Aus der Klinik far Chirurgie des Stitz- und Bewegungsapparates

- Sektion fur Unfallchirurgie -

der Universitat zu Libeck

Direktor: Prof. Dr. med. Christian Jurgens

Die 16S rRNA-Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zum Erregernachweis
bei kulturell aseptischen Tibiapseudarthrosen

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Stefan Bark
aus Lubeck

Lubeck 2013



1. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Justus Gille

2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. med. Michael Reppel
Tag der mindlichen Prufung: 23.10.2013

zum Druck genehmigt. Lubeck, den 23.10.2013

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung und Fragestellung...........cooii oo 9
pZ €1 11T | F= T 1= o PSPPI 11
2.1 Definition, Klassifikation und Ursachen von Pseudarthrosen ................. 11
2.1.1 DEFINITION e 11
2.1.2 KIASSITIKATION .....cooiiiiiiiiiiiiiiie e 11
2.1.3 UISACNEN ...oiiiiiiiiieee s 12
2.1.3.1 Biologische UrsaChen.............cccccoeeiiieeiiiiiiiiiiiiiiee e 14
2.1.3.2 Mechanische Ursachen ...........cccoooviiiiiiiiiiiiiiiii e 14
2.1.3.3 Infektifse UrSaChen.............eeeevveiiiiiiiiiiiiiiiiaeeeee 15
2.2 Diagnostik von PseudarthroSen ............cooovviiiiiiiiiiineee 17
2.2.1 Klinische DIiagnOStiK ...........ooiiiiiiiii e 17
2.2.2 Bildgebende DiagnostiK ...........coovvvuiiiieiiiiiii e 19
2.2.3 Mikrobiologische und histologische DiagnostiK ...............ccccc.u..e. 21
2.3 Die Tibiaschaftfraktur.............ccoooiiii e 22
2.4 Die Polymerase-Ketten-Reaktion ...........cccccooiieiiiiiiiiii e 23
2.4.1 GruNAIageN..... e eeeeeece e 23
2.4.2 Die 16S rRNA-GENSEqUENZIEIUNG ........ccuurrurrinniaiaaeeeeeeeeeeeeenennns 24
3. Material und Methoden ..o 26
3.1 Patientenkollektiv und Studiendesign.........ccooeevvveiiiiiieeeeii e 26
3.2 0peratives VOrgenen ..........uuuiiiiiiieeeeee e 27
3.3 Mikro- und molekularbiologische Methoden ..., 28
3.3.1 Bakterien-KUultur............ccooiiiiii e 28
3.3.2 DNA-ISOIALION ... 28
3.3.3 16S rRNA-PCR und -Gensequenzierung.........ccccuuueeererurrennnnnnnns 29
B.3APDH-PCR ... 30
3.4 DatenerNebUNG ........ouuii i 31
3.4.1 AlIgEMEINE DALEN ....evviiiiiiiiee e 31

3.4.1.1 AO-Klassifikation geschlossener Frakturen langer
RONIENKNOCNEN ......uiiiiiiiiiee e 32
3.4.1.2 Klassifikation offener Frakturen nach Gustilo...................... 33

3.4.1.3 Klassifikation der Weichteilschaden geschlossener
Frakturen Nnach TSChEINE ........cvuiiiiiiiieiiiee e 33



3.4.2 Scores und klinische Nachuntersuchung ..............cccccceeevveeeeennnnn. 34
3.4.3 Radiologische Nachuntersuchung ..............ccooeeiiiiiiiiiiiiiciinn, 35
344 SEALISHIK. ...vvviiiiiiiiieeeeeeee e ————— 35
o =] 0] 7S = P 37
4.1 Bakterien-Kultur und PCR ........cooiiiiiie e 37
4.1.1 PseudarthroSeN-GrUPPE ........couuuuuiuiiiiieee et 37
o A o] a1 (o] | B €] (U] ] 1= 37
4.2 Préoperative Daten der Pseudarthrosen- und Kontroll-Gruppe............... 37
4.2.1 PatientenkolleKtiV...........coiiiiiii e 38
4.2.2 LaborergebniSSe......ccouuuiieiiiiie e 39
4.2.3 Klassifikation der Frakturen sowie des Weichteiltraumas............ 41
4.2.3.1 AO-KIASSITIKALION .....coeieiiiieeeciiiie e 41
4.2.3.2 Offene und geschlossene Frakturen...........cccccceeeeeeveeninnnnnnn. 42
4.2.3.3 Klassifikation der offenen Frakturen nach Gustilo................ 42
4.2.3.4 Klassifikation der geschlossenen Frakturen nach

TSCREIME ... e e 43
4.2 .4 Initiale osteosynthetische Versorgung der Frakturen .................. 44
4.2.5 Operative PseudarthroSenreVvisSion............ccoovvvvvveiriiiiiiinineeeeeeeee 45
4.2.6 Krankheitsverlauf..............oooviiiiiiii e 46
4.3 NaChUNIEISUCNUNG .......uuiiii e a7

4.3.1 Gesamtscore in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und
O BBIMNE ...t a7
4.3.2 Gesamtscore Merchant und Dietz .............ueeiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiins 49
4.3.3 Beweglichkeit des Kniegelenkes sowie Sprunggelenkes........ 51
4.3.4 BeinlangenverkUrzung.........c.ooeeveeviieeeeveiiie e 53
4.3.5 ArbeitSTaNIgKEIt.......coveeiiiiie e 54
4.3.6 Radiologische Durchbauung..........cccooooiiiiiiiiiiii e, 54
5. DISKUSSION ...ttt e e e et e e et e e e e e e 56
5.1 PatientenkolleKtiV............uuuiiiiiii e 57
5.2 Material und MethOdeN ..........ooiiiiiiiiiie e 60
5.3 ErgeDNISSE... e 62
ST T8 R = 1 PSSP 62

5.3.2 Nachuntersuchungsergebnisse .........cccccovveiiiiiiiicveiec e, 66



6. ZUSAMMENTASSUNG ..oevuiiiiii et e et e e e e e et e e eaaaeaees 69
7. LIteraturverzeiChNIS. ... ....oooi it 71
8. ANNANG .. 80
8.1 Score nach Merchant und DIetz ............ooeviiiiiiiiiiiiii e 80
8.2 Score in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und O'Beirne ......... 81
8.3 Verwendete Materialien .............ooooiiiiiiiiiiiiiii e 82
9. Abbildungs- und TabellenverzeiChnis............cccooiiiiiiiiii e 83
9.1 ADDBIldUNGSVEIZEICNNIS ... 83
9.2 TabelleNVerzeIiChNIS ........uuviiii e 84
O B = T €Y= To [ LT 85

L0, LEDENSIAUS .o 86



Abkurzungsverzeichnis

%
°C
cm?®
H,O
Abb.
AO
Asp
BMP
bzw.
ca.
CO,
CRP
d.h.
DNA
et al.
Fa.
gof.
Gly
IGF
mi
0.g.
0SG
PDGF
PDH
PSA
RNA
sog.

Staph.

Prozent

Grad Celsius
Kubikzentimeter

Wasser

Abbildung
Arbeitsgemeinschaft Osteosynthese
Aspartat

Bone morphogenetic protein
beziehungsweise

circa

Kohlendioxid

C-reaktives Protein

das heil3t
Desoxyribonukleinsaure

et altera

Firma

gegebenenfalls

Glycin

Insulin-like growth factor
Milliliter

oben genannt

oberes Sprunggelenk
Platelet-derived growth factor
Pyruvatdehydrogenase
Pseudarthrose
Ribonukleinsaure

S0 genannt

Staphylokokkus


http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure

USG

u.v.m.

u.U.
z.B.
z.T.

Unteres Sprunggelenk
und viele mehr

unter Umstanden

zum Beispiel

zum Teil



1. Einleitung und Fragestellung

Pseudarthrosen stellen trotz zunehmender Fortschritte in Diagnostik und
Therapie ein groRes Problem fir jeden Unfallchirurgen, operativ tatigen
Orthopaden und nicht zuletzt die betroffenen Patienten dar. Von einer
Pseudarthrose wird gesprochen, wenn 6 Monate nach initialen Trauma die

knécherne Konsolidierung einer Fraktur bzw. Osteotomie ausbleibt [119].

Mit einer Inzidenz von bis zu 5% nach elektiven Eingriffen, wie z.B.
Osteotomien und bis zu 10% nach operativer Frakturbehandlung, ist die Rate
dieser sog. ,Falschgelenke® als hoch einzustufen [68, 83]. Bei Patienten mit
bekannten Risikofaktoren fur eine ausbleibende Frakturheilung (z.B. Diabetes
mellitus [66], Nikotinabusus [60]) kann die Rate auf Gber 30% ansteigen [90].
Gerade im berufsgenossenschaftlichen Heilverfahren stellen Pseudarthrosen
und deren Therapie einen nicht zu unterschatzenden Kostenfaktor dar, da
Patienten mit dieser Heilungsstérung einen erheblichen Anteil am
Patientenkollektiv in berufsgenossenschaftlichen Unfallkliniken ausmachen
[57]. Berucksichtigt man die Arbeitsausfallzeiten und die folgenden
Kompensationsleistungen liegen die  Kosten im  Rahmen  von

Knochenbruchheilungsstorungen im 9-stelligen Bereich [36].

Am haufigsten finden sich Pseudarthrosen an der diaphyséaren Tibia [23, 52].
Das ist zum einen der Tatsache geschuldet, dass die Fraktur des
Unterschenkels den héaufigsten Knochenbruch der unteren Extremitat darstellt
und zum anderen den ungunstigen Weichteilverhaltnissen dieser Region [38].
Der Unterscheidung zwischen aseptischen und septischen (infizierten)
Pseudarthrosen kommt dabei eine entscheidende Rolle in Hinblick auf die

weitere Therapieplanung zu [45].

Eine komplexe Form der Knochenbruchheilungsstérung stellt die
infekt-assoziierte Pseudarthrose dar. Das diagnostische Standardverfahren
zum Nachweis bakterieller Erreger im Rahmen dieses septischen Geschehens
ist die mikroskopische Untersuchung des Gewebes sowie die Anfertigung einer
Bakterienkultur. Allerdings wird diesen Verfahren eine niedrige Sensitivitat

angelastet [29]. Gerade im Fall von Low-grade-Infektionen ist der kulturelle
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Nachweis von Bakterien haufig nicht oder nur sehr schwer méglich [58, 124].
Im Rahmen der Primarversorgung von Tibiafrakturen konnte bereits der
Nachweis bakterieller DNA mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.
PCR) in Fallen negativer Kulturen erbracht werden [107]. Dabei besticht die
Methode der PCR mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat in Hinblick auf die
Detektion bakterieller DNA [30]. Es wird daher postuliert, dass die
diagnostische Licke in Fallen negativer Kulturen mittels einer

bakterienspezifischen 16S rRNA-PCR geschlossen werden kann.

Da sich Behandlungsdauer sowie Genesungsprozess im Rahmen infekt-
assoziierter Pseudarthrosen langwieriger gestalten und die
Ausheilungsergebnisse schlechter sein kdnnen als bei aseptischen Prozessen,
ist das klinische Outcome der Patienten ein entscheidener Erfolgsparameter
der Therapie [22, 52, 53].

In dieser Arbeit finden daher folgende Fragestellungen Bertcksichtigung:

1. Lasst sich mittels 16S rRNA-PCR bakterielles Genom in kulturell

aseptischen metadiaphysaren Pseudarthrosen nachweisen?

2. Ist die 16S rRNA-PCR zum Nachweis bakterieller Erreger bei

metadiaphysaren Tibiapseudarthrosen der Bakterien-Kultur Uberlegen?

3. Wie stellt sich das klinische Outcome von Tibiapseudarthrosen dar und
welchen Einfluss hat der Nachweis bakterieller 16S rRNA mittels PCR

darauf?
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2. Grundlagen

2.1 Definition, Klassifikation und Ursachen von Pseudarthrosen

2.1.1 Definition

Nach der gangigen Definition von Weber und Czech handelt es sich bei der
Pseudarthrose um einen Knochenbruch der nach sechs Monaten nicht geheilt
ist [119]. Nach Wirth und Kortmann definiert sich die Pseudarthrose durch
einen Uber mindestens sechs Monate persistierenden Bruchspalt und damit
dem Ausbleiben der knochernen Heilung mit Ausbildung eines
.Falschgelenkes® [57, 122]. Praktisch von entscheidender Bedeutung in
diesem  Zusammenhang ist das rechtzeitige Erkennen einer
Knochenbruchheilungsstérung anhand radiologischer Befunde sowie der
klinischen Pseudarthrose-Zeichen [36, 59], um ggf. rechtzeitig therapeutisch
reagieren zu kdnnen. Den angegebenen Zeitraum von sechs Monaten gilt es
dabei kritisch zu hinterfragen, da es unter Umstanden, bei offensichtlichen
Fehlheilungen, schon vor Ablauf der sechs Monate zum Einsatz

therapeutischer MalRnahmen kommen sollte [14].

2.1.2 Klassifikation

Die Klassifikation einer Pseudarthrose hat entscheidenden Einfluss auf die
Wahl der Therapiemethode und damit dem Outcome einer angewandten
Behandlung [34].

Unterschieden werden kénnen Pseudarthrosen in angeborene und erworbene
Formen. Die erworbenen Falschgelenke sind als aseptisch oder septisch
(infiziert) zu klassifizieren [91]. Die gangigste Einteilung richtet sich nach der
Klassifikation von Weber und Czech aus dem Jahr 1973, in der sie aufgrund
der biologischen Eigenschaften zwischen reaktiven (vitalen) und inaktiven

(avitalen) Pseudarthrosen unterscheiden (siehe Abb. 1) [119].
Zu den reaktiven Formen gehdren:

1. biologisch reaktionsfahiger Typ (hypertroph, kallusreich, Abb. 1, Al), auch

Elefantenful3pseudarthrose genannt,
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2. biologisch weniger stark reaktionsfahiger Typ (kallusarm, Abb. 1, A2), auch
Pferdeful3pseudarthrose genannt und

3. biologisch reaktionsloser Typ (oligotroph, kalluslos, Abb. 1, A3).
Zu den inaktiven Typen werden folgende Formen gerechnet:

1. Drehkeilpseudarthrose: Ein intermedidres Fragment ist in der Zirkulation
schwerstgestort bzw. nekrotisch (Abb. 1, B1),

2. Defektpseudarthrose: Die Frakturenden der Hauptfragmente sind
vaskularisiert, aufgrund der fehlenden Knochensubstanz im Defekt besteht
jedoch eine osteologisch tote Zone. Frakturfragmente konnen bereits beim
Unfall oder infolge einer posttraumatischen Osteitis durch Sequestrierung
bzw. Nekrose verlorengegangen sein (Abb. 1, B2) und

3. Atrophe Pseudarthrose: Reparationsvorgange sind zum  Stillstand

gekommen, so dass eine fehlende Vitalitat resultiert (Abb. 1, B3).

Abb.1: Klassifikation der Pseudarthrosen nach Weber und Czech [119]
Al: Hypertroph, kallusreich (Elefantenful). A2: kallusarm (Pferdeful3). A3:

Oligotroph, kalluslos
B1: Drehkeilpseudarthrose. B2: Defektpseudarthrose. B3: Atrophe Pseudarthrose

2.1.3 Ursachen

Im Rahmen der physiologischen Knochenbruchheilung kann eine direkte

(priméare) und eine indirekte (sekundare) Form unterschieden werden.

Die primare Frakturheilung ist gekennzeichnet durch eine direkte
Knochenneubildung ohne narbiges Zwischengewebe. Voraussetzungen hierfir
sind ausreichender Kontakt der Frakturenden sowie Stabilitat und gute

Durchblutung der Fragmente. Es kommt zu einer direkten Uberbriickung des



13

Bruchspaltes mit Haversschen Kanélen, von denen dann die Neubildung des
Knochens ausgeht. Haufig lasst sich dieses nur mittels einer stabilen

Osteosynthese erreichen [91].

Die sekundare Frakturheilung lauft typischerweise Uber ein narbiges
Zwischenstadium (Kallus) ab [91, 105]. Hierbei lassen sich die folgenden drei

Phasen unterscheiden, die zeitlich Uberlappend ablaufen konnen:

1. Die Entzindungsphase (bis zu 4 Wochen),
2. folgend die Reparative Phase, welche unterteilt wird in Granulationsphase
und Phase der Kallushartung (iber Monate) und

3. die Remodellierungsphase (3 bis 24 Monate) [10].

Um eine regelrechte Konsolidierung der Fraktur erreichen zu kénnen, bedarf
es in diesen Phasen einem komplexen Regelkreis von Osteovaskularisation,
Osteoregeneration und Osteostabilisation [97]. Dabei muss das exakte
Zusammenspiel der auf molekularer und zellularer Ebene beteiligten
Mediatoren und Zellen stimmen, um auf Gewebeebene eine suffiziente
Frakturheilung erreichen zu kénnen. Jacobs et al. beschreiben den Prozess
der korpereigenen Knochenneubildung und -reparatur mit den Begriffen
Osteogenese, Osteokonduktion und Osteoinduktion [47]. Die Osteoinduktion
beinhaltet eine aktive Rekrutierung pluripotenter Zellen, die sich zu Chondro-
und Osteoblasten umwandeln kdnnen, wobei verschiedenste Mediatoren wie
IGF-1, IGF-2, PDGF, BMP u.v.m. an der Heilung beteiligt sind [44, 47]. Es
konnte gezeigt werden, dass die Proliferationskapazitdt der pluripotenten
Zellen, auch undifferenzierte mesenchymale Stammzellen genannt, bei
atrophen Pseudarthrosen signifikant erniedrigt ist [99]. Zudem wurden
abnorme Phénotypen von Osteoblasten im Bereich von Pseudarthrosen
entdeckt, die eine Rolle bei der Ausbildung dieser spielen sollen [61, 62]. Bis
heute sind diese komplizierten Regulationsprozesse im Rahmen von
verzogerten oder ausbleibenden Knochenheilungen nicht vollends verstanden
und bilden weiterhin Gegenstand intensiver Forschung. Die Ablaufe bei
ausbleibender Frakturheilung sind komplex und in der Literatur ausfuhrlicher
beschrieben [44, 47, 61-63, 93, 94, 99]. Trotz der Tatsache, dass viele zur

Frakturheilung erforderliche Mediatoren und ihre Rolle im Rahmen der
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Knochenbruchheilung bekannt sind, kann mit diesen Erkenntnissen die
Entstehung einer verzégerten bzw. ausbleibenden Frakturheilung bis heute

nicht verhindert werden.

In der Entstehung von Knochenbruchheilungsstérungen konnten zudem
zahlreiche Risikofaktoren ausgemacht werden, die einen negativen Einfluss
auf die Konsolidierung einer Fraktur haben. Zu diesen negativen Pradiktoren
gehodren Nikotinabusus, Adipositas, Diabetes mellitus, verminderte
Blutsauerstoffsattigung und steigendes Alter des betroffenen Patienten [40, 41,
60].

Atiologisch konnen Pseudarthrosen auf biologische oder mechanische
Ursachen sowie auf Infektionen zurtickgefuihrt werden [23]. Haufig besteht eine

sich gegenseitig beeinflussende Kombination dieser Faktoren.

2.1.3.1 Biologische Ursachen

Betrachtet man die biologischen Ursachen, so lasst sich eine fehlende
GefalRversorgung bzw. eine kortikale Durchblutungsstérung als Hauptursache
feststellen [23, 105]. Die Perfusionsstorungen des Knochens kdnnen zum
einen durch das Trauma selbst, aber auch iatrogen entstehen, indem die
venodse oder arterielle GefalRversorgung des frakturierten Knochens zerstort
wird und es konsekutiv zum Absterben des Knochens kommt [48]. Da jeder
Reparationsvorgang des Knochens einer hohen Stoffwechselaktivitat bedarf,
muss es zu einer Neubildung von GefalRen aus der Markhohle, dem Periost
oder den Muskelansatzen kommen. Sind aber die arteriellen sowie die
vendsen Gefal3quellen zerstért, ist eine Regeneration des Knochens limitiert
[105].

2.1.3.2 Mechanische Ursachen

Mechanisch bedingte Heilungsstdrungen resultieren aus einer Instabilitdt zum
falschen Zeitpunkt sowie einem mangelnden Kontakt der Fragmente [105].
Ein nicht ausreichender Kontakt der jeweiligen Bruchenden kann aus einer
Interposition von Weichteilen resultieren sowie auch Folge unzureichend

durchgefuihrter Osteosynthesen sein [34]. Zilkens konnte zeigen, dass die
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Inzidenz von Pseudarthrosen mit zunehmender Verbreitung der
Osteosynthesen erheblich zugenommen hat [125], da eine technisch schlecht
oder falsch ausgefuhrte Frakturstabilisation eine wesentliche Rolle in der
Atiologie spielt [85]. Die Wichtigkeit des Fragmentkontaktes liegt darin
begriindet, dass leichte Bewegungen der Bruchenden gegeneinander sowie
eine Dehnung des interfragmentaren Gewebes einen Triggermechanismus fir

die Heilung darstellen [105].

Auch eine mangelnde Stabilitat kann zu den mechanischen Faktoren gezahit
werden. Wird ein Knochen zu friih belastet, so kommt es u.U. zu einem Bruch
neu gebildeter Knochenbricken sowie zu einer ZerreiBung von
Bindegewebsziigen. Es besteht die Gefahr, dass der Knochen seine Potenz

zur Knochenneubildung verliert und eine Pseudarthrose entsteht [105].

2.1.3.3 Infektiose Ursachen

Infekt- oder septische Pseudarthrosen treten haufig nach offenen Frakturen,
ausgedehnten  Weichteilschdden und Traumen mit ausgedehnten
GefalRzerreiBungen auf [41]. Das beteiligte Bakterium ist in erster Linie
Staphylokokkus aureus, aber auch Pseudomonas, Staphylokokkus
epidermidis, Enterkokken und zunehmend multiresistente Erreger wie ORSA
(Oxacillin-resistenter Staphylokokkus aureus), MRSA und ESBL (Extended-
Spectrum Beta-Lactamase) sind an dieser Stelle zu nennen. Eine quantitative

Auflistung der haufigsten Erreger lasst sich aus Abbildung 2 ersehen [41, 69].

Aerobe
Sporenbildner Andere
4%

Pseudomonas —__
15%

Staph.
epidermidis
4%

Staph. aureus
70%

Abb. 2: Haufigkeit von Keimen bei Infektpseudarthrosen (in %, modifiziert
nach [39, 41, 71])
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Nach aktuellen Studien liegt der Anteil der Methicillin-resistenten Staphylo-
kokken (MRSA) der Staphylokokkus aureus Spezies als ursachliches
Bakterium einer infizierten Pseudarthrose bereits bei 50 % [39, 71].

Aber nicht nur die unfallbedingte Kontamination des Frakturgebietes bei
offenen Frakturen, sondern auch ein intraoperatives Einbringen von Keimen

kann ursachlich angeschuldet werden [91].

Infektpseudarthrosen gehen haufig mit Knochendefekten einher, die im
Gegensatz zu sog. Defektpseudarthrosen eher kurzstreckig sind, in schweren
Fallen aber ebenfalls mit einem erheblichen Substanzverlust imponieren
konnen [95]. Bakterielle Endo- und Exotoxine konnen die Perfusion des
geschadigten Knochens stéren und so das nekrotische Knochen- und
Weichteilgebiet vergroBern. In Anwesenheit infektiosser Keime und im
Zusammenhang mit der lokalen Instabilitat der Fragmentenden kommt es zur
Bildung eines Granulationsgewebes, welches keine osteogenetische Potenz
mehr besitzt [22, 53]. Es resultieren Resorptionsvorgange mit dem Ziel
infiziertes Weichteil- und Knochengewebe zu entfernen, wobei auch
neugebildeter Knochen resorbiert wird und konsekutiv ein knécherner Defekt
entsteht [91]. Komplizierend kommt zu diesem Krankheitsbild hinzu, dass
haufig  Begleiterkrankungen vorliegen, welche die Therapie der
Infektpseudarthrosen zu einer sehr komplexen und somit komplizierten

Problematik werden lassen [41].

Neueste Studien konnten zeigen, dass Genmutationen, wie z.B. des TLR 4
Gens W/1 (Asp299Gly), zu einer gestorten Erkennung und Elimination von
Bakterien fuhren [7]. Toll-like-Rezeptoren (TLR) stellen einen Hauptbestandteil
der angeborenen Immunabwehr dar. Sie sind in der Lage bestimmte
Bestandteile von Zellwanden gram-negativer Bakterien zu erkennen. Tritt der
TLR 4 in Kontakt mit einem Erreger, kommt es nach dem Antigen-Antikdrper
Prinzip zu einer Bindung des Rezeptors am Bakterium, woraufhin eine
Kaskade von Abwehrreaktionen ausgeldst wird [7]. Ist dieser Rezeptor gestort,
so bedingt dies u.U. ein langwieriges Verbleiben von Bakterien im
Frakturgebiet und somit eine verzbgerte bzw. ausbleibende Frakturheilung
[108, 109].
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Ein wesentliches Problem im Kontext der Infektpseudarthrosen sind die Low-
grade-Infektionen [45, 109]. Diese Art der Infektion stellt ein septisches
Geschehen mit Keimbefall dar, wobei dieser durch ein niedriges pathogenes
Potential gekennzeichnet ist und initial haufig mit einem symptomlosen Intervall
auftritt [123]. Eine manifeste Infektion ist gekennzeichnet durch typische
klinische Zeichen, einen mikrobiologischen Keimnachweis oder einer
histologisch nachweisbaren granulozytaren Entziindung. Im Falle von Low-
grade-Infekten lassen sich diese Punkte allenfalls in einer milden Form finden
und der kulturelle Keimnachweis gelingt nur selten [82]. Dies liegt darin
begrindet, dass es sich meist um Staphylokokken-Stamme handelt, die mit
klassischen  Methoden nicht zuverladssig kultivierbar sind. Diese
Bakterienstdamme werden als Small Colony Variants (SCV) bezeichnet [58,
124]. SCV befinden sich in einem nicht vermehrungsfahigen, intrazellularen
Stadium und siedeln sich im Biofilm an der Grenzschicht zu kinstlichen
Oberflachen an [82, 92].

Viele Autoren fordern daher Nachweisverfahren mit hoherer Sensitivitat und
Spezifitat in Bezug auf Low-grade-Infekte, da ein sicherer Nachweis dieser
Infektionsart wesentliche therapeutische Konsequenzen mit sich bringen wirde
[76, 102, 115]. Der Nachweis der bakteriellen 16S rRNA mittels PCR, wie er in
der vorliegenden Arbeit verfolgt wird, stellt einen Ldsungsansatz dieser
Problematik dar, da ein negativer Nachweis von Bakterien mittels Kultur oder

Histologie kein Ausschlusskriterium einer Infektion darstellt [32, 100].
2.2 Diagnostik von Pseudarthrosen

2.2.1 Klinische Diagnostik

An erster Stelle der diagnostischen Bemuhungen steht die Anamnese. Speziell
sollten hier Voroperationen sowie Symptome bzw. Krankheiten in Erfahrung
gebracht werden, die die Knochenheilung negativ beeinflussen kdnnten [3].
Des Weiteren sollte der Unfallhergang erfragt werden. Wichtig dabei ist die
Frage, ob es sich um eine offene oder geschlossene Fraktur gehandelt hat und
inwiefern der Weichteilmantel geschadigt wurde. Klinisch treten typischerweise

unter Belastung instabilititsbedingte Schmerzen mit Schwellung im
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Frakturgebiet auf. Allerdings besteht auch die Mdglichkeit, dass sich der

Patient vollig frei von Symptomen prasentiert [91].

Inspektorisch muss auf Achsen- und Rotationsfehistellungen geachtet werden.
Auch eine divergente Kondylen- und Innenkndchelposition sowie ein
eventueller Beckenschiefstand sollten Beachtung finden [40, 49]. Zudem muss
eine anatomische von einer funktionellen Beinlangendifferenz unterschieden
werden [50]. Eine Untersuchung der angrenzenden Gelenke ist obligat, da
Bewegungseinschrankungen sekundar durch Pseudarthrosen verursacht
werden kénnen. Der Grund hierfur liegt im haufig dystrophen Weichteilgewebe
um das betroffene Gebiet, welches wie eine grof3e Narbenplatte imponieren
kann [53]. Die Begutachtung der Weichteile hat einen hohen Stellenwert, um
Fistelungen, die bei infizierten Pseudarthrosen auftreten kdnnen [41], oder
Entzindungen der Haut nicht zu Ubersehen. Weitere klinische Befunde kénnen
Kraftlosigkeit und falsche Beweglichkeit (Krepitationen) im
Pseudarthrosengebiet sein [59]. Die typischen Infektzeichen wie Rubor, Dolor,
Calor, Tumor und Functio laesa sind speziell im Frakturgebiet von septischen
Pseudarthrosen anzutreffen [69], wobei Fieber und Leukozytose als Zeichen
eines systemisches Infektes bei blanden Weichteilverhaltnis eher selten
auftreten [53]. Problematisch kann die Situation bei den Low-grade-Infekten
werden, da diese aufgrund der geringen Virulenz der Erreger klinisch

inapparent verlaufen kénnen [123].

Bestent der Verdacht auf eine septische Pseudarthrose kann eine
Blutuntersuchung weiteren Erkenntnisgewinn bringen. Dabei sollte neben der
Blutkdrpersenkungsgeschwindigkeit (BSG) eine Bestimmung der
Leukozytenzahl sowie des C-reaktiven Proteins (CRP) vorgenommen werden
[123]. Bei periprothetischen Infektionen wird tUber eine Sensitivitat von 82 %
und eine Spezifitat von 85 % in Bezug auf die BSG und eine Sensitivitat von
96 % sowie Spezifitdt von 92 % beim CRP berichtet [101]. Zu beachten ist
allerdings, dass systemische Entzindungsprozesse ausgeschlossen sein
mussen, um die gewonnenen Infektparameter auch sicher der als septisch
verdachtigen Pseudarthrosen zuordnen zu kdnnen. Diese Zahlen lassen sich
auf die laborchemische Infektionsdiagnostik bei septischen Pseudarthrosen

Ubertragen, da sich das Erregerspektrum und der Entziindungsprozess von
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periprothetischen Infektionen mit dem der infizierten Pseudarthrose gleicht
[123].

Durch das Fehlen laborchemischer und klinischer Entziindungszeichen lasst
sich das Vorhandensein einer Infektpseudarthrose aber nicht ausschliel3en, so
dass bei Pseudarthrosen differentialdiagnostisch an einen Low-grade-Infekt
gedacht werden sollte [69, 123].

2.2.2 Bildgebende Diagnostik

Das konventionelle Rontgenbild in 2 Ebenen stellt das bildgebende Mittel der
Wahl in der Diagnostik der Pseudarthrosen dar. Die Diagnose einer
ausbleibenden Knochenheilung lasst sich in der Mehrzahl der Falle mittels
dieser Methode sichern [3]. Eine Mitbeurteilung der angrenzenden Gelenke
sollte ebenfalls als Standard betrachtet werden [41, 59, 123]. Eine
Verbreiterung des Bruchspaltes in Zusammenhang mit einem Unruhekallus,
Osteolysen und verschiedenen Lockerungszeichen bei liegendem Implantat

kénnen Hinweise auf eine vorhandene Instabilitdt geben [3, 59].

Abb.3: Hypertrophe (,Elefantenfuf“) Tibiapseudarthrose bei einem
35jahrigen Patienten 8 Monate nach operativer Versorgung mittels

Marknagel
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Glatte, abgerundete und durch Kallusbildung verbreiterte Frakturenden (sog.
.Elefanten-, oder ,Pferdefull”, siehe Abb. 3) legen die Diagnose einer
hypertrophen und reaktiven Pseudarthrose nahe. Fehlt die Kallusbildung und
sind die Frakturenden nur gering sklerosiert, kann von einer atrophen und

devitaliserten Form ausgegangen werden [50].

Periostale Reaktionen, Lysen, Resorptionszonen und Sequester erharten den
Verdacht auf eine infizierte Pseudarthrose [69]. Liegt im Rahmen eines
septischen Geschehens der Verdacht einer Fistelung vor, lasst sich diese

mittels Kontrastmittelinjektion darstellen [3].

Die Bildgebung mittels Computertomographie (CT) kann bei anatomisch
komplizierten Verhéaltnissen helfen, da mit ihrer Hilfe eine Uberlagerungsfreie
Darstellung gelingt [59]. Ein Nachweis von Sequestern im Falle von
Infektpseudarthrosen ist mit dieser Technik méglich. Es kann ebenfalls eine
Aussage Uber die knbécherne Konsolidierung der Fraktur gemacht werden.
Allerdings muss hierfir eine Strahlenbelastung in Kauf genommen und bei

einliegenden Implantaten mit Artefakten gerechnet werden [41, 69].

Die Magnetresonanztomographie (MRT) kann sicher eine ausbleibende
Kallusbildung erfassen. Eventuell vorhandene Flissigkeit, im Sinne von
Synovialflissigkeit bei Bildung einer die Frakturenden (berbrickenden
Gelenkkapsel, lasst sich signalreich darstellen [59]. Zudem lasst sich mittels
MRT eine eventuelle Infektausdehnung im Knochen, insbesondere in der

Markhohle, und der Befall der Weichteile aufzeigen.

Einige Autoren berichten, dass bei Vorliegen metallischer Implantate die
Aussagekraft der MRT bzw. CT aufgrund von Artefakten stark eingeschrankt
oder die Anwendung kontraindiziert sei [41, 69, 91]. Neuere Software-
Programme und weiterentwickelte Osteosynthese-Materialien lassen aber
auch diese Probleme immer weiter in den Hintergrund treten, so dass die
Anwendung der Schnittbildtechniken selbst bei liegenden Osteosynthesen
weitreichende und wichtige Informationen liefert und zudem mit weniger

Artefakten als bisher zu rechnen ist [3].
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Zum Nachweis der osteogenetischen Aktivitat eignet sich die 3-Phasen-
Skelettszintigraphie, welche mit osteotropen Radiopharmaka (meist
Technetium-99m-Methylendiphosphat) durchgeftihrt wird [33]. Der Untersucher
kann so zwischen reaktionslosen und reaktiven Pseudarthrosen unterscheiden
[59]. Bei hypertrophen, reaktiven Pseudarthrosen herrscht eine deutlich
gesteigerte Aktivitat, wogegen die atrophe, devitalisierte Pseudarthrose eine
verminderte oder sogar ausbleibende Aktivitat aufweist [50]. Vorsicht ist
geboten, wenn in der Szintigraphie eine reaktive Pseudarthrose erkannt wird.
Es sollte nicht direkt auf eine hypertrophe bzw. vitale Form geschlossen
werden, da septische Geschehnisse ebenfalls zu einer erhdhten Aktivitat
neigen [91]. Zudem lasst sich mittels dieser Methode die Infektausdehnung bei

septischen Formen quantifizieren [69].

Weitere Nachweisverfahren wie z.B. die Galium-67-Zitrat-Szintigraphie, die
Technetium-99m-Antigranulozytenszintigraphie u.a. haben aufgrund
differierender Studienlage noch keinen Einzug in den Kklinischen Alltag
gefunden. Die Fluor-18-Desoxyglucose-Positionsemissionstomographie zeigt
in Studien vielversprechende Ergebnisse in Hinblick auf eine Infektabklarung,
wobei die Fallzahlen in diesen Studien klein sind und sich auf periprothetische
Infektionen bei Kniegelenksendoprothesen beziehen [3, 33].

2.2.3 Mikrobiologische und histologische Diagnostik

Eine mikrobiologische Untersuchung in Form einer Kultur sollte bei dem
Verdacht auf eine Infektion, aber auch bei resezierten Material von aseptischen
Pseudarthrosen durchgefuihrt werden [69]. Ziel dabei ist es, den bzw. die
Erreger zu isolieren und eine gezielte antibiotische Therapie ansetzen zu
konnen [33]. Eine antibakterielle Therapie sollte erst nach der
Probengewinnung begonnen werden, um die Rate richtig-positiver (Sensitivitat)
Ergebnisse in Bezug auf die Detektion von Bakterien nicht zu verfalschen [9].
Es werden Untersuchungen in geeigneten Nahrmedien auf Aerobier und
Anaerobier sowie Pilze empfohlen [5]. Von einigen Autoren wird die zusatzliche
Inkubation in Blutkulturflaschen vorgeschlagen [56]. Im Falle einer Fistelung
wird von Gollwitzer et al. eine Kurettage des Fistelganges empfohlen, um

eventuelle Kontaminationen mit Keimen der Hautflora zu vermeiden [33]. Ein
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negatives Kulturergebnis ist dabei nicht zwangsweise beweisend flr eine
Keimfreiheit, da mit bis zu 30 % falsch-negativer Ergebnisse zu rechnen ist [32,
100].

Wahrend der Probeentnahme muss auf eine streng sterile Entnahme geachtet
werden, um eine Kontamination und somit falsch-positive Ergebnisse zu
verhindern [33].

Histologisches  Hauptkriterium eines  bakteriellen Infektes ist das
Vorhandensein segmentkerniger Granulozyten. Zudem kénnen Lymphozyten
und Plasmazellen am Ort des Geschehens vorhanden sein, aber nicht in der

Quantitat wie die Segmentkernigen [123] .

Die Entnahme des Gewebes aus repréasentativen Arealen sowie multiple
Entnahmen von Proben sind zu empfehlen, um die Rate an falsch-negativen

Ergebnissen zu minimieren [4, 25, 65].

2.3 Die Tibiaschaftfraktur

Ungefdhr 40 % aller Schaftbriiche langer Rohrenknochen betreffen den
Unterschenkel [104]. Den hauptsachlichen Unfallmechanismus stellen
Motorradunfélle sowie schwere Autounfadlle mit polytraumatisierten Patienten
dar. Daraus erklart sich, dass die Tibiaschaftfraktur selten isoliert, sondern
haufig in Kombination mit multiplen Verletzungen auftritt. Aufféallig ist ein

Uberwiegen des mannlichen Geschlechts [73, 103].

Eine besondere Problematik stellt die Weichteilsituation an der Tibia dar. Die
nur sehr dinne ventromediale Weichteilabdeckung sowie die durch straffe
Bindegewebssepten in Logen unterteilte Muskulatur pradisponieren zu offenen
Frakturen sowie zum Kompartmentsyndrom. Offene Tibiaschaftfrakturen
stellen 25 % aller Unterschenkelschaftbriiche dar. Die Inzidenz einer
Drucksteigerung durch Blutungen in den Muskellogen und konsekutiver
Ausbildung eines Kompartmentsyndroms liegt im Falle von Tibiafrakturen bei
etwa 10 % [11, 26]. Auch von vermehrt bei dieser Fraktur auftretenden
Wundheilungsstoérungen und Defekten im Weichteilmantel wird berichtet [89].
Weiterhin auffallig ist die erhohte Rate an Infektionen,
Knochenheilungsstérungen und Osteomyelitiden, was auf die kritische
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Durchblutungssituation in diesem Gebiet zurickgefihrt werden kann [98].
Pseudarthrosen sowie Spatkomplikationen wie posttraumatische Arthrosen
aufgrund  von  Fehlstellungen  kénnen im  Zusammenhang  mit

Tibiaschaftfrakturen ebenfalls aufgeftihrt werden [104].
2.4 Die Polymerase-Ketten-Reaktion

2.4.1 Grundlagen

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) oder Polymerase-Ketten-Reaktion stellt
eine in vitro-Methode zur Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten dar und beruht

auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten:

1. Denaturierung: Die Reaktionslosung wird auf 95°C erhitzt, wodurch es zum
Aufbrechen der zu kopierenden doppelstrangigen DNA in Einzelstrange

kommt.

2. Hybridisierung: Die Temperatur wird auf 55°C herabgesetzt und es kommt
zu einer Anlagerung der Primer an die DNA-Einzelstrange. Dies geschieht nur,
wenn der Primer und die zu vervielfaltigende DNA komplementar sind. Ist dies
der Fall folgt der dritte Schritt.

3. Verlangerung: Die Temperatur wird wieder auf 72°C erhoht und die
Polymerasen beginnen die Desoxynukleotidtriphosphate an die Primer

anzubauen und es findet die DNA-Neusynthese statt [75].
Die Reaktionslésung einer PCR enthalt folgende Bestandteile:

- die zu kopierende doppelstrangige DNA,

- Polymerasen (Enzyme), die die DNA kopieren,

- synthetisch hergestellte DNA-Sequenzen, sog. Oligonukleotidprimer, die als
Startpunkt fir die DNA-Synthese dienen und

- vier Desoxynukleosidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), welche an

die Primer synthetisiert werden.

Die Polymerasen synthetisieren aus den Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTP’s) Polynukleotide, welche die Bausteine der neu zu synthetisierenden

DNA darstellen. Die Primer sind Mehrfachnukleotide und markieren den



24

Startpunkt der DNA-Neusynthese. Die Sequenzdaten der Primerregion
mussen bekannt sein, um einen Passenden auswdahlen zu kénnen. Die 16S
rRNA-PCR bedient sich sog. Universalprimer, deren Prinzip in Abschnitt 2.4.2

erlautert wird.

2.4.2 Die 16S rRNA-Gensequenzierung

Die in dieser Studie angewandte molekulardiagnostische Methode bedient sich
der Tatsache, dass sich der Proteinaufbau der Ribosomen von Prokaryonten,
zu denen Bakterien gezéhlt werden, von der Ribosomen-Struktur
eukaryontischer Zellen, zu denen menschliche Zellen gerechnet werden,
grundlegend unterscheidet.

Das Ribosom der Bakterienzelle ist mit 70S (S = Svedberg-Einheit) kleiner als
das menschliche Ribosom, welches eine Grof3e von 80S besitzt. Diese im
Zytoplasma vorhandenen wund fur die Proteinsynthese zustandigen
Zellorganellen lassen sich weiterhin in 2 Untereinheiten (UE) aufgliedern, die
sich ebenfalls in ihrem Proteinaufbau sowie der ribosomalen RNA-Struktur
(rRNA) unterscheiden. Das eukaryontische 80S-Ribosom unterteilt sich in eine
60S und 40S Untereinheit, wahrend die Bakterienzelle aus 50S und 30S
Untereinheiten besteht [43]. In Abbildung 4 ist der Aufbau eines

prokaryontischen Ribosoms schematisch aufgezeigt.

70 S
50S 30 S
(ca. 34 Proteine) (ca. 21 Proteine)
5 S rRNA 23S rRNA 16S rRNA
(120 Nukleotide) (3000 Nukleotide) (1500 Nukleotide)

Abb.4: Schematischer Aufbau des bakteriellen 70S-Ribosoms (modifiziert
nach: [43])
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Aus Abbildung 4 wird weiterhin ersichtlich, dass die 16S rRNA fiur die 30S UE
der Bakterienzelle spezifisch ist. Insgesamt ist daher der Nachweis von 16S

rRNA beweisend fir das Vorhandensein bakteriellen Genoms.

Die bakterielle 16S rRNA wird von mehreren Genen kodiert und daher werden
diese 16S rRNA-Gene auch als 16S rDNA bezeichnet. Die fur die 16S rRNA
kodierenden Gene sind universell verbreitet und liegen tber das Genom haufig
in mehreren Kopien verteilt vor. Die 16S rRNA-Gene umfassen ungefahr 1500
Basenpaare und setzen sich aus hochkonservierten, variablen und
hypervariablen Genabschnitten zusammen. Die hochkonservierten Abschnitte
sind praktisch fur alle Bakterien identisch und bilden die Voraussetzung fur den
Einsatz von Universalprimern bei der 16S rRNA PCR. Die variablen Bereiche
umfassen etwa 500 Basenpaare und sind fur die Identifikation der
Bakterienspezies geeignet, so dass eine Einteilung der Bakterien bis auf

Gattungs- und Speziesebene moglich ist [121].

Bei Nachweis bakterieller 16S rRNA kann diese sequenziert, d.h. die Abfolge
der Nukleotide bestimmt werden. Dann koénnen die amplifizierten Produkte
einer Sequenzanalyse unterzogen werden. Sequenzanalyse bedeutet, dass
die gefundene 16S rRNA-Sequenz mit denen in Datenbanken gespeicherten
Sequenzen verglichen wird, um die amplifizierten Gene einer Bakterien-
Spezies bzw. -Gattung zuordnen zu kénnen. Die in dieser Arbeit benutzte
National Center for Biotechnology Investigation Blast database z&hlt in diesem

Zusammenhang zu einer der gré3ten Datenbanken [8, 112].
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3. Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv und Studiendesign

In die vorliegende Studie wurden 35 Patienten eingeschlossen, von denen sich
23 einer Pseudarthrosenrevision nach stattgehabter metadiaphyséarer
Tibiafraktur unterzogen. Als Kontroll-Gruppe dienten 12 Patienten mit
Tibiaschaftfraktur, die sich im gleichen Zeitraum einer offenen Reposition mit
interner Fixation unterzogen. Die Operation sowie die Nachbehandlung und
Nachuntersuchung fand im Berufsgenossenschaftlichen Krankenhaus
Hamburg-Boberg sowie im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH),
Campus Lubeck statt. Die mikro- und molekularbiologisch basierten
Untersuchungen erfolgten im Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, UKSH - Campus Lubeck.

Insgesamt handelte es sich um 8 Frauen (34,8 %) und 15 Manner (65,2 %) in
der Pseudarthrosen-Gruppe, wahrend die Kontroll-Gruppe 2 Frauen (16,7 %)
und 10 Méanner (83,3 %) umfasste.

Aufnahme in diese Studie fanden nur Patienten, die keine klinischen Zeichen
einer Infektion zeigten. Eine Antibiotika-Therapie bis 14 Tage praoperativ, das
Vorliegen systemischer Erkrankungen sowie Begleiterkrankungen, die das
muskuloskelletale System (z.B. rheumatoide Arthritis) betrafen, Frakturen mit
Gelenkbeteiligung und das Vorliegen einer Schwangerschaft waren als weitere
Ausschlusskriterien definiert. Alle Patienten waren tber 18 Jahre alt und
wurden praoperativ Uber die Studie sowie den Eingriff aufgeklart und das
Einverstandnis dokumentiert. Das Vorliegen einer Pseudarthrose wurde vor

Beginn der Studie mit 6 Monaten ausbleibender Frakturheilung definiert.

Die konsekutive klinische Nachuntersuchung der Patienten erfolgte friihestens
6 Monate nach der Index-OP  (Pseudarthrosen-Revision  bzw.
Frakturversorgung) anhand zweier Scores sowie einer Auswertung

vorliegender Rontgenbilder.
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Beim Studiendesign handelte es sich um eine multizentrische prospektive
Studie zur Prifung eines diagnostischen Tests sowie einer konsekutiven

Nachuntersuchung der beiden Patientenkollektive.

Die Studie erfolgte nach positivem Votum der Ethikkommission der Universitat
zu Lubeck (Aktenzeichen: 10-089).

3.2 Operatives Vorgehen

Der operativen Versorgung von Tibiapseudarthrosen lag der im folgenden
skizzierte therapeutische Algorhythmus zugrunde [69].

Alle Patienten erhielten praoperativ die gleiche Vorbereitung. Die Haut wurde
mit Cutasept H (Bode Chemie, Deutschland) desinfiziert. Als perioperative
Infektprophylaxe wurde 2 Gramm Cefazolin verabreicht (Basocef, Deltaselect
GmbH, Deutschland), wobei diese erst nach Entnahme der Gewebeproben

erfolgte.

Im ersten Schritt folgte wahrend der Index-OP eine Gewebeentnahme aus dem
Pseudarthrose- bzw. Frakturgebiet zur mikro- und molekularbiologischen
Aufarbeitung. Die Proben wurden einer Bakterienkultur sowie einer PCR zur
Detektion bakterieller 16S rRNA zugefihrt.

Im Falle von aseptischen Pseudarthrosen wurde das nekrotische Gewebe
reseziert und eine stabile Reosteosynthese vorgenommen. Eine Auffullung
knocherner Defekte erfolgte mittels autologen Knochens aus dem

Beckenkamm [69].

Bei intraoperativem Verdacht auf eine Infektion, ware ein Débridement
inklusive der Entfernung des gesamten infizierten Weichteil- sowie
Knochengewebes erfolgt, wie dies in einer aktuellen Arbeit von Oheim et al.
beschrieben und empfohlen wird [80]. Nach Einlegen von Antibiotikaketten
ware die Stabilisation der Pseudarthrose mittels AO- bzw. llizarov-Fixateur
erfolgt. Dieses Vorgehen war jedoch in keinem der untersuchten Falle

erforderlich.

Aufgrund der aktuellen Studienlage wurde eine routinemallige postoperative

Antibiotikatherapie fur 5 Tage verabreicht [18].
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3.3 Mikro- und molekularbiologische Methoden

Die mikro- und molekularbiologischen Untersuchungen wurden im Institut fur

Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, UKSH - Campus Lubeck angefertigt.

Intraoperativ. entnommenes Gewebe von beiden Patientengruppen
(Studienpatienten und Kontroll-Gruppe) wurde standardméafidig in 2 Portionen
geteilt, die jeweils ca. 1 cm® groR waren. Die gewonnenen Gewebeproben
wurden in 2 ml Reagenz 1 (aus NucleoSpin Extract Il Kit, Fa. Machery / Nagel,
Deutschland) plus Betamercaptoethanol bei — 30°C aufbewahrt und nach
Eintreffen im Labor fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, UKSH —
Campus Lubeck bis zur Extraktion der DNA bei — 80°C gelagert.

Alle Untersuchungsschritte mit gewonnener Bakterien-DNA wurden jeweils vor
und nach der PCR in separat dafiir vorgesehenen Rdumen und mit separaten
Geraten und Pipetten ausgefuhrt, um die Gefahr einer Kontamination der
Proben mit Fremd-DNA zu minimieren. Alle Untersuchungsschritte wurden
nach Empfehlungen der jeweiligen Hersteller mit den im Text sowie im Anhang

aufgefuhrten Kits ausgefuhrt.

3.3.1 Bakterien-Kultur

Die Proben wurden in Brain-Heart Infusion Broth (Fa. bioMérieux, Nurtingen,
Deutschland), TVLS medium [16] und in N&hrmedien nach Lodenkamper [64]
eingeimpft sowie auf Columbia-Blut-Platten (aerob, 5 % CO;) und Brucella
Agar (anaerob, beide bioMérieux, Nurtingen, Deutschland) ausgestrichen und
bebriitet.

Die Inkubation und Beobachtung der Kulturen erfolgte fur 14 Tage. Die
gefundenen Bakterien unterliefen einer Empfindlichkeitsprifung entsprechend
dem Deutschen Institut fir Normung (DIN 58 940) [21].

3.3.2 DNA-Isolation

Vor der DNA-Extraktion musste die Aufbereitung und Homogenisation des zu
untersuchenden Proben-Materials erfolgen. Dieser vorbereitende Schritt wurde

mit dem Precellys-System der Fa. Peqglab (Gerat: Precellys 24, Beads:
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Keramik Kit, Fa. Peglab, Deutschland) durchgefiihrt. Das Material wurde in 0.g.
Keramik-Beads fiur zweimal 30 Sekunden bei 6500 Umdrehungen / Minute

homogenisiert.

Die anschlieBende DNA-Extraktion erfolgte mit dem QiaAmp DNA Minikit (Fa.
Qiagen, Deutschland). Die Zellen wurden mit Proteinkinase K enzymatisch
lysiert und die DNA adsorbierte an eine Membran, wahrend die Ubrigen
Zellbestandteile passierten. In zwei folgenden Waschschritten wurden
Zelltrimmer, Proteine und sonstige Bakterienbestandteile entfernt und die DNA
mit AE-Puffer von der Membran eluiert. Das Eluat enthielt die gereinigte und
isolierte DNA. Die verwendeten Substanzen waren im o0.g. QiaAmp DNA
Minikit enthalten.

3.3.3 16S rRNA-PCR und -Gensequenzierung

Die 16S rRNA-PCR mit anschlieBender Sequenzierung beinhaltete folgende
Schritte:

1. Durchfilhrung PCR

Mit der extrahierten DNA konnte die PCR durchgefuhrt werden, um

vorhandene bakterielle 16S rRNA zu amplifizieren.

Die Sequenzen der benutzten Universal-Primer (16S rDNA-Gen, Fa. TIB /
MOLBIOL, Deutschland) sind in Tabelle 1 aufgefihrt:

Primer Sequenz

Forward 5-AGA GTT TGATCC TGG CTC AG-3’
Reverse 5-CCC ACT GCT GCC TCC CGT AG-3’

Tab.1l: Sequenzen der Universal-Primer der 16S rRNA-PCR

Der Ansatz fur die PCR wurde mit Hilfe des Moltag-Kits 16S DNA free 100 U
(Fa. Molzym, Deutschland) vorgenommen, in welchem alle Reagenzien

enthalten waren.

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. Roche (Deutschland) zur

Verfigung gestellt.
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Das 16S rRNA-PCR-Protokoll beinhaltete folgende Arbeitsschritte: 92°C fur 10
Minuten, gefolgt von jeweils 30 Zyklen bei 94°C fir 30 Sekunden, bei 60°C flur
90 Sekunden und bei 72°C fir 120 Sekunden.

2. Aufreinigung des PCR-Produktes

Nach der PCR erfolgte die Aufreinigung des Produktes laut der Angaben des
Herstellers mit dem PCR-Kombi-Kit der Firma Seglab (Deutschland). Dabei
wurden die verbliebenen Primer, Nukleotide sowie Polymerasen aus der

vorangegangenen PCR-Reaktion entfernt.

3. Sequenzierung des PCR-Produktes und Sequenzanalyse

Anschliel3end erfolgte eine Elektrophorese der PCR-Produkte mittels eines
Gels der Firma Invitrogen (USA). Um eine Sequenzierung vornehmen zu
kbnnen, musste bei der PCR ein ca. 500 Basenpaar grofRes Produkt
entstanden sein, welches eine Bande in der Elektrophorese hervorrief. In einer
zur Qualitatssicherung mitgefihrten Negativ-Kontrolle durfte keine Bande
sichtbar sein. Als Negativ-Kontrolle diente H,O (aus Moltag-Kits 16S DNA free
100 U, Fa. Molzym, Deutschland) und als Positiv-Kontrolle extrahierte
Bakterien-DNA mit bekannt positivem Ergebnis. Abschlie@Rend wurden die
Amplifikate durch die Firma Seqlab (Deutschland) sequenziert und mit Hilfe der
National Center for Biotechnoloy Investigation Blast Database analysiert [8,
112].

3.3.4 PDH-PCR

Um den Erfolg der Extraktion zu Uberpriifen, wurde die extrahierte DNA einer
PDH-PCR zugefihrt (Gerat: LightCycler LC 2.0, Fa. Roche). Durch den
Nachweis des ubiquitdr vorkommenden Pyruvatdehydrogenase-Gens (PDH)
sollte aufgezeigt werden, dass humane DNA extrahiert wurde. Das PDH-Gen
unterliegt einer konstanten Expression und wird wenig reguliert, so dass es
zum Nachweis humaner DNA geeignet ist. Eventuell vorhandene bakterielle
DNA wurde mittels der bereits beschriebenen 16S rRNA-PCR nachgewiesen.
Die Primer-Sequenzen fur die PDH-PCR sind in Tabelle 2 aufgefihrt. Beide
Primer wurden von der Fa. TIB / MOLBIOL (Deutschland) bezogen.
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Primer Sequenz

PDH1 5 GGT ATG GAT GAG GAG CTG GA 3°
PDH2 5 CTTCCACAGCCCTCGACTAATZ

Tab.2: Primer-Sequenzen der PDH-PCR

Die Proben fur die PDH-PCR wurden mit dem Testkit LC-Fast Start DNA
Master SYBR Green (Fa. Roche, Deutschland) angesetzt.

Als Negativ-Kontrolle diente H,O aus dem Testkit und als Positiv-Kontrolle

humane Plazenta-DNA.

Die Befundauswertung wurde anhand der Schmelzkurven vorgenommen,
welche vom benutzten Geréat (LightCycler LC 2.0, Fa. Roche) erstellt werden.
Die Analyse von Schmelzkurven bietet die Moglichkeit ein PCR-Produkt
aufgrund seines Schmelzverhaltens zu identifizieren und zu charakterisieren,
da jedes DNA-Fragment bei einer bestimmten Temperatur schmilzt. Im Falle
eines positiven Ergebnisses war humane DNA vorhanden und bei einem
negativen Ergebnis befand sich keine humane DNA in der Probe bzw. die PCR

war inhibiert.
3.4 Datenerhebung

3.4.1 Allgemeine Daten

Erfasst wurden die demographischen und klinischen Daten in
pseudonymisierter Form. Diese enthielten das Alter und Geschlecht des
Patienten, die betroffene Seite, das praoperative CRP und die Leukozyten-
Zahl, den Frakturtyp nach AO und den Grad der Weichteilverletzung nach
Tscherne bei geschlossenen sowie nach Gustilo bei offenen Frakturen.

In beiden Gruppen wurde die initiale osteosynthetische Versorgung der Fraktur
erfasst, wahrend in der PSA-Gruppe zusatzlich die Dauer der Pseudarthrose,
die Anzahl der Voroperationen sowie die osteosynthetische Versorgung bei

Revision registriert wurde.

Ebenfalls erfasst wurden Begleiterkrankungen, Implantatgrof3e, OP- und

Nachuntersuchungs-Datum sowie Komplikationen.
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3.4.1.1 AO-Klassifikation geschlossener Frakturen langer

Rohrenknochen

Muller entwickelte basierend auf der Einteilung von Unterschenkelfrakturen von

Johner et al. die ,Muller AO Classification of Long Bones Fractures® [49, 74].

Im Folgenden soll die Systematik der AO-Einteilung von Frakturen der langen

Ro6hrenknochen erlautert werden:

1. Jedem Korperteil bzw. Knochen wird eine Zahl zugeordnet, im Falle der
Tibia und Fibula jeweils die 4.

2. Der Knochen wird in ein proximales, diaphysares und distales Segment
eingeteilt und der Reihenfolge von proximal nach distal nummeriert, d.h. die

Diaphyse bekommt die Ziffer 2.

3. Weiterhin werden die Frakturformen alphabetisch nach Schwere aufgefihrt.
Bei diaphysaren Frakturen finden sich in der Gruppe A die einfachen
Frakturen, in Gruppe B Frakturen mit Fragment(en) und in Gruppe C die
Mehrfragment- bzw. Trimmer- oder Etagenfrakturen wieder. Die proximalen
und distalen Typen werden nach extraartikular (A), teils artikular (B) und

komplett artikular (C) eingeteilt.

4. Diese Gruppen werden dann nochmals in Untergruppen aufgegliedert und
nummeriert. In Gruppe A finden sich die Spiralfrakturen (1), die
Schrégfrakturen (2) und die Querfrakturen (3). In Gruppe B unterscheidet man
Frakturen mit Drehkeil (1), einem Biegungskeil (2) sowie mehreren
Biegungskeilen (3). Gruppe C wartet mit mehreren Drehkeilen (1), einem

Zweietagenbruch (2) und als Trimmerfraktur (3) auf.

Mittels dieser Einteilung lassen sich Aussagen uber die Biomechanik des
Unfallmechanismus sowie der Schwere der kndchernen Verletzung ableiten
[49, 74]. So lassen z.B. Mehrfragmentfrakturen (C1-3) meist auf
Hochrasanztraumen (z.B. Verkehrsunfall) schlieBen. Aus der AO-Klassifikation
kénnen konsekutiv Anhaltspunkte fur ein Therapiekonzept abgeleitet sowie
Aussagen zur Prognose gemacht werden [6, 26].



33

3.4.1.2 Klassifikation offener Frakturen nach Gustilo

Eine mdglichst genaue Klassifikation der Weichteilsch&den ist auch bei offenen

Frakturen essentiell fir die Auswahl eines geeigneten Therapieregimes [96].

Die Klassifikation nach Gustilo et al. beinhaltet den Grad der
Weichteilschadigung, die Art der Fraktur und das Ausmal’ der Kontamination.
In Tabelle 3 ist diese aufgezeigt. Es kdnnen mehrere Typen unterschieden
werden und Typ Il mit drei weiteren Unterpunkten noch genauer differenziert

werden kann [37].

Gustilo/  Beschreibung

Anderson

Typ | Oberflachliche, saubere Wunde, weniger als 1 cm Durchmesser, einfache
Schrag- bzw- Querfraktur, keine Trimmerfraktur

Typ Il, A 1I: Tiefe kontaminierte Wunde (> 1 cm), Weichteilquetschung, aber adaquate
Weichteildeckung des Knochens, drohendes Kompartment, Trimmerfraktur
IIIA: Weichteildefekt > 5 cm, sonst wie Typ Il

B Ausgedehntes Weichteiltrauma (Kontusion, Décollement), Periostverlust,
manifestes Kompartment, Trummerfraktur

nc Ausgedehntes Weichteiltrauma (Kontusion, Décollement), Periostverlust,

manifestes Kompartment, Trimmerfraktur, zuséatzlich rekonstruktionspflichtige

arterielle Gefal3verletzung

Tab. 3: Klassifikation der offenen Frakturen nach Gustilo et al. [37]

3.4.1.3 Klassifikation der Weichteilschaden geschlossener Frakturen

nach Tscherne

Bereits in den 60er Jahren wurde gefordert, dass die Verletzungsschwere der
Weichteile als Grundlage fiur die Behandlung und Prognose verwendet wird, da
die Prognose der Knochenbruchheilung wesentlich von der Weichteilsituation

und weniger vom Grad der Knochenverletzung abhangig ist [6].

Da aus der AO-Klassifikation keine Rickschlisse auf die Weichteilsituation bei
geschlossenen Frakturen gezogen werden kdnnen, haben Tscherne et al. eine
Einteilung vorgenommen. In dieser ist die Weichteilschadigung bei

geschlossenen Frakturen aufgefihrt und in Tabelle 4 dargestellt [79].
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Grad Beschreibung

1 Keine oder nur unbedeutende Weichteilverletzung

2 Oberflachliche Schirfwunde und Kontusion durch Fragmentdruck

3 Tiefe kontaminierte Schiirfung und lokalisierte Kontusionsherde

4 Ausgedehnte Hautkontusionsquetschung oder subkutanes Décollement,

Kompartmentsyndrom, GefaRruptur

Tab.4: Einteilung der Weichteilschaden bei geschlossenen Frakturen nach
Tscherne et al. [79]

3.4.2 Scores und klinische Nachuntersuchung

Zur Objektivierung der Nachuntersuchung wurden 2 Scores verwendet, die im
Folgenden kurz erlautert werden. Im Anhang (unter 8.1 und 8.2) sind die
Scores angefugt. Dort lassen sich die einzelnen Parameter sowie die
Interpretation der erreichten Punktzahlen ersehen. Daher werden folgend nur

die Uberpunkte aufgefiihrt.

Der Score nach Merchant und Dietz [70] wurde flr Nachuntersuchungen bei

Tibia- und Fibulaschaftfrakturen entwickelt und umfasst folgende Kriterien:

o Bewegungsausmald des oberen Sprunggelenkes (maximal 10
Punkte)

o Gangbild (maximal 10 Punkte)

o Funktionen des alltaglichen Lebens (maximal 40 Punkte)

o Schmerzen (maximal 40 Punkte).

Der Score in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und O Beirne [28, 78],
wie er auch in einer Arbeit von Miuckley et al. zur Nachuntersuchung von

Tibiapseudarthrosen verwendet wurde [72], enthalt folgende Parameter:

o Knieflexion

o Extensionsdefizit im Knie
o OSG-Extension

o OSG-Flexion

o Pronation / Supination

o Beinlangenverkirzung

o Schwellneigung
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o Schmerzzustand
o Arbeitsfahigkeit
o Zufriedenheit

Die einzelnen Parameter werden mit Punkten von 1 (sehr gut) bis 4 (schlecht)

bewertet.

3.4.3 Radiologische Nachuntersuchung

Die kndcherne Konsolidierung, Achsstellung, Lage des Implantats und
mogliche Arthrosezeichen der angrenzenden Gelenke wurden radiologisch
beurteilt. Anhand der Durchgéngigkeit der Spongiosabalkchen sowie der
Kortikalisdurchbauung wurde die kndcherne Konsolidierung der Fraktur bzw.
der Pseudarthrose beurteilt. Bei einer knoéchernen Durchbauung von
mindestens dreiviertel der kortikalen Zirkumferenz galt die Fraktur bzw. die

Pseudarthrose als konsolidiert.

Die pra- und postoperativ sowie im Laufe der Nachbehandlung angefertigten

Rontgenbilder wurden im Rahmen der Untersuchung nachbegutachtet.
Die Auswertung erfolgte durch einen verblindeten Facharzt fir Radiologie.

3.4.4 Statistik

Die statistischen Erhebungen wurden mittels des Statistical Package for the
Social Scienes (SPSS 19.0, Chicago, IL, USA) mit einer Signifikanz von
p < 0,05 erhoben. Die univariate Varianzanalyse diente der Datenanalyse.
Zusammenhange wurden mittels der Korrelationsanalyse nach Pearson
berechnet. Bei Pearson handelt es sich um ein parametrisches Verfahren, d.h.

es wird angenommen, dass die Daten normalverteilt sind.
Als Faustregel fir den Korrelationskoeffizient gelten folgende Werte:

o Um 0,2 schwache Korrelation,

o um 0,5 mittelstarke Korrelation,

o um 0,8 starke Korrelation und

o eine negative Korrelation lag vor, wenn ein Minus vor dem Wert

angegeben war.
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Auf einen statistischen Beweis der Normalverteilung, welche eine
Voraussetzung fur die univariate Varianzanlayse sowie die Korrelationsanalyse
nach Pearson darstellt, wurde aufgrund der kleinen Fallzahl verzichtet. Anhand
der Boxplots im Ergebnisteil lasst sich aber die Annahme stlitzen, dass eine
Normalverteilung der Daten vorlag, da die Mediane mittig liegen und die

Quartile gleichmalidig angeordnet sind.

Die Abbildungen, Tabellen, Diagramme und Boxplots wurden mit Hilfe von
Microsoft Word und Excel 2007 sowie SPSS 19.0 erstellt. Die Verwaltung der

Patientendaten erfolgte mittels Microsoft Excel 2007.

In den dargestellten Box-Plots sowie fir alle Durchschnittswerte wird der
Median als statistisches Mal3 verwendet. Die Box-Plots beinhalten folgende
Werte:

- Box =Werte vom 1. bis 3. Quatrtil, d.h. Box enthélt 50 % aller Werte

- Strich in der Mitte der Box = Median

- Striche (,Schnurrbarthaare®) = Minimum bis Maximum der Werte

- Punkte = Ausreil3er (Werte mehr als 1,5fache grof3er als Hohe der Box)

- Stern = Extremwerte (Werte mehr als dreimal gré3er als Hohe der Box)

Die Zahlen an den Punkten bzw. Sternen zeigen den jeweiligen Patienten an.
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4. Ergebnisse
4.1 Bakterien-Kultur und PCR

4.1.1 Pseudarthrosen-Gruppe

Alle Kulturen zeigten in der Pseudarthrose-Gruppe negative Ergebnisse, d.h.
es konnte kein mikrobiologisches Bakterienwachstum nachgewiesen werden.
Somit erflllten alle Pseudarthrosen-Patienten die Kriterien dieser Studie und

konnten eingeschlossen werden.

In der PCR konnte bei 2 Pseudarthrose-Patienten (8,7 %) bakterielle 16S
rRNA nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich jeweils um Bakterien der

Gattung Methylobakterium bzw. Staphylokokkus.
4.1.2 Kontroll-Gruppe

In der Kontrollgruppe zeigte eine Kultur (8,3 %) Bakterienwachstum. Es
handelte sich dabei um Streptokokkus suis sowie Bakterien der Gattung

Enterokokkus.

Alle PCRs der Kontrollgruppe zeigten negative Ergebnisse, auch im Fall der
positiven Kultur, d.h. es konnte kein bakterielles Genom nachgewiesen

werden.

4.2 Praoperative Daten der Pseudarthrosen- und Kontroll-Gruppe

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Pseudarthrose- und der
Kontroll-Patienten sowie der PCR-negativen und —positiven Patienten
bezuglich der Alters- und der Geschlechtsverteilung, der préaoperativen
Entzindungsparameter, der Einteilung der Frakturen nach der AO-
Klassifikation, des Weichteilschadens nach Gustilo sowie nach Tscherne und
der initialen osteosynthetischen Versorgung dargestellt. Zudem wird in der
Pseudarthrosen-Gruppe die osteosynthetische Versorgung zum Zeitpunkt der
Revision, die Dauer der Pseudarthrose sowie die Anzahl der Voroperationen

beschrieben.
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4.2.1 Patientenkollektiv

Wie aus Abbildung 5 ersichtlich wird, betrug die Altersspanne in der
Pseudarthrosen-Gruppe 20 - 81 Jahre und das mittlere Alter 42 Jahre. Die
Kontroll-Gruppe wies eine Alterspanne von 17 - 73 Jahren auf und das mittlere
Alter lag bei 48,5 Jahren.

Das Alter der Pseudarthrose-Patienten mit positiver PCR lag im Mittel bei 37,5
Jahren, wahrend das mittlere Alter der PSA-Patienten mit negativer Kultur bei

42 Jahren lag.

Alter
g

T
PSA Kontrolle

Gruppe

Abb.5: Boxplots zur Altersverteilung (in Jahren) in der Pseudarthrosen-
(PSA) und der Kontroll-Gruppe (Kontrolle)

Beziglich der Geschlechterverteilung ergab sich, dass in der PSA-Gruppe 6
Frauen (26,1 %) und 17 Manner (73,9 %) waren. In der Kontrollgruppe
befanden sich 2 Frauen (16,7 %) und 10 Manner (83,3 %). Somit Uberwog in

beiden Gruppen das mannliche Geschlecht.

Alle PCR-positiven Patienten waren mannlich (100 %), wahrend in der PCR-

negativen Gruppe 15 Manner (71,4 %) und 6 Frauen (28,6 %) waren.
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Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den Gruppen beziglich des

Alters sowie der Geschlechterverteilung bestanden nicht.

4.2.2 Laborergebnisse

Der Normwert des C-reaktiven Proteins war mit <5 mg / | definiert.

Das mittlere C-reaktive Proteine (CRP) der PSA-Gruppe lag bei 6,5 mg / |,
wobei die Spanne zwischen minimalen und maximalen CRP von 1,70 bis 30,10
mg / | reichte. Die 4 Ausreil3er (°8, *7, *9, *15) lagen zwischen 43,3 und 92,7
mg /I. Der mittlere Leukozyten-Wert dieser 4 Patienten betrug 8220 / ul. Das
mittlere CRP der Kontroll-Gruppe lag bei 8,15 mg / |, wobei die Spanne
zwischen minimalen und maximalen CRP von 0,30 bis 61,40 mg / | reichte. Der
Ausreil3er (°34) lag bei 133,0 mg /I (siehe Abb. 6).

Das mittlere CRP lag in der PCR-positiven Gruppe bei 6,5 mg / | und in der
PCR-negativen Gruppe bei 7,2 mg / I.

150,007

34

100,007

50,00
8
o

00 : p— —

I
PSA Kontrolle

CRP

Gruppe

Abb. 6: Boxplots der CRP-Werte (in mg / I) in der Pseudarthrosen- (PSA) und
der Kontroll-Gruppe (Kontrolle), [Norm CRP: <5 mg /I]
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Der Normbereich der Leukozyten war mit 1200 — 8000 / ul definiert.

Der mittlere Leukozyten-Wert der PSA-Gruppe lag bei 8840 / pl, wobei die
Spanne zwischen minimalen und maximalen Leukozyten-Wert von 3060 bis
15130 / ul reichte. Der mittlere Leukozyten-Wert der Kontroll-Gruppe lag bei
10870 / ul, wobei die Spanne zwischen minimalen und maximalen Leukozyten-
Wert von 6110 bis 17210 / pl reichte (siehe Abb. 7).

Die mittlere Leukozyten-Zahl zeigte bei den PCR-positiven Patienten einen
Wert von 8350 / ul und den PCR-negativen von 9500 / pl.

17210
15450

145707

12200
10990

10870

107007
10340
97707

95107

Leukozyten

88407
83507
8080

70707
64307

61107 JE
59307
30607

T
PSA Kontrolle

Gruppe

Abb.7: Boxplots der Leukozyten-Werte (in pl) in der Pseudarthrosen- (PSA)
und der Kontroll-Gruppe (Kontrolle), [Norm Leukozyten: 1200 — 8000 /

Hl]

Die Leukozyten zeigten einen signifikanten Unterschied (p = 0,045) zwischen
der PSA- und der Kontroll-Gruppe, wahrend zwischen den PCR-positiven und
—negativen kein signifikanter Unterschied bestand. Die Leukozyten-Werte
waren in der Kontrollgruppe héher als im PSA-Kollektiv. In Bezug auf das CRP
ergab sich kein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen den jeweiligen

Gruppen.
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4.2.3 Klassifikation der Frakturen sowie des Weichteiltraumas

4.2.3.1 AO-Klassifikation

Abbildung 8 zeigt die Verteilung der Frakturen in Bezug auf die AO-

Klassifikation.

60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0% T T8 1
10,0% T — 5
0,0%
41A | 41B | 41C | 42A | 42B | 42C | 43A | 43B | 43C
B PSA-Gruppe (n=23) 4,3%0,0% |0,0% 389,3%26,1%17,5%12,9% 0,0% 0,0%
m Kontroll-Gruppe (n=12) 33,4% 0,0% |0,0% [16,7%25,0% 0,0% 25,0% 0,0% | 0,0%
Negative PCR (n = 21) |4,3%0,0% |0,0% B34,5%26,1%22,2%12,9% 0,0%|0,0%
Positive PCR (n=2) |0,0% 0,0% 0,0% 50,09 0,0% 50,0% 0,0% | 0,0%  0,0%

Abb. 8: Klassifikation der Tibia-Frakturen nach AO (in %)

Der uberwiegende Anteil der Frakturen in der PSA-Gruppe fand sich mit 82,9
% im diaphysaren Bereich (42A — C), wahrend in der Kontroll-Gruppe 41,7 %
der Frakturen in dieser Kategorie anzutreffen waren. Die restlichen Frakturen
verteilten sich auf den metadiaphysaren Bereich. Es lag keine Fraktur mit

Gelenkbeteiligung vor.

Die Frakturen der PCR-positiven PSA-Patienten konnten nach der AO als 42A
sowie 42C Kklassifiziert werden, lagen somit im diaphysaren Bereich. Der
Uberwiegende Anteil der PCR-negativen Patienten lag mit 82,8 % im

diaphysaren Bereich.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand nicht (p < 0,05).
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4.2.3.2 Offene und geschlossene Frakturen

Aus Abbildung 9 lasst sich die Verteilung der offenen und geschlossenen

Frakturen in den jeweiligen Gruppen ersehen.

In der PSA-Gruppe fanden sich 12 offene (52,2 %) und 11 geschlossene (47,8
%) Frakturen, wahrend die Kontrollgruppe 6 offene (50 %) und 6 geschlossene

(50 %) Frakturen zeigte.

In der PCR-positiven Gruppe fanden sich zu gleichen Teilen offene und
geschlossene Frakturen. Von den PCR-negativen Patienten waren 11
Frakturen (52,4 %) offen und 10 Frakturen (47,6 %) geschlossen.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

offen geschlossen

B PSA-Gruppe (n=23) 52,2% 47,8%

m Kontroll-Gruppe (n=12) 50,0% 50,0%

= Negative PCR (n=21) 52,4% 47,6%
Positive PCR (n=2) 50,0% 50,0%

Abb. 9: Offene und geschlossene Frakturen (in %)

Die Einteilung in geschlossene und offene Frakturen zeigte keinen

signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (p < 0,05).
4.2.3.3 Klassifikation der offenen Frakturen nach Gustilo

Die PSA-Gruppe war mit 50 % drittgradig offener Frakturen schwerer betroffen
als die Kontrollgruppe, in welcher 50 % der offenen Frakturen Grad 1

angehorten (siehe Abb. 10).
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Ein PCR-positiver Patient hatte eine drittgradig offene Fraktur, wéahrend der

Grol3teil in der PCR-negativen Gruppe mit 45,4 % erstgradig offene Frakturen

zeigte.
120,0%
100,0% —
80,0% —
60,0% —
40,0% —
20,0% —]
0,0%
1° 2° 3°
B PSA-Gruppe (n=12) 16,7% 33,3% 50,0%
m Kontroll-Gruppe (n=6) 50,0% 16,7% 33,3%
= Negative PCR (n=11) 45,4% 36,4% 19,2%
Positive PCR (n=1) 0% 0% 100%

Abb. 10: Offene Frakturen nach der Einteilung von Gustilo et al. [37] (in %)

Die Einteilung nach Gustilo zeigte in der Varianzanalyse keinen signifikanten

Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (p < 0,05).
4.2.3.4 Klassifikation der geschlossenen Frakturen nach Tscherne

Nach Tscherne, der die Weichteilschaden bei geschlossenen Frakturen

einteilte, zeigte sich das in Abbildung 11 aufgefiihrte Bild.

Der uUberwiegende Anteil zeigte in beiden Gruppen mit 45,5 % (PSA-Gruppe)
bzw. 66,6 % (Kontroll-Gruppe) erstgradige Weichteilschaden.

Es lasst sich zudem ersehen, dass in der PCR-positiven Gruppe ein
erstgradiger Weichteilschaden vorlag. In der PCR-negativen Gruppe war mit

40 % der Uberwiegende Anteil der geschlossenen Frakturen erstgradig.
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120,0%
100,0%
80,0%
60,0% —
40,0% -
20,0%
0,0% J I
00 10 20 30
B PSA-Gruppe (n=11) 9,1% 45,5% 27,2% 18,2%
m Kontroll-Gruppe (n=6) 0,0% 66,6% 33,3% 0%
Negative PCR (n=10) 10,0% 40,0% 30% 20%
Positive PCR (n=1) 0,0% 100% 0% 0%

Abb. 11: Weichteilschdden bei geschlossenen Frakturen nach der Einteilung

von Tscherne et al. [79] (in %)

Die Einteilung nach Tscherne et al. zeigte in der Varianzanalyse keinen

signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (p < 0,05).

4.2.4 Initiale osteosynthetische Versorgung der Frakturen

Abbildung 12 zeigt die initiale Versorgung der Fraktur in den untersuchten

Gruppen.

Die initiale Versorgung der Fraktur wurde in der PSA-Gruppe bei 9 Patienten
(39,1 %) mit einem AO-Fixateur (AO = Arbeitsgemeinschaft Osteosynthese),
bei 5 Patienten (21,8 %) plattenosteosynthetisch und bei 9 Patienten (39,1 %)
mittels UTN (unaufgebohrter Tibianagel) vorgenommen. Bei den Kontroll-
Patienten wurden 9 Patienten (75 %) mittels AO-Fixateur und 3 Patienten (25
%) mittels Plattenosteosynthese versorgt. Ein UTN wurde bei keinem Patienten

als primares Implantat gewahlt.

PSA-Patienten mit positiver PCR wurden zu gleichen Anteilen mittels AO-
Fixateur oder Plattenosteosynthese versorgt. Ein UTN wurde bei keinem
Patienten als primares Implantat gewahlt. Die initiale Versorgung wurde in der
PSA-Gruppe mit negativer PCR bei 8 Patienten (38,1 %) mit einem AO-



45

Fixateur, bei 4 Patienten (19,0 %) plattenosteosynthetisch und bei 9 Patienten

(42,9 %) mittels UTN vorgenommen.

80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0% = —
10,0% —
0,0% Platten
AO-Fixateur osteosynthese UTN
B PSA-Gruppe (n=23) 39,1% 21,8% 39,1%
m Kontrolle-Gruppe (n=12) 75,0% 25,0% 0,0%
= Negative PCR (n=21) 38,1% 19,0% 42,9%
Positive PCR (n=2) 50,0% 50,0% 0%

Abb. 12: Initiale Versorgung der Fraktur (in %, UTN = unaufgebohrter Tibia
Nagel)

Statistisch bestand zwischen der PSA- und der Kontroll-Gruppe ein
signifikanter Unterschied mit p = 0,01 in der initialen Frakturversorgung.
Hauptgrund hierfir lag in der Versorgung mittels UTN in der PSA-Gruppe mit
39,1 % der Patienten, wahrend in der Kontrollgruppe kein Patient diese
Versorgung erfuhr. Zwischen der PCR-negativen und -—positiven Gruppe

konnte kein signifikanter Unterschied errechnet werden (p < 0,05).

4.2.5 Operative Pseudarthrosenrevision

Die Versorgung der Pseudarthrose wurde in der PCR-positiven PSA-Gruppe

zu gleichen Anteilen mittels AO-Fixateur und Plattenosteosynthese

vorgenommen (siehe Abb. 13).

In der PCR-negativen Gruppe erfolgte die Versorgung der Pseudarthrose bei
10 Patienten (47,6 %) mittels AO-Fixateur, bei 9 Patienten (42,9 %) mittels
Plattenosteosynthese und bei 2 Patienten (9,5 %) mittels UTN.
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60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0%

10,0%

UTN

0,0%
° Platten-

osteosynthese
m Negative PCR (n=21) 47,6% 42,9% 9,5%
" Positive PCR (n=2) 50,0% 50,0% 0,0%

AO-Fixateur

Abb. 13: Versorgung der Pseudarthrose in der PSA-Gruppe mit negativer sowie
positiver PCR (in %, UTN = unaufgebohrter Tibia Nagel)

Die Versorgung der Pseudarthrosen zeigte keinen signifikanten Unterschied

zwischen den untersuchten Gruppen (p < 0,05).

4.2.6 Krankheitsverlauf

Im Mittel betrug der Zeitraum von der Fraktur bis zur Revision der
Pseudarthrose in der PCR-positiven Gruppe 8,5 Monate, wahrend er in der

PCR-negativen PSA-Gruppe bei 8 Monaten lag.

Die Anzahl der Voroperationen betrug in der PCR-positiven PSA-Gruppe im
Mittel 3 und in der PCR-negativen Gruppe 2.

Der Krankheitsverlauf zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den

untersuchten Gruppen (p < 0,05).
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4.3 Nachuntersuchung

Von 23 PSA-Patienten konnten alle nachuntersucht werden. In der Kontroll-
Gruppe war ein Patient verstorben, so dass dort 11 Patienten (91,7 %) in die

Nachuntersuchung einbezogen werden konnten.

Die Nachuntersuchungen fanden in der PSA-Gruppe im Mittel 15 Monate nach
der Pseudarthrosen-Revision statt, wobei die Friheste nach 8 Monaten und
die Spateste nach 21 Monaten stattfand.

In der Kontroll-Gruppe betrug der mittlere Zeitraum von der operativen
Versorgung der Fraktur bis zur Nachuntersuchung 20 Monate. Der friheste

Termin lag 16 Monate und der spateste 22 Monate nach der OP.

Es konnte zwischen den beiden  Gruppen bezuglich  des
Nachuntersuchungszeitraumes kein signifikanter Unterschied (p < 0,05) mittels

der Varianzanalyse aufgezeigt werden.

In diesem Abschnitt werden die Nachuntersuchungsergebnisse der PSA- und
der Kontroll-Patienten sowie der PCR-negativen und —positiven Patienten
beziglich der Scores in Anlehnung an die Einteilung von Folleras & O"Beirne
sowie nach Merchant & Dietz dargestellt. Desweiteren werden die
Beweglichkeit des Knie- und Sprunggelenkes, die radiologische Durchbauung,

die Arbeitsfahigkeit sowie die Beinlangenverkirzung dargestellt.

4.3.1 Gesamtscore in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und

O’Beirne

In der PSA-Gruppe betrug der Gesamtscore in Anlehnung an die Einteilung
von Folleras und O’Beirne im Mittel 22 Punkte und zeigte so ein gutes
Outcome. In der Kontrollgruppe betrug der mittlere Score in Anlehnung an die
Einteilung von Folleras und O'Beirne 13 Punkte und zeigte so ein sehr gutes
Nachuntersuchungsergebnis. Die in Abbildung 14 ersichtlichen Ausreil3er °29
und *26 lagen bei 22 bzw. 27 Punkten.
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Abb. 14: Boxplots des Gesamtscores in Anlehnung an die Einteilung von
Folleras und O'Beirne (F & O'B) [28, 78] in der Pseudarthrosen- (PSA)
und der Kontroll-Gruppe (Kontrolle)

In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der untersuchten Gruppen genauer

aufgeschlisselt.

Es zeigte sich, dass mit 12 Patienten (52,2 %) der PSA-Gruppe die Mehrzahl
einen Score zwischen 26-32 Punkten und somit ein maRiges Outcome hatten,
wahrend in der Kontrollgruppe mit 7 Patienten (63,6 %) die Mehrzahl gute

Ergebnisse erzielte.

Desweiteren zeigte sich, dass mit 47,6 % der PCR-negativen Patienten die
Mehrzahl einen Score zwischen 26-32 Punkten und somit ein magiges
Outcome hatten. In der PCR-positiven Gruppe erreichten die Patienten halftig

ein gutes bzw. méRiges Outcome.
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70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0% I
0,0% —
10-17 18-25 26 - 32 33-40
Punkte = Punkte = Punkte = Punkte =
sehr gut gut maRig schlecht
B PSA-Gruppe (n=23) 4,3% 39,2% 52,2% 4,3%
m Kontroll-Gruppe (n=11) 18,2% 63,3% 18,2% 0%
®m Negative PCR (n=21) 4,8% 42,8% 47,6% 4,8%
Positive PCR (n=2) 0,0% 50,0% 50,0% 0,0%

Abb. 15: Score in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und O'Beirne (F &
O’B) [28, 78]

Bezuglich des Scores in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und
O’Beirne konnte zwischen der PSA- und der Kontroll-Gruppe ein signifikanter
Unterschied (p = 0,005) ermittelt werden, wobei das Outcome in der PSA-
Gruppe schlechter war. Zwischen den PCR-negativen und —positiven Patienten

bestanden keine signifikanten Unterschiede (p < 0,05).

4.3.2 Gesamtscore Merchant und Dietz

In der PSA-Gruppe betrug der Gesamtscore nach Merchant und Dietz im Mittel
62 Punkte und zeigte somit ein schlechtes Outcome. In der Kontrollgruppe
betrug der mittlere Score nach Merchant und Dietz 86 Punkte, was einem
guten Outcome entsprach. Die in Abbildung 16 ersichtlichen Ausreil3er *29 und
*26 lagen bei 64 bzw. 52 Punkten. Analog dazu zeigten die beiden Ausreil3er
auch ein schlechtes Outcome im Score in Anlehnung an die Einteilung von

Folleras und O Beirne.
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Abb. 16: Boxplots des Gesamtscores nach Merchant und Dietz (M & D) [70] in
der Pseudarthrosen- (PSA) und der Kontroll-Gruppe (Kontrolle)

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der untersuchten Gruppen genauer
aufgeschlisselt.

Es zeigte sich, dass 13 Patienten (56,6 %) der PSA-Gruppe einen Score unter
70 Punkten und somit ein schlechtes Outcome hatten, wahrend die Mehrzahl
der Patienten in der Kontrollgruppe mit 6 Patienten (54,5 %) gute Ergebnisse
erzielten.

Zudem zeigte sich, dass mit 47,6 % der PCR-negativen Patienten die Mehrzahl
einen Score zwischen 26-32 Punkten und somit ein malRiges Outcome hatten.
In der PCR-positiven Gruppe erreichten die Patienten halftig ein gutes bzw.

mafiges Outcome.
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B PSA-Gruppe (n=23) 21,7% 4,3% 17,4% 56,6%
m Kontroll-Gruppe (n=11) 27,3% 54,5% 0% 18,2%
Negative PCR (n=21) 23,8% 4,8% 19,0% 52,4%
Positive PCR (n=2) 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%

Abb. 17: Score nach Merchant und Dietz [70]

Bezuglich des Scores nach Merchant und Dietz konnte zwischen den beiden
Gruppen ein signifikanter Unterschied (p = 0,013) ermittelt werden. Hier
zeigten die PSA-Patienten ebenfalls ein schlechteres Ergebnis. Zwischen den
PCR-negativen und
Unterschiede (p < 0,05).

—positiven Patienten bestanden keine signifikanten

4.3.3 Beweglichkeit des Kniegelenkes sowie Sprunggelenkes

In Tabelle 5 sind die Bewegungsausmalle fur Flexion und Extension im Knie

sowie im oberen Sprunggelenk (OSG) dargestellt.

Es lasst sich erkennen, dass die mittlere Beweglichkeit in der PSA-Gruppe
bezogen auf das OSG schlechter war als in der Kontrollgruppe. Die
Kniebeweglichkeit war tendenziell in beiden Gruppen gleich, wobei die Spanne

in der PSA-Gruppe grof3er war.

Zudem lasst sich ersehen, dass die mittlere Beweglichkeit im OSG in der PCR-

positiven Gruppe schlechter war als in der PCR-negativen. Die

Kniegelenksbeweglichkeit stellte sich in beiden Gruppen gleich dar.
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Gelenk / Knie- Knie- OSG-Flexion  OSG-Extension
Gruppe Flexion Extensions
-defizit
PSA 90 — 140° 0-10° 0-50° 0-30°
(Median: (Median: 5°) (Median: 30°) (Median: 10°)
130°)
Kontroll- 130 — 140° 0° 20 - 50° 0-30°
Gruppe (Median: (Median: 40°) (Median: 30°)
130°)
PCR- 90 — 140° 0-10° 0-50° 0-30°
negativ (Median: (Median: 5°) (Median: 30°) (Median: 10°)
130°)
PCR- 120 - 140° 0° 5-25° 5-10°
positiv (Median: (Median: 15°) (Median: 5°)
130°)

Tab.5: Bewegungsausmall des Kniegelenkes sowie des oberen

Sprunggelenkes (OSG)

Das Bewegungsausmald im unteren Sprunggelenk (USG) war, wie aus
Abbildung 18 ersichtlich, in beiden Gruppen mit 12 Patienten (52,2 %) bzw. 9
Patienten (81,8 %) als voll (3/3) zu werten.

Das Bewegungsausmald im unteren Sprunggelenk (USG) war in der PCR-
negativen Gruppen mit 11 Patienten (52,2 %) mehrheitlich als voll anzusehen.
Im PCR-positiven Kollektiv war die Beweglichkeit jeweils hélftig als MaRig bzw.

Voll quantifizierbar.

Beziglich der Beweglichkeit im Knie und dem oberen bzw. unteren
Sprunggelenk konnte zwischen der PSA- und der Kontroll-Gruppe im Punkt
Knieflexion (p = 0,035) und OSG-Extension (p = 0,0006) ein signifikanter
Unterschied ermittelt werden. Hier zeigte die PSA-Gruppe erneut schlechtere
Ergebnisse. In den restlichen Punkten sowie zwischen der PCR-negativen und
—positiven Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied errechnet werden (p <
0,05).
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90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
0,0%

Steif (<1/3) | MaRig (1/3) | Gut(2/3) | Voll (3/3)

B PSA-Gruppe (n=23) 21,8% 13% 13% 52,2%
m Kontroll-Gruppe (n=11) 0% 18,2% 0% 81,8%
®m Negative PCR (n=21) 23,8% 9,5% 14,3% 52,4%

Positive PCR (n=2) 0,0% 50,0% 0,0% 50,0%

Abb. 18: Bewegungsausmal des unteren Sprunggelenkes (USG)

4.3.4 Beinlangenverkirzung

In der Kontroll-Gruppe lag bei 81,8 % der Patienten keine
Beinlangenverkirzung vor, wahrend in der PSA-Gruppe 9 Patienten (39,2 %)

mit einer Verkilrzung von 2 cm auftraten.

Die PCR-positiven Patienten hatten alle eine Beinlangenverkirzung von 2 cm,
wahrend mit 57,2 % die Mehrheit der PCR-negativen Patienten keine

Beinlangenverkiurzung aufwiesen (siehe Abb. 19).

120,0%

100,0%

80,0%

60,0%

40,0%

20,0%

0,0% _*_ _*_

Ocm l1cm 2cm 3cm
B PSA-Gruppe (n=23) 52,2% 4,3% 39,2% 4,3%
m Kontroll-Gruppe (n=11) 81,8% 9,1% 0% 9,1%
® Negative PCR (n=21) 57.2% 4,7% 33,4% 4,7%
Positive PCR (n=2) 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%

Abb. 19: Beinlangenverkirzung (in cm)



54

Bezuglich der Beinlangendifferenz konnte zwischen den Gruppen kein

signifikanter Unterschied ermittelt werden (p < 0,05).

4.3.5 Arbeitsfahigkeit

Aus Abbildung 20 wird ersichtlich, dass die PCR-positiven Patienten nur noch

reduziert ihrer vorherigen Arbeit bezuglich der Stundenzahl nachgehen

konnten.
120,0%
100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0% — —
0,0% J . L -
Arbeits- Berufs- Reduziert Unein-
unféahig wechsel geschrankt
B PSA-Gruppe (n=23) 8,7% 17,4% 52,2% 21,7%
m Kontroll-Gruppe (n=11) 0,0% 9,1% 9,1% 81,8%
Negative PCR (n=21) 9,5% 19,0% 47,7% 23,8%
Positive PCR (n=2) 0,0% 0,0% 100,0% 0,0%

Abb. 20: Arbeitsfahigkeit

Bezuglich der Arbeitsfahigkeit konnte zwischen der PSA- und der Kontroll-
Gruppe ein signifikanter Unterschied (p = 0,0066) ermittelt werden. 52,2 % der
PSA-Patienten konnten nur noch reduziert ihrer vorherigen Arbeit bezuglich
der Stundenzahl nachgehen, wahrend 81,8 % der Kontroll-Gruppe ihren
Arbeitsalltag uneingeschrankt meistern konnten. Zwischen den PCR-negativen
und —positiven Patienten bestanden keine signifikanten Unterschiede (p <

0,05).

4.3.6 Radiologische Durchbauung

In Abbildung 21 ist die radiologische Durchbauung zum Zeitpunkt der

Nachuntersuchung dargestellt.
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In der PSA-Gruppe waren 47,8 % der Pseudarthrosen konsolidiert, wahrend
52,2 % keine vollstandige Durchbauung zeigten. Die Kontrollgruppe wies bei
90,9 % der Frakturen eine Konsolidierung auf. Bei 9,1 % der Patienten war

dies nicht der Fall.

In der PCR-positiven-Gruppe war keine der Pseudarthrosen konsolidiert. Die
PCR-negative Gruppe wies bei 52,4 % der Pseudarthrosen eine

Konsolidierung auf. Bei 47,6 % der Patienten war dies nicht der Fall.

120,0%
100,0% —
80,0% —
60,0% —
40,0% —
20,0% —
0,0% . .
ja nein
B PSA-Gruppe (n=23) 47,8% 52,2%
m Kontroll-Gruppe (n=11) 90,9% 9,1%
m Negative PCR (n=21) 52,4% 47,6%
Postitive PCR (n=2) 0,0% 100,0%

Abb. 21: Radiologische Durchbauung der Fraktur bzw. der Pseudarthrose zum

Nachuntersuchungszeitpunkt

Bezuglich der Durchbauung der Fraktur bzw. der Pseudarthrose konnte
zwischen der PSA- und der Kontroll-Gruppe ein signifikanter Unterschied (p =
0,014) ermittelt werden, wobei die PSA-Gruppe haufiger keine vollstandige
knocherne Durchbauung der Pseudarthrose zeigte. Zwischen den PCR-
negativen und —positiven Patienten bestanden keine signifikanten

Unterschiede.
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5. Diskussion

Die Diagnostik von Pseudarthrosen stellt trotz stetig wachsender Kenntnisse
der pathophysiologischen Vorgéange bei verzdgerten und ausbleibenden
Knochenheilungen eine Herausforderung fur jeden Unfallchirurgen, operativ
tatigen Orthopaden und nicht zuletzt die betroffenen Patienten dar [105]. In der
Praxis gestaltet sich die Differentialdiagnose zwischen aseptischen und
septischen (infizierten) Pseudarthrosen haufig schwierig, ist aber wvon
entscheidender Bedeutung, da sich die jeweiligen Behandlungskonzepte
unterscheiden. Im Falle infizierter Pseudarthrosen koénnen klinische,
radiologische, labordiagnostische und intraoperative Befunde eine
Verdachtsdiagnose nahelegen, aber einen endgiltigen Beweis bieten diese
Parameter nicht. Das diagnostische Standardverfahren zur Detektion einer
Infektpseudarthrose  bzw.  septischer  Knochenprozesse  stellt die
mikroskopische Untersuchung des Gewebes sowie das Anfertigen einer
Bakterienkultur dar [69]. Diesen Verfahren wird allerdings angelastet, eine
niedrige Sensitivitat zu besitzen [29]. Gerade im Falle der sogenannten Low-
grade-Infekte ist der kulturelle sowie histologische Nachweis der
Krankheitserreger bzw. der geweblichen Entziindungsreaktion haufig nicht
oder nur sehr schwer moglich [58, 124]. Verfahren wie die 3-Phasen-
Skelettszintigraphie, die Galium-67-Zitrat-Szintigraphie oder die Technetium-
99m-Antigranulozytenszintigraphie kénnen im Falle eines Infektes die
Infektausdehnung quantifizieren, haben aber aufgrund differierender
Studienlage  noch keinen Einzug in den Klinischen  Alltag
gefunden [69]. Die Fluor-18-Desoxyglucose-Positionsemissionstomographie
zeigt vielversprechende Ergebnisse in Hinblick auf eine Infektabklarung, wobei
die Fallzahlen in den bisherigen Studien Kklein sind und sich auf
periprothetische Infektionen bei Kniegelenksendoprothesen beziehen [3, 33].
Insgesamt gilt die Bakterien-Kultur zum direkten Erregernachweis trotz der von
diversen Autoren Dberichteten niedrigen Sensitivitdt bis heute als
,Goldstandard® in Bezug auf die Diagnostik bei Infektpseudarthrosen [29, 58,
124].
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In dieser Arbeit wurde der Fragestellung nachgegangen, ob sich bei kulturell
aseptischen Tibiapseudarthrosen mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion
(engl. PCR) bakterienspezifische 16S rRNA nachweisen und somit der Beweis
einer Infektion bzw. eines Low-grade-Infektes erbringen lasst. Die PCR gilt als
geeignetes diagnostisches Verfahren, da von einer hohen Sensitivitat und
Spezifitéat in Bezug auf die Detektion bakteriellen Genoms berichtet wird [30].
So konnten Szczesny et al. im Rahmen der Priméarversorgung von
Tibiafrakturen bereits den Nachweis bakterieller DNA in Féllen negativer
Kulturen erbringen [107]. Der sichere Nachweis einer Infektion wirde eine
optimierte operative sowie antibakterielle Therapie erlauben und ware gerade
im Falle einer Low-grade-Infektion ein laut Baumann et al. ,unbestreitbarer
Erfolg“ [82].

Neben dem DNA-Nachweis wurde im Rahmen einer konsekutiven
Nachuntersuchung das klinische Outcome der Patienten mittels zweier Scores
erhoben. Da infizierte Pseudarthrosen haufig mit Komplikationen (z.B.
Knochennekrosen) und schlechteren Ausheilungsergebnissen assoziiert sind
[22, 52, 53], ware im Falle des Nachweises bakteriellen Genoms ein

schlechteres Outcome zu erwarten.

Die Fokussierung auf meta-diaphysare Tibiapseudarthrosen fiel vor dem
Hintergrund, dass die Fraktur des Unterschenkels den héaufigsten
Knochenbruch der unteren Extremitat darstellt und diaphysare Frakturen in bis
zu 20 % der Falle pseudarthrotisch verheilen [22, 38, 52].

5.1 Patientenkollektiv

Die prospektive Rekrutierung eines geeigneten Patientenkollektivs fur die
vorliegende Multicenter-Studie war moglich, da das Berufsgenossenschatftliche
Unfallkrankenhaus Hamburg — Boberg mit seiner Abteilung fur septische
Knochen-,  Gelenks- und  Wiederherstellungschirurgie  sowie  der
angeschlossenen Berufsgenossenschaftlichen Abteilung am UKSH Schleswig-
Holstein, Campus Libeck einen Versorgungs- und Forschungsschwerpunkt in
der Diagnostik und Therapie von Pseudarthrosen inne hat [24, 69].
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In der aktuellen Literatur finden sich keine Studien zur Anwendung der 16S
rRNA-PCR bei kulturell aseptischen Pseudarthrosen mit vergleichbarer
Studienpopulation. Kordelle et al. sowie Ince et al. verdffentlichen Studien zur
Detektion bakteriellen Genoms bei Knie- und Huftendoprothesen-
Wechseloperationen mittels 16S rRNA-PCR in Fallen negativer Kulturen [45,
55]. Die GrolRe der Kollektive entsprach mit 22 bzw. 24 Patienten der
Gruppenstarke dieser Studie.

Gesamtkollektiv

Kasperczyk et al. analysierten Gber einen Zeitraum von 13 Jahren diaphysare
Pseudarthrosen unter verschiedenen Gesichtspunkten und waren so in der
Lage, Langzeitergebnisse zur Epidemiologie ausbleibender Knochenheilungen
im Schaftbereich langer Réhrenknochen zu erarbeiten [52]. Es handelte sich
insgesamt um 392 Falle, wobei 216 (55 %) die Tibia, jeweils 65 (16,6 %) den
Oberschenkel und den Unterarm sowie 46 (11,8 %) den Oberarm betrafen.
56 % der untersuchten Tibiapseudarthrosen waren als aseptisch und 44 % als
septisch eingestuft worden. Diese Daten zeigen, dass Pseudarthrosen mit
Abstand am haufigsten die Tibia betreffen und diese nahezu halftig
infektassoziiert sind. An der oberen Extremitat waren im Vergleich dazu der
weitaus grofdte Teil (93 % am Oberarm bzw. 91 % am Unterarm) aseptischer
Genese. Die vergleichsweise hohe Inzidenz septischer Pseudarthrosen an der
Tibia liegt in der sehr dinnen ventromedialen Weichteildeckung sowie der
kritischen  Durchblutungssituation  begrindet  [98]. Der  sparliche
Weichteilmantel pradisponiert zu offenen Frakturen und so kann die Rate an
der Tibia bis zu 70 % betragen [52]. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Korrelation zwischen dem Grad des Weichteilschadens und der Infektionsrate
besteht. So gehen z.B. offene Frakturen Grad IlIB nach Gustilo mit einem
Infektionsrisiko zwischen 25 — 50 % einher [26, 96]. Das vorliegende Kollektiv
zeigte mit 52,2 % offener Frakturen in der Pseudarthrosen-Gruppe sowie 50 %
in der Kontroll-Gruppe keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Zudem lag die Rate offener Briche ca. 20 % unter derer von

Kasperczyk et al. publizierten Zahl. Andere Autoren berichten von ca. 25 %



59

offener Frakturen an der Tibia [26], so dass das Kollektiv dieser Studie mit ca.

50 % offener Frakturen einen Mittelwert abzubilden scheint.

In puncto Alters- und Geschlechterverteilung bei Tibiapseudarthrosen konnten
Kasperczyk et al. ein Durchschnittsalter von 33 Jahren und ein Uberwiegen
des méannlichen Geschlechts mit 74 % aufzeigen [52]. Die vorliegenden Daten
wiesen im Mittel ein Alter von 42 Jahren in der Pseudarthrosen-Gruppe bzw.
48,5 Jahren in der Kontroll-Gruppe sowie mit 73,9 % (Pseudarthrosen-Gruppe)
bzw. 83,3 % (Kontroll-Gruppe) ebenfalls ein Uberwiegen des mannlichen
Geschlechts auf. Den Grund dafiir sehen Strecker et al. sowie Muller et al. in
einer erhdhten Risikobereitschaft des mannlichen Geschlechts mittleren Alters
[73, 103]. So sind unter Mannern deutlich haufiger Motorrad- und Sportunfalle
sowie offene Frakturen zu verzeichnen als beim weiblichen Geschlecht

gleichen Alters.

In der Zusammenfassung ist das Patientengut der vorliegenden Studie in
Bezug auf die Alters- und Geschlechterverteilung sowie der Rate an offenen
und geschlossenen Frakturen mit den Angaben der Literatur vergleichbar [52].
Zudem konnte mittels der univariaten Varianzanalyse gezeigt werden, dass
sich die verglichenen Gruppen bezuglich Alter, Geschlechterverteilung,
Klassifikation der Frakturen und des Weichteiltraumas, des Unfallmechanismus
sowie des Verletzungsmusters nicht signifikant unterschieden und dadurch
vergleichbar waren. Interessanterweise fand sich ein signifikanter Unterschied
(p = 0,01) in der initialen osteosynthetischen Versorgung. Die Pseudarthrosen-
Gruppe wies in 39,1 % der Falle eine Versorgung mittels UTN (unaufgebohrter
Tibianagel) auf, wahrend kein Patient der Kontroll-Gruppe diese Art der
Marknagelung erfuhr. Kappus et al. berichteten vor diesem Hintergrund auch
aufgrund der biomechanisch bedingten geringeren Eigenstabilitdét des UTNs
von hoheren Pseudarthroseraten als bei der aufgebohrten Form des
Tibianagels [51]. Desweiteren zeigten die Autoren auf, dass bei Verwendung
eines UTN geringere Infektionsraten zu finden sind als bei der aufgebohrten
Form. Im vorliegenden Kollektiv zeigten alle mittels UTN versorgten Patienten
keine Infektion. Den Grund daflr sehen die Autoren in einer Schonung der
endostalen sowie der kortikalen Durchblutung.
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PCR-positives Kollektiv

Statistische Signifikanzen bezuglich der epidemiologischen Daten konnten
aufgrund des kleinen Patientenkollektivs mit positiver PCR nicht errechnet
werden. Auffallig jedoch war, dass alle PCR-positiven Patienten mannlichen
Geschlechts waren. In der aktuellen Literatur finden sich keine Aussagen uber
die Geschlechter-assoziierte Inzidenz septischer Tibiapseudarthrosen.
Dennoch ist aufgrund der héheren Inzidenz von Tibiafrakturen beim
mannlichen Geschlecht eine Bevorzugung desselbigen wahrscheinlich. So
zeigen aktuelle Studien zu septischen Tibiapseudarthrosen, wie z.B. von Demir
et al. mit 87,5 % Uberwiegend méannliche Patienten [20]. Das mittlere Alter der
PCR-positiven Patienten war mit 37,5 Jahren in jener Altersgruppe

angesiedelt, welche am haufigsten von Tibiapseudarthrosen betroffen ist [52].

5.2 Material und Methoden

Die bis heute gultigen ,Goldstandards in der Diagnostik septischer
Pseudarthrosen sind die mikroskopische Untersuchung des Gewebes sowie
die Bakterienkultur mittels intraoperativ oder bioptisch gewonnenen Proben
[69]. Diese Methoden sind neben der Tatsache, dass sie eine niedrige
Sensitivitat besitzen auch storanfallig [45]. So kann eine pr&- und / oder
perioperative  Antibiotikaapplikation, eine lange  Transportzeit ins
bakteriologische Labor, das Vorhandensein avitaler Bakterien in den
entnommenen Proben, die Ausbildung eines Biofims auf dem
Osteosynthesematerial, eine zu geringe Quantitdt der Erreger in der Probe
oder das Vorhandensein sog. ,small colony variants“ (SCV) zu negativen
Ergebnissen in Kultur und Mikroskopie fuhren [58, 113]. SCV befinden sich in
einem nicht vermehrungsfahigen, intrazellularem Stadium und siedeln sich im
Biofilm an der Grenzschicht zu kinstlichen Oberflachen an [82, 92]. Meist
handelt es sich um Staphylokokken-Stamme, die mit den klassischen
Methoden nicht zuverlassig kultivierbar sind [58, 124]. Zudem wird berichtet,
dass nach offenen Frakturen die Kultur in bis zu 83 % der Falle ein
Bakterienwachstum  anzeigt, wobei die  Unterscheidung zwischen
Kontamination und normaler Hautflora h&aufig schwierig ist [88, 106]. Ein

weiteres Problem der herkbmmlichen Methoden, insbesondere der Bakterien-
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Kultur, ist die Dauer der erforderlichen mehrtagigen Bebritungszeit. Zudem
zeigten Amann et al., dass 99 % aller Mikroorganismen aus verschiedenen
Okosystemen unter Laborbedingungen nicht kultivierbar sind [2]. Auch eine

ganze Reihe humanpathogener Keime gehodren dazu [86, 87].

Um die Sensitivitat und Spezifitat der Kulturen zu erhéhen, wurden die Kulturen
in der aktuellen Untersuchung fir 14 Tage inkubiert. Die gefundenen Bakterien
unterliefen einer Empfindlichkeitsprifung entsprechend dem Deutschen Institut
fir Normung (DIN 58 940) [21]. Dieses Protokoll wurde speziell zur Detektion
von Fremdkorper-assoziierten-Infektionen entwickelt und bereits von Ince et al.
in einer Studie zum Nachweis von Low-grade-Infekten bei kulturell aseptischen
Huft-TEP-Lockerungen mittels 16S rRNA-PCR verwendet [45]. Zudem wurde,
wie in aktuellen Ubersichtsarbeiten gefordert, eine antibiotische Therapie 14
Tage vor Entnahme der Proben beendet, um die Rate an falsch-negativen

Ergebnissen zu reduzieren [69].

Viele Autoren fordern aufgrund der oben beschriebenen Problematiken
Nachweisverfahren mit hoherer Sensitivitat. Gerade in Bezug auf Low-grade-
Infekte wirde ein sicherer Nachweis dieser Infektionsart wesentliche
therapeutische Konsequenzen mit sich bringen [76, 102, 115]. Der Nachweis
bakterieller 16S rRNA mittels PCR, wie er in dieser Arbeit verfolgt wurde, zeigt
einen moglichen Lésungsansatz dieser Problematik auf, da ein negativer
Nachweis von Bakterien mittels Kultur oder Histologie kein definitives
Ausschlusskriterium einer Infektion darstellt [32, 100]. Es wird postuliert, dass
die PCR zur Detektion bakterieller 16S rRNA der konventionellen Kultur
Uberlegen ist, da sie Uber eine hohere Sensitivitdt verfigt und eine
Antibiotikatherapie ohne Einfluss auf die Genauigkeit der Methode sein soll,
weil schon kleinste Mengen an Bakterien-DNA nachgewiesen werden kdénnen
[30, 117]. Auch die Zeit bis zu einem Ergebnis kann mit dieser Methode
deutlich verkurzt werden, da es im Schnitt 5 Stunden dauert bis ein Ergebnis
vorliegt und nicht mehrere Tage wie im Rahmen einer kulturellen Anzichtung
der Erreger [55]. Mittels der 16S rRNA-PCR ist es bereits gelungen nicht-
kultivierbare Erreger zu detektieren, die eine Reihe von Infektionen hervorrufen

kénnen, wie z.B. Meningitis oder septische Arthritis [46, 77].
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Die Polymerase-Ketten-Reaktion weist eine sehr hohe Empfindlichkeit auf, was
das Verfahren anfallig fur falsch-positive Ergebnisse macht. Theoretisch ist
schon eine einzige Kopie des Genmaterials ausreichend. Hierin liegt die
Anfélligkeit einer Kontamination begrindet [67]. Um diese Gefahr zu
minimieren, wurden in der aktuellen Studie alle Untersuchungsschritte mit
gewonnener Bakterien-DNA jeweils vor und nach der PCR in separat daflr
vorgesehen R&umen und mit separaten Geraten und Pipetten ausgefihrt.
Zudem wurden die Ldsungen, in welchen die Proben aufbewahrt wurden, auf
das Vorhandensein bakterieller 16S rRNA untersucht. In allen Fallen zeigten
sich negative Ergebnisse, so dass hier eine Kontamination der Proben
ausgeschlossen werden konnte. Desweiteren wurden wahrend der

Untersuchungsprozesse Positiv- und Negativ-Kontrollen mitgefuhrt.

Um die erhobenen Nachuntersuchungsergebnisse mit anderen Studien
vergleichbar zu machen, wurden standardisierte Scores verwendet.

Der Score nach Merchant und Dietz wurde benutzt, da er als Score im
Langzeitverlauf speziell fur Tibia- und Fibulaschaftfrakturen entwickelt wurde
[70]. Die Entscheidung fir den Score in Anlehnung an die Einteilung von
Folleras und O’Beirne fiel, da er sich fur Nachuntersuchungen von
Tibiafrakturen bewdahrt hat und bereits fir Nachuntersuchungen im Rahmen
von Tibiapseudarthrosen von Muckley et al. benutzt worden ist [28, 72, 78]. Die
am haufigsten fur Nachuntersuchungen verwendeten Scores wie z.B. der
Tegner Aktivitatsscore war nicht geeignet, da er ein sehr hohes
Anforderungsprofil an den Patienten stellt und die Patienten in dieser Studie
z.T. multipel voroperiert waren und schwere, teils offene Frakturen aufwiesen
[111].

5.3 Ergebnisse

5.3.1 PCR

Der Nachweis bakterieller 16S rRNA mittels PCR als Indikator flr das
Vorhandensein krankheitserregender Mikroorganismen stellt eine akzeptierte
Methode in Wissenschaft und klinischem Alltag dar [35].
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Canvin et al. wiesen in kulturell aseptischer Synovialflissigkeit von Patienten
mit Arthritis 16S rRNA der Spezies Staphylokokkus aureus nach und
erbrachten so mittels PCR den Beweis einer septischen Arthritis [15]. Ni et al.
gelang der Nachweis von Meningokokken als ursachliches Agens flr
Meningitiden mittels 16S rRNA-PCR, wahrend die angelegten Kulturen kein
Nachweis erbringen konnten [77]. Studien zum Erregernachweis aus infizierten
Herzklappen bei Endokarditispatienten zeigten im Falle der PCR eine
Sensitivitat von 41 bis 93 % sowie eine Spezifitat von 92 bis 100 %, wahrend
die Kultur eine niedrigere Sensitivitat mit 8 bis 72 % bei gleicher Spezifitat von
93,7 bis 100 % zeigte. Noch bemerkenswerter allerdings war, dass in 20 bis
33 % der evaluierten Félle die PCR zum Erregernachweis fihrte, wahrend ein

kultureller Nachweis misslang [12, 13, 31].

Die Detektion bakterienspezifischer 16S rRNA zum Nachweis bakterieller
Erreger bei kulturell aseptischen metadiaphysaren Tibiapseudarthrosen wurde
erstmals in dieser Studie evaluiert. In der vorliegenden Arbeit konnte in 8,7 %
der Falle mit negativer Kultur bakterielle 16S rRNA mittels PCR nachgewiesen
werden, wobei es sich um Methylobakterien sowie um Staphylokokken
handelte. Dass Staphylokokken fir bis zu 70 % der septischen Pseudarthrosen
verantwortlich sind, ist in der Literatur gut belegt [39, 71]. Auch im Rahmen von
Low-grade-Infektionen sind Staphylokokken-Stamme die am haufigsten
nachgewiesenen Bakterien [82].

Zahlreiche Studien beschaftigen sich mit dem Einsatz der 16S rRNA-PCR bei
periprothetischen Infektionen. Tunney et al. untersuchten 118 femorale
Komponenten nach einem Huft-TEP-Wechsel und fanden in 72 % der Félle
bakterielles Genom mittels PCR, wahrend nur 4 % der Kulturen bakterielles
Wachstum aufzeigten [116]. Durch eine Ultraschallbehandlung, die sog.
Sonifikation des Biofilms auf der Oberflache der Prothesen, gelang zwar in 22
% der Falle ein Bakteriennachweis per Kultur, lag aber immer noch signifikant
unter der Nachweisrate mittels PCR. Tunney folgerte, dass die Inzidenz von
Infektionen bei prothetischen Gelenkersatzen deutlich unterschatzt wird. Es
fehlten in dieser Studie jedoch klinische Verlaufskontrollen, um eine Aussage

zur klinischen Relevanz eines positiven DNA-Nachweises machen zu kénnen.
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Mariani et al. gelang es in 32 von 50 Gelenkpunktaten, die praoperativ bei
symptomatischen Knie-TEP-Patienten entnommen wurden, Gber eine PCR den
Beweis einer periprothetischen Infektion zu fihren [67]. Eine angefertigte
Kultur aus denselben Materialen fuhrte nur in 6 Fallen zu einem
Keimnachweis.

In einer aktuellen prospektiven Studie zum Vergleich der PCR mit der Kultur
bei prothetischen Gelenkersatz-Infektionen, konnten Gallo et al. eine
Sensitivitat der PCR von 71 % sowie eine Spezifitdt von 97 % nachweisen [29].
Die Kultur zeigte bei einer Sensitivitat von 44 % und einer Spezifitat von 94 %
signifikant schlechtere Ergebnisse. Dem Vorwurf falsch-positiver Befunde
entgegneten Gallo et al. mit dem Argument, dass der positive sowie negative
pradiktive Wert den der Kultur ebenfalls tbersteigt, wobei auf die Wichtigkeit
einer korrekten Ausfuhrung der molekularbiologischen Methoden hingewiesen
wird. Hoeffel et al. berichtet in Ubereinstimmung mit Gallo von einer Sensitivitat
der PCR von 71 % sowie einem positiven bzw. negativen pradiktiven Wert von
22 % bzw. 7 % im Vergleich mit der herkdbmmlichen Kultur [42]. Beide Autoren
folgerten, dass die PCR zwar nicht als Screening-Methode fir
muskuloskelettale Infektionen dienen sollte, aber gerade nach antibiotischer

Vorbehandlung zur Bestéatigung einer Infektion sinnvoll sein kann.

Neben diesen durchaus vielversprechenden Ergebnissen kamen andere
Arbeitsgruppen zu weniger positiven Resultaten. In einer Studie zum Wert der
16S rRNA-PCR zur Infektdetektion bei Endoprothesenrevisionseingriffen
zeigten Kordelle et al. auf, dass Kultur und PCR in Korrelation mit dem
histologischen Befund eine identische Sensitivitdt, Spezifitat sowie positiven
und negativen pradiktiven Wert hétten [55]. Sie folgerten, dass der Einsatz der
PCR somit keine rechtfertigende Grundlage besitzt. Panousis et al.
untersuchten 92 Patienten mit periprothetischen Infektionen und konnten in
knapp 30 % der Falle einen positiven PCR-Nachweis fiihren [81]. Im Vergleich
dazu konnte klinisch und histologisch in 12 % sowie mikrobiologisch in 23 %
eine Infektion aufgezeigt werden. In Korrelation der Ergebnisse interpretierten
die Autoren ihre Daten insofern, als dass die PCR aufgrund falsch-positiver
Ergebnisse einen schlechten pradiktiven Wert besitzt. Hier ist allerdings kritisch
anzumerken, dass in dieser Studie die klinische Infektionsdiagnose als
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Goldstandard angesehen wurde, welche in anderen Studien als ungenau und
mit einer hohen Interobservervariabilitat beschrieben wird [29, 30, 45]. In einer
aktuellen Studie untersuchten Kobayashi et al. kulturell aseptische
Komponenten von Huft- und Knieendoprothesen nach einer Wechseloperation
mittels 16S rRNA-PCR [54]. Dabei benutzten sie eine Universal- sowie eine
Spezies-spezifische PCR fur das Genus Staphylokokkus, da diese die
haufigsten Erreger Implantat-assoziierter Infektionen darstellen [69]. Zwar
konnte in 12 % der Féalle negativer Kulturen bakterielles Genom nachgewiesen
werden, dennoch konnte keine endgultige Aussage zur Wertigkeit dieser
Methode abgeleitet werden. Zum einen konnte nicht abschlieRend bewertet
werden, ob es sich bei den nachgewiesenen Bakterien um lebende
Organismen handelte und zum anderen wurde angemerkt, dass ein
Goldstandard als Referenzmethode fur die Infektionsdiagnostik im Falle
periprothetischer Infektionen fehlen wirde. Auch De Man et al. konnten
aufgrund einer Sensitivitdt der 16S rRNA-PCR von lediglich 50 % bei
periprothetischen Infektionen keine generelle Empfehlung zum Gebrauch
dieser Methode geben [19]. Sie stellten allerdings fest, dass die Sensitivitat in
der Diagnostik periprothetischer Infektionen mittels PCR in Verbindung mit der
Kultur auf bis zu 67 % steigt. Vandercam et al. zeigten im Falle einer
kombinierten Diagnostik beider Methoden, dass die Detektionsrate
periprothetischer Infektionen von 73,5 % auf 91,2 % steigt [118]. Ince et al.
untersuchten im Rahmen von Klinisch und kulturell aseptischen Huftprothesen-
Wechseloperationen intraoperativ. entnommene Gewebeproben mittels PCR,
um der Fragestellung nachzugehen, ob Prothesen-Lockerungen auf Low-
grade-Infektionen zurickzufuhren sind [45]. Es konnte lediglich in einem Fall
der molekularbiologische Nachweis von 16S rRNA erbracht werden, wéhrend
die Kultur kein bakterielles Wachstum zeigte. lhre Schlussfolgerung war, dass
die 16S rRNA-PCR zur Detektion von Low-grade-Infektionen keinen
zusatzlichen Erkenntnisgewinn fur den Fall birgt, dass die mikrobiologische

Diagnostik adaquat ist.

In Zusammenschau der Ergebnisse sind einige Autoren der Auffassung, dass
im Rahmen von Gelenk- und Protheseninfektionen die Sensitivitat und
Spezifitat der 16S rRNA-PCR der Kultur deutlich tberlegen sind bzw. dass
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mittels PCR deutlich hohere Raten an bakterieller Besiedlung von initial
.=aseptischen“ Endoprothesenlockerungen nachgewiesen werden konnten [17,
29, 116]. Im Gegensatz hierzu fanden andere Autoren eine vergleichbar
niedrige Sensitivitat und Spezifitdt von PCR und Kultur [45, 55]. Die Ergebnisse
der vorliegenden Untersuchung legen nahe, dass die Kombination einer
Bakterien-Kultur mit einer 16S rRNA-PCR die Detektionsrate von infizierten

Pseudarthrosen erhdhen kann.

Mdglicherweise kann die Sonifikation von Biofilmen auf Implantatoberflachen
zuklnftig den Nachweis von Erregern verbessern. So konnten Trampuz et al.
in einer Arbeit zur Anwendung der Sonifikation an entfernten Knie- und
Huftendoprothesen zeigen, dass 10.000-mal mehr Bakterien als mit
Gewebeproben nachgewiesen werden kdnnen [114]. Achermann et al. zeigten
in einer kdrzlich durchgefihrten Studie, dass eine 16S rRNA-PCR mit
Sonifikationsflussigkeit eine signifikant bessere Sensitivitat im Vergleich zur

Sonifikationskultur besitzt [1].

5.3.2 Nachuntersuchungsergebnisse

Die GrolRe des Kollektivs dieser Studie entsprach mit 23 Pseudarthrose-
Patienten den meisten vergleichbaren Studien in der aktuellen Literatur [30,
55]. Es muss festgehalten werden, dass ca. 50 % aller Pseudarthrosen initial
als sicher septisch diagnostiziert werden kénnen, was das Patientengut fur
Studien dieser Art noch weiter einschrankt und in der vorliegenden Studie als
Ausschlusskriterium definiert war [52]. In den bis dato publizierten Studien zum
Einsatz der 16S rRNA-PCR fehlen klinische Follow-up-Untersuchungen, was
kritisch zu bewerten ist [54, 118]. In dieser Studie wurden alle Patienten mittels
zweier standardisierter Scores nachuntersucht, um das klinische Outcome
evaluieren zu koénnen. Pseudarthrosen, insbesondere infizierte, gehen haufig
mit Komplikationen und schlechteren Ausheilungsergebnissen einher [22, 53].
Der Vergleich zwischen der Pseudarthrose- und der Kontroll-Gruppe bestatigt
diese Annahme insofern, als dass die Pseudarthrose-Gruppe in beiden Scores
signifikant schlechtere Ausheilungsergebnisse zeigte. Zwischen der PCR-
positiven und —negativen Gruppe konnten, aufgrund der zu geringen Quantitat

der PCR-positiven Patienten, keine signifikanten Unterschiede errechnet
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werden. Es ergaben sich jedoch einige Tendenzen. Die PCR-positiven
Patienten hatten eine Beinlangenverklirzung von 2 cm zum Zeitpunkt der
Nachuntersuchung. In der PCR-negativen Gruppe dagegen wies der Grol3teil
der Patienten (57,2 %) keine Beinlangenverkirzung auf. Infizierte
Pseudarthrosen an der wenig weichteilgedeckten Tibia sind laut Fleischmann
et al. haufig durch ausgedehnte knécherne Defekte charakterisiert [27]. Griinde
hierfur sind zum einen die Bakterien selbst, welche durch Exo- sowie
Endotoxine den Prozess der Weichteil- und Knochennekrotisierung bedingen
und zum anderen das von vielen Autoren geforderte radikale Debridement des
infizierten Knochenareals [53, 69]. Dass die Infektionsrate mit dem
Weichteiltrauma bzw. dem Grad der offenen Fraktur direkt korreliert, konnten
Schwabe et al. in einer Ubersichtsarbeit zu Extremitatenfrakturen mit
schwerem offenen Weichteiltrauma zeigen [96]. Aber auch geschlossene Tibia-
Frakturen gehen in bis zu 28 % der Falle mit einer Infektion nach operativer
Versorgung einher [22, 96]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser Studie,
als dass ein positiver PCR-Nachweis sowohl bei geschlossenen als auch bei
offenen Frakturen gelang.

Die Zeit bis zur Ausheilung wird bei septischen Pseudarthrosen wesentlich
langer als bei aseptischen Verlaufen angegeben [22, 53, 95, 120]. Grund
hierfir ist, dass eine Infektion fiir den Fall einer nicht adaquaten Behandlung
oder einer nicht bzw. zu spat gestellten Diagnose einen Gewebeuntergang
nach sich zieht, die Defektstrecke vergrol3ert, die Instabilitdt erh6ht und in
letzter Konsequenz zu einer Lockerung oder gar einem Bruch des Implantates
fuhren kann [120]. So wiesen die PCR-positiven Patienten keine vollstandige
radiologisch kndcherne Durchbauung zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung
auf, wahrend mit 52,4 % Uber die Halfte der PCR-negativen Patienten eine
komplette radiologische Konsolidierung zeigten. Die Kontroll-Gruppe dagegen

zeigte mit 90,9 % eine kndcherne Durchbauung.

Insgesamt war das Outcome der Pseudarthrose-Gruppe im Vergleich mit der
Kontroll-Gruppe signifikant schlechter. Ein Unterschied zwischen der PCR-
positiven und —negativen Gruppe konnte statistisch nicht ermittelt werden,
jedoch war ein positiver PCR-Nachweis mit schlechten

Ausheilungsergebnissen verbunden. Hier werden langere
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Beobachtungszeitraume sowie ein gré3eres Patientenkollektiv zukinftig mehr

Klarheit bringen.

Diese Studie widmet sich erstmalig dem Nachweis bakterieller 16S rRNA
mittels PCR zur Infekt-Detektion im Fall kulturell aseptischer metadiaphysarer
Tibiapseudarthrosen. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass sich
Uber eine 16S rRNA-PCR Dbakterielles Genom bei aseptischen
Prothesenlockerungen und  Low-grade-Infektionen  von  Hift- und
Knieendoprothesen nachweisen lasst. Diese Studie konnte den Beweis
erbringen, dass sich bakterielles Genom in kulturell aseptischen
Tibiapseudarthrosen finden lasst. Die mittels PCR detektierten Erreger waren
Staphylokokken sowie Methylobakterien. In diesen Fallen konnte kein
Bakterienwachstum in Form der herkdmmlichen Bakterienkultur aufgezeigt
werden. Demnach ist es mdglich die Detektionsrate von septischen
Pseudarthrosen mittels der in dieser Studie angewandten 16S rRNA-PCR zu
erhéhen. Eine routinemé&Rige klinische Anwendung der 16S rRNA-PCR zur
Detektion bakterieller Erreger bei Pseudarthrosen scheint verfriht, dennoch
liegt nahe, dass gerade im Rahmen einer antibiotischen Vorbehandlung die
Polymerase-Ketten-Reaktion zu hoheren Detektionsraten entzindlicher
Prozesse fihrt als ein kultureller Nachweis. Rampini et al. verglichen in einer
kurzlich publizierten prospektiven Studie die 16S rRNA-PCR mit der
Bakterienkultur bei einem nicht-selektierten Krankengut. Sie untersuchten 394
Patienten-Proben, welche unterschiedliche Entziindungsherde, wie z.B.
Psoasabszesse, Hirnabszesse, Herzklappenentziindungen u.a., aufwiesen.
Gallo et al. evaluierten die 16S rRNA-PCR in der Diagnostik infizierter
Endoprothesen. Beide Autoren empfehlen tbereinstimmend die Anwendung
der 16S rRNA-PCR fir den Fall einer antibiotischen Vorbehandlung [29, 84].

In Anbetracht der Ergebnisse dieser Studie sind weitergehende Forschungen
mit einem groReren Patientenkollektiv und einem langeren
Beobachtungszeitraum erforderlich, um so die Diagnostik und damit
verbunden die Therapie metadiaphyséarer Pseudarthrosen weiter optimieren zu

konnen.
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6. Zusammenfassung

In der Diagnostik septischer Pseudarthrosen stellen die Anfertigung einer
Bakterienkultur sowie die histologische Untersuchung des Gewebes den
aktuell gultigen ,Goldstandard“ dar. Diesen Verfahren werden allerdings,
gerade im Fall von Low-grade-Infektionen, eine niedrige Sensitivitat angelastet.
In dieser prospektiven Multicenter-Studie wurden kulturell aseptische
metadiaphysare Tibiapseudarthrosen mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) auf das Vorhandensein bakterienspezifischer 16S rRNA untersucht. Es
sollte aufgezeigt werden, dass sich trotz negativer Bakterienkultur und klinisch
unauffalligen Befunden, bakterielles Genom in Tibiapseudarthrosen
nachweisen lasst und somit der Beweis einer Infektion erbracht werden kann.
Die PCR gilt als geeignetes sowie etabliertes diagnostisches Verfahren, da von
einer hohen Sensitivitdat in Bezug auf die Detektion bakteriellen Genoms
berichtet wird. Desweiteren wurde anhand einer Nachuntersuchung das

klinische Outcome der Patienten mittels zweier Scores evaluiert.

In diese Studie einbezogen waren 35 Patienten, von denen sich 23 einer
Pseudarthrosenrevision nach stattgehabter metadiaphysarer Tibiafraktur
unterzogen. Als Kontroll-Gruppe dienten 12 Patienten mit Tibiaschaftfraktur,
die im gleichen Zeitraum mittels offener Reposition und interner Fixation
operiert wurden. Die Studie wurde nach positivem Votum der Ethik-

Kommission der Universitat zu Luibeck begonnen.

In beiden Kollektiven wurde wahrend der Pseudarthrosen-Revision bzw. der
Frakturversorgung intraoperatives Material aus dem OP-Gebiet gewonnen und
einer 16S rRNA-PCR sowie einer Bakterienkultur zugefuhrt. Alle Patienten
zeigten praoperativ keine Klinischen Infektzeichen. In allen Fallen der
Pseudarthrosen ergaben die Kulturen kein Bakterienwachstum, wahrend

mittels PCR bei 8,7 % der Patienten ein Erregernachweis gelang.

Die Nachuntersuchungsergebnisse zeigten im Vergleich der Kontroll- mit der
Pseudarthrose-Gruppe signifikant schlechtere Ausheilungsergebnisse in der
Pseudarthrose-Gruppe. Der Nachweis bakteriellen Genoms mittels 16S rRNA-

PCR war ebenfalls mit schlechteren Ausheilungsergebnissen korreliert.
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Die vorliegende Studie konnte erstmals den Beweis erbringen, dass es mdglich
ist, mittels einer 16S rRNA-PCR bakterielles Genom in kulturell aseptischen
Tibiapseudarthrosen nachzuweisen und so das Vorliegen einer Infektion
aufzuzeigen. Es bedarf weiterer Studien mit grol3eren Patientenkollektiven vor
einer routinemafigen klinischen Anwendung der 16S rRNA-PCR in der

Diagnostik septischer Tibiapseudarthrosen.
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8. Anhang

8.1 Score nach Merchant und Dietz [70]

Funktion (40 Punkte)

Meistert Haushalt / Beruf ohne Schwierigkeiten (8)
Treppensteigen: Fuld Gber Ful? (6)

Andere Art und Weise (4)
Tragt schwere Dinge, z.B. Koffer (4)
Laufen, Leichtathletik, schwere Arbeit méglich (4)
Gangsicherheit ausreichend, um unabhéngig zu sein
(8
Gartenarbeit mdglich (4)
Ein- und Aussteigen aus Auto problemlos méglich (6)

Schmerzen (40 Punkte)

Keine (40)

Schmerzen nach starker Belastung (30)

Schmerzen beim Tragen schwerer Gegenstande (20)
Bewegungsschmerzen (10)

Ruheschmerzen (10)

Gang (10 Punkte)

Kein Hinken (10)
Hinken (8)
Gehstock oder Unterarmgehstitzen (2)

Rollstuhl oder gehunfahig (0)

Bewegung (10 Punkte)

Dorsalextension / Plantarflexion (30° / 0° / 70°),

pro 20° Einschrankung werden 2 Punkte abgezogen

Bewertung:
90 — 100 Punkte Sehr gut
80 — 89 Punkte Gut
70 — 79 Punkte Befriedigend
< 70 Punkte Schlecht
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8.2 Score in Anlehnung an die Einteilung von Folleras und O'Beirne [28,
72, 78]

Sehr gut Gut MaRig Schlecht
Knieflexion > 120° 120° 90° <90°
Extensions- 5° 10° 15° > 15°
defizit
OSG- > 20° 20° 10° <10°
Extension
OSG-Flexion > 30° 30° 20 — 29° < 20°
Pronation / 3/3 2/3 1/3 <1/3
Supination
Beinlangen- lcm 2cm 3cm > 3cm
verklrzung
Schwell- Keine Gering MalRig Stark
neigung
Schmerz- Keine Selten Signifikant Haufig
zustand
Arbeits- Unein- reduziert Berufs- Arbeits-
fahigkeit geschrankt wechsel unfahig
Zufriedenheit Sehr zufrieden Malig Enttauscht
zufrieden
Einzelpunkte Gesamtpunktzahl
Sehr gut = 1 Punkt 10 - 17 Punkte = Sehr gut
Gut = 2 Punkte 18 - 25 Punkte = Gut
MaRig = 3 Punkte 26 - 32 Punkte = MaRig
Schlecht = 4 Punkte ab 33 Punkten = Schlecht
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8.3 Verwendete Materialien

NucleoSpin Extract Il Kit (Fa. Macherey / Nagel, Artikel-Nr.: 740 609)
Precellys-System (Fa. Peqlab, Artikel-Nr.: 91-PCS-CKM)

QiaAmp DNA Minikit (Fa. Qiagen, Artikel-Nr.: 51306)

Moltag-Kit 16S DNA free 100 U (Fa. Molzym, Artikel-Nr.: P-019-0200)
PCR-Kombi-Kit (Fa. Seqlab, Artikel-Nr.: 85050)

Elektrophorese-Gel (Fa. Invitrogen, Artikel-Nr.: G-6018-02)

LC-Fast Start DNA Master SYBR Green (Fa. Roche, Artikel-Nr.: 12 239 264)
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