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1 Einleitung und theoretische Grundlagen

1 Einleitung und theoretische Grundlagen

1.1 Endoprothetik

1.1.1 Definition und historischer Uberblick

Unter dem Terminus Endoprothetik (Endo - Prothese, von griechisch: endo ,,innen* und
Prothese, von griechisch: pro ,,vor, anstatt* und thesis ,,das Setzen, Stellen*) versteht man
in der traumatologischen und orthopddischen Chirurgie den unumgénglichen Ersatz eines
Gelenks bzw. einzelner Gelenkflachen durch ein artifiziell hergestelltes Material. Dieses
wird in einem operativen Verfahren im Korper der betroffenen Person verankert und ist
zum dauerhaften Verbleib vorgesehen (Blefl & Kip 2017). Dementsprechend wird in
diesem Zusammenhang und besonders im umgangssprachlichen Gebrauch auch der
Ausdruck des kiinstlichen Gelenks synonym verwendet.

Man unterscheidet zwischen einem Teilgelenksersatz und einem Totalgelenksersatz.
Wihrend bei einem Teilersatz lediglich einzelne Gelenkflichen durch eine sogenannte
Hemiprothese (HEP) ausgetauscht werden, ersetzt man im Rahmen eines Totalersatzes
das komplette Gelenk mittels einer entsprechend benannten Totalendoprothese (TEP)
(Ble & Kip 2017). Anwendungsgebiete der traumatologischen und orthopéddischen
Endoprothetik sind unter anderem artifizielle Gelenke im Hiift-, Knie, Schulter-,
Ellenbogen- sowie FuB- und Sprunggelenksbereich (Claes et al 2012a, Loew 2010,
Neumann 2012, Riither & Simmen 2013, Wirtz 2011).

Historisch gesehen geht die Entwicklung der Endoprothetik bis in das spite 19.
Jahrhundert zuriick, wie es E. Morscher (1995), Claes et al. (2012a) und Wirtz (2011)
zusammenfassen. So war es im Jahr 1890 der Berliner Chirurg Themistokles Gluck, der
als Erster einen kompletten Gelenkersatz mit kdrperfremdem Material durchzufiihren
versuchte und sich zu einem Totalersatz duBlerte (Gluck 1890a, Gluck 1890b, Gluck
1891). Er implantierte Patienten, deren Knie durch Tuberkulose degeneriert waren, einen
aus Elfenbein bestehenden Gelenkersatz in Form eines Scharniergelenks. Aufgrund
fehlender Aseptik und durch Materialversagen scheiterten diese ersten Versuche

allerdings (Claes et al 2012a). Es dauerte bis in die fortgeschrittene Anfangsphase des 20.
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Jahrhunderts, bis die entscheidenden Entwicklungsschritte hin zur modernen
Endoprothetik eingeleitet wurden. 1923 stellte der Bostoner Chirurg Smith-Petersen die
von ihm entwickelte ,,Mould Arthroplasty* vor (Smith-Petersen 1978). Dabei wurde
zunichst eine Kappe aus Glas auf den Femurkopf gesetzt. Durch unzureichende
Ergebnisse fand eine Weiterentwicklung dieser Kappe hin zu Vitallium als genutztem
Material statt. Im Jahr 1938 war es Philip Wiles der nach vorangegangenen und
vielversprechenden Tierversuchen die erste Hiift-TEP bei insgesamt sechs Patienten
implantierte (Wiles 1958). Nachdem in den darauffolgenden Jahren diverse weitere
Formen und Arten von Hemi- (Judet & Judet 1950, Moore 1952, Valls 1952) und
Totalendoprothesen (McKee & Watson-Farrar 1966) fiir Hiifte und Knie entwickelt
worden waren, legte Charnley im Jahr 1960 mit der Etablierung von
Polymethylmethacrylat- (PMMA) Knochenzement einen neuen Mafstab (Charnley
1960, Charnley 1961). Denn zuvor war eines der grofiten Probleme der damaligen
Endoprothetik die vorzeitige Materiallockerung im Bereich der
Verankerungskomponenten am Knochen (Claes et al 2012a). Auch Haboush (Haboush
1953) versuchte sich bereits an PMMA-Knochenzement, setzte sich damit aber noch
nicht durch.

Dariiber hinaus gelang es John Charnley, weitere wegweisende Entwicklungsschritte auf
dem Weg zur modernen Endoprothetik durchzufiihren. So konnte er in den 1960er Jahren
mit der sogenannten Low-Friction Arthroplasty den Materialabrieb durch Verringerung
der wirkenden Reibungs- und Scherkrifte deutlich verringern (Charnley 1961, Charnley
1970). Immer bessere Langzeitergebnisse konnten somit erzielt werden.

Nach den ersten, iliber einhundert Jahre zuriickliegenden Versuchen, artifizielle
Gelenkformen in der operativen Chirurgie zu etablieren, stellt die endoprothetische
Versorgung heutzutage eine der erfolgreichsten Operationen im Bereich der
traumatologischen und orthopidischen Chirurgie liberhaupt dar (Learmonth et al 2007).
So betiteln Learmonth et al (2007) den endoprothetischen Hiiftgelenksersatz mit
Operation of the Century und unterstreichen damit die herausragende Bedeutung dieses
operativen Verfahrens fiir die heutige Medizin.

Aufgrund der Ubersichtlichkeit, dem vorgegebenen Rahmen der vorliegenden Arbeit und
vor allem wegen der groBeren Bedeutung, beziehen sich alle folgenden Abschnitte
lediglich auf die Hiift- und Knieendoprothetik. Die durchaus ebenso vielféltigen anderen
Felder dieses Fachgebiets miissen an anderer Stelle besprochen werden und sind nicht

Teil dieser Arbeit.
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1.1.2 Atiologie und Epidemiologie

Die global am hiufigsten vorkommende Gelenkerkrankung ist die Arthrose (Krukemeyer
& Mbollenhof 2012). Sie ist in symptomatischer Form die primdre Ursache fiir die
Notwendigkeit eines kiinstlichen Gelenkersatzes im Bereich des Hiift- und Kniegelenkes
in Deutschland und den USA (Singh et al 2010, Wengler et al 2014). In Deutschland
werden tliber 80 % der Erstoperationen an der Hiifte aufgrund einer Hiiftgelenksarthrose
(Coxarthrose) und 96 % der Erstoperationen am Knie aufgrund einer Kniegelenksarthrose
(Gonarthrose) durchgefiihrt (BleB & Kip 2017).

Die Leitsymptome der Arthrose sind Schmerzen und eine progrediente
Bewegungseinschrinkung. Unterschieden wird zwischen der primdren und der
sekunddren Arthrose (Adler 2004, Blefl & Kip 2017). Die primdre Arthrose entsteht als
degenerative Abnutzungserscheinung ohne nachweisliche Ursache und steht
vornehmlich mit dem Risikofaktor Alter in Verbindung. Man spricht in diesem
Zusammenhang auch von idiopathischer Arthrose. Die Pathogenese lédsst sich vereinfacht
als unzureichender Stoffwechsel des Gelenkknorpels im Bereich der knorpeligen
Gelenkflache und einem damit verbundenen Funktions- und Gewebeverlust erklaren, wie
von Adler (2004) beschrieben Demgegeniiber lassen sich die sekunddren Arthrosen
abgrenzen. Hierbei fithren ein oder mehrere Risikofaktoren zur degenerativen
Gelenkzerstorung. Den sekunddren Arthrose zuzuordnen sind: die metabolische Arthrose
(Bsp. Gicht und Ochronose), die traumatisch bedingte Arthrose (Frakturen, die im Laufe
der Zeit eine Gelenkdestruktion nach sich ziehen), eine Arthrose aufgrund angeborener
oder erworbener  Gelenkschdden (Bsp. Hiiftdysplasie, Kniefehlstellungen,
Fehlbelastungen, etc.), die endokrine Arthrose (Bsp. Diabetes mellitus) und eine Arthrose
aufgrund anderer Ursachen (Bsp. septische Erkrankungen, entziindlich-rheumatische
Erkrankungen, avaskuldre Nekrosen etc.) (Adler 2004, BleB3 & Kip 2017).

Neben jeglicher Art der Arthrose gibt es weitere Ursachen fiir die Notwendigkeit eines
endoprothetischen Gelenkersatzes. So ist ein zusdtzlicher Hauptgrund fiir die
Implantation einer TEP beispielsweise eine gelenknahe Fraktur, die im priméren
Therapiekonzept den direkten kiinstlichen Gelenkersatz beinhaltet. Strohm et al (2015)
fiihren an, dass in Deutschland im Jahr 2011 ca. 25 % aller Hiift-TEPs frakturbedingt
implantiert wurden. Besonders im hohen Lebensalter (> 90 Jahre) ist eine proximale

Femurfraktur die Hauptursache fiir den artifiziellen Hiiftgelenkersatz (Claes et al 2012a).
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Weitere Ursachen konnen drohende Frakturen aufgrund von Osteolysen, priméren

Knochentumoren, Metastasen oder Osteoporose sein (Claes et al 2012a).

Epidemiologisch betrachtet ist seit der Durchfithrung der ersten Gelenkprothesen im
Bereich des Knie- und Hiiftgelenks ein stetiger Anstieg der Implantationszahlen zu
verzeichnen. Kurtz et al (2005) beschreibt fiir die USA im Zeitraum von 1990 bis 2002
einen Anstieg der Implantationen pro 100.000 Einwohner im Bereich der priméren Hiift-
TEPs um 46 % (Fallzahl insgesamt: 119.000 auf 193.000). Der Anstieg der priméren
Knie-TEPs hat sich in diesem Zeitraum fiir die gleiche Bezugsgrofle sogar verdreifacht
(Fallzahl insgesamt: 129.000 auf 381.000). Eine detaillierte Analyse von Singh et al
(2010), die die Entwicklung im Olmsted County, Minnesota (USA) im Zeitraum von
1969 bis 2008 (unterteilt in drei bis fiinf Jahres Zeitintervalle) beleuchtet, zeigt ebenfalls,
dass tliber den gesamten Erfassungszeitraum ein stetiger Anstieg der Hiift- und Knie-TEP
Implantationen zu verzeichnen war. Die alters- und geschlechtsbereinigten Zahlen
bezogen auf Hiift-TEPs zeigen fiir das Zeitintervall 1969 bis 1972 50,2 Prothesen pro
100.000 Personen verglichen zu 145,4 Prothesen pro 100.000 Personen im Zeitintervall
von 2005 bis 2008. Ein besonders starker Anstieg lieB sich in den letzten
Analyseintervallen feststellen. So konnte in den Jahren 2001 bis 2004 eine Steigerung um
20 % und in den Jahren 2005 bis 2008 um 43 % nachgewiesen werden (Singh et al 2010).
Die Analyse zeigt einen noch stirkeren Trend bei Knie-TEPs. Hier wurden alters- und
geschlechtsbereinigt im Zeitraum 1971 bis 1976 31,2 Knie-TEPs pro 100.000 Personen
und in den Jahren 2005 bis 2008 220,9 pro 100.000 Personen implantiert. Auch bei den
Knie-TEPs konnten Singh et al (2010) einen besonders starken Anstieg in den letzten
Analyseintervallen aufweisen. Die Zahlen stiegen in den Jahren 2001 bis 2004 um 32 %
und in den Jahren 2005 bis 2008 um 24 % an.

Der in den USA beschriebene Trend zeigt sich ebenfalls in Deutschland. Wengler et al
(2014) untersuchten den durchgefiihrten Hiift- und Kniegelenkersatz im Zeitraum von
2005 bis 2011 in Deutschland und den USA. Fiir Deutschland zeigte sich in den Rohdaten
eine Zunahme der primér durchgefiihrten Hiift-TEPs von 254 auf 284 pro 100.000
Personen (Fallzahl insgesamt: 209.292 auf 232.320) und der Knie-TEPs von 164 auf 206
pro 100.000 Personen (Fallzahl insgesamt: 135.133 auf 168.486). Dies ist ein Anstieg
innerhalb von sechs Jahren um 11 % im Bereich der Hiift-TEPs und von 22 % im Bereich
der Knie-TEPs. Wengler et al (2014) haben die Daten zwischen Deutschland und den

USA auch untereinander verglichen. Nach Korrektur der unterschiedlichen
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Bevolkerungsstruktur zeigte sich, dass in Deutschland im Jahr 2011 ca. 1,4-mal haufiger
Hiift-TEPs durchgefiihrt wurden als in den USA. Verglichen hierzu wurden in den USA
2011 ca. 1,5-mal hdufiger Knie-TEPs implantiert.

Auch in Zukunft wird sich der aktuelle Trend fortsetzten. Kurtz et al (2007a) prophezeien,
dass in den USA bis zum Jahr 2030 ca. 572.000 primdre Hiift-TEPs implantiert werden.
Dies wiirde einen Anstieg um 174 % von 2005 bis 2030 bedeuten. Die erwarteten Zahlen
beziiglich der primiren totalen Knieendoprothesen sind noch weitaus hoher. Kurtz et al
(2007a) gehen davon aus, dass im gleichen Zeitintervall ein Anstieg um 673 % zu

verzeichnen sein wird, was einer Anzahl von ca. 3,48 Millionen Prothesen entspréiche.

1.2 Protheseninfektionen

1.2.1 Definition und Klassifikationen

Protheseninfektionen (abgekiirzt PJI vom englischen periprothetic joint infection)
beruhen vereinfacht dargestellt auf einer Infektion des periimplantiren Gewebes, eines in
den Korper eingebrachten kiinstlichen Gelenkersatzes (Otto-Lambertz et al 2017). Eine
einheitliche Definition mit standardisierten Diagnosekriterien lag lange Zeit nicht vor
(Parvizi et al 2011a). Zimmerli (2004) versuchte 2004 nach Auswertung verschiedener
Arbeiten (Berbari et al 1998, Brandt et al 1997, Meehan et al 2003, Tattevin et al 1999)
als einer der ersten Autoren zusammenzufassen, dass mindestens eines der folgenden vier
Kriterien zur Diagnosestellung einer PJI erfiillt sein muss: (1) Wachstum desselben
Erregers in zwei oder mehr Zellkulturen einer Gelenkprobe, (2) eitrige Synovia bzw. Eiter
im Bereich des Implantats, (3) histopathologische Zeichen eines akuten
Inflammationsgeschehens im periprothetischen Gewebe oder (4) das Vorhandensein
einer Gelenkfistel zwischen Haut und Implantat.

Auch in den Folgejahren wurde eine Vielzahl an Studien und Artikel, die sich mit der
Definition von PJIs auseinandersetzen, veroffentlicht (Berbari et al 2007, Parvizi et al
2006, Parvizi et al 2008, Schinsky et al 2008, Trampuz et al 2007, Trampuz & Zimmerli
2005, Trampuz & Zimmerli 2008, Zimmerli 2006). Doch erst ab 2010 finden sich durch
diverse Fachgesellschaften, wie der American Academy of Orthopaedic Surgeons
(AAOS), der Musculoskeletal Infection Society (MSIS), der Infectious Diseases Society
of America (IDSA) und der Société de Pathologie Infectieuse de Langue Frangaise
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(SPILF) nahezu vereinheitlichte und evidenzbasierte Kriterien, die eine mdglichst
eindeutige Definition fiir das Vorliegen einer PJI liefern sollen (Osmon et al 2013, Parvizi
et al 2011b, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010). Diese sind die
folgenden drei Hauptkriterien:

(1) Das Vorliegen einer Gelenkfistel, welche eine Kontaktverbindung von der Haut
bis zur Prothese darstellt und im Englischen sinus tract genannt wird,
(2) der Erregernachweis durch Zellkultur aus mindestens zwei separaten Gewebe-
oder Synoviaproben aus dem betroffenen Gelenk,
(3) das Vorliegen von vier der nachfolgenden sechs Nebenkriterien:
— Erhohte Erythrozyten-Sedimentationsrate (ESR) und Konzentration des C-
reaktiven Proteins (CRP) im Serum,
— Erhohte synoviale Leukozytenzahl,
— Erhohter synovialer Neutrophilenanteil (PMN%),
— Vorhandensein von Eiter im betroffenen Gelenk,
— Erregernachweis in einer einzigen Zellkultur aus periprothetischem Gewebe-
oder Synoviaproben oder
— mebhr als fiinf Neutrophile pro Hauptgesichtsfeld (HPF) in insgesamt fiinf HPF
bei der histologischen Analyse von periprothetischem Gewebe aus dem

betroffenen Gelenk

Ist eines dieser drei Hauptkriterien erfiillt, liegt definitionsgemdf eine PJI vor. Es ist
allerdings zu beachten, dass sich PJIs mitunter weniger eindeutig zeigen. So kann eine
PJI auch dann vorliegen, wenn keines der drei Hauptkriterien vollumfénglich erfiillt ist.
Hieran zeigt sich die Schwierigkeit der PJI Diagnosefindung.

Parvizi et al (2018) verdffentlichten 2018 eine Uberarbeitung der PJI-Definition unter
Beriicksichtigung der mit den o.g. Kriterien gemachten Erfahrungen und aktueller
Forschungsergebnisse. Sie erweiterten und passten die Nebenkriterien an und
entwickelten ein Scoringsystem, um eine noch sicherere Diagnosestellung zu
gewihrleisten. Laut den Autoren liefert die neue 2018 Definition eine hohere Sensitivitét
bei gleicher Spezifitidt im Vergleich zu den Fachgesellschaftsdefinitionen. Es wird sich

zeigen, inwieweit die Fachgesellschaften auf diese Ergebnisse reagieren werden.
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Neben der Definition spielt die Klassifikation eine entscheidende Rolle. Hiernach
entscheidet sich unter anderem die weitere Therapiestrategie (vgl. Kapitel 1.2.5). PJIs
konnen auf zwei Arten klassifiziert werden: Zum einen anhand des zeitlichen
Symptombeginns nach erfolgter Implantation (Trampuz & Zimmerli 2005, Trampuz &
Zimmerli 2008, Zimmerli 2004), zum anderen anhand der Ausbreitungsart (Trampuz &
Zimmerli 2005, Trampuz & Zimmerli 2008). Beides steht in engem Zusammenhang.

Zeitlich unterteilt man PJIs in Friihinfektionen (Symptombeginn < 3 Monate nach OP),
verzogerte Infektionen (Symptombeginn 3-24 Monate nach OP) und Spdtinfektionen
(Symptombeginn > 24 Monate nach OP). Klinisch unterscheiden sich die einzelnen
Infektionsformen wie folgt: Bei den Friihinfektionen zeigen sich klassische
Infektionszeichen. Es besteht ein persistierender lokaler Schmerz im Bereich der
implantierten Prothese, es liegt eine Schwellung sowie Rotung vor, oftmals besteht ein
grofles Himatom, es kommt zu Wundheilungsstdrungen und die Patienten leiden hdufig
an Fieber (Otto-Lambertz et al 2017, Trampuz & Zimmerli 2005, Zimmerli 2006,
Zimmerli 2004). Dahingegen présentieren sich verzogerte Infektionen wesentlich
unspezifischer. Hier steht ein chronisch persistierender oder immer stirker werdender
Schmerz im Bereich des Implantates sowie eine frithzeitige Implantatlockerung im
Vordergrund. Typische Infektionszeichen konnen teilweise oder ganz fehlen (Otto-
Lambertz et al 2017, Trampuz & Zimmerli 2005, Zimmerli 20006). Spdtinfektionen weisen
in 30 % der Félle einen plotzlichen und unerwarteten Beginn mit einer systemischen
Infektion auf. Im Vergleich dazu zeigen 70 % der Spdtinfektionen ein subklinisches Bild
aufgrund einer unbemerkten Bakteridimie (Trampuz & Zimmerli 2005, Zimmerli 2006).
Teilt man PJIs anhand der Ausbreitungsart ein, so lassen sich drei Wege voneinander
abgrenzen. Trampuz und Zimmerli (2005) fassen diese in Verbindung mit der zeitlichen
Komponente wie folgt zusammen: Die infektiose Ausbreitung der pathogenen Erreger
kann entweder (1) perioperativ, (2) hdmatogen oder (3) angrenzend verlaufen. Beim
perioperativen Ausbreitungsweg gelangen pathogene Erreger bereits wihrend oder
unmittelbar nach der Operation in die Wunde. Dieser Ausbreitungsweg ist in der Regel
mit  Friihinfektionen vergesellschaftet. Die hdmatogene Ausbreitung erfolgt
namensentsprechend iiber die Blut- oder Lymphbahn. Hierbei ist ein implantatferner
Fokus urséchlich. In der Regel lassen sich Spdtinfektionen auf diesen Ausbreitungsweg
zuriickfiihren. PJIs, welche durch den angrenzenden Ausbreitungsweg hervorgerufen

werden, haben einen unmittelbar benachbarten Infektionsherd zu Grunde liegen.
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Beispielsweise konnen ein Trauma, eine bereits vorbestehende Osteomyelitis oder Haut-
und Gewebeschédden zu dieser Ausbreitungsform fiihren.

Um aus der Klassifikation fiir den klinischen Alltag eine bessere therapeutische Relevanz
ziehen zu kdnnen, gibt es eine weitere, neuere Klassifikationsart. Diese unterscheidet eine
akut hdmatogene, eine friih postinterventionelle und eine chronische PJ1 (Societe de
Pathologie Infecticuse de Langue et al 2010, Zimmerli 2015). Die akut himatogene
Infektion prasentiert sich hierbei mit Symptomen von einer Dauer von drei oder weniger
Wochen nach einem initial problemlosen postoperativen Intervall egal welcher Lange.
Die friih postinterventionelle Infektion zeigt Symptome in einem Zeitraum, der weniger
als einen Monat nach der Operation betrdgt. Eine chronische Infektion liegt dann vor,
wenn Symptome ldnger als drei Wochen bestehen und jenseits der frithen
postinterventionellen Phase auftreten (Osmon et al 2013, Societe de Pathologie
Infectieuse de Langue et al 2010, Zimmerli 2015). Die Einteilung zielt hierbei auf die
Therapiemoglichkeit der erregereigenen Pathogenese in Form der Ausbildung eines
Biofilms (siehe 1.2.2) ab. Denn bei akut himatogenen und friih postinterventionellen
PJIs, die je nach Literatur mit einer Latenzzeit von 2-4 Wochen angegeben werden
(Esposito et al 2009, Minassian et al 2014, Osmon et al 2013, Societe de Pathologie
Infectieuse de Langue et al 2010) ist das Therapieziel die Durchbrechung des noch nicht
vollstidndig ausgebildeten Biofilms unter Erhalt der Prothese. Im Vergleich hierzu kann
der Biofilm bei chronischen PJIs nicht mehr durchbrochen werden und der Verlust des

Implantates ist somit die Folge.

1.2.2 Erregerspektrum und Pathogenese

Das Erregerspektrum von PJIs ist gut bekannt. Die Literatur bietet einen breiten
Uberblick iiber Erregerarten und Hiufigkeitsverteilungen. Weisen nahezu alle Studien
ein lbereinstimmendes Erregerspektrum auf, so zeigt sich beziiglich der
Hiufigkeitsverteilung mitunter eine groflere Spannbreite.

Zimmerli und Tarmpuz (Trampuz & Zimmerli 2005, Zimmerli & Moser 2012, Zimmerli
2004) geben die Haufigkeitsverteilung PJI hervorrufender pathogener Erreger mit
Referenz auf Pandey et al (2000), Segawa et al (1999) sowie Steckelberg (2000) in
nachfolgender Reihenfolge an: (1) Koagulase-negative Staphylokokken (30-43 %), (2)
Staphylococcus aureus (S. aureus) (12-23 %), (3) Streptokokken (9-10 %), (4)
Enterkokken (3-7 %), (5) Gram-negative Erreger (3-6 %) und (6) Anaerobier (2-4 %). In
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etwa 10-12 % ist die Infektion multibakteriell hervorgerufen und in ca. 10-11 % der Félle
ist der Erreger unbekannt.

Laffer et al (2006) konnten in ihrer retrospektiven Studie aus der Schweiz ein etwas
anderes Verteilungsbild feststellen. Sie detektierten als die hdufigsten isolierten Erreger
mit 33,3 % S. aureus, gefolgt von Koagulase-negativen Staphylokokken mit 21,4 %. Das
iibrige Bild entspricht weitestgehend dem von Zimmerli und Trampuz dargelegten
Verteilungsmuster. Zusdtzlich wurden bei zwei Patienten Pilze als Ursache der PJI
detektiert. Auch die von Pulido et al (2008) verdffentlichte Auswertung einer zwischen
Januar 2001 und April 2006 prospektiv gesammelten Datenmenge von 9245 primér
implantierten Hiift- und Knie-TEPs in den USA (Rothman Institute of Orthopaedics,
Thomas Jefferson University Hospital, Philadelphia, USA), von denen 63 Patienten eine
PJI entwickelten, zeigte ein S. aureus filhrendes Verteilungsmuster mit 38 %. Auf dem
zweiten Platz folgten mit 20 % Staphylococcus epidermidis und somit Koagulase-
negative Staphylokokken. Lamagni (2014) wertete Daten des britischen National Health
Services (NHS) aus den Jahren 2006/2007 und 2011/2012 aus. Auch hierbei zeigte sich
S. aureus als hiufigster Erreger, filhrend vor den Koagulase-negativen Staphylokokken.
Demgegeniiber analysierte Achermann et al (2014) Daten, welche zwischen Januar 2005
und Juni 2010 in der Schweiz (Schulthess Klinik Ziirich) erhoben wurden. Es lieBen sich
bei 69 Patienten mit einer PJI als haufigste Erreger mit 38 % Koagulase-negative
Staphylokokken gefolgt von S. aureus mit 25 % feststellen. Es zeigt sich hier wiederum
ein Verteilungsmuster, wie es Zimmerli und Trampuz beschreiben. Interessant ist eine
retrospektive Studie aus dem Jahr 2014 von Aggarwal et al (2014). In dieser wird durch
die Autoren die Erregerverteilung von PJIs zwischen zwei Endoprothetik-
Referenzzentren in Deutschland (HELIOS ENDO-Klinik Hamburg, Germany) und den
USA (American Orthopaedic Surgery Center, The Rothman Institute of Orthopaedics,
Philadelphia, Pennsylvania, USA) im Zeitraum von 2000 bis 2011 verglichen. In diesem
Zeitraum wurden in Hamburg 898 Fille von PJIs detektiert, in Philadelphia 772. Es zeigt
sich eine signifikant unterschiedliche Erregerverteilung bei den hdufigsten pathogenen
Erregern. Folgendes Verteilungsmuster wurde durch Aggarwal et al (2014) festgestellt:
HELIOS ENDO-Klinik Hamburg versus The Rothman Institute Philadelphia: Koagulase-
negative Staphylokokken (39,3 vs. 20,2 %), S. aureus (13,0 vs. 31,0 %), Streptokokken
(6,5 vs. 5,8 %), Enterokokken (7,0 vs. 3,9 %), Anaerobier (9,0 vs. 0,9 %), Pilze (0,3 vs.
2,3 %), Mykobakterien (0 vs. 0,6 %), multibakteriell (3,4 vs. 7,4 %), Kultur negativ (16,1

vs. 15,8 %), sowie andere Erreger (0,9 vs. 5,4 %). Die Autoren leiten aus dieser
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Verteilungsdifferenz daher die Frage ab, ob es generelle Unterschiede im gesamten
Handlungsalgorithmus zwischen einzelnen Kliniken gibt, die diesen Unterschied erkléren
konnten. Dabei wiére beispielsweise das perioperative Setting und das konkrete
chirurgische Vorgehen denkbar. Dies ist bei einer deutlich héheren Virulenz von S.
aureus gegeniiber Koagulase-negativen Staphylokokken eine nicht zu unterschétzende
Frage. Denn durch S. aureus hervorgerufene PJIs haben ein wesentlich schlechteres

Outcome (Teterycz et al 2010).

Um PJIs zu verstehen und eine suffiziente Therapie durchfiihren zu konnen, sind
Kenntnisse beziiglich der Pathogenese unerldsslich. Zwei wesentliche, auf zelluldrer
Ebene ablaufende Mechanismen spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Zum einen
interagiert ein in den Korper eingebrachtes Implantat in negativem Malle mit der lokalen,
korpereigenen Immunabwehr (Zimmerli 2015, Zimmerli & Sendi 2011) und zum anderen
besitzen gewisse Bakterien die Mdglichkeit der Ausbildung eines Biofilms, um sich vor
duBeren Einfliissen zu schiitzen (Costerton et al 1999, Donlan 2002, Donlan & Costerton
2002, Gristina & Costerton 1984, Gristina & Costerton 1985, Gristina et al 1987, Gristina
et al 1976).

Im Gegensatz zu vitalen Transplantaten, wie sie beispielsweise im Rahmen einer
Organtransplantation in den Korper eingebracht werden, werden kiinstliche Implantate
vom menschlichen Korper nicht abgestoBen. Dennoch findet eine Immunreaktion statt,
die einerseits die Integritdt des Implantates fordern muss, aber andererseits PJIs in hohem
Mafe begiinstigt (Zimmerli & Sendi 2011).

Zimmerli (2015) beschreibt diesen Prozess in seinem Buch Bone and Joint Infections:
From Microbiology to Diagnostics and Treatment wie folgt: Ein wesentlicher Bestandteil
der humoralen Immunabwehr sind Granulozyten. Thre Aufgabe ist es, Bakterien zu
zerstoren und Fremdkorper durch Phagozytose zu zersetzten (Verhoef 1991). Ist der zu
phagozytierende Fremdkorper zu groB, kommt es unter Interaktion mit der
Fremdkorperoberfliche zur sogenannten frustranen Phagozytose, die einen
Granulozytendefekt hervorruft (Klock & Stossel 1977, Wright & Gallin 1979). Dieser
fiihrt dazu, dass die Granulozyten nicht mehr in der Lage sind eine regelhafte Phagozytose
durchzufiihren, Bakterien suffizient zu zerstéren und Sauerstoffradikale zu exprimieren
(Zimmerli et al 1984, Zimmerli et al 1982). In vitro Experimente lassen vermuten, dass
der Defekt auf die Interaktion mit der nicht phagozytierbaren Implantatoberfliche oder

alternativ.  Verschleipartikeln des Implantates zurlickzufithren ist. Vermutlich
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degranulieren die Granulozyten dabei teilweise und verlieren dadurch ihre volle
Funktionalitit (Bernard et al 2005, Zimmerli et al 1984). Kaplan et al (1999) konnten
zeigen, dass sich durch Fremdmaterial aktivierte neutrophile Granulozyten vermutlich
zusétzlich selbst schidigen. Die von der ersten Granulozyten-Generation freigesetzten
Defensine (Human-Neutrophile-Peptide — HNP) beeintrachtigen die nachfolgenden und
neu hinzukommenden Neutrophilenpopulationen, indem sie die Freisetzung von
Sauerstoffradikalen behindern und zu einer verringerten Phagozytoseleistung fiihren.
Letztendlich fiihren diese Mechanismen dazu, dass Erreger, welche sich auf der
Implantatoberfldche ansiedeln, durch eine eingeschriankt wirksame Immunabwehr nicht
mehr suffizient bekdmpft werden kénnen.

Der andere bedeutende Mechanismus im Rahmen der Pathogenese von PlIs ist die
Fahigkeit von Bakterien einen Biofilm auszubilden. Zunichst ist hierbei zu erwéhnen,
dass sich um jedes in einen Korper eingebrachtes Fremdmaterial kurz nach Implantation
eine Konditionierungsschicht aus wirtsspezifischen Adhdsionen wie Fibrinogen,
Fibronektin, Laminin und Kollagen auf dessen Oberfldche bildet. Diese Schicht bietet
frei flotierenden, planktonischen Bakterien die Mdglichkeit der Adhdrenz und damit der
dauerhaften Ansiedelung (Darouiche 2004, Herrmann et al 1988, Lopes et al 1985,
Vaudaux et al 1993). Ist diese Ansiedlung erfolgt, bildet sich ein Biofilm aus. Dieser wird
von Donlan (2002) als Ansammlung mikrobieller Zellen definiert, die in einer Matrix aus
hauptsédchlich Polysacchariden eingeschlossen und irreversibel mit einer Oberfldche
verbunden sind. Biofilme kdnnen sich auf einer Vielzahl von Oberfldchen ausbilden und
passen sich dabei spezifisch an die einzelnen Oberflichengegebenheiten an (Donlan
2002). Es hat sich gezeigt, dass sich einige Materialen besser eignen als andere. Die
meisten Studien haben festgestellt, dass Erreger schneller an hydrophoben, unpolaren
Oberfliachen wie Teflon und andere Kunststoffe binden als an hydrophilen Materialien
wie Glas oder Metallen (Bendinger et al 1993, Fletcher & Loeb 1979, Pringle & Fletcher
1983). Das Ausmal3 der Besiedelung steigt mit zunehmender Oberfldchenrauigkeit an.
Auf Medizinprodukten bestehen Biofilme laut Donlan (2002) zumeist aus einem
einzigen, kokkoiden Organismus und der sie umschlieBenden extrazelluldren
Polymermatrix aus Polysacchariden. Jede bakterielle Biofilmformation ist dabei
einzigartig (Tolker-Nielsen & Molin 2000), weist aber gewisse Grundstrukturen auf.
Stoodley et al (1997) haben diverse Kriterien definiert, die jeder Biofilmformation
zugrunde liegen. Hierbei handelt es sich um einen diinnen Basisfilm, der von einer

liickenhaften Monoschicht aus Zellen bis hin zu mehrschichtigen Ebenen reichen kann.
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Den GrofBteil der Biofilmasse nimmt die extrazelluldre Polysaccharidpolymermatrix ein
(Donlan 2002). Je nach zugrundeliegendem Erreger kann sich die spezifische
Zusammensetzung der Matrix unterscheiden und andere Eigenschaften, wie
beispielsweise eine stirkere Bindungskraft aufweisen (Flemming 2000, Hussain et al
1993, Sutherland 2001). Die extrazellulire Polysaccharidpolymermatrix ist unter
anderem auch fiir die Resistenz gegeniiber Antibiotika verantwortlich. Durch direkte
Bindung von antimikrobiell wirkenden Stoffen wird der Transport durch den Biofilm
gehindert und somit die eingekapselten Erreger geschont (Donlan 2000). Insgesamt
weisen Erreger, welche in Biofilmen vorliegen, eine weitaus hohere Resistenz gegeniiber
antimikrobiellen Stoffen auf als planktonische Bakterien (Ceri et al 1999). Neben dem
schiitzenden Effekt der extrazelluldren Polysaccharidpolymermatrix werden in der
Literatur weitere Griinde diskutiert. Unter anderem wird vermutet, dass Erreger in
Biofilmformationen eine verlangsamte Wachstumsrate aufweisen und in eine stationire
Wachstumsphase iibergehen. Dieses konnte an einer nicht ausreichenden Versorgung
mittels Stoffwechselsubstraten wie Glukose oder Sauerstoff liegen (Anderl et al 2003).
Hier =zeigt sich ein wesentlicher Resistenzmechanismus gegeniiber einigen
Antibiotikaklassen, da diese die Bakterien angreifen indem sie deren Wachstum hemmen.
Des Weiteren liegen in einem Biofilm aufgrund der hohen Zelldichte weitaus bessere
Voraussetzungen zum Austausch von Plasmiden zwischen den Zellen vor (Hausner &
Wuertz 1999, Roberts et al 1999). Dadurch, dass Plasmide fiir Antibiotikaresistenzen
codieren konnen, wird somit eine médgliche Ubertragung von Resistenzen begiinstigt
(Donlan 2002). Ein weiterer resistenzfordernder Mechanismus ist das sogenannte
Quorum Sensing. Uber den Zell-zu-Zell Signalweg wird die Aktivierung von
biofilmférdernden Genen in den einzelnen Zellen aktiviert und dadurch die
Biofilmausbildung vorangetrieben (Vuong et al 2003). Dieses fiihrt wiederum zu einer
hoheren Resistenz.

Die Kombination aus Schwichung des Immunsystems und die bakterielle Fahigkeit der
Ausbildung eines Biofilms konnen daher als Ursache dafiir angesehen werden, dass
bereits sehr geringe Inoklunationsdosen (im Falle von S. aureus ist diese um den Faktor
100.000 niedriger als bei anderen Erregern (Zimmerli et al 1982)) ausreichen um PJIs
hervorzurufen und selbst gering virulente Erreger wie Koagulase-negative

Staphylokokken fiir einen Grofteil von PJIs verantwortlich sind.
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Abbildung 1 Biofilmformation auf einer metallischen Oberfliche. Es zeigt sich eine grofe
Bakterienformation (a), bis mit zunehmender Vergroferung einzelne kokkoide Bakterien (b) voneinander
abgegrenzt werden konnen (Labor fiir experimentelle Unfallchirurgie, Universitétsklinikum Gief3en).

1.2.3 Inzidenz und Risikofaktoren

Kapadia et al (2016) geben die Inzidenz fiir PJIs fiir Hiift-TEPs mit bis zu 1 % und fiir
Knie-TEPs zwischen 1-2 % an. Die Datenlage in der Literatur diesbeziiglich ist divergent.
Im Bereich der Knie-TEP PJIs lassen sich weitestgehend iibereinstimmende Zahlen
finden. Hiift-TEP PJIs werden in einigen Studien mit einer hoheren Inzidenz angegeben,
worauf Kapadia et al (2016) bereits hinweisen. Pulido et al (2008) werteten Daten des
Registers des Rothman Institute of Orthopaedics (Thomas Jefferson University Hospital,
Philadelphia, PA, USA) im Zeitraum von Januar 2001 bis April 20016 aus. 9245
Patienten erhielten dort eine primare Hiift- oder Knie-TEP. Es zeigte sich eine Gesamt-
Inzidenz fiir ein PJI von 0,7 %. Diese verteilte sich mit 0,3 % auf Hiift-TEPs und mit 1,1
% auf Knie-TEPs. Der GroBteil der PJIs, namlich 65 %, traten im ersten Jahr nach
Implantation auf. Ong et al (2009) und Kurtz et al (2010) werteten Daten des Medicare 5
% national sample data set (USA) fiir den Zeitraum Januar 1997 bis Dezember 2006 in
Bezug auf die Inzidenz von PJIs mit frilhem (< 2 Jahre nach Implantation) und
verzogertem Beginn (2-10 Jahre nach Implantation) aus. Es zeigte sich bei 39.929
durchgefiihrten Hift-TEPs 887 PJIs (Ong et al 2009). Dies ist iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum eine Inzidenz von 2,2 %. PJIs mit frithem Beginn (73,2 %) traten
mit einer Inzidenz von 1,63 %, verzdgerte Infektionen mit einer Inzidenz von 0,59 % auf.
Kurtz et al (2010) ermittelten im Bereich der Knie-TEPs eine Inzidenz fiir PJIs mit friithem

Beginn von 1,55 % und mit verzogertem Beginn von 0,46 %.
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Wie unter 1.1.2 beschrieben, wurde in den vergangenen Jahren ein stetiger Anstieg von
Hiift- und Knie-TEP Implantationen verzeichnet. Dementsprechend sind auch die
Infektionszahlen angestiegen. Kurtz et al (2008) beschreiben nach Auswertung von Daten
aus der Nationwide Inpatient Sample (NIS) Database der USA zwischen 1990 und 2004,
dass sich in diesem Zeitintervall die Inzidenz einer PJI bezogen auf beide Prothesenarten
ca. verdoppelt hat. Der Zusammenhang zwischen Infektionslast und Jahr ist
hochsignifikant (p < 0,0001), wobei die Wahrscheinlichkeit einer Infektion jéhrlich mit
einer Rate von fast 5 % zunahm. Insgesamt lag die Inzidenz einer PJI iiber den gesamten
Zeitraum von 15 Jahren fiir die Hiift-TEPs im Mittel bei 0,88 % und fiir Knie-TEPs bei
0,92 %.

Betrachtet man die Revisionszahlen in Hinsicht auf die Inzidenz fiir eine Revision
aufgrund einer PJI, so liefern Bozic et al (2010, 2009), Dale et al (2009) und Koh et al
(2014) diverse Daten. Bozic et al (2010, 2009) haben jeweils fiir Hiift- und Knie-TEPs
im Zeitraum Oktober 2005 bis Dezember 2006 die Revisionsdaten anhand der NIS-
Database ausgewertet. Hier zeigte sich die Inzidenz fiir Hiift-TEP-Revisionen aufgrund
einer PJI bei 14,8 % und fiir Knie-TEP-Revisionen bei 25,2 %. Bei deutlich
abweichenden Werten stehen Hiift-TEP-Revisionen aufgrund einer PJI im Vergleich zum
Knie erst an dritter Stelle. Die héufigste Ursache ist mit 22,5 % die
Instabilitdt/Dislokation, gefolgt von der aseptischen Lockerung mit 16,1 %. Knie-TEP-
Revisionen werden am héufigsten aufgrund von PJIs durchgefiihrt, gefolgt von der
aseptischen Lockerung mit 16,1 %. Koh et al (2017) bestitigen diese Daten. Sie
untersuchten anhand des New Zealand Joint Registry und individuellen Patientenakten
die Daten von 11.134 priméar durchgefiihrten Knie-TEPs im Zeitraum von 2000 bis 2015
in Neuseeland. Auch hier zeigte sich die PJI als hdufigste Revisionsursache, gefolgt von
der aseptischen Lockerung. Auch sie bestitigen die Inzidenz fiir eine PJI im Bereich einer
Knie-TEP mit bis zu 2 %.

Dale et al (2009) haben sich in einer Studie mit der Revisions-Risikoentwicklung
aufgrund von PJIs beschiftigt. Hierzu haben sie das Norwegian Arthroplasty Register
(NAR) fir den Zeitraum 1987 bis 2007 mit 97.344 durchgefiihrten Hiift-TEPs
ausgewertet. 79.820 Personen wurden letztendlich in die Studie eingeschlossen, 614
Erstrevisionen wurden aufgrund einer PJI durchgefiihrt. Dale et al (2009) konnten
feststellen, dass das Risiko eine Erstrevision aufgrund einer PJI stetig anstieg. Sie haben
dafiir den Zeitraum 1987 bis 1992 als Ausgangsperiode genommen. Im Vergleich dazu

ist das Risiko einer Primérrevision aufgrund einer PJI fiir den Zeitraum 1993 bis 1997
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1,3-mal hoher, fiir den Zeitraum 1998 bis 2002 1,5-mal h6her und fiir den Zeitraum 2003
bis 2007 3,0-mal hoher gewesen.

Neben einem deutlichen Anstieg der Implantationszahlen zeigt sich in den letzten Jahren
also auch ein Anstieg der Inzidenz fiir PJIs und der durchgefiihrten Revisionen aufgrund
einer PJIL.

Zur Priavention von PJIs ist es entscheidend, mdgliche Risikofaktoren zu kennen und
diese in die Operationsplanung miteinzubeziehen. Kunutsor et al (2016) werteten 66
Kohortenstudien (23 prospektive und 43 retrospektive), die sich mit den Risikofaktoren
von PJIs beschéftigten, aus und fassten die Ergebnisse in einem Review-Artikel
zusammen. Insgesamt wurden dabei Daten von 512.508 Patienten mit 8.026 PJIs
betrachtet. Es zeigte sich jeweils vergleichend fiir Méanner vs. Frauen und Raucher vs.
Nichtraucher ein relatives Risiko (RR) von 1,36 (1,18-1,57) und 1,83 (1,24-2,70) (95 %
Convidence Intervall — CI). Vergleiche des Body Mass Indexes mit BMI > 30 vs. < 30
kg/m?; > 35 vs. < 35 kg/m?; und > 40 vs. < 40 kg/m? wiesen eine RR von jeweils 1,60
(1,29-1,99); 1,53 (1,22-1,92); bzw. 3,68 (2,25-6,01) auf. Fanden sich Diabetes,
rheumatoide Arthritis, Depressionen, Steroid-Einnahme und frithere Gelenkoperationen
in der Anamnese, so ist das Risiko fiir eine PJI ebenfalls erhoht. Einen Hinweis auf eine
signifikante Assoziation von PJIs mit dem Alter lieB3 sich demgegeniiber nicht feststellen.
Ong et al (2009) und Dale et al (2009) konnten als weiteren Risikofaktor eine verldngerte
Operationszeit detektieren. So fanden Ong et al (2009) heraus, dass das Infektionsrisiko
bei Hiift-TEPs um 78 % ansteigt, sofern die Op-Zeit mehr als 210 min betrug, im
Vergleich zu denjenigen Operationen mit einer Op-Zeit von weniger als 120 min. Dale et
al (2009) stellten bereits ab einer Op-Zeit von mehr als 100 min ein erhohtes Risiko fiir
eine Revision aufgrund einer PJI fest. Dariliber hinaus konnten sie auBerdem ermitteln,
dass sich das Risiko einer PJI signifikant erhoht, sofern Patienten perioperativ keine
Antibiotikaprophylaxe erhalten (RR von 1,6).

Demnach zeigt sich, dass bei der Operationsplanung Risikofaktoren korrekt erkannt und

eingeschitzt werden miissen, um bereits préaoperativ addquat reagieren zu konnen.

1.2.4 Protheseninfektionen durch MRSA

Die durch Antibiotika-resistente Bakterien ausgehende Gefahr nimmt global stetig zu. In
einem durch den Wellcome Trust und das britische Department of Health in Auftrag
gegebenen und 2016 ver6ffentlichten Review (O'Neill 2016) wird die jdhrliche Todeszahl
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aufgrund von resistenten Infektionen auf ca. 700.000 beziffert. Diese Zahl wird bis zum
Jahr 2050 schitzungsweise auf zehn Millionen Tote pro Jahr ansteigen und gefdhrdet
damit eine Wirtschaftsleistung von rund 100 Milliarden US-Dollar (O'Neill 2016).
Zahlen fiir die USA beziffern aktuell ca. 19.000 jihrliche Todesopfer und 360.000
Hospitalisierungen aufgrund von MRSA Infektionen, die insgesamt Kosten von ca. 3 - 4
Milliarden US-Dollar verursachen (Martens & Demain 2017). Fiir Europa belaufen sich
die aktuellen MRSA-Infektion bedingten Todeszahlen auf ca. 25.000 Personen (Martens
& Demain 2017). Die Autoren des O’Neill-Berichts sehen durch die massiv zunehmende
Anzahl an Antibiotika resistenten Infektionen gut etablierte und als Standardbehandlung
anzusehende medizinische Verfahren immer stirker gefdhrdet. Auch der kiinstliche
Gelenkersatz wird hierbei erwéhnt, bei dem im Falle einer MRSA-bedingten Infektion
eine schnelle und suffiziente Therapie unverzichtbar ist.

1960 wurde der erste Methicillin-resistente S. aureus Stamm in Europa isoliert (Oliveira
et al 2002). Seitdem konnten fiinf hauptverantwortliche MRSA-Klone identifiziert
werden, die fast 70 % der iiber 3000 MRSA-Isolate ausmachen. Diese wurden
iiberwiegend in Krankenhdusern in Siid- und Osteuropa, Siidamerika und den USA
gewonnen (Oliveira et al 2002, Stefani & Varaldo 2003). Insgesamt zeigt sich fiir den
europdischen Raum ein nord-siid Gradient mit einer zunehmenden Haufigkeitsverteilung
von Norden (Skandinavien < 2 %) nach Siiden (mediterrane Lander > 40 %) (Stefani &
Varaldo 2003). Es sind die speziellen molekulargenetischen Eigenschaften der MRSA-
Stimme, die eine suffiziente Behandlung erschweren. Der zugrundeliegende
Resistenzmechanismus aller MRSA-Stdmme wird durch das sogenannte mec4 Gen
bedingt, welches urspriinglich nicht in der S. aures DNA vorkam und sich {iber die Zeit
evolutiondr entwickelt hat (Oliveira et al 2002). Dieses mecA Gen kodiert ein
modifiziertes Penicillin-Bindeprotein (PBP2A), eine Transpeptidase, welche fiir die
regelrechte Verkniipfung bestimmter Bausteine bei der Bakterienzellwandsynthese
verantwortlich ist. Betalactam-Antibiotika sind nicht mehr bzw. nur noch eingeschrénkt
in der Lage, an dieses modifizierte Penicillin-Bindeprotein zu binden und die
Zellwandsynthese und somit das gesamte Bakterienwachstum zu behindern (Oliveira et
al 2002). Die Wirksamkeit dieser Antibiotikaklasse ist somit maf3geblich gehemmt.
Schaut man sich die in der Literatur vorhandene Datenlage fiir durch hochresistente
Erreger hervorgerufene PJIs im Detail an, so ldsst sich feststellen, dass im Verlauf der
letzten Jahre eine Zunahme zu verzeichnen ist (Rosteius et al 2018, Zajonz et al 2016).

Dies gilt allerdings besonders fiir Erreger wie Methicillin-resistente Staphylococcus
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epidemidis (MRSE), extended-spectrum Beta-lactamasen (ESBL), Ampicillin—resistente
Enterococcen und Vancomycin-resistente Enterococcen (VRE). So verweisen Rosteius
et al (2018) und Zajonz et al (2016) in ihren Arbeiten auf eine tendenzielle Abnahme fiir
MRSA-bedingte PJIs. Wang et al (2018) konnten nicht nur bei den MRSA-bedingten
PJIs, sondern insgesamt einen Riickgang von PJIs in ihrer Studie feststellen (Wang et al
2018), was auf einen gegenldufigen Trend hindeuten wiirde.

Die Datenlage beziiglich der Inzidenz fiir durch MRSA hervorgerufene PJIs ist durchaus
divergent und wird von Kapadia et al (2016) mit einer Spannweite von 12-23 % fiir alle
PJIs in den USA angegeben. Lamagni (2014) berichtet fiir England in den Jahren
2010/2011 tiber einen MRSA Anteil von 20 %. Daten anderer Lénder zeigen hiervon
durchaus Abweichungen, die im Folgenden beleuchtet werden.

Das Kollektiv mit dem geringsten Anteil stellt Ravi et al (2016) mit einem Anteil von 2,8
%. Sie werteten Daten im Zeitraum von Januar 2006 bis Dezember 2008 aus drei
tertidrversorgenden Krankenhdusern in Neuseeland aus. In den 35 detektierten PJIs war
lediglich eine durch MRSA bedingt. Zeller et al (2018) evaluierten Daten im Zeitraum
von Januar 2004 bis Dezember 2015 eines franzosischen Referenzzentrums fiir Knochen-
und Gelenkinfektionen. Die Kohorte umfasste insgesamt 997 Patienten mit einer oder
mehreren PJIs, von denen in 3,6 % der Fille MRSA als pathogener Erreger nachgewiesen
werden konnte. Triffault-Fillit et al (2019) konnten einen etwas hoheren Anteil an
MRSA-bedingten PJIs nachweisen. Von 511 dokumentierten Infektionen, welche in
einem Zeitraum von 2011 bis 2016 in ihrer in Frankreich erhobenen Kohorte
nachgewiesen wurden, wurden 26 (5,1 %) durch MRSA hervorgerufen. Wang et al (2018)
und Tsai et al (2019) zeigen in ihren Arbeiten eine deutlich hohere Rate an MRSA-
bedingten PJIs. Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass die beiden Kollektive aus
Taiwan stammen und somit andere, ortsbedingte Grundvoraussetzungen vorlagen. Das
Kollektiv von Wang et al (2018) umfasst 178 PJIs in einem Zeitraum von 2002 bis 2014.
16 (9 %) dieser Infektionen waren durch MRSA bedingt. Mit 10,5 % hat Tsai et al (2019)
den groften Anteil an MRSA-bedingten PJIs vorzuweisen. In einem Zeitraum von 2006
- 2014 wurden 31 von insgesamt 294 nachgewiesenen PJIs durch MRSA verursacht.
Das besondere Problem der durch MRSA hervorgerufenen PJIs ist das deutlich hohere
MaB an Behandlungsversagen (sofern eine Revisionsoperation stattgefunden hat, wird
dies im angloamerikanischen Sprachraum als failed revision bezeichnet) trotz gezielter
Therapiestrategien (siehe Kapitel 1.2.5). Die Kombination aus den in Kapitel 1.2.2

beschriebenen pathogenen Eigenschaften und der Betalactam-Antibiotikaresistenz
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machen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus zu einem besonderen Gegenspieler
im Kampf gegen Protheseninfektionen.

So konnten Soriano et al (2006) nachweisen, dass der einzige unabhéngige Risikofaktor
fiir das Therapieversagen bei PJIs eine Infektion mit MRSA ist (p = 0,003).

Kilgus et al (2002) werteten den Therapieerfolg 70 MRSA-bedingter Knie- bzw. Hiift-
PJIs im Zeitraum von Mai 1997 bis Mérz 2001 aus. Dabei galt die Behandlung als
erfolgreich, wenn die Prothese entweder durch Spiil- und Entlastungsverfahren allein
oder nach Entfernung der infizierten Prothese und anschlieBender erfolgreicher
Reimplantation erhalten werden konnte. Als Therapieversagen wurde die Notwendigkeit
einer Arthrodese, die Amputation der betroffenen GliedmaBle oder eine dauerhafte
Exzisionsarthroplastik definiert. Es zeigte sich, dass im Bereich der Hiift-PJls,
hervorgerufen durch MRSA, lediglich ein Therapieerfolg bei 48 % zu verzeichnen war.
Demgegeniiber konnten PJIs von nicht resistenten Erregern in 89 % der Félle erfolgreich
saniert werden. Die Zahlen fiir Knie-PJIs sind deutlich signifikanter mit 89 % vs. 18 %
(MRSA).

Auch Salgado et al (2007) untersuchten gezielt den Unterschied in Bezug auf
Behandlungsversagen zwischen PJIs hervorgerufen durch MSSA im Vergleich zu
MRSA. Sie werteten Daten zwischen Januar 1995 und Dezember 2004 von insgesamt
137 PJIs aus. 33 % dieser 137 PJIs wurden durch S. aureus hervorgerufen. Diese 33 %
unterteilen sich in 24 % MSSA- und 9 % MRSA-bedingte PJIs. Letztendlich zeigte die
Datenauswertung, dass eine PJI durch MRSA zu einem hoéheren Risiko eines
Therapieversagens (Hazard Ratio, 9,2; 95 % Konfidenzintervall, 2,40 - 35,46) als bei
MSSA fiihrte.

Ebenso konnten Parvizi et al (2009) nachweisen, dass die Rate an Therapieversagen bei
MRSA-bedingten PJIs hoher ist. Sie untersuchten die Therapieresultate von insgesamt
127 Patienten in einem Zeitraum zwischen 1999 und 2006 im Rothman Institute of
Orthopaedics (Thomas Jefferson University Hospital, Philadelphia, PA, USA). Es zeigte
sich, dass ein chirurgisch durchgefiihrtes Debridement die Infektion lediglich in 37 % der
Félle kontrollieren bzw. sanieren konnte. Erst ein zwei-zeitiges Therapieregime mit einer
Resektionsarthroplastik fiithrte zu einer Sanierung bei 75 % der Hiift-TEP PJIs und bei 60
% der Knie-TEP PJIs. Kurd et al (2010) fassten einen GroBteil der durch Parvizi et al
(2009) bereits verodffentlichten Daten unter einer etwas anderer Fragestellung erneut

zusammen. Sie konnten fiir das dann 102 Pateinten umfassende Kollektiv die Aussage
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treffen, dass bei einem Two-Stage-Revision Therapieversagen bei Knie-PJIs die
Grundinfektion 3,37-mal haufiger durch MRSA hervorgerufen wurde.

Eine ebenfalls eingeschriankte Therapieerfolgsrate konnten auch Siddiqui et al (2013) in
Bezug auf die Behandlung von MRSA-bedingten PJIs aufweisen. Sie ermittelten Daten,
die vergleichbar mit Parvizi et al (2009) sind. So zeigte sich in ihrem
Behandlungskollektiv von 12 Patienten, dass eine Revisions-Operation mit Debridement
lediglich eine Erfolgsrate von 33 % aufweisen konnte. Erst das Vorgehen nach Two-
Stage-Revision-Procedure brachte einen Behandlungserfolg von 88 %.

Neben der hiufigeren Therapieversagensrate ist ebenfalls eine hohere Reinfektionsrate
von bis zu 21 % bei Hiift- und 50 % bei Knie-PJIs durch MRSA in der Literatur
beschrieben (Azzam et al 2009).

1.2.5 Diagnostik und Behandlungsstrategien

Um PJIs gezielt und erfolgsversprechend behandeln zu konnen, ist es zunichst
unabdinglich, eine sichere Diagnose zu stellen. Je nach Klassifikation muss eine
manifeste PJI beispielsweise von einer aseptischen Implantatkomplikation unterschieden
werden (Otto-Lambertz et al 2017). Dabei ist eine ziligige Diagnosestellung von
erheblicher Bedeutung, da eine Verzdgerung den kompletten Verlust des Implantates mit
zum Teil weitreichenden Folgen fiir den Patienten bedeuten kann

Wie bereits in Kapitel 1.2.1 erwihnt, haben diverse Fachgesellschaften (AAOS, MSIS,
IDSA, SPILF) Handlungsrichtlinien verfasst, um im klinischen Alltag ein zuverléssiges
und schnelles Diagnoseverfahren zu ermoglichen. Dariiber hinaus finden sich in der
Literatur eine Vielzahl an Arbeiten unterschiedlicher Autoren, die sich diesem Thema
widmen.

Die Grundpfeiler aller aktuell empfohlenen Diagnoseschritte sind: (1) Erhebung der
aktuellen Klinik und Anamnese seit Implantatimplantation, (2) Durchfithrung einer
gezielten Labordiagnostik und Bildgebung, sowie (3) Materialgewinnung durch
Gelenkpunktionen oder operatives Vorgehen zur mikrobiologischen und
histopathologischen Aufarbeitung (Otto-Lambertz et al 2017).

PJIs prisentieren sich je nach Klassifikation (Friihinfektion, verzogerte Infektion,
Spdtinfektion, vgl. dazu Kapitel 1.2.1) divergent. Zeigt sich anamnestisch und klinisch
der gerechtfertigte Verdacht auf eine PJI sollte zundchst eine gezielte Labordiagnostik

erfolgen. Dabei liegt der Fokus auf den zwei infektspezifischen Laborparametern C-
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reaktives Protein (CRP) und Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) (Osmon et al 2013,
Parvizi & Della Valle 2010, Parvizi et al 2011b, Societe de Pathologie Infectieuse de
Langue et al 2010, Zmistowski et al 2014). Als Grenzwert fiir eine akute Frithinfektion
gilt ein CRP-Werte von mehr als 100 mg/l im Blutserum. Fiir die BSG konnte fiir akute
Infektionen derzeit noch kein Grenzwert ermittelt werden. Fiir chronische PJls
(verzogerte Infektionen und Spdtinfektionen) dndern sich die Grenzwerte auf mehr als 10
mg/I fiir das CRP und eine BSG von mehr als 30 mm/h (Zmistowski et al 2014). Da diese
Laborparameter zwar eine hohe Sensitivitét, aber nur geringe Spezifitdt aufweisen, ist das
Vorliegen einer PJI bei ausbleibender CRP- und BSG-Erh6hung zwar unwahrscheinlich,
kann letztendlich aber nicht ausgeschlossen werden (Shahi et al 2017).

Shahi et al (2017) verweisen auf noch einen weiteren fiir die Diagnosefindung niitzlichen
Laborparameter. Sie konnten nachweisen, dass der Leukozyte Esterase (LE) Test im Urin
bei Patienten mit nachgewiesener PJI im Vergleich zu CRP und BSG die beste diagnosti
odds ration (DOR) bietet. Auch andere Autoren haben die LE als Diagnoseparamter
beschrieben und deren Nutzen erldutert (Tarabichi et al 2017, Wyatt et al 2016). Parvizi
et al (2018) haben die LE bereits in ihre 2018 verdffentlichten neuen Definitionskriterien
fiir Knie- und Hiiftinfektionen aufgenommen.

Liegt neben lokalen Infektionszeichen zusitzlich Fieber und somit der Verdacht auf eine
Bakteridimie vor, sollten aulerdem Blutkulturen gewonnen werden (Osmon et al 2013,
Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010).

Als fiihrendes bildgebendes Verfahren wird die Anfertigung von konventionellen
Rontgenaufnahmen des betroffenen Gelenks in zwei Ebenen empfohlen (Osmon et al
2013, Parvizi & Della Valle 2010, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse
de Langue et al 2010, Zmistowski et al 2014). Dabei liegt das Augenmerk auf den
typischen radiologischen Infektzeichen mit periprothetischen Iytischen Ldsionen,
periostealer Auftreibung bzw. Knochenneubildung sowie Lockerungsrdumen zwischen
Implantat und Knochen (Tigges et al 1994). Weiterfiihrende radiologische Diagnostik
wie die Computer- oder Magnetresonanztomographie (CT, MRT) wird nur in speziellen
Fragestellungen und unter Beachtung der Kontraindikationen als notwendig erachtet.
Dieses gilt ebenfalls fiir die 99mTC-Skelettszintigraphie und die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) (Osmon et al 2013, Parvizi & Della Valle 2010, Parvizi et al 2013,
Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010, Zmistowski et al 2014).
Letztendlich gilt als diagnostischer Goldstandard zum sicheren Nachweis einer PJI die

Gewinnung von Probematerial zur mikrobiologischen und histopathologischen
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Aufarbeitung, um einen direkten Erregernachweis zu erhalten. Es stehen zum einen die
Gelenkpunktion und zum anderen die Gewebeentnahme bei Diagnostik- oder
Revisionseingriffen zur Verfligung (Osmon et al 2013, Parvizi & Della Valle 2010,
Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010, Zmistowski et
al 2014). Fiir diese Verfahren werden in der Literatur Werte von tliber 90 % fiir Sensitivitét
und Spezifitit angegeben (Bauer et al 2006). Dabei ist zu beachten, dass eine
Gelenkspunktion ohne die vorherige Infiltration von Lokalandsthetikum erfolgen sollte,
um eine Ergebnisverfilschung durch den bakteriziden Effekt von diesem zu verhindern
(Otto-Lambertz et al 2017).

Neben einem direkten Erregernachweis kann eine Gelenkpunktion zunédchst auch eine
Aussage bzgl. der Zellzahl und Zelldifferenzierung sowie Kristallopathie in der
Synovialfliissigkeit liefern und somit iiber eine laborchemische Analyse weitere
Hinweise auf eine womdglich vorliegende PJI aufzeigen (Osmon et al 2013, Parvizi &
Della Valle 2010, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al
2010). Als Grenzwerte fiir das Vorliegen einer akuten Friihinfektion gelten laut
derzeitiger Empfehlungen eine Zellzahl von mehr als 10.000 Leukozyten/pl mit einem
Differenzierungsgrad von mehr als 90 % polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten.
Fiir chronische PJls (verzogerte Infektionen und Spdtinfektionen) belaufen sich die
Grenzwerte auf mehr als 3000 Leukozyten/pl und einen Differenzierungsgrad von 80 %
polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (Zmistowski et al 2014). Bei Diskrepanz
zwischen Punktionsergebnis und sich bietender Klinik bzw. den Ergebnissen der
Labordiagnostik sollte eine erneute Punktion durchgefithrt bzw. eine operative
Gewebegewinnung geplant werden (Parvizi & Della Valle 2010).

Wesentlich entscheidender ist aber der Erregernachweis. Hierfiir sollte unter streng
aseptischen Voraussetzungen ausreichend Material abpunktiert, bzw. bei einem
operativen Eingriff zwischen drei und sechs Gewebeproben gewonnen werden. Das
alleinige Vorliegen zweier positiver Proben mit ein und demselben pathogenen Erreger
bestitigt definitionsgemdl eine PJI, wohingegen bereits eine Probe mit einem
hochvirulenten Erreger wie S. aureus als Infektionsnachweis gewertet werden kann
(Osmon et al 2013, Parvizi & Della Valle 2010, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie
Infectieuse de Langue et al 2010, Zmistowski et al 2014). Zu beachten ist, dass zum
Zeitpunkt der Punktion bzw. der Gewebeentnahme noch keine antibiotische Behandlung
begonnen wurde oder diese mindestens zwei Wochen vorher pausiert wurde, um das

Probenergebnis nicht zu verfalschen (Osmon et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse
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de Langue et al 2010, Zimmerli 2004).

Ungeachtet der eben dargelegten Diagnostik gilt wie in Kapitel 1.2.1 bereits erwéhnt als
direkter Beweis fiir eine PJI das Vorliegen einer Gelenkfistel (Osmon et al 2013, Parvizi
et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010, Workgroup Convened
by the Musculoskeletal Infection 2011, Zmistowski et al 2014). Eine solche Gelenkfistel
ist dabei in der Regel ein Zeichen einer chronischen Infektion im Sinne einer verzogerten

oder Spdtinfektion (Achermann et al 2014).

Verdachtsdiagnose
PJI
bei gegebener
Klinik und Anamnese

==

Labordiagnostik Bildgebung Materialgewinnung
Hauptkriterien: Nebenkriterien:
— Gelenkfistel — Serum ESR1 und CRP?
— Erregernachweis in > zwei — Synoviale Leukozytenzahl{
Proben — Synovialer Neutrophilenanteil

— Pus im betroffenen Gelenk
— Erregernachweis in > einer Probe

— FiinfNeutrophile/HPF in > fiinf HPF

Abbildung 2 Vereinfachter Diagnosealgorithmus fiir PJIs. Eine PJI liegt definitionsgem&f dann vor, wenn
eines der Hauptkriterien, oder vier der Nebenkriterien erfiillt sind (in Anlehnung an die
Fachgesellschaftsempfehlungen (Osmon et al 2013, Parvizi et al 2011b, Societe de Pathologie Infecticuse
de Langue et al 2010)).

Konnte die durchgefiihrte Diagnostik einen sicheren PJI Nachweis erbringen, muss sich
zligig ein strategisch durchdachtes Therapiekonzept im Sinne der nachfolgenden
Handlungsalgorithmen anschlieBen. Dabei kommt je nach nachgewiesener PJI-
Klassifikation entweder ein Prothesenerhalt (Friihinfektionen) oder ein Prothesenausbau

mit Wechsel (Friihinfektionen, verzégerte Infektionen, Spdtinfektion) in Frage (Osmon et
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al 2013, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010,
Zimmerli 2004). Neben der PJI-Klassifikation ist das zweite entscheidende Kriterium
eine mdgliche Implantatlockerung, die immer einen Prothesenausbau zur Folge haben
sollte.

Liegt eine Friihinfektion (Symptombeginn < 3 Monate nach OP, sowie bestehende
Symptome < 3 Wochen) ohne Implantatlockerung, mit gut behandelbarem
Erregerspektrum und intaktem Weichteilgewebe ohne Fistelgang vor, kann ein
prothesenerhaltender Therapieansatz mit ausgiebigem chirurgischen Débridement und
zusétzlicher Antibiotikatherapie angestrebt werden. Bei diesem Verfahren sollte im
Rahmen des Debridements ein Austausch nicht verankerter, modularer Prothesenteile
(bsp. Hiiftkopf oder Inlay) erfolgen, um ein optimales Eradikationsergebnis zu erzielen
(Otto-Lambertz et al 2017, Sendi et al 2017, Triantafyllopoulos et al 2016). Die neben
dem  chirurgischen = Vorgehen  durchzufiihrende  Antibiotikatherapie = muss
antibiogrammgerecht mit einem moglichst knochengéngigen Antibiotikum erfolgen.
Sofern ein Nachweis von Staphylokokken oder einem anderen biofilmbildenden Erreger
vorliegt, wird eine Kombinationstherapie mit einem biofilmaktiven Préparat wie bsp.
Rifampicin empfohlen (Osmon et al 2013, Parvizi et al 2013, Saginur et al 2006, Sendi
& Zimmerli 2017, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010, Zimmerli
2004). Uber die Dauer der Antibiotikagabe herrscht keine Einigkeit. Hier werden je nach
Fachgesellschaft und Autor Zeitraume von sechs Wochen bis teilweise zu sechs Monaten
diskutiert (Yen et al 2019). Es wird dazu geraten, zunichst mit einer intravendsen Gabe
zu beginnen und diese bei klinisch gutem Ansprechen frithestens nach zwei Wochen auf
eine orales Antibiotikum umzustellen, sofern dieses eine gute Bioverfiigbarkeit und
Knochengingigkeit aufweist (Osmon et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de
Langue et al 2010, Zimmerli 2004). Auch der Zeitpunkt der Umstellung wird kontrovers
diskutiert. So raten Daver et al (2007) und Darley et al (2011) dazu, die
Antibiotikatherapie mdglichst friihzeitig zu oralisieren, um den Patienten mehr
Unabhéngigkeit und eine frithere Entlassung aus der Klinik bei gleichzeitiger
Kostensenkung zu ermdglichen, da sie keinen Therapienachteil einer friihzeitigen
Oralisierung gegeniiber eine prolongierten i.v. Gabe nachweisen konnten. Li et al (2019)
konnten sogar zeigen, dass eine komplett orale Applikation im Vergleich zur i.v. Gabe
innerhalb der ersten sechs Wochen keine hohere Therapieversagensrate bei schweren
orthopédischen Infektionen aufweist (failure rate 13.2 % oral vs. 14.6 % i.v.). Zu

beachten ist dabei natiirlich das gewihlte Antibiotikum bzw. die gewdhlte
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Antibiotikakombination mit deren Pharmakokinetik und die pathogenen Eigenschaften
des zugrundeliegenden Erregers.

Sofern sich strikt an die aktuellen Diagnose- und Therapieempfehlungen gehalten wird,
konnen mitunter sehr gute Behandlungsergebnisse im Rahmen prothesenerhaltender
Strategien bei Friihinfektionen erzielt werden. Sendi et al (2017) haben eine Erfolgsrate
von 91 % fiir Frithinfektionen bei Hiift-TEP-PJIs erzielen kdnnen. Dennoch zeigt sich in
der Literatur eine erhebliche Spannweite der Erfolgsraten von 36 % bis 91 %, wie
Triantafyllopoulos et al (2016) zusammenfassen.

Lisst sich in einer der im Rahmen des durchgefiihrten Debridements gewonnenen Proben
ein schwer behandelbarer Erreger nachweisen (small variant Staphylokokken,
Enterokokken, chinolonresistente Pseudomonas aeruginosa, alle multiresistenten
Erreger/Rifampizinresistenz, Erreger ohne oral-bioverfiigbares Antibiotikum) (Otto-
Lambertz et al 2017) , so ist ein Prothesenerhalt nicht sinnvoll und ein Umschwenken auf

das nachfolgend dargelegte Therapiekonzept sollte erfolgen.

Wie bereits zuvor erwihnt, besteht dieses aus einem Prothesenausbau mit Wechsel. Es
sollte dann zur Anwendung kommen, wenn eine verzogerte Infektion (Symptombeginn
3-24 Monate nach OP) oder Spdtinfektion (Symptombeginn > 24 Monate nach OP)
vorliegt bzw. wenn die aktuelle klinische Beschwerdesymptomatik ldnger als drei
Wochen besteht. Als weitere Griinde gelten der Nachweis von schwer behandelbaren
Erregern (siche oben), eine Implantatlockerung oder das Vorhandensein von
beschddigtem gelenksnahen Weichteilgewebe bzw. einem Fistelgang (sinus tract)
(Bialecki et al 2019, Osmon et al 2013, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie
Infectieuse de Langue et al 2010, Zimmerli 2004). Prinzipiell kann ein Prothesenausbau
mit Wechsel nach zwei unterschiedlichen Strategien durchgefiihrt werden. Zum einen
besteht die Mdglichkeit des einzeitigen Wechsels (One-Stage-Revision-Procedure) mit
Ausbau und Neuimplantation in gleicher Sitzung. Und zum anderen kommt ein
zweizeitiger Wechsel (Two-Stage-Revision-Procedure) mit Ausbau, Spacerimplantation
und Prothesenneuimplantation zu einem spéteren Zeitpunkt infrage.

Der einzeitige Prothesenwechsel bietet sich dann an, wenn der pathogene Erreger bekannt
ist, nicht zum Spektrum der schwer behandelbaren Erreger gehort, ein effektiv wirksames
Antibiotikum zur Verfiigung steht, der Patient nicht septisch ist und das gelenknahe
Weichteilgewebe intakt und ohne Fistelgang vorliegt (Bialecki et al 2019, Kapadia et al
2016, Lichstein et al 2014, Osmon et al 2013, Parvizi et al 2013, Thakrar et al 2019,

24



1 Einleitung und theoretische Grundlagen

Zimmerli 2004). Neben diesen strikten Patientenauswahlkriterien sind fiir eine
erfolgreiche Durchfiihrung einer One-Stage-Revision-Procedure ein intraoperativ
aggressives Weichteildébridement mit ggf. sorgfiltiger Entfernung aller alten
Zementanteile mit ausgiebiger Spiilung und Verwendung eines antibiotikabeladenen
Zements fiir die Prothesenreimplantation von entscheidender Bedeutung (Gehrke et al
2013). Dariiber hinaus muss im Anschluss an die Revisionsoperation zwingend eine
Antibiotikatherapie erfolgen. Wie bereits zuvor erwidhnt, werden Ladnge und
Applikationsart in der Literatur kontrovers diskutiert (Yen et al 2019). Wird sich streng
an das empfohlene Therapiekonzept gehalten, konnen Erfolgsraten zwischen 75-95 %
erzielt werden (Bialecki et al 2019). Einzeitige Therapiekonzepte werden vornehmlich in
Europa durchgefiihrt (Cooper & Della Valle 2013), weswegen ein GroBteil der Daten aus
der europdischen Literatur stammt (Bialecki et al 2019). In den USA hat sich vermehrt
das zweizeitige Therapiekonzept durchgesetzt (Cooper & Della Valle 2013, Osmon et al
2013, Windsor 1991), obwohl die in der Literatur verfiigbaren Daten vergleichbare
Ergebnisse bzw. sogar eine potentielle Uberlegenheit einer One-Stage-Revision-
Procedure im Vergleich zur Two-Stage-Revision-Procedure darlegen, sofern die o.g.

Voraussetzzungen erfiillt sind (Bialecki et al 2019, Nagra et al 2016, Rowan et al 2018).

Ist bereits ein Kriterium fiir einen einzeitigen Wechsel nicht erfiillt, sollte ein zweizeitiges
Therapieverfahren angestrebt werden (Bialecki et al 2019, Lichstein et al 2014, Osmon
et al 2013, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010,
Zimmerli 2004), welches erstmalig 1983 durch Insall et al (1983) beschrieben wurde.
Hierbei wird in einer initialen Operation (Stage ) die infizierte Prothese entfernt und
wiederum ein aggressives Weichteildébridement mit ggf. sorgféltiger Entfernung aller
alten Zementanteile, sowie ausgiebiger Spiilung des Gelenks durchgefiihrt. Im Anschluss
wird in den meisten Fillen empfohlen, einen Platzhalter, einen sogenannter Spacer,
einzusetzen (Osmon et al 2013, Parvizi et al 2013, Societe de Pathologie Infectieuse de
Langue et al 2010, Zimmerli 2004). Spacer sind meist auf Polymethylmethacrylat
(PMMA)-Basis hergestellte Zementplatzhalter, die in ihrer Zusammensetzung auf das
von Charnley (Charnley 1960) als Goldstandard etabliertem Prinzip des Einsatzes von
PMMA-Knochenzement fiir den kiinstlichen Gelenkersatz beruhen. Dabei gibt es eine
Vielzahl von unterschiedlichen Modellen, auf die an dieser Stelle nicht néher
eingegangen werden soll. Ein Spacer kann entweder mit dem entsprechenden Gelenk

artikulieren oder statisch konfiguriert sein, was laut Voleti et al (2013) natiirlich einen
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Einfluss auf die Beweglichkeit der betroffenen Gliedmalle, aber weniger auf das spitere
Resultat der Infektbekdmpfung hat. Die Wahl der Spacerart hingt dabei von
verschiedenen Kriterien wie dem infektbedingten Knochenverlust, dem Zustand der
Weichteile, der Notwendigkeit der Gelenkbewegung, der Verfiigbarkeit der
verschiedenen Spcaerarten und der Auswahl an beigefiigten Antibiotika ab (Voleti et al
2013). Neben der Gewéhrleistung des rudimentédren Funktionserhalts kann und sollte ein
Spacer zusitzlich als Antibiotikaapplikator zur lokalen Eradiktation dienen, indem ihm
Antibiotika zugesetzt werden. Die Antibiotika miissen dabei hitzebestindig und gut
wasserldslich sein, um zum einen die exotherme Reaktion des Polymerisationsprozesses
bei der Aushdrtung des Zements zu iiberstehen und zum anderen gut in das umgebende
Gewebe diffundieren zu konnen, um eine allmdhliche Antibiotikafreisetzung zu
ermoglichen und somit eine nachhaltige bakterizide Wirkung zu erzielen (Cooper & Della
Valle 2013, Cui et al 2007). Cephalosporine, Daptomycin, Gentamicin, Tobramycin und
Vncomycin sind dabei je nach zugrundeliegendem pathogenen Erreger die
gebriuchlichsten Antibiotika (Cooper & Della Valle 2013, Cui et al 2007, Parvizi et al
2013). Um eine optimale Eradikation zu gewéhrleisten, sollte die im periprothetischen
Gewebe erreichte Antibiotikakonzentration ausreichen, um eine PJI nach Stage I
mindestens sechs Wochen lang zu behandeln (Fink et al 2011). In der Literatur finden
sich verschiedene Angaben fiir die optimale Dosierung, welche mitunter auf personlichen
Erfahrungen oder den wenigen Studien wie die von Lewis et al (2010) beruhen.
Moglichkeiten zur Verbesserung des Wirkungsgrades konnen auf einer spiten Zugabe
des Antibiotikapulvers beim Anmischen des Zements beruhen (Amin et al 2012) oder
durch die Verwendung eines hochviskosen Zementpriparats, das nachweislich iiber
hervorragende Elutionseigenschaften verfiigt, hervorgerufen werden (Penner et al 1999).
Insgesamt lassen sich in der Literatur eine Vielzahl an Studien finden, die den positiven
Effekt artikulierender und antibiotikafreisetzenden Spacern auf das Eradikationsoutcome
bei PJIs bestétigen (Biring et al 2009, Castelli et al 2014, Cui et al 2007, Hofmann et al
2005).

Nach erfolgter Stage 1 schliefit sich im Intervall die Prothesenreimplantation an (Stage
2). Uber den genauen Zeitpunkt der Durchfiihrung von Stage 2 herrscht in der Literatur
keine Einigkeit und die einzelnen Fachgesellschaften konnten keine klare Empfehlung
herausarbeiten (Lichstein et al 2014, Osmon et al 2013, Parvizi et al 2013, Societe de
Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010). So werden je nach Autor und Studie

Zeitrdume von einigen Wochen bis zu mehreren Monaten angegeben. Als
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Entscheidungskriterien spielen der zugrundeliegende Erreger, der Weichteil- und
Knochenstatus sowie Patientenkondition die maBgebliche Rolle. Zimmerli (2004)
beschreibt eine mogliche Einteilung in TwoSstage Exchange with short (2-4 Wochen)
und Two-Stage Exchange with long intreval (6-8 Wochen) zwischen Stage 1 und Stage
2. Dabei wird das long interval fiir PJIs mit schwer behandelbaren Erregern empfohlen.
Zusitzlich zum chirurgischen Vorgehen sollte auch bei der Two-Stage-Revision-
Procedure im Intervall und zum Teil dariiber hinaus zwingend eine Antibiotikatherapie
durchgefiihrt werden (Cooper & Della Valle 2013, Osmon et al 2013, Parvizi et al 2013,
Societe de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010, Zimmerli 2004). Auch in diesem
Fall werden die genaue Lange und Applikationsart in der Literatur kontrovers diskutiert
(Yen et al 2019). Einige Autoren empfehlen bei einer schwerwiegenderen PJI mit long
interval die Antibiotikagabe vor Stage 2 mindestens zwei Wochen oder ldnger vorher
ausgesetzt bzw. beendet zu haben um nach Reevaluation sicher in ein steriles Gelenk zu
reimplantieren (Cooper & Della Valle 2013, Zimmerli 2004). Im Unterschied zur
prothesenerhaltenden Therapie besteht bei der Two-Stage-Revision Procedure mit
Biofilmbildnern als zugrundeliegenden pathogenen Erregern keine Empfehlung zur
Rifampicin-Gabe, da man davon ausgeht, dass nach Stage 1 alles Fremdmaterial entfernt
wurde (Osmon et al 2013).

Cooper & Della Valle (2013) empfehlen auBlerdem die interdisziplindre
Patientenbetreuung durch Infektiologen, Internisten und Erndhrungsmedizinern, um eine
moglichst optimale Ausgangssituation bis zur Stage 2 zu ermdglichen.

Mit einem zweizeitigen Prothesenwechsel lassen sich auf diese Art und Weise laut

Kapadia et al (2016) in der Literatur Erfolgsraten von 65 % bis 100 % finden.
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Gesicherte PJI

| |

Symptombeginn < 3 Symptombeginn > 3
Wochen Wochen
— Prothese fest verankert — Prothesenlockerung
— Weichteilgewebe intakt, ohne Fistel — Weichteilgewebe defekt, Fistelgang
— Nachweis gut behandelbarer Erreger — Nachweis schwer behandelbarer Erreger
Prothesenerhalt Prothesenwechsel

Abbildung 3  Vereinfachter = Therapiealgorithmus fiir PJIs (in  Anlehnung an die
Fachgesellschaftsempfehlungen (Osmon et al 2013, Parvizi et al 2011b, Societe de Pathologie Infecticuse
de Langue et al 2010)).

Zuletzt soll noch einmal auf die Therapie von MRSA-assoziierten PJIs im Speziellen
eingegangen werden. Wie sich bereits aus den vorherigen Erdrterungen entnehmen ldsst,
gehort MRSA zum Spektrum der schwer behandelbaren Erreger (Otto-Lambertz et al
2017). Demnach dient als Therapie-Goldstandard fiir MRSA-assoziierte PJIs die 7wo-
Stage-Revision Procedure mit Prothesenausbau, Spacerimplantation, Antibiotikatherapie
und Prothesenreimplantation zu einem spéateren Zeitpunkt. Diesbeziiglich herrscht in der
Literatur weitestgehend Einigkeit. Als Standardantibiotika wird initial Vancomycin
empfohlen. Die Intervallzeit sollte eher lang gehalten werden (Osmon et al 2013, Societe
de Pathologie Infectieuse de Langue et al 2010, Zimmerli 2004). Allerdings konnten
Lora-Tamayo et al (2013) in einer groBen retrospektiven Multicenter Studie mit 345
Patienten zeigen, dass durchaus auch eine prothesenerhaltende Therapie bei MRSA-PJIs
moglich ist und ein vergleichbares Outcome wie fiir MSSA-PJIs aufweist. Die Autoren
konnten lediglich einen signifikanten Unterschied fiir den Zeitpunkt eines
Behandlungsversagen nachweisen. Dariiber hinaus verzichten Zimmerli (2004) und
Sendi et al (2006) im Rahmen von durch MRSA und S. aureus Small Colony Variants
hervorgerufene PJIs auf die Implantation eines Spacers im Intervall, um keinen neuen
Fremdkorper in das Gewebe einzubringen und somit die Gefahr der Reinfektion zu

erhohen.

28



1 Einleitung und theoretische Grundlagen

1.2.6 Therapieversagen und Folgen

Protheseninfektionen haben fiir alle beteiligten Personen und Institutionen einen
erheblichen Einfluss auf deren Leben bzw. deren aufzubringende Ressourcen und kénnen
im schlimmsten Fall zu einer lebenslangen Behinderung fiihren (Malizos 2017). Dies ist
besonders dann der Fall, wenn der initiale Therapieversuch scheitert. Trotz
vielversprechender und je nach zugrundeliegender Studie hoher Eradikationsraten von
bis zu 100 %, wie Bialecki et al (2019), Kapadia et al (2016) und Triantafyllopoulos et al
(2016) es jeweils fiir die einzelnen Revisionskonzepte zusammenfassen, finden sich in
der Literatur auch eine Vielzahl an Arbeiten die von hohen Misserfolgsraten berichten.
So geben Kubista et al (2012) eine Reinfektionsrate von 15,8 % nach erfolgter Two-Stage-
Revision Procedure an. Als fiihrende Ursache hierfiir haben die Autoren ein chronisches
Lymphddem und eine Revisionsoperation zwischen Stage I und Stage 2 herausgearbeitet.
Auch Mortazavi et al (2011) berichtet iiber hohe Reinfektionsraten von 28 % nach Two-
Stage-Revision Procedure. Dabei ermittelten sie als Hauptursachen fiir eine Reinfektion,
wenn die initiale PJI ohne Erregernachweis vorlag, aufgrund eines Methicillin-resistenten
Erregers hervorgerufen wurde oder eine verlangerte Operationszeit bei Stage 2 benotigt
wurde. Staats et al (2017) berichten iiber eine deutliche Verschlechterung des
Therapieerfolgs, sofern nach der initialen 7wo-Stage-Revision Procedure eine
Reinfektion auftritt. Aus ihrem 332 Patienten umfassenden Kollektiv entwickelten 44
Patienten eine Reinfektion. Bei diesen 44 Patienten folgen teils eine Vielzahl von
weiteren Revisionseingriffen und es konnte lediglich in 52,3 % zum Ende des
Beobachtungszeitraums nach 56,3 Monaten eine zufriedenstellende
Prothesenreimplantation erfolgen. Bei den restlichen Patienten war noch immer entweder
ein Spacer implantiert, es wurde eine Amputation oder Arthrodese durchgefiihrt, es
wurde eine Megaprothese eingesetzt oder es lag eine Girdlstone Stituation
(entsprechendes Gelenk ohne Spacer oder Prothese und somit funktionslos) vor. Wie
auch Mortazavi et al (2011) herausgearbeitet haben, weisen besonders PJIs durch
multiresistente Erreger wie MRSA ein erhohtes Therapieversagen, hiufig mit failed
Revision Procedures, auf (vgl. hierzu Kapitel 1.2.4).

PJIs haben mit oder ohne Therapieversagen einen erheblichen Einfluss auf die Mortalitét
der betroffenen Patienten. Zmistowski et al (2013) verglichen die Daten ihrer Kohorte,
indem sie die Mortalitit von 436 PJI-Revisionen derer von 2342 aspetischen

Revisionsoperationen nach einem und nach zwei Jahren gegeniiberstellten. Dabei
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ergaben sich Werte von 10,6 % vs. 2 % nach dem ersten und 13,6 % vs. 3,9 % nach dem
zweiten Jahr. Auch Fischbacher & Borens (2019) und Gundtoft et al (2017) konnten
dhnliche Zahlen herausarbeiten. Gundtoft et al (2017) werteten Daten eines sehr grof3en
Patientenkollektivs aus. Sie verglichen 445 PJI-Revisionen jeweils mit 1350 aseptischen
Revisionen und 66.709 Patienten ohne Revision. Hierbei ergab sich eine 1-Jahres-
Mortatiltitsrate von 8 % fiir PJI Patienten mit erfolgter Revision. Zudem konnten die
Autoren nachweisen, dass Patienten mit PJI-Revision ein 1,87-fach hoheres
Mortalitdtsrisiko im Vergleich zu den aseptischen Revisionspatienten und ein 2,18-fach
hoheres Mortalititsrisiko im Vergleich zu denjenigen Patienten haben, die sich keiner
Revisionsoperation unterziehen mussten. Waren Enterokokken fiir die PJI urséchlich, so
erhohte sich das Mortalitétsrisiko um das 3,1-fache im Vergleich zu allen anderen
Erregern. Auch Fischbacher & Borens (2019) konnten in ihrem 363 Patienten
umfassenden Kollektiv nachweisen, dass sich die Mortalitét signifikant erhdhte, sofern
als pathogener Erreger Enterokokken oder MRSA zugrunde liegt. Sie geben die 1-Jahres-
Mortalitit fiir Patienten mit PJI-Revisionsoperationen mit 5,5 % und nach zwei Jahren
mit 7,3 % an.

Neben der erhohten Mortalitét sind Revisionsoperationen bei PJIs auch mit einer ldngeren
Operationszeit und hdufigeren Operationen, einem erhéhten Blutverlust, einer erh6hten
Anzahl an Komplikationen sowie ldngeren und hiufigeren Krankenhausaufenthalten
vergesellschaftet, was sich letztendlich mit der hdheren Mortalitétsrate riickkoppelt und
zu einer signifikant hoheren Auslastung der Krankenhaus- und Arztressourcen fiihrt
(Bozic & Ries 2005).

Die 6konomischen Folgen von PJIs sind ebenfalls betrdchtlich und tiber die letzten Jahre
immer weiter angestiegen (Brochin et al 2018, Darouiche 2004, Kurtz et al 2007b). So
berichten Brochin et al (2018) fiir das Jahr 2013 iiber mittlere Kosten von 31.312 US-
Dollar pro PJI Revisionsbehandlung. Dies bedeutet einen Anstieg um 14 % im Vergleich
zum Jahr 2003. Betrachtet man diese Einzelkosten fiir alle jéhrlich durchgefiihrten PJI-
bedingten Revisionsoperationen weltweit, ergibt sich eine immense Summe, welche in

den kommenden Jahren vermutlich noch weiter steigen wird.
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1.3 Ziel der Arbeit

Implantat-assoziierte Infektionen stellen eine enorme Herausforderung in der modernen
Medizin dar. Dafiir gibt es verschiedenste Griinde. Hierbei wird das therapeutische
Vorgehen durch sogenannte Problemkeime wie MRSA erheblich erschwert. Die
behandelnden Mediziner, aber insbesondere die betroffenen Patienten leiden erheblich
unter dieser Problematik. Zur Erprobung und Entwicklung neuer Therapiestrategien sind
klinisch relevante in vivo Infektionsmodelle von enormer Bedeutung. Diese existieren
aber nicht in zufriedenstellendem MaBe (Reizer et al 2015).

Daher ist das primdre Ziel dieser Arbeit die Etablierung eines neuen Tiermodells am
Kaninchen, welches eine sogenannte failed Two-Stage-Revision Procedure bei
Implantat-assoziierten MRSA-Infektionen simulieren soll. Das Hauptaugenmerk lag
dabei unter anderem auf der Frage, ob das angewandte Studiendesign mit der langen
Versuchsdauer von 84 Tagen und den insgesamt drei Operationsterminen fiir das Tier
Kaninchen als ethisch vertretbar anzusehen ist und mdglichst hohe Uberlebensraten
erzielt werden konnen. Entsprechend der Hauptproblematik von Implantat-assoziierten
MRSA-Infektionen ist es ebenfalls Ziel dieser Arbeit, iiber den gesamten
Versuchszeitraum, trotz stattgefundener Eradikation durch Débridement und einem mit
Vancomycin beladenen PMMA-Spacer, moglichst hohe Reinfektionsraten in Form einer
Osteomyelitis zu erzielen.

Zusitzlich sollte der optimale MRSA Stamm in optimaler Inoklunationsdosis fiir hohe
Reinfektionsraten ermittelt werden.

Dadurch soll dieses Modell fiir zukiinftige in vivo Untersuchungen zur Entwicklung neuer
Behandlungsmethoden von durch MRSA hervorgerufenen Implantat-assoziierten
Osteomyelitiden nutzbar sein und somit einen Beitrag zum Kampf gegen das immer

héufiger werdende Versagen von Gelenksersatzverfahren leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Software

- Adobe Photoshop CS6, 64bit

- BactoSonic

- Digitale Fotoeinrichtung DC500

- Digitales-Rontgengerdt XDR-3

- Feinwaage BP-1200

- Fotomikroskop Axioplan 2

-GraphPad PRISM 7

- Heraeus Brutschrank

-1Phone 4su. 5
- Leica IM 1000 v. 4.0

- Microsoft Excel 2011 u. 2016
- Paraffin-Einbettautomat TP1050

- Rotationsmikrotom 2155

- Sigmaplot 11.0

- Spiral Bacterial Splatter

Fa. Adobe Systems Inc., San José,
USA

Fa. BANDELIN electronic GmbH
& Co. KG, Berlin, GER

Fa. Leica Microsystems Ltd.,
Glattbruck, CH

Fa. VetZ GmbH, Isernhagen, GER
Fa. Sartorius AG, Géttingen, GER
Fa. Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
GER

Fa. GraphPad Software Inc., La
Jolla, USA

Fa. Thermofischer Scientific GmbH,
Dreieich, GER

Fa. Apple Inc., Cupertino, USA
Fa. Leica Microsystems Imaging
Solutions Ltd., Cambridge, UK
Fa. Microsoft, Redmond, USA

Fa. Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, GER

Fa. Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, GER

Fa. Systat Software GmbH, Erkrath,
GER

Fa. Topac, Cohasset, USA
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- Vortex-Genie 2 Fa. Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, USA

- Wigeplattform IS 34 EDE-H Fa. Sartorius AG, Géttingen, GER

- Zeiss Axio Vision Fa. Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
GER

2.1.2 Medikamente

- Atropinsulfat Fa. Eifelfango GmbH & Co. KG,
Bad Neuenahr-Ahrweiler, GER

- Bepanthen-Augensalbe Fa. Bayer AG, Leverkusen, GER

- Carprofen (Rimadyl®) Fa. Zoetis Deutschland GmbH,
Berlin, GER

- Isofluran Fa. CP-Pharma Handelsgesellschaft
mbH, Burgdorf, GER

- Ketamin (10 %) Fa. WTD, Garbsen, GER

- Medetomidini hydrochloridum (Domitor®) Fa. Pfizer GmbH, Berlin, GER

- T 61 (Embutramid, Mebezoniumiodid, Fa. MSD Tiergesundheit,

Tetracainhydrochlorid) UnterschleiBheim, GER
- Vancomycin (PMMA-Spacer) Fa. aap Implantate AG, Berlin, GER

Unterschlei3heim, GER

2.1.3 OP-Materialien

- Abdecktuch Fa. Molnlycke Health Care GmbH,
Diisseldorf, GER

- Einwegskalpell Fa. Feather CO. Ltd., Osaka, JPN

- Fadenschere Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- FlachmeiBel Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Hammer Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Handbohrer Fa. Stryker GmbH & Co. KG,
Duisburg, GER

- Hautantiseptikum (Braunol®) Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER
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- Kaniile 20G (& 0,9mm) Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER

- Kaniile 25G (& 0,5mm) Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER

- Kirschner-Draht

- Klammernahtgerit (Weck-Visistat® 35W) Fa. Teleflex Ltd., Athlone, IRL

- Kompresse, steril Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER

- Lochtuch Fa. Molnlycke Health Care GmbH,
Diisseldorf, GER

- Mundschutz Fa. Molnlycke Health Care GmbH,
Diisseldorf, GER

- Nadelhalter Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Narkosegerit UniVet Porta Isuflorane Fa. Groppler, Deggendorf, GER

- OP-Handschuhe Fa. Molnlycke Health Care GmbH,
Diisseldorf, GER

- OP-Haube Fa. Molnlycke Health Care GmbH,
Diisseldorf, GER

- OP-Kittel Fa. Molnlycke Health Care GmbH,
Diisseldorf, GER

- OPSITE-Spriithverband Fa. Smith & Nephew, Hamburg,
GER

- Overholt-Klemme Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Pinzette, chirurgisch Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Préparierschere Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Rasierer fiir Labornager Fa. Indulab AG, Gams, CH

- Sége, oszillierend Fa. DePuySynthes — Johnson &
Johnson Medical GmbH, Umkirch,
GER

- Scharfer Loffel Fa. Aesculap AG, Tuttlingen, GER

- Seitenschneider Fa. DePuySynthes -
Johnson&Johnson Medical GmbH,
Umkirch, GER

- Spritze 10 ml Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER

- Spritze 1 ml Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER

- Spritze 5 ml Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER
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- Tupfer, steril Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER
- Vicryl-Nahtmaterial (4-0) Fa. Ethicon - Johnson&Johnson

Medical GmbH, Norderstedt, GER
- Wirmematte Fa. TCM, Hamburg, GER

2.1.4 Basismedien, Zusitze, Chemikalien, Kits, Labormaterialien

- Aceton Fa. Stockmeier Chemie GmbH &
Co. K@, Bielefeld, GER

- API® ID-Teststreifen Fa. bioMerieux, Marcy L’Etoile,
FRA

- Aqua dest. Laboreigener Anschluss

- BHI-Agarplatten Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie, GieBen, GER

- BHI-L6sung Fa. OXOID Limited, Hants, UK

- Deckglaser Fa. R. Langenbrink GmbH,
Emmendingen, GER

- DePex Fa. SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, GER

- di-Natriumtetraborat (Borax) Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- Drigalskispatel Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, GER

- Echtrotsalz (Fast Red TR Salt) Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
GER

- Einbettkassetten Fa. Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, GER

- Eisessig Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- Eosin G Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- Ethanol 70-100 % Fa. Stockmeier Chemie GmbH &
Co. K@, Bielefeld, GER

- Gram-color Firbeset Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER
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- Greiner Tubes Fa. Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, GER

- Instant Hdmatoxylin Fa. Shandon Inc., Pittsburgh, USA

- Mayers Hémalaunldsung Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- N-N-Dimethylformamid (DMF) Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
GER

- Na-Tartrat (di-Natriumtartrat-Dihydrat) Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- NaCl (0,9%) Fa. B.Braun AG, Melsungen, GER

- Naphthol-AS-TR-Phosphat Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
GER

- Natriumacetat Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- Objekttriager Fa. R. Langenbrink GmbH,
Emmendingen, GER

- Paraffin (Roti®-Plast) Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Ger

- PBS-Puffer Fa. Biochrom GmbH, Berlin, GER

- Petrischalen-Drehtisch Fa. schuett-biotec GmbH,
Gottingen, GER

- Pipette 10-100 pl Fa. Eppendorf AG, Hamburg, GER

- Pipette 100-1000 pl Fa. Eppendorf AG, Hamburg, GER

- Pipettenspitzen Fa. Eppendorf AG, Hamburg, GER

- Pyronin G Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- Rohre 15 ml Fa. Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
GER

- Rohre 250 ml Fa. Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
GER

- Safe-Lock Tubes 2 ml Fa. Eppendorf AG, Hamburg, GER

- SafeSeal Reagiergefiae 1,5 ml Fa. Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
GER

- Staphylococcus aureus Institut fiir medizinische
Mikrobiologie, JLU-GieBBen, GER

- Titriplex III p.A. Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER
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- Toluidinblau O Fa. Waldeck GmbH & Co. KG,
Division Chroma, Miinster, GER

- Trizma Base Fa. Merck KGaA, Darmstadt, GER

- Xylol Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, GER

2.1.5 Versuchstiere

Das Versuchsvorhaben wurde gemdll §8 Absatz 1 des Tierschutzgesetztes vom
18.05.2006 dem Landesamt fiir Verbraucherschutz des Freistaates Thiiringen vorgelegt
und am 22.11.2013 unter der Reg.-Nr. 14-003/13 von diesem genehmigt.

Als Versuchstiere dienten 12 ausgewachsene New Zealand White Kaninchen mit einem
Korpergewicht zwischen 5200 g — 6000 g. Die Wahl dieser Gattung wurde aufgrund von
positiven Ergebnissen aus vorherigen in der Literatur beschriebenen Versuchsvorhaben
vorgenommen. Reizner et al. (2015) liefern hierzu einen systematischen Uberblick.

Die artgerechte Aufzucht der Tiere fand bei Dipl. ing. agr. Roland Krieg, einem
anerkannten Zuchtbetrieb fiir Kaninchen (Niederwiinsch, Thiiringen) statt. Aus diesem
Betrieb wurden die Tiere bereits vier Wochen vor Versuchsbeginn bezogen und in der
Tierklinik Bad Langensalza (Thiiringen), dem Ort der Studiendurchfiihrung, eingestallt.
Die Haltung erfolgte in einem fiir Labortiere ausgestatteten klimatisierten Tierstall in
Einzelkéfigen. Die Tiere erhielten zur Erndhrung Mastfutter sowie Wasser ad libitum.
Eine addquate Versorgung und Betreuung der Tiere wurde fiir den gesamten
Versuchszeitraum durch die Mitarbeiter der Tierklinik Bad Langensalza unter

tierdrztlicher Aufsicht gewéhrleistet.

2.1.6 Bakterien

Als Infektionsquelle fiir die in diesem Versuchsvorhaben induzierten Implantat-
assoziierten Infektionen dienten zwei aus Patientenmaterial isolierte MRSA-Stimme.
Dabei handelte es sich um den Stamm EDCC 5398 (Eugen Domann Culture Collection
Nr. 5398, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Giellen), welcher aus einer
Wundinfektion isoliert wurde und um den Stamm EDCC 5443 (Eugen Domann Culture
Collection Nr. 5443, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, GieBen), welcher aus der

Nase eines Patienten mit Implantat-assoziierter Infektion isoliert wurde. Die
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biochemische Charakterisierung der Stdmme erfolgte durch den Analytischen-Profil-
Index (API) (Fa. bioMerieux, Marcy L’Etoile, FRA) und Sequenzierung des 16S rDNA
Gens, sowie spezifischem PCR Nachweis von Enterotoxin G und I, sowie mecA.

Zur Herstellung der fiir diesen Versuch genutzten Inoklunationsdosen von 10° und 107
Colony Forming Units (CFUs) S. aureus mussten die beiden Bakterienstimme zunéchst
kultiviert werden. Dazu wurde in einem ersten Schritt fiir jeden Stamm eine
Ubernachtkultur angelegt. Von diesen Ubernachtkulturen wurde jeweils eine
Einzelkolonie der beiden Stdmme in ein geeignetes Nahrmedium (brain heart infusion,
BHI) iiberfiihrt und fiir 16 h bei 37° C unter kontinuierlichem Schiitteln inkubiert. Die
so entstandenen Bakteriensuspensionen waren deutlich triib. Sie wurden im Verhéltnis
1:50 mit PBS-Puffer verdiinnt und unter oben beschriebenen Verfahren erneut fiir 4 h
inkubiert. Darauf folgte eine erneute Verdiinnung mittels PBS-Puffer im Verhéltnis 1:10
und das Ausplattieren auf BHI-Agarplatten. Fiir eine exakte Bestimmung und
Auszidhlung der CFUs pro ml Bakteriensuspension (CFUs/ml) wurde die Ausplattierung
der Suspensionen mittels eines Spiral Platers (Fa. Topac, Cohasset, USA) durchgefiihrt.
Dieses Geriét sorgt fiir eine exakte Einhaltung der gewiinschten Keimdichte pro ml
Bakteriensuspension wihrend des Auftragens auf die BHI-Agarplatten.

Um einen ausreichenden Bestand an final aufgearbeiteten Bakteriensuspensionen
vorritig zu haben, wurden pro Bakterienstamm und Inoklunationsdosis jeweils zehn
Proben in 2 ml Safe-Lock-Tubes vorbereitet. Das Volumen der einzelnen Proben betrug
insgesamt 200 pl. In diesen 200 ul waren die jeweiligen Inoklunationsdosen von 10° und
107 CFUs, welche in einem 20 ul umfassenden BHI/20% Glycerol Gemisch gelost waren,
enthalten. Bis zu ihrer Nutzung an Tag 0 wurden die Proben bei -80° C gelagert und

dadurch haltbar gemacht.

2.1.7 Spacer

Zur Eradikation der primédr induzierten K-Draht-assoziierten MRSA-Infektion dienten
auf Polymethylmethacrylat (PMMA)-Basis hergestellte Zement-Spacer (Fa. aap
Implantate AG, Berlin) (Abb. 4). Materialgrundlage eines jeden Spacers waren 40g
BonOs® R (Fa. aap Implantate AG, Berlin). BonOs® R orientiert sich laut
Herstellerangaben (http://www.aap.de/de/produkte/biomaterialien/knochenzemente-

und-accessoires/bonosrr-bonosrr-genta) in seiner Zusammensetzung an dem von
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Charnley (1960) als Goldstandard etablierten Prinzip des Einsatzes von PMMA-
Knochenzement fiir den kiinstlichen Gelenkersatz. Die Herstellung des Zements fand
unter Beimischung von 20 ml Monomer in einem Vakuummischsystem statt. Als aktiv
wirksame Substanz wurde den 40 g BonOs® R 2g Vancomycin Hydrochlorid zugesetzt.
Um eine Rontgensichtbarkeit zu gewéhrleisten, wurde auBlerdem Zirkondioxid
beigemischt.

Zur Bestimmung der lokal wirksamen Menge an freigesetztem Vancomycin wurde ein
Elutionsversuch durchgefiihrt. Dabei wurde von 5 Priifkérpern (60 mm x 2 mm) iiber
einen Zeitraum von 4 Tagen die Elution in 1,5 ml Phosphatpuffer (pH 7,4) bei einer
Temperatur von 37° C ermittelt. Es fand ein tdglicher Wechsel der Pufferldsung statt. Als
Ergebnis konnte eine mittlere Freisetzung von 1568,8 ug + 255,8 ng festgestellt werden.
Demnach ist davon auszugehen, dass die in dieser Studie genutzten Spacer nach
Implantierung in den tibialen Markraum iiber einen Zeitraum von vier Tagen lokal 1,569
mg Vancomycin freisetzten.

Der Elutionsversuch sowie die dazugehdrige Datenerhebung wurde von der Firma aap

Implantate AG, Berlin vorgenommen.

Spacer 60mm x 2mn

BonOs R Batch:1310GA57010 +

Abbildung 4 PMMA-Zement-Spacer (Fa. aap Implantate AG, Berlin).
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

Die fiir diese Studie genutzten zwolf Versuchstiere wurden randomisiert auf vier Gruppen

verteilt. Daraus ergab sich eine Grof3e von jeweils drei Tieren pro Gruppe. Im Folgenden

wurde jeder Gruppe aus zwei unterschiedlichen MRSA-Stdmmen ein Stamm in einer

bestimmten Bakterienkonzentration zugeordnet (Tab. 1). Gruppe I: 10° CFUs EDCC
5443; Gruppe II: 10’ CFUs EDCC 5443; Gruppe III: 10° CFUs EDCC 5398; Grupp IV:

107 CFUs EDCC 5398.
10° CFUs 107 CFUs Total
EDCC 5443 Gruppe I Gruppe I1
3 3 6
EDCC 5398 Gruppe 111 Gruppe IV
3 3 6
Total 6 6 12

Tabelle 1 Studiendesign mit Anzahl der Tiere pro Bakterienstamm und Konzentration

Das gesamte Versuchsvorhaben wurde auf einen Zeitraum von 84 Tagen terminiert. Vier

Operationstermine in einem jeweiligen Abstand von 28 Tagen wurden festgelegt (Abb.

5): Initial Surgery (Tag 0), Revision 1 (Tag 28, Stage 1), Revison 2 (Tag 56, Stage 2)

und Final Evaluation (Tag 84). Am letzten Operationstermin wurden die Tiere

euthanasiert und die linke Tibia wurde zur weiteren Aufarbeitung und Auswertung unter

sterilen Bedingungen entnommen.
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»Initial surgery” Revision 1 Revision 2 Final Evaluation
(Stage1) (Stage2)
Implantation eines K- Euthanasie
Drahts und Explantation des K- Explantation des
Kontamination mit Drahts, Implantation Spacers, Implantation
MRSA des Spacers eines neuen K-Drahts
Tag 0 28 56 84

Abbildung 5 Zeitplan fiir das Versuchsvorhaben.

2.2.2 Operationstechnik

Alle Operationen wurden unter sterilen Bedingungen und in Allgemeinanisthesie
(Ketamin (35 mg/kg KG), Domitor® (0,25 mg/kg KG), Atropin (0,05 mg/kg KG),
Isofluran (0,3-0,6 Vol. %)) durchgefiihrt. Die fachgerechte Durchfiihrung der Anésthesie
unterlag jeweils der Aufsicht einer Tierdrztin und entsprechend geschultem
Tierpflegepersonal (Abb. 6).

Vor jeder Operation wurde der linke Hinterlauf im Bereich des Operationsfeldes rasiert
und mit Povidon-lod-Lésung (10 %ig) desinfiziert. Darauf folgte die sterile Abdeckung
mittels eines Lochtuches (Abb. 6 (b) und 7 (a)).

Im Anschluss wurde am ersten Operationstag (Tag 0, Initial Surgery) eine Inzision von
ca. 1-2 cm tiber der Tuberositas tibia mittels eines Einwegskalpells der Grofle 11 getétigt
(Abb. 7 (b) und (c)). Das darunterliegende Ligamentum patella wurde dargestellt und per
Skalpell und Overholt-Klemme ldngs gespalten (Abb. 7 (d)). Mit Hilfe eines 2 mm
Handbohrers wurde im folgenden Operationsschritt der tibiale Markraum erdffnet (Abb.
7 (e)). AnschlieBend wurde ein Kirschner-Draht mit einem Diameter von 2 mm antegrad
in den Markraum eingebracht und bis zum distalen knochernen Widerstand vorgeschoben
(Abb. 7 (f)). Das iiberstehende, proximale K-Draht Ende wurde auf Hohe der Tuberositas
tibiae mittels eines Seitenscheiders gekiirzt (Abb. 7 (g)). Im nichsten Schritt wurde der
Markraum gemif3 der Randomisierungstabelle mit 0,1 ml NaCl Losung und dem sich

darin befindenden Bakterienstamm in bestimmter Konzentration (EDCC 5443 10° oder
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107 und EDCC 5398 10° oder 107) beimpft (Abb. 7 (h)). Wie bei jedem Operationstermin
fand zum Ende der Initial Surgery ein schichtweiser Wundverschluss statt (Abb. 7 (1)).
Nach Naht des Peritendineums der Patellasehne mit 4-0 Vicrylfaden erfolgte der
Hautverschluss ebenfalls mit 4-0 Vicrylfaden in Einzelknopftechnik. Als
Wundversiegelung wurde ein OPSITE-Spriihverband aufgebracht. Die durchschnittliche
Operationslidnge der [Initial Surgery betrug 25 min. Nach abgeschlossener Operation
wurden die Tiere bis zum Wiedererlangen des vollen Bewusstseins in einer warmen
(Rotlicht) und leicht kontrollierbaren Umgebung gehalten. Im Anschluss erfolgte die
Unterbringung in den urspriinglichen Kifigen, in denen die tdglich durch eine
Veterindrmedizinerin durchgefiihrte Begutachtung der Tiere stattfand. Jedes Tier erhielt
postoperativ als Schmerzmedikation fiir 10-14 Tage Carprofen (4 mg/kg KG s.c.).

Am zweiten Operationstermin (Tag 28, Revision 1, Stage 1) erfolgte die erneute Inzision
im Bereich der alten Narbe an der Tuberositas tibiaec (Abb. 8 (a) und (b)). Nach erneuter
Durchtrennung des Ligamentum Patella wurde der eingebrachte K-Draht aufgesucht und
mithilfe einer Overholt-Klemme gefasst und entfernt (Abb. 8 (c¢) und (d)). Dieser wurde
sofort auf einer sterilen Agar-BHI-Platte ausgerollt und im Anschluss asserviert (Abb. 8
(e)). Es folgte die Spiilung, Debridierung und erneute Spiilung des tibialen Markraums
mit einem 2 mm Handbohrer und 20 ml NaCl-Losung (0,9 %ig) (Abb. 8 (f), (g) und (h)).
Im Anschluss wurde ein mit Vancomycin beladener Zement-Spacer (PMMA) antegrad
in den tibialen Markraum eingebracht und bis zum distalen, knochernen Widerstand
vorgeschoben (Abb. 8 (i) und (j)). Der schichtweise Wundverschluss und die operative
Nachsorge erfolgte wie an Operationstag 1. Die mittlere Operationslinge an
Operationstag 2 belief sich auf 33 min.

Das allgemeine und vorbereitende sowie das chirurgische Vorgehen am dritten
Operationstermin (Tag 56, Revision 2, Stage 2) entsprachen bis zur Darstellung des
eingebrachten Spacers OP Tag 1 und 2. Der Spacer wurde ebenfalls mittels einer
Overholt-Klemme entfernt und direkt danach auf einer sterilen Agar-BHI-Platte
ausgerollt und im Anschluss asserviert. Nach erneuter Debridierung und Spiilung des
tibialen Markraums mittels eines 2 mm Handbohrers und 20 ml NaCI-Losung (0,9 %ig)
wurde ein neuer K-Draht mit einem Durchmesser von 2 mm in den tibialen Markraum
eingebracht. Der schichtweise Wundverschluss und die operative Nachsorge entsprachen
Operationstag 1 und 2. Aufgrund von teilweise schwieriger Spacerdarstellung und

Entfernung wurde eine durchschnittliche Operationsldnge von 44 min bendtigt.
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Am letzten Operationstermin (Day 84, Final Evaluation) erfolgte die Euthanasie der
Versuchstiere unter Narkose (Ketamin (35 mg/kg KG), Domitor® (0,25 mg/kg KG)) und
anschlieBender intrakardialer Injektion von 6 ml T 61 (Embutramid, Mebezoniumiodid,
Tetracainhydrochlorid) durch eine Tierdrztin der Tierklinik Bad Langensalza. Nach
Freipridparation von sdmtlichen muskuldren und ligamentiren Strukturen wurden die
Tibiae im angrenzenden Knie- und Sprunggelenk exartikuliert und unter sterilen
Bedingungen entnommen. Die Tibiae wurden zur mikrobiologischen und histologischen
Aufarbeitung mittels einer oszillierenden Sige in zwei Hilften gespalten. Zuvor wurde
der K-Draht unter sterilen Bedingungen entnommen und auf einer sterilen Agar-BHI-

Platte ausgerollt und im Anschluss asserviert.

Abbildung 6 Prioperative Vorbereitungen (fiir jedes Tier in gleicher Art und Weise durchgefiihrt).
Andisthesieeinleitung durch eine Tierédrztin und ihr Team (a). Riickenlagerung des Versuchstiers mit steriler
Abdeckung mittels Lochtuch zur Aussparung des OP-Gebiets am linken Hinterlauf (b).
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Abbildung 7 Operationstechnik Tag 0 (Initial surgery). Prioperative Vorbereitung des auf dem Riicken liegenden undbereits narkotisierten Versuchstieres. Nach Enthaarung
des Op-Feldes folgt die Desinfektion mittels Povidon-lodlosung (10 %) (a). Inzision an dem steril abgedeckten linken Hinterlauf {iber der Tuberositas Tibia per Einwegskalpell
GroBe 11 (b)(c). Eroffnung des tibialen Markraums mit einem 2 mm Handbohrer nach Darstellung und Spaltung des Ligamentum Patella (d)(e). Kiirzung des K-Drahts mit
einer Kneifzange nach antegrader Einbringung und Vorschub bis zum distalen knochernen Ende (f)(g). Beimpfung des tibialen Markraums und dem darin liegenden K-Draht
mit dem fiir das Tier vorgesehenen Bakterienstamm in entsprechend vorgesehener Inokulationsdosis mittels einer 1 ml Spritze (h). Schichtweiser Wundverschluss mit 4-0
Vicrylfaden (i).
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Abbildung 8 Operationstechnik Tag 28 (Revision 1, Stage I). Aufsuchen des implantierten K-Drahts nach erneuter Inzision mittels eines Einwegskalpells Grofie 11 im Bereich
der alten Narbe (a)(b)(c). Entfernung des K-Drahts mit Hilfe einer Overholt-Klemme (d). Ausrollen des steril entnommenen K-Drahts auf einer BHI-Agarplatte (e). Zunéchst
Spiilung des tibialen Markraums mit 20 ml NaCl-Losung (0,9 %ig) (f) und anschlieBendes Debridierung mittels eines 2 mm Handbohrers (g) sowie erneuter Spiilung des tibialen
Markraums mit 20 ml NaCl-Losung (0,9 %ig) (h). Einbringen des mit Vancomycin beladenen PMMA-Spacers in den tibialen Markraum (i) und Vorschub des Spacers bis zum
Anschlag, sodass dieser vollstindig im Markraum eingebracht ist (Pfeil) (j).
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2.2.3 Postoperatives Rontgen

Nach erfolgreicher Operation (Tag 0, Tag 28, Tag 56) wurde direkt im Anschluss eine
postoperative Rontgenaufnahme im seitlichen Strahlengang zur Lagekontrolle des
eingebrachten Implantats (K-Draht oder Spacer) im tibialen Markraum durchgefiihrt.
Dazu wurde das noch narkotisierte Tier nach Entfernung der sterilen
Operationsabdeckung auf der wihrend der Operation genutzten Wérmematte in
Seitenlage gebracht und unter den linken Hinterlauf wurde eine Rontgenkassette
geschoben. Im Abstand von 25-30 cm zwischen Rontgengerdt und Rontgenkassette
wurde bei einer Spannung von 42 kV und einer Stromstirke von 1,7 mA mittels eines
portablen Hochfrequenz-Rontgengerits (XDR-3, VetZ GmbH, Isernhagen) eine
Rontgenaufnahme angefertigt. Das Rontgenbild wurden direkt digitalisiert und konnte so
umgehend befundet werden.

Alle im Raum anwesenden Personen trugen die arbeitsrechtlich vorgeschriebenen

Rontgenschutzwesten und Dosimeter.

Abbildung 9 Postoperative Rontgenaufnahme im seitlichen Strahlengang zur Lagekontrolle des
intramedullér liegenden Implantats. Korrekte Lage des K-Drahts an Tag 0 (a), sowie korrekte Lage des
Spacers an Tag 28 (b).
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2.2.4 Klinische Begutachtung

Alle Versuchstiere wurden iiber den gesamten Studienzeitraum von 84 Tagen téglich von
einer Tierdrztin gesehen. Anhand eines Scoresheets (sieche Anhang) wurde der
Gesundheitszustand und das Befinden der Tiere beurteilt und dokumentiert. Die
einzelnen Kriterien zur Bewertung des tierischen Wohls waren Futter-/'Wasseraufnahme,
Verhalten, Aussehen, Gewicht, Temperatur, Bein/Wunde und Belastung des Hinterlaufs.
Als Abbruchkriterien zum Schutz der Tiere wurden folgende Kriterien festgelegt:
Systemische Infektion (Sepsis) mit einer Kdrpertemperatur von > 42,5° C, persistierende
Blutung der Wunde, Gewichtsverlust > 20 % innerhalb von 3 Tagen, Fraktur der
operierten Extremitdt, Wundheilungsstorungen und Nahtdehiszenz, Rektumprolaps
sowie Automutilation.

Dariiber hinaus wurde an allen Operationsterminen sowie am Tag der Euthanasie
besonderes Augenmerk auf mogliche Infektionszeichen am linken Hinterlauf und im
Operationsgebiet gelegt. Dazu wurde an den OP-Tagen 2 und 3 (Stage I und Stage 2)
neben den klassischen Zeichen einer Infektion wie Rotung und Schwellung der
Weichteile besonders auf Abszessformationen, Fisteln und Eiterdrainage geachtet. Ggfls.
fand eine Sduberung bzw. Ausrdumung und Abszessspaltung statt. Am Tag der
Euthanasie wurde bei der sterilen Entnahme der Tibiae das angrenzende Kniegelenk und
das obere Sprunggelenk (OSG) auf eventuelle Mitbeeintrachtigung begutachtet. Alle
Auffilligkeiten wurden fotografisch und schriftlich dokumentiert.

2.2.5 Gewichtsentwicklung

Tégliche Gewichtskontrollen dienten zur Uberwachung des tierlichen Wohls. Die Tiere
wurden auf einer geeichten Wégeplattform (IS 34 EDE-H, Fa. Sartorius AG, Géttingen)
mit dazugehoriger Digitalanzeige gewogen. Als Eckpunkte und entscheidende
Bewertungskriterien des Allgemeinwohls und des Infektionsstatus der Tiere wurde das
Gewicht an den Operationstagen (Tag 0, Tag 28, Tag 54, Tag 84) unmittelbar praoperativ
genommen und graphisch ausgewertet. Um den Effekt der an Tag 0 induzierten Infektion
im Vergleich zu Tag 28 und Tag 84 statistisch bewerten zu konnen, wurde der

arithmetische Mittelwert der Korpergewichte an den Operationstagen fiir die Gesamtheit
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der Tiere und fiir jede einzelne Gruppe ermittelt und durch einen Student’schen t-Test mit

Signifikanzniveau p < 0,05 analysiert.

2.2.6 Radiologische Beurteilung am Tag der Euthanasie

An Tag 84 wurde vor der Entnahme der Tibiae letztmalig ein Rontgenbild im seitlichen
Strahlengang angefertigt. Die Bildaufnahme erfolgte dquivalent zu den postoperativen
Aufnahmen. Ziel dieser Rontgenaufnahmen war die Detektion radiologischer Zeichen
einer Osteomyelitis. Die festgelegten Bewertungskriterien waren lytische Lésionen und

periostale Auftreibungen bzw. periostale Knochenneubildung.

2.2.7 Mikrobiologie

Die an den jeweiligen Operationsterminen unter sterilen Bedingungen explantierten
Implantate (Tag 28: K-Draht, Tag 54: Spacer, Tag 84: K-Draht) wurden auf BHI-
Agarplatten ausgerollt (Abb. 8, Operationstechnik Tag 28, (c)). Die an Tag 84 des
Versuchsvorhabens explantierten K-Drihte wurden vor dem Ausrollen mit Hilfe eines
Seitenschneiders halbiert. Der Nachweis von bakteriellem Kulturwachstum nach einer
Inkubation des Nédhrmediums von 18 Stunden bei 37° C wurde als Zeichen der
Kolonisierung des Implantats und dementsprechend als Infektion gewertet. Es wurde eine
quantitative Unterscheidung der gewachsenen Bakterienkolonien getroffen (Tab. 2, Abb.

10), womit auf die Stdrke der Infektion riickgeschlossen werden konnte.

Stérke der Besiedelung Nicht besiedelt Leicht besiedelt Stark besiedelt
0) ) (+H
Anzahl Bakterienkolonien 0-5 6-50 51->500
pro BHI-Agarplatte

Tabelle 2 Quantitative Bewertung Bakterienwachstum auf BHI-Agarplatten durch ausgerollte Implantate
an den Tagen 28, 54 und 84
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Abbildung 10 Beispicle bebriiteter BHI-Agarplatten fiir die drei unterschiedenen quantitativen
Bewertungskriterien. Bild (a) zeigt eine nicht besiedelte (0) BHI-Agarplatte. Bild (b) eine leicht besiedelte
(+) und Bild (c) eine stark besiedelte (++) BHI-Agarplatte.

Wie bereits erwédhnt, wurden die an Tag 84 explantierten K-Drihte halbiert. Diente die
eine Hélfte zum Ausrollen auf BHI-Agarplatten, wurde die andere K-Draht-Hélfte in ein
mit 10 ml PBS-Puffer gefiilltes Greiner Rohrchen gebracht und darauthin fiir 1 min lang
mittels eines Vortex-Genie 2 (Fa. Scientific Industries, Inc., Bohemia) durchmischt.
Anschlieflend wurde die Probe mit dem Ziel, den bakteriellen Biofilm, der sich auf dem
Implantat angesiedelten Bakterien aufzubrechen, in ein Ultraschallbad (BactoSonic, Fa.
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin) tiberfiihrt und dort fiir 5 min mit
Ultraschallwellen (sogenanntes sonikeiren) behandelt. Das daraus entstandene
sogenannte Sonikat (Verdiinnung 0) wurde dann ebenfalls 1 min mit dem Vortex-Genie
2 durchmischt, bevor es in den Verhéltnissen 1:10 und 1:100 verdiinnt wurde. Fiir die
Verdiinnung 1:10 wurden 50 pl der Verdiinnung 0 in 450 pl frischen PBS-Puffer pipettiert
und durchmischt (Verdiinnung 1). Aus Verdiinnung 1 wurden erneut 50 pl in 450 pl
frischen PBS-Puffer pipettiert und durchmischt, so dass eine Verdiinnung von 1:100
(Verdiinnung 2) entstand. Aus jeder der drei Verdiinnungen (0,1,2) wurden daraufhin 50
pl auf jeweils zwei BHI-Agarplatten auspipettiert und per Drigalskispatel ausplattiert.
Nach einer Inkubationszeit von 18 h bei 37° C wurde die Anzahl der gewachsenen
Bakterienkolonien gezdhlt und pro Verdiinnung der Mittelwert gebildet. Die so
ermittelten Werte der Bakterienlast in CFUs pro Draht wurden mittels des Programms
Sigmaplot 11.0 (Fa. Systat Software GmbH, Erkrath) in logarithmischer Form graphisch
dargestellt.
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Abbildung 11 Ultraschallbad BactoSonic im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-
Universitédt Gielen (Fa. BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin).

Neben dem Infektionsnachweis durch die Kolonisierung der explantierten K-Dréihte
wurde noch ein weiterer Aspekt fiir die mikrobiologische Auswertung herangezogen.
Nachdem die steril entnommenen Tibiae mittels einer oszillierenden Sdge median in zwei
Halften gespalten worden waren (Abb. 12 (a)), wurde die mediale Hilfte fiir die
histologische Aufarbeitung vorbereitet, wohingegen der laterale Teil fiir die
mikrobiologische Bestimmung der Bakterienlast in CFUs pro Gramm Knochenmark
(CFUs/g bone maarow) genutzt wurde. Dafiir wurde mit Hilfe eines scharfen Loffels der

tibiale Markraum ausgerdumt und der so gewonnene Debris gewogen (Abb. 12 (a) und

(b)).
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Abbildung 12 Spaltung einer steril entnommenen Tibia mittels oszillierender Sdge (a). Ausschaben der
lateralen Tibia-Hélfte zur Gewinnung von purulentem Knochenmark (roter Pfeil) zur Bestimmung der
Bakterienlast (b). Wiegen des mittels scharfen Loffels gewonnenem Markrauminhalts (c) (Fa. Sartorius
AG, Gottingen).

Das gewonnene Material wurde anschlieend in ein mit 5 ml PBS gefiilltes Greiner
Rohrchen gefiillt und fiir 1 min mittels eines Vortex-Genie 2 (Fa. Scientific Industries,
Inc., Bohemia) durchmischt (Verdiinnung 0). Dieser so entstandenen Suspension wurden
dquivalent zu den Arbeitsschritten der Bestimmung der CFUs/Draht, 50 pl enthnommen
und in 450 pl frischen PBS-Puffer pipettiert, wodurch ein Verdiinnungsverhéltnis von
1:10 (Verdiinnung 1) entstand. Um ein Verdiinnungsverhéltnis von 1:100 zu erzeugen
wurden 50 pl aus Verdiinnung 1 entnommen und in 450 pl frischen PBS-Puffer pipettiert
(Verdiinnung 2). Aus allen drei Verdiinnungen (0,1,2) wurden mittels einer Pipette 50 pl
entnommen und auf jeweils zwei BHI-Agarplatten auspipettiert und per Drigalskispatel
ausplattiert. Auch hier wurde nach einer Inkubationszeit von 18 h bei 37° C die Anzahl
der gewachsenen Bakterienkolonien gezihlt und pro Verdiinnung der Mittelwert gebildet.
Um die Anzahl der CFUs pro Gramm entnommenem Knochenmark (CFUs/g bone
marrow) zu erhalten, musste der ermittelte Mittelwert noch durch die anfinglich
gewogene Masse dividiert werden. AnschlieBend konnten die so bestimmten Werte durch
das Programm Sigmaplot 11.0 (Fa. Systat Software GmbH, Erkrath) in logarithmischer
Form graphisch dargestellt werden.
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2.2.8 Histologie

Fiir die histologische Auswertung wurden die medialen Hélften der Tibiae aufgearbeitet.
Dazu wurden die steril entnommenen Tibiahélften fiir 4 Tage in 4 %iger
Paraformaldehydldsung nach Lilli im Kiihlschrank fixiert, bevor sie im nichsten Schritt
entkalkt werden konnten. Fiir die Entkalkung der kn6chernen Proben wurden diese fiir 40
Tage in EDTA-Losung (3,4 % Tris-Base (Fa. Merck KGaA, Darmstadt) + 10 % Triplex
III (Fa. Merck KGaA, Darmstadt) in Aqua dest. gelost) eingelegt. Jeden zweiten Tag fand
ein Wechsel der EDTA-LGsung statt. Nach erfolgreicher Entkalkung wurden die Proben
fiir eine Stunde unter flieBendem Leitungswasser abgespiilt. Zur kurzzeitigen Lagerung
bis zur unmittelbaren Einbettung wurden die Proben in 0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH
7,2-7,4) im Kiihlschrank untergebracht. Die Einbettung der Proben erfolgte mittels des
Leica-Paraffin-Einbettautomaten TP 1050 (Fa. Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch) nach nachfolgendem Protokoll (Tab. 3).

Losung Dauer Temperatur
70 % Ethanol 2.00 h Raum Temperatur (RT)
80 % Ethanol 2.30h RT
96 % Ethanol 2.00 h RT
100 % Ethanol 9.00 h RT
Xylol 2.30h RT
Paraffin 2.00 h 58°C

Tabelle 3 Protokoll zur Paraffineinbettung mittels des Leica-Paraffin-Einbettautomaten TP1050

Der fiir die histologische Auswertung vorgesehene Interessenbereich wurde auf 15-20
mm messende Langsschnitte aus dem mittleren diaphysiren Abschnitt der entnommenen
medialen Tibiae festgelegt. Darauthin wurden 5 um dicke Léngsschnitte von den
Paraffinblocken abgetragen und auf Objekttrager aufgezogen. Zum Schneiden wurde ein
Rotationsmikrotom der Fa. Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, genutzt. Fiir
etwaige Nachfarbungen oder ein Tieferschneiden der Proben sowie zur Dokumentation
wurden die Paraffinblocke asserviert.

Zur Darstellung verschiedener Strukturen wurden folgende Farbungen genutzt:
Hamalaun-Eosin (HE-Farbung), Toluidinbaul O-Férbung (TB-Farbung), die Gram-
Féarbung und die TRAP-Farbung (Tartrat Resistente Saure Phosphatase). Die jeweiligen
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Féarbungen wurden anhand der nachfolgenden Protokolle im Labor fiir experimentelle

Unfallchirurgie der Universitatsklinik der Justus-Liebig-Universitdt Gielen durchgefiihrt
(Tab.4, 5 und 6).

HE-Firbung TB-Firbung
Losung Dauer Losung Dauer
Xylol 1 5 min Xylol 1 5 min
Entparaffinieren Xylol2 5 min Xylol2 5 min
100 % Ethanol 2-5 min 100 % Ethanol 2-5 min
Absteigende 96 % Ethanol 2-5 min 96 % Ethanol 2-5 min
Alkoholreihe 70 % Ethanol 2-5 min 70 % Ethanol 2-5 min
Aqua dest. 2-5 min Aqua dest. 2-5 min
Mayers Hdmalaun 3-6 min Toluidinblau O 10 sec- 1 min
(Kernfarbung) (1+1 mit Aqua dest.)
Farbung Aqua dest. abspiilen
flieBendes 10 min
Leitungswasser
Aqua dest. abspiilen Aqua dest. abspiilen
1 % Eosinlosung 30 sec-2 min
(Bindegewebsfirbung)
Aqua dest. 55 sec-1 min
70 % Ethanol 2-5 min 70 % Ethanol Ca. 1-2 min
96 % Ethanol 2-5 min 96 % Ethanol Ca. 1-2 min
Aufsteigende 100 % Ethanol Ca. 1-2 min 100 % Ethanol Ca. 1-2 min
Alkoholreihe Xylol 2 5 min Xylol 1 5 min
Xylol 2 5 min Xylol 2 5 min
Eindeckeln mit DePex

Tabelle 4 Féarbeprotokolle HE- und TB-Férbung (alle Schritte bei RT)
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Abbildung 13 Arbeitsplatz unter einem Abzug zum Firben der Paraffin-Schnitte im Labor fiir
Experimentelle Unfallchirurgie GieBen. Zu sehen ist das Beispiel einer Gram-Féarbereihe.

Gram-Firbung

Losung Dauer
Xylol 1 5 min
Xylol2 5 min
100 % Ethanol 5 min
Entparaffinieren 96 % Ethanol 5 min
70 % Ethanol 5 min
Aqua dest. 3 x 5 min
Kristallviolett + Puffer 30 sec
Farben Aqua dest. spiilen
Lugolsche Losung 1 min
Stabilisieren Aqua dest. spiilen
Aceton/Ethanol 1:1 In der Losung schwenken bis
Entférben keine blauen Schlieren mehr zu
sehen sind
Aqua dest. spiilen
Fuchsin verdiinnt 30 sec
Gegentfirben Aqua dest. 3 x 5 min

Objekttriger iiber Nacht bei RT trocknen lassen

Eindeckeln mit DePex

Tabelle 5 Féarbeprotokoll Gram-Férbung (alle Schritte bei RT)
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TRAP-Firbung

Losung Dauer
Xylol 2x Smin
100 % Ethanol 5 min
Entparaffinieren 96 % Ethanol Smin
70 % Ethanol Smin
Aqua. Dest. 2x 5 min
Spiilen 0,1 M Na-Acetatpuffer pH 5,2 10 min
Férben Firbeldsung 1! + Firbelosung 2 2 12 min — 30 min (bis 2 h)
in feuchter Kammer bei 37° C
inkubieren
Spiilen Aqua. Dest 3x 5 min
Gegenfirben (Kernfirbung) Héamatoxylin (filtrieren) 10 sec —2 min
Aqua. Dest abspiilen
Leitungswasser 10 min
Spiilen Aqua. Dest. 5 min
Eindecklen Kaisers Glyceringelantine (zuvor im Wasserbad verfliissigen)

Tabelle 6 Farbeprotokoll TRAP-Farbung (Tartrat Resistente Saure Phosphatase) (alle Schritte, sofern nicht
anders angegeben, bei RT). ! 35 mg Naphtol-AS-Phosphat gelost in 125 pl N-N-Dimethylformamid. 2 57,5
mg Na-Tartrat gelost in 1 ml 0,1M Na-Acetat pH 5,2, gemischt mit 35 mg Echtrotsalz geldst in 1 ml 0,1M
Na-Acetat pH 5,2

Ziel der unterschiedlichen Férbungen war die differenzierte Darstellung verschiedener
Strukturen, um Infektionszeichen und deren Folgen veranschaulichen zu kénnen. Durch
die HE-Férbung wurden Zellkerne blau, Muskulatur rot, Bindegewebe hellrot und
Erythrozyten leuchtend rot angefédrbt. In der hier vorliegenden Arbeit diente sie zum
Nachweis und zur Darstellung von zellreichen Gewebeformationen wie Entziindungs-,
Abszess- und Granulationsgewebe. Durch die TB-Farbung wurde mineralisierte
Hartgewebsmatrix ungefdarbt bis blassblau dargestellt, Zellen und Weichteile
présentierten sich unterschiedlich blau, Knorpelmatrix und Mastzellen metachromatisch
rotviolett und verkalkte Knorpelmatrix dunkelblau. Aus diesem Grund wurde sie zur
Darstellung und Bewertung chondrogener und ossdrer Strukturen verwendet. Gram-
gefarbte Schnitte dienten in dieser Studie zur Darstellung und zum Nachweis von
einzelnen oder in Haufen zusammenliegenden grampositiven, Koagulase- positiven S.
aureus Bakterien. Als zusétzliche Farbemethode wurde die TRAP-Fiarbung angewandt.

Durch sie wurden phagozitierende Zellen, im Speziellen Tartrat- resistente Osteoklasten
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und Makrophagen, leuchtend rot angefdrbt. Die Farbung sollte so zusitzlich die
infektionsbedingten ossdren Umbauvorgénge verdeutlichen und aulerdem Makrophagen
als Entzlindungszellen aufzeigen.

Als histologische Zeichen einer Osteomyelitis wurden die folgenden Kriterien angesehen

(Adler 2004, Lito 2015):

- Auflockerung der kortikalen Knochenintegritit mit sub- und periostealer
Knochenneubildung

- Knochennekroseherde mit Osteozyten- freien Knochenlakunen und
Knochensequesterbildung

- Abszessformationen im Markraum oder in kortikalen Spaltriumen

- Infiltration von Entziindungszellen wie neutrophile Granulozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen, mehrkernigen Riesenzellen und Makrophagen

- Nachweis von bakterieller Ansiedelung

Zunichst wurden alle gefarbten Paraffin-Schnitte auf diese Osteomyelitis-Zeichen hin
untersucht und beurteilt. Um nun eine individuelle Aussage beziiglich des Schweregrades
einer potentiell vorliegenden Infektion fiir jedes Tier treffen zu konnen, wurde im
Folgenden ein vereinfachter semiquantitativer Bewertungsscore fiir diese Studie
entwickelt. Dieser Score entstand durch Vereinfachung und in Anlehnung an die von
Smeltzer et al (1997) und Tiemann et al (2014) publizierten und etablierten
Bewertungsscores. Dabei wurde jeder Féarbung eines der oben genannten
Bewertungskriterien zugeordnet. Diese Zuordnung wurde anhand der jeweiligen
Féarbecharakteristika der einzelnen Gewebe getroffen. Tabelle 7 zeigt die jeweilige

Zuordnung.

Firbung: HE-Firbung TB-Férbung Gram-Farbung

Einteilungskriterium: | Abszessformationen | Periostale Knochenneubildung | Bakterielle Ansiedlung

Tabelle 7 Zuordnung der Osteomyelitis Einteilungskriterien zu den entsprechenden Farbungen

Nun wurden die einzelnen Schnitte entsprechend der Tabelle 8 nach den

Einteilungskriterien ausgewertet. Das konkrete Vorgehen hierbei wird in den
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Abbildungen 14, 15 und 16 beschreiben. Jedem Kriterium wurde je nach Schwere des

Vorkommens ein Wert von 0-3 zugeordnet (Tab. 8). Die Auswertung fand mit einem

Axioshop 2 plus Mikroskop (Fa. Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, GER) im Labor fiir

Experimentelle Unfallchirurgie des Universititsklinikums Gieflen statt. Pro Tier und

Féarbung wurde je ein Schnitt ausgewertet.

Einteilungskriterien
Periostale keine einseitig wenig einseitig viel, oder beidseitig viel
Knochenneubildung beidseitig wenig
(TB-Farbung)
Abszessformation | keine | kleiner Abszess im | groBler Abszess in | sehr groBer Abszess im
(HE-Férbung) Markraum oder Markraum oder Markraum oder grof3er
kleine kleiner Abszess im | Abszess im Markraum
Abszessformationnen Markraum mit und Abszessformationen
in kortikalen Abszessformationen | in kortikalen Spaltrdiumen
Spaltriumen in kortikalen
Spaltrdumen
Bakterielle keine | iber 1/3 der Flache | iiber 2/3 der Flache | iiber die gesamte Flache
Ansiedlung des Schnitts verteilt | des Schnitts verteilt | des Schnitts verteilt zu
(Gram-Farbung) zu finden zu finden finden
Wert 1 2 3

Tabelle 8 Einteilungskriterien fiir die einzelnen Férbungen anhand der Ausprigung des zu untersuchenden
Parameters und die dazugehorige Werte-Zuordnung

Die so jedem Schnitt zugeteilten Werte wurden addiert und die Summe ergab die

abschlieBende Beurteilung fiir das jeweilige Tier (Tab. 9).

Keine Anzeichen einer

Osteomyelitis

Osteomyelitis

Schwache chronische

Manifeste chronische

Osteomyelitis

Summer

Einteilungskriterien

0-2

3-5

26

Tabelle 9 Abschlieende Beurteilung entsprechend der Summe der einzelnen Einteilungskriterien
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Abbildung 14 Ubersichtsaufnahme HE, 2,5x. Einteilung der Schnitte mittels Hilfslinien in insgesamt sechs
Sektoren. In Léngsrichtung wurden die Schnitte halbiert, quer gedrittelt.

Abbildung 15 Ubersichtsaufnahme TB, 2,5x. Einteilung der Schnitte mittels Hilfslinien in insgesamt vier
Sektoren. Die Schnitte wurden jeweils in Langs- und Querausrichtung halbiert.

Abbildung 16 Ubersichtsaufnahme Gram, 2,5x. Einteilung der Schnitte mittels Hilfslinien in insgesamt
sechs Sektoren.
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3.1 Klinische Begutachtung

Elf der zwolf Versuchstiere iiberlebten den gesamten Beobachtungszeitraum von 84
Tagen. Lediglich das Tier Nr. 6 (Gruppe II) musste am zehnten Tag nach der initialen
Operation (Tag 0) aufgrund erheblicher Lahmbheit, sehr schlechtem Allgemeinbefinden
und fehlender Futteraufnahme im Rahmen der Abbruchkriterien euthanasiert werden
(intrakardiale Injektion von T61 nach vorausgegangener Narkose mit Metomidin 0,25
mg/kg KG i.m. und Ketamin 10 % 35 mg/kg KG i.m.). Alle anderen Tiere wiesen die
typischen Belastungsmerkmale einer langen Studiendauer mit hohem operativem Stress
auf. Diese waren allerdings im ethisch vertretbaren Bereich der im Scoresheet
festgelegten Kriterien. Dementsprechend konnte in diesem Versuchsvorhaben iiber den
gesamten Zeitraum von 84 Tagen eine Uberlebensrate von 91,7 % erzielt werden.

Im Folgenden soll im Einzelnen auf die klinische Situation an den jeweiligen
Operationsterminen eingegangen werden. Wéhrend der ersten Revisionsoperation (Tag
28) présentierten sich alle Tiere mit einer periartikuliren Schwellung am linken
Kniegelenk. Bei jedem der elf Tiere wurde ein deutlicher eitriger Ausfluss wahrend des
Debridements und der Spiilung des tibialen Markraums festgestellt (Abb. 17 (b) und (c)).
Beides wurde als klares Zeichen einer Infektion gewertet. Die OP-Narben an sich

prasentierten sich reizfrei und gut verheilt (Abb. 17 (a)).
s, T 1| —

Abbildung 17 Klinische Beurteilung an Tag 28 (Revision 1, Stage I). Initiale OP-Narben mit Wundheilung
per primam (a). Deutlich eitriger Debris (weiler Pfeil) (b), sowie massiver eitriger Ausfluss (schwarze
Pfeile) (c) bei Spiilung der Wunde.
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Auch am zweiten Operationstermin (Tag 54) zeigten sich die OP-Narben aller Tieren
unauffillig. Bei den Tieren Nr. 7 - 11, 11 - IIT und 12 - IV wurde ein leichter subcutaner
Abszess festgestellt, welcher intraoperativ saniert wurde. Kaninchen Nr. § - IV bot ein
geschwollenes Kniegelenk, aus dem sich intraoperativ Pyarthros entleerte. Auch hier
wurde eine Sanierung vorgenommen. Wihrend der Spiilung der tibialen Markrdume
entleerte sich erneut eitriger Ausfluss, der sich allerdings deutlich klarer als an Tag 28

présentierte.

Abbildung 18 Klinische Beurteilung an Tag 54 (Revision 2, Stage 2). Leicht eitrig tingierte Spiilfliissigkeit
(Pfeil) (a). Deutlich klarer als an Tag 28 (vgl. Abb. 17 (c)). Subcutane, periartikuldre
Kniegelenksschwellung (Pfeile) (b). Intraoperative Pyarthros-Entleerung aus Kniegelenk Tier Nr. 8 (c).

Deutliche Zeichen einer sich zum Endzeitpunkt des Versuchs etablierten Infektion lieBen
sich am letzten Operationstermin (Tag 84) feststellen. Fiinf der elf Kaninchen (Tier Nr. 3
-1I,5-1,7-1I1, 8 - IV und 11 - IIT) wiesen einen Gelenkerguss mit Kapselverdickung
und Synovialitis sowie Pyarthrosenleerung auf. Das Tier Nr. 1-I litt unter einem Abszess
mit Fistelgang von der distalen Unterschenkelmuskulatur bis in das angrenzende OSG.

Dariiber hinaus zeigte sich in allen elf eroffneten tibialen Markrdumen ein purulentes
Erscheinungsbild des Knochenmarks. Abbildung 21 zeigt beispielhaft die vorgefundenen
Markrdume mit zum Teil kompletter eitriger Umwandlung des Markrauminhalts.
Makroskopisch konnte so zum Endzeitpunkt des Versuchsvorhabens auf eine

chronifizierte Infektion geschlossen werden.
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Abbildung 19 Prioperative klinische Beurteilung an Tag 84. Deutliche pritibiale Schwellung am
operierten linken Hinterlduf (roter Pfeil) (a). Massive, ventral liegende periartikuldre Schwellung am
operierten linken Hinterlauf (roter Pfeil) (b).

Abbildung 20 Intraoperative, klinische Kniegelenksbeurteilung an Tag 84. Massive Pyarthrosentleerung
(roter Pfeil) im Bereich des medialen Kniegelenkes unter Mitbeteiligung der Muskulatur (a).
Pyarthrosentleerung aus subcutaner Weichteilgewebeschicht oberhalb des Kniegelenkes (roter Pfeil) (b).
Exartikulierter Hinterlauf mit Blick auf den proximalen Gelenkanteil (c). Deutlichen Eiterauflagerungen
(rote Pfeile) (c).
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Abbildung 21 Klinische Beurteilung der gespaltenen Tibiae an Tag 84. Reste von rotem, infektfreiem
Knochenmark im Meta- und Diaphysenbereich der proximalen Tibia (gelbe Pfeile). Dagegen im
Diaphysenbereich purulentes Knochenmark als Zeichen einer Infektion (rote Pfeilkopfe) (a). Tibialer
Markraum génzlich mit infektbedingt purulentem Knochenmark gefiillt (rote Pfeilkopfe) (b).

3.2 Gewichtsentwicklung

Abbildung 22 zeigt die Korpergewichtsentwicklung der Versuchstiere tiber den gesamten
Versuchszeitraum durch praoperative Gewichtskontrollen an den Tagen 0, 28, 54 und 84.
Es wurde eine graphische Darstellung in Form von Liniendiagrammen gewihlt. Aufgrund
vorzeitiger Euthanasie wurde Tier Nr. 6 in keiner der Auswertungen beriicksichtigt.
Abbildung 22 (a) stellt die Gewichtsentwicklung fiir jedes Tier im Einzelnen dar. Die
Abbildung 22 (b) zeigt das Gewicht der Tiere als arithmetischen Mittelwert pro Gruppe
und Messzeitpunkt und die Abbildung 22 (c) das Gewicht aller Tiere als arithmetischen
Mittelwert pro Messzeitpunkt.

Fiir die Gesamtheit der Versuchstiere konnte in dem Zeitraum von Tag 0-28 (Abb. 22
(c)), der die erste postoperative Phase nach Induktion der Infektion umfasst, eine
signifikante Korpergewichtsreduktion feststellen werden (p < 0,0001). Im Mittel verloren
die Tiere 14 % ihres Ausgangsgewichts. Diese signifikante Gewichtsreduktion fiir das

erste Messintervall zeigte sich ebenfalls in drei von vier einzeln betrachteten Gruppen.
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Gruppe I (p=0,031), IIT (p=0,0088) und I'V (p = 0,0153) erreichten einen Wert unterhalb
des festgelegten Signifikanzniveaus von p < 0,05. Gruppe II lag mit einem Wert von p =
0,0635 lediglich geringfiigig iiber diesem. Betrachtet man die graphisch dargestellte
Gewichtsentwicklung der Gruppe 11, zeigt sich allerdings eine identisch fallende Tendenz
wie in den anderen Gruppen (Abb. 22 (b)). Dariiber hinaus ist Gruppe II mit einem
Gewichtsverlust von 18 % innerhalb der ersten 28 Tage diejenige Gruppe, deren Tiere im
Mittel am stirksten an Gewicht verloren. Die fehlende Signifikanz fiir Gruppe 11 ist auf
den Stichprobenumfang von n = 2 zuriickzufiithren. Obwohl sich fiir den restlichen
Beobachtungszeitraum von Tag 28-84 im Grofiteil der Fille eine Gewichtszunahme
feststellen liel (Abb. 22 (a) - (¢)), war diese weder fiir die Gesamtheit der Tiere noch fiir
eine einzeln betrachtete Gruppe signifikant. Das Korpergewicht stieg im Mittel fiir alle

Tiere bis Tag 84 trotz zweier weiterer Operationen wieder um 4,2 % an.
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Abbildung 22 Korpergewichtsentwicklung fiir den Versuchszeitraum von 84 Tagen. Gewichtsentwicklung
fiir jedes Tier im Einzelnen pro Messzeitpunkt (a). Gewicht der Tiere als arithmetischer Mittelwert pro
Gruppe und Messzeitpunkt (b). Gewicht aller Tiere als arithmetischer Mittelwert pro Messzeitpunkt (c).
(a), (b) und (c) jeweils ohne Beriicksichtigung von Tier Nr. 6.
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3.3 Radiologische Beurteilung am Tag der Euthanasie

Zehn der elf Kaninchen wiesen an Tag 84 radiologische Zeichen einer chronischen
Osteomyelitis auf. Die Ausprdgung der einzelnen Parameter lytische Lisionen und
periostale Auftreibungen bzw. periostale Knochenneubildung lie§3 sich in verschiedenem
Mafe feststellen. Teilweise war die gesamte kortikale Integritit der Tibia aufgelockert,
teilweise nur einzelne Abschnitte oder Sektionen. Ein einheitliches Bild nach qualitativen
sowie quantitativen Uberlegungen ergab sich innerhalb der einzelnen Gruppen nicht. So
wiesen zwar alle Tiere der Gruppen II, III und IV radiologische Merkmale einer
chronischen Osteomyelitis auf, dieses allerdings in unterschiedlichem AusmaB. In
Gruppe 1 konnten bei Tier Nr. 5 keine radiologischen Hinweise auf eine Infektion
gefunden werden konnten. Die Lage aller implantierter K-Drihte war regelgerecht im
tibialen Markraum zu verorten. Keines der Implantate wies eine be- oder

iiberlastungsbedingte Verformung oder einen Bruch auf.

Abbildung 23 Radiologische Beurteilung an Tag 84. Deutliche Zeichen einer Osteomyelitis mit lytischen
Liasionen (gelbe Pfeile) und perisotaler Knochenauftreibung bzw. perostaler Knochenneubildung (a).
Massive kortikale Auftreibung (rote Pfeilkopfe) mit erkennbarer Weichteilschwellung (roter Kasten) (b).
(d) zeigt das dazugehorige klinische Erscheinungsbild. Normwertige Rontgenkontrolle des Tieres ohne
radiologische Zeichen einer Osteomyelitis (c).
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3.4 Histologie

Die angefertigten Paraffinschnitte wiesen histomorphologisch zum Teil deutliche
Zeichen eines chronischen Infektgeschehens im Sinne einer Osteomyelitis auf. Die
entsprechenden Kriterien konnten anschaulich in den unterschiedlichen Féarbungen
dargestellt werden (Abb. 24-27).

Es lieBen sich massive kortikale Osteolysen mit erheblichem Verlust der kortikalen
Integritdt finden (Abb. 24 (c) und (d), 27 (a), (b) und (c)). In der TRAP-Féarbung konnte
eindrucksvoll gezeigt werden, wie Osteklasten fiir einen massiven ,,Knochenfra3* im
osteomyelitischen Knochen sorgen (Abb. 27 (b) und (d)). Dabei erstreckten sich in diesen
Bereichen zum Teil enorme periosteale Knochenneubildungsabschnitte (Abb. 24 (¢) und
27 (a)). Vereinzelt lieB sich dort sogar die notwendige Angiogenese mit der Ausbildung
kleinster Gefédlle detektieren (Abb. 24 (d)).

Periostale Knochenneubildung konnten auch an anderer Stelle bei noch intakter
Kortikalis gefunden werden (Abb. 25 (a), (b) und (c)). Die ossdren Veridnderungen
wurden zum Grofteil durch Infiltration von Entziindungszellen wie Lymphozyten,
Plasmazellen, vielkernige Riesenzellen und Makrophagen begleitet. Ein solches
inflammatorisches Granulationsgewebe mit Abszessformationen wurde dabei unter
anderem in kortikalen Spaltrdumen und in den tibialen Markraumen festgestellt (Abb. 24
(a)-(d)). Innerhalb der Markrdume prisentierte es sich hiufig mit
Knochenmarksnekrosen, die mit einer massiven Ansammlung von Granulationsgewebe
und Abszessformationen einhergeht. (Abb. 24 (a) und (b)). Auch Knochensequester in
unterschiedlicher GréBe fanden sich in diesen Markraumregionen (Abb. 24 (a), 25 (d)
und 27 (c)), hdufig mit engem rdumlichen Bezug zur aufgehobenen kortikalen Integritit.
Dabei versucht der entziindete Knochen, die einzelnen Sequester unmittelbar durch
Osteoklasten abzubauen (Abb. 27 (¢)).

Insbesondere in Bereichen mit nekrotischem Knochenmark und innerhalb
Knochensequester- interner Spaltrdume konnten vermehrt Ansammlungen von in Haufen
liegenden Bakterienkolonien ausgemacht werden (Abb. 26 (a)-(d)). Die kokkoiden
Ansammlungen lieBen sich also in den Bereichen finden, in denen das Gewebe bereits

durch die vorliegende Infektion angegriffen und teilweise zerstdrt worden war.
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Abbildung 24 Histologische Analyse der an Tag 84 entnommen Tibiae in HE in verschiedenen
VergroBerungen. Es zeigen sich massive Ansammlungen von Abzessformationen (a) und
Granulationsgewebe (gt) die sich teils im Markraum (a, b) und teils in kortikalen Spaltrdiumen (c, d)
befinden. Dariiber hinaus lassen sich Knochensequester (a, Pfeile) und periostale Knochenneubildung (pb)
nachweisen. In einzelnen Bereichen konnte Angiogenese (Pfeilkdpfe) detektiert werden.
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Abbildung 25 Histologisch Analyse der an Tag 84 entnommenen Tibiac in 7B in verschiedenen
VergroBerungen. Es zeigen sich zum Teil langstreckige periostale Knochenneubildungen (pb), die sich
entweder an der dufleren Kortikalis (C) in Verbindung zur umgebenden Muskulatur (M) (a, b) entwickelt
haben oder in den Markraum (m) (c) reichen. Im Granulationsgewebe (gt) lassen sich eine Vielzahl von
Knochensequestern (Pfeile) (d) finden.
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,' X.» 'v‘ 71‘-,3_;, Ai‘;‘ : v j ! ik - 7’ - " . 4 ﬁ‘ ‘1
Abbildung 26 Histologisch Analyse der an Tag 84 entnommenen Tibiae in Gram-Féarbung in
verschiedenen VergroBerungen. Kokkoide Ansammlungen von Bakterienformationen (Pfeile) finden sich

besonders im mit Granulationsgewebe(gt) durchsetzten nekrotischen Knochenmark im Markraum (m) (a,
¢, d) und im Bereich ossirer Lésionen der destruierten Kortikalis (C) (b).

69



3 Ergebnisse
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Abbildung 27 Histologisch Analyse der an Tag 84 entnommenen Tibiac in TRAP-Féarbung in
verschiedenen Vergroflerungen. Die in der TRAP-Férbung leuchtend rot angeférbten Tatrat- resistenten
Makrophagen und Osteoklasten verweisen eindrucksvoll auf die stattfindenden Umbauprozesse im
entziindeten Knochen. So lassen sie sich in groler Anzahl im Bereich der angegriffenen Kortikalis (C) (a,b,
¢) und der periostale Knochenneubildung (pt) (a, b) finden. AuBerdem sind sie fiir den Abbau von
Knochensequester (Pfeilkopf) zustindig. Im Bereich der sich auflésenden kortikalen Integritét finden sich
Abzessformationen (*) (b,d). m steht fiir Markraum.

Unter den ausgewerteten Paraffin-Schnitten gab es allerdings auch solche, die keine oder
nur geringe Infektionszeichen aufwiesen. Im Folgenden wird auf die detaillierte
Auswertung im Rahmen des fiir diese Studie entwickelten semiquantitativen
Bewertungsscores eingegangen. Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse der histologischen
Auswertung anhand des Scores. Es werden die fiir jedes Tier ermittelte Summe der
Einzelkriterien und die sich daraus ergebende Einteilung des Schweregrads dargestellt.
Wie sich bereits bei den anderen Auswertungsmethoden zeigte, ldsst sich auch hier erneut
ein variables und insgesamt uneinheitliches Bild innerhalb der einzelnen Gruppen finden.
Lediglich in Gruppe II zeigte die Auswertung ein homogenes Ergebnis. Beide Tiere
prasentierten histologisch keine ausreichenden Anzeichen, um von einer chronischen
Osteomyelitis ausgehen zu konnen. In Gruppe III wiesen zwar alle Schnitte

histomorphologische Hinweise auf eine chronische Osteomyelitis auf, doch ergaben sich
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in der Summe Unterschiede in der Stirke der vorhandenen Entziindung. Fiir die Gruppen

I und IV wurde ein komplett uneinheitliches Bild festgestellt.

Histologie an Tag 84
Gruppe Tier Summe Einzelkriterien Ergebnis
1 9 Manifeste chronische Osteomyelitis
I 5 0 Keine Anzeichen
9 4 Schwache Osteomyelitis
2 2 Keine Anzeichen
I 6 - -
10 1 Keine Anzeichen
3 5 Schwache Osteomyelitis
I 7 7 Manifeste chronische Osteomyelitis
11 6 Manifeste chronische Osteomyelitis
4 8 Manifeste chronische Osteomyelitis
v 8 2 Keine Anzeichen
12 1 Keine Anzeichen

Tabelle 10 Ergebnisse des semiquantitativen Bewertungsscores

Vergleicht man die histologischen Ergebnisse mit den anderen Auswertungsmethoden,
findet man keine einheitliche Korrelation. Zeigen beispielsweise alle Tiere aus Gruppe
III histomorphologische Zeichen einer Osteomyelitis und dementsprechend einer
Infektion, konnte mikrobiologisch fiir diese Gruppe lediglich eine Reinfektionsrate von
66 % festgestellt werden (Tab. 11). Auch innerhalb der anderen Gruppen und zwischen

den anderen Auswertungsmethoden lassen sich Differenzen erkennen.

3.5 Mikrobiologie

Die mikrobiologische Auswertung der an Tag 28 entnommenen K-Drdhte durch
Ausrollen auf BHI-Agarplatten und nachfolgender Inkubation dieser ergab in allen Féllen
(100 %) ein positives Kulturwachstum (Tab. 11). Zehn von elf BHI-Agarplatten wiesen
eine starke Besiedelung auf, eine Platte eine leichte (Abb. 28 (*)). Fiir die an Tag 54
entnommenen Spacer konnte bei sieben von elf Implantaten ein Bakterienwachstum
nachgewiesen werden (Tab. 11). Das Bild, welches sich hierbei bot, variierte deutlich

stirker als das an Tag 28. So gab es drei starke Besiedelungen, vier leichte und viermal
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keine. Diese Variation bezieht sich auch auf die gruppeninternen Ergebnisse. So fand sich
nur bei den Implantaten/Spacern der beiden verbliebenen Tiere aus Gruppe II ein
einheitliches Bild einer leichten Besiedelung. An Tag 84 wurden die an Tag 54
eingesetzten K-Drihte auf BHI-Platten ausgerollt. Hierbei ergab sich in neun von elf
Fiéllen ein positives Kulturwachstum (Tab. 11 und Abb 28). Die gruppeninternen
Variationen, welche bereits an Tag 54 festgestellt werden konnten, traten auch zu diesem
Zeitpunkt wieder auf. Dabei gab es allerding eine andere Verteilung, so dass sich nun ein
einheitliches Bild in Gruppe I mit einer durchgehend leichten Besiedelung bot und
Gruppe IV zumindest in allen Fillen ein positives, wenn auch unterschiedlich starkes

Wachstum zeigte.

Gruppe | Tier Nr. | Besiedelung | Tag 28 Besiedelung | Tag 56 Besiedelung | Tag 84

1 ++ 100% ++ 33% + 100%
I 5 ++ 0 +

9 + 0 +

2 ++ 100% + 100% 0 50%
I 6 - - -

10 ++ + +

3 ++ 100% 0 66% 0 66%
I 7 ++ + ++

11 ++ ++ ++

4 ++ 100% ++ 66% ++ 100%
v 8 ++ ++ ++

12 ++ 0 +

Tabelle 11 Roll-Out-Ergebnisse an den Tagen 28, 54 und 84
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Abbildung 28 Bebriitete BHI-Agarplatten nach Ausrollen der initial implantierten K-Dréhne an Tag 28.
Lediglich OM 9 (*) zeigt eine leichte Besiedelung, wohin gegen alle anderen BHI-Agarplatten stark
besiedelt sind.

Abbildung 29 Bebriitete BHI-Agarplatten nach Ausrollen der erneut implantierten K-Drihte an Tag 84.
Zwei Platten weisen kein Wachstum auf ((a)(*)), die restlichen eine leichte (a) bis starke (b) Besiedelung.

Neben dem sogenannten Roll-Out der einzelnen K-Dréihte wurde aulerdem die Anzahl
der CFUs pro g Knochenmark und pro Draht an Tag 84 durch Sonication und
Ausplattieren des Knochenmarkinhaltes bestimmt. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse
sind grafisch in Abbildung 30 dargestellt. Dabei fillt auf, dass die mikrobiologischen
Ergebnisse der Tiere Nr. 4-1V, 8-V und 11-III untereinander korrelieren. So weisen alle
drei Tiere an Tag 84 in allen mikrobiologischen Auswertungsmethoden einen hohen Wert
an CFUs auf. Ebenso zeigen die Ergebnisse von Tier Nr. 7-1II ein nahezu einheitliches
Bild. Allerdings ergibt sich erneut ein variierendes Bild innerhalb der einzelnen Gruppen.
So kann in keiner Gruppe ein einheitliches Verhalten der CFU-Last durch die
Bestimmung der Bacterial Load des Knochenmarkes und der Sonication festgestellt

werden.

73



3 Ergebnisse

108 108

(a) (b)
107 4
107 4
£ 108 1
2 S
2> 8
© e
O 105
105 4
104 4
10% - 103 -
0,1,7 O,h? 0'173 o/lfq 0'11 /s O,h> 04,0 0,119 O,zhoo,h,,O,h,? 0,117 0472 0"13 O@q O/lf s O,h) 0470 04,‘9 0,11700,11770,1172

Abbildung 30 Grafische Darstellung der CFUs pro Gramm Knochenmark (a) und pro K-Draht (b) an Tag
84 des Versuchsvorhabens.

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Das in dieser Studie vorgestellte Tiermodell zur Simulation einer 7wo-Stage-Revision
Procedure bei Implantat-assoziierten MRSA Infektionen fithrt zu einer hohen
Uberlebensrate mit klinisch eindeutigen Zeichen einer Infektchronifizierung nach 84
Tagen. Trotz des langen Versuchszeitraums von vier Monaten mit hohem operativem
Stress unter anspruchsvoller Operationstechnik und grofer infektidser Belastung konnte
eine Uberlebensrate von 91,7 % erzielt werden. Lediglich ein Tier musste aufgrund
erheblicher Lahmbheit, sehr schlechtem Allgemeinbefinden und fehlender Futteraufnahme
vorzeitig euthanasiert werden. Die induzierte Infektion beschrinkte sich stets auf die
operierte Extremitit, ohne dass gravierende systemische Komplikationen bei den Tieren
beobachtet wurden. Das klinische Erscheinungsbild innerhalb der ersten 28 Tage
korreliert mit der tierlichen Korpergewichtsentwicklung. Die  deutliche
Gewichtsreduktion der Tiere sowie eine leicht verringerte Futteraufnahme und eine
teilweise eingeschrinkte Aktivitdt bei verminderter Reaktion sprechen fiir eine
erfolgreiche Induktion einer akuten Infektion. Dies wird durch die mikrobiologischen
Ergebnisse an Tag 28 bestitigt. Es wurden fiir jede Gruppe Infektionsraten von 100 %
erzielt. Durch Debridement und Spiilung des tibialen Markraums wéhrend der Revision
1 (Stage I) an Tag 28, sowie die Implantierung eines mit Vancomycin beladenen PMMA -
Spacers konnte die Infektion bis zum Tag 54 teilweise eradiziert werden. Das Maximum
lag dabei bei einer Rate von 66 % in Gruppe L. Klinisch erholten sich die Tiere ab Tag 28
allméhlich. Die negative Korpergewichtsentwicklung der Kaninchen konnte gestoppt

werden und das an Tag 54 (Revision 2, Stage 2) wihrend der Operation durchgefiihrte
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Debridement und die Spiilung brachten weniger eitrig tingierten Ausfluss hervor. Fiir die
Ergebnisse an Tag 84 zum Ende des Versuchsvorhabens ergab sich ein variables Bild.
Zeigten sich klinisch bei allen Tieren zum Teil deutliche Infektionszeichen, konnte diese
Eindeutigkeit nicht pauschal auf die anderen Auswertungsmethoden iibertragen werden.
So ergaben sich innerhalb der einzelnen Gruppen teilweise klare Ergebnisunterscheide
pro Methode. Auch konnten teilweise unterschiedliche Ergebnisse pro Tier und Methode
festgestellt werden. Betrachtet man die Auswertungsmethoden an Tag 84 in ihrer
Gesamtheit ldsst sich feststellen, dass es vor allem offensichtliche klinische und
gewichtsbedingte Hinweise auf eine Chronifizierung der primir an Tag 0 induzierten
Infektion gibt. Dies ist fiir alle Gruppen anzunehmen. Auch die Tatsache, dass bei zehn
von elf Tieren radiologische Zeichen einer chronischen Osteomyelitis festgestellt werden
konnten, unterstiitzt diese Ergebnisse. Mikrobiologisch konnten durch das Roll-Out der
K-Dréhte in den Gruppen [ und I'V Reinfektionsraten von 100 % bestitigt werden. Gruppe
IT und III hingegen wiesen Reinfektionsraten von 50 % und 66 % auf. Vergleicht man die
mikrobiologischen Ergebnisse des Roll-Outs mit den anhand des semiquantitativen
Bewertungsscores ermittelten histologischen Ergebnissen, zeigen sich fiir jede Gruppe
unterschiedliche Ergebnisse. So lie sich lediglich in Gruppe III histologisch bei allen
Tieren Zeichen einer chronischen Osteomyelitis feststellen. Gruppe I zeigte in 66 % der
Fille chronische Osteomyelitiszeichen, Gruppe IV in 33 % und Gruppe II in 0 %.

Die bakterielle Belastung des Knochenmarks (1x10° CFU/g bis 5x107 CFU/g und 1x10*
CFU/g) und der K-Drihte (Sonication) (1x10* CFU/wire bis 1x107 CFU/wire) an Tag 84
weisen untereinander nahezu iibereinstimmende Ergebnisse auf. So ldsst sich nur bei
einem Tier der Gruppe II eine Abweichung feststellen. Bei diesem konnte im
Knochenmark kein positiver Nachweis erbracht werden, wohingegen die Sonication eine
bakterielle Belastung des K-Drahtes =zeigte. Im Vergleich zu den anderen
Auswertungsmethoden zeigt sich besonders zum Roll-Out bei den stark belasteten Proben

eine komplette Ubereinstimmung.
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Gruppe Tier Nr.
1 ++ ++ + 5x10%5 3x10% ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion Abszess + Fistel
- El:gf:«z 5 ++ 100% 0 66% + 100% 0 0 ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion Pyathros
9 + 0 + 1x10°5 1x10°4 ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion purulenter Markraum
2 ++ + 0 0 0 ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion purulenter Markraum
II-EDCC 5443 6 - 100% - 0% - 50% - - - - -
1017
10 ++ + + 0 5x10%4 ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion purulenter Markraum
3 ++ 0 0 0 0 ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion Pyathros
Il -EpCC 5398 7 ++ 100% + 33% ++ 66% 5x10 6x10% ausgepragte lokale Infektion | leichte lokale Inkeftion + subkutaner Abszess Pyathros
1" ++ ++ ++ 2x10°7 5x10"6 ausgepragte lokale Infektion | leichte lokale Infektion + subkutaner Abszess Pyathros
4 ++ + ++ 5x10°7 1x1017 ausgepragte lokale Infektion leichte lokale Infektion purulenter Markraum
V- E?gg 5398 8 ++ 100% ++ 33% ++ 100% 5x10°7 1x10°7 ausgepragte lokale Infektion Pyathros Pyathros
+ 0 0 ausgepragte lokale Infektion | leichte lokale Infektion + Abszess
Histologie Radiologie
Gruppe
Final Evaluation Final Evaluation Final Evaluation Final Evaluation Final Evaluation
1 55 46 48 43 3 3 3 9= manifeste °"|',_.:,;‘is°"e ja ja
- E':gfsm 5 59 54 56 6,1 0 0 0 0 = keine Osteomyelitis nein nein
9 6 54 57 6 1 3 0 4 = schwache Osteomyelitis ja ja
2 52 43 43 44 0 2 0 2 = keine Osteomyelitis ja ja
- EI1J;:’F7 5443 A 68 . _ . . _ . _ _ .
10 58 47 4.8 52 0 1 0 1= keine Osteomyelitis ja ja
3 56 45 48 48 2 3 ] 5 = schwache Osteomyelitis ja ja
- E;l;i(; 5398 7 58 4.9 48 48 3 2 2 7= m:a\nifesle chvg:ische ja ja
1 58 5 48 48 2 2 2 6= manifeste chronische ja ja
4 6 51 53 55 3 3 2 8= manifeste chronische ja ja
IV-EDCC 5398 8 58 52 48 52 1 0 1 2= keine Osteomyeltis ja ja
12 6 51 53 56 0 0 1 1= keine Osteomyelitis ja ja

Tabelle 12 Zusammenfassung aller erhobenen Ergebnisse des Versuchsvorhabens
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4 Diskussion

4.1 Grundlegendes

Die moderne Medizin bietet einem GroBteil der Menschheit herausragende
Moglichkeiten, um ihr alltdgliches Leben trotz Krankheit problemlos oder zumindest
deutlich angenehmer zu gestalten. Ein Teil hierzu tragen unter anderem die Orthopadie
und Traumatologie bei. In den letzten knapp 100 Jahren wurden auf diesem Gebiet
enorme Entwicklungen vorgenommen, die mitunter zu einer deutlichen Verbesserung der
Lebensqualitit der Patienten oder zu einer Riickfiihrung ins normale Leben fiihrten.
Hierzu zdhlen unter anderem der kiinstliche Gelenkersatz oder auch die gezielte
Frakturheilung durch Osteosyntheseverfahren. So wird der totale Hiiftgelenksersatz
mitunter als Die Operation des zwanzigstens Jahrhunderts (Learmonth et al 2007) betitelt
und die Patientenzufriedenheit nach endoprothetischen Eingriffen ist mit 80 bis 100% im
Allgemeinen sehr hoch (Kahlenberg et al 2018, Robertson et al 2000). Dariiber hinaus
kann die gezielte Endoprothetik trotz initial hoher Kosten eine deutliche Entlastung der
Gesundheitssysteme erbringen, da sich die Folgeausgaben deutlich reduzieren (Koenig et
al 2016, Ruiz et al 2013).

Kommt es allerdings zu einer Infektion des genutzten Implantats, so stellt dies eine
besondere Herausforderung fiir alle beteiligten Personen dar. Neben dem Patienten, dem
im schlimmsten Falle erhebliche Folgen fiir sein weiteres Leben drohen, sind auch die
behandelnden Arzte und Institutionen mit einem hohen Ressourcenaufwand in die
Therapie eingespannt (Malizos 2017). Die Problematik wird insbesondre dann verstérkt,
wenn die Infektion einen schwer behandelbaren Erreger wie MRSA als Ursache aufweist.
Tritt eine solche Implantat-assoziierte MRSA Infektion auf, gilt als derzeitiger
Therapiestandard noch immer der zweizeitige Prothesenwechsel mit Implantatausbau,
ausgiebigem Debridement, Spacerimplantation und Implantatreimplantation zu einem
spéteren Zeitpunkt (Cooper & Della Valle 2013, Metsemakers et al 2018). Aufgrund der
zugrundeliegenden Pathogenese mit Biofilmbildung und Antibiotikaresistenz weisen
Therapieversuche Implantat-assoziierter MRSA Infektionen allerdings ein deutlich
schlechteres Resultat mit relativ hoherer Versagensrate (failed revision) als diejenigen
Infektionen auf, die durch normsensitive Erreger hervorgerufen wurden (Cochran et al

2016, Kilgus et al 2002). Das Risiko einer Amputation oder einer dauerhaften Entfernung
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ohne Wiedereinsetzen eines neuen Implantats ist hoch. Der Verlust an
gesundheitsbezogener Lebensqualitdt des Patienten ist signifikant.

Die Medizin ist daher auf priklinische Modelle angewiesen, die die aktuelle klinische
Situation moglichst realititsnah simulieren um neue Behandlungsstrategien entwickeln
zu konnen. Hierzu zdhlen noch immer Tiermodelle, auch wenn diese im Sinne der 3R
Prinzipien auf ein Minimum reduziert werden sollten (Griffin et al 2014, Russell & Burch
1959, Zurlo et al 1996).

Moriarty et al (2017) haben ein Grofitiermodell entwickelt, welches eine failed Two-
Stage-Revision Procedure fir MRSA assoziierte Implantatinfektionen simuliert. Zu
Beginn der Arbeit fiir diese Studie war jedoch noch kein Kleintiermodell etabliert,
welches ein zweistufiges Revisionsverfahren im Sinne einer failed revision geeignet
nachahmt (Reizer et al 2015). Kleintiermodelle sind kostengiinstiger, logistisch leichter
umzusetzen und kdnnen so als Vorbereitung fiir mégliche Grofitiermodelle bzw. generell
als gut umsetzbare in vivo Modelle dienen.

Daher war das primére Ziel der vorliegenden Arbeit die Etablierung eines neuen
Kleintiermodells zur Simulation eines zweizeitigen Prothesenwechsels bei Implantat-
assoziierten MRSA-Infektionen im Sinne einer failed revision um weitere in vivo-Tests
zu ermdglichen und so neue Strategien im Kampf gegen MRSA-bedingter PJIs zu
entwickeln. Dafiir wurde ein bereits von Alt et al (2006) bestehendes Infektionsmodell
weiterentwickelt, in welchem eine implantatbezogene Osteomyelitis innerhalb von vier
Wochen zuverlidssig etabliert werden konnte. Hauptaugenmerk lag dabei unter anderem
auf der Frage, ob das gewihlte Studiendesign fiir die Tiere ethisch vertretbar ist.
Sekundérziel war die Identifikation des optimalen Erregerstammes und der optimalen
Inoklunationsdosis zur sicheren Etablierung einer Reinfektion. Hierzu wurden zwei
unterschiedliche MRSA-Stdmme (EDCC 5398 - Eugen Domann Culture Collection Nr.
5398, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Gielen und EDCC 5443 -Eugen Domann
Culture Collection Nr. 5443, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Gieflen) in je zwei

unterschiedlichen Inoklunationsdosen (10° und 107 CFUs) getestet.

4.2 Entwickeltes Tiermodell und erzielte Ergebnisse

Wissenschaftliches Arbeiten mit Tieren unterliegt bestimmten Voraussetzungen und ist

sowohl gesetzlich (Dt. Tierschutzgesetz vom 18. Mai 2006) als auch ethisch an gewisse
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Regeln gebunden, die den Schutz der Tiere zum Ziel haben. 1959 veroffentlichten
William Russel und Rex Burch in ihrem Buch The Principles of Humane Experimental
Techniqgue (Russell & Burch 1959) grundlegende Uberlegungen und
Verhaltensanweisungen, wie auf ethische Art und Weise mit Versuchstieren umzugehen
sei. Dabei standen drei Punkte, die sogenannten 3Rs, im Mittelpunkt. Diese gelten bis
heute (Griffin et al 2014, Zurlo et al 1996). Es sind: Ersatz (engl. Replacement),
Reduzierung (engl. Reduction) und Verfeinerung (engl. Refinement). Anhand dieser
Handlungsanweisung soll gewéhrleistet werden, dass lediglich die notwendigste Anzahl
an Versuchstieren unter ethisch vertretbaren Bedingungen fiir wissenschaftliche Zwecke
genutzt und eine stetige Entwicklung von Alternativen vorangetrieben wird. Zudem
fassten Cali et al (2016) gewisse Voraussetzungen zusammen, die ein klinisch relevantes
PJI-Infektionsmodell am Tier erfiillen sollten. Hierauf wird in Kapitel 4.4 noch detailliert
eingegangen.

Den gesetzlichen (Genehmigung des Versuchsvorhabens gemdf3 §8, Absatz 1 des
Tierschutzgesetztes vom 18.05.2006 durch das Landesamt fiir Verbraucherschutz des
Freistaates Thiiringen unter der Reg.-Nr. 14-003/13) und ethischen Prinzipien (3Rs)
folgend, entwickelten wir ein bereits bestehendes Tiermodell (Alt et al 2006), welches
die fiir unsere Zwecke notwendigen Grundvoraussetzungen mit vielversprechenden
Ergebnissen lieferte, weiter. Alt et al (2006) etablierten in ihrer Studie ein
Kleintiermodell, in welchem sie New Zealand White Kaninchen verschieden beschichtete
K-Drihte in den rechten tibialen Markraum implantierten und mit S. aureus beimpften.
Ziel der Arbeit war es, unterschiedliche Beschichtungen auf ihr Eradikationsvemogen zu
testen. Die Tiere wurden nach 28 Tagen euthanasiert und auf Infektionszeichen
untersucht. In der Kontrollgruppe mit Implantaten ohne antimikrobielle Beschichtung
lieB sich in sieben von acht Tieren eine chronische Infektion feststellen.

Darauf aufbauend haben wir das Studiendesign von Alt et al (2006) zu dem in Kapitel
2.2.1 beschriebenen erweitert und konnten so das hier vorliegende Kleintiermodell
(Brunotte et al 2019) etablieren. Es ist das erste Kleintiermodell, das den aktuellen
klinischen Goldstandard eines zweizeitigen Prothesenwechsels im Sinne einer failed
revision imitiert. Dabei ist besonders hervorzuheben, dass der zeitliche Ablauf mit
initialer Operation, Revision mit Spacerimplantation nach 28 Tagen, erneutem
Debridement und Implantatreimplantation nach weiteren 28 Tagen der klinischen Realitét
sehr nahekommt.

Insgesamt konnte mit dem vorliegenden Studiendesign trotz komplexem chirurgischen
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Vorgehen und einem vergleichsweise langen Beobachtungszeitraum von insgesamt 84
Tagen eine Uberlebensrate von 91,7 % (11 von 12 Tieren) erzielt werden. Besonders die
drei operativen Eingriffe stellten dabei fiir die Versuchstiere eine hohe Belastung dar.
Allerdings kann unter Beriicksichtigung der Gewichtsentwicklung sowie der hohen
Uberlebensrate iiber den gesamten Beobachtungszeitraum die Belastung und der Stress
fiir die Versuchstiere in diesem anspruchsvollen Infektionsmodell als ethisch vertretbar
angesehen werden. Die Gewichtsabnahme aller Kaninchen innerhalb der ersten 28 Tage
(Initial Surgery bis Revision 1) ist am ehesten auf eine schwere akute Infektion des jeweils
operierten und infizierten linken Hinterlaufs zuriickzufiihren. Die schwere akute
Infektion konnte durch die klinische Beurteilung bei Revision [ bestétigt werden. Bei
allen Versuchstieren zeigte sich eine Schwellung des Knies und der Schienbeinregion mit
teilweise Pusentleerung wihrend der Revisionsoperation als Zeichen eines akuten
Infektgeschehens. Die Infektion beschrénkte sich dabei stets auf die operierte Extremitt.
Systemische Infektionszeichen im Sinne von Fieber, Tachykardie und Tachypnoe
(Cecconi et al 2018) traten nicht auf. Auch die mikrobiologischen Ergebnisse der nach
Revision 1 auf BHI-Agarplatten ausgerollten K-Drihte lieferten Infektionsraten von 100
% und bestitigten somit das Vorliegen einer akuten Infektion. Die jeweilige Anordnung
und Farbe der Bakterienkolonien auf den BHI-Agarplatten sprachen gegen eine
Fremdkontamination. Daher kénnen nur die beiden eingesetzten MRSA-Stdmme fiir die
Induktion der Infektion verantwortlich gemacht werden. Zudem verhinderte das Arbeiten
unter streng sterilen Operationsbedingungen mit ausschlieBlicher Nutzung von
Materialien aus der Humanmedizin eine die Studie gefdhrdende Fremdkontamination mit
unbekannten sekundéren Erregern.

Die meisten Tiere gewannen nach Revision I wieder an Gewicht bzw. hielten dieses und
verloren auch im weiteren Versuchsverlauf nicht erneut daran. Dieses ldsst auf eine
erfolgreiche Eradikation oder zumindest Unterdriickung des akuten Infektgeschehens mit
Umwandlung in eine chronische Infektion schlieBen. Zudem zeigen die
mikrobiologischen Ergebnisse nach Revision 2 mit Eradikationsraten von bis zu 66 %
(Gruppe I) die Unterdriickung der akuten Problematik.

Die mikrobiologischen Ergebnisse mit positivem Bakterienkulturwachstum der K-Draht-
Rollouts an Tag 84 zeigten eine Gesamtreinfektionsrate von 81,8 % (9 von 11 Tieren). In
Gruppe I und IV betrug die Reinfektionsrate 100 %. Diese mikrobiologischen Analysen
bestdtigten ein zuverldssiges Scheitern der Revision des zweizeitigen Verfahrens,

welches im Sinne einer failed Revision eines der Hauptziele der vorliegenden Arbeit war.
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Radiologische Anzeichen einer chronischen Osteomyelitis bei 10 von 11 Tieren nach 84
Tagen unterstreichen die angestrebte erfolgreiche Induktion eines chronischen
Infektionsgeschehen. Die bakterielle Belastung des Knochenmarks (1x10° CFU/g bis
5x107 CFU/g und 1x10* CFU/g) und der K-Drihte (Sonication) (1x10* CFU/wire bis
1x10” CFU/wire) an Tag 84 deuteten darauf hin, dass im Laufe des
Beobachtungszeitraums durch die chirurgische Behandlung ein Wechsel von einer akuten
zu einer chronischen Infektion stattgefunden hatte.

Allerdings lieferten die mikrobiologischen Ergebnisse und die histologische Auswertung
zwischen den einzelnen Gruppen teilweise unterschiedliche Ergebnisse. Eine mogliche
Erklarung fiir diese Problematik ist die Tatsache, dass fiir die histologische Aufarbeitung
und Auswertung lediglich ein 15-20 mm messender Langsschnitt aus dem mittleren,
diaphyséren Teil der entnommenen medialen Tibiae aufgearbeitet wurde. Dieser eine
Abschnitt bietet keinen vollstindigen Uberblick {iber das infektise Geschehen in der
gesamten Tibia. So ist es hochwahrscheinlich, dass infizierte Tibiasegmente nicht
histologisch aufgearbeitet wurden und somit keine Beriicksichtigung in der
abschlieBenden Auswertung finden konnten. Dennoch zeigten iiber die Halfte der
Versuchstiere bei der histologischen Beurteilung definitive Anzeichen einer
Osteomyelitis.

Um bei der histologischen Auswertung eine individuelle Aussage beziiglich des
Schweregrades einer potentiell vorliegenden Infektion fiir jedes Kaninchen treffen zu
konnen, wurde ein einfach anwendbarer semiquantitativer Bewertungsscore entwickelt.
Dieser entstand durch Vereinfachung und in Anlehnung an die durch Smeltzer et al
(1997) und Tiemann et al (2014) publizierten und etablierten Scoringsysteme. Es wurden
die Bewertungskriterien Abszessformation im Markraum oder Kortikalknochen,
periostale Knochenneubildung und bakterielle Ansiedlung im Markraum oder
Kortikalknochen festgelegt. Je nach Kriterium erfolgte eine einfach durchzufiihrende
Aufteilung der histologischen Schnitte in verschiedene Segmente und die anschlieende
Auswertung. Es entstand ein vereinfachtes und leicht zu bedienendes Advanced Scoring
System, dass ohne groflen Aufwand und zusdtzliche Auswertungssoftware angewandt
werden kann. Somit konnte dieser fiir die vorliegende Arbeit entwickelte
Bewertungsscore auch zukiinftig fiir andere Autoren zur Beurteilung der histologischen
Osteomyelitis niitzlich sein.

Sekundére Ziele der vorliegenden Studie waren sowohl die Identifizierung des optimalen

MRSA-Stammes als auch die Identifizierung der optimalen Inoklunationsdosis fiir eine
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zuverléssige Reinfektionsinduktion zum Zeitpunkt der Euthanasie an Tag 84. Zu diesem
Zweck wurden zwei verschiedene MRSA-Stimme (EDCC 5443 und EDCC 5398) mit
zwei unterschiedlichen Inoklunationsdosen (10° und 107 CFUs) verwendet. Obwohl die
Anzahl der Tiere in den einzelnen Gruppen klein war, zeigten die mikrobiologischen
Ergebnisse, dass Gruppe I mit dem Stamm EDCC 5443 in einer Dosis von 10° CFUs die
vielversprechendsten Ergebnisse lieferte. Die Eradikation der initialen schweren, akuten
Infektion konnte zu 67 % durch Spiilung, Debridement und lokale Antibiotikabehandlung
mit Vancomycin-beladenen PMMA-Spacern nach Revision 2 erreicht werden. An Tag 84
zeigte sich eine Reinfektionsrate von 100 %. In zwei von drei Féllen konnte die

histologische Analyse eine chronische Osteomyelitis nachweisen.

Zusammenfassend bietet das in dieser Arbeit entwickelte Kleintiermodell auf Grundlage
der erreichten Anndherung an das aktuelle klinische Vorgehen einer Two-Stage-Revision
Procedure die Moglichkeit, sdmtliche Therapiebausteine zu variieren und in vivo zu

beurteilen.

4.3 Weitere experimentelle Studien am Tier im Vergleich

In der Literatur ist eine Vielzahl an verschiedenen Studien und Modellen fiir Implantat-
assoziierte Osteomyelitiden beschrieben. Unterschiedliche Tierarten dienten dabei als
Versuchstiere. Einen strukturierten und sehr umfangreichen Uberblick fiir S. aureus-
assoziierte Osteomyelitis-Modelle geben Reizner et al (2015). Betrachtet man hier im
Speziellen Kaninchenmodelle, welche MRSA-assoziierte Knocheninfektion aufgrund
eines Implantates oder einer Fraktur beschreiben, existieren zwar mehrere Studien, aber
keine von ihnen imitiert eine 7wo-Stage-Revision Procedure und spiegelt so den
aktuellen klinischen Goldstandard wieder.

Sowohl Belmatoug et al (1996) als auch Craig et al (2005) fiihrten in ihren Arbeiten
jeweils nur eine initiale Operation zur Implantatinsertion und Inokulation mit MRSA
durch. In beiden Studien war das primére Ziel die Etablierung einer Infektion mit
Ausbildung einer Osteomyelitis, so dass kein Eradikationsversuch unternommen wurde.
Craig et al (2005) wéhlten einen Beobachtungszeitraum von lediglich sieben Tagen,
Belmatoug et al (1996) euthanasierten die Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten, jedoch

spétestens nach 8 Wochen. Dariiber hinaus unterscheiden sich beide Arbeiten durch
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abweichende und unterschiedliche Implantatarten (Edelstahlschraube vs. Silikon-
elastomer Implantat) mit anderen Implantationsorten (distale Femurkondylen vs. Tibia-
Plateau) sowie unterschiedlichen Beimpfungsmethoden mit lediglich einem
Bakterienstamm und mehreren Inoklunationsdosen.

Giavaresi et al (2008), Ismael et al (2003) und El-Kamel et al (2007) gingen einen Schritt
weiter und simulierten in ihren Modellen jeweils ein einzeitiges Therapieverfahren, um
antibiotische Therapiestrategien zu testen.

El-Kamel et al (2007) untersuchten ein implantierbares Gatifloxacin-
Verabreichungssystem auf Basis des biologisch abbaubaren Polymers Polycaprolacton
fiir die lokale Antibiotikabehandlung. Nach initialer Operation mit Implantation einer
Edelstahlnadel in den tibialen Markraum als Prothesenimitat und MRSA-Beimpfung
erfolgte nach 14 Tagen die Revisionsoperation. Wurde die eine Hélfte der Tiere
euthanasiert, erhielt die andere Héilfte das Gatifloxacin-Verabreichungssystem. Diese
Tiere wurden nach weiteren zwei Wochen, also nach einem insgesamten
Beobachtungszeitraum von vier Wochen, euthanasiert. Giavaresi et al (2008) induzierten
in ithrem Modell eine femorale Osteomyelitis durch MRS A-Kontamination. Dabei wurde
in der initialen Operation auf das Einbringen eines Implantates verzichtet. Vier Wochen
nach erfolgter Kontamination erfolgte eine Revisionsoperation und die Unterteilung der
Tiere in Gruppen. So wurde den Versuchstieren einer Gruppe Gentamicin-Vancomycin-
beladene PMMA-Nigel als Spacer implantiert. Nach insgesamt sieben Wochen erfolgte
dann die Euthanasie aller Tiere, so dass auch hier auf ein zweizeitiges Verfahren
verzichtet wurde. Ismael et al (2003) wihlten den partiellen Kniegelenksersatz mit
tibialer Komponente als Versuchsgrundlage. Dieser wurde in einer initialen Operation
mit simultaner MRSA-Beimpfung durchgefiihrt. Sieben Tage spdter fiihrte die
Arbeitsgruppe den einzeitigen Prothesenausbau durch. Den Tieren einer Gruppe wurde
in der Revisionsoperation ein Teicoplanin-beladener Zement-Spacer eingesetzt. An Tag
28 wurden alle Tiere fiir die weitere Auswertung euthanasiert. Eine
Prothesenreimplantation fand auch hier nicht statt. Alle drei Modelle unterschieden sich
somit wiederum nicht nur durch das grundlegende Therapiekonzept und die
Beimpfungsmethode, sondern im Falle von El-Kamel et al (2007) und Ismael et al (2003)
auch durch die gewihlte Prothesenart und im Falle von Ismael et al (2003) und Giavaresi
et al (2008) durch den Implantationsort.

Andere MRSA-assoziierte Osteomyelitis-Modelle am Kaninchen, welche nicht von

Reizner et al (2015) erwdhnt wurden, beschreiben Helbig et al (2014) und Gaudin et al
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(2011). Dabei lag die Intention von Helbig et al (2014) darin, ein einfaches Osteomyelitis-
Modell zu etablieren. Hierflir wurde lediglich eine Operation durchgefiihrt, in der ein
Titanzylinder in die rechte Femurkondyle implantiert und mit MRSA beimpft wurde.
Eine weitere Operation fand nicht statt. Nach insgesamt 42 Tagen wurden alle
Versuchstiere eunthanasiert. Das Ziel von Gaudin et al (2011) war es, ebenfalls ein
einfaches Osteomyelitis-Modell zu entwickeln, welches fiir weitere Studien genutzt
werden kann. Dabei wurde in der initialen Operation nach Markraumtrepanation des
Femurs MRSA in diesen beimpft. Das Studiendesign sah eine Euthanasie der
Versuchstiere ja nach Gruppe an den Tagen 1, 2, 3, 9 und 14 vor. Diejenigen Tiere, die
nicht an den Tagen 1, 2 und 3 euthanasiert wurden erhielten am dritten Postoperativen
Tag ein chirurgisches Debridement, um eine erneute Operation zu imitieren. Letztendlich
unterscheiden sich auch diese beiden Modelle grundlegend in Konzeption, gewahlter
Prothesenart, Implantationsort und Beimpfungsmethode.

Neben diesen am Kaninchen durchgefiihrten Studien existieren noch weitere MRSA-
assoziierte Modelle, bei denen andere Tierarten als Forschungsobjekt dienten. Dazu
zahlen weitere Kleintierstudien an Ratte und Maus (Ersoz et al 2004, Niska et al 2012,
Orhan et al 2010, Shandley et al 2012, Tuzuner et al 2006), sowie GroBtierstudien am
Schaf (Moriarty et al 2017, Williams et al 2012a, Williams et al 2012b). Auch von diesen
imitierte mit einer Ausnahme keines eine Two-Stage—Revision Procedure.

Moriarty et al (2017) bieten die erste Ndherung an den klinischen Goldstandard des
zweizeitigen Prothesenwechsels im Groftiermodell mit dem Versuchstier Schaf.
Aufgrund der unterschiedlichen Tierarten ist ein Vergleich mit dem in dieser Arbeit
prasentierten Modell (Brunotte et al 2019) nur bedingt moglich. Es zeigen sich aber
grundlegende Uberschneidungen.

Die Arbeitsgruppe um Moriarty et al (2017) nutzen in ihrer Arbeit insgesamt 33
ausgewachsene Schweizer Alpinschafe. Diese wurden in insgesamt sieben Gruppen
unterteilt, von denen zunichst zwei Gruppen mit je drei Tieren als Pilotversuch zur
Festlegung der Operationstechniken, der grundlegenden Antibiotikabehandlung und der
bakteriellen Impfdosen dienten. In der Hauptstudie wurden die restlichen fiinf Gruppen
untersucht. Diese unterteilten sich in einmal drei Gruppen je sechs Tiere, welche mit
MSSA beimpft wurden und einmal in zwei Gruppen mit je drei und sechs Tieren, die mit
MRSA beimpft wurden. Dabei entsprach der genutzte MRSA-Stamm einem des in der
vorliegenden Arbeit prasentierten Modells. Moriarty et al (2017) nutzten ebenfalls den
MRSA-Stamm EDCC 5443 fiir ihr Versuchsvorhaben. Im Rahmen der initialen
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Operation wurde den Schafen ein aus der Humantraumatologie stammender
Humerusnagel der Fa. Debuy Synthes in den tibialen Markraum der linken Extremitét
implantiert und tiber einen préparierten Kollagenschwanmm beimpft. Nach acht Wochen
erfolgte die erste Revisionsoperation (Stage /) mit Implantatentfernung, Debridement
und Spacerimplantation. Die verwendeten Spacer waren entweder antibiotikafrei, mit
Gentamicin oder mit einem Gentamicin-Vancomycin-Gemisch zur lokalen Eradikation
versetzt. Je nach Gruppe wurde zusétzlich mit einer systemischen Antibiotikatherapie
begonnen. Nach weiteren zwei Wochen erfolgte die zweite Revisionsoperation (Stage 2),
in der die Spacer im Rahmen eines leichten Debridements entfernt wurden und ein
erneuter Humerusnagel implantiert wurde. Die systemische Antibiotikatherapie wurde
beendet. Vier Wochen spéter, nach einem insgesamten Beobachtungszeitraum von 14
Wochen (98 Tage), wurden die Tiere euthanasiert und die Tibiae zur weiteren
Aufarbeitung entnommen. Wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums erfolgte die
Aufarbeitung der gewonnenen Materialien wihrend der Revisionsoperationen, es wurde
das Gewicht der Tiere kontrolliert, es wurden diverse radiologische Kontrollen
durchgefiihrt und systemische Inflammationsparameter wurden tiberpriift.

Demnach ergeben sich diverse Uberschneidungen zwischen der Arbeit von Moriarty et
al (2017) und dem in der vorliegenden Arbeit (Brunotte et al 2019) erorterten Modell. So
ist das grundlegende Studiendesign als gleichwertig zu betrachten, der Implantationsort
war entsprechend, es wurde ein gleicher MRSA-Stamm genutzt und diverse
Auswertungsmethoden waren gleich.

Das Grofitiermodell von Moriarty et al (2017) zeigt sich in verschiedenen Punkten
iiberlegen. So konnten in einer Pilotstudie die Operationstechniken, die grundlegenden
Antibiotikabehandlungen und die bakteriellen Impfdosen festgelegt werden. Sie diente
zugleich als Kontrollgruppe. AuBlerdem wurden insgesamt mehr Tiere in das
Versuchsvorhaben eingeschlossen. Dariiber hinaus imitiert ein Groftiermodell die
klinische Realitdt besser, da die durchgefiihrte Operationstechnik aufgrund der
anatomisch vergleichbareren Gegebenheiten derjenigen am Menschen deutlich
ndherkommt. Als Implantat konnte ein in der Humantraumatologie genutzter
Humerusnagel der Fa. Debuy Synthes mit Verriegelungsschraube genutzt werden. Neben
dem antibiotikabeladenen Spacer wurde zusidtzlich eine systemische Antibiose
durchgefiihrt, die aufgrund des dhnlichen Gewichtes der Versuchstiere zum Menschen in
anniihernd gleichen Dosen verabreicht werden konnte. Auch die Uberwachungskriterien

der Studie von Moriarty et al (2017) waren umfangreicher. So wurden wesentlich mehr
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radiologische Kontrollen durchgefiihrt und den Versuchstieren wurde regelmifig Blut
zur Beurteilung der Inflammationsparameter abgenommen.

Allerdings ist ein Grofitiermodell auch wesentlich kostenintensiver und bindet sowohl
mehr personelle als auch rdumliche Ressourcen. Die Umsetzung gestaltet sich daher als

deutlich schwieriger und ist dadurch oftmals nur unter grolen Miihen umsetzbar.

AbschlieBend lésst sich feststellen, dass in der Literatur bisher kein vergleichbares
Kleintiermodell zur Simulation einer failed Two-Stage-Revision Procedure, wie das in
dieser Arbeit préasentierte (Brunotte et al 2019) beschrieben ist. Lediglich Moriarty et al
(2017) liefern mit ihrem GroBtiermodell einen dem klinischen Alltag sehr

realitétsgetreuen Ansatz.

4.4 Limitationen und beeinflussende Faktoren

Das in dieser Arbeit priasentierte Kleintiermodell (Brunotte et al 2019) zur Simulation
einer failed Two-Stage-Revision Procedure bei Implantat-assoziierter MRSA-Infektion
unterliegt diversen Einschrankungen.

Ein Hauptproblem ist die geringe Anzahl an Versuchstieren. Der Einsatz von lediglich
zwolf Kaninchen, auf vier Gruppen zu je drei Tieren verteilt, stellt eine deutliche
Limitation dar und macht das Versuchsvorhaben in dieser Form stark anfillig fiir
statistische Ungenauigkeiten. Dies hat besonders dann einen Einfluss, wenn man sich die
teils unterschiedlichen Ergebnisse der einzelnen Auswertungsmethoden innerhalb der
einzelnen Gruppen anschaut. Bei einer solch kleinen Anzahl an Versuchstieren pro
Gruppe wirken sich kleinste Ungenauigkeiten beim hiandischen Beimpfen der Tiere mit
den vorbereiteten Inoklunationsdosen auf die erzielten Ergebnisse aus. Selbst bei exaktem
Arbeiten kann es durchaus sein, dass die einzelnen Tiere nicht zu 100 % die gleiche
Anzahl an CFUs erhalten haben und somit die Infektinduktion beeinflusst wurde. Dazu
kommen die individuellen Eigenschaften des Immunsystems eines jeden einzelnen Tiers.
Das Immunsystem von Lebewesen ist ein hochkomplexes System zum Schutz vor
pathogenen Einfliissen. Die Entwicklung ist vielschichtig und unterliegt verschiedenen
Einfliissen (Holladay & Smialowicz 2000, Holt & Jones 2000). Letztendlich entwickelt
jedes Individuum sein eigenes, spezifisches Immunsystem, was den

Grundvoraussetzungen der unterschiedlichen Spezies entspricht (Holsapple et al 2003).
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Es wire daher moglich, dass sich aufgrund der geringen Anzahl an Tieren die
individuellen Immunantworten der Tiere auf die unterschiedlichen Ergebnisse innerhalb
einer Gruppe ausgeiibt haben.

Des Weiteren liegt keine Kontrollgruppe vor, die zur Uberpriifung der erzielten
Ergebnisse in medizinischen Studien von erheblicher Bedeutung ist, wie es Szekér et al
zusammenfassen (2017). Die geringe Anzahl an Versuchstieren wurde als Kompromiss
erwogen, um zundchst moglichst wenig Kaninchen der enormen Belastung des
Studiendesigns mit einem langen Beobachtungszeitraum von 84 Tagen, insgesamt drei
komplexen Operationen und einer schweren Infektion auszusetzten und somit den 3R-
Kriterien (Russell & Burch 1959) zu entsprechen.

Um ein Scheitern des Versuchs im Sinne einer kompletten Eradikation der Infektion zu
verhindern und somit das primére Ziel der Arbeit zu verfehlen, wurde in dem
vorliegenden Modell auf einen bedeutenden Therapieschritt der alltdglichen klinischen
Praxis verzichtet. So wurde zur Infekteradikation lediglich eine chirurgische Therapie in
Form eines Debridements an Stage 1 und Stage 2 und die lokale Antibiotikaanwendung
mittels des Vancomycin-beladenen PMMA-Spacers durchgefiihrt. Eine intravendse
Antibiotikatherapie fand nicht statt, obwohl dies in anderen Osteomyelitis-Modellen am
Kaninchen bereits durchgefiihrt wurde (Ismael et al 2003, Schroeder et al 2012). Die
Virulenz der einzelnen MRSA-Stdmme war in dem neuen Studiendesign nicht sicher
vorhersehbar und eine kombinierte Therapie mittels Antibiotika-beladenem Spacer und
intravendser Gabe schien zunéchst zu riskant, da selbst das Reinfektionsverhalten ohne
intravendse Antibiose nicht sicher bekannt war. Es hitten weitere Versuchsgruppen mit
mehr Versuchstieren gebildet werden miissen. Gemédf der Einhaltung der 3R-Kriterien
und dem nicht vorhersehbaren Ergebnis wurde dies unterlassen und eine Limitation des
Modells gegeniiber dem aktuellen klinischen Standards in Kauf genommen.

Diese Limitation wurde auch zum Schutz des sekundiren Ziels der vorliegenden Arbeit
akzeptiert. Zur Identifizierung des optimalen MRSA-Stamms und einer optimalen
Inoklunationsdosis fiir ein zweistufiges Revisionsmodell im Sinne einer failed revision
im Kaninchen wire eine zusitzliche intravendse Antibiotikagabe bei solch kleiner
Gruppengrofle in diesem frithen experimentellen Stadium kontraproduktiv gewesen, da
die vollstdndige Eradikation gedroht hétte.

Dariiber hinaus wére es sinnvoll gewesen, zur Identifizierung des optimalen MRSA-
Stamms und einer optimalen Inoklunationsdosis bei jeder Revisionsoperation (Stage [

und Stage 2) eine mikrobiologische Auswertung zur Bestimmung der bakteriellen
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Belastung (Bacterial load) des Knochenmarks vorzunehmen. Diese Daten wéren
dahingehend hilfreich, um ein verbessertes Verstdndnis des mikrobiellen Wachstums
wihrend einer chirurgischen, lokalen und in einem erweiterten Studiendesign einer
systemischen  Antibiotikabehandlung zu entwickeln. Die Aufdeckung von
Wachstumsmustern, die nicht nur von der Art und dem Zeitpunkt der chirurgischen
Intervention, sondern auch von zusitzlichen lokalen oder systemischen medizinischen
Behandlungen abhédngen, konnte von groBem Nutzen fiir die zukiinftige therapeutische
Optimierung sein.

Wie bereits zuvor erwihnt, postulierten Carli et al (2016) grundlegende Kriterien, die zur
Entwicklung eines experimentelle PJI-Modells eingehalten werden sollten, um klinisch
reprisentative Ergebnisse zu erzielen. Diese sind: (1) Durchfiihrung der Studie an einem
Tier, dessen muskuloskelettale und immunologische Eigenschaften mit denen des
Menschen vergleichbar sind, (2) Verwendung eines Implantats aus klinisch relevanten
Materialien, welches am Implantationsort einer Gewichtsbelastung ausgesetzt ist und die
periprothetische Umgebung effektiv simuliert, (3) Verwendung klinisch relevanter
Bakterien, die auf Implantatoberflichen Biofilmbildung zeigen und (4) Nutzung
quantitativer Messmethoden von Bakterien, Biofilm und der Immunantwort des
Versuchstiers.

Das in dieser Arbeit prasentierte Modell (Brunotte et al 2019) erfiillt diese Kriterien nicht
vollumfanglich und weist daher eine weitere Limitation auf. Da dieses der erste Versuch
der Etablierung einer failed Two-stage-Revision Procedure am Kaninchen war, wurde ein
bereits funktionierendes Modell von Alt et al (2006) weiterentwickelt. Dabei wird Punkt
(2) der von Carli et al (2016) geforderten Kriterien nicht erreicht. Die intramedullédre Lage
des K-Drahts in der linken Tibia spiegelt eine periprothestische Umgebung nicht effektiv
wider, da das Implantat keiner Belastung ausgesetzt ist, aus klinisch eher unbedeutendem
Material bestehen, locker sitzt und die intraartikuldren und intramedulldren Rdume nicht
voneinander trennt. Auch fiir diese Einschrinkungen war der primére Grund das Tierwohl
im Sinne der 3R-Kriterien. Da ein Erfolg der Studie nicht sicher vorausgesagt werden
konnte, wurde zunidchst ein praktikableres und vereinfachtes Modell mit weniger
operativem Stress fiir die Tiere getestet.

Letztendlich  beeinflusst diese Limitation aber die immunologischen und
mikrobiologischen Vorginge im Bereich des Implantats fiir eine moglichst
realitétsgetreue Untersuchung entscheidend. Denn es ist von enormer Bedeutung, ob das

Implantat locker oder fest im Knochen verankert ist und den intraartikuliren vom

38



4 Diskussion

intramedulldren Raum trennt. Im klinischen Alltag ist eine feste Fixierung nicht nur fiir
die korrekte Funktion des Gelenks und der Extremitét unerldsslich, sondern sie wirkt sich
auch auf die Ausbildung des Biofilms und der Immunantwort des Implantattragers aus.
Untersuchungen von Wijeyekoon et al (2004) konnten zeigen, dass Bakterien auf
konkrete Oberfldchenbelastung, wie sie bei einem fest verankertem Implantat vorkommt,
mit einer Erhohung der Biofilmdichte und der Zellaktivitit reagieren. Kommt es jedoch
zu Scherkriften, welche im Falle einer Implantatlockerung auftreten konnen,
beeinflussen diese die bakteriellen Adhdsionen und fiihren zu einem verdnderten
Metabolismus, der die Biofilmdichte und -festigkeit d&ndern kann, wie es Liu & Tay
(2001) nachweisen konnten.

Bei fest im Knochen verankerten Implantaten gewéhrt die Immunreaktion des
Implantattriagers unter sterilen Umsténden trotz vielfdltiger mechanischer Belastung eine
erfolgreiche Osseointegration und somit eine regelrechte Belastungsverteilung der auf
das Implantat wirkenden Kréfte (Carli et al 2016). Bei Implantaten mit unzureichender
Presspassung oder schlechter Oberflichenbeschaffenheit (Gristina 1987) verhindert die
Immunreaktion des Implantattragers eine regelrechten Osseointegration. Vielmehr fiihrt
diese stattdessen zu einer schlechten Fixierung durch fibroses Gewebe (Soballe et al
1992) und ruft eine chronische, durch Neutrophile und Lymphozyten induzierte,
Entziindung hervor (Abu-Amer et al 2007, Athanasou et al 1992), wie es Carli et al (2016)
beschreiben.

Es zeigt sich also, dass sich die immunologischen Umgebungsbedingungen von lockeren
und fest sitzenden Implantaten deutlich unterscheiden. Die kombinierten Auswirkungen
von Implantatstabilitdt und -belastung auf die Immunantwort und das Bakterienwachstum
verdeutlichen die translatorischen Defizite zwischen Tierversuch und Realitédt bei der
Verwendung eines unbelasteten, losen Implantats zur Simulierung einer

periprothetischen Umgebung (Carli et al 2016).

Das vorliegende Modell unterliegt insgesamt diversen Limitationen und beeinflussenden
Faktoren. Hautpverantwortlich dafiir war primédr das Tierwohl. So wurde bewusst
beschlossen, diverse Einschrinkungen in Kauf zu nehmen, um zunichst die ethische
Vertretbarkeit des prisentierten Modells festzustellen, bevor eine groBere Anzahl an

Tieren diesem Studiendesign zugefiihrt wird.
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4.5 Ausblick

Die Therapie Implantat-assoziierter Infektionen erweist sich trotz vielschichtiger
Forschung und einer immensen Anzahl an Publikationen, besonders innerhalb der letzten
zwei Jahrzehnte (Henderson & Austin 2017), noch immer als nicht definitiv geklart. Auch
wenn die Inzidenz fiir PJIs mit bis zu 2 % (Kapadia et al 2016) relativ klein ist, so stellen
PJIs besonders dann, wenn sie durch multiresistente Erreger wie MRSA hervorgerufen
werden, eine besondere Bedrohung fiir die Patienten dar. Ultima Ratio ist derzeit bei nicht
beherrschbaren PJIs mit schweren Knochen- und Weichteilinfektionen leider weiterhin
die Amputation oder der Entscheid zu einer Girdlestone Stituation (Osmon et al 2013).
Beides stellt fiir die Patienten einen massiven Einschnitt in ihren weiteren Lebensweg
dar. Da die Anzahl der jéhrlich durchgefiihrten Implantat-Implantationen stetig zunimmt
(Wengler et al 2014), muss daher das oberste Ziel sein, PJIs zu verhindern bzw. eine
moglichst effektive Therapie anzubieten. Nicht nur um die Morbiditdt und Mortalitit zu
senken, sondern auch um die medizinischen Kosten zu reduzieren und
volkswirtschaftlichen Schaden abzuwenden.

Um die zugrunde liegenden Pathomechanismen immer besser zu verstehen und neue
Therapiestargeien entwickeln zu konnen, sind in vivo Modell in Form von Tierversuchen
auch heutzutage noch von immenser Bedeutung. Diese sollen den aktuellen klinischen
Therapiestandard simulieren und es so ermdglichen, diesen immer weiter zu verbessern
(Reizer et al 2015).

Das in dieser Arbeit prisentierte Kleintiermodell zur Simulation einer failed Two-Stage-
Revision Procedure bei MRSA-assoziierter Protheseninfektion (Brunotte et al 2019) ist
das erste seiner Art. In der Literatur findet sich lediglich ein weiteres Two-Stage-
Revision-Procedure Modell, welches allerdings am Grofitier durchgefiihrt wurde
(Moriarty et al 2017) und somit wesentlich schwerer umzusetzen ist.

Wie in Kapitel 4.4 erortert, unterliegt das hier vorliegende Modell in der jetzigen Form
diversen Limitationen. Diese sind vor allem auf den Schutz des Tierwohls im Sinne der
3R-Krietreien zuriickzufiihren. Da das Modell positive Ergebnisse erbracht und somit als
Erfolg gewertet werden kann, steht es nun zur Weiterentwicklung zur Verfiigung. Durch
hohe Uberlebensraten von 91.7 % und einer sicheren Etablierung einer chronischen
Osteomyelitis in Gruppe [ ist es ethisch vertretbar, im ndchsten Schritt mehr

Versuchstiere und somit mehr Versuchsgruppen zu etablieren. Damit konnten
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4 Diskussion

zuverlédssigere Ergebnisse und eine bessere Korrelation zwischen verschiedenen
Bewertungsmethoden erzielt werden. Dariiber hinaus bietet es sich an, das operative
Vorgehen zu verfeinern und komplexer zu gestalten, um ein noch realitétsgetreueres PJI-
Modell zu entwickeln. Verldsst man das Feld der PJIs, bietet sich das vorliegende Modell
auch zur Simulation einer Fraktur-assoziierten Infektion mit Ostesynthesematerial an.
Die Entziindungsreaktion und biomechanische Verdnderungen in der Frakturheilung
gelten als Schliisselfaktoren fiir die Etablierung, die Behandlung und das Ergebnis von
Patienten mit frakturbezogenen Infektionen (Claes et al 2012b).

Da ein zweizeitiges Modell insgesamt sehr komplex mit langem Beobachtungszeitraum
und diversen Operationen ist, bietet es generell eine Vielzahl an Ansatzpunkten, um
Neuerungen zu testen. Dabei ist es lediglich entscheidend, dass ein konkretes Ziel
verfolgt und die erzielten Daten konsequent unter Experten ausgetauscht werden. Dieses
soll einen sicheren Nutzen der durch die Forschung erhobenen Daten gewihrleisten

(Henderson & Austin 2017).

Abschlielend zeigt sich also, dass das in dieser Arbeit préisentierte Kleintiermodell am
Kaninchen (Brunotte et al 2019) und das von Moriarty et al (2017) entwickelte
Grofitiermodell am Schaf die ersten vielversprechenden Tiermodelle sind, die den
aktuellen klinischen Goldstandard simulieren und somit in Zukunft fiir die Entwicklung

neuer Therapiestrategien genutzt werden konnen.
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S Zusammenfassung

Implantat-assoziierte Infektionen stellen eine enorme Herausforderung fiir Patienten,
behandelnde Arzte und das gesamte Gesundheitssystem dar. Besonders dann, wenn sie
durch Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) hervorgerufen werden.
Mitunter konnen sie zu verheerenden Komplikation und Funktionsbeeintriachtigungen
fithren und im schlimmsten Fall den Verlust der betroffenen Gliedmafien bedeuten. Trotz
umfangreicher Therapiekonzepte liegen noch immer hohe Reinfektions- und
Therapieversagensraten vor. Eine Verbesserung der aktuellen chirurgischen Behandlung
ist daher notwendig. Dazu bedarf es neuer Infektionsmodelle, die den aktuellen klinischen
Goldstandard widerspiegeln und zur Erprobung verbesserter Therapiemoglichkeiten
dienen konnen. Tiermodelle spielen dabei eine wichtige Rolle. Neben einem bereits
etablierten, anspruchsvollen und kostenintensiven GrofBtiermodell gibt es noch kein
Kleintiermodell, welches eine zweizeitige Revision addquat simuliert. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, ein priklinisches Kleintiermodell zu entwickeln, um
eine zweizeitige Prothesenrevision bei Implantat-assoziierte MRSA-Infektion im Sinne
einer failed revision zu simulieren.

Hierfiir wurden zwolf New Zealand White Kaninchen K-Dréhte in den Markraum der
linken Tibia implantiert und anschlieBend mit MRSA beimpft. Es wurden zwei
verschiedene klinische Isolate von MRSA-Stimmen (EDCC 5398 - Eugen Domann
Culture Collection Nr. 5398 und EDCC 5443 -Eugen Domann Culture Collection Nr.
5443, je Institut fiir medizinische Mikrobiologie, Gielen) in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen (10° und 107 Colony Forming Units (CFUs)) verwendet. Diese
Aufteilung fiihrte zu vier Gruppen mit je drei Kaninchen. Das Studiendesign sah einen
Beobachtungszeitraum von insgesamt 84 Tagen vor. Nach 28 Tagen wurden die K-
Dréhte entfernt und ein Debridement durchgefiihrt, sowie ein Vancomycin-beladener
PMMA-Spacer eingesetzt (Stage ). Nach weiteren 28 Tagen, an Tag 56, erfolgte Stage
2. Dabei erfolgten Spacer-Entfernung, ein erneutes Debridement und K-Dréhte wurden
zur Simulation der Re-Implantation erneut eingesetzt. An Tag 84 erfolgte die Euthanasie
aller Tier und neben der mikrobiologischen Auswertung der K-Dréhten und des
Knochenmarks wurden die einzelnen Tibiae radiologisch und Knochenproben
histologisch analysiert. Zusitzlich erfolgte iiber den gesamten Beobachtungszeitraum

eine klinische Beurteilung der Tiere sowie umfangreiche Gewichtskontrollen.
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Elf Kaninchen iiberlebten die gesamte Studiendauer, was einer Uberlebensrate von 91,7
% entspricht. Innerhalb der ersten vier Wochen konnte bei jedem Tier eine manifeste K-
Draht-assoziierte Infektion etabliert werden. Durch Debridement und Spacerimplantation
bei Revision 1 (Stage 1) konnte die Infektion in Gruppe I zu 67 % und in den Gruppen
[T und IV zu 33 % eradiziert werden. Ein Wiederauftreten der Infektion konnte durch die
mikrobiologische Auswertung an Tag 84 in neun von elf Tieren (allen Tieren der Gruppen
[ und IV) festgestellt werden. Sowohl die Rontgenanalyse als auch die Histologie zeigten
nach zwo6lf Wochen in den meisten Féllen deutliche Anzeichen einer Osteomyelitis. Die
hohe Uberlebensrate, die klinischen Beobachtungen und die Gewichtsentwicklung
bestitigten den filir die Tiere ethisch vertretbaren Stress wihrend des langen

Versuchsvorhabens.

Zusammenfassend bietet das in dieser Arbeit préisentierte Kleintiermodell einen ersten
vielversprechenden préklinischen Ansatz zur Entwicklung neuer Behandlungsstrategien
fiir Implantat-assoziierte Infektionen. Sowohl die hohen Uberlebens- als auch
Reinfektionsraten zeigen den Erfolg des gewihlten Studiendesigns, trotz diverser
Limitationen. Daher kann dieses Modell als geeignet fiir nachfolgende praklinische in

vivo Tests angesehen werden.
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6 Summary

Implant-related infections remain an enormous challenge for patients, orthopedic
surgeons and the entire healthcare system. Particulary, if they are caused by methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA). This devastating complication can lead to
functional impairments and, in the worst case, can mean the loss of the affected limbs.
Despite comprehensive therapy concepts, there are still high rates of reinfection and
therapy failure. Therefore, an improvement of the current surgical treatment is necessary.
This requires new infection models that reflect the current clinical gold standard and can
serve to find new treatment options. Animal models play an important role here. Beside
an already established, demanding and costly large animal model, there is no small animal
model that adequately simulates a two-stage revision procedure. Therefore, the purpose
of this study was to establish a preclinical small animal model to simulate a two-stage
revision procedure in implant-related MRSA infection.

For this objective, a K-wire was implanted into the intramedullary canal of the left tibia
in twelve New Zealand White Rabbits followed by inoculation with MRSA. Two different
clinical isolates of MRSA-strains (EDCC 5398 - Eugen Domann Culture Collection Nr.
5398 and EDCC 5443 -Eugen Domann Culture Collection Nr. 5443, Institute of Medical

Microbiology Gieen respectively) were used in two different concentrations (105 and

107 colony forming units (CFUs)). This resulted in four groups of three rabbits each. The
study design provided for a total observation period of 84 days. After 28 days an irrigation
and debridement with the removal of the K-wire was performed followed by implantation
of a vancomycin-loaded PMMA spacer (stage ). After another 28 days, on day 56, stage
2 was performed with another irrigation and debriment with removal the spacer and new
insertion of another K-wire. On day 84, all animals were euthanized and in addition to
the microbiological evaluation of the K-Wires and the bone marrow, the individual tibiae
were radiologically and histologically analyzed. In addition, a clinical evaluation of the
animals and extensive weight controls were performed over the entire observation period.
Eleven rabbits survived the whole study period, which corresponds to a survival rate of
91.7 %. Within the first four weeks, a manifest K-wire-associated infection was
established in each animal. By debridement and spacer implantation during revision 1

(stage 1), 67% of the infection was eradicated in group I and 33% in groups III and IV.
group
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A recurrence of the infection was detected by microbiological analysis on day 84 in nine
of eleven animals (all animals of groups I and I'V). Both X-ray analysis and histological
analysis showed clear signs of osteomyelitis in most cases after 12 weeks. The high
survival rate, clinical observations and weight development confirmed the ethically

acceptable stress for the animals during the long experimental period.

In summary, the small animal model presented in this work offers a first promising
preclinical approach to the development of new treatment strategies for implant-related
infections. Both the high survival and reinfection rates show the success of the chosen
study design, despite various limitations. Therefore, this model can be considered suitable

for subsequent preclinical in vivo tests.
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