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Abstrakt

Hintergrund
Ziel der Arbeit ist es mittels des CD15 Focus-Scores eine Aussage zu Sensitivitat und
Spezifitat der bakteriellen Infektpersistenz bei Spacer-basiertem zweizeitigem

Gelenkendoprothesenwechsel zu ermitteln.

Methoden

Die Stichprobe umfasst 112 Falle, die aufgrund einer Infektion in Folge eines
Gelenkendoprothesenwechsels  einer  Revision unterzogen  wurden. Die
histopathologischen Daten wurden gemaf3 der SLIM-Klassifikation und des CD15 Focus-
Score erhoben und mit den mikrobiologischen Daten korreliert. Die quantifizierende
Bewertung durch den CD15 Focus-Score erfolgte ohne Kenntnis der mikrobiologischen
Daten. Die Korrelation erfolgte erst nach Einhaltung einer 14-tagigen Kultivierung.

Ergebnisse

Der CD15 Focus-Score zeigte bei 1-facher Auswertung eine Sensitivitdt fur die
Infekteradikation von 0.64, eine Spezifitat von 0.79. Bei 10-facher Auswertung eine
Sensitivitat von 0.68, eine Spezifitat von 0.91. Es lieR sich kein signifikanter
Zusammenhang mit den infektibsen Spezies nachweisen. Die Infekteradikation betrug
75%. In 64 Féllen bestand ein Partikelnachweis (PMMA). Es konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen mikrobiologischem Erregernachweis und Préasenz von

antibiotikahaltigen-PMMA-Partikeln gezeigt werden.

Zusammenfassung
In sdmtlichen Fallen zeigte sich periimplantares Gewebe mit variablem Nachweis von
PMMA-Partikeln. Die Klassifikation erfolgte als Synovialis vom Perispacer Typ 9, Typ 9A

mit Infekteradikation und Typ 9B mit Infektpersistenz.



Abstract

Objective
The purpose of this study is to use the CD15 focus score in order to determine the
sensitivity and specificity of bacterial infection persistence in spacer-based two-stage

revision arthroplasty.

Methods

The sample comprises 112 cases that were subjected to revision due to the presence of
infection upon replacement of a joint endoprosthesis. The histopathological data were
collected in accordance with the SLIM classification and the CD15 focus score and were
correlated with the microbiological data. The quantifying evaluation by means of the CD15
focus score was performed without knowledge regarding the microbiological data.
Correlation with the microbiological data was only performed after a 14-day cultivation

period.

Results

In a 1-fold evaluation, the CD15 focus score showed a sensitivity for infection eradication
of 0.64, a specificity of 0.79. With a 10-fold evaluation, a sensitivity of 0.68, a specificity
of 0.91. No significant association could be demonstrated in connection with the infectious
species. The infection eradication rate was 75%. Particulate matter (PMMA) was detected
in 64 cases. No significant correlation could be established between microbiological
pathogen detection and the presence of PMMA particles impregnated with antibiotics.

Conclusion
Peri-implant tissue with variable levels of PMMA particles was found in all cases.
Classification was determined as type 9 perispacer synovialis, type 9A with infection

eradication and type 9B with infection persistence.



1 Einfihrung

1.1 Operative Eingriffe in der Endoprothetik

Operative Eingriffe in der Endoprothetik werden sowohl bei degenerativen als auch bei
primar entzindlichen Gelenkerkrankungen mit Destruktion des Gelenkknorpels
durchgeflihrt. Aufgrund dessen, dass die Fahigkeit zur Regeneration des Gelenkknorpels
begrenzt ist, wird der darunterliegende Knochen zunehmend destruiert. Dies fuhrt zu
einer Osteoarthrose und Nekrose im Bereich des gelenknahen Knochens und somit ist
die Indikation =zur Implantation einer Endoprothese gegeben. Dies ist die
Standardtherapie bei Huft- und Kniegelenk. Weitere Indikationen fur die Implantation
einer Endoprothese sind beispielsweise durch Traumata bedingte gelenknahe Frakturen
(z.B. Oberschenkelhalsfraktur und Trummerfrakturen im Bereich des Kniegelenks),
angeborene Dysplasien vor allem im Bereich des Huftgelenks, Frakturen aufgrund einer
metabolisch-bedingten Osteoporose, Knochenresektion aufgrund von pathologischen
Frakturen im Rahmen eines Tumorgeschehens (Resektion von Metastasen oder
primaren osséren Tumoren) [Claes et al., 2012]. Die Gelenkflachen werden hierbei durch
Prothesen aus Metall, Keramik oder Kunststoff ersetzt und durch einen Metallschaft bzw.
eine Metallpfanne im Knochen verankert. Diese Prothesen werden mit Knochenzement
aus Polymethylmethacrylat (PMMA) im Knochen fixiert. Dies ermdglicht auch eine friihe
postoperative Mobilisation.

1.1.1 Haufigkeit des endoprothetischen Eingriffes

Implantationen von Gelenkendoprothesen sind eine der wichtigsten operativen Therapien
in der orthopadischen Medizin zur Verbesserung der Lebensqualitat und
Wiederherstellung der Mobilitdt und zeichnen sich weltweit durch hohe Zuwachsraten aus
[Ethgen, O., 2004]. Ausgehend von den Daten des statistischen Bundesamtes aus dem
Jahr 2019 wurden insgesamt 437.236 Endoprothesen im Bereich des Huft- und
Kniegelenks implantiert (Huftgelenk: 243.477, Kniegelenk 193.759). Rund 40% des
endoprothetischen HUft- oder Kniegelenkersatzes betrifft Patienten zwischen 70 und 79
Jahren. Eine geschlechtsspezifische Verteilung ist nicht zu erkennen.

1.1.2 Infektpersistenz in der Endoprothetik
Die periprothetische Infektion einer Endoprothese gilt als eine schwere Komplikation des

operativen Eingriffes. Klinischerseits wird die periprothetische Infektion auf zwei Arten
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definiert. Folgendermal3en wird diese nach dem International Consensus Meeting
definiert: Es missen ein von zwei Major- oder drei von funf Minor-Kriterien vorhanden
sein.

Zu den Major Kriterien gehoren der Nachweis einer Fistel oder der Nachweis identischer
Erreger in zwei Gewebeproben/ Punktaten. Minor Kriterien hingegen sind ein
histologischer Nachweis einer Infektion, eine singular positive Kultur, eine erhoéhte
Zellzahl im Punktat oder eine erhéhte Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Punktat
und eine CRP- und BSG-Erhéhung [International Consensus Meeting (ICM), Philadelphia
2013; Youssef et al. 2004].

Die Definition der periprothetischen Infektion nach Methews wird wie folgt angegeben.
Dabei muss eines der funf folgenden Kriterien erfiillt sein: 1) Der Nachweis einer Fistel
oder Eiter im Punktat/ Situs, oder 2) der Nachweis identischer Erreger in zwei
Gewebeproben/ Punktaten, oder 3) nach Krenn ein histopathologisch akutes
Entziindungszeichen oder 4) eine erhohte Leukozytenzahl und Neutrophilenanteil im
Punktat (Uber 2000 Leukozyten/ul oder 70% Granulozyten) [Methews et al., 2009].

Der wichtigste diagnostische Faktor stellt die Mikrobiologie als Goldstandard dar.
Untersucht werden hier entweder Gelenkpunktate oder intraoperativ gewonnene Proben
mit dem Ziel der Bestimmung der neutrophilen Granulozyten und mikrobiologischer
Anzucht der Erreger.

1.1.3 Haufigkeit und Bedeutung der Infektpersistenz fir die Gesellschaft

Bei periimplantaren Infektionen handelt es sich um schwerwiegende Komplikationen und
stellen eine grof3e medizinische Herausforderung an die verschiedenen chirurgischen
und diagnostischen Disziplinen dar. Nicht nur die Dauer der Behandlung gestaltet sich
als langwierig und schwierig, auch der psychische Leidensdruck auch aufgrund der
hohen Kosten stellen ein enormes Problem dar. Die Kosten fur eine Revision einer
infizierten Knie-TEP betragen durchschnittlich mehr als 25.000 € pro Patient [Haenle, M.,
2012]. Etwa 4% der Patienten mit einer Endoprothese leiden an einer periprothetischen
Infektion. Das vorrangige Ziel einer Behandlung der Infektpersistenz ist eine dauerhafte
Infektsanierung sowie eine Funktionserhaltung der Endoprothese.

Am haufigsten nachgewiesen werden koagulase-negative Staphylokokken,
Staphylococcus-aureus, Streptokokken, Enterokokken und gramnegative Bakterien.

Der zweizeitige Wechsel von Gelenkendoprothesen ist aktuell eines der wesentlichen

Therapieverfahren, wobei die Behandlungserfolge schwer vorhersehbar sind und eine
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hohe Infektpersistenzrate besteht [Akln, D., 2019; Dieckmann, R., 2014; George, J.,
2016; George, J., 2017; Hoell, S., 2016; Triantafyllopoulos, GK., 2016]. Es existiert kein
Konsens bezuglich der genauen therapeutischen Vorgehensweise und den
diagnostischen Prinzipien, wobei in den letzten Jahren durch Konsensusmeetings
Grundlagen fur eine standardisierte und reproduzierbare Infektionsdiagnostik fur alle

diagnostischen Bereiche geschaffen wurde [Aalirezaie, A., 2019; Bauer, TW., 2019].

1.2 Spacerimplantation

1.2.1 Indikationen fur die Implantation eines Spacereinbaus

In der Gelenkendoprothetik werden Spacer aufgrund einer bakteriell infizierten
Endoprothese implantiert. Hierbei wird die infizierte Endoprothese zuerst ausgebaut und
durch den sogenannten Spacer ersetzt. Dieser Vorgang wird als zweizeitiger septischer
Endoprothesenwechsel bezeichnet. Die Spacer enthalten hochkonzentrierte Antibiotika,
welche stetig an das umgebende Gewebe abgegeben werden und somit lokal wirken, um
zu einer Keimreduktion/ Keimeradikation zu fuhren. Die Spacer werden fur

durchschnittlich sechs Wochen implantiert, um die Infektion zu sanieren [Militz, M., 2015].

1.2.2 Revision und Explantation des Spacers

Die Explantation des Spacers erfolgt nach gesicherter Infektsanierung und bei
nachgewiesenen negativen laborchemischen Entzindungsparameter (keine erhéhte
Anzahl an Leukozyten, kein erh6htes CRP und keine erhéhte BSG). Die durchschnittliche
Standzeit des Spacers betragt ca. sechs Wochen [Militz, M., 2015].

1.3 Histopathologie der Endoprothetik

1.3.1 Klassifikation

Die histopathologische Gelenkendoprothesen-Diagnostik stellt mittlerweile einen
bedeutenden Teil der orthopédischen Pathologie dar. Hierbei wird die periprothetische
Membran oder auch synovial-like interface membrane (SLIM) lichtmikroskopisch
untersucht. Um einen nationalen bzw. internationalen Konsens zu finden wurde 2004
national bzw. 2006 international eine Konsensusklassifikation zur Einteilung der
orthopadischen Endoprothesen-Pathologie erstellt [Morawietz et al., 2004; Morawietz et
al., 2006]. In dieser Konsensusklassifikation wurde die Gelenkendoprothesen-Pathologie
in verschiedene Subtypen unterteilt. Hierzu gehdren SLIM-Typ | (abriebinduzierter Typ),
SLIM-Typ Il (infektiéser Typ), SLIM-Typ Il (Mischtyp) und SLIM-Typ IV (Indifferenztyp).
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2013 wurde auf nationaler Ebene und 2014 auf internationaler Ebene eine Revision der
SLIM-Konsensusklassifikation vorgenommen und drei weitere Subtypen in die
Klassifikation aufgenommen: SLIM-Typ V (Arthrofibrose), Typ VI (adverse Reaktion) und
Typ VII (ossére Pathologien) [Krenn et al., 2013; Krenn et al., 2014].

Die Subtypen der SLIM-Konsensusklassifikation werden wie folgt charakterisiert:

Abriebinduzierter Typ — SLIM Typ |

Dieser Typ stellt den haufigsten der periprothetischen Membran dar. Hier kommt es im
Bereich der implantierten Endoprothese zu einer lokalen Aktivierung von Makrophagen
mit der Folge einer Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren. Dies fuhrt zu einer
Ansammlung von Immunzellen und einer aseptischen Entziindungsreaktion im Bereich
der periprothetischen Membran [Otto et al., 2006]. Histomorphologisch lassen sich
unterschiedliche Abriebpartikel je nach mechanischer Belastung und Art der
Endoprothese nachweisen. Zu diesen Abriebpartikeln gehdren Polyethylen (PE),
Knochenzement (PMMA), metallischer Abrieb sowie Keramik [Krenn und Perino, 2017].
Klinischerseits stellt sich dieses geschehen als aseptische Prothesenlockerung dar.
Histologisch zeigt sich hier ein Mischbild aus Fremdkorperriesenzellen vom
multinukledren Typ sowie einzelnen Makrophagen und Nachweis von Abriebpartikeln,
vereinzelt lassen sich auch Nekrosen sowie einzelne Lymphozyten und Plasmazellen
nachweisen. Die Abriebpartikel koénnen sowohl extrazellular (makropartikuléares
Polyethylen und PMMA-Depositionen) als auch intrazellular nach erfolgter Phagozytose

(mikropartikulares Polyethylen) vorliegen [Krenn und Perino, 2017].

Infektioser Typ — SLIM Typ

Dieser Typ stellt das histologische Korrelat der septischen Prothesenlockerung dar.
Klinischerseits wird hier zwischen einer sogenannten low-grade und einer high-grade
Infektion unterschieden, wobei ein genauer Grenzwert zwischen einer low-grade Infektion
und einer high-grade Infektion bislang nicht definiert ist [Krenn et al., 2011]. Histologisch
zeigt sich hier periimplantares Gewebe mit Nachweis von Fibroblasten, Gefal3proliferaten
sowie Aggregaten aus neutrophilen Granulozyten, Plasmazellen und Lymphozyten.Diese
Aggregate kénnen auch in Mikroabszessen vorliegen. Des Weiteren zeigt sich eine
Destruktion der synovialen Deckzellschicht. Hieraus ergibt sich als relevantes Kriterium
fur die Diagnostik die Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten. Hierzu kann
lichtmikroskopisch die Anzahl der neutrophilen Granulozyten pro Gesichtsfeld bei 400-
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facher VergroRerung (high power field, HPF) ausgezahlt werden. Fir die Diagnose einer
low-grade Infektion missen pro 10 HPF mindestens 23 neutrophile Granulozyten
nachgewiesen werden [Morawietz et al., 2009]. Aufgrund dessen, dass die neutrophilen
Granulozyten in dem periimplantdren Gewebe nicht gleichmafiig verteilt vorliegen ist
diese Art der Quantifizierung relativ ungenau. Um eine reproduzierbare Quantifizierung
der neutrophilen Granulozyten zu gewahrleisten, wird das periprothetische Gewebe
immunhistochemisch  untersucht. Neutrophile  Granulozyten exprimieren das
Oberflachenmerkmal CD15, sodass eine immunhistochemische Farbung gegen dieses
Oberflachenmerkmal eingesetzt werden kann. Das immunhistochemisch angefarbte
Praparat kann nun standardisiert lichtmikroskopisch untersucht werden. Hierbei erfolgt
die Untersuchung von einem HPF unter 200-facher Vergrof3erung mittels einer digital
unterstitzen morphometrischen Analyse am PC-Bildschirm. Ein Fokusscore von 50
neutrophilen Granulozyten gilt hierbei als Orientierungsmarke fir die Diagnosestellung

einer periprothetischen Infektion [Kolbel et al., 2015].

Mischtyp — SLIM Typ I

Der sogenannte Mischtyp der SLIM-Klassifikation stellt eine Kombination aus
abriebinduziertem Typ (Typ I) und infektiossem Typ (Typ II) dar. Dieser ist zugleich der
seltenste Typ der Klassifikation. Es miussen sowohl die Kriterien des abriebinduzierten
Typs als auch des infektiosen Typs erfilllt sowie die Merkmale beider Typen eindeutig

identifizierbar sein.

Indifferenztyp — SLIM Typ IV

Bei diesem Typ lasst sich weder eine abriebinduzierte noch eine infektibse Genese
eindeutig erkennen. Es finden sich keine eindeutigen Kennzeichen der periprothetischen
Membran vom abriebinduzierten Typ oder des infektibsen Typs. Histologisch zeigt sich
vor allem relativ zellarmes kollagenfaserreiches Bindegewebe mit Nachweis von
Abriebpartikel (Mikro- und Makropartikulares PE und PMMA) sowie gelegentlich
Nachweis von einzelnen Makrophagen, Riesenzellen und neutrophile Granulozyten. An
der Oberflache dieses Gewebes kann eine Synovialis-dhnliche Deckzellschicht
vorhanden sein [Krenn und Perino, 2017]. Um eine low-grade Infektion sicher
ausschliel3en zu konnen, kann eine Quantifizierung der CD15-positiven neutrophilen

Granulozyten vorgenommen werden.



Endoprothesen-assoziierte Arthrofibrose — SLIM Typ V

Die diagnostischen Kriterien einer Gelenkendoprothesen-assoziierten Arthrofibrose
setzen sich zusammen aus einer Vermehrung des kollagenstraffen Bindegewebes mit
unterschiedlicher Anzahl an Fibroblasten und Fibrozyten sowie Gefaldquerschnitten.
Klinisch relevant fur die Diagnose einer Arthrofiborose sind Schmerzen und
Bewegungseinschrankungen aufgrund einer Prothesenlockerung. Die Arthrofibrose kann
in drei unterschiedliche Grade eingeteilt werden, welche sich durch eine Zunahme der
Fibroblasten auszeichnen [Krenn und Perino, 2017; Krenn et al., 2009]. Grad | zeigt eine
geringe fibroblastare Zellularitat sowie eine unspezifische Vernarbung. Grad Il zeigt eine
mafiggradige fibroblastare Zellularitit sowie eine nodulare Proliferation des
angrenzenden fibrosen Gewebes. Grad Il zeigt eine hochgradige fibroblastare
Zellularitat mit Ahnlichkeiten einer Fibromatose.

Adverse Reaktion — SLIM Typ VI

Unter adverser Reaktion versteht man unterschiedliche inflammatorische Prozesse, die
als gemeinsames Kriterium eine hypersensitive Reaktion zeigen, welche durch die
Fremdpartikel der Endoprothese ausgeldst werden. Man unterscheidet zwischen einer
immunologischen Reaktion im Sinne einer allergischen Reaktion auf das
Implantatmaterial und einer Gewebereaktion mit nekrotisch-lymphozytaren Muster
[Krenn und Perino, 2017]. Aufgrund dessen, dass es keine eindeutigen histologischen
Kriterien gibt, kann die Diagnose einer adversen Reaktion nur im Kontext der klinischen
Befunde gestellt werden. Ein haufiges histopathologisches Bild ist das Vorhandensein
von plasmazellularen Infiltraten sowie Nachweis von Lymphozyten bei gleichzeitigem
Nachweis von Abriebpartikeln [Krenn und Perino, 2017]. Typisch fur das Bild eines
nekrotisch-lymphozytadren Musters sind ausgedehnte Nekrosen im Bereich der
periprothetischen Membran sowie ein Nachweis von Makrophagenakkumulaten und
Abriebpartikeln [Krenn und Perino, 2017]. Dieses Bild sieht man klassischerweise bei

Endoprothesen mit sogenannten ,metal-on-metal“ (,MoM*) Paarung.

Ossaére Pathologien — SLIM Typ VI

Unter diesem Typ der SLIM-Klassifikation werden ossére Pathologien zusammengefasst,
welche im Zusammenhang mit einer Endoprothese stehen. Hierzu gehéren die
Osteoporose/ Osteopenie und Frakturen des kndchernen Gewebes im Bereich der

Endoprothese. Histologisch zeigt sich hier eine Reduktion der ossaren trabekularen
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Quervernetzung sowie einer Verschmalerung der Kortikalis [Krenn und Perino, 2017].
Auch die aseptischen Knochennekrosen werden diesem Typen zugeordnet. Hier tritt
zudem eine reduzierte trabekulare Quervernetzung einhergehend mit einer Fibrose der
Markrdaume, einer Ansammlung von Schaumzellen und einer reaktiven
Geflechtknochenneubildung im Bereich von Nekrosezonen auf [Krenn und Perino, 2017].
Ein weiterer Teil dieser Klassifikation stellt die sogenannte heterotope Ossifikation dar.
Histologisch zeigt sich hier ossares Gewebe mit Markraumoédem, Markraumfibrose und
reaktiver Ossifikation mit einer fokalen Geflechtknochenneubildung. Dies fuhrt je nach
Ausmald der Ossifikation zur Reduktion der Mobilitdt im Bereich des betroffenen
Gelenkes [Krenn und Perino, 2017].

1.3.2 Knochenzement/ PMMA

Bei operativen Eingriffen in der Orthopadie kommt Knochenzement, sogenanntes PMMA,
zum Einsatz. PMMA ist ein Zweikomponentenklebstoff, dem das Antibiotikum Gentamicin
zur Infektionsbehandlung zugesetzt wird, sowie das Kontrastmittel Zirkondioxyd oder
Bariumsulfat zur Darstellung auf Rontgenbildern [Krenn, V., 2012].

Der Knochenzement besteht aus zwei Anteilen: einem Pulver und einer Flissigkeit.
Werden diese beiden Komponenten gemischt, kommt es zu einer exothermen Reaktion
und zur Bildung eines homogenen Gemisches. Wéahrend das Gemisch aushartet, kann
die Temperatur aufgrund des Polymerisationsprozesses bis auf 70°C steigen. Nach etwa
10 Minuten ist der Zement vollstdndig ausgehartet.

Bei bakteriellen Infektionen von Knochen und Weichgewebe wird der Knochenzement
mit Gentamicin versetzt, welches kontinuierlich freigegeben wird. Dadurch wird eine
dauerhafte lokale Abgabe des Antibiotikums an das umgebende Gewebe madglich. Ein
grol3er Vorteil der lokalen Verabreichung ist, dass eine relativ hochdosierte Behandlung
moglich ist. Da Gentamicin vor allem nephro- und orotoxisch wirkt, kann eine hohe
systemische Konzentration somit vermieden und die Nebenwirkungen herabgesetzt

werden.

1.4 Histopathologische Kriterien der Infektpersistenz bei Spacerimplantation
1.4.1 Histopathologische Diagnostik der Infektpersistenz

Neben der klinischen mikrobiologischen Diagnostik wendet sich die histopathologische
Diagnostik der zentralen Aufgabe der Infektionsdiagnostik zu [Bauer, TW., 2019; Parvizi,

J., 2018; Athanasou, NA., 1995]. Diese kann als eine indirekte Infektionsdiagnostik
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bezeichnet werden, da durch die Quantifizierung segmentierter neutrophiler
Granulozyten mittels verschiedener Methoden eine Aussage zu einer bakteriellen
Infektion bzw. eine Aussage zu einem Infektionsausschluss erfolgt.

Die Gesamtheit der verschiedenen differenzialdiagnostisch infektiosen und nicht-
infektibsen Typisierung ist in der SLIM-Konsensusklassifikation dargestellt [Krenn, V.,
2014], welche als eine Klassifikation mit guter Resonanz einen wesentlichen Beitrag in
der Pathologie der Gelenkendoprothetik leistet und aktuell ,Cited by 54 PubMed Central
articles” aufweist.

In einem internationalen Konsensusmeeting wurde fur die Infektionsdiagnostik bei
zweizeitigem Wechsel von Gelenkendoprothesen die verschiedenen
Quantifizierungssysteme von segmentierten neutrophilen Granulozyten auf Basis einer
systematischen Literaturrecherche analysiert, bewertet und eine Konsens-basierte
Empfehlung abgegeben, welche auf mehr als finf segmentkerniger neutrophile
Granulozyten in zumindest 3 HPF beruht [Aalirezaie, A., 2019]. Der Vorteil dieser
Quantifizierung besteht in einer einfachen HE-basierten morphologischen Analyse. Die
Nachteile darin sind allerdings, dass neutrophile Granulozyten ausschlie8lich HE-
morphologisch definiert sind und, dass die genaue Field-area nicht angegeben ist.
Dadurch kann eine Unscharfe in der Diagnostik bestehen [Tsaras, G., 2012].

1.4.2 Methoden der Diagnostik

Die deskriptive statistische Analyse und graphische Aufarbeitung der erhobenen Daten
erfolgten mittels SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics, Version 25.0.0.0. 64-Bit). Die
Ausgabe der Graphiken erfolgte mittels Prism (GraphPad Prism, Version 8.4.0 (455) fur
Mac, GraphPad Software, La Jolla California USA). Zur deskriptiven Statistik wurden
Haufigkeiten, Mittelwerte, Minimalwerte und Maximalwerte ermittelt. Die H&aufigkeiten
wurden in einfachen Anzahlen und prozentualen Anteilen angegeben. Die Préasentation
der Daten erfolgte mit Hilfe von Kreisdiagrammen und Balkendiagrammen.
Vergleichende statistische Analysen wurden mit Hilfe der Programmiersprache R (The R
Foundation for statistical Computing; Version 3.5.1, General Public License; [The R
Project] — www.r-project.org) durchgefiihrt. Konkret wurden Varianzanalysen (ANOVA)
verwendet, bei statistisch signifikanten Unterschieden der auf diese Weise generierten
Daten wurden zusatzlich ein Post-Hoc-Test (Tukey HSD — Test) durchgefihrt. In Rahmen
dieser Arbeit wurden p-Werte entsprechend Ublicher Signifikanzabstufungen gewichtet

bewertet (p < 0,05 signifikant, p < 0,01 hochsignifikant).
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Zur Beantwortung der Frage, ob sich zum einen der CD15 Focus-Score von dem
mikrobiologischen Nachweis unterscheidet als auch eine genauere Stratifizierung in low-
grade und high-grade Infektion mdglich ist, wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewendet. Es folgte die Prufung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test. Die
Verteilungsform der Gruppen wurde durch den Kolmogorov-Smirnov-Test untersucht.
Die Fragestellung nach erfolgreicher Infekteradikation in Bezug auf den
mikrobiologischen  Erregernachweis in  Abhangigkeit zu intrageweblichen
antibiotikahaltigen PMMA-Partikeln wurde mittels Chi-Quadrat-Test auf Unabhangigkeit
Uberpruft.



2 Material und Methodik

2.1 Zu untersuchende Gewebeproben

Die Entnahme der untersuchten Gewebeproben erfolgt im Rahmen eines operativen
Eingriffs zur histopathologischen Diagnostik von endoprothetischen Membranen an Hiifte
(n=61) und Knie (n=51). Die Gewebeproben stammen von 112 Patienten aus 27
orthopadischen Kliniken aus neun Bundeslandern im Zeitraum von 2017 bis 2020.
Hiervon waren 61 (54%) der Patienten weiblich und 51 (46%) der Patienten mannlich.
Das durchschnittliche Alter der weiblichen Patienten betrug 73 (50 bis 94 Jahre) und das
durchschnittliche Alter der mannlichen Patienten 68 Jahre (36 bis 89 Jahre).

2.2 Makroskopische und mikroskopische Aufarbeitung

Die histopathologische Aufarbeitung der periprothetischen Membranen bzw. SLIM
erfolgte im medizinischen Versorgungszentrum fur ,Histologie, Zytologie und Molekulare
Diagnostik“ mit einem Schwerpunkt flur Orthopadische Pathologie (MVZHZMD Trier
GmbH, Germany) unter akkreditierten Bedingungen (DIN EN ISO/IEC 17020: 2012,
Registrier-nummer: D-1S-21311-01-00). Es kommen semiautomatische undautomatische
Verfahren zur Anwendung, welche eine Entwasserung, Paraffinierung derGewebeproben
(Leica- PELORIS®, Xpress 120 SACURA ®) und eine teilautomatische (HM325-Leica
und Zeiss®) sowie eine vollautomatische Mikrotomisierung moglich machen.

Die intraoperativ entnommenen Gewebeproben werden in gepufferter 5%iger
Formalinlosung an das Versorgungszentrum Ubersandt. Dort werden die Proben mit
einem individuellen Barcode und dazugehoriger Eingangsnummer gekennzeichnet und
elektronisch erfasst. Somit ist eine eindeutige Zuordnung der Proben im gesamten
Bearbeitungsprozess zu jeder Zeit mdglich.

Bei der makroskopischen Aufarbeitung des eingesandten Gewebes wird zwischen
weichem Material und Material mit harter Konsistenz (Knorpel, verkalktes Material und
Knochenmaterial) unterschieden. Die weichen Gewebeproben werden direkt in einer
Einbettkapseln von bis zu 28x22x4 mm eingebettet, wohingegen die harten
Gewebeproben zuerst entmineralisiert oder entkalkt werden mussen. Die Entkalkung
erfolgt mittels Saure in 5%iger Salzsaure. AnschlieBend werden die Gewebeproben
entwassert und in Paraffinblocke gegossen. Nach Abkihlung und Ausharten der

Paraffinblocke wird mittels eines Rotationsmikrotoms (Rotationsmikrotom Hyrax M40,
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Zeiss, Oberkochen, Germany; Messer A35, Feather, Osaka, Japan) von den
Paraffingewebeblocken Schnitte mit einer Schichtdicke von 2-5 um angefertigt und auf
einen Objekttrager aufgebracht (Objekttrdger Superfrost entfettet und geschnitten,
Menzel, Braunschweig, Germany).

Anschliel3end erfolgt eine Farbung des hergestellten Schnittpraparats. Standardméanig
werden die Praparate mittels Hamatoxylin und Eosin Farbung (HE), PAS (Periodic-Acid-
Shiff)-Farbung und Berliner-Blau-Reaktion aufgearbeitet.

Die HE-Farbung erfolgt vollautomatisiert durch das Sakura Prisma-Farbemodul (Sakura
Finetek Germany GmbH, Freiburg, Germany). Hierbei werden die bereits hergestellten
Schnittpraparate auf den Objekttragern mittels Xylol in einer absteigenden Ethanolreihe
(100%, 96%, 70% entparaffiniert). Daraufhin erfolgt die Anfarbung der basophilen
Zellkerne in dem der Objekttrager 4-mal fur jeweils zwei Minuten Hamatoxylin (nach
Harris, Surgipath, Richmond, Illinois, USA) eingetaucht wird. Anschliel3end erfolgt die
Anfarbung des azidophilen Zytoplasmas mittels Eosin (Eosin Y, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) 4-mal fir eine Dauer von jeweils zwei Minuten. Nach dieser
durchgeflihrten Farbung werden die nun gefarbten Schnitte mit einer aufsteigenden
Ethanolreihe und Xylol aufgearbeitet. Anschliel3end erfolgt die Fixierung und Eindeckung
der gefarbten Objekttrager (Eindeckautomat CV5030, Leica, Wetzlar, Germany).

Mithilfe der PAS-Farbung werden kohlenhydratreiche Verbindungen
(Mucopolysaccharide, Glykoprotein und Glykolipide) angefarbt. Dies erfolgt ebenfalls
vollautomatisiert mittels des Sakura Prisma-Farbemoduls (Sakura Finetek Germany
GmbH, Freiburg, Germany). Die Objekttrager werden ebenfalls mittels Xylol und einer
absteigenden Ethanolreihe entparaffinisiert und anschlielBend mittels Periodséaure
behandelt. Dieser Vorgang fuhrt zu einer Oxidation der Glykolgruppen zu
Aldehydgruppen. Dies ermdglicht eine Reaktion mit der Schiffschen Reagenz, was zu
einer latent roten Farbreaktion fuhrt. AnschlieBend werden die Zellkerne mittels
Hamalaun nach Mayer dunkelblau angefarbt. Die so hergestellten gefarbten
Schnittpraparate werden nun fixiert und mit einem Deckglas versehen (Eindeckautomat
CV5030, Leica, Wetzlar, Germany).

Mithilfe der Berliner-Blau-Reaktion kann Eisen in einer Gewebeprobe gezielt angefarbt
und somit nachgewiesen werden. Auch diese Farbung erfolgt vollautomatisiert durch das
ST-5020 Leica Farbemodul (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany).
Hierbei fuhrt die Reaktion durch Salzsaure dazu, dass ionisiertes Eisen (FE3*) mit

Kaliumhexacyanoferrat-11 ein unlésliches Prézipitat bilden, welche als Ergebnis eine
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Blaufarbung aufweist. Anschliel3end erfolgt eine Gegenfarbung der Zellkerne mittels
Kernechtrot.

Des Weiteren konnen die Praparate auch immunhistochemisch weiterfiihrend
aufgearbeitet werden. Hier wird mittels indirekter immunhistochemischer Farbung das
Antigen CD15 nachgewiesen. Dies erfolgt ebenfalls vollautomatisiert (BenchmarkXT, ICH
Slide Stainer, Roche, Basel, Switzerland). Die angefertigten Schnittpraparate werden mit
Xylol und einer absteigenden Ethanolreihe entparaffinisiert. Daraufhin wird durch eine
Zellkonditionierung eine  Demaskierung der Zielantigene herbeigefiihrt. Die
Schnittpraparate werden bei 95°C fur acht Minuten inkubiert. Anschlie3end erfolgt eine
30-minutige Zellkonditionierung sowie eine Inkubation mit dem primaren Antikorper, in
diesem Fall CD15 (Anti-CD15, mouse monoclonal primary antibody, Klon MMA, Roche,
Basel, Schweiz), welcher an das Zielantigen bindet. Im Anschluss daran werden die
Schnittpraparate mit dem Sekundarantikdrper (I-VIEW BIOTIN Ig, Roche Ventana
Medical Solutions, Basel, Switzerland) zusammengebracht, welcher an den primaren
Antikdrper bindet. Daraufhin erfolgt eine Inkubation mit Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase (I-VIEW SA-HRP, Roche, Basel, Switzerland). Diese bindet an das
Glykoprotein Biotin der sekundaren Antikdrper. Im letzten Schritt wird die
Peroxidasereaktion mittels Wasserstoffperoxid (H202) und 3,3 Diaminobenzidin (DAB,
DAKO, Glostrup, Denmark) als Farbsubstrat sichtbar gemacht.

2.3 Histopathologie der orthopadischen Gewebeproben

Die histopathologische Begutachtung der SLIM erfolgt unter standardisierten und
akkreditierten Bedingungen (DIN EN ISO/IEC 17020:2012, Registriernummer: D-IS-
21311-01-00). Die Einordnung und Typisierung der SLIM erfolgt gemal3 der SLIM-
Konsensus-Klassifikation [Morawietz et al., 2004; Morawietz et al., 2006] sowie der
aktualisierten SLIM-Konsensus-Klassifikation [Krenn et al., 2013; Krenn et al., 2014] von
drei erfahrenen Fachérzten fur Pathologie (Facharzt-Tatigkeit: 11-20 Jahre) mit
orthopadisch-pathologischer Spezialisierung (V.K., M.O. und C.D.). Sollte eine eindeutige
Einordnung bzw. Typisierung des Gewebes nicht mdglich sein, erfolgt eine Diskussion
zwischen den Facharzten mit anschlieender kompromissbasierter Festlegung der
Typisierung (Interobserver-Validierung). Die Gewebeproben werden mit der Frage nach
einer bakteriellen Infektion, speziell mit der Frage nach einer histopathologischen
Infekteradikation und Gewebeklassifikation Ubersendet. Die histopathologische Analyse

bzw. Typisierung erfolgte mittels der Kriterien der SLIM-Konsensus-Klassifikation [Krenn,
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V., 2014], die Partikelcharakterisierung gemafd des Partikel-Algorithmus [Perino, G.,
2018]. Die PMMA-Partikelquantifizierung erfolgte semiquantitativ in geringgradigen
PMMA-Depositionen (1-2 Partikel pro Field-area: 1,2 mm?2) und hochgradigen PMMA-

Depositionen (mehr als zwei Partikel pro Field-area: 1,2 mm?)

2.4 Histopathologie der Perispacer-Reaktion

Der CD15 Focus-Score stellt eine valide Methode zur histopathologischen Diagnostik der
primaren periprothetischen Infektion dar und wurde durch Korrelation mit den
mikrobiologischen Daten als Goldstandard erhoben [Krenn, VT., 2017]. Dieser ermdglicht
mit hoher Sensitivitat und Spezifitat die histopathologische Diagnose einer Infektion bzw.
eines Infektausschlusses und zudem eine orientierende Typisierung der
Bakterienspezies. Dieser Goldstandard basiert auf einer spezifischen Eigenschaft
segmentierten, neutrophiler Granulozyten, wobei die Quantifizierung in einer festgelegten
Field-area erfolgt [Krenn, VT., 2017]. In dieser korrelativ-mikrobiologischen Untersuchung
wurde der CD15 Focus-Score bezuglich der Fragestellung einer Infektpersistenz bzw.
Infekteradikation bei zweizeitigem Wechsel von Gelenkendoprothesen angewendet und
dahingehend erweitert, dass nicht nur eine einfache, sondern auch eine zehnfache
Quantifizierung erfolgt. Das letztere Prinzip basiert im Wesentlichen auf publizierten
Daten eines kleinen Kollektivs, ebenfalls ohne genaue Angabe der Field-area [Bori, G.,
2007]. Da bakterielle Infektionen generell eine heterogene und multifokale Verteilung im
Gewebe aufweisen, erscheint die Analyse einer grof3en Flache des periimplantaren
Gewebes dahingehend sinnvoll und notwendig. Aus diesen Griunden wurde fir die
mikrobiologische  Diagnostik eine  Mindestanzahl von Gewebeproben aus
unterschiedlichen Lokalisationen vorgeschlagen [Izakovicova, P., 2019; Zmistowski, B.,

2014], um eine effiziente Infektionsdiagnostik als Diagnosestandard zu ermdglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Korrelation der histopathologischen und mikrobiologischen Daten
Patientenkollektiv

Es wurden insgesamt 112 Falle befundet, die aufgrund einer Infektion einer Operation mit
zweizeitigen Gelenkendoprothesenwechsel unterzogen worden sind. Das Material wurde
im histopathologischen Befund gemal der klinischen Fragestellung mittels Anwendung
des CD15 Focus-Scores Kklassifiziert, gemalR der revidierten SLIM- Konsensus-
Klassifikation typisiert und als SLIM vom Perispacer Typ (Typ 9) bewertet. Der Nachweis
von PMMA-Depositionen wurde zusatzlich kommentiert. Die Gewebeproben stammen
von 27 orthopadischen Kliniken aus neun Bundeslandern: Berlin (n = 1), Schleswig-
Holstein (n = 1), Baden-Wirttemberg (n = 7), Hamburg (n = 7),Rheinland-Pfalz (n = 2),
Nordrhein-Westfalen (n = 9), Niedersachsen (n = 4), Sachsen- Anhalt (n = 1) und Bayern
(n=4).

Alter und Geschlecht des Patientenkollektivs

Das mediane Alter des Kollektivs lag bei 71,6 Jahre (Range = 36-94; SD = 11.1). Davon
waren 61 (54%) der Patienten weiblichen (Range = 50-94; M = 72.7; SD = 10.1) und 51
(46%) mannlichen (Range = 36-89; M = 68.2; SD = 11.9) Geschlechts.

Lokalisationen der PMMA-Spacer

Die Lokalisationen der Gelenkspacer beinhalten das Kniegelenk in 54 Fallen (48%); das
Huftgelenk in 56 Fallen (50%); das Sprunggelenk in einem Fall (etwa 1%) und das
Schultergelenk in einem Fall (etwa 1%). Samtliche PMMA-Spacer waren antibiotikahaltig.

Daten zu den Standzeiten der Gelenkspacer lagen nicht vor.

Probengrof3e und Probenanzahl

Die mittlere Probengrof3e (Maximaldurchmesser) betrug 41 mm. Die Probenanzahl aus
unterschiedlichen Lokalisationen und somit getrennten Ubersendungen variierte von
einer eingesandten Probe (n = 37), 2 (n = 25), 3 (n =20), 4 (n =10),5 (n =11), 6 (n = 4),

7 (n = 3) bis zu neun Proben (n = 2).
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SLIM-Klassifikation und SLIM vom Perispacer Typ

Es wurden die diagnostischen Klassifikationsprinzipien der SLIM-Klassifikation auf das
Gewebe bei zweizeitigem Wechsel der Gelenkendoprothese Ubertragen. In samtlichen
Fallen (n = 112) zeigte sich periimplantares fibroses, synovialis-ahnliches bzw. synoviales
Gewebe mit variabler fibroblastarer Zellularitat, Kapillarproliferaten, Fibrininsudation,
sowie der Nachweis frakturierten Knochengewebes (frakturierte Knochentrabekel) als
auch eine fokale reaktive Neubildung von Geflechtknochen mit multifokal Ansammlungen
von Makrophagen und fokalem PMMA-Partikelnachweis. Es bestand eine variable
entzindliche Infiltration, prddominant durch segmentkernige Zellen sowie neutrophilen
Granulozyten, in einzelnen Fallen auch eosinophile Granulozyten. In samtlichen Fallen
war keine granulomatdse entzindliche Infiltration nachweisbar. Die neutrophilen
Granulozyteninfiltrate wurden gemafll des CD15 Focus-Score evaluiert, wobei
eosinophile Granulozyten immunhistochemisch nicht zur Darstellung gelangten. Im
histopathologischen Befund wurden diese periimplantaren Verdnderungen als
Veranderungen gleich dem zweizeitigem Prothesenwechsel, speziell als SLIM vom
Perispacer Typ (Typ 9) klassifiziert.

CD15 Focus-Score

Der CD15 Focus-Score zeigte bei definierter Field-area bei 1-facher Auswertung (1
Focus) mit einem Score-Wert von 42 eine Sensitivitat fur die Infekteradikation von 0.64
und eine Spezifitat von 0.79 (PPV = 0.5; NPV = 0.87). Bei 10-facher Auswertung (10 Foci)
mit einem Score-Wert von 220 betrug die Sensitivitat fir die Infekteradikation 0.68, die
Spezifitat 0.91 (PPV = 0.7; NPV = 0.89). Interessanterweise wurde bei 10-facher
Auswertung ein vergleichsweise &hnlicher Wert erzielt, welcher mit &hnlichen
Quantifizierungs-Modalitaten erhoben worden ist [Gontarewicz, A., 2012]. Im Hinblick auf
die Spezifitdt sind diese Werte vergleichbar mit anderen Quantifizierungssystemen von
neutrophilen Granulozyten, wobei jedoch in diesen Analysen [Bori, G., 2007] wesentlich
kleinere Flachen analysiert wurden und keine genaue Flachendefinition des HPF (Field-
area) erfolgte. Eine definitive Flachenbestimmung der Field-area ist fir eine
zelldiagnostische Quantifizierung jedoch erforderlich und wird generell fir eine
reproduzierbare histopathologische Diagnostik von der WHO vorgeschlagen [Fletcher, C.
DM., 2013]. Da eine Zunahme an untersuchten Gewebeproben mit einer Zunahme der
Reprasentativitdat und somit des diagnostischen Sicherheitsgrades einer Infektion

verbunden ist, ist die Zunahme von Sensitivitat und Spezifitéat durch die Ausweitung der
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untersuchten  Gewebeflache  dahingehend ein  plausibles Resultat. Die
Entnahmequantitat an Gewebeproben ist beispielsweise fur die mikrobiologische
Diagnostik an eine Mindestmenge gebunden. Dies ist somit auch auf die
histopathologische Diagnostik Gbertragbar. Im Gegensatz zur Priméarinfektionsdiagnostik
[Krenn, VT., 2017] war kein statistisch signifikanter Zusammenhang des CD15 Focus-
Scores mit den verschiedenen Bakterienspezies nachweisbar. Dies ist moglicherweise
darauf zurickzufuhren, dass das periimplantare Gewebe bei zweizeitigem Wechsel,
bedingt durch die mechanische Belastung des Spacers und durch PMMA-Partikel-
Depositionen eine entzindliche Infiltration aufweist, welche nicht, bzw. nicht nur bakteriell

induziert ist.

PMMA-Spacer-Partikel
In 64 Fallen (58%) bestand ein PMMA-Nachweis mit zusatzlichem Nachweis von PMMA-
Zusatzstoffen (Zirkondioxid). Diese PMMA-Depositionen waren Uberwiegend als

extrazellulare Depositionen, mehrheitlich in Form von herausgeldsten, vakuolenartigen

Strukturen nachweisbar (Abbildung 1).

: o i et
Abbildung 1: PMMA-Zirkondioxid-Depositionen: (Geschlecht: weiblich, Lokalisation:

Knie) Mikrobiologischer Befund: Negativ. HE-Farbung, Original-Vergrol3erung: etwa 250x
[Liewen, C,. 2020].
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Die PMMA-Residuen in den Vakuolen und in den Zytoplasmen der Makrophagen waren
durch eine schwache Olrot-Positivitat in irregularen vakuolen Binnenstrukturen

gekennzeichnet (Abbildung 2).

Abbildung 2: PMMA-Zirkondioxid-Depositionen: (Geschlecht: weiblich, Lokalisation:
Knie) Mikrobiologischer Befund: Negativ. Olrot-Farbung, Original-VergroRerung: etwa
500x [Liewen, C,. 2020].

Der Nachweis war in samtlichen Féallen fokal, wobei die Lokalisation von PMMA bevorzugt
in den oberflachlichen Gewebeabschnitten und in fibrininsudierten Gewebepartikel
nachweisbar war. In der semiquantitativen Bewertung lagen in den PMMA positiven
Fallen 47 Falle mit geringen und 17 Falle mit hochgradigen PMMA-Depositionen vor. Die
Zirkondioxiddepositionen stellten sich als dunkle, granulare, schwarzfarbige
Partikelaggregate mit Lokalisation in den Zentren der PMMA-Vakuolen und auch in
PMMA-Vakuolen mit randstandiger Lage dar. Abriebpartikeldepositionen im Sinne von
Polyethylen (PE), Metall und Keramikpartikel als Residuen der zuvor implantierten
Gelenkendoprothese, waren nur fokal und in einzelnen Féllen (weniger als 10%)
nachweisbar. Da die PMMA-Partikel in den oberflachlichen, fibroésen Gewebeabschnitten
und nicht im ossaren Gewebe integriert nachweisbar waren, sind diese als Bestandteile
des PMMA-Spacers und nicht als mogliche Bestandteile einer zementierten
Primarprothese zu bewerten. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
mikrobiologischen Erregernachweis und Prasenz von antibiotikahaltigen PMMA-Partikeln
im Gewebe gezeigt werden. Dies kann dahingehend interpretiert werden, dass die durch

Antibiotika herbeigefiihrte bakterielle Infekteradikation nicht Gber intrasynoviale PMMA-
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Partikel, sondern Uber die direkte Antibiotikadiffusion aus dem Spacer oder aber auch
durch submikroskopische PMMA-Partikel in das Synovialgewebe erfolgt.

Rate der Infekteradikation basierend auf den mikrobiologischen Befunden

Die Rate der Infekteradikation in 112 Fallen aus 27 unterschiedlichen Kliniken betrug
75%. Einschrankend ist festzuhalten, dass hier die Definition einer Eradikation
ausschlief3lich auf Basis des mikrobiologischen und des klinischen Befundes und dies
nach sehr kurzem Zeitintervall, nach Spacer-Explantation erfolgte, was naturgemaR eine

Einschrankung der Aussagekraft bedeuten kann (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Streudiagramm fir die einzelnen mikrobiologischen Erreger bei zehnfacher
CD15 Focus-Score Quantifizierung (10 Foci). Dargestellt ist der Median als
Lageparameter (horizontale Linie). En = Enterococcus; E = Escherichia; P = Parvimonas;
C = Candida; S = Staphylococcus [Liewen, C., 2020].

CD15 Focus-Score (in 1-facher und 10-facher Anwendung)

Nach explorativer Sichtung der Daten wurden zwei Félle als Extremwerte identifiziert und
dem Kollektiv ausgeschlossen. Damit ist gewahrleistet, dass die vorhandene Stichprobe
eine  durchschnittliche Grundgesamtheit widerspiegelt und die statistischen
Testverfahren nicht verzerrt werden.

Die vorliegenden Daten weisen nach Prifung des Shapiro-Wilk-Tests fur 10 Foci fur

einen positiven, W(28) = .72, p < .001, und negativen Befund, W(84) = .84, p < .001,
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sowie bei einem Focus fir einen positiven, W(28) = .70, p <.001, und negativen Befund,
W(84) = .67, p <.001, keine Normalverteilung auf. Ebenso wurde Uberprift, ob sich fur
die Lokalisation (Knie oder Hufte) bezuglich des mikrobiologischen Nachweises (positiv
oder negativ) eine Normalverteilung ergibt. Fir die Lokalisation ,Hufte* ergab sich fir 10
HPF bei positivem, W(18) = .73, p < .001, und bei negativem Befund, W(38) = .78, p <
.001, keine Normalverteilung. Fur die Lokalisation ,Knie' zeigte sich fur 10 HPF bei
positivem Befund, W(10) = .73, p < .01, keine Normalverteilung, jedoch fir einen
negativen Nachweis, W(44) = .95, p > .05. Weiterhin zeigte sich fur die Lokalisation ,Hufte’
bei 1 HPF bei positivem, W(18) = .76, p <.001, und bei negativem Befund, W(38) = .88,
p = .001, keine Normalverteilung. In der Lokalisation ,Knie' ergab sich fur 1 HPF bei
positivem, W(10) = .56, p <.001, und negativem Nachweis, W(44) = .62, p < .001, keine
Normalverteilung. Daher  wird der Mann-Whitney-U-Test  mit  exakter
Stichprobenverteilung von U zur Uberprifung der Fragestellung angewandt [Dinneen &
Blakesley, 1973]. Als Bedingung mussen die Daten fur beide Gruppen (mikrobiologischer
Befund) eine ann&hernd gleiche Verteilung aufweisen. Diese Voraussetzung wurde nach
Standardisierung der abhangigen Variable mittels Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift
und ergab eine ahnliche Verteilungsform beider Gruppen fur 10 HPF, p = .19, sowie flr
1 HPF, p =.15. Weiterhin wurde diese Voraussetzung fur die Lokalisation in Abhangigkeit
des jeweiligen HPF fur den mikrobiologischen Nachweis Uberprift. Die Lokalisation
,HUufte' wies eine ahnliche Verteilung fur beide Gruppen bei 10 HPF, p = .34, und bei 1
HPF, p = .45, auf. Bei ,Knie' zeigte sich ebenfalls eine homogene Verteilungsform flr
beide Gruppen bei 10 HPF, p = .60, und bei 1 HPF, p = .87. Fur die Fragestellung, ob
sich der CD15 Focus-Score pro 10 HPF fur den mikrobiologischen Nachweis
unterscheidet, zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Mediane fiir positive Falle
(Mdn = 248) und negative Falle (Mdn = 95), U = 353.50, Z = -5.528, p < .001, r = -.522.
Mit 1 HPF liel3 sich dieser Unterschied auch fir positive Féalle (Mdn = 55) und fiir negative
Falle (Mdn = 26.5) zeigen, U = 475.50, Z = -4.708, p < .001, r = -.445. Weiter wurde
gepruft, ob fir die Lokalisation ,Hufte' ein Effekt fur den mikrobiologischen Nachweis
vorliegt. Auch hier stellte sich ein Unterschied der Mediane pro 10 HPF fir positive Félle
(Mdn = 247.5) und negative Falle (Mdn = 95), U = 115.00, Z = -3.983, p < .001, r = -.532,
ein. Dieser Effekt lasst sich auch fur die Mediane pro 1 HPF fir positive Falle (Mdn = 55)
und negative Falle (Mdn = 31), U = 871.00, Z = -3.722, p < .001, r = -.497, nachweisen.
Analog ist nach bedeutsamen Unterschieden fur die Lokalisation ,Knie' geschaut worden.
Es konnte ein Unterschied der Mediane pro 10 HPF fir positive Falle (Mdn = 258) und
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negative Falle (Mdn = 107), U = 60.50, Z = -3.552, p <.001, r = -.483, gezeigt werden.
Fur 1 HPF zeigte sich ebenfalls ein Unterschied der Mediane fir positive Félle (Mdn =
60) und negative Falle (Mdn = 23), U = 106.50, Z = -2.529, p < .001, r = -.344.
Zusatzlich ist Gberprift worden, ob sich in Abhangigkeit der Lokalisation (Hifte oder Knie)
Unterschiede bei positivem Nachweis zeigen. Die Daten weisen auch hier keine
Normalverteilung fur 10 HPF, W(28) = .72, p < .001, sowie fur 1 HPF, W(28) = .70, p <
.001, auf (Shapiro-Wilk-Test). Der Kolmogorov-Smirnov-Test wurde fur 1 HPF, p < .05,
jedoch nicht fur 10 HPF, p = .56, signifikant. Wie zuvor, lasst dies eine Interpretation der
Mediane fur 10 HPF zu. Die Verteilung fur 1 HPF unterscheidet sich in Abh&ngigkeit der
Lokalisation voneinander, wonach nur Aussagen Uber die durchschnittichen Rénge
getroffen werden koénnen. Mittels Mann-Whitney-U-Test konnte kein signifikanter
Unterschied bei 10 HPF und der Lokalisation Hufte (Mdn = 247.5) und Knie (Mdn = 258)
gezeigt werden, U = 80.00, Z = -0.480, p = .65. Ein Unterschied mit 1 HPF und der
Lokalisation ,Hufte' (Mrang = 13.06) und ,Knie' (Mrang = 17.10) fiel gleichermal3en nicht
signifikant aus, U = 64.00, Z = -1.247, p = .22.

Hinsichtlich der Cut-off Werte bei der Anwendung von einem Focus ergaben die Werte
36 und 42 die identischen Summenwerte aus Sensitivitat und Spezifitat. Da das
Identifizieren von gesunden Patienten/Innen (Infekteradikation) im Fokus steht, wurde der
Cut-off von 42 (Sensitivitdt = 0.64, Spezifitdt = 0.79) dem Cut-off von 36 (Sensitivitat =
0.75, Spezifitat = 0.68) als klinisch Uberlegener eingestuft (Tabelle 1, Abbildung 4,
Abbildung 5).
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Positiver/negativer Befund Lokalisation n Min Max M SD

Positiv Knie Granulozytenquantifikation 10 12 551 104.9 160.2

pro 1 HPF
Granulozytenquantifikation 10 55 1712 452.1 494.7
pro 10 HPF

Hufte Granulozytenquantifikation 18 19 686 205.0 235.2
pro 1 HPF
Granulozytenquantifikation 18 50 2620 598.1 707.4
pro 10 HPF

Negativ Knie Granulozytenquantifikation 44 1 225 34.0 42.0

pro 1 HPF
Granulozytenquantifikation 44 1 310 107.5 71.8
pro 10 HPF

Hufte Granulozytenquantifikation 38 4 95 31.4 21.8
pro 1 HPF
Granulozytenquantifikation 38 7 600 127.1 108.9
pro 10 HPF

Schulter  Granulozytenquantifikation 1 7 7 7.0
pro 1 HPF
Granulozytenquantifikation 1 40 40 40.0
pro 10 HPF

0OSG Granulozytenquantifikation 1 1 1 1.0
pro 1 HPF
Granulozytenquantifikation 1 4 4 4.0
pro 10 HPF

Tabelle 1: Deskriptive Statistik fir mikrobiologisch positiven und negativen Befund nach
Lokalisation bei 1-facher und 10-facher CD15 Focus-Score Quantifizierung (1 und 10
Foci) [Liewen, C., 2020].

CD15FS 10 HPF/ AUC =0.850
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0 20 40 60 80 100
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Abbildung 4: ROC-Kurve fur mikrobiologisch positiven oder negativen Befund bei
zehnfacher CD15 Focus-Score Quantifizierung (10 Foci) [Liewen, C., 2020].
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Abbildung 5: Violin-Plot fur mikrobiologisch positiven und negativen Befunden bei 10-
facher CD15 Focus-Score Quantifizierung (10 Foci) [Liewen, C., 2020].
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4 Diskussion

Um einen maglichen Einfluss der Prasenz von intrageweblichen, antibiotikahaltigen
PMMA-Spacerpartikeln auf die Infekteradikation zu untersuchen, wurde Gberpruft, ob sich
Unterschiede fur den mikrobiologischen Nachweis von Bakterien in Bezug zu dem
intrageweblichen PMMA-Partikelnachweis zeigen. Da eine genaue Quantifizierung der
zugegebenen Antibiotikakonzentration durch den Modus der Datenerhebung nicht
maoglich war, kann ausschlief3lich zwischen vorhandenen und nicht vorhandenen PMMA-
Partikeln unterschieden werden. Statistisch erfolgte ein Chi-Quadrat Test. DieBedingung,
nach der die erwartete Haufigkeit jeder Zelle nicht kleiner finf sein darf, wurde erfullt. Es
konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem mikrobiologischen
Erregernachweis und einer Prasenz von PMMA-Partikeln imPerispacergewebe gezeigt
werden, x3(1) =0.78, p = 0.378.

Vorschlag einer Klassifikation

Infekteradikation Typ 9A und Infektpersistenz Typ 9B

Vorgeschlagen wird auf Basis der Konsensus-Klassifikation [Krenn, V., 2014] die
Bezeichnung einer SLIM-Klassifikation vom Perispacer Typ 9 ohne histopathologische
Zeichen einer bakteriellen Infektion, Infekteradikation: Typ 9A und mit
histopathologischen Zeichen einer bakteriellen Infektion, Infektpersistenz: Typ 9B
(Abbildungen 6, 7 und 8).

Abbildung 6: Infekteradikation, Typ 9A: CD15 Focus-Score 1x = 25, 10x = 108.
Mikrobiologischer Befund: Negativ (Geschlecht: mannlich, Lokalisation: Knie) CD15
Immunhistochemie, Original-VergroRerung: etwa 125x [Liewen, C., 2020].
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Abbildung 7: Infektpersistenz, Typ 9B: CD15 Focus-Score 1x = 350, 10x = 600.
Mikrobiologischer Befund: Staphylococcus caprae (Geschlecht: weiblich, Lokalisation:
Hufte) CD15 Immunhistochemie, Original-Vergro3erung: etwa 125x [Liewen, C., 2020].

Modified Consensus Classification of Endoprosthetic Pathology
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Abbildung 8: Grafische Darstellung der SLIM-Klassifikation, einschlieBlich der
Erweiterung Typ 9A: Infekteradikation und Typ 9B Infektpersistenz [Liewen, C., 2020].

Im histopathologischen Befund sollte auch der Wert der Granulozyten-Quantifikation,

speziell auch des CD15 Focus-Score angegeben werden, um eine quantifizierte und
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somit objektivere Aussage im Hinblick auf den Wahrscheinlichkeitsgrad der
histopathologischen Infektionsdiagnostik zu geben. Selbstverstandlich ist der
mikrobiologische Befund der obligate und letztendlich therapieentscheidende Befund, da
durch die Definition der Spezies und Bestimmung der Antibiotikasensitivitat die Rationale
fur das therapeutische und medikamenttse Handeln festgelegt wird.

Diese formelhafte Darstellung soll die histopathologische Befundinterpretation erleichtern
und einen direkten Beitrag zur Infektionsdiagnostik im differenzialdiagnostischen Kontext
ermdglichen.

Die Einbindung der mikrobiologischen, laborchemischen und klinischen Befunde stellt
einen obligaten Bestandteil fir die endgultige Diagnostik der Infekteradikation bzw.
Infektpersistenz beim zweizeitigen Wechsel von Gelenkendoprothesen dar [Aalirezaie,
A., 2019]. Bei unklarer und widersprichlicher Datenlage kann ein standardisierter und
durch definierte Kriterien erstellter histologischer Befund eine zuséatzliche wichtige
Hilfestellung geben. Fur eine standardisierte und reproduzierbare Klassifikation wird auf
Basis der Befunde eine Klassifikation vorgeschlagen, welche durch eine einfache
Typisierungsbezeichnung zur Klarheit des histopathologisch Befundes beitragen soll, um

damit eine Rationale fur Folgetherapien zu ermdglichen.
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