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Zusammenfassung

Knochenzemente werden in der orthopadischen Chirurgie seit Jahrzehnten zur
Verankerung von Prothesen verwendet. Diese Zemente bestehen aus einer
Pulver- und aus einer flussigen Komponente. Bei Vermischung dieser beiden
Komponenten startet ein chemischer Prozess, der als radikalische Polymerisation
bezeichnet wird, und der Zement hartet unter Warmeabgabe aus. Die
Verwendung von Antibiotika in den Knochenzementen soll einerseits die
Entwicklung von Infektionen bei primaren Prothesen verhindern, andererseits
werden sie auch in der Revisionschirurgie als sogenannte Platzhalter (Spacer)
eingesetzt. Die Antibiotika werden aus den Zementen durch Diffusion lokal
freigesetzt. In dieser Studie wurden 10 verschiedene handelsibliche
Knochenzemente in Bezug auf mdgliche Unterschiede in der Freisetzung der
enthaltenen Antibiotika in vitro untersucht.

Nach Herstellung von kleinen Formkorpern aus den verschiedenen Zementen
erfolgte die Durchfiihrung eines Agardiffusionstests mit verschiedenen Kklinisch
relevanten Bakterien. Bei zwei Zementen wurden die Formkorper Uber 14 Tage in
einen PBS-Puffer gelegt, die Eluate zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen
und zur Durchflihrung eines modifizierten Agardiffusionstests verwendet.

Alle getesteten Zemente erzeugten im Agardiffusionstest Uber die gesamte
Testdauer von 7 Tagen messbare Hemmhofe. Unabhangig der Menge der in den
Zementen enthaltenen Antibiotika und deren Elutionsverhalten im Puffer konnten
im Agardiffusionstest keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Knochenzementen gefunden werden. Exemplarisch wurden an den Zementen
deren Eluate fur den modifizierten Agardiffusionstest verwendet wurden jedoch
signifikante Unterschiede in der GroRe der Hemmhofe beobachtet.

Die Ergebnisse im Agardiffusionstest geben einen Hinweis darauf, dass diese
Testmethode zur Ermittlung von Unterschieden zwischen den Zementen in Bezug
auf ihre Antibiotikafreisetzung nicht geeignet ist. Da im anschliel’end
durchgefuhrten Versuch mit den Eluaten der Zemente aber deutliche Unterschiede
erkennbar sind, steht als mogliche Ursache fiur die nicht vorhandenen
Unterschiede ein Diffusionsproblem beim herkdmmlichen Agardiffusionstest zur
Diskussion.




Abstract

Since several decades PMMA-bone cements are in use in orthopaedic surgery for
fixing prostheses. PMMA bone cements are made by polymerization out of two
components: a PMMA powder and the liquid monomer.

By mixing these components a chemical process starts and the bone cement
begins to polymerize. This process is exothermic. There are two reasons for the
usage of antibiotic loaded bone cements. On the one hand implant-related
infections should be reduced and on the other hand an existing infection could be
cured. The release of the antibiotics from bone cements is a diffusion process.
Local high concentrations of antibiotics are needed for an early stage elimination
of bacteria to avoid colonization of the surface and biofilm formation. In this study
we tested 10 commercially available bone cements to characterize their release

kinetics in vitro.

At first small discs were made from different bone cements, according to the
manufacturers’ instructions. These discs were used for an agar diffusion test with
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and various MRSA over
seven days. Another Test (modified agar diffusion test) was performed with the
eluates of two bone cements.

In the agar diffusion test all tested bone cements showed measurable inhibition
areas over seven days. There were no differences between the various bone
cements, regardless of the content of antibiotics and their elution profiles in buffer.
The eluates from two bone cements which were used for a modified agar diffusion

test produced considerable differences in the diameter of inhibition.

The tested bone cements showed very similar diameters in their inhibition areas.
Differences in their antimicrobial activity as described in literature could not be
found in the agar diffusion test. This leads to the assumption, that this method is
not suitable for evaluating release rates of antibiotics from bone cements.
Otherwise the eluates from two bone cements (Palacos® R+G and CMW 1G)
produced considerable differences in inhibition areas in a modified agar diffusion
test. To prove the reliability of the new test method higher numbers of experiments
have to be carried out.
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Glossar und Abkurzungen

Agar: Nahrmedium fur Mikroorganismen

Agardiffusionstest: Zur Ermittlung der bakteriostatischen oder bakteriziden
Wirkung von Antibiotika auf einen bestimmten Erreger.

Biofilm: Eine durch Mikroorganismen auf Oberflachen gebildete Schicht, die sich
auch aus verschiedenen Spezies zusammensetzen kann. Biofilme erreichen einen
hohen Grad an Widerstandsfahigkeit gegenuber der Umwelt und dem
Immunsystem

Elution: Herauslosen von Antibiotika aus dem Knochenzement

Elutionstest: Elution der Antibiotika mit anschlieliendem Agardiffusionstest

EPS: Extrazellulare polymere Substanzen

Eradikation: vollstandige Eliminierung von Erregern

Formkorper: Aus Knochenzementen hergestellte Testplattchen mit 15mm
Durchmesser und 3mm Dicke.

Hemmhof: Eine durch Antibiotika erzeugte, auf dem Agar makroskopisch
sichtbare Wachstumshemmung von Bakterien

Inkubation: Anzucht oder Vermehrung von Mikroorganismen in einem
Brutschrank mit konstanter Temperatur.

Laminar flow: Gerichtete Luftstromung zur Reduktion der Keimzahl im
Operationsgebiet

MHK: Minimale Hemmkonzentration
MMA: Methylmethacrylat

Miiller-Hinton-Agar: Das fur die Bestimmung von Antibiotikaresistenzen zu
verwendende spezielle mikrobiologische Nahrmedium.

PMMA: Polymethylmethacrylat

Spacer: Anstelle einer Prothese (z.B. Huftprothese) vorubergehend eingesetzter
Platzhalter.
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1 Einleitung
1.1 PMMA-Knochenzemente

Bei einem Knochenzement handelt es sich um einen synthetischen,
thermoplastischen Kunststoff aus Polymethylmethacrylat (PMMA). Ein sehr
bekanntes Erzeugnis aus Polymethylmethacrylat ist Plexiglas®. Generell bestehen
Knochenzemente aus einer Pulverkomponente und aus einer flissigen
Komponente. Werden die Flussigkeit und das Pulver miteinander vermischt,
startet eine chemische Reaktion und der Zement hartet unter Warmeabgabe aus.

Tabelle 1 zeigt die Ubliche Zusammensetzung von Knochenzementen.

Pulver 409 Polymethylmethacrylat 90 % w/w
Rontgenkontrastmittel 9 % w/w

Benzoylperoxid 1 % wiw

Flassigkeit 20 ml Methylmethacrylat 98 % wiw
N-N Dimethyl-p-toluidin 2 % w/w
Hydrochinon 25 -100 ppm

Tabelle 1: Ubliche Zusammensetzung von Knochenzementen (1)

1.1.1 Bestandteile der Pulverkomponente

Wie in Tabelle 1 ersichtlich besteht die Pulverkomponente zum Uberwiegenden
Teil aus PMMA. Setzt sich das PMMA aus nur einem Monomer (z.B.
Methylmethacrylat) zusammen, so spricht man von Homopolymeren. Werden in
die Polymerkette noch weitere Monomere eingebaut, entstehen Co-Polymere. So
kénnen in verschiedenen PMMA-Knochenzementen unterschiedliche Mischungen
enthalten sein, z.B. Methacrylat- oder Styrol-Copolymere.

Um den verwendeten Knochenzement bei Rontgenaufnahmen fir den Chirurgen
sichtbar zu machen, ist dem Pulver ein Réntgenkontrastmittel beigemengt. Daflr
werden Zirkoniumdioxid oder Bariumsulfat verwendet. Ein weiterer wichtiger
Bestandteil ist das Benzoylperoxid, ein Initiator, der gemeinsam mit dem Aktivator
der FlUssigkeit die Polymerisation unter Raumtemperatur startet. Zur besseren
Sichtbarkeit des Zements im Operationsgebiet farben manche Hersteller ihre

Produkte mit einem Farbstoff.




Die Knochenzemente der Palacosfamilie (Palacos® R+G, Palacos® MV+G, Copal®
G+C sowie Copal® G+V) enthalten sowohl im Pulver als auch in der Fliissigkeit
den Farbstoff Chlorophyll, wodurch die Zementmatrix grin eingefarbt wird. Im
Refobacin® Bone Cement R enthdlt nur die Flussigkeitskomponente das
Chlorophyll. Je nach Anwendung des jeweiligen Knochenzements konnen dem

Pulver auch noch ein oder mehrere Antibiotika zugegeben werden.

1.1.2 Bestandteile der Fliissigkeit

Der Hauptbestandteil der flissigen Komponente von Knochenzementen ist das
Monomer Methylmethacrylat (MMA). Dieses wird wahrend der radikalischen
Polymerisation zu einer Polymerkette umgewandelt. Ebenfalls in der FlUssigkeit
enthalten ist der Aktivator N,N-Dimethyl-p-toluidin. Dieser bewirkt gemeinsam mit
dem Initiator der Pulverkomponente die Bildung von freien Radikalen, die die
Polymerisation starten und die C-C Doppelbindung des MMA 6ffnen.

Hydrochinon wird der flissigen Komponente als Stabilisator zugesetzt. Dieser soll
eine vorzeitige Polymerisation, wie sie eventuell durch Hitze oder Licht auftreten
kann, verhindern. Generell ist die FlUissigkeit farblos, entziindlich und hat einen
sehr intensiven und charakteristischen Geruch. Manche Produzenten farben die

Flussigkeit mit Chlorophyll grun (s. 1.1.1).

1.1.3 Polymerisation

Der fertige, ausgehartete Knochenzement entsteht durch Vermischung der
Pulverkomponente mit der flissigen Komponente. Unmittelbar nach dem
Vermischen ist die Masse zahflUussig, spater wird sie teigig und gut formbar, bis sie
zum Schluss ganz fest geworden ist. Dieser Aushartevorgang dauert je nach
Temperatur ca. 8-10 Minuten. Je hoher die Umgebungstemperatur bzw. die
Zementkomponenten sind, desto schneller erfolgt die Aushartung. Die chemische
Reaktion die dabei vor sich geht, nennt man radikalische Polymerisation. Dabei
bilden als Anfangsreaktion der Initiator (Benzoylperoxid) der Pulverkomponente
und der Aktivator (N,N-Dimethyl-p-toluidin) der flissigen Komponente
Benzoeradikale.

Radikale sind Molekile mit ungepaarten Elektronen und daher sehr

reaktionsfreudig. Diese Radikale brechen die Doppelbindungen in den MMA-
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Molekulen auf und addieren sich mit anderen MMA-Molekulen zu einer PMMA-
Kette. Durch die vielen Radikale, die zu Beginn der Reaktion entstehen, werden
viele solcher PMMA-Ketten ausgebildet. Der Kettenabbruch kann auf
verschiedene Arten zustande kommen. Sehr haufig ist der Kettenabbruch durch
Rekombination. Dabei verbinden sich zwei Radikale und aus ihren ungepaarten
Elektronen entsteht ein bindendes Elektronenpaar. Somit sind sie keine Radikale
mehr und daher auch nicht mehr reaktiv. Wird bei der Polymerisation nur eine
Monomerart (z.B. MMA) umgesetzt so spricht man von einer Homopolymerisation.
Werden in die wachsende Polymerkette verschiedene Monomere (z.B. MMA,
Methylacrylat oder Butylmethacrylat) eingebaut, so handelt es sich um eine
Copolymerisation.

Die Polymerisation ist eine exothermische Reaktion. Dementsprechend wird die
Knochenzementmasse wahrend der Aushartung sehr warm. Die maximalen in-
vitro Temperaturen liegen bei etwa 60-80° Celsius (2). Die Warmeentwicklung im
menschlichen Korper ist jedoch um ein Vielfaches geringer. Klinische Studien
zeigten ein Temperaturmaximum von etwa 40-47° Celsius. Diese wurden an der
Grenzflache zwischen Knochen und Zement gemessen. Die Grunde dafur sind
eine dunne Zementschicht (3), die Blutzirkulation (4), und die Warmeableitung
durch die Prothese (5) und das vitale Gewebe (6).

1.2 Geschichte der Knochenzemente

Die Erfindung von Polymethylmethacrylat, dem Ausgangsmaterial fur die heute
verwendeten Knochenzemente, geht auf Otto ROhm zurtck. Seit Beginn des 20.
Jahrhunderts beschaftigte er sich mit der Synthese und Polymerisation der
Acrylate. Ende der 1920er wurde schlie8lich von Otto Réhm und seiner Firma
Polymethylmethacrylat entwickelt und 1933 unter dem Namen Plexiglas® bekannt.
Erste Produkte aus dem neu entwickelten Material waren Schutzbrillen,
Gasmasken, Fenster im Zeppelin. Aber auch Zeichengerate und Geschirr wurden
daraus hergestellt.

1936 liel3 die Firma Kulzer einen heil}-aushartenden Teig patentieren, der durch
Mischung von PMMA-Pulver mit flissigem Methylmethacrylat (MMA) und einem
warmeempfindlichen Initiator hergestellt wurde. 1943 entwickelte die Firma
Degussa und Kulzer den ersten kalthartenden Zement (2). In der Medizin fand




PMMA zunachst hauptsachlich in der Zahnheilkunde Anwendung (7). Im
orthopadischen Bereich verwendeten Scales und Herschell (1945) und die Bruder
Judet (1950) PMMA zur Behandlung einer Coxarthrose beim Einbau einer
Huftprothese dieses Material (8,9). 1952 fixierte Haboush eine Huftprothese mit
PMMA (10). Nur wenige Jahre spater (1960) berichtete Sir John Charnley Uber die
erste erfolgreiche Verankerung einer Femurkopf-Prothese mit einem
selbsthartenden PMMA-Zement (11). Er nannte das Verankerungsmaterial
,Knochenzement auf Acrylatbasis".

Heute kommt PMMA in den verschiedensten Gebieten zum Einsatz. So wird es
zum Beispiel in der Automobilindustrie fur Blinker- und Ruckleuchtenglaser
verwendet. Weiters werden daraus Brillenglaser, Uhrglaser, Schisseln fir den
Haushalt und auch Klebstoffe gefertigt. Das sind nur ein paar Beispiele fir den
Gebrauch von PMMA-Produkten.

1.3 Anwendungsgebiete von PMMA-Zementen

Auch heute wird PMMA in der Medizin Uberwiegend in der Zahnheilkunde und in
der orthopadischen Chirurgie verwendet. Die Liste der herstellenden Firmen und
derer Produkte hat sich seit den Anfangen stetig verlangert. Auf dem Gebiet der
Zahnmedizin werden aus PMMA Provisorien, Fullungen, Kronen, Brucken und
Prothesen gefertigt. Man verwendet es aber auch als Klebstoff. Im Bereich der
Unfall- und Wiederherstellungschirurgie werden mit PMMA-Zementen vorwiegend
Wirbelkdrperfrakturen behandelt. Dabei wird in den gebrochenen Wirbelkdrper
PMMA-Zement eingebracht und so der Wirbel wieder aufgerichtet.

In der orthopadischen Chirurgie werden Knochenzemente vorwiegend zur
Verankerung von Prothesen (Huftprothesen, Knieprothesen) verwendet. Es
werden daraus aber auch sogenannte Spacer (Platzhalter) bei Revisionseingriffen
gefertigt. Daruber hinaus kénnen den Knochenzementen Antibiotika beigemengt
werden und dienen dann als lokale Wirkstofftrager.

Werden Knochenzemente zur Verankerung von Endoprothesen (z.B.
Huftprothesen) verwendet, Ubernehmen sie bestimmte Funktionen:

e Fixierung des kunstlichen Gelenkes

e Verankerung des Implantates am Knochen




e elastischer Puffer um die auftretenden Krafte gleichmaRig vom Implantat
auf den Knochen zu Ubertragen

e Freisetzung von Antibiotika (2)

1.4 Knochenzemente mit Antibiotika

1.4.1 Anwendungsgebiete

Vor mehr als 40 Jahren machten Buchholz und Engelbrecht (1970) zusammen mit
der Fa. Kulzer die ersten Versuche zur Freisetzung von verschiedenen Antibiotika
aus dem Knochenzement Palacos®. Von den verwendeten Antibiotika zeigte
Gentamicin die besten Eigenschaften und Ergebnisse um im klinischen Alltag
Anwendung zu finden. Bis heute ist Gentamicin das am haufigsten verwendete
Antibiotikum als Zusatz zu Knochenzementen (12). Seit damals haben sich
Knochenzemente mit Antibiotika in der orthopadischen Chirurgie als ein sehr
wichtiges Hilfsmittel etabliert und gelten heute als Goldstandard in der
Zementiertechnik. Infektionen von orthopadischen Implantaten sind eine
schwerwiegende Komplikation, da sie erstens schwierig zu therapieren sind,
zweitens dem Patienten erhebliche Beschwerden bereiten und drittens auch einen
grol3en finanziellen Aufwand bedeuten. Ein besonderes Augenmerk liegt daher auf
der Verhinderung solcher Infektionen. Ein entscheidender Schritt in der
Entstehung von Implantat-assoziierten Infektionen, ist die Besiedelung der
Prothese mit Bakterien. Durch die lokale Freisetzung der Antibiotika aus den
Knochenzementen soll die Anlagerung von Bakterien auf der Implantatoberflache
verhindert werden. Hat sich aber bereits eine Infektion ausgebildet, so kénnen
diese hohen lokalen Antibiotikakonzentrationen einen entscheidenden Beitrag zur

Therapie leisten.

1.4.2 Verwendete Antibiotika

Bis heute wurden etliche Antibiotika fur den Gebrauch als Zusatz zu PMMA-
Knochenzementen getestet. Jedoch erflllen nur einige dieser Substanzen die
Anforderungen um den Zementen beigemischt zu werden. Geeignete Antibiotika

bendtigen gewisse physikalisch-chemische und biologische Eigenschaften um




Verwendung in einem Knochenzement zu finden. Tabelle 2 gibt einen Uberblick

uber diese Eigenschaften (13).

Physikalisch-chemische Biologische Eigenschaften
Eigenschaften

gut wasserloslich breites antibakterielles Wirkspektrum
inklusive gram-positiver und gram-
negativer Bakterien

sterilisierbar durch Gamma- guter bakterizider Effekt in niedriger
Bestrahlung oder Begasung mit Konzentration

Ethylenoxid

hitzestabil und chemisch inaktiv geringe Anzahl von primar resistenten
wahrend der Polymerisation Bakterien

kein oder nur geringer Einfluss auf  geringe Rate an Resistenzbildung
die mechanische Festigkeit des
Knochenzements

leichte Freisetzung aus dem geringe Proteinbindung
ausgeharteten Zement

stabil wahrend der Lagerung des niedrige allergene Potenz
fertigen Zements bis zum Gebrauch

Tabelle 2: Notwendige physikalisch-chemische und biologische Eigenschaften von Antibiotika die

fur Knochenzemente geeignet sind.

Das am haufigsten in Knochenzementen verwendete Antibiotikum ist
Gentamicinsulfat, da es die in Tabelle 2 aufgefuhrten notwendigen Eigenschaften
von allen Antibiotika am besten besitzt. Gentamicinsulfat gehért in die Gruppe der
Aminoglykosid-Antibiotika. Die (konzentrationsabhangige) bakterizide Wirkung
kommt durch die Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese zustande. Es ist
aufgrund der finf Aminogruppen gut wasserloslich, kann allerdings nicht aus dem
Gastrointestinaltrakt resorbiert werden und muss daher parenteral verabreicht
werden Es besitzt eine geringe therapeutische Breite. MAgliche Nebenwirkungen
von Gentamicin sind eine Nierenschadigung durch eine kontinuierliche
Anreicherung in der Nierenrinde (Nephrotoxozitdt) und eine Schadigung des
Gehor- und Gleichgewichtssinnes (Ototoxozitat) durch eine irreversible Zerstérung
der Haarzellen des Innenohres.

Ebenfalls Uber eine Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese wirken die

Antibiotika Tobramycin  (Aminoglykosid) und Clindamycin  (Lincosamin).
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Clindamycin besitzt eine gute Gewebegangigkeit, vor allem in Knochen und
Weichteile und wird daher auch bevorzugt bei Osteomyelitis eingesetzt.

Uber eine Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese wirkt das Antibiotikum
Vancomycin (Glykopeptid). Es wirkt nur gegen gram-positive Keime und kann
aufgrund seines hohen Molekulargewichtes nur parenteral verabreicht werden. Es
gilt als wichtiges Reserveantibiotikum gegen multiresistente gram-positive Erreger
wie zum Beispiel Staphylokokken (v.a. Methicilin resistenter Staphylococcus
aureus — MRSA). Bei hohen Plasmaspiegeln besitzt Vancomycin ebenso wie

Gentamicin eine schadliche Wirkung auf Nieren und Ohren.

1.4.3 Freisetzung der Antibiotika aus den Knochenzementen

Das Herauslésen von Antibiotika aus der Knochenzementmatrix ist ein Diffusions-
und Oberflachenprozess (2). Verschiedene Faktoren haben wesentlichen Einfluss
darauf, wie viel Antibiotikum aus dem Zement gel6st werden kann. Eine
entscheidende Rolle spielt die Fahigkeit zur Wasseraufnahme eines Zements (2).
Je hydrophiler die Polymermatrix und die Eigenschaften eines Knochenzements
sind, desto leichter kann Wasser in die Zementmatrix eindringen und das
Antibiotikum I6sen. Die Wasseraufnahme in einen Zement ist aber auch von Poren
und einer gewissen Rauigkeit der Zementoberflache abhangig. Durch die Poren
kann das Wasser in die Matrix eindringen und das Antibiotikum oberflachlich
herauslésen (14). Ein weiterer Faktor der Einfluss auf die Antibiotikafreisetzung
nimmt, ist die GroRe der Oberflache des Zementes (15). Steht mehr Oberflache
fur den Diffusionsprozess zur Verfligung, so kann auch mehr Antibiotikum geldst
werden. Antibiotika werden nur aus einer dinnen Schicht aus der Oberflache
gelést, und der Groldteil der Menge wird wahrend der Lebenszeit eines
Knochenzements gar nicht freigesetzt (2).

Wahlig und Dingeldein (1980) konnten in einer Studie zeigen, dass einerseits
Gentamicin Uber eine Dauer von 5 Jahren subinhibitorisch aus Palacos® R
freigesetzt wird und andererseits in diesem Zeitraum nur 3 - 8 % der gesamten

Gentamicinkonzentration eluiert werden konnte (16).




1.4.4 Beeinflussung der mechanischen Eigenschaften von

Knochenzementen durch Antibiotika

Bei Verankerung von Endoprothesen durch PMMA-Knochenzemente im
menschlichen Korper, sind die Zemente verschiedenen physikalischen Kraften
ausgesetzt. Auftretenden Druckbelastungen konnen PMMA-Zemente besser
standhalten als ebenfalls vorkommenden Zugbelastungen. Verschiedene Faktoren
beeinflussen die mechanischen Eigenschaften der Knochenzemente. Durch die
Verwendung von verschiedenen Copolymeren kann die Formbarkeit verandert
werden. So erhalt zum Beispiel ein PMMA-Zement durch die Verwendung von
Methylacrylat (als Copolymer) ein verbessertes elastisches Verhalten, wahrend
der Zusatz von Styrol (als Copolymer) das Material in seiner Sprodigkeit erhoht
(1). Auch die Art des Mischens kann die Festigkeit von Knochenzementen
beeinflussen. So kann durch Vakuum-Mischen eine 30%ige Steigerung der
statischen (plastischen) Festigkeit und der Bruchdehnung erreicht werden, sowie
die Langlebigkeit im Ermudungsversuch um das 10fache gesteigert werden (17).
Werden dem Knochenzement nun Antibiotika beigemengt, so nehmen diese
ebenfalls Einfluss auf die mechanische Festigkeit. Der Grund daflir ist, dass die
Antibiotikapartikel nicht in die Polymermatrix eingebaut werden, und daher wie ein
Fremdkorper im ausgeharteten Zement agieren (13).

Jedoch ist der Antibiotikagehalt in industriell gefertigten Knochenzementen gering
und variiert zwischen 1,25 und 2,5 Gewichtsprozent. Der Zusatz von Antibiotika
reduziert zwar die mechanische Festigkeit von PMMA-Zementen, jedoch ist diese
Schwachung klinisch nicht relevant (13). Kritisch zu beurteilen ist die Mischung
des Antibiotikums mit dem Knochenzementpulver durch den Chirurgen selbst.
Dies kann zu einer inhomogenen Mischung des Zementes und zur Schwachung

der Zementmatrix fuhren (13).




1.5 Infektionen von orthopadischen Implantaten

1.5.1 Haufigkeit von Implantat-assoziierten Infektionen

Jeder chirurgische Eingriff birgt ein Infektionsrisiko. Bakterielle Infektionen von
orthopadischen Implantaten sind bis heute eine sehr ernsthafte aber seltene
Komplikation in der orthopadischen Chirurgie. Denn sie verursacht nicht nur
erhebliche Beschwerden und einen oft langen Krankenhausaufenthalt des
Patienten, sondern stellt auch den Chirurgen vor eine besondere
Herausforderung. Trotz der prophylaktischen, intraoperativen systemischen
Antibiotikagabe, strikten Hygieneprotokollen und der Verwendung von Laminar
flow, liegt die Infektionsrate in der orthopadischen Chirurgie bei 1-3% (18,19). In
der Huftendoprothetik betragt die Infektionsrate trotz verbesserter chirurgischer
Technik und Implantat-Design 0,8-1,2% (20). Von den 2,6 Millionen
orthopadischen Implantaten die jahrlich in den USA eingesetzt werden, infizieren
sich in etwa 112000, das sind 4,3%(21).

1.5.2 Erreger von Implantat-assoziierten Infektionen

Die am haufigsten identifizierten Erreger, die Implantat-assoziierte Infektionen
hervorrufen sind Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis (22,23).
Diese beiden Bakterien gemeinsam sind verantwortlich flr bis zu 60% aller
Huftprotheseninfektionen seit 1980 (22). Staphylococcus epidermidis ist haufig an
Infektionen von Polymer-Materialien beteiligt (24), wohingegen Staphylococcus
aureus meistens fur Infektionen von metallischen Implantaten verantwortlich ist
(14). Andere Keime die mit Implantat-assoziierten Infektionen im Zusammenhang
stehen sind gram-negative Bakterien wie Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa und Bakterien aus der Proteus-Gruppe (z.B. Proteus mirabilis und
Proteus vulgaris (22). In der routinemaRig durchgefiihrten Bakterienkultivierung in
Krankenhauslabors, wird haufig nur ein ursachlicher Erreger von infizierten
Implantaten gefunden. Werden aber aufwendigere Kultivierungstechniken
verwendet, so scheinen diese Infektionen durch mehrere Keime verursacht zu
sein (25,26). Das Verteilungsmuster der infektionsverursachenden Bakterien in

Graz ist in der Abbildung 1 dargestellt.




Identifizierte Keime 2005 - 2009

H Koagulase neg.
Staphylococcen

H Koagulase pos.
Staphylococcen
H Enterococcus

H Enterobacteriaceae

M Pseudomonas

M Andere

Abbildung 1: Verteilung der identifizierten Bakterien aus Punktaten (Information Prof. Andrea

Grisold, Institut fir Hygiene, Graz)

1.5.3 Entstehung von Implantat-assoziierten Infektionen - Biofilm

Es gibt eine Vielzahl an verschiedenen Biomaterialien die heutzutage in der
Medizin im oder am Menschen verwendet werden. Die Aufgabe von solchen
Biomaterialien ist der Ersatz von krankhaften Korperteilen oder die Unterstitzung
bei Heilungsprozessen. Beispiele hierfir sind kinstliche Herzklappen,
Gefalprothesen, Nagel oder Platten zur Knochenstabilisierung sowie kiinstliche
Gelenke. Jedoch birgt die Anwendung solcher Biomaterialien insbesondere im
Korper auch immer das Risiko, infektiosen Mikroorgansimen als Ruckzugsgebiet
zu dienen (24). Diese Organismen konnen die Prothesen auf zwei Arten erreichen.
Erstens durch direkte Kontamination wahrend der Operation, d.h. Keime von der
Hautflora des Patienten, des Operationspersonals oder von kontaminierter Luft im
Operationssaal (25). Weitere potentielle Quellen fir infektiose Organismen sind
kontaminierte chirurgische Instrumente, Haut, Schleim oder die Kleidung vom
Operationspersonal. Eine direkte Kontamination der offenen Wunde 16st in den
meisten Fallen eine frihe Infektion (Auftreten innerhalb der ersten 3
postoperativen Monate) des Implantates aus (27).

Die zweite Mdoglichkeit wie Implantate von Mikroorganismen erreicht werden

konnen ist Uber den Blutstrom. Bei dieser sogenannten hamatogenen Infektion
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transportieren entweder das Blut oder die lymphatischen Gefalle die Pathogene
von einem anderen Infektionsherd im Korper (z.B. Entzindungen des Zahnfleischs
oder der Harnwege, einfache Kratzer und Schnitte der Haut) zum Implantat.
Hamatogen verursachte Infektionen manifestieren sich typischerweise erst spater
(Spatinfektionen) (28). Mit einer Inzidenz von 0,3-7% spielen hamatogen
verursachte Infektionen in der orthopadischen Chirurgie jedoch eine

untergeordnete Rolle (29,30).

Eine entscheidende Rolle in der Infektion von orthopadischen Implantaten spielt
die Fahigkeit der Bakterien, sich in einem sogenannten Biofilm zu organisieren.
Die bakterielle Anhaftung und die nachfolgende Organisation zu einem Biofilm
finden in mehreren Stadien statt. Die friheste Phase und die mdglicherweise
klinisch am wichtigsten, ist der sogenannte ,Wettlauf zur Oberflache®. Ein
Wettbewerb zwischen Gewebezellintegration und der bakteriellen Anhaftung auf
der gleichen Oberflache (24). Werden die Implantate nun in den Korper
eingesetzt, so wird deren Oberflache sofort mit einem Film aus Makromolekilen
des Korpers uberzogen. Die Art der Molekule ist abhangig von der Umgebung, in
welche das Implantat eingesetzt wird. Der Prozess in der sich dieser diunne Film
ausbildet geschieht innerhalb von Sekunden wenn ein Biomaterial einer
biologischen Umgebung ausgesetzt wird. Orthopadische Implantate sind meistens
in Kontakt mit Knochen und kommen daher in direkten Kontakt mit Blut. Daher
konnen Plasmaproteine diese erste Schicht ausbilden. Das bedeutet, dass sich
Mikroorgansimen in den meisten Fallen an einen bereits gebildeten Film auf der
Oberflache der Prothese anheften und nur selten sich an das blanke Biomaterial
anlagern (14). Haben sich die Bakterien nun auf der Oberflache festgesetzt,
beginnen sie mit der Produktion von sogenannten extrazellularen polymeren
Substanzen (EPS). Diese EPS lassen die Bakterien in einem Verband
zusammenhaften, verankern sie fest auf dem Biomaterial und bilden zudem eine
schitzende Hulle uber den Bakterien aus. Dieser Mantel aus EPS schuitzt die
Bakterien im Biofilm einerseits gegen das kodrpereigene Immunsystem,
andererseits aber auch gegen Antibiotika. Zudem reduzieren die Bakterien im
Biofilm ihre metabolische Aktivitat und verlangern so ihre Uberlebensdauer (31).
Costerton et al. (1995) fanden eine 800-fach erhohte MHK in adhasiven

Pseudomonas aeruginosa verglichen mit nicht adhasiven Bakterien (32). In einem
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letzten Schritt der Biofilm-Entstehung konnen sich Bakterien in peripheren
Gebieten des sich erweiternden Biofilms ablosen. Dies spielt eine grol3e Rolle in
der Pathogenese von septischen Prozessen (14). Aufgrund der Schwierigkeit,
Bakterien in einem formierten Biofilm zu bekampfen, gilt die Verhinderung der
Anlagerung der Bakterien an das Biomaterial als wichtigster Schritt bei der

Verhinderung von Implantat-assoziierten Infektionen.

1.5.4 Prophylaxe von Implantat-assoziierten Infektionen

Aufgrund der schwierigen Therapie von Infektionen von orthopadischen
Implantaten, den hohen Belastungen denen die Patienten ausgesetzt sind und
nicht zuletzt der hohen Kosten, die die Therapie solcher Infektionen verursachen,
gilt in der orthopadischen Chirurgie ein besonderes Augenmerk der Vermeidung
von Implantat-assoziierten Infektionen. Dabei kénnen verschiedene Strategien

verfolgt werden:

1.5.4.1 Systemische Verwendung von Antibiotika
Eine Moglichkeit Implantat-assoziierte Infektionen zu reduzieren besteht in der

prophylaktischen systemischen Anwendung von Antibiotika. Entscheidend dabei
ist, welche Antibiotika verwendet werden und zu welchem Zeitpunkt sie verwendet
werden:
e Auswahl der Antibiotika nach den haufigsten Keimen die die Haut und
Mukosa kontaminieren, da diese bei der Operation eingeschnitten werden.
e Es ist notwendig wahrend der Operation hohe Antibiotikakonzentrationen
zu erreichen. Der beste Moment dafur ist die intravendse Antibiotikagabe
15-30 Minuten vor Operationsbeginn.
e Die Verabreichung einer praoperativen Antibiotikadosis ist wahrscheinlich

ausreichend (27).

Das geringste Risiko eine tiefe Infektion zu entwickeln, wurde durch die
prophylaktische systemische Gabe von Antibiotika in Kombination mit lokalen
Antibiotika in Knochenzementen erreicht. Patienten mit alleiniger systemischer
Antibiotikagabe, hatten ein 1,8fach hdheres Risiko fur eine Revision durch
Infektion (33).

12



1.5.4.2 Verwendung von antibiotikahaltigen Knochenzementen

Wie oben erwahnt, gilt die Vermeidung der Anlagerung der Bakterien an das
Implantat als einer der wichtigsten Schritte in der Prophylaxe von Infektionen.
Werden orthopadische Implantate mittels Knochenzement im Korper verankert, so
kénnen den Zementen Antibiotika beigemengt werden, die dann lokal freigesetzt
werden und die Bildung eines Biofilms verhindern sollen. Bereits 1970 berichteten
Buchholz und Engelbrecht Uber eine Reduktion der tiefen Infektionen beim Einbau
von primaren Huftprothesen, indem sie dem Knochenzement Palacos® R
verschiedene Antibiotika beigemischt hatten (12). Nach diesen anfanglich
berichteten Erfolgen wurde vermehrt an dieser Moglichkeit der Prophylaxe
geforscht. Jedoch waren die Ergebnisse nicht einheitlich. Manche Autoren
beflirworteten die  prophylaktische = Anwendung von antibiotikahaltigen
Knochenzementen (34,35) andere hingegen fanden keinen positiven Effekt zur
Vermeidung von Infektionen (36). Eine neuere Arbeit zeigt jedoch wiederum einen
signifikanten Vorteil in der prophylaktischen Anwendung von Antibiotika in

Knochenzementen (33).

1.5.5 Therapie von Implantat-assoziierten Infektion

Eine Infektion von orthopadischen Implantaten ist schwierig zu behandeln.
Mogliche Faktoren die die Therapie erschweren sind,
e eine immuninkompetente Zone um das Implantat herum (37)
e eine gegenluber Antibiotika reduzierte Sensitivitdt von Bakterien die in
einem Biofilm wachsen (38) und
e eine geringe Verflgbarkeit von Antibiotika am Ort der Infektion bei
systemischer Verabreichung (28).

Das Ziel in der Therapie von Implantat-assoziierten Infektionen ist die Eradikation
der Infektion und die Erlangung eines schmerzfreien und funktionellen Gelenkes.

Um dieses Ziel zu erreichen ist eine Kombination aus chirurgischer und
antimikrobieller Therapie notwendig. Nach dem zeitlichen Verlauf werden zwei
grundlegende  Vorgangsweisen unterschieden. Bei einem einzeitigen

Prothesenwechsel erfolgen die Entfernung der infizierten Prothese, die
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Wundreinigung (Débridement) und der Einbau einer neuen Prothese innerhalb
einer Operation. Bei einem zweizeitigen Vorgehen wird zunachst in einer ersten
Operation das alte Implantat entfernt und das Débridement durchgefiihrt.
Anschliel3end folgt eine Periode mit antimikrobieller Therapie. Nach erfolgreicher
Therapie der Infektion wird in einer zweiten Operation eine neue Prothese
implantiert. Die Wahl zwischen einzeitigem und zweizeitigem Wechsel sowie Art
und Dauer der antibiotischen Therapie sind schlecht standardisiert und zu einem
grollen Anteil von der personlichen Erfahrung des Chirurgen abhangig (28).
Sowohl beim einzeitigen als auch beim zweizeitigen Prothesenwechsel, ist fur eine
erfolgreiche Therapie der Infektion ganz entscheidend, dass lokal eine hohe
Konzentration an Antibiotika vorhanden ist. Mit Antibiotika gemischte PMMA-
Knochenzemente sind hier ein sehr wichtiges Hilfsmittel. Buchholz et al. (1981)
berichteten, dass durch die Anwendung von  antibiotikahaltigen
Knochenzementen, eine Steigerung der Erfolgsrate in der Revisionschirurgie auf
77% beim einzeitigen Wechsel und auf 90 % beim zweizeitigen Wechsel erzielt
werden konnte (39). Ein Problem beim zweizeitigen Vorgehen ist, dass zwischen
dem Entfernen der alten Prothese und dem Einbau der neuen, fur eine bestimmte
Zeit keine Uberbriickung zwischen Femurschaft und Hiftgelenkspfanne besteht.
Dies fihrt zu einer Kontraktur von Weichteilgewebe, Instabilitat der Extremitat und
daher Immobilitdt des Patienten mit Muskelabbau (40). Es gibt daher die
Moglichkeit aus antibiotikahaltigen Knochenzementen sogenannte Platzhalter
(Spacer) herzustellen und damit die Zeit bis zur Implantation der neuen Prothese
zu Uberbricken. Sie dienen daher nicht nur der lokalen Infektionstherapie,
sondern verhindern auch eine Kontraktion des Weichteilgewebes und verleihen
der Extremitat Stabilitat. Weitere Moglichkeiten zur lokalen Antibiotikatherapie sind
die Verwendung von Gentamicin-PMMA-Ketten und Kollagenschwammen mit
Gentamicin. Eine alternative Behandlungsmadglichkeit bei Implantat-assoziierten
Infektionen, ist eine alleinige antibiotische Langzeittherapie. Allerdings ist diese
Variante Patienten vorbehalten, die entweder nicht operationstauglich sind oder

weitere chirurgische Verfahren ablehnen (28,41).
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1.5.6 Mogliche Probleme bei der Verwendung von lokalen Antibiotika

1.5.6.1 Resistenzentwicklung von Bakterien

Antibiotika werden aus Knochenzementen anfanglich (Stunden bis wenige Tage)
in hoher Konzentration freigesetzt. Danach werden nur mehr geringe Mengen von
Antibiotikum aus den Zementen herausgelost, allerdings kann dies Uber mehrere
Jahre andauern (16). Diese lang anhaltende Freisetzung von geringen Mengen an
Antibiotikum, kann fur die Entwicklung von resistenten Bakterienstammen
verantwortlich sein (27,42-44). 1989 konnten Hope et al. zeigen, dass bei 90% der
Patienten mit infizierten Huftprothesen, deren primares Implantat mit gentamicin-
beladenen Knochenzementen fixiert worden war, mindestens ein infektioser

resistenter Staphylokokkenstamm gefunden werden konnte (45).

1.5.6.2 Uberempfindlichkeitsreaktionen

Uberempfindlichkeitsreaktionen  des  menschlichen  Korpers  gegenlber
verabreichten Antibiotika kénnen nie mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
Anders als z.B. Beta-Lactam-Antibiotika besitzen die am haufigsten in
Knochenzementen verwendeten Antibiotika allerdings eine sehr geringe allergene

Potenz.

1.5.6.3 Toxische Effekte

Aminoglykosid-Antibiotika kdnnen eine Schadigung der Niere und des Gehdr- und
Gleichgewichtssinnes verursachen. Bei einmaliger Verabreichung von Gentamicin
und dem damit verbundenen kurzfristigen hohen Serumspiegel, spielt in der
Entstehung der Nebenwirkungen nicht die entscheidende Rolle. Vielmehr sind
Uber langere Zeit andauernde niedrigere Serumkonzentrationen von Gentamicin
fur die Schadigungen verantwortlich. Der hauptsachliche Vorteil der direkten
Freisetzung von Antibiotika am Implantat liegt darin, dass Ilokal hohe
Konzentrationen erreicht werden koénnen, ohne dabei systemische toxische
Grenzwerte zu Uberschreiten (46). Die meisten Autoren sind sich dartber einig,
dass die lokale Anwendung von Gentamicin in Knochenzementen zu keinen
Schadigungen an Niere und Ohren fuhrt (13,47). Als Beweis daflr kann der gute
nachweisbare lokal hohe Gentamicin - Spiegel herangezogen werden, wahrend im
Urin und im Blut zum gleichen Zeitpunkt nur auf3erst geringe Mengen gefunden
werden konnen. So kdnnen nach Wahlig und Dingeldein (1980) postoperativ (nach
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24h) lokal rund 120 pg/ml im Wundsekret nachgewiesen werden, wohingegen die
Serumspiegel bei 0,20 pg/ml liegen (16).

1.6 Fragestellung - Ziel der Untersuchung

Seit rund 40 Jahren gibt es Knochenzemente mit Antibiotika auf dem Markt. Im
Laufe der Zeit sind viele Hersteller dazugekommen, die solche Produkte anbieten.
Bislang existieren aber kaum Arbeiten, die die gebrauchlichsten Knochenzemente
in Hinblick auf ihre antimikrobielle Wirksamkeit miteinander vergleichen. In der hier
vorliegenden Arbeit sollen 10 handelsubliche Knochenzemente auf die
Freisetzung des enthaltenen Antibiotikums in vitro getestet und miteinander
verglichen werden. Neben Zementen die ein Antibiotikum (Gentamicin oder
Tobramycin) enthalten, werden hier aber auch Zemente mit Antibiotika-

Kombinationen getestet (Gentamicin +Vancomycin, Gentamicin + Clindamycin).

Folgende Fragen soll diese Studie klaren:

e Setzen alle Knochenzemente das enthaltene Antibiotikum in ausreichender
Konzentration frei, um das Bakterienwachstum in vitro zu hemmen?

e Uber welchen Zeitraum werden diese Konzentrationen erreicht?

e Bestehen Unterschiede zwischen den Knochenzementen in der
Freisetzung beziglich des zeitlichen Verlaufs? Wann ist das Maximum der
Freisetzung und unterscheiden sich dabei die Zemente?

e Bewirken Antibiotika-Kombinationen eine starkere Hemmung des
Bakterienwachstums als Knochenzemente mit einem Antibiotikum?

e Gibt es Unterschiede zwischen den beiden Antibiotika-Kombination im
Bezug auf die Hemmung des Bakterienwachstums?

e Die verschiedenen Knochenzemente enthalten nicht alle die gleiche Menge
an Antibiotikum. Bei manchen ist in 40g Pulver 0,5g des Antibiotikums
enthalten bei anderen ist es hingegen 1g Antibiotikum auf 40g Pulver. Ist
bei der doppelten Menge an Antibiotikum auch eine starkere Hemmung des
Bakterienwachstums zu sehen?

e Aus Elutionsversuchen in Pufferlosungen ist bekannt, dass
Knochenzemente das enthaltende Antibiotikum ganz unterschiedlich gut
freisetzen (2). Sind die Ergebnisse des Elutionsversuches mit den

Ergebnissen dieser Untersuchungen vergleichbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Knochenzemente

In Tabelle 3 sind die in dieser Studie getesteten Knochenzemente aufgelistet.
Insgesamt wurden 10 verschiedene Zemente von 6 Herstellern untersucht. 6
Knochenzemente enthalten das Antibiotikum Gentamicin, einer Tobramycin, zwei
die Antibiotikakombination Gentamicin + Vancomycin und einer die Kombination

Gentamicin + Clindamycin.

Smartset® GHV DePuy Gentamicin 1g in 40g Pulver
CMW 1G DePuy Gentamicin 1g in 40g Pulver
Palacos® R+G Heraeus Gentamicin 0,5g in 40g Pulver
Palacos® MV+G Heraeus Gentamicin 0,559 in 40g Pulver
2:22‘;'?'2@ Bone Biomet® Gentamicin 0,5g in 40,8g Pulver
Cemex® Genta HV Tecres® Gentamicin 1g in 40g Pulver
Antibiotic Simplex® T Stryker® Tobramycin 1g in 41g Pulver
Vancogenx® Tecres® Gentamicin, Vancomycin 1g/1g in 40g Pulver
Copal® G+V Heraeus Gentamicin, Vancomycin 0,5g/2g in 43g Pulver
Copal® G+C Heraeus Gentamicin, Clindamycin 1g/1g in 42,7g Pulver

Tabelle 3: In den Tests verwendete Knochenzemente

2.2 Herstellung von Formkorpern

Zunachst wurden aus den in Tab. 1 aufgefihrten Knochenzementen kleine
Testplattchen (Formkdrper) mit einem Durchmesser von 15mm und einer Dicke
von 3mm hergestellt. Dazu wurde fir alle Zemente eine Originalpackung der
Pulverkomponente (40g) mit der dazugehdrigen Flussigkeit (Monomer) verwendet.
Je nach Herstellerangaben wurde entweder die Pulverkomponente der Flussigkeit
zugegeben oder die Flussigkeit der Pulverkomponente. Alle Zemente wurden mit
der Hand und unter Luftdruck bei Raumtemperatur (24°C) in einem Keramikgefaly
mit einem Metallspatel vermischt. Die Dauer des Mischens richtete sich ebenfalls

nach den Angaben des Herstellers. AnschlieRend wurde die teigige Masse mit
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dem Metallspatel auf 3 Silikonformen (pro Form 8 Testplattchen) aufgetragen und
mit einer Kunststofffolie abgedeckt. Sofort danach wurden die mit Knochenzement
geflllten Silikonformen mit einem konstantem Gewicht belastet. Nach 20 Minuten
wurden die ausgeharteten Formkoérper enthommen und in verschlieBbaren
Kunststoffbehaltern bei einer Raumtemperatur von 24° Celsius bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

Silikonformen

T =

Abbildung 2: Die zur Herstellung der Formkdérper notwendigen Materialien.

2.3 Agardiffusionstest

Mit dem Agardiffusionstest kann die bakteriostatische oder bakterizide Wirkung
von Antibiotika auf einen bestimmten Erreger ermittelt werden. Dazu werden
antibiotikahaltige Testblattchen auf eine mit einem bestimmten Erreger
angezichtete Agarplatte gelegt. Das Antibiotikum diffundiert ringférmig in den
Agar. In jenem Bereich, in dem die minimale Hemmkonzentration Uberschritten

wird, werden die Bakterien am Wachstum gehindert und es entsteht um das
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Testblattchen herum ein sogenannter ,Hemmbhof®. Dieser lasst Ruckschlusse auf

die Freisetzung des Antibiotikums zu.

2.3.1 Verwendete Bakterien
Fiar den Agardiffusionstest wurden folgende Bakterien verwendet:

e Staphylococcus aureus DSM 799

e Staphylococcus epidermidis DSM 1798

¢ MRSA 02/39

¢ MRSA 02/260

e MRSA 02/221

¢ MRSA 06/10

¢ MRSA 03/08
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis sind fur den Grol3teil der
Implantat-assoziierten Infektionen verantwortlich. Aufgrund ihrer klinischen
Relevanz wurden sie daher auch in unserer Studie verwendet. Die verschiedenen
verwendeten MRSA-Stamme weisen unterschiedliche Resistenzen gegenuber
Gentamicin, Vancomycin und Clindamycin auf. Diese MRSA-Stamme werden
verwendet, um die antibakterielle Wirksamkeit von Knochenzementen zu testen,
die zwei verschiedene Antibiotika enthalten. In dem ein MRSA verwendet wird, der
gegenuber einem Antibiotikum resistent ist, kann die Wirkung des anderen
enthaltenen Antibiotikums untersucht werden. Die Resistenzen der verschiedenen
MRSA-Stamme sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.

2.3.2 Herstellung einer Bakteriensuspension

Mit den oben angeflhrten Bakterien wurde zunachst eine Suspension mit einem
Trubungsstandard von McFarland 0,5 hergestellt. Dieser entspricht einer Anzahl
von 108 Bakterien pro ml. Der Triibungsstandard McFarland 0,5 wird iiblicherweise

zur Durchfuhrung von Antibiotika-Empfindlichkeitstests eingesetzt.

2.3.3 Durchfuhrung des Agardiffusionstests: 7-Tage

Zur Durchflhrung des Agardiffusionstests wurden Petrischalen mit ,Muller-Hinton-
Agar® verwendet. Muller-Hinton-Agar ist ein spezielles mikrobiologisches

Nahrmedium, das ublicherweise zur Bestimmung von Antibiotikaresistenzen
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verwendet wird. Zunachst wurde ein durch Hitze sterilisiertes Wattestabchen in die
mit Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis und MRSA hergestellten
Bakteriensuspensionen getaucht. Die Agarplatte wurde im Zentrum eines
Drehtisches (Sensorturn pro, WLD-TEC.) positioniert und die Keime wurden
gleichmalig auf der gesamten Oberflache des Agars aufgetragen. Die Formkdrper
wurden anschliellend mit einer Pinzette in die Mitte der Agarplatte gelegt. Danach
erfolgte die Inkubation der Platten im Brutschrank bei 37° Celsius.

Nach 24 Stunden wurden die Formkorper mittels Pinzette auf frisch hergestellte
Agarplatten Ubertragen und erneut fur 24 Stunden in den Brutschrank gelegt. Dies
wurde bei den Formkorpern aller getesteten Zemente an 6 aufeinander folgenden

Tagen durchgefihrt. Pro Zement wurden jeweils 3 Formkdrper getestet.

—

Abbildung 3a,b: Drehtisch mit Agarplatte (a) zur gleichmaRigen Verteilung der
Bakteriensuspension. Agardiffusionstest mit Formkérper aus Knochenzement (b). Ubertragung auf

neue Agarplatte mittels Pinzette.

2.3.4 Durchfiihrung des Agardiffusionstests: 24 Stunden

Analog zu dem oben angeflhrten 7-Tages-Versuch wurden auch fir diesen Test
alle in Tabelle 2 angeflhrten Zemente untersucht. Die Herstellung der Formkdrper
und der Bakteriensuspensionen erfolgte in der gleichen Weise wie oben
beschrieben. Allerdings wurde bei diesem Versuch nur Staphylococcus aureus
und pro Knochenzement jeweils 6 Formkorper getestet. Die Bakteriensuspension
mit Staphylococcus aureus wurde auf einen Muller-Hinton-Agar aufgetragen und
die Formkorper zum gleichen Zeitpunkt mit einer Pinzette im Zentrum der Platte
positioniert. AnschlieBend wurden alle Platten in den Brutschrank mit einer

Temperatur von 37° Celsius gelegt. Pro Zement wurde nun zu vorher festgelegten
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Zeitpunkten jeweils ein Formkorper entfernt und danach wurden die Agarplatten
wieder in den Brutschrank zurlickgelegt. Die Zeitpunkte der Formkorperentfernung
waren: 0,5-, 1,- 2,- 3,- 4- und 24 Stunde(n). Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°

Celsius erfolgte die Abmessung der GroRe der Hemmhofe.

2.3.5 Messung

Sowohl beim 24-Stunden-Versuch als auch beim 7-Tages-Versuch erfolgte die
Abmessung der Grélke der Hemmhofe nach jeweils 24 Stunden Inkubation im
Brutschrank. Gemessen wurden die Durchmesser der Hemmhofe. Pro Agarplatte
wurde zweimal der Durchmesser (senkrecht aufeinander) gemessen und das
Mittel der beiden Werte als Hemmhofdurchmesser der jeweiligen Platte definiert.

Die Angabe erfolgte in Millimeter (mm).

2.4 Epsilometertest (E-Test)

Der Epsilometertest, oder auch kurz E-Test genannt, dient der Bestimmung der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) eines Antibiotikums fur ein bestimmtes
Bakterium. Auf einem schmalen Papierstreifen sind von einem zum anderen Ende
verschiedene Konzentrationen eines Antibiotikums aufgetragen. Das zu testende
Bakterium wird auf eine Agarplatte aufgebracht und der Papierstreifen darauf
gelegt. Die Platte wird dann bei 37° Celsius inkubiert. Das Antibiotikum diffundiert
aus dem Papierstreifen in den Agar und hemmt dort das Bakterienwachstum.
Nach 24 Stunden kann anhand von Markierungen auf dem Papierstreifen die
minimale Hemmkonzentration abgelesen werden. Die MHK wird in Mikrogramm
pro Milliliter (ug/ml) angegeben und ist beim E-Test dann erreicht, wenn das
Bakterienwachstum bis an den Papierstreifen heranreicht.

In unserer Studie wurden die minimalen Hemmkonzentrationen von Gentamicin,
Clindamycin und Vancomycin gegenuber funf verschiedenen MRSA-Stammen
ermittelt. Der Epsilometertest erfolgte auf einem Mdaller-Hinton-Agar. Die
Abbildung 4 zeigt die unterschiedliche Resistenzlage von zwei verschiedenen
MRSA-Stammen gegenuber dem Antibiotikum Clindamycin. Auf der linken
Agarplatte ist deutlich zu sehen, dass Clindamycin das Bakterienwachstum von
MRSA 02/39 hemmt, wahrend hingegen bei der rechten Agarplatte die Bakterien

bis an den Papierstreifen heranwachsen.
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Abbildung 4: Epsilometertest mit Clindamycin und den MRSA-Stammen 02/39 (links) und 02/260
(rechts).

2.5 Elutionsversuch

2.5.1 Herstellung von Formkorpern

Fir diesen Test wurden aus den Knochenzementen Palacos® R+G und CMW 1G
kleine, runde Formkdrper hergestellt. Die Art der Herstellung erfolgte auf die
gleiche Weise, wie sie in Kapitel 2.2 bereits beschrieben wurde. Pro
Knochenzement wurden 3 Formkoérper ausgewahlt, die folgende Anforderungen
erfullten:

e Makroskopisch gleiche Oberflachenbeschaffenheit

e Durchmesser von 15 mm

e Gewicht zwischen 0,560 und 0,575 Gramm
Die Formkorper wurden mit der Prazisionswaage (Cubis, Sartorius Austria)

gewogen.

2.5.2 Elution

Zunachst erfolgte die Herstellung einer Pufferlésung. Die Pufferlésung Dulbecco

10xPBS ohne Ca?/Mg?* (Biochrom AG, Austria) wurde mit sterilem Wasser
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10fach verdiinnt. Danach wurden jeweils 10,5 ml Pufferlésung in Reaktionsgefalie
(Greiner, Bioone Austria) gegeben.

Die Formkoérper wurden dann in die Reaktionsgefalle mit der Pufferldsung
gegeben, einmal geschwenkt und anschlieRend bei Raumtemperatur (24° Celsius)
stehend gelagert. Die Formkoérper verblieben fir eine bestimmte Zeit in der
Pufferldsung und wurden dann mittels Pinzette in Reaktionsgefalle mit frischer
Pufferlésung Ubertragen. Die Oberflache der Formkdrper wurde auf beiden Seiten
kurz abgetrocknet, bevor sie in die neuen Reaktionsgefalle gegeben wurden.
Dieses Vorgehen sollte verhindern, dass bereits gelostes Antibiotikum in der

Flissigkeit auf der Oberflache der Formkoérper in die frische Pufferldsung

verschleppt wird. Die Zeitpunkte der Formkorperubertragungen waren nach 0,25,
0,5, 1, 2, 3, 4,5, 6, 24 Stunde(n), 2 Tagen, 3 Tagen, 4 Tagen, 5 Tagen, 6 Tagen,
7 Tagen, 10 Tagen und 14 Tagen.

Abbildung 5: Formkaorper in 10,5ml Pufferlésung

2.5.3 Elutionstest

Zuerst wurde mit Staphylococcus aureus eine Bakteriensuspension mit einem
Tribungsstandard von McFarland 0,5 hergestellt. Danach erfolgte die Aufbringung

der Suspension mittels Wattestabchen auf den Mdller-Hinton-Agar. Dazu wurde
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das Wattestabchen in die Bakteriensuspension getaucht, die Petrischale auf
einem Drehtisch (Sensorturn pro, WLD-Tec.) platziert und der Keim gleichmaRig
auf dem Agar verteilt. Danach wurde mit einer Pasteur-Pipette aus dem Zentrum
des Agars ein Loch mit einem Durchmesser von 6 mm gestanzt.

Der nachste Schritt war die Entnahme von 50ul der Puffer-Antibiotika-Losung aus
den Réhrchen mit den verschiedenen Zeitpunkten (0,25 Stunden, 0,5 Stunden, 1
Stunde, usw.) und deren Einbringung in das aus dem Agar gestanzte Loch.
Anschlieltend wurden die Agarplatten bei 37°Celsius fur 24 Stunden inkubiert.

Die Abbildung 6 zeigt den Elutionsversuch mit dem 0,25-Stunden-Eluat des
Knochenzements Palacos® R+G nach 24 stiindiger Inkubation im Brutschrank.

Deutlich sichtbar sind das ausgestanzte Loch im Zentrum der Agarplatte und der

durch Gentamicin erzeugte Hemmhof.

Abbildung 6: Elutionstest mit dem 0,25-Stunden-Eluat von Palacos® R+G. Im Zentrum das mittels
Pasteur-Pipette gestanzte Loch. Kreisformige Wachstumshemmung von Staphylococcus aureus

durch Gentamicin.
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3 Ergebnisse
3.1 Agardiffusionstest — 7 Tage

3.1.1 Knochenzemente mit Gentamicin

Zum Vergleich von 6 verschiedenen Knochenzementen die alle das Antibiotikum
Gentamicin enthalten, wurde ein Agardiffusionstest Uber 7 Tage durchgefuhrt.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 7 und 8 dargestellt. Auf der Y-Achse ist
der mittlere Hemmhofdurchmesser von jeweils 3 Formkdérpern pro Zement
aufgetragen, die X-Achse zeigt den zeitlichen Verlauf. Uber 7 Tage wurde von
jedem Knochenzement ein messbarer Hemmhof erzeugt. Im Allgemeinen ist eine
Abnahme der GrolRe der Hemmhofe von Tag 1 zu Tag 7 zu beobachten, auch
wenn einzelne Tageswerte eine Zunahme zeigen. Sowohl gegen Staphylococcus
aureus, als auch gegen Staphylococcus epidermidis erzeugten alle getesteten

Knochenzemente ahnlich grolle Hemmhofe

Knochenzemente mit Gentamicin
Staphylococcus aureus
45,00
Cemex® Genta HV (1g)
DePuy CMW 1G (1g)
'E 4000 Palacos® R+G (0,5)
S
= Palacos® MV+G (0,55g)
(0]
3 SmartSet® GHV (1
@ 3500 marse (19)
£ e Refobacin® Bone Cement R
-§ (0,59)
>
Q 30,00
€
(0]
2
2
S 2500
=
20,00
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7

Abbildung 7: Verlaufskurven der Hemmhofdurchmesser der untersuchten gentamicinhaltigen
Zemente Uber 7 Tage. Testbakterium: Staphylococcus aureus. Methode: Auflegen der Formkdrper

auf die Agarplatten.
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Knochenzemente mit Gentamicin
Staphylococcus epidermidis

45,00
Cemex® Genta HV (1g)
DePuy CMW 1G (1g)

40,00
Palacos® MV+G (0,5g)
Palacos® R+G (0,59)

35,00 e Refobacin® Bone Cement R

(0.,59)
SmartSet® GHV (1g)

N

Mittelwert Durchmesser [mm)]

25,00

20,00
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag7

Abbildung 8: Messung der HemmhofgroRe im Agardiffusionstest an 6 untersuchten
Knochenzementen mit Gentamicin an 7 aufeinander folgenden Tagen. Testbakterium:

Staphylococcus epidermidis. Methode: Auflegen der Formkorper auf die Agarplatten.

3.1.2 Knochenzemente mit Antibiotikakombinationen

Im Agardiffusionstest wurden auch Knochenzemente miteinander verglichen, die
zwei Antibiotika enthalten.

e Copal®G+C: enthalt Gentamicin und Clindamycin

e Copal®G+V: enthalt Gentamicin und Vancomycin

e Vancogenx®: enthalt Gentamicin und Vancomycin
Getestet wurde mit Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis. In
Abbildung 9 sind die Ergebnisse flr Staphylococcus aureus dargestellt. Auf der Y-
Achse sind die mittleren Hemmhofdurchmesser von drei Formkdorpern pro
Knochenzement aufgetragen, auf der X-Achse deren Verlauf Uber die Testdauer
von 7 Tagen. Im Allgemeinen ist eine Abnahme der Hemmhofgréie zu erkennen,
auch wenn an wenigen Tagen eine Zunahme der Hemmhofdurchmesser zu
beobachten war. Die Antibiotikakombination Gentamicin + Vancomycin, die in zwei

Zementen enthalten ist, lieferte nahezu identische Ergebnisse. Die in Copal® G+C
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enthaltene Kombination mit Gentamicin und Clindamycin, erzeugte Uuber die
gesamte Testdauer deutlich groRere Hemmhéfe als die in Copal® G+V und

Vancogenx®enthaltene Kombination Gentamicin und Vancomycin.

Staphylococcus aureus
60,00

50,00 -

40,00 -

M Copal® G+C
30,00 - I [ Copal® G+V

[0 Vancogenx®
20,00 -

10,00 -

Mittelwert Durchmesser [mm]
H
|.|_|
|.'

0,00 n T T T T T T 1
Tagl Tag 2 Tag 3 Tag4 Tag5 Tag 6 Tag 7

Abbildung 9: Hemmhofdurchmesser der Zemente mit 2 verschiedenen Wirkstoffkombinationen
(Gentamicin und Vancomycin oder Gentamicin und Clindamycin). Methode: Auflegen der
Formkdorper auf die Agarplatten.

3.1.3 Knochenzemente mit Antibiotikakombinationen - Testung mit

verschiedenen MRSA-Stammen

Um die Wirkung eines Antibiotikums bei Knochenzementen zu testen, die zwei
verschiedene Antibiotika enthalten, wurde der Agardiffusionstest mit mehreren
MRSA-Stammen durchgefuhrt. Diese Keime sind gegeniber einem enthaltenen
Antibiotikum unterschiedlich resistent. Zur Ermittlung der Resistenzen wurde
zunachst ein Epsilometertest mit Gentamicin, Clindamycin und Vancomycin

durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Clindamycin 0,23 >256 >256 >256 >256
Gentamicin >256 64 48 0,5 32
Vancomycin 0,75 1 1 1 1

Tabelle 4: Resistenzen verschiedener MRSA-Stamme gegeniber Clindamycin, Gentamicin und
Vancomycin. Die Werte geben die MHK in pg/ml an.

Zunachst erfolgte der Vergleich der beiden Knochenzemente, die Gentamicin und
Vancomycin enthalten. Getestet wurde gegen drei verschiedene MRSA-Stamme
mit unterschiedlicher Resistenz gegentber Gentamicin. Die Abbildungen 10 und
11 zeigen die Ergebnisse fiir die Knochenzemente Copal® G+V und Vancogenx®.
Auf der Y-Achse sind die mittleren Hemmhofdurchmesser von jeweils 3
Formkorpern der getesteten Zemente aufgetragen, auf der X-Achse deren Verlauf

uber die Testdauer von 7 Tagen.
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Abbildung 10: Hemmhofdurchmesser von verschiedenen MRSA-Stdmmen nach Konfrontation mit
einem Knochenzement mit 2 Wirkstoffen (Gentamicin und Vancomycin), der Antibiotika sensitive
Staphylococcus aureus Laborstamm dient als Referenz. Methode: Auflegen der Formkdérper auf die
Agarplatten.

Bei diesem Versuch zeigte sich, dass sowohl Copal® G+V als auch Vancogenx®
bei einem gegenlber Gentamicin weniger resistenten MRSA-Stamm, keine

groleren Hemmhofe erzeugen konnten. Zum Vergleich sind in den Abbildungen
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10 und 11 die Ergebnisse der Tests von Copal® G+V und Vancogenx® gegenuber
einem sensitiven Staphylococcus aureus eingefugt. Dabei konnte die Kombination
Gentamicin und Vancomycin an allen Versuchstagen geringflugig groéflere

Hemmhofdurchmesser produzieren.
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Abbildung 11: Hemmhofdurchmesser von verschiedenen MRSA-Stdmmen nach Konfrontation mit
einem Knochenzement mit 2 Wirkstoffen (Gentamicin und Vancomycin), der Antibiotika sensitive
Staphylococcus aureus Laborstamm dient als Referenz. Methode: Auflegen der Formkdrper auf die

Agarplatten.

Weiters wurden 3 verschiedene Knochenzemente mit zwei verschiedenen
Antibiotikakombinationen gegen den gleichen Keim getestet. Der MRSA 02/39 ist
sowohl gegen Clindamycin als auch gegen Vancomycin sensitiv, gegen
Gentamicin aber resistent. Somit kann die Wirkung der beiden Antibiotika
miteinander verglichen werden. Die Ergebnisse der Testung sind in Abbildung 12
dargestellt. Auf der Y-Achse sind die mittleren Hemmhofdurchmesser von jeweils
3 Formkdérpern pro Knochenzement aufgetragen, auf der X-Achse deren Verlauf
Uber die Testdauer von 7 Tagen. Alle drei Zemente produzierten an jedem Tag
messbare Hemmhofe. Die beiden Zemente mit der Antibiotikakombination
Gentamicin + Vancomycin zeigten nahezu gleiche Ergebnisse. Deutlich gréliere
Hemmhofe lieferte der Knochenzement mit der Kombination Gentamicin +

Clindamycin.
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Abbildung 12: Hemmhofdurchmesser eines MRSA-Stammes nach Konfrontation mit
Knochenzementen mit 2 verschiedenen Wirkstoffenkombinationen (Gentamicin und Vancomycin

oder Gentamicin und Clindamycin). Methode: Auflegen der Formkdrper auf die Agarplatten.

Im Knochenzement Copal® G+C sind die Antibiotika Gentamicin und Clindamycin
enthalten. Zur Prifung wie diese beiden Antibiotika alleine wirken, wurde ein
Agardiffusionstest mit drei verschiedenen MRSA-Stammen durchgefuhrt. Diese
Bakterien haben unterschiedliche Resistenzen gegenuber den beiden Antibiotika.
MRSA 02/39 ist gegen Gentamicin resistent, MRSA 06/10 gegen Clindamycin und
MRSA 03/08 gegen beide. Die Ergebnisse der Testung sind in Abbildung 13
dargestellt.
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Abbildung 13: Hemmhofdurchmesser verschiedener MRSA-Stamme gegeniiber Copal® G+C
(Gentamicin und Clindamycin). Methode: Auflegen der Formkdrper auf die Agarplatten

3.2 Agardiffusionstest — 24 Stunden

3.2.1 Knochenzemente mit Gentamicin, Tobramycin und Antibiotika-

Kombinationen

Um zu prifen, wie rasch die Diffusion der Antibiotika aus den Knochenzementen
vor sich geht, wurde der Agardiffusionstest an einem Tag durchgefuhrt. Getestet
wurden alle Zemente mit Gentamicin, einer mit Tobramycin und drei mit
Antibiotikakombinationen. Die Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der Zemente mit
Gentamicin, die Abbildung 15 die Ergebnisse fir die Zemente mit zwei Antibiotika
und einem Zement mit Tobramycin. Auf der Y-Achse sind die mittleren
Hemmhofdurchmesser aufgetragen, auf der X-Achse die Zeitpunkte, an denen die
Formkorper von der Agarplatte entfernt wurden. Alle Zemente erzeugten bereits
nach einer halben Stunde ahnlich groRe Hemmhofe wie nach 24 Stunden. Mit
Ausnahme von Copal® G+C lagen die Werte bei allen Zementen nach 0,5 Stunden
zwischen 34 und 38 mm und nach 24 Stunden zwischen 35,5 und 38,5 mm.
Copal® G+C erzeugte mit einem 0,5-Stunden-Wert von 44 mm und einem 24-
Stunden-Wert von 48,5 mm deutlich groRere Hemmhofe als alle anderen

getesteten Zemente.
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Abbildung 14: Vergleich der Hemmhofdurchmesser verschiedener gentamicinhaltiger
Knochenzemente in einem 24 Stunden Ansatz. Methode: Auflegen der Formkérper auf die
Agarplatten. Die Abweichungen bei den Hemmhofdurchmessern von SmartSet® GHV (2 und 3h
Wert) sind durch nicht korrektes Entfernen bei jeweils einem der drei Formkorper entstanden. Die
mittleren Hemmhofdurchmesser sind somit zu diesen Zeitpunkten zugunsten eines grofieren

Hemmbhofes verfalscht.
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Abbildung 15: Vergleich der Hemmhofdurchmesser verschiedener antibiotikahaltiger
Revisionszemente in einem 24 Stunden Ansatz. Methode: Auflegen der Formkoérper auf die

Agarplatten.
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3.3 Elutionstest

Die Ergebnisse des Elutionstests der Knochenzemente Palacos® R+G und CMW
1G sind in Abbildung 16 dargestellt. Auf der Y-Achse sind die mittleren
Hemmhofdurchmesser der Eluate von jeweils 3 Formkorpern pro Knochenzement
dargestellt. Die X-Achse zeigt die Zeitpunkte der Eluatentnahme. Getestet wurde
gegen Staphylococcus aureus. Die 15 Minuten-Eluate beider Zemente erzeugten
die groliten Hemmhofe, wobei zu diesem Zeitpunkt CMW 1G das einzige Mal
wahrend der gesamten Testdauer einen groReren Hemmhofdurchmesser aufwies
als Palacos® R+G. AnschlieRend zeigten beide Knochenzemente einen sehr
ahnlichen Verlauf: Zunachst wurden die Hemmhofe bis zum 6-Stunden-Wert
kontinuierlich kleiner. Es folgte eine sprunghafte Grolenzunahme am Tag 1,
danach wurden die Durchmesser der Hemmhofe wieder stetig kleiner um am Tag
7 und 10 erneut zuzunehmen. Die Eluate von Palacos® R+G konnten zu jedem
Versuchszeitpunkt einen Hemmbhof erzeugen, wahrend CMW 1G nach 6 und 14
Tagen nicht genugend Antibiotikum freisetzte um das Bakterienwachstum zu

hemmen.
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Abbildung 16: Darstellung der mittleren Hemmhofdurchmesser (Testung mit Eluaten) von jeweils 3
Formkdérpern Palacos® R+G sowie CMW 1G pro Knochenzement auf der Y-Achse. Die Zeitpunkte

der Eluatentnahmen sind auf der X-Achse aufgetragen. Testkeim: Staphylococcus aureus
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Die Abbildungen 17 und 18 zeigen die Elutionstests von Palacos® R+G und CMW
1G am ersten Versuchstag. Deutlich sichtbar ist die zunachst kontinuierliche
Abnahme der Hemmhofdurchmesser bei beiden Knochenzementen, gefolgt von
einer Zunahme nach 24 Stunden (bei beiden Abbildungen die rechte untere

Agarplatte).

Abbildung 17: Hemmhéfe im Elutionsexperiment mit CMW 1G Uber einen Tag.

Testbakterium: Staphylococcus aureus.

Abbildung 18: Hemmhdfe im Elutionsexperiment mit Palacos® R+G (iber 1 Tag.

Testbakterium: Staphylococcus aureus
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4 Diskussion

4.1 Agardiffusionstest

In dieser Arbeit wurden 10 handelsubliche Knochenzemente mit Antibiotikazusatz
in Bezug auf deren antibakterielle Wirksamkeit in vitro untersucht. Mit dem
Agardiffusionstest konnen keine Konzentrationen von freigesetzten Antibiotika
bestimmt werden. Die GroRe der Hemmhofe ist allerdings von der Menge an
eluiertem Antibiotikum abhangig. Das heil3t, je mehr Antibiotikum pro Zeiteinheit
vorhanden ist, desto groRRer wird der Hemmhof in seinem Durchmesser. Unter den
gewahlten Versuchsbedingungen ,Auflegen von PMMA-Formkorpern auf Agar®
konnten alle untersuchten Zemente Uber die gesamte Testdauer von 7 Tagen
genugend Antibiotikum freisetzen, um das Bakterienwachstum in vitro zu
hemmen. Wie schon in anderen Studien beschrieben (48,49), war auch in dieser
Untersuchung die Antibiotikafreisetzung zu Beginn am hochsten. Somit wiesen die
Hemmhofe am ersten Versuchstag die groRten Durchmesser auf. Squire et al.
(2008, 2011) beschreiben eine rapide Abnahme der Hemmhofdurchmesser auf
30% am Versuchstag 2 im Vergleich zum ersten Versuchstag (48,50). Eine solch
rasche Grollenabnahme der Hemmhofe konnte in dieser Arbeit nicht gezeigt
werden. Beim Agardiffusionstest mit Staphylococcus aureus am 2. Versuchstag,
konnte das freigesetzte Antibiotikum noch durchschnittlich 85% der GréRe der
Hemmhofe vom ersten Untersuchungstag erreichen. Auch die ebenfalls
beschriebenen signifikanten Unterschiede in der Freisetzung an den weiteren
Versuchstagen konnten mit den von uns durchgefihrten Hemmhoftests nicht
bestatigt werden. In den getesteten Knochenzementen denen ein Antibiotikum
zugemischt ist, variiert der Gehalt an Antibiotikum von 1,25 % und 2,5 % im
Polymer. Die Zemente SmartSet® GHV, CMW 1G, Cemex® Genta HV, Antibiotic
Simplex® T enthalten die doppelte Menge (1g/40g Pulver) an Gentamicin bzw.
Tobramycin als die anderen drei untersuchten Zemente Palacos® R+G, Palacos®
MV+G, Refobacin® Bone Cement R mit 0,59 bzw. 0,55g/40g Pulver. Das
Herauslosen von Antibiotika aus einem PMMA-Zement ist ein Diffusionsprozess
(2,51) der durch verschiedene Faktoren wie die Art (Viskositat) des Zementes, die
Kontaktoberflache, die Art und Menge des Antibiotikums (52), die
Oberflachenrauigkeit und Porositat des Zementes (53) sowie von der Fahigkeit

des Knochenzementes zur Wasseraufnahme (2,14) beeinflusst wird.
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AuBerdem haben Untersuchungen gezeigt, dass durch Erhohung des
Antibiotikagehalts in einem Knochenzement, auch dessen Freisetzung gesteigert
werden kann (13,49) wobei dem Zement (Versabond) die doppelte Menge an
Antibiotikum beigemischt wurde. Die in Puffer bestimmte Freisetzung verdoppelte
sich jedoch nicht sondern stieg um einen hoheren Faktor. Generell zeigte sich in
dieser Studie auch, dass Clindamycin auch sehr gut freigesetzt wird. In den von
uns durchgeflhrten Agardiffusionstests, zeigten sich jedoch, unabhangig vom
Antibiotikagehalt der untersuchten PMMA-Zemente, keine signifikanten
Unterschiede in der GroRe der Hemmhofe.

Eine mogliche Erklarung, warum Knochenzemente mit der doppelten Menge an
Antibiotikum nicht auch gréfiere Hemmhdofe produzieren, ist in den physikalischen

Rahmenbedingungen der Diffusion begriindet, und wird in Kapitel 4.1.2. diskutiert.

Auch in unseren 24-Stunden-Hemmbhof-Experimenten war zu beobachten, dass
die Antibiotika sehr rasch aus dem Knochenzement geldst werden. Auch andere
Autoren beschreiben eine initial (wenige Stunden) hohe Freisetzung (49,54).
Danach werden die Antibiotika in immer geringer werdender Menge gel0st,
allerdings kann dieser Prozess sehr lange andauern. Wahlig und Dingeldein
(1980) konnten beispielsweise eine subinhibitorische Gentamicin-Freisetzung aus
Palacos® R Uber fiinf Jahre beobachten (16). Viele Autoren sehen in einer
langanhaltenden Freisetzung von Antibiotika aus den Knochenzementen, in einer
Dosierung unterhalb der MHK, die Gefahr fur die Entwicklung von resistenten
Bakterien (14,26,27,55).

4.1.1 Antibiotikakombinationen

Knochenzemente, die mehr als ein Antibiotikum enthalten, werden vorwiegend in
der Revisionschirurgie zur Therapie von manifesten Infektionen verwendet.

Durch die Kombination von zwei Antibiotika in einem Zement, verbessert sich die
Freisetzung von beiden Antibiotika im Vergleich zu Zementen die nur eines der
beiden Antibiotika enthalten (56-58). So konnten beispielsweise Bertazzoni et al.
(2002) eine hohere Wirksamkeit der Antibiotikakombination Gentamicin und
Vancomycin im Vergleich zu Gentamicin alleine zeigen (58). Diesen

synergistischen Effekt beschrieben Penner et al. (1996) als ,passiven
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Opportunismus®, weil die Anwesenheit eines zweiten Antibiotikums als passiver
|6slicher Zusatz zu wirken scheint (56).

In unserer Arbeit wurden drei Zemente mit zwei verschiedenen
Antibiotikakombinationen (Gentamicin + Vancomycin und Gentamicin +
Clindamycin) von zwei Herstellern auf inre antibakterielle Wirksamkeit getestet.

Bei allen drei Knochenzementen mit Antibiotikakombinationen konnte im Vergleich
zu Gentamicin alleine, auch eine erhdhte antibakterielle Wirksamkeit festgestellt
werden. Die Kombination Gentamicin und Clindamycin zeigte dabei eine erheblich
bessere synergistische Wirkung als die Kombination Gentamicin und Vancomycin.
Bertazzoni et al. (2002) konnten an Untersuchungen mit verschiedenen Zementen
(Cemex, Palacos und Simplex) zeigen, dass Vancomycin alleine im Vergleich zu
Gentamicin eine geringere und weniger wirksame Freisetzung hat (58). Dieses
schlechtere Diffusionsverhalten von Vancomycin ist laut Bistolfi et al. (2011) in
einigen Faktoren begrindet, wie z.B. physikalisch-chemische Eigenschaften des
Antibiotikums, dem Molekulargewicht, der Stabilitdt der Molekile in Gegenwart
von biologischen Flussigkeiten, der Temperatur ebenso wie eine unterschiedliche
Morphologie der Zemente selbst (z.B. Porositat, Rauigkeit, Oberflache) (59). Diese
physikalischen — chemischen Unterschiede spiegeln sich auch in unseren
Ergebnissen wieder. Der Vergleich zwischen Copal® G+V und Vancogenx®
brachte in Bezug auf die von uns untersuchten Hemmhoftests keine nennenswerte
Uberlegenheit in der antibakteriellen Wirksamkeit eines Produktes zum Vorschein.
Wahrend bei Vancogenx® die Elutionseigenschaften beider Antibiotika durch einen
héheren Gentamicinanteil von 2,5 % (im Vergleich zu Copal® G+V mit 1,25 %)
positiv beeinflusst werden, wird dies bei Copal® G+V mit einem hoheren
Vancomycingehalt in einer hydrophilen Polymermatrix erreicht. Um die
Wirksamkeit eines Antibiotikums bei Knochenzementen mit
Antibiotikakombinationen sichtbar zu machen, wurden die Agardiffusionstests mit
unterschiedlich resistenten MRSA-Stammen durchgefihrt. Um beispielsweise die
antibakterielle Wirksamkeit von Clindamycin alleine, in der Antibiotikakombination
Gentamicin und Clindamycin, darstellen zu koénnen, wurde ein gentamicin-
resistenter MRSA flr den Agardiffusionstest verwendet. In diesen Tests zeigte
sich, wenn Gentamicin durch einen resistenten MRSA nicht direkt an der
Hemmhofbildung beteiligt ist, dass Clindamycin eine deutlich bessere

antibakterielle Wirksamkeit aufweist als Vancomycin. Wie oben bereits erwahnt
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spielt in diesem Zusammenhang die schlechtere Ldsbarkeit und langsamere
Diffusion von Vancomycin aufgrund der GroRe des Molekils die entscheidende
Rolle. Andererseits sollte in Betracht bezogen werden, dass die in der
Polymermatrix vorhandenen Gentamicinpartikel das Eindringen von Flissigkeiten
in die Matrix beglunstigen und dadurch ggf. auch die Elution von Clindamycin

deutlich verbessert wird.

4.1.2 Mogliche Grenzen des Agardiffusionstests

Der Agardiffusionstest dient in erster Linie der Resistenzbestimmung von
Bakterien gegenlber bestimmten Antibiotika. Er wird aber auch als
Standardmethode eingesetzt, um die antimikrobielle Wirksamkeit von
antibiotikahaltigen Knochenzementen in vitro zu ermitteln. Die Ergebnisse die in
dieser Studie durch den Agardiffusionstest erzielt wurden, geben einen Hinweis
darauf, dass diese Methode =zur Feststellung von Unterschieden im
Elutionsverhalten zwischen den verschiedenen Knochenzementen nicht geeignet
ist. Unabhangig davon, ob der Pulverkomponente 0,5g oder 1g Antibiotikum
beigemengt ist, erzeugten alle primaren Knochenzemente mit Gentamicinzusatz
Uber die gesamte Testdauer von 7 Tagen nahezu gleich grole Hemmbhofe.
Obwohl im  Elutionsversuch im  Puffer deutliche Unterschiede der
Antibiotikafreisetzung zwischen den Zementen erkennbar sind, scheinen diese
Unterschiede im Agardiffusionstest nicht von Bedeutung zu sein (13-
15,49,53,54,58).

Ebenfalls auffallig ist, dass das in den Formkorpern enthaltene Antibiotikum sehr
rasch in den Agar diffundiert. Wie im 1-Tages-Agardiffusionstest gezeigt, erreichen
Formkorper die nur eine halbe Stunde auf dem Agar bleiben, gleich grolie
Hemmhofe wie die Formkorper die 24 Stunden auf dem Agar liegen. Offenbar
setzen einige gentamicinhaltige PMMA-Zemente den Wirkstoff innerhalb der
ersten Minuten post-operativ in hohen Mengen frei (z.B. Cemex® Genta HV, CMW
1 G). Am Beispiel von CMW 1 G konnte gezeigt werden, dass nach der hohen
initialen  Elution im nachfolgenden Untersuchungszeitraum kaum noch
ausreichende Wirkstoffmengen freigesetzt werden (uber der MHK). Da haufig die
eluierte Wirkstoffmenge kumulativ in Tagen dargestellt wird, geht die Information
uber den tatsachlichen Elutionscharakter in den ersten Minuten und Stunden vollig

verloren. Die Antibiotika werden nur mittels Diffusion aus den Knochenzementen
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freigesetzt. Die physikalischen Rahmenbedingungen der Diffusion durften im
Agardiffusionstest mit aufgelegten PMMA-Plattchen aber die mogliche Ursache flr
die gleich grolRen Hemmhodfe bei den verschiedenen Zementen sein. Das
Antibiotikum diffundiert sehr rasch aus dem Knochenzement in den Agar. Der
Agar ist daraufhin mit dem Antibiotikum gesattigt und es konnen keine weiteren
Antibiotikamolekule aus dem Zement geldst werden. Das heil3t, es wird immer ein
Maximum an Antibiotikum gel6ést und erzeugt daher auch gleich grole Hemmhofe.
Unabhangig davon, ob den Zementen 0,5g oder 1g Antibiotikum beigemengt ist: In
den kleinen Formkorpern ist so viel Antibiotikum enthalten, dass dieser
Mengenunterschied beim Agardiffusionstest nicht von Bedeutung ist und der

Sattigungsgrad schon nach wenigen Minuten erreicht ist.

4.2 Elutionstest

Obwonhl die verschiedenen Knochenzemente sehr unterschiedliche Elutionsprofile
im Puffer aufweisen, konnten diese Unterschiede in der Freisetzung der
Antibiotika in dem von uns durchgefuhrten Agardiffusionstest nicht gefunden
werden. Aufgrund der Annahme, dass der Agardiffusionstest nicht geeignet ist um
diese Unterschiede zu identifizieren, wurde ein anderes Testverfahren gewahlt
(Elutionstest). Dieser Test wurde exemplarisch mit den Knochenzementen
Palacos® R+G (mit 0,5 g Gentamicin/40g Pulver) und CMW 1G (mit 1,0 g
Gentamicin/40g Pulver) durchgefihrt, da sich diese Zemente in ihren
Elutionsprofilen stark unterscheiden (2,16,60). Generell wurden im Elutionstest
kleinere Hemmhofe gemessen als im Agardiffusionstest. Da die Bakterien direkt
auf der Oberflache des Agars wachsen, ist im Agardiffusionstest das aus den
Formkdrpern geldste Antibiotikum sofort auf der Agaroberflache verflugbar. Im
Unterschied dazu ist im Elutionstest die Puffer-Antibiotika-Losung Uber die
gesamte Schichtdicke des Agars verteilt. Das heil3t, die Antibiotika-Lésung muss
in horizontaler Richtung durch die gesamte Dicke des Agars diffundieren. Darin
konnten auch die geringeren Durchmesser der Hemmhofe begrindet sein.

Obwohl im Knochenzement CMW 1G die doppelte Menge an Antibiotikum
enthalten ist als im Palacos® R+G, erzeugt dieser Uber die gesamte Testdauer
(Ausnahme 15-Minuten-Eluat) kleinere Hemmhofdurchmesser als der Palacos®
R+G. Dieses Ergebnis lasst darauf schliel3en, dass das im CMW 1G enthaltene
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Gentamicin schlechter gelést werden kann. Wahrend die Eluate des Palacos®
R+G zu allen Versuchszeitpunkten einen messbaren Hemmhofdurchmesser
erzeugen konnten, wird beim CMW 1G am 6. und 14. Versuchstag nicht mehr
genugend Gentamicin freigesetzt um das Bakterienwachstum zu hemmen. Die
grolten Hemmhofdurchmesser wurden mit den 15-Minuten-Eluaten erzielt.
Danach folgt eine stetige GroRenabnahme der Hemmhofe bis inklusive den 6-
Stunden-Eluaten. Eine Zunahme der GroRe der Hemmhofe am Versuchstag 1 ist
nicht verwunderlich, da die Formkorper viel langer im Puffer verblieben als zu
Beginn. Das heif3t, durch die langere Verweildauer in dem gleichen Pufferrdhrchen
kann sich auch dementsprechend mehr Antibiotikum l6sen. Von Tag 1 bis Tag 7
erfolgte der Wechsel in einen frischen Puffer taglich. Die Grélke der Hemmhofe
nimmt auch hier erwartungsgemald vom Versuchstag 1 bis 6 ab. Nicht
vorhersehbar war die neuerliche Zunahme am Tag 7, obwohl die Formkoérper
genauso wie an den Tagen zuvor fur nur 24 Stunden im Puffer gelegen sind. Beim
Wechsel in frische Pufferrohrchen wurde die Oberflache der Formkdrper immer
abgetrocknet. An diesem Tag wurde die Ubertragung der Formkorper von einer
anderen Person durchgefuhrt. Moglicherweise hat diese vergessen die Oberflache
abzutrocknen, und dadurch wurde bereits geldstes Antibiotikum in den frischen

Puffer Gbertragen.

Zwar wurden die Elutionsversuche nur mit den Knochenzementen Palacos® R+G
und CMW 1G durchgeflihrt, doch sind diese Ergebnisse mit den Elutionsprofilen
dieser Zemente im Puffer vergleichbar. Um die Ergebnisse abzusichern mussen

sicherlich noch Versuche mit mehreren Knochenzementen durchgefiihrt werden.
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