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Zusammenfassung

Einleitung: Protheseninfektionen werden nur selten durch fungale Erreger
verursacht. Sie konnen jedoch zu schwerwiegenden Komplikationen fuhren, da sie
oft erst spat diagnostiziert werden. Candida albicans ist der dabei haufigste
fungale Erreger und neigt zur Ausbildung eines widerstandsfahigen Biofilms. Eine
suffiziente Behandlung ist mitunter auch deshalb so wichtig, da von fungalen
Protheseninfektionen (FPI) meist immungeschwachte oder multimorbide
Patientinnen und Patienten betroffen sind. Die Therapie sollte individuell an die
Patientin oder den Patient angepasst werden. Es besteht die Mdglichkeit dem
Knochenzement lokale Antimykotika beizumischen. Dadurch koénnen im
Prothesengebiet hdhere Wirkstoffkonzentrationen erreicht werden ohne
systemische Nebenwirkungen zu erzeugen. Uber die Auswirkungen der
antifungalen Beimischungen auf die mechanische Stabilitat der Prothese sowie
Uber die Hemmwirkung der Antimykotika-Dosierungen ist bisher nicht viel bekannt.
Material und Methoden: Aus PMMA-Knochenzement wurden durch eine
manuelle Beimischung verschiedener Dosierungen von Voriconazol, liposomalem
Amphotericin B (LAB) und nicht-liposomalem Amphotericin B (NLAB) Prifkorper
hergestellt. AnschlieBend wurden sie in Druckfestigkeits-, Biegefestigkeits- und
Schlagzahigkeitstests auf ihre mechanische Stabilitat getestet (ISO 5833, DIN
53435). Zudem wurden die Prufkdrper in mikrobiologischen Hemmhoftests auf
Sabouraud-Dextrose-Agarplatten gegen Candida albicans und Candida glabrata
getestet.

Ergebnisse: Es zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Hohe der
Antimykotika-Dosierung und der Reduktion der mechanischen Stabilitat. Dabei
war die Dynstat-Schlagzahigkeit die empfindlichste mechanische Kenngrolie. LAB
wies im Vergleich zum NLAB eine bessere Schlagzahigkeit und Biegefestigkeit
auf, wahrend das NLAB bei der Druckfestigkeit bessere Ergebnisse aufzeigte. Bei
den Hemmhoftests zeigte LAB und NLAB keinerlei hemmende Wirkung gegen die
beiden Candida-Spezies. Voriconazol wirkte hingegen Uber den gesamten
Zeitraum gut gegen Candida albicans und Candida glabrata.

Diskussion: Fur eine ausreichende Wirkung der Antimykotika gegen die Candida-
Spezies waren hohe Dosierungen notwendig. Um dennoch eine ausreichende
mechanische Stabilitdt garantieren zu kénnen sollten die PMMA-Zemente mit
diesen beigemischten Dosierungen nicht zur Fixierung der Prothesen verwendet
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werden. Es besteht jedoch die Option hohe Dosierungen von Antimykotika zu
sogenannten 'Spacern' hinzuzufugen um eine gute lokale Hemmwirkung zu
erreichen. Diese verbleiben als Interimsprothesen bei Revisionsoperationen nur

temporar im Korper und sind zudem durch Metallstabe mechanisch stabilisiert.




Abstract

Introduction: Fungal prosthetic infections (FPI) are quite rare, yet they can lead
to severe complications because of their frequently delayed diagnosis. Candida
albicans is the most common fungal pathogen and it tends to develop a robust
biofilm. A sufficient therapy is very important as FPIl often affect
immunocompromised or multimorbid patients. Therapeutic strategies should be
adjusted individually onto every patient. There is the option of adding local
antimycotics to the bone cement. Hereby higher loads of active substance can be
reached locally without causing systemic side-effects. Not much is known about
the impacts of antifungal admixtures onto the mechanical stability of the prosthesis
and onto the inhibitory effects of the antifungal dosages.

Material and Methods: The specimen have been produced by adding different
dosages of the antimycotics voriconazole, liposomal amphotericin B (LAB) and
non-liposomal amphotericin B (NLAB) to the bone cement manually. Afterwards
compressive-strength-, bending-strength- and impact-strength-tests have been
performed to test their mechanical stability (ISO 5833, DIN 53435). Also, the
specimen have been tested in microbiologic zone-of-inhibition-tests against
candida albicans and candida glabrata on sabouraud-dextrose-agar-plates.
Results: A correlation could be seen between the amount of antimycotic dosages
and the decline of mechanical stability. Here the most sensible test concerning
was the impact-strength-test. LAB showed a better impact strength and bending
strength compared to NLAB, while NLAB had better results in the compressive-
strength-tests. In the zone-of-inhibition-tests amphotericin B showed no impact
against the candida species. On the contrary voriconazole presented a good
inhibitory effect on candida albicans and candida glabrata over the whole period of

time.
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Discussion: High dosages of the local antimycotics were necessary to receive a
sufficient local inhibitory effect against the candida-species. In order to guarantee
an adequate mechanical stability the PMMA bone cement with those admixed
dosages should not be used for the fixation of the prosthesis. Yet there is the
option to add those high dosages of antimycotics to so-called 'spacers' for the
purpose of a good local inhibitory effect. They remain in the prosthetic joint as
transitional prostheses in revision surgeries and they are mechanically stabilized

with metal rods.
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1 Einleitung

Infektionen von Gelenksprothesen sind eine gefurchtete postoperative
Komplikation und deren Behandlung stellt fur Orthopaden und Orthopadinnen,
Infektiologen und Infektiologinnen sowie flur das Gesundheitssystem haufig eine
grol3e Herausforderung dar. Periprothetische Gelenksinfektionen (PPI), aseptische
Lockerungen, Frakturen im Bereich der Prothese und mangelnde Stabilitat zahlen
zu den Hauptursachen fur das Versagen der Gelenksprothesen. Die aseptische
Lockerung besitzt eine hdhere Inzidenz, jedoch verlauft die periprothetische
Gelenksinfektion oft schwerwiegender und ist komplizierter zu behandeln. [9, 13]
Bei den Huft-Totalendoprothesen (HTEP) und den Knie-Totalendoprothesen
(KTEP) betragt das Risiko etwa 0,5 - 1 % an einer Protheseninfektion zu
erkranken, wobei hier verschiedene Studien leichte Abweichungen in der
Inzidenzrate aufweisen. Ein Ausschnitt davon ist in Tabelle 1 aufgelistet. Bei den
darauffolgenden Revisionsoperationen zeigt sich ein héheres Infektionsrisiko von
bis zu 3 - 5 %. Das grofte Risiko einer Infektion besteht in den ersten zwei
postoperativen Jahren. In seltenen Fallen kdnnen Protheseninfektionen auch nach
bis zu 4 Jahren noch auftreten. [1 - 3, 15, 18, 21, 23, 25, 36]

Tabelle 1. Inzidenzen von periprothetischen Infektionen (PPI)

PPI Author Inzidenz [%] Erfassungszeitraum

allg.: Renz et al. (2018) [15] 0,5-1
Lentino et al. (2003) [23] 1,5-25

HTEP: Blom et al. (2005) [22] 1,1 Nach 5-8 Jahren
Phillips et al. (2003) [21] 0,2-11 Nach 5 Jahren
Kurtz et al. (2012) [38] 1,99-2,18

KTEP: Blom et al. (2004) [24] 4.4 Nach 2,8 Jahren
Laffer et al. (2006) [25] 0,5-2 Nach 2 Jahren
Kurtz et al. (2012) [38] 2,05-2,18

Aufgrund der immer alter werdenden Bevodlkerung steigt die Anzahl der
Gelenkersatzoperationen kontinuierlich an und simultan dazu steigt auch die
Anzahl an Protheseninfektionen. Tatsachlich kam es in den letzten Jahren zu
einer teilweise erhohten Inzidenz der periprothetischen Infektionen trotz der
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medizinischen Fortschritte und der fortlaufenden Optimierung der Therapie. [5, 12,
13, 18]

1.1 Pathogenese

Bei einer endoprothetischen Operation verbleibt die Prothese als Fremdkdrper im
Korper des Patienten oder der Patientin und bietet somit eine Angriffsflache fur
Bakterien und Pilze. Wenn Keime perioperativ, durch eine Infektion im
periprothetischen Gewebe oder durch Bakteriamie ins Wundgebiet gelangen,
tendieren sie dazu einen Biofilm auszubilden und zu proliferieren. [2]

Die Entstehung eines Biofilms lasst sich in die folgenden vier Stadien einteilen: (1)
die Zelladhasion, (2) die Proliferation, (3) die Ausreifung des Biofilms und (4) die
zellulare Streuung. Stadium 1: Ab dem Zeitpunkt der Implantation akkumulieren
auf der Prothese einige Plasmaproteine wie Fibronektin oder Fibrinogen. [19]
Diese bilden eine Oberflachenschicht, welche es den Erregern ermdglicht sich dort
festzuheften. Die Adhasion ist abhangig von der Oberflachenbeschaffenheit, der
Hydrophilie und dem Material der Prothesenoberflache. Stadium 2: Es kommt zur
Proliferation der Erreger, Anheften weiterer Spezies und zur Organisation
zwischen den Zellen. Die Bakterien oder Pilze bilden eine basale Schicht entlang
der Oberflache und produzieren extrazellulare polymere Substanzen (EPS). [46]
Diese Matrix ist noch nicht vollstandig ausgebildet und zu diesem Zeitpunkt noch
relativ leicht zu entfernen. [2, 4, 12, 18, 19] Stadium 3: Durch die Ausbildung von
Zellfortsatzen und der Modifikation der EPS-Matrix erlangt der Biofilm mehr
Stabilitdat und die Eradikation ist erschwert. Stadium 4: Aus einem ausgereiften
Biofilm kdnnen sich einzelne Bakterien loslésen und an einer Oberflache in der
Umgebung den Biofilmzyklus von neuem beginnen. [37]

Die Erreger schaffen sich durch den Biofilm ein eigenes Okosystem, in dem fir sie
ideale Bedingungen herrschen. Der Biofilm bietet ihnen einen Schutz vor der
korpereigenen Immunabwehr und einen idealen Nahrboden. Durch die
umgebende Schicht aus EPS und die darin eingelagerten Substanzen existiert
eine Barriere, welche fir Antibiotika nur schwer zu durchdringen ist. Zudem sind
die Bakterien in der Matrix kaum sensibel auf Antibiotika. Der Grund hierfir liegt
teilweise an der Sekretion von inaktivierenden Enzymen durch die

Mikroorganismen und an der schweren Erreichbarkeit der Bakterien und Pilze in
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der EPS-Schicht. AuRerdem befinden sich die Erreger in einer Art stationaren
Wachstumsphase, ihre Replikationsgeschwindigkeit ist stark reduziert und das
Nahrstoffangebot vermindert. Dadurch sind sie weniger sensibel auf Antibiotika
oder Antimykotika. [1, 6, 7, 9, 35, 37, 47]

1.2 Risikofaktoren

Es gibt zahlreiche Faktoren, die das Auftreten einer Infektion beglnstigen.

Hierbei kann man zwischen exogenen und endogenen Risikofaktoren
unterscheiden. Zu den exogenen Faktoren zahlt unter anderem eine verlangerte
Operationsdauer, eine unzureichende Hygiene im Operationsgebiet oder eine
geringe Anzahl durchgefuhrter Operationen des Operateurs oder der Operateurin.
Jede Viertelstunde intraoperativer Verzdgerung kann das Risiko einer
systemischen Infektion um nahezu 10 % erhdhen. Im Operationssaal sind
normotherme Bedingungen anzustreben, da eine Hyperthermie mit dem erhdhten
Auftreten von Infektionen assoziiert werden kann. [5]

Unter den endogenen Risikofaktoren versteht man die jeweiligen Komorbiditaten
und Vorerkrankungen des Patienten oder der Patientin. Adipositas ab einem
Body-MaR-Index (BMI) von (iber 30 kg/m? kann mit einem erhohten Risiko
einhergehen, wahrend dies bei Praadipositas laut Correa-Valderrama et al. 2019
nicht bewiesen werden konnte. [32] Da Patienten und Patientinnen mit erhohtem
BMI vermehrt arthrotische Gelenksschaden aufweisen, sollte hier praoperativ eine
Gewichtsreduktion angestrebt werden um potentielle Komplikationen zu
reduzieren. Es wurde ein vermehrtes Auftreten beim mannlichen Geschlecht
beobachtet. Hohes Alter alleine kann nicht als eindeutiger Risikofaktor bewiesen
werden. Die Operationsindikation sollte jedoch aufgrund der erhdhten
Komplikationsrate mit steigendem Alter strenger gestellt werden. RegelmaRiger
Nikotinkonsum kann ein vermehrtes Auftreten von Infektionen beglinstigen, somit
sollte pra- und postoperativ auf das Rauchen verzichtet werden. [31 - 33] Eine
nasale Besiedlung mit Staph. aureus geht postoperativ mit einer erhéhten Rate an
Infektionen mit Methicillin-resistenten Staph. aureus (MRSA) einher und sollte
praoperativ saniert werden. [34] Zu den Komorbiditaten, welche einen Einfluss auf
die Inzidenz von periprothetischen Infektionen haben kdénnen, zahlen unter

anderem Diabetes mellitus, rheumatoide Erkrankungen, chronisch obstruktive
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Lungenerkrankungen, maligne Neoplasien, Leberinsuffizienzen, Bakteridamien
sowie die Einnahme von Kortikosteroiden oder Immunsuppressiva. Bakteriamien
konnen unter anderem bei Pneumonien, bei komplizierten Harnwegsinfekten oder
bei Zahnabszessen vorliegen. [37] AuRerdem vorbelastet sind Patienten und
Patientinnen, die in ihrer Krankheitsanamnese eine Gelenksoperation infolge einer
traumatischen Fraktur aufweisen. Auch invasive Eingriffe, eine parenterale
Erndhrung oder liegende Venen- oder Harnkatheter stellen ein zusatzliches Risiko
dar. Ein reduzierter Allgemeinzustand des Patienten oder der Patientin wirkt sich
negativ auf die Wundheilung aus. Eine Risikoeinstufung laut dem ASA-Score
(,American Society of Anaesthesiologists’) von Uuber 2 spricht fur eine
Beeintrachtigung durch die zugrundeliegenden Komorbiditaten und somit fur ein
erhohtes Infektionsrisiko. [1, 5, 9, 29]

Als Prophylaxe erhalt jeder Patient und jede Patientin praoperativ ein Antibiotikum.
Dabei handelt es sich meist um Breitbandantibiotika wie Cefazolin oder Cefuroxim.
Bei Patienten und Patientinnen mit einer Allergie gegen Cephalosporine sowie bei
MRSA-Infektionen kann bereits Vancomycin in Kombination mit einem weiteren

Antibiotikum in der systemischen Prophylaxe zum Einsatz kommen. [17]

1.3 Klassifikation

Die Protheseninfektionen kdnnen anhand des Zeitpunktes ihres Auftretens in eine
frihe Infektion (1), eine verzdgerte Infektion (2) und eine spate Infektion (3)

eingeteilt werden. Die frihe Infektion ist gekennzeichnet durch einen Auftritt

innerhalb von 1 - 3 Monaten nach erfolgter Operation und ist in den meisten Fallen
auf einen perioperativen Keimeintritt hoch-virulenter Bakterien zurtickzufiihren. Oft
wird sie durch wie Staphylococcus aureus oder Gram-negative Bakterien wie E.

coli oder Klebsiella spec. verursacht. Die verzogerte Infektion wird klassifiziert

durch ein Auftreten zwischen drei und 24 Monaten postoperativ. Sie wird auch als
.low-grade” Infektion bezeichnet. Diese wird typischerweise durch niedrig-virulente
Erreger wie Cutibacterium acnes oder koagulase-negative Staphylokokken
verursacht. Diese sind Teil der physiologischen Hautflora und kénnen unter
anderem in das Wundgebiet verschleppt werden. Cutibakterien sind zum Beispiel
eine der Haupterreger bei Schulterprotheseninfektionen, jedoch ein seltener
Erreger bei anderen betroffenen Gelenken. [35] Die spate Infektion tritt erst nach
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ein bis zwei Jahren auf. Sie wird zumeist durch eine Infektion im angrenzenden
Gewebe oder hamatogen durch eine Bakteriamie verursacht. Eine hamatogene
Keimverschleppung kann unter anderem durch eine Zahnbehandlung, einen
Harnwegsinfekt oder einer Erkrankung der Atemwege provoziert werden. Die
Einnahme von Immunsuppressiva kann eine Infektion zusatzlich begunstigen. [1,
19, 25, 26, 35, 36]

Die Symptomatik einer frihen Infektion dul3ert sich zumeist als akute Entziindung.
Klinisch zeigt sich ein plotzlich geschwollenes, schmerzhaftes, gerdtetes Gelenk.
Eine Infektion kann auch 2zu Wundheilungsstorungen mit prolongierter
Wundsekretion oder zu Fistelbildungen fuhren. Der Patient oder die Patientin ist
teilweise febril, in einem reduzierten Allgemeinzustand und die
Entzindungsparameter im Labor sind oft erhdoht. Die verzogerte oder spate
Reaktion hingegen aufert sich in einem subakuten, chronischen Krankheitsbild.
Dabei kann es zu chronischen Gelenkschmerzen, Fistelbildungen und zur
Prothesenlockerung kommen, jedoch zeigen sich zumeist keine systemischen
Krankheitszeichen. Aufgrund der unspezifischen Symptomatik und der
erschwerten Diagnostik wegen der geringen Keimanzahl werden subakute

Protheseninfektionen oft verkannt. [25, 26]

1.4 Erreger

1.4.1 Bakterielle Protheseninfektionen

Die meisten Protheseninfektionen werden durch Staphylococcus spec. verursacht.
Laut Tande et all. 2014 werden je 27 % der Huft- und Knieprotheseninfektionen
durch Staph. aureus sowie durch koagulase-negative Staphylokokken wie Staph.
epidermidis hervorgerufen. [18, 43] Bei bis zu rund 10 % aller auftretenden
Protheseninfektionen kann kein Erreger detektiert werden, bei etwa 30 % der
Patientinnen und Patienten kénnen hingegen mehrere Erreger festgestellt werden.
[40] Ein zunehmendes Problem bei der Behandlung von Protheseninfektionen
bilden Antibiotikaresistenzen. Innerhalb Europas bestand die Inzidenz der
Resistenzen von Staph. aureus gegenuber Methicillin beispielsweise im Jahr 2018
laut der ,European Centre for Disease Prevention and Control’ (ECDC) bei circa

17 %. Parallel zu dieser Entwicklung kam es in letzter Zeit zu einer intensiven
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Forschung in der Entwicklung neuer Antiinfektiva sowie in der Pravention weiterer

Bakterienresistenzen. [20, 25]

1.4.2 Fungale Protheseninfektionen

Im Gegensatz zu bakteriellen Erregern sind Protheseninfektionen sehr selten
durch Pilze verursacht. Fungale Infektionen machen nur bis zu 1 % aller
Infektionen nach Prothesenoperationen aus. Davon werden etwa 80 % von
Candida-Stammen verursacht. [9, 12, 18, 39, 42] Der mit Abstand haufigste Pilz,
welcher auf prothetischen Oberflachen detektiert wird, ist Candida albicans mit
einem Anteil von nahezu 50 %. Danach folgen die fungalen Erreger Candida
glabrata, Candida parapsilosis und Candida tropicalis. [9, 40, 44, 45, 55, 79] Eine
Protheseninfektion durch Candida spec. kann nach bis zu vier Jahren postoperativ
auftreten. [69] Es kann auch zu einer Superinfektion durch Pilze bei einer bereits
bestehenden bakteriellen Protheseninfektion kommen. Die Pilze siedeln sich ofter
an einen durch Staphylokokken oder Cutibakterien ausgebildeten Biofilm an.
Durch die teilweise unspezifischen Symptome und die koexistierenden Bakterien
sind die fungalen Erreger oftmals schwer feststellbar. Da bei Protheseninfektionen
zumeist nur der bakterielle Erreger behandelt wird, kann es zu schweren
Verlaufen und therapieresistenten Infektionen kommen. Ein gemeinsames
Auftreten der Candida-Stamme mit verschiedenen Bakterien kann beobachtet
werden bei Streptokokken, Enterokokken, Escherichia oder Staphylokokken.
Diese Mikroorganismen koénnen sich Uber Signalmolekile, durch direkten
Zellkontakt und durch ein gegenseitiges Anpassen der umgebenden Bedingungen
organisieren. [12, 43, 45]

Fungale Protheseninfektionen treten vermehrt bei immungeschwachten Patienten
und Patientinnen, bei vorbestehenden Komorbiditaten oder bei koexistenten
Begleiterkrankungen auf. [47] Eine zuvor aufgetretene  bakterielle
Protheseninfektion kann eine erneute Infektion ebenfalls beglnstigen. In Kapitel

1.2 wird naher auf die Risikofaktoren eingegangen.

Candida-Stamme, und dabei vor allem Candida albicans, gehéren zum
physiologischen gastrointestinalen Mikrobiom. Sie kénnen als Kommensalen auch
eine nasale Besiedelung verursachen. Wenn der Patient oder die Patientin jedoch
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pradisponierende Risikofaktoren aufweist und durch verschiedene Komorbiditaten
einen geschwachten Allgemeinzustand besitzt, kann der sonst harmlose
Kommensal zu aggressiven Infektionen fuhren. [51] Manche Candida-Arten
neigen dazu sich in einem bestimmten Milieu anzusiedeln. Candida parapsilosis
tritt beispielsweise vermehrt bei einer erhdhten Glukose-Konzentration auf. [55]
Die fungalen Erreger konnen sich an allen implantierten korperfremden
Oberflachen,  wie Harnkathetern,  Venenverweilkanulen, Herzklappen,
Brustimplantaten, Kontaktlinsen und auch an prothetischen Implantaten ansiedeln.
Candida besitzt zudem das Potential sich hamatogen auszubreiten, multiple
Organe zu befallen oder eine systemische Infektion zu verursachen. [43, 46]
Protheseninfektionen durch Candida kénnen mit einer verlangerten
Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation einhergehen und eine Mortalitat von bis
zu 40 % aufweisen. [54]

Candida albicans ist in der Lage einen sehr stabilen Biofilm auszubilden. [9] Durch
die Expression von Hyphen kénnen die Pilze untereinander Bindungen eingehen
und der Biofiimmatrix so selbst auf glatten Oberflachenstrukturen mehr Stabilitat
verleihen. Die hartnackigen Biofilme entstehen durch die vermehrte Expression
von Genen fur ATP-gebundene Ausstrompumpen, welche bei einem stabilen
Biofilm kontinuierlich aktiv sind und Antibiotika ausschleusen sollen. Ebenso
kommt es zur Bildung von Pilzzellen, welche aufgrund einer stark verlangsamten
Replikation kaum auf Antimykotika ansprechen. Die physikalische Barriere des
Biofilms, welche ebenfalls ein Hindernis fur ein Ansprechen auf die Therapie
darstellt, ist zuvor in Kapitel 1.1 beschrieben worden. [46, 54] Candida albicans
bildet nachweislich die groldten Mengen an EPS-Matrix und formt komplexe
Oberflachenstrukturen im Biofilm. Dieser besteht aus einer basalen Schicht aus
Blastosporen, auf der es zur Anheftung und Hyphenbildung vom Candida albicans
kommt. [55]

Auch bei Pilzen kommt es vermehrt zum Auftreten von Resistenzen. Manche
Candida-Stamme sind beispielsweise resistent gegentber Fluconazol,
Amphotericin B, Nystatin oder Chlorhexidin. Es zeigt sich ein Zusammenhang
zwischen dem Stadium des Biofilms und der Pravalenz von Resistenzen. Ein
Biofilm im Anfangsstadium spricht besser auf Antimykotika an als ein ausgereifter
Biofilm. [42, 74]




1.5 Diagnostik

Die frihzeitige Diagnose einer Infektion kann den Krankheitsverlauf positiv
beeinflussen und dem Patienten oder der Patientin viele Komplikationen ersparen.
Im klinischen Alltag werden unterschiedliche Diagnoseverfahren angewendet. Die
,Muskulosceletal Infection Society‘(MSIS), die ,Infectious Diseases Society of
America‘(IDSA) und die ,European Bone and Joint Infection Society(EBJIS) haben
Leitlinien entwickelt, durch deren Hilfe nun eine frlhere und prazisere
Diagnosestellung maoglich ist. Von diesen Diagnosekriterien hat sich eine Adaption
der EBJIS-Kriterien, die sogenannten ,proposed‘-EBJIS-Kriterien, als die
sensitivste Diagnosemethode bewahrt. [13, 15, 26, 27]
Laut diesen ,proposed‘-EBJIS-Kriterien kann die Diagnose PPl gestellt werden,
wenn mindestens eines der folgenden vier Kriterien zutrifft:
(1) eine Fistel oder eine Eiteransammlung in der Umgebung der Prothese
(2) eine erhdhte Leukozytenzahl (Anzahl > 2000/ul) oder ein Anteil von Uber
70 % an Granulozyten im Gelenkspunktat (*)
(3) eine auffallige Histopathologie mit einer Entzindungsreaktion im
periprothetischen Gewebe (> 23 Granulozyten pro 10 ,high-power-fields’
(HPF)) [25]
(4) ein Erregerwachstum in einer Kultur der synovialen Flussigkeit, des
periprothetischen Gewebes oder aus einer Sonifikationsprobe. [11, 15, 16,
28]
(*) Die Aussagekraft der Leukozytenanzahl kann durch rheumatische Erkrankungen, bei
Gelenksdislokationen oder gelenksnahen Frakturen, bei lokalen Entziindungen sowie auch in den
ersten 6 Wochen postoperativ eingeschrankt sein. Wenn eine Fistel vorhanden ist, kann die
Leukozytenzahl und die Histopathologie durch den stéandigen Abfluss der Gelenksflissigkeit auch

vermindert erscheinen. Jedoch kann die Diagnose PPI bereits durch das Vorhandensein einer
Fistel oder eines Sinustrakts gestellt werden. [15]

Der Nachteil der ,proposed‘-EBJIS-Kriterien ist eine eingeschrankte Spezifitat,
insbesondere weil die Leukozytenanzahl bereits durch diverse andere Ursachen
erhoht sein kann. Es kommt zu vermeidbaren antibiotischen Behandlungen und
Revisionsoperationen. In solchen Fallen ware es sinnvoll die falsch positiven Falle
zusatzlich mittels eines Bestatigungstests auszuschliel3en. Hierfir eignet sich der
/Alpha Defensin Lateral Flow Test' (ADLF-Test) gut da er eine hohe Spezifitat

besitzt. Es wird das freigesetzte alpha-Defensin in der Synovialflissigkeit
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gemessen, welches durch neutrophile Granulozyten freigesetzt wird sobald sie mit
pathogenen Erregern in Kontakt kommen. Eine weitere diagnostische Moglichkeit
ware die Messung der Leukozyten-Esterase. Das Ergebnis dieses Tests kann
jedoch durch eine Kontamination mit Blut verfalscht werden. Somit scheint hier der
ADLF-Test als Bestatigungstest der Leukozyten-Esterase-Messung uberlegen zu
sein. [15]

Es existieren offizielle Algorithmen, die jedem Facharzt und jeder Facharztin eine
Empfehlung bezuglich der Diagnosestellung vorgeben. Folgend obliegt es der
Erfahrung und der Einschatzung der Fachleute, je nach den vorliegenden
Befunden und Beschwerden des Patienten, von diesen teilweise abzuweichen.
Der diagnostische Algorithmus nach dem ,Pocket Guide zur Diagnostik und
Behandlung von periprothetischen Infektionen® [28] ist in Abbildung 1 auf der

folgenden Seite zu sehen.




Abbildung 1: Diagnostischer Algorithmus [28] (' Vorgehen bei Fokussuche je nach
positivem / negativem Ergebnis der Blutkultur; “Granulozytenanzahl bzw. -anteil,
Histopathologie und Mikrobiologie)
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Bei akut auftretenden oder langer anhaltenden Schmerzen im Gelenksbereich
nach einer Prothesenoperation besteht der Verdacht auf eine Protheseninfektion.
Ebenfalls kann ein mit der Prothese kommunizierender Sinus, eine
Wundheilungsstérung sowie klinisch feststellbarer Eiter im periprothetischen
Gewebe Grund zur Annahme geben, dass ein lokaler Infekt vorliegen kann.

10



In einem solchen Fall sind eine ausfuhrliche Anamnese und eine korperliche
Untersuchung angebracht. Wichtig dabei ist die Frage nach bestehenden
Komorbiditaten oder Risikofaktoren, welche bereits im Kapitel 1.2 beschrieben
wurden. [26] Als erste diagnostische MalRnahme sollte Blut abgenommen werden
um den CRP-Wert, die Leukozytenanzahl und eventuell zusatzlich das Serum-
Procalcitonin zu bestimmen. Als Bildgebung sollte immer ein Rontgenbild des
betroffenen Gelenks erstellt werden. Zur genaueren Abklarung kann optional dazu
eine Magnetresonanz- oder Computertomographie erstellt werden. Dies ist
besonders bei Schulter- oder Huftgelenken ratsam. [47]

Von dem standardisierten Vorgehen ausgenommen sind septische Patientinnen
und Patienten, da bei diesen ein schnelles Handeln von groRer Bedeutung ist. Bei
diesen Notfallpatienten und -patientinnen sollten umgehend Blutkulturen
abgenommen werden und ein Gelenkspunktat durchgefuhrt werden um daraufhin
ohne Verzdgerung mit einer Antibiotikatherapie zu beginnen. Die weitere
Fokussuche gestaltet sich je nach dem Ergebnis der Blutkulturen. Bei einer
positiven Kultur kann man von einem hamatologisch gestreuten Infekt ausgehen
und zur Abklarung unter anderem ein transésophageale Echokardiographie, eine
Urinanalyse beziehungsweise ein Lungenrdntgen durchfiihren lassen. Wenn die
Blutkultur negativ ausfallt, sollten vor allem lokale Infektionen ausgeschlossen
werden. [28]

Bei den nicht-septischen Patientinnen und Patienten kann bei der korperlichen
Untersuchung bereits auf Flussigkeits- oder Eiteransammlungen, Fistelbildungen,
Schwellungen, Schmerzen und eventuell dadurch verursachte
Bewegungseinschrankungen geachtet werden.

Ist eine Fistelbildung vorhanden, so ist eine septische Revisionsoperation die
Therapie der Wahl. Intraoperativ sollten Proben aus dem periprothetischen
Gewebe entnommen werden um histopathologische und mikrobiologische
Untersuchungen durchfihren zu kénnen. Eventuell ist auch eine Sonikation der
Proben von Vorteil. Die Sonikation weist auch bei bereits erfolgter
Antibiotikaeinnahme und somit falsch negativer Mikrobiologie eine hohe
Sensitivitat auf. Sie kann unter anderem Erreger detektieren, welche sonst
aufgrund des Biofilms nicht auffindbar waren. Mittels niederfrequenten
Ultraschalles werden Teile des Biofilms gel6st, sodass die Sonikationsflissigkeit
auf pathologische Mikroorganismen untersucht werden kann. Durch den Einsatz
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der Sonikation konnen viele vermeintlich aseptische Prothesenlockerungen als
Jow-grade‘-Infektionen diagnostiziert werden. [48, 49]

Ohne sichtbare Fistelbildung besteht der nachste diagnostische Schritt aus einer
Punktion des betroffenen Gelenks inklusive einer Probenentnahme. Finden sich in
dieser Probe eine erhohte Leukozytenzahl (> 2000/ul), ein erhdhter Anteil von
Granulozyten (> 70 %), hoch-virulente Erregerin der Mikrobiologie (wie zum
Beispiel Staph. aureus oder E. coli) oder finden sich zwei niedrig-virulente Erreger
(wie zum Beispiel Staph. epidermidis oder Cutibakterium acnes), so besteht das
weitere Vorgehen in einer Revisionsoperation. Bei chronischen Infektionen oder
einer bereits erfolgten Antibiotikatherapie ist die praoperative Kultur nicht sehr
spezifisch. Wenn keiner der genannten Befunde vorliegt, sollte an weitere
mogliche Ursachen fur die Beschwerden gedacht werden und alle moglichen
Differentialdiagnosen  ausgeschlossen  werden. Bei einem  dennoch
persistierenden Verdacht auf eine Protheseninfektion und einem hohen
Leidensdruck des Patienten oder der Patientin kann zur Diagnosesicherung eine
arthroskopische oder eine offene Biopsie in Betracht gezogen werden. Ohne
bestehenden Leidensdruck oder einen begrindeten Verdacht sollte die
Gelenkspunktion nach drei Monaten zur Verlaufskontrolle und um eine eventuell
bestehende ,low-grade‘-Infektion detektieren zu kénnen wiederholt werden. Auf
diese Art der Infektion wurde zuvor in Kapitel 1.3 naher eingegangen. [12, 13, 28 -
30]

Das genaue Vorgehen zur Diagnosesicherung einer periprothetischen Infektion
wird stets vom behandelnden Arzt oder der Arztin beschlossen. Dieses ist
abhangig vom Zustand des Patienten oder der Patientin, vom Profit der
diagnostischen Malinahme im Vergleich zu den Kosten, den mdglichen
Nebenwirkungen auf den Patienten oder die Patientin sowie vom individuellen

Krankheitsverlauf.

1.6 Therapie

Beim Auftreten einer periprothetischen Infektion ist eine erfolgreiche Therapie von
zahlreichen Einflussfaktoren den Patienten oder die Patientin betreffend abhangig.
Dazu zahlen unter anderem das Alter, der Allgemeinzustand, vorhandene

Komorbiditaten und auch vorhergehende Operationen am betroffenen Gelenk,
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welche durch die reduzierte Knochenmasse die Stabilisierung der Prothese
erschweren konnen. [2] Bei der Planung der TherapiemalRnahmen sollte man alle
Einflussfaktoren berlcksichtigen und die Therapie auf den Patienten oder die
Patientin individuell anpassen. Das Ziel der Therapie umfasst die Schmerzfreiheit,
die Eradikation der pathogenen Erreger und falls moglich den Erhalt der Prothese

oder alternativeinen sterilen Prothesenwechsel.

1.6.1 Prothesenerhalt und Débridement

Bei einer akuten Infektion kann versucht werden die Prothese zu erhalten, wenn
folgende vier Kriterien erflllt sind:

(1)  die Stabilitat der Prothese ist vorhanden,

(2) die umgebenden Weichteile und Knochen zeigen keine Beteiligung mit
Fistelgangen oder Abszessen,

(3)  die Symptome dauern nicht langer als drei Wochen an,

(4) die Erreger sind sensibel auf die Antibiotikatherapie und es handelt sich
dabei nicht um Problemerreger. Unter problematischen Erregern versteht man
unter anderem Pilze wie Candida spec., Rifampicin-resistente Staphylokokken
oder Ciprofloxacin-resistente gramnegative Bakterien. Generell bedeutet eine
Resistenz eines Erregers gegenuber ein oder mehreren Antibiotika eine
Komplikation im Verlauf einer Protheseninfektion. [27]

Wenn alle oben genannten Kriterien zutreffen, wird ein operatives Débridement
des periprothetischen Gewebes durchgefiuhrt, die mobilen Teile werden ersetzt
und die festen Anteile der Prothese kdnnen im Gelenk belassen werden. Nach der
durchgefiihrten Operation sollte eine zweiwdchige i.v.-Therapie mit Antibiotika
durchgefuhrt werden, auf welche die Erreger ansprechen. Danach folgt eine
Erhaltungstherapie von Antibiotika p.o. fur eine Dauer von 10 Wochen. [27, 28, 36,
50] Auf die medikamentdse Therapie mit Antibiotika wird in Kapitel 1.6.3 genauer
eingegangen. Absolute Kontraindikationen fir eine Erhaltung der Prothese sind
vorhandene Wundheilungsstorungen, Fistelgange oder eine Lockerung der
Prothese. [27]
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1.6.2 Ein- oder zweizeitige Revisionsoperation

Bei einer chronischen Infektion mit einer Symptomdauer von mehr als drei
Wochen ist ein Wechsel der Prothese das Mittel der Wahl. Man unterscheidet
zwischen ein-, zwei- oder dreizeitigem Wechsel der Prothesenteile.

Bei einer low-grade‘-Infektion, also einer chronischen Infektion ohne
Problemkeime, kann man einen einzeitigen Revisionseingriff durchfihren. Die
Voraussetzungen dafur sind gut verheiltes Weichteilgewebe und ein gutes
Ansprechen der pathogenen Mikroorganismen auf Antibiotika. Sonst besteht das
Risiko einer persistierenden Infektion bei hartnackigen Erregern. Bei der Operation
werden alle Teile der Prothese inklusive dem Knochenzement grindlich entfernt.
Das nekrotische, umliegende Gewebe wird chirurgisch entfernt. Dann wird eine
neue Prothese eingesetzt. Daraufhin folgen zwei Wochen intravendse und
anschlieRend weitere zehn Wochen orale Antibiotikatherapie. Durch den
einzeitigen Wechsel wird den Patienten und Patientinnen der zweite chirurgische
Eingriff erspart, wodurch deren Mobilitat frGher wiederhergestellt wird. Dieser
Eingriff wird bevorzugt an Patienten und Patientinnen durchgefihrt, welche sich in

einer guten korperlichen Verfassung befinden. [28, 36, 50]

Der zweizeitige Revisionseingriff ist der Goldstandard bei einer vorliegenden
Wundheilungsstorung, bei Abszessen oder Fisteln im umliegenden Gewebe oder
bei Vorliegen eines Problemkeims. Bei Problemkeimen, zu welchen auch fungale
Erreger zahlen, ist diese Therapie indiziert um den Biofiim vollstandig zu
entfernen. [9, 37, 45, 75] Bei dieser Operation werden die infizierten
Prothesenteile und der Knochenzement entfernt. Anschlielend wird das
Gelenksgebiet intraoperativ gespllt und es erfolgt ein lokales Débridement der
nekrotischen Wundrander. Bei der zweizeitigen Revisionsoperation kann optional
ein ,Spacer’ als Platzhalter im Gelenkbereich verwendet werden. Er wird nach der
Sauberung des Wundgebietes eingesetzt und verbleibt bis zur Implantation einer
neuen Prothese im Gelenk. Durch den Platzhalter wird eine Verschmalerung des
Gelenkspalts, welche durch Wundheilungsprozesse entstehen kann, verhindert.
[37] Der ,Spacer’ besteht aus Polymethylmethacrylat (PMMA)-Knochenzement.
Diesem kann laut internationalen Empfehlungen ein Anteil von 10 Vol.-% aus
antimikrobiellen Wirkstoffen zugesetzt werden. [28] Die Antibiotika werden je nach
Art des Erregers und dessen Resistenztestung auf antimikrobielle Wirkstoffe
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ausgewahlt. Wie lange der Platzhalter im Gelenk verbleibt hangt vom Zustand des
periprothetischen Weichteilgewebes sowie von der Pathogenitat der Erreger ab.
Bei problematischen Erregern und schlecht heilendem Gewebe wird ein langes
Intervall von sechs bis acht Wochen bevorzugt. Bei unproblematischen Erregern
und gut verheilendem Wundgewebe wird hingegen ein kurzes Intervall von zwei
bis drei Wochen praferiert. Wahrend der zwei Eingriffe ist die Mobilitat der
Patienten oder Patientinnen eingeschrankt. Eine leichte Beweglichkeit ist dank des
,Spacers’ jedoch vorhanden. Nach dem kurzen oder langen Intervall erfolgt der
zweite Teil der Revisionsoperation. Nun wird der ,Spacer‘ operativ entfernt und
eine neue Prothese wird steril implantiert. Die Entscheidung ob eine einzeitige
oder zweizeitige Revisionsoperation durchgefihrt werden soll, obliegt letzten
Endes dem behandelnden Facharzt oder der behandelnden Facharztin. Beide
Methoden weisen Vor- und Nachteile auf und die Therapie wird daher individuell
an den Patienten oder die Patientin angepasst. Bei fungalen Protheseninfektionen
zeigen die Behandlungen mit einem zweizeitigen Wechsel die besten
Langzeitergebnisse. [1, 12, 28, 36, 37, 41]

Der verwendete ,Spacer’ wirkt sich vorteilhaft auf das Operationsgebiet aus. Er
ermoglicht eine kontinuierliche, hochdosierte Abgabe von Antibiotika im
Gelenkbereich. Diese lokale Applikation ist vor allem bei hartnackigen Erregern
notwendig, um den Biofilm durchdringen und langere Zeit lokal in einer hohen
Dosis einwirken zu konnen. Zudem zeigen sich weniger Nebenwirkungen im
Vergleich zur systemischen Verabreichung von Antibiotika. [12, 42, 53] Besonders
bei Pilzinfektionen erweist sich diese lokale Applikation von Antimykotika als
vorteilhaft, da Candida spec. einen stabilen Biofilm ausbilden und daher lokal

hochdosiert behandelt werden sollten. [41]

1.6.3 Medikamentose Therapie

Zusatzlich zur chirurgischen Therapie erhalt der Patient oder die Patientin eine
antibiotische Therapie. Ein frihzeitiger Beginn ist hier besonders bei fungalen
Infekten von groRRer Bedeutung, da der Wirkungseintritt von Antimykotika meist
verzogert ist. Als empirische Therapie eignet sich bei bakteriellen Infekten laut
Renz et al. 2018 die Kombination aus drei Mal 3 g Ampicillin und Sulbactam p.o.
taglich. Bei MRSA-Tragern, bei multiplen Operationen in der Anamnese, bei
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Sepsis oder falls der Verdacht auf einen ,low-grade‘-Infekt besteht, kann zusatzlich
taglich zwei Mal 1 g Vancomycin i.v. gegeben werden. Bei einer fungalen Infektion
ist Fluconazol das Mittel der Wahl. [28] Sobald die mikrobiologischen Kulturen
ausgewertet worden sind, passt man die medikamentdse Therapie
dementsprechend an. [51] Postoperativwird die intravendse Therapie noch fur ein
bis zwei Wochen so fortgefuhrt und anschlieBend auf eine orale Therapie
umgestellt. Insgesamt sollte die medikamentdse Antibiotikatherapie ab dem
Zeitpunkt des operativen Eingriffs moglichst immer zwolf Wochen betragen. [1, 12,
28, 36]

1.6.4 PMMA-Zement mit lokalen Antimykotika

Die Einfuhrung der standardmafligen Verwendung von beigemischten Antibiotika
im PMMA-Zement bei Prothesenoperationen ist ein groRRer Fortschritt zur
Vermeidung und zur Therapie von Protheseninfektionen gewesen. Der
Knochenzement dient der Verankerung der Prothesenteile im Knochen. Die
Beimischung von Antibiotika oder Antimykotika im PMMA-Zement ermdglicht eine
kontinuierliche, verzogerte Freisetzung der Wirkstoffe im Gelenkbereich. Durch die
Aufnahme von Korperflissigkeiten quillt der Zement gering auf, wodurch die
oberflachennahen Antibiotikapartikel in die Umgebung diffundieren kénnen. [6, 8]
Studienergebnisse belegen eine gute Freisetzung der Wirkstoffe in der Umgebung
des Knochenzements und eine mit zunehmendem Abstand zum Gelenkbereich
proportional abnehmende Dosis in der Umgebung. Die Wirkung und Diffusion der
Antibiotika werden beeinflusst durch die Dosierung der additiven Medikamente,
die Hydrophilie der PMMA-Zemente sowie die Viskositat und die Porositat des
Zements. Eine hohere Dosierung der Medikamente flhrt in der Regel zu einer
hoéheren Wirkstofffreisetzung am gleichen Zement. Ebenso haben eine erhdhte
Hydrophilie, Viskositat und Porositat der Antibiotika oder Antimykotika eine
bessere Freisetzung aus dem Knochenzement zur Folge. [8, 77]

Knochenzemente mit Antibiotikabeimischung gelten als Medizinprodukte der
Klasse lll. Ein Beispiel hierfur ist der Goldstandard Palacos® R. Dieser seit tber
60 Jahren im Markt befindliche PMMA-Zement wird mit Gentamicinzusatz, in
Kombinationen von Gentamicin und Clindamycin sowie Gentamicin und

Vancomycin angeboten. Da jedoch zurzeit noch keine Knochenzemente mit
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additiven Antimykotika als Medizinprodukte zugelassen sind, mussen diese im
Operationssaal manuell dem Knochenzementpulver beigemischt werden. Man
kann sich dabei auf bereits bestehende Empfehlungen beziglich der Dosierung
und der Auswahl der antimykotischen Medikamente beziehen. [1, 8] Bei der
manuellen Beimischung ist zu beachten, dass eine zu hohe Dosierung des
Medikaments negative Auswirkungen auf die mechanische Stabilitat des Zements
haben kann. Fugt man mehr als die empfohlenen 10 Vol.-% an Wirkstoff hinzu,
kdnnen dabei Biege-, Druck- oder Schlagfestigkeit negativ beeinflusst werden. Es
besteht auch die Option die Antimykotika mit dem PMMA-Zement zu einem
sogenannten ,Spacer’ zu formen (siehe hierzu Kapitel 1.6.2). In diesem Fall
konnen hodhere Dosierungen verwendet werden, da die Stabilitdt zugunsten der
antimikrobiellen Eradikation vernachlassigt werden kann. [12]

Bei fungalen Protheseninfektionen existieren kontroverse Daten bezlglich der
Beimischung von Antimykotikum zu PMMA-Zement. Die beigemischten
Antimykotika mussen bei Temperaturen bis zu 90°C hitzestabil sein. Zudem
sollten sie eine ausreichende Hydrophilie besitzen, die es dem Wirkstoff
ermoglicht aus dem Knochenzement zu diffundieren. Jedoch sollte durch diese
Eigenschaft nicht der gesamte Wirkstoff bereits innerhalb einer kurzen Zeitspanne
abgegeben werden. Optimalerweise ist eine suffiziente Freisetzung Uber sechs
Wochen vorhanden. [37] Die ,Pro-implant Foundation® empfiehlt bei einer fungalen
Protheseninfektion Palacos® R+G zu verwenden, der zu den beigefugten
Antimykotika zusatzlich das Antibiotikum Gentamicin enthalt. So kann das
Antibiotikum im Knochenzement bakterielle Infektionen verhindern, welche einer
fungalen Infektion oft vorausgehen. Zudem besitzt das enthaltene Gentamicin laut
Czuban et al. 2019 den Vorteil, dass es im Knochenzement eine poragene
Wirkung besitzt und die Freisetzung von den Antimykotika dadurch erleichtert. [77]
Diesem PMMA-Zement sollte zusatzlich liposomales Amphotericin B oder

alternativ Voriconazol manuell beigemischt werden. [28]

1.6.4.1 Amphotericin B

Amphotericin B eignet sich gut als lokales Antimykotikum im PMMA-Zement. Es ist
bis 170°C hitzestabil, wirkt fungizid gegen ein breites Spektrum an fungalen
Erregern und es ist als steriles Pulver verfuigbar. [12, 62, 73] Eine Ubersicht der
Literatur zur lokalen Freisetzung von Amphotericin B aus dem PMMA-Zement ist
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in der folgenden Tabelle 2 ersichtlich. Dabei wurde Amphotericin B, falls nicht
anders angegeben, zu 40 g PMMA-Zement beigemischt. Laut Marra et al. 2001
kann im PMMA-Zement beigemischtes Amphotericin B in aktiver Form in der
Wundflussigkeit von Patienten oder Patientinnen nachgewiesen werden. [64] Ein
Nachteil von nicht-liposomalem Amphotericin B, auch Amphotericin-B-
Desoxycholat (ABD) genannt, sind seine hydrophoben Eigenschaften. Dadurch
neigt diese Variante dazu chemische Bindungen mit PMMA einzugehen und kann
folglich nur schwer aus dem Knochenzement diffundieren. [10, 62] Um dennoch
eine gute Freisetzung zu erzielen, werden in der Regel hohe Dosierungen von
Amphotericin-B-Desoxycholat eingesetzt. [61, 63, 77] Im Vergleich dazu zeigt das
liposomale Amphotericin B (LAB) eine bessere Wirkstoffelution. [60] Durch das
liposomale Amphotericin B entsteht ein Poragen-Effekt im PMMA-
Knochenzement. Der Wirkstoff kann sich somit leichter vom Zement I6sen. [60]
Durch das Beimischen von poragenen Stoffen kann eine erhdhte Porositat des
Knochenzements bewirkt werden, welche die Wirkstoffe leichter diffundieren lasst.
Jedoch reduziert sich mit zunehmender Porositat die mechanische Stabilitat des
Knochenzements. [10, 60, 77] Eine zunehmende Druckfestigkeit konnte laut Goss
et al. 2007 bei der Zumischung von hohen Dosen Amphotericin-B-Desoxycholat
beobachtet werden. [62] Dies unterstutzt die Hypothese, dass es zwischen
Amphotericin-B-Desoxycholat und PMMA zu chemischen Verbindungen kommt
und somit eine kompaktere Zementstruktur entsteht. [62] Bei der Zumischung von
liposomalen Amphotericin B hingegen reduziert sich die Druckfestigkeit mit
steigender Dosierung. [60] Die lokale Verwendung von N-Methyl-D-Glucamin-
Amphotericin-B (MAB) fihrte laut Czuban et al. 2019 [79] ebenfalls zu einer
besseren Wirkstofffreisetzung. Diese konnte zudem durch die Beimischung von

Gentamicin als Poragen signifikant verbessert werden.
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Tabelle 2: Amphotericin B Literatur

Literatur Amphotericin B Ergebnisse Freisetzung [%]
Marra et al. -ca. 0,175 g ABD Freigesetztes ABD in k.R.
2001 [64] Wundflussigkeit (in vivo)
Goss et al. 2007 | zu je 60 g PMMA: Keine ausreichende - 0,03
[62] - 0,025 g ABD Freisetzung von ABD - 0,01
- 0,05 g ABD - 0,007
-0,1gABD - 0,003
-0,2g ABD
Kweon et al. -0,2g ABD Hohere Freisetzung mit -0,5
2011 [10] -0,2gABD +10g additivem Poragen - 0,04
Cefazolin (Poragen)
Cunninghamet |-0,2gLAB Freisetzung von LAB besser | k.R.
al. 2012 [60] -0,8 g LAB als von ABD
-0,8gABD
Deelstra et al. 0,5 g Gentamicin + Gute Freisetzung von ABD k.R.
2013 [63] 1 g Vancomycin +
1 g Voriconazol +
0,25 g ABD
Houdek et al. zu 20 g PMMA: Gute Freisetzung von ABD -0,2
2015 [61] -1,5g ABD bei 7,5 Vol.-% Dosierung
Wu et al. 2010 -1,2g ABD Gute Hemmwirkung bei k.R.
[80] Cand.-albicans-PPI

Die systemische Gabe vom nicht liposomalen Amphotericin B kann unerwiinschte
Ubelkeit,

Leukopenie

Nebenwirkungen verursachen wie akute Impfreaktionen, akutes

Nierenversagen, Hypotension, Anamie, Hypokaliamie, oder
Thrombopenie. Die maximal empfohlene Tagesdosis betragt 1,5 mg/kg. [65, 75]
Marra et al. 2001 beschreibt keine derartigen Nebenwirkungen bei der lokalen
Applikation von hochdosiertem Amphotericin-B-Desoxycholat. [64] Im Gegensatz
dazu wurde laut Harmsen et al. 2011 in einem Mause-Versuch eine hohe lokale
Zytotoxizitat beschrieben. [66] Es kam dabei vorrangig zum Zelluntergang von
Osteoblasten und Fibroblasten. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass
das Antimykotikum durch zytotoxische Effekte lokale Wundheilungsstérungen
[66] fuhrt  bei

Verabreichung weniger haufig zu Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitat und ist dem

verursacht. Liposomales Amphotericin B systemischer
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Amphotericin-B-Desoxycholat hier somit Uberlegen. [65, 67, 68, 75, 79] Auch bei
der lokalen Applikation von der liposomalen Variante kann eine geringere Toxizitat

gegenuber Fibroblasten und Osteoblasten beobachtet werden. [65]

1.6.4.2 Voriconazol

Voriconazol wird ebenfalls als lokales Antimykotikum eingesetzt. Es ist als steriles
Pulver verfugbar und gegen ein breites Spektrum an Pilzen wirksam. Bei
Voriconazol sind hohe Dosierungen erforderlich um den Biofilm wirksam zu
bekampfen. [56] Durch den groRen Anteil an Zusatzstoffen wie Cyclodextrin
befindet sich die Dosierung uber den empfohlenen 10 Vol.-% der Zementmasse.
Dadurch erhdht sich die Porositat des PMMAs und die mechanische Stabilitat wird
vermindert. [56] Laut Rouse et al. 2010 wird Voriconazol auch ohne Zusatzstoffe
gut freigesetzt. [71] In der genannten Studie wurde hochkonzentriertes
Voriconazol mit nur 2 Vol.-% Zusatzstoffen verwendet. Einen Uberblick Uber die
Literatur bezuglich der Freisetzung Voriconazol aus dem PMMA-Zement bietet
Tabelle 3 auf der nachfolgenden Seite. Voriconazol besitzt im Vergleich zum
Amphotericin B weniger Nebenwirkungen, unter anderem eine geringere
Nephrotoxizitat. [12, 47] Zudem weist es eine weit geringere lokale Toxizitat auf

laut den experimentellen Versuchen an Mausen von Rouse et al. 2010. [71]

20



Tabelle 3: VVoriconazol Literatur

Literatur Voriconazol Ergebnisse Freisetzung [%]
Rouse et al. 2010 [71] | zu 2 g PMMA: Gute Freisetzung von -ca. 5,6
-0,153 g Voriconazol
Grimsrud et al. 2011 zu 10 g PMMA: Aktives Voriconazol k.R.
[70] 0,2g(+3,2¢g freigesetzt
Zusatzstoffe)
Miller et al. 2012 [56] | zu 40 g PMMA: Bei Dosierungen uber - 57
-0,3g 10 Vol.-% zeigt sich - 63
-0649 eine gute Freisetzung
Deelstra et al. 2013 0,5 g Gentamicin + | Gute Freisetzung von k.R.

[63]

1 g Vancomycin +
0,25 g ABD +

1 g Voriconazol

Voriconazol
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2 Material und Methoden

In diesem Kapitel wird beschrieben wie Prufkdrper mit additiven Antimykotika aus
Polymethylmethacrylat (PMMA) manuell hergestellt wurden. Diese wurden
anschlieBend in ISO-Druckfestigkeits-, |ISO-Biegefestigkeits- und  DIN-
Schlagzahigkeitstests auf ihre mechanische Stabilitat getestet. Zudem wurde ihre
hemmende Wirkung in mikrobiologischen Hemmhoftests gegen Candida albicans

und Candida glabrata gemessen.

2.1 PMMA-Knochenzemente

Das Polymethylmethacrylat, auch Acryl- oder Plexiglas genannt, ist ein
thermoplastischer Kunststoff. PMMA Knochenzement besteht aus zwei
Komponenten, einem Pulver (Polymer) und einer Flussigkeit (Monomer). Beide
Komponenten wurden im Rahmen der Diplomarbeit in einem Anmischgefal} oder
in einem Mischsystem zusammen gebracht wodurch Polymerisation gestartet
wurde. Dabei entstand zunachst eine plastische Masse. Bei Palacos® R wurden

20 ml flissiges Monomer (Abbildung 2) mit 40 g Polymerpulver vermischt.

Abbildung 2: Flussiges Monomer

Im PMMA sind weitere Additive wie das Rontgenkontrastmittel Zirkondioxid
enthalten. Chlorophyll (E141) ist ein weiterer Zusatzstoff und dient zur Einfarbung
des Zements. Fur diese Studie wurden jeweils 40 g Packungen hochviskose und
rontgendichte Knochenzemente der Heraeus Medical GmbH verwendet. Neben
antibiotikafreien Knochenzementen wie Palacos® R existieren weitere
Knochenzemente mit bereits beigemischten Antibiotika. Dazu zahlt Palacos® R+G

mit 0,5 g Gentamicinsulfat und Copal® G+C mit jeweils 1 g Gentamicinsulfat
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sowie 1 g Clindamycinhydrochlorid. Die verschiedenen Zementpackungen sind in

der nachfolgenden Abbildung 3 ersichtlich.

Abbildung 3: PMMA-Pulver: Palacos® R, Palacos® R+G, Copal® G+C

2.2 Additive Antimykotika

Im Gegensatz zu bakteriellen Protheseninfektionen ist die Inzidenz fungaler
Infekte sehr gering. [9] Aus diesem Grund sind Knochenzemente mit additiven
Antimykotika bislang nicht kommerziell als Medizinprodukte erhaltlich. Im Zuge
dieser Diplomarbeit wurden daher dem Polymerpulver, wie auch im
Operationssaal praktiziert, manuell Antimykotika beigemischt. Als lokale
Antimykotika wurden die in Kapitel 1.6.4 beschriebenen Medikamente
Amphotericin B (nicht-liposomal), Amphotericin B (liposomal) und Voriconazol

verwendet.

2.21 Nicht-liposomales Amphotericin B (NLAB)

Das verwendete orange nicht-liposomale Amphotericin B (Abbildung 4) besitzt
eine Wirkstoffmenge von 86 Vol.-%. Der restliche Anteil setzt sich aus
Zusatzstoffen zusammen. Das verwendete Antimykotikum wurde von 'Heraeus
Medical Gmbh' aus China erworben, daher zeigte es sich als unmoéglich die

genaue Zusammensetzung sowie den Hersteller ausfindig zu machen.
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Abbildung 4: Nicht-liposomales Amphotericin B (NLAB)

2.2.2 Liposomales Amphotericin B

Als liposomales Amphotericin B wurde das Produkt AmBisome® der Pharmafirma
Gilead Sciences Inc. verwendet (s. Abbildung 5). Ein Flaschchen des
Medikaments enthalt 1,33 g gelbes Pulver, wovon 0,05 g Wirkstoff sind. Der
restliche Anteil setzt sich laut Beipackzettel aus Zusatzstoffen wie hydriertem
(Phosphatidyl)-Cholin, Cholesterol, Distearoylphosphatidylglycerol, a-Tocopherol,

Sucrose, Natriumsuccinat, Natriumhydroxid und Salzsaure zusammen.

Abbildung 5: Liposomales Amphotericin B (AmBisome®)

2.2.3 Voriconazol

Als drittes Antimykotikum wurde Voriconazol® der Firma 'Xellia Pharmaceuticals
ApS' verwendet (Abbildung 6). Jedes Flaschchen enthalt 3,5 g weiles Pulver,
wovon der Wirkstoff nur 0,2 g betragt. Der restliche Anteil besteht hier aus
Zusatzstoffen wie Hydroxypropylbetadex (HPBCD). Durch diese erhalt das Pulver
seine starkeahnliche Konsistenz.
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Abbildung 6: Voriconazol®

2.3 Dosierungen

Bei der Herstellung der PMMA-Prufkorper wurden flir mechanische Stabilitatstests
sowie fur mikrobiologische Hemmhoftests verschiedene Dosierungen der

Antimykotika verwendet.

2.3.1 Dosierungen fiir die mechanischen Stabilitatstests

Die Dosierungen der drei Antimykotika sind in Tabelle 4 auf der nachsten Seite
dargestellt. Dabei ist der Anteil des Wirkstoffs in Klammer mit angegeben.
Auffallend ist, dass der Wirkstoffanteil bei AmBisome® und bei Voriconazol®, wie

in Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.2.3 bereits eschrieben, sehr gering ist.
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Tabelle 4: Dosierungen fur die Stabilitatstests

PMMA-Zemente NLAB AmBisome® Voriconazol®
Palacos® R +0,29 (0,17 9) - -
+0,8 g (0,69 g) 0,89 (0,029g) -
Palacos® R+G +0,29 (0,17 g) - -
+0,8 g (0,69 g) +0,8 g (0,02 g) -
+2,66 g (229 g) +2,66 9 (0,1 g) -
- - +3,59 (0,2 g)
i - +10,59 (0,6 g)
Copal® G+C +1,339 (1,14 9g) - -

2.3.2 Dosierungen fur die mikrobiologischen Hemmbhoftests

Die Dosierungen der drei Antimykotika fur die mikrobiologischen Tests sind in

Tabelle 5 auf der folgenden Seite dargestellt. Auch hier ist der Anteil des

Wirkstoffs in Klammer mit angegeben. Fur Palacos® R und Palacos® R+G

wurden im Vergleich zu den mechanischen Tests mehr Dosierungen verwendet.
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Tabelle 5: Dosierungen fur die mikrobiologischen Tests

PMMA-Zemente

Palacos® R

NLAB
+0,29 (0,17 g)
+0,89 (0,69 g)
+1,33 g (1,14 g)

+2,66 g (2,29 g)

AmBisome®

+0,89(0,029)

Voriconazol®

Palacos® R+G

+0,29 (0,77 g)
+0,8 g (0,69 g)
+1,33g (1,14 g)

+2,66 9 (2,29 g)

+0,89(0,029)
+1,339(0,059)

+2,66 9 (0,1 9)

+3,59 (0,2 9)

+10,59 (0,6 9)

Copal® G+C

+1,339g (1,14 g)

2.4 Herstellung der PMMA-Prufkorper

Nachdem die Zusammensetzung der PMMA-Prifkorper in den vorherigen Kapiteln

beschrieben wurde, soll nun genauer auf die manuelle Herstellung dieser

eingegangen werden. Bei der Herstellung wurden die Medikamente dem

Knochenzement moglichst homogen beigemengt.

Um dies zu erreichen wurden

grobkérnige Wirkstoffbestandteile vorab mithilfe eines Morsers zu einer

homogenen Masse zerkleinert. Abbildung 7 zeigt die Materialien und Werkzeuge,

die fur die Anmischung benétigt wurden. Dabei handelte es sich jeweils um 20 ml

flissiges Monomer, 40 g trockenes PMMA-Pulver, Metallspatel und Becher.
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Abbildung 7: Material und Werkzeuge fur PMMA-Herstellung

Zunachst entstand ein plastischer Teig, welcher spater aushartete. Zur Kontrolle
wurde mit einer Stoppuhr gearbeitet, um die Herstellerangaben exakt einhalten zu
konnen. Die beiden Zementkomponenten wurden fur ca. 30 Sekunden vermischt

bis ein niedrigviskoser, klebriger Zementteig entstand (Abbildung 8).

Abbildung 8: Zementteig beim Herstellungsprozess

a

Anschlieend wurde der Zementteig zur Bestimmung der Klebefreiheit alle flnf
Sekunden nach dem ,doctor-fingers-test” untersucht. Sobald der Zementteig dabei
oberflachlich klebefrei erschien, konnte er zwischen den Handen gerollt werden.
Nach insgesamt 90 Sekunden wurde der Zementteig in verschiedene ISO- und
DIN-konforme Metallformen gegeben und mit Hilfe einer hydraulischen Presse
(Firma Wassermann, Abbildung 9) in die gewlnschten Formen gepresst. Dieser
Vorgang dauerte 30 Minuten und wurde bei einem Druck von 3 bar und
Umgebungstemperatur durchgefuhrt.
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Abbildung 9: Hydraulische Pressen

AnschlieBend wurden die Metallformen aus der Presse entnommen und die
Prufkorper daraus enthommen. Einige der Prufkérper mussten fur das Erreichen
ihrer endgultigen Form noch mithilfe eines Lasers der Firma 'zing' nachbearbeitet
werden. Insgesamt wurden vier verschiedene Arten von Prifkoérpern hergestellt.

Die dafur verwendeten Metallformen sind in Abbildung 10 ersichtlich.

Abbildung 10: Metallformen fir die PMMA-Prafkérper

Die Metallformen dienten der Herstellung von Prifkérpern fir die
mikrobiologischen  Testungen (a), Druckfestigkeitstests (b), Dynstat-
Schlagzahigkeitstests (c) sowie Biegefestigkeitstests (d). Die Male der
zylindrischen Prifzylinder fur die mikrobiologischen Tests betrugen 25 mm im
Durchmesser und 10 mm in der Hhe (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Mikrobiologische PMMA-Prufkérper mit 0,2 g NLAB

Die Metallformen der PMMA-Prufkorper fur die Dynstat-Schlagzahigkeitstests,
Biegeprufungen und fur die Druckfestigkeitstests sind in der Abbildung 12
abgebildet. ISO-Druckfestigkeitsprufkorper (a) wiesen 6 mm im Durchmesser und
12 mm in der Hohe auf. Die Prufkorper fur die DIN-Schlagzahigkeitsprifung (b)
waren mit 3x10x15 mm bemalt und die 1SO-Biegefestigkeitsprufkorper (c) mit
3x75x10 mm.

Abbildung 12: Mechanische PMMA-Prufkorper

2.5 Optische Auffilligkeiten bei der Herstellung

Durch die Beimischung der drei Antimykotika kam es zu optischen Veranderungen
des PMMA-Zements. Ein Beispiel bildet die Verfarbung des Knochenzements bei
der Beimischung von NLAB. Die ursprungliche grine Farbe von Palacos® R,
Palacos® R+G und Copal® G+C wurde hier bei steigender Dosierung zunehmend

grun-orange (Abbildung 13) bis hin zu dunkelorange (Abbildung 14).
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Abbildung 13: PMMA-Prifzylinder mit 0,2 g NLAB

Abbildung 14: PMMA-Prufzylinder mit 2,66 g NLAB

e P s £

Eine weitere Rolle bei der Herstellung der PMMA-Prufkorper spielte die veranderte
Homogenitat des PMMA-Zements bei der Zumischung von Voriconazol®. Trotz
des Versuchs das grobkornige Pulver (Abbildung 15) vor der Verarbeitung mithilfe
eines Morsers zu zerkleinern, war der Zement durch den hohen Starkeanteil des
Voriconazols merklich in seiner Konsistenz beeinflusst. Der PMMA-Zement zeigte
sich dadurch beim Herstellungsvorgang sehr trocken und kaum homogen
gebunden. (Abbildung 16) Aus diesem Grund neigte er dazu zu zerfallen und es

waren mehrere Versuche notigt um ihn in die gewlnschte Form zu bringen.

Abbildung 15: PMMA-Zement mit 10,5 g Voriconazol®
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Abbildung 16: PMMA-Zementteig mit 10,5 g Voriconazol®

In den fertig gepressten Priufkorper zeigten sich trotz der vorherigen Bearbeitung
des Wirkstoffpulvers mit dem Mdrser makroskopisch sichtbare
Wirkstoffbestandteile. (Abbildung 17) Es kam hier vermehrt zum Auftreten von
Defekten wie ausgebrochenen Randteilen oder Einrissen in den Prifkérpern und

dies trotz vorheriger manueller Bearbeitung mit dem Morser.

Abbildung 17: PMMA-Prufzylinder mit 10,5 g Voriconazol®

2.6 Mechanische Stabilitatstests

Nach erfolgter Herstellung der PMMA-Prifkérper wurden diese nun auf ihre
mechanische Stabilitdt getestet. Dabei kamen verschiedene Dosierungen, wie
zuvor in Kapitel 2.3.1 beschrieben, zum Einsatz. Die Prufungen wurden bei

Umgebungstemperatur durchgefuhrt.
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2.6.1 Druckfestigkeitsprufung nach ISO 5833:2002

Die Druckfestigkeitsprufung wurde nach der ISO-Norm 5833:2002 an einer
Prifmaschine der Firma 'Zwick Roell' durchgefuhrt. [78] Mit dieser Prifung sollte
bestimmt werden ab welcher Druckbelastung die verschiedenen Zementkdrper
ihre Stabilitat verlieren und zerbrechen. Hierfir wurde jeder zylindrische
Prufkorper zunachst mit Hilfe einer elektrischen Schiebelehre der Firma Mitutoyo®
(Abbildung 13) vermessen. Die Messwerte wurden dabei automatisch in eine
Software Ubertragen. Nachdem der Prufkoérper vertikal in die Maschine
eingespannt worden ist (Abbildung 14), wurde die mechanische Prufung gestartet.
Dabei Ubte die Maschine einen axialen Druck auf den Prufkdrper aus, der stetig
erhdht wurde bis der Zementkorper zerbrach. Der zum Zeitpunkt des Zerbrechens
anliegende Druck beschreibt dabei die maximale Druckfestigkeit des Prufkdrpers
und bewirkte hier gleichzeitig das Ende der Prufung. Diese Messung wurde fir je

zehn Prifkorper jeder Dosierung durchgefuhrt.

Abbildung 13: Elektrische Schieblehre
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Abbildung 14: Druckfestigkeitspriufung nach ISO 5833

2.6.2 Biegefestigkeitspriufung und Biegemodul nach ISO 5833

Die Biegefestigkeitsprifung wurde ebenfalls nach der ISO-Norm 5833:2002 an
einer Prufmaschine der Firma 'Zwick Roell' (Abbildung 15) durchgefihrt. [78] Es
wurden dabei je sechs Prufkorper jeder Dosierung mit Hilfe der elektronischen
Schiebelehre vermessen. Jeder Prufkérper wurde anschliefend in die
Maschinenvorrichtung so positioniert, dass er an zwei Punkten auflag. Nun wurde
von oben an zwei weiteren Punkten ein kontinuierlich ansteigender Druck auf den
Prufkorper ausgetbt (Abbildung 16). Es handelte sich hierbei um eine 4-Punkt-
Biegefestigkeitsprifung. Auch diese Prifung wurde automatisch beendet sobald
der Prufkorper zerstort wurde. Die maximale Biegefestigkeit ist hier definiert als
der angewendete Druck, der fir den Bruch des Zementkdrpers durch Verformung
erforderlich ist. Aus diesem Wert wurde zusatzlich das Biegemodul automatisch

berechnet.
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Abbildung 15: Biegefestigkeitsprufung nach ISO 5833

Abbildung 16: Graphische Darstellung der 4-Punkt-Biegefestigkeitsprifung

F r

PMMA-Prifkérper

A A

2.6.3 Dynstat-Schlagzahigkeit nach DIN 53435:1983

Der Schlagzahigkeitstest wurde nach der DIN 53435 (1983) Spezifikation
durchgefiihrt. Je acht Prufkdrper pro Dosierung wurden mit der elektronischen
Schiebelehre gemessen. Dabei wurden die Prufkdérper auf Bruchspuren oder
optische Auffalligkeiten untersucht. Der jeweilige Prufkérper wurde in die
vorgesehene Position gebracht (Abbildung 17) und anschlieBend wurde ein
Pendelkorper aus seiner Startposition geldst (Abbildung 18). Dieser traf mit einer
Energie von 0,5 J auf den Prufkérper auf. Nach dem Aufprall konnte man die fur
den Bruch des Prufkérpers aufgebrachte Schlagenergie A, in Joule am Gerat

ablesen.
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Abbildung 17: DIN-Schlagzahigkeitsprufung - Startposition

Abbildung 18: DIN-Schlagzahigkeitsprufung - Endposition

= B

Aus der Schlagenergie wurde anschlieBend die Schlagzahigkeit (a,) mittels
folgender Formel berechnet:
Ay

an=1000*b*h

In dieser Formel steht b flr die gemessene Breite und h fur die gemessene Dicke
der Prufkdrper in mm. Die Schlagzahigkeit wird in kd/m? angegeben.
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2.7 Mikrobiologische Hemmbhoftests

Es wurden mikrobiologische Hemmhoftests durchgefihrt um die Wirksamkeit der
Antimykotika in den PMMA-Prufkérpern zu bestimmen. Dabei wurden je drei
Prufkorper pro Dosierung in-vitro in einer Pufferlosung bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach den vorgegebenen Messzeitpunkten wurde ein Teil dieser Losung,
hier als Eluat bezeichnet, enthommen und auf zuvor angezichtete Pilzkolonien
auf Agarplatten aufgetragen. Diese wurden dann bei 37°C flr 24 h inkubiert.

AnschlieRend wurden die entstandenen Hemmhofe gemessen.

2.7.1 Vorbereitung

Fur die kulturelle Anzichtung von Candida-Spezies eignen sich Muller-Hinton-
Agar (+2 % Glukose) sowie Sabouraud-Dextrose-Agar. [57 - 59] In einem ersten
Prifdurchgang sind keine signifikanten Wachstumsunterschiede der Candida-
Spezies zwischen den beiden Agarplatten festgestellt worden und daher fiel die
Entscheidung aus Kostengriinden auf die Sabouraud-Dextrose-Agarplatten.

Als Vorbereitung auf die mikrobiologischen Tests wurde zunachst die zuvor
beschriebene Pufferldsung hergestellt. Diese bestand aus ,Phosphate-Buffered-
Saline’(PBS)-Tabletten der Pharmafirma 'amresco Inc.' (Abbildung 19), welche in

Wasser aufgeldst wurden. (Abbildung 20)

Abbildung 19: Phosphate-Buffered-Saline Tablets
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Abbildung 20: PBS-Puffer

Zeitgleich wurden Sabouraud-Dextrose-Agarplatten hergestellt und die Testkeime
Candida albicans und Candida glabrata auf diesen angezuchtet. Die Pilzkolonien

wurden bei 37°C gelagert.

2.7.2 Durchfihrung

Die PMMA-Prufkdrper wurden gemeinsam mit jeweils 20 ml PBS-Puffer in den
Falcon®-Tuben bei Raumtemperatur inkubiert. (Abbildung 21) Fir die
Durchfihrung der mikrobiologischen Tests sind Messzeitpunkte definiert worden,
zu denen die Prufkorper aus den Falcon®-Tuben entnommen wurden. Diese
Messzeitpunkte wurden auf eine Stunde, einen Tag, 7 Tage, 15 Tage, 28 Tage
und 42 Tage festgelegt. Zu den eben genannten Entnahmezeitpunkten wurden die
Prifkorper mit einer Pinzette aus den Falcon®-Tuben enthommen und erneut mit
20 ml frischem PBS-Puffer in den Tuben inkubiert. Von dem benutzten PBS-Puffer
wurden dann aus jeder Falcon®-Tube 120 ul Puffer (Eluat) in kleine Eprouvetten
pipettiert und aus Kapazitatsgrinden des Labors bei -20°C fur eine kurze

Zeitperiode zwischengelagert. Der restliche PBS-Puffer wurde verworfen.
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Abbildung 21: Falcon®-Tube mit PMMA-Prufkorper in PBS-Puffer

Anschlielend wurden aus jeder Eprouvette je 60 pl Eluat pro Candida-Spezies auf
die Sabouraud-Dextrose-Agarplatten aufgetragen. Die Agarplatten sind zuvor
optisch in drei Bereiche mit Stanzléchern geteilt worden. Nun wurden diese
Agarplatten fur 24 h bei 37°C inkubiert und danach die entstandenen Hemmhofe
gemessen und dokumentiert. Ist bei einer Probe zu zwei aufeinanderfolgenden
Entnahmezeitpunkten kein Hemmhof gemessen worden, so wurden bei dieser
Probe keine weiteren Messungen mehr durchgefihrt. Eine schematische

Darstellung des Vorgangs zeigt Abbildung 22.

Abbildung 22: Vorgang der mikrobiologischen Hemmhoftestung

Je 3 Prifzylinder Priifzylinder in Falcons (+je

pro Dosierung 20 ml PBS) bei

herstellen Raumtemperatur inkubieren
z

je 120 pl Eluat entnehmen

Priifzylinder in neuem Falcon

(+je 20 ml PBS) inkubieren

.. Eluat auf die
Hemmhofe Kulturen auftragen +
ausmessen bei 37°C 24 h
inkubieren
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse aus den durchgefihrten mechanischen
Stabilitatstests und der mikrobiologischen Hemmbhoftests dargestellt.

Zum besseren Verstandnis der Ergebnisse sei nochmals auf die unterschiedlichen
Wirkstoffkonzentrationen der verwendeten Antimykotika in Kapitel 2.2 verwiesen.
Auf die optischen Farbveranderungen des PMMA-Zements bei der Zumischung
der Antimykotika sowie die dabei entstandenen makroskopisch sichtbaren

Inhomogenitaten ist in Kapitel 2.5 bereits naher eingegangen worden.

3.1 Mechanische Ergebnisse

In den folgenden Tabellen der mechanischen Ergebnisse ist der 1ISO-Grenzwert
als rote Linie eingezeichnet dargestellt. Alle darunterliegenden Werte sind rot
hervorgehoben. Palacos® R zeigt sich in den Tabellen als antibiotikafreier Zement
sowie inklusive der Beimischungen der verschiedenen Antimykotika grau
angefarbt. Palacos® R+G ist dagegen dunkelblau und Copal® G+C grun gefarbt

dargestellt.

3.1.1 Druckfestigkeit

Die Ergebnisse der Druckfestigkeits-Prifung entsprachen bis auf eine Ausnahme
den Normvorgaben von ISO 5833. [78] Der hierin geforderte Grenzwert betragt
mindestens 70 MPa. Die Ausnahme wurde durch die Zumischung von 10,5 g

Voriconazol® gebildet.

3.1.1.1 Voriconazol (Voriconazol®)

Voriconazol® bildete mit der Zumischung von 10,5 g zu die zuvor genannte
Ausnahme aulierhalb der ISO-Norm. (Tabelle 6) Die Zumischung von 3,5 g
Voriconazol® zeigte ebenfalls eine reduzierte Druckfestigkeit auf, lag jedoch mit
74,4 MPa noch oberhalb der Normvorgaben. Die vertikale Achse beschreibt hier

den verwendeten PMMA-Zement Palacos® R+G als Referenzwert. Darunter
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aufgelistet befindet sich eben genannter Zement mit den jeweils zusatzlich

beigemischten Dosierungen von Voriconazol®.

Tabelle 6: Druckfestigkeit von Palacos® R+G nach Zugabe von Voriconazol®

Druckfestigkeit [MPa]
65 70 75 80 85 90
Palacos® R+G 86,5
3,5g Voriconazol® 74,4

10,5g Voriconazol® I 68

[Legende: Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 3.5 g Voriconazol®; Palacos® R+G
plus 10.5 g Voriconazol®)

3.1.1.2 Liposomales Amphotericin B (AmBisome®)

Alle verwendeten Beimischungen vom liposomalen Amphotericin B lagen Uber der
ISO-Normgrenze. Die Beimengung von AmBisome® bewirkte eine Reduktion der
Druckfestigkeit, besonders bei der hohen Beimengung von 2,66 g. Der PMMA-
Zement Palacos® R+G mit dem additiven Gentamicin zeigte generell bessere
Endergebnisse als Palacos® R. Somit lag die 0,8 g Beimengung zu Palacos®
R+G um 1,1 MPa Uber der gleichen Beimengung zu Palacos® R. In Tabelle 7 sind
Palacos® R sowie Palacos® R+G als Referenz angegeben sowie jeweils darunter
die den beiden Zementen beigemischten Dosierungen an liposomalem

Amphotericin B.
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Tabelle 7: Druckfestigkeit von Palacos® R sowie Palacos® R+G nach Zugabe

von Ambisome®

Druckfestigkeit [MPa]

65 70 75 80 85 90

Palacos® R

0,8g AmBisome®
Palacos® R+G 86,5
0,8g AmBisome®

2,66g AmBisome®

[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G
(Referenz); Palacos® R+G plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G plus 2,66 g AmBisome®)]

3.1.1.3 Nicht-liposomales Amphotericin B (NLAB)

Die Zumischungen von NLAB flhrten teilweise zu einer Erhdéhung der
Druckfestigkeit im Vergleich zu den puren Knochenzementen ohne Antimykotika-
Beimengung (Referenzwerte). Dabei zeigte sich bei den 0,2 g Dosierungen zu
Palacos® R und Palacos® R+G ein Anstieg von ca. 4 % im Vergleich zu den
Referenzwerten. Auch bei der Dosierung von 1,33 g NLAB zu Copal® G+C zeigte
sich ein Anstieg der Druckfestigkeit von 2,9 %. Bei der Zumischung von 2,66 g
NLAB zum Palacos® R+G war die Druckfestigkeit relativ konstant im Vergleich
zum Referenzwert von 86,5 MPa. Die Zumischung von 0,8 g NLAB zeigte eine
leicht reduzierte Druckfestigkeit im Vergleich zum jeweiligen Knochenzement ohne
Beimengungen. In Tabelle 8 sind Palacos® R, Palacos® R+G sowie Copal® G+C
als Referenz angegeben sowie darunter die den PMMA-Zementen jeweils

beigemischten Dosierungen an nicht liposomalem Amphotericin B (NLAB).
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Tabelle 8: Druckfestigkeit von Palacos® R , Palacos® R+G sowie Copal® G+C
nach Zugabe von NLAB

Druckfestigkeit [MPa]

65 70 75 80 85 90

Palacos® R
0,2g NLAB
0,8g NLAB
Palacos® R+G
0,2g NLAB 89,8
0,8g NLAB
2,66g NLAB
Copal® G+C

1,33g NLAB

[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,2 g NLAB; Palacos® R plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 0,2 g NLAB; Palacos® R+G plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G plus 2,66 g NLAB; Copal® G+C (Referenz); Copal® G+C plus 1,33 g NLAB]

3.1.2 Biegefestigkeit und Biegemodul

Die Biegefestigkeit und das daraus berechnete Biegemodul zeigten jeweils
verschiedene Ergebnisse in den mechanischen Tests. In den nachfolgenden

Kapiteln wird hierzu naher eingegangen.

3.1.2.1 Biegemodul

Der ISO-Grenzwert flr das Biegemodul nach ISO 5833 [78] von 1800 MPa wurde
auch bei den hohen Dosierungen der Antimykotika stets eingehalten, siehe
Tabelle 9. Viele der beigemischten Antimykotika sorgten sogar fir eine Erhéhung
des Biegemoduls Uber den Referenzbereich hinaus. So lag das Ergebnis von 2,66
g NLAB um circa 16 % Uber dem Ergebnis des puren Palacos®-R+G-Zements.
Die geringste Druckfestigkeit war mit 2569 MPa bei der Zumischung von 2,66 g
AmBisome® gegeben.
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Tabelle 9: Biegemodul von Palacos® R , Palacos® R+G sowie Copal® G+C nach

Zugabe von Voriconazol®, AmBisome® und NLAB

Biegemodul [MPa]
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[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,2 g NLAB; Palacos® R plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 0,2 g NLAB; Palacos® R+G plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G plus 2,66 g NLAB; Palacos® R+G plus
2,66 g AmBisome®; Palacos® R+G plus 3,5 g Voriconazol® ; Palacos® R+G plus 10,5 g
Voriconazol®; Copal® G+C (Referenz); Copal® G+C plus 1,33 g NLAB]

3.1.2.2 Biegefestigkeit

Bei der Biegefestigkeit befanden sich alle verwendeten Dosierungen von NLAB
und AmBisome® oberhalb der ISO-5833-Norm [78] von 50 MPa. Die Ausnahme

bildeten hier die Beimischungen von Voriconazol®.

3.1.2.2.1 Voriconazol (Voriconazol®)

Voriconazol® beeinflusste die mechanische Biegefestigkeit mal3geblich. Hierbei
lag die Dosierung von 3,5 g Voriconazol® mit 50,1 MPa an der ISO-Grenze. Bei
10,5 g befand sie sich mit 37 MPa deutlich unter der Normgrenze. (Tabelle 10)
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Tabelle 10: Biegefestigkeit von Palacos® R+G nach Zugabe von Voriconazol®
Biegefestigkeit [MPa]
30 40 50 60 70

Palacos® R+G 67,6
3,5g Voriconazol® 50,1
10,5g Voriconazol® I 37

[Legende: Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 3.5 g Voriconazol®; Palacos® R+G
plus 10.5 g Voriconazol®]

3.1.2.2.2 Liposomales Amphotericin B (AmBisome®)

Beim AmBisome® zeigte sich mit steigender Dosierung eine zunehmende
Reduktion der Biegefestigkeit. Dennoch wurden die Anforderungen der ISO-Norm
bei allen Dosierungen stets eingehalten. Erst bei der Beimischung von 2,66 g
AmBisome® zu Palacos® R+G zeigte sich im Vergleich zum Referenzwert ohne
Antimykotika-Beimischung eine um circa 20 % reduzierte Biegefestigkeit. (Tabelle
11)

Tabelle 11: Biegefestigkeit von Palacos® R sowie Palacos® R+G nach Zugabe

von AmBisome®

Biegefestigkeit [MPa]

30 35 40 45 50 55 60 65 70
Palacos® R 71,4
0,8g AmBisome® 67,9
Palacos® R+G 67,6
0,8g AmBisome® 66,1
2,66g AmBisome® 54

[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G
(Referenz); Palacos® R+G plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G plus 2,66 g AmBisome®)]
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3.1.2.2.3 Nicht-liposomales Amphotericin B (NLAB)

Auch die Werte vom NLAB lagen stets uber der ISO-Norm. Bei der Zumischung
von 1,33 g zu Copal® G+C sowie 2,66 g NLAB zu Palacos® R+G zeigte sich

jedoch eine deutliche Reduktion im Vergleich zum Referenzwert. (Tabelle 12)

Tabelle 12: Biegefestigkeit von Palacos® R , Palacos® R+G sowie Copal® G+C
nach Zugabe von NLAB

Biegefestigkeit [MPa]
30 35 40 45 50 55 60 65 70

Palacos® R 71,4

0,2g NLAB 71
0,8g NLAB 65,8
Palacos® R+G 67,6
0,2g NLAB
0,8g NLAB
2,66g NLAB

Copal® G+C

1,33g NLAB

[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,2 g NLAB; Palacos® R plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 0,2 g NLAB; Palacos® R+G plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G plus 2,66 g NLAB; Copal® G+C (Referenz); Copal® G+C plus 1,33 g NLAB]

3.1.3 Dynstat-Schlagzahigkeit

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Dynstat-Schlagzahigkeitsprifungen nach DIN
53435 (1983) zeigten erneut eine Korrelation zwischen hohen Dosierungen und
reduzierter mechanischer Stabilitat. Die DIN-Norm schreibt dabei ein Minimum von

75 % des Referenzwertes ohne Beimischungen von Antimykotika vor.

3.1.3.1 Voriconazol (Voriconazol®)

Voriconazol® wurde ausschlieBlich mit dem PMMA-Zement Palacos® R+G
gepruft. Die erforderliche Schlagzahigkeit lag hierbei bei mindestens 2,55 kJ/m?.
Dieser Wert entsprach 75 % des Referenzwertes von 3,4 kJ/m? Beide
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verwendeten Dosierungen vom Voriconazol® lagen jedoch mit 1,8 kJ/m? sowie
1,12 kJ/m? deutlich unter der geforderten DIN-Norm. Das Ergebnis der 10,5 g

Dosierung betrug dabei nur etwa ein Drittel des Referenzwertes. (Tabelle 13)

Tabelle 13: Dynstat-Schlagzahigkeit von Palacos® R+G nach Zugabe von

Voriconazol®

Dynstat-Schlagzihigkeit [kJ/m?]

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Palacos® R+G 3,4
3,5g Voriconazol® NN 1,3
10,5g Voriconazol® NG 1,12

[Legende: Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 3.5 g Voriconazol®; Palacos® R+G
plus 10.5 g Voriconazol®)]

3.1.3.2 Liposomales Amphotericin B (AmBisome®)

Beim Zumischen von AmBisome® zu den PMMA-Zementen zeigte sich eine
Korrelation der Héhe der Dosierung mit der Biegefestigkeit. Die Zumischung von
0,8 g zu Palacos® R mit einer Biegefestigkeit von 3,23 kJ/m? lag etwas oberhalb
der Normgrenze. Bei der héheren Dosierung von 2,66 g AmBisome® zu Palacos®
R+G zeigte sich eine deutlichere Reduktion der Biegefestigkeit bis in einen
Bereich unterhalb der DIN-Norm. (Tabelle 14)
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Tabelle 14: Dynstat-Schlagzahigkeit von Palacos® R sowie Palacos® R+G nach

Zugabe von AmBisome®

Dynstat-Schlagzahigkeit [kJ/m?]

0 0,5 1 15 2 25 3 35 4 45
Palacos® R 4,2
0,8g AmBisome® 3,23
Palacos® R+G 3,4
0,8g AmBisome® 2,99

2,66g AmBisome® I | 2,52

[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G
(Referenz); Palacos® R+G plus 0,8 g AmBisome®; Palacos® R+G plus 2,66 g AmBisome®)]

3.1.3.3 Nicht-liposomales Amphotericin B (NLAB)

Vom NLAB lagen die meisten hohen Dosierungen unterhalb der DIN-Norm.
(Tabelle 15) Es zeigte sich eine signifikante Abweichung der hoheren Dosierungen
vom Referenzwert des PMMA-Zements ohne Beimischungen. Die Zumischung
von 2,66 g NLAB zu Palacos® R+G lag sogar um ca. 45 % unterhalb des
Referenzwertes. Eine Ausnahme bildete 1,33 g NLAB zu Copal® G+C, da es trotz

der hohen Dosierung noch eine ausreichende Schlagzahigkeit aufweisen konnte.
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Tabelle 15: Dynstat-Schlagzahigkeit von Palacos® R , Palacos® R+G sowie
Copal® G+C nach Zugabe von NLAB

Dynstat-Schlagzihigkeit [kJ/M?]

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Palacos® R 4,2
0,2g NLAB 3,34
0,8g NLAB I 2,75
Palacos® R+G 3,4

0,2g NLAB 3,07
0,8g NLAB I 2,13

2,66g NLAB I 1,88

Copal® G+C 2,5

1,33g NLAB 2,01

[Legende: Palacos® R (Referenz); Palacos® R plus 0,2 g NLAB; Palacos® R plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G (Referenz); Palacos® R+G plus 0,2 g NLAB; Palacos® R+G plus 0,8 g NLAB;
Palacos® R+G plus 2,66 g NLAB; Copal® G+C (Referenz); Copal® G+C plus 1,33 g NLAB]

3.2 Mikrobiologische Ergebnisse

Zur Bestimmung der Wirksamkeit der Antimykotika gegen Candida albicans und
Candida glabrata wurden Agardiffusionstests auf Sabouraud-Dextrose-Agarplatten
durchgefuhrt (vgl. Kapitel 2.6). Dabei wurden je drei Prifkérper pro Dosierung flr
die Messungen verwendet. Von jedem Prifkdfper wurde das Eluat an drei Stellen
auf die Agarplatten aufgetragen und somit ergaben sich pro Prufkorper jeweils drei
Hemmhofe. Aus diesen drei Hemmhofen wurde rechnerisch stets ein Mittelwert
errechnet. In den Ergebnistabellen (Tab. 16 und Tab. 17) werden diese Mittelwerte
dargestellt. Auch an dieser Stelle sei zur genauen Zusammensetzung der
Antimykotika bezlglich deren Wirkstoffkonzentration und der jeweiligen Menge an
Zusatzstoffen auf das Kapitel 2.2 verwiesen.

Zur leichteren Veranschaulichung wurden die Ergebnistabellen eingefarbt. Der
obere Bereich der Hemmhof-Ergebnisse (25 - 40 mm Durchmesser) ist grin
gefarbt, der mittlere Bereich (16 - 24 mm Durchmesser) in Gelb und der untere
Bereich (1 - 15 mm Durchmesser) in Orange.
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3.2.1 Voriconazol (Voriconazol®)

Bei der Beimischung von Voriconazol® konnte bei den durchgefuhrten Versuchen
eine hemmende Wirkung gegen die beiden Candida-Stamme nachgewiesen

werden. Die Ergebnisse werden dabei in den folgenden Kapiteln beschrieben.

3.2.1.1 Candida albicans

Bei der Dosierung von 3,5 g Voriconazol® zum PMMA-Zement Palacos® R+G
zeigte sich gegen Candida albicans eine gute hemmende Wirkung (Abbildung 28).
Auch nach sechs Wochen war in den Agardiffusionstests noch eine ausreichende

Sensibilitat gegen das lokale Antimykotikum vorhanden (Abbildung 29).

Abbildung 28: Cand.-albicans-Hemmhdofe von Palacos® R+G nach Zugabe von

3,5 g Voriconazol® nach 1 h

Abbildung 29: Cand.-albicans-Hemmhofe von Palacos® R+G nach Zugabe von

3,5 g Voriconazol® nach 42 d
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Die hohere Dosierung von 10,5 g Voriconazol® zu Palacos® R+G zeigte ebenfalls
eine gute Wirkung gegen Candida albicans. (Abbildung 30) Jedoch waren hier
nach einer Woche multiple kleine Pilzkolonien auf den Agarplatten sichtbar,
wodurch die Auswertung der Hemmhofe zu diesem Messzeitpunkt nicht
durchgefuhrt werden konnte. (Abbildung 31)

Abbildung 30: Cand.-albicans-Hemmhofe von Palacos® R+G nach Zugabe von

10,5 g Voriconazol® nach 1 h

Abbildung 31: Cand.-albicans-Hemmhofe von Palacos® R+G nach Zugabe von

10,5 g Voriconazol® nach 7 d

Bei den darauffolgenden Messzeitpunkten waren wieder Hemmhofe feststellbar.
Nach sechs Wochen konnten hier Hemmhofe von 35 - 40 mm Durchmesser

gemessen werden. (Abbildung 32)
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Abbildung 32: Cand.-albicans-Hemmhofe von Palacos® R+G nach Zugabe von
10,5 g Voriconazol® nach 42d

Eine Ubersicht (iber die errechneten Mittelwerte der jeweils drei Hemmhéfe, die
bei der Verwendung von Palacos® R+G mit Zumischungen von 3,5 g sowie 10,5 g
Voriconazol® gemessen wurden, zeigt Tabelle 16. Die Ursache fur die fehlenden
Messergebnisse bei der 10,5 g Dosierung nach dem Messzeitpunkt von sieben

Tagen wurde bereits oben beschrieben.

Tabelle 16: Durchmesser der Hemmhdofe gegen Cand. albicans [mm] (* Es sind

kaum Hemmbhéfe erkennbar aufgrund mehrerer kleiner Candida-Kolonien.)

1h 24 h 7d 15d 28d 42 d
28 27 25 25 29 29
Palacos® R+G + 26 26 26 26 27 27

3,5 g Voriconazol®

27 27 27 25 27 27
Palacos® R+G + 27 29 * 35 35 35
10,5g 27 28 * 40 40 40
Voriconazol® 27 29 * 35 35 35

3.2.1.2 Candida glabrata

Im Gegensatz zu Candida albicans besal} die Dosierung von 3,5 g Voriconazol®
zu Palacos® R+G gegen Candida glabrata nur eine geringe hemmende Wirkung.
(Tabelle 17) Hier zeigten sich nach einer Stunde Hemmhdfe mit einem
Durchmesser von 12 - 15 mm. (Abbildung 33) Diese verkleinerten sich im Verlauf
der weiteren Messungen zunehmend und wiesen nach sechs Wochen einen

Durchmesser von nur 10 - 12 mm auf. (Abbildung 34)
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Tabelle 17: Durchmesser der Hemmhofe gegen Cand. glabrata [mm]

1h 24h 7d 154 | 28d | 42d
15 10 12 12 12 12

Palacos® R+G + 14 11 11 11 11 11

3,5 g Voriconazol®

12 9 10 10 10 10

Palacos® R+G +

10,5¢g
Voriconazol®

Abbildung 33: Cand.-glabrata-Hemmhofe von Palacos® R+G nach Zugabe von
3,5 g Voriconazol® nach 1 h

Abbildung 34: Cand.-glabrata-Hemmhdofe von Palacos® R+G nach Zugabe von
3,5 g Voriconazol® nach 42 d

Die héhere Dosierung von 10,5 g Voriconazol® zeigte eine gute Hemmwirkung
gegenuber Candida glabrata. Die Durchmesser der Hemmhoéfe nahmen wahrend
der sechs-wochigen Versuchsdauer von 30 mm auf 40 mm zu und sorgten somit

fur eine gute antifungale Wirkung. Die Entwicklung der Hemmhéfe von 10,5 g
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Voriconazol® im Verlauf der Messzeitpunkte ist in den Abbildungen 35 und 36 zu

sehen.

Abbildung 35: Cand.-glabrata-Hemmhdofe von Palacos® R+G nach Zugabe von

10,5 g Voriconazol® nach 1 h

Abbildung 36: Cand.-glabrata-Hemmhdofe von Palacos® R+G nach Zugabe von
10,5 g Voriconazol® nach 42 d

3.2.2 Amphotericin B - NLAB und AmBisome®

Im Gegensatz zu Voriconazol zeigten sich die beiden Candida-Spezies resistent
gegenuber den verwendeten Amphotericin-B-Varianten AmBisome® und NLAB.
Dies auferte sich dadurch, dass bei den ersten beiden aufeinanderfolgenden
Messzeitpunkten jeweils keine Hemmhofe gemessen werden konnten. Aus
diesem Grund wurden keine weiteren Messungen fir diese Testreihen der beiden
Antimykotika durchgefihrt. Abbildung 37 zeigt eine Candida-albicans-Agarplatte
mit 2,66 g NLAB zu Palacos® R+G ohne jegliche Hemmhofe.
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Abbildung 37: Cand.-albicans- Hemmhofe von Palacos® R+G nach Zugabe von
2,66 g NLABnach 1h
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4 Diskussion

Fungale Protheseninfektionen bilden mit rund 1 - 2 % nur einen geringen Anteil
aller Protheseninfektionen. Es existiert nur eine begrenzte Literatur zu diesem
Thema und es gibt keinen Konsens Uber eine optimale Therapie. Als
Goldstandard wird meistens die zweizeitige Revisionsoperation durchgefuhrt. Um
bei Risikopatientinnenen und -patienten eine fungale periprothetische Infektion zu
verhindern kann man dem PMMA-Knochenzement manuell Antimykotika
beimischen. [9, 44, 45, 75]

Das Ziel dieser Diplomarbeit ist es, herauszufinden welche Auswirkungen die
Beimischungen der Antimykotika Voriconazol sowie liposomales und nicht
liposomales Amphotericin B zum PMMA-Knochenzement auf die antifungale
Wirksamkeit haben. Zudem soll herausgefunden werden inwiefern dadurch die
mechanische Stabilitdt des Knochenzements beeinflusst wird. Bei der Betrachtung
der dabei erfolgten Ergebnisse sollten folgende Limitation bertcksichtigt werden:
Erstens kann es durch die manuelle Herstellung des Knochenzements zu einer
gering abweichenden Verteilung der antifungalen Wirkstoffe in den einzelnen
Prifkérpern gekommen sein. Von den inhomogen verteilten Mengen an
Antimykotika sind vor allem die Priufkérper betroffen, welchen Voriconazol®
beigemischt wurde. Dies ist vor allem der starkeahnlichen Konsistenz des
Antimykotikums geschuldet, sodass es bereits wahrend der Zementherstellung zu
Komplikationen kam. Der Zementteig lie® sich nur schwer verformen und besal}
eine trockene und instabile Konsistenz. Zudem waren trotz vorheriger
Zerkleinerung des Medikamentenpulvers mithilfe eines Morsers noch
makroskopische, ungeloste Pulveranteile im Prifkérper auszumachen. Die
inhomogene Verteilung des Wirkstoffpulvers fihrte zusatzlich, wie in Kapitel 2.5
naher beschrieben wurde, zu einer instabilen Zementmasse und es kam vermehrt
zu Randausbriichen oder Einrissen in den Prifkorpern.

Zweitens handelt es sich bei den Messungen nicht um in-vivo-Experimente
sondern diese wurden in-vitro durchgeflhrt. Somit geben sie nur bedingt
Aufschluss dartiber wie sich der Knochenzement mit dem beigefligten
Antimykotikum in einem menschlichen Korper verhalten wirde. In-vivo-Tests

waren von groRem Vorteil um zu erkennen in welchem Ausmal} sich die
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mechanische Stabilitat durch die kontinuierliche Wirkstoffelution sowie durch den
standigen Kontakt mit korpereigenen Flussigkeiten reduziert. Da solche
Experimente an Patientinnen und Patienten jedoch ethisch nicht vertretbar
erscheinen, wurde bei den Versuchsreihen versucht maoglichst die in-vivo-
Bedingungen nachzustellen.

Drittens war es aufgrund eingeschrankter Kapazitaten des Labors notwendig die
Eluate kurzzeitig bei - 20°C einzufrieren. Es ist unklar ob sich eine solche
Kalteeinwirkung negativ auf die Wirkung der Antimykotika auswirken kann.
Viertens konnte aufgrund einer begrenzt zur Verfigung stehenden Menge an
sterilen Antimykotika nur eine bestimmte Anzahl an Prufkorpern hergestellt
werden. Mit einer grofleren Menge der drei Antimykotika hatte man weitere
Versuchsreihen durchfuhren kdnnen um einen besseren Vergleich zwischen den

verschiedenen Wirkstoffen zu erhalten.

Erwahnt werden muss auch, dass es bei der Herstellung der Prufkérper zu
auffalligen Verfarbungen des Zementes gekommen ist. Der urspringlich grin
eingefarbte PMMA-Zement wurde durch die Beimischung des orangen NLAB-
Pulvers zunehmend orange. Auf diese makroskopische Auffalligkeit wurde in

Kapitel 2.5 bereits naher eingegangen.

4.1 Mechanische Stabilitat

Bei einer Zunahme der beigemischten Wirkstoffmenge kam es zu einer
kontinuierlichen Abnahme der mechanischen Stabilitat. Diese Korrelation war bei
der Druckfestigkeitsprifung der beigemischten Mengen von Voriconazol® sowie
AmBisome® gut ersichtlich. Die Beimischung von 2,66 g AmBisome® zu
Palacos® R+G lag bei 77,2 MPa und die Beimischung von 3,5 g Voriconazol®
betrug nur 74,4 MPa. Bis auf eine Ausnahme befanden sich alle Druckfestigkeits-
Werte der beigemischten drei Antimykotika oberhalb der ISO-Norm. Die
Ausnahme wurde durch die Beimischung von 10,5 g Voriconazol® gebildet. Hier
wurde das empfohlene Maximum von 10 Vol.-% mit rund 26 Vol.-% deutlich
Uberschritten. [8, 28] Die Druckfestigkeit lag hier mit 68 MPa unterhalb der
empfohlenen ISO-Norm von 70 MPa. Die 10,5 g Dosierung konnte bei keinem der
durchgefuhrten mechanischen Tests die ISO-Normen erflllen. Auch bei Miller et
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al. 2013 wird eine verminderte Druckfestigkeit bei hohen Dosierungen von
Voriconazol beschrieben. [56] Dort konnte bei additiven 24 Vol.-% Voriconazol
keine ausreichende Druckfestigkeit festgestellt werden. Zudem zeigte sich in der
erwahnten Studie nach erfolgter Wirkstofffreisetzung die Reduktion der
Druckfestigkeit um die Halfte. [56]

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Zumischung von NLAB, auch bekannt als
Amphotericin-B-Desoxycholat(ABD), zumeist eine Zunahme der Druckfestigkeit.
Die Zumischung von 1,33 g NLAB zu Copal® G+C wies beispielweise eine um ca.
3 % erhohte Druckfestigkeit auf im Vergleich zum Referenzwert. Goss et al. 2007
konnte beobachten, dass das Hinzufigen hoher Dosierungen von ABD zu einer
erhdhten Druckfestigkeit fihrte. [62] Auch bei Czuban et. al 2019 konnte bei den
beigemischten Dosierungen von NLAB keine Reduktion der Druckfestigkeit
beobachtet werden. [79] Eine Hypothese besagt, dass ABD dazu neigt mit dem
PMMA-Knochenzement chemische Bindungen einzugehen. Durch die dadurch
entstandene kompaktere Zementstruktur kann die Beimischung somit eine erhohte
Druckfestigkeit bewirken. [62, 79]

Bei der Biegefestigkeit zeigte sich bei den hoheren Dosierungen der drei
Antimykotika stets eine eingeschrankte mechanische Stabilitat. Die Dosierungen
von 3,5 g und 10,5 g Voriconazol® konnten zudem Kkeine ausreichende
Biegefestigkeit laut ISO-Norm aufweisen.

Die starkste mechanische Beeintrachtigung konnte bei der Dynstat-
Schlagzahigkeitsprufung beobachtet werden. Hier befanden sich zusatzlich zu den
hohen Dosierungen von Voriconazol® auch einige Dosierungen von AmBisome®
sowie von NLAB unterhalb der ISO-Norm. Eine signifikante Reduktion der
Stabilitat konnte hier bereits bei den geringen Beimischungen wie 0,2 g NLAB
beobachtet werden. Bei den Ergebnissen fiel auf, dass die Dosierung von 1,33 g
NLAB zu Copal® G+C immer noch der ISO-Norm entsprach. Dies kann jedoch
daraus resultieren, dass der Referenzwert des Knochenzements durch die bereits
enthaltene Menge von 1 g Gentamicin sowie 1 g Clindamycin bereits eine deutlich
reduzierte Schlagzahigkeit aufwies. Nach der weiteren Zugabe von 1,33 g NLAB
betrug die Schlagzahigkeit immer noch 80% des Referenzwertes.

Bei der Gegenuberstellung von NLAB und AmBisome® konnten mehrere
Unterschiede festgestellt werden. NLAB wies bei der Druckfestigkeit etwas héhere
Werte auf. Es zeigten sich jedoch keine groben Abweichungen. Bei der

Biegefestigkeit hingegen war AmBisome® deutlich Uberlegen. Bei der Dosierung
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von 0,8 g zu Palacos® R+G zeigte sich hier eine um ca. 10 % hohere
Biegefestigkeit. Bei der hoheren Dosierung von 2,66 g betrug die Differenz nur
mehr ca. 3%. Auch bei der Schlagzahigkeit konnten signifikant bessere
Ergebnisse beim AmBisome® festgestellt werden. Die Differenz betrug hier bei
der Dosierung von 0,8 g zu Palacos® R ca. 11 %, bei 2,66 g zu Palacos® R+G ca.
18 % und bei der Beimischung von 0,8 g zu Palacos® R+G sogar rund 25 %
zugunsten von AmBisome®. Insgesamt kann somit von einer besseren
mechanischen Stabilitdt vom liposomalen Amphotericin B (AmBisome®) im

Vergleich zum NLAB ausgegangen werden.

4.2 Mikrobiologische Wirkung

Bei den Dosierungen von 3,5 g und 10,5 g Voriconazol® konnte fur die Dauer von
sechs Wochen stets eine gute Hemmwirkung gegen Candida albicans festgestellt
werden. Das Ergebnis von 10,5 g Voriconazol® zu Palacos® R+G konnte beim
Messzeitpunkt nach einer Woche nicht verwertet werden da es zum Wachstum
multipler kleiner Pilzkolonien kam. Bei den darauf folgenden Messzeitpunkten
waren die Hemmhofe wieder deutlich erkennbar. Somit kann hier ein Messfehler
nicht ausgeschlossen werden.

Bei Candida glabrata zeigte die Dosierung von 3,5 g Voriconazol® zu Palacos®
R+G nur eine geringe Wirkung mit Hemmhdofen von nur 10 - 15 mm Durchmesser.
Die hohere Dosierung von 10,5 g Voriconazol® zu Palacos® R+G konnte hier

hingegen gro3e Hemmhaofe mit einem Durchmesser von bis zu 40 mm erzielen.

Bei den Beimischungen von AmBisome® sowie von NLAB konnten keinerlei
hemmende Wirkungen gegen die beiden Erreger Candida albicans oder Candida
glabrata festgestellt werden. Eine mdgliche Erklarung fir die ausbleibende
Wirkung von NLAB ist die insuffiziente Wirkstofffreisetzung durch chemische
Bindungen mit dem PMMA-Zement. [62, 79] Auch trotz des im PMMA-Zement
Palacos® R+G bereits enthaltenen Gentamicins, welches als Poragen fungieren
kann, war keine Wirkstofffreisetzung nachweisbar. [60, 61, 63, 79] Auch Czuban et
al. 2019 konnte beobachten, dass die Zugabe von Gentamicin zu ABD keine
bessere Wirkstoffelution zur Folge hatte. Bei N-methyl-D-glucamine-Amphotericin
B hingegen war die bessere Freisetzung in der Studie nachweisbar. [79]
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Zusatzlich besteht die Moglichkeit, dass die Antimykotika zu gering dosiert worden
sind fur eine ausreichende hemmende Wirkung. Laut den neuesten Erkenntnissen
von Czuban et al. 2019 ist eine minimale Dosierung von 12,5 mg von ABD
notwendig um eine Biofilmbildung von Candida sp. zu verhindern. [77]

Eine fehlende Sensibilitat der Erreger kann ausgeschlossen werden, da diese
zuvor auf ihre Resistenzen getestet worden sind.

AuRerdem besteht die Mdglichkeit, dass die Kalteexposition bei - 20°C negative
Auswirkungen auf die Wirksamkeit der Antimykotika gehabt haben kann. Weitere
Versuchsreihen waren notwendig um herauszufinden weshalb die beiden

Antimykotika keine Wirkung gegen die beiden Candida-Stamme aufwiesen.

4.3 Implikationen fur Theorie und Praxis

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuche zeigen,
dass die Beimischungen von 3,5 g und 10,5 g Voriconazol® zu Palacos® R+G
gute Hemmwirkungen gegen Candida albicans sowie gegen Candida glabrata
aufweisen. Der Nachteil dieser hohen Dosierungen ist jedoch die signifikante
Reduktion der mechanischen Stabilitdt des Knochenzements um durchschnittlich
20 % des Referenzwertes. Die grofte Auswirkung zeigte sich hier bei der
Schlagzahigkeitsprifung. Dabei kam es zu einer Abnahme der mechanischen
Stabilitdt um bis zu 47 %, beziehungsweise um bis zu 67 % bei 3,5 g und 10,5 g.
Von einer mechanischen Stabilitat kann somit bei der Beimischung von 3,5 g oder
10,5 g Voriconazol® nicht ausgegangen werden, weshalb diese Dosierungen
nicht zur Fixierung einer Prothese verwendet werden sollten. Es besteht die
Option Voriconazol® als lokales Antimykotikum in 'Spacern' vorlibergehend
einzusetzen. Diese verbleiben als Interimsprothesen bei Revisionsoperationen nur
temporar im Korper und sind zudem durch Metallstabe mechanisch stabilisiert. Die
mechanische Stabilitdt kann somit zugunsten einer hohen lokalen

Wirkstofffreisetzung vernachlassigt werden.
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