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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Im Jahr 2021 wurden basierend auf der fallpauschalenbezogenen
Krankenhausstatistik (DRG(Diagnosis Related Groups)-Statistik) knapp 16,2
Millionen Patienten vollstationar behandelt (1). Dabei wurden knapp 60,7
Millionen Operationen und medizinische Verfahren, wie z.B. Endoskopien oder
Biopsien, durchgefuihrt (1). Postoperative Wundinfektionen stellen in diesem
Kontext nach Infekten der Harnwege die zweithaufigste Ursache nosokomialer
Infektionen dar (2). Je nach Jahr und Klinikschwerpunkt wechseln sich die
erstplatzierten Positionen jedoch ab. In der Beobachtungsstudie von Ott et al.
(2013) wiesen von 1047 untersuchten Patienten 29 % eine postoperative
Wundinfektion und 16 % Harnwegsinfekte als nosokomiale Infektionen auf (3).
Gemald OP-Krankenhaus-Infektions-Surveillance-Systems (KISS) (Surveillance
von operierten Patienten) lag die durchschnittliche Wundinfektionsrate 2006 bei
1,8 % (4). Ungefahr zwei bis finf Prozent der 2021 operierten Patienten zeigten
Anzeichen einer postoperativen Wundinfektion, wobei dieses Risiko von
individuellen Faktoren, wie Eingriffsart und -umgebung, beeinflusst wird (2).
Weiterhin stellen Infektionen nach Endoprothesen-Implantation oder erfolgter
Osteosynthese schwerwiegende Komplikationen nach einem orthopéadischen
Eingriff dar, insbesondere beim Vorliegen offener Frakturen oder zusatzlichen
Weichgewebsdefekten (5). Bei geschlossenen Frakturen liegt die Infektionsrate
bei ein bis finf Prozent, mit zunehmendem Ausmal} der Verletzung mit
komplexem Weichteilschaden kann sie jedoch deutlich ansteigen (6-8). Fur
Kliniken, die eine grol3e Anzahl an Patienten behandeln, kann neben den
personlichen Folgen fur die Betroffenen zusatzlich ein grofRer wirtschaftlicher
Schaden entstehen. Das Auftreten einer Infektion erfordert eine sofortige
Behandlung mit zusatzlichen MalRnahmen und verlangert so den stationdren
Aufenthalt, was zusatzlicher personeller Ressourcen und finanzieller Mittel
bedarf (9-12). Folglich ist eine Vermeidung einer Infektion bzw. deren schnelle

Behandlung im Interesse aller.
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1.2 Infektionen

1.2.1 Postoperative Wundinfektion

Postoperative Wundinfektionen bezeichnen alle Infektionen, die nach einer
Operation auftreten, unabhangig von der Lokalisation, der Eingriffsart und der
Ursache (2). Epidemiologisch liegen die postoperativen Infektionen in den letzten
Jahren immer unter den fihrenden drei Platzierungen nosokomialer Infektionen
(12, 13), folglich handelt es sich um eine klinisch hoch relevante Thematik. Die
in der englischsprachigen Literatur als ,Surgical Site Infection® (SSI) bezeichnete
Entitat entsteht durch einen Gewebekontakt mit pathogenen Keimen und hat
negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf und das Outcome der Patienten (2,
12). Im Verlauf kdnnen chronische Komplikationen wie Osteomyelitiden oder
postinfektiose Arthrosen entstehen, im Ernstfall sogar eine lebensbedrohliche
Sepsis (2). Das wiederum bedeutet prolongierte Krankenhausaufenthalte
verbunden mit weiteren Kosten, eine erhdhte Morbiditat und Mortalitdt sowie eine
verminderte Lebensqualitat fur die Betroffenen (10, 12, 14, 15). Um effektiv
vorbeugende MalRhahmen gegen eine Infektion zu treffen und angemessen zu
handeln, ist eine Einstufung der Patienten anhand ihres individuellen Risikos,
eine postoperative Wundinfektion zu erleiden, wichtig (12, 16, 17). Im Jahr 1992
hat sich die durch die amerikanischen ,Centers for Disease Control and
Prevention“ (CDC) veréffentlichte Klassifikation international durchgesetzt (18).
Darauf basierend hat das deutsche KISS des nationalen Referenzzentrums fur
Surveillance von nosokomialen Infektionen (NRZ) 2018 eine modifizierte
Klassifikation fir postoperative Wundinfektionen veréffentlicht (Abbildung 1),
welche die Diagnose einer Infektion erleichtern soll (12, 19). Je nach zutreffenden
Kriterien bzw. vorliegenden Symptomen wird zwischen oberflachlicher und tiefer
postoperativer Wundinfektion und postoperativer Kérperhdhlen-/Organinfektion

unterschieden (19).
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fOrganinfektion

tiefe postop. Wundinfektion

Abbildung 1: Flowchart: Klassifikation der postoperativen Wundinfektion geman des KISS des NRZ,
basierend auf den Definitionen der CDC (19)
Weitere Scoring-Systeme, wie der ,Surgical Site Infection Risk Score® (SSIRS)
oder der ,Wounds-at-risk-Scrore“ (W.A.R.-Score), zielten auf Erkennung von
Risikofaktoren und -patienten ab, jedoch konnte sich keines im klinischen Alltag
etablieren (12, 20, 21).

1.2.2 Periprothetische Infektionen

Eine erfolgreiche Endoprothesenimplantation lindert Schmerzen, stellt die
Funktion des betroffenen Gelenkes und die Selbststandigkeit der Patienten
wieder her und fuhrt so zu einer enormen Verbesserung der Lebensqualitat (22).

Neben Huft- und Kniegelenkersatz sind auch Endoprothesen fir Schulter-,
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Ellenbogen- und Sprunggelenk verfigbar und die Gesamtzahl an implantierten
Prothesen nimmt stetig zu (23). Eine Infektion einer solchen
Gelenkendoprothese, im englischsprachigen Raum unter ,Prosthetic Joint
Infection (PJI) bekannt, stellt zwar eine seltene, aber schwerwiegende
Komplikation nach Gelenkersatz mit schlechter Prognose dar (22, 24-26).
Betroffene Patienten weisen eine bis zu finffach hohere Mortalitatsrate auf (23).
Um eine ausreichende Funktion zu erhalten bzw. wiederherzustellen und eine
zunehmende Morbiditat der Patienten zu vermeiden, spielen auch hier eine

frihzeitige Erkennung und Behandlung eine fundamentale Rolle (22).

Periprothetische Infektionen kbnnen Schmerzen, Schwellungen, Erytheme und
Entziindungen im betroffenen Gebiet verursachen (22, 27, 28). Zur Vermeidung
einer verzogerten oder falschen Diagnose wird geraten, jede schmerzhafte
Gelenkprothese bis zum Beweis des Gegenteils vorlaufig als potenzielle Infektion
zu betrachten (26). Man unterscheidet die akute von der chronischen
periprothetischen Infektion (26, 29). Die akute Infektion tritt entsprechend kurz
nach Implantation auf und zeigt sich mit deutlichen Symptomen, in der Folge ist
oft die sofortige Entfernung der Prothese notwendig (26). Die chronische Variante
entwickelt sich Uber einen langeren Zeitraum von mindestens vier Wochen, zeigt
mildere Symptome und erfordert komplexe und langfristige Behandlungsansétze,
welche oft operative Revisionen inkludieren (26, 29, 30). In beiden Fallen bedarf
es einer adaquaten medizinischen Behandlung, die eine Antibiotikatherapie und
operative Eingriffe mit teilweise mehrzeitigem Vorgehen erforderlich macht,
abhangig vom Schweregrad der Infektion und der Temporalitat (akut/chronisch)
(27, 29, 31, 32).

Die erste Definition einer periprothetischen Infektion wurde 2011 durch die
Musculoskeletal Infection Society (MSIS) veroffentlicht, um die Diagnose durch
eine standardisierte Definition zu zu erleichtern (33, 34). Hier wird zwischen
Major- und Minor-Kriterien zur Diagnostik unterschieden, anhand derer das
Vorliegen einer Infektion definiert wird (33, 35). Diese bertcksichtigen
Probeentnahmen, Erregernachweise, Serum- und Synovialtests sowie das

Vorhandensein von Pus im betroffenen Gelenk (33). Infektionen, die innerhalb
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des ersten Jahres nach Implantation auftreten, werden durch die Einschleppung
von pathogenen Keimen wahrend der Operation durch direkten Kontakt oder
Aerosolkontamination der Prothese ausgeldst (22). Dabei kann bereits ein
kleines Inokulum an Keimen auf der Prothesenoberflache eine Infektion
etablieren (22). Es ist weiterhin bekannt, dass auch durch hamatogene

Ausbreitung eine Gelenkprotheseninfektion entstehen kann (36).

Zur Diagnose einer periprothetischen Infektion werden derzeit Testungen von
Serum und Synovialflissigkeit herangezogen, um die Konzentrationen von C-
reaktivem Protein (CRP), Leukozyten, Procalcitonin (PCT), a-Defensin sowie die

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) zu ermitteln (37, 38).
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1.2.3 Sepsis

Eine Sepsis ist als lebensbedrohlicher Zustand definiert, welcher durch eine
Infektion ausgelost wird und mit Organdysfunktionen und Regulationsstérungen
des Wirtes einhergeht (39). Eine systemische Entziindungsreaktion (SIRS:
,Systemic Inflammatory Response Syndrome®) kann in Abhangigkeit von
Faktoren wie der Virulenz und Menge der Bakterien sowie der immunologischen
Abwehrlage und -reaktion des Patienten ihren Verlauf nehmen (40). Folglich stellt
es eine schwerwiegende Komplikation einer nicht, zu spat oder falsch
behandelten Infektion dar. Eine friihe Diagnose und Therapie spielen auch hier
eine fundamentale Rolle, um weitere Komplikationen, wie z.B. septischen Schock
oder Multiorganversagen, bestenfalls zu verhindern (39, 40). Nach durchlebter
Sepsis kann es durch Folgeschaden zum Post-Sepsis-Syndrom kommen, was
die Lebensqualitat und auch Lebensdauer weiter massiv einschranken kann (41).
Die klassische Sepsis-Diagnostik erfolgt zum einen uber eine Ermittlung von
Risikofaktoren anhand des ,Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)-
Scores®, anhand dessen sechs Organsysteme nach ihrer Funktionsfahigkeit
beurteilt werden (39, 42, 43). Fur eine schnelle Verdachtsdiagnose findet zudem
der ,quick Sequential Organ Failure Assessment (QSOFA)-Score® Anwendung,
welcher ohne Laborwerte mit Messungen am Patientenbett (Atemfrequenz,
mentaler Status, systolischer Blutdruck) eine erste Aussage treffen kann (39, 44).
Weiterhin sollte bei Verdacht auf Infektion auch eine mikrobiologische
Untersuchung mit Abnahme einer oder mehrerer Blutkulturen erfolgen (39, 40).
Eine Kontrolle und Uberwachung der CRP- und PCT-Serumkonzentrationen wird
ebenfalls zur Diagnose und im Verlauf auch zur Steuerung bzw. Uberwachung

der anti-mikrobiellen Therapie genutzt (39, 45-47).
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1.3 Infektionspatienten der Berufsgenossenschaftlichen
Unfallklinik Tabingen

In der Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik (BGU) Tubingen finden sich auf
der Station E2 Patienten der Abteilung der septischen Unfallchirurgie, die an
einer Infektion leiden, welche im Rahmen einer Verletzung oder durch eine
Operation auftrat. Hier findet sich ein sehr heterogenes Bild an Erkrankungen.
Grob gesprochen handelt es sich um (Wund-)Infektionen mit in der Regel
prolongiertem Heilungsverlauf. Die genauen Krankheitsbilder werden im Verlauf
in den Ergebnissen genannt. Weiterhin finden sich Patienten, die nach erfolgter
Knie- oder Huft-Totalendoprothesen-Implantation eine periprothetische Infektion

entwickeln. Eine Sepsis liegt in der Regel nicht vor.

1.4 AIQNET/KIKS

Es handelt sich bei AIQNET (ehemals KIKS — Kinstliche Intelligenz fur klinische
Studien) um ein bundesweites Projekt, das vom Ministerium fir Wirtschaft und
Klimaschutz gefordert wurde und auf die Erschaffung eines ,Medical Data
Ecosystem® abzielte (48). Sektortubergreifend sollen medizinische Informationen
strukturiert und datenschutzkonform mittels einheitlicher Datenmodelle genutzt
werden kénnen, unabhangig von verwendeten medizinischen
Krankenhausinformations-systemen,  Dateiformaten,  Technologien  oder
Organisationen (48, 49). Mittels kuinstlicher Intelligenz sollen die Daten
strukturiert und analysiert werden (48). Die Hauptziele bezeichnen
Interoperabilitét, eine erfolgreiche Digitalisierung im Gesundheitswesen sowie
eine Reduktion von Aufwand und Kosten (48). Die Koordination lauft Gber die
BioRegio STERN Management GmbH aus Stuttgart, Initiator ist die RAYLYTIC
GmbH aus Leipzig (49).

In der BGU Tubingen wurden fur dieses Projekt Patienten aus den Abteilungen
der Traumatologie, Alterstraumatologie, Endoprothetik und der septischen
Chirurgie (Patienten mit Infektionen des Bewegungsapparates) eingeschlossen.
Aktuell (Stand 29. August 2023) befinden sich knapp 1360 Patienten in der
Datenbank.
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1.5 Klassische Laborparameter fur Infektionen

Zur Diagnostik von Infektionen im klinischen Alltag findet neben dem Beobachten
der klassischen Entziindungszeichen (Rubor, Calor, Dolor, Tumor, Functio laesa)
vor allem die Bestimmung von laborchemischen Parametern wie Akute-Phase-
Proteinen, beispielsweise dem CRP und Leukozyten Anwendung (40, 50).
Weiterhin ist die Bestimmung von PCT ein géngiges Verfahren, beispielsweise
zur Differenzierung zwischen bakteriellen und viralen Infektionen oder zur
Verlaufskontrolle bakterieller Infektionen (47, 51, 52). Im Folgenden werden die

wichtigsten Parameter erlautert.

1.5.1 C-reaktives Protein (CRP)

CRP ist Teil der unspezifischen humoralen Immunabwehr und entsprechend an
der systemischen Reaktion auf Entzindungen und Gewebeverletzungen
beteiligt. Im gesunden Menschen kommt es nur in geringen Mengen im
Blutplasma vor, kann nach einem akuten Entzindungsreiz jedoch bis auf das
1.000-fache ansteigen (53). Durch Interleukin-6-Stimulation kommt es innerhalb
weniger Stunden zur gesteigerten CRP-Synthese durch Hepatozyten und
folgend zu einer gesteigerten Plasmakonzentration (53). Weiterhin zahlt das
Protein zu den Akute-Phase-Proteinen und ist beispielsweise bei akuten, v.a.
bakteriellen Entzindungen, Nekrosen, chronisch-entziindlichen Prozessen,
postoperativ, bei Herzinfarkt oder auch Tumorerkrankungen erhdht (54). Ein
wichtiger Anwendungsbereich ist die Unterscheidung zwischen bakteriellen und
viralen Infektionen, um die Entscheidung Uber eine antiinfektive Therapie zu

beeinflussen (55).

23



EINLEITUNG

1.5.2 Leukozyten

Leukozyten umfassen alle weil3en Blutzellen, die sich in drei Hauptgruppen,
bestehend aus Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten, aufteilen, welche in
weitere Subtypen unterteilt werden kdnnen (56-58). Als Teil der Immunantwort
konnen zirkulierende Leukozyten Uber Adhasion aus dem Blutkreislauf durch
Venenwande hindurch in das Zielgewebe einwandern (transendotheliale
Migration) (57). Hier ist das Ziel, den Entzindungsausldser zu beseitigen und die
Gewebereparatur zu unterstitzen (57). Zu einer Leukozytose, sprich einer
Erh6hung der Leukozytenzahl auf tiber 10.000/ul im Blut, kann es beispielsweise
bei einer Infektion, einer Sepsis, Tumorerkrankungen oder auch autoimmunen

Reaktionen kommen (56).

1.5.3 a-Defensin

a-Defensin ist ein Peptid, das von aktivierten Neutrophilen freigesetzt wird und
eine Vielzahl an antimikrobiellen Eigenschaften besitzt (59, 60). Beispielsweise
ist es fahig, die Zellmembran von Pathogenen zu zerstdren, einige gram-positive
und gram-negative Bakterien sowie Pilze und Viren zu hemmen und es kann
Neutrophile anlocken sowie die Phagozytose steigern (59, 61). Folglich handelt
es sich um aktive Akteure, die sowohl die angeborene als auch erworbene

Immunitat gegen verschiedene Infektionen modulieren kdnnen (59).

Eine besondere Relevanz hat die Bestimmung von a-Defensin bei der Diagnostik
von periprothetischen Gelenkinfektionen (24, 62, 63), die vornehmlich durch die
Konzentrationsermittlung in Synovialpunktaten aus den betroffenen Gelenken
erfolgt.

Liegtin der BGU Tubingen ein Infektionsverdacht vor, wird das betroffene Gelenk
punktiert und die Probe nach Hamburg in das Labor Dr. Fenner und Kollegen
geschickt, um die a-Defensin-Konzentration im Punktat mittels standardméaRiger
Enzymimmunoassays (Enzyme-linked immunosorbent Assay, kurz ELISA) zu
bestimmen. Das Labor ist derzeit bundesweit das einzige, das eine a-Defensin

Testung anbietet (64).
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1.5.4 Procalcitonin (PCT)

PCT ist ebenfalls ein bereits bekannter, wirksamer Marker zur ldentifikation
bakterieller Infektionen (65). Es handelt sich um die Peptidvorstufe von
Calcitonin, welche unter physiologischen Bedingungen in der Schilddriise
produziert wird (66). Entsprechend liegen zirkulierende PCT-Konzentrationen bei
gesunden Probanden unter der Nachweisgrenze (66, 67). Eine Infektion oder
systemische Entziindung 16st die PCT-Produktion jedoch auch in nicht-
thyroidalem Gewebe aus, woraufhin es bereits nach zwei Stunden zu einem
Anstieg des Serumspiegels kommt (46, 66, 67). Anhand der
Serumkonzentrationen von PCT kann eine Unterscheidung zwischen
bakteriellen, viralen und nicht-infektiosen Entziindungszustanden erfolgen (46,
47).

1.5.5 Azurocidin 1 (AZU1) als neuer Marker

Azurocidin 1 (AZU1), in der englisch-sprachigen Literatur auch oft heparin-
binding protein (HBP) oder kationisches antimikrobielles Protein mit 37 kDa
(CAP37) genannt, liegt vorproduziert in azuphilen Granula und sekretorischen

Vesikeln von Neutrophilen (Untergruppe der Leukozyten) vor, griin dargestellt in

Alle nicht detektierten Bereiche
AZU1 nachgewiesen in Vesikeln, bereit zur Sekretion

Abbildung 2: Darstellung der Lokalisation von AZU1 (griin) in einem neutrophilen Granulozyten (70-72)
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Abbildung 2 (68-72). Bei Stimulation ist es entsprechend bereit zur Sekretion und
wird nicht erst produziert (68). Eine Ausschuttung durch Exozytose wird durch
bakterielle Infektionen induziert (69) und hat wichtige Funktionen im frihen
Entziindungsprozess (68). So fuhrt AZU1 zu einer erh6hten Gefal3permeabilitat
und hat entztindungsférdernde Wirkungen auf eine Vielzahl von Leukozyten und
Epithelzellen (69). Beispielsweise wird die Phagozytose von Makrophagen

verbessert und Monozyten werden aktiviert und rekrutiert (73, 74).

In Abbildung 3 ist durch indirekte Immunfluoreszenz und entsprechende
Fluoreszenzmikroskopie durch ein Konfokalmikroskop der Antikbrper vom AZU1-
Gen (HPAO055851) in U20S-Zellen leuchtend griin dargestellt (70-72). Diese
Zelllinie wurde aus Osteosarkomen isoliert und wird aufgrund ihrer
Eigenschaften, wie beispielsweise schnellem Wachstum und Stabilitat, vielseitig
in der biomedizinischen Forschung verwendet (75-77). In Griin erkennt man auch
hier wieder die Lokalisation des Plasmaproteins AZULl in sekretorischen

Vesikeln.

Abbildung 3: Darstellung der Lokalisation von AZU1 (griin) in U20S-Zellen durch indirekte
Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie (70-72)
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1.6 Fragestellung

Die Idee der Fragestellung nach der Kompetenz des Markers AZU1 (HBP)
stammt aus einer chinesischen Studie von Zhou et al. (2019), welche Marker zur
Diagnose einer Sepsis respektive eines septischen Schocks untersuchte.
Septische Patienten zeigten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
signifikant hohere AZU1-Konzentrationen im Blut (68). Die Receiver Operating
Characteristic (ROC)-Kurve zur Sepsisdiagnostik (Abbildung 4) zeigte fur AZU1
die besten Werte (Area under the curve (AUC): 0,893) verglichen mit PCT (AUC:
0,856) und dem CRP (AUC: 0,699) (68). Mit einem Cut-off von = 28,1 ng/ml fur
AZU1 liegt die Sensitivitat bei 84,9 % und die Spezifitat bei 78,3 % (68).
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' Abbildung 4: ROC-Kurven von AZU1 (HBP)-,

00 PCT- und CRP-Plasma-Konzentrationen zur
00 02 04 D08 08 14 Diagnose einer Sepsis/septischem Schock (68)

1 - Specificity

Auf diesen Ergebnissen keimte die Frage nach der Kompetenz des Markers in

friheren Infektionsphasen.
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1.7 Ziele

Eine schnelle Erkennung sowie eine optimierte Behandlung einer Infektion sind
die Schlussel fur eine erfolgreiche Therapie und Reduktion der Mortalitat (39, 78,
79). Die bereits bekannten Infektions-Marker CRP, Leukozyten, a-Defensin und
PCT sollen reevaluiert sowie die Kompetenz des neuen Markers AZU1 beurteilt
werden. Das langfristige Ziel dieser Arbeit ist es, durch Anpassung oder
Hinzunahme von Tests die Dauer bis zur Diagnose einer Infektion zu verkirzen
und so den Therapieerfolg durch friheren Therapiebeginn zu erhdhen. Bis ein
Keimnachweis vorliegt und der Patient klassische Entziindungszeichen
entwickelt, kann oft unnétig Zeit vergehen, wahrend die Infektion anhand
bestimmter Marker im Blut womdglich schon erkennbar ist. Je nach
Anzuchtdauer und Virulenz der Keime vergehen in der BGU Tubingen zwischen
funf und 14 Werktage bis zur Identifikation (24). Die Mortalitdt steigt bei
septischen Patienten mit jeder Stunde einer verzégerten angemessenen
antiinfektiven Therapie um ca. sieben Prozent bei Vorliegen eines

Kreislaufkollapses (80), was die Signifikanz einer frihen Diagnose unterstreicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Ethikantrag

Die Forderung des Projektes AIQNET/KIKS erfolgte durch das
Bundesministerium fir Wirtschaft und Klimaschutz der Bundesrepublik
Deutschland (Férderungsnummer: FKZ 01MK20003G).

Der Ethikantrag wurde fir das Gesamtprojekt und somit auch fir diese Arbeit
unter folgender Nummer gestellt: 346 / 2015BO2 (genehmigt am 08.07.2020).

2.1.2 Fragebb6gen

Die Befragung der Probanden setzt sich insgesamt aus zehn, teils validierten und
teils nicht-validierten Fragebdgen zusammen. Letztere wurden durch das
AIQNET/KIKS-Team erstellt und umfassen vier Frageb6gen mit insgesamt 19 bis

22 Fragen:

e Fragenkomplex medizinische Vorgeschichte® (drei Fragen)
e Fragenkomplex Mobilitat und Umfeld” (finf Fragen)
e Fragenkomplex Beruf und Bildung® (vier bis sieben Fragen)

e Fragenkomplex Erndhrungshindernisse” (sieben Fragen)
Weitere 33 bis 38 Fragen finden sich in sieben validierten Fragebogen:

e _FINDRISK (Finnish Diabetes Risk Score) Diabetesrisiko* (81) (acht
Fragen)

e Nutrition Risk Screening (NRS 2002)“ (82) (vier bis sechs Fragen)

e AUDIT-C (Alcohol Use Disorders Identification Test) Alkoholkonsum®
(83) (drei Fragen)

e Ultrakurzfragebogen Aktivrauchen des RKI (Robert Koch-Institut)“ (84)
(eine bis vier Fragen)
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e ,EQ-5D-5L (European Quality of Life 5 Dimensions 3 Level Version)*:
Fragen zum Gesundheitszustand: Beweglichkeit, alltdglichen Tatigkeiten,
Schmerzen, Niedergeschlagenheit (85, 86) (funf Fragen)

e ,SF (Short Form)-12“: Allgemeiner Gesundheitsfragebogen (87, 88)

(zwolf Fragen)

2.1.3 ELISA-Kits

Tabelle 1: Liste verwendeter ELISA-Kits

ELISA-Kits Hersteller Katalognummer
Human Azurocidin/CAP37/HBP RayBio® ELH-AZU1
Human a-Defensin 1 R&D Systems® DY8198-05
Human Procalcitonin R&D Systems® DY8350-05

2.1.4 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien R&D Systems®

Bestandteile Katalog-

R&D

Systems® AUMMEr

- 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPOQO4, 1,5 DY006
mM KH>PO4, pH 7,2-7,4, 0,2 um filtered

Wash 0,05% Tween® 20 in PBS, pH 7,2-7,4 WA126

Buffer

Reagent 1% BSA in PBS, pH 7,2-7,4, 0,2 um filtered DY995

Diluent

Substrate | 1:1 mixture of Color Reagent A (H-O2) and Color DY999

Solution Reagent B (Tetramethylbenzidine)

Stop 2 N H2S0q4 DY994

Solution
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Tabelle 3: Verwendete Chemikalien von RayBio®

RayBio® Bestandteile

Wash Buffer Concentrate (20X) 20X concentrated solution.

Standard Protein Human Azurocidin

Detection Antibody Azurocidin 2 vials of biotinylated anti-Human Azurocidin.

HRP-Streptavidin Concentrate 200 pl 1000X concentrated HRP-conjugated
streptavidin.

TMB One-Step Substrate Reagent = 12 ml of 3,3,5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) in

buffer solution.

Stop Solution 8 ml of 0,2 M sulfuric acid.
Assay Diluent 15 ml of 5X concentrated buffer.
2.1.5 Gerate

Tabelle 4: Liste verwendeter Gerate

Gerit Typ/Modell Seriennummer  Hersteller
Kihlschrank Power 3523-21 F Liebherr

Cooling
Kihlschrank (-80°C) 905 827860-2521 Thermo Fisher Scientific
Spektralphotometer,  Fluostar 415-1264 BMG LABTECH GmbH
UV/sichtbares Licht Omega
Dosiergerat - Pipettier Pipetboy 629619 Integra GmbH
Controller acu
Dosiergerat - Pipettier Rota-Filter - Integra GmbH
Controller 3000
Schuttler, Labor DRS 12 11 DE 090 LTF Labortechnik GmbH
Mischer, Klinisches LSE Vortex 1101243 Corning Incorporated
Labor (Vortexer) Mixer
Zentrifuge SI DD 58 DD 58-1001 Scientific Industries Inc.
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2.1.6 Softwares

Tabelle 5: Liste verwendeter Softwares

e Hersteller Version
Microsoft Excel Microsoft Corporation 16.0.16626.20170

Microsoft Word Microsoft Corporation 16.0.16626.20170

Omega Software BMG Labtech 5.70

JMP® SAS Institute Inc. 16.2.0 (570548)

GraphPad Prism GraphPad Software, Inc.  8.0.1.244

Endnote 20 Clarivate Analytics 20.6

2.2 Methoden

2.2.1 Studienpopulation

Im Rahmen der AIQNET/KIKS-Studie wurden prospektiv Patienten aus den
Abteilungen der Endoprothetik, Traumatologie, Alterstraumatologie und
septischen Unfallchirurgie aufgenommen. Diese Klinisch-experimentelle Arbeit
konzentrierte sich auf die Station der septischen Unfallchirurgie E2 der BGU
Tubingen, wo sich vor allem Patienten mit (Wund-)Infektionen fanden. Eine akute

Sepsis lag in der Regel nicht vor.

Die Patientenakquirierung fir diese Arbeit fand in Zusammenarbeit mit dem
Klinischen Studienzentrum der BGU Tubingen vom 22. Juli 2020 bis zum 09.
August 2022 statt. Um fur den Pool der Infektionspatienten Kontrollgruppen zu
generieren, wurden zudem Patienten aus der Traumatologie und Endoprothetik
mit in diese Studie einbezogen, da sich sowohl infiziertes Osteosynthesematerial

als auch infizierte Endoprothesen in der Infektionskohorte vorfanden.

32



MATERIAL UND METHODEN

2.2.2 Patienteneinschluss

Nach Einwilligung der Patienten (Broad Consent) umfasste die Aufnahme in die
Studie das Abnehmen zusatzlicher Monovetten im Rahmen der Routine-
Blutentnahme, eine Befragung, die Erfassung klinischer Daten aus dem CGM
(CompuGroup Medical) Medico KIS (Krankenhausinformationssystem) (wie z.B.
Nebenerkrankungen, Medikamente, Keimnachweis) und ein Follow-Up nach drei
und zwdlf Monaten. Letzteres erfolgte telefonisch oder tber E-Mail-Kontakt und
diente der Erfassung des Heilungsverlaufes. Die Patienten wurden zudem
informiert, dass bei gewinschtem Studienausstieg keine personlichen Folgen
resultieren und ein Ausstieg jederzeit mdoglich ist. Anhand von
Identifikationsnummern (ID) wurden die Patientendaten fur Dritte unkenntlich
gemacht. Die unverschlisselten Daten konnten nur vom habilitierten Betreuer

und der Doktorandin eingesehen werden.

2.2.2.1 Einschlusskriterien

Um an der Studie teilnehmen zu kénnen, lag das Mindestalter bei 18 Jahren. Das
Einverstandnis (Datenschutz, Blut) war Voraussetzung, ebenso wie ein geplanter
operativer Eingriff. Es mussten ausreichende Deutschkenntnisse vorhanden sein

und es durften keine kognitiven Einschrankungen vorliegen.

2.2.2.2 Ausschlusskriterien

Ein Alter unter 18 Jahren, die Ablehnung der Befragung oder des Follow-Ups,
eine konservative Therapie sowie keine moégliche Kommunikation fuhrten zum
Ausschluss aus der Studie. Weiterhin verhinderten kognitive Defizite, wie z.B.

eine Behinderung oder Demenz, die Teilnahme.

2.2.2.3 Befragung

Start der Befragungen war am 22. Juli 2020. Nach erfolgter Aufklarung und
Einwilligung der Patienten erfolgte die Befragung auf den Patientenzimmern in
der BGU Tubingen. Zudem wurde jedem Teilnehmer ein Informationsblatt zur

Studie sowie eine Kopie der Einwilligungserklarung ausgehandigt.
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Die Patienten wurden anfangs muindlich von einer Gruppe Doktoranden befragt,
welche die Fragebdgen auf Laptops entsprechend ausfillte. Hier wurde das
CGM Medico KIS verwendet, wo die Befragung in der Klinischen Dokumentation
(KliDo) digital hinterlegt war.

Im spateren Verlauf der Studie standen auch iPads mit der Heartbeat Medical
Software (HRTBT Medical Solutions GmbH) zur Verfigung, mit denen die
Patienten die Befragung selbst durchfihren konnten. Auf Wunsch oder bei
gesundheitlichen oder altersbedingten Einschrankungen (z.B. eingegipster Arm,
verminderter Visus) wurde die Befragung in Ausnahmen durch die Doktoranden

mundlich durchgefihrt und am iPad dokumentiert.

2.2.2.4 Probengewinnung und Prozessierung

Im Rahmen der standardméfigen Blutentnahme wurden jedem Patienten
zusatzlich 7 ml peripher vendses Blut entnommen. Hiervon 2,7 ml in eine EDTA
K3E- und 4 ml in eine Serum CAT-Monovette. Nach Entnahme erfolgt die
Lagerung im Stations-Medikamentenkihlschrank der Station D2 bei 4°C in daftr
vorgesehenen Boxen der AIQNET/KIKS-Studie.

Die Weiterverarbeitung der Monovetten erfolgte 30 bis 60 Minuten nach
Abnahme im Siegfried-Weller-Institut (SWI). Hier wurden die Proben zunachst
zehn Minuten bei 1000g und 4°C zentrifugiert (Thermo Scientific ™ Heraeus
Megafuge 40 Universalzentrifuge). Wahrend der Laufzeit der Zentrifuge wurden
die Eppendorf-Tubes® mit Studien-ID, Datum, Mitarbeiter-Kurzel und ,E*“ (EDTA-
Plasma), ,D“ (Desoxyribonukleinsaure (DNA), Vollblut) oder ,S* (Serum)

beschriftet.
Abpipettiert wurden, wenn maoglich:

e 3x 450 ul EDTA-Plasma
e 3x450 pl Serum
e 1x 450 pul Vollblut fir DNA (aus dem EDTA-ROhrchen, nachdem das

Plasma abpipettiert und nochmal mit der Pipette gemischt wurde)
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Im Anschluss erfolgte die Lagerung in dafir vorgesehenen Boxen bei -80°C

(Thermo Scientific™ Forma™ 900 Series).

Jede Probenprozessierung wurde handschriftlich im Laborbuch sowie digital in
einer Excel-Tabelle dokumentiert.

2.2.2.5 Datenerhebung aus dem CGM Medico KIS

Mithilfe der Informationstechnik (IT)-Abteilung der BGU Tlbingen wurden
bendtigte Patientendaten aus dem CGM Medico KIS exportiert und anonymisiert
in einer Excel-Datenbank zusammengefasst. Die gewonnenen Informationen
umfassen Aufenthaltsdauer, Komorbiditdten, Medikamente und Blutbilder.
Weitere Informationen, wie beispielsweise genaue Diagnosen, der Zeitpunkt der
Operation, Keimnachweise und postoperative Komplikationen wurden aufgrund
nicht exportierbarer Dateiformate von den Doktoranden fir jeden Patienten
einzeln recherchiert und dokumentiert. Die Keimnachweise wurden nur nach
positivem oder negativem bzw. nicht vorhandenem Nachweis eines Erregers

unterteilt, wobei intraoperative und (tiefe) Wund-Abstriche beriicksichtigt wurden.

2.2.2.6 Follow-Ups

Nach jeweils drei und zwolf Monaten erfolgten weitere Befragungen per Telefon
oder E-Mail. Die Fragebodgen ,Fragenkomplex Ernahrungshindernisse®, ,EQ-5D-
5L und ,SF-12“ wurden erneut abgefragt. Weiterhin wurden Komplikationen,
Veranderungen in der Lebensweise und eine Gewichtsveranderung erfragt. Die
Dokumentation erfolgte anfangs im CGM Medico KIS im Bereich der KliDo,
spater in der Heartbeat Medical Software. Parallel erfolgte eine zuséatzliche
Protokollierung des erfolgten Follow-Ups mit entsprechender
Komplikationseinteilung in der generierten Datenbank. So wurde der teils
interindividuell ~ sehr  unterschiedliche postoperative Heilungsverlauf

dokumentiert.
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2.2.2.7 Komplikationserfassung anhand der Clavien-Dindo Klassifikation

Zur Klassifizierung postoperativer Komplikationen wurde die Clavien-Dindo
Klassifikation (Tabelle 6 (89)) von Daniel Dindo und Pierre-Alain Clavien
angewandt (90), welche sein Hauptaugenmerk auf die Therapie der
entstandenen Komplikation richtet. Die Art der Komplikation wird bei dieser
Einteilung nicht abgebildet. Je nach Ausmal} der zusatzlich benétigten Therapie
(Medikamente, chirurgische Eingriffe, intensivmedizinische Betreuung) werden
funf Grade mit der Maximalform des Todes unterschieden (89, 90). Grad Il und
IV beinhalten jeweils die Unterformen a und b, welche fir Grad Il zwischen
chirurgischer Intervention ohne (a) bzw. mit (b) Vollnarkose und fir Grad IV
zwischen Dysfunktion eines (a) oder mehrerer (b) Organe unterscheidet (89, 90).

Tabelle 6: Clavien-Dindo Klassifikation (89, 90)

Grad Untergrad Definition

I Jede Abweichung vom normalen postoperativen Verlauf
ohne Notwendigkeit einer pharmakologischen, operativen,
endoskopischen oder radiologischen Intervention.

Erlaubtes therapeutisches Regime: Medikamente wie
Antiemetika,  Antipyretika, Diuretika,  Elektrolyte  und
Physiotherapie

Il Bedarf an medikamentéser Behandlung mit nicht unter Grad
| aufgefuhrten Medikamenten, inklusive parenterale Ern&hrung
und Bluttransfusionen.

1] Komplikationen mit chirurgischem, endoskopischen oder
radiologischem Interventionsbedarf.

lla Ohne Vollnarkose
b Mit Vollnarkose
v Lebensbedrohliche Komplikation (einschlief3lich

zentralnervoser Komplikation wie Hirnblutung, ischamischer
Insult, Subarachnoidalblutung, jedoch exklusive transitorischer
ischamischer Attacken), die eine intensivmedizinische
Betreuung verlangen.

IVa Dysfunktion eines Organs (inklusive Dialyse)
IVb Dysfunktionen multipler Organe
\% Tod des Patienten
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2.2.1 Ablauf der Studie

Fur die vorliegende Arbeit wurden zur Analyse des Patientenpools aus der
Datenbank die Mikrobiologie bzw. der Keimnachweis und die CRP- und
Leukozyten-Werte herangezogen. Fiur das CRP und die Leukozyten wurde
jeweils das erste Blutbild, das bei initialer Aufnahme auf die Station erstellt wurde,
verwendet, um einen realistischen und madglichst unverfalschten Wert zu haben.
Auch das Follow-Up nach drei und zwolf Monaten zur Dokumentation der
Komplikationen bzw. des Heilungsverlaufes wurde bei der Analyse
berticksichtigt. Weiterhin wurden zur Untersuchung von den genannten
potenziellen Markern mit den gesammelten Blutproben ELISAs durchgefiihrt und
entsprechend ausgewertet. Da der Fokus dieser Arbeit auf der Fragestellung
nach der Kompetenz der Marker liegt, wurden die Fragebégen, die im Rahmen
der AIQNET/KIKS-Studie mit erhoben wurden, nicht ausgewertet. Ebenso haben
fur dieses Thema die Komorbiditaten und Medikamente keine Relevanz.

ﬁﬁﬁ fl.,'ﬂ' Consent - i — @

BG-Unfallklinik Tiibingen Befragung + Blutentnahme Follow-Up nach 3 und 12 Monaten

Siegfried-Weller-Institut \

Lagerung bei -80°C

4

Auswertung und h

weitere Analysen

Abbildung 5: Flussdiagramm zum Ablauf der Studie (erstellt mit BioRender.com)

ELISA fir AZU1, PCT und a-Defensin
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2.2.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur quantitativen Analyse von AZU1, a-Defensin und PCT wurde ein Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um
ein schnelles und sensitives Nachweisverfahren, um ein gesuchtes Protein
(Antigen) mittels Enzym-gebundenen Detection-Antikorper zu detektieren. In

Abbildung 6 ist der Ablauf schematisch dargestellt.

N

Standard Proben

N
A R A e IR o N gl Vo il

1. Well mit 2. Gesuchtes 3. Biotinylierter 4. Streptavidin- 5. Absorptions-
Capture- Antigen () bindet Detection-Antikérper HRP (€) bindetan  messung im
Antikdrper (1) an Capture- (£) bindet an das Biotin (-). Zugabe  Spektralphotometer
und Probe (%) Antikorper (V) Antigen (¢) der Stopp-Lésung  bei 450 nm

erzeugt gelbes

Endprodukt.

Abbildung 6: Schematische Darstellung zum Ablauf des Sandwich-ELISA (erstellt mit BioRender.com)

Die Proben, in denen das gesuchte Protein nachgewiesen werden sollte, wurden
auf eine Mikrotiterplatte mit 96 Wells gegeben, von denen jedes Well mit dem
spezifischen Capture-Antikorper des gesuchten Antigens beschichtet war (91).
Die nachzuweisenden Antigene konnten wahrend einer Inkubationszeit (nach
Herstellerangaben) an die fixierten Antikorper binden (Schritt 2 in Abbildung 6)
(91). Im Anschluss wurde die Platte mit Waschpuffer ausgewaschen, um alle
ungebunden Substanzen zu entfernen (91). Nach Zugabe des biotinylierten
Detection-Antikdrpers (Schritt 3 in Abbildung 6) und weiterer Inkubation folgte ein
weiterer Waschvorgang. Nun wurde eine Streptavidin-Horseradish Peroxidase
(HRP) zugegeben (Schritt 4 in Abbildung 6). Es handelt sich um ein Enzym, das
an den in den Wells gebundenen Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex
(~Sandwich“-Verfahren) bindet und diesen durch die Katalyse einer Farbreaktion
nachweisen kann. Diese Farbreaktion wurde nach einem weiteren

Waschvorgang durch die Zugabe einer Substrat-Losung initiiert. Es wurde

38



MATERIAL UND METHODEN

Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat verwendet, welches durch die
Streptavidin-HRP ein blau gefarbtes Produkt erzeugt und durch die Zugabe von
Schwefelsaure (Stopp-Losung, 2 N H2SO4) in ein gelbes Endprodukt
umgewandelt wird. Die durch Substratzugabe verursachte Farbanderung
korreliert mit der Menge des gesuchten Antigens der Originalprobe (91, 92). Die
Absorption des farbigen Endproduktes wurde bei 450 nm im Spektralphotometer
(Fluostar Omega, BMG LABTECH GmbH) gemessen (Schritt 5 in Abbildung 6).

Zur Analyse von AZU1 wurde ein Kit von RayBio® verwendet. a-Defensin und
PCT wurden mit Kits der Firma R&D Systems® bestimmit.
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2.2.3 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden folgende Programme genutzt:
e Microsoft Excel (Version: 16.0.16626.20170, Washington (USA))
e GraphPad Prism (Version: 8.0.1.244, GraphPad Software, Boston (USA))
e JMP (Version: 16.2.0, SAS Institute Inc., Cary, North Carolina (USA))

Um Ausreil3er zu detektieren, wurden alle Messwerte der Column analysis —
Identify Outliers (GraphPad Prism, ROUT 0,1 %) unterzogen. Entsprechend ist

mit N immer die Anzahl der verbleibenden Messwerte ohne Outlier angegeben.

Die mit GraphPad Prism erstellten Box-Plots (Mean und SD) zur Beurteilung der
Wertverteilung bilden jeweils Whisker bis zum 5. und 95. Perzentil ab (Punkte
unter bzw. oberhalb der Whisker werden als einzelne Punkte abgebildet).

Zur Beurteilung der Verteilungen der Messwerte wurden
Verteilungshistogramme mit JMP erstellt. Der nicht-parametrische Mann-
Whitney U Test (GraphPad Prism) fand Anwendung zum Vergleich zwischen
zwei nicht normalverteilten Gruppen. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05

festgelegt (vgl. Tabelle 7).

Zum Vergleich innerhalb eines normalverteilten Markers wurde zusatzlich der
parametrische One-Way ANOVA F-Test (GraphPad Prism) durchgefihrt.

Um mehrere Gruppen mit einer Kontrollgruppe zu vergleichen, wurde der

ebenfalls nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test (GraphPad Prism) verwendet.

Im Falle einer vorliegenden Nicht-Signifikanz (ns) wurde teilweise, sofern
angegeben, aus Grinden der Ubersichtlichkeit auf die Darstellung in
entsprechenden Box-Plots verzichtet.
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Um den Vorhersagewert der Biomarker zu ermitteln, wurden Receiver Operating
Characteristic (ROC) Kurven mit zugehoériger Analyse angefertigt (GraphPad
Prism). Diese Analysemethode zielte darauf ab, die Unterscheidungsfahigkeit
eines diagnostischen Tests zu bewerten, indem Sensitivitat und Spezifitat in
Beziehung gesetzt wurden. Die Area Under the Curve (AUC) und das 95 %
Confidence Interval (Cl) wurden berechnet. Anhand der Berechnung des

Youden-Index (Microsoft Excel) wurde der ideale Cut-off Wert festgelegt.

Zur Ermittlung der Zusammenhange zwischen den Markerkonzentrationen
innerhalb der verschiedenen Gruppen wurde weiterhin eine bivariate
Korrelationsanalyse (JMP) mit Ermittlung der jeweiligen nicht-parametrischen

Spearman-Korrelation p durchgefuhrt.

Alle Ergebnisse/Tests wurden im Rahmen einer statistischen Beratung mit
Herrn Prof. Dr. Blumenstock, dem stellvertretenden Leiter des Instituts fur
Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie in Tubingen,

besprochen und optimiert.

Tabelle 7: p-Werte mit entsprechenden Signifikanzen (GraphPad Prism) (91)

p-Wert Bedeutung Zusammenfassung
< 0,0001 Extrem signifikant GRS

0,0001-0,001 Extrem signifikant *hk

0,001-0,01 Sehr signifikant *x

0,01-0,05 Signifikant *

20,05 Nicht signifikant ns
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

3.1.1 Infektionskohorte

Von 198 Patienten mit Infektion, die im Rahmen der AIQNET/KIKS-Studie bis
zum 09. August 2022 aufgenommen wurden, mussten 41 ausgeschlossen
werden. Grund dafir war entweder eine konservative Therapie, kein Vorliegen
verwendbarer Blutproben oder die Ablehnung des Follow-Ups. Insgesamt

verblieben 157 Infektionspatienten fur diese Arbeit.

AIQNET/KIKS

Studienpatienten
mit Infektion

N =198

Eingeschlossen

Ausgeschlossen Einwilligung, Follow-Up, Clavien-
Dindo und Blutprobe vorhanden

Follow-Up
abgelehnt

Abbildung 7: Flussdiagramm der Infektionskohorte

Betrachtet man den Pool hinsichtlich der vorliegenden Grunderkrankungen, zeigt
sich ein sehr heterogenes Bild (vgl. Abbildung 8). Zur Kategorisierung wurden

folgende Einteilungen gewahlt:

e ,Weichteildefekt/-infekt“: Nekrosen, Ulzera, Wundheilungsstérungen
o ,Implantatinfekt“: Infektion nach erfolgter Osteosynthese-Operation

e ,Endoprotheseninfekt®: Infektion einer Knie- oder Hift-Endoprothese
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e ,,Chronische Osteomyelitis“: Chronische Infektion des Knochens

o Infekt-Pseudarthrosen®: Ausbleibende knécherne Ausheilung einer
Fraktur aufgrund einer Infektion

e ,Septische Arthrodese®: Chirurgische Gelenkversteifung bei Infektion

e ,Aseptisch®: In diesem Fall Patienten, bei denen ein initialer
Infektionsverdacht bestand, der sich im Verlauf jedoch nicht bestatigt hat.
Hier finden sich Patienten mit Frakturen und (Pseud-)Arthrosen.

Septische Arthrodese; 6

»Aseptisch”;

Infekt-Pseudarthrosen; 6 17

e

Chronische Osteomyelitis;
14 ]

Endoprotheseninfekt;
15 —

Implantatinfekt;
24

N =157

Abbildung 8: Kuchendiagramm zur Feineinteilung der Infektionskohorte

Da diese Gruppen mit teilweise nur sechs Probanden fiir statistische Analysen
zu klein waren, wurde zu folgenden Kategorien zusammengefasst:

e ,Weichteildefekt/-infekt*
e ,lImplantat-/Endoprotheseninfekt*
e ,Restliche”: ,,Chronische Osteomyelitis®, ,Infekt-Pseudarthrosen®,

.Septische Arthrodese®, ,Aseptisch®
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Die folgende Abbildung 9 zeigt die nun gréReren Gruppen.

Restliche; 43
Weichteildefekt/
-infekt; 75
Implantat-/
Endoprothesen-
infekt; 39

N =157

Abbildung 9: Kuchendiagramm zur Grobeinteilung der Infektionskohorte

3.1.2 Kontrollgruppen

Da die Gruppe der ,Implantat-/Endoprotheseninfekt® mit 39 Probanden die
zweitgrofdte und homogenste Gruppe ist, wurde versucht, hierzu geeignete
Kontrollgruppen zu finden. Folgende Kriterien wurden bei der Auswahl der

Kontrollpatienten beachtet:

e Follow-Up stattgefunden (nach drei und zwdlf Monaten)

e Ausreichend vorhandenes Serum

e Stattgehabter operativer Eingriff

o Komplikationslose Heilung (Kein Grad der Clavien-Dindo Klassifikation

fur Komplikationen nach drei und zwo6lf Monaten)

Aus dem Pool der Endoprothetik wurden insgesamt 33 Proben verwendet, wobei
zusatzlich darauf geachtet wurde, dass nur primare Huft- oder Knieprothesen-
Patienten eingeschlossen wurden ohne zweizeitige Einbauten, Spacer- oder

Prothesen-Wechsel.
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Als Gegenstiick zu den Patienten mit infizierten Osteosynthesematerialien wurde
sich am Pool der Trauma-Patienten bedient, hier waren 32 Proben verfugbar, die

die oben genannten Kriterien erfillten.

Zusammen entsprachen die 65 Kontrollpatienten ca. 30 % des Gesamtpools (222
Proben).

3.2 Ergebnisse der Analysen

3.2.1 Darstellung nach Feineinteilung des Patientenkollektivs

Da sich innerhalb der neun Gruppen , Trauma Kontrolle® (Ktrl.), ,Endo Kontrolle®,
~Weichteildefekt/-infekt“ (WT]I), ,implantatinfekt® (II), ,Endoprotheseninfekt* (EPI),
,chronische Osteomyelitis* (COM), ,Infekt-Pseudarthrose“ (I-PSA), ,septische
Arthrodese® (SA) und ,Aseptisch” deutliche Konzentrationsunterschiede zeigten,
wurde sich auch fur die Darstellung dieser kleinen Gruppen entschieden. Die
roten gestrichelten Linien in den Box-Plot-Diagrammen markieren jeweils die

Grenzwerte der Marker.

Die nachfolgende Abbildung (Abbildung 10) zeigt die aus der Patientenakte
entnommenen CRP-Konzentrationen innerhalb dieser Gruppen. In den Angaben
des Labors der BGU Tubingen ist ein Wert von > 5 mg/l als erhoht definiert. Fur
die ,Trauma Kontrolle® ergab der Kruskal-Wallis Test keinen signifikanten
Unterschied, weshalb auf dessen Darstellung (nicht signifikant = ns) verzichtet

wurde.
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?881*‘:* *x* *x * Endo Ktrl.
80 J-
60- . *% N = Anz. Werte ohne Outlier
— x T # Trauma Kirl. N =28
B * Endo Ktrl. N =28
£ WTI = Weichteildefekt/-infekt N = 64
o Il = Implantatinfekt N =21
404 * = i =
(14 EPI = Endoprotheseninfekt N=9
o COM = Chron. Osteomyelits N = 14
I-PSA = Infekt-Pseudarthrose N=6
SA = Sept. Arthrodese N=6
Aseptisch N =17
<&

Abbildung 10: Box-Plots: CRP-Konzentrationen fur die Feineinteilung des Patientenkollektivs

Es ist zu erkennen, dass die ,Trauma Kontrolle* insgesamt tlber dem Grenzwert
von 5 mg/l liegt. Hingegen zeigt die Kontrolle aus der Abteilung der Endoprothetik
die geringsten Konzentrationen. Die Gruppe ,Weichteildefekt/-infekt* zeigt einen
hoch signifikanten Unterschied (p < 0,0001) verglichen mit der ,Endo Kontrolle*,
gefolgt von der Gruppe der ,Endoprotheseninfekte® (p < 0,01). Da Letztere mit
neun Probanden die kleinste Gruppe ist, fallt die Signifikanz entsprechend
geringer aus. Auch die Gruppen ,Aseptisch® (p < 0,01), ,Implantatinfekt® (p <
0,05) und ,chronische Osteomyelitis® (p < 0,05) haben signifikant hohere
Konzentrationen als die ,Endo Kontrolle®. AuBer den Patienten mit ,Infekt-
Pseudarthrose und  ,septischer  Arthrodese” sind alle weiteren
Infektionspatienten im Mittel oberhalb des CRP-Grenzwertes lokalisiert. Auffallig
ist noch, dass die ,Trauma Kontrolle* signifikant héhere Werte als die ,Endo
Kontrolle* aufweist (p < 0,0001) und sich auf dem Niveau der Infektionspatienten

wiederfindet.
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Die Leukozyten-Konzentrationen (Abbildung 11) des jeweils ersten Blutbildes
liegen im Gegensatz zu den CRP-Werten in allen Gruppen im Mittel unterhalb
des vom Labor der BGU Tubingen angegebenen Grenzwertes von 10.000/pl. Da
die Leukozyten als einzige Messwerte normalverteilt sind (s. Anhang: Abbildung
34: Verteilungshistogramme fur die Konzentrationen von CRP, Leukozyten,
AZU1, a-Defensin und PCT (erstellt mit JMP)), fand nur hier der parametrische
One-Way ANOVA F-Test Anwendung. Nur die ,Endo Kontrolle® liegt im
Gruppenvergleich insgesamt niedriger und zeigt eine Signifikanz (p < 0,05) zur
Gruppe der ,Weichteildefekte/-infekte“. Auch hier zeigt die , Trauma Kontrolle® zu

keiner Gruppe eine Signifikanz, weshalb auf die Darstellung (ns) verzichtet

wurde.
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Abbildung 11: Box-Plots: Leukozyten-Konzentrationen fur die Feineinteilung des Patientenkollektivs

Im nachfolgenden werden die Ergebnisse der durchgefihrten ELISAs mittels
Box-Plots dargestellt. Abbildung 12 zeigt fir AZU1 ein ahnliches Bild wie das der
CRP-Konzentrationen. Linder et al. Beschreibt einen Grenzwert von 15 ng/mlim
Plasma fur septische Patienten (93). Erneut zeigt die ,Trauma Kontrolle“ keinen
signifikanten Unterschied (ns; nicht dargestellt) zu den Infektionspatienten, ist

jedoch im Vergleich zur ,Endo Kontrolle“ signifikant (p < 0,0001) erhoht.
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Hingegen ist die ,Endo Kontrolle* aufRer zur Gruppe der ,chronischen
Osteomyelitis* (COM) zu allen anderen Gruppen signifikant niedriger
konzentriert. Die groRte Signifikanz liegt fur AZUl1 zu den Gruppen der
,Endoprotheseninfekte® (p <0,0001) und ,Trauma Kontrolle“ (p <0,0001), gefolgt
von den ,Weichteildefekten/-infekten“ (p < 0,001) vor.

200 **** * Endo Ktrl.
- *hk kk * *k
S B R
. R e
100+ - )
N = Anz. Werte ohne Outlier
# Trauma Kirl. N =30
T 80- * Endo Kirl. N =30
B WTI = Weichteildefekt/-infekt N =67
= Il = Implantatinfekt N =23
5 604 EPI = Endoprotheseninfekt N=13
N N o COM = Chron. Osteomyelitis N =14
< I-PSA = Infekt-Pseudarthrose N =6
404 u M SA = Sept. Arthrodese N=6
= Aseptisch N=15
20- I I
15m= f = -|- e b i
0- T 1 T T T
S Y rF TS
P o & &
<
«@"’ < v

Abbildung 12: Box-Plots: AZU1-Konzentrationen fir die Feineinteilung des Patientenkollektivs

Abbildung 13 zeigt die serologischen a-Defensin-Konzentrationen. Fir a-
Defensin liegt der synoviale Grenzwert der BGU Tubingen bzw. des testenden
Labors Dr. Fenner und Kollegen bei tber 1 (durch Enzymimmunoassay
ermittelter Quotient). Pupaibool et al. gibt einen synovialen Grenzwert von 5,2
mg/l an (63). Es lasst sich nur wenig Literatur zur Bestimmung der a-Defensin-
Konzentrationen im Blut finden, da es keinen allgemein festgelegten oder
standardisierten Grenzwert zur Diagnose von Infektionen gibt. Shrivastave et al.
beschreibt beispielsweise einen Serum-Grenzwert von 250 ng/ml bezogen auf

Covid-19 Patienten (94), welcher in dieser Studie als Limit verwendet wurde.
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Aul3er der ,Trauma Kontrolle“ zeigt keine Gruppe im Mittel erhdhte a-Defensin
Werte. Hier ist auch die ,Endo Kontrolle“ Giber den Infektions-Gruppen gelegen
und die Signifikanzen beziehen sich auf die hoher gelegenen Kontrollen. Die
Gruppen ,Endoprotheseninfekt® und ,Aseptisch“ zeigen mit den Kontrollgruppen

die hochsten Konzentrationen.
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Abbildung 13: Box-Plots: a-Defensin-Konzentrationen fur die Feineinteilung des Patientenkollektivs

Fur PCT liegt laut internem Labor der BGU Tibingen ab einer Konzentration
von 100 pg/ml eine Infektion vor. In der Literatur findet man jedoch auch
weitaus hohere Grenzwerte von beispielsweise Oussalah et al. tiber 0,75 ng/ml
=750 pg/ml (95).
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Betrachtet man die PCT-Konzentrationen (Abbildung 14), fallt auf, dass nur Teile
einiger Gruppen den Grenzwert von 100 pg/ml tGberschreiten und vor allem die
~-Weichteildefekte/-infekte®, ,chronischen Osteomyelitiden® und ,septische
Arthrodesen® im Vergleich mit den anderen Gruppen geringere Konzentrationen
aufweisen. Die ,Trauma Kontrolle® zeigt hier wieder keinen signifikanten
Unterschied (ns; nicht dargestellt) und die ,Endo Kontrolle“ liegt im Schnitt
oberhalb der Konzentrationen der Infektionspatienten. Nur die Gruppen
~Weichteildefekt/-infekt” und ,septische Arthrodese” sind signifikant, jedoch unter

der ,Endo Kontrolle® gelegen.
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Abbildung 14: Box-Plots: PCT-Konzentrationen fir die Feineinteilung des Patientenkollektivs
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3.2.2 Zwischenfazit und neue Einteilung

Da die Gruppen teilweise sehr klein sind, wurde sich fir eine neue Einteilung
entschieden, um aussagekréftigere statistische Analysen durchfihren zu
konnen. Die Gruppe ,Weichteildefekte/-infekte® wurde nicht verandert,
.mplantat-“ und ,Endoprotheseninfekte® wurden zu einer Gruppe
zusammengefasst. Die Gruppen ,chronische Osteomyelitis®, ,Infekt-
Pseudarthrose® und ,septische Arthrodese® wurden zusammengefasst zur

Gruppe ,Restliche“ (Rest).

Weiterhin wurde die Gruppe ,Aseptisch“ aufgeteilt. Diese bestand aus sechs
Trauma-Patienten, bei denen trotz initialem Verdacht kein Keim nachgewiesen
werden konnte, sowie elf Patienten mit (Pseud-)Arthrosen, ebenfalls ohne
bestétigte Infektion. Letztere wurden auch in die Gruppe ,Restliche” eingefiigt.
Die sechs Trauma-Patienten wiesen alle nach drei Monaten keine Komplikation
auf (kein Grad der Clavien-Dindo Klassifikation), weshalb sie zur ,Trauma
Kontrolle* hinzugenommen wurden. Die neue Einteilung ist in Abbildung 15

dargestellt.

Weichteildefekt/
-infekt; 75

. Implantat/-
Restliche; 37 Endoprothesen-
infekt; 39

N =222

Abbildung 15: Kuchendiagramm zur neuen Einteilung des gesamten Patientenkollektivs
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3.2.3 Ergebnisse nach neuer Einteilung

Im Folgenden sind die Box-Plots der jeweiligen Marker entsprechend den neuen
Gruppen dargestellt. Abbildung 16 zeigt fir die CRP-Werte keine Signifikanzen
fur die ,Trauma Kontrolle® verglichen mit Infektionspatienten (ns; nicht
dargestellt), wohingegen die ,Endo Kontrolle* mit vier Sternen (p < 0,0001) immer
noch die grofdte Signifikanz verglichen mit der Gruppe ,Weichteildefekt/-infekt*
zeigt. Auch die Gruppen ,Implantat-/Endoprotheseninfekt” und ,Restliche” haben
signifikant héhere Konzentrationen als die ,Endo Kontrolle“. Aul3er Letzterer sind
alle Gruppen im Mittel Gber dem Grenzwert von 5 mg/l gelegen. Es fallt zudem
auf, dass die ,Endo Kontrolle” auch signifikant niedriger konzentriert ist als die
,Trauma Kontrolle (p < 0,0001).

-— *
150 . wwkn ek Endo Ktrl.
1004 = " 1. *
T T -
= 40 I
S—
[=))
E # Trauma Kitrl. N =34
e * Endo Kirl. N =28
o
14 20- WTI = Weichteildefekt/-infekt N =64
(& IEI = Implantat-/Endoprotheseninfekt N =30
Rest = Restliche N =37
5
0_
Trauma Endo WTI IEI Rest
Ktrl. Ktrl.

Abbildung 16: Box-Plots: CRP-Konzentrationen fiir die neue Einteilung des Patientenkollektivs
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Fur die normalverteilten Leukozyten fand erneut der parametrische One-Way
ANOVA F-Test Anwendung. Wie in der vorherigen Einteilung schon ersichtlich,
liegen auch nach neuer Einteilung (Abbildung 17) alle Werte im Mittel unter dem
Grenzwert von 10.000/pl. Es liegt nun ein signifikanter Unterschied von zwei
Sternen (p < 0,01) zwischen der ,Endo Kontrolle* und der Gruppe
~Weichteildefekt/-infekt“ vor. Die ,Trauma Kontrolle“ zeigt keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede verglichen mit den Infektions-Gruppen (ns; nicht
dargestellt), jedoch signifikant hohere Konzentrationen (p < 0,05) verglichen mit

der ,Endo Kontrolle®.
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Abbildung 17: Box-Plots: Leukozyten-Konzentrationen fur die neue Einteilung des
Patientenkollektivs
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Die Box-Plots zu den durch ELISA ermittelten Konzentrationen von AZU1
(Abbildung 18) zeigen, dass nur die ,Endo Kontrolle® im Mittelwert unter dem
Grenzwert von 15 ng/ml gelegen ist und diese deutliche Signifikanzen zu allen
drei Infektions-Gruppen zeigt. Hingegen zeigt die ,Trauma Kontrolle® erneut
erhohte Werte und keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zu den
Gruppen mit Infektion (ns; nicht dargestellt). Ahnlich zu CRP (Abbildung 16) ist
die ,Trauma Kontrolle“ deutlich héher konzentriert als die ,Endo Kontrolle® (p <
0,0001).
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Abbildung 18: Box-Plots: AZU1-Konzentrationen fir die neue Einteilung des Patientenkollektivs
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Abbildung 19 zeigt die Messwertverteilung von a-Defensin. Es féllt auf, dass nur
die ,Trauma Kontrolle“ im oberen Quartii den Grenzwert von 250 ng/mi
Uberschreitet und diese nun auch signifikante Konzentrationsunterschiede (#-
Symbol) zu allen drei Infektions-Gruppen aufweist. Letztere zeigen jedoch
signifikant niedrigere Konzentrationen. Ahnlich stellt es sich fur die ,Endo
Kontrolle* dar, welche zwar gro3tenteils unter dem Grenzwert, aber dennoch
signifikant hoher liegt, verglichen mit der Gruppe ,Weichteildefekt/-infekt* (p <
0,01) und der Gruppe ,Restliche” (p < 0,001).
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Abbildung 19: Box-Plots: a-Defensin-Konzentrationen fur die neue Einteilung des
Patientenkollektivs
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PCT (Abbildung 20) uberschreitet nur mit Teilen der Gruppen der ,Endo
Kontrolle®, ,Implantat-/Endoprotheseninfekt und ,Restliche” den Grenzwert von
100 pg/ml. Die ,Trauma Kontrolle“ liegt in etwa auf Hohe der Gruppe
,Weichteildefekt/-infekt” und zeigt keine Signifikanzen (ns; nicht dargestellt). Die
,Endo Kontrolle® ist signifikant hoher konzentriert als die Gruppen
~Weichteildefekt/-infekt“ (p < 0,05) und ,Restliche” (p <0,01) .
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Abbilduna 20: Box-Plots: PCT-Konzentrationen fir die neue Einteiluna des Patientenkollektivs
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3.2.3.1 ROC-Analysen

Eine ROC-Analyse mit Darstellung der zugehorigen ROC-Kurve wurde fur die
beiden Kontrollen aufgrund der unterschiedlichen Verhaltensweisen getrennt
durchgefthrt. In Tabelle 8 und Abbildung 21 sind die Messwerte aller Marker der
»Trauma Kontrolle“ denen der gesamten Infektionskohorte (ohne Unterteilungen)

gegenubergestellt.

Tabelle 8: ROC-Analyse: ,Trauma Ktrl.“vs. Infektionskohorte

Marker AUC Youden- Cut-off Sensiti- Spezi-
(95 % CI) Index vitdt % fitat %

CRP 0,5685 24,77 <275 33,59 91,18  0,2192
(0,4664-0,6706) mg/l

Leukozyten | 0,5519 16,95 <755 53,06 63,89 0,3352
(0,4503-0,6535) *1000/pl

AZU1 0,5971 23,08 <18,43 31,65 91,43 0,0761
(0,5000-0,6942) ng/mi

a-Defensin | 0,7711 42,23 <118,0 58,02 84,21  0,0001
(0,6918-0,8504) ng/ml

PCT 0,5471 33,80 <4584 36,92 96,88  0,4096
(0,4548-0,6395) pg/ml

Die Cut-offs fur diesen Gruppenvergleich zeigen, dass Werte, die unter (<) der
,Trauma Kontrolle“ und dem Cut-off liegen, eine Infektion anzeigen. Das spiegelt
die hohen Konzentrationen der Box-Plots fur die ,Trauma Kontrolle“ bei allen
Markern aul3er PCT wider. a-Defensin zeigt mit 58,02 % (84,21 %) die grofdte
Sensitivitat (Spezifitat) und gré3te AUC von 0,7711 bei einem Cut-off von < 118

ng/ml.

AZU1 liefert die zweitbeste AUC von 0,5971 bei einer Sensitivitat (Spezifitat) von
31,65 % (91,43 %) und einem Cut-off von < 18,43 ng/ml.

CRP, Leukozyten und PCT haben &hnliche AUCs, wobei die Leukozyten nach a-
Defensin die zweithdchste Sensitivitat (53,06 %) aufweisen. Die grof3te Spezifitat
hingegen zeigt PCT mit 96,88 %.
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Die dazugehorige ROC-Kurve (Abbildung 21) zeigt fur a-Defensin (blau) die
entsprechend hochste Kurve mit groRtem Bereich unterhalb der Kurve. CRP

(rot), Leukozyten (gelb) und AZU1 (schwarz) zeigen entsprechend der Analyse
ahnliche Kurvenverlaufe.

ROC-Kurve: ,, Trauma Kitrl.“ vs. Infektionskohorte
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Abbildung 21: ROC-Kurve: ,Trauma Kitrl.“ vs. Infektionskohorte

Tabelle 9 zeigt die ROC-Analyse, in der die ,Endo Kontrolle* der gesamten
Infektionskohorte gegenubergestellt wurde. Fir CRP, Leukozyten und AZU1
zeigen Werte Uber (>) dem Cut-off eine Infektion an. Fir a-Defensin und PCT

weisen, wie im Vergleich zur ,Trauma Kontrolle“, weiterhin niedrigere Werte auf

eine Infektion hin.

Im Vergleich zur vorherigen Gegenuberstellung zur ,Trauma Kontrolle® zeigen
sich insbesondere fur CRP und AZU1 bessere Werte. Fur CRP liegt die AUC bei
0,7758 bei einer Sensitivitat von 54,2 % und einer Spezifitat von 100 %. AZU1
weist eine ahnliche AUC von 0,7897 bei einer Sensitivitdt von 73,38 % und einer
Spezifitat von 83,33 % auf.
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Tabelle 9: ROC-Analyse: ,Endo Kitrl.“ vs. Infektionskohorte

AUC Youden- Cut-off Sensiti- Spezi-
(0,7020-0,8495) mg/|

Leukozyten 0,6409 27,08 > 565 81,63 4545  0,0115
(0,5326-0,7492) *1000/ul

AzUL L.TEeT 5671  >1600 7338 8333  <0,0001
(0,7209-0,8585) ng/ml

a-Defensin | 0,7123 56,71 <111,9 54,96 87,5 0,0002
(0,6297-0,7949) ng/ml

PCT 0,6559 43,08 <6338 43,08 100  0,0079
(0,5735-0,7383) pg/ml

Der zugehorige Graph (Abbildung 22) zeigt entsprechend fir AZU1 (schwarz)
und CRP (rot) die am héchsten gelegenen Kurven. Fir die Leukozyten (gelb), a-

Defensin (blau) und PCT (griin) sind die Kurven deutlich niedriger gelegen.
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Abbildung 22: ROC-Kurve: ,Endo Ktrl.“ vs. Infektionskohorte
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Da sowohl fur CRP und AZU1 der signifikanteste Konzentrationsunterschied
zwischen der ,Endo Kontrolle“ und der Gruppe ,Implantat-/Endoprotheseninfekt*
beobachtet wurde, wurde eine weitere ROC-Analyse fir diese beiden Gruppen
durchgefuhrt (Tabelle 10).

Tabelle 10: ROC-Analyse: ,Endo Ktrl." vs. ,Implantat-/Endoprotheseninfekt"

Marker AUC Youden- Cut-off Sensiti- Spezi-
(95 % CI) Index vitat %  fitat %

CRP 0,7851 56,67 > 8,05 56,67 100 0,0002
(0,6658-0,9044) mg/l

Leukozyten @ 0,6454 34,64 > 5,70 89,19 45,45 0,0368
(0,5132-0,7775) *1000/ul

AZU1 0,8000 63,34 >30,55 66,67 96,67  <0,0001
(0,6842-0,9158) ng/mi

a-Defensin | 0,6602 40,63 <108,3 53,13 87,5 0,0277
(0,5218-0,7985) ng/mi

PCT 0,5520 30,30 <63,38 30,3 100 0,4785
(0,4027-0,7013) pg/mi

Vergleicht man die Werte mit der Gegenuberstellung der ,Endo Kontrolle® mit
dem gesamten Infektionspool (Tabelle 9, Abbildung 22) hat CRP nun eine AUC
von 0,7851 (vorher 0,7758) bei einer Sensitivitat von 56,67 % und einer Spezifitat
von 100 % welche zuvor bei 54,2 % und 100 % lagen. Der mittels Youden-Index

berechnete ideale Cut-off von > 8,05 mg/l bleibt unverandert.

Fur die Leukozyten ist nur eine minimale Verbesserung der AUC zu verzeichnen
(von 0,6409 auf 0,6454). Die Hauptverbesserung erfuhr die Sensitivitat, die von
81,63 % auf 89,19 % anstieg. Die Spezifitat blieb bei 45,45 %.

AZU1 hingegen zeigt fur die AUC und Spezifitat eine deutliche Verbesserung.
Die AUC stieg von 0,7897 auf 0,8, die Spezifitdt von 83,33 % auf 96,67 %.
Lediglich die Sensitivitat fiel von 73,38 % auf 66,67 %. Der Cut-off ist von > 16
ng/ml auf > 30,55 ng/ml gestiegen.
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Die AUCs von a-Defensin und PCT sind hingegen gefallen, bei a-Defensin von
0,7123 auf 0,6602 und bei PCT von 0,6559 auf 0,5520. Ebenso verringerte sich
die Sensitivitat fur beide Marker (vor/nach: a-Defensin 54,96 %/53,13 %; PCT
43,08 %/30,3 %), die Spezifitat blieb gleich. Nachfolgend sind die zugehorigen
ROC-Kurven abgebildet.

ROC-Kurve: ,Endo Ktrl.“ vs. ,,IEI“
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Abbildung 23: ROC-Kurve: ,Endo Ktrl.“ vs. ,Implantat-/Endoprotheseninfekt”
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3.2.4 Analyse nach Keimnachweis

Innerhalb der Infektionskohorte zeigten nicht alle Patienten einen positiven
Keimnachweis, vor allem die Gruppe ,Restliche” hatte Uiber die Halfte keinen oder
einen negativen Abstrich (vgl. Abbildung 24). Deshalb wurde sich dazu
entschieden, basierend auf dem Abstrichergebnis eine weitere Analyse
durchzufuhren. Das folgende Kuchendiagramm zeigt die Verteilung der
Abstrichergebnisse fur die jeweiligen Gruppen (Abbildung 24). Aufgrund zu
kleiner Fallzahlen wurden nicht vorhandene und negative Abstriche

zusammengefasst (neg/kein) und den positiven (pos) gegenubergestellt.

Weichteildefekt/-infekt
neg/kein; 19

Restliche
neg/kein; 20

= |
N =151 Implantat-/Endoprothesen-

infekt neg/kein; 8

Abbildung 24: Kuchendiagramm zum Keimnachweis der Infektionspatienten
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Abbildung 25 zeigt die entsprechenden Box-Plots fiir die Konzentrationen von
CRP und Leukozyten. Fur beide Marker zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten ohne bzw. nicht vorhandenem und Patienten
mit positivem Keimnachweis. CRP zeigt im Trend jedoch bei allen Infektions-
Gruppen eine hohere Konzentration bei positivem Keimnachweis. Betrachtet
man die ,Endo Kontrolle® in Relation zu den Infektionspatienten, zeigen sich vor
allem zu den Gruppen mit positivem Keimnachweis verstarkte Signifikanzen. Hier
fallt zudem wieder die signifikant héhere CRP-Konzentration der ,Trauma

Kontrolle® auf.
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Abbildung 25: Box-Plots: Analyse nach Keimnachweis flir CRP und Leukozyten

Bei den Leukozyten ist kaum ein Unterschied erkennbar. Bei der Anwendung des
parametrischen F-Tests konnten die Signifikanzen der keimpositiven
,Weichteildefekte/-infekte“ und ,Implantat-/Endoprotheseninfekte* zur ,Endo

Kontrolle fur die normalverteilten Leukozyten erhdht werden (blaue Sterne).
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In Abbildung 26 finden sich die entsprechenden Graphen fir AZU1 und a-
Defensin. Fur AZU1 lasst sich ahnlich wie bei CRP ein deutlicher Trend eines
Anstiegs bei Keimbesiedlung erkennen. Lediglich die Gruppe ,Restliche hat mit
positivem Abstrich im Mittel leicht niedrigere AZU1-Konzentrationen. In Relation
zur ,Endo Kontrolle® zeigen @hnlich wie fir CRP vor allem keimpositive Gruppen

signifikant héhere Konzentrationen.
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Abbildung 26: Box-Plots: Analyse nach Keimnachweis flir AZU1 und a-Defensin

Die Konzentrationen von a-Defensin zeigen bei positivem Abstrich keine
signifikanten Erh6hungen innerhalb der Gruppen und nur die ,Trauma Kontrolle*
Uberschreitet im oberen Quartil den Grenzwert von 250 ng/ml. Innerhalb der
,Weichteildefekte/-infekte“ und ,Implantat-/Endoprotheseninfekte” ist jedoch ein
Trend zum Anstieg von a-Defensin bei Keimvorliegen erkennbar. Auffallend sind
erneut die Signifikanzen zur ,Trauma Kontrolle® (#-Symbol), da diese hoher

konzentriert ist.
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In Abbildung 27 ist das Ergebnis fur PCT dargestellt, wo sich zu keiner
Kontrollgruppe signifikante Unterschiede zeigen. Die ,Endo Kontrolle® zeigt ohne
signifikantes Ausmal3, anders als fur CRP und AZU1, hohere Konzentrationen

als die , Trauma Kontrolle®.

Innerhalb der Gruppe der ,Weichteildefekte/-infekte* steigt die PCT-
Konzentration bei positivem Keimnachweis insignifikant an, in den anderen
Gruppen ist ein nicht signifikanter Trend eines Konzentrationsabfalls zu
erkennen. Auffallig ist, dass nur die Patienten mit ,Implantat-
/Endoprotheseninfekt” ohne bzw. mit negativem Keimnachweis im Mittelwert den
Grenzwert von 100 pg/ml Uberschreiten, gefolgt von der ,Endo Kontrolle®, die der

Grenze danach am nachsten ist.
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Abbildung 27: Box-Plots: Analyse nach Keimnachweis fir PCT
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3.2.5 Analyse nach OP-Zeitpunkt

Da es abhangig vom Zeitpunkt der Einwilligung in die Studie Unterschiede in den
Zeitpunkten der Probengewinnung gibt, wurde ferner eine Analyse nach dem
Einfluss des Operationszeitpunktes (Blutentnahme pra- oder postoperativ) auf
die verschiedenen Marker durchgefuhrt. Da die CRP- und Leukozyten-Werte
jeweils vom Tag der stationdren Aufnahme (= praoperativ) stammen und
unabhéngig von der Studie im Rahmen der Routine-Blutentnahme generiert
wurden, ist die Analyse nur fur die ELISA-Ergebnisse von AZU1, a-Defensin und
PCT sinnvoll. Laut Auswertung der Datenbank variiert der Zeitpunkt der
Blutentnahme nach Operation (OP) zwischen null und 17 Tagen. Im Schnitt fand
die Blutentnahme fir den Grof3teil jedoch ein bis drei Tage nach Eingriff statt
(Mittelwert 3, Standardabweichung 3). Lediglich fir die ,Endo Kontrolle® ist es
gelungen, immer praoperativ fir die Studie aufzuklaren und entsprechende
Proben zu gewinnen. Der Grof3teil der Infektionspatienten konnte hingegen erst

postoperativ eingebunden werden (vgl. Anzahl (N) ,nach® in Abbildung 28).

Fur AZU1 ist in den Gruppen ,Trauma Kontrolle®, ,Weichteildefekt/-infekt* und
,Implantat-/Endoprotheseninfekt* ein Trend eines postoperativen
Konzentrationsabfalles zu verzeichnen, welcher nach statistischer Analyse
jedoch nicht signifikant ist. Man beachte in dem Zusammenhang die jeweils
kleineren, praoperativen Gruppen. Nur die Gruppe ,Restliche® zeigt keine grol3e

Veranderung abhangig vom Zeitpunkt der Operation.
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Abbildung 28: Box-Plots: Analyse nach OP-Zeitpunkt fur AZU1
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Die a-Defensin-Konzentrationen (Abbildung 29) hingegen scheinen in allen
Gruppen postoperativ anzusteigen, jedoch auch hier wieder ohne statistische
Signifikanz. Weiterhin liegen bis auf die ,Trauma Kontrolle® alle Gruppen
insgesamt unter dem Grenzwert von 250 ng/ml.
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Abbildung 29: Box-Plots: Analyse nach OP-Zeitpunkt fir a-Defensin

Abbildung 30 zeigt den entsprechenden Graphen fur PCT, wo sich wieder fur alle

Gruppen der Trend eines nicht signifikanten,  postoperativen
Konzentrationsanstiegs zeigt.
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Abbildung 30: Box-Plots: Analyse nach OP-Zeitpunkt fur PCT
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3.2.5.1 ROC-Analyse ,,Endo Kontrolle* vs. ,,Implantat-
/Endoprotheseninfekte* (praoperativ)

Da AZU1 als einziger Marker nach Operation einen Abfall in der interessantesten
Gruppe der ,Implantat-/Endoprotheseninfekte zeigt, wurde ferner eine ROC-
Analyse durchgefiihrt, die die ,Endo Kontrolle* (= praoperative Werte) dieser
Gruppe gegenuberstellt. Hier wurden jedoch fur Letztere ebenfalls nur die
praoperativen Werte verwendet, um zwei moglichst passende und homogenere
Gruppen zu vergleichen. Die nachfolgende Tabelle zeigt die entsprechenden

Ergebnisse der ROC-Analyse.

Tabelle 11: ROC-Analyse: Prdoperative ,Endo Kirl.“ vs. ,Implantat-/Endoprotheseninfekte” (nur
préoperative Werte)

Marker AUC Youden- Cut-off Sensiti- Spezi-
(95 % CI) Index vitdt %  fitat %

CRP 0,8482 66,67 > 8,3 66,67 100 0,0082
(0,6602-1,000) mg/l

Leukozyten | 0,6231 29,92 > 5,45 87,50 42,42 0,2850
(0,4017-0,8445) *1000/pl

AZU1 0,9000 85,56 >31,63 88,89 96,67 0,0003
(0,7282-1,000) ng/ml

a-Defensin | 0,8185 68,55 <92,20 | 75,00 93,55 0,0060
(0,6131-1,000) ng/ml

PCT 0,6466 52,16 <69,34 50,00 89,66 0,2097
(0,3423-0,9508) pg/mli

Vergleicht man die Werte nun mit der vorherigen ROC-Analyse, wo alle Patienten

mit ,Implantat-/Endoprotheseninfekt® unabhangig vom Zeitpunkt der
Blutentnahme (pré- oder postoperativ) der ,Endo Kontrolle* gegentbergestellt
wurden (Tabelle 10), zeigt sich eine Verbesserung fur fast alle Marker. Die AUC
von CRP steigt von 0,7851 auf 0,8482, die Sensitivitat klettert von 56,67 % auf
66,67 %, die Spezifitdt bleibt bei 100 %. Die AUC der Leukozyten sinkt von
0,6454 auf 0,6231. Auch die Sensitivitat (Spezifitat) fallt leicht ab, von 89,19 %

(45,45 %) auf 87,5 % (42,42 %).
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Fur AZU1 sieht die Verbesserung wie folgt aus: Die AUC betragt nun 0,9 (vorher
0,8) bei einem Anstieg der Sensitivitat (Spezifitat) auf 88,89 % (96,67 %) von
vorherigen 66,67 % (96,34 %).

a-Defensin hat eine AUC von 0,8185, die zuvor noch bei 0,6602 lag. Die
Sensitivitat und Spezifitat betrugen vorher 53,13 % und 87,5 % und stiegen in
der neuen Analyse auf 75 % und 93,55 %.

Auf 0,6466 stieg die AUC von PCT von vorherigen 0,5520. Die Sensitivitat stieg
von 30,3 % auf 50 %, wobei die Spezifitat von 100 % auf 89,66 % sank.

Entsprechend zeigt Abbildung 31 die zugehérigen ROC-Kurven. Man erkennt
deutlich die beste Kurve fur AZUl (schwarz), gefolgt von CRP (rot) und a-
Defensin (blau). Die Kurven der Leukozyten (gelb) und PCT (grin) zeigen
entsprechend der ROC-Analyse die kleinsten Flachen unter den Kurven. Man
beachte fur a-Defensin jedoch, dass die Analyse einen Cut-off von < 92,20 ng/ml
vorschlagt und somit erniedrigte Werte eine Infektion anzeigen wirden. Bei der
vorherigen Analyse (Tabelle 10: ROC-Analyse: ,Endo Kitrl." vs. ,Implantat-
/Endoprotheseninfekt”) lag der Cut-off fur diesen Marker noch bei < 108,3 ng/ml.

Weiterhin darf die Anzahl der praoperativen Probanden (N = 9) nicht ungeachtet
bleiben.

ROC-Kurve: ,,Endo Kirl.“ vs. ,,IEI“ praoperativ

1007 [ ~ CRP
° 80 // ‘ Leukozyten
2 60 g — AZU1
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O o oo 8 1o0 Endoktl N = 33
Implantat-/Endoprotheseninfekt
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Abbildung 31: ROC-Kurve: ,Endo Kitrl.“ vs. ,Implantat-/Endoprotheseninfekt" praoperativ
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3.2.6 Bivariate Korrelationsanalyse (JMP)

Zur Betrachtung der Korrelationen der einzelnen Marker innerhalb der Gruppen
(nach neuer Einteilung), wurde die nicht-parametrische Korrelationsanalyse nach
Spearman (JMP) angewandt. Innerhalb der Gruppe ,Weichteildefekt/-infekt* (s.
Anhang, Abbildung 35: Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman fir die
Gruppe ,Weichteildefekt/-infekt") wurde eine signifikant positive Korrelation
zwischen den Werten fur a-Defensin und den Werten fur Leukozyten, AZU1 und
PCT beobachtet. CRP und Leukozyten sind ebenfalls signifikant positiv korreliert,
ebenso in der Gruppe ,Implantat-/Endoprotheseninfekt® (s. Anhang, Abbildung
36: Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman fir die Gruppe ,Implantat-
/Endoprotheseninfekt”). In Letzterer fallt zudem eine signifikant negative

Korrelation von PCT zu den Werten von CRP, den Leukozyten und AZU1 auf.

Die Gruppe ,Restliche® zeigt ein signifikant positiv korrelierendes Verhalten
zwischen a-Defensin zu AZU1 und PCT (s. Anhang, Abbildung 37: Bivariate
Korrelationsanalyse nach Spearman fir die Gruppe ,Restliche").

Innerhalb der ,Trauma Kontrolle (s. Anhang, Abbildung 38: Bivariate
Korrelationsanalyse nach Spearman fur die Gruppe ,Trauma Kontrolle") ist AZU1
zu CRP, Leukozyten und a-Defensin signifikant positiv korreliert, PCT korreliert
hingegen zu Leukozyten und AZU1 signifikant negativ.

Die Werte der a-Defensin-Konzentrationen zeigen in der ,Endo Kontrolle® (s.
Anhang, Abbildung 39: Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman fiur die

Gruppe ,Endo Kontrolle") eine signifikant positive Korrelation zu AZU1.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hat einige Erkenntnisse Uber die in der
Infektionsdiagnostik verwendeten Marker sowie generell die Methodik der
zugrundeliegenden Studie hervorgebracht. In dem nachfolgenden Abschnitt
werden die Ergebnisse bezogen auf den aktuellen wissenschaftlichen

Kenntnisstand diskutiert.

4.1 Studienpopulation

Im Rahmen der AIQNET/KIKS-Studie wurden Patienten aus einem breiten
orthopadisch-unfallchirurgischen Spektrum rekrutiert. Aufgrund der prazisen
Fragestellung nach der Wertigkeit verschiedener Infektionsmarker, wurden durch
die AIQNET/KIKS-Studie miterhobenen Variablen, wie beispielsweise die
Medikation und Komorbiditaten, durch die vorliegende Arbeit nicht analysiert.
Dies bildet jedoch eine Basis fur zukinftige Arbeiten und weiterfihrende

Untersuchungen.

Der Pool der Infektionspatienten stellte die heterogenste Gruppe dar (vgl.
Abschnitt 3.1.1 Infektionskohorte). Da es sich speziell bei AZU1 jedoch um einen
vergleichsweise neuen und unerforschten Biomarker handelt, lieferte diese
Heterogenitat gute Erkenntnisse dariber, in welchen Gruppen bzw. bei welchen
Grunderkrankungen das Protein diagnostisches Potenzial aufweist. Aufgrund der
GroRRe der gesamten Studienpopulation von 222 Probanden, die Uber einen
Zeitraum von zwei Jahren rekrutiert wurden, und der Existenz von teils sehr
kleinen Untergruppen, gestaltete sich die umfassende Beriicksichtigung aller
Faktoren im Rahmen dieser Arbeit als herausfordernd. Verglichen mit anderen
Studien werden Uberbegriffe wie ,Surgical Site Infection“ und ,Prosthetic Joint
Infection® ebenso verwendet, um heterogene Gruppen unter einem
Gesichtspunkt zusammenzufassen, wobei oft ebenfalls zahlreiche Subtypen
(beispielsweise chronisch/akut) unbertcksichtigt bleiben (96, 97). In Anbetracht
der Heterogenitdt des vorliegenden Pools wurden verschiedene Analysen

durchgefuhrt. Bereits die erste Darstellung der Kleingruppen, welche nach
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zugrundeliegendem Krankheitsbild eingeteilt wurden, zeigte fur alle Marker teils
grol3e Konzentrationsunterschiede (vgl. Abschnitt 3.2.1 Darstellung nach
Feineinteilung des Patientenkollektivs), was einen weiteren Ansatz fur konkretere
Studien bietet.

4.2 Zeitpunkt der Studienaufnahme

Da die Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Abweichungen in
Krankheitsprogression, Therapiezeitpunkt, Operationszeitpunkt) in die Studie
eingeschlossen wurden, wurde auch eine Analyse nach dem Zeitpunkt der
Operation durchgefiihrt (vgl. 3.2.5 Analyse nach OP-Zeitpunkt). Es zeigten sich
zwar keine signifikanten Unterschiede zwischen préa- und postoperativen
Blutproben, jedoch war bei a-Defensin und PCT ein Trend eines postoperativen
Konzentrationsanstiegs zu verzeichnen. AZU1 hingegen zeigte postoperativ
niedrigere Werte, sowohl fur die ,Trauma Kontrolle” als auch fur den Pool der
Infektionspatienten. Da vor allem die Patienten mit Wund-, Implantat- und
Endoprotheseninfektionen chirurgischen Revisionen (2, 32, 34, 98) unterzogen
werden, ist ein Rickgang infektionsauslésender Faktoren und somit eine
Reduktion der Immunantwort zu erwarten. Da sowohl a-Defensin als auch AZU1
von Neutrophilen ausgeschittet werden, bedarf die Klarung dieser Umsténde
weiterer Nachforschung und Testung. Fir beide Marker finden sich keine Studien
(Stand 10/2023), die diese Fragestellung untersuchen. In den Analysen nach
dem Zeitpunkt der Operation sowie nach Keimnachweis zeigten sich nicht
signifikante Trends. Die Nicht-Signifikanz ist vermutlich groR3tenteils auf die
begrenzte GroRRe der Untergruppen zurtickzufiihren, da die ohnehin nicht grof3en
Gruppen weiter unterteilt wurden (praoperativ vs. postoperativ; Keimnachweis
negativ/nicht vorhanden vs. positiv). Mit gro3eren Kohorten kann moglicherweise
ein signifikanterer postoperativer Abfall der AZU1-Konzentration nachgewiesen

werden, um nur ein Beispiel zu nennen.
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4.3 Einfluss der pathogenen Keime

Die Analyse nach dem Vorliegen eines positiven Keimabstriches (vgl. Abschnitt
3.2.4 Analyse nach Keimnachweis) ergab zwar keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der Gruppen, dennoch waren fur CRP, Leukozyten, AZU1 und a-
Defensin vor allem in den relevanteren Gruppen ,Weichteildefekt/-infekt* und
,Implantat-/Endoprotheseninfekt‘ hdhere Konzentrationen bei Keimnachweis zu
beobachten. Fur PCT traf dieser Trend nur auf die Gruppe ,Weichteildefekt/-
infekt® zu. Da ein Abstrich auch falsch negativ ausfallen kann und vor allem
oberflachliche Abstriche eine geringe Sensitivitat und Spezifitdt aufweisen (99),
ist es wichtig, bei Infektionsverdacht weitere diagnostische MalRnahmen zu

ergreifen, um eine zuverlassige Diagnose zu stellen.

Zahlreiche Studien belegen, dass es durch bakterielle Reize zur vermehrten
Ausschiuttung von CRP (100, 101), Leukozyten (58), AZU1 (102), a-Defensin (59)
und PCT (52) kommt. Je nach Art eines bakteriellen Reizes und Erregertypes
kommt es zu einer unterschiedlich starken Ausschittung von AZU1l aus
Neutrophilen (103). Gleichfalls zeigen CRP und PCT abhéngig vom Erreger
unterschiedliche Konzentrationsanstiege (2, 52). Aufgrund des Umfangs weiterer
notwendiger Analysen konnte die differenzierte Untersuchung der Pathogene in
dieser Arbeit nicht umgesetzt werden, stellt jedoch einen weiteren mdglichen

Ansatz fir zukinftige Studien dar.

Eine ROC-Analyse der vorliegenden Daten, in der nur die keimnegative ,Endo
Kontrolle* allen Patienten mit nachgewiesener Infektion, sprich positivem
Abstrich, gegenibergestellt wurde, wurde im Rahmen eines wissenschaftlichen
Papers in Kooperation mit Hemmann et al. durchgefihrt (104). Auch hier konnte
fur alle Marker eine deutliche Verbesserung der AUCs und somit der
diagnostischen Wertigkeit erreicht werden, was eine Korrelation der
Serummarker mit einer Bakteriamie unterstreicht. Den gréf3ten Anstieg
verzeichnete die AUC (Sensitivitat/Spezifitat) von AZU1, welche von 0,79 (73,4
%/83,3 %) auf 0,81 (76,1 %/83,3 %) stieg (104). Dies impliziert eine hohe Potenz
des Proteins in Bezug auf die Diagnostik von Infektionen.
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Das Verhalten der beschriebenen Biomarker in Reaktion auf bakterielle
Stimulation zeigt die Komplexitdt der Immunantwort auf Infektionen und
verdeutlicht die Bedeutung der sorgféaltigen Auswertung dieser Parameter bei der
Diagnose und Uberwachung von bakteriellen Infektionen. Sie gewahren
Einblicke in den individuellen Gesundheitszustand des Patienten und fungieren
als maRRgebliches Hilfsmittel fir den behandelnden Arzt, wenn es darum geht,

eine mal3geschneiderte Therapieentscheidung zu treffen.

4.4 Vergleich von Testverfahren und deren Praktikabilitat

Im Folgenden werden bekannte diagnostische Verfahren bei Verdacht auf eine
Infektion sowie bisherige Erkenntnisse Uber die untersuchten Infektionsmarker
und deren Eignung als Diagnosetool diskutiert. Die Ergebnisse der vorliegenden

Studie werden basierend auf diesem Kenntnisstand ausfihrlich erortert.

4.4.1 Infektionsdiagnostik bei Verdacht auf postoperative
Wundinfektion

In Analogie zur allgemeinen Diagnostik konzentriert sich die postoperative
Infektionsdiagnostik primar auf klinische Befunde und Laboranalysen sowie
gegebenenfalls auf bildgebenden Verfahren (2). Infolge einer Infektion
manifestieren sich die konventionellen Entziindungszeichen, wobei eine prazise
klinische Untersuchung und Analyse der Symptome nach wie vor von hdchster

Relevanz in der frihpostoperativen Infektionsdiagnostik sind (2, 12).

Zur Diagnosesicherung werden die Infektionsparameter CRP und die
Leukozytenzahl herangezogen, obwohl beide Marker keine Spezifitat fur eine
frihpostoperative Wundinfektion aufzeigen, da erhdhte Werte auch bei
nichtentzuindlichen Komplikationen auftreten kénnen (2). Im Fall des CRPs wird
sogar direkt postoperativ dartber diskutiert, inwiefern es als Indikator fur das

Ausmal des intraoperativen Gewebeschadens dienen kann (2, 105).
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Bei klinischen oder laborchemischen Infektionsanzeichen wird sich zusatzlich
invasiver Diagnostik und bildgebender Verfahren, wie beispielsweise Sonografie,
Kernspintomografie, sowie erganzend einer mikrobiologischen Diagnostik
bedient (2, 106).

Fur eine mikrobiologische Diagnose werden Gewebeproben des betroffenen
Gebietes mikroskopiert und standardmafiig 10 bis 14 Tage inkubiert (2). Bei
Verdacht auf ungewohnliche Keime kdnnen zudem spezielle Kulturmedien mit
verlangerter Inkubation eingesetzt werden (2, 107). Die Probengewinnung ist
jedoch oft fehlerbehaftet, beispielsweise haben oberflachliche Abstriche von
chronischen Wunden oft keinen diagnostischen Nutzen (67, 99). Der Nachweis
von Nukleinsauren (Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR (polymerase chain
reaction)) ist bislang lediglich fur eine begrenzte Anzahl seltener Pathogene von

Knochen- und Gelenksinfektionen etabliert (2, 67).

4.4.2 Infektionsdiagnostik bei Verdacht auf eine periprothetische
Infektion

Verfahren der Wahl bei einem Verdacht auf eine Infektion einer
Totalendoprothese stellt Stand jetzt (10/2023) immer noch die Anamnese,
klinische Untersuchung, Bildgebung, Blutentnahme wund bei erhdhten
serologischen Markern in der Folge die Punktion des betroffenen Gelenkes dar
(28). Da die Bestimmung serologischer Marker eine breite Verfiigbarkeit, hohe
Sensitivitat und geringe Kosten mit sich bringt, stellt dies ein wichtiges und
geeignetes Tool in der Diagnostik dar (28). Es ist von Bedeutung, darauf
hinzuweisen, dass Marker fur Entzindungen bei manchen Patienten mit
Begleiterkrankungen oft unspezifisch héher konzentriert sind (28, 108). Daraus
ergibt sich die Notwendigkeit, prazisere Marker zu finden, die auch bei

beispielsweise multimorbiden Patienten zuverlassige Informationen liefern.

Da man bei Patienten mit periprothetischen Infektionen Antirheumatika
perioperativ absetzt, kommt es zu einem erhéhten Infektionsrisiko sowie
erschwerter Interpretation herkdmmlicher Biomarker (31). Moglicherweise erklart

dieser Hintergrund, warum die ,Endo Kontrolle“ dieser Arbeit teils hohere a-
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Defensin- und PCT-Konzentrationen als die Infektionspatienten aufwies. Eine
umfassende Evaluierung der Medikation samtlicher Studienteilnehmer ist
aufgrund des Umfangs der entsprechenden Analyse und der davon
abweichenden Fragestellung nicht erfolgt, jedoch konnten kiinftige Arbeiten
gezielt eine detaillierte Bewertung der Arzneimitteltherapie aller Probanden als

integralen Bestandteil ihrer Analyse berucksichtigen.

Mittels Gelenkpunktion ist die Untersuchung synovialer Biomarker und auch eine
genaue Bestimmung des Keimes mdglich (28, 109). Die Hinzunahme der Serum-
und Synovialanalysen zu den klinischen Befunden kann bei der Diagnose einer
periprothetischen Infektion helfen (28). Punktate sind jedoch aufwéndig und
liefern frihestens nach acht Stunden ein Ergebnis (109).

Eine Alternative stellt der Synovasure Schnelltest dar, welcher hingegen weniger
zuverlassig als laborbasierte Immunoassays und zudem sehr teuer ist (109). Es
handelt sich hierbei um ein Lateral-Flow-Testkit fir Endoprotheseninfektionen,

welches a-Defensin intraoperativ in Synovialflissigkeit nachweist (24, 110).

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis einer Entziindung oder Infektion ist der
Leukozytenesterase-Test  (24). Dieser  Urinteststreifen  zeigt  durch
Wechselwirkung eines Farbstoffes mit der Leukozytenesterase die vorhandenen
Leukozyten an (111). Die wesentlichen Vorzige dieses Testverfahrens umfassen
die leichte Beschaffung, wirtschaftliche Zuganglichkeit, rasche
Ergebnismitteilung und hohe diagnostische Genauigkeit (24, 112).

Das metagenomische Next-Generation-Sequencing (mNGS) rickte jlungst
ebenfalls in das Interesse bei der Diagnose einer periprothetischen
Gelenkinfektion (25, 113). Es handelt sich um ein neuartiges Diagnosetool, das
es ermdglicht, kostengiinstig mikrobielle DNA aus einer Synovialprobe, welche
zuvor durch Punktion gewonnen wurde, zu sequenzieren (113, 114). In einem
Zeitraum von 24 bis 48 Stunden ist so ein Erregernachweis maoglich, was im
Vergleich mit klassischen Mikrobenkulturen einen zeitlichen Vorteil darstellt
(113). Die 2022 von Tan et al. durchgefiihrte Metaanalyse lieferte eine hohe
Genauigkeit (Sensitivitat 93 %, Spezifitdt 95 %) fiur die mNGS bei der Diagnose
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einer periprothetischen Infektion, besonders bei kulturnegativen Fallen (25).
Gerade Letztere stellen eine diagnostische Herausforderung dar (114). Dennoch
darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass eine Punktion weiteren
Behandlungsaufwand und eine gewisse Invasivitat mit sich bringt, weshalb man

idealerweise in der Zukunft darauf verzichten konnen sollte.

Zur Infektionsdiagnostik bei Totalendoprothesen kénnen weiterhin bildgebende
Verfahren wie Rontgenaufnahmen, Computertomographie,
Magnetresonanztomographie oder Ultraschall hinzugezogen werden (28, 115).
Diese liefern zwar keine direkten Nachweise einer Infektion, kénnen Chirurgen

jedoch als Orientierungshilfe dienen (115).

4.4.1 CRP als diagnhostischer Infektionsmarker

Das hochkonservierte  Plasmaprotein CRP ist an  systemischen
Entziindungsreaktionen beteiligt, weshalb es innerhalb von sechs Stunden nach
Verletzung oder Infektion zu einer gesteigerten Synthese kommt (2, 53). Nach
chirurgischer Intervention werden die Hochstwerte in der Regel innerhalb von 48
bis 72 Stunden erreicht und nehmen dann mit einer Halbwertszeit von 24 bis 48
Stunden ab (2, 116). Bei Vorliegen von Infektionen kénnen die Konzentrationen
ohne angemessene Therapie fur mehrere Tage bis Wochen erhoht bleiben (2,
53). Da das Protein Teil eines dynamischen und kontinuierlichen
inflammatorischen Prozesses ist, kann eine einzelne CRP-Messung besonders
bei niedrigen Konzentrationen zu falschen Ergebnissen fiihren (55). So kann eine
adaquate Behandlung verzogert werden (55). Durch eine zweite CRP-
Bestimmung kann eine Fehlinterpretation hinsichtlich der Schwere der Infektion
jedoch unwahrscheinlicher gemacht werden (101). Weiterhin ist bekannt, dass
CRP-Anstiege abhangig von der Erregerart und dem Krankheitsverlauf variieren
(2). Laut den hier durchgefiihrten ROC-Analysen handelt es sich bei CRP zwar
um einen geeigneten Marker fur Infektionen, jedoch zweitplatziert nach AZU1.
Auch die Analyse nach Keimnachweis (Abbildung 25: Box-Plots: Analyse nach
Keimnachweis fir CRP und Leukozyten) ergab konsistent erhohte CRP-
Konzentrationen bei den Infektions-Gruppen, die einen positiven Abstrich

aufwiesen.
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Bei der Erstuntersuchung von Patienten mit Infektionsverdacht kénnen die
kostengunstigen Serummarker einen wertvollen Beitrag leisten und sollten im
Kontext anderer diagnostischer Verfahren und klinischer Befunde interpretiert
werden (108). CRP-Messungen kénnen zudem zur Uberwachung und Steuerung
des Krankheitsverlaufes und der Therapie genutzt werden (53, 117). Weiterhin
ist eine Korrelation zwischen der Serumkonzentration und der synovialen CRP-
Konzentration bekannt (118), was bei Verdacht auf eine periprothetische
Infektion eine wichtige Erkenntnis darstellt. Dennoch sind erhdhte Werte meist
unspezifisch, weil das CRP einen systemischen Marker darstellt (108, 119).
Insbesondere chronische periprothetische Infektionen, welche durch Pathogene
mit geringer Virulenz verursacht werden, stellen somit eine diagnostische
Herausforderung dar, da CRP-Anstiege oft erst auftreten, wenn sich bereits
Biofilme auf der Prothesen- oder Implantatoberflache gebildet haben (108, 120,
121).

Auch kann es bis zu 60 Tage nach Ersteingriff zu falsch positiven Ergebnissen
kommen, da die CRP-Werte durch den operationsbedingten Weichteilschaden
erhoht bleiben kénnen (108). Aufgrund dessen ist umgekehrt folglich auch der
diagnostische Wert bei beispielsweise akuten Infektionen einschrankt (108). Vor
dem Hintergrund wird der Nutzen von CRP in diesem Kontext wiederholt
diskutiert (119-121), woraus sich der Bedarf an spezifischeren Markern ableiten
l&sst.

Neue Ansatze bestehen darin, die Dynamik des CRPs im Verlauf einer Infektion
zu nutzen, um die Geschwindigkeit der Konzentrationserhéhung zu messen und
so spezifischere Aussagen Uber das Infektionsgeschehen treffen zu kénnen (55,
100, 122, 123).
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4.4.1 Leukozyten als diagnostischer Infektionsmarker

Das Verhalten der Leukozyten lieferte in der vorliegenden Arbeit ein mafiges
Ergebnis, da alle Gruppen grundsatzlich unterhalb des Grenzwertes von
10.000/ul lagen (vgl. Abbildung 11). Da die Leukozyten in verschiedene Subtypen
unterteilt sind (58), stellen sie einen deutlich unspezifischeren Marker dar. Die
hier durchgefihrten ROC-Analysen zur diagnostischen Wertigkeit bestatigen
diese Aussage. Die Gesamtzahl der Leukozyten liefert nur begrenzte
Informationen zum Gesundheitszustand des Patienten (124). Um ein
umfassendes Bild zu erhalten, ist ein Differentialblutbild mit Betrachtung der
Leukozyten-Unterformen entscheidend, welches sich im Verlauf von Infektionen
verdndern kann (124). Eine Differenzierung der Leukozyten geht zwar mit
erhohten Laborkosten einher, ist fur eine qualitative Bewertung und
Unterscheidung zwischen gut- und bo6sartiger Leukozytose jedoch oft
unerlasslich (125, 126).

4.4.1.1 Die Rolle der Neutrophilen

Da die Leukozyten als Gesamtgruppe flr die vorliegende Arbeit einen weniger
spezifischen Marker darstellte, wird im Folgenden die Rolle der neutrophilen
Granulozyten besprochen, die unter anderem AZU1 (69) und a-Defensin (59)
ausschiutten. Diese Subgruppe der Neutrophilen fungiert als initiale Abwehrkraft
gegen Bakterien und Pilze und hilft simultan bei der Abwehr von Parasiten und
Viren (127). Neutrophile werden als hochkomplexe Zellen betrachtet, die eine
Fulle spezialisierter Funktionen aufweisen und als Schllsselakteure der
angeborenen Immunantwort eine Vielzahl von Prozessen beeinflussen kénnen
(127, 128). Dazu zéhlen akute Verletzungen und Regenerationsprozesse, die
Kontrolle von Krebserkrankungen, das Management von Autoimmunitat sowie

die Regulierung chronischer Entziindungsvorgange (127, 129-131).
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Die nachfolgende Abbildung 32 (127) zeigt das Verhalten von Neutrophilen bei

Infektion und Entzindung.

» Direction of blood flow

Neutrophil

o Rolling 9 Slowing 6 Adhesion

(via tethers/slings)

Endothelium
l—/\c

Interstitium

o Transmigration

e Exocytosis/ROS
release; proteases

Abbildung 32: Schematische Darstellung von Neutrophilen bei Infektion und Entziindung (127)

Als Reaktion auf einen inflammatorischen oder infektiosen Zustand prasentieren
im Blut zirkulierende Neutrophile Oberflachenmolekile, die ihre Interaktion mit
dem Endothel erleichtern (Schritt 1 in Abbildung 32). Nach der Anheftung an
Endothelzellen wird in Schritt 2 der Rollprozess durch Verlangerung eines
Integrins und die Ausbildung von Schlingen verlangsamt (127). Vermittelt durch
Adhasionsmolekile, inklusive B2-Integrine, kommt es dann zur festen Adhasion
(Schritt 3) des Neutrophilen an das aktivierte Endothel (127). Die in Schritt 4
dargestellte Transmigration durch das Endothel und die Basalmembran erfordert
die Mobilisierung intrazellularer Vesikel (127). Im interstitiellen Raum bewegen
sich die Neutrophilen anschlieRend entlang chemotaktischer Gradienten, welche
durch Moleklle von Pathogenen oder Entziindungsmediatoren erzeugt werden
(127). Die Zellen besitzen diverse Abwehrmechanismen, darunter die
Internalisation von Erregern zur intrazellul&ren Abtétung und die Freisetzung von
Proteasen und reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS), welche die mikrobizide
Funktion der Neutrophilen verstarken (Schritt 5) (127). Auch werden Neutrophil
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Extracellular Traps (NETs) ausgebildet (Schritt 6), die aus Chromatin und
sekretorischen Mediatoren bestehen und dazu dienen, Bakterien einzufangen
(127, 130). Wahrend einer Infektion setzen die Neutrophile dann Mediatoren, wie
beispielsweise AZU1 und a-Defensin, frei (Schritt 5), die die nachfolgende
Immunantwort beeinflussen, indem sie die Funktion adaptiver Immunzellen
modulieren (57, 58, 127). Diese Mediatoren stellen folglich deutlich spezifischere

Marker als Leukozyten im Allgemeinen dar.

4.4.1 AZU1 als diagnostischer Infektionsmarker

Die Annahme, dass AZU1 ein frih-pradiktiver und spezifischer Infektionsmarker
ist, beruht darauf, dass es von wandernden Neutrophilen als Reaktion auf
bakterielle Reize schnell ausgeschuttet wird, da es bereits vorproduziert in
sekretorischen Vesikeln vorliegt (69). Eine Korrelation zwischen septischen
Infektionszustanden und der Serumkonzentration von AZU1 wurde bereits unter
anderem durch Zhou et al. (2019) nachgewiesen, da septische Patienten im
Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe signifikant hohere Konzentrationen
aufwiesen (68).

Auch die vorliegenden Ergebnisse stlitzen die These, dass AZU1 mit Infektionen
zu korrelieren scheint. Verglichen mit der ,Endo Kontrolle* zeigte die gesamte
Infektionskohorte signifikant hohere Konzentrationen (vgl. Abbildung 18: Box-
Plots: AZU1-Konzentrationen fir die neue Einteilung des Patientenkollektivs).
Zudem zeigten die Box-Plots von AZU1 ein dhnliches Erscheinungsbild zu denen
der CRP-Konzentrationen (vgl. Abbildung 16: Box-Plots: CRP-Konzentrationen
fur die neue Einteilung des Patientenkollektivs), jedoch lagen fir AZU1 noch
signifikantere Konzentrationsunterschiede vor. Betrachtet man die Feineinteilung
der Patienten, zeigte sich zudem die Gruppe mit ,Endoprotheseninfekt‘ neben
der ,Trauma Kontrolle“ fir AZU1 als signifikanteste Gruppe (vgl. Abbildung 12:
Box-Plots: AZU1-Konzentrationen fur die Feineinteilung des Patientenkollektivs).

Die Analyse nach Keimvorliegen (vgl. Abbildung 26: Box-Plots: Analyse nach
Keimnachweis fur AZU1 wund a-Defensin) ergab zudem, dass die

Konzentrationen von AZU1 zwischen der ,Endo Kontrolle® und allen
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keimpositiven Gruppen deutlich héhere Signifikanzen aufwiesen, als es bei CRP
der Fall war. Vor allem in den relevanten Gruppen ,Weichteildefekte/-infekte“ (p
< 0,001) und ,Implantat-/Endoprotheseninfekte (p < 0,0001) mit je positivem
Abstrich waren die Unterschiede am signifikantesten, trotz der teils geringen
GruppengrofRen. Laut durchgefihrten ROC-Analysen (vgl. Abschnitt 3.2.3.1
ROC-Analysen) stellte AZU1 ferner einen spezifischeren Marker als das
bekannte CRP dar.

Angesichts der erheblich kostenglinstigeren und zeitsparenden Moglichkeit zur
Bestimmung der AZU1-Konzentrationen in Routine-Blutproben im Vergleich zu
der aufwendigeren Analyse der beispielsweise a-Defensin-Konzentrationen in
Synovialpunktaten durch externe Labore, kénnte die Integration der AZU1-
Bestimmung bei Verdacht auf eine periprothetische Infektion mdglicherweise
zukunftige Punktionen ersetzen und somit signifikante Kosteneinsparungen
ermdglichen. Auch kann die Kombination der Bestimmung von AZU1l mit
herkdbmmlichen Markern unter Umstanden spezifischere Aussagen zum
Infektionsgeschehen zulassen als beispielsweise die alleinige Betrachtung der

CRP- und Leukozyten-Konzentrationen.

Erganzend zu der Analyse der Konzentrationen im Serum kann AZU1 auch im
Urin untersucht werden, hier zeigten sich beispielsweise bei Vorliegen von
Harnwegsinfektionen bei Kindern erhohte Werte (132). Neben der
Sepsisthematik finden sich weiterhin erste Studien, die erhdohte AZUl-
Serumkonzentrationen beispielsweise bei Patienten mit Pneumonie (133),
Atemversagen nach Trauma (134), Influenza-Infektion (135), Covid-19-Infektion
(136), akuter Leptospirose (137), nosokomialer Meningitis (138), akuter
Pankreatitis (139) oder Verbrennungen (140) nachgewiesen haben. Alle
Krankheitsformen basieren auf entziindlichen bzw. infektiosen Vorgédngen, was
das Potential des Markers hinsichtlich der allgemeinen Infektionsdiagnostik
weiter betont. Dennoch ist die Forschung zu AZU1 in Bezug auf verschiedene
Krankheitsformen verglichen mit anderen Biomarkern noch vergleichsweise
begrenzt. In Zusammenhang mit friilhen Infektionsstadien finden sich Stand jetzt
(11/2023) keine konkreten Studien. Auch in dem Bereich der Orthopadie und
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Unfallchirurgie stellt unsere vorliegende Arbeit am Siegfried-Weller-Institut

(Hemmann, Kloppenburg et al. (2024) eine wegweisende Pionierleistung dar.

4.4.2 a-Defensin als diagnostischer Infektionsmarker

Die Infektionskohorte wies verglichen mit den Kontrollgruppen niedrigere a-
Defensin-Konzentrationen auf (vgl. Abschnitt 3.2.1 Darstellung nach
Feineinteilung des Patientenkollektivs). Laut ROC-Analyse wurden somit
erniedrigte Werte (vgl. z.B. Cut-off < 111,9 ng/ml (Tabelle 9: ROC-Analyse: ,Endo
Ktrl.“ vs. Infektionskohorte)) als Indikator fur eine Infektion interpretiert. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die im Serum zirkulierende Menge des Peptids nicht
der in der Synovialflissigkeit und somit dem Ort der Infektion entspricht. Folglich
hat sich gezeigt, dass a-Defensin als Serummarker fur Infektionen in der
vorliegenden Arbeit weniger geeignet ist, obwohl es in Synovialpunktaten
deutlich bessere Resultate liefert (62). Laut Tajima et al. ist die Bestimmung der
Serum-a-Defensin-Konzentrationen auch bei Verdacht auf Arthritis ohne
Aussagekraft, wohingegen die synovialen Konzentrationen der Patienten mit

bestétigter infektioser Arthritis deutlich erhdéht waren (141).

Alternativ zum ELISA findet zum a-Defensin-Nachweis in Synovialfllissigkeit der
in Abschnitt 4.4.2 bereits erwéhnte Synovasure Schnelltest Anwendung. Die
durch Suen et al. 2018 durchgefiihrte Metaanalyse legte jedoch dar, dass dieser
Test dem laborbasierten Immunoassay fur a-Defensin in Sensitivitat und
Spezifitat unterlegen ist und man sich nicht allein auf den intraoperativ
durchgefiihrten Schnelltest verlassen sollte (142). Aufgrund des bestehenden
Risikos von falsch negativen Ergebnissen sollen Patienten mit Verdacht auf eine
periprothetische Infektion deshalb gemafR MSIS-Kriterien auch bei negativem
Synovasure Test wie Patienten mit nachgewiesener Infektion behandelt werden
(142).

Laut Literaturrecherche (Stand 11/2023) ist weiterhin kein standardisierter
serologischer Grenzwert bei Infektionsverdacht fir a-Defensin festgelegt, da die
Konzentrationsbestimmung vornehmlich bei Verdacht auf eine periprothetische

Infektion in Synovialflissigkeit bestimmt wird (109, 115).
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4.4.3 PCT als diagnostischer Infektionsmarker

PCT zeigte in dieser Arbeit ein teils gegensatzliches Verhalten zu CRP,
Leukozyten und AZU1l. Vor allem die ,Endo Kontrolle® war erhoht und die
,Trauma Kontrolle“ befand sich auf dem Niveau der Infektionskohorte. Laut
WeilRgerber (2017) steigt der serologische PCT-Wert zwei Stunden nach
Infektion zwar deutlich an, normalisiert sich aber unter adaquater Behandlung
innerhalb von drei Tagen (67). Verglichen mit CRP, welches innerhalb von sechs
Stunden ansteigt, handelt es sich um einen deutlich friher nachweisbaren
Marker, der unter Therapie auch schneller wieder abféllt (2, 53, 67). Da PCT
folglich einen sehr sensiblen Marker darstellt und starken interindividuellen
Schwankungen unterliegt (51), ist er fur die vorliegende Kohorte als ungeeignet
zu bewerten. Die Heterogenitéat und die teils grof3en Unterschiede im Zeitpunkt
der Blutentnahme sowie die Nichtbeachtung der Medikation und Komorbiditaten
lassen keine Aussagen uber die PCT-Konzentrationen zu. Laut Zulauf et al. kann
von der absoluten PCT-Konzentration nicht auf die Schwere einer Infektion
geschlossen werden (51). Dem genannten Paper zufolge hat PCT bei lokal
begrenzten Infektionen zudem nur eine geringe Aussagekraft (51). Aktuelle
Studien belegen weiterhin, dass der Entzindungsparameter PCT je nach
Erregertyp unterschiedlich reagieren kann (52, 95). Da die genaue Betrachtung
der Art der Erreger nicht der Fragestellung dieser Arbeit entspricht (s. Abschnitt
5 Limitationen), lasst sich basierend auf den vorliegenden Ergebnissen auch
hierzu keine Aussage treffen. Dennoch bestatigen die Ergebnisse der hier

durchgefuhrten Analysen die Sensibilitat des Markers.
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4.5 Einfluss des akuten Frakturereignisses in der ,,Trauma
Kontrolle*

Die Ergebnisse zeigten, dass die ,Trauma Kontrolle® fur alle Marker, mit
Ausnahme von PCT, héhere Konzentrationen verglichen mit der ,Endo Kontrolle*
aufwies. Dabei war das Konzentrationsniveau eher mit dem der
Infektionspatienten vergleichbar. Da die Patienten in der Regel mit einem akuten
Frakturereignis die Klinik aufsuchen und zeitnah operiert werden, liegt offenbar
ein Zusammenhang zwischen den erhéhten Werten und dem Frakturereignis vor,

der im Folgenden diskutiert wird.

Fir CRP ist bereits bekannt, dass es innerhalb von 24 Stunden nach
traumatischer Fraktur deutlich ansteigt (143). Im Verlauf der Wundheilung fallt
der Spiegel dann allmahlich wieder ab (143). Weitere Studien zeigen, dass
erhbhte CRP-Werte mit einem hoheren Risiko, eine Fraktur zu erleiden,
einhergehen (144, 145).

Bei der Heilung von Knochenbrichen wird davon ausgegangen, dass
entzindliche Vorgange, die der Knochenbildung und dem Knochenumbau
vorausgehen, eine wesentliche Rolle spielen (146). Hier findet sich die Erklarung,
dass die Leukozyten der ,Trauma Kontrolle® als Immunzellen ebenfalls erhéht

waren.

Eine Fraktur geht je nach Schweregrad und ursachlicher Gewalteinwirkung mit
Weichteilschaden und Hamatombildung durch Ruptur umgebender Gefalie
einher (146-148). Neutrophile werden bei Gewebsverletzung als erste Zellen des
Immunsystems freigesetzt (149, 150), wodurch die hohen AZU1- und a-Defensin-
Konzentrationen der ,Trauma Kontrolle“ erklart werden kdnnen. Auch entspricht
die laut Korrelationsanalyse (vgl. Abschnitt 3.2.6 Bivariate Korrelationsanalyse)
signifikant positive Korrelation von AZU1 zu CRP und Leukozyten innerhalb
dieser Gruppe den genannten Erkenntnissen. Abbildung 33 (149)
veranschaulicht, dass es bereits innerhalb der ersten Stunde nach

Gewebsverletzung zur Mobilisierung von Neutrophilen kommt.
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Abbildung 33: Zeitdiagramm: Beteiligte Immunzellen nach Gewebeschadigung (149)

Zu a-Defensin-Konzentrationen im Zusammenhang mit reinen Frakturen gibt es
aktuell (10/2023) keine Literatur, jedoch konnten Kumar et al. erhéhte Werte bei
Patienten mit frakturbedingter Infektion nachweisen (151). Da es wie AZU1 von
aktivierten Neutrophilen ausgeschuttet wird (59), ist ebenfalls ein kausaler
Zusammenhang mit der Fraktur und einhergehendem Weichteilschaden
denkbar. Entsprechend zeigte a-Defensin in der vorliegenden Arbeit innerhalb
der ,Trauma Kontrolle“ erh6hte Werte und eine signifikant positive Korrelation zu

AZU1 (vgl. Abschnitt 3.2.6 Bivariate Korrelationsanalyse).

Studien zur PCT-Bestimmung im Kontext mit traumatischen Frakturen beziehen
sich ebenfalls auf die Diagnostik dadurch bedingter Infektionen und nicht auf das
Ereignis an sich (152-155). Die PCT-Produktion wird bei Infektion in nicht-
thyroidalem Gewebe ausgel6st, woraufhin es zum Anstieg des Serumspiegels

kommt (46, 66). Folglich fehlt ein direkter Zusammenhang mit Frakturen.
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5 Limitationen

Die Rekrutierung einer Vielzahl von Patienten wahrend der Covid-19-Pandemie
gestaltete sich erschwert und zeitaufwandig. Zusatzlich wiesen die
Infektionspatienten oft lange Liegedauern auf (die langste Aufenthaltsdauer
eines Probanden dieser Studie betrug 110 Tage). Diese Umstande schrankten

den Zufluss neuer Patienten stark ein.

Die insgesamt sehr heterogene Infektionskohorte erschwerte es, allgemeine
Aussagen zu treffen. Aufgrund der manchmal sehr unterschiedlichen
Grunderkrankungen ergaben sich zu kleine Untergruppen mit teils unter zehn
Probanden, was fur statistische Analysen zu klein ist. Die Zusammenlegung der
Gruppen ging mit dem Kompromiss einher, nur grobe Krankheitsrichtungen

abbilden zu kdnnen.

Eine weitere Limitation stellt der Zeitpunkt der Studienaufnahme der Probanden
dar. Die vorliegende Infektionskohorte kommt oft bereits mit einer Komplikation
und ist nicht das erste Mal in stationdrer Behandlung. Folglich fehlt die
Information zum Therapiezeitpunkt: Liegt eine initiale Erkrankung vor oder finden
Revisionseingriffe statt? Die vorliegende Arbeit bildet somit nur einen Zeitpunkt
im Krankheitsverlauf der Patienten ab, der je nach Proband aufgrund der

Heterogenitat des Pools sehr unterschiedlich ausfallen wird.

Weiterhin gibt es Differenzen im Zeitpunkt der Blutentnahme. Fir die CRP- und
Leukozyten-Werte wurde jeweils das erste Blutbild herangezogen, das bei der
stationaren Aufnahme erstellt wurde. Hingegen stammen die Proben fir die
ELISAs von einem spéateren Zeitpunkt, da zunachst tUber die Studie aufgeklart
und eine Einwilligung eingeholt werden musste. Bedauerlicherweise konnte dies

teilweise erst postoperativ erfolgen.
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Die Erfassung der Komplikationen anhand der Clavien-Dindo Klassifikation ist
ebenfalls als Limitation anzusehen, da diese die Komplikationen nur nach
bendtigter Therapie einteilt und die Art der Komplikation nicht mit abgebildet wird.
Auch wurde nur der Verlauf ab Studienaufnahme bertcksichtigt, nicht ab
Krankheitsbeginn. Insbesondere fur Patienten mit wiederkehrenden
Komplikationen bei Infektionen scheint diese Einteilung nur bedingt Sinn zu
ergeben. In dieser Studie wurde bei der Auswahl der Kontrollpatienten darauf
geachtet, dass keine Klassifikation nach Clavien-Dindo vorlag.

Bei der Durchsicht der mikrobiologischen Befunde der Infektionspatienten, wurde
sich entschieden, nur zwischen positivem und negativem oder nicht
vorhandenem Befund zu unterscheiden. Eine Differenzierung nach Keim oder
Zeitpunkt des Abstrichs war aufgrund der Patientenzahl (zu kleine Untergruppen)

nicht moglich und hatte den Rahmen dieser Arbeit Gberschritten.

Weiterhin findet sich nur wenig Literatur zur Bestimmung der a-Defensin-
Konzentrationen im Blut (Stand 11/2023), da der Biomarker vornehmlich in
Synovialflissigkeit bestimmt wird. Daher gibt es auch keinen allgemein
festgelegten oder standardisierten serologischen Grenzwert zur Diagnose von
Infektionen, was die Interpretation dieses Markers zuséatzlich eingeschrankt. Es
wurde sich in dieser Arbeit lediglich auf einen von Shrivastave et al.
beschriebenen Serum-Grenzwert von 250 ng/ml im Kontext mit Covid-19
Patienten (94) bezogen.

Aufgrund der Summe der Limitationen sind keine Aussagen zur Validierung von
AZUL1 als neuen Marker mdglich. Es sind konkrete Studien mit homogeneren und

gréReren Kohorten notig.
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6 Ausblick

Da der chirurgische Eingriff in der Abteilung der septischen Unfallchirurgie fir
eine adaquate Therapie meistens essenziell ist, ist eine umfangreiche Kenntnis
uber mogliche postoperative Komplikationen im Sinne von Infektionen von grof3er
Bedeutung, um diese bestenfalls zu vermeiden. Dennoch kommt es immer
wieder zu Komplikationen, wie beispielsweise postoperativen Wundinfektionen
oder Infektionen von Implantaten oder Prothesen. Um eine friihere Diagnose
stellen zu kdnnen und im gleichen Zuge die diagnostische Sicherheit zu erhdhen,
sollten neue Testverfahren weiter untersucht und nach erfolgreicher
Qualifizierung zu den Routine-Untersuchungen hinzugeftuigt werden. Durch
frihere Diagnose und frihen Therapiebeginn kann das Behandlungsziel so

schneller und erfolgreicher erreicht werden.

Weiterhin sollten Risikofaktoren berticksichtigt werden, welche die Gefahr einer
Komplikationsentstehung erhdéhen. Dazu zahlen beispielsweise eine
Mangelerndhrung (156-159), Diabetes (157, 160-162), Rauchen (163-165) oder
das Alter mit einhergehender Zunahme von Komorbiditaten (159, 166).

6.1 Einbeziehung von AZU1 in Folgestudien

Um den zeitlichen Verlauf von AZU1-Konzentrationen umfassend zu erfassen,
ist eine Langzeitstudie erforderlich. Mit einer solchen Studie kdnnten
Erkenntnisse Uber den genauen Zeitpunkt der Ausschittung, den Abbau sowie
den Einfluss verschiedener Faktoren, wie beispielsweise der Medikation oder
einer Operation, gewonnen werden. Es erfordert eine weitere Datenerfassung
mit weiteren Follow-Ups, die gegebenenfalls in Nachuntersuchungen integriert
und mit weiteren Blutuntersuchungen kombiniert werden kbnnen. So kdnnte auch

der Verlauf der Erkrankung und die Therapie mit abgebildet werden.

Weiterhin hat sich AZU1 vor allem in der Gruppe der Implantat- und
Endoprotheseninfektionen als moglicher diagnostischer Infektionsmarker

bewiesen, da sich im Vergleich mit der nicht-infektiosen ,Endo Kontrolle®
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signifikant hohere Werte fanden. Auch die Patienten aus der Abteilung der
Traumatologie zeigten erhéhte Konzentrationen von AZU1, was nicht nur eine
weitere Erkenntnis ist, sondern auch einen zusétzlichen Ansatz fir zukinftige
Studien bietet.

6.2 Schlussfolgerungen fir den klinischen-Alltag

Unter Hinzunahme der Bestimmung von AZUl im Rahmen der Routine-
Blutentnahme kann die diagnostische Sicherheit womadglich erhdéht werden.
Weiterhin konnten auf diese Weise Kosten und personelle Ressourcen
eingespart werden, die durch beispielsweise eine Gelenkpunktion bei Verdacht
auf eine periprothetische Infektion anfallen. Da eine initiale Blutentnahme in der
Regel bei Aufnahme auf Station erfolgt, konnte zudem die Zeit von der Diagnose
bis zur Behandlung verkirzt werden. Bei elektiven stationaren Aufnahmen
konnte weiterhin tGber die praoperative Aufklarung und der damit verbundenen
Blutentnahme bereits die passende Behandlung vor dem stationdren Aufenthalt

evaluiert werden.

90



7 Zusammenfassung

Postoperative (Wund-)Infektionen gehen mit negativen Folgen fir die Patienten
(2, 10, 12), den Behandler (10, 12) und die Wirtschaft (9, 10) einher. Eine frihe
Diagnose und Behandlung sind folglich von hoher Relevanz.

Uber einen Zeitraum von zwei Jahren wurden fir die gegenwartige Arbeit
insgesamt 222 Probanden aus verschiedenen Abteilungen im Rahmen der
AIQNET/KIKS-Studie rekrutiert. Aufgrund der konkreten Fragestellung wurden
Variablen, wie beispielweise die Medikation der Probanden, bei der Analyse und
Auswertung nicht miteingeschlossen. In dieser klinisch-experimentellen Arbeit
wurden die bekannten Marker, CRP, Leukozyten, a-Defensin und PCT, sowie ein
neuer Marker, AZU1, in Bezug auf die Diagnostik von Infektionen mittels ELISA
untersucht. Die Laboranalysen ergaben Unterschiede zwischen den

verschiedenen Patientengruppen sowie den untersuchten Markern.

Der Zeitpunkt der Studienaufnahme in Bezug auf die Operation sowie das
Vorhandensein von Keimen wurde analysiert. Es zeigten sich jedoch keine

signifikanten Unterschiede, sondern nur Trends innerhalb der Gruppen.

Die einzelnen Marker wurden reevaluiert sowie verschiedene diagnostische
Verfahren und deren Praktikabilitat diskutiert. Die Bestimmung serologischer
Marker bleibt ein wichtiges Tool in der Diagnostik, auch wenn sie bei Patienten
mit Komorbiditaten unspezifisch sein kdénnen (28). Dennoch kann durch
Hinzunahme anderer Testungen oder Marker die diagnostische Sicherheit

maoglicherweise erhdht werden.

Die Fragestellung nach der diagnostischen Genauigkeit von AZU1l konnte
dahingehend beantwortet werden, dass vor allem bei Patienten mit Implantat-
oder Endoprotheseninfektionen sowie bei Patienten mit Fraktur ein signifikanter
Konzentrationsanstieg nachgewiesen werden konnte wund somit die
Grundvoraussetzung eines Biomarkers gegeben ist. Die Signifikanzen tGbertrafen

die der CRP-Konzentrationen. AZU1l zeigte insbesondere bei keimpositiven
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Patienten erhohte Werte und stellte laut ROC-Analysen zudem den geeignetsten

Infektionsmarker dar.

Die Kontrollgruppe aus der Abteilung der Traumatologie sollte eigentlich den
Infektionspatienten gegenubergestellt werden. Dieser Vergleich zeigte sich
jedoch als ungeeignet, da eine Fraktur ebenfalls einen Konzentrationsanstieg zu
bewirken scheint. Auch dies sind neu gewonnene Erkenntnisse fur
weiterfihrende Studien und vertiefende Analysen. Weiterhin zeigte AZU1 eine
statistisch signifikante Korrelation zu CRP im Pool der ,Trauma Kontrolle®, was
die Relevanz als potenziellen neuen Marker betont. Dennoch sind weitere
Untersuchungen notwendig, um das Verhalten von AZU1 im Krankheitsverlauf
und in grof3eren Kohorten weiter zu analysieren und den Biomarker so zu

validieren.

Betrachtet man die durchgefihrten ROC-Analysen zur diagnostischen
Aussagekraft bezogen auf Infektionen, haben sich die Leukozyten als
unspezifischen Marker erwiesen, da sie eine Gruppe von verschiedenen
Zelltypen abbilden. CRP lieferte nach AZU1 die zweitbesten Ergebnisse und
bestétigte die Korrelation mit inflammatorischen Vorgdngen sowie die
diagnostische Potenz, obgleich sein Nutzen in Bezug auf periprothetische
Infektionen fortgehend diskutiert wird (108).

a-Defensin zeigte verglichen mit der Infektionskohorte erhdhte Werte in den
Kontrollgruppen, weshalb laut ROC-Analyse erniedrigte Werte eine Infektion
anzeigen wirden. Somit erwies sich a-Defensin als ungeeigneter Serummarker
fur Infektionen, auch wenn er in Synovialpunktaten deutlich bessere Ergebnisse
liefert (62).

PCT zeigte fur die Kontrollpatienten ebenfalls erhohte Werte. Da dieser Marker
starken Schwankungen unterliegt (51) und der vorliegende Pool sich durch
Heterogenitdt und teils groRe Unterschiede im  Zeitpunkt der
Blutprobengewinnung auszeichnet, stellte sich PCT ebenfalls als nicht
geeigneten Infektionsmarker fiir die vorliegende Kohorte dar.
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Insgesamt eroffnete die anfanglich kritisch betrachtete Heterogenitat der
Infektionskohorte dieser Studie die Mdglichkeit, allgemeine Erkenntnisse dariber
zu gewinnen, in welchen Patientenkollektiven AZU1 tatsachlich eine bedeutsame
Rolle spielt. Weiterhin zeigt die vorliegende Arbeit die Komplexitat der
Infektionsdiagnostik und betont die Bedeutung der sorgfaltigen Interpretation von
Serummarkern bei der Diagnose und Uberwachung von Infektionen. AZU1
prasentierte sich als vielversprechender Marker mit grof3em diagnostischem
Potenzial. Dennoch ist weitere Forschung mit grof3eren Kohorten zur Validierung
der Ergebnisse erforderlich, um so in Zukunft verlassliche Mdoglichkeiten der

Diagnostik und Pravention bieten zu kénnen.
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8 Anhang

8.1 Tabellarische Zusammenfassung des gesamten
Patientenkollektivs nach neuer Einteilung (JMP)

Tabelle 12: Tabellarische Zusammenfassung des gesamten Patientenkollektivs (nach neuer Einteilung,

erstellt mit IMP)

Geschlecht
N M

W

Alle

Alter bei Studienaufnahme  Mittelwert

Min.
Max.
Verweildauer Mittelwert
Min.
Manx.
Keimnachweis
Kein
Negativ
Positiv
Alle
CRP [mag/l] Mittelwert
Std -Abw.
Min.
Man.
Leukozyten [*1000/ul] Mittelwert
Std -Abw.
Min.
Mad.
AZUA [ng/ml] Mittelwert
Std -Abw.
Min.
Madx.
a-Defensin [ng/ml] Mittelwert
Std.-Abw.
Min.
Madx.
PCT [pg/ml] Mittelwert
Std.-Abw.
Min.
EYE

Endo
Ktrl.

33

14
19
23

642

oo oo

228
2,21
0,10
7.80
6,61
224
1,00
10,40
11,87
8,01
2,37
36,80
188,31
90,68
69,36
42712
98,55
27,96
64,48
192,29

Trauma
Ktrl.

38
24

14
38

432
22
66

8.4

22

M o =

24,62
27,86
0,20
104,80
8,18
237
3,30
14,50
52 14
39,91
5,31
165,56
309,01
249,71
69,18
971,69
84,06
37,74
22,75
200,44

94

Gruppe:
Weichteil- Implantat-/
defekt Endoprothesen-
l-infekt infekte
75 39
51 18
24 21
75 39
58,5 56,7
18 20
80 T
17.3 17.8
1 4
110 61
10 3
9 5
53 30
72 38
25,00 18,60
26,53 2524
0,00 025
96,50 96,80
8,30 8,05
2,81 271
410 330
17,30 14,70
36,79 4375
30,79 33,25
215 114
124,74 12575
124,05 148,72
80,16 102,19
13,06 18,18
341,54 378,81
78,18 100,52
54 11 69,61
20,04 16,08
250,68 262,57

Rest

37

25
12
37

50,5
20
85

110

45

13

17

13,46
16,28
0,00
58,00
7.19
2,08
2,80
14,40
45,34
38,66
0,25
139,64
116,30
94,36
21,27
428,82
72,96
50,62
20,50
233,01

Alle

222

132
90
222

55,1
18
85

134

110

31
21
100
152

18,43
23,98
0,00
104,80
7.79
259
1,00
17,30
38,50
34,40
0,25
165,56
171.94
151,30
13,06
971,69
85,31
51,66
16,08
262,57
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8.2 Verteilungshistogramme der CRP-, Leukozyten-, AZU1-, a-
Defensin- und PCT-Konzentrationen (JMP)

~ CRP [mg/I] 4 */Leukozyten [*1000/1] 4= AZU1 [ng/ml]

T T
0 50 100 150

T T
0 20 40 60 80 100 0 5 10 15
4 Quantile 4 Quantile 4 Quantile
100.0% Maximum 104,8 100.0% Maximum 17.3 100.0% Maximum 1655572
99.5% 104,8 99.5% 17,079 99.5% 165,1528
97.5% 88,205 97.5% 14,3575 97.5% 127.2448
90.0% 55,82 90.0% 11,36 90.0% 94,28335
75.0% Quartil 26,4 75.0% Quartil 9.3 75.0% Quartil  54,51635
50.0% Median 71 50.0% Median 7.5 50.0% Median 29,02015
25.0% Quartil 1,7 25.0% Quartil 5,925 25.0% Quartil 10,9125
10.0% 0,54 10.0% 4.8 10.0% 5,6409
2.5% 0.2 25% 4,0425 2.5% 2425125
0.5% 0 0.5% 1,153 0.5% 0,27135
0.0%  Minimum 0 0.0%  Minimum 1 0.0%  Minimum 0,249
4 = Statistische Kenngr6Ben 4 [~ Statistische KenngréBen 4 = Statistische KenngréBen
Mittelwert 18,429016 Mittelwert 7,7939815 Mittelwert 38,496564
Std.-Abw. 23,976763 Std.-Abw. 2,5851968 Std.-Abw. 34,402232
Std.-Fehler Mittelwert 1,7258851 Std.-Fehler Mittelwert 0,1759004 Std.-Fehler Mittelwert 2408638
95% Kl oben Mittelwert  21,833145 95% Kl oben Mittelwert 8,1406915 95% Kl oben Mittelwert 43,245721
95% Kl unten Mittelwert 15,024886 95% Kl unten Mittelwert 7,4472715 95% Kl unten Mittelwert 33,747407
N 193 N 216 N 204
Schiefe 1,6726358 Schiefe 0,7646237 Schiefe 1,3280314
Wolbung 2,1470814 Waélbung 0,7926017 Wolbung 1,3216526
~ a-Defensin [ng/ml] 4 = PCT [pg/ml]

PR [ I ———

M — M
0 200 400 600 800 1000 0 50 100 150 200 250

4 Quantile 4 Quantile
100.0% Maximum 971,692 100.0% Maximum 262,565
99.5% 971,39242 99.5% 262,565
97.5% 560,9782 97.5% 234,44782
90.0% 349,303 90.0% 152,625
75.0% Quartil 204,882 75.0% Quartil 107,322
50.0% Median 129,891 50.0% Median 78,2495
25.0% Quartil 72,991 25.0% Quartil 44,931
10.0% 47,5058 10.0% 25,858
2.5% 23,72215 2.5% 20,501
0.5% 13,08185 0.5% 16,076
0.0% Minimum 13,055 0.0% Minimum 16,076
4 = Statistische KenngréBer 4 = Statistische KenngréBen
Mittelwert 171,94247 Mittelwert 85,314198
Std.-Abw. 151,29994 Std.-Abw. 51,664574
Std.-Fehler Mittelwert 10,671875 Std.-Fehler Mittelwert 3,7285695
95% Kl oben Mittelwert  192,9863 95% Kl oben Mittelwert  92,668659
95% Kl unten Mittelwert 150,89864 95% Kl unten Mittelwert 77,959736
N 201 N 192
Schiefe 2,5979463 Schiefe 1,2265478
Woélbung 9,4001536 Woélbung 1,6699777

Abbildung 34: Verteilungshistogramme fir die Konzentrationen von CRP, Leukozyten, AZU1, a-Defensin
und PCT (erstellt mit IMP)
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8.3 Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman (JMP)

8.3.1 Gruppe ,,Weichteildefekt/-infekt*

= Streudiagramm-Matrix

601 crp (mg/

02
08
1,8 -log10{pWert)

40 0,24 0,10 0,05 -0,10 1>
20 5:0
0] 1,0
.
16 T
: 06
e ge Leukozyten 0,09 0,34 005 '
e * % [*1000/1) 04
8 o 1] o
= . 0w 02
4= ¢ . 1 0,0 Korrelation
120 . .
' * "3 to. 02
- L] -
80 e . Tl . AZU1 [ng/m] 021 021 1
. . . g O -0,6
409 .——‘_ .e —-—.‘_ '
g_’ g t‘m‘ . ok
L] L] - _1'0
400 4° g .
Y . - . e o a-Defensin 0.23
200 . - LSS % T U
= A T -
y :‘5 ... o.ﬁ e A® e *
. L] - L] . -
200§ .-P..
e’ . : __— PCT[pg/ml]
100 .t_,, e 2 E 2
R o - u_
. ‘.;0'9 . . '\ Ple e
0 40 80 4 8 16 0 1200 200 400 0 100 200
Nichtparametrisch: Spearmans p
Wahrsch.
Variable mit Variable Spearman p =|p] -8-6-4-20.,2 4 6 8
a-Defensin [ng/ml]  Leukozyten [*1000/1] 03346 0,0053* Lo o
a-Defensin [ng/mll  Azu1 [ng/mil] 0,2348 0,0068*
Leukozyten [*1000/1] CRP [mg/1] 0,2911 0,0206* :
PCT [pg/ml] o-Defensin [ng/ml] 0,2587 0,0407 =
PCT [pg/mi] Leukozyten [*1000/1] 01633  0,1903 :|§ g
a-Defensin [ng/ml]  CRP [mg/1] 0,1354 0,2023 I
Azul [ng/ml] Leukozyten [*1000/1] 0,1140 0,3582 B
PCT [pg/mil] CRP [mg/1] -0,0998 04603 ‘R
PCT [pg/mi] Azul [ng/mil] -0,0780  0,5503 N
Azul [ng/ml] CRP [mg/1] 00313 08170 |

Abbildung 35: Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman fur die Gruppe ,Weichteildefekt/-infekt"
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8.3.2 Gruppe ,Implantat-/Endoprotheseninfekt"

= Streudiagramm-Matrix

' 02
80 . oe
60 CRP [mg/l] 1,8 -<log10{pWert)

40 0,59 032 058 -0,14 b
20- 50
07 | 10
14 . l 038

a® 1
10 ¢° o Leukozyten 05
A 0,15 030 031
IS 3 £ [*1000/1] L 04
.- * 02
L 1]
0,0 Korrelation
120 * g
e 2 oo 02
0 M. s, & AUThgm 018 . -
40 ggve ® L L [
o, * L P - 038
0 s%p ¢
. . -1,0
300 * . od = :o. '. .
200 :0 ol . $f et . | ﬁ-[De:e"Ei" -0,09
.~ T " e ®* % ng,/m
_/"’ L] ___.-."’ - -
100 ,..." r 0.-" *u® iz.‘ﬁ .
D L ] L ] L ]
[ ] . ° . * L ] .
.
200 » % o . 3, v
. . L. . PCT [pg/ml]
|- - - * . ) . .
0 fes e L VR NELLLL W
PRRALANNC I SR L TER ML DRI S S S
0 40 8 2 6 10 140 60 1200 200 0 100 200
Nichtparametrisch: Spearmans p
Wahrsch.

Variable mit Variable Spearman p >lp|] -8-6-4-20 .2 4 .6 .8
PCT [pg/mi] Azul [ng/ml] -0,4448 0,0122% : . oo
Leukozyten [*1000/1] CRP [mg/I] 04407  00131%| i i & ¢
PCT [pg/mi] CRP [mg/1] -04186 0,0333*

PCT [pg/ml] Leukozyten [*1000/1] -03644 00439%| | | D | |
PCT [pg/mi] a-Defensin [ng/ml] -0,2425 02138 N
Azul [ng/mi] CRP [mg/1] 02296  0,2222 P :] :
a-Defensin [ng/ml]  CRP [mg/I] 02268  0,2552 I
a-Defensin [ng/ml]  Azu1 [ng/ml] 0,2028 02738 |
o-Defensin [ng/ml] Leukozyten [*1000/1] 0,1964 0,2812 :‘

Azul [ng/mil] Leukozyten [*1000/1] 0,1522 0,3827 :| i

Abbildung 36: Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman fur die Gruppe ,/mplantat-
/Endoprotheseninfekt"
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8.3.3 Gruppe ,,Restliche“

= Streudiagramm-Matrix

] 02
60 0,8
40 CRP [mg/l) 1,8 -log10{pWert)

| 0,21 0,16 -0,02 -0,15
20 - 32
] 5,0
0 | 1.0
14 - - I O.B
10 ga0q o - lLeukozyten 025 018 027 o0
R (-1000/1) : ' % 04
6 s o® 02
| v . _
2- . . 0,0 Korrelation
100 * * -.- Ei
(fete % a7 N
y g/mi] 033 -0,03
50 __"._a:- . e E.‘ . - 06
o el N ) - .08
400 [ e . 1.0
00 * * . *
. . . a-Defensin 051
001 ¢ . . tq "t el Ing/mi .
S SR I S
0 ) *
I . . .
200
L ] . L ]
150 ¢ @ . e . * | PCT[pg/ml]
.o o * . .
W e Be Vs B
PR Tt I VIR T
0 204060 2 6 10 14 0O 50 100 O 200 400 0 100 200
Nichtparametrisch: Spearmans p
Wahrsch.
Variable mit Variable Spearman p >|p] -8-6-4-20.,2 4.6 .8
PCT [pg/ml] o-Defensin [ng/ml] 04261 0,0212% T I3
a-Defensin [ng/ml]  Azu1 [ng/ml] 03940 00312%| : § |
Azu1 [ng/ml] Leukozyten [*1000/1] 03204 00526
Leukozyten [*1000/ CRP [mg/I] 02417 041555 | © | | i [IW |
o-Defensin [ng/ml] Leukozyten [*1000/1] 0,2193 0,2443 :l
o-Defensin [ng/ml]  CRP [mg/I] 0,2039 0,2714 :l
PCT [pg/mi] CRP [mg/I] -0,1621 03756 'l
PCT [pg/mi] Leukozyten [*1000/1] -0,0615 07423 C
Azul[ng/ml] CRP [mg/I] -0,0547 0,7513 [
PCT [pg/ml] Azul [ng/ml] 0,0242 08972 : ]

Abbildung 37: Bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman fiir die Gruppe ,Restliche"
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8.3.4 Gruppe ,,Trauma Kontrolle*

= Streudiagramm-Matrix
100 . 0.2
0,8
60 CRP [I’T‘lgﬂ] -0,12 0'56 0,19 -0,11 ;.g—log'll'.'l(pWert)
20 50
-20 1,0
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8.3.5 Gruppe ,,Endo Kontrolle*
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