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Abstrakt

Einleitung: Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch die Entwicklung eines
infektionspathologischen CD15-Fokus-Scores eine prazise Quantifizierung von
neutrophilen Granulozyten in nur einem einzigen Gesichtsfeld zu erarbeiten, welcher
eine bakterielle Infektionsdiagnostik in der periprothetischen Membran ermdglicht.
Dadurch wurde es moglich (in Zusammenarbeit mit VMscope-Berlin), eine Software,
den ,CD15-Quantifier, zu entwickeln, welcher automatisch CD15 positive neutrophile
Granulozyten quantifiziert.

Methoden: 91 intraoperativim Rahmen einer Revisionsoperation entnommene
periprothetische Membranen aus Hufte (n=59) und Knie (n=32) wurden
histopathologisch klassifiziert. Die Identifikation der neutrophilen Granulozyten erfolgte
immunhistochemisch mittels eines CD15-spezifischen monoklonalen Antikorpers. Der
quantifizierende Auswertungsmodus folgte dem Prinzip der fokalen Maximalinfiltration
(Fokus) mit Bewertung eines einzigen Gesichtsfeldes (0,3mm?).

Ergebnisse: Die periprothetischen Membranen der Patienten mit positivem
mikrobiologischen Befund (n=47) weisen signifikant (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test)
mehr CD15 positive neutrophile Granulozyten pro Fokus auf als bei Patienten mit einem
negativen mikrobiologischen Befund (n=44). Eine signifikant hohere Anzahl an CD15
positiven neutrophilen Granulozyten wurde in den periprothetischen Membranen
gefunden, die histopathologisch als positiv (n=48) gelten, im Gegensatz zu denen die
histopathologisch negativ (n=43) fur eine Infektion waren. Mit Hilfe einer ROC-Kurve
wurden 50 CD15 positive neutrophile Granulozyten pro Fokus als optimaler
Schwellenwert bei der Diagnosestellung des periprothetischen Gelenkinfektes unter
Anwendung des CD15-Fokus-Scores ermittelt. Wird der mikrobiologische Befund als
Goldstandard verwendet, betragt die Sensitivitat des Diagnostikums 0,83, die Spezifitat
0,864. (Positiv pradikativer Wert (PPV): 0,87; negativ pradikativer Wert (NPV): 0,83;
Accuracy: 0,846; AUC: 0,878.) Werden die histopathologischen Kriterien der
Konsensusklassifikation als Goldstandard verwendet, weist das Diagnostikum unter
Anwendung des festgelegten Schwellenwertes eine Sensitivitat von 0,875, eine
Spezifitat von 0,93 auf. (PPV: 0,93; NPV: 0,87; Accuracy: 0,901; AUC: 0,944). Bei
einer Infektion mit hoch virulenten bakteriellen Erregern (n=14) sind signifikant mehr
CD15 positive neutrophile Granulozyten pro Fokus vorhanden als bei einer mit niedrig
virulenten (n=29). Mit Hilfe einer ROC-Kurve wurden 100 CD15 positive neutrophile
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Granulozyten pro Fokus als optimaler Schwellenwert bei der Diagnosestellung des
periprothetischen Gelenkinfektes ermittelt, verursacht durch einen hoch virulenten
bakteriellen Erreger. Die Sensitivitat betragt 1,0, die Spezifitat 0,66. (PPV: 0,587; NPV:
1,0; Accuracy: 0,767; AUC: 0,863.) Die Praparate, die mit Hilfe des ,CD15-Quantifiers®
ausgewertet (n=19) wurden, zeigten keinen signifikanten Unterschied zur
histopathologischen Auswertung unter Anwendung des CD15-Fokus-Scores.
Schlussfolgerung: Der infektionspathologische CD15-Fokus-Score und die dadurch
ermoglichte Anwendung der Software ,CD15-Quantifier” reduziert durch die
Automatisierung den konzentrationsaufwendigen und zeitkonsumierenden Prozess der
mikroskopischen Zellauszahlung und leistet somit einen Beitrag zur Standardisierung
der Infektionsdiagnostik des periprothetischen Gelenkinfektes.
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Abstract

Introduction: The aim of this thesis was to devise a precise quantification of
neutrophile granulocytes within a single focal point through the development of an
infective-pathology CD15-Focus-Score which enables bacterial infection in the
periprosthetic interface membrane to be diagnosed. This immunohistochemical
approach made it possible (in collaboration with VMscope-Berlin) to develop "CD15-
quantifier" software which automatically quantifies CD15-positive neutrophile
granulocytes.

Methods: 91 periprosthetic membranes removed during revision surgery from the hip
(n=59) and knee (n=32) underwent histopathological classification. The neutrophile
granulocytes were identified immunohistochemically by means of a CD15-specific
monoclonal antibody. The quantitative evaluation of CD15-positive neutrophile
granulocytes used the principle of maximum focal infiltration (focus) together with an
assessment of a single focal point (0.3mm?).

Results: The periprosthetic membranes of patients with positive microbiological
findings (n=47) have significantly more (p<0.001, Mann-Whitney U test) CD15-positive
neutrophile granulocytes per focal point than patients with negative microbiological
findings (n=44). A significantly higher number of CD15-positive neutrophile granulocytes
were found in those periprosthetic membranes testing positive for histopathological
evidence of infection (n=48) compared with those testing negative (n=43). By means of
a ROC curve, 50 CD15-positive neutrophile granulocytes per focal point were identified
as the optimum threshold value when diagnosing infection of periprosthetic joints using
the CD15-Focus-Score. If the microbiological findings are used as a 'gold standard' the
diagnostic sensitivity is 0.83, the specificity 0.864. (Positive predictive value (PPV):
0.87; negative predictive value (NPV): 0.83; accuracy 0.846; AUC: 0.878.) If the
histopathological criteria for the consensus classification are adopted as the gold
standard, the diagnostic procedure using the threshold value achieves a sensitivity of
0.875, a specificity of 0.93. (PPV: 0.93; NPV: 0.87; accuracy: 0.901; AUC: 0.944). Thus
significantly more CD15-positive neutrophile granulocytes per focal point were present
in cases of infection with highly virulent bacteriological pathogens (n=14) than in
infections with a low level of virulence (n=29). By means of a ROC curve, 100 CD15-
positive neutrophile granulocytes per focal point were identified as the optimum
threshold value when diagnosing infection of periprosthetic joints caused by highly
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virulent bacteriological pathogens. The sensitivity is 1.0 and the specificity 0.66. (PPV:

0.587; NPV: 1.0; accuracy: 0.767; AUC: 0.863.) The evaluation findings for the
preparations using the "CD15-quantifier" (n=19) did not differ significantly from
histopathological evaluation findings using the CD15-focus-score.

Conclusion: The infective-pathology CD15-Focus-Score, and the use of the "CD15-
quantifier" software which is thereby made possible, offers an automated procedure
which shortens the mentally tiring and time-consuming process of microscopic cell-
counting and thus makes a contribution towards the standardisation of tools for
diagnosing infection of periprosthetic joints.
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1. Einleitung

1.1. Endoprothetische Eingriffe

1.1.1. Haufigkeit des endoprothetischen Eingriffs

Die Zahl der Operationen bei stationaren Patienten war in Deutschland im Jahr 2012 so
hoch wie nie zuvor [Hillienhof 2013]. Von den 15,7 Millionen Eingriffen, die verzeichnet
worden sind, wurden etwa 42% an Uber 65-jahrigen Patienten durchgefuhrt [Hillienhof
2013]. Zu den haufigsten Operationen zahlte unter anderem die Implantation einer
Endoprothese am Huftgelenk [Hillienhof 2013]. Insgesamt wurden in der
Bundesrepublik im Jahr 2008 209.487 Huftendoprothesen und 154.722
Knieendoprothesen implantiert. Mit diesen hohen Operationszahlen machen nach
Angaben der fallpauschalenbezogenen Krankenhausstatistik (DRG-Statistik) im Jahr
2008 der Huft- und Kniegelenkersatz zusammen den fuhrenden Anteil an operativen
Eingriffen in Deutschland aus [Haas et al. 2013, Statistisches Bundesamt 2009].
International gesehen befindet sich Deutschland zusammen mit der Schweiz an der
Spitze, was die Haufigkeit der endoprothetischen Versorgung betrifft [Niethard et al.
2013]. Entgegen vielen Behauptungen liegt kein anhaltender Anstieg bei
erstimplantierten Huft- und Knieendoprothesen vor, dieser war nur vorubergehend,
zwischen 2006 und 2009, zu verzeichnen. Danach stagnierte die Zahl der
Erstimplantationen auf etwa gleichem Niveau (siehe Tabelle 1). Betrachtet man die
regionale Verteilung der operativen Eingriffe auf Lander- bzw. Kreisebene, so zeigt sich
eine unterschiedliche Versorgungsrate mit Endoprothesen innerhalb Deutschlands.
Besonders viele Endoprothesen werden zwischen Schleswig-Holstein Uber
Niedersachen, Hessen und Tharingen nach Bayern implantiert [Niethard et al. 2013,
Schéfer et al. 2013]. Das Deutsche Arzteblatt bezeichnet diese Region mit einer
besonders hohen Anzahl an endoprothetischen Operationen als ,mitteldeutsche
Schiene” [Niethard et al. 2013]. Deutliche Unterschiede in der Operationsfrequenz sind
an der Grenze zwischen Baden-Wurttemberg und Bayern zu erkennen [Niethard et al.
2013, Schafer et al. 2013]. In Teilen Baden-Wurttembergs wurden in den Jahren 2005
bis 2011 im Durchschnitt etwa 124 bis 138 endoprothetische Eingriffe pro 100.000
Versicherter durchgefuhrt, in Teilen Bayerns waren es fur den gleichen Zeitraum etwa



172 bis 235 pro 100.000 Versicherter [Niethard et al. 2013]. Durch die regionalen
Unterschiede bei der endoprothetischen Versorgung stellt sich die Frage, ob die
Versorgungsrate in Deutschland angemessen ist [Niethard et al. 2013]. Wegweisend
kann hierbei die Bestimmung der Varianz sein. Dabei wird die Region mit der héchsten
Versorgungsrate durch die Region mit der niedrigsten Versorgungsrate geteilt und die
Regionen mit den niedrigsten und hochsten Operationsraten werden miteinander
verglichen. Fur die Huftgelenksendoprothetik liegt die Varianz bei 2,5, bei der
Kniegelenksendoprothetik bei 1,8. Das deutet darauf hin, dass endoprothetische
Eingriffe auf einer allgemein akzeptierten Indikation beruhen [Niethard et al. 2013].
Anderen Quellen ist zu entnehmen, dass es bislang keine geeigneten Untersuchungen
gibt, die eine Aussage daruber zulassen, ob die Versorgungshaufigkeit angemessen ist
und woher die regionalen Haufigkeitsunterschiede bezuglich der endoprothetischen
Versorgung ruhren [Haas et al. 2013]. Die Indikationen zur primaren Implantation einer
Huftendoprothese sind neben der Coxarthrose, die mit 60% als haufigste Indikation gilt,
die primar chronische Polyarthritis, Schenkelhalsfrakturen, avaskulare Nekrosen und
andere Ursachen [Haas et al. 2013]. Bei der primaren Implantation der
Kniegelenkendoprothese gelten neben der Gonarthrose die rheumatoide Arthritis sowie

die posttraumatische Arthrose als Indikationen [Triebs et al. 2011].

1.1.2. Revision/ Wechsel bei Endoprothesen

Die Zahl der Revisonen der Huftendoprothesen nahm bis 2009 zu und danach wieder
ab, wohingegen die Zahl der Knieendoprothese-Revisionen von 2006 bis 2011 stetig
zunahm (Abbildung 2). Der prozentuale Anteil der Hift-Revisionen an den gesamten
Eingriffen der Huftendoprothetik betrug 2011 knapp 6%, der prozentuale Anteil der
Knie-Revisionen an den gesamten Eingriffen der Knieendoprothetik betrug 2011 knapp
Uber 6%. Die Vielzahl der Revisionen ist einmal darauf zurlickzufuhren, dass Patienten
heute eine hohere Lebenserwartung haben und bei Erstimplantationen junger sind als
noch vor einigen Jahren [Philpott et al. 2014]. Laut Studien aus den USA und Europa
kommt es innerhalb von 10 Jahren bei 88 bis 94% der Implantate zu einer Lockerung
von Endoprothesen mit anschlieRender Revision [Krenn et al. 2013].

In 72% wurden diese wegen einer aseptischen Prothesenlockerung und in 9% wegen
einer septischen Prothesenlockerung durchgefuhrt. Frakturen waren in 8%, Instabilitat



in 5% und ,Schmerzen® in 2% die Ursache fiir eine Revision. Bei weiteren 4% gab es

andere Grinde fir eine Indikationsstellung zur Revision [Philpott et al. 2014].
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Abbildung 1: Entwicklung der Anzahl von Huft- und Knie-Endoprothesen in Deutschland
von 2006-2011; eigene Zusammenstellung, Zahlen aus Statistischem Bundesamt 2007-
2012 und Braun et al. (2013)
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Abbildung 2: Entwicklung der Anzahl von Hift- und Knie-Endoprothesen-Revisionen in
Deutschland von 2006-2011; eigene Zusammenstellung, Zahlen aus Statistischem
Bundesamt 2007-2012 und Braun et al. (2013)



1.2. Bedeutung der Endoprothetik fiir die Gesellschaft

Durch die hohe Zahl der durchgefuhrten Gelenk-Endoprothese-Implantationen muss
neben der Verbesserung der Lebensqualitat durch die Operation noch auf die
Auswirkung der Endoprothetik auf das Gesundheitssystem eingegangen werden. Als
letztes wird noch kurz die Bedeutung von sektortbergreifenden Zentren in diesem

Zusammenhang dargestellt.

1.2.1. Einfluss auf die Lebensqualitat

Der operative Eingriff zum Ersatz von Huft- und Kniegelenk durch eine Endoprothese ist
in Bezug auf die Verbesserung der Lebensqualitat und der Kosteneffizienz sehr
erfolgreich [Norman-Taylor et al. 1996, Ethgen et al. 2004]. Nach Implantation eines
kiinstlichen Hiftgelenks betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate tiber 95%, die 25-
Jahres-Uberlebensrate betragt 80% [Shan et al. 2014]. Nach Kniegelenkersatz zeigen
sich ahnliche Werte. Nach Angaben einer kurzlich veroffentlichten Studie, die sich mit
der Langzeitprognose nach dem Wechsel von Huftendoprothesen befasste, liegt die 10-
Jahres-Uberlebensrate nach einer Revision bei tiber 80% [Philpott et al. 2014].
Abgesehen von der hohen Uberlebensrate wurde eine deutliche Verbesserung der
Lebensqualitat nach der Operation im Gegensatz zum praoperativen
Gesundheitszustand festgestellt [Norman-Taylor et al. 1996, Ethgen et al. 2004, Shan
et al. 2014]. Bei einigen Studien wurde der ,Rosser Index” verwendet, bei dem neben
der korperlichen Einschrankung auch der Leidensdruck der Patienten erfasst wird
[Norman-Taylor et al. 1996]. In einer dieser durchgefuhrten Studien zeigten alle
Patienten postoperativ eine signifikante Verbesserung der Lebensqualitat. Patienten
profitieren unabhangig von Alter und Geschlecht besonders dann von einem
kunstlichen Gelenk, wenn die praoperative Lebensqualitat besonders niedrig war
[Norman-Taylor et al. 1996]. Jedoch zeigt sich diesbezuglich ein Unterschied bei dem
eingesetzten Gelenk. Patienten erreichen nach Ersatz des Huftgelenks eine
Lebensqualitat, die noch naher an der altersentsprechenden Lebensqualitat liegt als
Patienten, bei denen das Kniegelenk endoprothetisch versorgt wurde [Ethgen et al.
2004]. Bei beiden Gelenken ist die Verbesserung der Lebensqualitat nach
Revisionseingriff nicht so hoch wie nach der Erstoperation [Norman-Taylor et al. 1996,

Ethgen et al. 2004 ]. Nach durchgefuhrten Revisionsoperationen haben Patienten, bei



denen aufgrund einer aseptischen Prothesenlockerung ein Prothesenwechsel indiziert
war, eine bessere Prognose als Patienten, bei denen ein Prothesenwechsel aufgrund

einer bakteriellen Infektion durchgefuhrt wurde [Philpott et al. 2014].

1.2.2. Bedeutung fiir die Medizin und das Gesundheitssystem

Die Bedeutung der Endoprothetik fur das Gesundheitssystem muss man im
Zusammenhang mit dem demographischen Wandel sehen.

Unter demographischem Wandel versteht man die Beschreibung von Tendenzen der
Bevadlkerungsentwicklung. Er spielt fur die Medizin insofern eine Rolle, als es zu
Veranderungen bezuglich der Altersstruktur zugunsten alterer Menschen kommt
[Nowossadeck et al. 2012]. In den vergangenen zehn Jahren stieg das
Durchschnittsalter von 41 auf 43 Jahre an und der Anteil der 65-Jahrigen an der
Gesamtbevolkerung stieg von knapp 17% auf knapp 21%. Verschiedene Krankheiten
wie z.B. die Coxarthrose und Gelenkverletzungen sind altersassoziiert und kommen vor
allem bei alteren Patienten vor. Die vorwiegende Indikation des
Huftendoprothesenersatzes ist die Coxarthrose.

Es wird deutlich, dass wir bei weiterem demographischen Wandel zugunsten alterer
Menschen und den damit assoziierten Erkrankungen mit steigenden Kosten zur
aquivalenten medizinischen Versorgung der Patientenjahrgange 1943-1944 rechnen
mussen sowie der damit bedingten finanziellen Belastung des Gesundheitssystems
[Nowossadeck et al. 2012]. Die oben genannte Haufigkeit des operativen Eingriffs und
die damit verbundenen Kosten zeigen die gro3e gesundheitsokonomische Bedeutung

der endoprothetischen Versorgung [Niethard et al. 2013, Haas et al. 2013].

1.2.3. ,,EndoProthetikZentrum*

Durch die gesundheitsokonomische Bedeutung der endoprothetischen Versorgung
stellt sich die Frage, inwieweit man die Qualitat der Patientenversorgung bei
gleichzeitiger Kosteneffizienz sichern kann. In diesem Zusammenhang ist die
international beobachtete Tendenz zur Zentrenbildung zu erwahnen. Durch
sektorubergreifende Vereinigungen zu sogenannten ,Zentren®, (z.B. ,Traumazentrum®,
,Darmzentrum®, ,Krebszentrum®) ist eine messbare Verbesserung in Hinsicht auf die

Qualitat der medizinischen Versorgung wie auch der 6konomischen Effizienz zu



erreichen [Haas et al. 2013]. Daruber hinaus verbessert ein abteilungsubergreifendes
Zentrum zusatzlich die interdisziplinare Forschung.

Es wird eine bisher ungeregelte Versorgungsstruktur durch ein sektorubergreifendes
Modell ersetzt, in dem medizinische Qualitat, Patientenorientierung und wirtschaftliche
Effizienz angestrebt werden. Interdisziplinare Behandlungsprozesse, Begleitung der
Patienten wahrend der gesamten Behandlungsdauer, Fortbildung fiir Arzte sowie die
Teilnahme an externen Qualitatssicherungsverfahren zur regelmafigen Zertifizierung
sind nach Empfehlung von Straub und Muller (2007) fur die Einrichtung von

,EndoProthetikZentren“ zu gewahrleisten [Haas et al. 2013].

1.2.3.1. Anforderungen an ein ,,EndoProthetikZentrum*

Bestimmte Anforderungen, die sich auf Struktur- und Prozessqualitat beziehen, sind als
Voraussetzung fur eine Zertifizierung zum ,EndoProthetikZentrum® zu erfullen.

Zu diesen Anforderungen zahlt unter anderem, dass eine bestimmte Leistungsmenge in
einem Krankenhaus vorhanden sein muss, da es einen Zusammenhang zwischen
Fallzahlen und Ergebnisqualitat gibt [Haas et al. 2013].

Als weiterer Punkt wird ein strukturiertes ,Qualitatsmanagement QM-System® angefuhrt,
dessen Aufgabe es ist, Tatigkeiten und Zielsetzungen in einem einheitlichen System
zusammenzufuhren [Haas et al. 2013]. Des Weiteren ist fur die Zertifizierung zu einem
,=EndoProthetikZentrum® eine Prozessqualitat zu gewahrleisten, bei der Patienten mit
einer bestimmten Erkrankung standardisiert behandelt werden. Zuletzt ist noch die
Sicherung der Ergebnisqualitdt zu nennen. Dabei ist nicht nur die subjektive
Patientenzufriedenheit nach dem Eingriff gemeint, sondern auch eine standardisierte
Erfassung der Bewertungen des Implantats (hinsichtlich Standzeit und Komplikationen),
der Haufigkeit der Komplikationen und der dadurch bedingten weiteren Behandlungen
[Haas et al. 2013].

1.2.3.2. Endoprothesenregister (EPRD)

Im Jahr 2012 stand das deutsche Endoprothesenregister (EPRD), gegriindet durch die
Gesellschaft fur Orthopadie und Orthopadische Chirurgie (DGOOC), vor der
EinfUhrung. Damit wurde europaweit die grof3te Datenbank zur Registrierung der
bundesweiten Anzahl der implantierten Huft- sowie Kniegelenke geschaffen [Meilner et
al. 2011].



1.3. Die Endoprothesenpathologie

Nach einer Gelenkendoprothesen-Implantation stehen fur den Pathologen ursachlich
drei Erkrankungen im Vordergrund, die zu einer Prothesenlockerung fuhren kdnnen
[Morawietz et al. 2004, 2006]:

1. die aseptische Lockerung (periprothetische Partikelerkrankung)

2. die septische Lockerung (Infektionen)

3. die Arthrofibrose.

1.3.1. Histopathologische Klassifikation von Gelenkendoprothesen-assoziierten

Erkrankungen

Erst vor kurzem erschien die ,Erweiterte Konsensusklassifikation der
Endoprothesenpathologie® [Krenn et al. 2013]. Mit Hilfe dieser Klassifikation kdnnen die
Endoprothese-assoziierten Erkrankungen durch gut reproduzierbare histopathologische
Kriterien nach der Atiologie klassifiziert werden.

1.3.1.1. Die periprothetische Membran

Bei der periprothetischen Membran handelt es sich um einen bindegewebsartigen
Saum zwischen Knochen und Prothese (Abbildung 3, rote Struktur). Bei einer
Prothesenlockerung ist dieser bindegewebsartige Saum im Gegensatz zur suffizienten
Prothese verdickt und er weist Osteolysen auf [Morawietz et al. 2004, 2006]. Im
englischen Sprachraum wird die periprothetische Membran auch als ,synovial-like-
interface membrane ,, (SLIM) bezeichnet [Pap et al. 2001].

Die Neosynovialis (Abb. 3., blaue Struktur) bildet die Begrenzung des Gelenkraumes.
Sie hat zwar Kontakt zum kunstlichen Gelenk, jedoch nicht zum Knochen.

Im Gegensatz zur Neosynovialis kann die periprothetische Membran aufgrund ihrer
Lage nicht zu diagnostischen Zwecken im Rahmen einer Arthroskopie biopsiert werden.
Eine histologische Untersuchung der periprothetischen Membran kann folglich nur bei
Entnahme des kunstlichen Gelenks, wie etwa im Rahmen einer Revisionsoperation
erfolgen. In der Literatur wird beschrieben, dass die periprothetische Membran und
Neosynovialis miteinander kommunizieren, sodass sich zur histologischen Diagnostik

beide Gewebe eignen [Bos 2001].



Abbildung 3: Periprothetische Membran und Neosynovialis bei der
radiologischen Darstellung eines Huftgelenks.

Abbildung von: Krenn et al.
Histopathologische Diagnostik in der Endoprothetik. Orthopade
2009;38:520-530

1.3.1.2. Die Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006 ]

Wie in Abbildung 4 dargestellt, wird die periprothetische Membran bzw. Neosynovialis
aufgrund der histopathologischen Befunde in vier Typen eingeteilt. Diese vier Typen
reprasentieren das histopathologische Bild der Prothesenlockerung. (Die histologischen
Kriterien sind im Material- und Methoden-Teil aufgefuhrt.)

Typ | wird als ,Abriebtyp” bezeichnet. Partikel, die sich von der Prothese I16sen, werden
hier als Ursache fur die Prothesenlockerung gesehen. Je nachdem, welche
histologischen Veranderungen noch zu finden sind, kann man bei Typ | auch auf eine
Implantatallergie oder Nekrose als Ursache fur die Prothesenlockerung ruckschlieRen
[Krenn et al. 2013]. Bei Typ Il, der als ,Infektioser Typ“ bezeichnet wird, liegt ursachlich
eine Infektion vor. Eine Kombination aus Typ | und Typ Il liegt bei Typ Il nach der
Konsensusklassifikation [Morawitz et al. 2006] vor. Er wird deshalb als ,Kombinierter
Typ“ oder ,Mischtyp“ bezeichnet. Bei Typ IV ist die Ursache der Prothesenlockerung
noch nicht genau geklart, er wird daher als ,Indifferenter Typ“ bezeichnet [Morawietz et
al. 2006]. Aufgrund histologischer Auffalligkeiten, wie z.B. einer vorliegenden Fibrose,
|asst sich hier eine Arthrofibrose als Ursache fur die Protheseninsuffizienz vermuten.
Typ Il und Typ Il der Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] werden zu einem
Kollektiv zusammengefasst, das histopathologisch als positiv fur eine Infektion gilt. Typ
| und Typ IV der Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] sind histopathologisch
negativ fur eine Infektion.

Die nicht infektiosen, aseptischen Ursachen der Protheseninsuffizienz sind haufiger als
die infektidosen, septischen Ursachen, sodass die vier Typen der

Konsensusklassifikation in unterschiedlicher Haufigkeit vorkommen [Krenn et al. 2009].



Typ I und IV nach Konsensusklassifikation sind zusammen fur etwa 70% der
Prothesenlockerungen bei unzementierten Prothesen verantwortlich. Die restlichen
30% der Prothesenlockerungen bei den unzementierten Prothesen werden durch Typ I
und Il nach Konsensus verursacht. Die Reproduzierbarkeit der Einteilung nach der
Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] anhand der histologischen Befundung
betrug 95%. Die histologische Auswertung wurde von zwei Pathologen durchgefuhrt,
die bei 232 von 245 Fallen zum gleichen Ergebnis kamen, ohne dass ihnen die
klinische Diagnose bekannt war. Die standardisierte histopathologische Begutachtung
ist deswegen so wichtig, da sie therapeutische Konsequenzen nach sich zieht [Krenn et
al. 2009]. Abgesehen von den histologischen Kriterien kann auch die
Prothesenstandzeit einen Hinweis darauf geben, um welchen Typ der
Konsensusklassifikation es sich handelt. Bei Typ | ist eine mittlere Prothesenstandzeit
(=mPS) von 12 Jahren, bei Typ Il von 2,5 Jahren, bei Typ Il von 4,2 und bei Typ IV von

5,5 Jahren errechnet worden [Morawietz et al. 2006].

1.3.1.3. Die erweiterte Konsensusklassifikation [Krenn et al. 2013]

Im Gegensatz zu der im Jahr 2004 auf nationaler und im Jahr 2006 auf internationaler
Ebene vorgestellte Konsensusklassifikation der periprothetischen Membran bzw.
Neosynovialitis ist bei der erweiterten Konsensusklassifikation das gesamte
atiologische Spektrum der Endoprothesen-assoziierten Erkrankungen erfasst
[Morawietz et al. 2006, Krenn et al. 2013, Krenn et al. 2012, Krenn et al. 2009]. Im
Gegensatz zur vorherigen Konsensusklassifikation beinhaltet die erweiterte
Klassifikation neben der Arthrofibrose auch die ossaren Pathologien der
Prothesenlockerung [Krenn et al. 2013, Krenn et al. 2009]. Zu letzteren werden die
periprothetische Ossifikation, der Bruch des Implantatlagers, die Osteonekrose und
Osteomyelitis gezahlt [Krenn et al. 2013].

Die erweiterte Konsensusklassifikation leistet einen grol3en Beitrag zur standardisierten
Diagnostik der Prothesenlockerung.
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Abbildung 4: Erweiterte Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologie
[Morawietz et al. 2006, Krenn et al. 2013]
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1.4. Diagnostik der periprothetischen Gelenkinfektion

Bei den septischen Lockerungen liegt also eine periprothetische Gelenkinfektion vor.
Um eine periprothetische Gelenkinfektion zu diagnostizieren, muss diese erst einmal

definiert werden.

1.4.1. Definition der periprothetischen Gelenkinfektion

Auch wenn die periprothetische Gelenkinfektion zu einer haufigen Komplikation nach
einer Gelenkendoprothesen-Implantation gehort, gab es lange keine einheitliche
Definition des periprothetischen Gelenkinfekts. Eine Arbeitsgruppe aus der
,Musculoskeletal Infection Society” hat sich zusammengetan, um einen ,Goldstandard”
zur Definition der periprothetischen Gelenkinfektion zu evaluieren [Parvizi et al. 2011].
Nach der neuesten Veroffentlichung von Zmistowski et al. ist eine periprothetische

Gelenkinfektion vorhanden, wenn folgende Kriterien erfullt sind [Zmistowski et al. 2014 ]:

* zwei positive mikrobiologische Kulturen, die aus der periprothetischen Membran
stammen und in denen der gleiche Erreger nachgewiesen wurde, oder
* eine vorhandene Fistelbildung zwischen Gelenk und der Epidermis oder
» drei der folgenden ,minor” Kriterien mussen erfullt sein:
» erhohtes Serum C-reaktives Protein (CRP) und erhohte
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG)
» Synovialflussigkeit mit erhohter Anzahl weilder Blutkorperchen oder
positiver Leukozyten-Esterase-Test
» erhohter prozentualer Anteil an polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN%)
» positiver histologischer Befund von periprothetischem Gewebe

» eine positive Kultur

Um anhand dieser Kriterien eine akute von einer chronischen periprothetischen
Infektion zu unterscheiden, werden verschiedene Grenzwerte fur CRP, BSG, den
prozentualen Anteil der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten sowie der
Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der Synovialflussigkeit verwendet.

Zu berucksichtigen ist, dass bei einer Infektion mit niedrig virulenten Keimen (z.B.
Propionibakterium acnes) eine periprothetische Gelenkinfektion vorliegen kann, obwohl
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die oben aufgefuhrten Diagnosekriterien nicht erflllt sind. Dadurch wird deutlich, dass
diese Kriterien nicht zwingend bei einer klinisch diagnostizierten ,Low-Grade-Infektion®
sind [Zmistowski et al. 2014, Parvizi et al. 2011].

1.4.2. Gegeniiberstellung der Aussagekraft der angewandten Diagnostik bei der

Detektion der periprothetischen Gelenkinfektion

Da die chronische Infektion im Vergleich zur akuten Infektion des periprothetischen
Gelenks aufgrund der nicht so eindeutigen klinischen Symptome schwerer zu
diagnostizieren ist, stellt sich die Frage, welche diagnostischen MalRnahmen besonders
hilfreich bei der Diagnosestellung der chronischen periprothetischen Gelenkinfektion
sind. Bei einer 2012 veroffentlichen Studie wurde untersucht, welche Aussagekraft eine
intraoperativim Rahmen einer Revisionsoperation durchgefuhrte Synovialbiopsie im
Gegensatz zu einer praoperativen Gelenkpunktion und dem im Blut gemessenen C-
reaktiven Protein (CRP) bei der Diagnose einer periprothetischen Gelenkinfektion der
Hufte hat [Fink et al. 2013]. Wird lediglich das CRP als einziges Kriterium fur die
Diagnostik herangezogen, betragt die Sensitivitat 64%, die Spezifitat 75%, um einen
periprothetischen Infekt diagnostizieren zu konnen [Fink et al. 2013] (Tabelle 12). Das
CRP kann aufgrund mangelnder Spezifitat nicht als alleiniges Kriterium fur die
Diagnosestellung herangezogen werden [Zmistowski et al. 2014 ]. Viele infektidse und
auch nicht infektiose (z.B. Arteriosklerose) Entzindungsprozesse im Korper gehen mit
einer CRP-Erh6hung einher, sodass CRP nur in Kombination mit einer erhohten
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) eine Aussagekraft bei der Diagnosestellung der
periprothetischen Gelenkinfektion hat [Zmistowski et al. 2014, Fink et al. 2013].

Die praoperative Gelenkpunktion (Aspiration) zur Gewinnung einer Zytologie bietet die
Maoglichkeit, durch praoperative Keimbestimmung eine geeignete Antibiotikatherapie
anzuwenden. Jedoch ist die Aspiration bei alleinig angewandter Diagnostik mit einer
Sensitivitat von 64% und einer Spezifitat von 96% nicht so aussagekraftig bei der
Detektion eines Infektes wie die intraoperativ durchgefuhrte Sinovialbiopsie mit einer
Sensitivitat von 82% und einer Spezifitat von 98%. Letzteres wird fur die Aufarbeitung
einer histologischen Probe sowie fur eine bakteriologische Untersuchung herangezogen
[Fink et al. 2013].
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Die histologische Untersuchung hat im Vergleich zu allen anderen hier aufgefuhrten
diagnostischen Methoden mit 100% die hochste Spezifitat. Die Sensitivitat betragt 62%.
Durch die Kombination verschiedener diagnostischer Verfahren wie der praoperativen
CRP-Bestimmung, der Gelenkaspiration und der Synovialbiopsie wird eine Sensitivitat
von 84% und eine Spezifitat von 87% erreicht, um einen periprothetischen Gelenkinfekt
diagnostizieren zu kdnnen [Fink et al. 2013].

Die hochste Aussagekraft bei der Diagnose des periprothetischen Gelenkinfekts der
Hufte hat somit die intraoperativ durchgefuhrte Synovialbiopsie durch die Kombination
aus bakteriologischer und histopathologischer Untersuchung [Fink et al. 2013],
(Abbildung 12).

Dass die intraoperativ durchgefuhrte Synovialbiopsie im Vergleich zur Gelenkaspiration
und der Bestimmung des CRPs einen grolReren Stellenwert hat, gilt auch fur die

Detektion des periprothetischen Gelenkinfekts des Knies [Fink et al. 2008].

1.4.2.1. Die Gelenkpunktion

Bei der Gelenkpunktion (Aspiration) wird, wie bereits erwahnt, eine Zytologie
gewonnen. Es werden die Anzahl weil3er Blutkdrperchen und der prozentuale Anteil an
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN%) bestimmt.

Diese Diagnostik gilt als einfach durchzufUhrender Test, bei dem im Idealfall zwischen
aseptischer und septischer Ursache der Prothesenlockerung unterschieden werden
kann [Trampuz et al. 2004]. Einer Studie zufolge ist darUber hinaus die Sensitivitat
dieses Tests nicht durch eine bereits begonnene antibiotische Behandlung
beeintrachtigt. Entscheidend ist die Festlegung des Grenzwertes, um zu definieren,
wann es sich um eine periprothetische Gelenkinfektion handelt.

Trampuz et al. veroffentlichten 2004 eine Studie, bei der er einen prozentualen Anteil
von 65% neutrophilen Granulozyten vorschlug. Bei diesem Grenzwert weist die
Gelenkaspiration eine Sensitivitat von 97% und eine Spezifitat von 98% auf, eine
periprothetische Infektion des Knies zu diagnostizieren [ Trampuz et al. 2004].

2012 wurde eine Studie veroffentlicht, in der verschiedene Grenzwerte aus
verschiedenen Arbeiten einander gegenubergestellt wurden. Auch hier wurde der
prozentuale Anteil von neutrophilen Granulozyten mit 65% an den Gesamtleukozyten
als optimaler Grenzwert zur richtigen Diagnosestellung angesehen. Fir die Gesamtzahl

der weil3en Blutkorperchen wurden 1590 Zellen/ul als optimaler Grenzwert festgelegt
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[Dinneen et al. 2013]. Aus der Literatur geht hervor, dass bei einem hoher gewahlten
Grenzwert, ob bei der Anzahl an Leukozyten oder auch beim prozentualen Anteil an
neutrophilen Granulozyten an den Gesamtleukozyten, die Spezifitdt des Diagnostikums
steigt, die Sensitivitat hingegen jedoch abnimmt [Trampuz et al. 2004, Dinneen et al.
2013].

Bei erhohten Werten des C-reaktiven Proteins sowie der Blutsenkungsgeschwindigkeit
scheint der Grenzwert von 3000 Leukozyten/ml und der prozentuale Anteil von >80%
an neutrophilen Granulozyten die beste Aussagekraft bei der praoperativen Diagnostik
der periprothetischen Gelenkentzindung zu haben [Schinsky et al. 2008].

Diese Grenzwerte wurden in der neuesten Publikation der ,Definition eines
periprothetischen Gelenkinfekts” von Zmistowski et al. verwendet [Zmistowski et al.
2014].

1.4.2.2. Die intraoperativ durchgeftihrte Synovialbiopsie

Wie bereits oben beschrieben, werden aus der intraoperativim Rahmen einer
Revisionsoperation gewonnenen Synovialbiopsie nicht nur mehrere Proben fur eine
bakterielle Untersuchung entnommen, zusatzlich wird auch eine Gewebeprobe fur die
histopathologische Begutachtung entnommen. Um histopathologisch einen
periprothetischen Gelenkinfekt zu diagnostizieren, ist vor allem die Quantitat der
neutrophilen Granulozyten von herausragender Bedeutung. Sowohl die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten, also die Festlegung eines Grenzwertes in verschiedenen
HPFs, wie auch die diagnostische Methodik (unter anderem die verwendete Farbung),
um histopathologisch einen periprothetischen Infekt diagnostizieren zu konnen, wurde
lange Zeit kontrovers diskutiert. Morawietz et al. veroffentlichten 2009 eine Arbeit, in der
gezeigt wurde, dass ab einer Anzahl von 23 detektierten neutrophilen Granulozyten in
10 High Power Fields (HPF) eine periprothetische Gelenkinfektion vorliegt [Morawietz
et al. 2009]. Verglichen mit dem mikrobiologischen Befund fuhrt dieser diagnostische
Test unter Verwendung des oben aufgefuhrten Grenzwertes mit einer Spezifitat von
95% und Sensitivitat von 73% zur richtigen Diagnosestellung (area under the curve
0,881). Verglichen mit der klinischen Diagnose ergeben sich eine Spezifitat von 97%
und eine Sensitivitat von 77% (area under the curve 0,891) [Morawietz et al. 2009]
(Abbildung 12). Die mikrobiologische Befundung und die Klinik werden zur Berechnung
der Spezifitat und Sensitivitat und damit zur diagnostischen Aussagekraft von 23
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positiven NG in 10 HPF als Goldstandard benutzt. In jedem HPF werden die
neutrophilen Granulozyten gezahlt und letztendlich die Anzahl aus allen 10 HPF
addiert. Werden in einem HPF mehr als 10 NG gefunden, werden diese nicht beachtet,
sodass man nach Analyse aller HPF auf einen Maximalwert von 100 NG kommt. Bei
einer lokalisierten Entzindung kann somit niemals ein einziges HPF zur
Diagnosestellung genugen. Intravasal gelegene neutrophile Granulozyten werden nicht
mitgezahlt [Morawietz et al. 2009]. Unter Verwendung einer immunhistochemischen
Farbung mittels Anti-CD15-Antikorpern konnen die neutrophilen Granulozyten im
Vergleich zur PAS- (Periodic acid-Schiff reaction) Farbung besser dargestellt werden
[Morawietz et al. 2009].

Der angedachte Grenzwert, der dazu dient, eine periprothetische Gelenkinfektion zu
diagnostizieren und somit zwischen einer septischen und aseptischen
Prothesenlockerung unterscheiden zu konnen, variiert in verschiedenen Arbeiten stark.
Er reicht von einem neutrophilen Granulozyt in 10 HPF [Athanasou et al.1997] Uber
zwei neutrophile Granulozyten in 10 HPF [Pandey et al. 1999] und funf neutrophile
Granulozyten in 10 HPF [Feldmann et al. 1995] bis hin zu zehn neutrophilen
Granulozyten in 10 HPF [Banit et al. 2002, Lonner et al.1996]. Wegen der hohen
Sensitivitat und Spezifitat dieses diagnostischen Tests und der daraus resultierenden
hohen diagnostischen Gute gelten die Methode von Morawietz et al. als
Standardverfahren zur histopathologischen Diagnose des periprothetischen
Gelenkinfekts in Deutschland.
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2. Fragestellung der Arbeit

Eine Vielzahl korrelativer, an unterschiedlich gro3en Kollektiven unterschiedlich
durchgefuhrte Analysen hat gezeigt, dass die Quantifikation von neutrophilen
Granulozyten einen Beitrag zur bakteriellen Infektionsdiagnostik leistet, die in
Sensitivitat und Spezifitat variieren. Diese Analysen basieren auf der Quantifizierung

von neutrophilen Granulozyten in unterschiedlich vielen ,High-Power-Fields® (HPFs)

und unterschiedlichen Methoden der Granulozyten-Detektion. In den meisten Analysen

wurden als Basis mehrere ,High-Power-Fields® (bis zu 10HPFs) herangezogen. Die
Granulozytendetektion wurde mehrheitlich morphologisch und enzymhistochemisch
durchgefuhrt.

Ziel der vorliegenden Analysen war es, einen neuen infektionspathologischen

Quantifizierungs-Modus zu entwickeln:

1. Durch die Quantifizierung von CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in einem
einzigen Gesichtsfeld sollte ein ,Score” entwickelt werden, welcher zeitnah zu einer

Infektionsdiagnose mit hoher diagnostischer Gute fuhrt.

2. Um den zeitkonsumierenden Prozess des mikroskopischen Zellauszahlens zu
reduzieren, sollte eine morphometrische Software entwickelt werden, welche eine

eindeutige automatische Quantifizierung ermoglicht.

Mit diesem immunhistochemisch und softwarebasierten und automatischen CD15-
Quantifizierungsmodus sollte ein ,Diagnose-Tool* mit geringem Zeitaufwand, hoher
Spezifitat und Sensitivitat, geringer Inter- und Intraobserver Variabilitat erarbeitet

werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchungsmaterial und Patienten

Es wurde eine retrospektive Studie durchgefuhrt. Die Gewebeproben stammen von 91
Patienten. Die Entnahme erfolgte intraoperativim Rahmen einer endoprothetischen
Revisionsoperation, die im Zeitraum von Janur 2012 bis Januar 2014 an Hufte oder
Knie erfolgte. Die Probeentnahme dient der histopathologischen Diagnostik, welche zur
Abklarung der Ursache des Prothesenversagens beitragt. Bei allen Patienten, bei
denen der Verdacht auf eine Infektion vorlag, wurden intraoperativ drei bis sechs
Proben fur eine mikrobiologische Untersuchung entnommen. Ein mikrobiologischer
Befund gilt in der hier vorliegenden Arbeit als positiv, wenn durch die Kultivierung in
mindestens zwei Proben der gleiche Erreger nachgewiesen wurde. Bei 47 Patienten
wurde in mindestens zwei Proben der gleiche Keim nachgewiesen. Insgesamt wurden
15 verschiedene Keime isoliert. Bei den meisten Patienten (n=16) war Staphylococcus
epidermidis fur die Infektion verantwortlich. Bei funf Patienten fand man
Propionibacterium acnes, bei drei Escherichia coli. Bei jeweils zwei der Patienten
konnte man Staphylococcus capitis, Stapylococcus caprae, Staphylococcus
haemolyticus oder Enterococcus faecalis finden. Bei jeweils einem Patienten war der
Abstrich positiv auf Staphylococcus aureus, einem Vertreter der Streptokokken der
Gruppe A, Korynebakterium, Gemella haemolysans oder Bacillus pumillus. Bei sechs
der Patienten war der mikrobiologische Befund positiv und es bestand der Verdacht auf
einen hoch virulenten Erreger (Tabelle 7). Bei den restlichen 4 Patienten wurde eine
Mischinfektion diagnostiziert. An diesen Mischinfektionen war immer Staphylococcus
epidermidis in Kombination mit Moraxella osloensis oder Parvimonas micra oder
Staphylococcus pettenkoferi oder Staphylococcus capitis beteiligt.

Das Vergleichs-Kollektiv setzte sich aus 44 Patienten zusammen, bei denen der
mikrobiologische Befund negativ ist. Die mikroskopische Befundung wurde mit Hilfe
eines Durchlichtmikroskops (DM 2500, Leica, Wetzlar) an vollautomatisch gefarbten
Hamatoxylin-Eosin (HE), PAS- sowie immunhistochemisch gefarbten Schnittpraparaten
durchgefuhrt. Die Praparate sind im Durchmesser in der maximalen Ausdehnung 32
mm grof3. Bei der immunhistochemischen Farbung wurden Anti-CD15-Antikorper
eingesetzt. Diese dienen der Detektion von Entzindungszellen, die CD15 als
Oberflachenmerkmal exprimieren. Die histologische Befundung ergab, dass es sich

entsprechend der Konsensusklassifikation bei 31 Proben um periprothetische
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Membranen des Infektosen Typs (Typ [I-Membran) handelt. Bei zehn liegt eine
periprothetische Membran des Kombinierten Typs (Typ lll-Membran),

bei 31 liegt eine periprothetische Membran vom Abriebtyp (Typ I-Membran) vor. Bei den
restlichen 13 ist eine periprothetische Membran vom Indifferenztyp (nicht-
abriebinduziert, nicht-infektios, Typ IV-Membran) diagnostiziert worden.

Zur Auszahlung der CD15 positiven neutrophilen Granuloyzten mit Hilfe des ,CD15
Qunatifiers” wurden insgesamt 19 Schnitte herangezogen.

3.2. Aufarbeitung der Gewebeproben

Die Gewebeproben stammten aus dem Routine-Eingangsmaterial des Medizinischen
Versorgungszentrums fur Histologie, Zytologie und molekulare Diagnostik, Trier. Die
Proben wurden vor der histopathologischen Diagnostik anonymisiert. Die gesamten
histochemischen und immunchemischen Methoden und Gewebeprozesse wurden in
einem zertifizierten und akkreditierten Rahmen durchgefuhrt. Der Qualitatsstandard
erfolgte nach der DIN ISO/IEC 17020.

3.2.1. Anfertigung der histologischen Praparate

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Anfertigung der histologischen
Praparate erlautert. Bei den nun folgenden Abschnitten handelt es sich um eine

personliche Mitteilung.

3.2.1.1. Fixierung und Paraffineinbettung

Das zu untersuchende Gewebe wird in 4%-igem gepuffertem Formalin eingesendet und
in 0,5 cm dicke Gewebsproben geschnitten. Daraufhin folgt eine weitere Fixierung in
Formalin. Durch die Fixierung werden einzelne EiweilRmolekule miteinander vernetzt.
Formalin ist die wassrige Losung des Formaldehyds (HCHO). Formalin ist als 30-
40%ige Losung erhaltlich und es wird dann eine 4%-L6sung hergestellt, die fur etwa 24-
48 Stunden auf das Gewebe einwirkt und die optimal zur Aufbewahrung geeignet ist.
Das pH-Optimum liegt bei 6-8. Eine zu hohe Formalinkonzentration fuhrt dazu, dass
das Gewebe zu hart und die Kernfarbung schlecht wird. Die Entwasserung findet in
einem geschlossenen Entwasserungsgerat statt (Vakuumentwasserer, Peloris SOP
8204, Leica, Wetzlar). Durch die Entwasserung schrumpft das Gewebe, was zu einer
Verdichtung und Hartung fuhrt. Um das Zerreil3en des Gewebes zu vermeiden, erfolgt

1Q



die Entwasserung stufenweise mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%,
96% und absoluter Alkohol). Wichtig ist, dass die Alkohole 6fters gewechselt werden,
da das verschleppte Wasser die Konzentration verandert. Es stehen mehrere
Entwasserungsmittel zur Verfugung, jedoch ist Ethanol kostengunstig, nicht toxisch,
wirkt rasch entwassernd und mischt sich in allen Volumenverhaltnissen mit Wasser. Der
Nachteil ist, dass ein Losungsvermittler benotigt wird, wie z.B. Benzol, um die Praparate
in Paraffin zu bringen. Die Gewebsentwasserung dient zwei Zwecken: Einerseits wird
das Gewebe gehartet durch Konsistenzvermehrung und andererseits mischt sich das
Einbettungsmittel nicht mit Wasser. Einige Einbettungsmedien 16sen sich nur schwer in
Alkohol, deswegen ist es sinnvoll, ein Intermedium zwischenzuschalten. In den meisten
Fallen wird hierfur Xylol (bzw. Xylen) verwendet. Als nachstes erfolgt das Durchtranken
des Gewebes mit heillem Paraffin. Wie lange die Durchtrankung dauert, richtet sich
nach der GroRe und Dichte des Materials. Nach dem Paraffineinschluss betragt die
Originalgro3e des Schnittes nur noch etwa 20-40%. Langer als 48 Std. sollte deswegen
kein Paraffineinschluss dauern, da das Gewebe sonst zu sehr schrumpft. Nach der
Infiltration befindet sich das Gewebe in flussigem Paraffin. Nun miussen die Proben in
einen Block aus Paraffin gegossen werden, dazu werden Ausgiel3férmchen aus Metall
oder Kunststoff verwendet. Diese werden mit heiRem Paraffin gefullt und das
Gewebestlck mit der Schnittflache nach unten in das Einbettungsgefal} gelegt. Das
verwendete Paraffin hat einen sehr hohen Schmelzpunkt bei etwa 60° C, damit die
Blocke bei Raumtemperatur genug Festigkeit erhalten.

Die Blocke werden dann in einen Kuhlschrank gelegt; sind sie erstarrt, werden sie aus

den Rahmen genommen.

3.2.1.2. Anfertigung der Paraffinschnitte und Entparaffinierung

Zunachst erfolgt das Anschneiden des Blocks, es muss so viel Paraffin weggeschnitten
werden, bis die vollstandige Oberflache des Gewebes erscheint. Dann werden mit Hilfe
eines Rotationsmikrotoms (Hyrax M40, Zeiss, Oberkochen, Messer A35, Feather,
Osaka, Japan) feine Schnitte des Gewebes angefertigt, die etwa 1-3 um dick sind. Mit
Hilfe einer Pinzette wird der Schnitt in ein warmes Wasserbad (37°C) gelegt, damit
bewirkt man, dass sich der Schnitt noch mehr streckt. Am Schnitt werden eine
glanzende Unter- und eine matte Oberseite unterschieden. Die glanzende Seite wird
auf den entfetteten, unbeschichteten Objekttrager (Objekttrager Superfrost entfettet und
geschnitten, Menzel, Braunschweig) aufgezogen. Danach kommen die Objekttrager fur
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etwa 15 min. bei 90°C in den Brutschrank (function line, Firma Heraeus, Hanau), damit
das Paraffin fur die Farbung etwas flussiger gemacht wird. Die meisten Farbstoffe
werden in wassriger oder alkoholischer Losung aufgebracht. Da Paraffin
alkoholunléslich ist, wird dadurch der Zugang der Farbstoffe zum Gewebe erschwert.
Deshalb erfolgen vor der Farbung eine Entparaffinierung und eine Rehydrierung der
Schnitte. Zunachst kommen die Schnitte fur kurze Zeit (etwa 3 min.) in Xylol, sodass
das Paraffin herausgelOst wird. Danach werden sie durch eine absteigende
Alkoholreihe (Alkohol 100%, 96%, 90%, 80%, 60%) in Aqua dest. Ubergefuhrt. Die
Schnitte sollten in jeder dieser Losungen einige Minuten bleiben.

3.2.2. Farbungen der Schnitte fur die histologischen Untersuchungen

3.2.2.1. Hématoxylin-Eosin-Férbung (HE)

Die Farbung erfolgt im Farbeautomat ST 4040 der Marke Leica.

Es folgen 19 Arbeitsschritte, in denen unterschiedliche Reagenzien wenige Minuten auf
die Schnitte einwirken. Als Ubersichtsfarbung gilt die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)
nach Ehrlich. Zunachst werden die Objekttrager viermal fur jeweils 2 Minuten in
Hamatoxylin nach Harris (Hamatoxylin nach Harris, Surgipath, Richmond, lllinois, USA)
getaucht. Danach folgt eine 2-minutige Behandlung in 70%-igem Ethanol und 25%-iger
Salzsaure und eine anschliefiende Spulung mit Leitungswasser.

Bei niedrigem pH ist der Farbstoff Hamatoxylin positiv geladen und farbt dann basophile
(negativ geladene) Strukturen, wie etwa die DNA des Kerns sowie die RNA des
Endoplasmatischen Retikulums blau an. Zur Gegenfarbung wird der negativ geladene
Farbstoff Eosin (Eosin Y, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA) verwendet. Auch hier
werden die Schnitte viermal flr 2 Minuten in die Farbe getaucht. Eosin farbt die ubrigen
Strukturen ,Azidophil®, also in verschiedenen rétlichen Tonen. Zunachst werden die
Schnitte in Xylol, dann fur wenige Minuten in eine absteigende Ethanolreihe (siehe
oben) getaucht. Dazwischen folgt immer eine kurze Spulung unter FlieBwasser. Es folgt
die Trankung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (Alkohol 60%, 80%, 90%, 96%,
100%), wobei die Schnitte in jeder Losung wenige Minuten verbleiben sollten. Danach
folgt eine Xylol-Behandlung. Zum Schluss werden die Schnitte in einem
Eindeckautomaten (CV5030, Leica, Wetzlar) mit Hilfe eines Eindeckmittels (Fixogum

2N



Fotokleber) eingedeckt. Diese Harz-ahnliche Substanz fuhrt dazu, dass der Schnitt
nicht austrocknet und die Farbe verliert. Danach wird ein Deckglas auf dem Schnitt
positioniert. Zwischen dem Deckglas und dem Objekttrager befindet sich die Harz-
ahnliche Substanz.

3.2.2.2. PAS (Periodic-Acid-Shiff)-Féarbung

Die Farbung erfolgt im gleichen Automaten wie die HE-Farbung. Diese Art der Farbung
wird angewandt, um Polysaccharide, Mukopolysaccharide sowie Mukoproteine,
Glykoproteine, Phospholipide und Glykolipide anzufarben. Zuerst werden die Schnitte
mit Xylol, dann mit Alkohol einer absteigenden Ethanolreihe behandelt (siehe oben),
wobei die Schnitte in jeder Losung wenige Minuten verbleiben. Durch die
Vorbehandlung mit Perjodsaure werden die Glykole zur Aldehydgruppe oxidiert. Die
rote Farbreaktion ist dann durch die Reaktion der Aldehyde mit dem Schiff'schen
Reagenz zu erklaren. Danach werden die Schnitte mit Hamalaun nach Mayer
angefarbt, wodurch die dunkle Farbung der Zellkerne zu erklaren ist. Zwischen den
einzelnen Schritten erfolgt immer eine Spulung mit FlieRwasser.

Zum Schluss werden die Schnitte fur etwa 10 min. in 96%igem Isopropanol fixiert.

3.2.2.3. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie, auch Immunhistologie genannt, ist eine in der Medizin
angewandte Methode, bei der mit Hilfe von markierten Antikorpern z.B. Proteine
sichtbar gemacht werden kdnnen [Lodish et al. 2001].

Die folgende Beschreibung bezieht sich speziell auf die Farbung von CD15 positiven
Oberflachenantigenen. Die immunhistochemische Farbung erfolgt in einem
vollautomatisierten Farbesystem (BenchmarkXT, ICH Slide Stainer der Marke Roche,
Ventana Medical Solutions). Pro Durchlauf, der etwa 3,5 Stunden dauert, konnen 30
Schnitte immunhistochemisch gefarbt werden. Im MVZ fur Histologie, Zytologie und
molekulare Diagnostik in Trier stehen funf solcher Farbesysteme, sodass an einem
Arbeitstag insgesamt 300 Schnitte immunhistochemisch gefarbt werden konnen.
Wenn die Schnitte mit einem Barcode versehen wurden, werden sie in die Kassette des
Automaten gelegt. Zur Farbung wird Uber der Kassette das Farbekit (I-VIEW DAB
Farbekit, Ventana Medical Solutions, Tucson, USA) positioniert. Unter den Schnitten
befinden sich verschiedene Losungen, die mit Hilfe eines Zerstaubers auf die Schnitte
gespruht werden. Bei der immunhistochemischen Anfarbung von CD 15 werden
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insgesamt 84 Einzelschritte durchgefuhrt. Auf die wichtigsten Schritte werde ich im
Folgenden eingehen. Zunachst werden die Objekttrager fur 4 Minuten auf 75° C erhitzt
und es erfolgt eine Entparaffinierung mit Hilfe von EZ Prep. Bei EZ Prep. handelt es
sich um eine wassrige Losung, die als Xylol-Ersatz dient und speziell fur dieses
Farbesystem verwendet wird. EZ Prep. wird dreimal auf die Objekttrager aufgetragen
und danach wieder abgewaschen, bis die Schnitte vollstandig entparaffiniert sind.

Die Objekitrager werden fiir 4 Minuten auf 76°C erhitzt und ein hitzebestandiges Ol wird
auf den gesamten Objekitrager aufgetragen. Bei diesem Ol handelt es sich um ULTRA
LCS (Predilute), auch ULTRA liquid covership genannt. Das Ol verhindert, dass Teile
der Reagenzien verdampfen oder dass die Gewebsprobe schrumpft. Danach folgen
mehrere Schritte, in denen Cell-Conditioning 1 (CC1) aufgetragen wird. Bei CC1
handelt es sich um einen Puffer (pH7.8), der zur Vorbehandlung der Antigen-
Demaskierung verwendet wird. Zunachst erfolgt eine Zellkonditionierung, die bei 95°C
uber 8 Minuten wiederholt durchgefuhrt wird. Danach wird eine milde
Zellkonditionierung Uber 30 Minuten durchgefuhrt. Neben CC7 wird auch immer ULTRA
liquid covership aufgetragen. Als nachstes wird die Objekttrager-Heizung
ausgeschaltet, die Objekttrager werden gewaschen, mit einem Reaktionspuffer gespult
und es wird nochmals ULTRA liquid covership aufgetragen. Im Folgenden werden die
Objekttrager auf 37°C erwarmt.

Die eigentliche immunhistochemische Markierung erfolgt in folgenden Schritten

(zur Ubersicht, Abbildung 5):

* Inkubation der Schnitte mit H,O,

* Inkubation mit einer ,Blocking“-Losung zur Reduktion unspezifischer
Markierungen

* Inkubation mit dem primaren Antikorper (=Ak, bindet direkt an CD15)

* Inkubation mit dem sekundaren Antikorper (bindet an den primaren Ak)

* Inkubation mit dem Enzym Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (setzt die
Farbreaktion um), Streptavadin ist ein bakterielles Avidin (Eiweil3), welches Biotin
bindet. Peroxidasen gehoren zu den Enzymen, die Wasserstoffperoxid als
Substrat verwenden. R,q-H, + H.O, ---> R,, =2 H,O

* Vorinkubation mit 3,3 Diaminobenzidin (DAB), ein Farbreagenz, das die
Peroxidase-Aktivitat anfarbt.

* Zugabe von H,0, (das Substrat der Streptavidin-Merrettich-Peroxidase)
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,Metall Enhancer®, damit der Schnitt seine typische Farbung erhalt

Zwischen den einzelnen, nun folgenden Schritten folgt immer eine zweimalige Spulung

der Schnitte mit Reaktionspuffer und die Verwendung von ULTRA liquid covership.

1.

Es wird 1 Tropfen (0,1ml) I-VIEW INHIBITOR (3% Hydrogen Peroxyd H,0O,)
aufgetragen. Dadurch wird die endogene Peroxidase gehemmt, die fur eine
unspezifische Hintergrundreaktion mit verantwortlich ist.

Dann wird 1 Tropfen (0,1ml) ANTI-CD15 (Anti-CD15, mouse monoclonal primary
antibody, Klon MMA, Roche, Basel, Schweiz) auf dem Schnitt verteilt und fur 32
Minuten inkubiert. Bei ANTI-CD15 handelt es sich um den primaren Antikoper
(Anti- CD15-Antikorper).

Danach wird 1 Tropfen (0,1ml) I-VIEW BIOTIN Ig aufgetragen und fur 8 Minuten
inkubiert. Dabei handelt es sich um einen sekundaren Antikorper.

Als nachstes wird I-VIEW SA-HRP aufgetragen und fur 8 Minuten inkubiert. Es
handelt sich dabei um eine Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase, die an den
sekundaren AK bindet und die Farbreaktion umsetzt.

5. Des Weiteren wird 1 Tropfen (0,1ml) I-VIEW DAB und
6. 1 Tropfen I-VIEW (0,1ml) H,O, aufgetragen und 8 Minuten inkubiert.
7. Zum Schluss kommt noch 1 Tropfen (0,1ml) I-VIEW COPPER auf die Schnitte

und wird fur 4 Minuten inkubiert. Es handelt sich dabei um einen ,Metall-
Enhancer fur DAB*. Er ist verantwortlich fur die rot-braune Farbung des

Schnittes.

Zur Gegenfarbung wird Hamatoxylin (nach Harris, Surgipath, Richmond, lllinois, USA)

verwendet. Die Schnitte werden nochmals mit Reaktionspuffer gespult und ULTRA

liquid covership wird aufgetragen. Es folgt die Trankung in eine aufsteigende
Ethanolreihe (Alkohol 60%, 80%, 90%, 96%, 100%), wobei die Schnitte in jeder Losung
wenige Minuten verbleiben sollten. Danach folgt eine Xylol-Behandlung. Anschliel3end

werden die Schnitte eingedeckt.
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Abbildung 5: (Strept-) Avidin-Biotin-Complex (ABC)

Quelle: Pathologie Online.http://www.pathologie-online.de/methoden/immunhistologie

Bei einem Praparat (Eingangsnummer: H/13/25565), wurde eine Negativkontrolle
(Abbildung 21) angefertigt. Dabei wird die Inkubation mit dem primaren Antikdrper, in
diesem Fall, ANTI-CD15 (Anti-CD15, mouse monoclonal primary antibody, Klon MMA,
Roche, Basel, Schweiz) weggelassen. Alle anderen Schritte werden wie beschrieben
durchgefuhrt. Bei dem gleichen Praparat erfolgte auch eine immunhistochemische
Farbung mit Hilfe von ANTI-CD68-Antikorpern (Anti-CD68, mouse monoclonal primary
antibody, Klon KP-1, Roche, Basel, Schweiz), ( Abbildung 22). Bei der
immunhistochemischen Farbung wurde nur ein anderer primarer Antikorper verwendet,

alle anderen Schritte unterscheiden sich nicht von den oben aufgefuhrten.

3.3. Die Endoprothesenhistopathologie

In der Einleitung bin ich bereits auf die Endoprothesenpathologie eingegangen. Hier
folgen nun die histopathologische Klassifikation und die Auflistung der
histopathologischen Diagnosekriterien bei den verschiedenen Formen der
Endoprothesenlockerung.
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3.3.1. Aseptische und septische Prothesenlockerung

Die aseptische Lockerung ist die haufigere von beiden. Sie ist fur etwa 70% aller
Huftendoprothesenlockerungen und fur tber 40 % der Knieendoprothesenlockerungen
verantwortlich. Ursachlich werden mehrere Pathomechanismen diskutiert [Otto et al.
2008]. Zum einen kommt es zu einer Akkumulation von Abriebpartikeln, die z.B. aus
Polyethylen (PE), Keramik, Metallen oder Zement bestehen und dadurch zu einer
Makrophagenaktivierung [Gentzsch et al. 2002]. Dies fuhrt dann zur Ausschuttung
proinflammatorischer Mediatoren. Dieser aseptische Entzindungsprozess kann
letztendlich zu periprothetischen Osteolysen fuhren [Morawietz et al. 2004, Krenn et al.
2013]. Die kumulative Zytokinaktivitat, die zur Knochenresorption fuhrt, ist mit der
Anzahl an aktivierten Makrophagen gleichzusetzen [Rader et al. 1999]. Der resorbierte
Knochen wird dann durch Bindegewebe ersetzt und der Knochen entfernt sich
zunehmend von der Oberflache der Prothesenverankerung [Gentzsch et al. 2002]. Zum
anderen kommt es bei Prothesen, die nicht stabil genug implantiert sind, zu einer
vorzeitigen Prothesenlosung. Patienten, bei denen der radiologische Befund eine
deutliche femorale Verschiebung nach implantierter Huft-Endoprothese zeigt, klagen
uber starkere Schmerzen als Patienten, bei denen nach der radiologischen Befundung
nur eine geringe Gelenkverschiebung diagnostiziert wird [Liebs et al. 2014] Die
Revisionsrate ist hier signifikant hoher als bei den restlichen Prothesen, bei denen kurz
nach der Implantation radiologisch keine Spaltvergroferung zwischen Pfanne und Kopf
diagnostiziert werden konnte [Krismer et al. 1996].

Bei der septischen Lockerung liegt ursachlich eine bakterielle Infektion des
periprothetischen Gewebes vor. Zum einen kann dies durch eine primare
Kontamination der Prothese mit Keimen bei der Erstimplantation bedingt sein [Krenn et
al. 2013, Krukemeyer et al. 2009]. Hier unterscheidet man nach dem klinischen Verlauf
eine akute floride Infektion von einer zeitlich verzogert auftretenden chronischen
Infektion. Der unterschiedliche klinische Verlauf ist auf einen unterschiedlichen
Pathomechanismus und eventuell auf die Beteiligung unterschiedlicher Keimqualitaten
zuruckzufuhren [Krenn et al. 2009].

Neben der primaren Keimkontamination der Prothese gilt die sekundare Infektion, wie
sie beispielsweise bei einer Bakteriamie auftreten kann, als weitere Ursache fur eine
septische Prothesenlockerung [Krenn et al. 2013] (Abb. 26).
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3.3.2. Histologische Kriterien fur die jeweiligen Typen der erweiterten

Konsensusklassifikation

In der Einleitung bin ich bereits auf die ,erweiterte Konsesusklassifikation der
Prothesenpathologie® eingegangen. Hier mochte ich nun auf die einzelnen
diagnostischen Kriterien der Histologie eingehen, nach denen eine Typisierung der

vorliegenden Neosynovialitis bzw. periprothetischen Membran erfolgt.

3.3.2.1. Abriebinduzierter Typ (Typ I)

Das Bindegewebe ist durchsetzt von Makrophagen und multinukledren Riesenzellen,
wobei sich grof3ere Abriebpartikel von Uber 5um? eher in den multinukledren
Riesenzellen und kleinere Partikel eher in den Makrophagen befinden [Krenn, Kretzer
et al. 2013]. Der Anteil an Makrophagen und multinuklearen Riesenzellen sollte
zusammen zumindest 20% der Flache der Membran einnehmen [Morawietz et al.
2004]. Der histologische Befund variiert je nach Quantitat, Qualitat und Grole der
Abriebpartikel. Polyethylenpartikel (PE-Partikel) sind langlich und bizarr geformt. Sie

sind bei Anwendung von polarisationsoptischen Methoden stark doppelbrechend. Sie
sind darliber hinaus mit Hilfe von Ol-Rot-Farbung darstellbar. Sind die Partikel sehr
klein, sind die durch die erlauterte Diagnostik nicht darstellbar und dichte
Ansammlungen von Makrophagen, die aufgrund der Ol-Rot-Farbung blaulich
schimmern, sind zu erkennen.

Metallische Partikel (z.B. Titan, Eisen, Kobalt, Chrom) stellen sich meist als kleine

schwarze scharfkantige Strukturen dar. GroRere Partikel konnen das gesamte Gewebe
schwarz verfarben. Nur Eisenpartikel im Sinne von Blutungsresiduen (Hamosiderin)
konnen mit Hilfe einer Berlin-Blau-Reaktion nachgewiesen werden. Hamosiderin kann
sich intra- wie auch extrazellular ablagern.

Groflere Knochenzementfragmente (Polymethylmethacrylat, PMMA) werden bei der

histologischen Aufarbeitung ofters herausgebrochen. Kleinere Fragmente sind nach
Zugabe von Kontrastmittelpartikeln aus Zirkondioxyd darstellbar und dann oft

traubenformig angeordnet [Bos 2001].

Keramikpartikel werden nur selten in periprothetischen Membranen gefunden. Sie
weisen variable Groflen auf, sie sind doppelbrechend. Charakteristisch ist eine braune
bis schwarze Farbung.
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Insbesondere feine Abriebpartikel konnen fibrinoide Nekrosen induzieren. Wenn

polarisationsoptische Methoden aufgrund der geringen GrolRe der Partikel versagen,
kann eine Ol-Rot-Farbung hilfreich sein, um die winzigen Partikel in den Nekrosen zu
identifizieren. Das Ausmal} der Nekrose sollte durch die prozentuale Angabe der
Nekroseflache an der Gesamtflache angegeben werden. Die Abgrenzung zu
Granulomen mit verkasender Nekrose (Granulom vom Tuberkulose-Typ) ist
histopathologisch moglich [Krenn et al 2009].

Die Hypersensitivitatsreaktion (Typ IV-Reaktion) auf Implantatmaterial ist nicht eindeutig

geklart, da es bislang keine sicheren Kriterien gibt, mit denen man eine hypererge
periimplantare Reaktion diagnostizieren kann. Als Hinweis hierfur dienen bislang diffus
angeordnete interstitielle perivaskulare lymphozytare Infiltrationen [Krenn et al. 2012].
Bei einer stark ausgepragten lymphozytaren Infiltration sollte diese im Zusammenhang
mit der beschriebenen Klinik interpretiert werden [Krenn et al. 2013, Krenn et al. 2012,
Krenn, Kretzer et al. 2013] .

3.3.2.2. Infektibser Typ (Typ 1)

Die septische Prothesenlockerung entspricht dem histologischen Korrelat der
periprothetischen Membran vom Infektiosen Typ.

Histologisch kann zwischen einer Low-Grade-Infektion und einer High-Grade-Infektion
unterschieden werden. Bei der Low-Grade-Infektion ist eine uncharakteristische,
chronisch granulierende Entzindung mit Fibroblasten, Gefallproliferationen, einem
chronischen Odem und einem entziindlichen Infiltrat aus neutrophilen Granulozyten,
Plasmazellen, Lymphozyten vorzufinden. Bei einer hohen Anzahl neutrophiler
Granulozyten im Gewebe lagern diese sich oft zusammen an und bilden dann
Mikroabszesse. Vereinzelt sind Makrophagen zu finden [Morawietz et al. 2006, Krenn
et al. 2013, Krenn et al. 2012, Krenn et al. 2009].

Die grofte diagnostische Bedeutung kommt der Quantitat der neutrophilen
Granulozyten zu. Die Auszahlung lasst sich nach angewandter CD15
Immunhistochemie verbessern. Wie bereits oben beschrieben, gab es lange Zeit keine
einheitlichen Diagnosekriterien zur Auszahlung der neutrophilen Granulozyten in der
periprothetischen Membran. Nach einer veroffentlichten Arbeit von Morawietz et al.
wurde der dort veroffentlichte Schwellenwert verwendet. Sind mindestens 23
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neutrophile Granulozyten in 10 HPF vorhanden, ist die Diagnose einer

periprothetischen Entzindung zu stellen.

3.3.2.3. Kombinierter Typ, Mischtyp (Typ Ill)

Bei diesem Typ ist kennzeichnend, dass bei der histologischen Befundung
Abriebpartikel sowie entzundliche Veranderungen des Gewebes vorzufinden sind. Es
handelt sich hierbei um eine Kombination der Kriterien von Typ | und Typ Il der
Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006, Krenn et al. 2013, Krenn et al. 2012,
Krenn et al. 2009].

3.3.2.4. Indifferenter Typ (Typ 1V)

Bei diesem Typ ist weder eine nennenswerte Menge an Abriebpartikeln noch eine
bedeutende entzundliche Infiltration vorzufinden. Neutrophile Granulozyten sind nur
vereinzelt im Bereich der Fibrinauflagerung vorzufinden. Man sieht ein zellarmes,
kollagenfaserreiches Bindegewebe. Die Atiologie dieses Membrantyps ist noch nicht
vollstandig geklart. Neben primar mechanischer Instabilitat und Fragilitat des
Implantatlagers wie etwa bei Osteoporose wird eine nicht optimale Implantatposition
diskutiert [Morawietz et al. 2006, Krenn et al. 2013, Krenn et al. 2012, Krenn et al.
2009].

3.4. Histopathologische Auswertung:

Durch die histopathologische Auswertung der HE-, PAS- sowie immunhistochemisch-
gefarbten Schnitte ist die Unterteilung in die oben aufgefuhrten Typen der erweiterten
Konsensusklassifikation der Endoprothesenpathologie maoglich. Fur die Fragestellung
dieser Arbeit ist insbesondere die Auswertung der immunhistochemischen Schnitte, in
denen CD15 positive Zellen angefarbt werden, von grol3er Bedeutung.

3.4.1. Histopathologische Auswertung der HE- und PAS-Schnitte

Die HE- und PAS-gefarbten Schnitte werden mittels Durchlichtmikroskopie und mit Hilfe
von polarisationsoptischen Methoden analysiert. Zur Beurteilung werden vor allem die
Areale herangezogen, bei denen ausgepragte Veranderungen vorhanden sind.

Analysiert wird Folgendes:
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1) Allgemein entzindliche Veranderungen (Fibroblasten, Gefal3proliferation) oder
nekrotische Veranderungen

2) Leukozytare Infiltrationen. Diese werden, wenn auch nur orientierend, an den
PAS-gefarbten Schnitten beurteilt.

3) Quantitat und Qualitat vorhandener Abriebpartikel werden besonders mit
polarisationsoptischen Methoden beurteilt. Bei der Quantitat erfolgt eine
Abstufung folgendermalen: O=kein

1=wenig (weniger als 10% des Flacheninhaltes)
2=viel (mehr als 10% des Flacheninhaltes)

3.4.2. Histopathologische Auswertung der immunhistochemisch gefarbten
Schnitte

Wie bereits oben beschrieben, ist bei der Fragestellung dieser Arbeit besonders die
Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte von Bedeutung. Durch die
Farbung ist zweifelsfrei die Identifikation von CD15 positiven Zellen moglich, welche
rot-braunlich angefarbt sind. Bei der Auswertung der Schnitte wird zunachst das Areal
gesucht, in dem die meisten CD15 positiv gefarbten Zellen vorzufinden sind. Dieses
Areal der maximalen Auspragung wird als Fokus bezeichnet. Die Einstellung des Fokus
erfolgt unter Verwendung des 20er Objektivs. Das betrachtete Gesichtsfeld ist somit
200-fach vergrofdert (Okularfaktor x Tubusfaktor x Objektiv). Die Auszahlung erfolgt
mittels digital gestutzter interaktiver morphometrischer Analyse unter Verwendung eines
Mikroskops der Marke Leica DM2500 nach den Standards microsystems framework
2007. Das am Mikroskop eingestellte Gesichtsfeld wird also auf den PC ubertragen und
auf dem Bildschirm erfolgt die Auszahlung. Das Bildfeld am PC entspricht einem
Praparatausschnitt von 0,6 x 0,5 mm (0,3 mm?). Die Ausmessung erfolgt am Bildschirm
mittels eines Morphometrieprogramms. Bevor man mit der Auszahlung der CD15
positiven Zellen beginnt, ist wichtig, dass das komplette Bildfeld am PC mit Gewebe
dargestellt ist. Der Rand des Schnittes darf nicht auf dem Bildfeld zu sehen sein. Des
Weiteren ist die richtige Abgrenzung der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten im
Gegensatz zu den CD15 positiv Makrophagen von grof3er Bedeutung. Die neutrophilen
Granulozyten weisen eine intensive, grobe granulare Reaktivitat mit einer Uberdeckung

von Zellkern und Zytoplasma auf. Die Makrophagen sind nicht so intensiv gefarbt wie
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die neutrophilen Granulozyten. Sie weisen eine schwachere braunliche Reaktivitat ohne
vollkommene Uberdeckung von Zellkern und Zytoplasma auf.

Der Auszahlungsmodus wurde wie folgt durchgefuhrt:

Man teilt die Bildschirmflache in zwei Halften und zahlt bei der ersten Bildschirmhalfte
von links oben nach rechts unten die Zellen. Danach werden die Zellen auf der zweiten
Bildschirmflache ausgezahlt und die Zellzahlen von beiden Bildschirmhalften werden
addiert. Es werden sowohl die intra- wie auch extra-vaskular lokalisierten neutrophilen
Granulozyten in die Auswertung mit einbezogen. Neutrophile Granulozyten, die in
Fibrininsudationen und Fibrinprazipitaten liegen, werden nicht bewertet.

Far die Ermittlung des ,CD15 Fokus Score” wird ein neuer Quantifizierungsmodus
angewendet, der hier nochmals zusammengefasst dargestellt wird.

* Mikroskopisches Aufsuchen der maximalen CD15 Infiltration
(,worst area grading")
* Mikroskopische Einstellung des Fokus unter Verwendung des 20er Objektivs
* Auszahlung mittels digital gestutzter Morphometrie
(Auszahlung am PC: Bildfeld entspricht Groke von 0,6 mm x 0,5 mm /0,3 mm2)
» Bildfeld vollig mit Gewebe ausgefullt
* Auszahlungsmodus:
Halbierung der Bildschirmflachen. Sequentielle manuelle Auszahlung.
* Folgendes wird gezahlt:
v' CD15 positive neutrophile Granulozyten
(Zur Differenzierung zu Makrophagen siehe oben.)
v Intravaskular sowie extravaskular liegende neutrophile Granulozyten
(Neutrophile Granulozyten in Fibrininsudationen und Fibrinprazipitaten
werden nicht bewertet.)

3.5. Mikrobiologische Untersuchung

Vor der intraoperativen Entnahme von periprothetischen Gewebekulturen soll eine
mogliche Antibiotikagabe mindestens eine Woche praoperativ gestoppt werden [Robert
Koch Institut Berlin, 2013]. Auch die intraoperativ verabreichte prophylaktische

Antibiotikagabe soll erst nach der Probeentnahme erfolgen. Es sind drei bis maximal
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sechs Gewebeproben zu entnehmen. Bei jeder Probe ist ein frisches Instrumentenset
zu verwenden, um Kreuzkontaminationen zu vermeiden [Atkins et al. 1998].
Gewebeabstriche sowie Kulturen aus oberflachlichen hautnahen Wunden sollen
vermieden werden [Laffer et al. 2006]. Nach der Probeentnahme soll der Transport zum
Labor nicht langer als vier Stunden brauchen. Dort werden die Proben bei -70°C
gelagert [Caselitz et al. 1969]. Es erfolgt die Inkubation der Proben mit verschiedenen
Nahrmedien, dem Hirn-Herz-Glucose Agar (brain-heart infusion broth), von bio Mérieux
Deutschland, dem TVLS-Medium (halbflissiges Kombinationsmedium) sowie dem

Columbia Blutagar (aerob, 5% CO»,) und dem Brucella Agar (anaerob) [Lodenkamper et

al. 1956, Ince et al. 2004]. Die Inkubation der Proben erfolgt fur einen Zeitraum von 14
Tagen. Der mikrobiologische Befund gilt als positiv, wenn mindestens bei zwei Proben
der gleiche Erreger nachgewiesen werden kann [Zmistowski et al. 2014]. Wird bei nur
einer Probe ein Erreger nachgewiesen, gilt der mikrobiologische Befund als negativ
[Spanghel et al. 1999]. Organismen derselben Spezies gelten als nicht unterscheidbar,
wenn sie die gleiche Koloniemorphologie aufweisen sowie die gleichen biochemischen
Eigenschaften besitzen [Atkins et al. 1998].

3.6. Der ,,CD15-Quantifier

3.6.1. Softwareentwicklung fur den ,,CD15-Quantifier*

Die Voraussetzung fur die automatische Auswertung von digitalen Bildern ist das
Zusammenfassen von benachbarten Bildpixeln zu bedeutungsvollen Objekten (z.B.
Zellen, Zellkernen), dies nennt man Segmentierung. Fur die computergestutzte
Auswertung von CD15 wurde in Partnerschaft mit der VMscope GmbH (Charité-
Universitatsmedizin Berlin, Charitéplatz 1, 10117 Berlin) ein kirzlich publiziertes
Verfahren auf Basis der CognitionMaster-Plattform adaptiert [Wienert et al. 2013].
Dabei wird zunachst das Immuno-Signal (braun) mittels Color Deconvolution aus dem
Farbbild extrahiert. In diesem Intensitats- (bzw. Graustufen-) Bild werden anschlieRend
Objekte (d.h. Zellen) detektiert, wobei hauptsachlich der Intensitats-Gradient verwendet
wird, um die jeweils lokal prominenteste Kontur zu bestimmen, was in etwa der
visuellen Wahrnehmung entspricht [Ruifrok et al. 2011]. AbschlieRend werden die

detektierten Zellen mittels eines Schwellwerts in ,Zelle® und ,Hintergrund® klassifiziert
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und gezahlt. Um die Ergebnisse des ,CD15-Quantifiers” vergleichbar zu machen, muss
die Anzahl der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in irgendeiner Form im
Verhaltnis zur zugrunde liegenden Flache gesetzt werden. Bei dieser Problematik
orientierte man sich an einem erst vor kurzem durchgefuhrten Projekt, bei dem Tumor
infiltrierende Lymphozyten (TIL) in einer Gewebeprobe histopathologisch unter
Anwendung einer Computer gestutzen Software untersucht werden [ Denkert et al.
2014, Denkert et al. 2010]. Es wurde dort so gelost, dass der Prozentsatz der Flache
der durch die Lymphozyten belegt ist als Score verwendet wurde. Dabei wird naturlich
auch berucksichtig, dass zwischen den Lymphozyten noch ein Zwischenraum
vorhanden sein muss. Es gibt also praktisch ein TILs Score von 100% wenn praktisch
die gesamte Flache mit Lymphozyten ausgefullt ist und nicht mehr hinpassen wurden.
Da es sich bei Lymphozyten wie auch bei neutrophilen Granulozyten um Leukozyten
handelt scheint der Anwendungsmodus als optimal und wurde deshalb auch fur den
,CD15-Quantifier” verwendet.

3.6.2. Anwendung des ,,CD15 Quantifier*

In Trier wurde mit Prof. Krenn eine Auswahl an Praparaten getroffen, die zur
Validierung des ,CD15 Quantifiers® in Berlin bei VMscope GmbH (Charité-
Universitatsmedizin Berlin, Charitéplatz 1, 10117 Berlin) verwendet wurden. Das
Kollektiv enthielt sowohl ,einfache” wie auch ,schwierige® Praparate. Praparate, die
einen hoheren Schwierigkeitsgrad aufweisen, waren durch folgende Veranderungen
gekennzeichnet: technisch bedingte Artefakte wie Schnittdehiszenzen,
Spaltraumbildungen, Uberlagerung von Schnittpraparatanteilen, unspezifische
Hintergrundreaktionen und partielle Ablosung der Gewebeprobe sowie vorhandene
Makrophagen. Der Fokus fur die manuelle Auszahlung der neutrophilen Granulozyten
im ,,CD15-Fokus-Score” wurde markiert. Bei VMscope GmbH wurde versucht, den
exakt gleichen Fokus einzustellen, der bereits zuvor unter Anwendung des CD15-
Fokus-Scores ausgezahlt wurde. Dieser wurde fotografiert. Die fotografierten
Praparatausschnitte wurden dann mit Hilfe der Software des ,,CD15 Quantifiers*
ausgewertet. In Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Inf. Stephan Wienert (VMscope
GmbH, Charitéplatz 1, 10117 Berlin) wurde die Vorgehensweise des ,CD15 Quantifiers®
analysiert und optimiert. Anschliel3end wurden die Ergebnisse des ,,CD15-Quantifiers®
sowie die benotigte Zeit in einer Tabelle zusammengefasst.
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VMscope wurde ein Trainingsdatensatz, bestehend aus 31 Bildern inklusive
Markierungen von zu zahlenden Zellen und nicht zu zahlenden Zellen, zur Verfigung

gestellt.

3.7. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit SPSS 17 (IBM, SPSS,
Chicago, USA). Es wurden unter anderem Boxplots erstellt. Die Box entspricht einem
Rechteck, das durch den Median zweigeteilt ist. Die beiden auReren Kanten
entsprechen dem ersten und dritten Quartil. Die Box entspricht dem Bereich, in dem
die mittleren 50% der Daten liegen. Die Lange der Box entspricht dem
Interquartilabstand. Dieser ist ein Mal} fur die Streuung der Daten. Die Lange der
,Whisker” (,Antennen®) werden aus der Lange des Interquartilabstands und aus den
Datenwerten bestimmt. Ihre Enden reprasentieren die maximalen und minimalen Werte,
die noch zum Datensatz gehoren. Alle Werte auRerhalb der ,Whisker werden als
Ausreil3er bezeichnet. Werte, die mehr als das 1,5-fache des Abstands zwischen Q1
und Q3 von der Boxkante entfernt sind, werden als ,milde Ausreil3er bezeichnet. Bei
extremen Ausreil3ern steigt der Wert auf das 3-fache an.

Zur deskriptiven Statistik wurden Haufigkeiten sowie Mittel-, Median-, Minimal- und
Maximalwert, Standardabweichung, Spannweite, oberes und unteres Quartil und der
daraus resultierende Interquartilabstand bestimmt. Um zu Gberprufen, ob die
unterschiedliche Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in
verschiedenen Kollektiven signifikant ist, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet.
Die Sensitivitat wurde als Quotient der Anzahl der durch den Test (CD15 Fokus-Score)
richtig positiv erkannten Individuen und der Anzahl der durch den Goldstandard als
positiv festgelegten Individuen des Datensatzes bestimmit.

Die Spezifitat wurde als Quotient der Anzahl der durch den Test (CD15 Fokus-Score)
richtig negativ erkannten Individuen und der Anzahl der durch den Goldstandard als
negativ festgelegten Individuen des Datensatzes bestimmt.

Die positiv und negativ pradikativen Werte wurden nach dem Satz von Bayes aus
Spezifitat und Sensitivitat, sowie der Pravalenz berechnet.

Die Accuracy ist der Prozentsatz der durch den Test richtig erkannten Individuen des
Datensatzes.

Die ROC (Receiver Operating Characteristics)-Kurve bzw. Grenzwertoptimierungskurve
entsteht, indem fur jeden moglichen Schwellenwert die Sensitivitat des zugehorigen
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Tests gegen das Komplement seiner Spezifitat aufgetragen wird. Wobei als
Komplement einer Spezifitat die Zahl 1- Spezifitat bezeichnet wird.

Zur Anwendung der ROC-Kurve muss ein Goldstandard festgelegt werden. In der
Medizin wird unter Goldstandard der maf3gebende Standard verstanden, der den
Grundstock bildet, an dem sich jedes neue Verfahren messen muss [Timmermans et al.
2003]. Die Zahl AUC (area under the curve) bezeichnet den Inhalt der Flache unter der
ROC-Kurve.

Ein Maf fur die Gute eines diagnostischen Tests wird unter anderem durch die Summe
aus Sensitivitat und Spezifitat bei dem verwendeten Schwellenwert sowie durch die
AUC und Accuracy bestimmit.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientenkollektiv

4.1.1. Alter, Geschlecht und Haufigkeitsverteilung

In der vorliegenden Arbeit wurden 91 Patienten, bei denen ein Endoprothesenversagen
des Huft- oder des Kniegelenks vorlag, fur die Studie herangezogen. Bei 47 der
Patienten (entspricht 52% am Gesamtkollektiv) wurde durch die Kultivierung der
intraoperativ entnommenen Proben ein Keim nachgewiesen.

Bei 29 dieser Patienten wurde ein niedrig virulenter bakterieller Erreger gefunden und
bei 14 Patienten wurde ein hoch virulenter bakterieller Erreger fur die Infektion
verantwortlich gemacht. Dieser hoch virulente Erreger wurde in acht Fallen definitiv
nachgewiesen, bei sechs Fallen war der mikrobiologische Befund definitiv positiv und
es bestand der Verdacht auf einen hoch virulenten bakteriellen Erreger. Bei den
restlichen vier Patienten mit einer positiven Mikrobiologie wurden zwei bakterielle
Erreger nachgewiesen, es handelt sich um Mischinfektionen. Die Probeentnahme
stammt in 60% (n=28) aus dem Huft- und in 40% (n=19) aus dem Kniegelenk. Von den
Patienten mit einem positiven mikrobiologischen Befund sind 49% (n=23) weiblichen
und 51% (n=24) mannlichen Geschlechts.

Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs
67 Jahre (45-88 Jahre). Die Prothesenstandzeit konnte in nur 12 Fallen ermittelt werden
und betragt im Durchschnitt funf Jahre. Die minimal erfasste Standzeit betragt sechs
Monate, die maximal erfasste Standzeit 13 Jahre.

Das Vergleichs-Kollektiv setzt sich aus 44 Patienten (entspricht 48% am
Gesamtkollektiv) zusammen. Bei diesen Patienten konnte durch die Kultivierung der
intraoperativ entnommenen Proben kein Erreger nachgewiesen werden, der
mikrobiologische Befund ist somit negativ. Die Gewebeprobe stammt in 70% (n=31) aus
dem Huft- und in 30% (n=13) aus dem Kniegelenk. 43% (n=19) der Patienten sind
weiblichen und 57% (n=25) der Patienten sind mannlichen Geschlechts.

Das mittlere Alter dieser Patienten betrug zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs 67
Jahre (47-84 Jahre). Die Prothesenstandzeit konnte hier bei nur zwei Patienten ermittelt

werden und betragt im Durchschnitt neun Jahre.
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4.2. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in der
immunhistochemischen Auswertung bei mikrobiologisch positivem

und negativem Befund.

4.2.1 Deskriptive Statistik, Mittelwerte

Bei der histologischen Begutachtung der periprothetischen
Membranen/Neosynovialitiden des Patientenkollektivs mit einem positiven
mikrobiologischen Befund (n=47) wurden im Durchschnitt 112,5 CD15 positive
neutrophile Granulozyten pro Fokus gefunden. Bei den Patienten des Kontroll-Kollektivs
(n=44), bei denen der mikrobiologische Befund negativ war, wurden bei der
histopathologischen Auswertung der periprothetischen Membranen im Durchschnitt
21,9 CD15 positive neutrophile Granulozyten pro Fokus gezahlt (Abbildung 6). Die
Differenz der durchschnittlichen Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten

pro Fokus zwischen den beiden Kollektiven betragt 91.

Mittelwerte von CD15 pos. NG bei positiver und
negativer Mikrobiologie
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Abbildung 6: Mittelwerte von CD15 positiven neutrophilen Granulozyten bei positivem
und negativem mikrobiologischen Befund.
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4.2.2. Deskriptive Statistik, Boxplots

Die deskriptive statistische Auswertung ergibt einen hochst signifikanten Unterschied
(p<0,0001 Mann-Whitney-U-Test) zwischen den beiden Patientenkollektiven, bezogen
auf die Anzahl der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus, die mittels
digital gestutzter Morphometrie ausgezahlt wurden. In den periprothetischen
Membranen/Neosynovialitiden des Patientenkollektivs mit einem positiven
mikrobiologischen Befund (n=47) wurden somit signifikant (p<0,0001 Mann-Whitney-U-
Test) mehr CD15 positive neutrophile Granulozyten pro Fokus detektiert als in den
periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden des Kontroll-Kollektivs (n=44).

Bei den Patienten mit einem positiven mikrobiologischen Befund (Abbildung 7, linke
Box) ist der Interquartilabstand mit 108,0 sowie die Spannweite mit 289,0 groRer als bei
den Patienten des Kontroll-Kollektivs (Abbildung 7, rechte Box). Beim Kontroll-Kollektiv
betragt der Interquartilabstand 23,75 und die Spannweite 125.

Der Median trennt den Datensatz der Patienten mit positivem mikrobiologischen Befund
innerhalb der Box nicht symmetrisch. Der grof3ere Teil des Datensatzes in der Box liegt
im oberen Quartil, der geringere Teil des Datensatzes liegt im unteren Quartil. Fur das
Kontroll-Kollektiv gilt das gleiche.
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Abbildung 7: CD15 positive neutrophile Granulozyten bei positivem und negativem
mikrobiologischem Befund (Boxplots)
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Bei dem linken Boxplot sind keine Ausreil3er vorhanden, dort entsprechen Maximal- und

Minimalwert dem Ende der ,Whisker®. Die Grenzwerte sind in Tabelle 1 dargestellt.
Bei dem rechten Boxplot (Kontroll-Kollektiv) sind drei ,milde“ und zwei ,extreme*
Ausreil3er nach oben zu sehen. Die Beschriftung der Ausreil3er gibt die Anzahl der

CD15 positiven neutrophilen Granulozyten an. Die Ausreif3er sind tabellarisch

zusammengefasst (Tabelle 2).
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Ein- Ge- | Alter | Loka- Histopathologischer | Mikro- CD15
gangs- | schl. lisation | a)Bericht biologischer | Fokus-
nummer b)Nachbericht Befund Score
H/13/ m 54 HGft- a)Typ IlI In2von 5 1
10476 TEP b)CD15 pos. Zellen, Proben pos.
10 HPF < 23NG auf
Propionibac-
terium acnes
H/13/ w 74 Knie- a)Typ IV Staph. 3
25931 TEP b)CD15 pos. Zellen, epidermidis
10 HPF < 23NG
H/13/ m 67 Knie- a)Typ | Staph. 7
50441 TEP b)CD15 pos. Zellen, epidermidis,
10 HPF < 23NG Moraxella
osloensis
H/13/ w 73 HUft- a)Typ I Staph. 3
19672 TEP b)CD15 pos. Zellen, | haemo-
10 HPF < 23NG lyticus

Tabelle 1: ,Randwerte” bei dem Kollektiv mit positivem mikrobiologischen Befund

Ein- Ge- | Alter | Loka- Histopathologischer | Mikro- CD15
gangs- schl. lisation | a)Bericht biologischer | Fokus-
nummer b)Nachbericht Befund Score
H/13/ m 70 HGft- a)Typ IlI negativ 86
74533 TEP b)CD15 pos. Zellen,

pro 10 HPF: 60
H/13/ w 57 HGft- a)Typ llI negativ 60
46618 TEP b)CD15 pos. Zellen,

pro 10 HPF: 40
H/13/ m 73 Knie- a)Typ llI negativ 126
63200 TEP b)CD15 pos. Zellen,

pro 10 HPF: 50
H/13/ m 80 Huft- a)Typ | negativ 71
27761 TEP b)CD15 pos. Zellen,

10 HPF < 23NG
H/13/ m 75 HGft- a)Typ Il negativ 112
21093 TEP a)Typ Il

b)CD15 pos. Zellen,
10 HPF = 23NG

Tabelle 2: Ausreil3er bei dem Kollektiv mit negativem mikrobiologischen Befund
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Die deskriptive statistische Auswertung (siehe Tabelle 3) ergab bei der Patientengruppe
mit positiver Mikrobiologie (n=47) einen Medianwert von 112,5, die
Standardabweichung betragt 72,9. Der Wert fur das obere Quartil betragt 167, der fur
das untere 59. Der Maximalwert betragt 290, der Minimalwert 1. Bei den restlichen
Patienten (n=44), bei denen der mikrobiologische Befund negativ war, betragt der
Medianwert 10,5, die Standardabweichung 29,3. Der Wert fur das obere Quartil betragt
167 und der fur das untere Quartil 3,3. Der Maximalwert betragt 126, der Minimalwert 1.

Mikrobiologischer | Mittel- | Standard- Median | Min. | Max. | oberes | unteres | n
Befund wert | abweichung Quartil | Quartil
positiv 1125 | 72,9 106,0 |[1,0 [290,0|167,0 |59,0 47
negativ 21,9 29,3 10,5 1,0 1126,0] 27,0 |3,3 44

Tabelle 3: Deskriptive Statistik bei positivem und negativem mikrobiologischen Befund

4.3. Anzahl der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in der
immunhistochemischen Auswertung nach den Kriterien der

Konsensusklassifikation [ Morawietz et al. 2006, 2009]

4.3.1. Kollektivbeschreibung und Kollektivdefinition

Das oben beschriebene Gesamtkollektiv wurde histologisch gemalf’ der
Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2009, Krenn et al. 2013] begutachtet und in
zwei Kollektive eingeteilt, die auf der histopathologischen Diagnose basieren. Fur diese
Untersuchung wurden Typ Il und Typ lll der Konsensusklassifikation [Morawietz et al.
2006, 2009, Krenn et al. 2013] zu einem Kollektiv zusammengefasst, das
histopathologisch als positiv fur eine Infektion gilt. Typ | und Typ IV der
Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006, Krenn et al. 2013] sind
histopathologisch negativ fur eine Infektion.

Das Kollektiv, welches histopathologisch als positiv fur eine Infektion gilt, setzte sich
aus 48 Patienten (563% des Gesamtkollektivs) zusammen, bei denen in den

periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden entzindliche Veranderungen gefunden
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wurden. Bei 32 dieser Patienten (35%) wurde eine periprothetische Membran vom
infektiosen Typ (Typ Il) diagnostiziert. Bei 16 Patienten (18%) lag eine periprothetische
Membran vom Kombinierten Typ (Typ lll) vor. Die Gewebeprobe stammt in 67% (n=32)
aus dem Huft- und in 33% (n=16) aus dem Kniegelenk. 46% (n=22) der Patienten sind
weiblichen und 54% (n=26) der Patienten sind mannlichen Geschlechts. Das mittlere
Alter dieser Patienten betrug zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs 67 Jahre. Bei elf
Patienten konnte eine Prothesenstandzeit ermittelt werden, sie betragt im Durchschnitt
etwa funf Jahre. Die minimal erfasste Standzeit betragt sechs Monate, die maximal
erfasste Standzeit 13 Jahre.

Das Kollektiv, das histopathologisch als negativ fur eine Infektion gilt, besteht aus 43
Patienten (47% des Gesamtkollektivs). Bei der Untersuchung der periprothetischen
Membranen wurden keine entzindlichen Veranderungen gefunden. Bei 30 dieser
Patienten (33%) wurden die periprothetischen Membranen histologisch als
Abriebinduzierter Typ (Typ 1) klassifiziert. Bei den verbleibenden 13 Patienten (14%) lag
eine periprothetische Membran vom Indifferenten Typ (Typ 1V) vor. Die Gewebeprobe
stammt in 63% (n=27) aus dem Huft- und in 37% (n=16) aus dem Kniegelenk. 47%
(n=20) der Patienten sind weiblichen und 53% (n=23) der Patienten sind mannlichen
Geschlechts. Das mittlere Alter dieser Patienten betrug zum Zeitpunkt des operativen
Eingriffs 67 Jahre. Bei drei der Patienten konnte die Prothesenstandzeit ermittelt
werden, sie betragt im Durchschnitt etwa sechs Jahre. Die minimal erfasste Standzeit
betragt ein Jahr, die maximal erfasste Standzeit betragt 14 Jahre.

4.3.2. Deskriptive Statistik, Mittelwerte

Bei der histopathologischen Begutachtung der periprothetischen Membranen/
Neosynovialitiden der Typen Il und Ill werden im Durchschnitt 117,2 CD15 positive
neutrophile Granulozyten pro Fokus gefunden. Bei den Typen | und IV, die als Kontroll-
Kollektiv gelten, sind es im Durchschnitt 14,2 CD15 positive neutrophile Granulozyten
pro Fokus (Abbildung 8). Bei dem Patientenkollektiv mit einer periprothetischen
Membran vom Typ Il oder Ill sind im Durchschnitt etwa 103 mehr CD15 positive
neutrophile Granulozyten pro Fokus gezahlt worden als bei den Patienten, bei denen
die histopathologische Untersuchung einen Typ | oder Typ IV nach den Kriterien der
Konsensusklassifikation definierte.
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Mittelwert von CD15 pos. NG bei Typll/lll und Typ
I/IV nach der Konsensusklassifikation

=R
=Y
o o

[N
[\°]
o

*

m

2

o

LL

o

S

% 100

N

g e

E 60

=

¢ 40

g

a o

3]
Typll/ll Typl/IV
(n=48) (n=43)

Abbildung 7: Mittelwerte von CD15 positiven neutrophilen Granulozyten bei Kollektiven,
die histopathologisch positiv und negativ fur eine Infektion sind

4.3.3. Deskriptive Statistik, Boxplots

Bei der morphometrisch gestutzten Auszahlung besteht ein hochst signifikanter
Unterschied (p<0,001 Mann-Whitney-U-Test) bei der Anzahl an CD15 positiven
Granulozyten pro Fokus zwischen den periprothetischen Membranen/
Neosynovialitiden der Typen Il/lll (n=48) im Vergleich zu den periprothetischen
Membranen/Neosynovialitiden der Typen I/IV (n=43). In den periprothetischen
Membranen/ Neosynovialitiden vom Typ Il/lll (n=48) sind hochst signifikant (p<0,001
Mann-Whitney-U-Test) mehr CD15 positive neutrophile Granulozyten pro Fokus
vorhanden als bei den periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden der Typen | und
IV (n=43).

Betrachtet man die beiden Boxplots, die zu den Kollektiven erstellt wurden, so sieht
man, dass bei den Patienten der Typen II/lll (Abbildung 9, linke Box) der
Interquartilabstand mit 101,2 , sowie die Spannweite mit 289 groler ist als bei den
Patienten der Typen I/IV (Abbildung 9, rechte Box). Bei den zuletzt genannten Typen
betragt der Interquartilabstand 15, die Spannweite 70.
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Der Median trennt in der linken Box (Typll/Typlll) oberes und unteres Quartil in zwei
fast symmetrische Halften. Ein groRerer Teil des Datensatzes befindet sich im oberen
Quartil und ein etwas geringerer Teil des Datensatzes im unteren Quartil. Fur den
rechten Boxplot (Typ I/TyplV) gilt das gleiche.
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Typen der Konsensusklassifikation

Abbildung 8: CD15 positive neutrophile Granulozyten bei Kollektiven, die
histopathologisch positiv und negativ fur eine Infektion sind (Boxplot)

Bei dem rechten Boxplot (Kontroll-Kollektiv) sind drei ,milde“ und ein extremer
Ausreil3er nach oben zu sehen. Diese Ausreilder sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Bei dem
linken Boxplot sind keine Ausreilder vorhanden, dort entsprechen Maximum und
Minimum dem Ende der ,Whisker*.
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Ein- Ge- | Alter | Loka- Histopathologischer | Mikro- CD15
gangs- schl. lisation | a)Bericht biologischer | Fokus-
nummer b)Nachbericht Befund Score
H/13/ w 60 Knie- a)Typ | Propionibac- 52
71745 TEP b)CD15 pos. Zellen, | terium acnes

pro 10 HPF: 20
H/12/ m 80 Huft- a))Typ | negativ 71
27761 TEP b)CD15 pos. Zellen,

10 HPF < 23NG
H/13/ w 57 Knie- a)Typ | negativ 42
27232 TEP b)CD15 pos.Zellen,

10 HPF<23 NG
H/13/ m 66 HUft- a)Typ | negativ 56
59184 TEP b)CD15 pos. Zellen,

10 HPF < 23NG

Tabelle 4: Ausreil3er bei dem Kollektiv, das histopathologisch als negativ fur eine

Infektion gilt

Die deskriptive statistische Auswertung (siehe Tabelle 5) ergibt bei der Patientengruppe
Typ I/l (n=48) einen Medianwert von 109,0 die Standardabweichung betragt 68,3. Der
Wert fur das obere Quartil betragt 166,5, der fur das untere Quartil 65,3. Der
Maximalwert betragt 290, der Minimalwert 1.

Bei den restlichen Patienten, bei denen histopathologisch ein Typ | oder IV

diagnostiziert wurde (n=43), betragt der Medianwert 9,0, die Standardabweichung 16,3.
Der Wert fur das obere Quartil betragt 18,0 und der fur das untere Quartil 3,0. Der
Maximalwert betragt 71, der Minimalwert 1.

,Konsensus- Mittel- | Standard- Median | Min. | Max. | oberes | unteres | n
klassifikation® wert | abweichung Quartil | Quartil
Typen Il und llI 117,2 | 68,3 109,0 1,0 1290,0|166,5 |65,3 48
Typen | und IV 14,7 16,3 9,0 1,0 |71 18,0 3,0 43

Tabelle 5: Deskriptive Statistik bei Kollektiven, die histopathologisch positiv und negativ
fur eine Infektion sind
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4.4. Grenzwertermittlung. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus, um einen periprothetischen Gelenkinfekt zu

diagnostizieren.

4.4.1. Mikrobiologie als Goldstandard

Zur Ermittlung der diagnostischen Wertigkeit des CD15-Fokus-Scores unter
Verwendung eines Schwellenwertes bei der Diagnosestellung des periprothetischen
Gelenkinfekts wurde zunachst die Mikrobiologie als Goldstandard herangezogen.

Bei der Berechnung des Schwellenwertes werden keine Werte, wie etwa Ausreil3er
ausgeschlossen. Der volle Datensatz (n=91) wurde zur Untersuchung herangezogen.
(Kollektivbeschreibung siehe oben unter Uberschrift 4.1.)

Im Folgenden sind alle aus unserem Kollektiv stammenden Schwellenwerte und die
damit verbundenen Sensitivitdten und Spezifitaten, einen periprothetischen Spatinfekt
zu diagnostizieren, in einer ROC-Kurve dargestellt (Abbildung 10). Je héher der
Grenzwert gewahlt wird, umso hoher ist die Spezifitat und umso geringer ist die
Sensitivitat. Bei einem hoch gewahlten Schwellenwert, wie z.B. 100 CD15 positiven
neutrophile Granulozyten, betragt die Sensitivitat 0,55 (55%) und die Spezifitat 0,96
(96%) fur das Diagnostikum. Wahlt man beispielsweise 30 CD15 positiven neutrophile
Granulozyten als Grenzwert, betragt die Sensitivitat 0,87 (87%), die Spezifitat 0,77
(77%). Die maximale Summe aus Sensitivitat und Spezifitat ergibt sich bei einem
Schwellenwert von 50 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus. Die
Sensitivitat betragt dann 0,83 (83%) und die Spezifitat 0,864 (86%). Die Summe aus
beiden betragt 1,694. Der positiv pradikative Wert betragt 0,87 und der negativ
pradikative Wert 0,83 (Tabelle 6).

Die Accuracy betragt 0,846, die AUC (area under the curve) betragt 0,878.
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ROC-Kurve
1,0

0,87

0,67

Sensitivitat

0,47

0,27

0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Spezifitat
Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Abbildung 9: ROC-Kurve mit Mikrobiologie als Goldstandard

4.4.2. Die histopathologischen Kriterien der Konsensusklassifikation [ Morawietz
et al 2006] als Goldstandard

Zur Ermittlung der diagnostischen Wertigkeit des ,,CD15-Fokus-Scores® unter
Verwendung eines Schwellenwertes bei der Diagnosestellung des periprothetischen
Geleninkfekts wurden hier die Kriterien der Konsensusklassifikation [Morawitz et al.
2009] als Goldstandard herangezogen.(Kollektivbeschreibung siehe oben unter
Uberschrift 4.3.)

Im Folgenden sind alle moglichen Schwellenwerte und die damit verbundenen
Sensitivitaten und Spezifitaten, einen periprothetischen Spatinfekt zu diagnostizieren, in
einer ROC-Kurve dargestellt. Definiert man einen Schwellenwert mit den Kriterien der

Konsensusklassifikation als Goldstandard, so ist die Summe aus Sensitivitat und
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Spezifitat bei einem Schwellenwert von 57 am hochsten. Die Sensitivitat betragt 0,854
(85%), die Spezifitat 0,977 (98%) und die Summe aus beiden betragt 1,83.

Der oben als optimal ermittelte Schwellenwert von 50 CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten weist hier eine Sensitivitat von knapp 0,875 (88%) und eine Spezifitat von
0,93 (93%) auf. Die Summe aus Sensitivitat und Spezifitat betragt 1,805 (Tabelle 6).
Die Accuracy betragt 0,901, die AUC betragt 0,944.

ROC-Kurve
1,0
0,8
B 067
=
2
=
(72}
c
[}
? 047
0,2
0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Spezifitit

Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Abbildung 10: ROC-Kurve mit Histopathologie als Goldstandard
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Anzahl an Sensitivitat | Spezifitat | Positiv Negativ Summe aus

CD15 pos. NG pradikativer | pradikativer | Sens.+
Wert Wert Spez.

50 0,83 0,864 0,87 0,83 1,694

(Mikrobio.als

GS)

50 0,875 0,93 0,93 0,87 1,805

(Konsensus.

als GS)

Tabelle 6: Deskriptive Statistik bei 50 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten als
Grenzwert fur einen periprothetischen Infekt

4.5. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in der
immunhistochemischen Auswertung bei einem unterschiedlichen

bakteriellen Erregerspektrum

4.5.1. Kollektivbeschreibung

Fur diese Untersuchung wurden die periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden
von dem oben genannten Patientenkollektiv mit einem positiven mikrobiologischen
Befund herangezogen. Dieses Kollektiv wurde nochmals in zwei Kollektive eingeteilt.
Bei 14 (33%) der Patienten wurde durch die Kultivierung der intraoperativ
entnommenen Probe ein hoch virulenter bakterieller Erreger nachgewiesen, bzw. es
bestand Verdacht auf einen hoch virulenten bakteriellen Erreger. Die Probeentnahme
stammt in 43% (n=6) aus dem Huft- und in 57 % (n=8) aus dem Kniegelenk. Bei diesem
Kollektiv sind 50% (n=7) weiblichen und 50% (n=7) mannlichen Geschlechts. Das
durchschnittliche Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt des operativen Eingriffs etwa
71 Jahre. Die Prothesenstandzeit konnte bei funf Patienten ermittelt werden und betragt
im Durchschnitt ein Jahr und sechs Monate. Die minimal ermittelte Standzeit betragt 6
Monate, die maximale ermittelte Standzeit betragt drei Jahre.

Das Vergleichs-Kollektiv setzt sich aus 29 Patienten zusammen. Dies entspricht 67%
des Gesamtkollektivs. Bei diesen Patienten wurde durch die Kultivierung der
intraoperativ entnommenen Probe ein niedrig virulenter bakterieller Erreger

nachgewiesen.
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In 66% (n=19) wurde die Probe aus dem Huft- und in 34% (n=10) aus dem Kniegelenk
entnommen. 45% (n=13) sind weiblichen und 55% (n=16) sind mannlichen
Geschlechts. Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt des
operativen Eingriffs etwa 67 Jahre. Die Prothesenstandzeit konnte bei sechs Patienten
ermittelt werden und betragt im Durchschnitt etwa 8 Jahre. Die minimal ermittelte
Standzeit betragt ein Jahr, die maximal ermittelte Standzeit betragt 13 Jahre.

Isolierte und klar definierte Erreger, die kultiviert werden konnten, sind in Tabelle 7
dargestellt. Zu diesen Erregern kommen sechs weitere Falle hinzu, bei denen der
mikrobiologische Befund definitiv positiv ist und der Verdacht auf einen hoch virulenten

bakteriellen Erreger vorliegt.
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Hoch virulente bakterielle Erreger

Gattung Bsp. aus dieser Gram- Aerob/Anaerob | Mittelwert
Arbeit Farbung an
CD15 pos.
NG/Fokus
Koagulase- Staphylococcus gram + fakultativ 105
positive aureus anaerob (n=1)
Staphylokokken
Streptokokken Streptokokken der gram + fakultativ 135
Gruppe A anaerob (n=1)
Enterokokken Enterococcus gram+ fakultativ 157
faecalis anaerob (n=2)
Enterobabacter | E. coli gram - fakultativ 161
anaerob (n=3)
Gamella Gamella gram + fakultativ 212
haemolysans anaerob (n=1)
Niedrig virulente bakterielle Erreger
Koagulase- Staph. epidermidis | gram + fakultativ 95
negative Staph. capitis anaerob (n=22)
Staphylokokken | Staph. caprae
Staph. haemolysans
Propionibakterien | Propionibacterum gram + anaerob 50
acnes (n=5)
Korynebakterien gram + fakultativ 65
anaerob (n=1)
Bazillus Bacillus pumilus gram + aerob 36

(n=1)

Tabelle 7: Hoch und niedrig virulente bakterielle Erreger
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4.5.2. Deskriptive Statistik, Mittelwerte

Bei der histopathologischen Begutachtung der periprothetischen Membranen
/Neosynovialitiden des Patientenkollektivs, bei denen ein hoch virulenter bakterieller
Erreger (n=14) definitiv nachgewiesen wurde bzw. der Verdacht darauf bestand, betragt
der Durchschnitt an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus 168,4. Bei
dem Kontroll-Kollektiv (n=29), bei dem niedrig virulente bakterielle Erreger
nachgewiesen wurden, sind es im Durchschnitt 84,1 CD15 positive neutrophile
Granulozyten pro Fokus. Die Differenz der Anzahl an CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus zwischen den beiden Kollektiven betragt 84,3 (Abbildung 12).

Mittelwert von CD15 pos. NG bei hoch und niedrig
virulenten bakteriellen Erregern
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Abbildung 11: Anzahl von CD15 positiven neutrophilen Granulozyten bei hoch und
niedrig virulenten bakteriellen Erregern
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4.5.3. Deskriptive Statistik, Boxplots

Die deskriptive statistische Auswertung ergab einen signifikanten Unterschied (p<0,001
Mann-Whitney-U-Test) bei der morphometrisch gestiutzten quantitativen

Auszahlung von CD15 positiven Granulozyten pro Fokus zwischen den beiden
Kollektiven. In den periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden des Kollektivs, bei
denen ein hoch virulenter bakterieller Erreger vermutet bzw. nachgewiesen wurde
(n=14), weisen signifikant (p<0,001 Mann-Whitney-U-Test) mehr CD15 positive
neutrophile Granulozyten pro Fokus auf als die periprothetischen
Membranen/Neosynovialitiden des Kontroll-Kollektivs (n=29), bei denen niedrig
virulente bakterielle Erreger isoliert wurden.

Bei dem Kollektiv mit hoch virulenten bakteriellen Erregern (Abbildung13, linker
Boxplot) ist der Interquartilabstand mit 97,3 groRer als bei dem Kontrollkollektiv,
welches einen Interquartilabstand von 78,0 aufweist. Die Spannweite ist jedoch bei dem
Kontrollkollektiv (niedrig virulente bakterielle Erreger, Abbildung 13, rechter Boxplot) mit
252,0 grol¥er als bei dem Kollektiv mit hoch virulenten bakteriellen Erregern, bei
welchem die Spannweite 145,0 betragt.

Betrachtet man die Lage des Medians der beiden Boxplots, so fallt auf, dass die
Verteilung des Datensatzes innerhalb der Box nicht symmetrisch ist. Der gro3ere Teil
des Datensatzes der hoch virulenten bakteriellen Erreger liegt im unteren Quartil, der
groRRere Teil des Datensatzes der niedrig virulenten Erreger liegt im oberen Quartil.

Bei dem linken Boxplot ist ein ,extremer” Ausreil3er nach oben zu sehen. Die
Beschriftung der Ausreilder gibt die Anzahl der CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten an. Diese periprothetische Membran/Neosynovialitis wurde aus dem
Huftgelenk einer 77-jahrigen weiblichen Patientin entnommen. Die mikrobiologische
Kultivierung ergab eine Besiedlung mit Staphylococcus epidermidis. Im CD15-Fokus-
Score wurden 253 neutrophile Granulozyten gezahilt.

Bei dem rechten Boxplot sind keine Ausrei3er vorhanden, dort entsprechen Maximal-
und Minimalwert dem Ende der ,Whisker*.
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Abbildung 12: CD15 positive neutrophile Granulozyten bei hoch und niedrig virulenten
bakteriellen Erregern

Die deskriptive statistische Auswertung (siehe Tabelle 8) ergibt bei dem
Patientenkollektiv mit hoch virulenten bakteriellen Erregern (n=14) einen Medianwert
von 175,0, die Standardabweichung betragt 50,1. Der Wert des oberen Quartils betragt
212,3, der des unteren Quartils betragt 115,0. Der Maximalwert betragt 250, der
Minimalwert 105.

Bei dem Kontroll-Kollektiv mit niedrig virulenten bakteriellen Erregern (n=29) betragt der
Medianwert 70,0, die Standardabweichung 60,3. Der Wert fur das obere Quartil betragt
121,5 und der fur das untere Quartil 43,5. Der Maximalwert betragt 253, der
Minimalwert 1.

Virulenz der Mittel- | Standard- Median | Min. | Max. | oberes | unteres | n
Erreger wert | abweichung Quartil | Quartil

hoch 168,4 | 50,1 175,0 105,0 | 250,0 | 212,3 | 115,0 14
niedrig 84,1 60,3 70,0 1,0 253,01 121,5 | 43,5 29

Tabelle 8: Deskriptive Statistik bei hoch und niedrig virulenten bakteriellen Erregern
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4.6. Grenzwertermittlung. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus, um hoch virulente von niedrig virulenten

bakteriellen Erregern zu unterscheiden.

4.6.1. Kollektivbeschreibung

Zur Ermittlung des Schwellenwertes wurden die Kollektive wie oben beschrieben zur
Untersuchung herangezogen. Ausreil3er wurden nicht ausgeschlossen.

Zur Ermittlung eines Schwellenwertes, um unter Anwendung des CD15-Fokus-Scores
zwischen hoch und niedrig virulenten bakteriellen Erregern zu unterscheiden, wurde die
Einteilung der Kollektive nach der Virulenz als Goldstandard herangezogen.
(Kollektivbeschreibung siehe 4.4.)

Im Folgenden sind alle moglichen Schwellenwerte und die damit verbundenen
Sensitivitaten und Spezifitaten, einen periprothetischen Infekt zu diagnostizieren, in
einer ROC-Kurve dargestellt. Je hoher der Grenzwert gewahlt wird, umso hoher ist die
Spezifitat und umso geringer ist die Sensitivitat. Bei einem hoch gewahlten Grenzwert,
wie z.B. 176 CD15 positiven NG betragt die Sensitivitat nur 0,5 (50%) und die Spezifitat
knapp 0,90 (90%) fur das Diagnostikum. Wahlt man z.B. 65 CD15 positive neutrophile
Granulozyten als Grenzwert, so betragt die Sensitivitat 1,0 (100%), die Spezifitat
betragt 0,55 (55%).

Die maximale Summe aus Sensitivitat und Spezifitat ergibt sich bei einem
Schwellenwert von 100 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus. Die
Sensitivitat betragt 1,0 (100%) und die Spezifitat 0,66 (66%). Die Summe aus beiden
betragt 1,655. Der positiv pradikative Wert betragt 0,587 der negativ pradikative Wert
betragt1,0 (Tabelle 9).

Die Accuracy betragt 0,767, die AUC (area under the curve) betragt 0,863.
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Abbildung 13: ROC-Kurve bei hoch und niedrig virulenten Erregern
Anzahl an Sensitivitat | Spezifitat | Positiv Negativ Summe aus
CD15 pos. NG pradikativer | pradikativer | Sens.+
Wert Wert Spez.
100 1,0 0,66 0,587 1,0 1,66

Tabelle 9: Deskriptive Statistik bei 100 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten als
Schwellenwert, um zwischen hoch und niedrig virulenten bakteriellen Erregern zu

unterscheiden.
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4.7. Vergleich des unterschiedlichen Erregerspektrums bei den

histopathologischen Typen Il und lll der Konsensusklassifikation

[ Morawietz et al. 2004, Morawietz et al. 2006, Morawietz et al. 2009]

4.7.1. Beschreibung des Kollektivs

FUr diese Beobachtung wurden die periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden
herangezogen, bei denen histopathologisch ein Infektioser (Typ Il) oder Kombinierter

Typ (Typ lll) nach der Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] diagnostiziert

wurde. Es wurde die Verteilung der hoch virulenten und niedrig virulenten bakteriellen

Erreger sowie die der Mischinfektionen analysiert. In manchen Fallen war der

mikrobiologische Befund definitiv negativ, auch diese Falle wurden beachtet.

Aus Tabelle 10 kann man die Kollektivzusammensetzung entnehmen.

Typ der Anzahl | Anteil am Alter Ge- Lokalisation d.

Konsensus- Gesamtkollektiv | (Jahre, schlecht | Probe-

klassifikation Durchschnitt) entnahme

(n=) (%) (n=) (n=)

Typ Il 32 67 67 w=16 Hifte=21
m=16 Knie=11

Typ Il 16 33 67 w=6 Hufte=11
m=10 Knie=5

Gesamt 48 100

Tabelle 10: Kollektivbeschreibung bei unterschiedlichem Erregerspektrum bei Typen,

die histopathologisch als positiv fur eine Infektion gelten.
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4.7.2. Ergebnisbeschreibung

Aus den Abbildungen 15 und 16 ist zu entnehmen, dass bei den periprothetischen
Membranen/Neosynovialitiden vom Infektiosen Typ (Typ Il) der prozentuale Anteil mit
36% an hoch virulenten Erregern groRer ist als bei periprothetischen
Membranen/Neosynovialitiden des Kombinierten Typs (Typ Ill) mit 12%. Bei letzterem
ist der Anteil an niedrig virulenten Erregern (56%) sowie an Mischinfektionen (13%)
grofer als bei periprothetischen Membranen vom Infektiosen Typ (53% niedrig virulente
Erreger, 3% Mischinfektionen).

Der prozentuale Anteil einer negativen Mikrobiologie ist mit 19% bei den
periprothetischen Membranen vom Typ Ill groRer als bei den periprothetischen
Membranen vom Typ I, bei denen eine negative Mikrobiologie bei 6% vorliegt.
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Erregerspektrum bei Typ Il

3%

6%

Eniedrig virulente Erreger
(n=17)

“hoch virulente Erreger
(n=12)

“ kein Erreger
(n=2)

& Mischinfektionen
(n=1)

Abbildung 14: Erregerspektrum bei Typ Il nach der Konsensusklassifikation
[Morawietz et al. 2006]

Erregerspektrum bei Typ lll

“niedrig virulente Erreger
(n=9)

“hoch virulente Erreger
(n=2)

“ kein Erreger
(n=3)

& Mischinfektionen
(n=2)

Abbildung 15: Erregerspektrum bei Typ Il nach der Konsensusklassifikation
[Morawietz et al. 2006]



4.8. Histologische Begutachtung immunhistochemisch gefarbter

periprothetischen Membranen/ Neosynovialitiden

In allen Fallen handelt es sich um histopathologisch charakteristische Veranderungen

von periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden aus unserem

Untersuchungskollektiv. Bei den Bildern handelt es sich um Mikrophotographien. Zur
immunhistochemischen Farbung wurden Anti-CD15-Antikorper verwendet. Bei einem

Praparat wurde eine Negativkontrolle durchgefuhrt. Bei einem anderen Praparat

erfolgte eine Farbung unter Verwendung von Anti-CD-68-Antikorpern. Alle Aufnahmen

wurden unter der Verwendung eines 20er Objektivs gemacht. Bei dem Mikroskop
handelt es sich um das Modell Leica DM2500.

Bei den folgenden Bildern ist eine spezifische CD15 Reaktivitat der neutrophilen

Granulozyen (NG) zu erkennen. Man erkennt die teilweise segmentierten Kerne ohne

eine nennenswerte unspezifische Hintergrundreaktion.
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Abbildung 16: Periprotﬁetische Membran vom Infektidsen Tyb (Typ 1)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), positiver mikrobiologischer Befund:

Staph. epidermidis, CD15-Fokus-Score: 125 NG, Vergrolerung: Original x 200.
(Eingangsnummer: H/13/3379, ZHZMD Trier)
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Abbildung 17: Periprothetische Membran vom Kombinierten Typ (Typ Ill)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), positiver mikrobiologischer Befund:
Staph. epidermidis und Staph. pettenkoferi, CD15-Fokus-Score: 219 NG,
VergrofRRerung: Original x 200. (Eingangsnummer: H/13/7791, ZHMD Trier)
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Abbildung 18: Periprothetische Membran vom Abrieb-Typ (Typ 1)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), negativer mikrobiologischer Befund,
CD15-Fokus-Score: 11 NG, VergroRerung: Original x 200. (Eingangsnummer:
H/13/25565, ZHZMD Trier)
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Abbildung 19: Periprothetische Membran vom Abrieb-Typ (Typ [)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), positiver mikrobiologischer Befund:
Staph. epidermidis und Moraxella osloensis, CD15-Fokus-Score: 2 NG, Vergrof3erung:
Original x 200. (Eingangsnummer: H/12/50441, ZHZMD Trier)

Abbildung 20: periprothetische Membran vom Abrieb-Typ (Typ 1)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), positiver mikrobiologischer Befund:
Staph. epidermidis und Moraxella osloensis, CD15-Fokus-Score: 2 NG, Vergrof3erung:
Original x 200, mit Polarisationsoptik (Eingangsnummer: H/12/50441, ZHZMD Trier)
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In den Abbildungen 19 und 20 weisen die neutrophilen Granulozyten eine intensive
granulare konfluente Reaktivitat mit einer Uberdeckung von Zellkern und Zytoplasma
auf, wohingegen die Makrophagen eine schwache braunliche Reaktivitat ohne
vollkommene Uberdeckung von Zellkern und Zytoplasma aufweisen.

In Abbildung 20 sind durch die verwendete Polarisationsoptik doppelbrechende mikro-

und makropartikulare Polyethylenpartikel im Gewebe zu erkennen.

Bei den folgenden zwei Bildern wird die gleiche periprothetische Membran gezeigt. Bei
Abbildung 21 wurde eine Negativkontrolle durchgefuhrt. Wie im Material- und
Methoden-Teil beschrieben, wird dabei auf die Inkubation mit dem primaren Antikorper
verzichtet. In dem Praparat ist keine spezifische, lediglich eine schwache unspezifische
Reaktivitat der Makrophagen vorhanden. Bei Abbildung 22 wurde eine
immunhistochemische Farbung mit Anti-CD68-Antikorpern durchgefuhrt. Dort ist eine

spezifische CD68 Reaktivitat der Makrophagen zu erkennen.

Abbildung 21: Periprothetische Membran vom Abrieb-Typ (Typ 1), Negativkontrolle

»

Negativer mikrobiologischer Befund, VergroRerung: Original x 200. (Eingangsnummer:
H/13/25565, ZHZMD Trier)
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Abbildung 22: Periprothetische Membran vom Abrieb-Typ (Typ [)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD68-AK),
negativer mikrobiologischer Befund, Vergro3erung: Original x 200.
(Eingangsnummer: H/13/25565, ZHZMD Trier)

4.9. Vergleich der Ergebnisse der identifizierten CD15 positiven
neutrophilen Granulozyten mittels CD15-Fokus-Score und mittels
,»CD15-Quantifier®.

4.9.1. Kollektivbeschreibung

Das Kollektiv fur diese Untersuchung stammt nur teilweise aus dem oben genannten
Kollektiv. Die periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden stammen von 19
Patienten. Bei der Kollektivzusammensetzung wurde darauf geachtet, dass die
periprothetischen Membranen/Neosynovialitiden teilweise von Patienten mit einem
positiven wie auch von Patienten mit einem negativen mikrobiologischen Befund
stammen. Manche Schnitte weisen einen geringeren Schwierigkeitsgrad bei der
Auszahlung der Zellen auf, bei anderen Praparaten ist die korrekte Auszahlung der
CD15 positiven neutrophilen Granulozyten aufgrund von Artefakten, Akkumulation von
Zellen oder gleichzeitiger Anwesenheit von Makrophagen schwieriger.
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Die Probeentnahme stammt in 68% (n=13) aus dem Huft- und in 32 % (n=6) aus dem
Kniegelenk. 58% (n=11) sind weiblichen und 42% (n=8) sind mannlichen Geschlechts.
Das mittlere Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme etwa 66

Jahre.

4.9.2. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten beim CD15-Fokus-
Score und ,,CD15-Quantifier

Im Folgenden ist die Anzahl der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten, die mittels
digital gestutzter Morphometrie unter Anwendung des CD15-Fokus-Scores sowie mit
Hilfe des ,CD15-Quantifiers” ausgezahlt wurden, tabellarisch zusammengefasst
(Tabelle 11). Aus der Tabelle kann man auch entnehmen, wie lange die Software
bendtigt, um die CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus auszuzahlen.
Wendet man den oben ermittelten Schwellenwert von 50 CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus an, um einen periprothetischen Infekt zu diagnostizieren, so
besteht nur bei einem Fall (0,05% am Gesamtkollektiv) eine Unstimmigkeit zwischen
dem ermittelten Wert im CD15-Fokus-Score und dem ,CD15-Quantifier®, der einen
ausschlaggebenden Einfluss auf die Diagnosestellung hat. Eingangsnummer: 36268/13
wird nach dem CD15-Fokus-Score mit 19 Zellen als nicht infektios eingestuft. Der
,CD15-Quantifier” ermittelte bei diesem Praparat 52 CD15 positive neutrophile
Granulozyten (Abbildung 24), was nach dem oben berechneten Schwellenwert fur eine
Infektion spricht. Im Mittel weicht die Anzahl der CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro gezahltem Fokus um 34 Zellen von dem ermittelten Wert des ,CD15-
Quantifiers” ab.

Es wurde ein Mann-Whitney-U Test eingesetzt, um zu Uberprifen, ob bei der Anzahl an
CD15 positiven Granulozyten, die mit Hilfe des CD15-Fokus-Scores und des ,CD15-
Quantifiers® ermittelt wurden, ein signifikanter Unterschied besteht. Dieser Test brachte
jedoch kein signifikantes Ergebnis. Die Null-Annahme einer von den beiden Kollektiven
unabhangigen Anzahl an CD15 positiven Granulozyten bleibt daher weiterhin bestehen.
In Tabelle 11 ist die Zeit aufgelistet, die der Quantifier braucht. Je mehr neutrophile
Granulozyten pro Praparat vorhanden sind, desto langer braucht der Quantifier, um die
Zellzahl zu ermitteln. Bei diesem Datenkollektiv braucht der ,CD15-Quantifier* maximal
32,7 Sekunden, das untersuchte Gewebestuck ist in Abbildung 25 dargestellt.
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Eingangsnummer | CD15- ,CD15- Auswertungszeit | Schwierigkeitsgrad,
Fokus- Quantifier* | des Quantifiers | Anmerkungen
Score (in Sekunden)

19413/13 3 1 18,2 1

2369/13 78 67 22,5 1

25565/13 15 8 18,6 1

2626/13 125 100 23,4 1

3089/13 277 167 27,0 1

33066/13 4 1 17,8 1

3379/13 125 115 20,1 1

36268/13 19 52 21,3 2

40575/13 213 275 32,7 2, Verklebungen
4395/13 195 156 25,7 1

46618/13 60 107 24,2 2, Makrophagen
5476/13 1 43 20,1 2, Makrophagen
56331/13 80 85 24,5 1

63200/13 126 171 29,2 1

7166/13 27 17 18,3 2

72845/13 185 202 28,0 1

73577/13 105 98 24,0 1

77154/13 57 160 28,7 2, Makrophagen
7791/13 109 227 31,9 1

Tabelle 11: CD15 positive neutrophile Granulozyten bei der manuellen Auszahlung (CD
15-Fokus-Score) und mit Hilfe des "CD15-Quantifiers"

Im Folgenden sind zwei Mikrophotographien von zwei Praparaten dargestellt, die der

,CD15-Quantifier bearbeitet hat. Alle Aufnahmen wurden unter der Verwendung eines

20er Objektivs gemacht. VergroRerung: Original x 200. Bei dem Mikroskop handelt es
sich um das Modell Leica DM2500.

Bei den blau umrandeten Strukturen handelt es sich um die vom ,CD15-Quantifier” als

CD15 positiv erkannten neutrophilen Granulozyten (NG).
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4.9.2.1. Préparatanalysen mittels ,,CD15-Quantifier”

Abblldung 23: Perlprothetlsche Membran vom Infektlosen Typ (Typ II)

immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), positiver mikrobiologischer Befund:

Staph. capitis, ,CD15-Quantifier: 52 NG (blau umrandete Strukturen)
VergréRRerung: Original x 200. (Eingangsnummer: H/13/36268), VMscope Berlin

Abbildung 24: Perlprothetlsche Membran vom Infektidsen Typ (Typ II)

Immunhistochemische Farbung (Anti-CD15-AK), positiver mikrobiologischer Befund:

E.coli, ,CD15-Quantifier: 275 NG (blau umrandete Strukturen)
Vergrofierung: Original x 200. (Eingangsnummer: H/13/40575), VMscope Berlin
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5. Diskussion

5.1. Einleitung

5.1.1. CD15, ein immunphanotypisches Oberflachenmerkmal.

CD15 (3-Fucosyl-N-Acetyl-Lactosamin) ist ein Antigen der ,Cluster of Differentiation®
(abgekurzt: CD, Unterscheidungsgruppe). ,,Cluster of Differentiation” beschreibt
immunphanotypische Oberflachenmerkmale. Im Gegensatz zu den meisten anderen
Molekulen der ,Cluster of Differentiation” handelt es sich bei CD15 nicht um ein
Glykoprotein, sondern um eine Kohlenhydratverbindung. CD15 wird auch Lewis X (LeX)
oder X-Hapten genannt. (Haptene sind Molekule, die nur zusammen mit anderen
Proteinen ein vollstandiges Antigen bilden konnen). CD15 kommt auch in einer
sialylierten Form vor, welche dann CD15s oder sLewisX (sLeX) genannt wird. Fir die
Umwandlung von sLeX in LeX ist ein Enzym aus der Familie der Neuraminidasen, die
Sialidase verantwortlich. Sie kommt in der Zellmembran und im Zytosol vor und spaltet
bei sLeX/CD15s die Sialinsaure vom Amino-Glykoprotein ab [ Gadhoum et al. 2006].
sLeX kommt vorwiegend auf unreifen im Knochenmark ansassigen Zellen vor,
wohingegen LeX auf reifen, differenzierten Zellen der myeloischen Reihe exprimiert
wird [Gadhoum et al. 2006]. CD15 und seine sialylierte Form werden fast ausschlie3lich
auf Zellen der myeloischen Reihe exprimiert [Knapp et al. 1989]. Bei den Granulozyten
sind dies neben den neutrophilen auch die eosinophilen. Die basophilen Granulozyten
exprimieren kein CD15 [Munro et al. 1992]. AuRerdem exprimieren fast alle Monozyten
bzw. Makrophagen CD15 als Oberflachenmerkmal und bis 40% der naturlichen
Killerzellen. Einige Studien berichten, dass sogar in 10% der Falle auch T-Lymphozyten
CD15 positiv sind [Munro et al. 1992]. Auch einige maligne entartete Zellen tragen
CD15 als Oberflachenantigen. Dazu gehéren neben Sternberg-Reed-Zellen (beim
Hodgkin-Lymphom) auch Zellen des B- und T-Zell-Lymphoms und Zellen der AML
(Akuten myeloischen Leukamie) [Knapp et al. 1989].

5.1.1.1. CD15/LeX und CD15s/sLeX- Expression auf neutrophilen Granulozyten

CD15 wird unter anderem auf Glykolipiden und Glykoproteinen exprimiert [Albrechtsen
et al. 1989]. Bei neutrophilen Granulozyten sind die CD15 tragenden Glykoproteine
nicht nur auf der Zelloberflache, sondern auch intrazellular auf der Oberflache der

Granula vorzufinden [Kerr et al. 1992]. Die CD15 tragenden Glykoproteine der
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intrazellular liegenden Granula sind fur einen Grofdteil der immunhistochemischen
Farbung der Zellen (mittels Anti-CD15-Ak) verantwortlich [Albrechtsen et al. 1989, Kerr
et al. 1992]. Manche Glykoproteine, die auf der Zelloberflache erst zu Beginn der
Chemotaxis exprimiert werden, sind bis zu diesem Zeitpunkt in einem intrazellularen
Reservoir gespeichert [Kerr et al. 1992]. CD15 besteht vermutlich hauptsachlich aus
zwei Antigenfragmenten mit einer Grof3e von 165kDa und von 105kDa. Auf einem
Zelloberflachenglykoprotein wurden zwei stickstoffhaltige Kohlenhydratverbindungen
gefunden, dabei handelt es sich um LeX und sLeX. Sie kdnnen also beide gleichzeitig
in einem Glykoprotein vorkommen. CD15 Antikdrper reagieren nicht mit CD15 selber,
sondern mit den Integrinen, auf denen es sich befindet. Bei CD15 spielen vor allem drei
Integrine eine Rolle. Es handelt sich um drei Glykoproteine: LFA-1 (Lymphocyte
function-associated antigen 1), Mac-1 (Macrophage-1 antigen), auch CR3 oder
CD11b/CD18 genannt, und p150,95, das sowohl LFA-1 als auch Mac-1 beinhaltet. LFA-
1 wird auf den meisten Leukozyten exprimiert, wohingegen Mac-1 und p150,95
vorwiegend auf Zellen der myeloischen Reihe exprimiert werden [Skubitz et al. 1987,
Kerr et al. 1992]. Mac-1 ist vor allem auf neutrophilen Granulozyten und Monozyten
exprimiert, die im Blut zirkulieren. P190,95 ist typischerweise auf Makrophagen
exprimiert [Kerr et al. 1992]. Der grof3te Teil des 165kDa grof3en CD15 Fragments wird
auf der a-Kette von Mac-1 und Teile des 105kDa grol3en Fragments werden auf der (3-

Kette desselben Integrins gefunden [Kerr et al. 1992].

5.1.1.2. Oberflachenantigenproduktion auf Monozyten/Makrophagen

Nach durchgefuhrter Immunfluoreszenz zur Detektion von CD15 Oberflachenantigenen
wurden die Makrophagen zwar angefarbt, jedoch wurden diese in den meisten Fallen
nicht so intensiv gefarbt wie die neutrophilen Granulozyten [Knapp et al. 1989].

CD68 ist ein Glykoprotein der ,Cluster of Differentiation®, das typischerweise auf
Monozyten und Makrophagen, jedoch nicht auf anderen Zellen der myeloischen Reihe
exprimiert wird. Um Monozyten oder Makrophagen im Gewebe darzustellen, werden
deshalb oft Anti-CD68 Antikorper verwendet [Knapp et al. 1989].
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5.1.1.3. Entziindungsprozesse und die Bedeutung von CD15/ CD15s positiven
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen

An einer akuten Entzindung, die mit den Kardinalsymptomen Tumor, Rubor, Calor,
Dolor und Functio laesa einhergeht, sind sowohl zellulare als auch vaskulare
Reaktionen beteiligt [Bocker et al. 2009]. Zu den vaskularen Prozessen zahlt neben der
Vasodilatation, die vorwiegend durch Histamin, Serotonin, Prostaglandine, Kinine und
PAF (Plattchen agglutinierender Faktor) vermittelt wird, die Permeabilitatssteigerung.
Letzteres wird durch Histamin, PAF, Leukotriene und Kinine vermittelt und fuhrt durch
entstehende Endothellicken zu einem Ausstrom von proteinreicher Flussigkeit
(Exsudat) aus dem Blut ins Interstitium. Bei der zellularen Reaktion sind neben den
Thrombozyten die Leukozyten von herausragender Bedeutung [Bocker et al. 2009].
Neutrophile Granulozyten schwimmen in der Abwesenheit einer Entzindung im axialen
Strom der Gefalle [Witko-Sarsat et al. 2000]. Bei einer Entzindung kommt es zu einer
Margination, das bedeutet, dass die Zellen an den Randstrom, also Richtung Endothel
gedrangt werden. [Bocker et al. 2009, Witko-Sarsat et al. 2000]. Bei der primaren
Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen sind E-Selektin und
P-Selektin beteiligt. Beide Selektine werden schon eine Stunde nach der Zellstimulation
auf den Endothelzellen exprimiert. Sowohl CD15 wie auch sLeX haben eine Affinitat fur
E- und P-Selektin [Siegenthaler et al. 2006, Witko-Sarsat et al. 2000]. Die Affinitat von
E-Selektin an sLeX ist jedoch hoher als die von E-Selektin an LeX [Berg et al. 1991].
Neben neutrophilen Granulozyten binden E- und P-Selektin auch Monozyten, die
CD15/CD15s erhalten [Witko-Sarsat et al. 2000]. Diese Bindungen der neutrophilen
Granulozyten und Monozyten an das Endothel erfolgen sehr schnell, jedoch ist die
Bindung nicht sehr stabil. Die gebundenen Leukozyten werden durch E- und P-Selektin
im Blutfluss gebremst. Der Vorgang wird als ,Rolling”“ bezeichnet [ Siegenthaler et al.
2006]. Dabei interagiert CD15 bzw. CD15s, welches auf der f—Kette von LFA-1 und
Mac-1 lokalisiert ist, mit E- und P- Selektin [Forsyth et al. 1989, Witko-Sarsat et al.
2000]. Eine feste Bindung der neutrophilen Granulozyten an die Endothelzelle ist
vermutlich CD15 unabhangig und vor allem auf die Aktivierung von Integrinen
zuruckzufuhren [Witko-Sarsat et al. 2000]. Fur diese Integrinaktivierung scheint das
oben erklarte ,Rolling“ notwendig zu sein. Dadurch, dass die neutrophilen Granulozyten

vorher langsam Uber die Endothelzellen ,rollen, kommt es zu einer verstarkten Bindung
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von LFA-1 zum Endothel [Forsyth et al. 1989]. Es kommt zur Interaktion von LFA-1 und
Mac-1 mit ICAM-1 (Letzteres stammt aus der Immunglobulingen-Superfamilie) [Forsyth
et al. 1989, Witko-Sarsat et al. 2000]. Dieser Prozess ist unabhangig von CD15 bzw.
CD15s. Durch die feste Bindung der Leukozyten an das Endothel flachen diese ab und
entziehen sich den Kraften des Blutstroms. Es folgt die Emigration (Diapedese) der
Leukozyten durch die Kapillarwand in das entzundliche Gewebe [Bocker et al. 2008].
Dort findet die Phagozytose statt. Dabei kommt es zur Freisetzung von
Sauerstoffradikalen durch neutrophile Granulozyten [Knapp et al. 1989]. Die
antimikrobielle Wirkung gegen Staphylococcus aureus wurde durch Inkubation mit Anti-
CD15 Antikorpern gehemmt. Dies zeigt, dass auch Prozesse der Phagozytose von
CD15 abhangig sind [Knapp et al. 1989]. Nach der Elimenation der Noxe gehen die
neutrophilen Granulozyten zu Grunde und es entsteht Eiter. Das Maximum der
Zelleinwanderung in das entzundliche Gewebe wird von den neutrophilen Granulozyten
nach 6-24 Std. und von den Monozyten nach 48 Std. erreicht [Forsyth et al. 1989]. In
einer veroffentlichten Studie wurden im entzundlichen Gewebe 24-48 Std. nach Beginn
des Entzindungsprozesses zahlreich e neutrophile Granulozyten und Makrophagen
gefunden, die jedoch nicht alle sLeX exprimierten. Der prozentuale Anteil extravasaler
Monozyten bzw. Makrophagen und neutrophiler Granulozyten, die sLeX exprimieren,
war kleiner als der Anteil sLeX positiver Monozyten bzw. Makrophagen und neutrophiler
Granulozyten im zirkulierenden Blut [Munro et al. 1992]. Dieses Phanomen ist dadurch
zu erklaren, dass nach Verlassen der Blutgefal3e bei den genannten Zellen durch die
Sialidase-Aktivitat die Sialinsaure vom Amino-Glykoprotein abgetrennt wird [ Gadhoum
et al. 2008, Munro et al. 1992].

5.1.2. Die ,,High-Grade-Infektion“ und die ,,Low-Grade-Infektion*

Im Material- und Methoden-Teil wurde bereits auf die septische und die aseptische
Prothesenlockerung eingegangen. In Abbildung 26 sind die Ursachen der septischen
Prothesenlockerung dargestellt. Der akute Infekt wird von den Pathologen als ,High-
Grade-Infektion“ und der chronische als ,Low-Grade-Infektion“ bezeichnet. Diese
Infektformen sind weder was das zeitliche Auftreten noch was die Atiologie oder die
Abgrenzung zueinander betrifft eindeutig definiert [Krenn et al. 2012]. In verschiedenen
Veroffentlichungen variiert das zeitliche Auftreten der ,High-Grade-Infektion® (auch

Frahinfekt genannt) von vier Wochen [Walter et al. 2007] Uber sechs Wochen
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[Zmistowski et al. 2014 ] bis zu drei Monaten [Lima et al. 2013, Laffer et al. 2006]
postoperativ. Bei einer ,High-Grade-Infektion® kommt es aufgrund einer hohen
Keimqualitat, Keimpathogenitat oder eines geschwachten Immunsystems des Patienten
kurz nach dem durchgefuhrten Eingriff zu einer floriden, hoch infektidsen Entziindung
im Bereich des betroffenen Gelenks. Diese Infektform geht mit eindeutigen klinischen
Symptomen wie Schmerzen, Fieber, Rotung und Wundsekretion einher [Lima et al.
2013, Harrasser et al. 2012]. Auch bei der ,Low-Grade-Infektion®, die auch verzogerte
Infektion genannt wird, variiert das zeitliche Auftreten in der Literatur. In manchen
Veroffentlichungen wird nach der vierten Woche [Walter et al. 2007] postoperativ, bzw.
nach der sechsten Woche postoperativ [Zmistowski et al. 2014] von einer ,Low-Grade-
Infektion“ gesprochen. Anderen Veroffentlichungen zufolge tritt diese Infektform
zwischen drei Monaten und einem Jahr postoperativ auf [Laffer et al. 2006], bzw.
zwischen drei Monaten und zwei Jahren [Lima et al, 2013]. Eine ,Low-Grade-Infektion®
entsteht meistens durch eine minimale bakterielle Kontamination der Endoprothese
[Krenn et al. 2009]. Bei den beteiligten Mikroorganismen handelt es sich meistens um
Bakterien von geringer Keimqualitat oder Keimpathogenitat. Sie sind in einem ,Biofilm*
eingebettet [Kriegsmann et al. 2009, Laffer et al. 2006, Trampuz et al. 2005]. Dieser
Biofilm entsteht an der Implantatoberflache und besteht aus Wasser und extrazellular
polymeren Substanzen wie Polysacchariden, Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren
[Trampuz et al. 2005]. Die Mikroorganismen sind in diesem Biofilm nicht nur geschutzt,
sie befinden sich auch in einem nur langsam wachsenden Zustand [Laffer et al. 2006].
Die ,Low-Grade-Infektion® ist weder klinisch noch histologisch leicht zu diagnostizieren
[Krenn et al. 2009, Laffer et al. 2006]. Daruber hinaus fuhrt der ,Ruhezustand®, in dem
die beteiligten Bakterien sich befinden, zu einer ausgepragten Antibiotikaresistenz
gegen wachstumsabhangige antimikrobielle Substanzen [Kriegsmann et al. 2009,
Laffer et al. 2006]. Als dritte Ursache der septischen Prothesenlockerung gilt die spate
Infektion, sie tritt nach einem Jahr [Laffer et al. 2006] bzw. nach zwei Jahren [Lima et
al. 2013] postoperativ auf. Wahrend die Keime bei der frihen und verzogerten Infektion
vorwiegend exogener Atiologie sind, tritt die spate Infektion meistens im Rahmen einer
Septikamie auf [Laffer et al. 2006].
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Abbildung 25: Ursachen der septischen Prothesenlosung

5.1.3. Erregerspektrum bei periprothetischen Infektionen

Das Erregerspektrum wird von Gram-positiven Bakterien dominiert [Aggarwal et al.
2014]. Am haufigsten treten Koagulase-negative Staphylokokken wie Staphylococcus
epidermidis auf, bei den Koagulase-positiven Staphylokokken ist Staphylococcus
aureus der haufigste Vertreter. Seltener kdnnen Streptokokkus spp., Enterococcus
spp., Proteus mirabilis, Bacteroides fragilis, Pseudomonas aeruginosa,
Proprionibacterium spp., Corynebacterium spp. oder andere Gram-negative Stabchen
isoliert werden [Krenn et al. 2013]. Es gibt keine einheitlich anerkannte Klassifikation
der Erreger, die an einem periprothetischen Gelenkinfekt beteiligt sind. Die Einteilung
der Erreger wird daher in zahlreichen Veroffentlichungen sehr unterschiedlich
gehandhabt. In manchen Arbeiten werden die Erreger einfach aufgelistet [Trampuz et
al. 2005, Kriegsmann et al. 2009, Fink et al. 2008]. In anderen Arbeiten erfolgt eine
Einteilung in Aerobier und Anaerobier, oder man versucht die verschiedenen Erreger in
den Zusammenhang mit dem zeitlichen Auftreten des Gelenkinfektes zu bringen [Lima

et al. 2013]. In dieser Arbeit wurde eine Einteilung vorgenommen, bei der man aufgrund

77



des histopathologischen Befundes Ruckschlusse auf den Erreger ziehen kann. Dabei
war die Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus (ausgewertet
an immunhistochemisch gefarbten Praparaten) entscheidend. Die Einteilung erfolgte in
hoch und niedrig virulente bakterielle Erreger. Unter Virulenz wird die Toxizitat eines
Erregers verstanden. Sie ist nicht als separate Keimeigenschaft anzusehen, sondern
als Interaktion der Keimeigenschaft mit dem Immunsystem des Patienten [Casadevall
et al. 2001]. Im Folgenden werde ich auf einige Erreger und ihre Bedeutung fur die
periprothetische Gelenkinfektion eingehen.

Aus Tabelle 7 ist die Einteilung unserer Erreger zu entnehmen sowie die
durchschnittliche Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus. Da
Staphylococcus aureus sowie Streptokokken, insbesondere Streptokokken der
Serogruppe A, (z.B. Streptococcus pyogenes) zu der Gruppe der klassischen
Eitererreger gehoren, sind sie dafur bekannt, besonders viele neutrophile Granulozyten
anzulocken. Enterokokken kommen naturlicherweise im Darm vor und zahlen zu den
Verursachern von zahlreichen im Krankenhaus erworbenen Infektionen. Sie sind fur
Harnwegsinfekte, Wundinfektionen sowie fur nosokomiale Bakteridmien verantwortlich
[Kafil et al. 2013]. Bei Enterococcus faecalis wurden im Gegensatz zu Enterococcus
faecium mehr Virulenzgene gefunden und sie haben deswegen mehr Potential, eine
Infektion auszul6sen. Enterococcus faecium weist eine hohere Antibiotikaresistenz auf
und wird daher Ofters bei stationaren Patienten gefunden [Kafil et al. 2013].

Gamella haemolysans kommt physiologischerweise im Respirationstrakt vor [Rose et
al. 2012]. Das Bakterium wird zunehmend als Verursacher fur zahlreiche Infektionen
verantwortlich gemacht. Dazu zahlen unter anderem Meningitis, Zerebralabszess,
Keratitis, Pneumonie und Endokarditis. Der Erreger verursacht nur selten Infektionen
nach orthopadischen Eingriffen und gelangt dann meistens im Rahmen einer
Septikdmie zum betroffenen Gelenk [Rose et al. 2012].

Zu den niedrig virulenten bakteriellen Erregern zahlen vor allem Koagulase-negative
Staphylokokken. Ein Vertreter ist Staphylococcus epidermidis, ein Bakterium, das als
nicht pathogen gilt und auf der Haut und Schleimhaut vorkommt. Wie zahlreich in der
Literatur beschrieben (und wie aus den Ergebnissen dieser Untersuchung zu
entnehmen) gehort er zu den haufigsten Erregern des periprothetischen Gelenkinfekts
[Bogut et al. 2014, Trampuz et al. 2005]. Zunachst haftet Staphylococcus epidermidis

an der Oberflache der Endoprothese, wo es zu einer Akkumulation der Erreger kommit.
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Sie bilden Kolonien und produzieren einen Biofilm [ Trampuz et al. 2005].
Staphylococcus epidermidis zahlt zu den Hauptvertretern der ,small colony variants®
(SCV) [Bogut et al. 2014 ]. Bei Letzterem handelt es sich um Subpopulationen von
Erregern (vor allem von Koagulase-negativen Staphylokokken), die fur persistierende
oder rezidivierende Infektionen des periprothetischen Gelenks verantwortlich gemacht
werden [Sendi et al. 2006]. Die Namensgebung (,small colony variants®) ruhrt daher,
dass sich die Bakterien in dem Biofilm in einem langsam wachsenden Zustand befinden
und daher besonders klein sind [Sendi et al. 2006, Laffer et al. 2006].
Proprionibacterium acnes zahlt auch zu den niedrig-virulenten Erregern. Er zahlt zur
normalen Haut- und Zahnflora [Dramis et al. 2009]. Bei einer Besiedlung des
periprothetischen Gelenks mit Proprionibacterium acnes gilt das lange Intervall
zwischen Kolonisation und Beginn der Symptome als problematisch. Auch dieser
Erreger wird fur persistierende und rezidivierende Infekte des periprothetischen
Gelenks verantwortlich gemacht, welche wegen der geringen klinischen Symptome
schwer zu diagnostizieren sind und daher oft mit einer aseptischen Prothesenlockerung
verwechselt werden [Dramis et al. 2009]. In vielen Fallen kann Propionibacterium acnes
aus den zahlreichen intraoperativ enthommenen Proben nur ein einziges Mal isoliert
werden. Die Bedeutung der Aussagekraft von nur einer positiven Probe bei diesem
Erreger ist von ungewisser Bedeutung. Der Erreger nimmt aufgrund der dargestellten
Problematik eine Sonderstellung bei der Diagnostik des endoprothetischen Infekts ein
[Dramis et al. 2009].

5.2. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in der
immunhistochemischen Auswertung bei mikrobiologisch positivem

und negativem Befund.

Bei der quantitativen Auswertung der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten ergibt
sich ein hochst signifikanter Unterschied (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test) zwischen
den periprothetischen Membranen der Patienten, bei denen der mikrobiologische
Befund positiv (n= 47) bzw. negativ (n= 44) ist.

Die beiden Patientenkollektive weisen weder bei Alter, Geschlecht, Gro3e des
Kollektivs noch der Lokalisation der Probeentnahme nennenswerte Unterschiede auf.
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Der ermittelte ,CD15 Fokus Score® wurde bei jedem Praparat vom gleichen, sehr
erfahrenen Pathologen Uberpruft. Die mikrobiologische Untersuchung scheint nach den
erhaltenen Befunden zu urteilen standesgemaf durchgefuhrt worden zu sein.
Zusammenfassend kann deshalb davon ausgegangen werden, dass bei einer
histopathologischen Untersuchung unter Verwendung des CD15-Fokus-Scores
signifikant mehr neutrophile Granulozyten detektiert werden, wenn eine bakteriell-
infektitse Atiologie der Prothesenlockerung vorliegt als wenn eine nicht infektiése
Ursache zur Prothesenlockerung fuhrt. Diese Schlussfolgerung, die aus der
Interpretation der Ergebnisse hervorgeht, wird durch die oben beschriebene Beteiligung
von CD15 positiven Zellen bei entzundlichen Prozessen (Kapitel 5.1.1.3.) untermauert.
Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben, weisen die beiden zu diesem Datensatz
erstellten Boxplots (Abbildung 7) eine unterschiedliche Spannweite von einmal 289
Zellen bei Patienten mit positivem und von 125 Zellen bei Patienten mit negativem
mikrobiologischen Befund auf. Die Spannweite beinhaltet jedoch auch die Ausreil3er.
Durch die Angabe von Interquartilabstand und empirischer Standardabweichung kann
nicht nur eine Aussage uber den Abstand zwischen Maximal- und Minimalwert des
Datensatzes, sondern auch uber die Dichte der Verteilung gemacht werden. Die
grolReren Werte des Interquartilabstands und der Standardabweichung innerhalb des
erstellten Boxplots, das den Datensatz der Patienten mit positivem mikrobiologischen
Befund beinhaltet, spiegeln im Gegensatz zu den Werten des Kontroll-Kollektivs folglich
eine groRere Streuung des Datensatzes bei gleichzeitiger Dichte wider.

Diese Beobachtung konnte wegweisend bei der Annahme sein, dass unterschiedliche
Erreger mit einem unterschiedlichen Maf} an Entzindung, gemessen an der Quantitat
der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten, einen periprothetischen Gelenkinfekt
verursachen.

Bei dem rechten Boxplot von Abbildung 7 sind funf Ausreif3er zu vermerken und in
Tabelle 2 im Ergebnisteil dargestellt. Bei vier der funf Ausreil3er liegt ein Typ Il oder IlI
nach den Kriterien der Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] vor. Der
mikrobiologische und der histopathologische Befund stimmen nicht Gberein. Bei diesen
Praparaten ware aufgrund der histologisch gestellten Diagnose ein positiver
mikrobiologischer Befund zu erwarten. Eventuell ist hier die mikrobiologische
Befundung falsch negativ. Eine zu kurze Kultivierung der Proben (unter zwei Wochen)
bei einem niedrig virulenten Keim kann zu einem falsch negativen Ergebnis fuhren

[Spanghel et al. 1999]. Bei diesen Fallen kdnnte es sich auch um sogenannte
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,Graufalle“ handeln, bei denen trotz wiederholter mikrobiologischer Untersuchung mit
langer Kultivierungszeit der Probe die mikrobiologische Diagnose nicht mit der
histopathologischen Diagnose ubereinstimmt. Wie bereits oben beschrieben kommt es
in 5% der Falle zu solchen interdisziplinaren Diskrepanzen.

Bei der periprothetischen Membran der Patientennummer H/13/27761 wurde
histopathologisch ein Abriebinduzierter-Typ (Typ | nach den Kriterien der
Konsensusklassifikation) diagnostiziert, da die Anzahl der Abriebpartikel das
histopathologische Bild dominiert. Eine hohe Anzahl an neutrophilen Granulozyten, wie
sie in diesem Praparat zu finden ist, stellt nicht notwendigerweise ein Aquivalent einer
bakteriellen Infektion dar, sondern kann auch Ausdruck einer nicht infektiosen
Inflammation, wie beispielsweise bei einer rheumatoiden Arthritis sein [Krenn et al.
2005, Puschel et al. 1982].

Dass der linke Boxplot der Abbildung 7, der den Datensatz der Patienten mit positivem
mikrobiologischen Befund beinhaltet, keine Ausreil3er aufweist, ist auf eine dichte
Verteilung der Daten auch nahe Maximal- und Minimalwert zurickzufuhren. Allerdings
gibt es auch hier einige Falle, die zwar bei der statistischen Auswertung nicht als
Ausreil3er markiert wurden, die aber als ,Randwerte” zu beurteilen sind.

Bei den Eingansnummern H/13/10476 und H/13/19672 wurden histopathologisch
entzundliche Veranderungen gefunden, weshalb die Praparate als histopathologisch
positiv fur eine Infektion einzustufen sind. Die mikrobiologischen Befunde bestatigen die
histopathologische Diagnose. Jedoch ist die Anzahl an CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus viel zu niedrig als fur einen periprothetischen Infekt erwartet.
Eine Ursache konnte die verminderte Immunantwort auf entzindliche Prozesse im
Sinne einer Neutropenie sein. Diese Praparate kdnnten auch Beispiele fur einen
Standardfehler sein. Der Standardfehler entspricht der Streuung der empirischen
Mittelwerte um den Mittelwert eines Kollektivs [Barlocher et al. 1999].

Bei den anderen beiden Grenzwerten (H/13/25931, H/13/50441), die in der Tabelle 1
aufgelistet sind, konnte die Ursache in der Diskrepanz zwischen mikrobiologischem und
histopathologischem Befund bei einer Kontamination der Probe liegen.
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5.3. Anzahl der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in der
immunhistochemischen Auswertung nach den Kriterien der

Konsensusklassifikation [ Morawietz et al. 2006, 2009]

Fur diese Untersuchung wurden Typ Il und Typ Il nach den Kriterien der
Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006, Krenn et al. 2013] zu einem Kollektiv
(n=48) zusammengefasst, das histopathologisch als positiv fur eine Infektion gilt. Das
andere Kollektiv (n=43) ist histopathologisch negativ fur eine Infektion. Es besteht aus
Typ I und Typ IV nach den Kriterien der Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006,
Krenn et al. 2013]. Die quantitative Auswertung der CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten ergibt einen hochst signifikanten Unterschied (p<0,001, Mann-Whitney-U-
Test) zwischen den periprothetischen Membranen der Patienten, die histopathologisch
positiv fur eine Infektion sind (n=48), verglichen mit den Membranen der Patienten, die
histopathologisch negativ fur eine Infektion sind (n=43).

Der Boxplot (Abbildung 9, rechter Boxplot), der den Datensatz periprothetischer
Membranen beinhaltet, die als histopathologisch positiv fur eine Infektion gelten, weist
nicht nur eine grof3ere Spannweite und einen groReren Interquartilabstand, sondern
auch eine grofere Standardabweichung im Vergleich zum anderen Kollektiv auf.
Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass der rechte Boxplot eine
groRere Streuung des beinhalteten Datensatzes bei gleichzeitiger Dichte widerspiegelt,
verglichen mit dem Kollektiv, das histopathologisch als negativ fur eine Infektion gilt.
Bei den Ausrei3ern des Boxplots (Abbildung 9), das den Datensatz der Patienten, die
histopathologisch negativ fur eine Infektion sind, beinhaltet, stimmen bei einem
Patienten (Eingangsnummer: H/13/71745) der histopathologische und der
mikrobiologische Befund nicht Uberein. Eventuell ist hier der mikrobiologische Befund
falsch positiv oder die histopathologische Diagnose ist nicht korrekt. Wenn beides nicht
zutrifft, handelt es sich hier um einen ,Graufall“. Bei den restlichen in Tabelle 4
aufgefuhrten Fallen kdnnte die Mikrobiologie falsch negativ sein. Dies ist vor allem

durch eine zu kurze Kultivierungszeit der Proben zu erklaren.
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5.4. Vergleich der Mikrobiologie mit den Kriterien der

Konsensusklassifikation [ Morawietz et al. 2006]

Vergleicht man die Boxplots der Abbildung 7 und der Abbildung 9 miteinander, so sieht
man, dass der Boxplot, welcher den Datensatz mit der positiven Mikrobiologie
(Abbildung 7, linke Box) beinhaltet, fast deckungsgleich mit dem Boxplot ist, welcher
den Datensatz der Typen Il und Ill beinhaltet (Abbildung 9, linke Box). Die Boxplots der
negativen Mikrobiologie (Abbildung 7, rechte Box) und der Typen | und IV (Abbildung 9,
rechte Box) unterscheiden sich im Interquartilabstand um knapp 9 und in der
Spannweite um 55 Zellen. Diese Werte spiegeln folglich eine geringere Streuung der
Daten der Typen I/IV verglichen mit den Daten der negativen Mikrobiologie wider.
Diese Ergebnisse sind so zu interpretieren, dass der mikrobiologische und der
histopathologische Befund nicht in allen untersuchten Fallen Ubereinstimmen und dass
diese interdisziplinare Diskrepanz bei dem untersuchten Kollektiv grof3er ist, wenn ein

periprothetischer Infekt auszuschliel3en ist.

5.5. Grenzwertermittlung: Anzahl an CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus, um einen periprothetischen Infekt zu

diagnostizieren.

Neben der Mikrobiologie wurde auch die histopathologische Einteilung nach den
Kriterien der Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] als Goldstandard
herangezogen, um einen passenden Schwellenwert fur den diagnostischen Test, der in
dieser Arbeit vorgestellt wurde (CD15-Fokus-Score), zu ermitteln. Jedoch gilt die
Mikrobiologie bei der Diagnosestellung des periprothetischen Gelenkinfekts als
Goldstandard, sodass die diagnostische Gute des CD15-Fokus-Scores unter
Verwendung eines Schwellenwertes gemessen wurde, welcher mit der
mikrobiologischen Diagnose als Goldstandard ermittelt wurde. So liegt beim Datensatz
dieser Arbeit ab einem Wert von 50 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten, ermittelt
unter Anwendung des CD15-Fokus-Scores mit einer Sensitivitat von 83% und einer
Spezifitat von 86,4%, ein periprothetischer Gelenkinfekt vor. Die Summe aus
Sensitivitat und Spezifitat ist ein Mal fur die Gute eines Testverfahrens und liegt hier

bei 1,694. Der positiv pradikative Wert betragt 0,87 und der negativ pradikative Wert
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0,83 (Tabelle 6). Die Accuracy betragt 0,846, die AUC (area under the curve) betragt
0,878. Gilt die histopathologische Einteilung nach der Konsensusklassifikation
[Morawietz et al. 2006] als Goldstandard unter Anwendung von 50 CD15 positiven
neutrophilen Granulozyten als Grenzwert, betragt die Sensitivitat fur das Diagnostikum
87,5%, die Spezifitat 93%. Die Summe aus beiden betragt 1,805. Die Accuracy betragt
0,846, die AUC 0,878. Um die diagnostische Wertigkeit des CD15-Fokus-Scores unter
Verwendung dieses Schwellenwertes beurteilen zu kdnnen, werde ich im Folgenden die
Ergebnisse, die aus diesem Datensatz erhoben wurden, mit Sensitivitat und Spezifitat
anderer angewandter diagnostischer Tests vergleichen (Tabelle 12).

In der Einleitung wurde bereits auf die Publikation von Morawietz et al. 2009
eingegangen. Um histologisch zwischen einer aseptischen und einer septischen
Prothesenlockerung unterscheiden zu kdnnen, schlug er einen Schwellenwert von 23
neutrophilen Granulozyten pro 10 ,High-Power-Fields“ vor. Fur seine Untersuchung
wurden 147 periprothetische Membranen herangezogen. Das Patientenkollektiv der
hier vorliegenden Arbeit betragt mit 91 etwas weniger als 2/3 des Patientenkollektivs
von Morawietz et al. 2009. Bei der Arbeit von Morawietz et al. 2009 wurde ein
mikrobiologischer Befund als positiv definiert, wenn eine Probe eines hoch virulenten
Erregers wie beispielsweise Staph. aureus bzw. drei Proben eines niedrig virulenten
Erregers wie beispielsweise Propionibacterium acnes positiv waren. Bei der hier
vorliegenden Arbeit gilt ein bakterieller Befund als positiv, wenn zumindest bei zwei
Kulturen der gleiche Erreger nachgewiesen wurde, unabhangig von der Gattung der
isolierten Erreger. Auch wurde bei der hier vorliegenden Arbeit der komplette Datensatz
nach einer immunhistochemischen Farbung mit Anti-CD15-Antikorpern (Klon MMA,
Roche, Basel, Schweiz) begutachtet. Bei Morawietz et al. 2009 wurde nur ein Teil der
Praparate nach der immunhistochemischen Farbung begutachtet, die restlichen
Praparate waren mit PAS gefarbt. Die Ergebnisinterpretation in dieser Arbeit beruht
somit auf der Auswertung von immunhistochemisch einheitlich angefarbten Praparaten.
Zur Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat des Diagnostikums von Morawietz et al.
2009 wurde als Goldstandard zum einen die klinische und zum anderen die
mikrobiologische Diagnose herangezogen. Bei der hier vorliegenden Arbeit wurde
neben der Mikrobiologie noch die Einteilung nach den Kriterien der
Konsensusklassifikation [Morawietz et al. 2006] als Goldstandard herangezogen. Den
positiv und negativ pradikativen Wert berechnete Morawietz et al. 2009 genau wie in

dieser Arbeit nach dem Satz von Bayes. Die einzelnen Werte der beiden Arbeiten im
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Vergleich sind Tabelle 12 zu entnehmen. Die statistische Auswertung erfolgte bei
beiden Arbeiten mit SPSS, zur optimalen Grenzwertermittiung wurde bei beiden
Arbeiten eine ROC-Kurve erstellt. Da bei dieser wie auch bei der Arbeit von Morawietz
et al. 2009 unter anderem die Mikrobiologie als Goldstandard verwendet wurde, ist es
sinnvoll, die dabei gewonnenen Malde, welche ein diagnostisches Verfahren beurteilen,
miteinander zu vergleichen. Die Spezifitat des diagnostischen Tests, der in dieser Arbeit
vorgestellt wird (CD15-Fokus-Score), ist mit 86,4 % zwar niedriger als die von
Morawietz et al. 2009 mit 95%, die Sensitivitat ist mit 83% jedoch hoher als die von
Morawietz et al. 2009 mit 73%. Auch die Summe aus Sensitivitat und Spezifitat ist unter
Anwendung des CD15-Fokus-Scores geringfugig hoher als bei Morawietz et al. 2009
(Tabelle 12). Die Accuracy des diagnostischen Tests dieser Arbeit ist mit 84,6%
geringfugig niedriger als die von Morawietz et al. mit 86%. Die AUC ist bei dem
diagnostischen Test dieser Arbeit mit 0,878 etwas besser als bei Morawietz et al. 2009
mit 0,881. Als zweiter Goldstandard wurde bei dieser Arbeit die Einteilung nach der
Konsensusklassifikation verwendet [Morawietz et al. 2006]. Da die diagnostischen
Kriterien dabei grundlegend auf der Methode (23 NG pro 10HPF) von Morawietz et al.
2009 basieren, wurde damit unser Diagnostikum mit dem von Morawietz et al. 2009
verglichen. Dabei wurden eine Sensitivitat von 87,5% und eine Spezifitat von 93%
erreicht. Die Accuracy betragt 90%, die AUC 0,944. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass mit dem hier erarbeiteten immunhistochemischen Score (CD15-Fokus-
Score) ahnlich gute Werte bei Testverfahren, die etwas Uber die Gute des angewandten
Diagnostikums aussagen, erzielt werden wie bei Morawietz et al. 2009.

Um einen Eindruck zu gewinnen, welche Sensitivitat und Spezifitat die diagnostischen
Methoden anderer Publikationen aufweisen, wurden zwei Veroffentlichungen von Fink
et al. von 2008 und 2013 herangezogen. Die Publikation von Fink et al. 2008 bezieht
sich auf die Diagnostik des periprothetischen Infekts des Knies, die von Fink et al. 2013
bezieht sich auf die Diagnostik des periprothetischen Infekts der Hufte. In den beiden
Arbeiten wurden Bedeutung von Aspiration, intraoperativ gewonnener Biopsie zur
histopathologischen und mikrobiologischen Beurteilung und Erhdhung des C-reaktiven
Proteins bei der Diagnose des periprothetischen Infekts beurteilt. Da Sensitivitat und
Spezifitat der intraoperativ gewonnenen Biopsie den mikrobiologischen und
histopathologischen Befund beinhaltet, kann die alleinige histopathologische Diagnostik
niemals solche Werte in Sensitivitat und Spezifitat erlangen wie beide Verfahren
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zusammen. Im Vergleich zur praoperativen CRP-Erhohung stellen alle anderen
Verfahren (einschlielBlich unserem) ein besseres Diagnostikum dar.

Was auffallt, ist, dass der CD15-Fokus-Score im Vergleich zu den anderen in Abbildung
12 aufgefuhrten diagnostischen Methoden eine geringere Spezifitat (Ausnahme:
praoperative CRP-Bestimmung), aber eine hohere Sensitivitat (Ausnahme:
intraoperative Biopsie Hufte) aufweist. Hoch sensitive Testverfahren dienen dazu, eine
Krankheit mit hoher Sicherheit auszuschliel3en.
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Durchgefuhrte Sens. Spez. Positiv Negativ Summe
Diagnostik (in %) (in %) pradik. pradik. aus Sens.+
Wert (in%) | Wert (in %) | Spez.

CD15-Fokus-Score
-Mikrobiologie (GS) 83 86,4 87 83 1,694
-Histopathologie (GS) | 87,5 93 93 87 1,805
[Morawietz et al.2009]
23NG pro 10HPF
-Mikrobiologie (GS) 73 95 91 84 1,68
-Klinik als (GS) 77 97 91 91 1,74
[Fink et al.]
Gelenkaspiration 64 96 94 77 1,6
Hufte*

72.5 95.2 85.3 90.1 1,677
Gelenkaspiration
Knie**
[Fink et al.]
intraoperative Biopsie | 82 98 97 87 1,8
Hufte*
Intraoperative Biopsie | 100 98.1 95.2 100 1,981
Knie**
[Fink et al.]
CRP-Erhéhung 64 75 67 72 1,39
(HUfte™)
CRP-Erhéhung 72.5 80.9 59.2 88.5 1,534

(Knie**)

Tabelle 12: Verschiedene diagnostische Kriterien, einen periprothetischen Infekt zu
diagnostizieren, * Fink et al. 2013, **Fink et al. 2008, GS=Goldstandard
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5.6. Anzahl an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten in der
immunhistochemischen Auswertung bei unterschiedlichem

bakteriellen Erregerspektrum

Bei der quantitativen Auswertung der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten ergibt
sich ein hochst signifikanter Unterschied (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test) zwischen
den periprothetischen Membranen der Patienten, bei denen ein hoch virulenter
bakterieller (n=14) bzw. ein niedrig virulenter bakterieller (n=29) Erreger isoliert wurde.
Die beiden Patientenkollektive weisen weder bei Alter, Geschlecht, Gro3e des
Kollektivs noch der Lokalisation der Probeentnahme nennenswerte Unterschiede auf.
Der ermittelte CD15-Fokus-Score wurde bei jedem Praparat von dem gleichen, sehr
erfahrenen Pathologen Uberpruft. Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch die
histopathologische Untersuchung (unter Verwendung des CD15-Fokus-Scores)
signifikant mehr neutrophile Granulozyten bei dem Kollektiv detektiert werden konnten,
bei dem eine periprothetische Infektion mit einem hoch virulenten bakteriellen Erreger
vorliegt, als bei dem Kontroll-Kollektiv, bei dem ein niedrig virulenter bakterieller Erreger
fur die periprothetische Infektion verantwortlich gemacht wird. Da die Spannweite sowie
die empirische Standardabweichung bei dem Boxplot, das den Datensatz der niedrig
virulenten bakteriellen Erreger enthalt, groRer ist als bei dem Boxplot der hoch
virulenten bakteriellen Erreger, ist die Streuung der gesamten Daten der niedrig
virulenten bakteriellen Erreger somit gro3er als bei dem anderen Kollektiv.

Bei dem Boxplot der hoch virulenten Erreger ist der Interquartilabstand groR3er als bei
dem anderen Kollektiv (Abbildung 13). Dies spiegelt folglich eine grofiere Streuung von
50% des Datensatzes der hoch virulenten bakteriellen Erreger bei gleichzeitiger Dichte
wider. Bei den niedrig virulenten bakteriellen Erregern gibt es einen Ausreil3er. Die
untersuchte Probe stammt aus dem Huftgelenk einer weiblichen 77-jahrigen Patientin.
Die histopathologische Befundung ergab eine periprothetische Membran/
Neosynovialitis vom Kombinierten Typ (Typ Ill). Es wurden 253 CD15 positive
neutrophile Granulozyten gefunden. Durch die mikrobiologische Befundung konnte
Staphylococcus epidermidis nachgewiesen werden. Weshalb die Anzahl der CD15
positiven neutrophilen Granulozyten hier so hoch ist, konnte nicht geklart werden,
eventuell ist der mikrobiologische Befund nicht korrekt. Bei der Ergebnisinterpretation
muss, wie man aus dem Ergebnisteil entnehmen kann, darauf hingewiesen werden,

dass das untersuchte Kollektiv sehr klein ist.
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5.7. Grenzwertermittlung: Anzahl an CD15 positiven neutrophilen
Granulozyten pro Fokus, um hoch virulente von niedrig virulenten

bakteriellen Erregern zu unterscheiden.

Um herauszufinden, ab welcher Anzahl von CD15 positiven neutrophilen Granulozyten
pro Fokus man von einer Infektion mit einem hoch virulenten bakteriellen Erreger
ausgehen kann, wurde mittels ROC-Kurve ein Schwellenwert ermittelt. Als
Goldstandard diente dabei die Einteilung in hoch und niedrig virulente Erreger. Der
ermittelte Schwellenwert von 100 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten weist die
maximale Summe aus Sensitivitat und Spezifitat auf. Ab einer Anzahl von 100 CD15
positiven neutrophilen Granulozyten liegt bei diesem Kollektiv mit einer Sensitivitat von
100% und mit einer Spezifitat von 66% eine Infektion mit einem hoch virulenten
bakteriellen Erreger vor. Die Summe aus Sensitivitat und Spezifitat betragt 1,66. Der
positiv pradikative Wert betragt 0,587, der negativ pradikative Wert betragt 1,0, die
Accuracy betragt 0,767 und die AUC 0,863. Die Ergebnisse zeigen, dass bei diesem
Datensatz ab einem Wert von 100 CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro Fokus
eine Infektion mit einem niedrig virulenten Erreger ausgeschlossen werden kann.

In der Literatur liegen aktuell keine Daten dazu vor, dass durch eine alleinige
histopathologische Diagnostik eine Keimspezifizierung moglich ist. Die Einteilung in
hoch und niedrig virulente bakterielle Erreger beruht auf veroffentlichter Literatur sowie
auf den Beobachtungen von Mikrobiologen und Pathologen, die sich mit dieser
Thematik beschaftigen. Ein Teil dieses Konzepts ist in Diskussion mit Frau Priv.-Doz.
Dr. med. Monika Huber (SMZ Otto Wagner Spital, Pathologisch-Bakteriologisches
Institut, Wien) entstanden.

Die gewonnenen Erkenntnisse konnen aufgrund des kleinen Kollektivs und der hierzu
nicht zur Verfugung stehenden Literatur lediglich als Ansatz bei der histopathologischen
bakteriellen Keimspezifizierung des periprothetischen Gelenkinfekts dienen. Es kann
lediglich eine Aussage Uber die lokale bakterielle Virulenzwirkung in der
periprothetischen Membran gemacht werden.
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5.8. Vergleich des unterschiedlichen Erregerspektrums bei den
histopathologischen Typen Il und lll der Konsensusklassifikation
[ Morawietz et al. 2004, Morawietz et al. 2006, Morawietz et al. 2009]

Betrachtet man die Verteilung der verschiedenen Erreger bei Typ Il (n=32) und Typ IlI
(n=16) nach den Kriterien der Konsensusklassifikation, so sieht man, dass hoch
virulente bakterielle Erreger fur 38% der periprothetischen Gelenkinfektionen der
periprothetischen Membranen des Typ Il verantwortlich gemacht werden, wohingegen
sie bei Typ Il in nur 12% der Falle als Ursache fur die Infektion gelten (Abbildungen 15,
16). Niedrig virulente bakterielle Erreger und Mischinfektionen mit niedrig virulenten
bakteriellen Erregern werden bei Typ Il in insgesamt knapp 70% der periprothetischen
Gelenkinfekte nachgewiesen. Bei Typ Il sind niedrig virulente bakterielle Erreger und
Mischinfektionen mit 56% nicht so haufig fur den periprothetischen Gelenkinfekt
verantwortlich.

Das unterschiedliche Erregerspektrum bei dem Kombinierten Typ (Typ Ill) im Vergleich
zum Infektiosen Typ (Typ Il) kdnnte darauf zurtckzufuhren sein, dass durch die
Prasenz von Abriebpartikeln und die damit verbundene Makrophagenaktivierung ein
anderes Erregerspektrum angelockt wird. Die Beobachtung, dass ein unterschiedliches
Erregerspektrum bei den verschiedenen Typen der Konsensusklassifikation vorzufinden
ist, konnte auch wegweisend bei der histopathologischen Keimspezifizierung sein.

Das hier untersuchte Gesamtkollektiv war ebenfalls klein und die Grofden der

Einzelkollektive sehr unterschiedlich.

5.9. Vergleich der Ergebnisse der identifizierten CD15 positiven
neutrophilen Granulozyten mittels CD15-Fokus-Score und mittels
,»CD15-Quantifier®.

Die Aussagekraft der Ergebnisinterpretation ist durch einige Faktoren eingeschrank.
Wie bereits im Material- und Methoden-Teil beschrieben, konnte nicht sichergestellt
werden, dass bei der Anwendung der beiden Methoden exakt der gleiche Fokus
analysiert wurde, da dies aus organisatorischen Grinden zum gegebenen Zeitpunkt
nicht moglich war. Auch dieses Kollektiv war relativ klein. Nur bei einem von 19 Fallen
ist die Diskrepanz der Zellauszahlung durch unterschiedliche Modi so grol3, dass sie zu
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einer unterschiedlichen Diagnose gefuhrt hat. Dies macht 0,05% am Gesamtkollektiv
aus und ist als geringfugig einzustufen. Wie man aus Abbildung 24 entnehmen kann,
sind bei dem betroffenen Praparat (Eingangsnummer: 36268/13) zahlreiche
Hintergrundreaktionen vorhanden, die fur die Software schwierig von den neutrophilen
Granulozyten abzugrenzen sind. Besonders bei den Praparaten, bei denen ein hoherer
Schwierigkeitsgrad vorliegt, kommt es zu einer groReren Diskrepanz der ausgezahlten
Zellen zwischen den beiden angewandten Verfahren.

Im Durchschnitt weicht die Anzahl der CD15 positiven neutrophilen Granulozyten pro
Fokus (ermittelt mit CD15-Fokus-Score) um nur 34 Zellen von dem ermittelten Wert des
,CD15 Quantifiers” ab. Es wurde der Mann-Whitney-U-Tests angewandt, um zu
uberprufen, ob ein Unterschied bei der Ermittlung der Anzahl an CD15 positiven
neutrophilen Granulozyten einerseits mit Hilfe des ,CD15-Fokus-Scores® und
andererseits mit Hilfe des ,,CD15-Quantifiers® besteht. Das Ergebnis zeigte, dass kein
signifikanter Unterschied besteht. Die Abweichung der ermittelten Zellzahlen durch die
Anwendung der beiden Verfahren ist als geringfugig anzusehen. Je mehr Zellen
auszuzahlen sind, umso mehr Zeit bendtigt der Quantifier. Bei diesem Datenkollektiv
braucht der ,CD15 Quantifier* maximal 32,7 Sekunden, um ein Praparat auszuwerten.
Dieses Praparat ist in Abbildung 25 dargestellt. Auch bei diesem Praparat sind die
neutrophilen Granulozyten aufgrund von technisch bedingten Artefakten wie
Schnittdehiszenzen, Spaltraumbildungen, Uberlagerungen von Schnittpraparatanteilen
und/ oder unspezifischen Hintergrundreaktionen schwer zu detektieren. Diese
Veranderungen sind auch bei einer standardisierten und apparativ durchgefuhrten
immunhistochemischen Farbung ein konstantes Phanomen. Trotz des hohen
Schwierigkeitsgrades ermittelt der ,CD15-Quantifier in knapp 33 Sekunden eine Anzahl
an CD15 positiven neutrophilen Granulozyten (275 Zellen), die sich um nur 62 Zellen
von dem Ergebnis der morphometrisch gestiutzten Auszahlung (213 Zellen)
unterscheidet. Innerhalb dieses Zeitfensters kann ein Pathologe nicht Uber 200 Zellen

auszahlen.
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5.10. Die Vorzuge und eventuellen Nachteile des CD15-Fokus-Scores

5.10.1. CD15 Expression in der periprothetischen Membran/ Neosynovialitis und
die Ermittlung des ,,CD15 Fokus Scores*

Die oben (Kapitel 5.1.) dargestellte Expression von Oberflachenmerkmalen auf
neutrophilen Granulozyten und Monozyten/ Makrophagen ist hilfreich bei der
Interpretation der Vorzige und eventuellen Nachteile der in dieser Arbeit angewandten
CD15-Fokus-Scores, um einen periprothetischen Gelenkinfekt zu diagnostizieren.

Zum einen zeigt sich, dass die CD15 Expression linienspezifisch ist. Bei entzundlichen
Prozessen werden durch die immunhistochemische Anfarbung von CD15 positiven
Oberflachenmerkmalen fast ausschlieRlich Zellen der myeloischen Reihe sichtbar
gemacht. Dabei werden die neutrophilen Granulozyten am intensivsten gefarbt. Sie
weisen eine intensive grobe granuldre Reaktivitat mit Uberdeckung von Zellkern und
Zytoplasma auf. Dieses Farbungsprofil ist auf die oben beschriebene Expression von
CD15 auf der Zelloberflache und auf die Farbung der intrazellular liegenden Granula
zurlckzufuhren. Bei den Makrophagen ist die Expression von CD15 als
Oberflachenmerkmal nicht so stark ausgepragt. Diese Zellen weisen deswegen bei der
immunhistochemischen Farbung unter der Verwendung von Anti-CD15-Antikorpern
eine schwachere braunliche Reaktivitat ohne vollkommene Uberdeckung von Zellkern
und Zytoplasma auf. Dieses Verteilungsmuster wurde bislang nur in Zelllinien wie bei
Knapp et al. 1989 und nicht in Geweben und speziell nicht in der periprothetischen
Membran (Abbildung 19) beschrieben. Auch kdnnen, wie in der Literatur von Munro et
al.1992 beschrieben, eosinophile Granulozyten durch die Verwendung von Anti-CD15-
Antikorpern sichtbar gemacht werden, da aber, wie im Material- und Methoden-Teil
erlautert, zuerst das H.E. gefarbte Praparat begutachtet wird, kann dort eine
Ansammlung von eosinophilen Granulozyten ausgeschlossen werden. Bei der
nachfolgenden Analyse der immunhistochemisch gefarbten Praparate konnen die
angefarbten Zellen zweifelsfrei identifiziert werden. Neutrophile Granulozyten, die in
den Kapillaren um den Entzindungsherd CD15 exprimieren, nehmen an der
Margination teil. Diese Margination ist ein wichtiger Prozess, der kurz nach Beginn der
Entzindungsreaktion stattfindet. In dem Moment, in dem die neutrophilen Granulozyten
die Gefalle verlassen, gehen sie von der sialylierten Form in die unsialyierte Form Uber.
Durch den dargestellten Entziindungsprozess wird deutlich, dass bei der Fragestellung
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dieser Arbeit unter Anwendung des CD15-Fokus-Scores sowohl die extravasalen wie

auch die intravasalen neutrophilen Granulozyten mitgezahlt werden mussen.

5.10.2. Einschrankungen, die sich durch die Verwendung des CD15-Fokus-Score

ergeben

Im Folgenden werden Einschrankungen, die sich durch die Verwendung von Anti-
CD15-Antikorpern sowie durch die Bestimmung der Quantitat der neutrophilen
Granulozyten bei dieser Fragestellung ergeben, erlautert.

5.10.2.1. Einschrénkungen durch die Verwendung von Anti-CD15-Antikbérpern

Auch wenn neutrophile Granulozyten und Makrophagen im entzindlichen Gewebe eine
unterschiedliche Morphologie aufweisen, so sind diese beiden Entziindungszellen fur
einen nicht ganz so erfahrenen Pathologen schwer zu unterscheiden. In
periprothetischen Membranen, die z.B. dem kombinierten Typ (Typ Ill) nach den
Kriterien der Konsensusklassifikation entsprechen, liegt neben einer entzindlichen
Genese eine Partikelerkrankung vor. Durch die Entzindung werden primar neutrophile
Granulozyten angelockt, durch die Abriebpartikel primar Makrophagen, sodass sich bei
der histologischen Untersuchung einer solchen periprothetischen Membran neben
neutrophilen Granulozyten auch Makrophagen finden. Je nach Qualitat der Farbung
kann die Ermittlung des CD15-Fokus-Scores falsch sein, da neutrophile Granulozyten

und Makrophagen nicht unterschieden werden kdnnen.

5.10.2.2. Einschrdnkungen, die sich durch die Quantitat von neutrophilen Granulozyten
ergeben

Es gibt einige Erkrankungen, die mit einer Reduktion von zirkulierenden neutrophilen
Granulozyten einhergehen [Valle et al. 2013]. Patienten, die an einem Typ-1-Diabetes
mellitus leiden, haben in den Jahren vor dem Ausbruch sowie zu Beginn der
Erkrankung eine signifikante Neutropenie [Valle et al. 2013]. Diese Neutropenie wurde
sowohl bei Kindern wie auch bei Erwachsenen festgestellt und ist ein Hinweis auf eine
chronische virale Infektion, die der Entstehung des Typ-1-Diabetes oft vorausgeht
[Valle et al. 2013]. Es sollte bedacht werden, dass alle Erkrankungen, die mit einer

verminderten oder erhohten Anzahl an peripheren neutrophilen Granulozyten
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einhergehen, zu einer Einschrankung des CD15-Fokus-Scores bei der Diagnose des

periprothetischen Gelenkinfekts fuhren kann.

5.10.3. Die Bedeutung des CD15-Fokus-Scores

Da entzindliche Veranderungen heterogen ausgepragt sind, wird bei der
pathologischen Auswertung das Prinzip des ,worst area grading“ verfolgt [Krenn et al.
2005]. Das bedeutet, dass das Areal, welches am starksten entzindlich verandert ist,
zur Beurteilung herangezogen wird. Der CD15-Fokus-Score bietet somit eine optimale
Methode, das Prinzip des ,worst area grading® bei der histopathologischen Auswertung
der periprothetischen Membranen anzuwenden. Abgesehen von Sensitivitat, Spezifitat
und den pradikativen Werten, welche ein Mal} fur die Gute des Testverfahrens sind,
gibt es noch weitere Argumente, die fur die Anwendung des CD15-Fokus-Scores
sprechen. Zum einen ware der Punkt der Zeiteffizienz zu nennen. Es ist weniger
zeitaufwendig, neutrophile Granulozyten in einem Gesichtsfeld statt in mehreren
Gesichtsfeldern zu zahlen. Zeiteinsparend ist auch die einfache Anwendung des
Quantifizierungsmodus. Im Gegensatz zu der bisher angewandten Diagnostik von
Morawietz et al. 2009 werden pro Fokus alle neutrophilen Granulozyten gezahlt. Man
muss weder zwischen intra- und extravasalen Zellen unterschieden, noch muss man
einen Maximalwert wie etwa 10 neutrophile Granulozyten pro HPF nach Morawietz et
al. 2009 beachten. Durch die Definition eines einzigen Fokus im Areal der maximalen
Entzindungsreaktion missen weder 10 HPF willkurlich gewahlt werden noch kann es
zu einer wiederholten Einstellung desselben HPF kommen. Somit ist die Verfalschung
des Ergebnisses durch ein einfacheres Anwendungsverfahren minimiert.

Ein High-Power-Field ist ein durch das Mikroskop sichtbarer Ausschnitt bei 400facher
Vergrollerung des Praparates, es wird das 40er Objektiv verwendet. Der
Praparatausschnitt ist dabei 0,3 x 0,25 mm groR (0,075 mm?). Bei der Anwendung des
CD15-Fokus-Scores wird ein 20er Objektiv verwendet. Der Praparatausschnitt betragt
dabei 0,6 x 0,5 mm (0,3mm?). Mit dem eingestellten Fokus kann man also einen
groReren Praparatauschnitt als mit einem eingestellten High-Power-Field begutachten
und somit einen besseren Eindruck von den Gewebeveranderungen gewinnen.

Einer der grof3ten Vorzuge des CD15-Fokus-Scores ist, dass durch seine Evaluierung
eine fur die Infektionsdiagnostik relevante Software erarbeitet werden konnte, welche
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eine Vereinfachung der zeitkonsumierenden und konzentrationsintensiven

diagnostischen Zellquantifizierung ermoglicht.

5.10.4. Die Bedeutung von computergestitzten Verfahren fur die Quantifizierung

von Zellen mit Fokus auf den ,,CD15-Quantifier”

Die Auswertung histologischer Schnittbilder, insbesondere die Quantifizierung von
immunhistochemisch gefarbten Praparaten durch den Pathologen unterliegt einer
hohen Intra- und Interobserver-Variabilitat. Hier versprechen computergestutzte
Verfahren eine hohere Genauigkeit und Reproduzierbarkeit. Sie stellen ein
korrigierbares, lernfahiges Diagnostikum dar. Das Gebiet der automatisierten
Mikroskopbildanalyse ist zwar seit vielen Jahrzehnten ein aktives Forschungsfeld, seine
Bedeutung nahm aber besonders in den vergangenen Jahren durch die Verfugbarkeit
von Computer, Mikroskopkameras und Slide-Scannern zu [Wienert et al. 2012]. Mit
diesem Equipment ist der Pathologe nun im Stande, hoch qualitatives digitalisiertes
histologisches Datenmaterial zu erzeugen, aufzuarbeiten und zu analysieren. Durch
diese veranderten Rahmenbedingungen ist das Interesse der klinischen Pathologen an
neuen Verfahren, die eine Standardisierung bei der Diagnostik von Zell- und
Gewebeproben gewahrleisten, gewachsen [Wienert et al. 2012].

Durch den vermehrten Einsatz von prognostischen Markern, mit deren Hilfe man unter
anderem eine Aussage Uber die Prognose der Erkrankung oder einen Therapieerfolg
machen kann, ist eine Standardisierung der Auswertung erforderlich [Wienert et al.
2012]. Die PC-assistierte Diagnostik wird beispielsweise bei der Expression von KI-67
im Zusammenhang mit Brustkrebs angewendet [Wienert et al. 2013]. Bei Ki-67 handelt
es sich um ein humanes Protein, das streng mit der Zellproliferation assoziiert ist.
Wahrend der Interphase kann es nur im Zellkern detektiert werden. In allen aktiven
Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2, Mitose) wird es auch auf der Oberflache der
Chromosomen exprimiert und kann dort mit Hilfe von KI-67-Antikdrpern nachgewiesen
werden. Da es sowohl auf der Oberflache von gesunden wie auch auf Tumorzellen
exprimiert wird, gilt es als exzellenter Marker, um die Wachstumsfraktion einer
Zellpopulation festzulegen [Scholzen et al. 2000, Gong et al. 2013]. Bei der
Quantifikation des Tumor-Proliferationsindexes gemessen an der KI-67
Immunhistochemie wird der Anteil der tumordsen Zellen im Verhaltnis zu den gesunden

Zellen gemessen. Das Verteilungsmuster der KI-67 Expression gibt im Zusammenhang
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mit dem Mammakarzinom Auskunft Gber klinisch-pathologische Eigenschaften des
Tumors sowie Uber seine Prognose [Gong et al. 2013]. Tumorzellen und deren
Zellkerne sind sehr heterogen in Grofde und Form. Wurde man hier eine allgemeine
Kontur festlegen, welche typisch fur die zu detektierende Zelle bzw. den Zellkern ist, so
wurden insbesondere hochgradig veranderte Zellen nicht erfasst werden [Wienert et al.
2012]. Bei dem neusten Stand der Softwareentwicklung handelt es sich um eine
konturbasierte Zelldetektion. Die Detektion von Zelle und Zellkern erfolgt unabhangig
von der Form und richtet sich nach der Kontur der Zelle, die sich an dem
Farbgradienten orientiert. Das Verfahren respektiert die Formeigenschaften der zu
untersuchenden Zellen [Wienert et al. 2012, Wienert et al. 2013].

Der ,CD15-Quantifier” ermdglicht eine hochst standardisierte histopathologische
Auswertung der periprothetischen Membran bzw. der Neosynovialitis. Da die Anzahl an
neutrophilen Granulozyten ein entscheidendes diagnostisches Kriterium bei der
Unterscheidung zwischen aseptischer und septischer Prothesenlockerung ist, kann eine
falsch ermittelte Quantitat an Entzindungszellen zu einer falschen Diagnose fuhren.
Die Begutachtung der immunhistochemischen Schnittpraparate stellt einen
konzentrations- und arbeitsaufwendigen Prozess dar, der viel Erfahrung bendtigt. Die
Unterscheidung zwischen CD15 positiven neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
ist bei manchen Praparaten hochst anspruchsvoll und fur einen noch nicht so
erfahrenen Pathologen schwierig. Durch den ,CD15-Quantifier” ist eine verlassliche
Diagnose auch fur einen noch nicht so erfahrenen Pathologen moglich. Bei einer
Thematik wie der Endoprothesenpathologie, wo die interdisziplinare Zusammenarbeit
unerlasslich ist, um eine periprothetische Gelenkinfektion zu diagnostizieren, ist ein
standardisierter Quantifizierungsmodus sehr willkommen. Der Orthopade konnte sicher
sein, dass die histopathologische Diagnose unter Einsatz des ,,CD15-Quantifiers” einer
geringeren Interobserver-Variabilitat unterliegt. Im Vergleich zur mikrobiologischen
Untersuchung ist der ,CD15-Quantifier” sehr zeiteffizient. Bei Verdacht auf einen
periprothetischen Gelenkinfekt mit einem niedrig virulenten bakteriellen Erreger muss
eine Probe mindestens 14 Tage kultiviert werden. Bei der histopathologischen
Begutachtung vergehen ab dem Moment der Probeentnahme bis zum Stellen der
histopathologischen Diagnose etwa 48 Stunden. Diese Zeitspanne beinhaltet die
immunhistochemische Farbung mit Anti-CD15-Antikorpern und die histopathologische

Analyse unter Anwendung des ,,CD15-Quantifiers®. Wie man aus dem Ergebnisteil
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entnehmen kann, dauert das Auszahlen der Zellen mit Hilfe des Quantifiers nur etwa
10-40 Sekunden.

Die neuen Bild-Analyse-Verfahren werden die Arbeit der Pathologen nicht ersetzten,
aber sie unterstutzen den Pathologen, die diagnostische Prazision zu steigern [Wienert
et al. 2013].
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7. Anhang

7.1. Eidesstattliche Versicherung

,ich, Beatrice Kolbel, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: CD15-Fokus-Score: Ein
immunhistochemisch basierter Score sowie die Mitentwicklung einer morphometrischen
Software (,CD15-Quantifier”) zur Infektionsdiagnostik in der periprothetischen Membran
selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als
die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)" des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht.
Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen) entsprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die
in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Betreuer/in, angegeben
sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und bei
denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen

einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind

mir bekannt und bewusst.*

Datum Unterschrift



7.2. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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7.3. Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen

Beatrice Kolbel hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:
Im Druck:

Publikation 1:

Kolbel B, Krenn V, Muller S, Tiemann A, lllinger U. Correlation of histopathology and
microbiology: defined criteria of non-specific bacterial infection in synovitis and
osteomyelitis improves the diagnostic safety. Pathologe 2014, Abstract, Poster
Beitrag im Einzelnen: Mitwirken bei der immunhistochemischen Farbung und der
mikroskopischen Auswertung. Zusammentragen der Daten. Erstellen der statistischen
Auswertung. Mitwirken bei Erstellung des Textkorpers. Anfertigung von
Mikrophotograpien. Erstellung eines Posters.

Publikation 2:

Hopf F, Huber M, Thomsen M, Mlller S, Kolbel B, Kretzer J, Thomas P, Gehrke T,
Krenn V. Particle algorithm for joint implantat-material characterisation in the SLIM with
focus on lymphocytic adverse reactions. Pathologe 2014, Abstract, Poster

Beitrag im Einzelnen: Mitgestaltung des Artikels. Mithilfe bei der Literaturrecherche
sowie bei der Zusammenstellung des Literaturverzeichnisses. Mitwirken bei der
Anfertigung von Mikrophotograpien.

Publikation 3:

Krenn V, Hopf F, Mlller S, Kolbel B. Neoplastische und nicht neoplastische synoviale
Erkrankungen: Histopathologische Differentialdiagnostik von Gelenkerkrankungen.
Arthritis und Rheuma 2014

Beitrag im Einzelnen: Mitgestaltung des Artikels, Erstellung von Textpassagen,
besonders bei ,nicht neoplastische synoviale Erkrankungen®. Mithilfe bei der
Literaturrecherche sowie bei der Zusammenstellung des Literaturverzeichnisses.

In Vorbereitung:

Publikation 4:

Kolbel B, Wienert S, Dimitriadis J, Kendoff D, Gehrke T, Huber M, Frommelt L,
Tiemann A, Saeger K, Krenn V. CD15-Fokus-Score und die Validierung einer
morphometrischen Software (,CD15-Quantifier”) zur Diagnostik der periprothetischen
Infektion. Orthopade 2014

Beitrag im Einzelnen: Miterstellen des Konzeptes. Mitwirken bei der
immunhistochemischen Farbung und der mikroskopischen Auswertung. Mithilfe bei der
Validierung der Software bei VMscope GmbH Berlin. Zusammentragen der Daten.
Erstellen der statistischen Auswertung. Mitwirken bei Erstellung des Textkorpers und
bei der Wahl der verwendeten Fotos.

Publikation 5:

Krenn V, Morawietz L, Kienapfel H, Ascherl R, Hassenpflug GJ, Thomsen M, Thomas
P, Huber M, Kendoff D, Baumhoer D, Krukemeyer MG, Perino G, Natu S, Boettner F,
Zustin J, Kolbel B, Ruther W, Kretzer JP, Tiemann A, Trampuz A, Frommelt L, Tichilow
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R, Soder S, Muller S, Parvizi J, Gehrke T. Revised histopathological consensus
classification of joint implant related pathology. Histopathology 2014

Beitrag im Einzelnen: Literaturrecherche mit dem Fokus der periprothetischen
Gelenkinfektion. Mithilfe bei der histopathologischen Auswertung von
Infektionspathologischen Fallen.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der betreuenden
Hochschullehrerin

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin
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