Dominik Muhrer

Ein neues Tiermodell zur Induktion infizierter
Pseudarthrosen an der Tibia und Nachweis von
Bakterien im Knochengewebe mittels

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Etablierung eines neuen Tiermodells bei Ratten

INAUGURALDISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen

D//[ VVB LAUFERSWEILERVERLAG




Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2013

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2013

© 2013 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen

Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Ein neues Tiermodell zur Induktion infizierter Pseudarthrosen
an der Tibia und Nachweis von Bakterien im Knochengewebe

mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Etablierung eines neuen Tiermodells bei Ratten

INAUGURALDISSERTATION

zur Erlangung des Grades

eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der

Justus-Liebig-Universitat GielRen

vorgelegt von

Dominik Muhrer

aus GielRen

GieRen 2013



Aus der Klinik und Poliklinik far Unfallchirurgie
des Universitatsklinikums Gief3en und Marburg GmbH

Standort GielRen

Direktor:
Univ.-Prof. Prof. h.c. Dr. med. Dr. h.c. Dr. med. vet.

Reinhard Schnettler

Gutachter: Prof. Dr. Dr. V. Alt

Gutachter: Prof. Dr. E. Domann

Tag der Disputation: 25.09.2013



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INhASVErZEICNNIS... ... I

1. EINIEIUNG .t e e e e e e e aeaaes 1
1.1. Offene und geschlossene Frakturformen..............cccccoviiiiiiiiiiienneeeenn, 1

1.1.1. Die Klassifikation von offenen und

geschlossenen Schienbeinfrakturen .................coooooiiiieenn. 1

1.1.2. Haufigkeit und Verteilung offener Tibiafrakturen ............cccccccccee. 5
1.1.3. Management von offenen Unterschenkelfrakturen......................... 6
1.2, OStOILIS .ot 9
1.2.1. Akute posttraumatische und postoperative Osteitis........................ 9
1.2.1.1. PathophysSiologie .........cooeiiiiiiiie e 11
1.2.1.2. Klinische Zeichen der akuten Osteitis.............cccoiiiiiiiiinnn. 13
1.2.1.3. Bildgebende Verfahren der akuten Osteitis ............cccceeeeeeeiiinn, 14
1.2.1.4. Bakteriologischer Keimnachweis .............cccccoooiiiiiiiiiiiiccceee, 15
1.2.1.5. Therapie der akuten Osteitis............ooovvviiiiiiieiiiiiiee e, 17
1.2.2. Chronifizierung der OSteitis ..........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee 19
1.2.2.1. Pathophysiologie der chronischen Osteitis .............cccovvvvvieeenenee. 19
1.2.2.2. Klinische Zeichen der chronischen Osteitis ............ccccevvvvveeeeenne. 22
1.2.2.3. Bildgebende Verfahren bei der chronischen Osteitis................... 24
1.2.2.4. Histomorphologie der chronischen Osteitis............ccccvvvvveeeeeeennn. 25
1.2.2.5. Bakteriologischer Keimnachweis ............cccccccviiiiiiiiiiiiiiiininnnnn. 27
1.2.2.6. Therapie der chronischen Osteitis ............ccooeveiiiiiiiiiiiiiiiie, 27
1.2.3. Infizierte Pseudarthrose............coociiiiiiiiiiiii e 29
1.2.3.1. Pathophysiologie der infizierten Pseudarthrose.......................... 31
1.2.3.2. Klinische Zeichen der infizierten Pseudarthrose.......................... 32
1.2.3.3. Bildgebende Verfahren bei der infizierten Pseudarthrose........... 32
1.2.3.4. Bakteriologischer Keimnachweis .............cccccoooiiiiiiiiiiiiccceee, 33




Inhaltsverzeichnis

1.2.3.5. Therapie der infizierten Pseudarthrose...........ccccccvvvviiiiiiinennnnnn. 34

1.3. Zusammenhang zwischen Schweregrad der Fraktur und

infizierter Pseudarthrose ... 35
1.4, ZielSetZUNG.........oooiiiiiiii e 39
2. Material und MethOdEN ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiii e 42
2 B =T V=T U [ = S 42
2.1.1.  EthikkommisionSVotUM ........cooooiiiiiiiii, 42
2.1.2. VersUCNSHEIe ..........uuiiiiiiiii i 42
2.1.3. Pilotstudiendesign ..........ccooeiiiiiiiiiii 42
2.1.4. HauptstudiendesSign.......cccooeeiiiiiiiicieee e 44
2.2, EITEQET e 45
2.3. Versuchsdurchflhrung ..o, 47
2.3, NArKOSE ..o 47
2.3.2. Operationsvorbereitung ........coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 47
2.3.3. OP-TECHNIK «eeeeeiieeeeeee e 48
2.3.4. Postoperative Rontgenkontrolle ..., 52
2.3.5. Postoperative systemische Antibiotikaprophylaxe............................
und Nachbeobachtung ..o 53
2.3.6. Dokumentation des Korpergewichts...........cccccceeiiiiiiiiiiiiiciee, 54
2.3.7. Euthanasie, klinische Beurteilung der Infektion und
der Knochenstabilitat ... 54
2.3.8. RONtgenuntersuChUNg ...........oiiiiiiiiiiiiiees e 55
2.3.9. Entnahme der Tibia ........cccoooiiiii 56
2.3.9.1. Uberpriifung der Knochenstabilitat ..............cccooveiieiieeieeieeene. 57
2.3.9.2. Ausrollen des Implantats auf Agarplatten ............ccccccieiiie 58
2.3.9.3. Verwendung der Tibiahalften ...........cccocovviiiiiiiiiii, 58

2.3.9.4. Aufbereitung von Knochenproben fur

Bakterienkulturwachstumstest .........coooveiiniiiie e, 59




Inhaltsverzeichnis

2.4. Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)........ccooooiiiiiii 60
2.5, HIStOIOGIE ... 61
2.6. Rasterelektronenmikroskopie (REM) ... 62
2.7. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung...........ccoooooioiii 62
V2R T 1Y o o O SRS 64
3. EFQEDNISSE ..ottt a e e e 66
3.1, PilOtSTUAI® .. 66
3.1.1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Pilotstudie ...................... 67

3.2, HaUPIStUAIE ... 68
3.2.1. Korpergewichtsaufzeichnung ... 69
3.2.2. Klinische Ergebnisse der Hauptstudie...........ccccccoooviiiiiiiiiiinnnns 70
3.2.3. Rontgenologische Ergebnisse der Hauptstudie...............cc........... 73
3.2.4. Mikrobiologische Ergebnisse der Hauptstudie.................ccccccc. 75
3.2.5. Histologische Befunde...........cooooiiiiiiiiiiiiee 77
3.2.6. Ergebnisse der Elektronenmikroskopie ............ccccceeiiiiiii. 81
3.2.7. Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ...................... 82
3.2.8. Ergebnisse des MiCro-CT ..., 84
3.2.9. Zusammenfassung der Ergebnisse der Hauptstudie.................... 85

S I 1= (U 1= T o S 86
4.1, ZIelSetZUNG....ccoo i 86
4.2. Vergleich mit publizierten Tiermodellen ..........c....coooiiiiiiiiiiiiiin. 87
4.3. Verwendetes Tiermodell ... 90
4.4. Korrelation der Untersuchungsergebnisse..........cccoooiiiiiiiiiiiiiieennnnnn. 92
4.5. Diskussion der FISH-TeChNIK............coeiiiiiiiiiiiiiiieee e 94
5. ZUSAMMENTASSUNG ....uuiiiii it e e 96
B.  SUMMAIY ... oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 98
7. LiteraturverzeiChniS...........ooviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 99




Inhaltsverzeichnis

8. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis ............cccccvviiiiiiiiiiiiiiii 112
8.1. TabellenverzeiChnis ... 112
8.2.  AbDbildungsverzeiChnis ..o 113

9. PUDIIKAION ..ot 115

10, EFKIAIUNG .. 116

11, DaNKSAQUNG ....eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 117

12, LebeNSIAUS ... XI




Einleitung

1. Einleitung

1.1. Offene und geschlossene Frakturformen

Jahrlich treten in Deutschland Uber 800.000 Frakturen auf, die stationar

behandelt werden mussen (Scheuringer et al., 2005).

Dabei wird zwischen geschlossenen und offenen Frakturen unterschieden. Die
geschlossenen Frakturen werden von Tscherne in Abhangigkeit vom

Weichteilschaden klassifiziert (Tscherne und Oestern, 1982).

In der Beurteilung der Schweregrade der offenen Frakturen hat sich die
Klassifikation nach Gustilo und Anderson (Gustilo und Anderson, 1976; Gustilo
et al., 1984) etabliert.

In beiden Klassifikationen wird neben dem Frakturtyp auch der Schweregrad
des Weichteilschadens berucksichtigt. Beide Klassifikationen haben nicht nur
fur die Einteilungen der Frakturen eine wichtige Bedeutung, sondern weil sich
daraus Vorgaben fir die Behandlung der Frakturen und das therapeutische

Vorgehen ableiten lassen.

1.1.1. Die Klassifikation von offenen und geschlossenen

Schienbeinfrakturen

Tscherne klassifiziert die geschlossenen Frakturen wie folgt. Grad 0 bezeichnet
in der Klassifikation der geschlossenen Frakturen die einfachste Frakturform.
Haufig lasst sich hier keine, oder nur eine unbedeutende Weichteilverletzung

diagnostizieren.

Bei geschlossenen Unterschenkelfrakturen 1. Grades findet sich neben der
Fraktur oft eine oberflachliche Schurfungsverletzung der Haut. Ebenfalls kann

es durch den Fragmentdruck des Knochens von innen zu einer frakturnahen
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Weichteilkontusion kommen. Frakturen dieses Grades stellen eine einfache bis

mittelschwere Frakturform dar.

Zweitgradige geschlossene Frakturen reprasentieren mittelschwere bis schwere
Frakturformen. Sie werden meist durch direkte Traumata hervorgerufen und
weisen ausgedehntere Weichteildefekte auf. Es kommt zu tiefen,

kontaminierten Schurfungen, sowie lokalisierte Haut- und Muskelkontusionen.

Die schwersten Bruchformen stellen die drittgradigen Frakturen dar. Da diese
Frakturformen sehr haufig mit Trimmerfrakturen assoziiert sind, sind sie mit
erheblichen Weichteilsubstanzdefekten vergesellschaftet. Es lassen sich
flachenhafte Ablederungen der Haut, Zerstérung von Muskulatur oder sogar die
Verletzung eines Hauptgefalles durch Rotation bzw. Quetschung der
traumatisierten Extremitat diagnostizieren. Bei dieser schweren Frakturform
bestent ein erhdhtes Risiko der Entwicklung eines manifesten

Kompartmentsyndroms.

Die Klassifikation offener Schienbeinfrakturen nach Gustilo und Anderson

Die gebrauchlichste Klassifikation offener Unterschenkelfrakturen geht auf
Gustilo und Anderson zurlick (Gustilo und Anderson, 1976; Gustilo et al., 1984),
die je nach Schwere der Haut- und Weichteilverletzung insgesamt funf
verschiedene Typen unterscheiden und auf den Abbildungen 1-5 erlautert

werden:
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Abbildung 1:

Offene Unterschenkelfraktur
vom Gustilo-Anderson-Typ |I:
Rontgenbild  einer  offenen
Fraktur (@) mit einer
DurchspieBungswunde in der

Haut von <1 cm Lange (b).

Abbildung 2:

Offene Unterschenkelfraktur

von Gustilo-Andersen-Typ Il

Offene  Fraktur mit einer
DurchspieBungswunde langer
als 1 cm ohne groéReren

Weichteilsubstanzverlust.

Abbildung 3:

Offene Unterschenkelfraktur
vom Gustilo-Anderson-Typ lIA:
Rdntgenbild  einer offenen
Fraktur  (a) mit  groflem
Weichteilsubstanzverlust mit
verbliebener adaquater

Weichteildeckung des Knochens

(0).
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Abbildung 4:

Offene Unterschenkelfraktur

vom Gustilo-Anderson-Typ IlIB:

Verletzung mit grolRem
Weichteilsubstanzverlust  und
fehlender Weichteildeckung des
Knochens. Meistens mit
Periost-Stripping und massiver

Kontamination einhergehend.

Abbildung 5:

Offene  Unterschenkelfraktur
vom Gustilo-Anderson-Typ
cC:

Verletzung mit massivem
Weichteilsubstanzverlust,

Verletzung  neuro-vaskularer
Strukturen  und  massiver

Kontamination.
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1.1.2. Haufigkeit und Verteilung offener Tibiafrakturen

Die offene Tibiafraktur ist die haufigste offene Fraktur. Die meisten Brlche
entstehen durch eine Kombination von Biegung, Stauchung und Torsion.
Aufgrund des dunnen Weichteilmantels uber der medialen Tibiaflache und
Tibiakante, sowie der oft direkten Krafteinwirkung sind offene Frakturen am

Unterschenkel besonders haufig und komplikationstrachtig (Siewert, 1997).

Die Inzidenz offener Tibiafrakturen wird von der British Orthopaedic Association
and British Association of Plastic Surgeons bei ungefahr 5,53 pro 100.000
Einwohner pro Jahr angegeben (British Orthopaedic Association and British
Association of Plastic Surgeons, 1997), was fur die Bundesrepublik
Deutschland mit ca. 80 Mio. Einwohnern ca. 4.500 offene Schienbeinbrlche pro

Jahr ergibt.

Die prozentuale Verteilung offener Schienbeinfrakturen nach ihrem
Schweregrad stellt sich annaherungsweise gemal folgender Tabelle dar
(British Orthopaedic Association and British Association of Plastic Surgeons,
1997).

Verteilung offener Schienbeinfrakturen
in Deutschland (n =4557) pro Jahr

o Anzahl an Frakturen in
0

Deutschland pro Jahr

Gustilo-Anderson-Typ | 24 1 1.098
Gustilo-Anderson-Typ |l 21,7 989
Gustilo-Anderson-Typ 1A 22,5 1.025
Gustilo-Anderson-Typ 111B 27,9 1.272
Gustilo-Anderson Typ IIIC 3,8 173

Tabelle 1: Verteilung offener Schienbeinfrakturen in Deutschland pro Jahr.
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Bei den offenen Tibiaschaftfrakturen mit Weichteilschaden muss immer von
einer Kontamination der Wunde mit Bakterien ausgegangen werden. Die
Bakterienkontamination erklart sich durch den Kontakt der offenen Fraktur mit
der Umwelt (z.B. Erde oder Wasser). Eine Besiedlung des Weichteildefektes

mit hauteigenen Keimen ist ebenfalls moglich.

Bei den offenen Frakturen des Unterschenkels mit ausgedehnten
Weichteildefekten ist die Inzidenz einer Infektion des Knochens mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 15 bis 40 % deutlich erhdht (Ostermann et al., 1993;
Tsukayama, 1999).

Melcher et al. (1995) zeigten auf, dass speziell offene Unterschenkelbriiche
gehauft mit Infektionen vergesellschaftet sind, da der dinne Weichteilmantel
uber dem Schienbein und die entsprechend verletzungsanfallige
Gefallversorgung in dieser Region die Besiedlung mit Erregern nach einem

Trauma begunstigt.

1.1.3. Management von offenen Unterschenkelfrakturen

Dem richtigen Management der offenen Fraktur kommt eine grof3e Bedeutung
zu, um das Risiko einer Weichteil- und Knocheninfektion zu reduzieren. Eine
schonende, adaquate und zeitgerechte Versorgung des verletzten Knochens
und der Weichteile ist hinsichtlich einer wirksamen Vorbeugung entscheidend
(Fosberg et al., 2011; Krettek, 1998; Gustilo et al., 1990).

Neben der Sicherung und Aufrechterhaltung der Vitalfunktionen, muss bereits

am Unfallort eine Infektionsprophylaxe eingeleitet werden.

Der Unfallhergang ist zu eruieren — auch durch Fremdanamnese. Die aul3eren
Verletzungszeichen, sichere Frakturzeichen, periphere Durchblutung, Motorik

und Sensibilitat sind zu erfassen.
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Die ersten MaRnahmen bei der Versorgung der offenen Fraktur beinhalten die
Reposition, Abdecken des Weichteilschadens mit einem sterilen Verband und

die dulere Schienung.

Durch diese erste Stabilisierung wird das Auftreten von Drucknekrosen und
Durchblutungsstérungen reduziert. Wenn mdglich, wird bereits am Unfallort ein
Antibiotikum mit einem moglichst breiten Wirkungsspektrum intravenos

verabreicht.

Mehrere Studien belegen, dass bei offenen Frakturen eine frihzeitige
routinemalige Antibiotikagabe manifeste posttraumatische Infektionen

reduzieren kann.

Die MaRnahmen in der Notaufnahme des Krankenhauses konzentrieren sich an
der verletzten Extremitat auf die periphere Durchblutung, den Neurostatus und
sollten die benachbarten Gelenkabschnitte mit einbeziehen. Die
Rontgendiagnostik in 2 Ebenen umfasst den Frakturbereich einschlieRlich der
angrenzenden Gelenke. Der am Unfallort angelegte sterile Verband bleibt in
dieser Phase ungeéffnet, um eine weitere Kontamination der Wunde zu
verhindern. Sollte eine Blutung bei offener Fraktur nicht nach kurzer Zeit
sistieren, ist ein zusatzlicher Kompressionsverband zur Blutstillung anzulegen.

Der Tetanus-Schutz muss Uberpruft und gegebenenfalls aufgefrischt werden.

Die offene Fraktur stellt immer eine Indikation zur Notfalloperation dar. Nach
Narkoseeinleitung werden die angelegten Notverbande unter sterilen

Bedingungen entfernt und die offene Fraktur dann beurteilt.

Grundsatzlich richtet sich die Behandlung offener Schienbeinfrakturen vor allem
nach dem Schweregrad des Weichteilschadens und somit nach der Gustilo-
Anderson-Klassifikation der Weichteilverletzung. Generell muss bei allen
offenen  Tibiafrakturen  sowohl eine adaquate  Versorgung der

Weichteilverletzung als auch des frakturierten Knochens erfolgen.
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Die an die Wunde angrenzende Haut wird mit steriler Ringer- bzw. Seifenlésung
gesaubert und gegebenenfalls enthaart. Zur Reinigung werden aseptische
Handwaschbursten benutzt. Sobald die Spilung und Ausbidrstung der
umgebenden Haut beendet ist, werden unter Verwendung steriler Instrumente
die Wunde und die Fragmentenden gespult, mechanisch gereinigt und
desinfiziert. Fur die Wundreinigung bietet sich ein hydromechanisches

Hochdruckspulsystem (Jet-Lavage) an.

Ein ganz entscheidender Schritt im Management der offenen Frakturen gilt dem
adaquaten Debridement der Haut und der geschadigten Weichteile. Die Wunde
muss grof3zugig debridiert werden, wobei Nekrosen und minderdurchblutetes
Gewebe abgetragen werden. Eingesprengte Fremdkorper und avitale
Knochenfragmente sind zu entfernen. Lokale Antibiotikatrager, z.B. Gentamicin-
getrankte Kollagenvliese oder Antibiotikaketten, kénnen eingebracht werden
(Ostermann et al., 1995).

Nach diesem Debridement der Haut und der Weichteile erfolgt die
Stabilisierung der Fraktur durch Osteosyntheseverfahren. Die Art der
Osteosythese ist abhangig vom Ausmal® und Lokalisation des
Weichteilschadens, Typ und Lokalisation der Fraktur sowie lokalen und
allgemeinen Begleitverletzungen. Die Versorgung einer Gefallverletzung hat

dabei absoluten Vorrang.

Bei 1.° offenen Frakturen kann aufgrund der meist nur geringen bakteriellen
Kontamination zumeist eine definitive Osteosynthese durch einen Marknagel

erfolgen.

Bei 2.° und vor allem 3.° offenen Frakturen, die mit einer erheblichen
Weichteilschadigung einhergehen ist eine initiale temporare Versorgung mit
einem Fixateur externe sinnvoll. Nach Verbesserung der Weichteilverhaltnisse,
was zumeist ca. 1 bis 2 Wochen dauert, kann dann ein Verfahrenswechsel des

Fixateur externe zu einem intramedullaren Verriegelungsnagel erfolgen.

Auch hier ist eine systemische Antibiotikaprophylaxe uUber 3 bis 5 Tage zur

Verringerung des Infektrisikos sinnvoll (Breithaupt, 2004).
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Trotz aller infektionsprophylaktischen MaRnahmen und stabiler Osteosynthese
kann es zur posttraumatischen Weichteilinfektion kommen, die im weiteren

Verlauf auf den Knochen Ubergreifen kann.

1.2. Osteitis

1.2.1. Akute posttraumatische und postoperative Osteitis

Als Folge kann sich eine akute Osteitis entwickeln. Man unterscheidet eine
posttraumatische und eine postoperative Osteitis. Beide Formen der Osteitis
spielen im klinischen Alltag in den Industrielandern eine wichtige Rolle und
machen 80 % der Knocheninfektionen aus (Walter et al., 2012). Durch die
Veranderung der Altersstruktur in der Bevolkerung und die wachsende Zahl
chirurgisch-orthopadischer Implantate wird in den nachsten Jahren mit einem
weiteren Anstieg gerechnet (Darouiche, 2004; Trampuz und Zimmerli, 2005).
Die akute postoperative Osteitis stellt eine der am meisten gefirchteten

Komplikationen nach einer operativen Frakturversorgung dar.

Bei der akuten posttraumatischen Osteitis kommt es innerhalb von 8 Wochen
nach initialem Trauma durch die offene Wunde in das Gewebe gelangten
Keimen zu einer Wundinfektion (Hofmann, 2004a). Sie gewinnt durch die
Zunahme offener Frakturen als Unfallfolge (Holtom und Smith, 1999) an

Bedeutung.

Als akute postoperative Osteitis bezeichnet man eine bakterielle Infektion der
Weichgewebe, des Implantatlagers und der Fraktur innerhalb von acht Wochen
nach Operation ohne zuvor bestehende offene Wunden durch die wahrend der
Operation in den Operationssitus inokulierten Bakterien. Die Inzidenz der
akuten Osteitiden korreliert mit der Topographie der Verletzung, mit dem
Verletzungstyp, insbesondere mit dem Ausmal des Weichteilschadens, mit der
Implantatart und der bei der primaren Osteosynthese erreichten Stabilitat sowie

mit der erzielten Weichteildeckung Uber der Osteosynthese (Hofmann, 2004a).
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Insgesamt kommt es bei 5 % der traumatologisch/orthopadischen Implantate im

Laufe ihrer Standzeit zu Infektkomplikationen (Trampuz und Zimmerli, 2006).

Als weiterer Faktor ist die traumatische Schadigung von Haut und
Unterhautfettgewebe, Muskulatur und Weichteilen des Knochens sowie die
vorubergehend auftretende Minderdurchblutung zu nennen, die jeder operative
Eingriff mit sich bringt (Lazzarini et al., 2004).

Die Haufigkeit der akuten postoperativen Osteitis betragt fur Elektiveingriffe 0,1
bis 0,7 %, fur geschlossene Frakturen unterschiedlicher Schweregrade 1 bis 5
% (Bhandari et al., 2000; Smektala et al., 1999). Andere Autoren geben fur
offene und geschlossene Frakturen in Abhangigkeit vom Schweregrad eine
Haufigkeit der postoperativen bzw. posttraumatischen Osteitis von 2,7 bis 43 %

an (Carsenti-Etesse et al., 1999).

Auch individuelle Risikofaktoren des Patienten spielen in der Manifestation
einer Infektion eine Rolle (Schnettler und Alt, 2004; Zimmerli und Fluckiger,
2004). Beispielhaft seien Diabetes mellitus, Adipositas, sowie eine geschwachte

Immunabwehr genannt.

Der haufigste Keim, der eine ossare Infektion auslost, ist Staphylococcus
aureus (Adler, 1983; Hudson 1993). Staphylococcus epidermidis, verschiedene
Anaerobier, Pseudomonas aeruginosa oder Mischinfektionen sind haufig bei

Knocheninfektionen zu finden (Nair, 1996; Schwameis, 1996).
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1.2.1.1. Pathophysiologie

Normalerweise weist Knochengewebe eine sehr gute Widerstandsfahigkeit
gegenuber einer Infektion auf. Deshalb missen neben einer Kontamination
noch weitere Faktoren vorliegen, die die Entstehung einer Infektion begunstigen
(Andriole et al., 1973; Klemm, 1979).

Emsli und Nade (1983) beschrieben die bei einem Trauma oder nach einer
Operation auftretende lokale Ischamie und avitale Knochenfragmente als
begunstigende Faktoren fur die Vermehrung von Bakterien. Allein die
Anwesenheit eines Implantates im Korper erhoht die lokale Infektanfalligkeit.
Die naturliche Resistenz von Knochen gegenuber Infektionen wird durch
Implantate um den Faktor 1.000 reduziert, wobei die Schwellendosis
(Infektionsdosis, die eine Infektion des gesunden Knochens bewirkt) von 108 auf
10° Keime reduziert wird (Seybold und Schildhauer, 2010; Elek und Conen,
1957).

Southwood et al. (1995) und Gristina (1987) beschrieben eine hdhere Infektrate
bei Operationen, bei denen korperfremde Materialien verwendet wurden, im

Vergleich zu Operationen, bei denen kein Fremdmaterial eingebracht wurde.

Sobald das Implantat in den Organismus eingebracht wird, entbrennt der
,Kampf um die Besiedlung der Fremdkorperoberflache, d.h., die Zellbildung
und Gewebsintegration des Korpers konkurriert zeitgleich mit der bakteriellen
Adhasion. Dies wird mit dem englischen Ausdruck ,race for surface” treffend
ausgedruckt (Gristina, 1990).

Die Bakterien haften besonders gut durch Adhasion an Oberflachen wie
Knochen und Osteosynthesematerial. Verantwortlich hierfur sind bakterielle
Faktoren, Oberflacheneigenschaften der Implantate und Wirtsfaktoren. Durch
ihre  spezielle Oberflachenstruktur  (Polysaccharidkapsel, fibrinahnliche
Adhasionskomponenten) schaffen es die Keime, sich an Knochen oder
Implantaten festzusetzen. Es werden auch elektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen  (Van-der-Waals-Krafte)  zwischen  Bakterien  und

Implantatoberflache diskutiert. Fischer et al. (1996) konnten zeigen, dass
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Fibronektin — ein extrazellulares Glykoprotein - welches bei der
Gewebsreparatur eine wichtige Rolle spielt, hinsichtlich der Adhasion der Keime
an Implantaten eine besondere Funktion zukommt. Das Metall bzw. die
Metalloberflache des Osteosynthesematerials stellt fur die Bakterien eine gute
Voraussetzung flr das Anhaften und die anschlieRende Kolonisation des
Implantates dar, aus der sich im weiteren Verlauf die Infektion etabliert. Diese
Situation kann zur Entstehung eines bakteriellen Biofilms flhren, die den
Bakterien die Moglichkeit gibt sich dauerhaft am Fraktur-Implantat-Situs
festzusetzen. Der Biofilm ist eine bakterielle produzierte Polysaccarid-
Glycokalix-Matrix. Er beinhaltet auch strukturiert Ansammlungen von Bakterien
(Mikrokolonien), die sich dadurch gezielt abschotten und so ideale Bedingungen
fur ihr eigenes Uberleben schaffen. Auf diese Weise schaffen es die Erreger,
sich der korpereigenen Immunabwehr und Antibiotikatherapie zu entziehen
(Peters, 1982). Fur die Proliferation der Erreger im Knochengewebe oder auf
dem auf dem Knochen liegenden Implantat, stellt der Biofilm die entscheidende
Grundlage dar. Durch lokale Ischamie und avitale Knochenfragmente nach
Operation oder Trauma wird die Vermehrung der Bakterien entscheidend
begunstigt (Norden und Kennedy, 1970; Emslie und Nade, 1983). Der Biofilm
kann sowohl mono- also auch polymikrobiell sein und als potentieller Streuherd
angesehen werden (Costerton et al., 1999; Berendet und McLardy-Smith, 1999;
Donlan, 2002; O’ Gara und Humphreys, 2001).

Im infizierten Knochen ist ein signifikanter Anstieg von
Arachidonsauremetaboliten nachweisbar. Die Prostaglandine konnen in hohen
Konzentrationen zu einer deutlichen Senkung der Knochendurchblutung fihren
(Hofmann, 2004c). Infolge kénnen Mikroembolien, Endotoxinfreisetzung der
Bakterien und Granulationsgewebe auftreten (kérpereigene
Entzindungsvorgange), die die Durchblutung weiter schwacht und Storungen
der medullaren und periostalen Blutversorgung mit Sequesterbildung ausldsen
(Khouri und Shaw, 1989).

Knochensequester dienen den Bakterien als ideale Nahrungsgrundlage fur ihre
weitere Vermehrung und Ausbreitung. Aufgrund der Avitalitadt der Sequester mit
fehlender Durchblutung entziehen sich die Bakterien auf den Sequestern

effektiv der Antibiotikatherapie und Immunabwehr (Notzli et al., 1989).
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1.2.1.2. Klinische Zeichen der akuten Osteitis

Wenn sich im Anschluss an das Trauma und operativer Frakturversorgung die
postoperativen Entzindungszeichen nicht innerhalb weniger Tage zurtckbilden,

ist dies hochst verdachtig auf eine posttraumatische Infektion.

Die lokalen Infektzeichen sind Rétung, Schwellung, Sekretion, Uberwdrmung
und Schmerz in Verbindung mit Bewegungseinschrankung. Liegen dieses

Zeichen vor, ist die akute Osteitis sehr wahrscheinlich.

Wenn sich zudem eine langer als 5 Tage nach osteosynthetischer Versorgung
bestehende Temperaturerhbhung, persistierende Schmerzen, reduzierter
Allgemeinzustand, einhergehend mit fehlender klinischer Befundbesserung
feststellen lassen, spricht dies ebenfalls fir das Vorliegen einer akuten

Knocheninfektion.

Far die Frihdiagnostik einer akuten Infektion sind regelmafige Wundkontrollen
notwendig, sie stellen die Grundlage fur die klinische Diagnose der akuten
Osteitis dar. Mittels Laborparameter lasst sich der Verdacht auf eine akute

Osteitis erharten.

Laborchemisch deutet der fehlende Ruckgang oder der erneute Anstieg der
Entzindungsparameter — Leukozytenzahl, BSG und C-reaktives Protein — auf
eine FrUhinfektion hin. Auch die Anlage von Blutkulturen im Falle des Auftretens

von Fieber kann hilfreich sein (Schnettler, 2004).
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1.2.1.3. Bildgebende Verfahren der akuten Osteitis

Der Roéntgenuntersuchung und der Sonographie kommt in der Fruhdiagnose
der Osteitis keine groRe Bedeutung zu. In der Frihphase der Infektion kommt
es haufig vor, dass das Rontgenbild vollig unauffallig aussieht und nur
unspezifische Veranderungen zu erkennen sind (Mader et al., 1997; Peters et
al., 1993; Schultheis und Ecke, 1991; Wheat, 1985).

Im koventionellen Réntgenbild findet man als initiales Zeichen eine Obliteration
der Fettlinien und eine Weichteilverdichtung als Hinweis auf das Odem der

paraossalen Weichteile (Krotz et al., 2004).

Radiologisch sind friihestens nach 2 — 3 Wochen charakteristische Zeichen des
Knochenumbaus, die fir eine Osteitis typisch sind zu erkennen. Die im
konventionellen Rontgenbild sichtbaren Zeichen wie Osteolysen, kortikale
Destruktionen und periostale Reaktionen sind aber keinesfalls typisch und
oftmals nicht von der physiologischen Kallusbildung zu unterscheiden
(Hofmann, 2004a).

Die Rontgendiagnostik sollte daher spater zur Verlaufskontrolle eingesetzt

werden und spielt im Akutfalle keine grof3e Rolle.

Die Sonographie kann zum Nachweis von Weichteilinfektionen und
Gelenkergussen, die im Rahmen einer Osteitis auftreten konnen, herangezogen
werden, ist aber wegen der geringen Eindringtiefe zur Darstellung entztndlicher
Vorgange im Knochen nur bedingt aussagekraftig. Wenn sich periostale
Fllssigkeitsstreifen im Ultraschall erkennen lassen, stutzt dies die klinische

Diagnose der ossaren Infektion (Peters et al., 1993).
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1.2.1.4. Bakteriologischer Keimnachweis

Allein durch die klinische Untersuchung ist ein akuter ossarer Infekt nicht sicher
nachzuweisen. Die Methode, die die Diagnose der akuten Osteitis sichern kann,
ist der bakteriologische Keimnachweis aus dem Fraktur-Implantat-Situs bzw.
aus den Weichteilen (Abb. 6).

Um das Vorliegen einer Knocheninfektion zu beweisen, ist die
Materialgewinnung im Rahmen eines Revisionseingriffes und der direkte
Erregernachweis  unumganglich. Durch  Abstriche und  chirurgische
Gewebsgewinnung aus dem Fraktur-Implantat-Situs mit anschlieender
bakteriologischer und histologischer Untersuchung kann die Diagnose der
akuten Osteitis definitiv gestellt werden. Grundsatzlich sollten mehrere Abstrich-
bzw. Gewebeproben gewonnen und auf aerobe und anaerobe Keime hin
untersucht werden. Dabei ist es wichtig, dass Gewebeanteile und nicht nur
Flissigkeit am Abstrichtupfer in das Nahrmedium gelangen, um die
Wahrscheinlichkeit fur einen Erregernachweis zu erhéhen (Heppert et al.,
2002).

Es ist darauf zu achten, dass vor Abstrichentnahme der maoglicherweise noch
vom Voreingriff einliegende Antibiotikumtrager entfernt wird und nicht mit in das
Roéhrchen gelangt, was zu einem falsch negativen bakteriellen Testergebnis
fuhren konnte. Die Bearbeitung der entnommenen Proben fur die
mikrobiologische Untersuchung muss zlgig erfolgen, wobei der Zeitraum
zwischen Abstrichnahme und Verarbeitung der mikrobiologischen Proben nicht

langer als 48 Stunden betragen sollte (Kirschner et al., 2004).

Von entscheidender Bedeutung ist auch die Zeitdauer zwischen der
Materialentnahme und der bakteriologischen Untersuchung, weil empfindliche

Keime eine zu lange Wartezeit bis zur Inkubation nicht Gberleben.

Lassen sich trotz hochgradigem Infektionsverdacht aus einem Situs wiederholt
keine Keime isolieren, sollte auch an eine spezifische Infektion (z.B.

Tuberkulose, Lues) gedacht werden (Hofmann, 2004a).
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Zeigt ein Patient klinische Zeichen (hohes Fieber), die flr einen akuten
Osteitisschub sprechen, ist die Abnahme von Blutkulturen zur Isolation der

Erreger sinnvoll.

Ein sehr wichtiges molekulares Typisierungsverfahren zur Identifizierung von
Bakterienstammen stellt die Methode der Pulsfeld-Gelelektrophorese dar
(Tenover et al., 1997). Diese Methode wird in der Molekularbiologie zur Analyse
und Typisierung von bakteriellen Genomen und Plasmiden bzw. zum Vergleich
von Isolaten einer Bakterienspezies eingesetzt. Die PFGE ist eine
Untersuchungstechnik bei der DNA-Fragmente, die von den Bakterien
stammen, mittels spezifischer Enzyme geschnitten und nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Als Ergebnis erhalt man ein DNA-
Bandenmuster, welches durch die Restriktionsfragmente des Bakteriengenoms
gebildet wird und fir den jeweiligen Stamm typisch ist. Letztendlich werden
diese Banden durch Farbung sichtbar gemacht, und der Keim kann anhand
dieses ,DNA-Fingerprints“ identifiziert werden. Das entstehende DNA-
Bandenmuster ist flir die jeweiligen Stdamme charakteristisch, so dass nach
Vergleich mit dem Referenzstamm der Keim mit Hilfe einer Software eindeutig
identifiziert werden kann (Becker, 2004, van Belkum et al., 1998, Schwarzkopf
et al., 1995).

Nach erfolgreichem bakteriologischen Keimnachweis kann eine gezielte

Therapie eingeleitet werden.
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Abbildung 6: Materialgewinnung mittels Wattetrager (Abstrich und Gewebe) aus dem
Fraktur-Implantat-Situs. Aus: Schnettler, 2004.

1.2.1.5. Therapie der akuten Osteitis

Ist die Diagnose der akuten postoperativen Osteitis klinisch und laborchemisch
gesichert, ist die Indikation zur dringlichen Intervention gegeben.

Kommt es zur Ausbildung einer postoperativen bzw. posttraumatischen
Infektion, so mussen zu deren Behandlung Sekundareingriffe durchgeflhrt
werden (Schnettler, 2004).

Innerhalb der ersten 2 Wochen nach Erstoperation lasst sich bei
Frahintervention eine chronische Knochen-Weichteil-Infektion haufig verhindern
(Schnettler, 2004).

Auch Hofmann et al. (1997) publizierten ein bestimmtes chirurgisches
Revisionskonzept, welches auf Revisionseingriffen, die bei der akuten Osteitis

durchgefuihrt werden mussen, basiert.
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Bei der chirurgischen Therapie der akuten postoperativen Osteitis hat die
Beherrschung der akuten Infektion Prioritat. Die komplexe Problematik von
akuten Osteitiden ist in der Regel nur schrittweise therapierbar, dient der
knéchernen Konsolidierung sowie der Rekonstruktion des Weichteilmantels und
damit dem Wiedergewinn einer grundsatzlich funktionsfahigen Extremitat. Die
Indikation zur fruhzeitigen Revisionsoperation muss bei klinischen Zeichen
einer Wundheilungsstorung mit beginnenden Infektionszeichen sowie bei
postoperativer Hamatombildung kompromisslos gestellt werden. Nur dadurch
besteht die Madglichkeit, die Osteosynthese zu erhalten und die Infektion
wirksam zu bekampfen. Speziell die Stabilitat ist sowohl fur die Frakturheilung
als auch fur die Infektsanierung von gro3er Wichtigkeit, da sie die
Infektionsausbreitung verzogert (Klemm 1993; Klemm und Schnettler, 1992;
Schnettler et al., 1997).

Der Erhalt der Osteosynthese ist anzustreben, ist jedoch nur dann maoglich,
wenn das Implantat noch fest im Knochen verankert und nicht bereits durch den

Entzindungsprozess gelockert ist (Schnettler, 2004).

Der Revisionseingriff umfasst ein ausgiebiges Weichteildebridement, eine
konsequente Nekrosektomie aller avitalen Strukturen und eine ausgiebige
Spulung, welches in Abhangigkeit der Schwere der Infektion mehrmals
wiederholt werden muss. Es folgt die Enthahme mehrerer Gewebsproben aus
der Umgebung des Implantatlagers fur die bakteriologische und histologische
Untersuchung. Im Idealfall erreicht man durch diese Therapie einen infektfreien

Erhalt der Osteosynthese.

Fur die erfolgreiche Sanierung der akuten Osteitis ist der Zeitfaktor
entscheidend: Innerhalb der ersten 8 Wochen nach primarer Osteosynthese
gelingen Infektsanierung und Erhaltung der Osteosynthese in 40 % der Falle.
Verstreichen die ersten 8 Wochen nach einem Revisionseingriff, kann die
Infektfreiheit — aufgrund der etablierten Biofilmbildung - nahezu in keinem Fall

mehr erreicht werden (Hofmann et al., 1997).
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1.2.2. Chronifizierung der Osteitis

Wird die akute Osteitis nicht oder nur unzureichend behandelt, entwickelt sich
als Spatzustand die chronische Form der Osteitis. Dieser Ubergang findet in 10-
30% der Falle statt und droht insbesondere dann, wenn eine akute Osteitis
nicht innerhalb der ersten acht Wochen nach Trauma und Primarversorgung zur
Ausheilung gebracht werden kann (Hofmann, 2004a). Daher kommt der
frihestmdglichen Diagnose und der konsequenten Behandlung einer akuten
postoperativen Osteitis immense Bedeutung zu. Denn nur wenn der Infekt
vollstandig beseitigt wird, kann die chronische Verlaufsform verhindert werden.
Dieser Ubergang in die chronische Form der Osteitis stellt den Einstieg in einen

langwierigen und komplizierten Krankheitsverlauf dar.

1.2.2.1. Pathophysiologie der chronischen Osteitis

Infizierte Knochennekrosen und die Fistelbildung kennzeichnen das
Krankheitsbild der chronischen Osteitis (Schnettler und Alt, 2004; Mader et al.,
1997; Cierny et al., 1985).

Die Knochennekrosen schaffen den Bakterien eine hervorragende
Ausgangsposition, sich fortwdhrend im Knochen- und Weichteilgewebe
festzusetzen und sich zu vermehren. Dies ist das Hauptcharakteristikum der
chronisch ossaren Infektion, denn die dauerhafte Anwesenheit von
entzundlichen Infiltraten verhindert den Heilungsprozess und zerstort immer
mehr Knochensubstanz. Es bildet sich mit Eiter durchsetztes nekrotisches
Material, das sich den Weg durch das Weichteilgewebe durch eine Fistel
verschafft. In diesem Milieu kommt es zu einer Akkumulation der
infektauslosenden Keime. Dieser Zustand stellt ein ideales Potential zur
Erhaltung des chronisch-entzindlichen Geschehens dar.
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Ganz entscheidend fur die Entwicklung der chronischen Osteitis ist die
Beteiligung der Gefalle: Im Rahmen des etablierten Entzindungsprozesses
kommt es zu Gefaldveranderungen und einem daraus resultierenden
Sauerstoffmangel. Die lokal beeintrachtigte Mikrozirkulation kann dann ggf. in
Synergie mit einer systemisch reduzierten Sauerstoffverfluigbarkeit schnell dazu
fuhren, dass ein kritischer Sauerstoffmangelzustand im Gewebe erreicht wird.
Der pH-Wert sinkt, der Laktatspiegel steigt, in der Folge sind die
physiologischen Reparaturprozesse (Angiogenese, Kollagenproliferation)
gestort. Resvaskularisation und Resorption avitaler Knochenbezirke, wie sie
physiologischerweise  ablaufen  sollten, finden nicht mehr statt.
Pathophysiologisch werden diese Areale dann durch Granulozyten und
Makrophagen aus ihrem Gewebekontext herausgetrennt und bilden Sequester
(Hofmann, 2004c).

Die zunehmende Verschlechterung der Gefaldversorgung bzw. der komplette
Ausfall von Vaskularisation und Perfusion hat zur Folge, dass weitere
Knochensubstanz zugrunde geht und sich weitere Knochensequester aus dem
vitalen Knochenbund herauslésen. Diese bilden dann den Nahrboden fir die

weitere Proliferation von Bakterienkolonien.

Auch die Virulenz der Erreger ist ein wichtiger Grund fur die Manifestation einer
chronischen Osteitis. Der Bakterienstamm Staphylococcus aureus ist durch
Biofilmbildung und Besiedlung von Knochensequestern in der Lage, sich

hartnackig einer Antiobiotikatherapie zu entziehen (Nair et al., 1996).

Die Erreger wechseln von einer planktonischen Phase mit hoher
Stoffwechselrate und rascher Vermehrung in eine sessile Form mit stark
reduziertem Metabolismus und verlangsamten biologischen Reaktionen.
Dadurch kann sich ihre Empfindlichkeit auf Antibiotika um den Faktor 10°

reduzieren (Costerton, 2005).

Dies erklart, warum eine systemische Antibiose spatestens zu diesem Zeitpunkt
keine Wirksamkeit mehr entfaltet. Der Zusammenbruch der lokalen

Gewebsperfusion lasst hier keine ausreichend hohen lokalen Wirkspiegel mehr
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entstehen. Zudem konnen immunkompetente Zellen gegen die eingedrungenen
Erreger nicht wirksam werden, da sie den Ort des Geschehens wegen

fehlender Perfusion nicht erreichen.

Die Immunabwehr schafft es nicht, die Ausbreitung der Keime effektiv zu
verhindern. Die Folge ist ein dauerhaftes, kaum einzudammendes, diffuses
Entzindungsgeschehen, welches zur fortschreitenden Destruktion des
Knochens mit einem Nebeneinander von destruierenden und reparativen

Veranderungen fuhrt.

Dieser Vorgang wird auch durch Bakterien, die uber deren Endotoxine,
Lipopolysaccharide, sowie N-Acetyl-Muramin-Dipeptide diesen Vorgang
unterhalten, moduliert (Nair et al., 1996; Dewhirst 1982; Ishimi et al., 1990).

Der Organismus versucht durch phagozytosefahige Abwehrzellen wie
Monozyten und Makrophagen die eingedrungenen Keime und avitalen
Knochen- und Gewebsstrukturen abzuraumen. Allerdings wird durch die
gebildeten toxischen Radikale und proteolytischen Enzyme das umliegende
Gewebe ebenfalls angegriffen und dadurch zusatzlich Knochenstrukturen
zerstort (Lew und Waldvogel, 1997). In diesem Zusammenhang spielen auch
korpereigene Immunmediatoren IL-1, IL-6 und TNF (Tumor-Nekrose-Faktor)
eine Rolle (Stashenko et al., 1987). Diese Zytokine wirken stark osteolytisch

und zerstéren Knochensubstanz (Klosterhalfen et al., 1996).

Prostaglandin E-2, ein korpereigenes Molekul, das nach Frakturen verstarkt
ausgeschuttet wird, wirkt als Osteoklasten-Aktivator und erhalt ebenfalls die
knochenabbauenden Prozesse (Lew und Waldvogel, 1997). Der Mechanismus
wie Staphylococcus aureus die Knochendestruktion bewirkt, ist nicht im letzten

Detail bekannt. Nair et al. (1996) diskutieren drei mdgliche Varianten:

- Zerstorung von Knochensubstanz durch Exprimierung verschiedener
Proteasen und Sauren

- AnstolRen der zellularen Zytokinproduktion.

- Hemmung der Knochenmatrixbildung durch Osteoblastenzerstérung und

osteolytisch wirksamer Metabolite experimentell nachgewiesen werden
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Es ist erwiesen, dass dieses Bakterium nach Aufnahme in Osteoblasten
uberleben kann (Lew und Waldvogel, 1997) und in der Zelle Apoptosevorgange
induzieren kann (Tucker et al., 2000). Man nimmt an, dass dieser
Uberlebensmechanismus zum einen entscheidend zur Chronifizierung der
stattgefundenen Infektion beitragt, zum anderen, dass es bei der chronischen

Osteitis sehr haufig zu Rezidiven kommt.

1.2.2.2. Klinische Zeichen der chronischen Osteitis

Die Diagnose der chronischen Osteitis wird, wie die der akuten Osteitis, klinisch
gestellt. Kann eine akute Osteitis nicht saniert bzw. ausgeheilt werden, flhrt sie
uber ein subakutes Stadium zu einer chronischen Osteitis (Bohndorf und Imhof
2006).

Auch nach mehreren Jahren kann es immer wieder zu einem Aufflackern einer
bereits ,geheilt” geglaubten Osteitis mit periodischen Infektexazerbationen und
einem konsumierendem Krankheitsverlauf kommen. Deshalb ist ein genauer
Uberblick (ber die bisherige komplette, oftmals jahrelang andauernde,
Krankheitsgeschichte unbedingt erforderlich (Walter et. al., 2012; Schnettler,
2004).

Erste Hinweise auf eine Chronifizierung der Infektion sind eine tber 8 Wochen
hinausgehende verzogerte oder ausbleibende Wundheilung Uber der
betroffenen Knochenregion. Es sind ulzerose Weichteildefekte, die sehr oft mit
einer Fisteleiterung, durchblutungsgestérten, vernarbten und zum Teil

pigmentierten Haut vergesellschaftet sind (Hofmann, 2004b).

Eine Fistelbildung, sezerierend oder trocken, spricht fur die Diagnose einer
chronischen Osteitis. Sie ist das Leitsymptom der chronischen Osteitis und
nimmt ihren Ausgang von Sequestern, die durch Abkapselung im
Narbengewebe isoliert werden und als Keimreservoir flir Rezidive dienen
(Schnettler und Alt, 2004).
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Im Gegensatz zur akuten postoperativen Osteitis fehlen bei der chronischen
Form meist allgemeine Entziindungszeichen wie Rétung, Schwellung, Ubelkeit,
Uberwarmung und Fieber. Diese treten nur im akuten Schub auf (Diefenbeck
und Hofmann, 2003).

Nachts kdnnen subfebrile Temperaturen auftreten. Die chronische Osteitis flhrt
zu einem schleichenden Verfall der korperlichen Leistungsfahigkeit, die uber
Gewichtsverlust, Muskelatrophie bis hin zur Kachexie fuhren kann.

Das klinische Bild ist zusatzlich von einem rezidivierend auftretendem, dumpfen

Schmerz in der betroffenen Extremitat gepragt.

Laborparameter wie das Blutbild, BSG und das C-reaktive Protein (CRP) helfen
hier nur bedingt weiter. Im chronischen Stadium konnen samtliche Laborwerte
unauffallig sein, einzig das CRP erweist sich als sensibler Verlaufsparameter

mit dem man die Aktivitat des Entziindungsprozesses nachweisen kann.
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1.2.2.3. Bildgebende Verfahren bei der chronischen Osteitis

Durch  Rodntgenaufnahmen  koénnen reaktivierte  Entzindungsprozesse

nachgewiesen bzw. ausgeschlossen werden.

Im fortgeschrittenen Stadium der chronischen Osteitis spiegelt das Rontgenbild
das Nebeneinander von An- und Abbauvorgangen am Knochen wider. Typisch
sind Aufhellungs- und Verdichtungszonen im Wechsel mit einer vdllig
unregelmafigen Struktur des Knochens (Schmidt et al., 2011; Hofmann,
2004b).

Radiologische Zeichen der chronischen Osteitis sind (Bohndorf und Imhof,
2006):

Periostreaktion

- Sequesterbildung (irregulare, umschriebene Zonen starker Verdichtung,
»1otenlade®)

- Aufhellungsraume um Implantate als Zeichen der Lockerung der
Osteosynthese

- Inaktivitatsosteoporose

- Ossare Destruktionen als Ausdruck des nekrotisierenden

Entzindungsprozesses

Des Weiteren lassen sich typische Zeichen wie eine das Defektareal
umgebende Inaktivitatsosteoporose und ausgedehnte ossare Destruktionen als
Ausdruck der nekrotisierenden Entzindung feststellen. Gelockertes
Osteosynthesematerial ist ein weiteres Indiz flr eine chronische Osteitis
(Diefenbeck und Hofmann 2003).

Die radiologischen Zeichen sind in ihrer Auspragung abhangig von der
Aggressivitat der Entzundung, der Virulenz des Erregers und der Abwehrlage
des Patienten (Bohndorf und Imhof, 2006; Gold et al., 1991).
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Die Rontgendiagnostik erlaubt jedoch keine zuverlassige Aussage uber den
aktuellen Aktivitatsgrad, der Lokalisation und Ausdehnung der chronischen

Knochenentziindung (Hofmann, 2004b).

1.2.2.4. Histomorphologie der chronischen Osteitis

Das histologische Bild der chronischen Osteitis zeigt die typischen
morphologischen Kriterien eines fortwahrenden infektidsen Prozesses am
Knochen. Diese charakteristischen Merkmale sind auf den Abbildungen 7-9

dargestellt.

Ein wichtiges Merkmal sind abgekapselte, infizierte Nekroseherde mit
Knochensubstanzdefekten  (Osteolysen), die sich in fast allen
Knochensegmenten als leere Knochenhdhlen ohne Osteozyten zeigen. Man

bezeichnet diese Knochenhohlen auch als ,Lacunae“.

Im Zuge des Entzindungsprozesses lassen sich osteitische Destruktionsherde,
einhergehend mit starkem Knochenumbau wund einer zunehmenden

Fibrosierung des Markraumes erkennen (Wunsch und Woltmann, 1991).

Des Weiteren lasst sich sklerosierter, geflechtartig strukturierter Knochen
nachweisen, der die Abgrenzung zum noch nicht von entzundlichen
Veranderungen betroffenen Knochengewebe bildet (Bohm 1986; Seligson und
Klemm, 1999).

Es zeigt sich zudem eine intramedullare Abszessbildung mit Odemen, die zur
Spongiosierung corticaler Knochenstrukturen und letztlich zur Abhebung des
Periosts mit nachfolgender Fisteleiterung fuhrt (Béhm und Kénn 1976). Des

Weiteren gelingt der Nachweis von Bakterien und deren Biofilmaktivitat.

Diese Keimansammlungen liegen meist in Haufen und sich sehr stark mit der
Ausbildung von Knochensequestern assoziiert. Diese avitalen
Knochenfragmente liegen meist im Narbengewebe und sind umgeben von
immunkompetenten  Zellen:  Neutrophile  Granulozyten, Lymphozyten,

Plasmazellen und vielkernige Riesenzellen.
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Abbildung 7: Histologisches Schnittbild einer chronischen Osteitis mit kortikaler
Osteolyse (dunkle Pfeile), zell- und gefaRreichem Granulationsgewebe,
Knochensequesterbildung (helle Pfeile) und Anzeichen von Knochenumbau.

Abbildung 8: Histologische Detailaufnahmen zeigen Knochensequester, die sowohl im
Knochen (a) als auch an der dufReren (b) Oberflache mit Pinktchen besiedelt sind, die
auf eine Bakterienkontamination hindeuten.

Abbildung 9: Zwei eingekapselte  Ansammlungen von  kokkenartigen
Bakterienansammlungen, die von Biofilmstrukturen umgeben sind (Pfeil dunkel).
Ansammlung immunkompetenter Zellen, die im Zentrum eine Biofilm-Matrix (Pfeil hell)
umschlieBen. (Labor fir Experimentelle Unfallchirurgie Justus-Liebig-Universitat
Giel3en)
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1.2.2.5. Bakteriologischer Keimnachweis

Auch bei der chronischen Osteitis ist der Keimnachweis der Mittel der Wahl um
die klinische Verdachtsdiagnose zu beweisen. Der Nachweis pathogener Keime
gelingt oftmals schon im Fistelsekret, wobei dieses diagnostische Ergebnis sehr
wenig weiterhilft. Fistelgdnge beherbergen haufig Mischpopulationen, wahrend
der eigentliche Osteitisherd in der Tiefe von einer bakteriellen Monokultur
beherrscht wird. Deshalb sollte aus unterschiedlicher Tiefe einer Fistel, des
Fistelsystems und des Herdes bei jeder operativen Gelegenheit jeweils
bakteriologische Proben gewonnen werden. Nicht ungewodhnlich ist es, dass im
Verlauf einer chronischen Osteitis ein Wechsel im Keimspektrum stattfindet.
Einige primare Kontaminationskeime verschwinden, andere beginnen zu
uberwuchern und es findet eine Selektion bestimmter pradestinierter Keime
statt (Hofmann, 2004b).

Staphylococcus aureus und Koagulase-negative Staphylokokken finden sich in
etwa 75 % als Ursache einer chronischen Osteitis (O’'May et al., 2011; Lipsky
und Berendt, 2010; Lew und Waldvogel, 2004).

Zudem sollte man intraoperativ unbedingt Probeentnahmen aus der Fistel zur
histologischen Aufarbeitung zum Ausschluss eines Fistelkarzinoms planen und
durchfuhren (Schnettler, 2004).

1.2.2.6. Therapie der chronischen Osteitis

Zunachst muss bei chronischen Infekten zumeist auch die einliegende
Osteosynthese zur Ausheilung der Infektion zunachst entfernt werden und die
Tibia entweder mit einem Fixateur externe oder mit einem Gips stabilisiert
werden. Erst nach Ausheilung des Infektes kénnen Eingriffe zur Ausheilung der

Fraktur in Erwagung gezogen werden (Schnettler, 2004).

In der Therapie der chronischen Osteitis hat sich heute ein Phasenkonzept
bewahrt (Schnettler, 2004):
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Primar: Infektsanierung

1.

Am Knochen

Metallentfernung

Radikales Debridement und Sequestrotomie
Abstrichnahme, ggf. Gewebeprobe

Stabile Reosteosynthese

Keimreduktion durch gepulste Jet-Lavage

Lokale Antibiosen (Gentamicin-PMMA-Kette, Septopal)
Evtl. Splul-Saug-Drainage

Am Weichgewebe

Radikales Debridement
Temporarer Hautverschluss, ggf. als Vakuumversiegelung

Serielle Revisionseingriffe

Sekundar: Rekonstruktion

1. Am Knochen (nach 4-6 Wochen)

Revision

Entfernung der Lokalantibiose (Septopal)

Intraoperative Spulung, ggf. Jet-Lavage

Abstrichnahme ggf. Gewebeprobe

Autogene/Allogene Spongiosaplastik

Freier Beckenkammspan

Resorbierbare Knochenersatzmaterialien, ggf. vermischt mit Antibiotika

Resorbierbare Knochenmatrix mit Antibiotika
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2. Am Weichgewebe:

Frahestmoglicher definitiver Wundverschluss durch

- Spalthauttransplantation
- Lokale Lappenplastiken
- Freie mikrovaskular angeschlossene Lappentransplantate (z.B.

Latissimus-dorsi-Lappen, Paraskapularlappen)

1.2.3. Infizierte Pseudarthrose

Eine spezielle Form der chronischen Osteitis stellt die infizierte Pseudarthrose

dar.

Trotz unbestreitbarer Fortschritte im Zusammenhang mit der operativen
Behandlung offener Frakturen lassen sich leider postoperativ auftretende
Infekte und kndcherne Heilungsstorungen nicht ganzlich vermeiden (Kinzl und
Suger, 1996).

Liegt eine Knocheninfektion vor, so erhdht sich das Risiko fir die Ausbildung
einer verzogerten Knochenbruchheilung (Goulet und Bray, 1989; Heppenstall et
al., 1984).

Flahrt eine infektbedingte Knochenresorption, die zur Montageinsuffizienz einer
Osteosynthese fuhrt, wird jegliche kndcherne Konsolidierung der Frakturzone
unterbleiben, da Infekt und Instabilitat sich gegenseitig beglinstigen (Kinzl und
Suger, 1996).

Die Folge ist, dass die bereits stattgefundene Infektion fortwahrend persistiert
und sich dauerhaft im Bereich der Fraktur manifestiert und erheblichen Einfluss
auf die Knochenneubildung nimmt. In dieser Situation kommt es nicht nur zu
einer bakteriellen Besiedlung des Implantates mit begleitenden Infektionen des

Weichteil- und Knochengewebes, sondern auch zu einer dauerhaften
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Festsetzung der Bakterien in den Knochen- und Weichteilstrukturen. Dies hat
eine schwerwiegende Storung der Knochenbruchheilung zur Folge und fuhrt zu
einer infizierten Pseudarthrose. Es handelt sich hierbei um eine
Falschgelenkausbildung, die durch die persistierende Entziindung und durch

Ausbleiben der kndéchernen Heilung hervorgerufen wird.

Die infizierte Pseudarthrose - als Sonderform der chronischen Osteitis - ist die
Kombination von zwei schwerwiegenden, lokalen, sich gegenseitig
potenzierenden — Komplikationen - Instabilitat und Infektion (Schnettler und Alt,
2004).

Die infizierte Pseudarthrose tritt bei einer chronischen Infektsituation, die auf
dem Boden einer infizierten Frakturregion entsteht. Hiervon zu unterscheiden
sind die aseptischen Pseudarthrosen, die eine Knochenbruchheilungsstérung

ohne bakterielle Infektion reprasentieren.

Weit Uber die Halfte der infizierten Pseudarthrosen sind an der wenig
Weichteilgedeckten Tibia lokalisiert und charakterisiert durch ausgedehnte
knoécherne Defekte (Kinzl und Suger, 1996).
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1.2.3.1. Pathophysiologie der infizierten Pseudarthrose

Pseudarthrosen lassen sich immer auf mechanische oder biologische Ursachen

zuruckfuhren.

Mechanische Ursache ist der fehlende Fragmentkontakt, verursacht durch
Knochendefekte, Muskelinterponate, Frakturdistraktion, aber auch eine
Instabilitéat, die deren Dehnungsbelastung im Bruchspalt die regeneratorische

Potenz des fixierenden Kallusgewebes Ubersteigt.

Biologische Ursachen sind kortikale Durchblutungsstérungen, die entweder
durch das Trauma selbst, durch Behandlungsmalinahmen, oder durch
Infektionen entstehen. Gerade die Infektion flhrt zur Ausdehnung der
Knochennekrose, da bakterielle Embolien und Endotoxine die Durchblutung
storen und die Nekrosezone (biologische Defekte) vergroRern (Ekkernkamp et
al., 1996).

Diese biochemischen Mechanismen sind der Grund fur die septische Lockerung
des Osteosynthesenmaterials und flr die ausbleibende kndcherne

Uberbriickung des Frakturspaltes (Ciampolini und Harding, 2000).

Selbst wenn radiologisch der knécherne Kontakt vorhanden nachweisbar ist,

verhindert die fehlende Fragmentvitalitat die Heilung.

Zudem entsteht durch die lokale Instabilitat der Fragmentenden in Anwesenheit
der Infektion ein Granulationsgewebe, das keinerlei osteogenetische Potenz
besitzt. Damit stellt die Kombination von Instabilitdt und Infektion und
biologischem Defekt die komplizierteste Form der

Knochenbruchheilungsstorung dar (Ekkernkamp et al., 1996).
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1.2.3.2. Klinische Zeichen der infizierten Pseudarthrose

Im Rahmen der klinischen Untersuchung finden sich typischerweise
bewegungs- und belastungsabhangige Schmerzen mit Schwellung im
Frakturbereich. Es ist prinzipiell auch mdglich, dass Patienten vdllig
symptomfrei sind. Es muss auf mogliche Achsen- und Rotationsfehler geachtet
werden. Die an die infizierte Pseudarthrose angrenzenden Gelenke sind
ebenfalls sorgfaltig zu untersuchen, da Bewegungseinschrankungen oder
Einsteifungen sekundar durch eine infizierte Pseudarthrose verursacht werden
konnen. Im Hinblick auf die Therapie miussen die Weichteile sorgfaltig inspiziert
werden. Bei Infektpseudarthrosen ist darauf zu achten, ob septische
Allgemeinzeichen oder eine Fistelung vorliegt. Die Weichteildeckung, die

Durchblutung und Sensibilitat ist ebenfalls zu erfassen.

1.2.3.3. Bildgebende Verfahren bei der infizierten

Pseudarthrose

Das radiographische Erscheinungsbild ist abhangig von der Aktivitat des
entziindlichen Prozesses. Altere Infektionsherde ohne Aktivitat zeigen eine
unregelmalige Begrenzung, eine Verdickung des kortikalen Knochens,
harmonische Periostverdickungen und eine vermehrte Sklerose des kalldésen
Knochens (Krétz et al., 2004)

Aktive infizierte Pseudarthrosen zeigen eine Weichteilschwellung, Destruktion
des Kortex und des kalldsen Knochens sowie periostale Reaktionen (Bohndorf
und Imhof, 2006).

Radiologisch kénnen bei Pseudarthrosen 3 Stadien unterschieden werden. Das
Resorptionsstadium mit erweitertem Frakturspalt und fehlender kndcherner
Durchbauung (I), die Ausbildung von Knochenresorptionszonen und Zysten (ll)

und die fortschreitende Sklerosierung der Fragmentenden bei Nichtfusion (lll).
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In einzelnen Fallen kann die Diagnostik durch eine Dreiphasenszintigraphie,

Leukozytenszintigraphie, CT oder MRT erganzt werden (Kroétz et al., 2004).

1.2.3.4. Bakteriologischer Keimnachweis

Da die infizierte Pseudarthrose eine spezielle Auspragungsform der
chronischen Osteitis darstellt, ist auch hier der Keimnachweis mit nachfolgender

bakteriologischen Untersuchung beweisend.

Im Rahmen operativer Revisionseingriffe werden mehrere Gewebsproben
entnommen, deren Bearbeitung zugig erfolgen sollte. Um eine Verfalschung zu
vermeiden, werden die Proben idealerweise direkt und umgehend ins
mikrobiologische Labor gebracht und dort sofort verarbeitet. Bis zur
Bearbeitung ist eine Lagerung der Proben bei Raumtemperatur moglich, wobei
der Zeitraum zwischen Probeentnahme und Verarbeitung der mikrobiologischen

Proben nicht langer als 48 Stunden betragen sollte.
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1.2.3.5. Therapie der infizierten Pseudarthrose

Im Vergleich zur aseptischen Pseudarthrose ist die Behandlung einer infizierten

Pseudarthrose wesentlich schwieriger.

Die infizierte Pseudarthrose erfordert eine sehr aufwendige Behandlung zur
Sanierung des Infektes und zur HerbeifUhrung einer erfolgreichen
Knochenheilung. Das Therapieprinzip bei Infektpseudarthrosen sieht zunachst
die Sanierung des Infektes (ahnlich den Prinzipien der Tumorchirurgie an
Knochen und Weichteilen) sowie eine Stabilisierung der Defektzone und dann
die Rekonstruktion der Weichteile und des Knochens vor. Die Deckung des
Defektes mit gut durchbluteten Weichteilen schafft die Voraussetzung flr eine

rasche Einheilung transplantierten Knochengewebes (Ekkernkamp et al., 1996).

Sehr wichtig ist die Schaffung einer stabilen Situation und das operative
Anfrischen der Frakturenden, um den Heilungsverlauf zu induzieren. Oft sind
dafir mehrere chirurgische Revisionseingriffe erforderlich, die einen

langwierigen Behandlungsverlauf Gber Monate nach sich ziehen.

Aulerdem sollen etwaige Fehlstellungen und Langenunterschiede,
Bewegungseinschrankungen nahegelegener Gelenke und Weichteildefekte

behandelt werden.

In den letzten Jahren wurde diese Problematik durch das Auftreten
multiresistenter Bakterien zusatzlich verscharft, da durch die
Antibiotikaresistenz der Einsatz wirksamer Antibiotika zur lokalen und

systemischen Therapie erheblich eingeschrankt wird.

Neben den operativen Behandlungsmoglichkeiten haben sich in den letzten

Jahren auch alternative Therapieansatze entwickelt.

Schoellner et al. (2002) und Rompe et al. (1997) zeigten in einer Studie, dass
man mit der Technik der extrakorporellen StoRwellentherapie (ESWL) positive

Ergebnisse bzgl. der Behandlung von Infektpseudarthrosen erreichen kann.
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Des Weiteren haben sich auch der Einsatz von Bone Morphogenetic Protein-7
(Friedlaender et al., 2001) und Bone Morphogenetic Protein-2 (Govender et al.,
2002), aber auch von Ultraschall (Heckman et al., 1994) oder Elektrotherapie

(Brighton und Pollack, 1984) als nutzlich erwiesen.

1.3. Zusammenhang zwischen Schweregrad der Fraktur und

infizierter Pseudarthrose

Eine chronische Osteitis ist oft das Endresultat eines komplizierten
Behandlungsverlaufes nach Frakturen an langen Rohrenknochen. In der
Bundesrepublik Deutschland rechnet man mit einem jahrlichen Auftreten von
etwa 1.500 Fallen an chronischer Osteitis. Die stationaren und ambulanten
Behandlungskosten, die Kosten des Arbeitsausfalls, der Rehabilitation und
Berentung werden fir jeden Fall auf etwa 700.000€ geschatzt. Der sich dadurch
ergebende volkswirtschaftliche Schaden liegt in Milliardenhéhe. (Hofmann,
2004b).

Auch Court-Brown, Lortat-Jacob und Malik (2004, 1986, 2004) zeigten in einer
Untersuchung auf, dass speziell implantat-assoziierte Knocheninfektionen
oftmals zu chronischer Osteitis, in Form von infizierten Pseudarthrosen fuhren

und hohe sozio-6konomische Auswirkungen nach sich ziehen.
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Typische Komplikationen nach offenen Unterschenkelfrakturen sind eine
verzogerte Knochenbruchheilung, die in eine Pseudarthrosenbildung munden
kann und das Entstehen von Wund- und Knocheninfektionen (Bonatus et al.,
1997; Edwards et al., 1988; Malik et al., 2004; Riemer et al., 1995).

Generell ist die Komplikationsrate bei offenen Schienbeinfrakturen sehr eng mit
dem Ausmal’l der Weichteilschadigung assoziiert. Die Haufigkeit der
Pseudarthroseausbildung nach Fraktur wird je nach Frakturform und
Weichteilschaden mit 4-69% angegeben (Court-Brown, 2004; Friedlaender,
2004, Littenberg et al., 1998).

Komplexe offene Unterschenkelfrakturen mit einhergehendem
Weichteilschaden zeigen sich in ihrer Behandlung bezuglich Knochenheilung
problematisch. Hinsichtlich des Auftretens von postoperativen Komplikationen,
wie bakterielle Infektionen, Wundheilungsstérungen und Entwicklung von
Pseudarthrosen, die den Heilungsverlauf hinauszogern, lasst sich bei diesen
Patienten ein deutlich hoheres Risiko verzeichnen (Claes et al., 2004,

Rommens und Broos, 1992).

In einer grofReren Studie (Court-Brown, 2004) wurde eine Patientengruppe von
insgesamt 1.106 Frakturen untersucht, die durch Marknagelung stabilisiert
wurden. Eine Gruppe bestand aus 859 Patienten, die geschlossene Frakturen
aufwiesen und die zweite Gruppe bestand aus 247 Patienten, die offene
Tibiafrakturen aufwiesen. Die Frakturen wurden in Untergruppen entsprechend
ihrem Schweregrad nach den gultigen Klassifikationen nach Tscherne und nach

Gustilo unterteilt.

Fur die Gruppe der offenen Frakturen konnten die Autoren eine mittlere
Frakturheilungsdauer von 30 Wochen feststellen. Bei Frakturen, bei denen
keine Komplikationen wie Infektion oder Pseudarthrosenbildung festzustellen

waren, (68,5 % der Falle) betrug die Frakturheilungsdauer 21,8 Wochen.

Wie erwartet stieg die durchschnittiche Zeit bis zur vollstandigen

Frakturiberbriickung mit steigendem Schweregrad der offenen Fraktur.
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Bei 67 Patienten mit Gustilo Illb Frakturen zeigte sich eine mittlere
Frakturheilungsdauer von 46,7 Wochen. Dieses Ergebnis bestatigte sich fur
geschlossene Frakturen mit hohergradigem Weichteilschaden. Auch hier

konnte man eine langere Heilungsdauer dokumentieren.

In dieser Studie untersuchte sollte auch eine Aussage bezlglich des Auftretens

von Komplikationen, wie Infektion und Pseudarthrosebildung getroffen werden.

In der Gruppe der offenen Tibiafrakturen wiesen 7,7% der Patienten eine

Infektion auf.

Die Autoren zeigten auf, dass mit hherem der Schweregrad offener Frakturen,

die Wahrscheinlichkeit einer Infektion steigt:

Bei 128 Patienten mit Gustilo Grad Il Frakturen wurden bei 61 Grad llla
Frakturen keine Infektionen beobachtet. Bei den 67 offenen Frakturen von Typ
[lIb betrug die Infektionsrate 16,4 %.

Die Autoren konnten auch belegen, dass das Auftreten von Pseudarthrosen
ebenfalls vom Schweregrad der Fraktur abhangig ist. Wahrend man bei 859
Patienten mit geschlossenen Frakturen eine Inzidenz von 4,4 % feststellen

konnte, lag sie bei den offenen Frakturen mit 24,7 % wesentlich hoher.

Bei den Gustilo IlIb Frakturen (67 Patienten) entwickelte fast jeder 2. Patient
eine Pseudarthrose (49,2 %).

Riemer et al. (1995), Caudle und Stern, (1987) und Sanders et al. (1994)
beschrieben in ihren Publikationen die Komplikationsraten bei offenen
Schienbeinfrakturen fur verzogerte Knochenbruchheilung zwischen 16 und 60
% bei Gustilo Grad |, Il und Illla Verletzungen. Fur ausgedehnte
Weichteilverletzungen (Gustilo Grad Illb und llic Verletzungen) zeigen sie eine

Komplikationsrate von sogar 43 — 100 % auf.

Court-Brown et al. (1990) untersuchten die Behandlungsergebnisse von 125
Patienten mit geschlossenen Tibiafrakturen und offenen Tibiafrakturen des
Gustilo Grades |. Die durchschnittliche Frakturheilungszeit betrug 16,7 Wochen,

die Inzidenz fur Infektionen und Pseudarthrosen lag bei 1,6 %.
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Die gleichen Autoren analysierten in einer weiteren Publikation eine Gruppe von
jeweils 41 offenen Tibiafrakturen Gustilo Grad Il und Ill. Sie konnten dabei
einen Unterschied bezuglich durchschnittlicher Frakturheilungszeit und
Auftreten einer Infektion bzw. Ausbildung einer Pseudarthrose nachweisen: Die
durchschnittliche Frakturheilungszeit betrug 33,2 Wochen mit einer Inzidenz

von 9,7 % fur Infektionen und 36,3 % fur Pseudarthrosenbildung.

Dieser Zusammenhang bestatigte sich auch fur Frakturen mit hoherer
Verletzungsschwere: 13 Patienten mit Gustilo Illb Frakturen wurden untersucht.
Hier zeigte sich eine durchschnittliche kndcherne Heilungsdauer von 50,1
Wochen, die Infektionsrate betrug 23,1 %, 69,2 % der Patienten zeigten eine
Pseudarthrosenbildung (Court-Brown, 1991).

Da sich das Krankheitsbild der infizierten Pseudarthrose sehr komplex darstellt
und von sehr heterogenen Variablen beeinflusst wird, konnen klinische Studien
bezuglich neuer Therapieansatze nur schwer durchgefuhrt werden. Die

Patientenkollektive waren zu heterogen und nur bedingt vergleichbar.

Der individuelle und schwer vorhersehbare Krankheitsverlauf verdeutlicht die
Notwendigkeit der Forschung an Tiermodellen, um neue Erkenntnisse in der

Therapie dieses schweren Krankheitsbildes zu gewinnen.

Daher ist die Etablierung eines standardisierten Tiermodells sinnvoll, das eine
moglichst prazise Simulation der klinischen und pathologischen Vorgange
gewahrleistet und das Krankheitsbild der infizierten Pseudarthrose
reproduzierbar macht. In einem derartigen in-vivo Tiermodell kdnnen neue
experimentelle Ansatze bezlglich Prophylaxe und Therapie der akuten und

chronischen Osteitis erarbeitet werden.
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1.4. Zielsetzung

Bei der infizierten Pseudarthrose handelt es sich um ein Krankheitsbild mit
wenig Behandlungsoptionen, aufwendiger und langfristiger Therapie, sowie mit
hoher sozio-6konomischer Bedeutung sowohl fur den Patienten als auch fur
das Gesundheitssystem. Deshalb ist die Erforschung neuer Ansatze zur
Prophylaxe und Therapie von infizierten Pseudarthrosen vonnéten. Hierfur ist
ein adaquates Tiermodell notwendig, das die entsprechenden klinischen

Gegebenheiten adaquat widerspiegelt.

Ein solches Modell zur Simulation einer implantat-assoziierten Pseudarthrose
nach osteosynthetischer intramedullarer Stabilisation einer Tibiafraktur ist

bislang nicht bekannt.

Deshalb ist es die Zielsetzung dieser Arbeit, ein Tiermodell an der Ratte zu
etablieren, welches zuverlassig die Induktion einer infizierten Pseudarthrose mit
Berucksichtigung der klinisch relevanten Gegebenheiten ermdglicht. Hierzu
gehoren die Verwendung von Staphylococcus aureus als
infektionsauslosendem Keim, intramedullare Stabilisation der Fraktur mit einem
nagelahnlichen Implantat und die Verwendung einer systemmischen
Antibiotikaprophylaxe. Dieses Modell kann die Grundlage flr neue

Therapieansatze liefern.

Im klinischen Alltag stellt die Diagnose von Implantat-assoziierten
Knocheninfektionen weiterhin ein ungeléstes Problem dar. Mit Hilfe
mikrobiologischer  Untersuchungstechniken kann eine Osteitis - bei
erfolgreichem Keimnachweis - sicher diagnostiziert werden, allerdings verfugt
die Methode des Keimnachweises nur uber eine eingeschrankte Sensitivitat
und Spezifitdt, so dass sich trotz nachweisbaren Infektionszeichen, keine

Bakterien isolieren lassen.

Trampuz et al., Moter und Gobel (2007, 2000) zeigten, dass in Fallen einer
Gelenksprotheseninfektion, die Rate der positiven Keimnachweisraten bei nur
54% liegt.
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Trotz korrekt durchgefihrter intraoperativer Gewebsentnahme der infizierten
periprothetischen Gelenksregion und der Anlage von bakteriellen Kulturmedien,

gelingt der positive Keimnachweis zu einem wesentlichen Prozentsatz nicht.

Um die Diagnosemaglichkeiten zu verbessern, untersuchten Tunney et al.
erstmals explantierte Prothesen mittels Ultraschallbad-Behandlung, um die
innerhalb eines Biofilms der Implantat-Oberflache anhaftenden Bakterien
besser identifizieren zu kénnen. Diese Technik ermoglicht es die etablierte
Biofilmbildung und deren Anhaftung zu reduzieren und sogar von der Implantat-
Oberflache ablésen zu kénnen. Im Rahmen dieser Studie konnten mit dieser
Methode die Keimnachweisraten bis zu 75% verbessert und aufgezeigt werden,
dass eine Verbesserung der Detektionsraten mittels dieser Technik moglich ist.
(Tunney et al., 1999).

Es ist sehr wahrscheinlich, dass auch die Anwendung quantitativer molekularer
Methoden dazu beitragen kann, die Diagnostik der Osteitis zu verbessern.

Allerdings muss sich ihr Nutzen in der klinischen Diagnostik noch herausstellen.

Um eine klare und zuverlassige Diagnose bei Verdacht auf eine
Knocheninfektion stellen zu konnen, sind neue Instrumente und Ansatze

vonnoten.

Mit der Technik der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist im Falle einer
Infektion mit Staphylococcus aureus ein Nachweis dieser Bakterien moglich.
Diese Methode wurde bisher im Weichteilgewebe etabliert. Hier werden mittels
spezieller Sonden spezifische bakterielle 16S rDNA Regionen oder
Staphylococcus aureus- spezifische DNA-Regionen detektiert (Bentley et al.,
1993; Fuchs et al., 1998; Amann et al., 1999).
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Eine Anwendung dieser Technik zum Nachweis von Staphylococcus aureus bei
chronischer Osteitis in Form einer infizierten Pseudarthrose wurde bislang noch
nicht beschrieben. Als neues Instrument konnte diese Methode wesentlichen
Anteil daran haben, die schwierige Diagnostik der Osteitis entscheidend zu

verbessern.

Deshalb beinhaltet die zweite Zielsetzung dieser Arbeit die Beantwortung der
Frage, ob eine Bakteriendetektion in infizierten Pseudarthrosen mit Hilfe der

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) madglich ist.
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2. Material und Methoden
2.1. Tierversuche

2.1.1. Ethikkommisionsvotum

Die Experimente im Rahmen dieses Tierversuchsvorhabens wurden durch die
Tierkommission des Staates Thiringen, Erfurt gepruft und genehmigt bevor die
Operationen durchgefuhrt wurden. (RP Thdringen, Erfurt, Deutschland,

Referenznummer: 14-03/07).

Die Durchfuhrung des Versuchsvorhabens erfolgte im Forschungszentrum fur

Medizin und Biotechnologie (fzmb) e.V. in Bad Langensalza, Thuringen.

2.1.2. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene Sprague-Dawley Ratten, deren
Kdrpergewicht zwischen 320 und 4409 lag. Die Tiere wurden von Charles River
(L* Arbresle, Frankreich) bezogen und 2 Wochen vor dem OP-Termin
eingestallt. Die Haltung in Doppelkafigen mit freiem Zugang zu Wasser und
Futter der erworbenen Versuchstiere und die Durchfihrung der
tierexperimentellen Versuche erfolgte in der Tierklinik fir Grof3- und Kleintiere in

Bad Langensalza, Thuringen.

2.1.3. Pilotstudiendesign

FUr die Etablierung des Tiermodells wurde zunachst eine Pilotstudie
durchgefuhrt, um die ideale Inokulationsdosis an Keimen flir den Hauptversuch

zu ermitteln.
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Ziel war es eine Kontaminationsdosis zu ermitteln, die eine verlassliche

Induktion einer infizierten Pseudarthrose ermoglicht.

FiUr diese tierexperimentelle Studie wurde bei 8 Ratten nach vorausgehender
Narkotisierung, mittels einer oszillierenden Sage eine Osteotomie am mittleren
Tibiaschaft gesetzt und mit zwei unterschiedlichen Inokulationsdosen (10° oder
10° keimbildende Einheiten (KBE) von Staphylococcus aureus) kontaminiert
und intramedullar mit einer 21G Punktionsnadel (21G microlance needle, B & D
Microlance, BD, Drogehda, Ireland) stabilisiert. Anschlief3end erhielten jeweils 2
der Tiere je nach Gruppenzuteilung eine systemische Antiobiotikaprophylaxe

mit Ceftriaxon (50mg/kg KG s.c.) Uber einen Zeitraum von 14 Tagen.

Hierfur wurden die 8 Tiere in 4 verschiedene Gruppe aufgeteilt:

Gruppe 1: 10° KBE Staphylococcus aureus, ohne systemische Antibiotikagabe
Gruppe 2: 10° KBE Staphylococcus aureus, mit systemischer Antibiotikagabe
Gruppe 3: 10° KBE Staphylococcus aureus, ohne systemische Antibiotikagabe

Gruppe 4: 10° KBE Staphylococcus aureus, mit systemischer Antibiotikagabe

10° KBE 10° KBE
Total
St. aureus St. aureus
Kein
o 2 2 4
Antibiotikum
Antibiotikum 2 2 4

Tabelle 2: Pilotstudiendesign zur Ermittlung der Keimdosis fiir die Hauptstudie.
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2.1.4. Hauptstudiendesign

Fur die Hauptstudie wurden 18 Ratten verwendet, bei denen mittels einer
oszillierenden Sage eine Osteotomie im mittleren Tibiaschaftbereich gesetzt
wurde, mit nachfolgender Kontamination mit dem Erreger Staphylococcus

aureus.

Hierfar wurden die Tiere in 2 Gruppen aufgegliedert:

Gruppe 1: Kontamination des Frakturspalts mit

10* KBE von Staphylococcus aureus (12 Tiere)

Gruppe 2: Keine bakterielle Kontamination des Frakturspalts (6 Tiere)

10* KBE
Total
St. aureus
Keine Kontamination
6
(Kontrollgruppe)
18
Kontamination
12
(Kontaminationsgruppe)

Tabelle 3: Hauptstudiendesign zur experimentellen Herbeiflihrung einer infizierten
Pseudarthrose.

Nach 42 Tagen wurden die Tiere euthanasiert und die Infektions- und
Frakturheilungssituation durch klinische Untersuchung, R&éntgenaufnahmen,
mikrobiologische Methoden, einschlieRlich Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)
und die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit EUB und STAPHY-
Sonden analysiert. Zusatzlich wurden Micro-CT-Untersuchungen zur

Bestimmung der knochernen Neubildung, histologische und
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rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zur Beurteilung einer Biofilm-

Besiedelung der intramedullaren Implantate durchgefuhrt.

Eine Antibiotikaprophylaxe mit Ceftriaxon (50mg/kg KG s.c.) wurde in beiden
Gruppen uber einen Zeitraum von 14 Tage durchgefuhrt. Es erfolgte eine
kontinuierliche klinische Evaluation inklusive Gewichtsbestimmung der Tiere
uber 6 Wochen.

2.2. Erreger

Fir die Infektionsinduktion wurde Staphylococcus aureus mit der
Kennzeichnung EDCC 5055 (Eugen Domann Kultur Kollektion, Institut fur
Medizinische Mikrobiologie, GieRen, Deutschland) als Erreger verwendet.
Dieser Bakterienstamm wurde aus einer Weichteilwunde eines Patienten, die
mit diesem Keim infiziert war isoliert. Das Isolat wurde durch Testung der
biochemischen Charakteristika von St.aureus mittels API®Staph (bioMérieux,
Marcy L’Etoile, France) sowie durch Sequenzierung des 16S rDNA Gens und
des Nachweises der femB- und coa-Gene durch PCR gepruft. Als besondere
Merkmale des Stammes traten eine starke hamolytische Aktivitat und eine gute

Biofilmbildung in den Vordergrund.

Es bestand eine Sensibilitat des Bakteriums Ceftriaxon. Als minimale

Hemmestoffkonzentration (MHK) wurde 0,16 pg/ml ermittelt.

Zur Herstellung der zu verwendenden Keimsuspension fur die Operationen
wurde das lIsolat in Brain Heart Infusion (BHI)-Nahrbouillon bei 37°C 16
Stunden unter kraftigem Schutteln inkubiert. Dieses Nahrmedium ermoglicht
durch eine optimale Nahrstoffzusammensetzung (Gehirn-Herz-Bestandteile
vom Rind, Casein, Peptongemisch, Hefeextrakt, Dextrose, Sodiumchlorid) ein
gutes Wachstum der Keime. Die Kultur wurde 1:50 mit PBS-Puffer verdinnt

und wiederholt mit oben beschriebenem Verfahren fur 4 Stunden bearbeitet.
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Anschliel3end erfolgte eine weitere Verdinnung auf 1:10 und die Kultivierung

der Keimsuspension auf BHI-Agarplatten.

Um eine genau definierte Konzentration des Staphylococcus aureus- Stammes
(in keimbildenden Einheiten (KBE/ml)) zu erhalten, erfolgte die Ausimpfung
mittels ,Spiral Plater”. (Abb.10)

Dieses Gerat gewahrleistet die gleichmalige Auftragung der richtigen
Keimdichte des Staphylococcus aureus in KBE pro ml.

Abbildung 10: Spiral Bacterial Plater (Topac, Cohasset, USA) (a) mit im Spiralmuster
beimpfter Agarplatte (b).

Die fertigen Konzentrate, welche bei der Testung des Tiermodells appliziert
werden sollten, enthielten 160ul als endgultiges Volumen. Darin waren
verschiedene Inokulationsdosen mit einer Konzentration von 10°, 10%, und 10°
KBE pro 20ul in einem 20prozentigem BHI/glycerol Gemisch enthalten, die bis

zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert wurden.

Die Inokulationsdosis betrug 20ul, die spater intraoperativ. mit der

entsprechenden Keimzahl verabreicht wurde.
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2.3. Versuchsdurchfihrung

2.3.1. Narkose

Die Anasthesie und die perioperative Uberwachung wurden von einem

Tierarzt/Tierarztin der tierarztlichen Institution in Bad Langensalza durchgefuhrt.

Jedes Tier erhielt als erstes eine intramuskulare Injektionsnarkose bestehend
aus Ketamin (60mg/kg KG; Ketanest®, Pfizer, Karlsruhe) und Xylazin (6mg/kg
KG; Rompun®) und Atropin (0.1mg/kg KG)

2.3.2. Operationsvorbereitung

In Narkose wurde zunachst das Operationsgebiet durch eine grindliche Rasur
gesaubert, alle Haare entfernt und anschlielfiend mit Polyvidon-lod desinfiziert.
Das zu operierende Tier wurde nun auf einem steril bezogenen Operationstisch

gelagert und korrekt in Ruckenlage positioniert (Abb.11).

Es folgte die Abdeckung des Operationsgebietes durch ein steriles Lochtuch.
Um eine Kontamination zu verhindern wird wahrend allen Eingriffen auf
absolute Sterilitit geachtet. Das beinhaltet das Tragen von steriler
Operationskleidung, Handschuhen, Mundschutz und Operationshaube (Abb.
12).
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Abbildung 11: Ratte nach Narkoseeinleitung und Desinfektion.

Abbildung 12: Schaffung steriler Bedingungen vor dem operativen Eingriff.

2.3.3. OP-Technik

Die Operation wird bei jedem Tier in Vollnarkose am linken Unterschenkel

durchgefuhrt, die kontralaterale Seite bleibt unberthrt.

Mit einem 11er Skalpell erfolgt eine Hautinzision im mittleren Diaphysenbereich
des Margo anterior der Tibia auf einer Lange von 3cm. Die Praparation wird

entlang der Facies medialis at lateralis tibiae durchgefuhrt, gefolgt von einer

48



Material und Methoden

stumpfen Praparation der Dorsalseite der Tibia mittels Overhold-Klemme, die

zwischen Facies posterior und Compartimentum posterius sowie

Compartimentum anterius geschoben wird (Abb. 13).

Abbildung 13: Darstellung der freigelegten Tibia nach Hautinzision.

Die Hautinzision wird bis zur Tuberositas tibiae fortgefihrt. Der Zugang zum
intramedullaren Kanal wird Uber eine Eréffnung des Canalis medullaris tibiae an

der Tuberositas tibiae mittels Skalpell-Spitze erreicht (Abb. 14).

Abbildung 14: Schaffung eines Zugangs zum Markkanal durch Penetration der
Tuberositas tibiae.
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Es folgt das Einflihren einer 21G Kanule/K-Draht (grin) (21G microlance

needle, B & D Microlance, BD, Drogehda, Ireland) als intramedullares Implantat
in die Tibiamarkhdhle (Abb. 15).

Abbildung 15: Einbringung des Implantates in den Knochenmarkkanal der Tibia.

Nach Einbringen des 0,6 mm durchmessenden Implantates wird die mittlere
Tibiadiaphyse senkrecht zur Schaftachse mit einer oszillierenden Sage
osteotomiert (Abb. 16).

Abbildung 16: Durchfiihrung der Osteotomie auf Hohe des mittleren Tibiaschaftes.
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Sobald man auf das Implantat stof3t, wird dieses zurlickgezogen und die

Osteotomie, bis zur vollstandigen Durchtrennung der Tibia fortgesetzt.

Nach der Osteotomie wird die achsgerechte Reposition der Fragmente und eine
Prifung der Rotationsstabilitat vorgenommen. Dabei muss die 21G Kandile im

distalen Tibiamarkkanal am Ubergang zum oberen Sprunggelenk platziert sein.

Es folgt die Inokulation der Bakterien Uber eine 1ml Insulinspritze dorsolateral
auf den Osteotomiespalt. Es werden 20ul der Bakterienldsung mit der
entsprechenden Keimzahl entsprechend dem Studienprotokoll inokuliert (Abb.

17). In der Kontrollgruppe entfallt dieser Arbeitsschritt.

RNy

Abbildung 17: Inokulation der Bakterien in den Osteotomiespalt.

Es folgt ein schichtweiser Wundverschluss mit Subkutanverschluss mit 4-0

Vicryl-Faden.

Das Implantat wird anschlieRend geringfigig zurlickgezogen und gekurzt, so
dass es ohne Uberstehen am proximalen Tibiarand in den Markkanal versenkt

werden kann.
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Demnach erfolgt der Hautverschluss mit 4-0 Prolene-Faden mit zusatzlichem
Hautklammerverschluss. Abschlie®end erfolgt ein Sprihverband der Wunde

(Abb. 18).

Abbildung 18: Zum Wundverschluss wird die Wunde vernaht und zusatzlich mit
Hautklammern versorgt.

2.3.4. Postoperative Rontgenkontrolle

Direkt nach der Operation wird bei allen Tieren eine Rdntgenkontrolle im
seitlichen Strahlengang durchgefihrt. Hierdurch wird das Vorliegen einer
kompletten Osteotomie und die korrekte Implantatlage dokumentiert. Als
Roéntgengerat wurde ein Gierth HF 300 (Gierth X-ray, Riesa) benutzt. Bei einem
Abstand des Unterschenkels zum Rontgengerat von 30 cm wurde mit 40 kV
und 60 mA gearbeitet (Abb. 19).
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Abbildung 19: Postoperative Rontgenaufnahme mit einsehbarem Frakturspalt,
korrekter Lage des Implantats und Hautklammern.

2.3.5. Postoperative systemische Antibiotikaprophylaxe und

Nachbeobachtung

Postoperativ erhalten die Ratten einmal taglich eine Schmerzmedikation
Carpofen (0,4 mg/kg KG s.c.) uber 5 Tage. Diese Medikation kann bei Bedarf
bis zu zweimal taglich verabreicht werden, gegebenenfalls auch Uber den 5.

postoperativen Tag hinaus.

Alle operierten Tiere erhalten uUber 14 Tage - entsprechend des
Durchfuhrungsprotokolls — eine systemische Antibiotikaprophylaxe (Cefriaxon

50mg/kg KG s.c.). Allen Ratten wurde eine Vollbelastung ihres operierten
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Hinterlaufs gestattet. Sie wurden in Kafigen gehalten und hatten freien Zugang

zu Wasser und Futter.

Wahrend des 6-wochigen Beobachtungszeitraums wurden das Verhalten und
der korperliche Zustand der Ratten taglich dokumentiert. Aus tierarztlicher Sicht
wurde dabei speziell der Heilungsverlauf der Operationswunde,
Bewegungsaktivitat und die Belastung der operierten Extremitat begutachtet.
Da bei der Operation Bakterien in den Frakturspalt appliziert wurden, wurde hier
sehr genau auf die Entstehung von Infektionszeichen wie R&tung oder
Schwellung geachtet. Dazu gehdért auch die Dokumentationen bezlglich

Futteraufnahme und die Kontrolle des Korpergewichts der Tiere.

2.3.6. Dokumentation des Kdrpergewichts

Die Dokumentation des Korpergewichts der operierten Tiere wurde am Tag der
Operation und an bestimmten postoperativen Tagen vorgenommen. Die

Messzeitpunkte waren der 7., 14., 21. und 42. postoperative Tag.

2.3.7. Euthanasie, klinische Beurteilung der Infektion und der

Knochenstabilitat

Nach der Beobachtungszeit wurden alle Tiere mittels Kohlendioxid-Gas (CO5)

euthanasiert. Der Tod der Ratten wurde tierarztlich verifiziert.

Direkt nach der Totung erfolgte die klinische Untersuchung des operierten
Unterschenkels. Die gesamte untere Extremitat, einschliel3lich der Wade und
des angrenzendes Kniegelenks und Knoéchelregion wurden auf das Vorliegen
von klinischen Entzundungszeichen untersucht. Dabei wurde speziell auf

Roétungen, subkutane Abszesse, Schwellungen, Fistelbildung im Rahmen von
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Weichteildefekten und damit verbundenem eitrigem Ausfluss geachtet.

Samtliche Beobachtungen wurden fur jedes Tier protokolliert.

2.3.8. Rontgenuntersuchung

Vor der Explantation der Tibia wurden von den euthanasierten Ratten
Roéntgenbilder der operierten Extremitaten in 2 Ebenen (lateral und anterior-
posterior) angefertigt, um rontgennologische Hinweise auf Infektentstehung und
Frakturheilung zu erhalten (Gierth HF 300, Gierth X-ray, Riesa, Germany) (Abb.
20).

Knochen- und Gelenkdestruktion, Knochensequesterbildung, Lyse der Kortikalis
und Auftreibung des Periosts wurden als Zeichen fur eine Infektion des

Knochens gewertet.

Die Frakturheilung wurde hinsichtlich der kortikalen Frakturkonsolidierung
anhand der Uberbriickungszustande der 4 Cortices beurteilt. Eine kortikale
Uberbriickung von mehr als 3 Cortices im anterior-posterior und lateralen

Strahlengang wurde als konsolidierte Fraktur gewertet.

Erkennt man auf den im anterior-posterior und lateralen Strahlengang
angefertigten Rontgenbildern mehr als 3 knécherne (kortikale) Uberbriickungen,
so wurde dies als geheilte Fraktur gewertet (Govender et al., 2002). Sind auf
den Rodntgenbildern weniger als 3 Uberbrickende korticale Strukturen zu
erkennen, wird dies als ausbleibende Knochenheilung der Frakturregion und

somit als Pseudarthrose angesehen.
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Abbildung 20: Réntgenaufnahme des linken Unterschenkels im ap (a) und im
seitlichen Strahlengang (b).

2.3.9. Entnahme der Tibia

Die Explantation des Unterschenkels erfolgte direkt nach der Inspektion und
klinischen Untersuchung. Unter Schonung des Frakturbereichs, wurde das
Schienbein von samtlichen anliegenden Muskel- und Bandstrukturen
freiprapariert und im angrenzenden Knie- und Kndchelbereich exartikuliert. Die

Explantation der Tibia erfolgte unter sterilen Kautelen (Abb. 21).
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Abbildung 21: Durchtrennung des Bandapparates der Kniegelenksregion zur
Explantation der Tibia.

Wahrend der entnommene Unterschenkel fur weitere Untersuchungen mit einer
oszilierenden Sage langs =zerteilt wurde, lie3 sich der nun freiliegende
Markraum der Tibia genauer einsehen. Das umliegende Weichteilgewebe des
Schienbeins, sowie der Markkanal wurden ebenfalls auf Infektionszeichen wie
Eiterherde, Abszessbildung, Kortikalislyse und auf Blutergisse an den
angrenzenden Gelenken untersucht. Das Auftreten von einem oder mehrerer

dieser Symptome wurde als Infektion gewertet.

2.3.9.1. Uberprufung der Knochenstabilitat

Um die Knochenstabilitat zu beurteilen, wurde das distale Tibiafragment sehr
vorsichtig gegen den proximalen Knochenteil manuell verdreht. Jede

Beweglichkeit wurde als Instabilitat gewertet.
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2.3.9.2. Ausrollen des Implantats auf Agarplatten

Das noch im Markraum befindliche Implantat wurde steril entfernt und mit einer
Pinzette auf einer BHI-Agarplatte ausgerollt. Der Nachweis von bakteriellem
Kulturwachstum nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden auf dem
Nahrmedium zeigt eine bakterielle Keimbesiedlung der Implantatoberflache an

und wurde als Infektion gewertet.

2.3.9.3. Verwendung der Tibiahalften

Die Tibiae der Tiere wurden nach Resektion mittels einer oszillierenden Sage
langs in 2 Halften gespalten. Dabei entstanden ein medialer und ein lateraler
Kortikalisteil (Abb. 22). Beide Sticke wurden mit PBS-Puffer gewaschen und
danach gewogen. Wahrend die mediale Halfte fur die Histologie vorbereitet
wurde, wird das laterale Knochenfragment dazu verwendet, die Menge der
Bakterien pro Gramm Knochen zu bestimmen (KBE/g Knochen). Der K-Draht

wurde ebenfalls flir mikrobiologische Untersuchungen auf Keimnachweis

herangezogen.

Abbildung 22: Gespaltene Tibia nach Entfernung des Implantats.
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2.3.9.4. Aufbereitung von Knochenproben far

Bakterienkulturwachstumstest

Um die Bakterienbelastung jedes einzelnen Tieres im infizierten Knochen
nachweisen und berechnen zu kénnen, wurde - entsprechend den von Alt et al.
(2006b) publizierten Schritten vorgegangen (Abb. 23).

Das laterale Knochenfragment wird gewogen und anschliel3end in ein mit 10ml
PBS-Puffer gefulltes Dispergiergefal® GS 15 gegeben und flur die Zermahlung

vorbereitet.

Das gewonnene Knochenmaterial der Tibia wird mit dem POLYRON T2100
Tissue Grinder (Kinematica, Littau, Schweiz) zermahlen, um die
Knochenpartikel zu zerkleinern. Die Zerkleinerung der Knochenstlcke in der
Maschine erfolgte unter steigender Rotationsgeschwindigkeit Gber 10 Minuten.
Die Knochensuspension wurde anschlieBend verdinnt (1:2, 1:10, 1:100),
wovon jeweils 10 pl der drei verschiedenen Konzentrationen auf BHI-
Agarplatten ausplattiert wurde. Die Platten wurden jeweils bei 37°C Uber 24 h in
einem Kulturschrank kultiviert. Die mikrobiologische Definition eines
vorliegenden Infektes war der Nachweis von Staphylococcus aureus auf der
Agarplatte (Abb. 23c).

Die Anzahl der keimbildenden Einheiten (KBE) wurde pro Agarplatte bestimmt.
Diese konnte dann zum Gewicht der initial verwendeten Knochenprobe, die flr
diese Untersuchung zerkleinert wurde, ins Verhaltnis gesetzt und daraus die
Kenngrolle KBE/g Knochen errechnet werden. Aus den drei unterschiedlichen
Verdunnungen einer Knochenprobe wurde schlieRlich der Durchschnittswert

von KBE/g Knochen fir jedes Tier mit Bakteriennachweis berechnet.
Samtliche Vorgange finden unter sterilen Bedingungen statt.

Lies sich eine positive Bakterienproliferation mit Kolonienbildung auf den

Nahrmedien nachweisen, wurde dies als Infektion gewertet.
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Der statistische Vergleich der beiden Behandlungsgruppen bezlglich der
bakteriellen Belastung pro g Knochen wurde mit einem t-Test fir logarithmisch
transformierte Daten durchgefuhrt. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als statistisch

signifikant angesehen.

Abbildung 23: Zermahlen der Knochenproben mittels eines “Tissue Grinders” mit
nachfolgender Auftragung des Homogenisats auf BHI-Agarplatten (a). Bei einem Tier
der Knotrollgruppe lasst sich nach 48stiindiger Kultivierung kein Bakterienwachstum
feststellen (b) hingegen lasst sich bei einem Tier mit bakterieller Kontamination der
Fraktur ein positives Kulturwachstum verzeichnen (c).

2.4. Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Nach 48 Stunden wurden aus den auf den Agarplatten gewachsenen Kolonien
Proben fur die PFGE gewonnen, um die Keime genetisch exakt zu identifizieren
und damit einen Vergleich zwischen dem inokulierten Stamm EDCC 5055 und
den infektausldsenden Keimen vorzunehmen, um somit eine Kontamination

ausschlief3en zu kénnen. Dazu wurden die PFGE und das CHEF-DR II-System
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(Biorad, Miinchen, Deutschland) verwendet, wie es von Linhardt et al. (1992)

beschrieben wurde.

2.5. Histologie

Nach Euthanasie der Tiere wurden die medialen Halften der Tibiae fur
histologische Untersuchungen aufgearbeitet. Die Knochenproben wurden 24
Stunden in 4% phosphatgepuffertem Paraformaldehyd fixiert und zur weiteren
histologischen Aufbereitung in Paraffin eingebettet. 5 pym langsverlaufende
Schnitte wurden mit der von Donath und Breuer (1982) publizierten
Schnitttechnik abgetragen und mit Toluidine-Blau und Hamatoxylin-Eosin

angefarbt.

Als histologische Zeichen einer Knocheninfektion wurden die folgenden
Kriterien verwendet (Adler, 1983, Straul}, 1999):
- Abszessbildung mit Odemen im Knochenmarkskanal oder der cortikalen

Knochenstrukturen

- Infiltration von Entziindungszellen: Neutrophile Granulozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen und mehrkernige Riesenzellen

- Nachweis von Bakterien

- Abbau von lamellarer Knochensubstanz mit subperiostaler
Knochenbildung und Periostauftreibung

- Bildung von Knochennekroseherden, die sich als leere Knochenhdhlen
ohne Osteozyten darstellen

- Ausbildung von Knochensequestern
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2.6. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die aus dem Markraum der Ratten explantierten Implantate wurden einer REM-
Analyse zugefihrt, um dadurch eine eventuelle Biofilmbildung und/oder
Bakterienkolonien auf der Implantatoberflache zu identifizieren. Sie wurden
uber einen Zeitraum von 4 bis 8 Wochen an der Luft getrocknet. Mit einem
Seitenschneider, der vor jeder Benutzung mit 70% Ethanol desinfiziert wurde,
wurde jedes Implantat in 3 Stiicke geschnitten. Die 3 Sticke jeder Probe
wurden mit Hilfe von haftenden carbon-pads auf Aluminiumbefestifungsplatten
fixiert und mit Gold/Palladium mittels Spriuhung (SC7640 Sputter Coater, VG
Microtch, Uckfield, East Sussex, GroRbritannien) beschichtet. Die Implantat-
fragmente wurden in einem Feldelektronen — Rasterelektronenmikroskop (LEO
Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen, Deutschland), welches bei 7,5

oder 15kV betrieben wurde, naher betrachtet.

2.7. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Zum Nachweis der inokulierten Bakterien im Paraffinschnitt wurde eine
Fluoreszenz-in-situ Hybridierung (FISH) durchgeflhrt. Bei dieser Methode
werden Fluoreszenz-gekoppelte DNA-Sonden eingesetzt, die bei der

Hybridisierung spezifisch an die DNA der Bakterien bindet.

Es wurden 2 Anti-Sense-DNA Sonden eingesetzt: a) EUBO0338 (5-
GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’), die durch Bindung an die 16s DNA zur
allgemeinen Detektion von Bakterien dient und b) STAPHY (5'-
CGGACGAGAAGCTTGCTTCTCT-3’) mit der ausschlieB3lich Staphylococcus
aureus nachgewiesen werden kann. Als Negativkontrolle wurden folgende
Sense-Sonden verwendet: a) non-EUB0338 (5-ACTCCTACGGGAGGCAGC-
3’) und b) non-STAPHY (5-CGGACGAGAAGCTTGCTTC-3’). Die Sonden
wurden in Auftragssynthese von der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland)

synthetisiert und an Cy3 bzw. Fluorescein-5-Isocyanat gekoppelt.
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Folgendes Protokoll wurde fir die FISH verwendet: Es wurden Paraffinschnitte
in einer Dicke von 6 ym mit einem Rotationsmikrotom (RM 2155, Leica,
Nussloch, Deutschland) hergestellt und auf Objekttragern aufgezogen, die
zuvor mit 3-Aminopropyltriethoxysilan (Fluka, Basel, Schweiz) beschichtet
wurden. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte 2x 10 Minuten (min) in Xylol
und jeweils 5 min in 100%, 96%, und 70% Ethanol inkubiert. Anschlie3end
erfolgte ein kurzer Waschschritt in Aqua bidest und in 0,1 M
phosphatgepufferter Saline, bevor die Schnitte in 4% phosphatgepuffertem
Paraformaldehyd fur 1 Stunde (h) nachfixiert wurden. Nach erneutem Waschen
wurden die Schnitte mit 2 mg/ml Lysostaphin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) in 0,1 M NaCl fur 3 min bei 37°C permeabilisiert. Nach
grundlichem Waschen wurde 100 ul der Prahybridisierungslésung, die aus 35
mM Tris-HCI pH 7,5 mit 2,5x standardisierten Natriumcitratpuffer (SSC), 2,5x
Denhardt's, 5 mM  Ethylendiamintetraessigsaure  (EDTA), 0,05%
Natriumlaurylsulfat (SDS), 50 ug/ml Hering-Sperma-DNA, 0,45 M NaCl und
22,5% deionisierten Formamid bestand, fur 30 min bei 43°C aufgetragen. Dann
wurden 5 pl der Fluoreszenz-gekoppelten Sonde dazugegeben und fir 2 h bei
43°C inkubiert. Nach erfolgter Hybridisierung wurden sie Schnitten 35 min in 2x
SSC gewaschen und mit Vectashield Einbettmedium mit 4’,6 Diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Vector, Loérrach, Deutschand) eingedeckelt. Die
Auswertung wurde mit einem Fluoresezenzmikroskop (Axiophot2, Zeiss, Jena,
Deutschand) und einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (TCS SP2,
Leica, Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt.
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2.8. Micro-CT

Um die Knochenarchitektur der Osteotomiestelle dreidimensional darzustellen

und die Knochenheilung und auch kndcherne Infektzeichen besser erfassen zu

kénnen, wurden Micro-CT-Untersuchungen durchgefiihrt. (Micro CT 80; Scano
medical, Bassersdorf, Schweiz) (Abb. 24).

Abbildung 24: Micro-CT-Geréat (UCT 80, Scano Medical) mit PC-Station.

Bei einer randomisierten Auswahl von Tieren der Kontaminations- und
Kontrollgruppe wurde eine Micro-CT-Untersuchung durchgefuhrt. Das
gescannte Praparat bestand aus dem Tibiaschaftanteil 2cm distal bis 2cm

proximal der Frakturstelle.

Zur Fixation im pCT-Behalter wurde zuerst ein Schaumstoffblock einseitig
eingeschnitten. In den entstandenen Spalt drickte man die Knochenprobe
vorsichtig hinein. Anschlie®Bend wurde der Schaumstoffblock inklusive
Knochenpraparat im uCT-Behalter installiert. Dieser Behalter ist mit einem
gekerbten Dorn ausgestattet, der die starre Fixation der Tibia innerhalb des

Gerates ermoglicht.
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Bevor die eigentliche Untersuchung startet, wurde der uCT-Behalter mit 0,9%
physiologischer Kochsalzlosung aufgefullt. Der vollgesogene Schwamm sorgt
fur eine fixe Position der Tibia im Behaltnis wahrend des 75minltigen

Scanvorgangs.

Bei einer Integrationszeit von 400ms wurden insgesamt 400 Schichten von

jeweils 36pm Dicke angefertigt.

Zuerst wurde ein Ubersichtsscan durchgefiihrt, um den Frakturspalt zu
lokalisieren und digital zu markieren. Von dort aus wurden anschlielfend 200
Schichten a 36um nach kranial und 200 Schichten a 36um nach kaudal
angefertigt. Dies entspricht 0,72cm in beide Richtungen (insgesamt 1,44cm).

Eine Durchbauung (,Bridging“) der Kortikalis im Frakturspalt von mehr als 75%

wurde als stabile kndcherne Frakturheilung angesehen.

Knochendestruktionen, kortikale Osteolyse und Knochensequesterbildung

wurden als Infektzeichen gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Pilotstudie

Zur Etablierung des Tiermodells und Festlegung einer geeigneten
Inokulationsdosis des Staphylococcus aureus Stammes EDCC 5055 fur die
Hauptstudie wurde eine Pilotstudie an 8 Tieren mit den Keimdosen 10°, 10°
KBE durchgeflnhrt.

Alle Tiere der Kontaminations- und Kontrollgruppe Uberlebten die postoperative
Beobachtungsphase. Zu keinem Zeitpunkt der 6-wdchigen Observationsdauer
traten bei den operierten Ratten Komplikationen wie Sepsis oder Symptome

einer systemischen Entziindungsreaktion auf.

Die Tiere, die zu den Gruppen gehorten, die keine systemische
Antibiotikaprophylaxe mit Ceftriaxon erhielten, entwickelten alle eine chronische
Osteitis. In beiden Gruppen lieRen sich infizierte Pseudarthrosen flir beide
Kontaminationsdosen (10 und 10° KBE) bei allen Tieren diagnostizieren
(Infektionsrate 100%), (Tabelle 4).

In den Gruppen mit systemischer Antibiotikaprophylaxe, kam es bei keinem
Tier, die mit 10®° KBE Staphylococcus aureus kontaminiert wurden, zu einer
infizierten Pseudarthrose. Bei einer Kontaminationsdosis von 10° KBE kam es

bei einem der beiden Tiere zur Entwicklung einer infizierten Pseudarthrose.

10° KBE 10° KBE
Infizierte Pseudarthrose Total
St. aureus St. aureus
Kein Antibiotikum 2/2 2/2 4/4
Antibiotikum 0/2 1/2 1/4

Tabelle 4: Ergebnisse der Pilotstudie.
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3.1.1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Pilotstudie

Bei Inokulation der geringsten Keimdosis von 10° KBE kam es bei keinem der
zwei Versuchstieren, die eine Antiobiotikaprophylaxe erhielten zum Ausbruch
einer Infektion, wohin gegen sich bei allen Tieren, die keine
Antiobiotikaprophylaxe verabreicht bekamen, mit der Inokulationsdosis von 10°
und 10° KBE eine Infektion etablierte.

Die Durchfuhrung der Pilotstudie konnte die Eignung des gewahlten
experimentellen Infektionsmodells bestatigen. Bei einer Kontaminationsdosis
von 10° KBE kam es in allen Fallen zur Ausbildung einer chronischen Osteitis in

Form einer infizierten Pseudarthrose.

FUr die Eignung des gewahlten experimentellen Infektionsmodells ist es von
entscheidender Wichtigkeit, dass die Infektion zuverlassig induziert werden
kann, ohne zu gravierenden, respektive vital bedrohlichen Begleiterkrankungen

zu fuhren.

Um eine verlassliche Infektionsinduktion zu erreichen und um gleichzeitig das
Auftreten von systemischen Komplikationen, wie z.B. einer septischen
Bakteriamie vermeiden zu konnen, wurde aufgrund dieser Ergebnisse fur die

Hauptstudie eine Inokulationsdosis von 10* KBE gewahlt.
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3.2. Hauptstudie

Bei allen Tieren der Kontrollgruppe kam es zu einer ungestorten, infektfreien
knéchernen Heilung der Osteotomie (Tab. 5). Bei den Tieren bei denen der
Osteotomiespalt bakteriell kontaminiert wurde, waren in 11 von 12 Fallen klare
Zeichen einer Knochen- und Weichteilinfektion, pratibialen Schwellung,
Eiterbildung mit einhergehender Weichteildestruktion zu beobachten. Nur bei
einem Tier der Kontaminationsgruppe wurden keine Knochen- bzw.

Weichteilinfektionen diagnostiziert (Tab. 5).

Bei allen 10 infizierten Ratten liel3 sich eine unzureichende kndcherne
Heilungssituation konstatieren, einhergehend mit deutlicher Instabilitat des
Osteotomiespalts, ohne kndcherne Durchbauung. Das verbleibende Tier dieser
Gruppe, welches keine Infektzeichen entwickelte, wies eine stabile

Knochenheilung auf.

Klinische Zeichen _
Infektfreie,
der _
o geheilte Total
infizierten
Fraktur
Pseudarthrose
Kontamination 11 1 12
Keine
o 0 6 6
Kontamination

Tabelle 5: Uberblick der Ergebnisse der klinischen Untersuchung.
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3.2.1. Kdrpergewichtsaufzeichnung

Die wodchentlichen postoperativen Gewichtsbestimmungen zeigen fiur die
Infektions- und Kontrollgruppe eine fast identische Entwicklung. In der 6-
wochigen postoperativen Beobachtungszeit lie® in beiden Gruppen eine
konstante Gewichtszunahme feststellen und somit ein systemischer

Gewichtsverlust, z.B. als Hinweis auf eine systemische Infektion, ausschliel3en.

(Abb. 25)
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Zeit

Abbildung 25: Graphische Darstellung der Entwicklung des Korpergewichts der Tiere
wahrend der 6-wdchigen Beobachtungsphase.
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3.2.2. Klinische Ergebnisse der Hauptstudie

11 von 12 der zur Kontaminationsgruppe gehodrenden Tiere, bei denen eine
Kontamination des Osteotomiespalts durchgefiuhrt wurde, zeigten an Weichteil-

und Knochenstrukturen eindeutige Zeichen eines Infektionsgeschehens.

Infektionszeichen wie praetibiale Schwellung, mit Fistel- und Eiterbildung und
Weichteilgewebszerstérung kennzeichneten das klinische Bild (Abb. 26a, 27,
28).

Bei den infizierten Tieren lie3en sich eine fehlende kndcherne Durchbauung
des Frakturspalts erkennen. Klinische Zeichen der kndchernen Heilung waren
nicht zu erkennen. Durch die ausgebliebene Frakturheilung zeigten sich die
Tibiae im Bereich der Fraktur als instabil (Abb. 26b).

Bei 6 Tieren der Kontroligruppe, bei denen keine Kontamination des
Frakturspalts erfolgte, konnten keine klinischen Zeichen, die eine Infektion der

Knochenstrukturen oder des Weichteilmantels zeigen, diagnostiziert werden.

Bei diesen infektfreien Tieren fand man stabile Knochenverhaltnisse vor, die auf

eine ungestorte knocherne Heilung hindeuten (Abb. 30).
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)

Abbildung 26: Der klinische Untersuchungsbefund zeigt praetibiale Schwellung,
subkutane Eiterbildung (a) und infiziertes Weichteilgewebe um den nicht kndchern
durchbauten Frakturspalt (b) bei einem Tier der Kontaminationsgruppe.

Abbildung 27: Fisteleiterung als auferes, sichtbares Zeichen und typisches Symptom
der chronischen Osteitis.
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Abbildung 28: Subkutane Eiterbildung als Zeichen einer Infektion des
Weichteilmantels bei einem Tier der Kontaminationsgruppe.

Abbildung 29: Bei einem entnommenen Unterschenkel eines Tiers der
Kontaminationsgruppe zeigt sich makroskopisch die fehlende kndécherne Uberbriickung
mit Eiterbildung des Osteotomiespalts als charakteristisches Zeichen einer infizierten
Pseudarthrose.
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Abbildung 30: Tibia der Kontrollgruppe mit stabiler kndcherner Durchbauung ohne
Hinweise auf eine Infektion oder ausbleibende kndcherne Heilung.

3.2.3. Rontgenologische Ergebnisse der Hauptstudie

Auf den nach der 42 Tagen angefertigten Rontgenbildern lieBen sich bei allen
Tieren der Kontroligruppe, bei denen keine bakterielle Kontamination des
Osteotomiespalts vorgenommen wurde, eine ungestorte knécherne Heilung
nachweisen. Der Befund der klinischen Untersuchung bestatigte sich sowohl im
anterior-posterioren, als auch im lateralen Strahlengang. Rdntgenologisch
zeigten diese Tiere eine vollstandige kndcherne Durchbauung des
Frakturspalts. Es lie3en sich stabile kndcherne Verhaltnisse ohne radiologische

Hinweise auf ein Infektionsgeschehen feststellen (Abb. 31 a, b).

Bei den Tieren der Kontaminationsgruppe lieRen sich deutlich erkennbare
Zeichen eines chronisch-entzindlichen Prozesses erkennen, die die gesamte
Tibia betrafen. Es war ein unregelmaliges Auftreten von Verdichtungszonen
und Aufhellungsarealen zu erkennen, die auf die gesamte Tibia und
angrenzende Gelenksstrukturen Ubergriffen. Man stellt radiologische Zeichen

eines persistierenden Frakturspalts, ohne kortikale Uberbriickung, mit
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Knochensequesterbildung, kortikaler Osteolyse und einer Auftreibung des
Periosts fest (Abb.31 c, d).

Abbildung 31: Nativrbntgen nach 42
Tagen mit erfolgreicher knocherner
Heilung durch vollstandige kortikale
Uberbriickung aller 4 Cortices im ap- (a)
und lateralen Strahlengang (b) bei einem
Tier der Kontrollgruppe.

Nativrontgen einer Tibia mit bakterieller
Kontamination des Osteotomiespalts mit
nicht durchbauter Osteotomie und deutlich
osteolytischen Auftreibungen im Bereich
der gesamten Tibia mit Sequesterbildung,
im Sinne einer infizierten Pseudarthrose
im Osteotomiespalt (Pfeil) (c), (d).
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3.2.4. Mikrobiologische Ergebnisse der Hauptstudie

Bei den Tieren, bei denen der Osteotomiespalt bakteriell kontaminiert wurde,
zeigte sich ein positives Keimwachstum in den mikrobiologischen
Auswertungen. Diese positiven Keimnachweise zeigten sich genau bei den
Tieren, die auch bereits klinisch und rontgenologisch eindeutige Hinweise auf
eine infizierte Pseudarthrosen aufwiesen. Die nach Explantation auf den
Agarplatten ausgerollten Implantaten dieser Tiere zeigten im ,Roll-Out-
Experiment® ein eindeutiges positives bakterielles Keimwachstum, dessen
Wachstumsmuster auf eine bakteriellen Besiedelung der gesamten
Implantatlange ruckschlielRen liel® (Abb. 32a). Dies ist Hinweis darauf, dass die
bakterielle Besiedelung des Implantates nicht auf die Nachbarschaft zu der
initial kontaminierten Osteotomiestelle beschrankt war. Die homogenisierten
Knochenproben aus der lateralen Tibiahalfte dieser Tiere wiesen ebenfalls ein
Keimwachstum auf (Abb. 32b). Die Quantifizierung der Keimauszahlung
erbrachte eine bakterielle ,Belastung” der Implantate von ca. 10* KBE und bei

den Knochenproben von ca. 10° KBE/g Knochen.

Die PFGE wies in allen Fallen, bei denen ein bakterielles Wachstum auf den
Agarplatten zu beobachten war, den bei der Kontamination verwendeten
Staphylococcus aureus Stamm EDCC 5055 nach (Abb. 32c). Somit konnte
stets eine sekundare Kontamination mit einem anderen Keim ausgeschlossen

werden.

Weder bei den explantierten Implantaten beim ,Roll-Out-Test* noch bei den
Anziuchtungen der Knochenproben der Tiere aus der Kontrollgruppe war ein
bakterielles Wachstum zu beobachten. Samtliche BHI-Platten blieben ohne

Keimnachweis.

Somit korrelierten die mikrobiologischen Untersuchungsergebnisse zu 100% mit
den klinischen und rontgenologischen Resultaten sowohl bei klinisch und
rontgenologischem V.a. auf infizierte Pseudarthrose als auch bei klinischem

Hinweis auf ungestorte Frakturheilung in Infektfreiheit.
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Abbildung 32: Deutlich erkennbares bakterielles Kulturwachstum nach ,Roll-Out-Test"
auf einer BHI-Agarplatte (a). Ebenfalls positiver Keimnachweis des gemahlenen
Knochenmaterials (b).Eindeutige Identifizierung mittels Bandenmuster der Pulsfeld-
Gelelektrophorese des infektionsauslésenden Bakteriums ,EDCC 5055 (¢).
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3.2.5. Histologische Befunde

Wie bei der Auswertung der mikrobiologischen Untersuchung kam es auch bei
der histologischen Auswertung zu einer 100%-igen Korrelation mit den
klinischen und radiologischen Ergebnissen. Bei allen Tieren bei denen klinisch
und radiologisch Hinweise auf eine infizierte Pseudarthrose bestand, zeigten

sich klare histomorphologische Hinweise auf eine infizierte Pseudarthrose.

Bei allen anderen Tieren war histologisch eine ungestorte Heilung der

Osteotomie zu konstatieren.

Die Tiere der Kontaminationsgruppe zeigten charakteristische
histomorphologische Merkmale einer infizierten Pseudarthrose mit zusatzlicher
Einbeziehung der kompletten Tibia im Sinne einer Osteitis des gesamten
Réhrenknochens (Abb. 33a).

Die Praparate zeigen den im mittleren Schaftbereich der Tibia persistierenden
Frakturspalt, der nicht knéchern durchbaut und hauptsachlich mit Bindegewebe
durchsetzt ist (Abb. 34 a,c).
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Abbildung 33: Fehlende knocherne Uberbriickung des Osteotomiespalts (Pfeil) mit
ausgedehnter Osteolyse der Kortikalis (Doppel-Pfeil) (a). Knochensequester mit
eingemauerten  toten  Osteozyten (Lacunae) (Pfeile) mit eingekapselten
kokkenahnlichen Strukturen (Doppel-Pfeil) (b). Granulationsgewebe im Frakturspalt im
Rahmen der Infiltration (Pfeile) (c). Bakteriendhnliche Strukturen (Pfeil) in einer
extrazellularen Matrix (Doppel-Pfeil), die als Biofilm gewertet werden. Den Biofilm
umgebende Lymphozyten und andere Abwehrzellen (Pfeilspitzen) (d). (a-c: HE
Farbung, d: Toluidine Blau; Scale bar: 1mm (a), 100 um (b,d)).
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Abbildung 34: Fehlende knoécherne Durchbauung des Osteotomiespalts (Pfeil) und
massive Destruktion von kortikaler Knochensubstanz (a). Kokkenahnliche
(bakterienahnliche) Gebilde im Bindegewebsspalt der infizierten Pseudarthrose (b)
auch cortical sichtbar (c). Knochensequesterbildung im Gelenkspalt der infizierten
Pseudarthrose (Pfeil) (d) mit Anwesenheit von bakteriendhnlichen Strukturen im
Weichteilgewebe des Frakturspalts (e) Biofilmbildung (Pfeil) (f). (Scale bar: 1mm (a,d),
100 pm b,c,e,f).
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Das histologische Bild ist weiterhin von massiver kortikaler Osteolyse mit
erheblichem Verlust von Knochensubstanz gepragt, begleitend von
betrachtlicher Infiltration von  Entzindungszellen wie Lymphozyten,

Plasmazellen und vielkernigen Riesenzellen.

In diesem ausgedehnten inflammatorischen Granulationsgewebe lielen sich

ebenfalls Ansammlungen von eingekapselten Bakterien detektieren (Abb. 33b).

In Nachbarschaft zu den in Haufen liegenden Bakterienkolonien erkannte man
eine extrazellulare Matrix, die als bakterielle Biofilmstruktur interpretiert wurde
(Abb. 33d, 34f).

Es wurden reichlich Knochensequester mit toten Osteozyten, die sich als
Hohlraume oder auch ,Lacunae“ darstellen gefunden. In diesen pordsen
Gewebsabschnitten, die sehr haufig zentral im Falschgelenkspalt der infizierten
Pseudarthrose lokalisiert waren, sind bakterienahnliche Strukturen zu finden.
Haufig lie® sich bei diesen kokkoiden Ansammlungen ein enger ortlicher Bezug

zum Implantat nachweisen (Abb. 34b-e).

Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten eine erfolgreich abgelaufene kndcherne
Konsolidierung. Der Osteotomiespalt stellte sich als vollstandig durchbaut dar,
so dass man eine histologisch gesicherte komplikationslose Knochenheilung

feststellen konnte.

Es fanden sich keine histomorphologischen Zeichen flr eine kndcherne

Infektion oder sonstige knochenkonsumierende Entziindungsreaktionen.
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3.2.6. Ergebnisse der Elektronenmikroskopie

Bei den Ratten, die klinische und histologische Zeichen fur eine infizierte
Pseudarthrose im Rahmen einer chronischen Osteitis aufwiesen, konnte man
durch die Elektronenmikroskopie das Auftreten von Biofilmstrukturen
bestatigen. Auf den explantierten Implantaten konnte man grof¥flachig verteilte
Bakterienkolonien erkennen. Diese Keimansammlungen waren nicht nur partiell
auf den Implantaten vorhanden, sondern erstreckten sich tUber deren gesamte
Lange. Es lieBen sich kokkenartigen Bakterienkolonien, die in einer
extrazellularen Matrixstruktur haften erkennen (Abb. 35 a, b). Diese

keimdurchsetzte Besiedlung wurde als bakterieller Biofilm gewertet.

Die Implantate der Kontrolltiere zeigten keine Biofilmbildung oder Hinweise auf

eine bakterielle Besiedlung auf der Oberflache.

100um WD= 5mm Signal A= InLens Signal B=SE2 Signal=08000 Date 29 Jan2008 Photo Nr. 042/08
Aperture Size = 20,00 pm EHT Target = 7.50 kY Extractor | = 114.40 pA  Extractor V Target = 580 kY Collector Bias = 300V

Abbildung 35a: Saumartige Anlagerung von Bakterienkolonien direkt an der
Oberflache des Implantats (a).
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Tum WD= 4 mm Signal A= InLens Signal B=5E2  Signal=09000 Date :31 Jan 2008  Photo Nr. 070/08
l—i Aperture Size = 20.00 pm EHT Target = 15.00 kY Extractor | = 111,50 pA Extractor v Target = 580 k¥ Collector Bias = 300V

Abbildung 35b: Rundliche, kokkenartigen Ansammlungen, die in einer gro3flachigen
Matrix, die als Biofilm gewertet wird, eingebettet sind (b).

3.2.7. Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die FISH-Methode wurde bei den Tieren, die eine Infektion aufwiesen

durchgefihrt, um den Nachweis von bakteriellem DNA-Material zu ermoglichen.

Durch die EUB 0338-Sonde, die samtliches prokaryontisches DNA-Material
detektiert, liel} sich bei allen getesteten infizierten Knochenproben ein

eindeutiger Nachweis bakterieller DNA erbringen (Abb. 36a).

Mit der Staphylokokken-spezifischen STAPHY-Sonde konnten exakt dieselben
Strukturen detektiert werden (Abb. 36b), so dass auch hier zum einen bestatigt
werden konnte, dass durch FISH-Technik Bakterien bei Knocheninfektionen
detektiert und zum anderen Staphylokokken als infektionsauslésende Keime

identifiziert werden konnten.
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Abbildung 36: Identifikation von
Bakterien durch die EUBO0338-Sonde
mittels konfokalem Laser-Scan (grin)
(a). Gleiches Nachweismuster der
STAPHY-Sonde (Staph. aureus
spezifisch) (rot) (b). Exakte Korrelation
der Sonden bei Zusammenfiigen der
Bilder (c).

83



Ergebnisse

3.2.8. Ergebnisse des Micro-CT

Durch die Technik des Micro-CTs konnten die Ergebnisse der bereits
durchgefuihrten Methoden abermals bestatigt werden. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungstechnik bestatigten die bereits genannten Erkenntnisse und
unterstreichen erneut die exakte Korrelation der verschiedenen Methoden zur
Feststellung einer etablierten chronischen Osteitis in Form einer infizierten

Pseudarthrose.

Bei den Tieren der Kontaminationsgruppe zeigten sich im Micro-CT
charakteristische knocherne Veranderungen im Sinne einer infizierten
Pseudarthrose. Die dreidimensionale Darstellung durch Micro-CT verdeutlicht
die fehlende knoécherne Uberbriickung, ausgedehnt auftretenden Osteolysen
mit Verlust von kortikaler Knochensubstanz und die Formierung von

Knochensequestern im Frakturspalt (Abb. 37a).

In der Kontrollgruppe hingegen zeigte sich bei allen Tieren das Bild einer
geheilten Fraktur mit vollstandiger knocherner Konsolidierung aller 4 Cortices.
Das Micro-CT Bild zeigt stabile ossare Verhaltnisse ohne Zeichen eines

Entzindungsprozesses (Abb. 37b).
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(b)

Abbildung 37: Persistierender Osteotomiespalt ohne knécherne Uberbriickung,
kortikaler Osteolyse und Knochensequesterbildung (a). Erfolgreiche kndcherne Heilung
mit vollstandiger Widerherstellung der knéchernen Kontinuitéat (b).

3.2.9. Zusammenfassung der Ergebnisse der Hauptstudie

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das vorgestellte Modell
eine  verlassliche Induktion einer Implantat-assoziierten infizierten
Pseudarthrose an der Tibia ermoglicht. Die klinischen, radiologischen,
mikrobiologischen und histologischen Befunde korrelieren sehr gut miteinander
und bestatigen somit unabhangig voneinander die Verlasslichkeit des Modells.
Die Resultate der Elektronenmikroskopie, der FISH-Technik und des Micro-CT
bestatigen und komplettieren ebenfalls die exakte Korrelation der

Untersuchungsergebnisse.

85



Diskussion

4. Diskussion

4.1. Zielsetzung

Erstes Ziel dieser Arbeit war es ein neues Tiermodell zu etablieren, welches die
zuverlassige Erzeugung einer infizierten Pseudarthrose an der Tibia von Ratten
nach Osteotomie, anschlieRender intramedulléarer Stabilisierung und

bakteriellen Kontamination ermdglicht.

Der komplikationstrachtige Krankheitsverlauf und die hohe sozio-6konomische
Belastung einer infizierten Pseudarthrose verdeutlicht die Notwendigkeit der
Forschung an Tiermodellen, um neue Erkenntnisse zur Verbesserung der

Therapie zu gewinnen.

Daher ist die Erarbeitung zuverlassiger und standardisierter experimenteller
Tiermodelle, die eine moglichst prazise Simulation der klinischen und
pathologischen  Veranderungen gewabhrleisten, unerlasslich. In  vivo
Experimente mit Tiermodellen haben eine groRe Wichtigkeit im Hinblick auf die

Entwicklung neuer, verbesserter Behandlungsstrategien.

Dieses Tiermodell kann malfdgeblich zur Entwicklung neuer Therapieoptionen,
die auf die Verbesserung von Prophylaxe und Behandlung von infizierten

Pseudarthrosen zielen, beitragen.

Die zweite Zielsetzung dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die FISH
Fluoreszenz-in-situ-hybridisations-Technik (FISH) im Rahmen von
Knocheninfektionen, als diagnostisches Mittel zur Verbesserung der Diagnostik

von Knocheninfektionen beitragen kann.
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4.2. Vergleich mit publizierten Tiermodellen

Aktuell ist in der Literatur kein Tiermodell beschrieben, welches die klinische
Situation einer infizierten Pseudarthrose der Tibia nach intramedullarer
Nagelung widerspiegelt. Es sind zwar verschiedene Tiermodelle beschrieben,
die Implantat-assoziierte Infektionen erzeugen (An et al., 2006), allerdings
spiegeln diese nicht die klinische Situation einer Implantat-assoziierten

chronischen Osteitis in Form einer infizierten Pseudarthrose wider.

Es sind 2 Tiermodelle beschrieben, die annaherungsweise die klinische

Situation einer chronischen Osteitis nach Osteosynthese simulieren.

Wichtige klinische Aspekte werden bei diesen beiden Tiermodellen allerdings
nicht bertcksichtigt und so ergeben sich im Vergleich zu dem neuen Tiermodell,

welches in dieser Arbeit vorgestellt wurde, deutliche Unterschiede.

Das erste Modell geht auf die Arbeit von Lucke et al. (2005, 2003) zurlck. In
diesem Rattenmodell wird nach bakterieller Kontamination des Tibiamarkraums
ein K-Draht intramedullar implantiert und die Tiere mit oder ohne systemische
Antibiotikaprophylaxe behandelt. Dieses Modell wurde fur die Untersuchung
von Poly-L(lactid)-Gentamicin beschichteten intramedullaren Implantaten
entwickelt, um dadurch die Infektionsprophylaxe bei offenen Tibiafrakturen zu
verbessern.  Staphylococcus aureus wurde zur Kontamination des
Knochenmarkkanals verwendet, mit anschlieender intramedullarer Platzierung
des Implantates, ohne zusatzlich eine Fraktur zu erzeugen. In diesem Modell
kombinierte man die intramedullar eingebrachten Poly-L(lactid)-Gentamicin-
beschichteten Implantate mit systemischer Antibiose und erreichte eine
signifikante Reduktion der Infektionsraten verglichen mit unbeschichteten

Implantaten.

Dies Modell fuhrte zur Entwicklung von poly-L(lactid)-Gentamicin-beschichteten
intramedulldren, unaufgebohrten Tibiandgeln (UTN Protect®, Synthes,
Oberndorf, Schweiz) (Schmidmaier et al., 2006).
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Damit ergibt sich zu dem in dieser Arbeit vorgestellten Tiermodell ein wichtiger

Unterschied.

Das Tiermodell von Lucke et al. fuhrt zu einer Infektion des Markraumes im
Sinne einer Osteomyelitis, allerdings wird auf eine Osteotomie verzichtet, so
dass der Heilungsverlauf einer infizierten Fraktur nicht untersucht werden kann.
Da bei diesem Tiermodell nur eine Infektion im Markkanal des stabilen
Knochens provoziert und keine begleitende Osteotomie durchgefuhrt wurde,
kommt es nicht zur Ausbildung einer infizierten Pseudarthrose wie in dem

Tiermodell der vorliegenden Arbeit.

Ein weiteres Tiermodell, das eine Annaherung an das klinische Bild der
infizierten Pseudarthrose ermdglicht, wurde von Chen et al. beschrieben (Chen
et al., 2005).

Bei diesem Modell wurde ein 6 mm groRRer Substanzdefekt am Femur von
Ratten erzeugt. Es folgte eine bakterielle Kontamination mit Staphylococcus
aureus und die Versorgung der diaphysiaren  Fraktur  mittels
Plattenosteosynthese. Die Tiere entwickelten eine infizierte Pseudarthrose nach

14 Tagen.

Der erste grolde Unterschied zwischen dem Tiermodell von Chen et al. und
diesem, welches in dieser Arbeit vorgestellt wurde zeigt sich darin, dass bei
Chen et al. intraoperativ ein 6mm gro3er Knochensubstanzdefekt erzeugt
wurde, wohingegen bei dem Tiermodell eine Osteotomie, die zu einer

vollstandigen Fraktur fihrte, ohne Defektzone gesetzt wurde.

Der zweite Unterschied besteht darin, dass bei Chen et al. lyophilisiertes
bovines Typ-I Kollagen, welches in der Klinik fur die Applikation des
Knochenwachstumsfaktors rhBMP-7 (OP-1®, Stryker Biotech, Hopkinton,
Massachusetts) verwendet wird (Friedlaender et al., 2001), implantiert wurde.
Chen et al. nutzten das Typ-l Kollagen als Bakterientrager und zur Auffullung

des 6 mm grol3en ossaren Defektes.

Dieselben Autoren untersuchten in einer weiteren Studie auf der Grundlage
dieses Tiermodells die Effekte des Wachstumsfaktors rhBMP-7 auf die

Frakturheilung bei infizierten Knochensubstanzdefekten (Chen et al., 2006).
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Bei diesem Tiermodell wurden die Bakterien nach Osteotomie mittels eines
BHI/20% glycerol Gemisches in den Frakturspalt inokuliert ohne zusatzliche

Tragermaterialien.

Die Verwendung von bovinem Typ-l Kollagen schrankt die Vergleichbarkeit zur
klinischen Situation stark ein, da bovines Typ-I Kollagen nicht routinemallig bei

der klinischen Frakturheilung eingesetzt wird.

Der dritte wesentliche Unterschied zeigt darin, dass bei dem Modell von Chen
et al. eine Plattenosteosynthese zur Stabilisierung des 6 mm groflden
Knochendefektes verwendet wird. Wohingegen bei dem in dieser Studie

prasentierten Tiermodell eine intramedullare Stabilisierung durchgeftihrt wird.

Zusammengefasst reflektiert das Rattenmodell von Chen et al. das klinische
Bild einer infizierten Defektpseudarthrose mit deutlichem Substanzverlust, der
durch eine bakterielle Kontamination eines kndchernen Substanzdefektes mit

Stabilisation durch Plattenosteosynthese herbeigefuhrt wird.

Daher kann dieses Tiermodell die wesentlich haufiger auftretende klinische
Situation der infizierten Pseudarthrose, die sich auf dem Boden einer infizierten
offenen Tibiafraktur mit intramedullarer Stabilisierung entwickelt und nicht mit

einem schweren Knochensubstanzverlust einhergeht, nicht widerspiegeln.

Bonnarens und Einhorn (1993) beschrieben ein Tiermodell einer
standardisierten geschlossenen Unterschenkelfraktur. Bei diesem Tiermodell
wird zwar mit einer intramedullaren Stabilisierung gearbeitet, allerdings dient sie
dazu den Weichteilschaden bei der Frakturerzeugung minimal zu halten und
somit ist auch die Ubertragbarkeit auf das klinische Bild einer offenen Fraktur
nicht gegeben. Dieses Modell war nicht auf eine Infektion ausgelegt und hat

somit keine infizierte Pseudarthrose zur Folge.

Andriole et al. (1974) fuhrten in ihrem Tiermodell eine Osteitis herbei, indem sie
eine im oberen Drittel des Tibiaschaftes gesetzte Fraktur kontaminierten. Bei
einer Beobachtungszeit von 18 Monaten wurden die Effekte der bakteriellen
Infektion auf die Knochenbruchheilung analysiert. Bei samtlichen Frakturen

wurde eine komplikationslose Knochenheilung beobachtet. Da bei diesem

89



Diskussion

Tiermodell - trotz bakterieller Kontamination - keine Infektion entstand, entfallt
die Verwendbarkeit eines solchen Tiermodells fur die Erzeugung einer

infizierten Pseudarthrose.

4.3. Verwendetes Tiermodell

Das in dieser Arbeit prasentierte Modell ist das erste, das zu Implantat-
assoziierten infizierten Pseudarthrosen des Tibiaschafts nach intramedullaren

Fixierung und bakterieller Kontamination der Fraktur fuhrt.

Mit der Verwendung einer intramedullaren Stabilisierung des Tibiaschafts und
Staphylococcus aureus fur die bakterielle Kontamination des Frakturspalts mit
begleitender systemischer Antibiose, ist mit diesem Tiermodell eine sehr gute
Annaherung an die klinisch relevante Situation gegeben. Demzufolge gelingt
eine aulerst praxisnahe Simulation der Kklinischen Situation bei offener
Unterschenkelfraktur mit intramedullarer Stabilisierung mittels Marknagel und
Kontamination des betroffenen Knochenareals mit einem Staphylococcus

aureus Stamm.

Staphylococcus aureus Stamme sind bei Implantat-assoziierten Infektionen die
am haufigsten nachgewiesenen Keime in der Unfallchirurgie (Wright und Nair,
2010; Schnettler et al., 2007, Atkins et al., 1998).

Dieses Tiermodell l1asst eine flexible Anwendung anderer Bakterienstamme, wie
z.B. Methiciliin-resistenter Stapyhlococcus aureus (MRSA) zu. Ebenso hat man
die Mdglichkeit neue Antibiotika wie Linezolid flr die Prophylaxe und Therapie

infizierten Pseudarthrosen zu testen.

Theoretisch hatte die osteosynthetische Stabilisierung der der Osteotomie auch
per Plattenosteosynthese erfolgen koénnen. Es existieren derzeit keine
wissenschaftlichen Studien, die die Infektionsraten beider Verfahren aufzeigen

und vergleichen konnen. Demzufolge kann die Frage, ob die Verwendung der
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Plattenosteosynthese bezlglich Infektionsraten der der intramedullaren
Stabilisationstechnik Uberlegen ist, nicht endgultig beantwortet werden. Die
Plattenosteosynthese ist ebenfalls ein korperfremdes Metallimplantat auf der
sich eine Infektion mit Biofilmbildung etablieren kann. Dementsprechend kann
die Wahrscheinlichkeit einer Ausbildung einer chronischen Osteitis in Form

einer infizierten Pseudarthrose als ahnlich angesehen werden.

Bei diesem neuen Tiermodell wurde die intramedulléare osteosynthetische
Versorgung der offenen Schienbeinschaftfraktur gewahlt. Auf eine
Plattenosteosynthese wurde ganzlich verzichtet, da in der aktuellen klinischen
Praxis die Methode der intramedullaren Nagelung die bevorzugte

Behandlungsoption darstellt.
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4.4. Korrelation der Untersuchungsergebnisse

Bei den Tieren bei denen der Osteotomiespalt bakteriell kontaminiert wurde,
waren in 11 von 12 Fallen klare Zeichen einer Knochen- und Weichteilinfektion,
die fur die Entwicklung einer infizierten Pseudarthrose sprechen zu erkennen.
Bei diesen Tieren konnte man auch eindeutige radiologische Ergebnisse, die zu

100% mit den klinischen Befunden korrelieren feststellen.

Bildgebend zeigten sich ein persistierender Frakturspalt mit fehlender
knocherner Durchbauung, kortikale Osteolysen und Knochensequesterbildung

als klare Anzeichen einer chronischen infizierten Pseudarthrose.

Die mikrobiologischen Untersuchungsergebnisse konnten die exakte

Korrelation der klinischen und radiologischen Befunde bestatigen.

Bei den Tieren, die klinisch und radiologisch Hinweise auf eine infizierte

Pseudarthrose zeigten, kam es zu einem positiven Keimnachweis.

Sowohl bei den explantierten Implantaten, beim ,Roll-Out-Test, als auch bei
den Anzuchtungen der Knochenproben war ein bakterielles Wachstum zu

beobachten.

Somit korrelierten die mikrobiologischen Untersuchungsergebnisse zu 100% mit

den klinischen und réntgenologischen Resultaten.

Mit der Technik der Pulsfeld Gelelektrophorese liel3 sich in allen Fallen, bei
denen ein bakterielles Wachstum auf den Agarplatten zu beobachten war, den
bei der Kontamination verwendeten Staphylococcus aureus Stamm EDCC 5055
nach 42 tagiger Beobachtungszeit nachweisen und somit eine sekundare
Kontamination der Implantate bzw. Knochenproben mit anderen

Bakterienstammen ausgeschlossen werden.

Wie bei der Auswertung der mikrobiologischen Untersuchungen, zeigte die
Auswertung der histologischen Befunde eindeutige Zeichen, die fur die
Entwicklung einer infizierten Pseudarthrose sprechen. Bei den 10 Tieren der
Kontaminationsgruppe konnte man die typischen Zeichen einer
Infektpseudarthrose, wie fehlende knocherne Durchbauung, bindegewebige

Ausfullung des Osteotomiespalts, massive kortikale Osteolyse und
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Knochensequesterbildung nachweisen und auch hier die genaue Korrelation mit

den bereits genannten Untersuchungsmethoden herausstellen.

Die Ergebnisse der Micro-CT-Untersuchung und der Elektronenmikroskopie

unterstreichen ebenfalls die eindeutige Korrelation.

Die Elektronenmikroskopie bestatigte das Auftreten von Biofilmstrukturen und
grol¥flachig verteilen Bakterienkolonien auf den Implantatoberflachen. Das
Micro-CT zeigte charakteristische knocherne Veranderungen im Sinne einer

chronischen Knocheninfektion in Form einer infizierten Pseudarthrose.

Bei den 5 Tieren bei denen man keine klinischen Hinweise auf Infektzeichen
bzw. das Vorliegen einer infizierten Pseudarthrose aufzeigen konnte, gelang
kein Nachweis von bakteriellem Kulturwachstum oder Implantat-assoziierter
Biofilmformierung. Auch mittels Rontgenaufnahmen bestatigte sich die
komplikationslose kndcherne Heilung der Fraktur, ohne Hinweis auf
Infektionszeichen. Alle weiteren Untersuchungsmethoden bestatigten die
Abwesenheit jeglicher entzundlicher Prozesse und die stabile Durchbauung der
Fraktur.

Die entstehende Infektion betraf den Unterschenkel des Tieres und fuhrt zu

keinen systemischen Komplikationen.

Insgesamt lasst sich mit diesem Tiermodell zuverlassig die Ausbildung einer

Infektpseudarthrose der Tibia induzieren.

Die exakte Korrelation der durchgefluhrten Untersuchungsmethoden zeigt, dass
diesem neu erprobten Tiermodell eine hohe Reliabilitat bezuglich der
Erzeugung der chronischen Osteitis attestiert werden kann, die sowohl die
Infektetablierung, als auch die ungestorte Frakturheilung bei Infektfreiheit betrifft

und unterstreichen dessen Eignung und Nutzen fur weiterfUhrende Studien.

Folglich empfiehlt sich dieses Tiermodell fur das Testen von
antibiotikabeschichteten Implantaten, Wachstumsfaktoren, neuen Antibiotika
und alternativen Therapieoptionen im Rahmen der Prophylaxe von offenen

Frakturen bzw. infizierten Pseudarthrosen.
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45. Diskussion der FISH-Technik

Im Rahmen der durchgefuhrten Studie wurde aufgezeigt, dass die Technik der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) zur Detektion von Bakterien bei
Implantat-assoziierter Osteitis geeignet ist und zur Verbesserung der

Diagnosefindung bei Knocheninfektionen beitragen kann.

Bisher wurde diese Untersuchungsmethode hauptsachlich zum Nachweis von
Bakterien im Weichteilgewebe der Mundhohle, der Keimflora des

Gastrointestinaltraktes und des Respirationstraktes erprobt.

Krimmer et al. zeigten (1999) in einer Studie, dass der Nachweis von
Staphylococcus epidermidis Kolonien im Weichteilgewebe von Patienten, bei

denen der Verdacht auf eine Huftprotheseninfektion bestand, mdglich ist.

Aktuell ist in der Literatur keine Studie, die die Anwendung der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung fur den Nachweis von Bakterien im Knochengewebe, im

Rahmen von Implantat-assoziierten ossaren Infektionen, beschreibt.

Diese Technik bringt den Vorteil, dass hiermit eine wertvolle weitere
diagnostische Methode die bereits bestehenden Untersuchungstechniken zur
besseren Diagnosefindung der chronischen Osteitis erganzen kann. Mit der
FISH-Technik koénnen Bakterienkulturen, die entweder eine sehr lange
Kultivierungszeit brauchen, bzw. die sich nur auf anspruchsvollen Nahrmedien
kultivieren lassen bis sie identifiziert werden konnen, oder bei denen eine

Anzuchtung nicht moglich ist, detektiert werden.

Im Rahmen der Diagnose von Knocheninfektionen spielen diese Keime eine
erhebliche Rolle. Zu einem erheblichen Prozentsatz der Falle sind diese
Bakterienkulturen der Grund weshalb trotz eindeutiger klinischer Infektzeichen

kein Keimnachweis gelingt (Moter und Gobel, 2000).

Daruber hinaus gelingt mittels FISH-Technik die Visualisierung von intrazellular
persistierenden Bakterien. Es ist bekannt, dass kleine Kolonien von
Staphylococcus aureus dazu befahigt sind, sich innerhalb von Endothelzellen
festsetzen und so ihr Uberleben und ihre Vermehrung sichern. Staphylococcus
aureus ist ebenfalls in der Lage in Osteoblasten einzudringen. Auch

Staphylococcus epidermidis Kolonien sind in der Lage in Osteoblasten zu
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persistieren und sich sogar darin zu vermehren (Wright und Nair, 2010). Diese
Keime stellen einen wichtigen Ausloser fur die Aufrechterhaltung des
Infektionsgeschehens innerhalb des Knochens dar und sind mit den gangigen

Methoden zur Diagnosefindung nur schwer nachzuweisen.

Durch die Darstellung dieser intrazellularen Keime kénnte die FISH-Technik flr

die Diagnosefindung der chronischen Osteitis einen wichtigen Beitrag leisten.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines neuen Tier-
Infektionsmodells zur Induktion einer Implantat-assoziierten chronischen
Osteitis in Form einer infizieten Pseudarthrose. Dies beinhaltete die
Beantwortung der Frage, ob in Kombination einer Osteotomie mit einer
bakteriellen Kontamination mit Staphylococcus aureus eine infizierte
Pseudarthrose an der Rattentibia zuverlassig erzeugt werden kann und ob im
Falle einer Knocheninfektion die Bakterien mittels Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung im Knochen nachgewiesen werden kénnen.

Bei diesem neuen Tiermodell wurde an der Rattentibia mit einer oszillierenden
Sage eine Osteotomie auf HOhe des mittleren Schaftes durchgefuhrt. Die
Fraktur wurde bakteriell kontaminiert und mit einem intramedullaren Implantat

osteosynthetisch versorgt.

Dabei wurde im Rahmen einer Pilotstudie eine Keimmenge von 10* KBE des
Staphylococcus aureus-Stammes EDCC 5055 als Inokulationsdosis fur die

Hauptstudie gewahlt.

In der Hauptstudie zeigten sich bei den Tieren der Kontaminationsgruppe nach
einer Beobachtungsdauer von 6 Wochen eindeutige klinische, radiologische
und histologische Zeichen einer infizierten Pseudarthrose ohne systemische
Komplikationen. Dabei zeigte sich der Nachweis von Bakterien sowohl bei den
Knochenbiopsien als auch auf dem intramedullaren Implantat. Durch
Rasterelektronenmikroskopie konnte bei den Tieren mit Infektion bakterieller
Biofilm auf den Implantaten nachgewiesen werden. Mittels Durchfiuhrung einer
Pulsfeld-Gelelektrophorese konnte in allen Fallen bei Infektion den initial
inokulierten Staphylococcus aureus EDCC 5055 Stamm als Infekt-auslésender
Keim nachgewiesen und somit eine Kontamination ausgeschlossen werden.
Durch beide FISH-Sonden konnte bei den Tieren mit ausbleibender
Frakturheilung Bakterien direkt in den Knochentrabekeln als Hinweis auf eine

Osteitis detektiert werden.
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Bei den Tieren der Kontrollgruppe kam es zu einer vollstandigen,

komplikationslosen Knochenbruchheilung, ohne Hinweise auf eine Infektion.

Es fand sich eine ausgezeichnete Korrelation der Ergebnisse der klinischen,
radiologischen und histologischen Untersuchungen verglichen mit den
mikrobiologischen Resultaten. Diese exakte Korrelation wurde durch die
Resultate der FISH-Technik, Elektronenmikroskopie und Micro-CT ebenfalls

bestatigt.

Dieses Modell kann zukunftig bei der Testung von antimikrobiell beschichteten
Implantaten oder lokaler bzw. systemischer Antibiotika verwendet werden. Die
FISH-Methodik stellt eine neue Methodik bei der Diagnostik von Knochen- bzw.
Implantat-assoziierten Infektionen dar, die zuklnftig auch klinisch genutzt

werden kann.
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6. Summary

There is no adequate animal model to mimic the difficult clinical situation of
infected nonunion of the tibia after intramedullary stabilization. The purpose was
to establish an animal model of implant-related infected non-unions of the tibia
in rats. Furthermore, it was evaluated if detection of bacteria by fluorescent in

situ hybridization (FISH) technique is possible in bone infection.

17 rats were used in which osteotomy of the midshaft tibia was performed and
stabilized with an intramedullary device. Two groups were tested: group 1:
contamination of the osteotomy site with 10* colony forming units (CFUs) of
Staphylococcus aureus (11 animals), group 2: no bacterial contamination (6

animals).

The animals were sacrificed after 42 days and bone healing and infection were
assessed clinically, by X-ray, micro-CT, and microbiological methods including
FISH technique using EUB and STAPHY probes. Histology and scanning
electron microscopy (SEM) for biofilm formation were performed.

All animals of the control group showed uneventful bone healing after 6 weeks
without any signs of local infections. 10 of 11 (90.9%) animals of group 1 with
bacterial contamination exhibited infected non-union formation with positive
clinical, radiological and microbiological infection signs of the tibia but without
any systemic infection signs. FISH technique was able to identify bacteria in the
infected bone. All intramedullary implants from the infected animals showed

positive biofilm formation in SEM.

This work presents the first animal model for the induction of intramedullary
device-related infected non-union in the tibia and detection of bacteria by FISH

technique in infected bone.
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