistenzen)

Prasentation des Progresses (unten rechts) sowie der Detektionen (unten links: obere Halfte fir Pathogene, untere
Halfte fur Antibiotikaresistenzen) jeder analysierten Probe via Cockpit, Mdglichkeit der individuellen Inspektion

Diese Vorgéange wurden automatisch in der Kartusche prozessiert, sodass final anhand der
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Array-Hybridisierung und der maschinell gesteuerten, optischen Analyse des Fluoreszenz-Signals
ein qualitativer Pathogennachweis resultierte.8%0%2 Der Fortschritt sowie die Vollendung der
Analyse wurden, analog zu den Vorgangen bei der Lyse, auf den Displays der Gerate angezeigt.®’
Nach der Fertigstellung einer Messung war die Entnahme und Entsorgung der Kartusche
erforderlich.8” Abschlieend lieR sich tiber das Cockpit fiir jede analysierte Gewebeprobe eine
Auflistung aller detektierten Mikroorganismen inklusive der Antibiotikaresistenzen anzeigen
(sieche Abbildung 6 unten links).®” Zur Bestimmung dieser Resistenzen dienten verschiedene
Resistenzmarker.®” Dies sind Gene, welche unter anderem iiber Plasmide zwischen den
Mikroorganismen transferiert werden konnen und deren Gegenwart mit Resistenzen gegen
spezielle Antibiotikaklassen korreliert (zum Beispiel ermA fir Makrolide, mecA fur Oxacillin,
vanA fiir Glykopeptide, kpc und oxa-48 fiir Carbapeneme sowie aacA4 fiir Aminoglykoside).8’
Die Darstellung der Pathogene auf dem Ubersichtsbildschirm erfolgte unterteilt in ,,Gram-

positive” und ,,Gram-negative* Bakterien sowie ,,Andere/Fungi.?’

Weiterhin lieB3 sich eine detailliertere Gruppierung in ,,Gram-positive Bakterien®,
,Non-fermenting bacteria®“, ,,Anaerobier®, ,,Enterobacteriaceae*, ,,Corynebacteriaceae“ sowie
,Fungi abrufen, bei der zusétzlich auch quantitative Angaben anhand der gemessenen
Signalintensitaten offeriert wurden (Nachweisgrenze fiir die meisten Erreger: 10* bis 10°
Pathogene pro ml).8” Eine Ubersicht aller mittels einer Unyvero ITI Cartridge detektierbaren
Mikroorganismen ist in der Tabelle 5 enumeriert.2” Hervorzuheben ist hierbei, dass nicht nur
eine Vielzahl an Erregern detektiert werden konnte, sondern auch typische Biofilm-Erreger
(Propionibacterium acnes, Staphylococcus spp., Pseudomonas spp. sowie Candida spp.) im

Erregerpanel enthalten waren.%%%

Zur Gewahrleistung valider Ergebnisse existierten Mechanismen, welche die Korrektheit jeder
Messung priften. Lag kein suffizienter Nachweis des Kontrollgens (keine signifikante Homologie
zu anerkannten Sequenzen) vor, welches in jeder der acht Kammer prasent war, erfolgte
automatisch eine Kennzeichnung fir das Vorliegen invalider Analyte beziehungsweise Resultate
der betroffenen Kammer.®” Auch bei der Arraydetektion gab es Kontrollvorgange, welche bei
Irregularititen ebenfalls die Ergebnisse als ,,invalide* charakterisierte.®” Final konnten die
Resultate der Messungen als PDF-Dateien (Portable Document Format) exportiert werden.®’
Der gesamte Prozess von der Praparation bis zur VVollendung der Messung beanspruchte circa finf
Stunden. Da im Analyzer selbst keine Riickstdnde hinterblieben, war abschliel3end lediglich eine

Entsorgung der Kartusche mit den darin enthaltenen Abfallstoffen notwendig.%
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Tabelle 5: Ubersicht detektierbarer Mikroorganismen mittels Unyvero ITI Kartusche, in Anlehnung an Curetis®’

Gram-positive Staphylococcus aureus Fungi Candida spp.”
Bakterien e Coagulase negative e Candida albicans
staphylococci® e Candida glabrata
e Streptococcus spp.? e Issatchenkia.orientalis
e Streptococcus agalactiae (C. krusei)
e Streptococcus e Candida tropicalis
pneumoniae

e Streptococcus pyogenes /
dysgalactiae

e Granulicatella adiacens

e Abiotrophia defectiva

e Enterococcus spp.®

e Enterococcus faecalis

Corynebacteriaceae

Corynebacterium spp.* Nonfermenter e  Acinetobacter baumannii
complex®
e Pseudomonas aeruginosa

Enterobacteriaceae e  Citrobacter freundii / Anaerobier e Propionibacterium acnes
koseri e Finegoldia magna
e Escherichia coli e Bacteroides fragilis group®
e Enterobacter cloacae
complex®

e Enterobacter aerogenes
e Proteus spp.®

e Klebsiella pneumoniae
e Klebsiella oxytoca

e Kilebsiella variicola

Universal Bacteria (Universalprimerpaar zur Detektion von Bakterien)

Legende:
Linkl. S. saprophyticus, S. hominis, S. epidermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. capitis, S. lugdunensis
2 inkl. S. pneumoniae, S. mitis, S. pyogenes, S. agalactiae, S. sanguinis, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae,
S. dysgalactiae subsp. equisimilis, S. gordonii
3 inkl. E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. avium, E. hirae, E. durans, E. raffinosus
4inkl. C. jeikeium, C. belfanti, C. amycolatum, C. striatum, C. aurimucosum
5 inkl. E. cloacae, E. amnigenus, E. asburiae, E. hormaechei
®inkl. P. vulgaris, P. mirabilis, P. penneri, P. hauseri
"inkl. C. albicans, C. tropicalis, C. orthopsilosis, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. viswanathii,
C. metapsilosis, C. labiduridarum, C. theae sowie Lodderomyces elongisporus,
Schwanniomyces etchellsii, Millerozyma farinosa, Schwanniomyces occidentalis,
Yamadazyma triangularis, Phaeosphaeria nodorum (Universalprimerpaar fiir Fungi)
8inkl. A. baumannii, A. oleivorans, A. calcoaceticus, A. pittii
% inkl. B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, B. uniformis
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2.3 Ubersicht zur Durchfiihrung der Vergleichsuntersuchungen

Um die Ergebnisse der PCR-Analysen objektiv evaluieren zu konnen, wurden zudem
konventionelle Untersuchungsmethoden (mikrobiologische Analysen von periimplantarem
Gewebe und Implantatabstrich sowie histopathologische Befundung) durchgefiihrt. In diesem
Zusammenhang erfolgte auch eine zusatzliche kulturelle Anzucht und Begutachtung der
Sonikationsflissigkeit (Sonikat) der explantierten Osteosynthese. Die VVorgehensweise bei diesen

Verfahren war analog zu bereits beschriebenen Studien an der Charité in der Vergangenheit.%3%

Fur die mikrobiologische Untersuchung entnahmen die Operateure zwei bis finf periimplantére
Biopsien pro Patient, wobei makroskopisch infektionssuspekte Areale praferiert wurden. Auch ein
Implantatabstrich wurde durchgefiihrt. Daraufhin folgte der sterile Probentransport zum Institut
flr Mikrobiologie und Hygiene der Charité - Universitatsmedizin Berlin. Dort beurteilten Experten
mithilfe von standardisierten Agarplatten (z. B. Kochblut-Agar, Wilkins-Chalgren Agar,
MacConkey-Agar) eine potenzielle Prasenz von Mikroorganismen. Um auch langsam wachsende

Erreger zu detektieren, umfasste der Zeitraum der Anzucht 14 Tage.%>%

Die explantierten Osteosynthesen wurden vorubergehend in sterilen, erst unmittelbar zuvor
eroffneten Polypropylen-Behaltern (mit Ringer-Losung gefullt) bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Anschlielend waren diese bis zur Untersuchung (maximal 6 Stunden nach der Entfernung)
luftdicht verschlossen. Die Sonikation vollzog ein Ultraschallgerit von BactoSonic® der Version
14.2 (BANDELIN electronic GmbH, Berlin, Deutschland).® Das applizierte Kontaktfliissigkeits-
Konzentrat (TICKOPUR TR 3, 250 ml, BANDELIN electronic GmbH, Berlin, Deutschland)
diente dabei zur Optimierung der Leitfahigkeit von Ultraschallwellen.®* Nach initialer
Durchmischung fir 30 Sekunden mittels einer VVortex-Apparatur erfolgte die Sonikation (40 kHz)
fiir drei Minuten bei einer Intensitit von 100 %.%° Ziel dieses Verfahrens war die Abldsung der
Mikroorganismen von Implantatoberflichen, sodass die resultierende Flissigkeit des
Ultraschallbads (Sonikat) mikrobiologisch analysiert werden konnte.%® Dazu wurden circa 24 ml
des Sonikats mithilfe einer sterilen Spritze aspiriert und anschlieRend gleichmaRig in aerobe und
anaerobe BD BACTEC™ PLUS Blutkulturflaschen (Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, New Jersey) sowie in eine sterile Spritze aufgeteilt. Additiv zur Inkubation in den
Blutkulturflaschen fand, analog zu den mikrobiologischen Analysen der Gewebeproben und
Implantatabstriche, eine kulturelle Anzucht auf standardisierten Agarplatten im Institut fir
Mikrobiologie und Hygiene der Charité - Universitdtsmedizin Berlin statt. Zur Detektion und

Prévention von Kontaminationen wurden in regelméaRigen Abstédnden negative Kontrollproben
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(leere Polypropylen-Behélter) eingesendet. %%

Die Grundlage der histopathologischen Analyse stellten die intraoperativ gewonnenen,
periimplantaren Gewebeproben dar, welche bei Prothesen auch als periprothetische Membran
deklariert werden. Letztere ist definiert als zwischen Prothese und Knochen lokalisierter
Bindegewebesaum.®® Sie entsteht unter anderem durch das Vorliegen von Abriebpartikeln
des Implantats (aseptisch) oder bakterielle Kontagion (septisch).” Die Gewebebiopsien wurden
in Formalin (4 %) fixiert, nachfolgend in Paraffin eingebettet und in ca. 5 um dicke Anschnitte
segmentiert. Nach der Einfarbung mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Féarbung) erfolgte die
lichtmikroskopische Begutachtung. Neben einer allgemeinen, infektionsfokussierten Beurteilung
wurde hinsichtlich der periprothetischen Membran die Klassifikation nach Morawietz verwendet,
welche vier grundlegende Typen unterscheidet (siehe Tabelle 6).% Dabei erhérten sowohl der Typ
Il (infektidser Typ) als auch der Typ Il (Mischtyp: Abriebinduziert/Infektiés) den Verdacht einer

Infektion.%89°

Tabelle 6: Histopathologische Konsensus-Klassifikation der periprothetischen Membran nach Morawietz%

Histopathologischer Typ Charakteristika

Typ I: Abriebinduzierter Typ e  Nachweis von Fremdkorperpartikeln (Prothese)
o Infiltration von Makrophagen und multinukleédren Riesenzellen
(Anteil > 20 % der Membran), enthalten die Fremdkéorperpartikel

Typ I1: Infektidser Typ Granulationsgewebe mit neutrophilen Granulozyten und Plasmazellen

Typ Il1: Mischtyp e Merkmale von Typ | und II liegen simultan vor (Kombination | und II)

Typ 1V: Indifferenztyp Kriterien fir Typ | und Il nicht erfallt

e Vorliegen von Bindegewebe (zellarm, kollagenfaserreich)

2.4 Statistische Auswertung

Zur Datenkollektion wurde das Programm Microsoft® Excel® 2016 (Microsoft Cooperation,
Washington, USA) verwendet. Auch die statistischen Parameter wie Sensitivitaten, Spezifitaten,
positiv pradiktive Werte (PPV) sowie negativ pradiktive Werte (NPV) fiir die einzelnen Gruppen

und die Gesamtpopulation konnten damit ermittelt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Diese Arbeit beinhaltet die Untersuchung von Proben, die von 38 Patienten gewonnen wurden.
Den grofiten Anteil bildete die eigentliche Untersuchungsgruppe der Pseudarthrosen mit
17 Personen beziehungsweise 45 % (siehe Tabelle 7). Als Vergleichsgruppen dienten die

Kontroll-Gruppe mit 15 Individuen (40 %) sowie die Infekt-Gruppe mit 6 Personen (16 %).
Tabelle 7: Ubersicht der Patientencharakteristika unter Beriicksichtigung verschiedener Studiengruppen

Klinische Studiengruppen

Parameter der _
Studienteilnehmer/innen Gesamtpopulation |  Pseudarthrosen Infekt Kontrolle
D L e

Populationsgrofie (%) 38 (100,0) 17 (44,7) 6 (15,8) 15 (39,5)

Alter (in Jahren)
Arithmetisches Mittel 49,8 42,6 74,8 47,8
Minimum / Maximum 24 /100 24 [ 72 53 /100 24171

Geschlechtsverteilung (%)
Weiblich 18 (47,4) 6 (35,3) 3(50,0) 9 (60,0)
Maénnlich 20 (52,6) 11 (64,7) 3(50,0) 6 (40,0)

Lokalisation nach AO (%)

11 6 (15,8) 2 (11,8) 1(16,7) 3 (20,0)
21 3 (7,9 1 (59) 0 (0 2 (13,3)
22 1 (26) 1 (59) 0 (0 0 (0)
23 2 (53) 0 (0 0 (0 2 (13,3)
32 3 (7,9 3 (17,6) 0 (0 0 (0)
33 4 (10,5) 3 (17,6) 1(16,7) 0 (0)
41 2 (53) 1 (59) 1(16,7) 0 (0)
42 5 (13,2) 1 (59) 1(16,7) 3 (20,0)
43 8 (21,1) 2 (11,8) 2(333) 4(26,7)
152 4 (10,5) 3 (17,6) 0 (0 1 (67)

Legende: Die Prozentangaben wurden gerundet, weshalb die Addition der Werte nicht stets exakt 100 % ergibt.

Die verschiedenen Parameter der unterschiedlichen Studiengruppen sind in der Tabelle 7
dargestellt. Das Durchschnittsalter der Gesamtpopulation betrug 49,8 Jahre [24 bis 100 Jahre].
Die einzelnen Subpopulationen wiesen dabei folgende Werte auf: Pseudarthrosen-Gruppe
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42,6 Jahre, Infekt-Gruppe 74,8 Jahre sowie Kontroll-Gruppe 47,8 Jahre. Die &lteste Patientin
(100 Jahre) gehdrte der Infekt-Gruppe an.

Insgesamt wurden 18 Frauen (47,4 %) und 20 Méanner (52,6 %) inkludiert. Ahnliche Verteilungen
ergaben sich in der Pseudarthrosen-Gruppe mit sechs Frauen sowie elf Ménnern (35,3 % bzw.
64,7 %) und in der Infekt-Gruppe mit drei Frauen und drei Mannern (jeweils 50 %). Lediglich in
der Kontroll-Gruppe war der Anteil der weiblichen Teilnehmerinnen gréf3er (neun Frauen sowie
sechs Manner mit 60,0 % bzw. 40,0 %).

Hinsichtlich des betroffenen Areals erwiesen sich in der Gesamtpopulation der
distale Unterschenkel (AO 43 mit 21,1 %) und der proximale Humerus (AO 11 mit 15,8 %) als
haufigste Lokalisationen (siehe Tabelle 7). In der Pseudarthrosen-Gruppe stellten die Clavicula,
der Femurschaft und das distale Femur (AO 152, AO 32 und AO 33 mit jeweils

17,6 %) die mehrheitlich erfassten, einzelnen Knochenregionen dar.

3.2 Ubersicht der diagnostischen Untersuchungsbefunde

Die Proben aller 38 Patienten wurden mithilfe unterschiedlicher diagnostischer Methoden
(Histopathologie und Kultur des periimplantaren Gewebes, Kultur des Sonikats, Kultur des
Implantatabstrichs sowie Multiplex-PCR von periimplantarem Gewebe) hinsichtlich des

Vorliegens einer Infektion analysiert. Die Ergebnisse sind der Tabelle 8 zu entnehmen.

Fur jeden Patienten lagen Befunde der kulturellen Anzucht des periimplantaren Gewebes und des
Sonikats vor. Mikrobiologische Analysen von Implantatabstrichen fehlten bei neun Patienten.
Des Weiteren existierten bei finf Patienten keine histopathologischen Befunde. Analysen mittels
PCR wurden bei 25 Patienten durchgefiihrt, wobei alle 17 Individuen der Pseudarthrosen-Gruppe

enthalten waren (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8: Ubersicht der Resultate aller diagnostischen Untersuchungsmethoden (geordnet nach Gruppe, Erfiillung der Infektionskriterien, PCR-Resultat)

Nr. Gruppe Erfullung Histopathologie Kultur Kultur Kultur (Gewebe Multiplex-PCR
der IK (nach Morawietz) (Sonikat) (Implantatabstrich) periimplantar) (Gewebe)
18  Pseudarthrose Ja - Staph. epidermidis Staph. epidermidis Staph. epidermidis [2x] Koagulase-negative
Staphylokokken
20  Pseudarthrose Ja Typ IV Staph. saccharolyticus Anaerobe grampositive Kein Erregernachweis Propionibacterium acnes
Kokken (0.n.A.)

35  Pseudarthrose Ja Typ IV Staph. warneri Kein Erregernachweis Propionibacterium acnes [3x] ~ Propionibacterium acnes
1 Pseudarthrose Ja Typ | Propionibacterium acnes - Micrococcus luteus [2x] Kein Erregernachweis
3 Pseudarthrose Ja Typ IV Staph. epidermidis Staph. epidermidis Staph. epidermidis [2x] Kein Erregernachweis
13  Pseudarthrose Ja Typ Il Staph. aureus Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis

Staph. epidermidis

19  Pseudarthrose Ja Typ Il Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Staph. aureus Kein Erregernachweis
Strept. dysgalactiae

32 Pseudarthrose Ja Typ IV Staph. epidermidis Staph. epidermidis Propionibacterium acnes Kein Erregernachweis
Propionibacterium acnes

37  Pseudarthrose Ja Typ Il Staph. lugdunensis Staph. lugdunensis Staph. lugdunensis [2x] Kein Erregernachweis

Legende: IK = Infektionskriterien, Staph. = Staphylococcus, Strept. = Streptococcus, 0.n.A. = ohne nahere Angabe, Angaben in eckigen Klammern symbolisieren multiple Nachweise
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Fortsetzung Tabelle 8: Ubersicht der Resultate aller diagnostischen Untersuchungsmethoden (geordnet nach Gruppe, Erfiillung der Infektionskriterien, PCR-Resultat)

Nr.

16

11

21

24

28

34

38

Legende: IK = Infektionskriterien, Staph. = Staphylococcus, Strept

Gruppe

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Pseudarthrose

Erfillung
der IK

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Histopathologie
(nach Morawietz)

Typ |

Typ IV

Typ |

Typ IV

Typ IV

Typ IV

Kultur
(Sonikat)

Kein Erregernachweis
Staph. epidermidis
Mikrokokken (0.n.A.)
Propionibacterium acnes
Staph. hominis
Propionibacterium acnes
Staph. capitis
Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis
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Kultur

(Implantatabstrich)

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Propionibacterium acnes

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kultur (Gewebe
periimplantar)

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis
Staph. epidermidis
Kein Erregernachweis
Kein Erregernachweis
Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Multiplex-PCR
(Gewebe)

Koagulase-negative
Staphylokokken

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

. = Streptococcus, 0.n.A. = ohne nahere Angabe, Angaben in eckigen Klammern symbolisieren multiple Nachweise
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Fortsetzung Tabelle 8: Ubersicht der Resultate aller diagnostischen Untersuchungsmethoden (geordnet nach Gruppe, Erfiillung der Infektionskriterien, PCR-Resultat)

Nr. Gruppe Erfillung Histopathologie Kultur Kultur Kultur (Gewebe Multiplex-PCR
der IK (nach Morawietz) (Sonikat) (Implantatabstrich) periimplantéar) (Gewebe)
5 Infekt Ja Typ 111 Staph. aureus [2x] - Staph. aureus [3x] Staph. aureus
6 Infekt Ja Typ IV Staph. hominis Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes

Streptococcus sanguinis

4 Infekt Ja Typ Il Staph. aureus [2x] Staph. aureus Staph. aureus [3x] Kein Erregernachweis
25 Infekt Ja Typ Il Staph. aureus [2x] Staph. aureus Staph. aureus [3x] -

30 Infekt Ja Typ | Propionibacterium acnes [2x] - Propionibacterium acnes [3x] -

29 Infekt Nein Typ | Staph. warneri - Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis

Staph. cohnii
8 Kontrolle Ja - Propionibacterium acnes [2x] Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Koagulase-negative
Micrococcus luteus Staphylokokken

10 Kontrolle Ja Typ IV Staph. epidermidis [2x] Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis -

12 Kontrolle Ja Typ IV Staph. epidermidis Kein Erregernachweis Staph. epidermidis -

23 Kontrolle Ja Typ IV Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes [2x] -

7 Kontrolle Nein Typ IV Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis
9 Kontrolle Nein Typ IV Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis Kein Erregernachweis

Legende: IK = Infektionskriterien, Staph. = Staphylococcus, Strept. = Streptococcus, 0.n.A. = ohne nahere Angabe, Angaben in eckigen Klammern symbolisieren multiple Nachweise
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Fortsetzung Tabelle 8: Ubersicht der Resultate aller diagnostischen Untersuchungsmethoden (geordnet nach Gruppe, Erfiillung der Infektionskriterien, PCR-Resultat)

Nr.

33

14

15

17

22

26

27

31

36

Gruppe

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Erfullung
der IK

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Nein

Histopathologie
(nach Morawietz)

Typ IV

Typ |

Typ |

Typ IV

Typ IV

Typ IV

Typ |

Typ IV

Kultur
(Sonikat)

Kein Erregernachweis
Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Ralstonia pickettii
(Verdacht auf Kontamination)

Staph. haemolyticus
Staph. epidermidis

Propionibacterium acnes
Staph. warneri

Propionibacterium acnes
Staph. epidermidis

Staph. epidermidis

Kultur
(Implantatabstrich)

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kultur (Gewebe
periimplantar)

Kein Erregernachweis
Klebsiella pneumoniae

Enterococcus faecalis
Staph. capitis

Propionibacterium acnes

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Kein Erregernachweis

Multiplex-PCR
(Gewebe)

Kein Erregernachweis

Legende: IK = Infektionskriterien, Staph. = Staphylococcus, Strept. = Streptococcus, 0.n.A. = ohne nahere Angabe, Angaben in eckigen Klammern symbolisieren multiple Nachweise
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Die histopathologischen Befunde generierten 6 positive Ergebnisse (Typ Il oder Typ IlI),
von denen 3 in der Pseudarthrosen-Gruppe vorkamen. Am hdufigsten trat der histologische Typ
IV (n = 19) auf, welcher auf groRe Anteile in der Kontroll-Gruppe (n = 10) und Pseudarthrosen-
Gruppe (n = 8) zuriickzufuhren war. Mikrobiologische Kulturen des Sonikats, des Implantat-
abstrichs und des periimplantéren Gewebes fuhrten zu 28, 10 bzw. 18 positiven Resultaten (davon
13, 6 bzw. 8 in der Pseudarthrosen-Gruppe). Der Nachweis des Bakteriums Ralstonia pickettii
durch die Sonikation ist laut mikrobiologischem Befund hochgradig verdachtig bezliglich einer
Kontamination und wurde folglich als negatives Ergebnis gewertet. Die Analyse
mittels Multiplex-PCR ergab 7 Pathogen-positive Analysen — 4 davon entstammen der
Pseudarthrosen-Gruppe (siehe Tabelle 8). In 3 Féllen konnten sowohl die Kulturen von
Implantatabstrich / periimplantarem Gewebe als auch die Multiplex-PCR und die Kulturen des
Sonikats parallel positive Ergebnisse in der Pseudarthrosen-Gruppe erzielen (siehe Abbildung 7).
Am haufigsten traten simultan pathologische Befunde in den verschiedenen mikrobiologischen
Kulturen auf (n = 6). Bei 4 Patienten lag ausschlieBlich ein positives Resultat der Sonikationskultur
vor. In jeweils einem Fall waren nur die Multiplex-PCR oder die Kultur des Implantatabstrichs

bzw. des periimplantaren Gewebes pathologisch.

Kultur (Implantatabstrich / periimplantéres Gewebe)

W

Kultur (Sonikat) Multiplex-PCR

Abbildung 7: Darstellung positiver Untersuchungsbefunde und ihre Relationen zueinander innerhalb der
Pseudarthrosen-Gruppe (mehrfach-identische Resultate einer Methode eines Patienten nur einfach einberechnet)

3.3 Pathogennachweise und -hdufigkeiten

Gruppenubergreifend konnten insgesamt 74 positive Erregernachweise erzielt werden
(multiple, identische Pathogennachweise einer Untersuchungsmethode eines Patienten nur
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singulér einbezogen). Davon waren 35 der Sonikation, 11 der Kultur des Implantatabstrichs,
21 der Kultur des periimplantaren Gewebes sowie 7 der Multiplex-PCR zuzuordnen.

Tabelle 9: Abundanz der detektierten Pathogene aller diagnostischen Methoden (geordnet nach ihrer Haufigkeit)

Detektierte Pathogene Pseudarthrosen Infekt Kontrolle

Propionibacterium acnes

Staphylococcus epidermidis? 17 11 0 6
Staphylococcus aureus 11 2 9 0]
Staphylococcus lugdunensis? 3 3 0 0]
Koagulase-negative Staphylokokken? o.n.A. 3 2 0 1
Staphylococcus warneri? 3 1 1 1
Staphylococcus hominis? 2 1 1 0]
Staphylococcus capitis? 2 1 0 1
Micrococcus luteus 2 1 0 1
Staphylococcus saccharolyticus? 1 1 0 0
Streptococcus dysgalactiae 1 1 0 0]
Anaerobe grampositive Kokken (0.n.A.) 1 1 0 0
Mikrokokken (0.n.A.) 1 1 0 0]
Streptococcus sanguinis 1 0 1 0
Staphylococcus cohnii? 1 0 1 0
Staphylococcus haemolyticus® 1 0 0 1
Enterococcus faecalis 1 0 0 1
Klebsiella pneumoniae 1 0 0 1
Ralstonia pickettii 1 0 0 1
Gesamt 74 35 18 21

Legende: 0.n.A. = ohne néhere Angabe im Befund; mehrfach-identische Resultate einer Methode nur einfach einberechnet
Alle aufgezahlten Staphylokokken mit Ausnahme von Staphylococcus aureus sind Koagulase-negative Vertreter (2).87:100
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Innerhalb der Pseudarthrosen-Gruppe wurden 35 Pathogene detektiert — 15 durch Sonikation,
7 Uber Implantatabstrich, 9 mittels Kultur des periimplantdren Gewebes sowie 4 via PCR.
Die Infekt-Gruppe war durch 18 Mikroorganismen charakterisiert, von denen 7 mittels Sonikation,
3 durch den Implantatabstrich, 6 Uber periimplantares Gewebe sowie 2 via PCR ermittelt wurden.
Auch bei der Kontroll-Gruppe zeigten sich Pathogene (n = 21). Die mikrobiologischen Analysen
des Sonikats, des Implantatabstrichs und des periimplantéres Gewebes eruierten 13, 1 bzw. 6

Erreger. Die Multiplex-PCR lieferte den Nachweis eines Pathogens (siehe Tabelle 8).

Die am haufigsten detektierten Erreger (analoge Resultate einer Untersuchungsmethode eines
Patienten nur einfach einberechnet) in der Gesamtpopulation waren Propionibacterium acnes mit
28 % (n = 21), Staphylococcus epidermidis mit 23 % (n = 17) sowie Staphylococcus aureus mit
15 % (n = 11). In der Pseudarthrosen-Gruppe traten mehrheitlich Staphylococcus epidermidis
(n = 11 bzw. 31 %) und Propionibacterium acnes (n = 9 bzw. 26 %) auf. Staphylococcus aureus
(n = 9) erwies sich mit 50 % als h&ufigster Erreger in der Infekt-Gruppe. Die Kontroll-Gruppe
inkludierte vor allem Propionibacterium acnes (n = 7) und Staphylococcus epidermidis (n = 6).
Bei Betrachtung aller Koagulase-negativen Staphylokokken ergaben sich 33, 20, 3 bzw. 10

Zahlungen in der Gesamt-, Pseudarthrosen-, Infekt- bzw. Kontroll-Gruppe (siehe Tabelle 9).

Die Ergebnisse der Gesamtpopulation zeigten unter Berlcksichtigung aller diagnostischen
Methoden in 18 Fallen singuldare sowie bei 15 weiteren Patienten multipel-differente
Erregernachweise. In 5 Fallen existierten keine Pathogendetektionen. Wahrend sich die
Pseudarthrosen-Gruppe mit 7 singuldren und 8 polymikrobiellen Nachweisen prasentierte, gab es
in der Infekt- und Kontroll-Gruppe 4 bzw. 7 singuldre sowie 2 bzw. 5 polymikrobielle Befunde
(siehe Tabelle 8).

3.4 Differenzierte Betrachtung anhand der Infektionskriterien

Von insgesamt 38 Patienten erfullten 18 die Infektionskriterien (siehe Abbildung 8). Bei den
verbliebenen 20 lagen aseptische Félle vor. Der groRte absolute Anteil an den erfullten
Infektionskriterien war mit 9 von 17 Patienten auf die Pseudarthrosen-Gruppe zuriickzufiihren
(53 %). Die Infekt-Gruppe trug mit 5 von 6 Studienteilnehmern den groRten relativen Anteil
innerhalb einer Population bei (83 %). Auch in der Kontroll-Gruppe existierten bei 15 Patienten
4 septische Félle (27 %). Die mikrobiologischen Kulturen des Sonikats offerierten dabei 4 positive
Befunde (siehe Abbildung 8). Ein Patient (siehe Tabelle 8, Fall 29) erfillte trotz préoperativer
Einordnung in die Infekt-Gruppe nicht die Infektionskriterien (kulturnegative Infektion).
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Gesamtpopulation
(n=238)
1
[
Pseudarthrosen- Infekt-Gruppe Kontroll-Gruppe
Gruppe (n=6) (n=15)
(n=17)
Infektionskriterien Infektionskriterien Infektionskriterien Infektionskriterien Infektionskriterien Infektionskriterien
erfullt (n = 9) nicht erfillt (n = 8) erfillt (n = 5) nicht erfillt (n = 1) erfullt (n = 4) nicht erfullt (n = 11)
8x Kultur (Sonikat) |_| || 5x Kultur (Sonikat) | 5x Kultur (Sonikat) || 4x Kultur (Sonikat)
positiv positiv positiv positiv
7x Kultur 1x Kultur 5x Kultur 2x Kultur
(periimplantéres === == (periimplantéres == (periimplantares == (perimplantéres
Gewebe) positiv Gewebe) positiv Gewebe) positiv Gewebe) positiv
5x Kultur 1x Kultur 3x Kultur 1x Kultur
(Implantatabstrich) = == (Implantatabstrich) == (Implantatabstrich) == (Implantatabstrich)
positiv positiv positiv positiv
3x Histologie positiv = == 0x Histologie positiv == 3x Histologie positiv == 0x Histologie positiv
3x PCR (Gewebe) | | . 1xPCR (Gewebe) | 2xPCR (Gewebe) || 1xPCR (Gewebe)
positiv positiv positiv positiv

Abbildung 8: Ubersicht zur Erfiillung der Infektionskriterien und Beitrag einzelner Diagnostikmethoden (mehrfach-identische Befunde einer Methode nicht einberechnet),
Achtung: PCR ist nicht in den Infektionskriterien enthalten, dennoch zur Veranschaulichung ebenfalls dargestellt
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In diesem Kasus lag ein positiver Befund der Sonikation mit 2 singuléren Erregernachweisen vor,

was nicht zur Erfullung der Kriterien ausreichte.

Die Pseudarthrosen-Gruppe wies 9 septische und 8 aseptische Félle auf (siehe Abbildung 9).
Bei 3 septischen Patienten wurden positive Befunde mittels PCR erzielt (33 %). In 2 Féllen
(Patientennummer 13 und 19, siehe Tabelle 8) konnten die Infektionskriterien ausschlie3lich
aufgrund der positiven Histologie erflllt werden. Zusatzlich dazu existierten bei den aseptischen

Patienten weitere 5 positive Befunde via Analyse des Sonikats (63 %).

u Infektionskriterien nicht erfillt Infektionskriterien erfillt & PCR positiv ™ PCR negativ

Abbildung 9: Anteil an erfullten Infektionskriterien und positiven PCR-Befunden in der Pseudarthrosen-Gruppe;
9 septische Pseudarthrosen stehen 8 aseptischen gegeniiber (entspricht naherungsweise einem Verhéltnis von 1:1)

3.5 Gegenberstellung der PCR zu anderen diagnostischen Methoden

Bei der individuellen Betrachtung aller 25 PCR-Ergebnisse gab es 7 positive Befunde (28 %).
Von diesen 7 Fallen konnten mikrobiologisch 6 mittels Sonikation, 3 via Implantatabstrich sowie

4 Uber periimplantares Gewebe bestatigt werden (siehe Abbildung 10a).

Auf die 4 PCR-positiven Patienten aus der Pseudarthrosen-Gruppe entfielen dabei 3 positive
Befunde der Sonikation sowie je 2 positive Analysen der Kulturen vom Implantatabstrich und
periimplantarem Gewebe. Das eine positive PCR-Ergebnis aus der Kontroll-Gruppe wurde durch

Befunde der Kulturen des Sonikats unterstitzt.

Hervorzuheben ist, dass in einem Fall (Patient 16) eine Pathogendetektion (Koagulase-negative
Staphylokokken) mittels PCR vorlag, wéhrend die anderen Untersuchungsmethoden keinen
Erregernachweis ergaben (siehe Abbildung 10b).
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(Gewebe)

positiv Kultur (periimplantéres Gewebe)

7x PCR
(Gewebe)
positiv.

Kultur PCR
6x Kultur (Sonikat) (Gewebe)

(Sonikat)

Abbildung 10: Befunde von PCR-positiven Patienten in absoluten Zahlen (10 a) sowie deren Relationen (10 b)

Bei dem Vergleich der PCR-Ergebnisse, welche ebenfalls auf periimplantdrem Gewebe basieren,
mit dem konventionellen, mikrobiologischen Goldstandard (Kulturen des periimplantaren
Gewebes) innerhalb der Pseudarthrosen-Gruppe zeigten sich insgesamt 9 konkordante und
8 diskonkordante Ergebnisse (siehe Tabelle 10). Wahrend beide Untersuchungsmethoden in 2
Féllen das identische Pathogen detektierten, ergaben sie bei 7 weiteren Patienten konkordant

keinen Erregernachweis.

Tabelle 10: Vergleich der PCR zur konventionellen Kultur von periimplantarem Gewebe (Pseudarthrosen-Gruppe)

Konkordant positiv (PCR + / Gewebekultur +), Pathogene identisch 2 /8 (25 %)
Konkordant negativ (PCR - / Gewebekultur -) 719 (78 %)
Diskonkordant (PCR - / Gewebekultur +) 6/8 (75 %)
Diskonkordant (PCR + / Gewebekultur -) 219 (22 %)
Gesamt Konkordant: 9/17 (53 %)
Gesamt Diskonkordant: 8/ 17 (47 %)

Legende: Die Prozentangaben wurden gerundet.
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Bei Betrachtung der mikrobiologischen Untersuchungen des Sonikats, des Implantatabstrichs
und des periimplantdren Gewebes ergaben sich 14 Kultur-positive Patienten in der
Pseudarthrosen-Gruppe (82 %). Die Analyse mittels PCR konnte von diesen Fallen
3 Erreger erfassen (siehe Abbildung 11). Von den anderen 11 Patienten mit Kultur-positiven
und PCR-negativen Resultaten wies ein Patient ein Pathogen auf, welches das Erregerpanel

des Multiplex-PCR-Systems nicht enthielt (Fallnummer 1: Micrococcus luteus).

Der klinischen PCR-Performance (Berechnung unter Berlicksichtigung aller Mikroorganismen)
mit Pathogenerfassungen bei 3 von 14 Patienten (21 %) stand durch diesen Ausnahmefall eine
analytische PCR-Performance (Ausschluss von nicht im Erregerpanel enthaltenen Organismen)
mit mikrobiologischen Nachweisen bei 3 von 13 Patienten (23 %) gegeniiber. Die verbliebenen
Erreger waren in dem Verzeichnis detektierbarer Pathogene aufgelistet (siehe Tabelle 5).
Dies betraf sowohl die 6 Kultur-positiven, monomikrobiellen Infektionen (Propionibacterium
acnes, Staphylococcus epidermidis und Staphylococcus lugdunensis) als auch die 8
polymikrobiellen  Entziindungen  (Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis sowie Streptococcus
dysgalactiae in heterogenen Kombinationen). Wéhrend die PCR-Ergebnisse bei ersteren in 2 von
6 Féllen (33 %) positiv waren, zeigten sie bei den polymikrobiellen Infektionen in 1 von 8 Féllen
ein partikulér positives Resultat (13 %). Hierbei wurde analog zu den kulturellen Befunden
Propionibacterium acnes nachgewiesen. Der ebenfalls im Erregerpanel enthaltene
Mikroorganismus Staphylococcus warneri konnte nicht detektiert werden (siehe Abb. 11).

Anderweitig lagen keine positiven PCR-Resultate bei polymikrobiellen Befunden vor.

In diesem Zusammenhang sei weiterhin erwéhnt, dass gruppenubergreifend insgesamt
4 verschiedene Pathogene bei 5 Patienten tiber mikrobiologische Analysen nachgewiesen wurden,

welche nicht im Erregerpanel des PCR-Systems enthalten waren:
e Micrococcus luteus (Fallnummer 1, Pseudarthrosen-Gruppe),
e Micrococcus luteus (Fallnummer 8, Kontroll-Gruppe),
e Ralstonia pickettii (Fallnummer 17, Kontroll-Gruppe) mit Verdacht auf Kontamination,
e Staphylococcus saccharolyticus (Fallnummer 20, Pseudarthrosen-Gruppe) sowie

e Staphylococcus cohnii (Fallnummer 29, Infekt-Gruppe).
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Kultur-positive in
der Pseudarthrosen-
Gruppe (n = 14)

1
1 1
monomikrobiell polymikrobiell
(n=6) (n=8)
1
| | 1
PCR positiv PCR negativ PCR positiv PCR partikular positiv PCR negativ
(n=2) (n=4) (n=0) (n=1) (n=7)
im PCR-Panel nicht im PCR-Panel im PCR-Panel nicht im PCR-Panel im PCR-Panel nicht im PCR-Panel
enthalten (n = 4) enthalten (n = 0) enthalten (n = 1) enthalten (n = 0) enthalten (n = 6) enthalten (n = 1)
1x P. acnes i 1x Micr. luteus
2x P. acnes A 1x P. acnes + S. capitis ]
SRl P s s epdermits || (uammen it
1x S. lugdunensis Parel anitals 1x S. aureus + S. epidermidis im Panel enthal
anel enthalten) 1x S. aureus + Strept. dysgalactiae im Panel enthalten)
1x S. epidermidis + Mikrokokken
1x S. epidermidis + S. hominis

Abbildung 11: Klinische und analytische Performance der PCR bei Kultur-positiven Patienten innerhalb der Pseudarthrosen-Gruppe (PCR-Panel siehe Tabelle 5),
Kultur-positiv bezieht sich hierbei auf die mikrobiologischen Analysen des Sonikats, des Implantatabstrichs sowie des periimplantaren Gewebes; n entspricht der jeweiligen
Fallanzahl, auf welche die Parameter zutreffen; partikuléar positiv steht fir die Detektion einer Teilmenge an Erregern bei polymikrobiellen Infektionen;
Pathogen-Abkiirzungen: S. = Staphylococcus, Strept. = Streptococcus, P. = Propionibacterium, Micr. = Micrococcus
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3.6 Statistische Gutekriterien der verschiedenen diagnostischen Methoden

Eine detaillierte Auflistung der errechneten statistischen Parameter liefert die Tabelle 11.
Wahrend die histopathologische Begutachtung gruppenubergreifend mit 38 % die niedrigste
Sensitivitat zeigte, erzielte sie die hochste Spezifitat (100 %). Innerhalb der Pseudarthrosen-
Gruppe offerierte das PCR-Verfahren mit 33 % die geringste Sensitivitat. Hinsichtlich der
Spezifitaten ergaben sich bei dieser diagnostischen Methode stets Werte ber 87 %.
Die hochste Sensitivitat konnte mit 89 % bei der Kultur des Sonikats ermittelt werden. Zudem
stellte diese Verfahrensweise die Untersuchungsmethode mit der niedrigsten Spezifitét dar (38 %).

Die Kultur des periimplantaren Gewebes lieferte gruppenubergreifend Parameter gréRRer als 77 %.

Tabelle 11: Statistische Analyse der durchgefiihrten Diagnostikmethoden zur Identifikation einer Infektion

Diagnostische Methode Statistischer Studiengruppen
zum Infektionsnachweis Parameter
Pseudarthrosen Infekt Kontrolle
Histopathologie Sensitivitat 38 38 60 0
Spezifitat 100 100 100 100
PPV 100 100 100 -
NPV 63 55 33 77
Kultur Sensitivitat 94 89 100 100
(Sonikat) Spezifitat 45 38 0 55
PPV 61 62 83 44
NPV 90 75 - 100
Kultur Sensitivitat 60 63 100 25
(Implantatabstrich) Spezifitat 93 83 - 100
PPV 90 83 100 100
NPV 68 63 - 73
Kultur Sensitivitat 78 78 100 50
(periimplantares Gewebe) Spezifitat 80 88 100 73
PPV 78 88 100 40
NPV 80 78 100 80
Multiplex-PCR Sensitivitat 46 33 67 100
(periimplantéares Gewebe) Spezifitat 92 88 100 100
PPV 86 75 100 100
NPV 61 54 50 100
Legende:

Werte entsprechen gerundeten Prozentangaben, PPV = positiv pradiktiver Wert, NPV = negativ pradiktiver Wert
einige statistische Parameter konnten mathematisch nicht ermittelt werden (Ursache: Division durch null)
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4 Diskussion

4.1 Erdrterung der Ergebnisse inklusive Literaturvergleich

Das komplexe Krankheitsbild der Pseudarthrose, insbesondere Formen mit septischer
Pathogenese, erfordert eine friihzeitige diagnostische Abklarung.®* Bei den mikrobiologischen
Analysen von Gewebeproben (aktueller Goldstandard) wird jedoch eine mehrtagige Wartezeit auf
die Resultate sowie die unzureichende Sensitivitat (unter anderem durch eine vorherige Einnahme
von Antibiotika) kritisiert.?”#87101 primar sollte daher untersucht werden, ob die innovative
Multiplex-PCR von periimplantaren Gewebeproben im Vergleich zum Goldstandard bessere
Resultate hinsichtlich der Pathogendetektion erzielen kann. In diesem Kontext wurde die dem
Krankheitsbild tibergeordnete Hypothese aufgestellt, dass der Anteil an septischen Pseudarthrosen
bisher unterschéatzt wurde. Da auch die Sonikation ein vielversprechendes Verfahren darstellt, ist
der Nutzen dieser Technik im Vergleich zum Goldstandard als sekundare Fragestellung

anzusehen.

Bei der Erlauterung der Untersuchungsergebnisse ist primér herauszustellen, dass laut des
Unyvero Systems alle Messungen und ihre Resultate valide waren. Diese Angabe, welche nach
Abschluss jeder Analyse offeriert wurde, beruhte auf den parallel vollzogenen Kontrollmessungen.
Neben der korrekten Ausfuhrung der Laborarbeit ist folglich zu konstatieren, dass die
Multiplex-PCR-Analyse von periimplantdren Gewebeproben bei Pseudarthrose-Patienten mit

Osteosynthesen ein arriviertes Konzept darstellt.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Studie zeigen, dass in 53 % aller Pseudarthrosen-Falle
die Infektionskriterien erfillt waren (siehe Abbildung 9). Demnach ist bei der Hélfte von
septischen Auspragungsformen dieses Krankheitshildes auszugehen. Von den 8 Teilnehmern mit
Pseudarthrosen ohne erfillte Kriterien fur eine Infektion wiesen 5 Patienten positive Befunde via
Sonikation auf, sodass, falls es sich nicht um Kontaminationen handelte, theoretisch sogar 14 von

17 Pseudarthrosen (82 %) auf infektiologischen Ursachen basieren kdnnten (siehe Abbildung 8).

In der Literatur werden zu dieser Thematik Gberwiegend deutlich niedrigere Zahlenangaben bis
maximal 15 % vermerkt.?8192-194 Ays einer genaueren Betrachtung vergangener Studien resultieren
jedoch Werte, die von weniger als 10 % bis iiber 80 % reichen (siche Tabelle 12).3%84105
Abweichende Zahlen lassen sich einerseits durch stark abweichende Populationsgréf3en erklaren.

Andererseits spielen selbstverstandlich auch die verwendeten diagnostischen Methoden eine
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relevante Rolle. So zeigten die Untersuchungen von Renz und Dapunt mit den mikrobiologischen
Analysen des Sonikats Erregernachweise bei 85 % beziehungsweise 57 %.1%°1% [nwiefern

Tabelle 12: Ubersicht der Raten an septischen Pseudarthrosen in Studien

Infektionsraten bei den
analysierten Pseudarthrosen

Studienautor (Jahr)

Population /
Lokalisation

Durchgefuhrte analytische
Diagnostikmethoden

Renz et al. (2018)*% 20 / kein Fokus  Klinik, Kultur (Sonikat, Gewebe)
[Anm.: primdr keine
Pseudarthrosen-Studie, nur

als Subpopulation vorliegend]

17 /20 (85 %)
[Anm.: hierbei keine sichere
Unterscheidung zwischen delayed
union und non-union]

Rollo et al. (2017)% 71/ Clavicula Kultur (Gewebe) 22 /71 (31 %)
Wang et al. (2017)+ 42 [ kein Fokus Kultur (Gewebe) 35/ 42 (83 %)
Gausden et al. (2017)7 20/ Clavicula Kultur (Gewebe) 15/ 18 (83 %)

[Anm.: nur bei 18 von 20
erfolgte kulturelle Analyse]

[Anm.: insgesamt 17 positiv,
davon 2 Kontaminationen]

Olszewski et al. (2016)*%® 666 / kein Fokus Kultur (Gewebe) 91/ 453 (20 %)
[Anm.: nur bei 453 Patienten mit
Risikofaktoren erfolgte Kultur]
Dapunt et al. (2015)% 49/ lange Kultur (Gewebe) 5 /49 (10 %)
Réhrenknochen Kultur (Sonikat) 28 /49 (57 %)
Kultur (Wundabstrich) 3 /44 (7 %)
Histopathologie (Gewebe) 3/32 (9 %)
16S rDNA PCR (Sonikat) 5/42 (12 %)
Palmer et al. (2014)% 34/ lange Kultur (Gewebe, Abstrich) 8 /34 (24 %)
Rohrenknochen PCR (Gewebe) 30/ 34 (88 %)
Amorosa et al. (2013)®° 104 / diaphysére Kultur (Gewebe) 25/ 87 (29 %)
Pseudarthrosen [Anm.: nur bei 87 Patienten
vollstandiges Follow-Up]
Gille et al. (2012)% 23 / tibiale Kultur (Gewebe) 0/23 (0 %)
Pseudarthrosen 16S rRNA PCR (Gewebe) 2123 (9 %)
Simpson et al. (2002)*8 60 / kein Fokus Kultur (Gewebe) 31 /45 (69 %)
Histopathologie (Gewebe) 35 /45 (78 %)

[Anm.: nur bei 45 Patienten

Ubereinstimmung von Klinik und
mikrobiologischer Analyse]

Legende: Prozentangaben entsprechen gerundeten Werten, Anm. = Anmerkung,
rDNA = ribosomal deoxyribonucleic acid, rRNA = ribosomal ribonucleic acid
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derartige Nachweise die Realitat widerspiegeln bleibt fraglich, wenn, wie bei der Studie von
Dapunt, auch in der Kontrollgruppe positive Pathogendetektionen bei 40 % der Patienten
existieren.?”1% Da die konventionelle Standarddiagnostik mittels Kkultureller Anzucht von
periimplantarem Gewebe jedoch lediglich in 10 % Mikroorganismen nachweisen konnte,
scheint es sich bei der Sonikation dennoch um ein vielversprechendes Verfahren zu handeln.%
Auch einzelne PCR-Analysen ergaben mit 88 % erheblich haufigere Erregernachweise.®!
Sogar einige kulturelle Untersuchungen von periimplantdrem Gewebe erreichten Werte ber
80 %.4"1%7 Ein direkter Vergleich dieser Ergebnisse gestaltet sich jedoch schwierig, da teilweise
unterschiedliche Voraussetzungen und Gegebenheiten bei den Studienpopulationen existierten.
Wéhrend die Studien von Simpson und Rollo auch Patienten mit vorheriger konservativer Therapie
enthielten, fokussierten sich die Untersuchungen von Renz, Gausden, Dapunt, Palmer und
Amorosa auf Verlaufe bei operativer, osteosynthetischer Versorgung.?®31:48.105-107.109
Zusammenfassend lasst sich hinsichtlich der Gbergeordneten Hypothese konstatieren, dass die
eigenen Ergebnisse mit einer infizierten Pseudarthrosen-Quote von 53 % solide in der Spannbreite
der in Tabelle 12 visualisierten Studien vertreten sind. Welchen Anteil septische Pseudarthrosen
tatséchlich einnehmen, wird sich durch weitere Studien mit gréReren Populationen sowie die
Weiterentwicklung der diagnostischen Methoden zeigen. Vermutlich ist er jedoch ausgeprégter als

die propagierten 15 %.28

Hinsichtlich der primaren Fragestellung ist festzustellen, dass die Multiplex-PCR von
periimplantaren Gewebeproben eine evident geringere Sensitivitat bei vergleichbarer Spezifitat
zur konventionellen mikrobiologischen Kultur aufwies (siehe Tabelle 11). Bei den 9 septischen
Pseudarthrosen besall die Analyse mittels PCR mit nur 3 positiven Nachweisen eine marginale
Ubereinstimmung zu den Infektionskriterien (Sensitivitat 33 %). Bei den anderen 6 Messungen
konnte diese Untersuchungsmethode keine Pathogene detektieren, weshalb die Befunde in zwei
Drittel der septischen Falle als negativ zu werten waren (siehe Abbildung 9). Diesbezuglich
offerierte die konventionelle Kultur von Gewebeproben mit 7 positiven Befunden eine deutlich
hohere Sensitivitét (78 %) in der Pseudarthrosen-Gruppe. Aufgrund der geringen Anzahl an falsch-
positiven Resultaten ergaben sich fur beide Untersuchungsmethoden jedoch gute Spezifitaten von
jeweils 88 % (siehe Tabelle 11). Gruppenibergreifend erwies sich die Multiplex-PCR sogar als
das spezifischere Verfahren (92 % versus 80 %), was auf die geringen Werte der Kultur in der

Kontroll-Gruppe zuruckzufihren ist.

Bei dem Vergleich dieser Werte mit dem aktuellen wissenschaftlichen Forschungsstand der
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Polymerase-Kettenreaktion fallt auf, dass dieses Verfahren bei Pseudarthrosen- beziehungsweise
Osteosynthesen-Studien kaum erforscht ist (abgesehen von den in der Tabelle 12 dargestellten).1%
Ein Unikat in diesem Sektor stellen die Untersuchungen von Renz dar, welche bei explantierten
orthopédischen Implantaten fir die PCR des Sonikats Sensitivitaiten von 71 % bzw. 77 %
(klinische versus analytische Performance) sowie eine Spezifitat von 92 % ermitteln konnten.%®
Intensivere Bestrebungen zur Validierung von molekularen Verfahren gab es hingegen im Bereich
der periprothetischen Infektionen. Daflr existiert bereits eine Meta-Analyse von Qu, in welcher
fiir die PCR eine Sensitivitit von 86 % sowie eine Spezifitit von 91 % errechnet wurde.** Li
kritisierte hierbei die inkoh&rente Inklusion bestimmter Studien und Kkorrigierte nachfolgend die
Werte auf 79 % beziehungsweise 86 %.1!! Einzelne Studien zu dieser Thematik variieren dabei in

den Sensitivitdten von 56 % bis 96 % sowie den Spezifitaten von 74 % bis 100 %,83112-118

Auch Forschungsprojekte, bei denen das identische Multiplex-PCR-System (Unyvero i60 ITI
System, Curetis GmbH, Holzgerlingen, Deutschland) wie in unserer Studie verwendet wurde,
offerieren divergierende Resultate der statistischen Parameter (siehe Tabelle 13).
Erneut differieren die Angaben flir Sensitivitaten mit 31 % bis 79 % starker als die der Spezifitaten
mit 94 % bis 100 %.8%119120 Dje eigenen Ergebnisse mit Spezifititen von 92 %, 88 % und 100 %
flr die Gesamt-, Pseudarthrosen- und Infekt-Gruppe sind folglich vergleichbar zu denen aus der
Literatur (siehe Tabelle 11). Die in der Studie ermittelten Sensitivitaten von 46 %, 33 % und 67 %
fir die PCR-Messungen in den jeweiligen Gruppen entsprechen eher den inferioren Angaben
anderer Studien (siehe Tabelle 13). Demnach handelt es sich bei den statistischen Gutekriterien
der eigenen Studie um Zahlenwerte, welche unverkennbar mit den Resultaten anderer
Forschungsgruppen korrespondieren. Wahrend das PCR-Verfahren eine akzeptable Spezifitat
lieferte, generierte es, analog zur wissenschaftlichen Literatur, hinsichtlich der Sensitivitét
unzureichende Ergebnisse. Eine mdgliche Erklarung hierfur offeriert eine Studie von Ryu, welche
bei periprothetischen Gelenkinfektionen Sensitivitaten von 16 % und 78 % flr die PCR-Analysen
von periprothetischem Gewebe sowie Synovialflissigkeit feststellte (Werte sind bei den zuvor
beschriebenen Zusammenfassungen nicht enthalten).!> Demnach ist nicht nur die
Untersuchungsmethode selbst, sondern auch das zugrunde liegende Material entscheidend.
Als potenzieller Erklarungsansatz dient dabei die Theorie, dass periprothetische
Gelenkinfektionen  charakteristischerweise ~ mit  mikrobiellen  Biofilmen auf der
Implantatoberflache assoziiert sind, in denen sich die ursachlichen Mikroorganismen befinden.*?!
Dahingegen ist es moglich, dass das periprothetische Gewebe nur geringfugige Akkumulationen
der Pathogene aufweist, welche zudem inhomogen verteilt sein konnen.*?! Da die zu
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Tabelle 13: Ubersicht statistischer Parameter von PCR-Studien bei periprothetischen Gelenkinfektionen
unter Verwendung des Unyvero Implant & Tissue Infection (ITI) Multiplex-PCR Systems der Firma Curetis

Studienautor (Jahr) Population Untersuchungsgrundlage | Statistische Parameter

(Probenanzahl) der Multiplex-PCR

Malandain et al. (2018)?? 239 (440) Biopsie + Knochen + Konkordanz der PCR mit
periprothetisches Gewebe  konventioneller Kultur:

+ Synovialflussigkeit 256 / 440 (58 %)

Renz et al. (2017)° 111 (112) Sonikationsfliissigkeit Sensitivitdt 51 %
Spezifitat 94 %

Lausmann et al. (2017)% 60 (60) Gelenkpunktat Sensitivitat 79 %

Spezifitat 100 %

Villa et al. (2017)%3 47 (53) DTT Gewebe Sensitivitdt 34 %

Synovialflissigkeit Sensitivitat 44 %

Suda et al. (2017)*%° 28 (32) Synovialmembran Sensitivitat 31 %

Spezifitat 100 %

Prieto-Borja et al. (2017)?4 68 (88) SonikationsflUssigkeit Sensitivitat 61 %
Spezifitat 98 %

Hischebeth et al. (2016)'?° 31 (62) Sonikationsflissigkeit Sensitivitat 50 %

Spezifitat 100 %

Synovialflissigkeit Sensitivitat 56 %

Spezifitat 100 %

Sonikationsflussigkeit + Sensitivitat 67 %

Synovialflissigkeit Spezifitat 100 %

Borde et al. (2015)% 28 (79) Gewebe Konkordanz der PCR mit
konventioneller Kultur:

23/ 28 (82 %)

Legende: Prozentangaben entsprechen gerundeten Werten, DTT = dithiothreitol zur Praparation von Gewebe!?

analysierenden Gewebeproben bei derzeitigen PCR-Messungen jedoch auf eine maximale GroRe
limitiert sind (Unyvero System: 27 mm3), ist somit ein Probenentnahmefehler (sampling error)
denkbar.8'?! Trotz der Prasenz einer Infektion kann die molekulare Untersuchung einer
Gewebeprobe diese folglich nicht immer detektieren. Vorstellbare Modifikationen zur

Verbesserung der Sensitivitat waren demnach die Analyse von multiplen Gewebeproben analog
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zur mikrobiologischen Untersuchung sowie die Expansion der maximal erlaubten GewebegroRe
fiir eine Messung.1? Als weiterer Grund fiir die geringen Sensitivitaten konnen, trotz vollzogener
Testreihen zur Determination, zu hohe Grenzwerte (cut-off values) fiir die Detektion von
Mikroorganismen in Betracht gezogen werden, welche beim Unyvero ITI System erregerabhéngig
zwischen 10* und 108 Pathogenen pro Milliliter liegen.8"11912 Inshesondere bei chronischen,
niedriggradigen Infektionen besteht die Mdglichkeit, dass die mikrobielle Quantitat signifikant
unterhalb dieser Grenzwerte liegt.*'® Eine dahingehende Anpassung spiegelt daher eine weitere
Verbesserungsmaoglichkeit wider. Sollten diese Malinahmen zukinftig nicht den erhofften Erfolg
generieren, ist gegebenenfalls eine Substitution des Ausgangsmaterials durch Synovial- oder
Sonikationsflissigkeit erforderlich. Zusammenfassend zeigt das PCR-Verfahren Uberwiegend
vielversprechende Spezifitaiten bei verfahrens- und materialabhdngig unzureichenden
Sensitivitaten, welche unter anderem durch die erluterten Modifikationen arrivieren konnten.
Basierend auf den eigenen Daten kann aktuell keine Empfehlung zur routineméafigen Detektion
mittels molekularer PCR-Untersuchung von Gewebeproben erfolgen (niedrige Sensitivitat).

Eine weitaus betrachtlichere Ubereinstimmung mit den Infektionskriterien wies die
mikrobiologische Analyse des Sonikats auf. Anhand der eigenen Resultate kann hinsichtlich der
sekundaren Fragestellung eine eindeutige Empfehlung zur Implementierung der Sonikation
erfolgen. Von den 9 Pseudarthrose-Fallen mit erfullten Infektionskriterien zeigten 8 positive
Befunde. Dies ist selbstverstdndlich aber auch darauf zuriickzufiihren, dass das Verfahren
Bestandteil der Kriterien war. In der Infekt-Gruppe manifestierten sich sogar alle 5 Individuen mit
erfillten Infektionskriterien als positiv (siehe Abbildung 8). Dementsprechend resultierten
Sensitivitaten von 94 %, 89 % und 100 % in der Gesamt-, Pseudarthrosen- beziehungsweise Infekt-
Gruppe (siehe Tabelle 11). Die kulturelle Anzucht der Sonikation ist somit ein Verfahren, welches
geeignet ist, um periimplantére Infektionen zu detektieren. Aufgrund von 5 positiven Befunden in
der Pseudarthrosen-Gruppe bei unerflllten Infektionskriterien sowie 4 pathologischen
Ergebnissen in der Kontroll-Gruppe bei insbesondere dadurch erfillten Kriterien stellt sich, wie
bereits von anderen Autoren beschrieben, die Frage, inwiefern diese Methode wirklich optimalere
Erregernachweise generiert oder lediglich vulnerabel fur falsch-positive Resultate durch
Kontaminationen ist.}?® Diese Tatsache spiegelt sich entsprechend in den niedrigen Spezifitaten
von 45 %, 38 %, 0 % sowie 55 % der jeweiligen Subpopulationen wider (siehe Tabelle 11).
Eine mogliche Begriindung hierfur ist vermutlich auch in den festgelegten Infektionskriterien zu
sehen, welche einen singularen Pathogennachweis in der Sonikation nicht als ausreichend

erachteten.
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Fur die Applikation von Sonikation bei Osteosynthesen existieren keine Leitlinien-Empfehlungen.
Dahingegen prasentiert der Vergleich mit der Literatur, zumindest fur die Sensitivitaten von
periprothetischen Gelenkinfektionen, vergleichbare Daten. Zwei vorliegende Meta-Analysen von
Liu und Zhai offerieren hierfur Sensitivitaten von 79 % beziehungsweise 80 % sowie Spezifitaten
von jeweils 95 %.12612" Trampuz legte in zwei weiteren Studien den Uberlegenen Wert der
mikrobiologischen Analyse des Sonikats im Vergleich zu periprothetischem Gewebe dar
(Sensitivitaten: 75 % versus 54 % und 78,5 % versus 60,8 %).12812% Als Erklarung dient dabei die
Theorie, dass, vor allem bei vorheriger Antibiotikatherapie, die innerhalb des Biofilms
uberlebenden Mikroorganismen mithilfe der Sonikation in der resultierenden Flissigkeit detektiert
werden konnen.”®12° Gewebeproben konnen die sessilen Pathogene nicht erfassen, sodass in
diesen Féllen falsch-negative Befunde resultieren.®®*° Trotzdem fiir die Detektion von
Infektpseudarthrosen und implantatassoziierten Infektionen mittels Sonikation nur wenige Studien
existieren, scheint jedoch auch bei diesen Krankheitsentitaten die mikrobiologische Analyse des
Sonikats sensitiver als die der periimplantdren Gewebeproben zu sein.?"1%131 Folglich ist es
logisch, dass Renz die Implementierung der Sonikation in die Diagnostik implantatassoziierter
Infektionen befiirwortet.® Eine Kombination aus dem molekularen PCR-Verfahren und dem
Analysematerial Sonikat kénnte, wie bereits einige Studien belegen, sogar einen groReren Wert
besitzen als die mikrobiologische Untersuchung der Gewebeproben oder des Sonikats,13116:132

Die kulturelle Anzucht der periimplantéren Gewebeproben, welche den aktuellen Standard in der
Diagnostik von Infektpseudarthrosen darstellt, zeigte in der Pseudarthrosen-Gruppe gute
Sensitivitaten (78 %) und Spezifitdten (88 %).2"1* Aufgrund einer geringeren Anzahl an
falsch-positiven Befunden im Vergleich zur Sonikation (gruppentbergreifend 4 versus 11),
ergaben sich deutlich bessere Werte hinsichtlich der Spezifitaten, welche stets mindestens 72 %
beziehungsweise in der Pseudarthrosen-Gruppe fast 90 % und in der Infekt-Gruppe sogar 100 %
betrugen. Die eigenen Daten bestatigen durch die guten Sensitivitdten und Spezifitaten die

Notwendigkeit zur standardmaRigen Durchfiihrung dieses Verfahrens.

Auch hier existiert die Problematik, dass die meisten Studien periprothetische Gelenkinfektionen
untersuchten. Als statistische Parameter werden dafur unter anderem Sensitivitaten von 70 % bis
90 % sowie Spezifitdten von 67 % bis 91 % angegeben.*?” Es existieren jedoch auch Studien,
welche Spezifitaten von fast 100 % ermittelten.’® Die Bereiche dieser Werte sind ganzlich
vergleichbar mit denen aus der eigenen Osteosynthesen-Studie. Im Zusammenhang mit der

marginalen Konkordanz beider Methoden (siehe Tabelle 10) stellt sich die Frage, inwiefern die

59



Marcus Nitzsche: Infektionsdiagnostik bei Pseudarthrose — Eine Analyse mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR): Diskussion

molekulare PCR-Analyse von Gewebeproben einen vorteiligen Nutzen gegenuber den
konventionellen Kulturen aufweist. Anhand der eigenen Daten kann als einziger, dafiir aber
relevanter Nachteil der kulturellen Diagnostik die mehrtdgige beziehungsweise mehrwochige
Dauer bis zum abschlieRenden Befund genannt werden. Aufgrund der soliden Sensitivitéten sowie
Spezifitditen scheint es sich aktuell mangels besserer, etablierter Okonomischer
Diagnostikmethoden um den derzeitigen, legitimen Goldstandard zu handeln. Dieses erféhrt
jedoch zunehmend Konkurrenz durch die innovativen Techniken der PCR und Sonikation
beziehungsweise der Kombination aus beiden Verfahren, welche progressiv weiterentwickelt und

erforscht werden.

Die mikrobiologischen Kulturen der Implantatabstriche offerierten niedrige Sensitivitdten von
maximal 63 % (Ausnahme Infekt-Gruppe) bei guten Spezifitditen von jeweils Uber 80 %
(siehe Tabelle 11). Unterstitzt werden diese Daten durch die wissenschaftliche Literatur, welche
die Analyse intraoperativer Abstriche als nicht ausreichend sensitiv einstuft.?2271% Daher kann
keine Empfehlung zur routineméaRigen Durchfuhrung von Implantatabstrichen erfolgen.

Die histopathologischen Begutachtungen der periimplantaren Gewebeproben ergaben schlechte
Sensitivitaten von maximal 60 % bei sehr guten Spezifitaten von jeweils 100 % (siehe Tabelle 11).
Die eigenen Daten stimmen insofern mit den Angaben der Literatur Uberein, als dass
die histopathologische Diagnostik ein hochspezifisches Verfahren darstellt. Hinsichtlich der
Sensitivitditen wurden in anderen Studien bessere Ergebnisse erzielt. So zeigte eine
Pseudarthrosen-Studie von Simpson, bei der die Anwesenheit von durchschnittlich mindestens
einem neutrophilen Granulozyten pro Hauptgesichtsfeld als positiv hinsichtlich einer prasenten
Infektion zahlte, eine Sensitivitit von 87 % sowie eine Spezifitit von 100 %.%® Wiahrend bei
periprothetischen Gelenkinfektionen Janz basierend auf der Klassifikation der periprothetischen
Membran eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 87 % beziehungsweise 100 % ermitteln konnte,
liegen fir den CD15 Focus Score Sensitivitdten von 83 % bis 91 % sowie Spezifitaten von 86 %
bis 92 % vor.*4%9136 Obwohl die histopathologische Analyse keinen Erregernachweis und somit
keine spezifische Antibiotikatherapie offeriert, kann sie dennoch bei fragwirdigen, positiven
mikrobiologischen Befunden den Verdacht einer Kontamination durch den eigenen negativen

Befund erharten.?”-%® Eine histopathologische Begutachtung wird daher empfohlen.

Hinsichtlich der haufigsten Erreger wurde eine eindeutige Majoritét an Staphylokokken analysiert.
Mit insgesamt 10 verschiedenen Vertretern (siehe Tabelle 9, PCR-Befund Koagulase-negative

Staphylokokken ohne nahere Angabe einberechnet) und einem Anteil von 44 bei 74 Nachweisen

60



Marcus Nitzsche: Infektionsdiagnostik bei Pseudarthrose — Eine Analyse mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR): Diskussion

reprasentierten sie die Mehrheit an Pathogenen. Dies wird insofern durch die wissenschaftliche
Literatur unterstitzt, als dass Staphylokokken fir mehr als 50 % der Protheseninfektionen
verantwortlich sind.*¥" Der haufigste einzelne Mikroorganismus gehorte dagegen nicht der
Gattung der Staphylokokken an, sondern den Propionibakterien (Propionibacterium acnes).
Wahrend die Bakterien Propionibacterium acnes sowie Staphylococcus epidermidis vor allem bei
den Pseudarthrosen ursdchlich beteiligt waren, zeigte sich der Erreger Staphylococcus aureus
besonders bei der préoperativ bereits entziindungsverdachtigen Infekt-Gruppe. Auch diese
Konstellationen spiegeln sich teilweise in der Literatur wider. Flr periimplantére Infektionen bei
Osteosynthesen zahlen Staphylococcus aureus (30 %) und Koagulase-negative Staphylokokken
(22 %) zu den haufigsten Pathogenen.®®®’ Bei den Protheseninfektionen hingegen werden fiir
kultivierte Mikroorganismen folgende Werte angegeben: Koagulase-negative Staphylokokken
30 — 43 %, Staphylococcus aureus 12 — 23 %, Mischflora 10 — 11 %, Streptokokken 9 — 10 %,
Enterokokken 3 — 7 %, gramnegative Stidbchen 3 — 6 % und Anaerobier 2 — 4 9 56:67.138-140
Auch ein Artikel, welcher im Jahr 2016 Uber die medizinische Fachzeitschrift Lancet publiziert
wurde, bestitigt diese mikrobiologische Rangordnung periprothetischer Infektionen fiir Europa.t#!
Analog zu den Angaben der Fachliteratur fiir Osteosynthesen zeigte sich in der Infekt-Gruppe
Staphylococcus aureus als hdufigster Erreger. Weiterhin ergaben in der vorliegenden Studie die
Koagulase-negativen Staphylokokken nach Addition der einzelnen Pathogenanzahlen die am
haufigsten vertretene Erregergruppe in der Gesamt-, Pseudarthrosen- sowie Kontroll-Gruppe.
Lediglich der hohe Anteil an positiven Befunden mit dem anaeroben Bakterium
Propionibacterium acnes (28 % der Gesamtpopulation, 26 % in der Pseudarthrosen-Gruppe)
divergiert bezlglich der zuvor beschriebenen unter 5 % liegenden Angabe aus der Literatur.
Dies kann durch den limitierenden Faktor einer kleinen Studienpopulation bedingt sein.
Allerdings wurde bereits in einer Studie von Gausden gezeigt, dass Propionibacterium acnes
maoglicherweise einen nicht unerheblichen Stellenwert in der Pathogenese von Pseudarthrosen
nach primérer Osteosynthese besitzt.}%” Das haufige Auftreten dieses Mikroorganismus in der

eigenen Studie wirde die Relevanz dieses Pathogens unterstitzen.

Innerhalb der Pseudarthrosen-Gruppe existierte ein Fall (Nummer 16), bei dem ausschlieBlich die
PCR-Analyse einen Erregernachweis offerierte (siehe Abbildung 7). In diesem Kasus stellte sich
die Frage, ob die Detektion auf eine Kontamination zurtickzufiihren oder diese Methode den
anderen Untersuchungsmitteln hierbei tberlegen war. Da es sich bei den nachgewiesenen
Koagulase-negativen Staphylokokken um typische Erreger flr periimplantéare Infektionen handelt,
welche mit 22 % zu den hdufigsten ursachlichen Pathogenen zéhlen, ist eher letzteres zu

61



Marcus Nitzsche: Infektionsdiagnostik bei Pseudarthrose — Eine Analyse mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR): Diskussion

vermuten.®®®”  Wahrscheinlich lag bei diesem Patienten eine fiir Koagulase-negative
Staphylokokken charakteristische chronische, niedrig-virulente Infektion vor, welche von den
anderen Diagnostikmethoden nicht erfasst wurde.>® Falls diese Vermutung zutreffen sollte, wiirde

dies einen entsprechenden Vorteil der PCR gegentber den Vergleichsmethoden bedeuten.

Bei Betrachtung der PCR-Resultate ist weiterhin festzuhalten, dass von den gruppenubergreifend
19 detektierten, unterschiedlichen Pathogenen 4 nicht im Erregerpanel des Multiplex-PCR
Systems inkludiert waren (siehe Tabelle 5 und Tabelle 9). Das Vorliegen des Mikroorganismus
Ralstonia pickettii wurde als Kontamination gewertet, sodass hierdurch keine Benachteiligung der
PCR resultierte. In 3 weiteren Fallen (Nummer 8, 20, 29) war der Erreger entweder nicht
urséchlich fir die Infektion, die PCR hat ein anderes Pathogen nachgewiesen oder es lagen keine
erflllten Infektionskriterien vor (siehe Tabelle 8). Lediglich in einem Fall wurde die gesicherte
Entzindung durch einen Mikroorganismus verursacht, welcher nicht im Erregerpanel enthalten
war (Nummer 1: Micrococcus luteus). Da die PCR-Analyse hierbei einen negativen Befund ergab,
beeinflusste das fiir diesen Kasus unzureichende Angebot an detektierbaren Bakterien das
Nukleinsaure-basierte Verfahren negativ. Folglich wirde das Unyvero System diesbeziiglich

wahrscheinlich von einer Erweiterung des Panels in der Zukunft profitieren.

4,2 Schlussfolgerungen

Die Daten dieser Arbeit lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

1. Von 17 inkludierten Patienten mit Pseudarthrosen erfullten 9 die Infektionskriterien.
Somit kann in unserer Kohorte bei 53 % von einer septischen Pathogenese ausgegangen
werden. Der in der Literatur propagierte Anteil von bis zu 15 % ist demnach deutlich

unterschatzt.?® Es existiert folglich eine hohe Dunkelziffer.

2. Die routinemaRige, infektiologische Analyse von periimplantaren Gewebeproben
mittels Multiplex-PCR kann, trotz der kurzen Untersuchungsdauer von 5 Stunden,
aufgrund sehr niedriger Sensitivitaten (mit Ausnahme der Kontroll-Gruppe maximal 67 %)

nicht zur Diagnostik von Infektpseudarthrosen empfohlen werden.

3. Mikrobiologische Kulturen von periimplantdaren Gewebeproben wiesen moderate
Sensitivitaten und Spezifitaten (gruppenibergreifend 78 % bzw. 80 %) auf, weshalb sie,

mangels besserer, etablierter Diagnostikmethoden den legitimen Goldstandard darstellen.
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4. Die histopathologische Untersuchung periimplantdarer Gewebeproben war ein
hochspezifisches Diagnostikmittel (100 %) und kann folglich bei einem positiven Befund
die Infektion mit groRer Wahrscheinlichkeit bestatigen. Bedingt durch die unzureichende

Sensitivitét (< 60 %) wird sie jedoch zu Recht nicht als priméarer Goldstandard betrachtet.

5. Die kulturelle Anzucht des Implantatabstrichs kann aufgrund der niedrigen Sensitivitat
nicht empfohlen werden.

6. Das einzige Verfahren, welches mit einer hochwertigen Sensitivitat (> 88 %) Uberzeugen
konnte, war die kulturelle Untersuchung des Sonikats. Anhand der eigenen Daten erfolgt
daher die Empfehlung bei dem Verdacht einer Pseudarthrose die mikrobiologische Analyse
des Sonikats durchzufuhren.

7. Aufgrund der niedrigen Spezifitat (stets < 56 %) sollten zusatzlich zur Sonikation

histopathologische Analysen und konventionelle Kulturen von Gewebeproben erfolgen.

8. Wegen des hohen Anteils an periimplantaren Infektionen bei Pseudarthrosen besteht ein
dringender Bedarf fur Diagnostikmethoden mit hohen Sensitivitdten, wie es die

mikrobiologische Analyse des Sonikats in Ansétzen zeigte.

Zusammenfassend ist anhand der eigenen Resultate festzustellen, dass sich die infektiologische
Analyse von Gewebeproben mittels Multiplex-PCR zu den konventionellen Diagnostikmethoden
unterlegen darstellte. Wéhrend die mikrobiologische Untersuchung von Gewebeproben hohere
Sensitivitaten aufwies, prasentierte die histopathologische Befundung optimalere Spezifitaten. Der
kurzen Diagnosedauer der PCR standen dabei hthere Materialkosten gegentiber. Final kann daher
anhand der ermittelten Daten keine generelle Empfehlung zur standardmé&Bigen Analyse von
periimplantaren Gewebeproben mittels Multiplex-PCR bei Pseudarthrosen ausgestellt werden.

4.3 Erdrterung der Methodik und Limitationen der Studie

Als Starken dieser Studie sind vor allem die Integration von zwei Kontrollgruppen zu nennen.
Neben der Existenz einer negativen Kontrollgruppe (,,Kontroll-Gruppe*), dessen Patienten zur
geplanten, aseptischen Implantatentfernung operiert wurden, lag eine positive Kontrollgruppe
(,,Infekt-Gruppe®) mit klinischen periimplantaren Infektionen vor. Somit bestanden parallel zur
primér relevanten Pseudarthrosen-Gruppe zwei weitere Subpopulationen zum Vergleich. Diese

Einteilung beruhte auf der klinischen Einschatzung vor der Operation und ist unabhangig von
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einer finalen Erflllung der Infektionskriterien erstellt worden, sodass innerhalb der Infekt-Gruppe
auch aseptische und in der Kontroll-Gruppe septische Falle (siehe Infektionskriterien) auftreten
konnten. Dies ermdglichte eine differenziertere Auswertung der einzelnen diagnostischen
Methoden. Dabei ist zu pointieren, dass auch die Vielzahl an angewendeten, ausgewerteten und
verglichenen Verfahren (Kulturen des periimplantaren Gewebes, Implantatabstrichs und Sonikats
sowie die histopathologische und moderne nukleinsédureabhdngige Analyse periimplantérer
Gewebeproben) als Besonderheit anzusehen ist. So wurde die Sonikationsflissigkeit, aufgrund
von besseren Resultaten in vergangenen Studien, nicht nur auf konventionellen Agarplatten,

sondern auch in Blutkulturflaschen angeziichtet.%®

Eine weitere Qualitat war das vielseitig aufgestellte Erregerpanel des Multiplex-PCR-Systems.
Aus den Uber 60 genetischen Markern, welche 114 Zielsequenzen abdeckten, resultierte eine
Spannbreite von mehr als 70 detektierbaren Pathogenen (siehe Tabelle 5).°* Damit offerierte das
Unyvero i60 ITI System (Curetis GmbH, Holzgerlingen, Deutschland) nicht nur eine hohe
Quantitat an potenziell-ursachlichen Mikroorganismen, sondern auch typische Biofilm-bildende
Erreger (Propionibacterium acnes, Staphylococcus sp., Pseudomonas sp. sowie Candida sp.).*
Zudem lag nach dem finalem Zusammenbau der Kartusche ein physikalisch geschlossenes System

vor, welches, verglichen mit den anderen Methoden, das Kontaminationsrisiko reduzierte.®’

Hervorzuheben ist weiterhin, dass fur die Multiplex-PCR-Analyse ausschlieBlich periimplantére
Gewebeproben verwendet wurden. Die Option auch Sonikationsflissigkeiten, Gelenk-
flissigkeiten, Abstrichtupfer, Katheterspitzen, Exsudate, Transsudate, Drainageflissigkeiten
sowie Knochenfragmente zu untersuchen verdeutlicht, welche Perspektiven derartige Geréte
beziehungsweise Verfahrensweisen hinsichtlich der verschiedenen Fachrichtungen und
Indikationen in Zukunft bieten kénnten.®” Dies wird komplettiert durch die kurze Zeitspanne, nach
welcher bereits Resultate vorlagen. Wéhrend konventionelle, kulturelle Verfahren bis zu zwel
Wochen andauerten, offerierte die Multiplex-PCR Ergebnisse nach etwa 5 Stunden.®” Dies
ermdoglicht insbesondere im Klinischen Alltag eine friihzeitige Anpassung der therapeutischen
Strategie. Da nicht nur Pathogene, sondern auch deren Antibiotikaresistenzen detektiert werden,

kann zudem eine Adaptation des antimikrobiellen Regimes erfolgen.

Als Limitation dieser Arbeit ist vor allem die relativ geringe Patientenanzahl zu nennen.
Obwonhl fast die Halfte der in die Studie eingeschlossenen Patienten der Pseudarthrosen-Gruppe
angehorten (17 wvon 38), handelte es sich dennoch um eine Kleine Population.

Wahrend die Kontroll-Gruppe immerhin 15 Individuen aufwies, betrug die Anzahl in der
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Infekt-Gruppe lediglich 6. In diesem Zusammenhang ist ebenfalls zu erwahnen, dass sich
die einzelnen Patienten durch unterschiedliche Charakteristika (z. B. Frakturlokalisation)
auszeichneten. Weitere wissenschaftlich-fundierte Studien mit groReren Populationen sind daher
in der Zukunft anzustreben. Da die Studie zur Gegentiberstellung des derzeitigen Goldstandards
(Kultur periimplantarer Gewebeproben) mit neueren Methoden (PCR, Sonikation) diente, wurde,
analog zu ahnlichen Studien in der aktuellen Forschung, keine Randomisierung durchgefiihrt.%

Ein weiterer Kritikpunkt ist, wie bereits in der Einleitung dieser Promotionsarbeit beschrieben,
der Mangel an einheitlichen Definitionen. Trotzdem sich in Deutschland eine fehlende ossére
Konsolidierung nach 6 Monaten etabliert hat, gibt es international keine uniforme Festlegung.?%%3
Hierbei steht vor allem der Aspekt der individuellen Frakturheilung mit vielfaltigen
Einflussfaktoren (Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Pseudarthrose: siehe Tabelle 2)
im Fokus, welcher eine homogene Charakterisierung erschwert.?®> Aufgrund des Fehlens einer
international anerkannten Definition einer Pseudarthrose, wurde sich fur die Einordnung innerhalb

der Studie an der in Deutschland legitimen Festlegung von 6 Monaten orientiert.

Des Weiteren existieren nach bestem Erkenntnisstand keine international renommierten Kriterien
flr die Determination von implantatassoziierten Infektionen bei Osteosynthesen. Im Gegensatz
dazu werden fir periprothetische Infektionen zwei Major- und funf Minorkriterien der
International Consensus Group basierend auf dem International Consensus Meeting on
Periprosthetic Joint Infections aus dem Jahr 2013 verwendet.!**'*® Fiir den Implantat-Typ
Osteosynthese liegen stattdessen unter anderem die von Renz designierten Merkmale
(siehe Tabelle 4) vor.*® Da es sich bei den Patienten in der Studie ausschlieRlich um Entfernungen
von Osteosynthesen handelte, wurden die empfohlenen Charakteristika fur letztere als Grundlage
zur Aufstellung der Infektionskriterien herangezogen. Die in der Tabelle 4 enumerierten
Aspekte Anamnese, Klinik und Radiologie dienten der préoperativen Gruppeneinteilung.
Im routineméBigen Ablauf an der Charité fanden bei den Explantationen der Osteosynthesen
keine Gelenkpunktionen statt, sodass keine Untersuchungen der Synovialfliissigkeit
beziehungsweise der Zellzahl durchgefihrt wurden. Geringfligig modifiziert resultierten als finale
Major-Kriterien ein identischer Erregernachweis in mindestens zwei mikrobiologischen Kulturen
(Gewebeprobe, Implantatabstrich, Sonikat) oder ein positiver histopathologischer Befund. Fir
letzteren wurde an der Charité standardmé&Rig die Klassifikation der periprothetischen Membran
nach Morawietz und Krenn angewendet, wobei die Typen Il und 1l als

infektionsverdachtig zahlten.®® Bei Erfiillung eines dieser beiden Kriterien galt im Rahmen der
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Studie eine manifeste Infektion als gesichert. Da die Histopathologie ein Major-Kriterium
darstellte, lagen bei den aseptischen Féllen folglich negative histopathologische Befunde vor.

Es bleibt fraglich, inwiefern eine histopathologische Begutachtung auf der Grundlage von
Granulozyten pro Gesichtsfeld (Grenzwert: > 5 Granulozyten in 400-facher VergréRerung) andere,
maoglicherweise bessere Resultate erzielen wiirde.*® Bei periprothetischen Infektionen wird derzeit
sogar die Implementierung eines neuen Scores, CD15 Focus Score genannt, diskutiert.*®
Dieses unkomplizierte Verfahren zeigte in ersten Studien diesbezlglich vielversprechende
Sensitivitditen sowie Spezifitdten und basiert auf der Quantitdt von CD15-positiven
Granulozyten.®13% Er ermoglicht zusatzlich zur Feststellung eines infektisen Geschehens sogar
eine Differenzierung zwischen niedrig-virulenten und hochgradig-virulenten Mikroorganismen.*®
In diesem Zusammenhang gibt es bereits Intentionen und erste Umsetzungen zur automatisierten
Durchfiihrung mithilfe einer speziellen Software namens CD15-Quantifier.’*® Inwiefern sich
dieser Score zukunftig etablieren wird beziehungsweise auf Infektionen bei Osteosynthesen

Ubertragbar ist, bleibt abzuwarten.

Eine weitere Einschrankung existiert in der Auswertung der positiven Befunde. Wahrend fiir die
Erfullung der Infektionskriterien ein Pathogen in zwei Befunden vorliegen musste, reichte fir den
positiven Befund einer Methode der Nachweis eines beliebigen Mikroorganismus aus. Dabei
erfolgte keine weitere Differenzierung hinsichtlich der Ubereinstimmung des Erregers zur
Erfullung der Infektionskriterien, da alleinig festgestellt werden sollte, ob eine diagnostische
Untersuchungsmethode eine potenzielle (mdglicherweise sogar polymikrobielle) Infektion
nachweisen kann. Zudem sei erwéhnt, dass eine weitere Limitation der Studie die in einigen Féllen

unvollstandige Anzahl an Untersuchungsbefunden ist.

Hinsichtlich der PCR-Analysen gab es aulierdem die Einschrankung, dass als Grundlage fiir die
Messung teilweise nur eine periimplantdre Gewebeprobe (in wenigen Fallen zwei oder drei
Biopsien) zur Verfugung stand. Maglicherweise kdnnte auch die standardmaiige Einbeziehung
mehrerer Gewebeproben, welche dann préanalytisch entsprechend der maximalen GréRenvorgabe

prapariert werden, optimalere Resultate zur Folge haben.

AbschlieRend ist auch der finanzielle Aspekt nicht zu vernachléssigen. Wahrend die PCR-Analyse
ein vielfach schnelleres Ergebnis als die kulturellen Verfahren offeriert, sind die Kosten fir die
notwendigen Gerate sowie die Kartuschen inklusive Zubehor nicht unerheblich und sollten bei der

Gegenlberstellung der Ergebnisse und Diskussion des optimalen Verfahrens inkludiert werden.
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4,4 Fazit und Ausblick

Frakturen stellen ein gesellschaftlich-relevantes Problem dar, welches insbesondere bei
unphysiologischen Heilungsprozessen zur haufigen Komplikation einer Pseudarthrose fiihren
kann.?” Aufgrund der Tatsache, dass lokale Infektionen atiologisch ausschlaggebend sein kénnen
und diese septischen Formen andere Behandlungskonzepte erfordern, wird eine friihzeitige,

korrekte sowie interdisziplinare Diagnostik und Therapie als essenziell angesehen.?

Die molekulare Analyse mittels Multiplex-PCR bietet hierbei den exorbitanten Vorteil
einer schnellen Diagnostik innerhalb von funf Stunden. Trotz der hohen Spezifitit kann derzeit,
aufgrund der unzureichenden Sensitivitat in der eigenen Studie sowie der wissenschaftlichen
Forschungen anderer Autoren (siehe Tabellen 11 und 13), keine Empfehlung zur routinemafRigen
Durchfiihrung bei dem Verdacht einer Pseudarthrose ausgesprochen werden. Weitere Studien mit
grolReren Populationen inklusive einiger Modifikationen (zum Beispiel Expansion der maximal
erlaubten Gewebegrolie, Adaptation der erregerabhéngigen Grenzwerte beziehungsweise cut-off
values oder Substitution des Analysematerials durch Sonikationsflussigkeit) sind notwendig, um
den tatsachlichen Nutzen dieses Verfahrens fir die zukinftige (Infekt-)Pseudarthrosen- und
Osteosynthesen-Diagnostik zu eruieren. Die Verdffentlichung einer evidenzbasierten,
medizinischen Leitlinie fur posttraumatische Pseudarthrosen ist im Jahr 2019 geplant.*4

Hinsichtlich der primdren Fragestellung ist zu konstatieren, dass sich die PCR in der eigenen
Studie inferior bzw. in der aktuellen wissenschaftlichen Forschung allgemein nicht superior zu den
konventionellen Techniken darstellt. Die Kultur des Sonikats scheint hinsichtlich der Sensitivitat
(vor allem bei vorheriger Antibiotikatherapie und Existenz eines Biofilms) die zukunftstrachtigste
Methode zu sein, weshalb eine Implementierung in das standardméaRige, diagnostische Prozedere
bei Pseudarthrosen empfohlen wird. Aufgrund einer nicht unerheblichen Anzahl an falsch-
positiven Ergebnissen, sollten jedoch stets die konventionellen mikrobiologischen und
histopathologischen Analysen der Gewebeproben parallel erfolgen (siehe Tabelle 11).

Final bleibt zu resiimieren, dass der Anteil an septischen Pseudarthrosen wahrscheinlich
ausgepragter ist als bisher angenommen wurde. Es existiert eine hohe Dunkelziffer an derartigen
Fallen, weshalb die Evolution der diagnostischen Methoden eine enorme Relevanz aufweist.
Madglicherweise ist in diesem Zusammenhang sogar eine kritische Betrachtung des international
renommierten Diamant-Konzepts (siehe Tabelle 3) erforderlich. Wie umfangreich die Quote an

Infektpseudarthrosen wirklich ist, wird sich durch zukinftige Forschungsergebnisse zeigen.
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