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Kurzfassung - deutsch

Ziele:

Die Behandlung einer aseptischen Pseudarthrose und einer Infektpseudarthrose erfolgt nach unterschiedlichen
Prinzipien. Daher stellt eine friihzeitige, bestenfalls praoperative Bestimmung der Genese einer Pseudarthrose
einen wichtigen Schritt zur Therapieoptimierung, auch hinsichtlich 6konomischer Kriterien, dar. Darliber hinaus
gelingt — trotz eines infekttypischen klinischen Verlaufs — oftmals kein Keimnachweis im Rahmen der
mikrobiologischen Diagnostik, wodurch das therapeutische Vorgehen aufgrund weiterer notwendiger Schritte zur
Diagnosesicherung verzogert wird. Ziel dieser Studie war es daher, weitere (pra-)operative Diagnosekriterien zur
Differenzierung zwischen aseptischer Pseudarthrose und Infektpseudarthrose anhand von molekularen,
mikrobiologischen und histopathologischen Befunden zur verbesserten Abgrenzung einer Infektpseudarthrose von
einer aseptischen Pseudarthrose zu erarbeiten.

Aktivitdten/Methoden:

Im Rahmen einer multizentrischen Studie wurden 45 Patient*innen mit Infektpseudarthrosen — davon 23 mit Low-
Grade-Infekten — und 62 Patient*innen mit aseptischen Pseudarthrosen des Tibia- bzw. Femurschaftes sowie 34
Patient*innen mit regelrecht verheilten Tibia- bzw. Femurschaftfrakturen als Kontrollgruppe eingeschlossen.
Praoperativ wurden neben dem Blutbild laborchemische Entziindungswerte, wie beispielsweise das C-reaktive
Protein, bestimmt. AuRerdem erfolgte die Gewinnung weiterer praoperativer peripherer Blutproben zur Biomarker-
Analyse aus dem Blutplasma. Wahrend der operativen Pseudarthrosenrevision bzw. der
Osteosynthesematerialentfernung wurden neben Gewebeproben fiir die mikrobiologische Langzeitbebriitung und
fir die Histopathologie, das Osteosynthesematerial zur Sonikation, sowie weitere Gewebeproben fiir eine
molekularbiologische Untersuchungen gewonnen. Der weitere Heilverlauf der Patient*innen mit Pseudarthrosen
wurde zwolf Monate nachbeobachtet.

Ergebnisse:

Die bisherige intraoperative ,,Routine”-Diagnostik zeigte mit einer Sensitivitat von 69% und einer Spezifitat von 96%
fiir die Langzeitgewebekultur und einer Sensitivitat und Spezifitdt von 14% und 87% fiir die Histopathologie eine
nicht zufriedenstellende Diagnoseleistung. Die in dieser Studie etablierte Methode der Sonikation mit
Membranfiltration des Sonikats hatte eine Sensitivitdt von 52% und eine Spezifitdt von 93%. In Kombination mit
einer Langzeitgewebekultur konnte mithilfe dieser Methode die Sensitivitat fiir die Diagnose ,, Infektpseudarthrose”
von 55% auf 62% gesteigert und das Potential flr die zukiinftige klinische Routinediagnostik demonstriert werden.
Des Weiteren konnte im Plasma des peripheren Blutes Interleukin-18 (IL-18) als geeigneter praoperativer Biomarker
identifiziert werden. Mit einem negativen Vorhersagewert von 90% konnte fiir Patient*innen des Studienkollektivs
mit einem IL-18-Testwert von unter 90,7pg/ml eine der Pseudarthrose zugrundeliegende Infektion praoperativ
ausgeschlossen werden. Nach erfolgreicher Validierung von IL-18 in einem weiteren Patient*innen-Kollektiv ist
dann eine Anwendung in der klinischen Diagnostik denkbar. Analysen der systemischen miRNA-Exosomenprofile in
einer Subgruppe des Studienkollektivs deuten darauf hin, dass es Unterschiede in den Profilen von Patient*innen
mit Infektpseudarthrose und aseptischer Pseudarthrosen geben konnte. Die Bericksichtigung von
miRNA-Exosomenprofilen fir die Infektdiagnostik bei Pseudarthosen stellt einen innovativen neuen Ansatz dar,
welcher aufgrund der vorliegenden Ergebnisse in zuklinftigen Studien weiterverfolgt werden sollte. Insgesamt sind
die Ergebnisse dieser Studie fur die Unfallversicherungstrager von hochster Relevanz, da sie einen ersten Schritt zur
weiteren Optimierung der Pseudarthrosen-Diagnostik leisten, was mit einer Reduktion der Anzahl an
Revisionsoperationen und Minimierung der Behandlungskosten einhergeht, sowie zur Beschleunigung der
Wiedereingliederung der Betroffenen ins Berufsleben beitragt.
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Kurzfassung - englisch

Aims:

The treatment of aseptic and septic nonunion is based on different principles. Early, ideally preoperative
determination of the genesis of nonunion is therefore an important step in optimizing treatment, also with regard
to economic criteria. In addition, despite a typical clinical course of infection, microbiological diagnostics often fail
to detect the presence of microorganisms, which delays the therapeutic procedure due to the need for further steps
to confirm the diagnosis. The aim of this study was to develop further (pre-)operative diagnostic criteria to
differentiate between aseptic and septic nonunion based on molecular, microbiological and histopathological
findings to improve the differentiation of septic from aseptic nonunion.

Activities/Methods:

In a multicenter study, 45 patients with septic nonunion - including 23 patients with low-grade infection - and 62
patients with aseptic nonunion of the tibial or femoral shaft, as well as 34 patients with a regular healed tibial or
femoral shaft fracture as a control group, were included. Preoperative blood counts, including routine inflammatory
markers such as C-reactive protein, were obtained. Additionally, preoperative peripheral blood samples were
collected for plasma biomarker analysis. During nonunion revision and implant removal, tissue samples were
collected for long-term culture and histopathology. Osteosynthesis material was obtained for sonication and,
additional tissue samples were collected for molecular biological analyses. Patients with nonunion were followed
for twelve months.

Results:

Conventional intraoperative diagnostics demonstrated unsatisfactory diagnostic performance with a sensitivity of
69% and a specificity of 96% for long-term tissue culture, and a sensitivity and specificity of 14% and 87% for
histopathology. The method of sonication with membrane filtration of the sonication fluid established in this study
had a sensitivity of 52% and a specificity of 93%. In combination with long-term tissue culture, this method has the
potential to increase the sensitivity of diagnosing septic nonunion from 55% to 62%. This method could become a
routine clinical diagnostic tool. Additionally, interleukin-18 (IL-18) was identified as a potentially suitable
preoperative biomarker in peripheral blood plasma. Hereby, in patients with an IL-18 level of less than 90.7 pg/ml
infection as an underlying cause of nonunion can be excluded with a negative predictive value of 90%. Thus, IL-18
could potentially be used in clinical diagnostics after successful validation in another patient population. Analyses
of systemic miRNA exosome profiles in a subset of the study population showed differences in the profiles of
patients with septic versus aseptic nonunion. Therefore, the use of mMiRNA exosome profiles for diagnosing infection
in nonunion is an innovative approach that should be explored in future studies based on these results. Overall, the
study results are highly relevant for accident insurance institutions as they represent a further step towards
optimizing the diagnosis of nonunion, which is associated with a reduction in the number of revision surgeries and
minimization of treatment costs. Additionally, the results may contribute to accelerating the reintegration of these
patients back to work.
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1. Problemstellung

Kommt es im Verlauf der Frakturbehandlung innerhalb eines Zeitraumes von 6 bis 9 Monaten nicht zur knéchernen
Konsolidierung der Frakturzone, wird von einer Falschgelenkbildung bzw. Ausbildung einer Pseudarthrose
gesprochen [1]. Hierbei handelt es sich im Behandlungsverlauf von Knochenbriichen um eine, nach operativ oder
auch konservativ durchgefiihrter Frakturstabilisierung, wesentlichen Komplikation, welche beispielsweise nach
Frakturen im Bereich der unteren Extremitat mit einer Haufigkeit von etwa 5% auftritt [2].

Die Ursachen fiir eine ausbleibende kndocherne Konsolidierung der Frakturzone sind vielfaltig und hangen mit der
multifaktoriellen Genese des Frakturheilungsprozesses zusammen [1, 3, 4]. Wesentliches Kriterium filir das
Behandlungskonzept der Pseudarthrose ist u. a. die Frage nach dem Vorliegen einer etwaigen bakteriellen Infektion,
da diese eine der schwerwiegendsten Ursachen fiir die ausbleibende Knochenbruchheilung darstellt und ein
anderes therapeutisches Konzept bendtigt als Pseudarthrosen, die auf aseptischen Ursachen beruhen. So ist bei der
aseptischen Femur- oder Tibiaschaftpseudarthrose die Markraumiiberbohrung und der Marknagelwechsel eines
der am haufigsten zur Ausheilung der Pseudarthrose eingesetzte operative Verfahren [5]. Dem gegeniiber steht das
therapeutische Vorgehen bei einer Pseudarthrose, die durch eine bakterielle Infektion verursacht wurde: Dabei
steht der Versuch der Keimeradikation bzw. der Infektberuhigung mit u. a. Débridement einschlieBlich
Implantatentfernung sowie 6-wochiger test-spezifischer systemischer antibiotischen Therapie — und hieraufhin
erneuter Stabilisierung des Knochendefekts —im Vordergrund [6-8].

Eine friihzeitige Bestimmung des einer Pseudarthrose zugrundeliegenden Pathomechanismus — vor allem
hinsichtlich der Abgrenzung zu einer Infektpseudarthrose — ist daher von entscheidender Bedeutung, um ohne
weitere Zeitverzogerung das adaquate therapeutische Vorgehen einleiten zu kdnnen. Derzeit sind der
mikrobiologische Nachweis von bakteriellen Erregern in der Pseudarthrosenzone [9] sowie die histopathologische
Aufarbeitung von Pseudarthrosengewebe [10, 11] der einzige objektivierbare und anerkannte Beweis fur das
Vorliegen einer Infektion. Dieser kann jedoch erst nach einer operativen Probengewinnung erfolgen und ist auch
hierbei, beispielsweise nach bereits praoperativ initiierter Antibiotikatherapie, nicht immer zielfihrend [12].

Eine zusatzliche Schwierigkeit bei der praoperativen Abgrenzung zwischen einer septischen und aseptischen
Pseudarthrose sind sogenannte Low-Grade-Infekte in der Genese von Pseudarthrosen: Pseudarthrosen denen ggf.
ein ,,Low-Grade-Infekt” zugrunde liegt prasentieren sich prdaoperativ — aufgrund fehlender klinischer Zeichen eines
akuten oder chronischen infekttypischen Geschehenes — meist dhnlich, wenn nicht sogar identisch wie aseptische
Pseudarthrosen. Der Anteil an ggf. durch Low-Grade-Infektionen verursachte Pseudarthrosen bei praoperativ als
aseptisch eingestufte Pseudarthrosen betrug in einer eigenen retrospektiven Arbeit etwa 42% [13]. Dies fihrte in
dieser Gruppe — verglichen zu der Gruppe ohne jeglichen Keimnachweis — auch zu einer erhéhten Anzahl an
notwendigen Folgeeingriffen bis zur vollstandigen Knochenbruchheilung [13].

Aktuell kann prdoperativ somit nicht sicher festgestellt werden, ob einer Pseudarthrose eine Infektion zugrunde
liegt oder nicht. Dies kann frihestens postoperativ nach mikrobiologischer Auswertung der intraoperativen
Gewebeproben aus der Pseudarthrosenzone festgestellt werden. Doch auch die mikrobiologische Diagnostik dieser
Gewebeproben fiihrt des Ofteren zu falsch-negativen Ergebnissen. Prdoperativ kdnnen momentan hauptséachlich
Indizien, wie beispielsweise das klinische Erscheinungsbild oder erhoéhte laborchemisch Entziindungsparameter,
hinweisend auf einen fiir die Pseudarthrose ggf. ursachlichen Infekt sein.
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2. Forschungszweck/-ziel

Die Behandlung einer aseptischen Pseudarthrose und einer Infektpseudarthrose erfolgt nach unterschiedlichen
Malstaben. Daher stellt die friihzeitige, bestenfalls praoperative Bestimmung derer Genese einen wichtigen Schritt
zur Therapieoptimierung — auch hinsichtlich 6konomischer Kriterien — dar. Wahrend zur Behandlung aseptischer
Pseudarthrosen meist der Verfahrenswechsel auf ein stabileres Implantat mit ggf. zusatzlicher Anlagerung von
vitalem Knochen oft zum Erfolg fihrt, ist bei einer Infektpseudarthrose die konsequente Resektion des betroffenen
Knochengewebes im Sine einer Infekteradikation mit anschlieBRender aufwendiger Knochen- und
Weichteilrekonstruktion erforderlich. Bis dato sind jedoch keine definitiven und belastbaren Kriterien zur
praoperativen Differentialdiagnose zwischen aseptischer Pseudarthrose und Infektpseudarthrose etabliert. Des
Weiteren gelingt oft trotz des infekttypischen klinischen Verlaufs kein Keimnachweis in der mikrobiologischen
Diagnostik, wodurch das therapeutische Vorgehen aufgrund weiterer Versuche zur Diagnosesicherung deutlich
verzogert wird. Auch ist die Rolle einer moglichen Implantatunvertraglichkeit in der Genese der Pseudarthrose zum
jetzigen Zeitpunkt unklar.

Ziel dieses Forschungsvorhabens war daher die Erarbeitung von (prad-)operativen Diagnosekriterien zur
Differenzierung zwischen aseptischer Pseudarthrose und Infektpseudarthrose anhand von molekularen,
mikrobiologischen und histopathologischen Befunden zur verbesserten Abgrenzung einer Infektpseudarthrose von
einer aseptischen Pseudarthrose, wobei die mikrobiologische Diagnostik als Goldstandard verwendet wurde.

Zusammenfassend wurden hierzu praoperative laborchemische und molekularbiologische Befunde der peripheren
Blutproben in Kombination mit den mikrobiologischen und histologischen Befunden sowie der
molekularbiologischen Befunde der intraoperativen Gewebeproben zur Detektion der Ursache der Pseudarthrose
untersucht.
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3. Methodik

Das Forschungsvorhaben FR 0276 war urspringlich mit einer Laufzeit von 01.05.2018 bis 31.08.2022 geplant. Nach
Vorbereitung und Site Initiation sollten lber einen Zeitraum von 2,5 Jahren insgesamt 120 Patient*innen (N = 60
mit Verdacht auf aseptische Femur- bzw. Tibiaschaft-Pseudarthrose, N = 30 mit Verdacht auf septische Femur- bzw.
Tibiaschaft-Pseudarthrose, N = 30 mit regelrecht verheilter Femur- bzw. Tibiaschaftfraktur) unter Kooperation von
neun BG Kliniken eingeschlossen werden.

Praoperativ sollte neben der Datenerhebung die laborchemische Diagnostik sowie eine Blutentnahme erfolgen,
intraoperativ die Entnahme von Gewebeproben und des Osteosynthesematerials durchgefiihrt werden. Per
Ubernachtversand war eine Uberfiihrung der Proben in das Forschungslabor des Instituts fiir Biomechanik an der
BG Unfallklinik Murnau geplant, in dem die Probenaufbereitung und die mikrobiologischen Analysen inkl. der
Sonikation durchgefiihrt werden sollte. Fiir die Histologie war eine Zusammenarbeit mit dem Medizinischen
Versorgungszentrum Trier geplant, fiir die molekularbiologischen Analysen der Gewebe- und Blutproben mit dem
AO Research Institute Davos. Zwolf Monate nach der operativen Pseudarthrosenrevision war ein Follow-up
eingeplant, um mogliche Komplikationen im weiteren Behandlungsverlauf und das Auftreten eines moglichen
Infekts nach der initialen Studienoperation zu erfassen und hieraufhin die definitive Diagnose ,aseptische
Pseudarthrose” oder ,Infektpseudarthrose” zu stellen, wobei die Einteilung entsprechend Abbildung 1
vorgenommen wurde (Abbildung 1).

Pseudarthrose

Klinisches Erscheinungsbild
-> Verdachtsdiagnose

Infektpseudarthrose

Intraoperative Proben
-> Definitive Diagnose

Infektion detektiert
- Low-Grade-Infektion

L Infektverdacht nicht bestatigt

Abbildung 1:  Von der Verdachtsdiagnose zur definitiven septischen oder aseptischen Diagnose.

Nach der Rekrutierungsphase und der Analyse der Proben sollte die statistische Auswertung vorgenommen werden,
um den diagnostischen Wert der verschiedenen Analysemethoden fiir die Differentialdiagnose zwischen
aseptischer und Infektpseudarthrose zu ermitteln (Abbildung 2).
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Abbildung 2:

Geplante Arbeits- und Zeitabldufe.

Letztlich beteiligten sich acht BG Kliniken an der multizentrischen Kooperationsstudie und rekrutierten innerhalb

von knapp 3,5 Jahren insgesamt 151 Patient*innen (Tabelle 1).

Priifstelle Patient*innen-Anzahl
BG Klinikum Unfallkrankenhaus Berlin 17
Berufsgenossenschaftliches Universitatsklinikum Bergmannsheil Bochum 0
BG Klinikum Duisburg 5
Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik Frankfurt am Main 13
BG Klinikum Bergmannstrost Halle 18
BG Klinikum Hamburg 7
Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik Ludwigshafen 2
Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik Murnau 73
Berufsgenossenschaftliche Unfallklinik Tlibingen 16

Tabelle 1:

Einschlusszahlen der Prifstellen.

Nach initialen Verzogerungen bei der Materialbeschaffung und dadurch verspateter Site Initiation konnten die oben

genannten Arbeitsabldufe jedoch wie geplant umgesetzt werden. Allerdings kam es durch die Corona-Pandemie

bedingte Verschiebungen elektiver Operationen im Jahr 2020 zu zeitlichen Verzégerungen (Abbildung 3), was vor

allem die Rekrutierung der Kontrollgruppe betraf und eine kostenneutrale Verlangerung des Forschungsvorhabens

bis Ende Februar 2024 notwendig machte.
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Abbildung 3:  Tatsachliche Arbeits- und Zeitablaufe.

Die statistischen Auswertungen der klinischen Daten sowie die Analysen zum Stellenwert der laborchemischen, der
mikrobiologischen — einschlieRlich der Sonikation — und der histopathologischen Diagnostik sind abgeschlossen. Die
molekularbiologischen Biomarker-Analysen aus dem gewonnenen Blutplasma sind ebenfalls erfolgt. In der
Auswertungsmethodik gab es keine Abweichungen zum geplanten Vorgehen, wobei die Auswertung unter
Verwendung des Programms ,,SPSS (Vers. 26)“ erfolgte: Neben statistischen Standardmethoden (u. a. Chi-Quadrat-
Test und Kruskal-Wallis-Test) wurden die Diagnoseleistungen der verschiedenen diagnostischen Methoden Gber
Kreuztabellen ermittelt. Die Ermittlung optimaler Grenzwerte zur Differentialdiagnose zwischen septischer und
aseptischer Pseudarthrosen erfolgte Gber die Bestimmung des Youden-Index.

Demgegeniiber sind die Analysen und die Auswertungen zur Titan-Unvertraglichkeit sowie zur Genexpression im
Pseudarthrosengewebe zum Zeitpunkt der Erstellung dieses Abschlussberichtes noch nicht vollstdndig beendet.
Auch wurden zusétzlich zur geplanten molekularbiologischen Aufarbeitung der gewonnenen Proben Analysen der
Mikro-RNA (miRNA) mit Erstellung von Exosomenprofilen im Blutplasma von Patient*innen mit Tibiaschaft-
Pseudarthrose durch die Firma Qiagen, Hilden durchgefiihrt. Die entsprechenden finanziellen Mittel flr diese
zusatzlichen Analysen wurden vom AO Research Institute in Davos, Schweiz bereitgestellt.
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4. Ergebnisse des Gesamtvorhabens

4.1. Rekrutierung und definitive Diagnose

Insgesamt wurden 117 Patient*innen mit Pseudarthrose (Studiengruppe) und 34 Patient*innen mit regelrecht
verheilten Knochenbriichen (Kontrollgruppe) eingeschlossen. Bei sieben der insgesamt 151 eingeschlossenen
Patient*innen lagen nach Auswertung aller — auch nachtraglich verfiigbarer Daten — Abweichungen hinsichtlich der
definierten Einschlusskriterien vor, so dass diese fiir samtliche Analysen nicht beriicksichtigt wurden. Die definitive
Diagnose nach Abschluss des Follow-Ups nach zwdlf Monaten zeigte, dass bei 45 Patient*innen eine
Infektpseudarthrose und bei 62 Patient*innen eine aseptische Pseudarthrose vorlag. Drei Patient*innen bei denen
die Differenzierung ,Infektpseudarthrose” vs. ,aseptische Pseudarthrose” auch nach einem Jahr und der
entsprechenden klinischen Standarddiagnostik unklar blieb, wurden fir die weiteren Analysen ausgeschlossen.

4.72. Manifeste Infekte vs. Low-Grade-Infekte

Bei drei Patient*innen mit initialem Verdacht auf eine Infektpseudarthrose konnte kein Infekt identifiziert werden.
Bei 23 der 83 Patient*innen mit durch die jeweiligen behandelnden Arzte geduRertem initialen Verdacht auf eine
aseptische Pseudarthrose konnte ein sogenannter Low-Grade-Infekt nachgewiesen werden (Abbildung 4). Dies
entspricht einer Rate an Low-Grade-Infektionen von 28% in unserem Studienkollektiv. Die klinische
Verdachtsdiagnose , Infektpseudarthrose vs. aseptischer Pseudarthrose” hatte zusammenfassend eine Sensitivitat
von 49% und eine Spezifitdat von 95%.

Nonunion
n=110

Suspected diagnosis Septic nonunion Aseptic nonunion
n=27 n=83

[
|
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" n=59
Septic nonunion l
v n =45 v
Definitive diagnosis Manifest infection Low-grade infection Aseptic nonunion Unclear diagnosis
n=22 n=23 n =62 n=3

Abbildung 4: Prdoperative Verdachtsdiagnose und definitive septische oder aseptische Diagnose nach der
Revisionsoperation mit intraoperativer Diagnostik und einer Nachbeobachtungszeit von 12
Monaten.
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Des Weiteren ergab die Auswertung der erfassten klinischen Daten, dass Patient*innen mit Low-Grade-Infektionen
signifikant seltener mit einer systemischen antibiotischen Therapie behandelt wurden als Patient*innen mit einer
manifesten Infektion (p=0.002) und zusatzlich die Dauer dieser systemischen antibiotischen Therapie signifikant
kiirzer war (p=0.005). Unabhéangig hiervon konnte nach einem Jahr eine kndcherne Heilung der Pseudarthrosen bei
den manifesten Infekten in 64%, bei den Low-Grade Infekten in 83% und bei den aseptischen Pseudarthrosen in
90% beobachtet werden.

Mit Ausnahme von Cutibacterium acnes gab es hinsichtlich des Keimspektrums keine signifikanten Unterschiede
zwischen manifesten Infektionen und Low-Grade-Infektion (Tabelle 2).

Definitive Diagnose Manifeste Infektpseudarthrosen (n = 22) Low-Grade-Infektpseudarthrosen (n = 23)
Mono- Mono-
Bakterienart mikrobiell  Antibiose Geheilt mikrobiell ~ Antibiose Geheilt
n % [%] [%] [%] n % [%] [%] [%]
Koagulase-negative 13 59 31 96 54 17 74 26 56 77
Staphylokokken
Staphylococcus aureus 2 9 100 100 100 2 9 0 50 50
Cutibacterium acnes 5 23 0 100 20 12 52 33 50 100
Corynebacterium spp. 2 9 0 100 0 1 4 0 0 0
Enterococcus faecalis 1 5 0 100 100 1 4 100 100 100
Finegoldia magna 2 9 50 100 50 0 0 - - -
Serratia marcescens 2 9 100 100 100 0 0 - - -
Bacillus spp. 1 5 0 100 100 1 4 0 100 100
Other species 1 5 0 100 100 1 4 0 100 100

Tabelle 2: Bakterienarten, systemische antibiotische Therapie und Heilungsrate der Pseudarthrosen fir
manifeste Infektpseudarthrosen und Low-Grade-Infektpseudarthrosen.

Cutibacterium acnes wurde jedoch in der Gruppe der Low-Grade-Infekte signifikant haufiger detektiert. Wahrend
bei allen manifesten Infekten mit Cutibacterium acnes eine polymikrobielle Infektion vorlag, wurden bei 67% der
Low-Grade-Infekte mit Cutibacterium acnes gleichzeitig andere Bakterienarten gefunden. Die Heilungsrate von
manifesten Infekten — definiert als kndcherne Heilung der ehemaligen Pseudarthrosenzone — mit Cutibacterium
acnes war signifikant niedriger als die von Low-Grade-Infekten mit Cutibacterium acnes (p=0.002).

4.3. Stellenwert der Sonikation bei der Diagnose von Infektpseudarthrosen

Die Diagnoseleistung der Methode ,Sonikation” bei der Differenzierung zwischen aseptischer Pseudarthrose und
Infektpseudarthrose wurde statistisch ausgewertet und mit der Langzeitbebritung und der histopathologischen
Aufarbeitung der intraoperativ gewonnenen Gewebeproben verglichen. Hierflir wurden alle Patient*innen, bei
denen die Sonikation des vollstiandig bei der Studien-OP entfernten Implantats erfolgte berlicksichtigt und die
Auswertungen mit Daten von 42 Patient*innen mit Infektpseudarthrose, 53 Patient*innen mit aseptischer
Pseudarthrose und 32 Patient*innen der Kontrollgruppe durchgefiihrt werden.
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Die ROC-Analysen ergaben hierbei einem optimalen Grenzwert von 13,6 koloniebildende Einheiten (KBE) pro 10 ml
Sonikat zur belastbaren Differenzierung zwischen aseptischer und septischer Pseudarthrose, so dass anhand des
von uns untersuchten Patient*innenkollektivs eine Anzahl von iber 13,6 KBE pro 10 ml Sonikat flir das Vorliegen
einer Infektion als Ursache fiir die ausbleibende Knochenbruchheilung spricht und zur friihzeitigen Diagnose
,Infektpseudarthrose” mit entsprechend frithzeitiger Therapieeinleitung fiihren kann.

Mit einer Sensitivitdt von 52% und einer Spezifitdat von 93% lag die Diagnoseleistung der Sonikation zwar unter der
Diagnoseleistung der Gewebekultur (Sensitivitat: 69%; Spezifitat: 96%), jedoch Uber der der Histopathologie
(Sensitivitat: 14%; Spezifitat: 87%). Unter Berlicksichtigung des im klinischen Alltag etablierten Vorgehens zur
Sicherung des Vorliegens eines Knocheninfektes respektive einer Infektpseudarthrose — entsprechend der
frakturassoziierten Knocheninfektionen —anhand mindestens zweier Kriterien, wie beispielsweise der Nachweis von
»Zwei Gewebekulturen mit dem gleichen Keim*, lag die Sensitivitdt bei 55%. Die Kombination von Gewebekultur
mit der Sonikation zeigte eine Sensitivitat von 50%, welche durch Verwendung eines niedrigeren KBE-Grenzwertes
von 0,6 KBE pro 10 ml Sonikat — ermittelt liber die Kontrollgruppe ,regelrecht verheilter Knochenbruch” — bis auf
62% gesteigert werden konnte (Tabelle 3):

1 positive Gewebekultur +

Sensitivitat
Bestitigendes Kriterium % (95 % KI)
Gewebekultur (gleicher Keim) 55 (39-70)
Histopathologie mit Infektzeichen 24 (13-40)

Bouillenkultur des Sonikats (gleicher Keim) 55 (39-70)
Membranfiltration des Sonikats (gleicher Keim)

20,6 KBE/10 ml 62 (46-76)
2 13,6 KBE/10 ml 50 (34-66)

Tabelle 3: Detektionsraten von Infektpseudarthrosen bei einer positiven Gewebekultur in Kombination mit einer
weiterer Diagnosemethode.

AulRerdem konnten durch die Sonikation des intraoperativ entnommenen Osteosynthesematerials und der
anschlieenden Membranfiltration des hierdurch gewonnenen Sonikats — verglichen mit der Bouillonkultur des
Sonikats bzw. der Langzeitgewebekultur — signifikant mehr polymikrobielle Infektionen aufgedeckt werden
(p<0.001). Darlber hinaus liegen die mikrobiologischen Ergebnisse bei der Membranfiltrationsmethode fiir den
aeroben Keimnachweis bereits nach zwei und fiir Anaerobier nach fiinf Tagen vor — wadhrend die Langzeitbebritung
sowohl des Sonikats als auch der Gewebeproben fiir ein belastbares Ergebnis 14 Tage in Anspruch nimmt.

Die durch das durchgefiihrte Forschungsvorhaben erlangten Resultate legen somit nahe, dass die Sonikation mit
anschlieRender Membranfiltration des Sonikats eine nitzliche additive Methode zur fiihrzeitigeren und sichereren
Differenzierung zwischen einer aseptischen Pseudarthrose und einer Infektpseudarthrose darstellt, da aufgrund der
u. a. kiirzeren Bebriitungszeit auch ggf. eine raschere Therapieeinleitung moglich ist.

4.4. Stellenwert von Biomarker bei der praoperativen Diagnose von Infektpseudarthrosen

4.4.1. Laborchemische ,Routine“-Biomarker im Blutserum

Vor der Studien-OP wurde den Patient*innen Blut fir die laborchemische Diagnostik entnommen und daraufhin
folgende ,Routine”-Blutparameter analysiert: Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozytenzahl, Leukozytenzahl,
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mittleres korpuskuldres Volumen (MCV), Thrombozytenzahl, C-reaktives Protein (CRP) und Procalcitonin. Die
Mittelwerte dieser praoperativen laborchemischen Untersuchungen — welche fiir alle bis auf neun Patient*innen
vorlagen — war fur alle Gruppen innerhalb der laborwertspezifischen Referenzstandards. Einzige Ausnahme bildete
der CRP-Wert, dessen Mittelwerte fir alle drei Pseudarthrosen-Gruppen — manifeste Infektpseudarthrose, Low-
grade-Infektpseudarthrose und aseptische Pseudarthrose — lber dem Referenzstandard lag. Die statistische
Auswertung ergab darliber hinaus signifikante Unterschiede zwischen aseptischen Pseudarthrosen und
Infektpseudarthrosen fir Himoglobin- und Hamatokrit-Wert sowie fiir die Leukozytenzahl, das MCV und dem CRP-
Wert (Tabelle 4).

Definitive Diagnose Manifeste Low-Grade- Aseptische Regelrecht
Infektionen  Infektionen Pseudarthrosen verheilte Frakturen
(n=21) (n=20) (n=59) (n=32)

Praoperativer Blutmarker Referenzbereich Mittelwert + Standardabweichung p-Wert
Hamoglobin [g/dl] 13.5-17.5 13.6+1.9 144+1.2 149+1.1 147+1.1 0.026
Hamatokrit [%] 35-52 37375 41.1+5.1 41.8+4.0 40.5+4.7 0.040
Erythrozyten [/pl] 3.8-5.9 43+0.9 4.7+0.6 4.6+0.5 4.6+0.6 0.220
Leukozyten [/nl] 43-10.8 7525 7.7+21 7.8+2.6 6.3+2.3 0.021
MCV [fl] 80-100 87.2+6.8 86.5+7.7 90.4+6.4 87.1+5.2 0.025
Thrombozyten [1000/pl] 140 - 440 274 £ 100 310 £ 140 296 £ 113 237 £ 60 0.090
C-reactives Protein [mg/dI] <0.3 0.88+1.33 0.42 £0.55 0.33+£0.50 0.10 £0.08 0.000
Procalcitonin [ng/ml] <0.05 0.03+0.02 0.03£0.02 0.03£0.02 0.03£0.02 0.132

Tabelle 4: Praoperative laborchemische ,Routine“-Parameter bei Patient*innen mit manifester
Infektpseudarthrose, Low-Grade-Infekt-Pseudarthose sowie aseptischer Pseudarthrose und regelrecht
verheilter Faktur.

Da sich diese Gruppenunterschiede jedoch nicht zwischen (Low-Grade)-Infektpseudarthrosen und aseptische
Pseudarthrosen als statistisch relevant darstellten, kann durch das vorliegende Forschungsvorhaben eine
Verwendung der entsprechenden Parameter zur prdoperativen Differentialdiagnose zwischen aseptischer und
(Low-Grade-)Infektpseudarthrose nicht empfohlen werden.

4.4.2. Proteom-Analyse

Fir die Proteom-Analysen konnten 62 Patient*innen mit aseptischer Pseudarthrose, 43 Patient*innen mit
Infektpseudarthrose und 33 Patient*innen der Kontrollgruppe beriicksichtigt werden, da aufgrund einer nicht
auszuschlieRenden Interaktion mit einer in manchen Fallen patientensepzifischen Dauermedikation — unabhangig
der Pseudarthrose — nicht alle Patient*innen fiir die Biomarker-Analysen im Blutplasma eingeschlossen werden
konnten. Das Blutplasma der eingschlossenen Patient*innen wurde dann mit dem bioanalytischen Verfahren der
gezielten Proteom-Analyse — dem sogenannten ,,Olink Proximity Extension Assay” — untersucht, wobei aufgrund der
reduzierten Gruppengrofle nicht zwischen manifester und Low-Grade-Infekt-Pseudarthrosen weiter unterschieden
wurde.

Die Proteom-Analyse zeigte, dass beispielsweise der ,Hepatocyte Growth Factor” (HGF) (p<0,0001) sowie

yInterleukin-6“ (IL-6) (p<0,0001) und der ,Macrophage colony stimulation factor 1“ (CSF 1) (p=0.0179) bei
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Patient*innen mit Infektpseudarthrose im Vergleich zu Patient*innen mit regelrecht verheiltem Knochenbruch
signifikant erhoht war. Ebenso konnte bei Patient*innen mit aseptischer Pseudarthrose — im Vergleich zu

Infektpseudarthrose — eine signifikant hohere Expression von HGF (p=0,0099), IL-6 (p=0,0201) und CSF 1 (p=0.0247),
festgestellt werden (Abbildung 4).

Hepatocyte Growth Factor (HGF) Interleukin 6 Macrophage colony stimulation factor 1 (CSF 1)
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Abbildung 5:  Unterschiedliche Expression von HGF, IL-6 und CSF 1 bei Patient*innen mit aseptischer
Pseudarthrose, Infektpseudarthrose und regelrecht verheilter Fraktur.

Obwohl statistisch signifikante Unterschiede in den jeweiligen Expressionsprofilen vorlagen waren die absoluten
Unterschiede gering, weshalb— unter Berlicksichtigung der bisher erfolgten Analysen — aktuell eine praoperative
Infektdiagnose anhand dieser einzelnen Biomarker bei Pseudarthrosen nicht belastbar moéglich erscheint.

Dem gegeniliber erbrachte eine zusatzliche Subgruppenanalyse der Proteom-Analyse — unter Ausschluss von
Raucher*innen und Patient*innen mit Diabetes mellitus — fir ,Interleukin-18“ (IL-18) einen signifikanten
Unterschied zwischen Infektpseudarthrosen (N = 26) und der Kontrollgruppe (N = 21) (p=0,0019) sowie zwischen
aseptischen Pseudarthrosen (N = 39) und Infektpseudarthrosen (N = 26) (p = 0,006) (Abbildung 6).

Interleukin 18
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Abbildung 6:  Expression von IL-18 unter Ausschluss von Raucher*innen (Smoke) und Diabetiker*innen (DBM).
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Eine nachfolgende ROC-Analyse ergab bei einer ,Flache unter der Kurve” (AUC) von 0,76 fir IL-18 einen optimalen
Grenzwert von 90,7 pg/ml durch den bei darunterliegenden Werten eine Infektpseudarthrose mit einem negativen
Vorhersagewert von 95% weitgehend ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 7).

NoSmokeNoDBM - IL18
Aseptic - Infected Cut off: 90.7pg/ml (%) 95% Cl
T Sensitivity 96 [81; 99]
Specificity 51 [36; 66]
80+
Positive Predictive Value 57 [42; 70]
Negative Predictive Value 95 [77;99]
fg' 60+
B ] AUC
0.76
204
C T T T 1 1
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%

Abbildung 7:  ROC-Analyse von IL-18 (linke Abbildung) und dessen Diagnoseleistung beim optimalen Grenzwert
von 90,7 pg/ml (rechte Tabelle) bei Patient*innen unter Ausschluss von Raucher*innen (Smoke) und
Diabetiker*innen (DBM).

In einer weiteren Analyse wurde der oben ermittelte Grenzwert fir IL-18 von 90,7 pg/ml auf alle Patient*innen
angewandt, wobei die Sensitivitat von IL-18 dann bei 90%, die Spezifitdt bei 61% sowie der positive und negative
Vorhersagewert bei 62% und 90% lag. Dies deutet darauf hin, dass IL-18 ein mdglicher Biomarker sein kénnte, um
eine Infektpseudarthrose mit hoher Wahrscheinlichkeit prdaoperativ ausschlieRen zu kénnen. Um anhand IL-18
allerdings eine im klinischen Alltag belastbare Aussage treffen zu kbnnen ist mindestens eine weitere Studie zur
Validierung des Wertes in einem weiteren Patient*innenkollektiv notwendig.

4.4.3. miRNA Exosomenprofile

Mikro-RNAs (miRNA) sind kleine nichtkodierende RNAs, welche in ihrer reifen Form (RNA induced silencing complex;
RISC) im Zytosol an mRNA binden und die Genexpression kontrollieren. Das Vorkommen dieser miRNAs ist jedoch
nicht auf das Zytosol beschrankt, sondern sie kdbnnen auch in Blaschen verpackt, den sogenannten Exosomen, in
den extrazellularen Raum und den Blutkreislauf freigesetzt werden, wobei die miRNA in den Exosomen sehr haltbar
ist und dadurch nachgewiesen bzw. analysiert werden kann. Die Erstellung von miRNA-Profilen in Blutproben wurde
beispielsweise daher bereits zur Identifizierung von Krebsstadien, aber auch von Knochenerkrankungen genutzt.
Die miRNA-Exosom-Sequenzierung aus dem Blutplasma von Patient*innen mit Pseudarthrose zur Differenzierung
zwischen Infektpseudarthrosen und aseptischen Pseudarthrose wurde bisher jedoch noch nicht betrachtet.

Eine diesbezligliche Analyse bzw. Sequenzierung der im Rahmen des Forschungsvorhabens praoperativ
gewonnenen Plasmaproben von 12 Patient*innen mit Infektpseudarthrosen, 12 Patient*innen mit aseptischen
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Pseudarthosen und 8 Patienten aus der Kontrollgruppe mit regelrecht geheilten Knochenbriichen ergab einen
starken Unterschied in der miRNA-Expression zwischen Patienten mit geheilten Knochenbriichen und
Pseudarthrosen-Patient*innen — jedoch unabhangig einer etwaigen zugrundliegenden Infektgenese (Abbildung 8).
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Abbildung 8:  Principal component analysis (PCA) der miRNA-Exosomen-Expression von 8 Patient*innen mit
reguldrer Knochenbruchheilung, 12 mit Infektpseudarthrose und 12 mit aseptischer Pseudarthrose.

In weiteren Analysen der miRNA-Exosom-Sequenzierung konnten mit miR-16-5p und miR-486-5p zwei zusatzliche
miRNAs identifiziert werden, die bei Patient*innen mit einer aseptischen Pseudarthrose und einer
Infektpseudarthrose eine unterschiedlich stark Expression aufwiesen. Dies deutet darauf hin, dass die Analyse von
miRNAs moglichweise zur prdoperativen Differenzierung zwischen Infektpseudarthrosen und aseptischen
Pseudarthrosen herangezogen werden kdnnten, wobei zur weiteren Beurteilung deren Stellwerts zwingend weitere
Studien notwendig sind.
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4.5. Kongressbeitrage und Publikationen

Wahrend der Durchfiihrung des Forschungsvorhabens konnten Studienkonzept, Zwischenergebnisse sowie

teilweise bereits die oben zusammengefassten Ergebnisse in Vortragen oder Postern auf wissenschaftlichen

Kongressen prasentiert bzw. in Fachzeitschriften publiziert werden. AuRerdem sind weitere Publikationen

entstanden, welche zwar keinen direkten Bezug auf die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts enthalten, jedoch aus
der Projektthematik hervorgegangen sind.

4.5.1. Kongressbeitrage

23.10.2018:

Dr. med. Simon Hackl:

07.02.2019:

Deutscher Kongress fiir Orthopadie und Unfallchirurgie 2018 (Berlin; Vortrag)

,Neue Helden braucht das Land...: Pseudarthrosen — Infektpseudarthrosen”

Dr. med. Simon Hackl:

14.03.2019:

AFOR Expertengremium 2019 (Pontresina, Schweiz; Vortrag)

,Differenzierung zwischen aseptischer Pseudarthrose und Infektpseudarthrose”

Katharina Trenkwalder:

06.07.2019:

Hot Topics in Biomechanics (Davos, Schweiz; Vortrag)

4

,Differentiation between aseptic and infectious femoral / tibial shaft pseudarthrosis’

Dr. med. Simon Hackl:

28.11.2019:

17. Unfallmedizinische Tagung des Landesverbandes Nordost (Berlin; Vortrag)

,Infektpseudarthrosen - Diagnostik und Therapie”

Dr. med. Simon Hackl / Katharina Trenkwalder:

01.07.2022:

2. Wissenschaftstage der BG Kliniken (Frankfurt am Main; Vortrag)

,Best Practice Szenario: Multizentrische Forschungsvorhaben mit DGUV-Férderung - Aseptische und
septische Pseudarthrosen (FR 276)“

Katharina Trenkwalder:

Paracelsus virtual Science Get Together 2022 (Salzburg, Osterreich; Poster)

“Differentiation between septic and aseptic femoral and tibial shaft non-union: a multicenter
clinical study”
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ORS ISFR 17th Biennial International Meeting (Edinburgh, Schottland; Vortrag)

“The value of sonication in the differential diagnosis of septic and aseptic nonunion in comparison

Deutscher Kongress fiir Orthopadie und Unfallchirurgie (Berlin; Vortrag)

,Der Stellenwert der Sonikation bei der Differentialdiagnose von aseptischen und

Wissenschaftstage der BG Kliniken (Berlin; Vortrag)

,Der Stellenwert der Sonikation bei der Differentialdiagnose von aseptischen und

ORS 2023 Annual Meeting (Dallas, Texas, USA; Poster)

“Towards a preoperative diagnosis of infected non-union with targeted proteomics from human

Unfallmedizinische Tagung 2023 — DGUV Landesverband West (Disseldorf; Vortrag)

,Pseudarthrosen — Update Diagnostik: Mikrobiologie”

140. Deutscher Chirurgie Kongress — DCK 2023 (Miinchen; Vortrag)

,Infektpseudarthrose — Die Bedeutung der Diagnostik“

06.09.2022: Katharina Trenkwalder:
to tissue culture and histopathology”
27.10.2022: Katharina Trenkwalder:
Infektpseudarthrosen”
23.11.2022: Katharina Trenkwalder:
Infektpseudarthrosen”
10.02.2023: Ferdinand Weisemann:
blood plasma”
03.03.2023: Dr. med. Simon Hackl:
27.04.2023: Dr. med. Simon Hackl:
03.07.2023: Katharina Trenkwalder:

Paracelsus virtual Science Get Together 2023 (Salzburg, Osterreich; Poster)

,The diagnostic performance of sonication in differentiating septic and aseptic femoral and tibial
shaft nonunion”
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41 Annual Meeting of the European Bone and Joint Infection Society (Basel, Schweiz; Vortrag)

,The clinical relevance of low-grade infection in the development and management of fracture

415 Annual Meeting of the European Bone and Joint Infection Society (Basel, Schweiz; Vortrag)

,Towards preoperative diagnosis of infected nonunion of femur or tibia with targeted proteomics in

Deutscher Kongress fiir Orthopadie und Unfallchirurgie (Berlin; Vortrag)

»,Plasma miRNA exosome profiles differ in infected compared to aseptic tibial nonunion”

OTC Foundation , Hot Topic”“ Workshop on , Fracture-Related Infections” (Rom, Italien; Vortrag)

,Value of Current Diagnostic Techniques: Serology, Histology and Cultures”

12.10.2023: Katharina Trenkwalder:
related nonunion”
12.10.2023: Ferdinand Weisemann:
blood plasma“
26.10.2023: Ferdinand Weisemann:
17.11.2023: Katharina Trenkwalder:
04.02.2024: Claudia Siverino PhD:

ORS 2024 Annual Meeting (California, USA; Vortrag & Poster)

,Diagnosis Of Infected And Aseptic Non-union Correlating Local Gene Expression And Systemic
Proteomics, Mirna, And Immune Cells Profiles”

4.5.2. Publikationen in Fachzeitschriften

12.06.2023:

Trenkwalder K, Erichsen S, Weisemann F, Augat P, Militz M, von Riden C, Hentschel T, SAND

under review:

Research Group, Hackl S:

The value of sonication in the differential diagnosis of septic and aseptic femoral and tibial shaft
nonunion in comparison to conventional tissue culture and histopathology: a prospective
multicenter clinical study.

J Orthop Traumatol. 2023, 24(1):25 (doi: 10.1186/s10195-023-00708-4)

Trenkwalder K, Erichsen S, Weisemann F, Militz M, Augat P, von Riiden C, Hackl S:

The clinical relevance of low-grade infection in the development and management of fracture-
related nonunion.
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4.5.3. An das Forschungsvorhaben angrenzende Publikationen in Fachzeitschriften

14.08.2021.:

Hackl S, Keppler L, von Riiden C, Friederichs J, Perl M, Hierholzer C:

24.06.2022:

The role of low-grade infection in the pathogenesis of apparently aseptic tibial shaft nonunion.

Injury. 2021, 52(11):3498-3504 (doi: 10.1016/].injury.2021.08.014)

Hackl S, Trenkwalder K, Militz M, Augat P, Stuby FM, von Riiden C:

09.10.2023:

Infizierte Pseudarthrose: diagnostischer und therapeutischer Ablauf.

Unfallchirurgie 2022, 125(8):602-610 (doi: 10.1007/s00113-022-01204-w)

Hackl S, Eijkenboom A, Militz M, von Riiden C:

under review:

Diagnostik und Therapie der infizierten Tibia-Pseudarthrose.

Unfallchirurgie 2024, 127(2):96-102 (doi: 10.1007/s00113-023-01371-4)

Trenkwalder K, Hackl S, Weisemann F, Augat P:

under review:

The Value of Current Diagnostic Techniques in the Diagnosis of Fracture-related infections: Serology,
Histology, and Cultures.

Hackl S, von Riiden C, Trenkwalder K, Keppler L, Hierholzer C, Perl M:

Long-term Outcomes Following Single-Stage Reamed Intramedullary Exchange Nailing in Apparently
Aseptic Femoral Shaft Nonunion with Unsuspected Proof of Bacteria.
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5. Auflistung der fiir das Vorhaben relevanten Veroffentlichungen,
Schutzrechtsanmeldungen und erteilten Schutzrechte von nicht am Vorhaben
beteiligten Forschungsstellen

In den letzten Jahren haben sich auch andere Forschergruppen mit der Thematik der praoperativen Differenzierung
zwischen Infektpseudarthrosen und aseptischen Pseudarthrosen durch Marker in Blutproben der betroffenen
Patient*innen beschaftigt. Insgesamt sind seit Start der DGUV-Studie FR0276 hierzu sechs Publikationen
veroffentlicht worden [14-19]. In keiner dieser Studien konnten dabei prdoperative Marker zur zuverlassigen
Diagnose von Infektpseudarthrosen identifiziert werden.

Unter Bericksichtigung der uns 6ffentlich zuganglichen Publikationen auf dem Gebiet der Differenzierung zwischen
Infektpseudarthrosen und aseptischer Pseudarthrosen kam es somit seit Beginn des Forschungsvorhabens zu keiner
wesentlichen neueren Entwicklung, welche Konsequenzen fir die erfolgte Durchfihrung dieses
Forschungsvorhabens gehabt hatte.
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6. Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich des Forschungszwecks/-ziels,
Schlussfolgerungen

Ziel des Forschungsvorhabens war es (pra-)operative Diagnosekriterien fir die Differenzierung zwischen aseptischer
Pseudarthrose und Infektpseudarthrose anhand von molekularen, mikrobiologischen und histopathologischen
Befunden zur verbesserten Abgrenzung einer Infektpseudarthrose von einer aseptischen Pseudarthrose zu
erarbeiten.

Das Forschungsvorhaben konnte zum einen zeigen, dass Low-Grade-Infekte in der Entstehung von Pseudarthrosen
einen wesentlichen Stellenwert einnehmen, wobei diese in der taglichen klinischen Praxis nicht immer als solche
erkannt werden. Dies liegt nicht nur an den eingangs erwdhnten und in der Definition der Low-Grade-Infektion
begriindeten fehlenden klinischen Infektzeichen, sondern auch daran, dass die bisherigen intraoperativen
Diagnosemethoden — sowohl Gewebekultur als auch Histopathologie — keine zufriedenstellenden
Diagnoseergebnisse liefern und eine sichere Diagnose nur durch die Anwendung verschiedener Methoden und
zusatzliche Nachbeobachtung des Heilverlaufs erreicht werden kann. Daher ist eine Verbesserung der
intraoperativen Diagnostik fiir die klinische Praxis von hochster Relevanz — insbesondere zur friihzeitigen und
gezielten Einleitung des adaquaten therapeutischen Vorgehens.

Die intraoperative Diagnosemethode der Sonikation mit anschlieRender Membranfiltration des Sonikats wurde im
Rahmen dieses Forschungsprojekts als neue Methode etabliert. Diese bietet als Erganzung zur herkdmmlichen
intraoperativen Diagnostik einen greifbaren Mehrwert. Zum einen erhoht sie die Sensitivitat fir die Diagnose eines
Infekts und ermoglicht es zum anderen, polymikrobielle Infekte haufiger nachzuweisen. Darliber hinaus kdnnen
durch diese Methode mikrobiologische Ergebnisse bedeutend friiher als durch die Langzeitgewebekultur gewonnen
werden. Diese Aspekte sind in der klinischen Praxis entscheidend, um u. a. friihzeitig eine bakterienspezifische
zielgerichtete antibiotische Therapie zu beginnen. Das im Rahmen dieses Forschungsvorhabens entwickelte
Protokoll zur Methode der Sonikation mit anschlieRender Membranfiltration ist mittlerweile soweit etabliert, dass
es — abhangig von der Verfligbarkeit von Geraten und Materialien sowie entsprechender Schulung des Personals —
in die klinische ,Routine“-Diagnostik integriert werden kann. So wird beispielsweise in der BG Unfallklinik Murnau
das Verfahren mittlerweile durch das biologische Forschungslabor des Instituts fiir Biomechanik hausintern als
Dienstleistung im klinischen Alltag bei der Diagnostik von Pseudarthrosen angeboten und regelhaft in Anspruch
genommen. Auch besteht von Kliniken auRerhalb des Kooperationsprojekts, wie beispielsweise dem
Universitatsklinikum Kéln, das Bestreben die Methode im klinischen Alltag zu integrieren.

Des Weitern bestdtigen die Ergebnisse dieses Forschungsvorhabens, dass die derzeitigen laborchemischen
Routineuntersuchungen von peripheren Blutproben, wie beispielsweise der CRP-Wert, keine zuverldssige
Unterscheidung zwischen Infektpseudarthrosen und aseptischen Pseudarthrosen moglich ist und nur als
praoperative Anhaltspunkte betrachtet werden sollten. Demgegeniiber zeigten die Ergebnisse unseres
Forschungsvorhabens, dass zusatzliche Biomarker im Plasma peripherer Blutproben, wie beispielsweise IL-18,
moglicherweise eine genauere prioperative Differenzierung zwischen Infektpseudarthrosen und aseptischen
Pseudarthrosen ermoglich konnten. Bevor der Biomarker IL-18 jedoch Einzug in die klinische Pseudarthrosen-
Diagnostik finden kann sind weitere Validierungsstudienmit mindestens einem weiteren Patientenkollektiv
notwendig. Auch deutet die Analyse der miRNA-Exosome auf einen vielversprechenden Ansatz zur praoperativen
Differenzierung von Pseudarthrosen hin. Allerdings sind auch hier weitere Forschungsanstrengungen, einschliefllich
Grundlagenforschung, erforderlich, bevor eine mogliche Anwendung in klinischen Studien und im klinischen Alltag
erfolgen kann.
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7. Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan

Die Ergebnisse hinsichtlich der intraoperativen Diagnostik durch Sonikation, Gewebekultur und Histopathologie sind
bereits vergangenes Jahr in der Fachzeitschrift ,,Journal of Orthopaedics and Traumatology” veréffentlicht worden
(siehe Anhang). Eine Publikation zur klinischen Relevanz von Low-Grade-Infektpseudarthrosen ist aktuell in
Vorbereitung zur Publikation in einer weiteren internationalen Fachzeitschrift. Eine weitere Publikation, welche die
Ergebnisse der Proteomics-Analyse enthalt, ist derzeit in Arbeit. Die Fertigstellung und Einreichung bei einer
passenden Fachzeitschrift sind fir Mitte 2024 geplant.

Die Analysen und Auswertungen zur Titan-Unvertraglichkeit und zur Genexpression im Pseudarthrosengewebe sind
noch nicht vollstandig abgeschlossen und sollen im ersten Halbjahr 2024 beendet werden. Auch ist eine weitere
Validierung der miRNA-Exospmenprofil-Analyse mittels RT-qPCR fiir das erste Quartal in 2024 angedacht sowie eine
Verknipfung der Ergebnisse der systemischen miRNA-Analyse mit denen der Genexpression im
Pseudarthrosengewebe vorgesehen. Die Ergebnisse liber die Rolle einer potentiellen Titan-Unvertraglichkeit bei der
Entstehung von Pseudarthrosen sollen auf mindestens einem internationalen Kongress prasentiert sowie in einer
Fachzeitschrift publiziert werden. Realistisch wird dies Ende 2024 bzw. Anfang 2025 realisiert werden kénnen.

Auch ist geplant, die histologischen Gewebeproben weiter aufzuarbeiten und unter immunhistochemischen
Gesichtspunkten sowie der Struktur der Kollagenfibrillen weiter zu analysieren, um ggf. Unterschiede zwischen
Infektpseudarthrosen und aseptischen Pseudarthosen auszumachen. Hierfir ist gerade eine Postdoc-Mitarbeiterin
des AO Research Instituts Davos an der University of Adelaide in Australien, um entsprechende Analysetechniken
zu erlernen.

Eine Quantifizierung der bakteriellen DNA im Pseudarthrosengewebe mittels , Droplet Digital PCR” ist ebenfalls
vorgesehen, um zu untersuchen, ob ein messbarer Unterschied in der Bakterienlast zwischen manifesten
Infektpseudarthrosen und Low-Grade-Infektpseudarthrosen vorliegt. AuBerdem soll eine mogliche Korrelation
zwischen der bereits ermittelten Bakterienlast im Sonikat und der im Pseudarthrosengewebe untersucht werden.

Neben den urspringlich geplanten Analysen sollen die gewonnenen Blut- und Gewebeproben dieses
Forschungsvorhabens konserviert und bei Detektion etwaiger vielversprechender Biomarker hinsichtlich derer
Relevanz — der Zustimmung der jeweiligen Ethikkommission vorausgesetzt — weiter analysiert werden um ein
Maximum an Erkenntnis und Nutzen der durch Unterstiitzung der DGUV und von jedem einzelnen Patient*in zur
Verfligung gestellten Proben zu erlangen.

Zu guter Letzt sollen das erfolgreiche Studiendesign und die etablierten Arbeitsablaufe im Rahmen dieser
multizentrischen Pseudarthrosen-Studie unter Beteiligung der BG Kliniken als Grundlage fiir ein weiteres
Forschungsvorhaben dienen. Dieses Vorhaben zielt darauf ab, die Diagnostik von (Low-
Grade-)Infektpseudarthrosen durch die (prd/intra-)operative Bestimmung der Vaskularisation der
Pseudarthrosenzone zu verbessern. Der Kooperationsforschungsférderungsantrag mit dem Titel ,MaNGA — Mit
allen geeigneten Mitteln gegen Non-Union: von Grundlagen- bis Anwendungsforschung [Methods against Non-
Union: from Grassroots to clinical Application]“, der neben dem Teilprojekt , Vaskularisation” noch drei weitere
Teilprojekte zum Thema Pseudarthrose (Non-Union) umfasst, wurde bereits bei der DGUV zur Begutachtung
eingereicht.
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The value of sonication in the differential B
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Abstract

Background Septic and aseptic nonunion require different therapeutic strategles. However, differential diagnosis Is
challenging, as low-grade Infections and biofilm-bound bactena often remain undetected. Therefore, the examination
of biofilm on Implants by sonication and the evaluation of ts value for differentiating between femoral or tiblal shaft
septic and aseptic nomwnion In comiparison 1o tissue culture and histopathology was the focus of this stedy.
Materials and methods Osteosynthesls matenal for sonication and tissue samples for leng-term culture and histo-
pathologic examination from 53 patlents with aseptic nonunion, 42 with septic nonunion and 32 with regular healed
fractures were obtalned during surgery. Sonication fluld was concentrated by membrane filtration and colony-form-
Img units (CFUD wiere quantified after aerobic and anzerobic Incubation. CFU cut-off values for differentiating betwien
septic and aseptic nonwenion ar regular healers were determined by receiver operating charactenstic analysis. The
performances of the different diagnostic methods were caloulated using cross-tabulation.

Results The cut-off value for differentiating between septic and aseptic nonunion was = 13.6 CFLY10 ml sonication
flutd. With a sensitivity of 52% and 2 specificity of 93%, the diagnostic performance of membrane filtration was lower
than that of tissue culture (9%, 96%) but higher than that of histopathology (14%, 875 Considering twia criterla for
Infection diagnosls, the sensithvity was similar for one tissue culture with the same pathogen In broth-cultured sonica-
tiom fluld and two positive tissue cultures (35%). The combination of tissue culture and membrane-filtrated sonication
fluld hiad 3 sensithity of 50%, which Increased up to 62% when using a lowser CFU cut-off determined from regqular
healers. Furthermare, membrane filtration demonstrated a significantly higher pobymicrobial detection rate compared
to tssue culture and sonlcation fluld broth culture,

Conclustons Our findings support a multimodal approach for the differential dizgnosis of nonunion, with sonication
demonstrating substantial usefulness.
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Level of Evidence: Level 2

Trical registration DRKS0001 4457 (date of registration: 2018/04/25)
Keywords Septic nonunion, Aseptic nonunion, Fracture-relzted infection, Low-grade Infection, Sonication,

Membrane filtration, Tissue culture, Histopathology

Intreduction

‘One essential criterion for the treatment of fracture non-
union is the presence or absence of bacterial infection.
However, differentiating between septic and aseptic non-
union is challenging, especially when dealing with low-
grade infections which are difficult to distinguish from
aseptic nonunion [1, 2]. Low-grade infections are often
caused by bioflm-forming bacteria, which may remain
undetected in tissue cultures (TCs) and erroneously lead
to aseptic diagnoses [2-4].

Biofilm-embedded bacteria on implants can be dis-
lodged by sonication and detected by sonication fluid
{SF) culture, This method has become an important ele-
ment in the diagnosis of prosthetic joint infection (P]1)
due to its supposed higher sensitivity compared to TC
[5], despite some recent contradictory findings [6-2].
There are few studies focusing on sonication for the diag-
nosis of fracture-related infection [9-13], with most of
the studies including both fracture-related and prosthetic
joint infections [%, 11-13]. Thus, the role of sonication in
the diagnosis of fracture-related infection (FRI) remains
tentative [14]. Based on the lack of scientific evidence
for the role of sonication in FRI diagnostics [14], the FRI
Consensus Group demanded further studies to establish
the role of sonication in FRI [15].

The aim of this study was to evaluate the diagnostic
performance of sonication in differentiating between
diaphyseal femoral or tibial aseptic and septic nonunion.
We hypothesized that diferentiation would be possible
by the gquantification of colony forming units (CFU) in
sonication fluid. Furthermiore, we hypothesized that soni-
cation would detect a more diverse spectrum of microor-
ganisms compared with tissue culture.

Patients and methods

This prospective multicenter study investigated the
microbiological colonization of femoral and tibial fixa-
tion material in nonunion and regular healed fractures,
One hundred thirty patients were recruited at eight level
I trauma centers in Germany between January 2019 and
April 2022, Each study center received am ethics vote
from its local responsible ethics committee. Patients with
aseptic or septic femoral or tibial shaft nonunion admit-
ted to the hospitals for a revision surgery and patients
with femoral or tibial regular healed fractures undergoing

implant removal were included in this study. In the latter,
the implant was routinely removed after complication-
free fracture consolidation, with no clinical or laboratory
signs of infection or delayed healing during the fracture
healing process. All patients gave their written consent
before study inclusion.

Study population

Minety-eight patients with nonunion and 32 patients
with regular healed fractures aged> 18 vears were pro-
spectively identified at the participating study centers
and included in the study. The diagnosis of nonunion was
based on the patient’s complaints, clinical examination,
and mandatory conventional radiographs. Hereby, radio-
logic signs of nonunion were defined as a lack of osseous
bridging in at least three out of four cortices assessed
on antero-posterior and lateral views of conventional
radiographs [18]. Nonunion was defined as a fracture
that does not heal without further surgical intervention
[17]. The median time between definitive fracture sta-
bilization and revision surgery was 10.9 months {range:
2.4—48.9). Exclusion criteria were administration of pre-
operative long-term antibiotics or current antimicrobial
therapy and pregnancy. Only patients with complete
implant removal or replacement were involved in this
inwestigation.

Septic nonunion was defined according to Metsemak-
ers et al. [18] by confirmatory criteria: presence of a fis-
tula, two of the same pathogens identified in separate
TCs, two of the same pathogens in TC and SF broth cul-
ture, or the detection of microorganisms in one TC con-
firmed by histopathological examination. For all patients,
microbiological {long-term culture of tissue in broth and
direct culture) and histopathological findings from index
surgery or any follow-up surgeries within 12 months of
study inclusion were considered for diagnosis. Especially
in the case of a single culture-positive specimen or his-
topathology with infection signs only, sugpgestive criteria
(redness, swelling, increased local temperature, increased
precperative CRP, clinical suspicion) were taken into
account for the definitive diagnosis. Additionally, the
sdministration of nonunion-related antibiotic therapy
as well as the consolidation status of the nonunion 1
vear after revision surgery were recorded. Results of the
study-related sonication fluid membrane filtration {MF)
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were not considered as a diagnostic criterion, as the eval-
uation of this method was subject of the present study.

Sample collection and analysis

The purpose of this study was to evaluate the diagnos-
tic performance of sonication in differentiating between
septic and aseptic nonunicn in order to improve and
expedite the diagnostic process for early initiation of
appropriate treatment. Therefore, we assessed sonication
a5 a diagnostic method in comparison to current conven-
tional diagnostics.

Monunion revisions and metal removals were per-
formed according to clinical standards. Besides the
clinical sampling for microbiology and histopathology
(study-center-dependent sampling and analysis with local
wariations), two additional tissue samples were obtained
from the transition zone between healthy bone and non-
union in nonunion patients and from the peri-implant
site in regular healers. These samples were directly trans-
ferred into prepared vials, one in 9 ml sterile thioglyco-
late broth with resazurin (bioMérieux) for conventional
microbiological examination and the other in 4%-phos-
phate-buffered formaldehyde solution (AppliChem) for
histopathological examination. Osteosynthesis material
was removed under sterile conditions according to clini-
cal standards and transferred dry into sterile stand-up
bags (Whirl-Pak, Nasco Sampling). All study samples
collected in the study surgeries were transported over-
night to the Institute for Biomechanics at the BG Unfallk-
linik Murnau, and were processed on the subsequent day.

Sonication was performed with the entire intramed-
ullary nail or locking plate; screws were included if
provided. The remowved osteosynthesis material was
transferred into a steam-sterilized (121 “C, 20 min)
custom-made screw-capped glass tube with space for a
complete intramedullary nail. Implants that did not fit
into the glass tubes were instead processed in hydrogen-
peroxide-sterilized lock'n'lock contaimers recommended
by the ultrasonic bath manufacturer for sonication. The
osteosynthesis material was covered with 150 ml ster-
ile Ringer's solution (Ringer Fresenius, Fresenius Kabi
Deutschland GmbH) and shaken by hand for 30 s. Soni-
cation was performed with a frequency of 40 kHz at
100% power setting (corresponds to 200 W, ultrasonic
nominal output; BactoSonic ultrasonic bath, Bandelin
electronic GmbH & Co. KG) for 1 min. For long implants
that protruded out of the ultrasonic bath, the glass tubes
were inverted and sonicated for an additional minute to
include the whole implant surface. Sonication was fol-
lowed by further shaking for 30 s. Five ml of the SF was
inoculated into 9 mil thioglycolate broth with resazurin
(bioMérieux) and incubated at 37 "C, 5% COy for 10 days.
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Membrane filtration {MF) was conducted with 80 ml
SF in total. For this purpose, SF was pre-filtered through
a 70 pm sterile cell strainer (Falcon, Corning, NY, USA)
to remove larger particles and to avoid blocking the
.45 -pm-pore-size sterile membrane filters (EZ-Fit, Milli-
pore, Merck KGaA). Four filtrations with 20 ml each were
performed. Filter membranes were directly placed onto
Columbia agar plates with 5% sheep blood (Oxoid Ger-
miany GmbH, Thermo Fisher Scientific). Two agar plates
were incubated under aerobic conditions for at least 2
days [median (range): 3 (2-7}], and two under anaerobic
conditions for at least 5 days [median (range): 5 (5-7)].
with variations due to weekends and holidays. An Anoxo-
mat system [ Advanced Instruments, Norwood, USA) was
used to generate an anaerobic atmosphere. After incu-
bation, the CFU were guantified on either aerobically
or anaerobically incubated filter membranes {whichever
vielded higher counts according to Trampuz et al. [19]).
For this purpose, photos of the filter membranes were
taken (Fig. 1) and the CFU were visually enumerated
using the multi-point tool of the Image] software (ver-
sion 1.52f). Only colonies from which at least one other
colony of the same pathogen had grown on the selected
membrane filters were counted. Individual colonies were
considered contaminants and were not assessed. Eight
sterile intramedullary nails and plates were transferred
into sterile stand-up bags (Whirl-Pak, Nasco Sampling)
and tested as negative controls in the same manner.

The study TC samples were incubated at 37 "C, 5% CO,
for 14 days and then streaked out on Columbia agar with
5% sheep blood (Oxoid Germany GmbH, Thermo Fisher
Scientific). Morphologically distinct colony tvpes were
identified by matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry to spe-
cies level (Vitek MS, bioMérieux Vitek Inc.) and tested
for antibiotic susceptibility (Vitek 2, bioMérieux Vitek
Inc.). The 10-day culture of 5F in thioglycolate broth was
performed in the same manner. Morphologically distinet
colony types grown on membrane filters of MF were iso-
lated on Columbia agar with 5% sheep blood (Oxoid Ger-
miany GmbH, Thermo Fisher Scientific) and identified
and tested for antibiotic susceptibility analogously to TC
and 5F broth culture samples.

For histopathology, tissue samples were fixated in for-
maldehyde and were examined for signs of osteomyeli-
tis after decalcification. Histopathological assessment
and classification was performed via H&E staining,
Berlin blue and the PAS reaction and with polariza-
tion-optical analysis and a semi-quantitative evaluation
of osteomyelitis according to the Histopathological
Osteomyelitis Evaluation Score (HOES [20]). In brief,
patterns of acute and chronic osteomyelitis, which
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include osseous changes, soft-tissue changes and an
inflammatory infiltrate pattern (microabscesses:>5
neutrophilic granulocytes; lymphocyte/macrophage/
plasma cell infiltrate), were assessed and semi-quantita-
tively graded depending on the size of the section area
(non-existent=0, one-third=1, two-thirds=2, entire
section area=3). Numerical evaluations of osteomy-
elitis criteria were summed and resulted in the written
HOES, whereby scores of 1 to IV indicate the presence
of osteomyelitis at different stages (acute, chronically
florid, chronic, calmed osteomyelitis) and a score of V
implies that there is no indication of osteomyelitis. For
our analyses, we only used the HOES to differentiate
whether signs of osteomyelitis were present or not.

obically (A B) and anaerodicalty (C, D) incubated Niter mambranes with bacte
pidermilans. C Cutibacterum aones. D Cutiboctertum aomnes a

growtn. A Staptyiococcus capltis. B
StaphyInCOCTUs Epidermids

Statistics

Intraoperative tissue specimens and explanted osteosyn-
thesis material of 130 patients that met the defined inclu-
sion criteria were sampled and analyzed in this study.
Three initially aseptic nonunion patients were excluded
from the statistical analyses as their signs of infection first
appeared in follow-up surgeries, resulting in an unclear
differential diagnosis. Thus, 127 patients were included in
further analyses,

Statistical analyses were conducted in SPSS (ver. 26;
IBM). Comparisons of mean values between study
groups were performed using the Kruskal-Wallis or
Mann-Whitney U test. To compare qualitative vari-
ables, Pearson’s chi-squared test or Fisher’s exact test
was applied. A p value<0.05 (two-sided) was consid-
ered statistically significant, and Bonferroni correction
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was performed for multiple testing. CFU cut-off val-
ues and sensitivity and specificity for infection diag-
nosis based on the MF method were calculated with
receiver operating characteristic (ROC) curves . Two
by two tables were used for to test the performances of
the different test methods. Analvses for the single-test
methods were performed with the study-related micro-
biological and histopathological samples only, which
were processed in a standardized manner. 95% confi-
dence intervals (Cls) for sensitivity, specificity, positive
and negative predictive values (PPV and NPV) were
generated via Clinical Caleulator 1 (hitp:/fvassarstats,
net/).

Page 5ol 12

Results

The study groups—42 patients with septic nonunion,
53 with aseptic nonunion and 32 with regularly healed
fractures—significantly differed in age (Table 1}. In
particular, the regular healer group was significantly
younger than the aseptic nonunion group (p=0.006),
whereas there was no difference in age between sep-
tic and aseptic nonunion (p=1.000) or septic nonun-
ion and regular healers (p=0.072). The distribution
of open and closed fractures differed significantly
between the groups, as open fractures occurred more
frequently in nonunion compared to regular heal-
ers (p=0.005). The number of tissue cultures for

Table 1 Comparison of patient characteristics between the study groups
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the clinical diagnosis of infection was larger for sep-
tic monunion (4+ 2} compared to aseptic nonunion
(3+£2; p=0.006). There were no significant between-
group differences regarding type of osteosynthesis or
sonication conditions {Table 2). Revision surgery with
implant removal coccurred at & median of 11.7 months
{range: 2.4—48.9) after definitive stabilization in the
septic nonunion group and at a median of 10.1 months
(range: 4.1-41.2} in the aseptic nonunion group. In the
regular healer group, rootine metal removal was per-
formed at a median of 15.1 months (range: 9.5-28.9)
after internal fracture fixation.

Detection of septic nonunion by CFU guantification

ROC analyses for the MF method were performed for
separation between septic and aseptic nonunion and
between septic nonunion and regular healers, respec-
tively. Both ROC curves had an area under the curve of
0.8, The ROC curve analysis for the best cut-off value
revealed = 13.6 CFU{ 10 ml 5F for differentiation between
aseptic and septic nonunion (high cut-off: Fig. 2A)
and =06 CFU/10 ml 5F for differentiation between regu-
lar healers and septic nonunion (low cut-of; Fig. 2B).

A large spectrum of different bacterial species were
detected in all three study groups (Table 3). In septic
nonunion, coagulase-negative staphylococci (ColMNS) and
Cutibacterium acnes were the most commonly detected
pathogens. In aseptic nonunion and regular healers, the
majority of samples were culture negative. Positive 5F cul-
tures in aseptic nonunion or regular healers were mainly
due to CoNS and C. acmes. MF demonstrated a higher
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detection rate of polymicrobial infections compared to
TC and broth-cultured 5F (p<0.001). All negative con-
trols for sonication had no bacterial contamination.

The diagnostic value of sonication was assessed by
comparing the diagnostic performances for the different
methods to conventional diagnostics (Table 4). Fourteen-
day TC demonstrated high performance. The sensitivity
of histopathology was extremely low. 5F broth culture
had a higher sensitivity than the MF high cut-off, whereas
its specificity was lower. In comparison to broth-cultured
5F, PPV was higher for the MF high cut-off. Upon using
the lower cut-off, the PPV decreased but the NPV was
highest of all the SF analysis methods. Regular heal-
ers with positive test results were represented across all
methods, The MF low cut-off criterion demonstrated the
highest positive-test rate in regular healers and the S5F
broth culture presented the second highest, followed by
histopathology. TC and the MF high cut-off had the low-
est positive-test rates in regular healers compared to the
other methods.

Sonication as a confirmatory diagnostic criterion increases
sensitivity

To avoid a false-positive infection diagnosis, a con-
firmatory second criterion should be present. Thus, we
analyzed the detection rate of septic nonunion by one
positive TC in combination with another positive test
method (Table 5). For these analyses, clinical findings
were also considered. The same number of patients with
septic nonunion could be detected by two TCs with the
same pathogen and the combination of TC with SF broth
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1 - Bpecificity
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Hg. 2 FOC ourves fof group discrimination besed on CFU par mi sonlcation Auld (=F) detenmined Dy the membrne fifration method A
Discrimination of asepiic and septic nonunion; ALC= 077 (25% 0 0E7-0E7): optimal cut-odT value Mat masmizes the Youoan Index [045)
15 136 CFUS0 mil 5F. B DEoimination of reguier healed ractees and septic nonunion; ALC=0078 (95% 1 067059 optimal aut-off vale that

maximizes the Youden index {047) Bz 0b CFUTD mi 5F
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Table 3 Cwenview of detected microonganisms in the thres study groups

Study group Culture results TC SF broth culture MF

N L] N L] N L.

Septic nonunion (W=437) Negatve 13 31 13 3] 0 48
1 species’sample 26 =] 6 0 11 50
I peciessampe 3 1a 3 ¥] T i3
3 spagieysampie - - - 4 18
(ufibacterim oomes 10 3 3 3 b 16
CoM5 1& 50 4 5 I5 ]
ShoyRyRMCOCTIS PUNELE 4 13 1 3 3
Anegoigdla magng 1 3 2 & 3
Sermahio marcescens 1 3 1 3 k]
EntaroanoCs RECmis - - 1 3 k]
ConmebacieTium sop. - - - - 3 5

Aseptic nonunion (V= 53) Negative 51 96 a3 Bl 49 53
1 speciesfampie 2 100 1a 100 - -
1 specievfampie - - - - 3 15
3 pecles'mmpis - - - - 5
Cutibacterlim acmes - - 4 40 3 3
CoNE 1 50 5 30 5 56
KDLV warhans 1 50 - - -
Ee s Chosfinansls - - 1 1 - -
Conmetaterium spp. - - - -

Regular healers (N=37] Negaihve 9 91 23 72 i} o
1 spedies’zampie 2 7 -] a3 I )
2 Spediesfsampie 1 i3 1 n 1 3
Qutihgctenim aones 2 50 1 1a 2 =0
ColE 1 15 5 | 1 5
Conmebacterium spp. 1 5 1 10 - -
Backis spo. - - i 30 1 P

T ssusa cuhturs (1 4-cay oulturs of study e sample), 5F sondcation fluld (10-day cubturs of sonication fluld in broth), MF membrane-filtrated sonicaticn fuld (out-
off value:zx 13.6 CFL/T 0 mi), GoNS coagulase-negative staphyloonod, spp. spedies

Table 4 Performances of different test methods when discriminating between aseptic and septic nomnunion

Septic nonunion  Asaptic Sensitivity  Speciiclty PPV [T Reguiar healers
nonunlon
Test method Mo. of patients who tastad % (955 ) Mo, of patients
positive who tested
positive

LongHerm TC (sludy ampie} 23442 23 EO(S3-E)  9G(B6-09)  S4(77-09) BOST-BE) /2
Histopathology sty sample] 642 753 -5 BT(TAB4) 60T SEMESST  wAE

SF beoth culture 29541 10/53 E9(53-82)  B1(B&-500  T4(55-BE)  7TEEBN 92

ME b (L5 CFLITO mi) 33442 /53 TOEI-EE) 6 (B-TS) G2 (4E-7S)  TOES-BE 1032

ME (= 136 CFLYTO ) 22441 a3 SI(E7T-68]  S3E1-9E A5 (64-08) 71 (59T 32

PPV poedtive peadictive valug, MR nogativa prodictiva walus, O confidonce intanal, FC tissu cuftura, SF sonikcation fiuid, AF membrane-filtrated sonication fluid

culture, The MF low cut-off as a secondary diagnostic cri-

Discusslon

terion identified the largest number of septic nonunions  Treatment decisions in disturbed fracture healing situa-

compared with any other combination.

tions rely on a reliable diagnosis of presence or absence
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Table 5 Septic nonunion detection rates when using ane positive TC in combination with another confirmatory diagnostic criterion

Confirmatory criteria for the diagnosts of septic nonunion Mo. of detacted septicnonunlons  Sensktivity % (95% C1)
= 1 Fositive TCs with e same patinogen 13542 5539100
=1 Positive TC + histopatnology with infachion signs 1042 24 (1340
= 1 Fosithve TC +same pathogen In SF oroth cufmure 13542 5539100
=1 Positive TC +same pathogen In MF (= 06 CFLN 0 mi) 47 &2 [46-T6)
= 1 Foslitve TC +same pathogen In MF (22136 CFLAT0 mi 1743 50 34-66)

T tssua cultues, C1 confidence Inberval, 5F sonication fluld, MF membeane-filtrated sonication fluld, CFU colony-forming umnits

of infection. Established diagnostic criteria for FRI that
have been adapted from PJI have so far failed to consider
the unigue circumstances of fracture healing complica-
tions [15, 21]. The central issue in our investigation was
to evaluate the diagnostic value of sonication in nonun-
ion differentiation. Our findings suggest that aseptic and
septic nonunion can be differentiated by sonication, with
sonication being superior to histopathology but inferior
to tissue culture, Membrane filtration of sonication fluid
in combination with tissue culture increases sensitivity
compared to conventional diagnostics and also improves
the capacity for detecting polymicrobial infections,

Our study evaluated quantitative CFU thresholds for
the diagnosis of FRI, enabling existent infection to be dis-
tinguished from contaminated implants [19). To define
the contamination threshold of bacteria usually present
on removed implants, we included the group of regular
healers. Furthermore, the comparison between septic
and aseptic nonunion enabled us to identify a cut-off
value for the detection of infection in disturbed fracture
healing situations. Both cut-off values demonstrated
acceptable discriminatory power [22]. Detection of bac-
teria in regular healers was most likely due to contamina-
tion during surgery or the sampling procedure with skin
or girborme microorganisms. Contamination during the
laboratory process can be excluded, as negative controls
presented no colony growth, Bacterial colonization was
higher in aseptic nonunion compared to regular heal-
ers, This might be due to bacterial accumulation in non-
vital scar tissue in the nonunion zone and colonization of
the implant surface. However, this small amount of bacte-
ria did not appear to have any clinical relevance in terms
of invading surrounding tissue, as aseptic nonunion with
small-scale biofilms on implants did not show further
infection signs within 1 vear. Bacterial colonization with-
out any clinical relevance was described in patients with
aseptic total joint replacement, where 16% demonstrated
a positive sonication [23]. Also, bacterial colonization
on 40% of routinely removed osteosynthesis material
has been reported [2], as it has on 27% of hip implants
in patients without infection signs [24]. Such high bacte-
rial colonization rates underline the importance of a CFU

cut-off value, Our calcolated higher threshold resulted
in higher specificity and PPV in comparison to SF broth
culture and the lower cut-off. Low microbial loads with
no clinical relevance are thus filtered out by the higher
cut-off. In contrast, 5F in broth leads to bacterial enrich-
ment. 28% of the healers had a positive SF broth culture;
using membrane filtration (high cut-off), this number
was reduced to 9%,

Far sonication, there is no consensus on 2 uniform son-
ication protocol or uniform CFU thresholds for infection
diagnosis—not even for PJI. Trampuz et al calculated
a CFU cut-off and defined 5 CFU/plate (corresponds
to 10 CFU/ml} as the ideal threshold to discriminate
between Pl and aseptic failure [19]. However, the CFU
cut-offs used in studies range between 1 and 50 CFUY
plate [&, 10, 21, 25-30]. Different sonication protocols
with variations in the initial fluid volume affect the CFU/
ml concentration and prevent the definition of a univer-
sal cut-off value. The ROC curves in our study show a
relationship between the extent of bacterial implant colo-
nization and the clinical relevance. Thus, we successfully
identified SF membrane filtration with CFU guantifica-
tion as a helpful method to distinguish infected femoral
or tibial nonunion from aseptic nonunion or comtami-
nated implants.

However, the value of sonication has to be seen in the
context of conventional diagnostics. Therefore, we con-
sidered the performances of the diagnostic methods in
isolation from each other. With reference to our results,
TC shows the highest PPV and NPV, Depending on the
5F analysis method or CFU cut-off, sonication can par-
tially match or even exceed TCs sensitivity, but the
specificity of sonication is lower. Onsea et al. reviewed
five studies that investigated the accuracy of TC in com-
parison to sonication. In three studies, sonication dem-
onstrated significantly higher accwracy. However, none
of these studies were sufficiently powered, and only one
study assessed the diagnostic tests separately for frac-
ture-related infections. Thus, the authors could not con-
clude that sonication is superior to TC [14]. Our results
cannot confirm this either, but they support the value
of TC in FRI diagnosis. However, the disadvantages of
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long-term TC have to be considered. Depending on the
clinical standard, long-term culture taking 10-14 days is
necessary [1, 31]. In contrast, results from the membrane
filtration of 5F are available within a few days with rela-
tively high predictive values. This may be beneficial, espe-
cially in low-grade infections. These presumably aseptic
patients have usually been discharged from the hospital
by the time the long-term culture results are available, so
antibiotic therapy may not be administered even when
clinically indicated. Patients with septic nonunion may
also benefit from rapid microbial findings, as their antibi-
otic therapy can be tailored to the actual bacteria present.

According to our analyses, the method with the poor-
est sensitivity in the diagnosis of septic nonunion was
histopathology, which is in contrast to two previous stud-
ies [32, 33]. This may be due to the fact that our study
included low-grade infections with osteomyelitis signs
that are too weak to be identified with HOES. Egol et al,
however, also reported poor sensitivity of frozen (0%)
and permanent section histopathology (33%) to infected
nonunion [34]. Furthermore, 3 low sensitivity has been
reported in several investigations of the value of histology
for differentiating septic and aseptic prosthesis loosen-
ing [35-39]. Recently, an international group of experts
declared histopathology alone to be a confirmatory cri-
terion for the diagnosis of FRI [15]. With reference to our
data, this cannot be confirmed for femur and tibia shaft
nonunion. Eight patients with histopathological infec-
tion signs as a single criterion were diagnosed as “asep-
tic,’ taking into account the healing course of 1 year
Seven of these patients healed without further infection-
specific treatment, while one had not consolidated after
12 months but an underlying infection was excluded. In
this context, the positive histopathology test rate of 16%
in regular healers should also be mentioned. The value
of histopathology in the differential diagnosis of femoral
and tibial shaft nonunion should therefore be reconsid-
ered. In view of the good diagnostic performance of the
TC shown in our study, more attention should be paid to
a single positive long-term TC; for example, if only a few
samples were taken in revision surgery because an asep-
tic nonunion was assumed.

In order to avoid a false-positive FRI diagnosis, the
clinical diagnostic standard is based on two criteria, one
suggestive and one confirmatory [18]). According to our
data for the combination of a TC with the same patho-
gen in SF the sensitivity varies depending on the culture
method or CFU cut-off. Disagreements about the value
of sonication for FRI diagnosis also exist in the current
literature. Dudareva et al. investigated the performance
of paired TCs and sonication in the diagnosis of PII and
other orthopedic-device-related infections and found
that TC was superior [8]. Ueda et al. demonstrated that
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a more accurate diagnosis of FRI was achieved using a
combination of TC or joint aspirate culture with a posi-
tive SF culture rather than two positive TCs [21]. Onsea
et al. concluded that there is limited evidence of 5F being
a useful adjunct to TC [14]. With the findings of our
study, we have now provided evidence that sonication is
a valuable addition to TC: We found that the highest sen-
sitivity for a septic nonunion diagnosis was achieved with
a combination of one positive TC and the same pathogen
in membrane filtration of 5F {low cut-off). Incloding son-
ication increases the sensitivity to 62%. The low cut-off
is superior to the higher one because five septic nonun-
ions exceed the low cut-off but do not reach the higher
threshold. Therefore, we suggest that the lower cut-off
should be taken into account to confirm a positive TC.

Mewertheless, based on our results, none of the com-
bined methods demonstrated a sofficient sensitivity.
Thus, the diagnosis of septic nonunion should consider
different methods to maximize the infection detection
rate. For this purpose, sonication seems to be a good
additive diagnostic tool that increases sensitivity in com-
bination with TC.

For treatment, it is also important to identify the
infection-causing pathogens in order to initiate an
appropriate antibiotic therapy. Therefore, we focused
on the detected microorganisms. Although cultore-
negative rates were high in aseptic nonunion and regu-
lar healers, the same species present in septic nonunion
were still detected in these groups. Common microor-
ganisms in septic nonunion were coagulase-negative
staphylococci and Cufibacterivm acnes. These micro-
organisms were detected across all metheds, which is
consistent with other studies [33, 40]. However, the
number of species detected in one specimen differed
among the different methods. This may be due to the
fact that it is more difficult to isolate bacterial strains
from culture broth than from a solid culture medium
[41]. Additionally, potential competition for nutrients
and limited space must be considered in broth cultures
[42]. The identification of polymicrobial infections is of
clinical relevance due to antibiotic resistances requiring
bacteria-specific antibiosis. However, in this context, it
should be mentioned that five microorganisms in the
5F broth culture could not be detected by membrane
filtration of SE. This can be explained not only by differ-
ent culture media and incubation times but also by the
coarse filiration step before membrane filtration which
removes small tissue particles, whereas unfiltered SF
was inoculated in broth. In two of these cases the same
microorganism was identified by TC. Apart from addi-
tionally detected species and culture-negative results
for individual methods, seven septic nonunions dem-
onstrated discrepant positive culture results between
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the methods. However, these discrepancies were partly
relativized by matching clinical results. Imconsisten-
cies like that and the similar bacteria spectrum across
all groups underline that an approach which combines
diagnostic methods can be used to avoid false-positive
diagnosis.

The study had some limitations. First, SF concentra-
tion was achieved by membrane filtration instead of
centrifugation. Because membrane filtration has previ-
opusly shown disadvantages compared to centrifugation
[28], we decided to use membrane filtration in a modi-
fied form due to the possibility of a higher 5F concen-
tration, as we suspected small-scale biofilms of being
clinically relevant and negatively affecting fracture
healing. Compared to centrifugation, a larger amount
of 5F could be examined by membrane filtration, cor-
responding to a microbial examination of 53% of the
total implant surface. Regardless, this present study is
the first to examine CFU thresholds in FRI and it was
demonstrated that membrane filtration is of value for
infection diagnosis.

Second, the incubation period for anaerobic-mem-
brane-filirated SF cultures was 5 days to obtain count-
able, distinct colonies, which is short, especially for the
detection of C. acmes. However, in our study, the anaer-
obic atmosphere was generated using an Anoxomat
system, and evaluation studies of such systems demon-
strated that many amaerobic bacteria grow faster under
anaerobic conditions created by an Anoxomat than
by the conventional gas-pak method [43, 44]. Another
study investigated the detection of C. acnes growth from
orthopedic-implant-associated infections using  differ-
ent culture methods, and detected a growth rate of 99%
on sheep blood agar under anaerobic conditions created
by an Anoxomat, with a mean and standard deviation of
time to detection of 54+ 10 h [45]. While we cannot rule
oput the possibility that the short incubation period may
have led to an underestimated sensitivity of membrane
filtration of sonication fluid with respect to the detection
of € acmes in our study, we still assume a high detection
rate.

Third, the groups differed in age and fracture type. The
regular healer group were younger than the aseptic non-
union group, as fewer healing complications ocour in
younger patients due to physiclogical processes and they
have fewer open fractures. These differences should not
affect the findings from our study, which was on nonun-
ion differential diagnosis.

Furthermore, due to the study design, the number of
TC samples differed between septic and aseptic nonun-
ion. Apparently, when the patient demonstrated clini-
cal infection signs, surgeons collected more samples to
identify the infection-causing bacteria. Despite this, we
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are confident that all septic and aseptic nonunions were
accurately identified, as we were able to follow up the
healing course for 1 year to get the definitive diagnosis.

Finally, it should be noted that TC is the gold stand-
ard in FRI diagnostics and was also decisive for septic
nonunion identification in the present study. Therefore,
evaluating the diagnostic performance of TC is difficult.
Mevertheless, in order to compare TC with other meth-
ods, we only considered the additional study TC that was
processed in a standardized manmer for performance
analyses.

These limitations are countered by significant strengths
of the study. In contrast to other studies that processed
samples from multiple sites [2, 8-13, 21, 25-27, 29] or
included prosthetic infections [8 9, 11-13, 21, 26], the
present study included only osteosynthesis implants of
femur and tibia shafts. Furthermore, in contrast to other
studies [2, 8-10, 23, 25-29, 4], the entire implants were
sonicated, which makes sonication results more com-
parable between patients and improves the reliability
of CFUI thresholds. Finally, a great strength is the inclu-
sion of a group of regular healers. Thus, it was possible
to take bacterial contamination of removed implants into
account.

In conclusion, the results of this present study support
a multimodal approach for the differential diagnosis of
infection in fracture nonunion, including clinical, micro-
biological and histopathological findings. Among these
different methods, sonication was demonstrated to have
substantial usefulness. Membrane filtration of sonication
fluid improves the differential diagnosis in nonunion,
reduces the time to culture positivity, and detects polymi-
crobial infections more frequently. These are important
clinical aspects for an early initiation of bacteria-specific
antibiosis.
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