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Untersuchungen zur klinischen Relevanz von Staphylococcus

aureus Small Colony Variants bei Patienten mit Osteomyelitis

Hamin- und Menadion-auxotrophe Staphylococcus aureus Small Colony Variants (SCVs)
reprasentieren eine Elektronentransport-defiziente Subpopulation von S. aureus, die auf festen
Kulturmedien ein langsames Wachstum von nadelspitzgrof3en Kolonien zeigen. Ihre Fahigkeit
zur intrazellularen Persistenz und ihre verminderte Antibiotikaempfindlichkeit sind fir die Asso-
ziation der SCVs mit chronisch rezidivierenden Infektionen wie der Osteomyelitis von beson-
derer Bedeutung. Um den Einfluss von S. aureus SCVs auf den Erkrankungsverlauf bei Patien-
ten mit Osteomyelitis zu bestimmen, wurde eine 42-monatige Fall-Kontroll-Studie durchgefiihrt,
bei der nur Patienten mit einem S. aureus-Nachweis unabhangig vom Phanotyp bertcksichtigt
wurden. S. aureus SCVs wurden bei 21 von 63 Patienten mit Osteomyelitis meistens gleichzei-
tig mit S. aureus-Stdmmen des normalen Phéanotyps isoliert. Mit SCVs kolonisierte Patienten
hatten eine 2,7-fach langere mediane Erkrankungsdauer und signifikant mehr rekurrierende
Infektionen ein Jahr nach Primardiagnose und Therapie der Osteomyelitis als solche Patienten,
die nur den normalen Phanotyp beherbergten. Durch die Pulsfeldgelelektrophorese wurde flr
die Mehrzahl der SCVs und der zeitgleich isolierten Normaltyp-Stamme die klonale Identitat
demonstriert. In 26 von 34 SCV/Normaltyp-Paaren zeigten S. aureus-Isolate des SCV-Phano-
typs eine bis zu 23-fach niedrigere Gentamicin-Empfindlichkeit als S. aureus-Isolate des norma-
len Phanotyps. Bei 19 von 21 Patienten wiesen die SCV-Isolate eine verlangsamte Kohlen-
hydratfermentation gegeniber dem Normaltyp auf. Die Auxotrophismus-Testung ergab Hamin-
und/oder Menadion-Abhangigkeiten fiir einen Teil der SCV-Isolate. In vitro kénnen SCVs durch
subinhibitorische Konzentrationen des Aminoglykosids Gentamicin induziert werden, wahrend
in vivo in dieser Studienpopulation, bei Patienten mit Osteomyelitis, denen Gentamicin lokal
verabreicht wurde, ein Trend, jedoch nicht eine signifikante Assoziation bezliglich des Auftre-
tens von SCVs gezeigt werden konnte. Die Ergebnisse dieser Studie weisen S. aureus SCVs
als bedeutende und Gentamicin-resistente Erreger chronisch rekurrierender Verldufe der
Osteomyelitis aus, deren Identifizierung und Therapie von Laboratoriumspersonal und klinisch

tatigen Arzten besondere Beachtung geschenkt werden sollte.
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1 Einleitung

1.1 Klinische Relevanz von S. aureus

S. aureus ist ein humanpathogenes Bakterium aus der Familie der Staphylo-
coccaceae, der kugelformige, gram- und katalasepositive sowie Uberwiegend
fakultativ anaerobe Bakterien angehéren, wobei im Bezug auf die Humanpatho-
genitat und die klinische Relevanz die Gattung Staphylococcus dominiert (79,
113, 117).

Die koagulasepositive Spezies S. aureus ist als Bestandteil der Haut- und
Schleimhautflora sowie als Erreger diverser Infektionen und Toxin-vermittelter
Syndrome umfangreich erforscht und gehort zu den am haufigsten isolierten,
pathogenen Erregern in der mikrobiologischen Routinediagnostik (6, 34, 39, 53,
55, 90, 103, 119, 125). Durch S. aureus verursachte Erkrankungen lassen sich
in zwei Hauptgruppen unterteilen: der ersten werden invasive, pyogene Infek-
tionen zugeordnet, der zweiten Hauptgruppe gehodren die Toxin-vermittelten
S. aureus-Erkrankungen an. Pyogene Infektionen bedingen eine lokal-ober-
flachliche Gewebsdestruktion oder eine tiefe invasive Entzindungsreaktion in
Form von Furunkeln, Karbunkeln, Pyodermien, abszedierenden Weichteilpro-
zessen, Gelenkempyemen und Organprozesse wie Osteomyelitis, Parotitis,
Mastitis, Pneumonie, Endokarditis und Sepsis. Auf dem gemeinsamen patho-
genetischen Prinzip einer systemischen Toxineinwirkung basieren das Staphy-
lococcal Scaled Skin Syndrome und das Toxic Shock Syndrome. Diese Syndro-
me sind mit einer signifikanten Morbiditat und zum Teil erheblichen Mortalitat
assoziiert. Der Verlauf akuter S. aureus-Infektionen wird jeweils durch die
spezies- und stammtypische Ausstattung mit Virulenzfaktoren, aber auch durch
die Pradisposition des Wirtes bestimmt (84, 124).
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1.2 Klassische Resistenzmechanismen von S. aureus und infektions-

biologische Besonderheiten der Small Colony Variants (SCVs)

S. aureus ist in der Literatur primar als ein extrazellular proliferierender Erreger
mit hohem pathogenem Potential bekannt. Die klassischen Resistenz-
mechanismen, insbesondere die grundlegenden Prinzipen der Antibiotika-
Resistenz von Staphylokokken, sind in der Vergangenheit im Rahmen einer
Vielzahl von Publikationen erforscht und aufgeklart worden (10, 21, 40, 48).
Die Resistenz von S. aureus basiert auf Resistenzmechanismen wie
verminderter Permeabilitdt, reduzierter Ribosomenbindung, verandertem
Penicillin-Bindungsprotein, p-Lactamasebildung (Resistenz gegeniuber B-Lac-
tam-Antibiotika), inaktivierenden Enzyme (Resistenz gegenuber Aminoglyko-
siden und Makroliden) oder DNA-Gyrase-Resistenz und aktivem Efflux
(Resistenz gegenuber Gyrase-Hemmern) (22, 26, 72, 106, 118, 124).
Unabhangig von diesen bekannten, klassischen Resistenzmechanismen sind
Staphylokokken offenbar durch zusatzliche Mechanismen in der Lage, das
Versagen einer Antibiotikatherapie zu verursachen. Infektionen mit S. aureus
konnen auch chronisch-persistierend und rezidivierend mit begrenzter
Aggression und entsprechend eingeschrankter inflammatorischer Wirtsreaktion
verlaufen, obwohl der betreffende S. aureus-Stamm alle Virulenzfaktoren fir
akut-aggressive Verlaufe besitzt. Die Erkenntnis, dass bestimmte chronisch-
persistierende S. aureus-Infektionen mit der Isolierung phanotypischer
S. aureus-Varianten assoziiert sind, die die besondere Fahigkeit zur
intrazelluldaren Persistenz besitzen und die aufgrund ihres winzigen
Koloniewachstums auf soliden Nahrmedien als ,Small Colony Variants“ (SCVs)
bezeichnet werden, erweiterte grundlegend das Verstandnis dieser chronischen

Erkrankungsverlaufe.
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1.3 Ein historischer Riuckblick

Die frhesten Beschreibungen lUber das Auftreten von sog. ,Zwergkolonien® bei
Staphylokokken, ,...welche auch nach mehrtagigem Wachstum ganz geringe

‘

Dimensionen aufweisen...“, stammen aus einem Lehrbuch fur Studierende,
Arzte und Medizinalbeamte aus dem Jahr 1906 (57).

Der erste Fallbericht Uber die Isolierung und Anzucht von Staphylokokken-
SCVs in Reinkultur wurde im Jahr 1951 von Hale publiziert, welcher die SCVs
aus einem Abszess und von der Nasenhdhle eines Patienten gewinnen
konnte (31).

Die Morphologie und die biochemischen Eigenschaften dieser Mikrokolonien,
die historisch auch als sog. ,dissociants®, ,dwarf-, oder ,gonidial (G)“-Varianten
bezeichnet wurden (14, 30, 85, 94, 97, 100, 135, 136), konnte seit den 30- und
40-er Jahren des letzten Jahrhunderts auf ihre allgemein reduzierte
Stoffwechselaktivitat zurlickgefuhrt werden (32). Proctor et al. stellten 1995
erstmals ein umfassendes Modell vor, welches die multiplen phanotypischen
Veranderungen der S. aureus SCVs und ihre Assoziation mit persistierenden
und rekurrierenden Infektionen auf Alterationen im Elektronentransport zurtick-
fihrte (62, 70, 80, 81, 82).

Experimentelle Belege fur Elektronentransportkettendefekte als Ursache fur die
veranderte Koloniemorphologie, die verminderte Antibiotikaempfindlichkeit und
die intrazellulare Persistenz der S. aureus SCVs konnten schlie3lich durch die
Konstruktion Elektronentransport-defizienter, stabiler Mutanten von S. aureus
gefunden werden, die nach artifizieller Unterbrechung der Elektronentransport-
kette die bekannten Charakteristika der klinischen SCVs zeigten (4, 56, 116).

1.4 Charakteristika von S. aureus SCVs

S. aureus SCVs stellen eine Subpopulation von S. aureus dar, die sich auf
festen Kulturmedien durch ein langsameres Wachstum von nadelspitzgrof3en,
nicht oder nur im Zentrum pigmentierten, meist nicht hamolysierenden Kolonien
auszeichnen (3). Im Vergleich zu S. aureus-Stdmmen des normalen Phanotyps

ist ihre Generationszeit 6 bis 9-fach verlangert, so dass sie erst nach 48- bis 72-
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stiindiger Inkubation als 10-fach kleinere Kolonien auf Agarplatten sichtbar
werden (54, 80, 83, 121). Weitere Charakteristika der SCVs sind eine reduzierte
a-Hamolyse, eine verringerte Koagulaseaktivitat sowie eine verminderte Em-
pfindlichkeit gegenuber Antibiotika (insbesondere gegenuber Aminoglykosiden
und Trimethoprim/Sulfamethoxazol, TMP/SMX) (93). Diese Eigenschaft ermog-
licht ihnen eine mehr als 100-fach hdéhere intrazellulare Persistenz in Sauge-
tierzellen im Vergleich zum normalen Phanotyp, der die Wirtszellen relativ
schnell lysiert (4, 80, 110, 112, 116). Im intrazellularen Milieu von Epi- und
Endothelzellen entziehen sich die SCVs der Wirkung von Antibiotika und
korpereigenen Abwehrmechanismen des Wirtes (3, 116). Aus Kklinischen
Untersuchungsmaterialien isolierte kleine Kolonievarianten von S. aureus
weisen hohe Reversionsraten zur normal wachsenden Kolonieform auf.
Insbesondere, wenn das Substrat mit Thymidin, Menadion und/oder Hamin
supplementiert wird, wachsen die SCVs ahnlich wie ihre Elternstamme (80, 82,
83). Die Mehrzahl der klinischen lIsolate zeigt flir mindestens eine dieser
Substanzen einen Auxotrophismus (3, 43, 61, 80, 83).

Menadion und Hamin sind essentielle Vorlaufer in der Biosynthese der
Elektronentransportkettenkomponenten Menaquinon und Cytochrom (70, 121).
Menadion wird isoprenyliert, um Menaquinon zu generieren, das den
Elektronenakzeptor von NADH/FADH in der Elektronentransportkette reprasen-
tiert. Hamin wiederum ist fur die Cytochrombiosynthese notwendig, welches die
Elektronen von Menaquinon Ubernimmt und die Elektronentransportkette
komplettiert (70, 81). Thiamin-auxotrophe Stamme sind immer auch Menadion-
auxotroph, da Thiamin flr die Menadionbiosynthese unabdingbar ist (9). Thymi-
din wird fur die DNA-Replikation bendtigt, weshalb Thymidin-auxotrophe SCVs
bei reduzierter Verfugbarkeit von Thymidin nur kleine Kolonien ausbilden (43,
46). Thymidin-auxotrophe SCVs sind durch eine sehr hohe Heterogenitat im
Grampraparat charakterisiert. Elektronenmikroskopische Untersuchungen
zeigten, dass einzelne Zellen der makroskopisch durch winzige Kolonien
charakterisierten SCVs eine bis zu neunfache Grofe im Vergleich zu normalen
Staphylokokken-Zellen aufweisen (44, 98).
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Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen weisen in diesen
vergroRerten Zellen mehrfach oder inkomplett angelegte Teilungsebenen als
Zeichen einer irregularen Zellteilung nach. Die Fahigkeit Elektronentransport-
defiziente Subpopulationen auszubilden, liefert S. aureus Uberlebensvorteile,
die weit Uber eine verminderte Antibiotikaempfindlichkeit hinausgehen.
Folgende Charakteristika der SCVs sind ebenfalls auf Alterationen des Elektro-
nentransports zurtuckzufuhren: Reduzierte Adenosintriphosphat-(ATP)-Spiegel
limitieren die Wachstumsrate der SCVs, da die Zellwandbiosynthese grofe
Mengen ATP erfordert (94). Die erhdhte minimale Hemmkonzentration (MHK)
gegenuber zellwandspezifischen Antibiotika ist an eine intakte Elektronen-
transportkette gebunden, denn nur ein hohes Membranpotential ermdglicht die
Bindung positiv geladener antimikrobieller Substanzen (Aminoglykoside, katio-
nische Peptide) an die Zellmembran. Eine negativ geladene Zellmembran des
Bakteriums ist Voraussetzung fur die Aufnahme dieser positiv geladenen
Komponenten (24, 26, 28, 61, 69). Die Pigmentierung der bakteriellen Kolonien
ist ebenfalls von einer intakten Elektronentransportkette abhangig, denn das
katalysierende P4s50-System bezieht von dieser die zur Karotinoidbiosynthese
notwendigen Elektronen (70). Die Produktion der meisten (unter 1.2 genannten)
Virulenzfaktoren von S. aureus ist energieabhangig, so dass sich die phano-
typischen und infektionsbiologischen Unterschiede beider Erscheinungsformen

dieses Bakteriums durch Abweichungen im Zellstoffwechsel erklaren lassen.

1.5 Herstellung und Beschreibung Elektronentransport-defekter

Mutanten von S. aureus mit SCV-Phanotyp

Um einen Zusammenhang der phanotypischen und biochemischen
Charakteristika sowie der erhdhten intrazelluldren Persistenz von klinischen
S. aureus-SCVs mit Defekten im Elektronentransport zu beweisen, wurden
durch Blockierung biosynthetischer Gene fur die Hamin- und Menadion-
biosynthese (hemB, menD) genetisch definierte Elektronentransport-Mutanten
konstruiert (4, 56, 109, 112). Erwartungsgemal} zeigten die hergestellten Mu-

tanten die phanotypischen Eigenschaften der aus klinischem Untersuchungs-
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material isolierten S. aureus SCVs. Untersuchungen mit einer hemB-Mutante
zeigten, dass nach 24 oder 48 h im Vergleich zum Elternstamm oder der
komplementierten Mutante Uber 200-fach mehr Zellen der hemB- Mutante
intrazellular persistierten. Ferner liel® sich fur diese Mutante in Western-Blots
eine reduzierte bis fehlende o-Toxin-Produktion nachweisen und in Northern-
Blots ein fehlendes Transkript von hla. Nach Phagozytose der hemB-Mutante
durch Endothelzellen in vitro, liel® sich ihre erhohte intrazellulare Persistenz bei
ausbleibender Lyse der Wirtszellen auf die mangelnde Produktion von a-Toxin
zuruckfiihren (112). Ferner zeigte sich auch die hemB-Mutante im Vergleich
zum Elternstamm gegenuber Aminoglykosiden wie Gentamicin oder Kanamicin
deutlich resistenter. Im Rahmen von Untersuchungen zur Aminoglykosid-
Resistenz wurde fur verschiedene klinische SCVs und Mutanten mit SCV-
Phanotyp das Membranpotential bestimmt (5). Im Gegensatz zu den Stammen
mit normalem Phanotyp fiel das Membranpotential bei den SCV-Isolaten auf
Werte unter -100 mV, wenn Glukose im Substrat verbraucht und andere Stoffe
wie Acetat und Laktat kein weiteres Wachstum ermdglichten. Dementsprechend
lie® sich auch eine um den Faktor 10 bis 30 verminderte Empfindlichkeit der
SCVs gegenuber Aminoglykosiden nachweisen, deren Aufnahme in die
Bakterienzelle aktiv und in Abhangigkeit von einem hohen elektrochemischen
Membrangradienten erfolgt. In Studien zu Adhasinen konnte fur hemB-
Mutanten mit unterschiedlichem genetischem Background im Vergleich zum
isogenen Elternstamm mit normalem Phanotyp eine signifikant erhohte Adha-
sion zu Fibrinogen- und Fibronectin-beladenen ,Coverslips“ nachgewiesen und
durch die erhdhte Oberflachenprasenz von Fibrinogen-/ Fibronectin-bindenden
Molekulen begrindet werden (109). Die Annahme von SCVs als Elektronen-
transport-defiziente Phanotypen von S. aureus konnte durch Charakterisierung
der hemB-Mutante auf Transkriptions- und Proteomebene weiter gestutzt wer-
den. Da sich bei der Mutante eine erhdhte Expression von Enzymen der
Fermentation, der Glykolyse und verwandter Stoffwechselwege zeigte, folgerte
man, dass die hemB-Mutante ATP aus Glukose bzw. Fructose nur durch
Substratphosphorylierung gewinnen konnte (56). Ein moglicher weiterer Weg

der ATP-Gewinnung der SCVs scheint im Arginin-Desaminase-Stoffwechsel-
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weg zu liegen, dessen Enzymkonzentration ebenfalls erhéht war. Im Mausmo-
dell einer septischen Arthritis zeigten mit hemB-infizierte Mause gegenuber
Mausen, die mit dem normalen Phanotyp infiziert worden waren, eine hohere
Frequenz und signifikant verstarkte Auspragung der Arthritis (41). Die erhdhte
Virulenz der SCVs wurde der verstarkten Produktion destruktiver Proteasen
zugeschrieben. Im Rahmen eines zweiten Tiermodells (Kaninchen-Endokar-
ditis-Modell) wurde die hemB-Mutante mit ihrem Elternstamm und mit der
entsprechenden menD-Mutante verglichen (4). Die Infektiositat beider Mu-
tanten war mit der des Elternstammes (8325-4) vergleichbar und die hemB-
Mutante wurde wie der Elternstamm durch eine Oxacillin-Therapie bezuglich
der Keimzahl in verschiedenen Geweben signifikant vermindert. Im Gegensatz
zur menD-Mutante wurden jedoch keine persistierenden Bakterien in der Niere
nachgewiesen, was durch den hohen Hamingehalt aufgrund embolischer
Infarkte wahrend der experimentellen Endokarditis und der damit konsekutiven
physiologischen Supplementierung der hemB-Mutante durch Hamin begrundet
wurde. Somit erweist sich die erzeugte menD-Muntante auch in vivo als

antibiotikaprotektiv.

1.6 Klinische Relevanz der SCVs von S. aureus

SCVs von Staphylococcus aureus sind seit uber 90 Jahren bekannt (30, 31, 85,
135, 136). Doch erst in der letzten Dekade hat das Interesse an diesen sog.
<Zwergkolonien“ von S. aureus deutlich zugenommen, seitdem ihre Rolle als
Ausloser persistierender und rekurrierender Infektionen erkannt worden ist (80,
81, 82, 83, 86, 96, 101, 110, 120, 121). Bisher liel3en sich diese kleinen Kolo-
nievarianten in Reinkultur, zusammen mit dem S. aureus-Wildtyp oder in Misch-
kulturen mit anderen Spezies bei Patienten mit Haut- und Weichteilinfektionen,
Osteomyelitis, Sepsis, Endokarditis und pulmonalen Infektionen isolieren (43,
49, 80, 96, 116, 120). Haufig waren die betroffenen Patienten vor der Isolation
der SCVs einer prolongierten Antibiotikatherapie ausgesetzt. SCVs konnten
aber auch ohne vorherige antimikrobielle Therapie isoliert werden (49, 80, 96,

115, 116, 120). In einer umfassenden Retrospektive der Literatur der vergan-
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genen 60 Jahre finden sich 25 Arbeiten, die sich mit Infektionen durch
S. aureus SCVs bei 103 verschiedenen Patienten befassen (s. Tabelle 1,
Anhang).

In einer Studie, die erstmals die Pravalenz von S. aureus SCVs bei
Mukoviszidose-Patienten (n = 78) prospektiv untersuchte, konnten Uber einen
Zeitraum von 34 Monaten bei ca. 33 % der Patienten (insbesondere Thymidin-
auxotrophe) S. aureus SCVs aus Atemwegsmaterialien isoliert werden (43).
Das Auftreten von Thymidin-auxotrophen SCVs war mit einer Langzeittherapie
der S. aureus-Infektion mit TMP/SMX fur mindestens 18 Monate assoziiert.
Madglicherweise liegt in extern verfugbarem Thymidin, welches reichlich in den
Bronchialsekreten von Mukoviszidose-Patienten durch Zellzerfall und freige-
setzte DNA vorhanden ist, die Grundlage fiir das Uberleben der Thymidin-
auxotrophen SCVs. Auf diese Weise bedingt der Thymidin-Auxotrophismus der
SCVs ihre TMP/SMX-Resistenz und bietet ihnen gegeniber dem normalen
Phanotyp einen Uberlebensvorteil unter der Antibiotika-Dauertherapie. Durch
Anwendung der Pulsfeldgelelektrophorese konnte sowohl die klonale Identitat
der SCVs und der parallel von denselben Patienten isolierten, normalen
S. aureus-Isolate wie auch die Stabilitat der gleichen Klone Gber Monate und
Jahre nachgewiesen werden. Uber einen Zeitraum von Uber sechs Jahren
konnte so eine grof3e Anzahl von S. aureus SCVs untersucht werden (n = 212)
(45). Thymidin-auxotrophe SCVs konnten bei einigen Patienten auch noch
Jahre nach Absetzen der Dauertherapie mit TMP/SMX (> 4 Jahre) und
Therapie mit anderen Antibiotika isoliert werden. Die mediane Persistenz der
SCVs lag mit 49,5 Monaten fast doppelt so hoch wie fur den normalen
S. aureus mit 25 Monaten und deutet somit einen Uberlebensvorteil der SCVs
gegenuber dem normalen Phanotyp im Bronchialsystem der Mukoviszidose-
Patienten an. In vitro-Experimente mit aus klinischen Untersuchungsmaterialien
gewonnenen SCVs konnten eine verlangerte intrazellulare Persistenz dieser
Varianten in kultivierten Endothel- und Epithelzellen gegenlber den S. aureus-
Isolaten vom normalen Phanotyp belegen (3, 43). Versuche mit Keratinozyten
zeigten, dass SCVs nach Infektion vitaler HaCaT-Wirtszellen im Vergleich zu

klonal identischen Isolaten mit normalem Phanotyp keine schwere lytische
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Degeneration der HaCaT-Wirtszellen auslésten (116). Abgeschirmt von der
Immunantwort des Wirtes und dem Einfluss der Antibiotika koénnte die
intrazellulare Lage der SCVs eine Erklarung fur ihre Assoziation mit chroni-
schen, Antibiotika-refraktaren Infektionen und fur ihre monate- bis jahrelange

Persistenz sein.

1.7 Osteomyelitis verursacht durch S. aureus SCVs

Bei der Osteomyelitis handelt es sich um eine primar-hamatogene, seltener
lymphogene oder durch direkte Keimeinschleppung entstandene, akute oder
chronische, abszedierende bis phlegmondse Entzindung des Knochenmarks
einschliellich des Knochengewebes und des Periostes (13). Die gelaufigen
Klassifikationssysteme der Osteomyelitis (20, 21, 59, 63, 127) unterscheiden im

Wesentlichen drei Kategorien:
e die primar hamatogene Osteomyelitis
e die sekundar von einem Infektionsherd fortgeleitete Osteomyelitis und
e die mit vaskularer Insuffizienz assoziierte Osteomyelitis.

Patienten mit Osteomyelitis, bei denen S. aureus als ursachliches Pathogen
nachgewiesen wird, werden haufig neben einer systemischen Antibiotika-
therapie lokal mit implantierten oder resorbierbaren Gentamicin-Tragern behan-
delt (25, 64, 65, 130, 131, 132, 133). Das Aminoglykosid-Antibiotikum Genta-
micin wird aus dem jeweiligen Tragermaterial wie Polymethylmethacrylat-
(PMMA)-Ketten, Kollagenschwammen oder Knochenzement durch Diffusion in
Abhangigkeit von einem Konzentrationsgradienten in den infizierten Knochen
freigesetzt. Uber einen Zeitraum von Wochen bis Monaten kann so ein lokaler
Spiegel von Gentamicin messbar sein (25, 132, 134). Aufgrund seiner hohen
Aktivitat gegenuber den meisten nicht Methicillin-resistenten S. aureus-
Stammen findet Gentamicin in der Therapie der S. aureus-Osteomyelitis und in
der Endoprothetik z. B. als Zusatz im PMMA-Kochenzement breiten Einsatz
(39, 103).
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In frGheren in vitro-Experimenten konnte die Selektion der Elektronentransport-
defizienten Varianten von S. aureus durch eine permanente Exposition normal
grol3er S. aureus-Stamme gegenuber Gentamicin nachgewiesen werden (3, 73,
78, 111). Werden klinische S. aureus-Isolate des normalen Phanotyps auf
Muller-Hinton-Agar mit einem Zusatz von 1 ug/ml Gentamicin kultiviert, kbnnen
innerhalb von 72 Stunden regelmalig SCVs isoliert werden (3, 61, 73). Um zu
Uberprifen, ob auch in vivo eine Selektion bzw. Induktion von SCVs durch
eingelegte Gentamicin-Ketten maoglich ist, wurde eine prospektive Fall-Kontroll-
Studie durchgefuhrt, bei der die Pravalenz von S. aureus SCVs bei 14 Osteo-
myelitis-Patienten (mit und ohne vorausgegangener, lokaler Implantation von
Gentamicin-Ketten) untersucht wurde (121). Bei vier Patienten mit chronisch-
rezidivierender Osteomyelitis, die zuvor neben einer systemischen Antibiose mit
implantierten Gentamicin-Ketten behandelt worden sind, konnten S. aureus
SCVs isoliert werden. Diese vier Patienten wiesen rekurrierende Infektionen
auf, obwohl sie nach in vitro-Kriterien eine wirksame systemische Antibiose
erhalten hatten. Demgegenuber konnten bei zehn anderen Patienten, die zuvor
nicht mit Gentamicin-Ketten behandelt wurden, nur S. aureus-Stamme mit
normalem Phanotyp isoliert werden. Diese Studie legt einen Zusammenhang
des Therapieversagens mit der Anwesenheit von SCVs sowie deren Selektion
bzw. Induktion durch eine lokale Gentamicin-Applikation nahe, ist jedoch
aufgrund der kleinen Patientenzahl als Pilotstudie zu werten, der zur
eindeutigen Klarung eines Zusammenhangs umfangreichere Studien folgen

mussen.

1.8 Identifizierung von SCVs im mikrobiologischen Labor

Die sichere Erkennung von SCVs im mikrobiologischen Labor gestaltet sich
aufgrund ihres verzdgerten Wachstums und der reduzierten biochemischen
Reaktionen schwierig. Wegen ihres abweichenden Phanotyps werden sie oft
nicht als S. aureus erkannt bzw. nicht korrekt identifiziert (1). In der Sensibili-
tatstestung gegeniber Antibiotika erfordert ihr protrahiertes Wachstum eine
Verlangerung der Inkubationszeiten auf 48 bis 72 Stunden. In Mischkulturen der

normalen Haut- und Schleimhautflora werden SCVs schnell Gberwachsen und
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nur in Anwesenheit des neunmal schneller wachsenden normalen Phanotyps
von S. aureus konnen sie leicht Ubersehen werden. Da beide Phanotypen keine
Unterschiede in der Gramfarbung zeigen, wird selten das gleichzeitige Vorlie-
gen beider Formen in einer Mischkultur vermutet (81, 82). Nach 24- bis 72-
stindiger Inkubation auf festen Nahrmedien lassen sich SCVs meistens als
nicht pigmentierte, nicht hamolysierende, nadelspitzgroRe und langsam wach-
sende Kolonien identifizieren. Neben ihrer atypischen Koloniemorphologie,
ihren ungewohnlichen biochemischen Reaktionen und ihrer reduzierten
Koagulaseaktivitat sind in Tabelle 2 weitere typische Eigenschaften der SCVs
denen des normalen Phanotyps gegentbergestellt. Auf Hamin-reichen Nahr-
bdden wie Schaedler’s Agar erschwert die Reversion zum normalen Phanotyp
die Identifizierung der SCVs und unter anaeroben Bedingungen kann ihr
Wachstum auf Schaedler’s Agar zu Verwechslungen mit Anaerobiern fuhren
(43). Auch chromogene Agarnahrbdden zur Identifikation von S. aureus bzw.
MRSA liefern aufgrund untypischer oder fehlender Farbreaktionen keine
verlasslichen Ergebnisse (51).

S.aureus SCVs werden in den kommerziellen Identifizierungssystemen (z.B. ID
32 Staph) haufig als koagulasenegative Staphylokokken fehlidentifiziert oder als
nicht identifizierbar klassifiziert (7). Der Bestimmung des SCV-Phanotyps dient
ferner der Nachweis des Auxotrophismus gegenuber Hamin, Menadion bzw.
Thymidin auf speziellen Nahrbéden (CDM, chemically defined medium) (108).

Eine sichere Bestimmung der Artzugehorigkeit von vermuteten S. aureus SCVs
gelingt durch die molekulare Testung auf das artspezifische Koagulase-Gen
(coa) bzw. auf das fur S. aureus und S. intermedius spezifische Thermo-
nuclease-Gen (nuc) (8, 15, 91, 92). Nach Amplifikation mit sog. broad-range-
Primern sind auch Techniken zur Sequenzierung taxonomisch verwertbarer
Sequenzen z.B. ribosomaler Gene (insb. das 16S rDNA-Gen) (7, 88) oder die
Beta-Untereinheit der RNA-Polymerase (rpoB) (23) zur eindeutigen Identi-

fikation von S. aureus und zur Spezieszuordnung der SCVs einsetzbar.
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1.9 Resistenztestung bei S. aureus-SCVs

Die verminderte Antibiotikaempfindlichkeit der SCVs (insbesondere gegeniber
Aminoglykosiden und Trimethoprim/Sulfamethoxazol) kann zu Fehlidentifizie-
rungen und zu einem moglichen Therapieversagen bei ungeeigneten Bedin-
gungen in Resistenztestungen flhren. Die langsame Proliferation der SCVs
macht daher auch in der Sensibilitatstestung gegeniber Antibiotika eine
Verlangerung der Inkubationszeiten auf 48-72 Stunden erforderlich.

Die Suszeptibilitatstestung der SCVs lasst sich anhand etablierter Methoden
z.B. Agardiffusionstests wie dem Etest® (AB Biodisk, Solna, Schweden) fiir ver-
schiedene Antibiotika durchflihren (19, 43). Diese Testungen werden jedoch in
Mischkulturen beider Phanotypen oft erschwert, da die SCVs mit einer
Verdopplungszeit von 180 Minuten von normal wachsenden S. aureus-Kolonien
mit einer Verdopplungszeit von 20 Minuten schnell Uberwuchert werden.
Diagnostisch bedeutsam ist auch die moégliche Induktion oder Selektion von
SCVs durch Antibiotika in vitro. So konnten S. aureus SCVs aus Flussigkulturen
isoliert werden, denen Aminoglykoside oder TMP/SMX hinzugefugt wurden (3,
44). Fur eine zuverlassige und schnelle ldentifizierung von Methicillin-resis-
tenten SCVs haben sich in vergleichenden Studien nur der mecA-Gen-
Nachweis mittels PCR sowie ein anti-PBP2a-Latex-Agglutinationstest (nur unter

Einsatz eines erhdhten Inokulums) als geeignet herausgestellt (50).
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Tabelle 2: Vergleich der typischen Eigenschaften des normalen Phanotyps und

des SCV-Phanotyps von S. aureus

Charakteristika:

Typische Eigenschaften:

Normaler Phanotyp

SCV-Phénotyp

Koloniemorphologie
- GroRe
- Pigmentierung

- Hamolyse

Wachstumsgeschwindigkeit

auf festen Substraten

Auxotrophismus

Koagulase-, Katalase-
Aktivitat
Fermentationsreaktionen

Antibiotika-Resistenz

Klinische Assoziation

mittelgrof®
goldgelb
B-Hamolyse
normal (12-24 h)
fehlend

normal

normal

isolatabhangig

akute Infektion

winzig
reduziert bis fehlend

reduziert bis fehlend

verlangsamt (48-72 h)

Hamin, Menadion,
Thymidin

verzogert (> 18 h) bis
fehlend

verzogert bis fehlend
erhohte Resistenz
gegenuber Aminogly-
kosiden und TMP/SMX
chronisch-persistierende,

rekurrierende Infektionen
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2 Bearbeitete Fragestellungen

2.1 S. aureus SCVs als Ursache der chronisch rekurrierenden
Osteomyelitis

Die vorliegende Studie soll erstmals anhand eines groferen Patientenkollektivs
charakteristische Unterschiede des klinischen Verlaufs der Osteomyelitis,
verursacht durch SCVs bzw. durch den normalen Phanotyp von S. aureus, auf-
zeigen. Um die klinische Relevanz von S. aureus SCVs bei Patienten mit
Osteomyelitis zu beurteilen, sollen die Krankheitsverlaufe in Abhangigkeit vom
S. aureus-Phanotyp, insbesondere pradisponierende Faktoren, klinische, labor-
chemische, radiologische und histologische Befunde sowie die Anzahl rekurrie-
render Infektionen, die Dauer der Hospitalisation und die Anzahl der Opera-

tionen verglichen werden.

2.2 Induktion bzw. Selektion von S. aureus SCVs in vivo durch lokale
Gentamicin-Applikation bei Patienten mit Osteomyelitis

Da Gentamicin in vitro reproduzierbar Elektronentransport-defiziente SCVs von
S. aureus selektionieren kann, erscheint auch in vivo eine Selektion von SCVs
durch implantierte Gentamicin-Trager (PMMA-Ketten, Kollagenschwdmme,
Knochenzement) moglich. Um diese Fragestellung zu Uberprifen, wurde bereits
eine prospektive Fall-Kontroll-Studie mit 14 Osteomyelitis-Patienten durch-
gefuhrt, wobei bei vier Patienten mit vorausgegangener lokaler Gentamicin-
Ketteneinlage SCVs nachgewiesen wurden. Diese umfangreichere Fall-
Kontroll-Studie soll die Assoziation des Auftretens von S. aureus SCVs nach
lokaler Gentamicin-Applikation analysieren.
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2.3 Vergleich der Gentamicin-Empfindlichkeit, der Fermentation und des
Auxotrophismus klonal identischer S. aureus-Isolate

Fruhere Studien haben die reduzierte Stoffwechselaktivitat und verminderte
Antibiotikaempfindlichkeit der SCVs von S. aureus gegeniber dem normalen
Phanotyp auf Defekte in der Elektronentransportkette zurtickgefuhrt. Die
vorliegende Arbeit soll charakteristische Unterschiede beider Phanotypen im
Bezug auf die Gentamicin-Empfindlichkeit, die Fermentation und den Auxotro-
phismus anhand klonal identischer S. aureus-lsolate von 21 Patienten mit

Osteomyelitis herausstellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

In einem Zeitraum von 42 Monaten wurden bei insgesamt 211 Patienten, die
unter dem Verdacht einer Osteomyelitis, einer Weichteilinfektion oder einer
Fremdkorper-assoziierten Infektion in der Klinik und Poliklinik fur Allgemeine
Orthopadie (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. W. Winkelmann) oder in der Klinik
und Poliklinik fur Technische Orthopadie und Rehabilitation (Direktor: Univ.-
Prof. Dr. med. H. Wetz) der Universitat Munster behandelt wurden, intraoperativ
insgesamt 636 Knochenproben, tiefe Wundabstriche oder Gewebsaspirate
entnommen. Diese wurden zur mikrobiologischen Untersuchung in das Institut
fur Medizinische Mikrobiologie der Universitat Munster (Direktor: Univ.-Prof. Dr.

med. G. Peters) gesandt.

In dieser Studie wurden von 63 Patienten mit klinisch bestatigter Osteomyelitis
insgesamt 297 S. aureus-Isolate, davon 45 S. aureus-SCVs und 252 S. aureus

vom normalen Phanotyp, untersucht.

Da die durchgefuhrten Untersuchungen eine Erweiterung der routinemafigen
mikrobiologischen Diagnostik darstellten, war die Studie nicht genehmigungs-
pflichtig durch die Ethikkommission und keine separate Patientenaufklarung

aulRerhalb der Aufklarung fur die orthopadische Operation notwendig.

3.1.2 Gerate

Brutschrank: Heraeus, Hanau

Zentrifuge: Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg
Thermocycler: Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
Vortexer: MS1 Minishaker, IKA, Staufen

Kolbenhubpipette: Eppendorf Reference, Hamburg
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Magnetruhrer:

Waage:
Pulsfeldgelelektro-
phoresesystem:
Foto-Dokumentations-

anlage:

Heidoloph MR3001, John Morris Scientific,

Australien

MC1 Laboratory LC 420, Satorius AG, Gottingen

CHEF-DRCII BioRad, Richmond, Kalifornien, USA

Kaiser, Hitachi, Mitsubishi, Polaroid

3.1.3 Sonstige Materialen

Es wurden ferner Standard-Kunststoffmaterialien der Firmen Eppendorf (Ham-
burg), Vitlab (Landmark Scientific Inc., USA) und Heideloph (John Morris Scien-

tific, Australien) verwendet.

3.1.4 Reagenzien
ID 32 STAPH®:
Etest® fir Gentamicin:

Agarose:

Lysostaphin:

Smal-Inkubationspuffer:

Smal:

Proteinase K:

Bio-Mérieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich

AB Biodisk, Solna, Schweden

SeaPlaque, FMC/Biozym, USA, #50101

Seakem HGT Agarose, FMC/Biozym, USA, # 50041

Ambicin L® recomb. Lysostaphin, Applied
Microbiology/WAK-Chemie, USA, # 4931390

SuRE/Cut Buffer A, Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, # 1417959

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, #220566

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, #1000144

Spezielle Reagenzien sind bei den jeweiligen Methoden aufgeflhrt.
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3.1.5 Medien zur Anzucht von S. aureus

Zur Anzucht von S. aureus wurden folgende Medien verwendet:

Tryptic Soy Bouillon (TSB): Fa. Difco, Becton Dickinson, Heidelberg

Pankreatisch abgebautes Casein 17,0 g
Enzymatisch abgebautes Sojamenhl 30 g
Dextrose 25 g
NaCl 50 g
K2HPO, - 3 H,0 25 g
H20 gest. ad 1,0 |

pH 7,3 fur Bouillon

Tryptic Soy Agar: Fa. Difco, Becton Dickinson, Heidelberg

Pankreatisch abgebautes Casein 15,0 g
Enzymatisch abgebautes Sojamenhl 50 g
NaCl 50 g
Gelose 15,0 g
H20 gest. ad 1,0 |

pH 7,3 fur Agar

Mdaller-Hinton-Agar: Fa. Mast Diagnostics, Merseyside, England

Caseinhydrolysat 175 g
Agar 120 g
Maisstarke 1.5 ¢
Herzmuskelextrakt 5,0 g
H20 gest. ad 10 |

pH 7,3 fur Agar

Columbia-Blut-Agar: Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
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Schaedler Bouillon:

Casein

Peptisch abgebautes Tiergewebe
Rindfleischextrakt

Maisstarke

Agar

H20 gest.

pH 7,5 fur Agar

Pankreatisch abgebautes Casein
Peptisch abgebautes Tiergewebe
Sojamehl-Pepton

Glucose

Hefeextrakt

NaCl

KzHPO, - 3 H,0

Hamin

L-Cystin

Tris

H20 gest.

pH 7,6 fur Bouillon

ad

ad

12,0
5,0
3,0
1,0

13,5

1,0

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

8,2
2,5
1,0
5,8
5,0
1,7
0,8
0,01
0,4
3,0
1,0

- Q@ @ @ «u «

g
g
g
g
g
g
g
g
g
g
I

CDM-(chemisch definiertes Medium) Agar: Eigenherstellung nach Rezept (108).
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung der Gewebeproben

Knochenproben sowie tiefe Gewebsaspirate von Patienten, bei denen klinisch
der Verdacht auf eine Osteomyelitis bestand, wurden wie folgt aufgearbeitet:
Spongiosa bzw. Gewebe wurde mit sterilen Glashomogenisatoren homogeni-
siert und nach Zugabe von 10 ml Schaedler-Bouillon fur 30 min inkubiert. Nach
Zentrifugation der Bouillon bei 6000 rpm fiir 15 min (RT) wurde der Uberstand
abgekippt und das Pellet in 400 ul Tryptic Soy Bouillon (TSB) aufgenommen.
Zur Beimpfung fester Kulturmedien wurden jeweils 100 pl dieser Suspension
auf Blut- und TSA-Agar ausgestrichen, zur Beimpfung flissiger Kulturen wurden
jeweils 100 pl in 5 ml Schaedler- bzw. in 9 ml Tryptic Soy Bouillon inokuliert.
Aus letzterer Bouillon wurden erneut jeweils 100 pyl enthommen und auf Blut-,
TSA- und MH-Agar ausplattiert. Alle Platten und FlUssigkulturen wurden far
72 h bei 36°C bebrutet. Bei Tribung der Schaedlerbouillon innerhalb von 72 h
wurde erneut auf Blut-, TSA- und MH-Agar ausgestrichen.

3.2.2 Bakterienstammbhaltung

Die Bakterienstamme wurden auf Agarplatten als Verdunnungsausstrich bei
37°C angezogen und bei 4°C aufbewahrt. Nach jeweils 6-8 Wochen wurden die
Stamme auf frische Platten Uberimpft. Um die Stdmme langer zu konservieren,
wurde 1 ml einer FlUssigkultur mit einem Volumen Glycerin versetzt und bei
-80°C gelagert.

3.2.3 Identifizierung der S. aureus-Stdmme

S. aureus-Isolate wurden als SCVs erkannt, wenn sie als nadelspitzgrol3e, nicht
pigmentierte, nicht hamolytische Kolonien auf festen Nahrmedien wuchsen, und
ggf. einen Auxotrophismus fur Hamin, Menadion oder Thymidin zeigten. Alle
Isolate, einschlieBlich der SCVs, wurden mit Gram-Farbung, Katalase-Test,
biochemischen Untersuchungen (API-Staph, ATB 32 Staph, Marcy-L Etoile,
Frankreich) Objekttrager-Agglutinations-Tests (Pastorex Staph Plus, Sanofi
Diagnostics Pasteur, INC, Marnes-la-Coquette, Frankreich) und Rohrchen-

Koagulase-Test als S. aureus-Stamme bestatigt. Da SCVs haufig eine verzo-
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gerte Koagulase-Reaktion zeigen, wurde der Rohrchen-Koagulase-Test auf

30 h erweitert, bevor der Test als negativ bewertet wurde.

3.2.4 Fall-Kontroll-Studie bei Patienten mit S. aureus-Osteomyelitis

3.2.4.1 Definitionen

Als Osteomyelitis durch S. aureus wurden alle Veranderungen der Knochen
und des Knochenmarks definiert, die klinisch und histologisch und/oder
radiologisch bestatigt und auf diesen Krankheitserreger zuriickgeflhrt werden
konnten. Als Exazerbation der Osteomyelitis wurde jede Verschlimmerung der
klinischen Symptomatik im Sinne einer rekurrierenden Infektion gewertet, die
eine Anderung des Therapieregimes z. B. eine operative Revision oder eine

erneute stationare Behandlung bedingte.

3.2.4.2 Studien-Design

3.2.4.3 Einschlusskriterien
e Patienten jeden Alters mit akuter oder chronischer Osteomyelitis,
gesichert durch klinische und radiologische und/oder histologische

Befunde

e Mikrobiologische Materialentnahme in Form von tiefen Wundabstrichen,
Knochen- und Gewebsaspiraten vom Osteomyelitisherd im Rahmen

einer orthopadische Operation

e Mikrobiologischer Nachweis von S. aureus des normalen und/oder des

SCV-Phanotyps am Osteomyelitisherd

3.2.4.4 Ausschlusskriterien
e \Weichteil-, Gelenk- und Protheseninfektionen ohne Nachweis einer

Osteomyelitis
e Kein mikrobiologischer Nachweis von S. aureus

e Fehlen von tiefen Knochen- oder Weichteilaspiraten als Untersuchungs-

material
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3.2.5 Einteilung der Studienpopulation

63 Patienten mit S. aureus-positiver Osteomyelitis wurden nach dem Vorhan-
densein von SCVs von S. aureus in eine Experimental- und in eine Kontroll-
gruppe eingeteilt. Die Experimentalgruppe besteht aus 21 Patienten mit dem
Nachweis von mindestens einem SCV-Isolat und gegebenenfalls zusatzlichen
Isolaten des normalen Phanotyps von S. aureus. Die Kontrollgruppe besteht
aus 42 Patienten, bei denen nur S. aureus-lsolate des normalen Phanotyps

gewonnen werden konnten.

3.2.6 Methodik der Datenerhebung

Die Krankenakten von Patienten mit nachgewiesenem S. aureus-Isolat wurden
auf das Vorhandensein einer Osteomyelitis sorgfaltig studiert. Die Anamnese
und der bisherige Krankheitsverlauf von Patienten mit S. aureus-posititver
Osteomyelitis wurde, insbesondere im Hinblick auf frihere Operationen mit
lokaler Gentamicin-Applikation, evaluiert. Durch telefonische Befragung der
behandelnden Hausarzte und Orthopaden wurden Daten Uber die praoperative
Therapie und den poststationaren Verlauf erganzt. Folgende Daten wurden auf

diese Weise erhoben und tabellarisch fur jeden Patienten erfasst:

3.2.6.1 Demographische Daten
o Alter des Patienten zum Zeitpunkt der mikrobiologischen Material-

entnahme

e Geschlecht des Patienten

3.2.6.2 Infektionsspezifische Daten

e Lokalisation der Osteomyelitis

e Ursache der Osteomyelitis: postoperativ, hamatogen, posttraumatisch,

fortgeleitet oder unbekannt

e Histologischer Nachweis der Osteomyelitis durch Pathologiebefunde
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e Radiologischer Nachweis der Osteomyelitis durch: Nativ-Rontgen,
Computertomographie, = Magnetresonanztomographie,  Szintigraphie,

Sonographie
e Vorhandensein von Lokalzeichen der Osteomyelitis:
- Calor = Uberwarmung
- Dolor = Schmerz
- Rubor = Hautrétung
- Tumor = Schwellung
- Functio laesa = beeintrachtigte Funktion
- Sezernierung

e Vorhandensein und Anzahl von Exazerbationen der Osteomyelitis ein

Jahr nach Primardiagnose und adaquater Therapie

e Dauer der Osteomyelitis in Tagen: Zeitspanne zwischen dem Datum der
Erstdiagnose der Osteomyelitis und dem Datum der ersten klinischen

Untersuchung ohne Infektionszeichen

e Vorhandensein und Art von pradisponierenden Nebendiagnosen fur eine
S. aureus-Infektion: Diabetes mellitus, Weichteilinfektionen, Frakturen,

Sepsis, Implantate

3.2.6.3 Osteomyelitis-bedingte Hospitalisationsdauer

e Anzahl und kumulative Dauer der Osteomyelitis-bedingten stationaren

Aufenthalte in Tagen

3.2.6.4 Laborchemische Daten
e Laborwerte am Tag der mikrobiologischen  Materialentnahme: Leuko-
zyten im Serum (1000/ul), C-reaktives Protein (mg/dl), Blutsenkungs-
geschwindigkeit nach Westergren nach 1 und 2 h (mm/h)
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3.2.6.5 Operationsspezifische Daten:
e Anzahl, Art und Zeitpunkt Osteomyelitis-bedingter Operationen

¢ Anzahl von Arthrodesen und Amputationen im Therapieverlauf

3.2.6.6 Medikamentose Therapie vor der mikrobiologischen Material-

entnahme:

e Art, Dosis und Implantationsdauer lokaler Gentamicin-Trager

3.2.7 Methoden zur Charakterisierung der S. aureus-Isolate

Die S. aureus-Isolate von den 21 Patienten der Experimentalgruppe wurden
ausfuhrlich mikrobiologisch bezuglich ihrer biochemischen Eigenschaften, ihres
Auxotrophismus, ihrer Gentamicin-Empfindlichkeit und ihrer klonalen Identitat

charakterisiert.

3.2.7.1 Chromosomale DNA-Analyse durch Pulsfeldgelelektrophorese

Um die klonale Identitat der phanotypisch unterschiedlichen S. aureus-Isolate
(normaler Phanotyp oder SCV-Phanotyp) von den 21 Patienten mit SCV-
positiver Osteomyelitis zu untersuchen, wurden die Stdamme mit Hilfe der
Pulsfeldgelelektrophorese (Restriktion genomischer DNA mit dem Enzym Smal)
analysiert. Insgesamt 142 Stamme wurden anhand dieses chromosomalen
DNA-Analyseverfahrens untersucht. Die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)
wurde gemal den Standardmethoden durchgefuhrt (35), mit Ausnahme, dass
nicht TSB, sondern Brain Heart Infusion (BHI) aufgrund glnstigerer Wachs-
tumsbedingungen verwendet wurde (42). Lysostaphin wurde in einer hoheren
Konzentration (50 pg statt 25 pg) eingesetzt. Die Stdamme wurden als klonal
identisch betrachtet, wenn sich ihre Bandenmuster in weniger als zwei Banden

unterschieden.
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Puffer und Losungen:

TEN — Puffer:
Tris-Base 01 M (pH7)5) 6,05 ¢
Na-EDTA 01 M (pH?7,5) 18,6 g
NaCl 0,15 M 4359
H20 gest. ad 500 ml
EC-Puffer:
Tris-HCI 6 mM (pH7,5) 0,479
NaCl 1 M 290g¢
Na-EDTA 100 mM (pH7,5) 1864g
Brij-58 05 % 250¢g
Na-Desoxycholat 0,2 % 1,00 g
Na-Lauroylsarcosin 05 % 250¢g
H20 gest. ad 500 ml
TE-Puffer:
Tris-HCI-Stammldsung 1 M (pH7,6) 15,769
EDTA-Stammidsung 05 M (pH8,0) 18,60¢g
H20 gest. jeweilsad 100 ml
Tris-HCI 10 mM 10 ml Tris-HCI-
Stammldsung
EDTA 1 mM 2 ml EDTA-
Stammldsung
H20 gest. ad 988 ml
TBE-Puffer (10 x):
Tris-Base 45 M 108 ¢
Borsaure 45 M 55 ¢
Na-EDTA 25 mM (pH 8,0) 9,35 ¢

HZO dest. ad 1000 ml
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Waschpuffer (10 x):
Tris-Acetat
K*-Acetat
Mg?*-Acetat
DTT

H20 gest.

Lauf-Puffer (0,5 x):
TBE
Hzodest.

Stopp-Mix:
BPB
SDS
H20 gest.

Lysereagenzien und Marker:

Proteinase K
Lysostaphin
Smal

Inkubationspuffer fur Smal:

33 mM
66 mM
10 mM
0,5 mM
ad

100 ml
1900 ml

0,25 %
0,1 %
ad

20 mg/mi

2 mg/ml

10 U/l
SuRE/Cut Buffer A

Lambda Ladder PFG Marker

Agarose:

SeaPlaque Agarose (2%)

EC-Puffer

SeaKem HGT Agarose (1%)

TBE
HZO dest.

0,2 g
10 ml

1 g
5 ml
ad 95 ml

29,87 g
32,34 g
10,70 g
0,385 g
500 ml

0,125¢g
0,05 g
50 ml
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Ethidiumbromid-Féarbebad (1 pg/ml):

EtBr-Losung (10 mg/ml) 25
H2Ogest. ad 250 ml
Durchfuhrung:

Die chromosomale DNA wurde wie von Smith und Cantor beschrieben
aufbereitet (99). Ubernachtkulturen jeden Stammes wurden isoliert, zentrifugiert
(5000 rpm flr 10 min bei 4°C) und das Sediment in 1 ml TEN-Puffer resus-
pendiert. Nach erneuter Zentrifugation (13000 rpm fir 1 min) wurde das Sedi-
ment in 500 pyl EC-Puffer Uberflihrt und auf 55°C erwarmt. 500 ul der Suspen-
sion wurden zu einem gleichen Anteil 2%-iger Agarose (SeaPlaque, FMC/
Biozym, USA) gegeben und 50 pl Lysostaphin (Ambicin L recomb. Lysosta-
phin, Applied Microbiology/WAK-Chemie, USA) zugeflgt. Zur Aushartung
wurde die Mischung in 100 pl-Giel3stande gefullt. Die entstandenen Blocke
wurden in 10 pl Bloéckchen geschnitten und in Réhrchen mit je 5 ml EC-Puffer
uberfuhrt. Nach 2-3stlindiger Inkubation bei 37°C wurden die Bléckchen in 5 ml
TE-Puffer und 10 ul RNAse (c = 10 mg/ml) eingelegt. Uber Nacht wurden die
Blocken bei 50°C inkubiert, anschlieBend der TE-Puffer gewechselt, 25 pl
Proteinase K hinzugeflgt und tUber Nacht bei 50°C im Wasserbad inkubiert. In
den folgenden 24 Stunden wurden die Bldockchen viermal in 500 ul 10-fach
verdunntem TE-Puffer fir je 30 min bei 4°C gewaschen. Am Folgetag wurden
die Blockchen jeweils fur 30 Minuten bei 4 °C in 500 pl Smal-Inkubationspuffer
(SURE/Cut Buffer A, Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland) geschwenkt
und anschlieRend mit je 200 pl des 10-fach verdinnten Inkubationspuffers und
1 pl Smal (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) fir 4 Stunden
bei 25 °C inkubiert. Die Restriktion wurde durch Zugabe von je 20 yl Stopp-Mix
terminiert. Zur Herstellung des Laufgels wurde 1%iges Agarosegel (Seakem
HGT Agarose, FMC/Biozym, USA) mit TBE (10x) in H20 4est. aufgekocht und in
einem gereinigten Giellstand zur Aushartung gebracht. Die hergestellten
Blockchen wurden in Geltaschen des Laufgels gesteckt und mit Agarose

versiegelt. SchlieBlich erfolgte die eigentliche Pulsfeldgelelektrophorese im
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Lauf-Puffer mit einer Laufzeit von 20 h, bei 200 V und 14°C unter Verwendung
des clamped homogeneous electric field-Systems CHEF-DR®II (BioRad, Rich-
mond, Kalifornien). Die Pulsation des elektrischen Feldes lag zwischen 5 und
50 Sekunden. Danach wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt, mit destillier-

tem Wasser gewaschen und unter UV-Licht zur Dokumentation fotografiert.

3.2.7.2 Biochemische Charakterisierung der S. aureus-Stamme

Zur ldentifizierung und biochemischen Charakterisierung wurden alle S. aureus
SCVs und jeweils ein klonal identischer Stamm des normalen Phanotyps von
20 Osteomyelitis-Patienten in einem kommerziellen Testkit (ID 32 STAPH-
Identifizierungssystem fur Staphylokokken, Bio-Mérieux, Marcy-I'Etoile, Frank-
reich) untersucht und miteinander verglichen. Der ID 32 STAPH-Streifen ent-
halt in 26 Mikrordhrchen dehydrierte Reaktionsmedien, denen jeweils 55 pl
einer densitometrisch auf 0,5 McFarland geeichten Bakteriensuspension zuge-
setzt werden. Die Teststreifen wurden anschlieBend in einer separaten,
feuchten Kammer bei 37°C Uber 48 Stunden inkubiert. Der Test wurde gemal}
den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die ldentifizierung der Normaltyp-
Stamme wurde nach 24 h Inkubationszeit und die Identifizierung der SCV-
Stamme zusatzlich nach 48 h Inkubationszeit anhand des Musters der 26
Indikatorreaktionen visuell vorgenommen. Um Verfalschungen der Testergeb-
nisse durch Reversionen der SCVs zum normalen Phanotyp auszuschlie3en,
wurde der jeweilige Stamm im Doppelansatz auf Columbia-Agar ausgestrichen
und nach 24 h Inkubationszeit phanotypisch beurteilt. Abweichend von den
Herstellerangaben wurden die Testkits zusatzlich nach 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 und
48 Stunden visuell beurteilt und der jeweilige Zeitpunkt des Umschlagens des
Farbindikators fur folgende Substrate im zeitlichen Verlauf tabellarisch erfasst:
Urease, Arginin-Dehydrolase, Glukose, Fruktose, Mannose, Maltose, Lactose,
Trehalose, Mannit, alkalische Phosphatase, Saccharose, N-Acetyl-Glucosamin
und Turanose. Die verbleibenden 12 Reaktionen waren entweder negativ fur
S. aureus bzw. nicht im zeitlichen Verlauf beurteilbar, da sie nach 24 h den

Zusatz weiterer Reaktionsmedien erforderten.
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3.2.7.3 Auxotrophismus-Testung

Ein typisches Unterscheidungsmerkmal der Elektronentransport-defizienten
SCVs gegenluber dem normalen Phanotyp von S. aureus ist ihre Abhangigkeit
von den essentiellen Wuchsstoffen Hamin, Menadion und Thymidin. Diese
Eigenschaft der SCVs wird als Auxotrophismus bezeichnet. Der Nachweis
erfolgt auf speziellen Nahrbdden (CDM, chemically defined medium) (108), die
sicher keine der zu testenden Substanzen enthalten. Vergleichbar mit einem
Agardiffusiontest werden mit den Substanzen getrankte Plattchen und auf den
flachig beimpften CDM-Nahrboden aufgebracht. Die Abhangigkeit des jewei-
ligen Isolats von einem der drei Wuchsstoffe wird makroskopisch durch das
Wachstum in der Diffusionszone um das jeweilige Plattchen bestimmt (74, 108).
Der Auxotrophismus fir Hamin wurde mittels Standardplatichen (Unipath,
Basingstoke, England) getestet. Fur Thymidin (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz)
und Menadion (Sigma Aldrich Chemie, Deisendorf, Deutschland) erfolgte die
Testung durch Hinzuflgen der Substanzen auf Leer-Plattchen (15 pl pro
Plattchen, Konzentration jeweils 100 pg/ml). Um einen einzelnen Auxotro-
phismus zu bestimmen, wurden die zu testenden Isolate als Suspension in
einer photometrisch bestimmten Konzentration von 0,5 nach McFarland auf
CDM-Agar aufgebracht (Komponenten von Boehringer, Ingelheim und Merck,
Darmstadt, Deutschland). Die drei praparierten Platichen wurden jeweils in
gleichem Abstand zueinander auf die Oberflache des Nahrbodens gelegt.
Sofern die SCVs nach 24- bzw. 48-stundiger Inkubation in einer begrenzten
Zone um die mit Hamin, Menadion oder Thymidin impragnierten Plattchen
normal groRe Kolonien bildeten und in der weiteren Peripherie als typische
SCVs mit nadelspitzgroRen Kolonien wuchsen, wurde der Auxotrophismus als
positiv gewertet. DarUber hinaus musste fur das jeweilige SCV-Isolat auf mehr
als 2 von 9 getesteten Kulturplatten ein Auxotrophismus flir den Wuchsstoff
nachweisbar sein, um als eindeutig beurteilt werden zu konnen. Um einen
doppelten Auxotrophismus zu bestimmen, wurden die Platichen in gleicher
Weise auf CDM-Agar aufgebracht, dem zusatzlich 100 pug/ml Thymidin, 10
pg/ml Menadion oder 1 ug /ml Hamin zugesetzt wurde. Fur die Bestimmung

eines dreifachen Auxotrophismus wurden die Plattchen auf CDM-Agar aufge-
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bracht, dem 100 ug/ml Thymidin plus 10 ug/ml Menadion, 100 ug/ml Thymidin
plus 1 pug/ml Hamin oder 10 ug/ml Menadion plus 1 pg/ml Hamin zugesetzt
wurden. Zur Bestimmung eines kombinierten Auxotrophismus wurden die
Plattchen auf CDM-Agar aufgelegt, dem 100 pg/ml Thymidin, 10 pg/mi

Menadion und 1 ug/ml Hamin zugesetzt wurden.

3.2.7.4 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration

Zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration fur Gentamicin wurde
zunachst eine Keimsuspension hergestellt, indem 3-5 Kolonien des zu
testenden Stammes in 4 ml TSB inokuliert wurden. Nach 2-3 Stunden
Inkubation im 37°C-Wasserbad erfolgte die Verdinnung mit physiologischer
Kochsalzlosung auf eine Trubung von 0,5 nach McFarland. Diese
Keimsuspension wurde auf Mduller-Hinton-Agar mit einem Wattetupfer ausge-
strichen. Auf den beimpften Agarnahrboden wurde anschlieRend mit einer
ausgegliihten Pinzette ein Etest®-Streifen gelegt. Dieser besteht aus einem 5 x
60 mm grollen, skalierten Plastikstreifen, der nach dem Auflegen auf den
Nahrboden in einer Kombination aus Dilution und Diffusion einen kontinuier-
lichen, exponentiellen Gradienten von 0,016-256 ug/ml Gentamicin in die
Agarmatrix freisetzt. Nach einer 24-stindigen oder langeren Inkubation bei
37°C zeigte sich entlang des Streifens eine symmetrische Inhibitionsellipse im
Bakterienrasen. Der MHK-Wert (in pg/ml) konnte jeweils im Bereich des
Schnittpunktes der Ellipse mit dem Teststreifen von der Skala abgelesen
werden. Da S. aureus SCVs auf MH-Agar nur sehr langsam wachsen, wurden
die Ergebnisse in Abweichung zu den Empfehlungen des National Committee
for Laboratory Standards (NCCLS) (74) und den Herstellerangaben des Etests®
(AB Biodisk, Solna, Schweden) zusatzlich nach 48-72stlndiger Inkubation bei
37°C abgelesen. Der MHK-Wert fur Gentamicin wurde fur alle klonal identi-
schen S. aureus-Stamme des normalen Phanotyps und des SCV-Phanotyps im

Doppelansatz getestet und tabellarisch erfasst.
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3.2.8 Statistik und Auswertungsmodalitaten

Fur jeden Patienten wurden Tabellen angelegt, in welche alle erhobenen

klinischen bzw. experimentellen Daten Ubertragen wurden.

FUr die statistische Auswertung wurden die Daten standardisiert und mittels
Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, Washington, USA) und SPSS
Verson 11.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) ausgewertet. Im Rahmen der
deskriptiven Statistik wurden der Mittelwert (MW), die Standardabweichung, der
Median (MD) sowie die Minimal- (Min) und Maximalwerte (Max) fur die
erfassten Parameter berechnet. Im Falle ordinaler oder kategorieller Merkmale
wurden die Haufigkeiten in Kreuztabellen verglichen und mit Hilfe des y*-Tests
verglichen. Stetige Merkmale wurden mit Hilfe von Boxplots bzw. dem Mann-
Whitney-Wilcoxon-Test fur unabhangige Stichproben verglichen. P-Werte

< 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

4.1.1 Stichprobenumfang und Pravalenz von S. aureus

Im Untersuchungszeitraum von 42 Monaten konnte bei 111 (53%) von 211
Patienten der orthopadischen Kliniken der Universitat Mduinster, denen
intraoperativ unter dem Verdacht einer Osteomyelitis Gewebeproben zur
mikrobiologischen Untersuchung entnommen worden sind, eine Infektion mit
S. aureus nachgewiesen werden. S. aureus-SCVs konnten bei 27 (24 %) von

111 Patienten mit einer S. aureus-Infektion isoliert werden.

Als Studienpopulation wurden 63 (57 %) von 111 Patienten mit einer
S. aureus-Infektion zusammengefasst, bei denen eine Osteomyelitis klinisch,
histologisch und/oder radiologisch bestatigt werden konnte. 21 (33 %) dieser
Patienten waren von S. aureus SCVs kolonisiert. Nach dem Vorhandensein von
SCVs von S. aureus wurden die 63 Osteomyelitis-Patienten in eine Experi-
mentalgruppe bestehend aus 21 Patienten (SCVs und normaler Phanotyp) bzw.
in eine Kontrollgruppe aus 42 Patienten (nur normaler Phanotyp von S. aureus)

eingeteilt.

Die folgende Tabelle 3 liefert einen Uberblick Uber die Anzahl und Art der
S. aureus-Isolate, den Ursprung und die Art des Untersuchungsmaterials sowie
uber die Lokalisation und den Aktivitatsgrad der Entzindung zum Zeitpunkt der

mikrobiologischen Materialentnahme.
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4.1.2 Patienten und Herkunft der S. aureus-Isolate

Patient | Anzahl der Anzahl der Untersuchungs- Lokalisation der Infektions-
S. aureus- S. aureus- material Osteomyelitis status der
Isolate Isolate (intraop. = (re. = rechts, li. = links) Osteo-
(normaler (SCv- intraoperativ myelitis
Phanotyp) Phéanotyp) gewonnen)
1 10 4 Knochen Femur rechts chronisch
2 16 1 Abszess Tibia links akut
3 7 1 Gewebe Sprunggelenk links chronisch
4 10 1 Punktat Femur li., Humerus li. chronisch
5 2 1 Knochen Radius links akut
6 3 1 Knieglenkpunktat Tibia links chronisch
7 10 5 Gewebe Tibia links chronisch
8 1 1 Gewebe intraop. Brustwirbelkorper 6-7 chronisch
9 2 1 Abstrich ISG lliosakralgelenk rechts chronisch
10 7 7 Gewebe Femur links chronisch
11 2 2 Gewebe Tibia links chronisch
12 2 4 Abstrich intraop. Lendenwirbelkdrper 1-3 chronisch
13 3 2 Gewebe intraop. Lendenwirbelkérper 1-3 chronisch
14 0 2 Gewebe Lendenwirbelkorper 1-2 chronisch
15 14 1 Abstrich Drainage Sternum chronisch
16 6 4 Abstrich Femur Femur links chronisch
17 1 1 Wundabstrich Ful® Ossa metatarsalia |-V re., | chronisch
Sprunggelenk links
18 2 1 Abstrich Femur links chronisch
19 2 1 Gewebe Tibia rechts chronisch
20 1 3 Bandscheibe Brustwirbelkorper 11-12 chronisch
21 6 1 Wundabstrich Sternum chronisch
22 1 0 Gewebe Humerus rechts chronisch
23 1 0 Abstrich Knie Femur rechts chronisch
24 1 0 Punktat Femur links chronisch
25 1 0 Gewebe Femur Femur links akut
26 1 0 Abstrich Calcaneus rechts akut
27 1 0 Bandscheibe Lendenwirbelkdrper 1-2 akut
28 1 0 Punktat Brustwirbelkorper 6 chronisch
29 8 0 Knochen Tibia links chronisch
30 4 0 Abstrich Femur links chronisch
31 3 0 Gewebe Tibia links akut
32 8 0 Punktat, Gewebe Brustwirbelkérper 11-12 chronisch
33 2 0 Bandscheibe Lendenwirbelkorper 1 chronisch
34 2 0 Knochen Tibia rechts chronisch
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Patient | Anzahl der Anzahl der Untersuchungs- Lokalisation der Infektions-
S. aureus- S. aureus- material Osteomyelitis status der
Isolate Isolate (re. = rechts, li. = links) Osteo-
(normaler (SCv- myelitis
Phanotyp) Phanotyp)
35 2 0 Markraumgewebe Femur rechts akut
36 6 0 Punktat, Knochen Femur re., Tibia rechts chronisch
37 1 0 Gewebe Femur rechts chronisch
38 1 0 Gewebe Lendenwirbelkdrper 1-2 akut
39 1 0 Gewebe Wunde Ossa metatarsalia IlI-1ll li., | chronisch
Sprunggelenk links
40 3 0 Abstrich BWK 12-LWK 1 chronisch
41 9 0 Abstrich, Gewebe Sternum rechts chronisch
42 1 0 Punktat LWK 1-SWK 1 chronisch
43 1 0 Gewebe Os sacrum chronisch
44 1 0 Gewebe Patella rechts chronisch
45 4 0 Knochen Femur li., Tibia links chronisch
46 2 0 Gewebe Calcaneus beidseits chronisch
47 2 0 Abstrich, Gewebe Femur rechts akut
48 6 0 Gewebe Brustwirbelkorper 9 akut
49 1 0 Knochen Tibia rechts chronisch
50 2 0 Abstrich Os metacarpale Il links chronisch
51 1 0 Bandscheibe LWK 5-SWK 1 akut
52 1 0 Abstrich Femur Femur rechts akut
53 3 0 Gewebe, Knochen Calcaneus links chronisch
54 2 0 Knochen, Muskel Femur rechts chronisch
55 11 0 Abstrich Knochen Ossa metatarsalia |-V re. chronisch
56 3 0 Abstrich Tibia Tibia beidseits chronisch
57 1 0 Abstrich Calcaneus | Calcaneus links chronisch
58 2 0 Abstrich Calcaneus | Calcaneus rechts chronisch
59 1 0 Gewebe, Knochen Ossa metatarsalia V-V Ii. chronisch
60 2 0 Wundabstrich Ossa metatarsalia | re. chronisch
61 1 0 Knochen Ossa metatarsalia Il re. chronisch
62 35 0 Gewebe, Abstrich Ossa metatarsalia | li. chronisch
63 5 0 Abstrich Femur Femur rechts chronisch

Tab. 3: Auflistung der Anzahl der S. aureus-Isolate von 63 untersuchten
Patienten getrennt nach Phanotyp, Herkunft des Probenmaterials, Lokalisation

und Infektionsstatus der Osteomyelitis
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4.1.3 Ausgeschlossene Patienten

48 (43,2%) von 111 Patienten mit einer S. aureus-Infektion wurden aufgrund
des Fehlens einer Osteomyelitis nicht in die Studie aufgenommen. Das
Durchschnittsalter dieser 29 Manner und 19 Frauen betrug zum Untersu-
chungszeitpunkt 53,7 Jahre, bei einem Minimalalter von einem Jahr und einem
Maximalalter von 87 Jahren. Bei 32 (66,6%) von 48 Patienten lag eine Wund-
oder Weichteilinfektion, bei 8 (16,7%) eine Prothesen-assoziierte Infektion, bei
1 (2,1%) Patient eine Endokarditis, bei 1 (2,1%) Patient der Verdacht auf ein
Toxic Shock Syndrom und bei 6 (12,5%) Patienten keine bekannte Ursache flr
die Staphylokokkeninfektion vor. SCVs von S. aureus konnten bei 6 (12,5%) der
48 Patienten isoliert werden. Von diesen 3 Mannern und 3 Frauen hatten 3
Patienten Infektionen von HuUft- oder Schultergelenkprothesen, ein Patient
infizierte Cochlea-Implantate und 2 Patienten eine Weichteilinfektion im Bereich

des Kniegelenks.

4.1.4 Demographische Daten

Das Alter der 63 in die Studie aufgenommenen Patienten mit S. aureus-
positiver Osteomyelitis lag zwischen 10 und 83 Jahren bei einem Durch-
schnittsalter von 47,2 Jahren bzw. einem Median von 52 Jahren. Die Standard-
abweichung betrug 20,4 Jahre. Das Durchschnittsalter der 21 Patienten mit
S. aureus SCV-positiver Osteomyelitis ergab 42,5 Jahre (MD: 49,0 Jahre)
gegenuber 49,5 Jahren (MD: 53,5 Jahre) bei den 42 Patienten mit S. aureus-
positiver Osteomyelitis ohne Nachweis von SCVs. Das Geschlechterverhaltnis
belief sich mit 46 Mannern und 17 Frauen auf 2,7:1. Die 21 Osteomyelitis-
Patienten mit nachgewiesenen S. aureus SCVs teilten sich in 16 Manner und 5
Frauen auf (Verhaltnis 3,2:1). Auch das Geschlechterverhaltnis der 42
Patienten mit S. aureus-postitiver Osteomyelitis ohne Nachweis von SCVs fiel
mit 30 Mannern und 12 Frauen (Verhaltnis 2,5:1) deutlich zugunsten des
mannlichen Geschlechts aus. Zwischen der Experimental- und der Kontroll-
gruppe ergaben sich somit keine signifikanten Unterschiede bezlglich der

Altersstruktur und der Geschlechterverteilung.
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Die folgenden Diagramme verdeutlichen, dass in der betrachteten Studienpopu-
lation vor allem Manner im mittleren Lebensalter von der Osteomyelitis be-
troffen waren und dass die Bevorzugung der mittleren Altersklasse sowohl fur
die S. aureus SCV-positive Osteomyelitis wie auch fur die S. aureus SCV-

negative Osteomyelitis zutrifft.

Geschlechterverteilung der Osteomyelitispatienten nach

Altersklassen
O Manner
B Frauen

15 15

_
o

e
RN
SN

Anzahl der Patienten
O N A OO 0O O DN

1-20 21-40 41-60 61-80 81-100
Altersklasse

Abb. 1: Balkendiagramm zur Darstellung der Geschlechterverteilung der

Osteomyelitis-Patienten nach Altersklassen (n = 63)
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Altersstruktur der Osteomyelitispatienten nach
S. aureus-Phéanotyp

14 13

oscv

Anzahl der Patienten

1-20 21-40 41-60 61-80 81-100
Altersklasse

Abb. 2: Balkendiagramm zur Darstellung der Altersstruktur der Osteomyelitis-
Patienten getrennt nach isolietem S. aureus-Phanotyp (n = 63 Patienten,
SCV = 21 Patienten mit Nachweis von S. aureus SCVs mit/ohne normalem
S. aureus-Phanotyp, N = 42 Patienten mit Nachweis ausschliel3lich des

normalen Phanotyps von S. aureus)

4.1.5 Infektionsspezifische Daten
4.1.5.1 Ossare Lokalisation der Osteomyelitis

Um die Vergleichbarkeit der Experimental- und der Kontroligruppe in Bezug auf
die knécherne Lokalisation der Osteomyelitis herauszustellen, wurde die Anzahl
der Nennungen flr beide Patientengruppen tabellarisch gegenibergestellt
(siehe Tabelle 4). Am haufigsten waren die langen Réhrenknochen der unteren
Extremitat, insbesondere die Meta- und Diaphysen von Femur (24% aller
Nennungen), Tibia (18 %) und Ossa metatarsalia (10%) betroffen. Aus-
schlieBlich Erwachsene hatten eine Osteomyelitis der Wirbelkorper, oft unter
Beteiligung der Bandscheiben, die man als Spondylitis bzw. Spondylodiszitis

bezeichnet. 10% der Nennungen entfielen auf den lumbosakralen und 8% auf
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den thorakalen Bereich der Wirbelsdule. Das Sternum war in 6% der
Nennungen jeweils im postoperativen Verlauf nach einer Thorakotomie
osteomyelitisch verandert. In 8% der Nennungen war die Osteomyelitis im
Bereich des Calcaneus lokalisiert und zudem ausschlieRlich von S. aureus des
normalen Phanotyps verursacht. Die verbleibenden 16% aller Nennungen
entfielen auf die langen Ro&hrenknochen der oberen Extremitat, das

Sprunggelenk und andere Lokalisationen wie das Os sacrum und die Patella.

Ossare Lokalisation |21 Patienten mit 42 Patienten mit
der Osteomyelitis: S. aureus SCV +/-N |S. aureus N
Nennungen |Anteil in %|Nennungen |Anteil in %
Radius 1 4 0 0
Humerus 1* 4 1 2
Wirbelsaule thorakal 2 9 4 8
Wirbels&ule lumbosakral 3 13 4 8
Sternum 2 9 2 4
Femur 5 22 12* 25
Tibia 5 22 8** 17
Calcaneus 0 0 6* 13
Sprunggelenk 2 9 2* 4
Ossa metatarsalia 1* 4 6* 13
andere 1 4 3 6
Summe 23 100 48 100

Tab. 4: Knocherne Lokalisation der Osteomyelitis bei 63 Patienten getrennt
nach isolietem S. aureus-Phanotyp (* = Anzahl der Mehrfachnennungen bei
Patienten z. B. bei gelenknaher Beteiligung mehrerer Knochen; N = normaler

Phanotyp von S. aureus, SCV = Small Colony Variants von S. aureus)

Zusammenfassend zeigten beide Patientengruppen unabhangig vom isolierten

S. aureus-Phanotyp ein ahnliches Verteilungsmuster fur die kndcherne
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Lokalisation der Osteomyelitis. Eine unterschiedliche Haufigkeitsverteilung
zugunsten der Kontrollgruppe bestand fir die Osteomyelitis im Bereich der
Ossa metatarsalia bzw. des Calcaneus. In Folge eines diabetischen
FulBsyndroms hatten 8 Patienten der Kontrollgruppe und 1 Patient der

Experimentalgruppe in diesen Lokalisationen eine Osteomyelitis entwickelt.

4.1.5.2 Atiologie der Osteomyelitis

Bei 30% von 63 Patienten mit S. aureus-positiver Osteomyelitis trat die
Knochenmarksentzindung im Verlauf nach einer Operation auf. 24% der
Patienten erlitten eine Osteomyelitis in Folge eines Traumas. In Fortleitung von
einer Weichteilinfektion z. B. einem Abszess oder einem diabetischen Ulkus
trat die Osteomyelitis bei 19% der 63 Patienten auf. Eine hamatogene Ursache
wurde bei 21% der Patienten dokumentiert und bei den verbleibenden 6% blieb

die Genese der Osteomyelitis unbekannt.

Bei 9 (14%) von 63 Patienten konnte eine posttraumatische Osteomyelitis im
Bereich des distalen Femurs und/oder der proximalen Tibia ermittelt werden.
Eine fortgeleitete Osteomyelitis im Bereich der Ossa metatarsalia bzw. des
Calcaneus trat bei 9 (14%) der Patienten in Folge eines Malum perforans bei
Diabetes mellitus auf. Einer hamatogenen Erregeraussaat bzw. einer Sepsis
zur Folge erlitten 5 (8%) von 63 Patienten eine Spondylodiszitis.
Die Vergleichbarkeit der Experimental- und der Kontrollgruppe im Bezug auf die
Atiologie der Osteomyelitis verdeutlicht das folgende Balkendiagramm (siehe
Abbildung 3).
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Ursache der Osteomyelitis
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postoperativ. posttraumatisch fortgeleitet hamatogen unbekannt

Abb. 3: Balkendiagramm zur Ursache der Osteomyelitis bei 63 Patienten
getrennt nach isolietem S. aureus-Phanotyp (N = Kontrollgruppe aus 42
Patienten mit normalem Phanotyp von S. aureus, SCV = Experimentalgruppe
aus 21 Patienten mit SCVs von S. aureus und ggf. normalem Phanotyp von S.

aureus).

4.1.5.3 Pradispositionen fur eine Infektion durch S. aureus

Anhand der Krankenakten der 63 Patienten mit Osteomyelitis wurden
Voraussetzungen, die eine S. aureus-Infektion und die Entstehung einer
Osteomyelitis begunstigt haben koénnten, erfasst. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen konnten bezuglich keines der
untersuchten Merkmale festgestellt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5

zusammengefasst.
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Pradisposition Diabetes (Weichteil-| Fraktur | Sepsis |Implantat

mellitus | infektion

Experimental- Anzahl der Patienten 4 10 6 7 5
gruppe: S. aureus ((n =21)
SCV +/- normaler % der Experimental - | 19,0% 47,6% 28,6% 33,3% 23,8%
Phanotyp gruppe

Kontrollgruppe: nur |Anzahl der Patienten 11 16 13 10 17

normaler Phanotyp |(n = 42)

von S. aureus % der Kontrollgruppe | 26,2% 38,1% 31,0% 23,8% 40,5%

Gesamt IAnzahl der Patienten 15 26 19 17 22
(n =63)

% der Experimental - | 23,8% 41,3% 30,2% 27,0% 34,9%
und Kontrollgruppe

Tab. 5: Kreuztabelle zu den Pradispositionen fur eine S. aureus-Infektion vor

Auftreten der Osteomyelitis

4.1.5.4 Bestatigung der Osteomyelitis durch Pathologiebefunde

Eine Osteomyelitis wurde bei 55 (87%) der 63 untersuchten Patienten im
histologischen Befund diagnostiziert. Kein Pathologiebefund lag bei folgenden 8
(13%) Patienten vor: Patient 17, 19, 30, 33, 42, 56, 61 und 62. In diesen Fallen
wurde die Diagnose durch klinische Untersuchungsbefunde, Operationsberichte

und radiologische Befunde gesichert.

4.1.5.5 Radiologischer Nachweis der Osteomyelitis

Bei 59 (94%) von 63 Patienten konnten eindeutige radiologische Zeichen einer
Osteomyelitis wie kortikale Knochendestruktionen bis hin zu Osteolysen,
pathologischen Frakturen, periostalen Knochenappositionen, Sequestrationen,
Sklerosierungen, begleitenden Weichteilschwellungen, Abszessformationen
und Fistelkanalen festgestellt werden. Bei den Patienten 52, 54, 59 und 63
lagen in den gesichteten Akten keine radiologischen Befunde mit Hinweisen auf
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eine Osteomyelitis vor. Jedoch lag in den genannten Fallen jeweils eine
eindeutige histologische Diagnose im Pathologiebefund vor. Die konventionelle
Rontgenuntersuchung ergab bei 45 (71%), die Magnetresonanztomographie bei
32 (51%), die Szintigraphie bei 31 (49%) und die Computertomographie bei 15
(24%) von 63 Patienten Hinweise auf die Osteomyelitis. Begleitende Weichteil-
veranderungen wie Abszesse wurden bei 8 (13%) der 63 Osteomyelitis-Patien-

ten durch die Sonographie detektiert.

4.1.5.6 Lokalzeichen der Osteomyelitis

Das Krankheitsbild der Osteomyelitis wird oft von den klassischen Lokalzeichen
der Entziindung begleitet: Calor (Uberwarmung), Dolor (Schmerz), Tumor
(Schwellung), Rubor (Roétung), Functio laesa (beeintrachtigte Funktion) und
Sezernierung. Bei allen 63 (100%) Osteomyelitis-Patienten waren ein oder
mehrere dieser Symptome feststellbar. 57 (90%) Patienten gaben wahrend
ihres stationaren Aufenthaltes Schmerzen im Bereich des Osteomyelitisherdes
an. 53 (84%) Patienten klagten Uber eine Funktionsbeeintrachtigung der betei-
ligten Extremitat. Bei 47 (75%) Patienten wurde zum Untersuchungszeitpunkt
eine lokale Uberwarmung festgestellt. Eine Roétung trat bei 24 (38%), eine
Schwellung bei 23 (37%) und eine Sezernierung bei 22 (35%) der 63 Patienten

auf.

4.1.5.7 Laborchemische Daten am Tag der mikrobiologischen Material-

entnahme

Das C-reaktive Protein (CRP), die Blutsenkungsgeschwindigkeit nach Wester-
gren (BSG) und die Leukozytenzahl im Serum sind empfindliche
Entzindungsparameter. Folgende Referenzwerte wurden aus den Laborbe-
richten Ubernommen: CRP < 0,5 mg/dl, BSG < 10 bzw. 20 mm nach 1 bzw. 2
Stunden Sedimentation und Leukozyten < 10 000/ul. Die Werte wurden flr die

Patienten der Experimental- und der Kontrollgruppe am Tag der mikrobio-
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logischen Materialentnahme erfasst und tabellarisch verglichen (siehe Tabelle
6).

Experimental- oder CRP-Wert BSG nach BSG nach Leukozyten im
Kontrollgruppe nach (mg/dl) Westergren  Westergren  Serum
Kolonieform (1 h-Wert, (2 h-Wert, (1000/pl)
mm/h) mm/h)
Experimentalgruppe, Mittelwert 6,7 58,9 90,1 8,8
SCV +/- normaler Median 4.8 52,0 89,0 8,5
Phanotyp Minimum 0 10 30 3
Maximum 27 121 130 14
Standabw. 7,4 27,5 28,4 2,9
Patienten 21 21 21 21
Kontrollgruppe, Mittelwert 7.9 50,8 82,5 9,4
nur normaler Phano- Median 4,6 42,5 80,0 8,3
typ Minimum 0 4 10 4
Maximum 33 125 131 32
Standabw. 8,7 31,7 37,8 4,9
Patienten 39 40 40 42

Tab. 6: Kreuztabelle der laborchemischen Entzindungsparameter am Tag der

mikrobiologischen Materialentnahme (Standardabw. = Standardabweichung)

Nur die Patienten 31, 50 und 54 (5% von 63 Patienten) wiesen am Tag der
Stichprobe normwertige Entziindungsparameter auf. Im y>-Test ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede fur die untersuchten Entzindungsparameter
zwischen beiden Patientengruppen. Die zweiseitige Signifikanz im y*Test nach
Pearson betrug fir den CRP-Wert p = 0,43, fur die BSG nach 1 Stunde
p = 0,58, nach 2 Stunden p = 0,59 und fir die Leukozyten p = 0,37.

4.1.5.8 Dauer der Osteomyelitis

Die Erkrankungsdauer der Patienten wurde anhand der Krankenblatter aus dem
Datum der Erstdiagnose der Osteomyelitis und dem Datum der ersten
klinischen Untersuchung ohne Infektionszeichen rekonstruiert. Da diese

Zeitspanne bei zwei Patienten (Patient 18 bzw. 22) 26 Jahre bzw. 55 Jahre
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betrug und keine Angaben Uber rezidivfreie Intervalle erhoben werden konnten,
wurden diese Patienten nicht in die Wertung einbezogen. Der Median der
Erkrankungsdauer betrug fur die Patienten mit einem nachgewiesenen
S. aureus SCV-Isolat (Experimentalgruppe) 436 Tage, bei einem Interquartil-
bereich von 1147 Tagen gegenuber 160 Tagen, bei einem Interquartilbereich
von 393 Tagen fur Patienten ohne SCV-Nachweis (Kontrollgruppe). Der
Mittelwert betrug fur die Experimentalgruppe 822 Tage und fur die
Kontrollgruppe 401 Tage. Die Minimalwerte lagen bei der Experimentalgruppe
bei 73 und bei der Kontrollgruppe bei 18 Tagen, die Maximalwerte betrugen
3862 Tage bzw. 2640 Tage. Patienten mit einer S. aureus-SCV-positiven
Osteomyelitis hatten insgesamt einen langeren Erkrankungsverlauf als
Osteomyelitis-Patienten, bei denen nur der normale Phanotyp von S. aureus
isoliert werden konnte. Im Mann-Whitney-Wilcoxon-Test konnte eine zweiseitige
Signifikanz von p = 0,002 ermittelt werden. Graphisch sind die Ergebnisse im

folgenden Boxplotdiagramm (Abb. 4) dargestellit.
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Abb. 4: Boxplotdiagramm zur Dauer der Osteomyelitis. Gezeigt wird die Dauer
der Osteomyelitis in Tagen flir die Experimental- und die Kontrollgruppe. Die
Box stellt den Interquartilbereich mit 50% der Werte dar. Die quer Uber die Box
gelegte Linie gibt die Lage des Medians wieder. Ausreil3er sind mit der Nummer

des jeweiligen Patienten angegeben.
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4.1.5.9 Exazerbationen der Osteomyelitis ein Jahr nach Primardiagnose

SCVs von S. aureus werden fur chronische, rekurrierende Infektionen verant-
wortlich gemacht (80, 81, 82, 83, 86, 96, 110, 120, 121). Ein Vergleich der
Experimental- und der Kontrollgruppe im Bezug auf die Anzahl der
Exazerbationen der Osteomyelitis ein Jahr nach Primardiagnose und adaquater
Therapie wird in Tabelle 7 zusammengefasst. Als Exazerbation wurde jede
Verschlimmerung der klinischen Symptomatik der Osteomyelitis gewertet, die
eine Anderung des Therapieregimes z. B. eine operative Revision oder eine

erneute stationare Behandlung bedingte.

Anzahl der Exazerbationen: 0 1-2 3-4 >5 | gesamt
Experimental- IAnzahl der Patienten 7 6 4 4 21
gruppe: S. aureus

SCV +/- normaler % der Experimental - 33,3% | 28,6% | 19,0% | 19,0% | 100,0%
Phanotyp gruppe

Kontrollgruppe: Anzahl der Patienten 26 12 3 1 42
nur normaler

Phanotyp von % der Kontrollgruppe 61,9% | 28,6% 7,1% 2,4% | 100,0%
S. aureus

Tab. 7: Kreuztabelle zur Anzahl der Exazerbationen der Osteomyelitis ein Jahr

nach Primardiagnose und Therapie

Zusammenfassend haben Patienten mit einer S. aureus SCV-positiven
Osteomyelitis ein Jahr nach der Primardiagnose und vergleichbarer Therapie
mehr Exazerbationen der Erkrankung als Patienten, deren Osteomyelitis
ausschlieRlich auf den normalen Phanotyp von S. aureus zurtckzufihren ist.
Anhand des y*-Quadrat-Tests wurde eine zweiseitige Signifikanz von p = 0,031

festgestellt.
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4.1.6 Operationsspezifische Daten:

4.1.6.1 Anzahl der Osteomyelitis-bedingten Operationen

Zwischen der Experimental- und der Kontrollgruppe konnten keine signifikanten

Unterschiede beziglich der Anzahl der Operationen im Therapieverlauf der

Osteomyelitis festgestellt werden (y?-Test nach Pearson: zweiseitiger p-Wert =

0,779). Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Anzahl der Operationen: 1-2 3-4 5-10 >10 | gesamt
Experimental- Anzahl der Patienten 5 8 7 1 21
gruppe: S. aureus

SCV +/- normaler (% der Experimental - 23,8% | 38,1% | 33,3% 4,8% 100,0%
Phanotyp gruppe

Kontrollgruppe: nur |Anzahl der Patienten 14 12 15 1 42
normaler Phanotyp

von S. aureus % der Kontrollgruppe 33,3% | 28,6% | 35,7% 2,4% | 100,0%

Tab. 8: Anzahl der Osteomyelitis-bedingten Operationen im Therapieverlauf
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4.1.6.2 Arthrodesen und Amputationen von Gliedmafien

Eine operative Gelenkversteifung (Arthrodese) im Verlauf der operativen
Behandlung der Osteomyelitis wurde bei 8 (38%) von 21 Patienten der Experi-
mentalgruppe und bei 11 (26%) von 42 Patienten der Kontrollgruppe durch-
gefilhrt. Im y?-Test ergab sich kein signifikanter Unterschied (zweiseitiger p-
Wert = 0,332) zwischen beiden Patientengruppen. Die von der Knochen-
marksentzindung betroffene Gliedmalle wurde bei 3 (14%) Patienten der
Experimental- und 16 (38%) Patienten der Kontrollgruppe im Therapieverlauf
amputiert. Die Anzahl der Osteomyelitis-Patienten, bei denen im
Therapieverlauf eine Amputation durchgeflihrt wurde, ist in der Kontrollgruppe

signifikant hoher (zweiseitiger p-Wert = 0,052) als in der Experimentalgruppe.

4.1.6.3 Osteomyelitis-bedingte Hospitalisationsdauer

Far die 63 Patienten mit S. aureus-positiver Osteomyelitis wurde die kumulative
Hospitalisationsdauer, die zur Behandlung der Knochenmarksentzindung
notwendig war, ermittelt. Zwischen der Experimental- und der Kontrollgruppe
konnte kein signifikanter Unterschied bezlglich der Osteomyelitis-bedingten
stationaren Aufenthaltsdauer in Tagen ermittelt werden (zweiseitige Signifikanz
p = 0,63). Eine Ubersicht der ermittelten Ergebnisse liefert Tabelle 9 und das

Boxplotdiagramm 4.

Experimental- oder  |Mittelwert|Standard- [Median [Interquartil- Minimum [Maximum|Anzahl
Kontrollgruppe nach abweichung bereich der
Kolonieform Patienten
Experimentalgruppe, | 134,62 | 102,081 | 91,00 1445 21 372 21
SCV +/-N

Kontrollgruppe, 115,79 | 87,052 | 97,50 103,5 10 407 42
nur N

Tab. 9: Mittelwerte der Osteomyelitis-bedingten Hospitalisationsdauer
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Abb. 4: Boxplotdiagramm zur Osteomyelitis-bedingten Hospitalisationsdauer.
Gezeigt wird die Dauer der Osteomyelitis in Tagen flr die Experimental- und die
Kontrollgruppe. Die Box stellt den Interquartilbereich mit 50% der Werte dar.
Die quer uber die Box gelegte Linie gibt die Lage des Medians wieder.

Ausreil3er sind mit der Nummer des jeweiligen Patienten angegeben.

4.1.7 Assoziation von S. aureus SCVs und lokaler Gentamicin-Therapie

Durch eine kontinuierliche Exposition von S. aureus gegenuber subinhibi-
torischen Konzentrationen des Aminoglykosids Gentamicin konnte in in vitro-
Experimenten die Entstehung von SCVs belegt werden (3, 73, 78). Auch in vivo
erscheint eine Induktion bzw. Selektion von SCVs durch Gentamicin mdglich.
Zur Uberprifung dieser Fragestellung wurde das Auftreten der SCVs von
S. aureus nach einer lokalen Gentamicin-Applikation bei 63 Patienten mit

Osteomyelitis untersucht. Patienten mit oder ohne vorausgegangener, lokaler
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Gentamicin-Gabe wurden in die Studie eingeschlossen. Insgesamt 30 (48%)
von 63 Osteomyelitis-Patienten erhielten vor der mikrobiologischen Material-
entnahme eine lokale Gentamicin-Therapie in Form von PMMA-Ketten,
Kollagenschwammen oder Knochenzement. 13 (62%) von 21 Patienten mit
einem S. aureus SCV-Isolat erhielten vor der mikrobiologischen Probenent-
nahme eine lokale Gentamicin-Applikation. Bei den verbleibenden 8 (38%) Pa-
tienten konnte keine vorausgegangene Gentamicin-Gabe nachgewiesen
werden, obwohl S. aureus SCVs isoliert wurden. Jedoch erhielten auch 17
(40%) von 42 Osteomyelitis-Patienten, bei denen nur S. aureus vom normalen
Phanotyp isoliert wurde, im Verlauf der Therapie Gentamicin lokal. Insgesamt
ergab sich in der Studienpopulation keine statistische Signifikanz (y*-Test nach
Pearson: p = 0,108) fur das Auftreten von S. aureus SCVs nach einer voraus-
gegangenen lokalen Gentamicin-Therapie. Der prozentuale Anteil der Patienten
mit einer lokalen Gentamicin-Applikation war jedoch in der Experimentalgruppe
(SCV vorhanden) hoéher als in der Kontrollgruppe (nur normaler Phanotyp von
S. aureus vorhanden), so dass in dieser Studienpopulation von einem Trend,
jedoch nicht von einer signifikanten Assoziation zwischen Gentamicin-Gabe und

nachfolgender SCV-Induktion/Selektion ausgegangen werden kann.

4.1.7.1 Eingesetzte Gentamicin-Praparate

Gentamicin-Polymethylmethacrylat (PMMA)-Ketten bestehen aus kugelférmi-
gen Knochenzementkdrpern, die an einem polyfilen chirurgischen Chrom-
Nickel-Draht befestigt sind. Sie werden seit 1976 industriell (Septopal®, Firma
Merck, Darmstadt) hergestellt und in Form von 10er-, 30er- und 60er-
Kugelketten zu je 4,5 mg Gentamicin-Base pro Kugel sowie 10er- und 20er-
Miniketten zu je 1,7 mg Gentamicin-Base pro Kugel angeboten. Weitere
Bestandteile der Gentamicin-Kugeln sind Zirconium-(IV)-oxid als Rontgen-
kontrastmittel und Glycin. 12 Patienten erhielten ausschliellich Polymethyl-
methacrylat-Ketten als lokale Gentamicin-Trager. In allen Fallen wurde das
Praparat Septopal® verwendet. Bei 8 Patienten dienten ausschlieRlich Kollagen-

schwamme der lokalen Gentamicin-Applikation. Das verwendete Praparat
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Sulmycin® Implant von Essex Pharma enthalt 1,3 mg Gentamicin pro cm?
Schwamm. 1 Patient erhielt nur Gentamicin-haltigen Knochenzement in Form
des Praparats Refobacin®Palacos® R der Firma Merck, welches in 20 g
PMMA-Pulver 250 mg Gentamicin neben Zirconiumdioxid (Rontgenkontrast-
mittel) und Benzoylperoxid (Katalysator) als weitere Substanzen enthalt. 6 von
30 Patienten wurde im Verlauf der Behandlung Septopal®Ketten und
Sulmycin®—Schwémme implantiert. 3 Patienten erhielten vor der mikrobiologi-
schen Probenentnahme Gentamicin in allen drei genannten Applikationsformen.

Die folgenden, statistischen Angaben vergleichen die Patientengruppe mit

S. aureus SCV-Nachweis (Experimentalgruppe, n = 21 Patienten) und die
Patientengruppe, bei der nur S. aureus des normalen Phanotyps nachgewiesen
wurde (Kontrollgruppe, n = 42 Patienten) bezuglich der Gentamicin-
Gesamtdosis getrennt nach den drei lokalen Applikationsformen, die die
Patienten vor der mikrobiologischen Untersuchung erhalten haben (siehe
Tabellen 10-12).

Gentamicin-Dosis in mg: 0 1-500 501-2000 >2000 gesamt
Anzahl der Patienten der 12 4 3 2 21
Experimentalgruppe

% der Experimental- 57,1% 19,0% 14,3% 9,5% 100,0%
gruppe

Anzahl der Patienten der 30 8 4 0 42
Kontrollgruppe

% der Kontrollgruppe 71,4% 19,0% 9,5% 0% 100,0%

Tab. 10: Kumulative Gentamicin-Dosis aus PMMA-Ketten

Obwohl keine statistische Signifikanz vorliegt, deutet der im y-Test auf linearen
Zusammenhang ermittelte, zweiseitige p-Wert von 0,082 eine mogliche
Assoziation des Auftretens von S. aureus SCVs vor allem im Dosisbereich ab

500 mg Gentamicin-Base an.
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Gentamicin-Dosis in mg: 0 1-500 501-2000 >2000 Gesamt
Anzahl der Patienten der 14 5 1 1 21
Experimentalgruppe

% der Experimental- 66,7% 23,8% 4,8% 4,8% 100,0%
gruppe

Anzahl der Patienten der 32 9 1 0 42
Kontrollgruppe

% der Kontrollgruppe 76,2% 21,4% 2,4% 0% 100,0%

Tab. 11: Kumulative Gentamicin-Dosis aus Kollagenschwammen

Der y2Test auf linearen Zusammenhang ergab keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p = 0,198) fur die kumulative Gentamicin-Dosis aus Kollagen-

schwammen zwischen beiden Patientengruppen.

Gentamicin-haltigen Knochenzement in Form des Praparats Refobacin®-
Palacos® R erhielten insgesamt 4 Patienten. 2 Patienten der Experimental-
gruppe erhielten 250 mg bzw. 500 mg und 2 Patienten der Kontrollgruppe
erhielten 125 mg bzw. 750 mg.
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4.1.7.2 Kumulative Gesamtdosis der lokalen Gentamicin-Gaben

Unabhangig von der Galenik der verschiedenen Gentamicin-Trager wurde die
vor der mikrobiologischen Materialentnahme lokal verabreichte Gesamtdosis fur
Gentamicin summiert und fur die Experimental- und die Kontrollgruppe

verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 erfasst.

Gentamicin-Dosis in Milligramm: 0 1-250 |251-500| >500 | Gesamt
Experimental- IAnzahl der Patienten 8 3 5 5 21
gruppe: SCV +/- (n=21)

normaler Phanotyp (% der Experimental - 38,1% 14,3% | 23,8% | 23,8% | 100,0%
\von S. aureus gruppe

Kontrollgruppe: nur |Anzahl der Patienten 25 7 5 5 42
normaler Phanotyp |(n = 42)

von S. aureus % der Kontrollgruppe 59,5% | 16,7% | 11,9% | 11,9% | 100,0%

Tab. 12: Anzahl der Patienten der Experimental- bzw. der Kontrollgruppe im
Bezug auf die vor der mikrobiologischen Materialentnahme lokal verabreichte

Gentamicin-Dosis in mg

Zusammenfassend erhielten prozentual mehr Patienten der Experimental-
(62%) als Patienten der Kontrollgruppe (40%) eine lokale Gentamicin-Therapie,
jedoch war der absolute Anteil der Patienten, die eine lokale Gentamicin-
Therapie erhielten in der Kontrollgruppe mit 17 Patienten groRer als in der
Experimentalgruppe mit 13 Patienten. Statistisch signifikante Unterschiede
bezlglich der Haufigkeit der verwendeten Gentamicin-Trager und der Anzahl
der Gaben im Therapieverlauf konnten zwischen beiden Patientengruppen
ebenfalls nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Der p-Wert im y*Test

auf Lageunterschiede betrug flr diesen Zusammenhang 0,064.
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4.2 Mikrobiologische Diagnostik

4.2.1 Genotypische Analyse der klinischen S. aureus-Stamme

Bei 20 von 63 Osteomyelitis-Patienten konnten mehrere S. aureus-Stamme des
normalen Phanotyps und des SCV-Phanotyps isoliert werden. Bei Patient 14
wurden nur 2 S. aureus-Stamme des SCV-Phanotyps gewonnen. Um die
klonale Identitat von insgesamt 142 S. aureus-Stammen der 21 Osteomyelitis-
Patienten festzustellen, wurden die Restriktionsfragmente der genomischen
DNA nach Restriktion mit dem Enzym Smal pulsfeldgelelektrophoretisch
getrennt und die resultierenden Bandenmuster miteinander verglichen. Zwei
S. aureus-Stamme wurden als klonal identisch eingestuft, wenn ihr Banden-
muster identisch war oder weniger als ein Zwei-Banden-Unterschied bestand.
Wenn SCVs und S. aureus-Stamme mit normalem Phanotyp bei einem
Patienten isoliert werden konnten, waren die jeweiligen Stdamme bis auf die
folgenden drei Ausnahmen klonal identisch. Bei Patient 18 ergab sich ein
Unterschied von 3 Banden zwischen den zwei getesteten, phanotypisch
unterschiedlichen S. aureus-Stammen. Bei Patient 7 zeigten 5 von 15 geteste-
ten S. aureus-Stammen zwei zusatzliche Banden, ohne sich jedoch unter-
einander im Bandenmuster zu unterscheiden. 2 Banden Unterschied waren
ebenfalls bei einem S. aureus-Wildtypstamm des normalen Phanotyps von
Patient 21 zu den dUbrigen 5 getesteten Stdmmen beider Phanotypen
festzustellen. Insgesamt 6 S. aureus-Stamme von vier Patienten (Patienten 10,
15, 17 und 20) zeigten eine Bande Unterschied zu den Ubrigen, untereinander

klonal identischen Stammen des jeweiligen Patienten.

Zusammenfassend waren von den 142 in der PFGE untersuchten S. aureus-
Stammen von 21 Patienten mit S. aureus-SCV-positiver Osteomyelitis 134
(94%) Stamme jeweils klonal identisch und 8 Stamme (6%) von 3 der 21
Patienten nicht klonal identisch. Eine Klonalitat von S. aureus-Stammen ver-

schiedener Patienten wurde nicht festgestellt.
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Abb. 5: Pulsfeldgelelektrophoretische Trennung der Restriktionsfragmente von
S. aureus (SCVs und S. aureus-Stamme mit normalem Phanotyp) nach
Restriktion mit Smal. Dargestellt ist das Banden-Muster von sieben Patienten
mit Osteomyelitis, bei denen S. aureus-Stamme (SCVs und/oder S. aureus-
Stamme mit normalem Phanotyp) ein- oder mehrfach isoliert werden konnten.
Wenn SCVs und S. aureus-Stamme mit normalem Phanotyp bei einem
Patienten isoliert werden konnten, war die Mehrheit der Stamme jeweils klonal
identisch. Zwei von acht nicht klonal identischen Stdmmen mit einem
Unterschied von mehr als einer Bande sind die in Spur 7 und 8 dargestellten
Stamme von Patient 18.

Patient 3: Spur 1-2, Patient 11: Spur 3-4, Patient 17: Spur 5-6, Patient 18:
Spur 7-8, Patient 19: Spur 9-10, Patient 10: Spur 11-12, Patient 14: Spur 13-14,
Marker: Lambda—Ladder (Referenzbereich von 50-1000 kB) Spur 15
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4.2.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Bei der Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration fir das Aminoglykosid
Gentamicin wurden insgesamt 56 S. aureus-Stamme von 21 Patienten mit
SCV-positiver Osteomyelitis verglichen. Pro Patient wurde einem S. aureus-
Stamm des normalen Phanotyps mindestens ein klonal identischer Stamm des
SCV-Phanotyps gegenubergestellt. Von Patient 14 konnten in Ermangelung
eines normalen Phanotyps nur die zwei vorliegenden SCV-Stamme unter-
einander verglichen werden. Obwohl die zwei phanotypisch unterschiedlichen
S. aureus-Stamme von Patient 18 gemal} Pulsfeldgelelektrophorese nicht
klonal identischen waren, wurde ihre MHK bestimmt und in die Wertung mit

einbezogen.

Insgesamt wiesen die SCVs eine bis zu 23-fach hoéhere minimale
Hemmkonzentration fur Gentamicin auf (MHK: 1,5 pyg/ml) im Vergleich zu den
von den gleichen Patienten isolierten Elternstdmmen (0,064 pg/ml).
Die 35 getesteten SCV-Stamme zeigten im Mittel eine um den Faktor 7 erhdhte
MHK flr Gentamicin gegenltber den 21 betrachteten Elternstammen. Sofern
von den 20 vergleichbaren Patienten mit unterschiedlichen S. aureus-Phano-
typen und mehreren, getesteten SCV-Isolaten nur die jeweils minimalen MHK-
Werte in Betracht gezogen wurden, wiesen die SCVs eine 4-fach hhere MHK
fur Gentamicin gegenuber ihren Elternstdmmen auf. Die einzelnen Ergebnisse

sind in Tabelle 16 im Anhang wiedergegeben.
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Abb. 6: Vergleich der Gentamicin-Empfindlichkeit von zwei klonal identischen
S. aureus-Stammen des normalen bzw. des SCV-Phanotyps von Patient 5
mittels Etest®-Streifen (low dose: 0,016-256 pg/ml) auf Miiller-Hinton-Agar.
Der SCV-Stamm ist mit einem MHK-Wert von 2 pg/ml deutlich resistenter
gegenuber Gentamicin als der entsprechende S. aureus-Stamm vom normalen
Phanotyp mit dem MHK-Wert von 0,094 pg/ml (Faktor 21).
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Abb. 7: Vergleich der Koloniemorphologie zweier phanotypisch unterschied-
licher S. aureus-Stamme auf Columbia-Agar, die aufgrund des korrespon-
dierenden Bandenmusters der Pulfeldgelelektrophorese (rechts) klonal iden-

tisch sind. (N = normaler Phanotyp, S = SCV-Phanotyp)

4.2.3 Vergleichende Biotypisierung der klonalen S. aureus-Stdmme

Von 20 Osteomyelitis-Patienten mit phanotypisch unterschiedlichen S. aureus-
Stammen wurden anhand des ID 32 STAPH-Identifizierungssystems fur
Staphylokokken (Bio-Mérieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich) insgesamt 35 SCV-
Stamme mit 20 klonal identischen Stammen des normalen Phanotyps
verglichen. Alle 55 getesteten Stamme wurden nach 24 Stunden Inkubation
anhand des Farbindikatormusters in den Mikrotiterrohrchen und phanotypisch
anhand der Koloniemorphologie auf den parallel angesetzten Columbia-Agar-
Platten als S. aureus identifiziert. Die klonal identischen SCV-Stamme zeigten
untereinander eine hohe Variabilitat fur den Zeitpunkt des Farbindikator-

umschlags der getesteten Reaktionen. Deshalb wurde fur jede Reaktion nur der
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jeweilige Minimalwert der untersuchten SCV-Stamme mit dem Zeitpunkt des
Farbindikatorumschlags des klonal identischen S. aureus-Wildtypstamms

verglichen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 14 und 15 zusammengefasst.

o () s 0 =
£ |53 |3 |8 |® |g |8 |8 |S |g |<3|8 |25|=2¢e
o O] LL = — n = = = ] p Ol ) <o | cQO

1 1 1 0 1 1 1 1 0 24 0 0 24 0
2 0 2 2 1 17 17 0 0 0 0 0 0
3 19 19 19 19 19 43 0 > 1 24 0 >24 | 24 0
4 1 1 1 2 2 45 0 0 0 0 0 0 0
5 3 3 3 1 3 3 17 0 0 0 0 24 0
6 1 1 3 3 3 0 17 0 0 0 >1 0 0
7 21 21 21 21 21 >45 | 17 24 24 17 2 >24 0
8 3 2 3 2 2 20 18 24 24 24 0 >24 | 24
9 3 3 3 1 1 44 41 24 41 24 0 24 0
10 1 1 1 1 1 1 2 0 0 0 0 0 0
11 3 3 20 20 3 >44 | 18 >1 0 > 41 0 0 24
12 3 3 3 3 3 3 17 0 0 0 0 0 0
13 20 20 20 20 21 20 18 24 0 0 0 0 0
15 3 3 2 3 3 17 17 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 2 2 1 3 3 1 0 0 44 0 0 0 0
18 2 0 0 0 0 0 2 0 0 >24 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 1 20 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0
21 3 3 3 3 3 3 > 41 0 0 0 0 >1 0

Tab. 13: Minimalwerte der Latenz des Farbindikatorumschlags (in Stunden) far
alle isolierten S. aureus SCVs zu einem jeweils klonal identischen Wildtyp-
stamm. Werte mit einem > -Zeichen implizieren, dass der SCV-Stamm im
Gegensatz zum Wildtypstamm auch nach 48 Stunden noch keinen Umschlag

des Farbindikators zeigte.
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0 3 4 4 3 3 4 6 14 14 15 17 13 18
1 5 4 3 4 4 3 1 0 0 0 0 0 0
2 2 2 2 3 2 4 2 0 0 0 1 0 0
3 7 6 7 6 8 4 0 0 0 0 0 0 0
4-20 2 3 3 3 1 4 9 0 0 1 0 0 0
21-40 1 1 1 1 2 0 0 4 4 2 0 4 2
41-45 0 0 0 0 0 3 1 0 2 0 0 0 0
n.b.* 0 0 0 0 0 2 1 2 0 2 2 3 0

Tab. 14: Anzahl der Patienten im Bezug auf die Latenz des Farbindikator-
umschlags von S. aureus-SCV-Isolaten zu klonal identischen S. aureus-Isolaten
des normalen Phanotyp von 20 Patienten mit Osteomyelitis. (* n. b. = Latenz
nicht beurteilbar, da fur den SCV-Stamm nach 48 h noch kein Umschlag des

Farbindikators eingetreten ist)

Abgesehen von Patient 16 und Patient 19, die keine zeitlichen Unterschiede
bezlglich des Farbindikatorumschlags beider S. aureus-Phanotypen zeigten,
wiesen die getesteten S. aureus-SCVs der Ubrigen 18 Patienten gleiche oder
um Stunden verzogerte Reaktionsgeschwindigkeiten fur die Umsetzung des
jeweiligen Substrats auf. Die Fermentation der Zucker Glucose, Fructose,
Maltose, Trehalose, Saccharose und Mannit erfolgte bei der Mehrheit der SCV-
Stamme 0 bis 3 Stunden verzdgert zu den klonal identischen S. aureus-
Stammen des normalen Phanotyps. Mannose wurde bei 9 Patienten von den
SCV-Stammen 4 bis 20 Stunden spater fermentiert als vom entsprechenden
klonal identischen Wildtypstamm, bei 6 weiteren Patienten ergaben sich
zwischen beiden Phanotypen hingegen keine zeitlichen Unterschiede.
Turanose, Lactose, N-Acetyl-Glucosamin, Urease, Arginin-Dehydrolase und
alkalische Phosphatase wurden bei der Mehrzahl der Patienten von beiden

S. aureus-Phanotypen ohne zeitliche Unterschiede umgesetzt.
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4.2.4 Nachweis des Auxotrophismus der klinischen S. aureus SCV-Isolate

Insgesamt wurden 47 SCV-Stamme von 21 Patienten mit chronischer
Osteomyelitis auf einen Auxotrophismus flir Hamin und/oder Menadion
und/oder Thymidin getestet. 22 (47%) der 47 SCV-Stamme zeigten einen
eindeutigen Auxotrophismus, davon waren 21 (45%) Stamme Hamin-auxotroph
und ein Stamm (2%) Menadion-auxotroph. Ein SCV-Stamm zeigte einen
doppelten Auxotrophismus flir Menadion und Hamin. Trotz wiederholter
Testung konnte bei ungenligendem oder diffusem Koloniewachstum fir die
ubrigen 25 (63%) SCV-Stamme kein eindeutiger Auxotrophismus nachgewie-
sen werden.

13 (62%) von 21 Patienten hatten mindestens einen nachweisbar auxotrophen
SCV-Stamm. Bei 5 von 21 Patienten konnten nur einen Hamin-auxotrophen
SCV-Stamm identifiziert werden. Bei 4 von 21 Patienten wurden 2 Hamin-
auxotrophe Stamme nachgewiesen.

Patient 10 beherbergte 3 Hamin-auxotrophe Stamme, von Patient 12 konnten 4
verschiedene Hamin-auxotrophe Stamme isoliert werden, Patient 5 hatte einen
fur Hamin und Menadion doppelt auxotrophen Stamm und bei Patient 15 wurde
ein nur fur Menadion auxotropher SCV-Stamm nachgewiesen. Trotz wieder-
holter Testung liel3 sich fur S. aureus SCV-Stamme aus Isolaten der verblie-
benen 8 von 21 Patienten kein eindeutiger Auxotrophismus nachweisen. In
diesen Fallen waren die Nahrboden mit chemisch definiertem Medium diffus
von Kolonien unterschiedlicher Grofde Uberwuchert, wahrend auf Blutagar die

typischen, nadelspitzgro3en Kolonien wuchsen.
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5 Diskussion

SCVs sind als koloniemorphologische Subpopulation des normalen Phanotyps
von S. aureus seit fast einem Jahrhundert bekannt (2, 30, 31, 85, 135, 136).
Typische Charakteristika der Elektronentransport-defizienten, kleinen Kolonie-
varianten von S. aureus sind ein langsameres Wachstum (ca. 6 bis 9-fach ver-
langerte Generationszeit) von nadelspitzgroRen, meist unpigmentierten und
nicht hamolysierenden Kolonien, eine gegenliber dem normalen Phanotyp 10-
fach geringere KoloniegroRe und ein Auxotrophismus gegenuber Hamin
und/oder Menadion bzw. gegenuber Thymidin. lhre Rolle als Verursacher
chronischer und rekurrierender Infektionen ist erst in den letzten 10 Jahren
erkannt worden (80, 81, 82, 83, 110, 111, 120, 121). Belege hierfir liefern eine
Vielzahl von Einzelfallberichten, aber nur wenige Studien mit gréReren
Patientenkollektiven (siehe Tabelle 1, Anhang).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine phanotypische, genotypische und
biochemische Charakterisierung von klinischen S. aureus SCVs vorgenommen,
die von Patienten mit Osteomyelitis isoliert worden sind. Nach der
Identifizierung des Phanotyps von S. aureus wurden die Patienten in eine
Experimental- (SCV und ggf. normaler Phanotyp) und in eine Kontrollgruppe
(nur normaler Phanotyp) eingeteilt.

Ziel der Arbeit war es, im Rahmen einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie
Unterschiede der Krankheitsverlaufe beider Patientengruppen herauszustellen,
um RuUckschlisse auf die klinische Relevanz von S. aureus SCVs bei
rekurrierenden Osteomyelitiden zu ziehen. Ferner wurde die Hypothese, dass
S. aureus SCVs auch in vivo durch die Implantation von Gentamicin-haltigen
PMMA-Ketten, Kollagenschwédmmen oder Knochenzement induziert bzw.
selektioniert werden, untersucht.

In der vorliegenden Studie konnte erstmals die Pravalenz von S. aureus SCVs
fur eine definierte, umfangreiche Patientenpopulation mit Osteomyelitis demon-
striert werden. Uber einen Zeitraum von dreieinhalb Jahren wurden S. aureus
SCVs bei 21 (33%) von insgesamt 63 Patienten mit Osteomyelitis intraoperativ

isoliert. 45 (15%) von 297 untersuchten S. aureus-Stammen waren SCVs.
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In einer prospektiven Fall-Kontroll-Studie, die 14 Patienten mit chronischer und
therapierefraktarer Osteomyelitis umfasste, waren 29% der Patienten, die zuvor
Gentamicin-PMMA-Ketten erhalten hatten, mit SCVs infiziert (120). Bei
Mukoviszidose-Patienten konnte eine Pravalenz der SCVs von 22% der
S. aureus-Stamme (87) bzw. bei 49% der untersuchten Patienten festgestellt
werden (43).

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst die Experimental- und die
Kontrollgruppe beziiglich der Demographie, der Atiologie und der Lokalisation
der Osteomyelitis verglichen sowie histologische, radiologische und Klinische
Zeichen der Knochenmarksentzindung fur beide Gruppen statistisch erfasst.
In Analogie zu friheren Studien Uber Osteomyelitis (60, 71, 76, 104, 126, 128,
129) waren Manner mittleren Alters (MD = 52 Jahre) bei einem Geschlechter-
verhaltnis von 2,7:1 bevorzugt von der Erkrankung betroffen. S. aureus war bei
allen untersuchten Patienten mit Osteomyelitis vorhanden und in Rein- oder
Mischkultur der dominierende Erreger. Auch die bevorzugte Lokalisation der
Osteomyelitis im Bereich der langen Roéhrenknochen der unteren Extremitat,
insbesondere von Femur und Tibia - meist verursacht durch posttraumatische
oder postoperative Infektionen - entspricht den Ergebnissen anderer Unter-
sucher (38, 76, 129). Vor dem Auftreten der Osteomyelitis wurden zwischen der
Experimental- und der Kontrollgruppe keine statistisch signifikanten Unter-
schiede im Bezug auf die Haufigkeit von pradisponierenden Faktoren fur eine
S. aureus-Infektion wie Diabetes mellitus, Weichteilinfektionen, Frakturen,
septischen Krankheitsbildern und Fremdkdrperimplantaten festgestellt. Radiolo-
gische, histologische bzw. laborchemische Zeichen der Osteomyelitis wurden
fur alle in die Studie eingeschlossenen Patienten nachgewiesen. Nachdem die
Reprasentativitat und Vergleichbarkeit beider Patientengruppen herausgestellt
worden ist, wurde die Erkrankungsdauer, die Hospitalisationsdauer, die Anzahl
der Operationen und der Einsatz lokaler Gentamicin-Trager fur beide Gruppen
verglichen, um Rickschlisse auf den Einfluss der SCVs von S. aureus auf den
Krankheitsverlauf zu ziehen. In der Vergangenheit ist die Assoziation von
S. aureus SCVs mit chronisch persistierenden und rekurrierenden Infektionen
mehrfach beschrieben worden (1, 28, 43, 58, 70, 121, 122).
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S. aureus SCVs konnten besonders haufig von Patienten mit persistierender
oder therapierefraktarer Osteomyelitis isoliert werden, deren Erkrankungs-
verlaufe durch lange beschwerdefreie Intervalle zwischen Episoden der akuten
Entzindung gekennzeichnet waren (2, 14, 27, 80, 83, 86, 111, 120). In dieser
Arbeit zeigten Osteomyelitis-Patienten mit einer Kolonisation von S. aureus
SCVs eine um den Faktor 2,7 verlangerte mediane Erkrankungsdauer gegen-
uber den Patienten, bei denen ausschlieRlich der normale Phanotyp von
S. aureus isoliert werden konnte. Patienten, die von S. aureus-SCVs kolonisiert
waren, hatten ein Jahr nach Primardiagnose und vergleichbarer Therapie
signifikant mehr Exazerbationen der Osteomyelitis. Dies konnte nicht durch
Unterschiede im klinischen Profil zwischen beiden Patientengruppen erklart
werden. Ob jedoch ausschliellich die Prasenz von SCVs das Therapie-
versagen (rekurrierende Infektion) verursacht hat, konnte aufgrund der indivi-
duellen Therapieverlaufe nicht eindeutig belegt werden. Zwischen beiden
Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Anzahl der
Operationen und der stationaren Aufenthaltsdauer Uber den gesamten Thera-
pieverlauf der Osteomyelitis ermittelt werden. Daher scheint der Therapie-
aufwand beider Patientengruppen vergleichbar zu sein. Die Behandlung der
Osteomyelitis-Patienten, die von S. aureus SCVs kolonisiert waren, erforderte
jedoch einen langeren Zeitraum als bei Patienten, die ausschliel3lich den
normalen Phanotyp beherbergten. Eine Erklarung fur die Beobachtung von
S. aureus SCVs im Zusammenhang mit chronischen, Antibiotika-refraktaren
Infektionen und einer monate- bis jahrelangen Persistenz der Erreger lieferten
mehrere in vitro-Studien mit klinischen und konstruierten SCV-Stammen, die
gegenuber dem Wildtypstamm von S. aureus eine deutlich erhohte intra-
zelluldre Persistenz aufwiesen (3, 43, 116). Das intrazellulare Uberleben der
SCVs als wahrscheinliche Ursache von rekurrierenden Infektionen basiert auf
einer verminderten Produktion von Virulenzfaktoren wie o-Toxin, welche
eukaryotische Zellen in Konzentrationen, die der Wildtypstamm freisetzt,
normalerweise lysieren wiarden (11). Dadurch sind die SCVs vor der Immun-

antwort des Wirtes und vor der Wirkung der Antibiotika abgeschirmt (16).
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Die signifikant niedrigere Anzahl von Amputationen in der Experimentalgruppe
konnte auf eine verminderte lytische Degeneration der Wirtszellen in Anwesen-
heit des SCV-Phanotyps von S. aureus hindeuten, denn Gentamicin-induzierte
S. aureus SCVs sind nachweislich genauso infektios, aber weniger virulent als
die entsprechenden Wildtypstamme des normalen Phanotyps (78). Neben
einer systemischen Antibiotikatherapie stellt die Implantation von Gentamicin-
PMMA-Ketten, -Kollagenschwammen oder -Knochenzement im Anschluss an
das operative Debridement eine etabliete Behandlungsmethode der
Osteomyelitis dar (17, 42). Auch prophylaktisch finden Gentamicin-PMMA-
Ketten, die seit 1976 bzw. Gentamicin-Kollagenschwamme, die seit 1990
kommerziell verfugbar sind, in der Endoprothetik eine breite Anwendung.
Mehrere Studien belegen die Effizienz der lokalen Antibiotikatherapie bei
Knochen- und Weichteilinfektionen (12, 18, 25, 33, 36, 38, 47, 52, 66, 75, 77,
132, 133), verweisen aber auch auf rekurrierende Infektionen durch meist
grampositive Erreger bei der Therapie der chronischen Osteomyelitis (47, 110,
114, 133). Da S. aureus SCVs in vitro durch eine standige Exposition
gegenuber subinhibitorischen Konzentrationen von Gentamicin induziert bzw.
selektioniert werden koénnen (3, 67, 73, 78, 83), erscheint ihr Auftreten in
Abhangigkeit von einer lokalen Gentamicin-Applikation auch in vivo denkbar zu
sein. Die Isolierung von S. aureus SCVs bei Patienten, die mit Gentamicin-
PMMA-Ketten lokal therapiert wurden (111), lasst vermuten, dass die bei
langsamer Freisetzung in die lokale Umgebung entstehenden subinhibitori-
schen Konzentrationen von Gentamicin ein Weg sein konnte, SCVs zu selektio-
nieren. Durch die lokale Applikation entsteht GUber Wochen und Monate ein
kontinuierlich abnehmender Gentamicin-Spiegel (37, 51, 132). Hochstwerte der
Gentamicin-Konzentration werden sowohl aus PMMA-Ketten und Knochen-
zement als auch aus resorbierbaren Kollagenschwammen am ersten Tag nach
ihrer Implantation freigesetzt. Der Hauptteil des Gentamicins aus den
resorbierbaren Kollagenschwammen wird innerhalb von 4 Tagen bis 8 Wochen
vollstandig und in hdheren Konzentrationen freigesetzt als aus PMMA-Ketten,
die nur 25% des Wirkstoffanteils Uber einen Zeitraum von 4 Wochen an die

Umgebung abgeben (47).
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13 (62%) Patienten der Experimentalgruppe (S. aureus SCVs vorhanden), aber
auch 17 (40%) Patienten der Kontrollgruppe (ausschlie3lich normaler Phanotyp
von S. aureus vorhanden), haben vor der mikrobiologischen Materialentnahme
eine lokale Gentamicin-Therapie erhalten. Im Bezug auf die kumulative
Gesamtdosis des lokal verabreichten Gentamicins waren zwischen beiden
Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede feststellbar, obwohl
innerhalb der Experimentalgruppe prozentual mehr Patienten eine Gentamicin-
Dosis Uber 250 mg erhalten haben. Demnach sind die Ursachen fur das
Auftreten von S. aureus SCVs bei Patienten mit Osteomyelitis weitaus
komplexer als vermutet und eine lokale Gentamicin-Applikation scheint nur ein
moglicher Ausloser unter vielen fur das Auftreten von SCVs zu sein. Wie
beschrieben, sind S. aureus SCVs bei 8 Patienten der Experimentalgruppe
auch ohne vorausgegangene lokale Antibiotika-Applikation aufgetreten. Fur die
Entstehung von SCVs in vivo mussen folglich weitere Einflussfaktoren wie z. B.
Mutationen der S. aureus-Stamme, Faktoren der Wirtsabwehr, die systemische
Antibiose oder das intrazellulare Milieu (3, 98, 105, 110) verantwortlich sein.

Ob lokale Gentamicin-Trager zur Behandlung der Osteomyelitis weiterhin
eingesetzt oder vermieden werden sollen und wie haufig SCVs durch diese in
vivo induziert bzw. selektiert werden, konnte durch diese Arbeit nicht
zweifelsfrei geklart werden. Hierzu sind weitere Studien bzw. tierexperimentelle
Arbeiten notwendig, die die Induktion der SCVs nach lokalen Gentamicin-
Gaben im zeitlichen Verlauf untersuchen. Kirzlich wurde bei Gentamicin-indu-
zierten SCVs im hemH-Gen, welches an der Hamin-Biosynthese beteiligt ist,
eine Deletion entdeckt (89). Ferner konnte die Entstehung der SCVs durch
Inaktivierung des DNA-Reparaturenzyms MutS auf eine hohe Mutationsrate
zuruckgefihrt werden (89). SCVs weisen untereinander und im Vergleich zur
schnell wachsenden Subpopulation in der Pulsfeldgelelektrophorese - wie auch
in dieser Arbeit dokumentiert - leichte Veranderungen des PFGE-Musters auf
(43, 66, 80). Diese Beobachtungen deuten mdglicherweise auf genetische
Mechanismen als primare Ursache fir das Auftreten der SCVs hin. Von
klinischen S. aureus SCVs sind nach ein- oder mehrfacher Subkultur hohe

Reversionsraten zum normalen Phanotyp bekannt (73, 123).
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Mogliche phanotypische Veranderungen der S. aureus-Stamme im zeitlichen
Verlauf konnten in dieser Studie nicht erfasst werden, da der Zeitpunkt der
mikrobiologischen Materialentnahme durch die operative Therapie determiniert
wurde und unabhangig von der lokalen Gentamicin-Therapie war. Aufgrund
einer herabgesetzten Aufnahme in die Zelle sind SCVs gegenliber Amino-
glykosiden wie Gentamicin resistenter als der normale Phanotyp von S. aureus.
Die untersuchten SCV-Stamme der Osteomyelitis-Patienten zeigten eine bis zu
23-fach verminderte Gentamicin-Empfindlichkeit gegenuber klonal identischen
Stammen des normalen Phanotyps. Die herabgesetzte Empfindlichkeit fur
Aminoglykoside und andere positiv geladene Antibiotika konnte inzwischen auf
ein herabgesetztes Membranpotential der SCVs zurlckgefuhrt werden, welches
wiederum auf einem erniedrigten Elektronentransport beruht (5, 29, 61, 68, 83).
Die meisten phanotypischen und metabolischen Charakteristika der S. aureus
SCVs basieren auf Veranderungen der Elektronentransportkette (70, 81, 112,
121). Der reduzierte Metabolismus der Elektronentransport-defizienten kleinen
Kolonievarianten spiegelt sich im Vergleich zu den klonal identischen Stammen
vom normalen Phanotyp in einem verzdgerten bis fehlenden Umsatz von
Kohlenhydraten wider. Die Fermentation von Glukose, Fruktose, Mannose,
Mannit, Maltose, Trehalose und Saccharose war bei den untersuchten SCVs
deutlich verzogert, wahrend Turanose, Laktose, alkalische Phosphatase,
N-Acetyl-Glucosamin und andere Reaktionsmedien annahernd gleich schnell
von den SCVs wie vom normalen Phanotyp umgesetzt wurden. SCVs sind
haufig auxotroph fur Menadion, Hamin oder Thymidin, Komponenten, die fur die
Biosynthese der Elektronentransportkette bendtigt werden. Nach Supplemen-
tierung dieser Komponenten koénnen SCVs in die normale Kolonieform
revertieren und zeigen wieder die biochemischen Charakteristika und die
erhohte Empfindlichkeit fur Antibiotika der Wildtypstamme von S. aureus (3, 61,
80, 83, 110, 111). Annahernd die Halfte der getesteten SCV-Stamme wies
einen eindeutigen Auxotrophismus fur Hamin und/oder Menadion auf, wahrend
ein Auxotrophismus fur Thymidin nicht belegt werden konnte. Obwohl die
ubrigen Stamme phanotypisch und biochemisch als SCVs identifiziert wurden,

zeigten sie auf CDM-Agar im wiederholten Versuchsansatz ein diffuses
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Wachstum von unpigmentierten Kolonien unterschiedlicher Groe. Die beob-
achteten Unterschiede des Auxotrophismus, der Gentamicin-Empfindlichkeit
und der biochemischen Reaktionen von klonal identischen SCVs untereinander
konnten auf eine unterschiedliche Funktionalitat der Elektronentransportkette
und damit auf eine individuelle Reversionsrate der klinischen Stamme
zurlckzuflhren sein. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Pravalenz
des SCV-Phanotyps und seine Assoziation mit chronischen Verlaufen der
Osteomyelitis verdeutlicht werden. Im Vergleich zu klonal identischen Stammen
des normalen Phanotyps wiesen die klinischen SCV-Isolate eine deutlich
verminderte Fermentation der Kohlenhydrate und verminderte Gentamicin-
Empfindlichkeit auf, die auf Defekte der Elektronentransportkette und damit auf
ein herabgesetztes Membranpotential zurtckzufuhren sind. Klonal identische
SCV-Stamme zeigten untereinander eine deutliche Heterogenitat beztglich der
Gentamicin-Empfindlichkeit, der Kohlenhydratfermentation und des Auxotro-
phismus, die vermutlich auf unterschiedlichen Aktivitatsgraden der Elektronen-
transportkette beruhen.

Statistisch konnte das Auftreten der SCVs von S. aureus in vivo nicht allein auf
eine lokale Gentamicin-Applikation aus PMMA-Ketten, Knochenzement und
Kollagenschwammen als etablierte Therapiemethode der Osteomyelitis zuruck-
gefuhrt werden, obwohl in vitro-Experimente und eine Vorlauferstudie diese
Verbindung nahe legen. Die Wandlungsfahigkeit von S. aureus scheint damit
auf komplexen genetischen Mechanismen und Alterationen der Elektronen-
transportkette zu beruhen, die aktuell weiter entschlisselt werden.

S. aureus nutzt als extrazellularer Erreger von akut-aggressiven Infektionsver-
laufen durch die Ausbildung von SCVs als intrazellulare Subpopulation eine
potente Strategie gegen die Wirtsabwehr und die Antibiotikatherapie. Das
Vorhandensein von SCVs stellt damit sowohl fur das Laboratoriumspersonal als
auch fur den klinisch tatigen Arzt eine besondere Herausforderung dar. Die
Detektion der nadel-spitzgroRen Kolonien erfordert eine mindestens 48-72-
stiindige Inkubation auf festen Nahrmedien. Zudem sind die reduzierten bis
fehlenden Stoffwechselleistungen bzw. Enzymaktivitaten bei ihrer Differenzie-

rung zu beachten. Ferner kann die atypische Koloniemorphologie der SCVs bei
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gleichzeitigem Vorhandensein der Wildtypform zur falschlichen Annahme einer
Mischkultur fihren (82, 83). Ein Therapieversagen - insbesondere bei chro-
nisch-persistierenden Verlaufen der Osteomyelitis - kann auch auf eine uner-
kannte Infektion mit S. aureus SCVs zurickzufuhren sein, da sie im Vergleich
zum Wildtypstamm des normalen Phanotyps resistenter gegeniber Amino-
glykosiden und anderen Antibiotika sein kénnen (3, 5, 73, 78, 83, 107, 120).
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6 Zusammenfassung

Staphylococcus aureus Small Colony Variants (SCVs) reprasentieren eine
Elektronentransport-defiziente Subpopulation von S. aureus, die auf festen
Kulturmedien ein langsames Wachstum von nadelspitzgrofden Kolonien zeigen.
Ihre Fahigkeit zur intrazellularen Persistenz und ihre verminderte Antibiotika-
empfindlichkeit sind fur die Assoziation der SCVs mit chronisch rezidivierenden
Infektionen von besonderer Bedeutung. In dieser Studie konnten insbesondere
Hamin- und Menadion-auxotrophe SCVs als Erreger der chronisch rekurrie-
renden Osteomyelitis identifiziert werden.

Um den Einfluss von S. aureus SCVs auf den Erkrankungsverlauf bei Patienten
mit Osteomyelitis zu bestimmen, wurde eine 42-monatige Fall-Kontroll-Studie
durchgefuhrt, bei der nur Patienten mit einem S. aureus-Nachweis unabhangig
vom Phanotyp berucksichtigt wurden. S. aureus SCVs wurden bei 21 von 63
Patienten mit Osteomyelitis meistens gleichzeitig mit S. aureus-Stammen des
normalen Phanotyps isoliert. Mit SCVs kolonisierte Patienten hatten eine 2,7-
fach langere mediane Erkrankungsdauer und signifikant mehr rekurrierende
Infektionen ein Jahr nach Primardiagnose und Therapie der Osteomyelitis als
solche Patienten, die nur den normalen Phanotyp beherbergten.

Durch die Pulsfeldgelelektrophorese wurde fur die Mehrzahl der SCVs und der
zeitgleich isolierten Normaltyp-Stamme die klonale Identitat demonstriert. In 26
von 34 SCV/Normaltyp-Paaren zeigten S. aureus-Isolate des SCV-Phanotyps
eine bis zu 23-fach niedrigere Gentamicin-Empfindlichkeit als S. aureus-Isolate
des normalen Phanotyps. Bei 19 von 21 Patienten wiesen die SCV-Isolate eine
verlangsamte Kohlenhydratfermentation gegenuber dem Normaltyp auf. Die
Auxotrophismus-Testung ergab Hamin- und/oder Menadion-Abhangigkeiten flr
einen Teil der SCV-Isolate.

In  vitro koénnen SCVs durch subinhibitorische Konzentrationen des
Aminoglykosids Gentamicin induziert werden, wahrend in vivo in dieser
Studienpopulation, bei Patienten mit Osteomyelitis, denen Gentamicin lokal
verabreicht wurde, ein Trend, jedoch nicht eine signifikante Assoziation

bezluglich des Auftretens von SCVs gezeigt werden konnte. Die Ergebnisse
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dieser Studie weisen S. aureus SCVs als bedeutende und Gentamicin-
resistente Erreger chronisch rekurrierender Verlaufe der Osteomyelitis aus.
Daher sollte das Laboratoriumspersonal speziell nach diesen kleinen Kolonie-
varianten suchen und der klinisch tatige Arzt gegebenenfalls die Therapie

anpassen, wenn sie isoliert werden konnten.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungen

Abb.
ATP
BHI

BSG

CDM
CRP
DNA
dl
Fa.

kd

mg

Mg
MH-Agar
MHK
min
Mio.

Ml

ml

N

n
NCCLS
p

PCR
PFGE
PMMA
rpm
RNA

S. aureus

Abbildung
Adenosintriphosphat

Brain Heart Infusion
Blutsenkungsgeschwindigkeit
nach Westergren

Celsius

chemisch definiertes Medium
C-reaktives Protein
Desoxyribonukleinsaure
Deziliter

Firma

Gramm

hora (Stunde)

Kilodalton

molar, mol/l

Milligramm

Mikrogramm
Muiller-Hinton-Agar

minimale Hemmkonzentration
Minuten

Millionen

Mikroliter

Milliliter

SCVs
Tab.
TEM

TMP
SMX
TSA
TSB
Tsd.

normaler Phanotyp von S. aureus

Stichprobenumfang

National Committee of Laboratory Standards

Signifikanzniveau
Polymerase-Kettenreaktion
Pulsfeldgelelektrophorese
Polymethylmethacrylat

rounds per minute (Zentrifuge)
Ribonukleinsaure

Staphylococcus aureus

Small Colony Variants
Tabelle
Transmissionselektronen-
mikroskop

Trimethoprim
Sulfamethoxazol

Tryptic Soy Agar

Tryptic Soy Bouillon

Tausend
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8.2 Tabellen mit Ausgangsdaten

Tabelle 1: Publizierte Fallberichte und Studien mit Isolierung von S. aureus
SCVs (modifiziert und erweitert nach®)

Jahr®eferenz) 1 patienten- | Infektion und/oder Kommentar
zahl Untersuchungsmaterial

(Anzahl der Patienten)

1951©" 1 Abszess SCVs wurden auch aus

Nasenabstrichen isoliert

195207 2 Hautabszess, Wundinfektion | unter Penicillin-Therapie
mit Cellulitis
19541 8 Urin (5), Rachen (1), Blut (1), | unter Erythromycin-
Pleuraflissigkeit (1) Therapie in prospektiver
Urinstudie
1955%% 1 Handabszess Nachweis (iber 7 Monate

aus mehreren separaten

Eitermaterialien und

Nasenabstrichen
195517 2 Hordeolum (1), Nachweis bei einem
Palmarabszess (1) Patienten auch aus

Nasenabstrichen, der
zweite Patient war
Kontaktperson aus dem

gleichen Haushalt

1956 2 Verbrennungswunde (1), nekrotische Infektion
Sputum (1) nach Paronychie-
Hitzetherapie;
Emphysem mit
chronischer Bronchitis
1969 5 Bakteriamien (4), Endokarditis | Nachweis auch in der

nach Herzklappenersatz (1) vorderen Nasenhdhle bei

einem Patienten

1971 2 Hautabszess unter Penicillin-Therapie

1976 3 chronische Osteomyelitis Patient mit
Osteosynthese

1978% 8 Osteomyelitis (3), Blut (3), 7 weitere Isolate mit

Hautabszess (1), Liquor (1) instabilen SCVs
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Morbus Darier

Jahr®eenz) | patienten- | Infektion und/oder Kommentar
zahl Untersuchungsmaterial
(Anzahl der Patienten)
19787 1 Pneumonie nach Brusttrauma
1985 1 Bakteriamische Cellulitis Patient mit Erythema
multiforme und Sepsis
1995 5 chronische Osteomyelitis, persistierende und
septische Arthritis, rekurrierende Infektionen
Muskelabszess, Sinusitis Uber mehrere Monate bis
maximal 54 Jahre
1996!"% 1 septische Arthritis des invasive SCV-Infektion
Sternoclaviculargelenks bei einem 11-jahrigen
Jungen
199779 4 chronische Osteomyelitis prospektive Fall-Kontroll-
Studie, SCV-Nachweis
nach lokaler Applikation
von Gentamicin-PMMA-
Ketten
1998 26 Mukoviszidose; Bronchial- Langzeittherapie mit
sekret, Rachenabstrich TMP / SMX
1998""™" 1 chronische Osteomyelitis nach Einlage von
Gentamicin-Ketten
1999® 1 Hiftabszess, Blut Methicillin-resistenter
SCV nach
Langzeittherapie eines
AIDS-Patienten mit TMP/
SMX
2000" 1 Abszess, Fistel Persistierende
Wundinfektion 13
Monate nach
Herniotomie
2001 1 Dyskeratosis follicularis, Isolate von infizierter

Haut und aus den
Nasenvorhéfen einschl.
MRSA-SCV Uber eine
28-monatige

Studiendauer
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Jahr®eenz) | patienten- | Infektion und/oder Kommentar
zahl Untersuchungsmaterial
(Anzahl der Patienten)
20029 1 chronische Osteomyelitis Therapie mit Gentamicin-
Ketten, Femurfraktur bei
Osteopetrose
2003 1 Herzschrittmacher-Infektion, | Schrittmacher-assozi-
Blut ierte Bakteriamie Uber
einen Zeitraum von 7
Monaten
2003%Y 1 Hirnabszess Langzeittherapie mit
Rifampicin, Vanco -
mycin, Teicoplanin
2003%°) 24 Sputum, tiefer Rachen- Mukoviszidose-Patienten
abstrich
2004 3 Nasenabstriche Studie mit 125 AIDS-

Patienten unter
TMP/SMX-Prophylaxe
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Tab. 15: Gentamicin-Empfindlichkeit, Auxotrophismus und klonale Identitat der
S. aureus-Stamme vom normalen und SCV-Phanotyp von 21 Patienten mit

Osteomyelitis

Patienten - | Isolat - Phanotyp | Gentamicin- Empfindlich- | Auxotrophismus Klonale
name nummer Empfindlickeit |keitsfaktor Identitat
in pg/ml SCV/N

Patient 1 OM 40/11 N 0,047 ja
OM 39/1IV Scv 0,047 1 n. b. ja
OM 40/ SCV 0,047 1 Hamin ja
14801 scv 0,094 2 fraglich Hamin ja
Patient 2 4652/ N 0,064 ja
4652/11 scv 0,19 2,97 n.b. ja
Patient 3 OM 56/Il a N 1,5 ja
OM 56/I1 b scv 15 1 Hamin ja
Patient 4 4459/11 N 0,094 ja
4459/ scv 05 5,32 n.b. ja
Patient 5 OM 184/I N 0,094 ja
OM 184/l SCV 2 21,28 Hamin + Menadion ja
Patient 6 | K8294/I N 0,064 ja
K8294/I| scv 0,125 1,95 n. b. ja
Patient 7 OM 211/l N 0,38 ja
OM 209/IV SCV 15 3,95 n. b. ja
OM 211/VI Scv 2 5,26 fraglich Hamin ja
OM 210/1V SCV 2 5,26 n. b. ja
OM 211/l N 0,094 ja
OM 211/V SCvV 0,38 4,04 n. b. ja
Patient 8 10304/1 N 8 ja
10304/11 SCV 16 2 Hamin ja
Patient 9 10770 N 0,047 ja
10769 SCV 0,094 2 n. b. ja
Patient 10 | OM 373/ N 0,064 ja
OM 373/l N 0,064 ja+1
Bande
OM 372/l SCV 15 23,44 n.b ja
OM 372/l SCV 1,5 23,44 n.b ja+1
Bande
OM 373/IV Scv 1 15,63 n. b. ja
OM 372/V SCV 1,5 23,44 Hamin ja
OM 372/IV SCvV 0,75 11,72 Hamin ja
OM 373/VI SCV 15,63 ja+1
1 Hamin Bande
Patient 11 | OM 420/I N 0,25 ja
OM 420/11 SCvV 1,5 6 n. b. ja
OM 420/1l1 scv 15 6 n. b. ja
Patient 12 | A9381/1 N 0,094 ja
A9379/1 SCV 0,094 1 Hamin ja
A9379/l1 scv 0,094 1 Hamin ja
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Patienten - | Isolat - Phéanotyp | Gentamicin- Empfindlich- | Auxotrophismus Klonale
name nummer Empfindlichkeit | keitsfaktor Identitat
in pg/ml SCVIN
Patient 13 | A22756/1 N 0,047 ja
A22756/Il1 scv 0,064 1,36 Hamin ja
Patient 14 | A22891 SCV 0,047 Hamin ja
A22892 SCV 0,047 Hamin ja
Patient 15 | A24695/V N 0,064 ja
A24695/VII Scv 1 15,63 Menadion ja
Patient 16 | A26027/1V N 0,064 ja
A26026/1 SCV 1,5 23,44 . b. ja
A26026/IV SCV 0,064 1 n. b. ja
Patient 17 | A24117/ N 15 ja
A24117/1 SCV 4 ja+1
6 n. b. Bande
Patient 18 | A24549/I N 0,094 nein
A24549/11 SCV 0,094 1 n. b. nein
Patient 19 | A25237/ N 4 ja
A25237/11 SCV ) 2 Hamin ja
Patient 20 | A16880/I N 0,064 ja
A16880/1 SCV 0,094 1,47 n. b. ja
A16880/IV scv 1 ja+1
0,064 Hamin Bande
Patient 21 | A25198/11 N 0,023 ja
A25198/VI SCV 0,032 1,39 n. b. ja
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8.4 Lebenslauf

Personliche Daten: Munster, den 24.04.06

Name, Vorname:
Geburtdatum:
Geburtsort:
Familienstand:
Konfession:
Schulbildung:
1983 — 1987
1987 — 1996

06/1996

1996 — 1997

Studium:

09/1997 — 09/2003

09/1999
09/2000
09/2002
11/2003

Praktisches Jahr:

11/2002 - 02/2003
02/2003 - 06/2003
06/2003 -09/2003

Arztliche Tatigkeit:
02/2004 - 07/2005
10/2005 — heute

Moénninghoff, Christoph
01.06.1977
Aschaffenburg

ledig

romisch-katholisch

Katholische Grundschule, Ottmarsbocholt

Gymnasium Paulinum, Munster
Abitur

Grundwehrdienst, Sanitats- und Kraftfahrzeug-
ausbildung der Bundeswehr, Itzehoe, Perleberg,

Diilmen

Humanmedizin an der Westfalischen Wilhelms-
Universitat, MUnster

Arztliche Vorpriifung (Physikum)

Erstes Staatsexamen

Zweites Staatsexamen

Drittes Staatsexamen

Chirurgie, Klinikum Lippe-Detmold
Radiologie, Klinikum Lippe-Detmold

Innere Medizin, Spital Limmattal, Zirich

AiP/Assistenzarzt Neurochirurgie, Clemenshospital Miinster

Assistenzarzt Radiologie, Universitatsklinikum Essen
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