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IV. Diskussion

1. Allgemeines

Die in Verbindung mit Implantaten auftretenden Infektionen des Knochens stellen nicht nur
ein medizinisches, sondern auch ein weitreichendes 6konomisches Problem dar. Trotz der
niedrigen Inzidenz von Wundinfektionen nach elektiven orthopéddischen Eingriffen sind die
daraus resultierenden Kosten aufgrund der hohen Anzahl der Operationen (geschéitzte 500.000
Hiift und Kniearthroplastien allein in den USA, ** ' ™) massiv und ziehen nicht zu
unterschitzende gesundheitspolitische Folgen nach sich. Die im Fall einer infizierten
Totalendoprothese der Hiifte auftretenden Komplikationen und die darauf folgenden
Therapiemafinahmen lassen die Behandlungskosten auf 400-600% des Ausgangswertes
ansteigen ' '*. Die prophylaktische Verwendung von gentamycinhaltigem Knochenzement
in Verbindung mit der systemischen Verabreichung von Antibiotika beim kiinstlichen
Hiiftgelenksersatz konnte zwar die Hiufigkeit eines Revisionseingriffes und somit die
Folgekosten senken, aber eine vollstandige Risikoreduktion konnte auch hiermit nicht erreicht
werden ®*. Natiirlich ist auch die Therapie von postoperativen Infektionen mit einem Anstieg
der Kosten verbunden. Boxma et al. '*® berechneten 22.000 US Dollar an Mehrkosten fiir die

Therapie einer Infektion, die nach der Stabilisierung einer geschlossenen Fraktur auftrat.

2. Diskussion der in der Literatur beschriebenen Infektmodelle

2.1 Verwendete Tierspezies

Ein groBer Teil der Studien, die sich mit der Pathogenese oder den Therapieoptionen einer
Osteomyelitis beschéftigen, arbeiten an Kaninchen als Versuchstieren, obwohl diese Tierart
bei einer Langzeitbehandlung mit Antibiotika gegeniiber Nebenwirkungen empfindlicher
reagiert. Vor allem eine erhohte Mortalitit in Folge von Durchfillen bzw. einer
pseudomembrandsen Enterokolitis ist nicht ganz unerheblich '*” und sollte bei der Wahl einer
geeigneten Tierspezies beriicksichtigt werden.

Die in dieser Studie verwendeten Ratten eignen sich besser zur therapeutischen Manipulation.
8 Versuche mit dieser Spezies sind kostengiinstiger und erlauben dadurch hohere Fallzahlen.

Weiterhin sind Ratten weniger empfindlich gegeniiber Komplikationen bei einer Operation
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oder einer Infektion (Sepsis, Narkose),'” sie zeigen auch seltener Nebenwirkungen einer
systemischen Langzeitantibiotikatherapie."** Der fiir den mikrobiologischen Keimnachweis
zu verarbeitende Knochen ist klein und somit ist eine aseptische Aufarbeitung einfach
durchfiihrbar. Fiir die histomorphologischen Auswertungen lassen sich Gewebsschnitte der
Tibiae iiber die gesamte Ldnge herstellen, so dass die Préparate in toto beurteilt werden
konnen. Dies alles sind Griinde, die den Einsatz von Ratten bei Studien zur Untersuchung von
pathologischen Prozessen am Knochen nahelegen. Entsprechend wurde eine Vielzahl von
Daten {iber krankhafte und physiologische Vorgiinge am Rattenknochen publiziert, was dem
Untersucher einen guten Einblick in komplexe Sachverhalte ermoglicht, z.B. in die
Pathophysiologie einer Osteomyelitis. Weitere Griinde fiir die Wahl von Ratten als
Versuchstiere waren die langjdhrige Erfahrung in der Arbeitsgruppe mit dieser Spezies sowie
die Tatsachen, dass die fiir diese Studie verwendeten laborchemischen Verlaufsparameter an

der Ratte etabliert und international anerkannt sind.>> 3% 13% 148

2.2 Verwendete Keimart und -dosis
Als Erreger fiir eine Osteomyelitis wurde in dieser Untersuchung Staphylokokkus aureus
gewidhlt, da er der hdufigste nachweisbare Keim im Zusammenhang mit einer Implantat -

assoziierten Infektion ist.

Die Wahl des Stammes begriindet sich aufgrund der schon im
Material und Methoden Teil beschriebenen ausgeprigten Pathogenitit und Virulenz
gegeniiber Rattenknochen '*', die bei verschiedenen Subspezies von Staphylokokkus aureus

durchaus unterschiedlich sein koénnen. Norden et al. '*°

zeigten in ihrer Studie, dass eine
Inokulation von Staphylokokkus aureus Typ 209p im Gegensatz zur Applikation von einem
Stamm Staphylokokkus aureus, der aus einer kindlichen Osteomyelitis isoliert wurde, keine
Infektion des Knochens erzeugte. Diese im Vergleich zu Staphylokokkus epidermidis erhohte
Virulenz *” war in unserem Versuchsaufbau erwiinscht, da hiermit zuverléssige Infektzeichen
schneller zu erwarten waren und eine frithzeitige Diagnosestellung ermoglicht wurde. Auch
sollte der in unserem Modell verwendete Staphylokokkus aureus Stamm, trotz der bei Ratten

12 v . .. .
?, zuverlissig eine Osteomyelitis auslosen.

bekannten hervorragenden Immunkompetenz
Dies konnte Staphylokokkus aureus Subspezies aureus Rosenbach mit einer Infektionsrate
von 100% in unserer Untersuchung eindeutig unter Beweis stellen. Eine hohe und
reproduzierbare Infektrate ist wichtig, da es so zu keinem Missbrauch von Tieren kommt. Das

Modell ist somit sehr effizient bei der Evaluation von therapeutischen und prophylaktischen
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MaBnahmen und ist hervorragend zu immunologischen und physiologischen Studien
geeignet.'?®

Trotz der hohen Mengen an inokulierter Kolonie - bildenden - Einheiten (KBE) zeigten sich
in den einzelnen Untersuchungen sehr unterschiedliche Infektionsraten. Darouiche et al. '
erhielten bei der Applikation von 10° KBE Staphylokokkus aureus nach einer offenen
Tibiafraktur an Kaninchen nur eine Infektrate von 62%. In einer Studie von Rissing et al. ''®
mit derselben Menge an KBE variierte der Anteil der Infektionen je nach verwendeter OP-
Technik zwischen 51% und 87%. Diese variable Infektionsrate ist nicht nur von dem
durchgefiihrten operativen Verfahren abhingig, sondern auch von der Art des implantierten
Krafttrigers. Melcher et al. ** '* konnten zeigen, dass ein hohler gegeniiber einem soliden
Tibianagel die Infektrate nahezu verdoppelt. Dies wird mit der Ausbildung eines ,,dead
space* im Hohlraum des Nagels erkldrt. Die Ablagerung von Detritus und nekrotischem
Gewebe im Inneren des Implantates dient als ein optimaler Néahrboden fiir Keime. Aufgrund
der schlechten Durchblutung kommt es zu einem limitierten Zugang der Immunabwehr.
Zusitzlich ist die Implantatoberfliche doppelt so groB, was die Wahrscheinlichkeit einer
Adhision der Erreger erhdht. Auch konnten Melcher et al. in ihrer Studie *° zeigen, dass sich
bei der Implantation von Tibiandgeln, bei der zuvor der Markraum aufgebohrt wurde - im
Gegensatz zur unaufgebohrten Methode - die Infektrate erhoht. Dies wird mit einer

Kompromittierung der endostalen Blutversorgung beim Aufbohren des Markraumes erklért
150

2.3 Auswahl des Implantates

Um die erwihnten Einfliisse auf die Infektrate in diesem Modell zu minimieren, wurden
solide Drdhte verwendet und der Markraum wurde nur mit Kirschnerdrdhten mit
zunehmendem Durchmesser erweitert. Dabei gingen wir von der Annahme aus, dass dieses
Verfahren die endostale Blutversorgung nur wenig beeinflusst. Trotz dieser schonenden
MafBnahmen und einer in der Literatur noch nie beschriebenen extrem niedrigen inokulierten

Keimmenge von mimimal nur 10> KBE konnten in diesem Modell alle Tiere infiziert werden.

24 Promotoren einer Infektion
Auf eine Verwendung von Morrhuate wurde in unserem Versuchsaufbau verzichtet, da es

einen eigenen Effekt auf den Knochen hat und es somit nicht moglich ist zu unterscheiden, ob
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die morphologischen Verdnderungen durch die Infektion oder durch das applizierte
sklerosierende Agens ausgeldst wurden. Zusitzlich begiinstigt Morrhuate die Entstehung
einer Infektion und verschleiert den Einfluss des Implantates auf die Entwicklung einer
Osteomyelitis. Auch ist es bei operativen Eingriffen nicht iiblich diese Substanz einzusetzen.
Da unser Modell die klinische Situation so weit wie moglich zu imitieren versucht, wurden
sklerosierende Agentien wie Morrhuate nicht eingesetzt.

Auch auf den bei einer Operation durchaus {iblichen Einsatz von Hoch-
geschwindigkeitsbohrern, Fibrinklebern und Knochenwachs wurde verzichtet, da diese
Verfahren die Entstehung einer Osteomyelitis begiinstigen und pathologische Vorginge, die

bei einer Infektion des Knochens auftreten, imitiert werden.

2.5 Applikationsarten der Keime

27 und Monzén et al. '® beschriebene, in vitro durchgefiihrte

Die von Gracia et al.
Prikolonisation der Implantate wurde in unserer Studie nicht angewandt. Der Grund hierfiir
war zum einen, dass sich bei einer Implantat - assoziierten Infektion ein Biofilm erst in vivo
ausbildet und dass sich die Eigenschaften von in vitro und in vivo gewachsenen Erregern

o nach, dass Keime, die sich in vivo

deutlich unterscheiden. So wiesen Chuard et al. '
vermehrt hatten, eine erhohte Resistenz gegeniiber Antibiotika zeigten. AuBerdem
verwendeten die Autoren in ihren Untersuchungen Kaniilen als Implantat. Dies fiihrte, wie
bereits erwédhnt, durch die vergroBerte Implantatoberfliche und die Ausbildung eines ,,dead
space* im Inneren zu einer Storung der Immunabwehr und zu einer Infektzunahme.

Von der systemischen Inokulation von Keimen zur Erzeugung einer Osteomyelitis wurde

aufgrund der geringen Infektionsraten '>* '*°

am Knochen abgesehen. Einerseits hitte, um
eine adidquate Infektrate zu erhalten, am Knochen ein zusitzliches Trauma erzeugt werden
miissen ", andererseits spiegelt dieses Modell eher eine himatogen erzeugte Osteomyelitis
wieder. Beides war fiir diese Studie nicht erwiinscht. Auch ist es mit dieser Methode nicht
moglich, die genaue Menge an Keimen zu quantifizieren, die zu einer Infektion des Kochens
filhren, da nur ein Teil der applizieren Erreger den zuvor praparierten Knochen erreicht.

"4 oder einem groBen Weichteiltrauma

Methoden, die mit einer Fraktur des Knochens
einhergehen, um eine posttraumatische Infektion des Knochens zu simulieren, kamen fiir
unsere Untersuchung nicht in Frage, da eine Minimierung des Traumas im Vordergrund
stand. Diese schonende Vorgehensweise war wichtig, da ein starkes Trauma eine Infektion

begiinstigt hétte. AuBerdem ist es bei einer gleichzeitigen Fraktur deutlich schwieriger,
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pathologische Verdnderungen im Sinne einer Infektion zu erkennen. Dies erschwert eine

frithzeitige und exakte Diagnosestellung.

3. Diskussion der Ergebnisse

3.1 Inokulierte Keimsuspension

Trotz des Abfalls der KBE in der aufgetauten Suspension blieben die Konzentrationen zu den
einzelnen OP - Terminen konstant. Die mehrfach durchgefiihrten Kontrollen der KBE in den
inokulierten Suspensionen zeigten, dass mit genau definierten Keimmengen gearbeitet wurde.
Die auffillig hohen Standardabweichungen sind bei der Quantifizierung von bakteriellen

Suspensionen durchaus iiblich und liegen zumeist im Bereich derselben Zehnerpotenz 2" .

3.2 Verlaufsparameter

Der von Rissing et al. ''® beschricbene Abfall der Hamoglobinwerte konnte in dieser
Untersuchung nicht nur bei den infizierten Tieren sondern auch bei den Kontrolltieren
nachgewiesen werden, wobei zwischen den Gruppen kein Unterschied zu beobachten war.
Dies ldsst vermuten, dass es sich nicht um eine Infektanimie, sondern um die Folge des

operativen Eingriffes handelt. Die von Eerenberg et al. '*?

verdffentlichten Ergebnisse
bestitigen diesen initialen Abfall des Hamoglobins, wobei sich hier ebenfalls kein
Unterschied zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren zeigte. Im Gegensatz dazu

konnten Norden et al. '®

eine Verminderung des Hadmatokrites nur bei den zuvor mit
Bakterien inokulierten Tieren nachweisen.

Fiir den gesamten Untersuchungszeitraum von 168 Tagen konnten Eerenberg et al. '** fiir die
Gruppen ihrer infizierten Tiere erhohte Leukozytenwerte beobachten, wobei ein Maximum
am 28. postoperativen Tag festgestellt wurde. Rissing et al. ''® hingegen konnten keinen
Anstieg von Leukozyten oder der Blukdrpersenkgeschwindigkeit bei den infizierten Tieren
nachweisen. In unserer Studie waren die Leukozytenwerte der Tiere, die mit Bakterien
inokuliert wurden, gegeniiber den Kontrolltieren nur am 3. und 7. postoperativen Tag erhoht.
Dieser Verlauf konnte auf eine kurzfristige systemische Infektion hindeuten, zeigt aber auch

.. 11 . . .
den von Rissing et al. ''® beschriebenen geringen bzw. nicht vorhandenen Zusammenhang

zwischen Entziindungsparametern und Progression der Lésion.
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Der in unser Untersuchung registrierte postoperative Gewichtsverlust von durchschnittlich
2,2 % bei allen Gruppen konnte von Eerenberg et al. '** nur fiir die Tiere gezeigt werden,

1. ''® und Norden

denen zur Kontrolle PBS in den Markraum appliziert wurde. Bei Rissing et a
et al. '* hingegen war der Gewichtsverlust der infizierten Tiere deutlicher ausgeprigt. Im
Gegensatz zu Eerenberg et al. '* konnten die beiden letztgenannten Autoren in ihren
Kontrollgruppen keine Gewichtsabnahme feststellen.

Die rektal gemessene Korpertemperatur zeigte keinen Unterschied zwischen infizierten und
nicht-infizierten Tieren. Im Schrifttum haben wir trotz intensiver Suche keine Daten zum
Vergleich gefunden.

Aufgrund der geringen oder fehlenden Unterschiede zwischen infizierten Tieren und der
Kontrollgruppe bei den Blutparametern, dem Korpergewicht und der Korpertemperatur
scheint sich in unserem Modell keine systemische Ausbreitung der Infektion zu entwickeln.

Wie bereits in anderen Studien nachgewiesen wurden auch in unserer Untersuchung keine

klaren systemischen Verlaufsparameter zur Quantifizierung einer Infektion gefunden.

3.3 Klinische Zeichen

125 _ cine starke

Bei einigen Modellen, die - wie die Methode von Norden et al.
Weichteilbeteiligung zeigten (in 90% waren Abszesse nachweisbar), ist es schwierig zu
unterscheiden, ob die Infektion von der Osteomyelitis oder von dem Weichteilinfekt
unterhalten wird. Aus diesem Grund pladieren Hienz et al. "*° dafiir die Keime intravends zu
verabreichen, um eine Kontamination des umliegenden Gewebes zu verhindern.

Die in unserer Studie nur in Einzelfdllen nachgewiesenen Weichteilprozesse im Bereich der
Inokulationsstelle machen deutlich, dass die Osteomyelitis durch die in den Markraum
platzierten Keime ausgeldst und nicht durch einen Weichteilfokus unterhalten wurde. Die
seltene Weichteilbeteiligung im Bereich der Nageleintrittsstelle zeigt auch, dass es in unserer
Studie kein Problem mit einem eventuellen, im Schrifttum beschriebenen 18 Austritt von
Keimen aus dem Markraum gab. Das Abtrennen des iiberstehenden Titandrahtes auf dem
Niveau des Knochens nach der Implantation scheint die Markhohle ausreichend zu
verschlieen; somit konnte auf die Anwendung von Knochenwachs verzichtet werden.

Die bei der klinischen Untersuchung héufig festgestellte Schwellung und die post mortem
beobachtete Verbreiterung der distalen Tibia der infizierten Tiere deutet auf ein erhdhtes
Infektgeschehen in diesem Bereich hin. Mogliche Ursachen hierfiir kdnnten die operativ

bedingte Platzierung der Keime in distale Abschnitte des Markraumes sein und eine durch
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den engen Kontakt zwischen Knochen und Implantat gestorte endostale Durchblutung. Auch
eine schwerkraftbedingte Deszension der Keime muss in Betracht gezogen werden.

Wie auch schon von Littlewood et al. '* konnte in unserer Studie gezeigt werden, dass bei
den infizierten Tieren das Knochengewicht signifikant erhoht war. Dies lésst sich durch die
verstiarkte Knochenneubildung und die massive Ansammlung von polymorphkernigen Zellen
im entziindeten Gewebe erkldren. Auch unterschied sich das Knochengewicht in der hier
vorgestellten Untersuchung in den einzelnen infizierten Gruppen. So hatten die Tiere in
Gruppe II, die mit 10° KBE inokuliert wurden, ein signifikant hoheres Knochengewicht als
die Tiere in Gruppe IV, die eine Keimdosis von 10* erhalten hatten. Dies deutet auf eine

Abhingigkeit des Knochengewichtes zur applizierten Menge an KBE hin.

3.4  Mikrobiologische Auswertung

Alle Tiere, die mit Staphylokokkus aureus inokuliert wurden, zeigten ein bakterielles
Wachstum sowohl auf den von den Implantaten angefertigten Abrollplatten als auch in den
Néhrbouillons. Dieses Ergebnis bestitigt, dass es moglich war bei allen Tieren einen Infekt
auszuldsen und dass ein positiver Nachweis von Bakterien auf der Abrollplatte ausreicht, um
am Implantat adhdrente Keime nachzuweisen. Zu bedenken ist hierbei, dass der Beweis von
am Implantat haftenden Organismen nicht gleich zu setzen ist mit der Diagnose einer
Osteomyelitis. Es wiren durchaus adhdrente Keime nachweisbar ohne dass eine Infektion des
Knochens vorliegt, zum Beispiel bei Kontamination der Dréahte nach erfolgter Explantation.
73% der von der Eintrittstelle entnommenen Abstriche wurden positiv auf Staphylokokkus
aureus getestet, obwohl ein klinisches Korrelat in diesem Bereich, z.B. ein Abszess, fehlte.
Dies lasst vermuten, dass die Keime zum Teil die Moglichkeit hatten, aus der Eintrittstelle
auszutreten, ihre Anzahl aber nicht ausreichte, um einen Weichteilinfekt auszulGsen. Bei der
Interpretation dieser Ergebnisse muss auch beriicksichtigt werden, dass oft keine Korrelation
zwischen positiven Abstrichen und klinischen Zeichen einer Infektion besteht ',

Die in unserer Studie durchgefiihrte intrakardiale und somit einmalige Abnahme einer
Blutkultur erkldrt sich damit, dass hierbei geniigend Material fiir einen automatischen
Keimnachweis entnommen wurde und eine sterile Abnahme technisch einfacher moglich war.
Die beiden Keime, die in den positiven Blutkulturen identifiziert wurden, gehéren zu der
physiologischen Standortflora des Mund- und Rachenraumes. Obwohl bei der Blutentnahme
unter moglichst sterilen Bedingungen gearbeitet wurde, spricht dies am ehesten fiir eine

Verunreinigung. In den restlichen Blutkulturen konnte kein bakterielles Wachstum beobachtet
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werden, was eine systemische Beteiligung zu diesem Zeitpunkt unwahrscheinlich macht.
Darouiche et al. ''* kamen zu einem gleichen Ergebnis. Norden et al. '* konnten hingegen bei
Kaninchen, denen 10° KBE Staphylokokkus aureus in die Markhohle appliziert wurde, in den
ersten 6 Stunden nach der Operation bei 86% der Tiere Keime in der Blutkultur nachweisen.
Nach 28 Tagen wurde in ihrer Studie nur eine Kultur positiv getestet. Dies macht deutlich,
dass in unserer Untersuchung nicht gekldrt werden konnte, ob wihrend des
Untersuchungszeitraumes eine Bakteridmie oder Septikdmie bei den Tieren aufgetreten ist, da
hierfiir zu selten Blutkulturen angefertigt wurden und auch keine mikrobiologische
Aufarbeitung von Leber und Milz erfolgte.

Die Quantifizierung der KBE pro Gramm Knochen zeigte in unserer Studie, dass je mehr
KBE inokuliert wurde, desto hoher auch die Anzahl der KBE / g Knochen war. Diese
Abhingigkeit von inokulierter Keimmenge und den im Knochenpulver bestimmten KBE
wurde in der Literatur noch nicht beschrieben. Einige Autoren beschreiben zwar einen

128: 130 " oine Korrelation

Zusammenhang zwischen inokulierter Keimmenge und Infektrate
zwischen applizierter KBE und KBE / g Knochen konnte bisher noch nicht gezeigt werden. In
der Studie von Monzon et al. '*® entwickelten 75% der Tiere, die mit 10° KBE inokuliert
wurden, eine Knocheninfektion, wihrend sich in der Gruppe, die mit 10° KBE infiziert
wurden, bei nur 25% der Tiere eine Osteomyelitis ausbildete. Den Grund fiir die niedrigeren
Infektionsraten bei den Tieren, die nur mit einer bakteriellen Suspension inokuliert wurden,
im Vergleich mit den Gruppen, die zusitzlich ein préikolonisiertes Implantat erhielten, sahen
sie in der geringeren Pathogenitit der nicht adhirenten Keime. Die verwendeten
schleimproduzierenden Staphylokokken konnen aufgrund ihrer umgebenden Schicht
schlechter mit Wirtsproteinen interagieren, wenn sie nicht an einer Oberfldche haften.

Mit Ausnahme der beiden auf orale Streptokokken positiv getesteten Blutkulturen wurde in
allen mikrobiologischen Préparaten immer ein Stamm von Staphylokokkus aureus mit
gleicher Sensibilitdts- und Resistenzlage identifiziert. Die Antibiogramme waren identisch mit
denen, die von dem Versuchskeim vor der Inokulation angefertigt wurden. Obwohl keine
Phagotypisierung oder DNS-Analyse der Keime durchgefiihrt wurde, kann man davon
ausgehen, dass es sich stets um denselben Keim handelte. Somit lagen keine
Verunreinigungen vor und es kam durch den Kontakt von Knochen und Implantat nicht zu
einer Verdnderung der Resistenzlage. Auch konnte keine Entwicklung einer am Infekt
beteiligten Mischflora beobachtet werden "7, die fiir eine chronische humane Osteomyelitis

typisch sein soll °.
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3.5 Histologische Auswertung

Bei der Auswertung der histologischen Schnitte konnte bei den infizierten Tieren
ausnahmslos eine Osteomyelitis identifiziert werden. Alle Pridparate zeigten Abszesse und
eine kortikale Destruktion. Im Gegensatz zu der Studie von Worlock et al. >, die bei allen
infizierten Tieren eine Ausbildung von Sequestern beschrieb, konnte in unserer Untersuchung
nur bei 83% der Tiere diese pathologische Verdnderung beobachtet werden. Eine in der

Literatur erwihnte !>

nicht infektiose periostale Reaktion in den histologischen Schnitten der
Tiere, die mit PBS inokuliert wurden, konnte nicht verifiziert werden. Da die Ursache dieser
histologischen Verdnderung in der durch den Eingriff gestorten periostalen Durchblutung
vermutet wird, kann man davon ausgehen, dass durch die minimal invasive Vorgehensweise
in unserer Studie die periostale Blutversorgung nicht oder nur gering beeinflusst wurde.
Ahnlich der Abhiingigkeit von inokulierter Keimmenge und KBE / g Knochen fillt bei den
histologischen Scores auf, dass ein Zusammenhang zwischen applizierter Keimdosis und
Hohe des Scores besteht. Leider liel sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe
IT und III der diese Korrelation komplettieren wiirde, nicht nachweisen.

Bei der Betrachtung der vier unterschiedlichen ,regions of interest“ im histologischen
Préparat zeigte sich die starkste Destruktion im Bereich der distalen Diaphyse, gefolgt von der
Region distale Epi- / Metaphyse und der proximalen Diaphyse. Der Bereich proximale Epi- /
Metaphyse erhielt die wenigsten Punkte. Diese Verteilung der Scorewerte ldsst vermuten,
dass die Infektion des Knochens in der distalen Diaphyse am stirksten ausgebildet ist bzw. an
dieser Stelle begonnen hat. Diese Beobachtung bestitigt die unter Punkt 3.3 beschriebenen

Lokalisationen klinischer Zeichen.

3.6  Radiologische Auswertung

Wie auch in anderen Studien '*> % 3* 52 konnte in unserer Untersuchung eine beginnende
radiologische Verdnderung bereits innerhalb von 2 Wochen nach Inokulation der Keime
nachgewiesen werden. Sie beinhalteten vor allem Osteolysen (95%), periostale Reaktionen
(56%) und Deformititen (54%). Auch Gerhart et al. *” und Hienz et al. *° beobachteten die
Resorption des Knochens im Sinne von Osteolysen als erstes radiologisches Zeichen der
Osteomyelitis, wihrend in den Studien von Worlock et al. ' und Eerenberg et al. '
pathologische Verdnderungen mit einer periostalen Reaktion begannen und erst nach 6-8
Wochen Osteolysen nachweisbar waren. Mogliche Erkldrungen fiir diesen differierenden

Ablauf radiologischer Anzeichen einer Infektion kdnnten sein, dass in deren Untersuchungen
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Kaninchen verwendet wurden und ein Trauma mit Zerstérung des Periostes erzeugt wurde.
Hierbei konnten die applizierten Keime zwischen Periost und Knochen gelangen und
schneller eine Reaktion in diesem Bereich auslosen.

Ansonsten sind die radiologischen Ergebnisse unserer Untersuchung durchaus mit den
Beobachtungen in anderen Studien zu vergleichen. Spagnolo et al. '** wertete 30 Tage post
infectionem die Rontgenbilder von Ratten aus, die mit 10° KBE infiziert worden waren, und
beschrieb bei allen Bildern Osteolysen, in 89% eine periostale Reaktion und in 77,7% eine
Deformitit des Knochens. Im Vergleich dazu zeigten 99% der Rontgenbilder in unserer
Studie nach 28 Tagen Osteolysen, 85% periostale Reaktionen und 80% eine Deformitit. Die
von Spagnolo et al. '*’ beobachtete Abnahme periostaler Reaktion von 88,9% nach 30 Tagen
auf 66,7% nach 180 Tagen konnte nicht bestitigt werden, wobei der Untersuchungszeitraum
in unserer Studie mit 28 Tagen zu kurz ist, um die Daten zu vergleichen.

Der radiologische Score bestitigte eine zuvor vermutete Progression der Zerstdrung des
Knochens aller infizierten Tiere iiber den Zeitraum von 4 Wochen. Im Gegensatz zu einer
Studie von Korkusuz et al. ''°, die trotz radiologischer Standardisierung keinen Unterschied
zwischen ihren Gruppen erkennen konnte, wurde in wunserer Untersuchung ein
Zusammenhang zwischen inokulierter Keimmenge und Hohe des Scorewertes beobachtet. Ein
statistischer Unterschied konnte nur zwischen den Gruppen II, III und IV festgestellt werden
sowie zwischen infizierten Tieren und der Kontrollgruppe. Gruppe III und IV, die auch
beziiglich der inokulierten Keimdosis nahe beieinander liegen, unterschieden sich nicht
signifikant.

Die Rontgenbilder weniger Kontrolltiere wurden von den Gutachtern positiv gescoret.
Besonders 2 Wochen post operativ wurde bei den Tieren gehduft Osteolysen und
Weichteilschwellungen entdeckt. Griinde hierfiir konnten die Manipulation im Markraum
wiahrend der Operation sein, die nach einer gewissen Latenzzeit eine Osteolyse vortduschen
kann, und eine operationsbedingte Schwellung, die auf dem postoperativen Bild noch nicht
erkennbar war.

Bei der Betrachtung der einzelnen ,, regions of interest” nach vier Wochen konzentrieren sich
die pathologischen Verdnderungen auf den distalen Bereich des Knochens und bestétigen

hiermit die histologischen und patho-anatomischen Ergebnisse.
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4. Klinische Relevanz und Ausblick

Nosokomiale Infektionen sind zu ca. 50% Fremdkorper assoziiert und werden allein fiir die
Vereinigten Staaten mit einer Haufigkeit von ca. 1 Mio / Jahr angegeben'>.

In der Chirurgie des Bewegungsapparates werden regelmifBig Implantate wie Endoprothesen
und Osteosynthesematerial eingesetzt. Der tiefe Wundinfekt stellt nach wie vor eine
gefiirchtete Komplikation dar. Die Therapie ist meist langwierig, belastend fiir den Patienten
und erfordert wiederholte chirurgische Eingriffe.

Nicht nur aus Sicht der Patienten, sondern auch aus soziookonomischen Griinden kommen
der Therapie, insbesondere aber der Prophylaxe Implantatat - assoziierter Infektionen eine
besondere Bedutung zu.

Durch die perioperative systemische Verabreichung von Antibiotika, das Einhalten strikt
aseptischer ~ Operationsbedingungen  sowie der  Einfilhrung minimal invasiver
Operationstechniken konnte die Inzidenz Implantat assoziierter Infektionen deutlich gesenkt
werden 37 3% 60: 66
Gegenwirtige Forschungsarbeiten fokussieren auf eine Verbesserung der Biokompatibilitét
von Biomaterialien und die Entwicklung neuartiger, bioaktiver Implantatoberflachen.

Um neue Strategien zur Prophylaxe und Therapie der Implantat assoziierten Osteomyelitis
entwickeln zu konnen, sind geeignete Tiermodelle unabdingbar. Mit dem vorliegenden
Modell kann die Wirksamkeit neuer Therapieformen unterscheidbar und quantifizierbar
untersucht werden. Dariiber hinaus kann es bei einer Reihe weiterer Fragestellungen hilfreich
sein. So wird das Modell in der Arbeitsgruppe z.B. fiir in vivo Untersuchungen von
Biofilmbildung auf Titanoberflichen, der Evaluation bioaktiver, antibakterieller

Implantatbeschichtungen und der Untersuchung systemischer Therapieansitze eingesetzt '
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5. Zusammenfassung

Infektionen des Knochens in Zusammenhang mit Osteosynthesematerialien sind zwar selten,
haben aber weitreichende Konsequenzen flir den Patienten. Eine langwierige, systemische
Antibiotikatherapie, multiple Revisionseingriffe mit all ihren Komplikationen bis hin zur
Amputation einer Extremitidt konnen die Folge sein. Um die pathologischen Vorgidnge bei
einer Implantat - assoziierten Osteomyelitis zu untersuchen und Therapiestrategien zu testen,
wurde eine neue, verldssliche und einfach zu handhabende Methode entwickelt, um eine
Fremdkorper induzierte Osteomyelitis an Ratten zu erzeugen. Hierfiir wurde in den Markraum
von jeweils 10 Rattentibiae Staphylokokkus aureus in drei unterschiedlichen Konzentrationen
(10%, 10° , 10 KBE/10ul) appliziert und danach ein Titan - Kirschnerdraht implantiert. Einer
Kontrollgruppe wurde anstelle der Keime steriler Phosphatpuffer inokuliert. Alle Tiere
wurden bis zu ihrer Totung am 28. postoperativen Tag in wdchentlichen Intervallen
untersucht, Rontgenbilder angefertigt, ein Blutbild bestimmt und das Korpergewicht und die
Temperatur der Tiere gemessen. Nach der Totung der Tiere wurde die Infektion des
Knochens mit histologischen und mikrobiologischen Methoden erfasst. Von jeweils 5 Tibiae
der einzelnen Gruppen wurden longitudinale, 5 um dicke Schnitte in einer sagittalen Ebene
erzeugt, nach Masson Goldner gefdrbt und mittels eines Scores ausgewertet. Die anderen 5
Knochen der jeweiligen Gruppen wurden steril zermahlen und die Keimmenge pro Gramm

Knochen quantifiziert.

Das Modell erlaubt eine Standardisierung sowohl der inokulierten Keimmengen als auch der
post mortem nachgewiesenen KBE/g Knochen. Die Infektionsrate von 100% wurde mit sehr
niedrigen, noch nie zuvor in der Literatur erwdhnten Keimmengen reproduzierbar erzeugt.
Dies ermoglicht es, die Wirksamkeit von systemisch applizierten Antibiotika oder von neuen
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Techniken zur lokalen Infektbekdmpfung zu quantifizieren.
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