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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Endoprothetik

Krankheiten des Bewegungsapparates gehoren zu den haufigsten und kostentrichtigsten Lei-
den in Deutschland und stellen etwa 15-20% der Arztkontakte in der Primérversorgung dar.
Bezogen auf die Behandlungskosten rangieren sie derzeit unter allen Krankheitsgruppen an
dritter Stelle. Unter den Erkrankungen des Bewegungsapparates fasst man mehr als 160
Erkrankungen und Syndrome zusammen, die in der Regel progressiv und schmerzhaft sind.
Diese werden grob unterteilt in Gelenkerkrankungen, Korperbehinderungen, Wirbelsaulen-
erkrankungen und Zustédnde nach Traumen. Rontgenaufnahmen zeigen bei 20 bis 40 Prozent
der Bevolkerung Abnutzungserscheinungen in den Gelenken, die bei einem Teil der Betrof-
fenen zu Schmerzen und Bewegungseinschrankungen fithren. Ein Gelenkverschleif}; der iiber
das durch die normale Alterung bedingte Mafl hinaus und mit knéchernen Deformierung
einhergeht, wird als Arthrose definiert. Sie wird meistens verursacht durch tiberméflige Be-
lastung, z.B. durch Ubergewicht, angeborene oder durch Verletzung verursachte Fehlstellung
der Gelenke sowie durch Knochenerkrankungen wie die Osteoporose. [16] Bei einem Versagen
der konservativen Therapie kann die Indikation eines Gelenkersatzes durch den Einsatz einer
Endoprothese gestellt werden. Der héufigste Grund zum teilweisen oder vollstindigen Ge-
lenkersatz ist die Arthrose mit Schmerzen und Bewegungseinschrinkung (Abb.1). Frauen
und Ménner sind gleichermaflen von Arthrose betroffen und das Arthroserisiko nimmt mit
steigendem Alter bei beiden Geschlechtern zu.

Der in Deutschland in den kommenden Jahren weiterhin zu erwartende demografische Wan-
del wird zu einem weiter wachsenden Versorgungsbedarf und damit zu einem noch héheren

Stellenwert der Endoprothetik fithren. [35]

1.2 Geschichte der Endoprothetik

Die Entwicklung der kiinstlichen Gelenke ist ein bedeutender biomedizinischer Erfolg unserer
Zeit, der groflen Einfluss auf die Lebensqualitdt und auf unser Gesundheitswesen hat.

Das Thema hat Themistocles Gluck (1853-1942) bereits im Jahr 1885 vor der Berliner Medi-
zinischen Gesellschaft dargelegt. Damals trug er seine Idee iiber die Verpflanzung von Ge-
lenken vor, die durch Amputation von frischen Leichen oder von Elfenbeingelenken gewonnen
wurden. Zunéchst konnte Gluck diese Ideen experimentell und durch erfolgte klinische An-
wendung realisieren, wie er im Jahre 1890 in einem Vortrag vor der Deutschen Gesellschaft
fiir Chirurgie darstellte. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass von seinen Implantationen

nur die von zwei Kniegelenken sowie je einem Hand- und Fufigelenk auf langere Dauer erfolg-



reich waren.

Im Vordergrund der weiteren Entwicklungen standen die kiinstlichen Gelenke. Philip Wiles
(1899-1967) konstruierte in London noch vor dem 2. Weltkrieg eine totale Hiiftgelenkendopro-
these aus Metall, deren beide Komponenten mit Schrauben fixiert wurden.

Im Jahr 1942 entwickelte Austin Moore (1899-1963) eine Hiiftkopfprothese, die mit ihrem
gefensterten Schaft im Femur zementlos fixiert wurde. Eine andere isolierte Kopfprothese
wurde 1946 durch die Gebriider Robert und Jean Judet in Paris entwickelt. Dabei wurde der
nach Osteotomie und Exstirpation zerstorte Hiiftkopf durch einen Plexiglaskopf mit Stiel zur
Verankerung im Schenkelhals ersetzt, wobei die Pfanne aber erhalten blieb. Einen weiteren
wichtigen Beitrag zur Endroprothetik leistete Edward J. Haboush (1904-1973) im Jahr 1953
mit der Entwicklung von Fixierungsmoglichkeiten der Prothese durch das in der Zahnmedi-
zin verwendete Polymethylmethacrylat (PMMA).

In den vergangenen Jahrzehnten wurden die kiinstlichen Gelenke konsequent weiter ent-
wickelt. Maflgeblich vorangetrieben durch die von Charnley eingefiihrten Prothesenmodelle
und seine Neuerungen in den Operationsrdumen in den 60er Jahren wurde der kiinstliche
Gelenkersatz zu einer erfolgreichen, héufig durchgefiihrten und heute nicht mehr wegzu-
denkenden Therapiemethode bei fortgeschrittenen Gelenkerkrankungen. [11]

Bei derartigen Operation werden die artikulierenden Gelenkflichen vollstédndig durch eine
Prothese aus Metall, Keramik oder Kunststoff ersetzt und mittels Metallschaft bzw. Metall-
pfanne im Knochen verankert. Man unterscheidet hierbei zwei verschiedene Formen von
Endoprothesen, ndmlich die zementierte und die unzementierte Prothese.

Die zementierte Prothese wird mit Knochenzement aus PMMA fixiert, was eine zeitlich
frithere Belastung ermoglicht als bei der unzementierten Prothese. Letztere wird direkt,

ohne Halt verbessernde Zusétze, in den Knochen implantiert, was zwar zu einer ldngeren

Totales Hiift End, und Operati Register der NARA Datenbank 1995-2006

20,00%

£0,00%

70,00% {—

60,00% +—

50,00% {—

Norwegen
B Schweden

40,00% — Danemark

30,00% +—

20,00% {—

10,00% —

Primire Secundire Hiift Fraktur  Kindh orank d thisch
Arthrose Arthrose Hiifthopfnecarose

0,00% A

Andere

Abbildung 1: Totales Hiift Endoprothesen und Operationen Register der NARA Datenbank
der Lander Norwegen, Schweden und Danemark von 1995-2006



Rehabilitationsphase, aber auch zu einem festeren und léngeren Halt fiithrt. Unter optimalen
Umsténden werden intraossale Implantate innerhalb kurzer Zeit in den Knochen
integriert. Dies bedeutet, dass zwischen knochernem Prothesenbett und der Prothese kein

Gewebe gefunden werden kann. [10]

1.3 Gegenwirtiger Erfolg und Einsatz der Endoprothetik

Eine genaue, auf vollstdndigen Daten basierende Recherche zur Bewertung des Erfolges
und Einsatzes von Endoprothetik gestaltet sich schwierig, da die Anzahl der durch das
Deutsche Endoprothesen-Register registrierten Operationen nur rund 5% der tatsédchlich
durchgefiihrten Operationen abdeckt. Jahrlich werden weltweit circa eine Million Hiift-
Totalendoprothesen (H-TEP) und mehr als 250.000 Knie-Totalendoprothesen (K-TEP) einge-
setzt. Ein weiterer Zuwachs ist in den néchsten Jahren aufgrund der Ausweitung des kiinstlichen
Gelenkersatzes auf das obere Sprunggelenk, das Schultergelenk sowie wegen des demographis-
chen Wandels zu erwarten. Es wird davon ausgegangen, dass sich die Anzahl der eingesetzten

Prothesen im Jahr 2025 gegeniiber 1999 verdoppelt haben wird. [33]

In Deutschland wurden im Jahr 2006 insgesamt 147.000 Hiiftprothesen und 125.000 Knieprothe-
sen eingesetzt. An der Charité wurden 700 Primér-Implantationen und 400 Wechsel-Operation
vorgenommen. Bei der priméren Implantation sind die Patienten durchschnittlich 63,5 Jahre
alt und der Kostenaufwand betriagt etwa 8.000 EURO pro Eingriff. [6]

Etwa 12 Jahre nach der Implantation liegt der Anteil noch funktionsfiahiger, totaler Hiiftendo-
prothesen bei Patienten im Alter von {iber 60 Jahren zwischen 90-95% (zementierte und un-
zementierte), bei jingeren Patienten (>60 Jahre) fiir die unzementierte Prothese zwischen
83-87% und fiir zementierte zwischen 84-88%. 3-6% der eingesetzten Gelenkprothesen unter-
liegen nach durchschnittlich 10 Jahren einem Lockerungsprozess. Diesen Prozess bezeichnet

man als Endoprothesenlockerung, welcher haufig eine Revisionsoperation erfordert. [24]

1.4 Grundlagen der Endoprothesenlockerung

Eine Endoprothesenlockerung resultiert aus dem Verbindungsverlust zwischen Knochen und
Implantat. Diese Komplikation bedeutet nicht zwangsldufig, dass die Prothese und das damit
betroffene Gelenk mechanisch locker sind. Bei einer Endoprothesenlockerung bildet sich
im Bereich zwischen Prothese und Knochen ein Ersatzgewebe, welches histologisch einem
Granulations- oder Narbengewebe dhnelt. Sofern eine nur wenige Mikrometer dicke Schicht
fibrotischen Gewebes zwischen Knochen und Prothese vorgefunden wird, kann dieses als

physiologisch angesehen werden. Diese Schicht besteht aus Kollagenfasern, die parallel zur



Abbildung 2: Radiologisches Erscheinungsbild einer Knie-Totalendoprothese (K-TEP) mit
einer Zone nicht-fokaler periprothetischer Aufhellung von mehr als 2mm, passend zu einer

septischen oder aseptischen Prothesenlockerung.

-

Abbildung 3: Radiologisches Erscheinungsbild einer Hiift-Totalendoprothesen (H-TEP) mit
einer Zone nicht-fokaler periprothetischer Aufhellung von mehr als 2mm, passend zu einer

septischen oder aseptischen Prothesenlockerung.

Prothese verlaufen. Hierbei strahlen Sharpey-ahnliche Fasern in unregelméfliigen Absténden

aus dem Knochen heraus und verschmelzen mit den Kollagenfasern der Membran. Granu-



lomatose Reaktionen auf Metall- oder Polyethylenabrieb sind in dieser Membran abwesend;
Zementgranulome konnen zwar auftreten, jedoch nur in geringer Anzahl. Bei einer nicht-
zementierten Prothese liegen diese Granulome selbstversténdlich nicht vor. Uberschreitet
diese Membran ein bestimmtes Maf, so spricht man von einer periprothetischen Membran
(Abb.4,5). Leitsymptom der periprothetischen Membran sind Schmerzen im Bereich der
Prothese, Bewegungseinschrankungen sowie gegebenenfalls Entziindungszeichen und radiolo-
gisch nachgewiesene Osteolysen. [41], [6], [72]

Histologisch werden die Erscheinungsbilder der periprothetischen Membran in die sep-
tische und aseptische Lockerung unterteilt, deren charakteristische Pathogenesemechanis-
men nachfolgend beschrieben werden. Auf dem Rontgenbild sind diese als eine Zone nicht-
fokaler periprothetischer Aufhellung von mehr als 2mm erkennbar, die mit der Auflenlinie
der Prothese konform verlaufen und als die am h&ufigsten vorkommenden radiologischen
Erscheinungsbilder (Abb.2,3) von sowohl der aseptischen, als auch der septischen Prothesen-

lockerung beschrieben werden. [60]

Vor der Implantation einer neuen Prothese in das Knochenlager wird das periprotheti-
sche Membrangewebe vollstandig entfernt und routineméfig zur histopathologischen Unter-
suchung geschickt. Die weitere Behandlung und der Zeitpunkt der Implantation der neuen
Prothese wird durch den zugrunde liegenden Pathogenesemechanismus und der hieraus re-

sultierenden Klassifizierung bestimmt.
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Abbildung 4: Frische makroskopische periprothetische Membran
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Abbildung 5: Periprothetische Membran

1.5 Faktoren der aseptischen Endoprothesenlockerung

Ein erhohtes Risiko fiir aseptische Lockerung liegt bei Ménnern, jiingeren Patienten und
Patienten mit einem hohen Body-MaB-Index (BMI) vor, wobei ein erhohtes Gewicht allein
keinen Risikofaktor darstellt. Das Risiko der Prothesenlockerung steigt mit zunehmenden
Alter linear an. [43]

Der Prozess der abriebinduzierten, aseptischen Endoprothesenlockerung beginnt mit einer
Fremdkorperreaktion, deren Ausloser kleinste, durch Belastung und Bewegung abgesplit-
terte Partikel des verwendeten Prothesenmaterials sind. [23] Jene Partikel sind Produk-
te des an der Knochen-Implantat-Grenze stattfindenden Mikroverschleifles, der durch be-
lastungsabhéngige Mikrobewegungen des Implantats bedingt ist. Diese Prothesenbestandteile
sind von der Prothesenart und deren Materialien wie Polyethylen, Metalllegierungen, Knochen-
zement (PMMA) und/oder Keramik abhéngig. Diese Partikel bewirken die Stimulierung von
Makrophagen und fithren so zu einer gesteigerten Produktion von resorptionsstimulierenden
Faktoren. [50,53]

Die pathologische endoprothetische Membran, die mit der aseptischen Lockerung assoziiert
ist, hat eine Membran mit einer Wandstérke, die zwischen einigen Millimetern und einigen
Zentimeter liegt. Sie wird auch lytische endoprothetische Membran genannt, da resorptions-
stimulierende Faktoren, ausgeschiittet durch Entziindungszellen, zu Osteolysen fithren. Sie
ist oftmals eine dreischichtige Membran mit einer inneren synovialis-dhnlichen, einer mitt-
leren granulomatos-entziindlichen und einer dufieren vernarbten Schicht. [10]

Bennet et al. zeigten mit In-vitro-Experimenten, dass die Unfahigkeit der Phagozytose durch
lokale Makrophagen ihre Proliferation anregt. Das dauerhafte Entstehen von Abriebpar-

tikeln verursacht somit eine konstante Migration von Makrophagen, welche versuchen, die
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Partikel zu phagozytieren. Phagozyten akkumulieren und formen Granulome zusammen mit
fibrotischer Gewebe- und Narbenformung. Die Konsequenz hiervon ist die Zunahme der
periprothetischen Membran.

Dieses wird solange toleriert, wie die Balance zwischen Resorption und Produktion aufrecht
erhalten wird. Danach wichst das Granulationsgewebe in den angrenzenden Knochen hinein,
was zu einer vermehrten Resorption des knochernen Prothesenbetts, Instabilitdt sowie zur
Zunahme der Abriebpartikel fiihrt. [10], [71] Die zelluldren Vorgénge an der Grenzschicht
sind in ihrer Intensitédt von der Grofle der Verschleifipartikel abhéngig und kénnen in letzter
Konsequenz zu rapidem Knochenverlust im Bereich des Implantatlagers fiithren.

Dabei weisen Hahn et al. darauf hin, dass grofle osteolytische Defekte eigentlich eher selten
gefunden werden. [21] Dominierende Zellarten bei diesem Reaktionstyp sind Makrophagen,
Fremdkéorperriesenzellen und osteoklastendhnliche Zellen, die durch die Sekretion bestimmter
knochenabbauender Enzyme, wie z.B. saure Phosphatase, Prostaglandine E1,E2 F3, Inter-
leukin 1 und 2, Kollagenase, freie O2 Radikale, Tumor Nekrose Faktor (TNF) und/oder
Lymphotoxine einen Abbau der Knochensubstanz bewirken und somit die Lockerung der
Prothese verursachen. [10], [55]

Moglicherweise stellt die Makrophagen-Osteoklasten-Differenzierung einen wichtigen zel-
luldren Mechanismus dar, wobei Osteolyse die Ursache der aseptischen Lockerung ist. Alle
zelluldren und humeralen Elemente, die bisher als nétig identifiziert wurden, konnten auf der

Membranoberflache gefunden werden. [53]

1.6 Faktoren der septischen Endoprothesenlockerung

Neben der aseptischen Lockerung stellt auch die septische Lockerung ein Problem der En-
doprothetik dar. Die septische Lockerung der Endoprothese ist eine der besonders ernsten
Komplikationen der Endoprothetik. Sie kann auftreten, wenn es wiahrend einer Operation
zu einer minimalen bakteriellen Kontamination der Prothese sowie des periprothetischen
Spalts und damit zu einer Infektion der Prothese kommt. Als Risikofaktoren fiir eine In-
fektion wurden folgende Faktoren identifiziert: Andere vorhandene Infektionen, Diabetes,
Nikotin, Alkoholabusus, systemischer Steroidgebrauch, morbide Adipositas, Fehlerndhrung,
chronisches Nierenversagen, vorherige chirurgische Eingriffe, Hypokaliémie, Hypothyroidie,
Kolondivertikulitis, chronische venose Insuffizienz der unteren Extremitat, Hypercholesterindmie

und maligne Erkrankungen. [33] [15]

Als weitere Ursache einer septischen Lockerung wird beschrieben, dass eine primér keimfrei
implantierte Prothese im Rahmen einer Bakteridmie, wie sie z.B. nach Zahnextraktion oder

bei chronischen Hautulzerationen auftreten kann, sekundér hiamatogen infiziert wird. [29,47]
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Um dieses zu vermeiden, werden mogliche dermale, orale, dentale und urogenitale Infektions-
quellen der Patienten preoperativ eliminiert.

Der Patient hat die Stelle des Eingriffs am Abend vor dem Eingriff mit anti-bakterieller
Seife zu waschen und das Operationsgebiet zu rasieren. Eine prophylaktische, perioperative,
24-stiindige Antibiotikagabe soll das Infektionsrisiko weiter minimalisieren. Geschlossene
Wunddrainage erfolgt in den ersten 24 Stunden postoperativ.

Ein weiterer Einflussfaktor fiir eine Infektion ist die Operationsdauer, da mit einer langeren
Operationsdauer auch das Risiko einer perioperativen Kontamination steigt. Das niedrigste
Infektionsrisiko wurde nach Angabe von Peersman et al. mit body exhaust suits, laminarem
Luftstrom und einer perioperativen, 24 Stunden dauernden Antibiotikagabe erzielt. [51]
Kommt es kurz nach der Implantation zu einem eitrigen und hoch akutem Krankheitsbild,

so ist die histopathologische Diagnose relativ problemlos zu stellen.

Eine sehr geringe bakterielle Kontamination kann auch postoperativ zunéchst nicht ap-
parent werden (Minimalinfektion oder ,low-grade-infection) [49], wobei gentamicinhaltiger
Knochenzement die Selektion von bestimmten Staphylokokkus aureus-Stdmmen, den so
ge-nannten ,,small colony variants®, fordern kann. Diese sind insbesondere bei chronisch-
persistie-renden, antibiotikarefraktiren Infektionen beschrieben und stellen auch in der Mikro-
biologie ein diagnostisches Problem dar, da sie haufig erst nach 48 Stunden nadelspitzengrofie
Kolonien bilden. [65]

1.7 Histomorphologische Charakterisierung der

untersuchten Lockerungsmembran

Proben der periprothetischen Membran zeigen ein heterogenes Erscheinungsbild. Fiir die
Diagnostik des periprothetischen Membrangewebes gab es lange Zeit keine definierten Krite-
rien. Zwar wurde das Gewebe in vielen Publikationen hinsichtlich bestimmter Fragestellungen
untersucht, eindeutige Diagnosekategorien wurden jedoch nicht benannt.

Daher wurde im Jahr 2005 eine Konsensus-Klassifikation der periprothetischen Membran fiir
die diagnostische Routine etabliert. Diese sollte den Pathologen die Beurteilung des Mem-
brangewebes erleichtern und eventuellen Missverstdndnissen in der Kommunikation zwischen

Orthopédden und Pathologen entgegen wirken.

1.8 Beschreibung der periprothetischen Membrantypen

Um die histopathologische Diagnostik zu standardisieren, wird das folgende Konsensus-

Klassifikationssystem fiir periprothetische Membran genutzt [40]:
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Typ I: Abriebinduziert

Typ 1I: Infektits

Typ 1II: Kombiniert

Typ 1V: Unbestimmt

1.8.1 Typ I: Abriebinduzierte periprothetische Membran

Die Lockerungsmembran vom Typ I (Abb.6) besteht histomorphologisch aus einer Ansamm-
lung von Makrophagen und multinukledren Riesenzellen vom Fremdkorpertyp, die oftmals
Partikel von Zement, Polyethylen (PE) oder Metall enthalten. PE-Partikel grofler als 5um
werden héufig in multinukledren Riesenzellen, kleinere PE-Partikel mit einer Gréfle von ~
2pm in Makrophagen aufgefunden. Es wurde definiert, dass diese beiden Zellarten zusam-
men mindestens 20% der Gesamtfliche der periprothetischen Membran einnehmen sollten,
um einen abriebinduzierten Typ zu diagnostizieren. Auch einige B- und T- Lymphozyten
sind in vielen Féllen der Typ I Prothesenlockerung vorhanden. [40]

Mononukleére und multinukleére Zellen liegen oftmals dicht in Schichten und Knoten aufein-
ander und formen so Granulome, die eingebettet sind in fibrosen Striangen. [9,70]

Zellen, die dicht mit Fremdmaterial gefiillt sind, zeigen oftmals degenerative Verdnderungen
mit Verklumpungen des Kernchromatins und weitgehend verwaschenen Zellgrenzen mit Dis-

soziation der Einzelzellen und teilweise vollstindiger Zellnekrose. [9]

Abbildung 6: Typ I Membran: In (A) wurde eine multinukleire Riesenzelle mit grofem
PE Partikel (dicker Pfeil) zusammen mit Makrophagen (kleiner Pfeil) gefunden, wobei in
(B) die Fremdkorperreaktion ausschliesslich durch unabhéngige Makrophagen (Pfeile) mit
diinnen schwarzen, scharfeckigen, metallischen Abriebpartikeln geformt sind. (Hamatoxylin
und Eosin, Originalvergrofierung (A) x400; (B) x200)
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Abriebpartikel werden héufig in nekrotischen Gebieten vorgefunden. Daher sollten diese
mit polarisierendem Licht untersucht werden. [40] Die im Gewebe enthaltenen Abriebpar-
tikel stellen sich je nach Material unterschiedlich dar. Wahrend Knochenzementfragmente
ein basophiles, rautenférmiges Muster mit geringer Doppelbrechung in der Polarisationsoptik
zeigen, zeichnen sich PE-Partikel durch bizarre Formen, leicht farbigen Schimmer und starke
polarisationsoptische Doppelbrechung aus. Einzelne Partikel beider Materialien werden bei
der Schnittanfertigung haufig aus dem Gewebe herausgerissen und hinterlassen dadurch op-
tische Hohlrdume. [9,70]

Metallabrieb stellt sich deutlich in kleinen kantigen oder runden schwarzen Partikeln, umgeben
von einer polarisationsoptisch gelblichen, zirkumferenziellen Doppelbrechung dar. [70]

Keramikpartikel hingegen sind polygonale, gelb-weiflliche Partikel mit einem gut sichtbaren
dunklen Rand und einer variierenden Grofle zwischen 0,5 und 10 pum. Ihre Doppelbrechung
in der Polarisationsoptik ist von unterschiedlicher Intensitdt. Sie werden jedoch nur selten

aufgefunden.
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1.8.2 Typ II: Infektiose periprothetische Membran

Bei dem Typ II spricht man von einer infektiosen periprothetischen Membran. Diese kann
sich als high-grade oder low-grade Infektion manifestieren. Die low-grade Infektion aktiviert
Fibroblasten, kleine neue Blutgefifie, Odeme und Neutrophile Granulozyten (NG). NG
sind die wichtigste Zellpopulation in der Verteidigung gegen bakterielle Infektionen. [8] Die
Beurteilung des Infektionstyps anhand anderer Zellformen, wie zum Beispiel Lymphozyten
oder Plasmazellen, erwies sich als nicht geeignet fiir die Diagnose von periprothetischen
Infektionen. In der Ndhe von Lymphozytenaggregaten werden oftmals Plasmazellen, aber
nur selten multinukledre Riesenzellen und Makrophagen gefunden. High-grade Infektionen
sind aufgrund der Fiille von NG innerhalb des 6demattsen Bindegewebes einfach zu diag-
nostizieren. [40] Entziindliche Verénderungen in infiziertem Gewebe sind oftmals eher lokal

ausgebildet und nicht in allen Abschnitten der periprothetischen Membran anzutreffen. [49]

Abbildung 7: Typ II Membran: In (A) sind wenige NG (Pfeile) vorhanden (low grade infec-
tion), hingegen in (B) eine Vielzahl von NG. In beiden Féllen beinhaltet der Hintergrund
Lymphozyten und Plasmazellen in Granulationsgewebe mit einwachsenden Geféissen und

aktivierten Fibroblasten. (Hamatoxylin und Eosin, OriginalvergroBerung x400)
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1.8.3 Typ III: Kombinierte periprothetische Membran

Periprothetische Membranen des kombinierten Typs (Typ III) stellen eine Mischform
zwischen den histomorphologischen Typen I und Typ II dar. Diese Membranen enthalten Ge-
biete, in denen abriebinduzierte Reaktionen vorliegen sowie durch Granulozyten erkennbare

infektiose Gebiete, die in etwa den gleichen Fldchenanteil einnehmen. [40]

Abbildung 8: Typ III Membran: (A) Ubersicht zeigt das gleichzeitige Vorhandensein von
abriebinduzierte Reaktionen und infektiosen (dicker Pfeil) Gebieten. Details (B) aus dem
durch Abrieb-verursachten Gebiet und (C) den infektitsen Gebieten. (Hématoxylin und
Eosin. Originalvergrofierung (A) x200; (B, C) x400)
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1.8.4 Typ IV: Der Indifferenztyp

Der Indifferenztyp (Typ IV) stellt eine Form der periprothetischen Membran dar, bei der
zellarmes, kollagenes Bindegewebe vorliegt. Die Membranoberfliche zeigt manchmal einen
Fibrinsaum oder eine Synovialis-dhnliche Schicht aus Fibroblasten und Makrophagen. Bei
einer oberflichlichen Untersuchung kann diese schnell verwechselt werden mit einer Typ II
Membran, insbesondere wenn einige NG auf der Oberflédche vorliegen. Jedoch ist die Anzahl
der NG bei einer Typ IV Membran deutlich niedriger als die einer Typ II Membran und die
NG werden nur auf der Oberfliche gefunden. In Tierversuchen wurde gezeigt, dass Osteolyse
allein durch Druck und ohne den Einfluss von Abriebpartikeln oder Infektionen entstehen
kann. Dieser Osteolysetyp kann zu einer Typ IV Membran fiihren.

Fiir die Diagnose einer Typ IV Membran muss das gesamte periprothetische Gewebe analysiert
werden. Wenn die Gewebeprobe zu klein und/oder nicht représentativ ist, kénnen abrieb-

oder infektionsbedingte Gebiete iibersehen werden und so zu einer Fehldiagnose fithren. [40]

Abbildung 9: Typ IV Membran: (A) Die Membran besteht ausschliesslich aus Bindegewebe
mit geringer Anzahl aus Fibroblasten/Fibrozyten und einer fibrotischen Schicht auf der Ober-
fliche (Pfeile), wobei in (B) die Membran aus Granulationsgewebe mit Kapillaren (diinne
Pfeile) und aktivierten Fibroblasten (dicker Pfeil) besteht. Im Gegensatz zur low-grade In-
fektion gibt es sehr wenige neutrophile Granozyten. (Himatoxylin und Eosin. Originalver-
groferung (A) x200; (B) x400)
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1.9 Bedeutung der Diagnose der verschieden Membrantypen

Eine wichtige Folge dieser Diagnose ist, dass nicht-infektiose Lockerungen (Typ I und IV)
anders behandelt werden als die infizierten Félle von Typ II und Typ III.

Die zeitnahe und akkurate Diagnose einer infektiosen Endoprothesenlockerung hat bedeuten-
den Einfluss auf die Behandlung des Patienten hinsichtlich Morbiditét, Krankenhausaufent-
haltsdauer und Kosten. [26, 34]

Persistierende Infektionen fithren zu einem frithen Verlust der Revisionsarthoplastik mit
weiterem Verlust von Knochen rund um die Prothese. In vielen Féllen fiihrt dies zu weite-
ren, noch schwierigeren und aufwéndigeren chirurgischen Prozeduren. [1,49] Griinde hierfiir
sind ldngere Operationszeiten, grofiere Wunden, durch den vorherigen Eingriff entstandenes
Narbengewebe und die Moglichkeit von okkulten, nicht erkannten periprothetischen Infek-
tionen. [17]

Wahrend bei nicht-infektioser Lockerung das Entfernen der periprothetischen Membran aus-
reichend ist, miissen periprothetische Infektionen langzeitig mit Antibiotika, Prothesen mit
Antibiotic-Loaded-Acrylic-Cement (PROSTALAC) und in manchen Féllen sogar durch einen
zweiphasigen chirurgischen Eingriff behandelt werden.

Dieser zweiphasige Endoprothesenwechsel wird in der Literatur als die {iblichste und erfolg-
reichste Technik fiir die Behandlung einer periprothetischen Infektion beschrieben. Dieser
Prothesenwechsel beinhaltet das Entfernen der Prothese in einer ersten Operation mit min-
destens sechswochigem Gebrauch von Antibiotika sowie eine zweite Operation, bei der die
neue Endoprothese in ein zwischenzeitlich keimsaniertes Prothesenbett implantiert wird. [39]
[19]

Die Problematik der Behandlung dieser Infektionen wird anhand folgender Zahlen deutlich:
Bei einer Gruppe von 401 infizierten Knieprothesen aus 16 verschiedenen Studien gelingt
eine Eradikation der Infektion in 85% der Fille. Bei einem anderen Kollektiv von insgesamt
581 infizierten Hiiftprothesen aus 20 verschiedenen Studien gelingt die Eradikation in 89%
der Fille. [64] Die Infektionsrate von Revisionsarthroplastiken ist bis zu viermal hoher als

die von Primé#rimplantaten und auch die Kosten sind um ein Vielfaches hoher. [3], [12]

In einer Studie von Hanssen et al. wurde in einem Kollektiv von 34 Patienten mit Revisions-
arthroplastien nach durchschnittlich 2,2 Jahren eine wiederholte Infektion festgestellt. [22]
Sowohl die wesentlich hohere Belastung des Patienten, als auch die erheblich hoheren Kosten
erfordern eine eindeutige Unterscheidung zwischen septischer und aseptischer Prothesen-
lockerung. [58] Die Studie von Barrack et al. (Abb.10) verdeutlicht die Bedeutung der Di-
agnose , Infektiose Prothesenlockerung®, denn bei diesem Typ der Prothesenlockerung sind

die Behandlungskosten mit 51.290% verglichen mit einer routineméfiigen THP um 19.885%
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Abbildung 10: Routine versus komplexer revisions THP, Barrack et al. [5]

hoher. Hinzu kommt, dass weniger der verursachten Kosten riickerstattet werden (1.926%
statt 2.178%), der Krankenhausaufenthalt sich um durchschnittlich 67 Stunden verldngert
(187 Stunden statt 120 Stunden), der Blutverlust steigt (1170cm3 statt 900cm3) und sich
die Operationszeit um 98 Minuten erhoht (297 Minuten statt 199 Minuten). [5]

1.10 Grenzwerte und Definitionskriterien

Fiir die Unterscheidung zwischen nicht-infektiosem und infektiosem Typ wurden initial die
Definitionskriterien von Pandey et al.vorgeschlagen. [49] Dieses bedeutet, dass zur Diag-
nose einer periprothetischen Infektion mindestens 2 NG pro high-powered-field (HPF) in
mindestens 10 HPF gefunden werden miissen. Die Definition wird in der Originalarbeit
von Pandey etwas unklar dargestellt: Es wird nicht festgelegt, in welchen Abschnitten der
Gesamtprobe dieses HPF untersucht werden soll, ob insgesamt mehr als 10 HPF untersucht
werden diirfen, unter denen sich dann mindestens 10 HPF mit 2 NG befinden miissen oder
ob 10 (benachbarte?) HPF untersucht werden diirfen, von denen dann tatséchlich jedes min-
destens 2 NG enthalten muss. Aktuell wird diskutiert, welche Anzahl an NG nétig sind, um
eine sichere Diagnose stellen zu kénnen.

Athanasou et al. legen diese Grenze bei 1 NG pro HPF fest, Pandey et al. bei 2 NG, Feldman

et al. bei 5 NG und zuletzt Banit et al., welche die Grenze zur Diagnose einer Infektion bei
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10 NG pro HPF festlegt. [1], [49], [18], [3] Die stark variierenden Grenzwerte in den heutigen
Studien machen deutlich, dass es notig ist, einen einheitlichen Grenzwert festzulegen und zu

etablieren.
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1.11  Ziel

Wie oben beschrieben, gibt es keinen Konsens dariiber, wann eine histopathologische Diag-

nose einer infizierten Endoprothese zu stellen ist. Daher ist das Ziel der vorliegenden Arbeit:

1. Definition des Schwellenwertes der Anzahl neutrophiler Granulozyten innerhalb einer
bestimmten Anzahl von High-powered-fields (400-fache Vergrofierung), die zur histo-

pathologischen Diagnose einer infizierten Endoprothese benotigt werden.

2. Bestimmung des Gebrauchswertes der verschiedenen Farbungen, vor allem der CD-15
und der PAS (Perjodsiaure-Schiff-Reaktion)-Farbung zur korrekten Quantifizierung der

neutrophilen Granulozyten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Die Arbeitsgruppe fiir Orthopéddische Pathologie der Charité Universitidtsmedizin Berlin
verfiigt iiber eine Sammlung von iiber 500 Féllen von periprothetischen Membranen. Aus
dieser Sammlung wurden 201 Proben selektiert, die nach den von Dr. L. Morawietz publizier-
ten Kriterien klassifiziert worden sind. [40]

Diese Proben umfassten sdmtliche Fille, in denen urspriinglich ein Mischtyp diagnostiziert
worden war (n=27; 13,4%), sowie eine vergleichbare Anzahl von abriebinduzierten Membra-
nen (n=98; 48,8%) und infektiosen Membranen (n=76; 37,8%). Diese Proben stammten aus
endoprothetischer Revisionschirurgie, ausgefiihrt zwischen 2004 und 2007 in dem Zentrum
fiir Orthopédische Chirurgie der Charité und der ENDO-Klinik Hamburg.

Fiir unsere Studie wurden gezielt diejenigen Fille ausgewéhlt, die in der urspriinglichen
Begutachtung als schwierig zu diagnostizieren bzw. grenzwertig aufgefallen waren (n=147).
Dann wurden weitere, histopathologisch typischere Fille hinzugefiigt (n=54), um insgesamt
ein Kollektiv von {iber 200 Fillen zu erreichen. Von all diesen Patienten lag ein in Paraffin
eingebettetes Gewebe vor.

Diese 201 Fille wurden mittels konventioneller Morphologie, PAS-Farbung und Immun-
histologie untersucht. Eine Validierung der Histologie anhand der klinischen und mikrobiolo-
gischen Befunde war in den 147 Fillen mdoglich, in denen entweder eine klinische Diagnose,
ein mikrobiologischer Befund oder beides vorlagen. Diese 147 Patientendaten entsprachen
den von uns gestellten Anforderungen und stellten den von uns letztendlich gebrauchten Pa-
tientenpool dar. Das Durchschnittsalter der Patienten in dieser definitiven Selektion betrug
69,2 Jahre (Durchschnittswert von 33,2 bis 91,7 Jahre), die durchschnittliche Standzeit der
Prothese 8,6 Jahre (0,1 bis 24,4 Jahre). Alle anderen Werte wie Implantationsform, Implan-

tationsort und klinisches Erscheinungsbild sind den Grafiken 11, 12, 13 und 14 zu entnehmen.

unzementiert
Wzementlert

Abbildung 11: Prozentuale Anteile der zementierten und unzementierten Prothesen
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Abbildung 12: Prozentuale Anteile der Knie- und Hiiftprothesen
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Abbildung 13: Geschlechterverteilung innerhalb unseres Kollektivs
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W Verdacht auf Infekt
septisch

Abbildung 14: Klinisches Erscheinungsbild

Die klinische Diagnose der Protheseninfektion wurde abhéngig von dem klinischen Bild
einer Infektion mit Symptomen wie Rétung, Schwellung, Erguss, Fieber, aufgehobener Funk-
tion, starken Schmerzen, Fisteln bis hin zum préaseptischen Krankheitsbild, radiologische
Befunde wie Osteolysen, Sédume, Periostreaktion, Ausschluss von Fehlimplantation, Frak-
turen oder Luxationen sowie die Blutparameter C-reaktives Protein (CRP) >0.5 mg/dl,
Leukozytenzahl >=12/nl) und Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) gestellt.

Bei einem klinischen Verdacht einer Protheseninfektion sowie dem Auftreten mindestens
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einem der oben genannten Parameter wurde eine priaoperative Gelenkaspiration durchgefiihrt
und das Aspirat im Rahmen einer mikrobiologischen Routinediagnostik untersucht. Im Falle
von positiven Keimnachweisen und /oder deutlichen klinischen Zeichen, radiologischen Befun-
den und/oder persistierenden erhéhten klinischen Parametern (wenn diese nicht durch andere
Begleitumsténde erkldrt werden konnten) wurde die klinische Diagnose einer periprotheti-
schen Infektion gestellt.

Intraoperative Proben fiir histologische und mikrobiologische Beurteilungen wurden von ver-
schieden Orten der endoprothetischen Membran entnommen. Jeweils sechs Proben von je-
dem zu untersuchenden Gelenk wurden fiir 10 Tage zwecks mikrobiologischer Untersuchung
inkubiert. Hierfiir wurden verschiedene Nahrboden (Blut und Schokoladen Agar, Hirn-Herz-
Aufguss-Bouillon, Wilkins Chalgren Agar, McConkey Agar, Sabouraud Agar und Thioglycolate-
broth) mit Proben beimpft.

Das Ergebnis wurde als positiv betrachtet, wenn mindestens eine der Proben Bakterienwachs-
tum mit virulenten Stdmmen, wie z.B. Staphylokokkus aureus, Streptokokkus Spezies oder
Gram-negative Bakterien zeigten. Bei Stammen mit so genannter ,low virulenz“, wie z.B.
Koagulase-negative Staphylokokken oder Propionibakterium Spezies waren mindestens drei
positive Proben mit identischen Bakterien notig.

Die HE-gefarbten Schnitte wurden gesichtet, anhand der histomorphologischen Kriterien
nach Morawietz et al. klassifiziert und pro Fall wurden die geeignetsten Blockpréaparate fiir
die weitere Untersuchung ausgewihlt. [40] Die ausgewihlte Gewebefraktion sollte moglichst
wenig Knochengewebe, Nekrosen und Einblutungen, und im Falle des Verdachts auf eine In-
fektion, ein granulozytenreiches Areal enthalten, welches am ehesten eine Infektion bestétigen

konnte.

2.2 Aufbearbeitung des Gewebes

Das Patientengewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme in 4%igem, gepufferten For-
malin (J.T. Baker, Griesheim, Deutschland) fixiert in Fraktionen von maximal 30x25x5
mm zugeschnitten. Nach der maschinellen Entwisserung mit dem Hypercenter (ASP 2008,
Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland) und der Einbettung in Paraffin wurden mit
Hilfe des Mikrotoms (Leica, RM 2035) lum — 3um dicke Schnitte angefertigt. Fiir die
Schnitte, die in der Histochemie Anwendung finden, wurden Objekttriger (Superfrostop-
jekttriger, Menzel-Gliser, Deutschland) verwendet. Diese wurden 15-20 Minuten lang bei
ca. 70°C im Ofen (Fa. Heraeus *Function Line*) trocken inkubiert. Um die Entparaffinierung
zu komplettieren, wurden die Schnitte anschliefend fiinf Minuten lang in ein Xylolbad
gegeben und und in der absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70% Ethanol) rehydri-

ert. Die Schnitte, die anschliessend in der Immunhistochemie Verwendung finden sollten,
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mussten dagegen auf poly-L-Lysin- beschichtete Objekttriger ,,Superfrost plus“ aufgezogen
werden. (R.Langenbrinck; Labor- u. Medizintechnik; 79312 Emmendingen; Deutschland) Die
Inkubation erfolgt wiederum trocken bei 56° bis 58°C.

2.3 Fiarbungen

Wichtig fiir unsere Untersuchungen waren drei Farbungen, ndmlich die HE-, PAS- und CD15-

Férbungen, die im Folgenden beschrieben werden.

2.3.1 HE-Farbung

Eine HE-Farbung ist eine Standardfiarbung der Histologie. Sie ermoglicht eine gute Beurteilung
der Architektur, der Matrix und der zelluldren Zusammensetzung eines Gewebes und stellt
die gebrauchlichste Routinefarbemethode fiir morphologische Untersuchungen dar. Die fiir
diese Farbung benotigten Farbstoffe sind Hamatoxilin und Eosin. Der Farbstoff Himatoxilin
muss, um seine farbende Eigenschaft zu entwickeln, zu Hamalaun (basischer Hamateinlack)
aufbereitet werden. Hamalaun farbt alle sauren, beziehungsweise basophilen Strukturen blau,
insbesondere Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsédure (DNA) und das
raue endoplasmatische Retikulum (rER).

Eosin farbt alle acidophilen, beziehungsweise basischen (eosinophilen) Strukturen rot, was
vor allem die Zellplasmaproteine umfasst. Eosin wird verwendet, um den zelluldren Kontrast
zu erhohen. Es ist wasserloslich und kann bei einer zu starken Farbung unter flieBendem
Wasser ausgewaschen werden. Nach der Hamalaun-Féarbung erscheinen die Zellkerne auf-
grund des niedrigen pH-Wertes der Farbelosung zunéchst rotlich-braun. Durch Erhohung
des pH-Wertes (Blduen) mittels Spiilen in Leitungswasser schlidgt der Farbton in das typi-
sche Blau-violett um. Anschliefend folgt die Zytoplasma-Férbung in einer wéssrigen Losung
von Eosin. Durch weitere Spiilschritte iiber eine Reihe von Alkohollésungen in aufsteigender
Konzentration (70%, 96% und absolutem Ethanol) wird das Wasser aus dem Gewebeschnitt
verdréngt. Schliellich wird die Dehydrierung in vollig wasserfreiem Xylol vollendet und der
Schnitt geklart. Mit einem Deckglas und einem 16sungsmittelhaltigen Kleber wird der Schnitt
zum Abschluss versiegelt. Die Farbeschritte werden nachfolgend noch einmal stichpunktartig

dargestellt:

e Die Gewebeschnitte wurden fiir die HE-Farbung mindestens 15 Minuten lang bei ca.

70°C im Ofen inkubiert und in einem Xylolbad fiinf Minuten lang entparaffiniert.

e Daraufhin durchlaufen die Proben fiir jeweils einige Sekunden 100%, 96% und schliefSlich
70% Ethanol.
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e Diese entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden fiinf Minuten lang mit Himatoxilin

nach Mayer angefirbt, mit Leitungswasser abgespiilt und fiinf Minuten lang in warmem

Leitungswasser geblaut.

e Kurzes Spiilen mit destilliertem Wasser und fiinf Minuten farben im Eosinbad sowie

ein weiteres Abspiilen in Leitungswasser.

e Als letzter Schritt folgt das erneute Durchlaufen der Alkoholreihe. Beginnend mit 70%,
iiber 96% bis hin zum 100% Ethanol fiir jeweils einige Sekunden, abschliessend das
Spiilen in einem Xylolbad.

e Der Prozess der HE-Féarbung wird beendet, indem der préaparierte Schnitt zum Schutz
vor dufleren Einfliissen mit einem Deckglas, das mit einem losungshaltigen Kleber verse-

hen ist, verschlossen wird.

2.3.2 PAS-Farbung

Die Perjodsédure-Schiff-Reaktion (PAS-Férbung) dient dem Nachweis von Glykogen und
Polysacchariden im Gewebe. Polysaccharide sind lineare oder verzweigte Aggregate ein-
facher Zucker in glykosidischer Bindung, die bei Hydrolyse dieser Bindungen mehr als 10
Monosaccharide liefern. Das bekannteste Polysaccharid ist Glykogen. Sind in den Polysac-
chariden auch Abkémmlinge der einfachen Zucker integriert, so liegen Mukopolysaccharide
vor. Diese kénnen an Proteine gekoppelt sein und werden dann Glykoproteine oder Mukopro-
teine genannt. Disaccharide aus Uronsdure und Aminozucker werden Glykosaminoglykane
genannt. Glykosaminoglykane, die an Proteine gebunden sind, werden Proteoglykane ge-
nannt.

Die PAS-Reaktion weist Aldehydgruppen nach, die durch Oxydation von 1,2- Glykolen mit
Perjodsaure gebildet werden. Diese lassen sich sowohl im Glykogen, als auch in Mukosub-
stanzen nachweisen. Somit dient die PAS-Reaktion dem Nachweis von Glykogen, neutralen
Mukosubstanzen, manchen epithelialen Sulphomuzinen und Sialomuzinen, Hyalin und Knor-
pel der Thyreoidea sowie Mukoproteine von Sekretkérperchen, wie 8-Granula der Hypophyse
des Inselapperates und Reningranula. Positiv reagierende Glukoproteine sind an Basalmem-
bran, Gitterfasern und Kollagenfibrillen angelagert und fithren so zu einer Anfirbung dieser
Strukturen. Daneben stellen sich auch Glykolipide, Phospholipide und gewisse Lipidpigmente
dar. NG sind in der Lage, sich zu der Quelle von Entziindungsmediatoren zu bewegen,
die unter anderem aus geschédigten oder abgestorbenen Zellen freigesetzt werden. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Chemotaxis. Die hierfiir benotigte Energie wird durch anaero-
be Glykolyse gewonnen. Das fiir die Glykogenolyse benétigte Glykogen ist in NG reichlich

vorhanden, wodurch sich diese besonders kriftig rot granuldr und diffus anfirben. [31]
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e Die Gewebeschnitte wurden fiir die PAS-Farbung mindestens 15 Minuten lang bei 70°C

in einem Ofen entparaffiniert und in einem Xylolbad fiinf Minuten lang vorbehandelt.

e Danach wurden diese vorbehandelten Proben fiir jeweils einige Sekunden in 100%, 98%
und schlieBlich in 75% Ethanol entparaffiniert.

e Die Schnitte wurden fiir 10 Minuten in 1% Perjodsaure getaucht, mit 70% Ethanol
gespiilt und 15-20 Minuten lang mit Schiffs-Reagenz inkubiert.

e Das Schiffs-Reagenz wurde danach fiinf Minuten lang im warmen Wasser fixiert, mit

Aqua dest. abgespiilt und zwei Minuten lang mit Hamatoxilin nach Mayer geférbt.

e Es folgen fiinf Minuten langes Blduen in warmem Wasser, Abspiilen mit destilliertem
Wasser und abschlieendem Durchlaufen der Alkoholreihe (75%, 98%, 100% Ethanol)
fiir jeweils einige Sekunden und abschliefflend in ein Xylolbad bis zum Eindeckeln zwis-

chengelagert.

e Der Prozess der PAS-Farbung wird abgeschlossen mit dem Eindeckeln der Proben mit
Deckglas und Kleber, wodurch der priaparierte Schnitt vor Umwelteinfliissen geschiitzt

wird.

2.3.3 CD15-Farbung

Der aus der Maus stammende monoklonale, gegen humanes CD15, Klone C3D-1 (BIOZOL,
Eching, Germany) ist zur Verwendung in der Immunzytochemie bestimmt. Der Antikorper
markiert reife Granulozyten und Monozyten und ist deswegen ein niitzliches Hilfsmittel fiir
die sichere Identifikation von Granulozyten. Ausserdem wird er benutzt zur Detektion von
Reed-Sternberg- und Hodgkin-Zellen beim Hodgkin-Lymphom.

CD15 ist eine komplexe Ansammlung von Zelloberflichenglykoproteinen und Glykolipiden,
die einen gemeinsamen Trisaccharidrest und 3 Fucosyl-N-Acetyllaktosamin besitzen. Durch
die Bindung von Sialinséure an den Galaktoserest von CD-15 entsteht CD15s (Sialyl-CD15).
Sowohl CD15, als auch CD15s, finden sich nebeneinander in verschiedenen normalen und
neoplastischen Geweben.

Beim Menschen liegt CD15 vorwiegend im gastrointestinalen und urogenitalen Trakt, in eini-
gen endokrinen Systemen und in myeloiden Zellen vor. Der monoklonale Maus-Antikorper
wird in fliissiger Form als Zellkulturiiberstand geliefert, dialisiert gegen 0,05mol/1 TRIS/HCL,
(pH 7,2) und enthélt 15mmol/1 NaN3. Experimentiert wurde mit den folgenden Verdiinnungen:
1:50, 1:100, 1:200, 1:300. Das beste Ergebnis wurde mit der 1:50-Verdiinnung erreicht, da
mit dieser das Verhéltnis zwischen der Erkennbarkeit der Zellstrukturen und dem Farbsignal

am ausgewogensten war. [13]
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2.3.4 Chromogene

Das AEC-Chromogen (Zytomed ZUC0442-05) stellt eine mogliche Alternative zu dem von
uns verwendeten Chromogen Fuchsin+ dar. Um das beste Farbeergebnis zu erzielen, wur-
den reprasentative Schnitte ausgewéhlt und beide Chromogene verwendet. Das Chromogen
Fuchsin+ (DAKO LSAB®+ System Alkaline Phosphatase) erzielte im direkten Vergleich

die eindeutigere Farbung und wurde daraufhin von uns verwendet.

2.3.5 Féarbeprotokoll

Es wurden 1-3 um dicke Schnittpraparate hergestellt und auf Poly-L-Lysin beschichtete Ob-
jekttrager (Superfrost plus) aufgezogen. Das Gewebematerial wurde fiir die CD-15 Farbung
iiber Nacht bei 58°C im Ofen zur verbesserten Haftung auf den Objekttrigern gelagert.
Die Temperatur sollte 60°C nicht iibersteigen, da die trockene Hitze den Epitopen schaden
konnte.

Danach wurden die Schnitte 10 Minuten lang im Xylol-Bad entparaffiniert, anschlieend
jeweils fiinf Minuten lang in 100%, 96% und schlieflich in 70% Ethanol rehydriert. Parallel
hierzu wurde ein einfach-High pH Tris-Puffer (Daco Cytomation Target Retrieval Solution
High ph 10x Konz.) in einem Dampfdrucktopf zur Demaskierung der antigenen Epitope er-
hitzt, um das Féarbeergebnis zu verbessern. Sobald der Puffer zu sieden begann, wurden die
Schnitte hinein gestellt und der Topf geschlossen. Nachdem sich der Druck aufgebaut hatte,
wurden die Schnitte 5 Minuten lang bei voller Heizleistung in dem Puffer stehen gelassen. Pro
Farbedurchgang konnten 21 Schnitte mitgefiihrt werden. Dazu wurden jeweils 10 Schnitte
vom 10 Typ I und 10 Typ II oder III sowie eine Negativkontrolle gefdarbt. Nach dem Kochen

wurden die Schnitte auf Raumtemperatur abgekiihlt.

e Primérer Antikorper und Negativkontrollreagenz

Der iiberschiissige Puffer wurde abgetupft und der primére Antikorper in der etablierten
Konzentration (1:50) aufgetragen. Die Schnitte sollten vollstdndig vom priméren An-
tikorper bedeckt werden. Pro Detektionsdurchgang lief eine Negativkontrolle mit. Statt
des priméren Antikorpers wurde ein negatives Kontrollreagenz verwendet, alle weiteren
Schritte der Férbeprozedur wurden véllig identisch zur Probe behandelt. Die Inku-
bation des Primérantikorpers, bzw. der Negativkontrolle, betrugen 30 Minuten. Die
Schnitte wurden durch Spiilen in einem Tris-Pufferbad gestoppt und durch mehrma-

liges Wechseln der Pufferbéader gereinigt.

e Link

Der auf dem Objekttrager verbliebene Pufferiiberschuss wurde so weit abgetupft, dass

der Schnitt nicht austrocknen konnte. Anschliefend wurden die Schnitte mit dem im
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LSAB plus Kit (Fa. DAKO) enthaltenen Link betropft. Dabei handelte es sich um einen
Multi-Link, der einen Sekundéarantikorper darstellt, der aus dem Schwein gewonnen

wurde und gegen Schaf, Kaninchen und Maus gerichtet ist. Er ist biotinyliert.

e Streptavidinperoxidase AP

Wieder erfolgte die oben bereits beschriebene Puffer-Wasch-Prozedur, um anschlieffend
das Streptavidin, das mit dem Enzym AP konjugiert ist, einzusetzen. Da Avidin und Bi-
otin eine starke Affinitdt zueinander haben, entsteht eine Bindung zwischen dem Link
und dem Avidinkomplex. Die Inkubation betrigt 15 Minuten. Der Avidin-Komplex
wurde auf die gleiche, wie oben beschriebene Weise entfernt und die Schnitte en-

sprechend gereinigt.

e Substrat-Chromogen-Losung

Das von uns verwendete Chromogen Fuchsin der Firma DAKO (DAKO LSAB®+
System Alkaline Phosphatase) wurde wie folgt angesetzt: Es wurden drei Tropfen
(120u1) Fuchsin4 Chromogen sowie drei Tropfen (120u1) Activating Agent eine Minute
lang mit einem Vortex (VWR international, Darmstadt, Deutschland) gemischt. An-
schlieBend wurde die 1760ul Fuchsin+ Buffer Substanz hinzufiigt. Diese Mischung hatte
eine Reaktionszeit von cirka 30 Minuten, deshalb mufite sie unbedingt innerhalb dieser
Zeitspanne verwendet werden. Der iiberschiissige Puffer wurde erneut weg getupft und
anschliessend wurde das Chromogen aufgetragen. Dieses mufite 10 Minuten lang ein-
wirken und danach der Prozess durch Abspiilen unter flielendem Wasser gestoppt

werden.

e Gegenfiarbung und Versiegelung

Die Objekttriger wurden in ein Bad mit Hamatoxilin gegeben und 3 Minuten lang inku-
biert, danach kurz mit destilliertem Wasser gespiilt und fiinf Minuten lang in warmem
Wasser gebldaut. Der Prozess der CD15-Farbung wurde abgeschlossen mit dem
Eindeckeln der Proben mit einem Deckglas und wéssrigem Kleber, wodurch die préaparierten

Schnitte versiegelt und vor Umwelteinfliissen geschiitzt wurden.

2.4 Bewertung des Firbeergebnisses

Die PAS- und CD15-geférbten Schnitte wurden zuerst bei niedrigster Vergréflerung gesichtet,
um mogliche Gebiete mit hoher NG-Zahl (Hot Spots) zu identifizieren. Diese Gebiete wur-
den darauthin unter 400facher VergroBerung (Gesichtfelddurchmesser 0,526mm, so genanntes
high-power field, HPF) mit einem Leitz DMRBE Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland)
betrachtet. Bei den PAS geférbten Schnitten wurden alle als NG identifizierbaren Zellen
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ungeachtet ihrer PAS-Farbungsreaktion gezihlt. Ebenso beriicksichtigt wurden alle PAS

positiven Zellen, ausser wenn sie eindeutig die Morphologie von Makrophagen aufwiesen.

Bei den CD15-gefarbten Schnitten wurden alle immun-reaktiven Zellen (rot gefarbt) ungeachtet
ihrer Morphologie gezahlt. Insbesondere war es wichtig, dass nur jene NG erfasst wurden,
die in das Stroma der Lockerungsmembran eingewandert waren. Dazu zdhlten explizit nicht
die Zellen, die der Oberfliche des Praparates anhafteten, die innerhalb von Fibrinexsudaten
oder hdmorhagischen Gebieten lokalisiert waren oder die sich im Lumen von Blutgefafien

befanden.

Abbildung 15: von der Zahlung ausgeschlossene NG

Der Z&hlalgorithmus war wie folgt: Wenn mehr als 10 positive NGs in einem HPF vorlagen,
wurde nur bis 10 gezdhlt. Auf diese Weise wurden pro Schnitt 10 HPF ausgewertet. Die
Werte dieser Zéhlungen wurden addiert. Da pro HPF die Maximalzahl auf 10 NG begrenzt
war, lag die Summe der Zellen pro Fall zwischen 0 und 100. Die Fotodokumentation der im-
munhistochemischen Féarbungen erfolgte mit einem Leitz DMRBE Mikroskop mit digitaler

Fotografiereinrichtung und DC-Viewer-Software.

2.5 Statistische Evaluation

Die NG-Zéahlung lieferte einen Wert auf Rationalskalenniveau. Die klinischen und mikro-
biologischen Diagnosen (nicht-infektios vs. infektios), als auch die histopathologischen Typen
(Typ I, 11, IIT) sind nominale Variablen. Fiir den Vergleich der gezdhlten NG zwischen den

verschieden Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
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Der Kruskal-Wallis-Test ist ein parameterfreier statistischer Test, mit dem im Rahmen einer
Varianzanalyse verglichen wird, ob sich verschiedene unabhéngige Stichproben (Gruppen)
hinsichtlich einer ordinalskalierten Variable unterscheiden.

Die von uns gebrauchte Receiver Operating Characteristic (ROC) — Kurve ist eine Methode
zur Bewertung und Optimierung von Analyse-Strategien. Die ROC-Kurve stellt visuell die
Abhéngigkeit der Effizienz mit der Fehlerrate fiir verschiedene Parameterwerte dar. Sie ist
eine Anwendung der Signalentdeckungstheorie.

Sie kann als Methode zur Optimierung (um den besten Parameterwert zu finden), beispiels-
weise bei einem dichotomen (semi-)quantitativen Merkmal oder Zwei-Klassen Klassifizierungs-
problem, eingesetzt werden. Fiir jeden moglichen Parameterwert (z. B. Anzahl NG in einem
HPF) werden die resultierenden relativen Haufigkeitsverteilungen in Form von Sensitivitét
(richtig-positiv Rate) und Spezifitidt (richtig-negativ Rate) ermittelt. In einem Diagramm
trigt man Sensitivitdt (richtig-positiv Rate) als Ordinate und Spezifitat (= richtig-negativ
Rate) als Abszisse ein. Der Parameterwert selbst taucht dabei nicht auf, kann aber als
Beschriftung der Punkte verwendet werden. Es resultiert typischerweise eine gekriimmte,
aufsteigende Kurve.

Eine ROC-Kurve nahe der Diagonalen deutet auf einen Zufallsprozess hin: Werte nahe der Di-
agonalen bedeuten eine gleiche Trefferquote und falsch-positiv Quote, was der zu erwartenden
Trefferhaufigkeit eines Zufallsprozesses entspricht. Die ideale ROC-Kurve steigt zunéchst
senkrecht an (die Trefferquote liegt nahe bei 100%, wihrend die Fehlerquote anfangs noch
nahe bei 0% bleibt), erst danach steigt die falsch-positiv Rate an. Eine ROC-Kurve, die deut-
lich unterhalb der Diagonalen bleibt, deutet darauf hin, dass die Werte falsch interpretiert

wurden. Statt ein Signal zu erkennen, wird Rauschen erfafit und das Signal ausgefiltert. [69]

Die Sensitivitat (1) gibt den Anteil der korrekt als positiv klassifizierten Objekte an der
Gesamtheit der tatsichlich positiven Objekte an. Beispielsweise entspricht Sensitivitiat bei
einer medizinischen Diagnose dem Anteil an tatsdchlich Kranken, bei denen die Krankheit
auch erkannt wurde. Die Sensitivitéit entspricht der geschétzen bedingten Wahrscheinlichkeit.
—— 0
Entsprechend gibt die falsch-negativ Rate (2) den Anteil der filschlich als negativ klassi-

r

P(positiv erkannt|tatsichlich positiv) =

fizierten Objekte an, die in Wirklichkeit positiv sind, also im Beispiel die tatséchlich Kranken,
die aber als gesund diagnostiziert werden. Die falsch-negativ Rate entspricht der geschéitzen
bedingten Wahrscheinlichkeit.

fn
Ty + fn )

Die Spezifitdt (3) gibt den Anteil der korrekt als negativ klassifizierten Objekte an der

P(negativ erkannt|tatséchlich positiv) =

Gesamtheit der in Wirklichkeit negativen Objekte an. Beispielsweise gibt die Spezifitit bei
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einer medizinischen Diagnose den Anteil der Gesunden an, bei denen auch festgestellt wurde,
dass keine Krankheit vorliegt. Die Spezifitdt entspricht der geschitzen bedingten Wahrschein-
lichkeit.

P(negativ erkannt|tatséchlich negativ) = 7:: 7 (3)
T+ fp

Entsprechend gibt die falsch-positiv Rate (4) den Anteil der félschlich als positiv klassi-

fizierten Objekte an, die in Wirklichkeit negativ sind. Im Beispiel wiirde dann ein tatséchlich
Gesunder zu Unrecht als krank diagnostiziert. Es wird also die Wahrscheinlichkeit fiir einen
Fehlalarm angegeben. Die falsch-positiv Rate entspricht der geschéitzen bedingten Wahrschein-

lichkeit.
fp (4)
Ty + f D

Der positiv pridiktive Wert (5) (auch Relevanz, Wirksamkeit, Genauigkeit, positiv-

P(positiv erkannt|tatsidchlich negativ) =

er Vorhersagewert) gibt den Anteil der korrekt als positiv erkannten Ergebnisse an der
Gesamtheit der als positiv erkannten Ergebnisse an (erste Zeile der Wahrheitsmatrix). Beispiels-
weise gibt der positiv pradiktive Wert einer medizinischen Diagnose an, wie viele Perso-
nen, bei denen die Krankheit festgestellt wurde, auch tatséchlich krank sind. Der positiv

pradiktive Wert entspricht der geschétzen bedingten Wahrscheinlichkeit.

L (5)

P(richtig positiv erkannt|positiv erkannt) =
T+ fp

Entsprechend gibt der negativ pradiktive Wert (6) (auch Segreganz oder Trennfahigkeit,
negativer Vorhersagewert) den Anteil der korrekt als negativ erkannten Ergebnisse an der
Gesamtheit der als negativ erkannten Ergebnisse an (zweite Zeile der Wahrheitsmatrix).
Im Beispiel entspricht das dem Anteil der tatséichlich gesunden Personen, bei denen die
Krankheit nicht festgestellt wurde. Der negativ priadiktive Wert entspricht der geschétzten
bedingten Wahrscheinlichkeit.

Tn
Tn + fn

(6)

P(richtig negativ erkannt|negativ erkannt) =

In der Statistik wird mit der Genauigkeit (engl:accuracy) die Datenqualitit angegeben.
Die Genauigkeit eines Schétzers wird meistens mit dem mittleren quadratischen Fehler
beschrieben. Dieser setzt sich aus dem Quadrat des systematischen Fehlers (Bias) und der
Varianz zusammen. [67] [68]

Alle Berechnungen wurden mit SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago IL, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Im Nachfolgenden werden die beiden von uns verwendeten Farbungsmethoden miteinander
verglichen und die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen, sowie die Ergebnisse
der Evaluation des Grenzwertes fiir die histopathologische Diagnose einer periprothetischen

Infektion besprochen.

3.1 Vergleich der PAS- und CD15-Farbung

CD15-gefiarbte Schnitte (rechts Abb.16,17) hatten ein grau-blaues Kolorit, wobei die CD15-
markierten Zellen durch die typische hell-rote Farbung deutlich hervorstachen. Die CD15-
Farbung war durch ihre Selektivitdt in der Lage, nur die immun-reaktiven Zellen hervor zu
heben. Dies fithrte dazu, dass in einer PAS-Féarbung verglichen mit einer CD15-Farbung die
NG deutlicher markiert wurden und somit auch eine genauere Anzahl von NG vorgefunden

wurden. Dies wird anschaulich durch den direkten Vergleich der beiden Féarbungen.

Ein mit PAS geférbter Schnitt (links Abb.16,17) hatte eine rosa bis dunkel-rosa Farbe. Bei
der Evaluierung eines PAS gefdarbten Schnittes wurde die typische hell-rote Farbe von NG
in der PAS-Farbung bei ungefihr der Hilfte der Fille beobachtet. In der anderen Hélfte
lag keine Akzentuierung der NG vor, was bedeutete, dass diese Zellen, ebenso wie in den

HE-Férbungen, anhand ihrer Morphologie identifiziert wurden mussten.

Abbildung 16: Vergleich der PAS-Férbung mit der CD15-Farbung, 200x

Bei der ersten Betrachtung der Schnitte in der UbersichtsvergroBerung waren die Ansamm-
lungen von NG in der CD15-Farbung schneller und deutlicher zu erkennen (Abb.16,) als in
der PAS-Férbung. Dieses wurde auch bei der Betrachtung der HPF-Aufnahme derselben
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Abbildung 17: Vergleich der PAS-Férbung mit der CD15-Farbung, 400x

Schnitte bestétigt. Es wurde festgestellt, dass eine PAS-Férbung nicht nur langsamer und
weniger gut zu erkennen ist, sondern dariiber hinaus aufgrund des uniibersichtlichen Erschei-
nungsbildes und der weniger selektiven Féarbung das Risiko einer Fehldiagnose in sich trégt.
Die CD15-Farbung dagegen hat aufgrund ihrer Selektivitét fiir NG, des hoheren Kontrastes
zwischen den CD15-gefiarbten Zellen und der Umgebungsfarbe ein geringeres Risiko einer
Fehldiagnose. Dies wird durch die folgenden Abbildungen verdeutlicht. (Abb. 18,19)

Die nachfolgenden Daten veranschaulichen diese Vorteile der CD15-Farbung gegeniiber der
PAS-Féarbung. Bei der Zahlung der 147 Proben betrug die durchschnittliche Differenz zwi-
schen diesen beiden Féarbungen 7,6 NG pro histologischem Schnitt. In 10 Féllen war die
Anzahl der NG in den PAS gefiarbten Schnitten hoher als in der CD15-Farbung, wobei in
63 Féllen die CD15-Féarbung zu einer hoheren Anzahl von gezéhlten NG fithrten. In einem
Fall betrug die Differenz sogar 25 NG. In 74 der Fille war die Anzahl der gezdhlten Zellen
identisch in beiden Farbungen oder unterschied sich nur mit einem NG. Dieses ist damit zu
erkléren, dass in den iibrigen 70 nicht-infektiosen Typ I Féllen in beiden Férbungen keine

NG gefunden wurden.

3.2 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen

Aus der Sammlung der Orthopéadischen Pathologie der Charité waren 201 Proben selektiert
worden. Von diesen 201 Proben waren 73,1% (n=147) durch die Mikrobiologen beurteilt
worden. Da die mikrobiologische Diagnostik bisher den Goldstandart fiir die Diagnose

einer periprothetischen Infektion darstellt, haben wir somit aus den verbliebenen 147 Schnit-

ten unser Gesamtkollektiv geformt. Von den untersuchten Proben wurden 42,8% (n==86) als
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Abbildung 19: Veranschaulichung des Kontrastes bei einer PAS-Farbung, 400x

keimfrei diagnostiziert. Bei den iibrigen 31,3% (n=61) wurden verschiedene Keime gefunden.
(Abb.24)
Im Gesamtkollektiv wurden am haufigsten Staphylokokkus epidermidis detektiert, welcher
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Abbildung 21: Boxplot

bei 8,5% (n=17) des gesamten Kollektivs gefunden wurde. An zweiter Stelle der Haufigkeit
wurde Staphylokokkus aureus mit 7,0% (n=41) festgestellt. Mischinfektionen machten 3%
(n=6) aus. Unter ausschlieBlicher Beriicksichtigung der Fille, in denen ein mikrobiologischer
Keimnachweis vorlag, waren somit 27,8% (n= 7) Staphylokokkus epidermis, 22,9% (n=14)
Staphylokokkus aureus und 9,8% (n=6) mischinfiziert.
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Abbildung 23: Boxplot

Die restlichen Keimarten, die zu 2,5% (Propionibakterium acnes), 1,5% (Staphylokokken),
1% (Staphylokokkus lugdunensis, Koagulase-negative Staphylokokken, Enterobacter cloacae,
betahdmolysierende Streptokokken) 0,5% (Streptokokkus orales, Staphylokokkus hamolyticus,
Staphylokokkus capitis, Pseudomonas aeruginosa, Peptostreptokokkus prevotii, Peptostrep-
tokokkus magnus, Gram-positive Kokken) auftraten. (Abb.24) Bezogen auf die 61 Fille, in
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Diagramm 7: Hauf igkeit mikrobiologischer Befunde

Streptokokkus 0,5
arales 1

Etaphylokokken r 13]5

Staph lugdunensis h 12

Staph haemolyticus 1

Etaph epidermidis [— G5 17

Etaph capitis 1

7
Staph aureus [— 14

Pseudomonas §0,5
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Abbildung 24: Befunde Mikrobiologie

denen ein mikrobiologischer Keimnachweis vorlag, betrug dieser Anteil der restlichen mikro-

biologisch nachgewiesenen Keime 39,5%.

3.3 Ergebnis der Evaluation des Grenzwertes fiir die histopatho-

logische Diagnose einer periprothetischen Infektion

Die Analyse der ROC-Kurve zeigt, dass der optimale Grenzwert fiir die histopathologische
Differenzierung zwischen einer septischen und einer aseptischen Lockerung bei 23 NG in 10

HPF (Abb.20) liegen wiirde. Die Berechnungen des ROC fiihrten zu einem Gebiet unter der
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Kurve (,,Area under curve®, ROC AUC) von 0,881, was einen befriedigenden Wert darstellt.
Dieser Grenzwert ergab eine Sensitivitdt von 73% und eine Spezifitat von 95% (Genauigkeit
86%, positiver pradiktiver Wert 91%, negativ priadiktiver Wert 84%) fiir die histopatholo-
gische Diagnose einer infektiosen Lockerungsmembran, wobei von einer mikrobiologischen
Diagnose als Goldstandart ausgegangen wurde.

Der Vergleich der gezéhlten NG bei Patienten mit negativer und positiver Mikrobiologie
(Abb.21) ergab eine signifikante Differenz (P<0.001). Der Median der NG in Typ I Fillen
lag bei Null und in Féllen, in denen Bakterien kultiviert wurden, bei 73 NG. Die Bandbreite
der gezahlten NG variierte jedoch in beiden Gruppe erheblich zwischen 0 und 100 (Abb.22).
Bei dem Vergleich der Anzahl der NG mit der klinischen Diagnose lag der optimale
Grenzwert auch in dieser Gruppe bei 23 NG in 10 HPF (Abb.23) und das Gebiet unter der
ROC-Kurve war mit 0,891 vergleichbar der ROC-Kurve der Mikrobiologie. Die Sensitivitét
betrug 77% bei einer Spezifitéit von 97% (Genauigkeit 91%, positiv pradiktiver Wert 91%,
negativ pradiktiver Wert 91%).

Auch war die Anzahl geziahlter NG statistisch signifikant (P<0,001) zwischen den Patien-
ten mit der klinischen Diagnose: aseptisch, Verdacht auf Infektion und septisch. Der Durch-
schnittswert der Anzahl von NG war in den aseptischen Féllen eins, in infektionsverdéchtigen
Féllen 29 und in eindeutigen septischen Féllen 72.

In allen drei Gruppen lag die Verteilung der NG zwischen 0 und 100, in verddchtigen Féllen
lag sie zwischen 0 und 63 (Abb.23).
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4 Diskussion

4.1 Aussagekraft und Grenzen der heutigen Diagnoseverfahren

Die Endoprotheseninfektion ist so alt wie die Endoprothetik selbst. Es gibt aber nach wie
vor weder einen Konsens iiber die beste Therapie, noch iiber die Diagnostik.

Kein diagnostisches Verfahren verfiigt iiber eine 100%ige Sensitivitdt und Spezifitiat. [20]
Obwohl der Verlust einer Prothese durch eine Infektion weniger haufig vorkommt als durch
einen nicht-infektiosen Mechanismus, ist die sichere Diagnose einer infektiosen Lockerung
von grofiter Bedeutung sowohl fiir das Operationsergebnis, als auch fiir die weitere Behand-

lung und Gesundheit des Patienten.

Wiéhrend die Diagnose der frithen und akuten Infektion aufgrund des klinischen Bildes meis-
tens keine Schwierigkeiten bereitet, stellt die Diagnose der chronischen , low-grade-infection “
eine Herausforderung dar. Diese periprothetischen Infektionen sind haufig symptomarm und
nur schwer von aseptischen Reaktionen zu differenzieren. [20]

Hunter et al. evaluierten die Ergebnisse von Revisionseingriffen bei totalen Hiiftprothesen in
140 Féllen und fanden eine Infektionsrate bei 32% der Eingriffe. Sie kamen zur Schlussfol-
gerung, dass jede gelockerte Hiiftprothese so lange als das Ergebnis einer Infektion betrachtet

werden muss, bis das Gegenteil bewiesen wurde. [27]

Um Fehldiagnosen und das damit verbundene Risiko fiir den Patienten zu vermindern, sollte
eine standardisierte und therapeutisch relevante histopathologische Diagnose der periprothe-
tischen Membran ermoglicht werden, bei der die Korrelation zwischen geweblichen Verén-
derungen und klinischen Diagnosen evaluiert werden kann.

Die normalerweise zur Verfiigung stehenden diagnostischen Moglichkeiten bei Infektionen,
wie zum Beispiel Erythrozyten-Sedimentationsrate (ESR) und das C-reaktive Protein (CRP),
haben bei den schwierig zu diagnostizierenden chronischen ,,low-grade-infection “ nur begrenz-
te Aussagekraft. Die ESR und das CRP sind unspezifische Inflammationsmarker, die bei
entziindlichen, infektiosen oder neoplastischen Prozessen erhéht sein konnen.

Ein CRP mit einem Grenzwert von 10mg/1 hat eine Spezifitat von nur 71% bei einer Sensi-
tivitdt von 82%. Die ESR hat bei einem Grenzwert von mehr als 30mm/h eine Sensitivi-tét
von 64% und eine Spezifitit von 87%. Die ESR und das CRP koénnen bei der Diagnose
einer periprothetischen Infektion hilreich sein, wie Sanzén und Sundberg Spangehl kon-
kludieren [59], [56], jedoch kommen die Autoren Nilsdotter-Augustinsson zum Ergebnis, dass
CRP und ESR zur Detektion von ,low-grade-infection“ nicht ausreichend sind. [46]

Das ausschliefiliche Vorliegen einer Gram-Farbung hat eine sehr niedrige Sensitivitit von 6%

im Vergleich mit einer positiven Mikrobiologie bei einer Spezifitat von 99,7%. Deshalb sollte

41



die Gram-Férbung nicht verwendet werden. [2], [59], [56]

Um eine geeignete praoperative Methode zur Diagnose von infektioser Prothesenlockerung
zu entwickeln, wurde eine Vielzahl von Versuchen durchgefiihrt.

Dazu gehoren zeitaufwéandige und kostspielige Methoden wie die FDG-PET, Triple-Phase-
Bone-Scanning und die Immunoszintigrafie [52], [32], [57]. Die Dreiphasenszintigrafie ist die
genaueste, aber auch aufwéndigste Methode zur szintigrafischen Abkldrung von Skelett-
erkrankungen. Nach intravenoser Applikation einer Dosis Tc-99m markierter Diphosphonate
wird direkt nach Injektion die Perfusion des oder der abklarungsbediirftigen Gelenke szinti-
grafisch dargestellt. 2 bis 5 Minuten nach der Injektion bilden sich die Weichteile
szintigrafisch gut ab. 2 bis 4 Stunden nach der Injektion ist der optimale Zeitpunkt fiir die
Knochenphase. Die gesteigerte Aktivitdtsbelegung von Knochenabschnitten zeigt in der Per-
fusionsphase die Hyperdamie, in der Weichteilphase zusétzlich die erhohte Permeabilitét der
Gefiaflwande und in der Spatphase einen erhthten Knochenumbau an. [66] Die Studie von
Reinartz et al. zeigt, dass die Dreiphasenszintigrafie bei der diagnostischen Differenzierung
zwischen einer septischen und einer aseptischen Lockerung nur eine Sensitivitéit von 68% und
eine Spezifitdt von 76% erreichte. [52] Gollwitzer et al. schlussfolgern in ihrer 2006 erstell-
ten Literaturiibersicht, dass die Tc-99m Knochensyntigrafie eine unzureichende Spezifitét,
jedoch eine hohe Sensitivitdt besitzt und deshalb zur Auschlussdiagnostik genutz werden
kann.

Die Fluor-18-Desoxyglukose-Positronenemissionstomografie (FDG-PET) ist ein relativ neues
bildgebendes Verfahren in der Diagnostik der Endoprotheseninfektion. Mittels FDG-PET
kann iiber markierte 18-F-Desoxyglukose eine fokale Steigerung des Glucosestoffwechsels
(v.a. bei Tumoren und Entziindungsprozessen) nachgewiesen werden. Der infundierte ra-
dioaktiv markierte Zucker reichert sich als “falscher Metabolit” intrazelluldr in Bereichen
mit gesteigertem Glukosestoffwechsel an und wird dort mittels PET nachgewiesen. In sieben
von Gollwitzer analysierten Studien mit relativ kleinen Fallzahlen (17-36 analysierte Prothe-
sen) lag die Sensitivitdt zwischen 92-100% bei einer Spezifitdt zwischen 72-89% bzw. in
einer Studie bei 55%. Nach den bisher vorliegenden Daten kommen Gollwitzer et al. zu der
Schlussfolgerung, dass die FDG-PET eine vielversprechende Methode ist, um die praoperative
Infektabkldrung zu verbessern.

Die Durchfithrung von Gallium-Scans und Gelenkspunktionen vor dem operativen Eingriff
erwiesen sich als nicht ausreichend spezifisch oder sensitiv. [17], [49]

Bei Gelenkpunktionen wird zwar eine Spezifitit von 81-100% beschrieben, es gibt jedoch
eine hohe Rate von falsch-positiven Ergebnissen (12%) durch Kontamination der Proben
durch menschliche Haut oder im mikrobiologischem Labor. Falsch negative Ergebnisse (28%)

kénnen verursacht werden durch niedrige Konzentrationen von Mikroorganismen oder
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vezogerungen im Transport. [42] Diese Mechanismen fiithrten in verschiedenen Studien zu ein-
er Sensitivitit von 55-75% bei einer durchweg hohen Spezifitét von 81-100%. [17], [36], [4], [20]
Eine Reaspiration konnte in der Studie von Barrack et al. jedoch die Sensitivitéit von 55% auf
75% verbessern (Spezifitiat 96%, Genauigkeit 90%). [4] Die Polymerasen-Ketten-Reaktion
(PCR) stellt moglicherweise ein zusétzliches diagnostisches Werkzeug dar, ist jedoch sehr
kontaminationsanfillig und fiir Knochen und Gelenksmaterialien (mit Ausnahme der M.
tuberculosis-PCR) noch nicht validiert, bezichungsweise zugelassen. [37], [20] Um die Diag-
nose der endoprothetischen Infektion zu verbessern, werden weiterhin diagnostische Marker
untersucht und entwickelt. Morawietz et al. untersuchten unter anderem Chitinase, ein in ho-
her Konzentration vorkommendes Enzym in abriebinduzierten Membranen, das durch stimu-
lierte Makrophagen ausgeschiittet wird. Dieses Enzym ist jedoch aufgrund seiner Spezifi-
téit von 83% und seiner niedrigen Sensitivitdt von 52% als geeigneter Screening-Test aus-
geschlossen und damit nicht geeignet. [41]

Bei der Analyse von Apolipoprotein C-I (apoCl), ein high-densitiy Lipoprotein, dass eine
Rolle spielt in den Abwehrmechanismen gegen Sepsis, kommen Morawietz et al. zur Schlussvol-
gerung, dass es interessant wire, dieses Protein weiter zu untersuchen. Ein grofies Problem ist
das Fehlen eines Goldstandards fiir die Diagnose einer infektiosen Endoprothesenlockerung.
Derzeit werden als beste diagnostische Marker die histologischen und mikrobiologischen
Untersuchung angesehen. [20] Dabei wird die histopathologische Diagnose immer mit dem
klinischen und dem mikrobiologischen Befund verglichen, wobei die klinischen Kriterien fiir
die infektiose Lockerung nicht eindeutig definiert sind. [62] Verschiedene Parameter kénnen
in Betracht gezogen werden, aber es besteht nach wie vor kein Konsensus dariiber, wie
verschiedene mikrobiologische, radiologische und laboratorische Befunde gewichtet werden

sollen.

4.2 Histologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung hat im Gegensatz zu den im letzten Kapitel genannten Me-
thoden einen hohen diagnostischen Wert und ist auflerdem vergleichsweise kostengiinstig
(HE-Farbung €12,00, PAS-Féarbung €20,00, CD15 €40,00). Sie bietet die Moglichkeit, die
Prozesse entlang der gesamten periprothetischen Membran zu erfassen, Malignitit auszu-
schliefen sowie die Menge von Abrieb im Falle einer nicht-infektiosen Prothesenlockerung zu
bestimmen.

Ein besonderer Vorteil der histologischen Untersuchung ist die schon intraoperativ mogliche,
vorlaufige Diagnose, bei der das definitive Ergebnis schon innerhalb eines Tages vorliegen
kann. Hingegen kann bei der mikrobiologischen Diagnostik eine definitive Diagnose frithestens
nach 3-8 Tagen vorliegen.

Dieses bedeutet, dass bei der histologischen Untersuchung eine adédquate Therapiemethode
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schneller eingeleitet und die Dauer des Krankenhausaufenthaltes reduziert werden kann.
Der in der histologischen Untersuchung verwendete Parameter zur Diagnose einer Infektion
ist die Anzahl der NG, die mit dem in Kapitel 4.4. beschriebenen Zéhlalgorithmus bestimmt
werden kann. Vom klinischen Standpunkt aus gesehen ist ein intraoperativer Gefrierschnitt
oder eine préoperative Diagnose anhand eines Bioptes der neo-synovialen Membran eine
gute Methode, mit der pré- oder intraoperativ entschieden werden kann, ob es nétig ist, auf
ein zweiphasiges Operationsverfahren umzustellen und so eine Infektion der neuen Prothese
zu vermeiden. In Féllen, in denen eine Gefrierschnittanalyse kein sicheres Ergebnis liefert,
sollte die Diagnose mit der von uns beschriebenen Methode gesichert werden. [17] Das beste
Ergebnis wird mit einem in Formalin fixierten und in Parafin gebetteten Stiick der periprothe-
tischen Membran erzielt.

Der Vorteil gebriuchlicher histologischer Analysen gegeniiber dem intraoperativen Schnell-
schnitt ist eine vollstandigere Erfassung des Gewebes, ein einfacheres Bearbeiten des Materi-
als durch die Konservierung in Parafin und weniger Artefakte, wodurch Zellformen wesentlich
deutlicher zu identifizieren sind. Bei der von uns verwendeten Methode wurde mit einer
Schnittdicke von 1-3um gearbeitet, hingegen wird bei einem Gefrierschnitt eine Schnittdicke
von bum verwendet, die es oftmals schwieriger macht, Zellen im Gefrierschnitt korrekt zu

analysieren.

Ein wichtiger Faktor bei der Diagnose von septischer Prothesenlockerung ist der oftmals
fokale Charakter der Infektion. [64] [36]

Da die Infektion nicht homogen verteilt auftritt, ist das Erfassen der periprothetischen Mem-
bran in ihrer Gesamtheit ausgesprochen wichtig. In vielen Féllen von klinisch deutlichen und
mikrobiologisch bestétigten Infektionen haben diese fokalen Charakter. Daher sind Fehldiag-
nosen haufig. Die Differenz zwischen der Sensitivitdt von Gefrierschnitten (Sensitivitdt 18%)
und der von kompletten histopathologischen Analysen (Sensitivitdt 81%) zeigt das Ausmafl
der Differenz zwischen den beiden Methoden. [36]

Obwohl in unserer Studie die Differenzierung zwischen Sepsis und Asepsis anhand eines in
Formalin fixierten, in Parafin gebetteten histologischen Schnittes und nicht anhand eines

Gefrierschnittes erstellt wurde, sind die Kriterien fiir die Bestimmung einer Diagnose fiir
beiden Methoden dieselben. [48]

Als Basis fiir die Weiterentwicklung der Diagnostik sollte unsere Studie daher die Kriterien

fiir die akkurate, histopathologische Diagnose einer periprothetischen Infektion definieren.
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4.3 Bestimmung eines Grenzwertes

Verschiedene Forschungsgruppen haben in jiingster Zeit die Anzahl der NG im Zusammen-
hang mit den mikrobiologischen Ergebnissen untersucht. Derzeit wird diskutiert, welche An-
zahl an NG nétig ist, um eine sichere Diagnose der periprothetischen Infektion erstellen zu
konnen. Die heutigen Scoring-Algorithmen sind ausreichend zur Detektion der meisten In-

fektionen, bei den , low-grade-infection* sind diese jedoch nicht sensitiv genug.

Mirra et al. fithrten ein histologisches Scoring ein, das 10 HPF analysierte, den Durchschnitt
berechnete und zwischen 0 = keine NG, 1+= 1 NG pro 10HPF, 2+= 1-5 NG pro 10 HPF,
3+ mehr als 10 NG pro HPF unterschied. Athanasou et al. legten diese Grenze bei 1 NG
pro HPF fest. In der Studie von Pandey et al. hingegen legten diese den Grenzwert 2 NG
fest, bei 3 NG stellten sie fest, dass mit Sicherheit eine Infektion vorliegt. [1], [49] Feldman
et al. definierten ihre Grenze bei 5 NG, aber neuere Studien von Banit et al., setzten diese
Grenze zur Diagnose einer Infektion bei 10 NG pro HPF fest. [18], [3]

Abgesehen von Feldman et al. wurden in allen hier aufgefithrten Studien mindestens 10 HPF
evaluiert und hiervon ausgehend der Durchschnitt der NG pro HPF berechnet.

Dieses bedeutet, dass im Falle einer hochgradig fokalen Entziindung eine hohe Anzahl von
z.B. 20 NG in einem einzigen HPF ausreichen kénnen, um die Kriterien von Pandey et al.
und Athanasou et al. zu erfiillen, selbst wenn sich in allen anderen HPF keine NG befinden
wiirden. [49], [1]

Banit et al. kommen zu der Schlussfolgerung, dass durchschnittlich 10 NG in 10 HPF als
Grenzwert mit einer sich ergebenden Sensitivitit von 67% und einer Spezifitit von 93% als
Anzahl zu hoch ist. [3] Pandey et al. konkludierten, dass 1-5 NG in 10HPF zu niedrig ist
und in 11% der aseptischen Félle vorkommt. Mehr als durchschnittlich 5 NG in 10 HPF sind
wiederum als Grenzwert zu hoch. [49]

Der von Pandey et al. verwendete Grenzwert mit 2 NG pro HPF fiihrt in 16% der Félle zum
Ausbleiben einer Diagnose von mikrobiologisch bestétigten periprothetischen Infektionen.
Athanasou et al. haben in ihrer Studie sieben Fille (n=7 von 23) gefunden, in denen durch-
schnittlich 1-5 NG pro HPF gesichtet wurden. [1] In vier dieser Fille lag ein durch die
Mikrobiologie bestétigter Low Virulenz-Erreger wie der Koagulase-negative Staphylokokkus
Vor.

Des Weiteren gab es einen Fall von Methicillin-resistenten Staphylokokkus aureus, einen Fall
von Enterokokkus SPP und einen Fall, in dem ein negatives mikrobiologisches Ergebnis vor-
lag. Moglicherweise ist die zu geringe durchschnittliche Anzahl von NG die Ursache fiir die
falsch-positiven Resultate.

Eine mogliche Erklarung konnte die inflamatorische Antwort sein, die durch Koagulase-

negative Staphylokokken ausgelost wird. Diese Moglichkeit ziehen auch Nuygen et al. und
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Tunney et al. in Thren Studien in Betracht. Sie belegen, dass die niedrige inflammatorische
Antwort auf Infektionen in Hiiftprothesen durch eine inadédquate Immunantwort auf die in-
fizierenden Bakterien entsteht und nicht durch das Versagen der Entziindungszellen, das
infizierte Gebiet zu erreichen. [45], [63]

Es ist unbekannt, wie lange eine okkulte Infektion persistieren kann, ohne eine Immunant-
wort auszulosen, aber einige Jahre sind als wahrscheinlich anzunehmen. [46]

In einem Review zeigen Bori et al., dass Infektionen, die durch Koagulase-negativ Staphy-
lokokkus ausgelost wurden, signifikant mit einer niedrigeren Rate von positiv histologischen
Resultaten assoziiert sind. (70.9 vs. 89.2% P=0.01 Chi-square test). [8] Dieses verdeut-
licht, dass die Présenz von weniger als 5 NG pro HPF nicht die Anwesenheit eines low-
virulence Mikroorganismus, wie zum Beispiel Propionibakterium acnes, Corynebakterium
Spezies oder Koagulase-negative Staphylokokken ausschlieBen kénnen. [7] Auch Della Valle
et al. beschreiben in ihrem Patientenkollektiv zwei Félle, in denen eine positive Mikrobiolo-
gie vorlag, die Anzahl der NG jedoch zu niedrig war, um den Kriterien einer Infektion zu
geniigen (10 NG in min. 5 HPF). [64]

Diese Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen verdeutlichen die Notwenigkeit einen Al-
gorithmus zu erstellen, der die periprothetische Membran in ihrer Gesamtheit und nicht nur
einzelne fokale Prozesse erfasst und bei dem der Grenzwert so préizise wie moglich definiert

ist.
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4.4 Zahlalgorithmus

Der von uns verwendete Z#hlalgorithmus wird durch die Reihenfolge der fiir die histolo-
gische Analyse notwendigen Schritte sowie die von uns verwendete Zihlweise der NG pro
HPF bestimmt. Darin unterscheidet sich unser Algorithmus von denen der oben beschriebe-

nen publizierten Studien.

Die Schnitte werden zuerst bei niedrigster Vergroflerung gesichtet, um mogliche Gebiete
mit hoher NG-Zahl (Hot Spots) zu identifizieren.

Der von uns verwendete Zahlalgorithmus schreibt dann vor, dass die maximale Anzahl ge-
werteter NG pro HPF zehn sein sollte, selbst wenn bedeutend mehr NG in einem einzelnen
HPF gefunden wurden.

NG in direkter Nahe oder in Blutgefédfien, am Rand des Préaparates oder im Fibrinsaum wer-
den in unserem Algorithmus nicht in die Zahlung einbezogen. Diese Vorgehensweise fiihrt zu

folgenden Ergebnissen:

1. Dieser Algorithmus stellt sicher, dass die periprothetische Membran in ihrer Gesamtheit,

und nicht nur einzelne fokale Prozesse, erfasst werden.

2. Eine fokale NG-Konzentration reicht nicht aus, um den Grenzwert von 23 NG zu

iiberschreiten und daher miissen NG in mindestens drei HPF gefunden werden.

3. Das Risiko einer falsch-positiven Diagnose, wie zum Beispiel NG, die durch den me-
chanischen Stress, den chirurgischen Eingriff oder die mechanische Beschédigung des
Knochenbettes durch die gelockerte Prothese in das umliegende Gewebe austreten,

wird durch unseren Ziahlalgorithmus reduziert.

Dieses fiihrt im Vergleich mit der Mikrobiologie zu einer Sensitivitdt von 73% und einer
Spezifitdt von 95% und zu den in Abb.25 aufgefiihrten Werten. Im Vergleich mit der klinis-

chen Diagnose fiihrt es zu einer Sensitivitiat von 77% und einer Spezifitit von 97% in Abb.26.

In unserer Studie basiert die Identifikation der NG im Gegensatz zu fritheren Studien nicht
allein auf der Zellmorphologie, sondern auch auf der immunhistologischen Farbung. Idealer-
weise konnen NG anhand ihres segmentierten Nukleus identifiziert werden. Die CD15-Farbung
ermoglichte die korrekte Quantifizierung der NG. Durch den Vergleich mit unseren priméren
Klassifikationen und den Ergebnissen der PAS-Farbung stellte sich heraus, dass die CD15-
Farbung die akkuratesten Ergebnisse erzielte. Daher empfehlen wir die CD15-Féarbung fiir

Fille, die fiir den Pathologen auf HE-Schnitten schwer zu diagnostizieren sind.
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Abbildung 25: Durch unseren Ziahlalgorithmus erzielten Werte im Vergleich mit der Mikro-

biologie
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Abbildung 26: Durch unseren Z#hlalgorithmus erzielten Werte im Vergleich mit der Klinik

4.5 Einschriankungen und Fehlerquellen
4.5.1 Mogliche Fehlerquellen und Einschrinkungen der Histologie

Wie bei allen Untersuchungsmethoden ist auch bei der histologischen Analyse auf die moglichen

Fehlerquellen hinzuweisen und auf diese zu achten.
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NG sind nicht ungewdhnlich auf der Oberfliche der Membranen, da diese ein Gebiet darstellen,
in welchem Blutungen und Thrombusbildungen als Folge der operationsbedingten mechani-
schen Alteration vorkommen kénnen. Auch um Blutgefidfie herum kénnen fokale Ansamm-
lungen von NG gefunden werden. Daher ist es wichtig darauf hinzuweisen, dass nur NG
innerhalb der periprothetischen Membran gezéhlt werden sollten.

Wir haben daher NG, die direkt an der Oberfliche des histologischen Priparats sowie in
direkter Assoziation mit Geféflen auftraten, nicht in die Z&hlung aufgenommen.

Eine zugrunde liegende entziindliche Gelenkerkrankung oder eine Fraktur, die klinisch nicht
dokumentiert wurde, kann unabhéngig von einer moglichen infektiosen Prothesenlockerung
zu einer verstiarkten Anwesenheit von NG fithren und damit eine mégliche Fehlerquelle
darstellen. [17]

Die von rheumatoiden Arthritiden verursachten histologischen Verédnderungen, wie syn-
oviale Hyperplasie mit papillaren Formationen, infiltrate von Lymphozyten und Plasmazellen
sowie die Abwesenheit von Makrophagen und Granulationsgewebe [38] sind daher bei der
histologischen Betrachtung auszuschliefen, um diese weitere Fehlerquelle ebenfalls zu ver-
meiden. Bei Patienten, bei denen mehrfach Revisionsplastiken durchgefiihrt wurden, kann
das Gewebe NG enthalten. Dieses wird wahrscheinlich durch Probenentnahme aus aktiven
Wundgewebe verursacht, welches Leukozyten enthélt und somit zu falsch-positiven Ergeb-

nissen fithren kann. [48]

Ein Problem, das sowohl bei der Mikrobiologie, als auch bei der histopathologischen Un-
tersuchung vorliegt, ist der fokale Charakter der Infektion. [64] [36]

Aus den mikrobiologischen Untersuchungen von Atkins et al. ergibt sich, dass auch bei Pa-
tienten, bei denen drei oder mehr Proben keimpositiv waren, in der Regel mindestens eine
der Proben keine kultivierbaren Keime enthielt. [2] Auch Pandey et al. weisen auf die Be-
deutung des fokalen Charakters als eine mogliche Fehlerquelle hin. [49] Dieses hebt nochmals

die Bedeutung und Abhéngigkeit des Ergebnisses von der Analyse mehrerer Proben hervor.

Wenn eine grofle Gewebeprobe entnommen und fiir die weitere Analyse vorbereitet wird,
ist es von Bedeutung, zellreiche reprasentative Gewebestiicke zu gewinnen.

Die Anzahl der durch den Chirurgen eingesendeten Gewebeproben hat nach einer Studie
von Atkins et al. moglicher Weise einen Einfluss auf die Diagnose. [2] Sie stellten eine Ten-
denz zur Diagnose einer Infektion fest, sobald mehrere Proben eingesandt wurden. Dieses ist
moglicherweise dadurch zu erklédren, dass ein Chirurg, der davon ausgeht, dass eine Prothese
infiziert ist, moglicherweise mehr Proben entnimmt. Es ist also immer moglich, dass eine
nicht-représentative Auswahl durch den Chirurgen getroffen wurde. [3].

Eine weitere Fehlermoglichkeit kénnte beim Pathologen selbst liegen, zum Beispiel durch
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einen Mangel an Erfahrung, Aufbearbeitung und Beurteilung nicht-représentativer Schnitte
oder von Material, das nicht der periprothetischen Membran zugehorig ist. [2]

Um dieses Risiko so weit wie moglich zu reduzieren, sollte der Pathologe mit allen zusétzlichen
Informationen, wie z.B. die Prothesenart, Standzeit oder frithere mikrobiologische Befunde
versorgt werden. [42] Die Berechnungen und Studie von Atkins et al. zeigen, dass

selbst bei einem infizierten Patienten, dem vier Proben entnommen wurden, immer noch
eine 3%ige Wahrscheinlichkeit besteht, dass alle kultivierten Proben negativ sind. Es besteht
eine 16%ige Wahrscheinlichkeit, dass nur eine Probe kulturpositiv ist. Bei fiinf entnommenen
Proben fallen diese Werte auf 1.0% und 8.0%. [2]

Auch beim Anfertigen von histologischen Schnitten konnen Fehler auftreten. Besonders
Prothesen mit viel Abrieb sowie Knochenfragmenten und/oder Zement machen ein Schnei-
den mit dem Mikrotom schwieriger, was zu Artefakten und/oder dickeren Schnitten fithren
kann, bei denen die Beurteilung erschwert oder unmoglich ist.

In einer Studie an einem 370 Patienten grofien Kollektiv wurde verdeutlicht, dass 94,9% fiir

die histologische Analyse geeignet waren [40].

Sowohl fiir die Mikrobiologie, als auch die Histologie ist es von grofler Bedeutung, dass die
klinischen Daten des Patienten, vor allem hinsichtlich der Implantionsdauer, periprotheti-
scher Frakturen und eventueller Krankheiten des rheumatischen Formenkreises vorliegen.

Daher ist zu beriicksichtigen, dass keine der Untersuchungen fiir sich allein stehen kann,

sondern dass der histopathologische Weg einer der Schliissel zur Diagnose ist.
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4.5.2 Mogliche Fehlerquellen und Einschrinkungen der Mikrobiologie

Abgesehen von den histologischen Fehlerquellen kénnen falsche Resultate auch in der Mikro-
biologie auftreten. Dazu gehdren z.B. kurze Inkubationszeit, die Wahl eines falschen Nihr-
mediums oder die vorherige antibiotische Therapie des Patienten. [3] Dieses reduziert die
Aussagekraft der mikrobiologischen Untersuchungen, was durch verschiedene Studien nach-
wiesen wurde. [51]

Pandey et al. zeigten in ihrer Studie, dass bei zehn Patienten, bei denen der klinische Verdacht
einer septischer Lockerung vorlag, kein Erreger mikrobiologisch isoliert werden konnte. [48]
Die histologische Untersuchung hingegen bestétigte den klinischen Verdacht einer septischen
Lockerung. Auch in unserer Studie wurden vier Félle mit hoher NG Anzahl gefunden, in de-
nen ein negatives mikrobiologisches Ergebnis vorlag. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte
sein, dass die kultivierte Probe aus einem anderen Gebiet als die der Histologie stammte. [17]
Tunney et al. untersuchten in ihrer Studie 118 Gewebeproben von totalen Hiiftprothesen mit-
tels PCR und Immunfluoreszenz. [63] Das Fehlen einer klinischen Nachbeobachtung limitiert
zwar die Aussagekraft dieser Studie, da keine Angaben tiber falsche positive /negative Ergeb-
nisse gemacht werden konnten, jedoch wurden in 72% der durch Ultraschallbehandlung aus
dem Femur gewonnene Proben durch PCR bakterielle Gene gefunden.

In nur 4% dieser Gewebeproben konnten positive Kulturen kultiviert werden. Auffillig ist
hierbei, dass in 67% der Proben Propionibakterium acnes allein oder zusammen mit Staphy-
lokokkus Spezien detektiert wurden. [28] Dieses bestétigt erneut die Bedeutung der low-

virulence Mikroorganismen.

Lonner et al. weisen auf das hohe Vorkommen von falsch-negativen und von falsch-positiven
Ergebnissen bei sowohl praoperativer Aspiration, als auch intraoperativen mikrobiologischen
Gewebeuntersuchungen hin.

Besonders auffillig ist die relativ hohe Rate von falsch-positiven Kulturen, die mit grofiter
Wahrscheinlichkeit durch Kontamination mit Keimen der Hautflora verursacht wurden. So
stellen mehrere Autoren dar, dass bei einer priméaren Operation 7%-33% des entnommenen

Gewebes positive Kulturen aufweisen. [36]

Deijkers et al. stiitzen die Notwendigkeit, zwischen den verschiedenen Mikroorganismen sowie
zwischen low- und high-grade Patho-genitéit zu differenzieren, da sie héchstwahrscheinlich
aus verschiedenen Quellen stammen. Die meisten Organismen mit niedriger Pathogenitét
sind Haut-assoziierte Keime, wie z.B. Koagulase-negative Staphylokokken, Corynebakterium
Spezies und Propionibakterium acnes, die wahrscheinlich aus einer Kontamination wéahrend
des Eingriffs stammen. Organismen mit hoher Pathogenitit haben mit grofler Wahrschein-

lichkeit ihren Ursprung in endogenen Quellen im Empfénger. Meistens stammen diese Bakte-
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rien aus dem oberen respiratorischen oder gastrointestinalen Trakt. Diese sind oftmals Keime
wie Streptokokken, Staphylokokkus aureus und Escheria coli. [14] Auch in unserer Studie
waren 2,5% der gefundenen Mikroorganismen Propionibakterium acnes, 2% Koagulase-negative
Staphylokokken und 8,5% Staphylokokkus epidermidis.

Dabei ist zu beriicksichtigen, dass auch die Kontamination der Proben fiir die Mikrobiologie
durch dieselben Mikroorganismen verursacht werden kann, die eine Infektion der Prothese
hervorrufen. [46]

Hirn et al. zeigen, dass mit einem einfachen Medium, einmaliger Kultivierung (Thioglyco-
late angereichertes Medium) und einer herbeigefiithrten Kontamination durch Kontakt mit
dem OP-Boden (hauptsidchlich Koagulase-negative Staphylokokken und Bazillus Spezies)
bei einem Kollektiv von 47 Femurkopf-Allografts in einem Viertel der Félle falsch-negative
Ergebnisse erzeugt wurden. [25] Die Allografts wurden in dieser Studie verwendet, um
eine geeignete Reinigungsmethode fiir diese zu finden. Interessant ist die Analyse von Fe-
murkdpfen, die fiir Allografts gewonnen werden. Diese sollten, da sie aus gesunden Lebend-
spendern gewonnen werden, steril sein. Bei diesen Praparaten wird eine Kontamination von
3-50% beschrieben, abhingig von der verwendeten Screeningmethode. [14], [30]. Salmela et
al. kommen bei der Analyse von 923 gewonnen Femurkopfen zu folgendem Ergebnis: Von den
923 Kopfen wurden 14% (129) aufgrund von positiver Bakteriologie (48, 5.2%) oder positiver
oder insuffizienter Serologie (85, 9.2%) verworfen. Alle verworfenen Femurkopfe wurden in
die Studie aufgenommen und analysiert. Hierbei kommen die Autoren zum Ergebnis, dass
90% aller primér positiven Kulturen falsch-positiv waren. Das Risiko der Kontamination bei
Entnahme wird durch die Autoren auf rund 5% geschéatzt. [54], [25]

Eine Studie von Atkins et al. zeigt, dass es bei 35% der aufgrund der Histologie als infiziert
befundenen Proben, trotz eines breiten Angebots verschiedener Nahrboden, nicht moglich
war, Erreger zu kultivieren. Dabei handelt es sich um Mycoplasma Spezien, L-form Bak-
terien und Campylobacter Spezien. Das erforderliche Kultivierungsprotokoll zum Nachweis
dieser anspruchsvollen Organismen wére in der mikrobiologischen Routinediagnostik nicht
praktikabel. [2] Dieses belegt auch die von Neut et al. durchgefithrte Studie, in der mit
konventionellen Methoden die Anzahl der kultivierten Erreger bei 20% liegt und diese mit
ausfiihrlichen Kultivierungsprotokollen auf 63% gesteigert wird. [44]

Tramputz et al. beschreiben in ihrem Paper im New England Journal of Medicine, dass durch
Ultraschallbehandlung eine gréflere Menge von Keimen mobilisiert und damit die Anzahl
der mikrobiologisch detektierten Keime erhoht wird. Mit diesem Verfahren ist es eventuell
moglich, die Sensitivitdt der Mikrobiologie zu steigern. [61] Dass trotzdem nicht alle Erreger
kultivierbar sind, konnte u.a. daran liegen, dass die Bakterien hochgradig an den Biofilm auf

der Prothesenoberfliche und an das Ndhrmedium angepasst sind und die Isolationsprozedur
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nicht den Kultivierungsanforderungen entspricht. [45] Eine andere Erkldrung kénnte auch
die Verdiinnung von bakteriellen Signalmolekiilen sein, von denen eine bestimmte Menge
notig ist, um Bakterienwachstum auszulésen. N-acyl Homoserin Lacton in Gram-negativen
Bakterien und Peptid Pheromone in Gram-positiven Bakterien sind fiir diese Eigenschaft
bekannt. [28]

Wenn Diskrepanzen zwischen dem klinischen Bild, mikrobiologischen Befunden und der
histopathologischen Diagnose vorliegen, ist es nicht moglich zu bestimmen, welche der Un-

tersuchungen das richtige Ergebnis liefern wird.

Damit ist fest zu halten, dass unsere Studie unter der Annahme, dass die mikrobiologis-
chen Ergebnisse vollkommen korrekt sind, eine Treffsicherheit von 86% vorweist. Es konnte
aber auch auch konstatiert werden, dass der mikrobiologische Test im Vergleich mit der
histopathologischen Diagnostik eine diagnostische Sicherheit von 86% hat.

Pandey et al. kommen in ihrer Studie zum Ergebnis, dass die Anwesenheit von NG die
wichtigste Rolle bei der histologischen Diagnose einer septischen Lockerung spielt und die
positive Identifikation von Mikroorganismen fiir die histologische Diagnose nicht unbedingt
notig ist. In der von Gollwitzer et al. im Jahre 2006 publizierten Literaturiibersicht wird
festgestellt, dass aufgrund der durchweg hohen Genauigkeit die Histologie noch am ehesten
als alleiniger Goldstandart angesehen werden kann, obwohl auch mit diesem Verfahren keine
100%ige Sensitivitdt und Spezifitdt zu erzielen ist. [49], [20]
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5 Zusammenfassung

5.1 Vergleich zwischen dem Gebrauchswert der CD15- und der
PAS-Fiarbung

Der Vergleich zwischen der CD15-Féarbung und der PAS-Farbung zeigte, dass in Féllen, in
denen sich die prézise Zahlung der NG als schwierig erwies, die CD15-Férbung eine eindeutige
Identifizierung der NG erméglichte. Die PAS-Féarbung stellte hingegen nur einen kleinen Teil
der NG mit einer charakteristischen Lilafirbung dar, so dass in der PAS-Féarbung eine zu
niedrige Anzahl an NG ermittelt wurde. Daher wird in histomorphologisch nicht eindeutigen
Fillen die Anfertigung einer CD15-Farbung empfohlen. Die CD15-Farbung ist im Vergleich
zu der PAS-Férbung die deutlich sensitivere der beiden und liefert tendenziell hohere Werte.
In den eindeutigen, nicht-infektiosen Féllen ist eine Immunhistologie nicht hilfreich, da keine
NG vorhanden sind.

5.2 Grenzwert von neutrophilen Granulozyten im

periprothetischen Membrangewebe

Obwohl bereits mehrere Arbeiten zu dieser Fragestellung publiziert wurden, war es nach wie
vor unklar, welcher Grenzwert von neutrophilen Granulozyten im periprothetischen Mem-
brangewebe fiir die Unterscheidung zwischen einer infektiosen und einer nicht-infektitsen
Prothesenlockerung optimal ist.

Basierend auf der vorliegenden Arbeit wird folgender Auswertungsalgorithmus vorgeschla-

gen:

1. Evaluieren der HE-Schnitte bei niedriger Vergréflerung und Identifizierung der Bereiche

mit moglicher Entziindung.

2. Zahlung der NG pro HPF (400x Vergrofierung) in den verdichtigen Gebieten, wobei NG
an der Probenoberfliche, innerhalb von Fibrinexsudaten, Einblutungen oder Gefafflumen

nicht mitgezahlt werden. Gezéhlt wird bis zu einer Héchstzahl von 10 NG pro HPF.

3. Evaluierung von insgesamt 10 HPF auf die oben genannte Weise und Addierung der

gezéhlten NG. Die Summe muss eine Zahl zwischen Null und Hundert ergeben.

4. Wenn die exakte Identifizierung der NG schwierig erscheint, sollte zundchst der Block
mit der héchsten Wahrscheinlichkeit von akuter Entziindung ausgewahlt werden. Im

zweiten und dritten Schritt ist dieses mit einem CD15 gefarbten Schnitt zu wiederholen.

5. Als Letztes sind Félle mit 23 oder mehr NG als infektios (oder als Mischtyp fiir den
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Fall, dass Abriebpartikel gefunden wurden) und Félle mit weniger als 23 NG als nicht-

infektios anzugeben (abriebinduziert oder Indifferenztyp).

Mit diesem Algorithmus wurde eine Sensitivitdt von 73% und eine Spezifitdt von 95% fiir
die histopathologische Diagnose in Bezug auf den mikrobiologischen Untersuchungsbefund
ermittelt. Im Bezug auf die klinische Diagnose erreichte unser Algorithmus eine Sensitivitét
von 77% und eine Spezifitdt von 97%.
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