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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Historische Entwicklung der Osteosynthese

Die ersten Techniken der operativen Frakturversorgung werden im 19. Jahrhundert entwickelt
(Broos und Sermon, 2004). Dabei gehen die Anfiange der Osteosynthese auf den Hamburger
Chirurgen Carl Hansmann zuriick. Dieser versucht 1886 erstmals mit subkutanen Platten und
perkutan eingedrehten Schrauben Frakturen zu stabilisieren. Der Amerikaner William S.
Halsted erwirbt bei einem Besuch in Deutschland einige von Hansmanns Platten und
verwendet sie ab 1893 neben subkutanen Schrauben ebenfalls. Allerdings sind die
Komplikationsraten, besonders die der Osteomyelitis, zu hoch und das Prinzip setzt sich
zunidchst nicht durch. Als grundlegend fiir die hohe Infektionsrate ist, neben der noch
mangelhaften Hygiene bei der Operation, das verwendete korrosionsanfillige Metall
anzusehen (Luhr, 2000). Dabei kann es im Bereich der Schraubenlécher zu Reibung und
galvanischen Prozessen kommen, was zur Freisetzung l6slicher Produkte und dadurch zu
Beeinflussung des chemischen Milieus fiihrt (Arens und Hansis, 1998). Es kann sich
beispielsweise der pH-Wert verdndern und somit eine Infektion begiinstigt werden. Neben den
Infektionen treten nach diesen Eingriffen auch muskulédre Atrophien und Gelenkversteifungen
auf (Broos und Sermon, 2004). Anfang des 19. Jahrhunderts ist die Erkenntnis neu und nicht
weitldufig akzeptiert, dass mit Fremdkorpern eingebrachte Erreger zu schweren Infektionen

fithren konnen.

Erst 1949 kommt es durch Weiterentwicklungen der verwendeten Materialien zu einem
Durchbruch in der Osteosynthese-Forschung. In den 1960er Jahren wird in der Schweiz die
Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthesefragen gegriindet und die klinischen Verfahren werden
zur Reife gebracht (Luhr, 2000). Die Arbeitsgemeinschaft beschéftigt sich mit der
Evaluierung neuer Techniken und Materialien der Osteosynthese und expandiert 1972 durch
eine internationale Ausweitung (Matter, 1998). Seit Beginn der 1960er Jahre hat die offene
Reposition von Knochenfrakturen mit interner Fixierung die konventionelle Gipsbehandlung
und Extension bei vielen Frakturtypen abgelost (Arens und Hansis, 1998). Zum Beispiel
stellen Frakturen mit mehreren Fragmenten oder mit Gelenkbeteiligungen eine Indikation zur

Osteosynthese dar.
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Bis vor zehn Jahren wurde noch vornehmlich Edelstahl verwendet, heute wird in Deutschland
iiberwiegend Titan eingesetzt. Bei etwas geringerer mechanischer Festigkeit der
Titanimplantate liegen die Vorteile in einer besseren Vertraglichkeit und einer geringeren
Infektrate (Scharf, 2008). Es wird seit einigen Jahren intensiv an verschiedenen
Beschichtungen der Implantate geforscht, die zum Ziel haben, die bakterielle Besiedlung zu
verhindern. Verwendet werden als antimikrobielle Agenzien beispielsweise Antibiotika

(Schmidmaier et al., 2006) und nanopartikuldres Silber (Alt et al., 2004).

1.2 Osteosynthesen und damit assoziierte Infektionen

Die Osteosynthese ist eine evidenzbasierte Methode, die eine schnellere Belastung des
gebrochenen Knochens und damit eine frithere Mobilisation des Patienten ermdglicht. Sie
stellt somit einen Goldstandard in der Frakturversorgung dar. Fiir das Ergebnis von Heilung
und Funktionalitit sind neben fester Fixierung und frither Rehabilitation auch Alter und

Geschlecht des Patienten entscheidend (Ozdemir et al., 2002).

Die postoperative Infektion eines Implantats ist wegen ihrer Haufigkeit eine der
bedeutendsten Komplikationen. Der Einsatz perioperativer antibiotischer Prophylaxen und
Operationsrdume mit laminarem Luftabzug senken die Anzahl der Implantat-assoziierten
Infektionen (Trampuz und Zimmerli, 2005). Fiir geschlossene Frakturen ist eine Infektionsrate
von ein bis fiinf Prozent anzunehmen, diese steigt bei komplizierteren Frakturen oder
komplexen Weichteilschdden sogar bis auf 29 Prozent (Arens und Hansis, 1998). Dabei liegt
die Herkunft der Bakterien zumeist in der eigenen bakteriellen Kolonisation des Menschen.
Insgesamt ist der Mensch mit ca. 10" Bakterien besiedelt, bei ungefihr 10" eigenen,
menschlichen Zellen (Mullard, 2008). Diese Bakterien Ileben besonders im
Gastrointestinaltrakt wobei im Magen nur wenige Bakterien die saure Umgebung aushalten
konnen, ab dem Diinndarm andere und nach aboral gehend mehr und mehr verschiedene
Bakterienspezies dazukommen und unsere physiologische Darmmikrobiota bilden. Diese
Bakterien sind nicht nur apathogen, sondern zum Grofiteil sogar fiir eine normale
Darmtitigkeit unerldsslich. Weiterhin sind auf der Haut viele Bakterienspezies beheimatet und
unterstiitzen die natiirliche Barrierefunktion der Haut. Bei Anderungen der
Umgebungsbedingungen, wie es sie zum Beispiel bei Einnahme von Antibiotka oder

Abweichung des pH-Wertes gibt, kann es zu einem Missverhéltnis der eigentlich
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physiologischen Mikrobiota kommen. Einzelne Erreger konnen sich iiberproportional

vermehren und sich von dort aus im ganzen Korper verbreiten und somit Schaden anrichten.

Implantat-assoziierte Infektionen konnen perioperativ durch bakterielle Kontamination im
Operationssaal wéhrend oder sofort nach dem Eingriff, durch hdmatogene Streuung von
entfernten Infektionsorten, durch lymphogene Streuung von einer angrenzenden Infektion

oder direkt bei einer penetrierenden Verletzung erfolgen (Trampuz und Widmer, 2006).

Die klinischen Zeichen einer Implantatinfektion sind hadufig sehr unspezifische Indikatoren
wie zum Beispiel Schmerzen, erhohte Temperatur und beschleunigte Blutsenkungs-
geschwindigkeit (Law und Stein, 1993). Gerade in einem friihen Stadium bei noch lokal
begrenzter Infektion sind klinisch klar zuzuordnende Symptome selten. Selbst bei
erfolgreicher Diagnosestellung wird die Behandlung solcher Implantat-assoziierter
Infektionen durch den chronischen Charakter und das Nichtansprechen auf eine
Antibiotikabehandlung erschwert. Diese Problematik kann durch die Existenz eines Biofilms

erklart werden (Stoodley et al., 2005).

Die Entstehung einer Fremdkdrper-assoziierten Infektion beginnt mit der Kolonisation des
fremden Materials und geht tber Quorum sensing der Mikroorganismen in eine
Biofilmformation iiber (Bassler, 2002; Camilli und Bassler, 2006). Die bei oder nach der
Operation eingebrachten beweglichen planktonischen Bakterien konnen in eine sesshafte,
sogenannte sessile, Form {ibergehen und am eingebrachten Metall einen Biofilm bilden. Die
sessile Form der Bakterien hat einen wesentlich geringeren Stoffwechsel und eine reduzierte
Reproduktion gegeniiber der planktonischen Form. Antibiotika setzen mit ihrer Wirkung
typischerweise an der Reproduktion oder dem Stoffwechsel der Erreger an, somit ist ihre
Wirkung bei den sessilen Formen herabgesetzt. Das Bakterium schiitzt sich so in seiner
sessilen Form einerseits vor der wirtseigenen Immunabwehr, andererseits vor der Abtotung
durch Antibiotika, ist dabei aber in der Lage wieder in eine planktonische Form iiberzugehen
(Costerton, 2005; Vinh und Embil, 2005). Klassischerweise machen Bakterien bei einer
Verschlechterung der humoralen Immunabwehr des Wirtsorganismus von dieser Féhigkeit
Gebrauch und fiihren dann durch Vermehrung zu systemischen Infektionen. Klinisch kénnen

transiente Fieberschiibe ein Hinweis auf Biofilme sein.

Bei Versuchen Biofilmformationen zu visualisieren wurde festgestellt, dass diese sesshaften

Bakteriengemeinschaften durch Wasserkanidle unterteilt sind und eine Zellkommunikation
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iiber chemische Signale stattfindet (Costerton, 2004). Es handelt sich also um ein hochst

organisiertes Zusammenleben von Mikroorganismen.

Unterschiedliche Studien kommen bei der Frage nach typischen Erregern, die als ursédchlich
fiir die Entzlindung der Implantate anzusehen sind, zu {ibereinstimmenden Ergebnissen. Es
handelt sich fast ausschlielich um ubiquitir vorkommende Keime von der Haut, dem
Gastrointestinaltrakt und aus der Umwelt. Dabei rangieren Staphylokokken fast ausnahmslos
an erster Stelle (Carrega et al., 2008; Trampuz und Zimmerli, 2005). In vielen Studien sind die
Koagulase-negativen Staphylokkoken, die hdufigsten Erreger, in anderen Staphylokokkus
aureus (Atkins et al., 1998; Trampuz et al., 2007). Weiterhin werden zum Beispiel
verschiedene Spezies von Pseudomonaden, Propionibakterien und Bacillus nachgewiesen

(Sampedro et al., 2009).

1.3  Diagnostik Implantat-assoziierter Infektionen

Im deutschen Gesundheitswesen ist man bestrebt interdisziplindre evidenzbasierte Leitlinien
fiir Diagnostik und Therapie zu erarbeiten, um so eine optimale und einheitliche Versorgung
der Patienten zu ermdglichen. Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V. (AWMF) veroftentlicht neue und tiberpriift aus der Vergangenheit
stammende Leitlinien, um fiir den Patienten eine moglichst standardisierte Behandlung zu
gewihrleisten. Eine solche Leitlinie fehlt fiir Implantat-assoziierte Infektionen und somit auch
eine standardisierte Diagnostik. Die existierende Leitlinie zur unfallchirurgischen
Implantatentfernung sieht als obligate vorausgehende Diagnostik nur die klinische
Untersuchung des Patienten und eine Bildgebung der betroffenen Region durch eine
konventionelle Rontgenaufnahme vor. Des Weiteren sollen bei Infektionen des Implantats
erweiterte Laboruntersuchungen stattfinden, dabei werden allerdings weder ein diagnostischer
Algorithmus zur Infektionsfeststellung noch die dann abzunehmenden Laborparameter niher
ausgefiihrt. Daraus resultieren in verschiedenen Kliniken und Laboratorien sehr
unterschiedliche diagnostische Standards. Eine gingige Methode ist die Untersuchung von
Laborparametern wie dem C-reaktiven Protein (CRP), der Blutkdrperchensenkungs-

geschwindigkeit (BSG) und der Leukozytenanzahl.
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Im Falle einer chirurgischen Revision sind kulturelle und histologische Untersuchungen von
intraoperativ. genommenen Abstrichen, Gewebeproben oder aspirierter Synovia {iblich

(Bernard et al., 2004; Ochs et al., 2005; Sanderson, 1991).

Histologisch zeigen diese Gewebeproben aus der Implantatumgebung massive Infiltrationen
von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten. Diese werden als Antwort auf die
Infektion aktiviert und konnen die Gewebezerstérung durch Abgabe von Zytotoxinen, die bei
der hohen Zahl von aktiven Zellen in groen Mengen gebildet werden, verschlimmern
(Wagner et al., 2006). Zur mikrobiologischen Untersuchung von Abstrichen, Gewebe und
Synovia werden diese Originalmaterialien wiederum unterschiedlich bearbeitet. Im Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitit und des Universititsklinikums
GieBen und Marburg (UKGM), Standort GieBBen, werden Néhragarplatten ausgestrichen und
Fliissigndhrmedien beimpft. Nach Bebriitung in aeroben und CO,-angereicherten
Brutschrianken erfolgt eine Keimbestimmung mit Antibiogramm. Molekularbiologische
Methoden kommen vor allem bei spezifischer Anforderung oder zur molekularen
Identifizierung zum FEinsatz. Es ist davon auszugehen, dass mit diesen in der Routine
eingesetzten Kultivierungsmethoden nur ein kleiner Teil des Bakterienspektrums nachge-
wiesen werden kann (Fux et al., 2003). Die Entwicklung molekularbiologischer Methoden
wie der PCR hat den Nachweis schwer oder nicht kultivierbarer Erreger stark vorangebracht.
Besonders die Amplifizierungen der 16S rDNA (Clarridge, 2004; Domann et al., 2003)

werden auch in Routinelaboratorien erfolgreich zum Einsatz gebracht.

1.4  Probleme der Diagnostik Implantat-assoziierter Infektionen

Problematisch ist der eindeutige Nachweis einer Implantatinfektion. Dabei fehlt es in der in-
vivo-Diagnostik an spezifischen Laborparametern oder Untersuchungstechniken. Bernard et
al. bezeichnen den CRP-Wert als niitzlichsten Laborparameter beim Verdacht auf eine
Implantat-Infektion (Bernard et al., 2004). Allerdings ist das CRP ein nicht sehr spezifischer
Parameter, da er bei Entziindungen jeder Genese und generell nach allen chirurgischen

Eingriffen erhoht und somit nur im Verlauf zu beurteilen ist.

Fin anderer Ansatz ist die Beurteilung des CRP-Wertes in Kombination mit der
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) (Austin et al., 2008). Auf der Suche nach

einem spezifischeren Serummarker wurde in einer prospektiven Studie mit 58 Patienten eine
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Korrelation der Hohe des Interleukin-6-Spiegels und der Protheseninfektion beobachtet
(Trampuz und Widmer, 2006). Die Interleukin-Bestimmung ist sehr teuer und auch hier ist die

spezifische Bedeutung fiir Implantat-Infektionen keinesfalls gegeben.

Eine hohe Spezifitit konnte fiir Procalcitonin und Tumornekrosefaktor-a nachgewiesen
werden, allerdings bei geringer Sensitivitit (Bottner et al., 2007). Auch anhand eines
konventionellen Rontgenbildes kann nicht sicher zwischen Infektion und Lockerung eines

Implantats unterschieden werden (Sanderson, 1991).

Selbst bei notwendiger chirurgischer Revision aufgrund von fehlender Konsolidierung fallt es
mit den gingigen mikrobiologischen und histologischen in-vitro-Untersuchungsmethoden oft
schwer, eine Infektion als Ursache sicher zu diagnostizieren oder auszuschliefen. Somit ist es
durchaus moglich, dass die Infektionsraten noch unterschétzt werden (Dempsey et al., 2007;
Tunney et al., 1999) und neue diagnostische in-vivo- und in-vitro-Ansétze notwendig sind, um

diese diagnostische Liicke zu beseitigen.

1.5 Neue Ansitze in der in-vitro-Diagnostik Implantat-assoziierter Infektionen

Aufgrund fehlender Diagnostikstandards beschiftigen sich weltweit verschiedene
Forschungsgruppen mit Neu- und Fortentwicklungen geeigneter Methoden, um eine hdhere

Aufklarungsrate an Implantat-assoziierten Infektionen zu erreichen.

Ein neuer Ansatz besteht in der Verwendung von hochfrequenten Ultraschallwellen. Immer
hiufiger wird dieser dafiir verwendet, in Biofilmen lebende Bakterien von Oberflachen wie
Osteosynthesen abzuldsen. Die Mechanismen, die bei der Ablosung adhérenter Materialien
durch Ultraschall zusammenspielen, sind einerseits die Kavitation der Fliissigkeit des
Ultraschallbads und andererseits die Scherkriafte an der Oberfliche (Pitt und Ross, 2003).
Dabei wird das explantierte Material in sterile Behéltnisse iiberfithrt und mit Ringerldsung
oder Flissigkulturmedien umgeben. Dann wird dieser Behélter in ein mit destilliertem Wasser
gefiilltes Ultraschallgerdt in einen Schwimmer eingesetzt und bei unterschiedlichen
Temperaturen und Intensitidten den Ultraschallwellen ausgesetzt (Bjerkan et al., 2009; Piper et
al., 2009; Trampuz et al., 2007). In einer modifizierten Untersuchung an 331 Patienten von
Trampuz et al. wurden die Probenbehélter vor dem Ultraschallbad 30 Sekunden geschiittelt,
da Experimente zeigten, dass so die Kavitation verstirkt wird. Die Studie belegt, dass die

kulturelle Anzucht von den so gewonnenen Bakterien sensitiver ist als die einer Gewebekultur
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bei erhaltener Spezifitit (Trampuz et al., 2007). Ferner werden in einzelnen Studien
mikrobiologische Besiedlungen auf entfernten Implantaten mittels Rasterelektronen-

mikroskopie nachgewiesen (Makarem et al., 2008; Mohanty et al., 2003; Neut et al., 2003).

Weitere Ansitze arbeiten mit Immunofluoreszenzmikroskopie, dabei wird ein Teil der
Erreger-DNA nachgewiesen, indem er mit einem spezifischen Antikorper oder einer Sonde
markiert wird (Kathju et al., 2009; Malic et al., 2009). So kann allerdings das Vorliegen
polymikrobieller Infektionen nicht ausreichend untersucht werden (Tunney et al.,, 1999).
Bisher gibt es nur einen Ansatz, in dem versucht wird, den Biofilm von der
Implantatoberfliche manuell abzulosen. Dieser bedient sich der Anschabung der
Metalloberfliche mittels Skalpell mit darauf folgender kultureller Anzucht des abgeldsten
Materials. Die Gruppe um Neut kam 2003 mit dieser Methode zur Erregeranzucht in 86% der
untersuchten klinisch infizierten Prothesen. Eine in-vitro-Versuchsreihe in Norwegen konnte

diesen Erfolg jedoch nicht reproduzieren (Bjerkan et al., 2009).

1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die metagenomische Untersuchung regulidr explantierter
Osteosynthesematerialien auf eine mikrobielle Besiedlung unter Anwendung von kulturellen
Anzuchtmethoden, 16StDNAPCR  und  denaturierender = Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (DHPLC).

In Ermangelung einer Leitlinie und somit eines diagnostischen Goldstandards zur Feststellung
einer bakterieller Besiedlung von Metallimplantaten sollte eine vollkommen neue Methodik
der Implantat-Aufbereitung entwickelt und erprobt werden. Dabei sollte ein manuelles,
systematisches Abbiirsten den intakten Biofilm zerstéren und so die Bakterien aus ihrer
Organisationsstruktur 16sen um sie damit den Nachweismethoden zuginglich zu machen. Die
Ergebnisse dieses neuen methodischen Ansatzes sollten direkt mit denen des Ultraschallbades
verglichen werden, indem ein Teil der Originalmaterialien den zwei verschiedenen

Aufbereitungsmethodiken zugefiihrt wurde.

Bei dieser Studie sollte festgestellt werden, ob die Osteosynthesen besiedelt sind und, wenn
ja, aus welchen Keimen sich die Mikrobiota zusammensetzt. Dabei sollte auch die
wahrscheinliche Herkunft der Bakterien ndher beleuchtet werden, um mogliche Riickschliisse

auf die Atiopathogenese zu ziehen.
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Von den kulturell nachzuweisenden Bakterien sollten Isolate gewonnen, die
Antibiotikaempfindlichkeit bestimmt und die Féhigkeit zur Biofilmbildung in vitro untersucht

werden.

Bei nachweislich besiedelten Implantaten sollten die klinischen Daten der betroffenen

Patienten mit denen der Patienten ohne Besiedlung verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Probanden

Das untersuchte Osteosynthesematerial stammt von Patienten der unfallchirurgischen
Abteilung der Universitétsklinik Giefen und Marburg GmbH (UKGM), Standort Giellen. Die
fiir die Studie rekrutierten Patienten wurden iiber die Forschungsvorhaben an den
explantierten Osteosynthesen aufgeklért. Die teilnehmenden Patienten haben der Zufiithrung
des explantierten Materials zu Forschungszwecken und der Auswertung ihrer archivierten
klinischen Daten zugestimmt. Die Ethikkommission wurde zu der Versuchsplanung befragt
und es erfolgte ein positives Votum (Aktenzeichen 68/07). Alle zur Studie verwendeten
Implantate wurden im Zeitraum vom 01.01.2007 bis 31.12.2007 entnommen. Grundsétzlich
wurde bei Implantation eine perioperative Antibiotikaprophylaxe von 2 g Cefazolin
intravends verabreicht. Cefazolin ist ein Cefalosporin der ersten Generation und entspricht
damit der empfohlenen perioperativen Prophylaxe (Trampuz und Zimmerli, 2006). Die

Operationen wurden unter sterilen Bedingungen bei laminarem Luftabzug durchgefiihrt.

2.2  Chemikalien und Geriite

2.2.1 Chemikalien und Materialien

e Agarose: Invitrogen

e Antibiotika Stempel und Bléttchen: SD
e Aqua ad injectabilia: Braun

e DHPLC-Puffer: Transgenomic

e PCR-Puffer: Tris/HCI IM (10 ml), MgCl, 1 M (1 ml), KC1 1 M (12,5 ml), 10 % Tween
20 (2,5 ml), Gelatine (5 ml), destilliertes H,O (19 ml)

e Ficoll: Ficoll ™ 400 Amersham Pharmacia Biotech AB

e Ficoll-Auftragspuffer: 1,25 g Ficoll in 7,5 ml Destilliertem H,O iiber Nacht ldsen plus
Spatelspitze Bromphenolblau

e Invitek Tissue Kit
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Lysis-Solution: Destilliertes H,O (445 ml), KOH 5 M (40 ml), EDTA 0,5 M (10 ml), DTT
1 M (5 ml)

NaCl 0,9 %: Fresenius, Braun

Neutralisationspuffer: 40 % 1 M HCI, 60 % M Tris / HCI1
Objekttrager: R. Langenbrick

Parafilm: Pechiney Plastic Packaging

Phusion™ Flash PCR Master Mix: Finnzymes

Pipetten: Eppendorf Research und Biohit
Pipettenspitzen mit Filter: Nerbe plus

Primer: Metabion

Prokaryonten Mastermix (Rezept fiir 50 « 95 pl): PCR-Puffer (500 ul), d'NTP- Mix
(200 pl), Primer 933 F (10 ul), Primer 1407 R (10 pl), Tag- Polymerase (15 pl),
Destilliertes H,O (4750 pul)

Rohrchen 10 ml, 50 ml: Greiner bio-one

TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer): TRIS 89 mM, EDTA-Na, 89mM, Borsiure
2mM, destilliertes H,O

Tween 20: Merck

UTW 8 Tube Stripes: Finnzymes

2.2.2 Gerite

Abstrichbiirste, steril: Cytobrush

Abzug: Heraeus, LaminAir HB2448

Autoklav: Getinge, euro-clinic

Brutschrank: Heraeus

DHPLC: Transgenomic 3500 HT Wave® DHPLC System inkl. Fragment Collector
Elektrophoresekammer: Pharmacia Biotech EPS 600

Digitale Gel-Dokumentation: Biorad Universal Hood II

Heizblock: West 6100
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e Kiihlschrank +2°C: Bosch

e Thermocycler: Hybaid PCR Express

e Sequenziergerit: ABI 3730 XL und 3130XL, AME Bioscience
e Photometer Mikrotiterplatten: Diagnostics Pasteur LP 400
e Piko® Thermal Cycler: Finnzymes

e Reaktionsgefdle: Eppendorf

e Spiegelreflexkamera: Canon EOS 300D

e Thermomixer comfort 2 ml: Eppendorf

e Tiefkiihltruhe -25°C: Sanyo

e Ultraschallbad: Bandelin Sonorex Super 10 P Digital

e Vortexer: Janke&Kunkel

e Zentrifuge: Heraeus Biofuge pico 13000

2.3 Kulturmedien

e BHI + 20 % Glucose — Einfriermedium: Zur Konservierung in 1,5 ml Einfrier-
Rohrchen bei — 80°C (Glycerin 252 g, Brain-Heart-Infusion (Difco) 37 g, H,O destilliert
800 pl)

e Blut-Agar: Zur Isolierung verschiedener anspruchsvoller Mikroorganismen und
Beurteilung der Himolyseformen (Hefeextrakt und Peptone 20 g, Natriumchlorid 5 g,
Agar 15 g, H,O destilliert 1000 ml + 5 % Schafsblut bei 50°C) pH 6,8 + 0,2

¢ DNase-Agar (OXOID): Zum Nachweis des Enzyms Desoxyribonuklease, besonders bei
Staphylokokken (Tryptose 20 g, Desoxyribonukleinsdure 2 g, Natriumchlorid 5 g, Agar
12 g, H,O destilliert 1000 ml) pH 7,3 + 0,2
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Kochblut-Agar: Zur Isolierung verschiedener anspruchsvoller Mikroorganismen
(Hefeextrakt und Peptone 20 g, Natriumchlorid 5 g, Agar 15 g, H,O destilliert 1000 ml +
8 % Schafsblut bei 80°C) pH 6,8 + 0,2

MacCONKEY Agar: Selektivagar zur Isolierung von gramnegativen Bakterien (Pepton
aus Casein 17 g, Pepton aus Fleisch 3 g, Natriumchlorid 5 g, Laktose 10 g,
Gallesalzmischung 1,5 g, Neutralrot 0,03 g, Kristallviolett 0,001 g, Agar 13,5 g, H,O
destilliert 1000 ml) pH 7,1 + 0,2

Miiller-Hinton-Néhrboden (OXOID): Zur Antibiotika- Empfindlichkeitspriifung
(Rindfleisch, getrocknet 2 g, Caseinhydrolisat 17,5 g, Starke 1,5 g, Agar 17,0 g, H,O
destilliert 1000 ml) pH 7,4 + 0,2

Sabouraud-4 %-Glucose Agar: Zur Isolierung von Sprosspilzen (Peptone 20 g, Glucose

40 g, Agar 15 g, H,O destilliert 1000 ml) pH 5,6 + 0,2

Schaedler-Agar: Basismedium zur Kultivierung von Anaerobiern (Pankreatisch
abgebautes Casein 8,2 g, Peptisch abgebautes Tiergewebe 2,5 g, papainisch abgebautes
Sojamehl 1,0 g, Glucose 5,8 g, Hefeextrakt 5,0 g, Natriumchlorid 1,7 g,
Dikaliumhydrogenphosphat 0,8 g, L-Cystin 0,4 g, Himin 0,01 g,
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 3,0 g, Agar 13,5 g, H,O destilliert 1000 ml)

pH 7,6 £0,2

Thioglycolat-Bouillon: Zur Ziichtung obligat und fakultativ anaerober und
mikroaerophiler Keime (Pepton aus Casein 15 g, Hefeextrakt 5 g, Glukose 5,5 g, L-
Cystein 0,5 g, Natriumchlorid 2,5 g, Natriumthioglykolat 0,5 g, H,O destilliert 1000 ml)
pH7,1+0,2

Tryptic Soy Agar (Tryptone Soya Agarioglycolat-Bouillon, TSB): Hemmstoff- und
Indikatorfreier Universalndhrboden (Pepton aus Casein 17 g, Pepton aus Sojamehl 3 g,
Glucose 2,5 g, Natriumchlorid 5 g, di- Kaliumhydrogenphosphat 2,5 g, H,O destilliert
1000 ml) pH 7,3 £ 0,2
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2.4 Hard- und Software

e Endnote, Thomson

e Office XP, Microsoft

e Navigator™ Software, Transgenomic

e NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

¢ Quantity One Version 4.6.3, Bio-Rad Laboratories

e Sepsi Test (http://www.sepsitest-blast.de/de/index.html)
e SEQ Man, Lasergene, DNA-Star

e Sigma Blot, Systat Software Inc.
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2.5 Methoden

Im folgenden Schema ist die Reihenfolge der Bearbeitung dargestellt.

Qriginalprobe
Ultrasch allb ad M Reinigun g mit Syt brush
#S';""ngg?'?c Pbbiirsten und mi
&0 Hz MaCl zpiilen
Spiilflis=sigeit mi Gewebeteilan
kufturelle Anzucht Futfreinigung fiir PCR mit INSATEE Tissue ki
Fliiszighultumedien: Mahragarplatten:
T3B «Blut-Agar oo .
Thioghycolat-Bouillon “Kochblut-fgar PCE mit Piko® Themmal Cyeler  PCR mit Themaeycler
e COMKEY-fgar l l
l =Schaedler-Agar
Kein Bakterian- *Fabouraud-4 %- Glukose- Agar Agarose- Gelelektrophorese
Filzwachstum + l —
Bakterien-s Kaine Band
Filzwach:sturm, Kein Bakterien- e Bande

Pilzwachstum
/ \ OMA Bands

keimidentifizierng mittel=s Pritibiotika-
= Selddhmahrbiden Empfindlichleitsprifung
= Biozhemische Tests

+ hikroskopie Fssenviarung in

PCR/Sequenziening Stammsammiung OHPLC-Anahyse Fufreinigung mi

mit WAWVE INVATER, KR

¥
Biofimtestung l l

/ \ PCR mit Themmooycler Sequenzierng

Biafilm-Assay in Biafilmtestung l

O6- Lowzh-hikratiterplaten auf hietall
Fgarose-
Galalaktrop Bininformatorische Anakise
horeze

l

Fufreinigung mi QIAGEM
P C R- Purification- ki

l

Sequenziening

Bininfommatorische Anahise

Abbildung 1: Flieschema zur Veranschaulichung des Bearbeitungsvorgangs der Originalmaterialien. Alle hier
dargestellten Schritte werden im Folgenden beschrieben.
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2.5.1 Probengewinnung

Das ausgebaute Material wurde im Operationssaal unter laminarem Luftabzug direkt nach der
Entnahme unter aseptischen Bedingungen in eine sterile Transporttiite {iberfiithrt und in die
Mikrobiologie transportiert. Bei dem Material handelte es sich meist um Schrauben oder eine
Platte mit Schrauben, seltener um Marknégel oder Kirschner-Dréhte. Es waren alles interne,
also vollstidndig unter der Haut befindliche, Osteosynthesen. Die weitere Verarbeitung fand an
einer sterilen Werkbank mit laminarer Luftstromung und ausschlieBlich unter Verwendung

steriler Werkzeuge und Hilfsmittel statt.

2.5.2 Verarbeitung nach Probeneingang

Das explantierte Metall wurde mittels einer sterilen Pinzette aus der Transporttiite in eine
autoklavierte Reibschale tberfiihrt. Bei 30 der 80 Proben wurde ein Teil, zumeist eine
einzelne Schraube, zur Ultraschallbadreinigung verwendet, das restliche Material der
manuellen Reinigung mit der Abstrichbiirste unterzogen. Beide Verfahren werden im

Folgenden néher erkléart und beschrieben.

2.5.2.1 Biirstenmethode

2.5.2.1.1 Manuelle Reinigung

Das explantierte Material in der Reibschale wurde mit einigen Tropfen 0,9 % Kochsalzlosung
angefeuchtet. Dann wurde jedes einzelne Teil mit einer sterilen Abstrichbiirste (Abbildung 1
rechts), die urspriinglich fiir den Cervix-Abstrich entwickelt wurde, systematisch abgebiirstet
und das Implantat mehrfach mit Kochsalzlosung abgespiilt. Die Bakterien sollten so aus der
festen Biofilmformation herausgelost und in der
Spiilfliissigkeit in der  Reibschale aufgefangen

werden.

Abbildung 2: Die Plattenosteosynthese wird mit der Pinzette
gehalten und mit der Abstrichbiirste bearbeitet.
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2.5.2.1.2 Kulturelle Anzucht

Die Originalproben wurden nach dem Abspiilen in TSB iiber mindestens zehn Tage bei 37°C

inkubiert und téglich auf Wachstum kontrolliert.

Abbildung 3: Proben in der Fliissigkultur

Als Inkubationsgefdl wurden sterile 10 ml Rohrchen beziehungsweise bei grofleren
Implantaten 50 ml Roéhrchen verwendet. Marknigel wurden aufgrund ihrer Grofle von der
Inkubation ausgeschlossen. Des Weiteren wurde die Abstrichbiirste selbst in einem 1,5 ml
Reaktionsgefdfle mit 400 ul Lysis-Buffer (Invitek-Tissue-Kit) ausgespiilt und dann in einem
weiteren TSB-Rohrchen fiir zehn Tage inkubiert.

Die in der Reibschale angesammelte Kochsalzlosung und die darin enthaltenen Gewebestlicke
von der manuellen Biirstenreinigung wurden auf Fliissigkulturmedien, Néhragarplatten und
das Reaktionsgefdl, in dem bereits die Biirste ausgewaschen wurde, aliquotiert. An
Fliissigkulturmedien wurden je ein Reagenzglas mit TSB, ein Hemmstoff- und Indikatorfreier
Universalndhrboden, und eines mit Thioglycolat-Bouillon, zur Ziichtung obligat und
fakultativ anaerober und mikroaerophiler Keime, mit je circa 500 ul Spiilfliissigkeit beimpft.
An Nihragarplatten wurde je eine Blut-Agarplatte, eingesetzt zur Isolierung verschiedener
anspruchsvoller Mikroorganismen und Beurteilung der Hamolyseformen, eine Kochblut-
Agarplatte, ebenfalls zur Isolierung verschiedener anspruchsvoller Mikroorganismen, eine
MacCONKEY-Agar-Platte, Selektiv-Agar zur Isolierung von gramnegativen und coliformen
Bakterien, eine Schaedler-Agarplatte, einem Basismedium zur Kultivierung von Anaerobiern,
und eine Sabouraud-4 %-Glucose Agarplatte, zur Isolierung von Sprosspilzen, mit 50 pl
Spitilfliissigkeit beimpft. Alle Kulturmedien wurden fiir mindestens zehn Tage bei 37°C
inkubiert.
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2.5.2.1.3 DNA-Aufreinigung

Aus dem Material im Reaktionsgefd3 wurde unter Anwendung des Invitek Tissue Kits DNA
isoliert. Das Gewebe der Abstrichbiirste und die Spiilfliissigkeit mit dem abgeriebenem
Material wurden mit 400 pl Losungspuffer in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt, dazu
kamen 40 pl Proteinase K. Dies ist eine Exo- und Endopeptidase zur Proteolyse freiwerdender
storender Proteine beim Lysierungsvorgang mit einer groen Resistenz gegeniiber

Enzyminhibitoren.

Das Reaktionsgefdl wurde dann bei 52°C und 650 rpm mindestens 30 Minuten im
Thermomixer inkubiert bis alle festen Bestandteile aufgelost waren, sowie im Folgenden bei
13.000 rpm fiir zwei Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefd3 iiberfiihrt, wéhrend das Pellet verworfen wurde. Dazu wurden 200 pl
Bindungs-Puffer pipettiert und das Material fiir 10 Sekunden im Vortexer gemischt. Dann
wurde die komplette Losung auf eine Sdule in einem 2 ml Gefd3 pipettiert und eine Minute
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren zwei Minuten Zentrifugation bei 12.000 rpm
wurde die Fliissigkeit, die sich unten im Rohrchen angesammelt hatte, verworfen, die Sdule
erneut eingesetzt und 550 ul Waschpuffer darauf gegeben. Nach einer weiteren Minute
Zentrifugation bei 12.000 rpm wurde die angesammelte Fliissigkeit wiederum entsorgt und
der Waschvorgang noch einmal wiederholt. Zum vollstindigen Trockenlegen der Sdule wurde
diese noch zwei Minuten bei 12.000 rpm zentrifugiert. Nun wurde die Séule in ein neues
1,5 ml Réhrchen tiberfiihrt und darauf 100 pl auf 52°C vorgewédrmter Loungspuffer pipettiert,
um eine groflere Losungseffektivitit zu erreichen. Nach drei Minuten Inkubation bei Raum-
temperatur wurde durch erneute Zentrifugation fiir zwei Minuten bei 10.000 rpm die DNA

eluiert.

2.5.2.2 Ultraschallbad

2.5.2.2.1 Reinigen durch Ultraschallwellen

Ein Bestandteil des Implantats wurde ohne jegliche Bearbeitung steril in ein 50 ml Greiner-
Rohrchen tberfiihrt und bis zur Oberkante der Probe mit TSB befiillt. Dann kam das
Rohrchen in einem Schwimmer fiir vier Minuten bei 37°C und 50 Hz in das mit destilliertem

Wasser gefiillte Ultraschallbad.
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A) B)

Abbildung 4: A: Plattenosteosynthese im 50ml-Réhrchen mit Medium, B: Rohrchen im Kunststoff-Schwimmer
im Ultraschallbad.

2.5.2.2.2 Kultur

Danach wurden aus dem TSB je 50 ul Fliissigkeit auf Blut-, Kochblut-, MacConkey- und
Pilzplatten ausgestrichen und 500 pl in ein Reagenzglas mit Thio-Bouillon {iiberfiihrt, um so
das Wachstum anaerober Kulturen zu ermdglichen. Die Kulturen wurden fiir mindestens zehn

Tage bei 37°C inkubiert und téglich auf Wachstum kontrolliert.

2.5.2.2.3 DNA-Aufreinigung

Weiterhin wurden 1.200 pl zur DNA-Aufreinigung in einem 1,5 ml R6hrchen zunéchst fiinf
Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, 50 pl destilliertes Wasser
und 50 pul Lysepuffer hinzugegeben und dann fiir 15 Minuten bei 95°C im Heizblock
inkubiert. Danach erfolgte das Abstoppen der Reaktion mittels 50 pul Neutralisations-Puffers

sowie eine erneute Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir eine Minute.

2.5.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die aufgereinigte DNA sollte nun durch PCR vervielfiltigt werden. Dafiir wurde ein
Universal-Mastermix mit den Primern 933 F (5'-GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG
G-3") und 1407 R (5-GAC GGG CGG TGT GTA CAA G-3") verwendet, wobei die Primer
an das 16S rRNA-Gen von Prokaryonten binden (Domann et al., 2003).
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Die Amplifizierung und Sequenzierung der 16S rDNA ist eine etablierte Standardmethode zur
Identifizierung von Bakterienspezies, Gattungen und Familien (Amann et al., 1995).
Weiterhin wurden zur Untersuchung auf  Pilze die Primer ITSI
(5'-TCC GTAGGT GAACCTGCGG-3") und ITS4 (5-TCCTCC GCT TAT TGA
TAT GC-3") eingesetzt, die an der ITS-Region (Internal transcribed spacer) von Pilzen
binden (Caligiorne et al., 1999; Gardes und Bruns, 1993).

2.5.3.1 Thermocycler

Bei der mit dem Thermocycler durchgefiihrten 16S rDNA PCR wurden 5 pl der vorhandenen
DNA mit 95 pul Mastermix zunichst fiir 2 Minuten auf 94°C erhitzt, danach wurden 25 Zyklen
mit zundchst 40 Sekunden bei 94°C zur Denaturierung der DNA und dann 40 Sekunden bei
56°C zur Primerhybridisierung durchgefiihrt. Nach einer Amplifikationsperiode von fiinf
Minuten bei 72°C wurde die Probe dann bei 4°C kiihl gehalten. Positiv- und Negativkontrolle

waren bei jedem Durchlauf beigefiigt.

Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurde ein Agarose-Gel hergestellt. Dafiir wurden 5,2 g
Agarose in 400 ml TBE-Puffer geldst, vier Minuten in der Mikrowelle erhitzt und dann im
Eiswasserbad auf ca. 37°C unter Schwenken abgekiihlt. Bei Erreichen dieser Temperatur
wurde die Losung in einen Rahmen mit Kdémmen gegossen und 40 Minuten unter dem Abzug
getrocknet. Nach Einsetzen des Schlittens in die Elektrophoresekammer wurden vorsichtig die
Kidmme aus dem Gel geldst. In die Geltaschen kam zur Uberpriifung des PCR-Ergebnisses
eine Mischung aus 6 ul PCR-Produkt und 6 ul Ficoll-Auftragspufter. Zur Einschitzung der
Grofle des PCR-Produktes wurde jeweils ein Marker mit auf das Gel aufgetragen.

Die Elektrophoresekammer lief eine Stunde bei 150 V, 189 mA und 28 W. Danach wurde das
Ergebnis mittels UV-Fotoapparat dokumentiert. Bei positiver Bande im Agarose-Gel wurde
das restliche PCR-Produkt fiir die Sequenzierung aufgereinigt (Invitek). Der Rest des PCR-
Produkts, 94 pul, wurden in 500 pl Bindungs-Puffer pipettiert und durchmischt in ein neues
Rohrchen auf eine Sdule aufgetragen. Dann wurde das Material bei 12.000 rpm eine Minute
zentrifugiert, die angesammelte Losung verworfen und noch mal bei 12.000 rpm zwei
Minuten trockenzentrifugiert. Die Sdule wurde in einem neuen Rohrchen mit 30 pl
Eluationspuffer benetzt, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert und die DNA in einer

Minute bei 10.000 rpm aus der Sdule geldst. Dieses PCR-Produkt wurde dann sequenziert und
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das Ergebnis in die internetbasierten DNA-Datenbanken von NCBI und Sepsitest eingespeist

und ausgewertet.

2.5.3.2 Piko® Thermal Cycler

Der Piko® Thermal Cycler ist ein neu entwickeltes PCR-Gerdt, welches aufgrund
verschiedener Umstinde eine besonders spezifische und schnelle PCR ermdglicht. Im
entsprechenden Mastermix ist eine Pyrococcus-DNA-Polymerase enthalten, welche der
Thermus aquaticus-DNA-Polymerase iiberlegen ist. Durch eine spezielle DNA-
Bindungsdoméne ist die Enzym-Prozessivitdt gesteigert und somit die Voraussetzung fiir eine
kurze Elongationszeit, gesteigerte Ausbeute und eine 2-fach hohere Genauigkeit im Vergleich
zur Tag-DNA-Polymerase gegeben. Es werden ultradiinne Tubes, mit einer Wandstérke von
150 um, verwendet, die eine sehr schnelle Temperaturangleichung mit dem Heizblock

erlauben und somit die Auftheizungs- und Abkiihlungsphasen deutlich reduzieren.

Bei der mit dem Piko® Thermal Cycler durchgefiihrten 16S-rDNA-PCR wurden 5 pul der
vorhandenen DNA mit 25 pl Phusion™ Flash Master Mix, 15 ul destilliertem Wasser und je
2,5 ul Primer 933 F und 1407R in die speziellen diinnwandigen PCR-Tubes pipettiert. Diese
wurden bei 98°C fiir 10 Sekunden erhitzt, danach wurden 35 Zyklen mit zunichst 1 Sekunde
bei 98°C zur Denaturierung der DNA, dann 5 Sekunden bei 64°C zur Primerhybridisierung
und darauf 10 Sekunden bei 72°C =zur Elongation durchgefiihrt. Nach einer
Amplifikationsperiode von einer Minute bei 72°C wurde die Probe dann bei 4°C kiihl
gehalten. Positiv- und Negativkontrolle waren bei jedem Durchlauf beigefligt. Die

Gelkontrolle erfolgte wie oben beschrieben.

2.5.4 Weiterverarbeitung bei positiver Kultur

Bei sichtbarer Triibung der Nahrmedien wurden je 50 pl auf Blut-, Kochblut-, MacConkey-,
Schaedler- und Miiller-Hinton-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden bei 37°C und einem
CO,-Gehalt von 5 % mindestens zehn Tage bebriitet und mit Parafilm vor dem Austrocknen
geschiitzt. Bei Wachstum erfolgte die ndhere Bestimmung der Keime mit Hilfe verschiedener
Kriterien: Zundchst war anhand des Gedeihens auf den verschiedenen Medien eine grobe
Einteilung der Erreger moglich, zum Beispiel hemmen die Gallensalze des MacConkey

Néhrbodens weitgehend das Wachstum grampositiver Keime. Weiter gab die makroskopische
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Betrachtung der Koloniegréfe, -form und -farbe Hinweise auf den Erreger. So zeigte zum
Beispiel Pseudomonas aeruginosa auf festen Nédhrmedien flache, grofle, graue, schleimig
wachsende Kolonien mit metallisch gldnzender Oberfliche. Anhand der Lichtmikroskopie
war eine Beurteilung der Form moglich und die Gramféarbung erlaubte die Einordnung der
Bakterien in gramnegative und grampositive Spezies. Durch verschiedene chemische Tests,

die in der bunten Reihe zusammengefasst sind, konnte eine weitere Eingrenzung stattfinden.

Dazu kam die Beurteilung des Hdmolyseverhaltens auf der Blutagarplatte als Entscheidungs-
kriterium. Bei der a-H&molyse, auch vergriinende Hédmolyse genannt, produzieren die
Bakterien keine Hamolysine, sie rufen auf Blutagar eine griinliche Zone hervor, die nicht auf
eine echte Hamolyse, sondern auf eine Entfirbung und einen Kaliumverlust der roten
Blutkorperchen zuriickzufiihren ist. Die Reduktion des Himoglobins zu Biliverdin verursacht
die griine Farbung. Die B-Hémolyse, auch als echte Hdmolyse bezeichnet, entsteht, weil die
Bakterien Hamolysine wie zum Beispiel Streptolysin O oder S produzieren. Sie sind von einer
klaren Hamolysezone umgeben, also einer deutlichen Entfarbung des roten Agars im Bereich
um die gewachsenen Kolonien. Das Verhalten der Bakterien, die keinerlei Himolyse zeigen,

nennt man y-Hémolyse.

2.5.5 Unterscheidung verschiedener Staphylokokkenspezies

Wenn sich aus den oben genannten Begutachtungen die Gattung Staphylokokken ergab,
erfolgte die weitere Spezifizierung der Art durch Priifung auf Vorhandensein des Enzyms
Desoxyribonuklease. Dazu wurde eine Kolonie (etwa 10® bis 10° Bakterien) mit einer Ose
abgenommen, strichférmig auf einer DNase Platte verteilt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Nach 24 Stunden wurde die Oberfliche mit Salzsdure benetzt.

Um die Bakterien mit dem Enzym entstand ein durchsichtiger Hof, wihrend der Rest der
Platte milchig wurde, da die DNA dort noch vorhanden war und durch den Kontakt mit der

Salzsdure ausfiel.

2.5.6 Antibiotika-Resistenztestung

Weiterhin wurde von jedem nachgewiesenen Erreger eine Austestung auf vorhandene

Antibiotika-Resistenzen im Agardiffusionsverfahren durchgefiihrt. Der Agardiffusionstest
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wurde nach NCCLS Kriterien (National Committee for Clinical and Laboratory Standards,
jetzt Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) genannt) fiir folgende Antibiotika
durchgefiihrt: Amoxicillin/Clavulansdure, Ampicillin, Ampicillin/Sulbactam, Cefalexin,
Cefazolin, Cefepim, Cefotaxim, Cefpodoxim, Ceftazidim, Ceftriaxon, Cefuroxim,
Ciprofloxacin, Clindamycin, Erythromycin, Flucloxacillin, Fosfomycin, Gentamicin,
Imipenem, Meropenem, Moxifloxacin, Ofloxacin, Penicillin, Piperacillin/Combactam,

Sulfamethoxazol/Trimethoprim, Tetracyclin, Tobramycin und Vancomycin.

Dazu wurde von der jeweils bewachsenen Platte mit einer sterilen Ose eine Kolonie (etwa 10°
bis 10° Bakterien) abgenommen, in ein Reagenzglas mit TSB iiberfiihrt und fiir 15 Minuten
bei 37° C inkubiert. Mit einem sterilen Glasstab wurden dann vier Miiller-Hinton-Platten
gleichmédBig mit beimpftem TSB-Ndhrmedium plattiert und die wirkstoffgetréinkten Plittchen
mittels Stempel aufgebracht. Die Platten wurden bei 37°C je nach Generationszeit der
Mikroorganismen ein bis sieben Tage inkubiert und dann der Durchmesser des Hemmhofes
abgelesen und nach NCCLS Kriterien ausgewertet. Bei anspruchsvollen Keimen, zum
Beispiel Corynebakterien, wurde dasselbe Prozedere mit Blutplatten und im Brutschrank bei

5 % CO, durchgefiihrt.

2.5.7 Biofilm-Assay

Jeder gefundene Keim wurde zum Nachweis der Biofilmbildung einem Test nach dem
Protokoll fiir Biofilm-Formationen von O’Toole et al. (1999) unterzogen. Dabei musste
zundchst jeweils eine Kolonie in 10 ml TSB in einem 100 ml Erlenmeyer-Kolben {iiber

mindestens zehn Stunden bei 37°C auf dem Schiittler mit 180 rpm inkubiert werden.

Die Bakterienkultur wurde 1:100 mit dem Originalmedium TSB verdiinnt, je 200 ul in drei
Vertiefungen einer 96 Wellplatte pipettiert und nach Abdeckung mit Parafilm bei 37°C iiber
Nacht inkubiert. Nach 24 Stunden wurde der Inhalt des ersten Wells verworfen, mit Puffer
gespiilt und danach mit Kristallviolett angefiarbt. Nach 15 Minuten erfolgte eine weitere
Spiilung mit Puffer. Bei Biofilmbildung war eine blduliche Férbung der entsprechenden

Vertiefung zu sehen.

Nach 72 und 144 Stunden wurden bei gleichem Vorgehen die zweite und dritte Vertiefung
bearbeitet. Danach war die Ausbildung des Biofilms einerseits qualitativ nach dem Ausmal

der Blaufirbung und andererseits quantitativ auszuwerten. Die quantitative Messung der
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optischen Dichte fand nach Losung der Farbe mittels Alkohol statt (O'Toole et al., 1999).

Dabei wurde die Extinktion bei 450 nm ermittelt.

2.5.8 Biofilm-Assay auf metallenen Oberfléichen

Um den Verhiltnissen bei einer in vivo stattfindenden Implantatsbesiedlung néher zu kommen
wurde der Test in Anlehnung an &hnliche Untersuchungen (Bjerkan et al., 2009) auf
metallenen Oberflachen durchgefiihrt. Zur Testung der Erreger auf Biofilmbildung auf Metall-
Oberflachen wurde der oben beschriebene Versuchsaufbau modifiziert. Im ersten Schritt
wurde eine Kolonie des zu untersuchenden Bakteriums in 10 ml TSB in einem 100 ml
Erlenmeyer-Kolben iiber mindestens zehn Stunden auf dem Schiittler mit 180 rpm bei 37°C
inkubiert. 50 pl dieser Fliissigkultur wurden mit 4950 pl TSB in einem 50 ml Greiner-
Rohrchen verdiinnt und anschlieBend mit Hilfe einer sterilen Pinzette ein Metallwiirfel von
einem Kubikzentimeter Grofe in die Fliissigkeit tiberfiihrt. Diese Metallproben wurden extra
zu diesem Zweck hergestellt und nach Verpackung vom Hersteller (Stryker, Duisburg)

autoklaviert. Die Rohrchen wurden alle 24 Stunden makroskopisch auf Wachstum tiiberpriift.

2.5.9 Untersuchung auf Mischinfektionen mittels PCR/DHPLC (Denaturating High

Performance Liquid Chromatography)

Die PCR/DHPLC wurde urspriinglich zum Detektieren von Mutationsanalysen entwickelt
(Liu et al., 1998; van Den Bosch et al., 2000). Mittels PCR/DHPLC (WAVE®) ist es aber
auch moglich Bakteriengemische aufzutrennen (Domann et al., 2003; Hurtle et al., 2002;
Imirzalioglu et al., 2008). Ausgangsmaterial fiir die Anwendung von DHPLC ist ein 16S
rDNA PCR-Amplifikat. Von dem aufgereinigten PCR-Produkt wurden jeweils 15 pl in eine
96-well-Platte pipettiert und der geplante Durchlauf im angeschlossenen Computer
einprogrammiert. Dann wurde das Geridt gestartet und nach der Equilibrierungsphase die
aufgereinigte DNA auf eine Chromatographiesdule injiziert und danach iiber 20 Minuten
eluiert. Diese DNA wurde aufgrund ihrer Basensequenz im Zusammenspiel mit den
Pufferkonzentrationen und der Temperatur unterschiedlich gut und lange an die Séule
gebunden. Somit wurden DNA-Proben von unterschiedlichen Sequenzen und verschiedenem

GC-Gehalt, aber bei gleicher Lénge, zu unterschiedlichen Zeitpunkten von der Siule eluiert.
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Durch die Messung der UV-Absorption der Eluate wurden typische Signale, Peaks genannt,
generiert, die in einem gemeinsamen Chromatogramm als entsprechendes Profil resultierten.
Hierbei reprisentierte jeder Peak ein bestimmtes Amplikon, das sich in der Sequenz von den
anderen unterscheidet. Dabei war am Anfang des Profils ein hoher breiter Elutionspeak, der in
der ersten Phase der Auswaschung der Chromatographiesiule entstand, zu sehen (Domann et
al., 2003). Um nun dem einzelnen Peak den entsprechenden Erreger, durch Amplifizierung
und Sequenzierung, zuzuordnen, musste ein zweiter Durchlauf derselben Probe erfolgen. In
diesem zweiten Lauf, der auch als Sammellauf bezeichnet wird, wurde die von der Saule
eluierte DNA in einer 96-well Platte gesammelt. Dabei wurde alle 30 Sekunden in einer neuen
Vertiefung einer 96-well-Platte gesammelt. Zuvor wurde anhand des Chromatogramms der

Computer so programmiert, dass ein Peak genau in eine Vertiefung pipettiert wurde.

Aus diesen gesammelten Eluaten wurde die DNA erneut amplifiziert und anschlieend
sequenziert. Die danach durchgefiihrten bioinformatischen Analysen ermdoglichten in der

Regel eine Zuordnung des Bakteriums zu einer Gattung und einer Spezies.

Abbildung 5: WAVE/DHPLC mit angeschlossenem Computer (Transgenomic, Omaha, USA).

2.5.10 Ermittlung der Standardkurve fiir Piko® PCR / DHPLC

Wegen der erstmaligen Kombination der Piko® PCR mit der DHPLC wurde das Verhiltnis
der Keimzahl vor der Piko® PCR und der Amplitudenhéhe nach der Piko® PCR/DHPLC

ermittelt. Der Versuch wurde mit einem Staphylococcus aureus durchgefiihrt.
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Aus einer Ubernachtkultur des Erregers in TSB wurden 100 pl in 10 ml frisches Medium
tiberfithrt und auf dem Schiittler mit 180 rpm bei 38°C bebriitet. Nach zwei Stunden war eine
optische Dichte von 1,0 erreicht und es wurde eine Verdiinnungsreihe in Zehnerschritten bis
zur Verdiinnung 10° angelegt. Aus den Verdiinnungen erfolgte eine Zellzahlbestimmung
mittels Neubauerzéhlkammer. Danach wurde analog zum Originalmaterial eine DNA-
Aufreinigung (Invitek) durchgefiihrt. Nach der Piko® PCR wurden eine Gelkontrolle und ein
Profillauf mittels DHPLC angefertigt. Die ermittelte Standardkurve ist unter 3.3.2 abgebildet.

2.5.11 DNA-Sequenzierung

Erfolgreich amplifizierte DNA wurde mittels QIAGEN QIAquick PCR Purification Kit
Protocol aufgereinigt. Dazu wurden die 44 pl PCR-Produkt mit 220 pl Bindungspuffer
gemischt, auf eine Sdule in einem 2 ml Sammelréhrchen aufgetragen und zur DNA-Bindung
eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 750 pl
Waschpuffer aufgetragen. Nach einer Minute Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der
gesammelte Waschpuffer verworfen und erneut eine Minute zentrifugiert. Danach wird die
Saule in ein steriles 1,5 ml Rohrchen eingesetzt, mit 30 pul Wasser benetzt und fiir 5 Minuten
inkubiert. Zur Losung der DNA von der Sdule wurde wiederum fiir eine Minute bei 13.000
rpm zentrifugiert und so die aufgereinigte DNA aufgefangen. Die Sequenzierungen wurden
von einem externen Dienstleister (Agowa, Berlin) durchgefiihrt. Dabei wurde mittels der

Kettenabbruchmethode nach Sanger gearbeitet (Dettmer, 2005).

2.5.12 Bioinformatische Analyse

Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden in die Internet-Datenbanken des NCBI und Sepsitest
eingegeben. Das darauf folgende Suchergebnis zeigte an, ob die eingespeisten Sequenzen auf
in der Datenbank hinterlegte Sequenzen passten. Die Suchergebnisse gaben jeweils an wie
hoch der Verwandschaftsgrad der eingespeisten Sequenz zu dem jeweiligen Referenzstamm
war. Dabei wurde bei einer Ubereinstimmung iiber 99 % der Sequenzabfolge die Spezies des
Erregers und bei einer Ubereinstimmung iiber 95 % die Gattung angegeben. Wenn der in der
Ergebnisliste aufgefiihrte Referenzstamm sich an zweiter Stelle sich um weniger als 0,5 %

von dem erst Genannten unterschied, wurde ebenfalls nur die Gattung genannt.
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2.5.13 Bestimmung der Entziindungsparameter

2.5.13.1 CRP

Die Bestimmung des CRP fand aus Serum der Patienten im Zentrallabor der Abteilung fiir
klinische Chemie und Biochemie des UKGM Standort Gielen statt. Zur Anwendung kam die
Turbidimetrie, dabei wurde die Trilbung im Photometer anhand der Lichtschwichung
(Extinktion) eines durch die Suspension direkt durchgehenden Strahls gemessen. Die
Intensitéit des Streulichts im Turbidimeter ist vom CRP-Gehalt der Serumprobe abhingig, so
dass durch Vergleich mit Standards bekannter Konzentration der CRP-Gehalt der Probe
ermittelt werden kann. Die Bestimmung des CRP wurde von Mitarbeitern des Zentrallabors

der Abteilung fiir klinische Chemie durchgefiihrt.

2.5.13.2 Leukozyten

Die Bestimmung der Leukozyten fand ebenfalls im Zentrallabor des UKGM Standort Gief3en
durch dessen Mitarbeiter statt. Die Leukozyten wurden mittels Widerstandsmessprinzip aus
EDTA-Blut bestimmt. Dabei wurden zunidchst die Erythrozyten durch Lyse zerstort und
daraufhin die Leukozyten in einer Suspension verdiinnt. Weiter wurde eine Spannung
angelegt, aufgrund derer die Leukozyten von einem Pol angezogen wurden. Zwischen der
Leukozytensuspension und diesem Pol ist eine nur an einer Kapillar6ffnung durchgingige
Trennwand und die Leukozyten wurden bei Durchtritt durch diese Kapillar6ffnung maschinell

gezéhlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Als Studienpopulation wurden 80 Patienten der unfallchirurgischen Klinik der UKGM
Standort GieBen mit durch Osteosynthesen versorgten Frakturen zusammengefasst. Der
Untersuchungszeitraum umfasste zwolf Monate. Das Geschlechterverhéltnis belief sich bei

45 Méannern und 35 Frauen auf 1,3:1.

Tabelle 1: Verteilung der Probanden nach Geschlecht

Absolute Haufigkeit Relative Haufigkeit
Weiblich 35 43,8
Mainnlich 45 56,2
Gesamt 80 100

Das Durchschnittsalter der in die Studie aufgenommenen Patienten betrug zum
Untersuchungszeitpunkt 44,2 Jahre. Das Minimalalter lag bei fiinf Jahren und das

Maximalalter bei 80 Jahren.

Tabelle 2: Verteilung der Probanden nach Alter in Jahren

N Minimum | Maximum Mittelwert Median

Alter 80 5 80 44,2 43,5
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Altersverteilung

16

10

Absolute Haufigkeit [n]
©
1

5-16 17-26 27-37 38-48 49-59 60-69 70-80

Alter in Jahren

Abbildung 6: Altersverteilung der Patienten.

In jeder Altersklasse befanden sich mindestens acht und maximal 15 Probanden, im
Durchschnitt jeweils elf. Unter Abschnitt 3.6.1 wird auf den jeweiligen Anteil besiedelter

Implantate der Patienten der verschiedenen Altersklassen eingegangen.

3.2 Untersuchtes Osteosynthesematerial

Die 80 Osteosynthesen wurden alle im Rahmen geplanter Operationen explantiert. Die
Mehrheit der Fille, 73 von 80, waren komplikationslose, geplante Metallentfernungen. Bei 6
Patienten mussten Pseudarthrosen revidiert werden und einmal war ein Materialversagen die
Ursache der Explantation. Drei Proben wurden von der Studie ausgeschlossen, eine davon
wegen offensichtlicher Kontamination bei durchstolener Transporttiite. Bei den beiden
anderen Patienten wurden nur die Gentamycinketten ausgebaut, die aufgrund der Restwirkung

des Antibiotikums fiir die weitere Untersuchung ungeeignet waren.

Bei den untersuchten Materialien handelte es sich um 54 Plattenosteosynthesen vielféltiger
Art mit den entsprechenden Schrauben, 16 Schraubenosteosynthesen, acht Verriegelungs-
markndgel mit Verriegelungsschrauben und zwei Kirschner-Drihte. Bei 88 % der
Osteosynthesen handelte es sich bei dem verarbeiteten Material um Titan, die restlichen 12 %

waren Edelstahllegierungen.
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A) B) ' 0

I

D) E)

Abbildung 7: Originalmaterialien: A): verschiedene Schraubentypen B): und C): Platten- und
Schraubenosteosynthesen D): zwei Plattenosteosynthesen E): unterschiedliche Marknégel

3.3 Mikrobiota der Implantate

Zur Erfassung eines moglichst vollstandigen Spektrums wurden die Untersuchungsmethoden
der Kultivierung und der PCR eingesetzt. Die Kultivierung diente auch der Gewinnung von
Isolaten, um die Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika und die Féhigkeit zur Biofilmbildung

zu bestimmen.

3.3.1 Mikrobiologische Kultur

Bei 26 von den 80 (32%) untersuchten Osteosynthesen war makroskopisch eine Triibung der
Fliissigkulturen nach 24 bis 48 Stunden zu beobachten, diese war sowohl in dem Rdhrchen
mit den abgebiirsteten Metallteilen in TSB als auch in den TSB- und Thioglykolat-Réhrchen
mit der beim Abbilirsten angesammelten Kochsalzsuspension zu sehen. Die tlibrigen 54 Proben
wurden kontinuierlich bei 37°C iiber mindestens drei Wochen bebriitet und regelmifBig

kontrolliert. Die Fliissigkultur-Anreicherungen der Abstrichbiirsten fielen bei allen Proben



30 Ergebnisse

steril aus. Der durchgefiihrte Test auf Inhibition erbrachte keine Beeinflussung von
bakteriellem Wachstum durch die Abstrichbiirste. Bei den durchgefiihrten Ultraschallbad-
Reinigungen konnte nur in einem Fall eine bewachsene Fliissigkultur festgestellt werden. In
diesem einen Fall erbrachte die Fliissigkulturanreicherung nach Abbiirstung dasselbe
Ergebnis. In den anderen Féllen blieben die Anreicherungen nach Ultraschallbadreinigung
negativ. Aus diesem Grund wird auf die Ultraschallbadreinigung im Folgenden nicht néher

eingegangen. Die Ndhragarplatten blieben in allen Féllen unbewachsen.
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Abbildung 8: Links triibe, rechts ungetriibte Fliissigkultur.

3.3.1.1 Keimspektrum der mikrobiologischen Kultur

Von den 26 gefundenen Erregern bildeten die Koagulase-negativen Staphylokokken die
Mehrheit (53,8 %), am zweithdufigsten waren die Staphylococcus aureus-Isolate mit 23,1 %
vertreten. Sechs weitere Keime konnten bei je einem Implantat (je 3,8 %) identifiziert werden.

Es wurden keine Pilze nachgewiesen.

OKoagulase-negative Staphylokokken
B Staphylococcus aureus

O Corynebacterium amycolatum

O Corynebacterium minutissimum

B Bacillus pumilus

O Micrococcus sp.

B Paenibacillus sp.

O Pseudomonas aeruginosa

Abbildung 9: Keimspektrum der Fliissigkultur.
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Die nachgewiesenen Bakterien gehoren zu den Aerobiern. Alle waren grampositive Keime,
bis auf den Pseudomonas aeruginosa, ein gramnegatives Bakterium. Die Ergebnisse der
Kultivierung zeigten, dass immer nur sehr wenige Bakterien vorhanden waren, da sie nur in
der Fliissigkultur, in der eine biologische Amplifikation durch Anreicherung stattfindet,

wuchsen.

3.3.1.2 Antibiotika-Suszeptibilitiat

Die Untersuchung der 26 gefundenen Erreger auf die Empfindlichkeit gegeniiber Antibiotika
mittels Agardiffusionsverfahren lieB keine Multiresistenzen erkennen. Die ausgetesteten

Antibiotika stammten aus der Gruppe der B-Lactam-Antibiotika, Makrolide, Lincosamide und

Glykopeptid-Antibiotika.

Abbildung 10: Im Agardiffusionsverfahren sind unterschiedlich groe Hemmhd&fe um die Antibiotikapléttchen zu
erkennen. Diese repridsentieren ein sensibles, intermedidr-sensibles und resistentes Verhalten gegeniiber
Antibiotika.

Bei der Auswertung der Sensibilititstestung wurde die NCCLS-Methode
(http://www.clsi.org/) (Schwaber et al., 2004) angewandt. Dabei ist die GroBBe des Hofs um

das Antibiotikaplittchen auf den bewachsenen Miiller-Hinton-Platten ausschlaggebend.

In der folgenden Abbildung ist dargestellt, wie hdufig gegen das auf der Abszisse

aufgetragene Antibiotikum unter allen Erregern eine Resistenz vorhanden war.
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Amoxicillin/Clavulanséure
Ampicillin
Ampicillin/Sulbactam
Cefalexin

Cefazolin
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Cefotaxim

Cefpodoxim
Ceftazidim
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Cefuroxim
Ciprofloxacin
Clindamycin
Erythromycin
Flucloxacillin
Fosfomycin
Gentamicin

Imipenem

Meropenem
Moxifloxacin

Ofloxacin

Penicillin
Piperacillin/Combactam
Sulfamethoxazol/Trimethoprim
Tetracyclin
Tobramycin

Vancomycin
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Anzahl an Resistenzen

Abbildung 11: Zusammenfassung der vorgefundenen Resistenzen.

Die geringste Wirkwahrscheinlichkeit zeigten Ceftazidim, Penicillin, Fosfomycin und
Ampicillin, dicht gefolgt von Erythromycin und Clindamycin. Indessen waren gegen

Piperacillin mit Combactam, Imipenem und Meropenem alle Bakterien empfindlich.
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Gegen das zur perioperativen Prophylaxe bei Implantation verwendete Cefazolin bestand
lediglich bei einem nachgewiesenen Erreger eine Resistenz. Allerdings waren gegen
Clindamycin, das aufgrund seiner guten Gewebegingigkeit hidufig bei Knocheninfektionen

eingesetzt wird, 8 der 26 Erreger resistent (Aktories, 2009).

Die zwei nun folgenden Tabellen geben einen Uberblick iiber das Resistenzprofil der

einzelnen Erreger.

Tabelle 3: Resistenzprofil bei Koagulase-negativen Staphylokokken (CNS) und Staphylococcus aureus (SA): 0 -

resistent, 1 - intermedidr sensibel, 2 - sensibel

Probe

W
W
W
[o)}
-3
[\

Antibiotikum / Erreger Koa ulase-negativen Staphylokokken Staphylococcus aureus

Amoxicillin/Clavulansdure 2 2 2 2 2 2 2 21222

Ampicillin

Ampicillin/Sulbactam

Cefalexin

Cefazolin

Cefepim

Cefotaxim

Cefpodoxim
Ceftazidim

Ceftriaxon

Cefuroxim

Ciprofloxacin

Clindamycin

Erythromycin

Flucloxacillin

Fosfomycin

Gentamicin

Imipenem

Meropenem

Moxifloxacin

Ofloxacin

Penicillin

Piperacillin/Combactam

Sulfamethoxazol/Trimethoprim

Tetracyclin

Tobramycin
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Tabelle 4: Resistenzprofil der iibrigen Erreger

Probe 24 1,28 49 75 32

Antibiotikum / Erreger Bacillus | Corynebacterium Micrococcus Paenibacillus Pseudomonas
2

[ ]
o
o
<

Amoxicillin/Clavulansdure

Ampicillin

Ampicillin/Sulbactam

Cefalexin

Cefazolin

Cefepim

Cefotaxim

Cefpodoxim
Ceftazidim

Ceftriaxon

Cefuroxim

Ciprofloxacin

Clindamycin

Erythromycin

Flucloxacillin

Fosfomycin

Gentamicin

Imipenem

Meropenem

Moxifloxacin

Ofloxacin

Penicillin

Piperacillin/Combactam

Sulfamethoxazol/Trimethoprim

Tetracyclin

Tobramycin
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Vancomycin

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Staphylococcus aureus Stamme gegen Flucloxacillin, dem
Nachfolgepriaparat von Methicillin, empfindlich sind. Das heif}t, es konnte kein Methicillin-

resistenter S. aureus (MRSA) gefunden werden.

3.3.2 PCR/DHPLC

Die Untersuchung des Materials mit einer 2-Schritt-PCR unter Verwendung der Thermus
aquaticus-DNA-Polymerase in einem herkémmlichen Thermocycler fiel in allen Fillen
negativ aus. Da bei einem Teil dieser negativ ausgefallenen PCR-Ergebnisse in der kulturellen
Anzucht ein Keimnachweis gelungen war, wurde ein sensitiveres PCR-Verfahren mit einer

anderen Polymerase getestet. Dabei wurden zur Austestung Proben aus der mikrobiologischen
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Routinediagnostik verwendet. Einschlusskriterium war, dass das Untersuchungsmaterial in
der Fliissigkultur zu einer Triibung fiihrte, wiahrend die Néhragarplatten steril geblieben waren

und der Erregernachweis mittels herkdmmlicher PCR nicht gelang.

Die Untersuchung der Proben mit dem Piko® Thermal Cycler erbrachte eine deutliche Bande
in der Gelelektrophorese. Dagegen fiel die PCR im herkdmmlichen Thermocycler negativ
aus. Zur ndheren Begutachtung dieser unterschiedlichen Ergebnisse wurde mit beiden PCR-
Produkten eine DHPLC-Untersuchung durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in der folgenden
Abbildung dargestellt.
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Abbildung 12: DHPLC-Analyse des PCR-Produkts des Piko® Thermal Cycler 1und des PCR-
Produkts eines herkommlichen Thermocyclers | bei gleichem Ausgangsmaterial. * Eluationspeak
(Domann et al., 2003).

Die PCR/DHPLC-Untersuchung aus dem herkdémmlichen und aus dem Piko® Thermal
Cycler ist in Abbildung 12 dargestellt. Das Ergebnis des Piko® PCR Produkts, welches der
roten Kurve entspricht, lisst zwei hohe Peaks erkennen mit Amplituden von je 3,8 mV. Auch
im Profillauf des PCR-Produkts des herkdmmlichen Thermocyclers, schwarze Kurve, sind
zwei Peaks zu erkennen, aber mit einer deutlich niedrigeren Amplitude von 1,8 und 1,5 mV.
Eine Amplifizierung solch niedriger Peaks erbrachte aufgrund der niedrigen DNA-Menge

schlechte oder keine Ergebnisse nach Sequenzierung.
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Um das Verhiltnis von Keimanzahl vor Piko® PCR und Amplitudenhéhe nach PCR/DHPLC

zu bestimmen wurde eine Standardkurve angefertigt und ist in der folgenden Abbildung

dargestellt. Der Versuch ist im Abschnitt 2.5.10 beschrieben.

Tabelle 5: Gemittelte Messergebnisse zur Erstellung der Standardkurve.

Absorption Absorption
S.aureus/ml (mV) S.aureus/ml (mV)
1.Verdiinnung| 7488000 27,4 5.Verdiinnung 0,35 2,3
2.Verdiinnung 23100 17,8 6.Verdiinnung 0 2
3.Verdiinnung 125 7,6 7.Verdiinnung 0,001 0
4.Verdiinnung 13,5 3,3 8.Verdiinnung 0 0
Standardkurve
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Abbildung 13: Standardkurve zur Kalkulation der Bakterienzahl nach der Amplitudenhdhe, hier

Staphylococcus aureus. Logarithmische Darstellung mit Regressionsgerade.

Die Untersuchung zur Aufstellung der Standardkurve ergab fiir den wuntersuchten

Staphylococcus aureus, dass bereits bei 13 Erregern pro Milliliter aufgereinigtem
Originalmaterial im Chromatogramm der DHPLC eine Amplitude von 3,3 mV ausschlédgt. Bei
125 Staphylococcus aureus pro Milliliter war die Amplitude bereits bei 7,6 mV. Bei 125
Erregern pro Milliliter befinden sich rechnerisch in den 5 pl aufgereinigtem Originalmaterial

0,625 Zellen.
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Darauthin wurde dasselbe DNA-Extrakt mit dem Piko® Thermal Cycler, einer PCR mit einer
neuen DNA Polymerase aus Pyrococcus, amplifiziert. Mit diesem Verfahren konnte in 52 von
80 Fillen erfolgreich DNA nachgewiesen werden. Diese PCR-Produkte wurden mittels
DHPLC (WAVE®) auf Bakteriengemische untersucht. Die Ergebnisse der DHPLC wurden in
Form von Amplituden ausgegeben. Zur Verdeutlichung werden drei beispielhafte
Kurvenverldufe und die durch erneute Amplifizierung und Sequenzierung zugeordneten

Erreger-Bezeichnungen dargestellt.
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Abbildung 14: Charakteristische Auswahl dreier DHPLC-Analysen mit zugeordneten Sequenzierergebnissen.
Bei A handelt es sich um Probe 43, bei B um Probe 49 und bei C um Probe 9. Die Sequenzierung der mit |
gekennzeichneten Peaks erbrachte kein Ergebnis. (*) Eluationspeak.
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3.3.2.1 Keimspektrum aus PCR/DHPLC

Das Spektrum der mit Hilfe der PCR/DHPLC nachgewiesenen Erreger ist im folgenden
Kreisdiagramm dargestellt. Es konnte keine Pilz-DNA nachgewiesen werden. Wie bereits in
der kulturellen Anzucht konnten auch hier die Staphylokokken am zahlreichsten

nachgewiesen werden.

O Bacillus sp.

@ Bacteroides sp.

O Clostridium sp.

O Corynebacterium sp.

B Enterobacteriaceae

O Lactobacillus sp.

@ Micrococcus sp.
OMoraxellaceae

B Porphyromonas gingivalis
@ Prevotella sp.

O Propionibacterium acnes
O Pseudomonas sp.

B Staphylococcus sp.

B Stenotrophomonas maltophilia
@ Streptococcus sp.

Abbildung 15: Keimspektrum der PCR/DHPLC-Analyse.

Von allen nachgewiesenen Bakterien waren Bacteroides sp., Clostridium sp., Porphyromonas
gingivalis, Prevotella sp. und Propionibacterium acnes den Anaerobiern zuzuordnen. An
acroben und mikroaerophielen Bakterien wurden Bacillus sp., Corynebacterium sp.,
Enterobacteriaceae, Lactobacillus, Micrococcus, Moraxellaceae, Pseudomonas sp.,

Staphylococcus sp., Stenotrophomonas maltophilia und Streptococcus sp. nachgewiesen.

Der amplifizierte Abschnitt der 16S rDNA machte bei vielen Bakterien keine genaue
Zuordnung der Erreger zu einer Spezies moglich. Das lag daran, dass sich die Spezies einer
Gattung innerhalb dieses amplifizierten Stiickes hdufig zu wenig unterscheiden, um sie sicher
voneinander abzugrenzen. Diese Problematik bei Bakterienspeziesidentifizierungen anhand

der 16S rDNA ist in verschiedenen Studien bereits untersucht worden.
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Eine unzureichende Trennung der Spezies fillt besonders bei den Streptokokken (Chen et al.,
2004; Kawamura et al., 1995), den Enterokokken (Patel et al., 1998) und den Corynebakterien
(Bosshard et al., 2003) auf.

Auch wenn eine genaue Speziesbestimmung somit nicht moglich war, sind einzelne Spezies
in der bioinformatischen Sequenzanalyse besonders hdufig vorgekommen. Bei den
Staphylokokken waren neben  Staphylococcus aureus auch Koagulase-negative
Staphylokokken-Spezies Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saphrophyticus und Staphylococcus simiae oft als Analyseergebnis zu finden. Aus der Familie
der Enterobacteriaceac waren hdufig vertretene Gattungen Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia und Klebsiella. Bei den Streptokokken  gehdrten Streptococcus mitis,
Streptococcus pneumoniae und Streptococcus pyogenes zu den oft in der Sequenzanalyse
vertretenen Spezies. Aus der Familie der Lactobacillaceae waren zwei Spezies vertreten,
Lactobacillus paracasei und Lactobacllus rhamnosus. Bei der Familie der Moraxellaceae

fanden sich meistens die Gattungen Acinetobacter, Moraxella und Psychrobacter.

3.4 Biofilme

Alle 26 Erreger wurden auf die Fihigkeit zur Biofilmbildung untersucht. Dabei wurde
zunéchst der standardisierte Biofilm Formation Assay (O'Toole et al., 1999) durchgefiihrt. Des
Weiteren wurde daraus ein Versuchsansatz moduliert, der den Bakterien anstatt der
Plastikoberflache eine Metalloberfliche aus Implantatmaterial bietet. So sollte den in vivo

gegebenen Verhiltnissen moglichst genau entsprochen werden.

3.4.1 Ergebnisse Biofilm Formation Assay

Gemdl dem Studienprotokoll wurde mit den isolierten Erregern ein Biofilm-Assay auf
Kunststoffoberfliche durchgefiihrt. Hierbei fand sich bei 16 der 26 Erreger eine
Biofilmbildung nach 1 bis 6 Tagen Inkubation. Es handelt sich hierbei um 14 Koagulase-
negative Staphylokokken, 6 Staphylococcus aureus, einen Micrococcus sp. und einen

Paenibacillus sp.
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In der folgenden Tabelle sind Beispielbilder fiir verschiedene Biofilmausprigungen dargestellt
und die zugeordneten qualitativen Zahlenwerte aufgefiihrt. In der rechten Spalte sind
auBlerdem die zugehorigen arithmetischen Mittelwerte der quantitativen Dichtemessung

nachzulesen. Die Werte entsprechen der Extinktion bei 450 nm.

Tabelle 6: Die qualitative Beurteilung der Biofilme erfolgte nach Anfarbung mit dem Farbstoff crystal violet
(CV). Bei der Auswertung wurden ansteigende Zahlenwerte bei zunehmender Biofilmbildung verwendet. Fiir die
quantitative Messung der relativen Dichte wurde der Biofilm mit Ethanol gelost. Diese Tabelle fungiert als

Legende zur Abbildung 16 und 17.

Qualitative Beurteilung der Biofilme Beispielbilder Quantitativen Messung der

nach Firbung Biofilme:
- mit CV, vor

Optische Ausprigung | Entsprechender Mittelwerte der relativen

Losung in
Zahlenwert Dichte + SD

Ethanol

Kein Biofilm 0 0,027 £0,014

Schwacher Biofilm 1 0,056 £ 0,021

r - F
& d‘?
\ |

Deutlicher Biofilm 2 0,074 £ 0,018

Starker Biofilm 3 0,096 £ 0,031

Eine genauere Auswertung des Zusammenspiels des qualitativen und quantitativen Ausmales

erlaubt die folgende Abbildung.
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Abbildung 16: Boxplot-Diagramm mit Verteilung der quantitativ gemessenen relativen Dichte bezogen auf
die qualitative Zuordnung zu keinem, schwachem, deutlichem und starkem Biofilm.

Dargestellt sind die quantitativ gemessenen Extinktionen auf der Ordinate und die qualitativ
ausgewerteten Auspriagungen der Biofilme in vier Kategorien auf der Abszisse. Zu jeder
Kategorie gibt es eine Kastengrafik, bei der die Box den Interquartilsabstand darstellt und der
darin liegende Querstrich fiir den Median steht. Die Langsstriche stellen den Bereich dar, in
dem sich alle Werte streuen. Die quantitative Messung der Dichte korreliert gut mit der
qualitativen Beurteilung der optisch sichtbaren Biofilme. Median und Interquartilsabstand

steigen deutlich in jeder Gruppe an.

In den drei folgenden Stabdiagrammen ist die Auspriagung der Biofilme der einzelnen
Bakterien dargestellt. Im ersten Diagramm fiir alle Koagulase-negativen Staphylokokken, im
zweiten fiir Staphylococcus aureus und im dritten fiir die weiteren Erreger. Dabei bezieht sich

die Skalierung der Ordinate auf die qualitative Bewertung des gebildeten Biofilms.
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Abbildung 17: Biofilmbildung bei den verschiedenen Erregern. Legende zur Veranschaulichung der
Auspragung der Biofilme siehe Tabelle 6.
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Im Uberblick der drei verschiedenen Diagramme zeigt sich Staphylococcus aureus als

hiufigster (83 %) und am ausgeprégtesten biofilmbildende Keim.

Bei den Koagulase-negativen Staphylokokken zeigten 71% der Keime ein positives Ergebnis.
Von den anderen sechs einzelnen Erregern zeigten nur der Micrococcus und der Paenibacillus

eine schwache Biofilmbildung.

3.4.2 Biofilmbildung auf metallenen Oberflichen

Nach dem erstellten Protokoll wurde mit den isolierten Erregern ein Biofilm-Assay auf
Metalloberflache durchgefiihrt. Hierbei fand sich bei 15 der 26 Erreger eine Biofilmbildung
nach einem Tag Inkubation. Eine Quantifizierung der Ausprigung ist nicht vorgenommen
worden. Die Testung wurde jeweils sowohl auf einem Wiirfel aus Edelstahl als auch einem
aus Titan durchgefiihrt. Das Material hatte in unserer Untersuchung keinen Einfluss auf die
Ausbildung eines Biofilms, weswegen in der Auswertung der Ergebnisse nicht ndher darauf
eingegangen wird. Bei der Betrachtung der untersuchten Bakterien ergeben sich folgende

Erkenntnisse:

e Die Hilfte der 16 untersuchten Koagulase-negativen Staphylokokken bildet auf Metall

einen Biofilm.
e Finf der sechs S. aureus besiedeln die Oberflache des Metallwiirfels.

e Von den anderen Erregern zeigt der Paenibacillus ein den Staphylokokken verwandtes
flachiges Wachstumsmuster, wihrend die Besiedlungsform des Pseudomonas an einen

Schweif erinnert.

Auf den folgenden Aufnahmen sind die unterschiedlichen Biofilme makroskopisch gut zu

erkennen.

Abbildung 18: Flachiger Biofilm auf Metallwiirfel, hier Staphylococcus aureus.
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Abbildung 19: Schweifartiges Wachstum von Pseudomonas aeruginosa auf Metallwiirfel.

3.4.3 Vergleich Biofilm auf Plastik versus Metall

Bei 72 % der untersuchten Erreger sind die Ergebnisse des herkdmmlichen Biofilm Formation
Assays und des modulierten Tests auf metallenen Oberfldchen iibereinstimmend. Zwei der
untersuchten Bakterien bildeten auf metallenen Oberflachen einen Biofilm aus, wihrend sie
auf Plastikoberflichen nicht dazu in der Lage waren. Bei beiden handelte es sich um
Koagulase-negative Staphylokokken. Einzig auf der Plastikoberfldche zeigten hingegen vier

Koagulase-negative Staphylokokken und ein Micrococcus eine Biofilmbildung.

3.5 Metagenom-Ergebnisse aus kulturellem und molekularem Nachweis

Bei den 80 untersuchten Osteosynthesen waren nach dem Aufbrechen besiedelnder Biofilme
durch die neu etablierte Biirsten-Reinigungs-Methode bei 58 der 80 Proben der Nachweis
eines oder mehrerer besiedelnder Mikroorganismen moglich. Nach Zusammenfassung der
Ergebnisse der kulturellen Anzucht und der angewendeten molekularbiologischen Methoden

ergibt sich das in der folgenden Abbildung dargestellte Keimspektrum.
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O Bacillus sp.

B Bacteroides sp.

O Clostridium sp.

O Corynebacterium sp.

B Enterobacteriaceae

O Lactobacillus

@ Micrococcus sp.

O Moraxellaceae

B Paenibacillus sp.

B Porphyromonas gingivalis
O Prevotella sp.

O Propionibacterium acnes
B Pseudomonas sp.

B Staphylococcus sp.

B Stenotrophomonas maltophilia
B Streptococcus sp.

Abbildung 20: Metagenom-Ergebnisse aus Kultur und PCR / DHPLC.

Die Metagenom-Ergebnisse aus den unterschiedlichen Untersuchungsmethodiken erbringen
ein deutlich verbreitertes Keimspektrum. Am hdufigsten waren mit 28 % Staphylokokken
nachzuweisen, in 13 % der Fille waren Enterobakterien, Lactobazillen und Moraxellen zu
finden. Die iibrigen Erreger sind namentlich in der Abbildung 21 erwdhnt und machen jeweils

zwischen einem und sieben Prozent aus.

In der folgenden Tabelle sind ausschlieBlich die Ergebnisse der besiedelten Proben

angegeben.
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Tabelle 7: Metagenom-Ergebnisse der Untersuchung: Neben der Probennummer sind das Geschlecht des Patienten und die

nachgewiesenen Erreger aufgelistet.

Probe Geschlecht | Erreger Probe Geschlecht | Erreger
Bacteroidacea
1 w Corynebacterium sp. 43 m Clostridium sp.
Lactobacillus sp.
Enterobacteriaceae
3 m Staphylococcus sp. 44 m Staphylococcus sp.
Lactobacillus sp.
6 w Staphylococcus sp. 45 m Staphylococcus sp.
7 m Streptococcus sp. 46 w Streptococcus sp.
Porphyromonas gingivalis
8 w Staphylococcus sp. 47 w Staphylococcus sp.
Enterobacteriaceae
Staphylococcus sp. -
9 w 48 w Lactobacillus sp.
Streptococcus sp. Stenotrophomonas maltophilia
Corynebacterium sp. Egg:gg‘:gﬁ%iasp
10 m Propionibacterium sp. 49 m Micrococcus sp.
Staphylococcus sp. Moraxellaceae
Moraxellaceae .
18 w Pseudomonas sp. 50 m Enterobacteriaceae
19 m Moraxellaceae 52 W Enterobacteriaceae
Staphylococcus sp. Lactobacillus sp.
20 W Moraxellaceae 55 m Enterobacteriaceae
Propionibacterium acnes Staphylococcus sp.
Moraxellaceae
21 m Propionibacterium acnes 56 m Staphylococcus sp.
Enterobacteriaceae
22 w Staphylococcus sp. 57 w Micrococcus sp.
Moraxellaceae .
23 w Staphylococcus sp. 58 w Enterobacteriaceae
Bacillus sp. Bacteroidacea
Moraxellaceae .
24 m 59 m Lactobacillus sp.
Streptococcus sp.
; Moraxellaceae
Enterobacteriaceae
Prevotella sp. .
25 m Staphylococcus sp. 60 w Enterobacteriaceae
27 w Moraxellaceae 61 m Staphylococcus sp.
28 w Corynebacterium sp. 62 m Enterobacteriaceae
Moraxellaceae
29 m Bacteroidacea 63 W Enterobacteriaceae
Staphylococcus sp. Staphylococcus sp.
30 W Moraxellaceae 64 m Enterobacteriaceae
Staphylococcus sp. Lactobacillus sp.
Moraxellaceae
31 m Streptococcus sp. 65 m Staphylococcus sp.
32 m Pseudomonas aeruginosa 66 w Bacteroidacea
35 m Staphylococcus sp. 67 m Pseudomonas sp.
Lactobacillus sp.
36 m Staphylococcus sp. 68 m Staphylococcus sp.
37 w Lactobacillus sp. 70 w Enterobacteriaceae
38 m Lactobacillus sp. 71 w Bacteroidacea
Staphylococcus sp.
39 m Staphylococcus sp. 72 w Staphylococcus sp.
Lactobacillus sp.
40 w Staphylococcus sp. 73 w Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Enterobacteriaceae
41 m Lactobacillus sp. 75 m Paenibacillus sp.
Staphylococcus sp.
0 m Bacteroidacea 80 W Corynebacterium sp.

Lactobacillus sp.

Staphylococcus sp.
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Die Tabelle 7 fiihrt alle 58 Proben auf, bei denen ein Keimnachweis gelang. Dabei sind in
59 % mehr als ein besiedelnder Erreger und somit eine polymikrobielle Kolonisation

festgestellt worden.

3.6 Korrelation der Ergebnisse mit den klinischen Daten der Patienten

Alle in die Studie aufgenommenen Patienten unterzogen sich einer geplanten Osteosynthese-
Explantation, die nicht im Zusammenhang mit einer Implantatinfektion stand. Die Ergebnisse
der Untersuchung zeigten bei anndhernd drei Viertel der Patienten eine Besiedlung des
Implantats. Die nun folgenden Darstellungen sollen mogliche Wechselbeziehungen zwischen

der Besiedlung der Implantate und der Klinik der Patienten offen legen.

3.6.1 Geschlecht der Patienten

Von den 35 Proben weiblicher Patienten wurde bei 76 % eine Besiedlung nachgewiesen. Bei

den Osteosynthesen der ménnlichen Probanden waren 71 % mikrobiell besiedelt.

3.6.2 Alter der Patienten

Bei den Patienten, von deren Osteosynthesematerial Erreger kultiviert werden konnten, betrug
das Alter im Mittel 42,5 Jahre, was auch dem Median entspricht. Die folgende Abbildung gibt
einen Uberblick iiber die Korrelation der Altersklassen der Patienten und die Anzahl der

besiedelten Osteosynthesen.
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Abbildung 21: Korrelation vom Alter der Patienten und der Kolonisation der Implantate.

Die absolute Héaufigkeit der besiedelten Implantate in den sieben Altersklassen ergibt
anndhernd eine Normalverteilung. In den beiden Randgruppen gibt es je sechs besiedelte
Implantate von neun beziehungsweise zehn im Gesamten. Bei den drei Altersgruppen im
Mittelfeld, von 27 bis 59 Jahren, sind anteilsméBig die meisten besiedelten Implantate zu
finden, sie machen 85 % aller Implantate in den drei Altersgruppen und die Hélfte der

Gesamtmenge der besiedelten Osteosynthesen aus.

3.6.3 Frakturlokalisation

Das untersuchte Material stammte von Frakturen verschiedener kurzer Knochen wie
beispielsweise Wirbelknochen oder Rdohrenknochen wie dem Femur. Die untersuchten
Implantate wurden zur Frakturversorgung folgender alphabetisch aufgezéhlter Lokalisationen
eingesetzt: Articulatio talocruralis (Oberes Sprunggelenk), Calcaneus (Fersenbein),
Clavicula (Schliisselbein), Femur (Oberschenkelknochen), Humerus (Oberarmknochen),
Manus (Hand), Radius (Speiche), Sacrum (Kreuzbein), Tibia (Schienbein), Ulna (Elle),
Vertebra lumbalis (Lendenwirbelknochen). Das folgende Kreisdiagramm veranschaulicht die

jeweils relative Hiufigkeit des frakturierten Knochens an allen hier untersuchten Patienten.



50 Ergebnisse

4% 3% OCalcaneus

B Femur
OHumerus
OClavicula

B Vertebra lumbalis
OManus

B Radius

OSacrum

B Articulatio talocruralis
B Tibia

OUlna

Abbildung 22: Relative Anteile der einzelnen Frakturlokalisationen.

Die Gegeniiberstellung der Haufigkeit der Besiedlung und der Lokalisation der behandelten
Fraktur ist in der folgenden Tabelle 8 sowie der Abbildung 23 veranschaulicht.

Tabelle 8: Anteil besiedelter Implantate an allen Implantaten einer Lokalisation

Vertebra Articulatio
Bruchstelle | Calcaneus | Femur | Humerus | Clavicula | lumbalis | Manus | Radius | Sacrum talocruralis | Tibia] Ulna
Besiedelt 100% 63% 70% 92% 100% 100% 75% 100% 66% 54% | 100%
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Abbildung 23: Erregernachweis in Abhéngigkeit von der Frakturlokalisation.
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Aus dem Schaubild lédsst sich eine ungleichméfige Verteilung der kolonisierten Implantate
erkennen. Die Osteosynthesen von Calcaneus, Ulna, Sacrum, Manus und Vertebra lumbalis
sind mit je 1-3 Proben am seltensten vertreten und auf allen konnte eine Kolonisation
nachgewiesen werden. Der Anteil besiedelter Implantate sinkt bei den hédufiger untersuchten

Lokalisationen auf Werte von 92 % bei Clavikula-Frakturen und 46 % bei Tibia-Frakturen.

Es lie sich keine Regelmifigkeit in der Zuordnung der Erregerspezies zu den

unterschiedlichen Frakturlokalisationen erkennen.

3.6.4 Entziindungsparameter

3.6.4.1 CRP

Das C-reaktive Protein wird zu den Akute-Phase-Proteinen gezihlt. Diese steigen im Rahmen
entziindlicher Erkrankungen, sowohl infektioser als auch nicht infektioser Genese, an. Das
C-reaktive Protein wurde aus dem Plasma der Patienten bestimmt und in Milligramm pro
Liter (mg/l) angegeben. Dabei wurden Werte unter 1 mg/l als physiologisch gewertet. Ein
erhohter Plasmaspiegel spricht dabei fiir eine aktivierte Immunantwort. Dabei ist vom
Zentrallabor der Abteilung fiir klinische Chemie und Biochemie des UKGM Stankdort Gie3en
der Bereich von 1-3 mg/l als Graubereich angegeben. Das heifit, dass diese Werte auch
physiologisch, auftreten konnen.

ohne eine Entziindungsreaktion, Die préoperativ

abgenommenen CRP-Werte sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 9: Préoperativ vor Osteosynthese-Implantation bestimmte CRP-Werte

CRP<1 mg/l CRP 1-3 mg/1 CRP>3 mg/l |Summe
Implantat (Physiologisch) [(Graubereich) |(Pathologisch)
Besiedelt 14 12 24 50
Nicht besiedelt 7 4 10 21
Summe 21 16 34 71
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Bei 48 % der Patienten mit besiedelten Implantaten ist vor der Implantation der Osteosynthese
eine pathologische Erhohung des CRP-Wertes festgestellt worden. Dagegen wurde bei 52 %
der Patienten mit nicht besiedelten Implantaten ein Wert von maximal 3 mg/l bestimmit.

Signifikanz konnte hier aber nicht nachgewiesen werden. Der Mittelwert liegt bei 8,7 mg/I.

3.6.4.2 Leukozyten

Auch die Anzahl der Leukozyten ist prdoperativ bestimmt worden. Dabei sind Werte
zwischen 4 000 und 10 000 Leukozyten pro Mikroliter physiologisch, Werte dariiber weisen
auf eine Entzlindungsreaktion hin. In der Gruppe der Patienten mit den besiedelten
Implantaten zeigten 17 % eine erhohte Zahl der weilen Blutkdrperchen, wahrend die Gruppe
mit den keimfreien Implantaten in nur 12 % auffdllige Werte bot. Das Spektrum der
gemessenen Werte erstreckte sich von minimal 3 300/pl bis maximal 12 300/ul. Das

arithmetische Mittel betragt 7 300/pl.

Tabelle 10: Leukozyten-Zahl der Patienten

Leukozyten < 10 000/ul Leukozyten > 10 000/ul | Summe
Implantat
Besiedelt 46 6 52
Nicht besiedelt 17 4 21
Summe 63 10 73

3.6.5 Verweildauer der Implantate

Die mittlere Implantat-Verweildauer betrug 11,4 Monate (minimal 1 bis maximal 38 Monate),
der Median lag bei 11,5 Monaten. Dabei war die durchschnittliche Liegezeit der positiv

getesteten Proben 10,1 Monate und der iibrigen 12,6 Monate.

Bei den Prothesen-assoziierten Infektionen gibt es eine anerkannte Einteilung nach dem
Zeitpunkt des Geschehens. Frithe Infektionen treten bis zu drei Monate postoperativ auf,

verzogerte Infektionen 3 bis 24 Monate nach der Operation und nach iiber 24 Monaten spricht
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man von spéten Infektionen (Trampuz und Widmer, 2006). Wenn man diese Einteilung fiir die
untersuchten unfallchirurgischen Implantate {ibernimmt, kommt man zu dem in Abbildung 24

dargestellten Ergebnis.

60
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40+

30 @ Nicht besiedelt
20- OBesiedelt

Anzahl

10+

1-3 Monate 4-24 Monate >24 Monate

Verweildauer der Implantate

Abbildung 24: Verweildauer der Implantate.

Klassischerweise werden diese drei Infektions-Typen durch unterschiedliche Erreger
hervorgerufen. Zu den typischen Auslésern der Friihinfektion zdhlen pathogene
Mikroorganismen wie Staphylococcus aureus, wihrend fiir die Spatinfektion eher weniger
pathogene Keime wie Koagulase-negative Staphylokokken verantwortlich sind (Trampuz und
Widmer, 2006). Auch dieses Ergebnis ldsst sich anhand der aktuellen Untersuchung
nachvollziehen, wie Tabelle 11 zeigt. Hier werden ausnahmsweise nur die Ergebnisse aus der
kulturellen Anzucht betrachtet, da die Unterscheidung von Staphylococcus aureus und
Koagulase-negativen Staphylokokken grundlegend wichtig ist und diese Unterscheidung fiir

die molekular nachgewiesenen Erreger, wie in 3.3.2.1 erklért, nicht getroffen wird.

Tabelle 11: Erreger frither und spiter Infektionen

Erreger | Verweildauer | 1-3 Monate 4-24 Monate
Koagulase-negative 40 % (2) 61 % (11)
Staphylokokken

Staphylococcus aureus 60 % (3) 11 % (2)
Andere 0% 28 % (5)
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3.6.6 Verwendete Osteosynthesearten

Bei den untersuchten Materialien handelte es sich um 54 Plattenosteosynthesen vielféltiger
Art mit den entsprechenden Schrauben, 16 Schraubenosteosynthesen, acht Verriegelungs-
marknédgel mit Verriegelungsschrauben und zwei Kirschner-Dréihte. Die Abbildung 25 zeigt
den prozentualen Anteil der besiedelten Implantate an allen Implantaten der jeweils

verwendeten Osteosyntheseart.
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Abbildung 25: Erregernachweis in Abhéngigkeit von der Osteosyntheseart.

Wenn man die in der Abbildung dargestellten relativen Haufigkeiten vergleicht, zeigt sich bei
allen ein dhnliches Verhiltnis besiedelter Implantate zu nicht besiedelten Implantaten. Dabei
sind in absoluten Zahlen ausgedriickt 37 der 52 Schraubenosteosynthesen, 12 der 16 Platten-

osteosynthesen, sieben der acht Marknégel und vier von fiinf Kirschner-Drihten besiedelt.
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4 Diskussion

Seit Beginn der 60er Jahre hat die offene Reposition von Knochenfrakturen mit interner
Fixierung die konventionelle Gipsbehandlung und Extension bei vielen Frakturtypen abgelost
(Arens und Hansis, 1998). Die postoperative Infektion ist dabei als eine der bedeutendsten
und folgenschwersten Komplikationen anzusehen. Diese und andere Fremdkorper-assoziierte
Infektionen stellen die moderne Medizin in den verschiedensten Fachbereichen vor
gravierende Probleme (Dickinson und Bisno, 1989). Neben einer lokalen Infektion des den
Fremdkorper umgebenden Gewebes mit entsprechenden lokalen Komplikationen stellen die
besiedelnden Bakterien eine Quelle fiir disseminierte Infektionen von Weichteilentziindungen
bis hin zur schweren Sepsis dar (Jenkins et al., 2010; Raz et al., 2009). Bisher gibt es
beziiglich der Diagnostik und Therapie solcher Fremdkdrper-assoziierten Infektionen keine
Leitlinie der AMWF. Ziel ist es, eine interdisziplindre evidenzbasierte Leitlinie fiir Diagnostik
und Therapie zu erarbeiten, um so eine optimale und einheitliche Versorgung der Patienten zu
ermoglichen. Wihrend Fremdkorper wie zum Beispiel Venenverweilkatheter bei Zeichen der
Infektion sofort entfernt, beziehungsweise gewechselt werden konnen, ist bei operativ
eingebrachten Implantaten die Entscheidung zur Entfernung mit einer erneuten Operation und

den damit einhergehenden Risiken verbunden.

Dabei ist es Stand der Forschung auf dem Gebiet der implantatassoziierten Infektionen, dass
biofilmbildende Bakterien die in den Kdorper eingebrachten Fremdkorper besiedeln (Makarem
et al., 2008; Wagner et al., 2006; Wilson, 2001). In zahlreichen Studien zur Erforschung von
Implantatinfektionen sind Pridispositionen, Atiologie und Diagnosestellung beschrieben
(Achermann et al., 2010; Kobayashi et al., 2008; Trampuz et al., 2007). Diese Studien
behandeln dabei vornehmlich Prothesen-assoziierte Infektionen, darunter vor allem
Infektionen endoprothetisch versorgter Hiift- und Kniegelenke. Diese Gelenkersatzmaterialien
sind fiir eine lange Verweildauer im Bereich von Jahren und Jahrzehnten entwickelt. Davon
zu unterscheiden sind Osteosynthesematerialien, bei denen eine kurze Verweildauer im
Bereich von Monaten geplant ist. Dazu gehéren zum Beispiel Schrauben, Nigel und
Plattenosteosynthesen, die bei vielen Knochenfrakturen zum Einsatz kommen. Thr klinischer
Einsatz ist als weitaus hdufiger anzusehen, die Kenntnisse zu Komplikationen, insbesondere
Infektionen, sind dagegen bei unausreichend vorhandenen Studien deutlich eingeschrénkt.
Gerade das Wissen iiber den Anteil besiedelter Osteosynthesen bei klinisch unauffélligen

Patienten ist zur weiteren Risikoabschidtzung unerlésslich.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die mikrobiologische und molekulare Untersuchung von
Implantaten mit kurzer Verweildauer. Entscheidend fiir die Auswahl eben dieser Implantate
fiir die Studie war die bislang mangelhafte Qualitit und Stichhaltigkeit vorhandener Daten bei
hohen Fallzahlen. Um eine grundlegende Kenntnis iiber die Mikrobiota solcher nur einige
Monate im Korper verweilender Metallimplantate zu erwerben, wurden in dieser Arbeit
ausschlieBlich regelrecht explantierte Osteosynthesen untersucht. Das heil3t, dass die Patienten
zu keinem Zeitpunkt wéhrend der Implantationsdauer klinische Zeichen einer
Implantatinfektion zeigten. Untersucht wurden ausschlieflich Osteosynthesen zur
Frakturversorgung, deren Explantation rasch nach der Wiederherstellung der Kontinuitét des

Knochens erfolgte.

Das untersuchte Material umschloss alle gebrduchlichen internen Osteosynthesen, in
absteigender Haiufigkeit Schrauben, Platten, Marknigel und Kirschner-Drihte. An
verwendeten Materialien wurden Edelstahl und Titan untersucht. Externe Osteosynthesen
wurden von der Untersuchung ausgeschlossen, da hier bei der angewandten Methodik mit
Nachweisen der die externen Teile besiedelnden Bakterien gerechnet werden musste. Es
wurden keine Implantate aufgrund spezieller Frakturlokalisationen ausgeschlossen. Somit
wurde ein breites Spektrum von Osteosynthesen sowohl an langen Rohrenknochen der
Extremititen als auch an kurzen Knochen wie Wirbelknochen untersucht. Bei den 80 in die
Studie eingeschlossenen Patienten war der Anteil der Ménner etwas hoher als der der Frauen
(1,3:1) und das Durchschnittsalter lag bei 43 Jahren, was anndhernd dem Durchschnittsalter
der deutschen Bevolkerung entspricht (Statistisches Bundesamt, 2009). Die Patienten stellten
sich nach durchschnittlich knapp einem Jahr (11,4 Monaten) Verweildauer des Implantats

ohne Beschwerdesymptomatik zur Explantation wieder vor.

Zur geplanten Metagenomanalyse musste zunichst eine fiir die zu untersuchenden Implantate
geeignete  Untersuchungsmethode entwickelt werden. Hierfiir wurde eine neue
Biirstenreinigungsmethode zur Ablosung des Biofilms angewandt. Die hier angewendete
systematische Abbiirstung des Metalls bei wiederholtem Abspiilen des Materials mit steriler
Kochsalzlosung stellt ein vollig neues Verfahren dar. Sie entstand aus der Idee, die in
biofilmbildenden Einheiten organisierten Bakterien manuell von der Oberfldche des Materials
zu 16sen. Die Bakterien wurden so aus dem organisierten Biofilmverband geldst und in der
Spiilfliissigkeit aufgefangen. Vergleichend wurde ein Teil des explantierten Materials

zusatzlich im Ultraschallbad behandelt.
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Das Ultraschallbad ist aktuell eine weit verbreitete Methode zur Untersuchung fraglich
infizierter Implantate, dabei waren gerade bei den Untersuchungen der klinisch deutlich
infizierten Implantate oft Keimnachweise moglich (Fux et al., 2003; Piper et al., 2009;
Trampuz et al.,, 2007), wédhrend bei Untersuchungen an weniger deutlichen Féllen mit
vermutlich geringeren Erregerzahlen der DNA-Nachweis nur selten gelang (Nguyen et al.,
2002). In der vorliegenden Untersuchung waren nur in einem einzigen Fall die mit der
Biirstenreinigung erreichten Keimnachweise auch mit der Ultraschallreinigung nachzuweisen.
Eine Problematik des Ultraschallbades besteht darin, dass das Implantat in einem sterilen
Behilter mit Medium bedeckt werden muss, das heiit das Implantat ist im Verhiltnis zu
seiner Grofle von viel Medium umgeben. In der Studie wurde zum Beispiel eine 10 cm lange
Osteosyntheseplatte mit 5 ml Kochsalz abgespiilt, im Ultraschallbad waren jedoch 50 ml
Medium nétig, um das Implantat zu bedecken. Es ist davon auszugehen, dass durch die gro3e
Menge an Medium der Keimnachweis bei einer geringen Anzahl von Bakterien sehr
schwierig ist. Ultraschallbehandlungen in sterilen Tiiten, die diese Schwierigkeiten umgehen,
wiesen in vorangegangenen Untersuchungen eine ausgesprochene Kontaminations-
Problematik auf (Trampuz et al.,, 2006). Somit ist davon auszugehen, dass die
Ultraschallreinigung in Féllen von Infektionen, bei denen massenhaft Erreger vorhanden sind,
eine gute diagnostische Moglichkeit darstellt. In weniger deutlichen Fillen mit kleinen
Erregerzahlen bietet sich dagegen die neu etablierte Biirstenreinigungsmethode an. Weiter
zeichnet sich die durchgefiihrte Biirstenreinigung durch einfache manuelle Handhabung und
nur mélBigen Zeitaufwand aus. Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte ist sogar eine

Tauglichkeit als klinische Routineuntersuchung gegeben.

Im Anschluss an die Biirstenreinigung der Implantate wurde eine Metagenomanalyse mittels
einer neuen, besonders sensiblen Polymerase Kettenreaktion (PCR) mit anschlieBender
denaturierender =~ Hochdruckfliissigkeitschromatographie =~ (DHPLC) und zeitgleichen
kulturellen Nachweismethoden durchgefiihrt, um an eine moglichst umfassende Darstellung
der vorhandenen Mikrobiota zu gelangen. Dabei liegen die Vorteile der in kultureller Anzucht
gewonnenen Erreger in der Moglichkeit Antibiotika-Suszeptibilititen zu ermitteln, die
Bakterien in vitro auf ihre Moglichkeit, Biofilme auszubilden, und ihre Pathogenititsfaktoren
zu untersuchen und Stammsammlungen anzulegen. Molekulare Methoden haben dagegen ihre
Vorteile bei Nachweisen schwer anziichtbarer Bakterien und Pilze. Mit Anwendung dieser

Methoden wurden auf 58 der 80 untersuchten Osteosynthesen ein oder sogar mehrere
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verschiedene Mikroorganismen nachgewiesen, dabei handelte es sich ausschlieBlich um

Bakterien. Pilze waren weder kulturell noch molekular nachzuweisen.

Dabei wurden in 59 % mehrere Erreger auf einem Implantat nachgewiesen. Auch andere
Untersuchungen haben ergeben, dass bei Verwendung hoch entwickelter molekularer
Nachweismethoden die Ergebnisse nahe legen, dass polymikrobielle Kolonisationen eher die
Regel als die Ausnahme darstellen (Marrie und Costerton, 1985; Walter und Hoffmann, 2008).
Es ist an dieser Stelle wichtig, eine Unterscheidung von Besiedlung und Infektion
vorzunehmen. Bakterielle Besiedlungen sind asymptomatische Kolonisierungen von
bestimmten Habitaten einzelner Lebewesen wie der Darmmikrobiota des Menschen. Wenn
Mikroorganismen dagegen beim Wirt klinische Symptome verursachen, ist von einer
Infektion auszugehen (Adam, 2004; Marre, 2007). Der Ubergang von reiner Besiedlung zu
einer beginnenden Infektion ist flieBend und schwer festzumachen. Bekannt sind dagegen
Faktoren, die diesen Ubergang begiinstigen, allen voran eine Immunsuppression des Wirtes.
In Nischen, die eigentlich steril sind wie die hier untersuchten Implantate, kann eine hohe
Keimzahl als Hinweis auf eine Infektion interpretiert werden. In Lebensrdumen wie dem
Darm dagegen ist eine solche Aussage nicht moglich, da physiologisch bereits eine bakterielle

Mikrobiota besteht (Mims, 2006).

Im Folgenden werden die Erreger nach der Héufigkeit ihres Nachweises in dieser
Untersuchung dargestellt. Da die nachgewiesenen Erreger nicht obligat als pathogen
anzusehen sind, wird jeweils kurz auf das natiirliche Vorkommen und typische ausgeloste

Krankheitsbilder eingegangen.

Am héufigsten nachzuweisen, ndmlich bei fast einem Drittel der besiedelten Implantate,
waren Staphylokokken. Diese sind grampositive, fakultativ anaerobe Bakterien, die ubiquitér
vorkommen und Haut und Schleimhaut des Menschen besiedeln. Sie werden nach der
Koagulase-Reaktion eingeteilt. Dabei gehort die Koagulase-positive Spezies Staphylococcus
aureus zu den bedeutendsten Krankheitserregern beim Menschen. Staphylococcus aureus
kann eine Vielzahl von Wirtsgeweben und Medizinprodukten besiedeln und so zu
verschiedenen Arten von Infektionen wie Endokarditis, Bakteridmie, Osteomyelitis und

septischer Arthritis fiihren.

Den zweithdufigsten Besiedler stellten in der durchgefiihrten Untersuchung Koagulase-
negative Staphylokokken dar; sie sind in der Regel apathogene Kolonisatoren des Menschen,

die aber im Zusammenhang mit Fremdkorpereinbringung zu ernsthaften Infektionen fiihren
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konnen. Sie nutzen die geschwiéchte Immunabwehr des Korpers an dieser Stelle, besiedeln die
fremden Oberflichen und verursachen neben septischen Infektionen vor allem Endokarditiden
und Meningitiden (Huang et al., 2005), aber auch Haut- und Weichteilgewebeinfektionen
(Fritsche et al., 2005). Bei Implantat-assoziierten Infektionen waren Staphylokokken bei dem
GroBteil der durchgefiihrten Studien die hdufigsten Erreger (Carrega et al., 2008; Fitzgerald et
al., 1973; Mousa, 2001; Sanderson, 1991; Trampuz et al., 2007; Tunney et al., 1999; Tunney
et al., 1999).

Ein Achtel der nachgewiesenen Erreger bildeten Enterobakterien, Laktobazillen und
Moraxellen. Dabei sind Enterobakterien gramnegative, fakultativ anaerobe Bakterien. Sie
bilden einen Teil der gesunden Darmmikrobiota des Menschen und kommen ubiquitdr in der
Umwelt vor. Thr Spektrum geht von apathogenen tiber fakultativ pathogene bis hin zu obligat
pathogenen Keimen wie Salmonellen, Shigellen und Yersinien und darmpathogenen Stimmen
von Escherichia coli. Neben den fiir einzelne Spezies spezifischen Krankheitsbildern wie der
Ruhr bei Shigellen oder dem Typhus bei Salmonellen sind Enterobakterien hiufige Erreger
von Harnwegsinfekten, Wund- und Atemwegsinfektionen, Enteritis und Sepsis (Hahn, 2009).
Laktobazillen sind grampositive, mikroaerobe Milchsdurebakterien. Einige bilden einen Teil
der gesunden Darmmikrobiota des Menschen. Die als Doderleinbakterien zusammengefassten
Laktobazillen sorgen als Teil der natiirlichen Scheidenmikrobiota der Frau durch eine mittels
Girung erzeugte saure Umgebung fiir einen Schutz vor anderen, krankheitserregenden
Bakterien und Pilzen, die einen niedrigen pH-Wert nicht tolerieren. Immer hdufiger werden
aber auch Infektionen durch diese eigentlich apathogenen Keime nachgewiesen (Darbro et al.,
2009; Domann et al., 2003; Imirzalioglu et al., 2008; Nadkarni et al., 2010). Moraxellen sind
gramnegative, aerobe Bakterien, die zur physiologischen Mikrobiota von Pharynx und
Konjunktiven gehoren. Sie konnen endogene Infektionen der Ohren, des oberen und des
unteren Respirationtrakts auslosen, weiterhin kdnnen sie Ursache eitriger Arthritiden sein und

eine Sepsis hervorrufen.

Nur vereinzelt waren die nun aufgefiihrten Bakterien nachzuweisen: Streptokokken sind
grampositive, fakultativ anaerobe Bakterien, die man nach der Himolyseform einteilt (siche
Abschnitt 2.5.4). Wéhrend die vergriinenden Arten, bis auf die Pneumokokken, Teil der
physiologischen Mundmikrobiota sind und nur als opportunistische Erreger Infektionen
ausldsen, sind die B-hdmolysierenden Streptokokken obligat pathogen. Klassisch sind dabei
Infektionen des Respirationstraktes und der Haut, aber auch fatale Formen von

Weichteilinfektionen wie die nekrotisierende Fasziitis werden von Streptokokken verursacht.
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Zudem gibt es schwerwiegende Folgeerkrankungen nach Streptokokken-Infektionen. Aus der
Familie der Bacteroidaceae waren Bacteroides, Porphyromonas und Prevotella nachweisbar.
Dies sind gramnegative, strikt anaerobe Bakterien. Sie stellen den {iberwiegenden Teil der
physiologischen Darmmikrobiota dar, bis zu 10"> Anaerobier sind in einem Gramm Stuhl zu
finden (Hahn, 2009). Sie besiedeln weiterhin die Mundhdhle und den Urogenitaltrakt. Die an
ithrem physiologischen Standort apathogenen Bakterien konnen durch Verschleppung in
iiblicherweise sterile Bereiche zu endogenen Infektionserregern werden. Sie sind somit als
Opportunisten an der Atiologie verschiedener Krankheitsbilder, wie dentogenen Infektionen,
Aspirationspneumonien, Hirnabszessen, Peritonitis und Wundinfektionen, beteiligt. Meist
sind sie Teil polymikrobieller Infektionen (Hahn, 2009). Die vereinzelt nachgewiesenen
Corynebakterien sind grampositiv und leben fakultativ anaerob. Einige sind Saprophyten.
Andere nicht pathogene Corynebakterien sind hdufig Bestandteil der Schleimhaut- und Haut-
mikrobiota des Menschen. Gerade bei immunsupprimierten Menschen sind opportunistische
Infektionen moglich. Bekanntester obligat pathogener Vertreter ist Clostridium diphtheriae,

Verursacher der Diphtherie.

Pseudomonaden sind gramnegative obligate Aerobier und ubiquitire Umweltkeime. Sie
konnen zu opportunistischen Krankheitserregern werden, fiir den Mensch ist aber vor allem
Pseudomonas aeruginosa gefahrlich, der in feuchten Milieus vorkommt und so ein
geflirchteter Erreger nosokomialer Infektionen ist. Neben Pneumonien, Enterokolitiden und
Harnwegsinfektionen kdnnen auch schwere Wundinfektionen ausgeldst werden. Auch in
anderen Studien konnte bei infizierten Osteosynthesen Pseudomonas aeruginosa als
Verursacher identifiziert werden (Mousa, 2001; Trampuz et al., 2007). Das in drei Fillen
nachgewiesene grampositive anaerobe Propionibakterium ist Teil der Hautmikrobiota. Neben
Akne-Lisionen und kornealen Ulzera 16st es auch septische Arthritiden aus.
Propionibacterium acnes wurde besonders hiufig bei besiedelten und infizierten Implantaten
nachgewiesen (Hahn et al., 2005; Kanafani et al., 2009; Sampedro et al., 2009; Zeller et al.,
2007). Der Gattung Micrococcus gehdren grampositive, aerobe Bakterien an, die zumeist
apathogen sind und einen Teil der physiologischen Hautmikrobiota darstellen. Bei
geschwichtem Immunsystem sind opportunistische Infektionen mdglich. Auch bei
Untersuchungen Prothesen-assoziierter Infektionen wurde Micrococcus sp. nachgewiesen
(Carrega et al., 2008). Stenotrophomonas maltophilia ist ein ubiquitir vorkommendes
gramnegatives aerobes Bakterium. Es wird immer héufiger als wichtiger Verursacher

nosokomialer Infektionen identifiziert. Es werden Infektionen der Lunge, des Urogenital- und
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Magen-Darm-Trakts bis hin zur Sepsis beschrieben (Denton und Kerr, 1998). Clostridien sind
grampositive, anaerobe Bakterien, zu denen neben apathogenen Arten auch die Erreger des
Gasbrandes und des Wundstarrkrampfes gehoren. Clostridien sind in der Natur ubiquitér
verbreitet und auch Teil der physiologischen Darmmikrobiota. Als FErreger von
Wundinfektionen nach Implantaten sind sie bereits beschrieben worden (Taylor et al., 2010).
Bacillus und Paenibacillus sind grampositive, fakultative Anaerobier und gehoéren ebenfalls
zu den Umweltkeimen. Die meisten Arten sind apathogen, es sind aber auch obligate
Krankheitserreger wie Bacillus anthracis,der Erreger des Milzbrandes, und Bacillus cereus als
Lebensmittelvergifter darunter (Hahn, 2009). Es gibt einzelne Fallberichte zu
implantatassoziierten Infektionen mit Paenibacilli (Bigaillon et al., 2008; Ouyang et al.,
2008). Weiterhin werden Fremdkorper-assoziierte Infektionen mit verschiedenen Bacillus-

Arten beschrieben (Kuroki et al., 2009).

Ein Vergleich mit den Ergebnissen einer 2007 von Trampuz und seiner Arbeitsgruppe
durchgefiihrten Untersuchung an 331 wegen Revision ausgebauter Hiift- und Knieprothesen
zeigt beziiglich der nachgewiesenen Erreger ein duBlerst &dhnliches Keimspektrum. In der
Studie wurden 79 Prothesen-assoziierte Infektionen und 252 Fille aseptischen Versagens
untersucht und dabei in 62 von 79 und 5 von 252 Fillen Erreger nachgewiesen. Auch bei
Trampuz sind Staphylokokken die am haufigsten nachgewiesenen Erreger. Des Weiteren
waren Enterobakterien, Streptokokken, Corynebakterien, Propionibakterien, Pseudomonaden
und Bacteroides nachgewiesen worden, was kongruent mit der aktuellen Studie ist. Neben den
genannten, iibereinstimmenden Erregern wurden bei Trampuz noch fiinf weitere Bakterien
(Enterococcus, Finegoldia magna, Dermabacter hominis, Peptoniphilus asacchrolyticus,
Anaerococcus hydrogenalis) und in zwei Féllen Candida nachgewiesen (Trampuz et al.,
2007).

An dieser Stelle ist die Frage der Atiopathogenese wieder aufzunehmen und in
Zusammenhang mit dem Wissen iiber das natiirliche Vorkommen der nachgewiesenen Erreger
ndher zu beleuchten. Grundsitzlich kommen dabei verschiedene Wege der Verschleppung von
Bakterien zu den in einen urspriinglich sterilen Raum eingebrachten Implantaten in Frage.
Gemeinsam ist ihnen aber ein meist endogener Infektionsweg. Bei offenen Frakturen kommen
Keime in Kontakt mit dem verletzten Gewebe und dem diskontinuierlichen Knochen und
konnen so schon praoperativ an Ort und Stelle gelangen. Auch bei vollstédndiger Desinfektion
des Wundbereiches vor und wahrend der Operation ist es moglich, dass einzelne Erreger

iiberleben. Durch eine solche Genese konnen besonders ubiquitire Umweltkeime wie
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Pseudomonaden und Clostridien und Hautkeime wie Staphylokokken, Streptokokken,
Corynebakterien und Propionibakterien zu Besiedlern werden. Weiter kann perioperativ eine
bakterielle Kontamination im Operationssaal stattfinden. Dabei ist die Verschleppung von
Hautkeimen ausgehend vom Patienten wie auch vom Operationsteam moglich, auch wenn
dieser Weg bei sterilen OP-Bedingungen und Arbeiten unter Laminar-Airflow als duferst
unwahrscheinlich anzusehen ist. Weiter sind Luft- und Wasserkeime trotz der sterilen
Bedingungen nicht auller Acht zu lassen. Dagegen ist fiir Bakterien, die die Mund- oder
Darmmikrobiota bilden, die Erkldrung der Besiedlung durch hidmatogene Streuung
wahrscheinlicher. Beispielsweise konnen bei Infektionen wie einer Parodontitis die
verursachenden Erreger wie z.B. Porphyromonas gingivalis durch mit der Erkrankung
einhergehende Schleimhautldsionen in den Blutkreislauf und so zum Knochen gelangen
(Welkerling et al., 2006). Aber auch schon eine Gingivitis oder das Zahneputzen kann zum
Eintritt in der Mundhéhle ubiquitir vorkommender Erreger in die Blutbahn fithren. Ubertritte
der zur Darmmikrobiota gehdrenden Erreger erfolgen im Rahmen verschiedentlich
verursachter Darmbarriere-storungen wie einer enteralen Ischdmie, einer entziindlichen

Reaktion bei Gastroenteritis oder auch Diskontinuitit der Darmwand.

Warum die nachgewiesenen Erreger der vorliegenden Untersuchung als Besiedler und nicht
als Infektionsverursacher zu sehen sind, ist in der Menge der Erreger begriindet (Mims, 2006).
Bei den in der Studie zum Keimnachweis angewendeten Methoden waren jeweils jene
erfolgreich, zum Nachweis nur eine sehr geringe Menge Bakterien benétigen. Bei den
kulturellen Anzuchtmethoden waren die Erreger immer in den Fliissigkulturen bei allerdings
sterilen gebliebenen Néhragarplatten nachgewiesen worden. Das ist damit zu erkliren, dass in
Fliissigndhrmedien eine anndhernd exponentielle Vermehrung stattfindet und so theoretisch
eine Beimpfung durch ein einzelnes Bakterium mdglich ist. Bei der Anwendung der
herkdmmlichen PCR blieb der Erfolg zunichst aus und selbst bei Proben, bei denen in der
kulturellen Anreicherung erfolgreich Keime angeziichtet wurden, blieb die PCR negativ. Erst
die Austestung eines in der Arbeitsgruppe neu eingefiihrten Thermocyclers und der
zugehorigen besonders spezifischen Polymerase erbrachte positive Ergebnisse. Viele der
Sequenzanalysen der mit der neuen Technik erfolgreich amplifizierten Proben zeigten im
Chromatogramm mehrere Kurvenverldufe gleicher Amplitudenhdhe. Dieses Ergebnis sprach
fir die Amplifikation von Bakteriengemischen. Darauthin wurden alle erfolgreich

amplifizierten Proben mittels DHPLC untersucht.
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Die Anwendung von DHPLC zum Nachweis polymikrobieller Infektionen wurde bereits 2003
in der Gruppe um Domann etabliert. Aus der Tatsache, dass die Verfahren mit hoher
Sensitivitét fiir geringe Erregermengen erfolgreich waren, ist der Riickschluss zu ziehen, dass
die Osteosynthesen zum Grofiteil besiedelt waren. Diese wenigen Erreger stellen eine nicht zu
unterschidtzende Gefdhrdung flir den Patienten dar, da sie eine Quelle fiir disseminierte
Infektionen bei beispielsweise Einschrinkung der humoralen Immunabwehr des Patienten
bilden. Weiterhin sind bei Anderung des lokalen Milieus Vermehrungen der Bakterien mit
folgender Infektion, Implantatslockerung bis hin zum Notwendigwerden einer operativen
Entfernung denkbar. Somit stellen auch diese geringen Erregerzahlen eine ernstzunehmende

Gefahrdung fiir den Patienten dar.

Initial werden die sterilen Implantate operativ in den Korper eingebracht und das
nachgewiesene Keimspektrum legt {iberwiegend endogene Erregerquellen nahe. Weiterhin ist
vielfach nachgewiesen worden, dass sich bei der Besiedlung in den Korper eingebrachter
Fremdkorper die Bakterien in Biofilmen formieren (Wilson, 2001). Bei der Entstehung von
Biofilmen auf Metallfremdkdrpern ist davon auszugehen, dass die Bakterien zundchst iiber
unspezifische Faktoren wie elektrostatische Wechselwirkungen adhirieren (Stock, 2008).
Weiterhin werden nach der Implantation von Biomaterialien diese sehr bald von Plasma-
proteinen des Wirts, vorrangig Fibrinogen und Fibronectin, umhiillt. Diese Ablagerungen auf
den Fremdkdrpern und dem verletzten Geweben dienen moglicherweise als Substrat fiir die
Anhaftung von Mikroorganismen (Herrmann et al., 1988). Fiir die Entstehung von Biofilmen
gibt es folgende Voraussetzungen: einerseits die Existenz einer Grenzflache, andererseits das
Vorhandensein von Feuchtigkeit, weiter die Anwesenheit von Mikroorganismen und ein
Angebot von Nihrstoffen (Strathmann, 1999). Auf die aktuelle Studie iibertragen ist das
Implantat die Grenzfldche, welches in einer feuchten Umgebung eingebettet liegt. Weiter
kommt es einerseits durch das initiale und andererseits durch das operative Trauma zur
Zerstorung von Gewebe und somit auch zu ausreichend Nahrstoffen. Das Leben im Biofilm
bietet den dort angesiedelten Bakterien verschiedene Vorteile. Sie sind vor der Immunabwehr
des Wirtsorganismus sowie medikamentosen Einfliissen geschiitzt (Costerton, 2004). Es
entstehen Symbiosen und 0kologische Nischen wie zum Beispiel anaerobe Bereiche unter

aerobem Oberflachenbiofilm.

Die Isolate der kulturell gewonnenen Erreger wurden anhand des Assays nach O'Toole auf die
Féhigkeit zur Biofilmbildung untersucht (O'Toole et al., 1999). Hierbei wurden in

Plastikvertiefungen die isolierten Erreger in Fliissigndhrmedium angeziichtet, nach Verwerfen
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der Suspension die dem Plastik anhaftenden Bakterien angeférbt und sowohl qualitativ als
auch quantitativ ausgewertet. Die Untersuchung der nachgewiesenen Erreger auf
Biofilmbildung zeigte, dass iliber 80 % der untersuchten Keime in der Lage waren, in vitro
einen Biofilm auszubilden. Dabei ist anzunehmen, dass beinahe alle in dieser Studie
nachgewiesenen Bakterien in-vivo-Biofilmbildner sind. Aus dieser Vermutung ergeben sich
interessante neue Fragestellungen, die in kommenden Untersuchungen behandelt werden
konnten zum Beispiel, ob die DNA der nachgewiesenen Erreger spezifische Genabschnitte fiir
Biofilmausbildung enthélt. Viele verschiedene Studien versuchen fiir einzelne Bakterienarten
solche Regionen nachzuweisen. Dabei konnte beispielsweise bereits nachgewiesen werden,
dass die epsl-epsO genes bei Bacillus subtillis eine bedeutende Rolle in der Zell-Oberflachen-
Adhirenz und Biofilmbildung spielen (Nagorska et al., 2010). Fiir viele andere Bakterienarten
konnten bereits solche wichtigen Genregionen nachgewiesen werden und das Wissen liber
solche molekularen Prozesse nimmt innerhalb kurzer Zeit enorm zu (Gao et al., 2010;
Mattmann und Blackwell, 2010; Sillanpaa et al., 2010). Somit wire ein neuer Studienansatz
mit Untersuchung der von Fremdkdrpern isolierten Bakterien-DNA auf eben diese

Genregionen als sehr interessant zu bewerten.

Um den Verhédltnissen der Implantatbesiedlung in vivo ndher zu kommen, wurde der
eigentlich auf Plastikoberflichen durchgefiihrte Test fiir Metalloberflaichen, den fiir die
Implantate verwendeten Materialien Stahl und Titan, in Anlehnung an vorhandene
Untersuchungen modifiziert (Bjerkan et al., 2009). Die Besiedlung der Metallwiirfel in der
beimpften Fliissigkultur geschah bei den positiven Nachweisen innerhalb von 24 Stunden. In
dieser Studie wurde der ausgebildete Biofilm auf dem Metall rein qualitativ ausgewertet. Eine
Weiterentwicklung dieses Biofilmtests auf Metalloberflichen wire fiir Untersuchungen mit
dhnlicher Fragestellung wiinschenswert, dabei wiren festgelegte Bakterienzahlen zur
Beimpfung und eine quantitative Auswertung erstrebenswert. Die Untersuchung auf
Biofilmbildung war nur mit den kulturell nachgewiesenen Bakterien durchfiihrbar. Aber erst
die Kombination von kultureller Anzucht und PCR mit DHPLC ermdglichte den Nachweis
des breiten Keimspektrums der besiedelten Osteosynthesen und somit eine umfassende
Metagenom-Analyse. Dabei waren die Ergebnisse von Kultur und PCR in 30 Féllen
tibereinstimmend. Es gibt verschiedene Griinde, warum sich die Ergebnisse von der
kulturellen Anzucht der Bakterien von denen der Amplifizierung durch PCR unterscheiden

konnen.
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Die erfolgreiche kulturelle Anzucht von Bakterien bei negativer PCR griindet meist in einer
zu geringen Bakterienzahl im zu untersuchenden Ausgangsmaterial. Da im Kulturmedium ein
exponentielles Wachstum stattfindet, reichen einzelne Erreger fiir eine erfolgreiche Anzucht
aus, wihrend fiir die PCR eine Nachweisgrenze existiert. Diese Nachweisgrenze ist von den
verwendeten Polymerasen, Gerdten und Amplifikationsbedingungen abhingig. Der DNA-
Nachweis war in unserer Untersuchung erst nach der Einfithrung der neueren, sensitiveren
PCR-Methode, mit der bereits bei ca. 14 Bakterien pro Milliliter ein DNA-Nachweis
gelang (siehe Abschnitt 3.3.2), mdglich.

Ein Nachweis von DNA in der PCR bei negativer Kultur ist einerseits durch den Nachweis
der DNA schon abgestorbener Bakterien zu erkldren, andererseits konnen schwer anziichtbare
Bakterien wie Anaerobier mit der PCR deutlich hiufiger nachgewiesen werden (Fu et al.,
2006; Wang et al., 1996). Speziell ist bei der vorliegenden Untersuchung zu beriicksichtigen,
dass die Proben wihrend des Transports Sauerstoff ausgesetzt waren und somit von einem
Absterben der Anaerobier auszugehen war. Zudem wird bei Bakterien ein VBNC-Zustand
(viable but not culturable) beschrieben, wobei sich die Bakterien metabolisch in einem

Ruhezustand befinden, in dem sie in der Kultur nicht anzuziichten sind (Oliver, 2009).

Nach der Untersuchung der Mikrobiota der Implantate wurde eine Korrelation mit den
klinischen Daten der Patienten hergestellt. Dabei wurde einerseits untersucht, ob es Faktoren
gab, die eine Besiedlung begiinstigten, wie es bei Implantat-Infektionen bereits flir Alter und
Geschlecht nachgewiesen wurde (Ozdemir et al., 2002). Andererseits sollten die
Entziindungsparameter CRP und die Leukozytenzahl der Patientengruppe mit besiedelten
Implantaten mit den Werten der nicht besiedelten Implantate verglichen werden, um zu

untersuchen, ob hieraus Riickschliisse auf eine mogliche Besiedlung zu ziehen sind.

Aus der Tatsache, dass bei 76 % der weiblichen und bei 71 % der ménnlichen Patienten eine
Besiedlung des Implantats vorlag, lieBen sich keine Aussagen zu einem solche Kolonisationen
begiinstigenden Geschlecht machen. Bei der Auswertung der Altersverteilung ist die
Altersgruppe im mittleren Bereich, von 27 bis 59 Jahren, mit 85 % héufiger von Besiedlung
betroffen als die Jiingeren (61 %) oder Alteren (66 %). Die Hiufgkeitsverteilung ist aber nicht
statistisch relevant. Die einzelnen Frakturlokalisationen waren bei dem gesamten
Stichprobenumfang von 80 Probanden 1 bis 15 Mal vertreten, somit sind die Untergruppen
vom Umfang her zu unterschiedlich und zu klein, um aus der Verteilung der Besiedlungen

Riickschliisse auf mogliche Ursachen zu ziehen. Betrachtet man die Lokalisation nur nach der
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Einteilung in obere und untere Extremitét zeigt sich, dass 80 % der Frakturversorgungen der
oberen und 66 % der unteren Extremitit von Besiedlung betroffen waren. Auch bei
Betrachtung des verwendeten Implantatdesigns zeigte sich zwischen Platten, Schrauben,
Négeln und Drihten kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit der Besiedlung. Auch
andere Studien kamen bei der Untersuchung der Infektionsanfélligkeit bei unterschiedlichen

Designs zu dhnlichen Ergebnissen (Horn et al., 2005).

Unspezifische Entziindungsparameter wie CRP und Leukozytenzahl zeigen postoperativ als
Reaktion auf das Trauma einen Anstieg, dabei ist die Hohe des Anstiegs von Lokalisation und
Ausmal des operativen Eingriffes abhéngig (Larsson et al., 1992; Scherer et al., 2001). In der
Studie von Piper et al. wurde das CRP als klinisch gut geeigneter Parameter fiir die
Feststellung Prothesen-assoziierter Infektionen festgestellt, wobei die Normgrenzen fiir die
einzelnen Lokalisationen untersucht und festgelegt wurden, dabei lag der Grenzwert bei
Knieprothesen zum Beispiel bei 10 mg/l (Piper et al., 2010). Bei den Patienten der aktuellen
Studie lag der Mittelwert der bestimmten CRP-Werte bei 8,7 mg/l. Damit bewegen sich die
meisten Werte deutlich unter den von Piper festgestellten Grenzwerten. Das ist nicht
iberraschend, da regulidr explantierte Osteosynthesen untersucht wurden, die in ihrem Verlauf
bei den Patienten keine Probleme verursachten. Auch die Leukozyten waren im Durchschnitt
mit 7 300/ul unter dem die oberen Normgrenze bildenden Wert von 10 000/ul. Die
postoperative Laborkontrolle der Patienten nach Implantation ist von groer Bedeutung, dabei
ist aber zu beriicksichtigen, dass iiberwiegend die Verlaufsbeobachtung klinische
Riickschliisse erlaubt, wihrend einzelne Laborparameter nur mit Vorsicht zu interpretieren
sind. Eine Eignung der postoperativ bestimmten CRP-Werte und Leukozytenzahlen zur
Differenzierung zwischen besiedelten und nicht besiedelten Implantaten ist somit nicht
gegeben. Zu bedenken ist hier aber, dass nicht klar ist, ob die Implantate wenige Tage nach
der Operation, wenn die Laborwerte routineméfig bestimmt werden, iiberhaupt schon
besiedelt sind. Zur Identifikation einer Friih-Infektion von Implantaten sind sie dagegen
geeignet (Penny et al., 2010). Fiir zukiinftige Studien wire die Bestimmung von Procalcitonin
im Serum interessant, da dieser Wert deutlich spezifischer fiir bakterielle Infektionen ist als
CRP- und Leukozytenwerte (Czerwionka-Szaflarska und Parzecka, 2005; Ferriere, 2000;
Takajo und Okayama, 2010). Dabei konnte ein Vergleich mit der Hohe des Interleukin-6-
Spiegels und TNF-a interessant sein, da sich in einzelnen Studien diese beiden Parameter als
spezifische Serummarker der Protheseninfektion gezeigt haben (Bottner et al., 2007; Trampuz

und Widmer, 2006).
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Eine weitere sich aus den dargelegten Ergebnissen der Studie ergebende Konsequenz ist bei
dem mit 72,5 % hohen Anteil an besiedelten Implantaten der vermehrte Beratungsbedarf der
Patienten hinsichtlich zeitnah nach der Wiederherstellung der Knochenkontiniutit
durchgefiihrter Explantationen. Manche Patienten verzégern oder verzichten auf die
Explantation, besonders wenn die Implantate ihrem Empfinden nach nicht hinderlich sind und
nicht zu &sthetischen Problemen fithren. Zur Begriindung der rechtzeitigen Explantation ist
vorzubringen, dass die das Implantat besiedelnden Erreger bei sinkender Immunkompetenz
des Patienten zu einer ernstzunehmenden Gefdhrdung werden konnen. Eine verringerte
Widerstandsfahigkeit des Organismus kann dafiir ausreichen, dass die besiedelnden Bakterien
sich vermehren und an Ort und Stelle zu einer Infektion des implantatumgebenden Gewebes
fiihren oder sogar iiber die Blutbahn oder den Lymphabfluss im Korper verteilt werden. Folge
dieser bakteriellen Streuung konnen lokale Infektionen wie Lungenentziindungen oder bis zur
Sepsis reichende systemische Geschehen sein. Diese potentiellen Komplikationen lassen sich

durch eine rechtzeitige Explantation vermeiden.

Bei der Auswertung der durchgefiihrten Untersuchung auf die Empfindlichkeit gegeniiber
Antibiotika waren keine multiresistenten Keime zu verzeichnen. Gegen das zur perioperativen
Prophylaxe verwendete Cefazolin war nur ein Koagulase-negativer Staphylokokkus resistent.
Somit ist die Prophylaxe mit Cefazolin gegen die kulturell nachgewiesenen Erreger in vitro
weitgehend wirksam, keine Wirksamkeit besteht allerdings gegen Pseudomonaden. Bei der
Betrachtung muss aber beriicksichtigt werden, dass die molekular nachgewiesenen Keime
nicht auszutesten waren und darunter besonders die Anaerobier mit einer Cefazolin-
Prophylaxe nicht erfasst werden. Gerade bei Risikopatienten mit Einschrankung der
Immunantwort wére eine Ausweitung dieser Standard-Prophylaxe iiberlegenswert. Dabei
wiirden sich beispielsweise Cephalosporine der Cefoxitin-Gruppe anbieten, diese sind neben
einer deutlich stirkeren Pseudomonas-Aktivitit auch gegen B-Lactamase bildende Anaerobier
wirksam. Dariiber hinaus ergeben sich auch Uberlegungen zu therapeutischen Konsequenzen,
da die einmalig perioperativ verabreichte Antibiotika-Prophylaxe eine Besiedlung der
Implantate nach den vorliegenden Daten nicht sicher verhindern kann. Die prophylaktische
Einmalgabe von Antibiotika kann wahrscheinlich vor einer geringen Anzahl von Bakterien in
den ersten Tagen nach der Implantation schiitzen, kann aber nicht die Kolonisierung bei
groflen Erregermengen verhindern (Neut et al., 2001), die Oberfliche vor Biofilmbildung
bewahren (Dunne et al., 2007) oder sogar ausgebildete Biofilme eliminieren (Tunney et al.,

2007).
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Ob aber eine langere antibiotische Prophylaxe mit ihrem Nutzen ihre Kosten und Nachteile
aufwiegen kann, bleibt in folgenden Studien zu untersuchen. Wichtig ist die rechtzeitige

Applikation der antimikrobiellen Substanz 30 bis 60 Minuten vor dem Operationsbeginn.

Gerade wegen der auch zu bedenkenden Nebenwirkungen systemisch verabreichter
Antibiotika und in Anbetracht der Biofilmbildung der besiedelnden Erreger ist die Forschung
an beschichteten Implantaten unerldBlich. Dabei liegt der klare Vorteil der das Implantat
direkt umbhiillenden antimikrobiellen Agenzien in einer lokalen Wirkung mit wesentlich
geringerer Belastung des gesamten Organismus. Aulerdem gibt es auch beim Einsatz von
Osteosynthesen Indikationen, die einen sehr langen Verbleib im Korper indizieren, wie
beispielsweise die kiinstliche Insertion von Sehnenplastiken in den Knochen mittels
Interferenzschrauben nach Rupturen. Gerade in diesem Einsatzgebiet ist die Entwicklung
Besiedlungs-unterdriickender Materialien von hoher Bedeutung. Neue Ansitze sind neben der
Beschichtung solcher Implantate mit Antibiotika im Fokus der Entwicklung entsprechender
Hersteller. Die Herstellung superhydrophobischer Oberflichen mit Lotus-Effekt steht dabei
im Interesse der Entwickler. Dabei werden Beschichtungen mit nanopartikuldren Substanzen
wie Diamant, Hydroxyapatit und Metallkeramik ausgetestet (Alt et al., 2006; Catledge et al.,
2002; Hill et al, 2008). Weiterhin sind Beschichtungen der Osteosynthesen mit
nanopartikuldrem Silber in Entwicklung, dabei werden die antimikrobiellen Eigenschaften des
Silbers genutzt, um so zu einer Inhibition einer bakterieller Besiedlung zu fiihren (Alt et al.,

2004; Chen et al., 2007; Das et al., 2008; Khalilpour et al., 2010).

Bis zur Entwicklung und Zulassung solcher Osteosynthesen steht im klinischen Alltag aber
immer noch die Optimierung der Diagnosestellung Implantat-assoziierter Infektionen im
Vordergrund des Interesses. In der durchgefiihrten Studie lieB sich feststellen, dass die
verwendete neue Biirsten-Methode eine aussichtsreiche Alternative zu bisher angewandten
Untersuchungen fraglich besiedelter Implantate darstellt. Die untersuchte Methode brachte
gerade im Umgang mit kleinsten Erregermengen klare Ergebnisse und ist so fiir die

Untersuchung fraglich infizierter Implantate gut geeignet.

Bisher gibt es beziiglich der Diagnostik und Therapie Implantat-assoziierter Infektionen keine
interdisziplindren evidenzbasierten Leitlinien. Daraus resultieren in verschiedenen Kliniken
und Laboratorien sehr unterschiedliche diagnostische Standards. Die hier entwickelte
Methode zur Untersuchung auf mikrobielle Besiedler konnte ein Element einer solchen

Leitlinie zur Diagnostik und Therapie Implantat-assoziierter Infektionen werden.



Diskussion 69

Es ist auch eine Ubertragung der Methode auf die Untersuchung anderer in den Kérper
eingebrachter Fremdkorper vorstellbar. Da gezeigt werden konnte, dass Bakterien
nachgewiesen und spezifiziert werden konnen, kann nach eindeutiger Zuordnung des
verursachenden Erregers eine empirische antiinfektive Therapie eingeleitet werden, die der
kalkulierten Antibiotikagabe deutlich iiberlegen ist. Der Wissenszuwachs iiber die Mikrobiota
der Osteosynthesen, der bei einer generellen Untersuchung infizierter Materialien mit der hier
entwickelten Methode generiert werden wiirde, ist enorm. Fiir die kalkulierte antibiotische
Therapie  konnten  deutlich  spezifischere = Empfehlungen gegeben und diese

Therapieempfehlungen wiederum fiir eine Leitlinie verwendet werden.
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5 Zusammenfassung

Osteosynthesen stellen eine bedeutende Behandlungsoption zur Versorgung von
Knochenfrakturen dar. Dabei gehdren Implantatinfektionen zu den gefiirchtetsten
Komplikationen, da sie neben dem Implantatversagen auch eine Quelle fiir disseminierte
Infektionen darstellen. Bisher gibt es beziiglich der Diagnostik und Therapie Implantat-
assoziierter Infektionen keine interdisziplindren evidenzbasierten Leitlinien. Das Ziel dieser
Arbeit war nach Etablierung einer geeigneten Aufarbeitungsmethode der Erhalt fundierter

Kenntnisse iiber Osteosynthesen besiedelnde Mikrobiota.

Insgesamt wurden von 80 Patienten geplant explantierte Osteosynthesen untersucht. In
Ermangelung einer Leitlinie und somit eines diagnostischen Goldstandards zur Feststellung
bakterieller Besiedlung von Metallimplantaten wurde eine vollkommen neue Methodik der

Implantat-Aufbereitung entwickelt und erprobt.

Dabei wurde durch manuelles, systematisches Abbiirsten der bakterielle Biofilm zerstort und
die Bakterien so den Nachweismethoden zuginglich gemacht. Unter Anwendung von
kulturellen Anzuchtmethoden, 16S rDNA PCR und denaturierender Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (DHPLC) konnten bei iiber 70% der untersuchten Osteosynthesen Bakterien
nachgewiesen werden. Bei anndhernd einem Drittel der besiedelten Osteosynthesen konnte
gezeigt werde, dass sogar polymikrobielle Besiedlungen vorlagen. Dabei bot das
Keimspektrum neben den am héufigsten nachgewiesenen Staphylokokken beispielsweise
Enterobakterien, Laktobazillen und Moraxellen und ist mit vorangegangenen Untersuchungen

an Gelenkersatzmaterialien vergleichbar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Grof3teil der geplant explantierten Implantate
bakteriell besiedelt war. Da davon auszugehen ist, dass die besiedelnden Bakterien auf den
Implantaten in Biofilmen organisiert sind, wurden in-vitro-Tests auf die Fahigkeit der
Biofilmbildung durchgefiihrt. Weiterhin wurden die Antibiotikasuszeptibilititen ausgetestet
und die klinischen Daten der Patienten mit nachweislich besiedelten Implantaten mit denen

der Patienten ohne Besiedlung verglichen.
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Summary

The method of internal fixation is an important option in the treatment of bone fractures.
Implantinfections are among the most feared complications, they do not only cause implant

failures but are also a source of disseminated infections.

So far, regarding the diagnosis and treatment of implant-associated infections, there are no
existing interdisciplinary evidence-based guidelines. The goal of this work was, after
establishing a suitable working method, to obtain a proper understanding of the microbiota

colonizing internal fixation devices.

In this study the on schedule explanted fixation devices of 80 patients were under
examination. In absence of a proper guideline and a diagnostic gold standard for detecting
bacterial colonization of metal implants a completely new method of treatment was developed
and tested. Therefore the bacterial biofilm was destroyed by manual systematic brushing of

the implant, which made the the bacteria available for the detection methods.

Applying cultural cultivation methods, 16S rDNA PCR and denaturing high performance
liquid chromatography (DHPLC) colonizing bacteria could be detected in over 70% of the
investigated fixation devices. We showed that in approximately one-third of those devices
even polymicrobial settlements existed. In addition to the most commonly detected
staphylococci the bacterial spectrum offered other microbiota such as enterobacteria,
lactobacilli and moraxellae; those results are comparable to previous studies of joint

replacement materials.

In this study we were able to show, that the bulk of the explanted implants was colonized by
bacteria. We assumed that the colonizing bacteria were organized in biofilms on the implants,
so in vitro tests regarding the ability of biofilm formation were applied. Furthermore we
determined antibiotic susceptibility and compared the clinical data of patients with evidence

for colonization with those of patients without them.
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Anhang 81
7 Anhang
Patient Implantat | Labor Implantations-
Probe | Geschl. | Alter |Besiedlung| CRP | Leukozyten dauer Lokalisation Material
(Jahre) (mg/l) (giga/l) (Monate)

1 w 67 positiv 6,9 4.9 12 Articulatio talocruralis Platte
2 n.b. n.b. - n.b. n.b. n.b. n.b. Platte
3 m 35 positiv 1 10,7 15 Articulatio talocruralis Platte
4 m n.b. - 55 9,6 15 Femur Marknagel
5 w 61 - <0,5 6,6 8 Radius Platte
6 w 61 positiv 17,7 7,8 15,5 Articulatio talocruralis Platte
7 m 41 positiv <0,5 5,2 16 Femur Marknagel
8 w 42 positiv 1,2 5,4 6 Clavicula Platte
9 W 70 positiv 38 9,7 27 Femur Platte
10 m 38 positiv <0,5 47 23 Humerus Platte
11 w 80 - 0,7 6,3 2 Femur Schrauben
12 m 14 - 11,4 12 3 Tibia Platte
13 m 22 - 8,3 9,2 8 Radius K-Draht
14 m 13 - 6 9,1 3 Tibia Schrauben
15 m 67 - 5,7 7,1 2 Sprunggelenk Schrauben
16 m 70 - 1,3 6,4 31 Tibia Platte
17 w 78 - 4.8 6,5 14 Humerus Platte
18 w 11 positiv 1,5 10 1,5 Femur Schrauben
19 m 34 positiv 2 7,4 4 Tibia Schrauben
20 w 42 positiv n.b. n.b. n.b. Clavicula Schrauben
21 m 76 positiv 3,2 5,4 14 Sprunggelenk Platte
22 w 14 positiv <0,5 8,3 10 Clavicula Platte
23 W 52 positiv 11,6 8,7 12 Vertebra lumbalis Schrauben
24 m 26 positiv 5,3 9,2 n.b. Clavicula Platte
25 m 56 positiv 68 12,3 1 Tibia Marknagel
26 m 46 - 4,1 4 12 Femur Marknagel
27 w 73 positiv <0,5 7,4 9 Humerus Platte
28 w 25 positiv 38 9 14 Tibia Platte
29 m 21 positiv 30,5 6,8 22 Clavicula Platte
30 w 71 positiv 13,8 10,5 13 Tibia Platte
31 m 44 positiv 0,7 6,8 5 Radius Platte
32 m 44 positiv 45,8 10,2 Tibia Marknagel
33 m 46 - 12,9 10,5 13 Articulatio talocruralis Platte
34 m 56 - 1,4 7,1 17 Articulatio talocruralis Platte
35 m 66 positiv 1,5 5 2,5 Clavicula Platte
36 m 35 positiv 3,3 7,1 13 Tibia Platte
37 w 59 positiv <0,5 53 0,5 Articulatio talocruralis Schrauben
38 m 41 positiv <0,5 9,5 4 Manus Schrauben
39 m 63 positiv 435 6,4 3 Articulatio talocruralis Platte
40 n.b. n.b. positiv n.b. n.b. n.b. n.b. Marknagel
41 m 30 positiv 2 5,6 9 Femur Marknagel
42 m 51 positiv 7,8 33 22 Clavicula Platte
43 m 66 positiv 15,1 4 13 Humerus Platte
44 m 53 positiv 9,5 10,9 0,5 Sacrum Platte
45 m 43 positiv 11,7 9,2 9 Vertebra lumbalis K-Draht
46 w 67 positiv 13,2 6,7 13 Radius Platte
47 W 36 positiv 1,3 6,6 60 Radius Schrauben




82 Anhang
Patient Implantat | Labor Implantations-
Probe | Geschl. | Alter |Besiedlung| CRP | Leukozyten dauer Lokalisation Material
(Jahre) (mg/1) (giga/l) (Monate)

48 W 45 positiv 2,8 7,7 13 Humerus Platte
49 m 43 positiv <0,5 7,1 11 Articulatio talocruralis Platte
50 m 5 positiv n.b. n.b. Radius Platte
51 w 13 - <0,5 7,1 Tibia Platte
52 w 35 positiv <0,5 52 16 Humerus Platte
53 w 23 - 10,3 8 12 Articulatio talocruralis Schrauben
54 m 60 - <0,5 6,4 12 Humerus Platte
55 m 28 positiv 2,4 8,2 1,5 Manus K-Draht
56 n.b. n.b. positiv n.b. n.b. n.b. Humerus Marknagel
57 w 68 positiv 6,4 7,5 9 Radius Platte
58 w 9 positiv n.b. n.b. 1,5 Humerus K-Draht
59 m 14 positiv n.b. n.b. 6 Clavicula Platte
60 w 76 positiv 2 6,6 18 Vertebra lumbalis Schrauben
61 m 43 positiv <0,5 5,8 21 Ulna Platte
62 m 25 positiv 3,9 9,5 17 Clavicula Platte
63 w 32 positiv 8 6,9 12,5 Ulna Platte
64 m 23 positiv <0,5 6,4 17 Calcaneus Schrauben
65 m 31 positiv 6,7 8,7 26 Articulatio talocruralis Platte
66 w 75 positiv 223 4,1 5 Ulna Platte
67 m 67 positiv <0,5 4,6 4 Clavicula Platte
68 m 28 positiv 6,6 6,8 3 Tibia Schrauben
69 w 69 - <0,5 9,2 13 Humerus Platte
70 w 10 positiv 0,6 5,8 5 Femur Platte
71 w 64 positiv 11,1 7,7 11 Articulatio talocruralis Platte
72 w 43 positiv 2,6 5,5 4 Clavicula Platte
73 w 52 positiv 7,4 7,2 24 Articulatio talocruralis Schrauben
74 w 73 - <0,5 4,5 16 Tibia Platte
75 m 57 positiv 1,9 4.8 17 Calcaneus Schrauben
76 m 20 - 20,1 10 8 Articulatio talocruralis Platte
77 m 25 - <0,5 9.4 6 Clavicula Platte
78 w 45 - 1,2 7,7 20 Radius Platte
79 m 34 - 2,6 10,2 n.b. Tibia Platte
80 w 66 positiv <0,5 5,7 9 Radius Platte
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