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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Alloarthroplastische Operationen wie auch die Implantation von Osteosynthesematerialien
werden heute weltweit routineméfBig und mit gutem Erfolg durchgefiihrt.

Nach wie vor stellt jedoch die Knocheninfektion nach chirurgischen Eingriffen ein schwer-
wiegendes Problem dar. Die Anwesenheit von Bakterien im Knochen allein ist noch nicht
ausreichend, um eine Osteomyelitis hervorzurufen. Diese seit langem bekannte und ge-
fiirchtete Erkrankung ist abhéngig von der Keimzahl und Virulenz der Erreger als auch von
der Abwehrlage des Organismus. Mit der Implantation korperfremder Materialien steigt je-
doch die Infektionsgefahr. So konnten bereits erste In-vivo-Versuche von ELEK und CONEN
(1957) zeigen, dass in Anwesenheit eines implantierten Seidenfadens bereits eine Anzahl von
100 Kolonie bildenden Einheiten (KBE) eines Staphylokokken-Stammes ausreicht, um eine
Infektion zu erzeugen. Die Bedeutung einer effektiven Infektionsprophylaxe ist daher un-
umstritten. Ein Beispiel hierfiir ist die Zumischung von Antibiotika zu Knochenzement wie
sie 1970 erstmals von BUCHHOLZ und ENGELBRECHT sowohl als PriaventivmaBBnahme
als auch zur Herdsanierung infizierter Endoprothesen beschrieben wurde. Eine Weiter-
entwicklung dieses Konzepts stellen die Polymethylmethacrylat-Ketten dar (KLEMM 1989).
JOSEFSSON et al. (1990) untersuchten den Wert einer systemischen Antibiotikagabe im
Vergleich zu gentamicinhaltigem Knochenzement bei der Erstimplantation kiinstlicher Hiift-
gelenke. Sie stellten fiir das erste Jahr eine geringere Infektionsrate in der Patientengruppe
fest, die den Knochenzement als lokale ProphylaxemaBBnahme erhielt. Weitere Fortschritte
sind in der Entwicklung bioresorbierbarer Triagersysteme zu sehen, durch die sich eine Zweit-
operation zur Implantatentfernung umgehen lisst. Der Vorteil der lokalen Therapie bzw. Pro-
phylaxe ist darin zu sehen, dass am Ort der Infektion durch retardierte Freisetzung des
Antibiotikums sehr hohe Wirkspiegel erzeugt werden, die bei systemischer Applikation mit
Nebenwirkungen verbunden wéren.

Die bakterielle Besiedelung der Implantatoberflache ist als der Initialschritt in der Entstehung
Implantat assoziierter Infektionen zu sehen.

In der vorliegenden Arbeit soll die antibakterielle Wirkung einer antiinfektiven, bio-
resorbierbaren und abriebstabilen Poly-D,L-Laktid-Beschichtung als Trégersubstanz fiir
Gentamicin auf Osteosynthesematerialien hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in der Verhinderung

experimentell erzeugter Knocheninfektionen am Kaninchenmodell iiberpriift werden.
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2 SCHRIFTTUM

2.1 Inzidenz und Bedeutung Implantat assoziierter Knocheninfektionen

Die Infektion ist eine gefiirchtete und schwerwiegende Komplikation in der modernen Endo-
prothetik, Traumatologie und Orthopddie. Trotz der Fortschritte in der operativen Medizin
und der Entwicklung moderner Antibiotika sowie entsprechender perioperativer systemischer
Antibiotikagabe zdhlen postoperative Infektionen noch immer zu den héufigsten
chirurgischen Komplikationen (DE LALLA 1999). Die Zahl kiinstlicher Hiiftgelenke, die in
Deutschland jdhrlich implantiert werden, wird auf 50.000 bis 60.000 geschétzt (PERDREAU-
REMINGTON et al. 1996). In den USA werden iiber 200.000 Hiift- und knapp 100.000
Kniegelenksendoprothesen implantiert (AN und FRIEDMAN 1996). Bei primédr implantierten
Hiiftgelenksendoprothesen kommt es in 1 %, bei Kniegelenks- und Ellbogenendoprothesen in
bis zu 5 % bzw. 7 % der Félle zu Infektionen (GRISTINA et al. 1991; BENGTSON 1991;
BAUER und SCHILS 1999).

Nach ARENS (2002) liegen weder auf globalem noch regionalem Niveau exakte epidemiolo-
gische Daten zur Inzidenz speziell der Osteitis vor. Die Erkrankung prisentiert sich heute
iiberwiegend in ihrer chronischen posttraumatischen bzw. postoperativen Form. Sie ist eng an
die Abwehrlage des Organismus sowie an die Durchblutungsverhiltnisse im Knochen gebun-
den. So werden beispielsweise bei der Versorgung offener Frakturen, je nach Ausmal3 des
Weichteilschadens, Infektionsraten bis zu 50 % beschrieben (GUSTILO et al. 1990).

Die Therapie von Knochen- und Weichteilinfektionen besteht in einer griindlichen
chirurgischen Herdsanierung und einer systemischen Antibiotikagabe iiber 4 bis 6 Wochen,
die in der Regel mit einem lidngeren Klinikaufenthalt verbunden ist. Hiufig ldsst sich eine
manifeste Infektion nur durch eine Entfernung des Implantats zum Stillstand bringen.
HEITEMAYER und HAX (1990) ermittelten die Behandlungskosten und Rentenleistungen
im Rahmen der posttraumatischen Osteitis auf das 5- bis 7,5-fache im Vergleich zu gleich-
artigen Verletzungen mit komplikationslosem Verlauf. ARENS (2002) bezifferte in einer ei-
genen Untersuchung eine geschitzte volkswirtschaftliche Bedeutung infizierter Endo-
prothesen mit ca. 150 Mio. €/Jahr in Deutschland.

Fiir den betroffenen Patienten kann eine derartige Erkrankung eine massive Einschrinkung
seiner Lebensqualitidt bedeuten und letztlich sogar psychosoziale Konsequenzen nach sich
ziehen aufgrund wiederholter langwieriger Therapien, Invaliditdt und Verlust der Arbeits-

fahigkeit, psychischer Belastung und sozialer Desintegration.
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Durch prophylaktische Antibiotikagaben sowie verbesserte Operationstechniken und —be-
dingungen (einschlieBlich ultrasteriler Luft) konnte die Infektionshaufigkeit seit 1975 deutlich
gesenkt werden (AN und FRIEDMAN 1996).

2.2 Uberblick iiber Tiermodelle zur Osteomyelitis

Die Pathogenese von Osteomyelitiden und Kunstgelenk assoziierten Infektionen ist aus-
gesprochen komplex und die Therapie derartiger Infektionen schwierig und mit weit-
reichenden Folgen fiir den Patienten verbunden. In den vergangenen Jahrzehnten wurden eine
Vielzahl von Tiermodellen zur weiteren Aufkldrung der Pathogenese, Untersuchung der
Wirksamkeit von chirurgischen MaBinahmen sowie systemischer oder lokaler Antibiotikagabe
entwickelt (NORDEN 1970; ANDRIOLE et al. 1973; RODEHEAVER et al. 1983;
CALHOUN und MADER 1997; GURSEL et al. 2001). Um osteomyelitische Verinderungen
zu erzeugen, werden in diesen Modellen sklerosierende Agentien, Implantate als Fremdkdrper
und die Inokulation von Bakteriensuspensionen verwendet (NORDEN 1970; PASSL et al.
1984; PETTY et al. 1985; CORDERO et al. 1994; EERENBERG ¢t al. 1994; SCHULZ et al.
2001).

In den nachfolgenden Tabellen sind eine Auswahl an verschiedenen Osteomyelitismodellen

nach verschiedenen Gesichtspunkten zusammengestellt.

2.2.1 Infektionen von Gelenkendoprothesen

Die Arthroplastik stellt den teilweisen oder vollstindigen Ersatz eines Gelenkes dar, zu deren
Verankerung Knochenzement oder aber eine besonders gestaltete Oberflache ohne zusitzliche
Verbindungsmaterialien (zementlose Endoprothese) verwendet wird (REMMELE 1984).
Neben der aseptischen Lockerung ist die Infektion die hdufigste Komplikation des Gelenk-
ersatzes; die Infektionsraten liegen zwischen 1 und 5 % (BAUER und SCHILS 1999). Die
bakterielle Infektion erfolgt hauptsdchlich zum Zeitpunkt der Operation, wihrend die endo-
gene Autoinfektion zu unterschiedlichen Zeitpunkten zur hdmatogenen Infektion des Im-
plantationsgebietes flihren kann. Die Eintrittspforten fiir die Erreger sind diesem Fall die
Haut, der Gastrointestinaltrakt oder der Genitaltrakt sowie die Mund- und Nasenhohle. In der
Diagnostik unterscheidet man zwischen Friih- und Spatinfektionen, liber deren zeitliche Ein-
teilung die Angaben in der Literatur variieren. Zusammengefasst kann jedoch festgehalten

werden, dass Frithinfekte unmittelbar nach der Implantation auftreten und eine deutliche
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klinische Symptomatik mit schmerzhafter Beweglichkeit und Fixation des Gelenkes in
leichter Beugestellung, Schwellung, Rétung und Gelenkerguss des betroffenen Gelenkes
sowie veridnderte Laborparameter und Fieber zeigen. Ein Spétinfekt kann dagegen nach
Monaten oder sogar nach zwei bis fiinf Jahren aufgrund eines anderen infektiosen Herdes im
Korper auftreten und die Abgrenzung zur aseptischen Prothesenlockerung schwierig sein (AN
und FRIEDMAN 1996; LEW und WALDVOGEL 1997; BAUER und SCHILS 1999).

Modelle zur Infektion von Gelenkendoprothesen beim Kaninchen sind in Tabelle 1

zusammengefasst.
Arthroplastik Bakterien Implantat Unter- Zeitraum Autor/ Jahr
suchungen
partieller Knie- E. coli, Knochenzement | Mikrobiologie 4,8, 24 Schurman
gelenksersatz 2 x 10°KBE, mit und ohne Wochen et al. (1978)
intraartikulér Gentamicin
vollstindiger Knie- | Staph. aureus, | Knochenzement | Mikrobiologie, 10 bis 12 Blomgren
gelenksersatz 11,5 x 10° mit und ohne Histologie Wochen und Lindgren
KBE, Gentamicin (1981)
6-8 Wochen
post OP i.v.
partieller Hiift- Staph. aureus, | Stahlprothese mit | Mikrobiologie 4 Southwood
gelenksersatz 10'-10° KBE, Zement Wochen et al. (1985)
intramedullér
bzw. i.v.
bzw.
3 Wochen
post OP i.v.
partieller Knie- Staph. aureus, Silikon- Rontgen, 5 bis 8 Belmatoug
gelenksersatz 5x 10°KBE, Elastomer- Mikrobiologie, Wochen et al. (1996)
intraartikulér Implantat Histologie

Tabelle 1: Modelle zur Infektion von Gelenkendoprothesen beim Kaninchen
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222 Modelle zur Pin-Tract-Infektion

Tabelle 2 stellt exemplarisch zwei Modelle zur Pin-Tract-Infektion beim Schaf dar.
CLASPER et al. (1999) untersuchten in ihrer Studie den Zusammenhang zwischen Infektion
und Lockerung eines Fixateur extern. DEJONG et al. (2001) brachten eine Hydroxyapatit-

Chlorhexidin-Beschichtung auf Pins aus Stahl oder Titan auf und untersuchten deren anti-

bakterielle Wirksamkeit.

Modell Implantat Bakterien Unter- Zeitraum Autor/ Jahr
suchungen

Tibia Fixateur externe Staph. aureus, Klinik, 2 Clasper

2,5 x 10° KBE/ml, Rontgen, Wochen et al. (1999)
davon 100pl Mikrobiologie,

Tibia Pins aus Staph. aureus, Klinik, 2 DelJong

rostfreiem Stahl 10° KBE/ml, Mikrobiologie Wochen etal. (2001)
und Titan davon 30pl

Tabelle 2: Modelle zur Pin-Tract-Infektion beim Schaf

223 Modelle zur Untersuchung der Osteomyelitispathogenese

NORDEN (1970) verwendete Sodium morrhuate als sklerosierendes Agens, um die intra-
medulldre Blutversorgung zu beeintrachtigen und das Angehen des Knocheninfektes zu er-
leichtern. Mit diesem Modell lieB sich in 91 % der Fille eine Osteomyelitis erzeugen. Ront-
genologische Verdnderungen traten dabei erst nach 14 bis 21 Tagen auf. ANDRIOLE et al.
(1973), PASSL et al. (1985) und WORLOCK et al. (1988) untersuchten die Osteo-
myelitispathogenese anhand eines Frakturmodells. EERENBERG et al. (1994) infizierten den
Femur iiber einen lateralen Knochendefekt, um eine mdglichst genaue Lokalisation der

osteomyelitischen Verdnderungen zu erzeugen (siche Tabelle 3).
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Tierart und Modell Implantat Bakterien Unter- Zeitraum |  Autor/
suchungen Jahr
Kaninchen Sodium morrhuate als Staph. aureus, Klinik, 60 bis 180 | Norden
Tibia sklerosierendes Agens | 3 x 10® KBE/0,1ml, Blut, Tage (1970)
(perkutane Injektion in 5% Sodium morrhuate Rontgen,
die Markhohle) Mikrobiologie
Kaninchen Nagel Staph. aureus, Rontgen, 18 Andriole
Tibia 2x10*-2x10° Mikrobiologie, Monate et al.
(Fraktur, Implantat und KBE/ml Histologie (1973))
Inokulation)
Meerschweinchen intramedulldrer Draht Staph. aureus, Klinik, 90 Passl
Femur 10* KBE/0,1ml Rontgen, Tage et al.
(Fraktur, Implantat und und Mikrobiologie (1984)
Infektion) E. coli,
10° KBE/0,1ml
Kaninchen Kirschner-Draht Staph. aureus, Rontgen, 12 Worlock
Tibia 10°, 10 oder 107 Mikrobiologie, Wochen et al.
(Fraktur und Wunde, KBE /0,5ml Histologie (1988)
Injektion in den
Frakturspalt)
Kaninchen Stahlnagel Staph. aureus, Klinik, 28 bis 175 | Eerenberg
Femur 3x 10° KBE/0,Iml | Mikrobiologie, Tage et al.
(Infektion des Im- Histologie (1994)
plantats iiber lateralen
Knochendefekt)

Tabelle 3: Tiermodelle zur Osteomyelitispathogenese

224 Osteomyelitismodelle mit verschiedenen Implantatmaterialien

In der Literatur sind zahlreiche Untersuchungen beschrieben, die sich mit der Infektions-
anfélligkeit verschiedener Implantatwerkstoffe beschéftigen und belegen, dass Bakterien sich
an die meisten der gebrduchlichen Materialien anheften konnen. Tabelle 4 fasst einige dieser
Modelle zusammen.

PETTY et al. untersuchten 1985 an Hunden den Einfluf3 gangiger Implantatwerkstoffe auf die
Infektionsrate. Dazu brachten sie Implantate aus rostfreiem Stahl, Cobalt-Chrom-(Co-Cr)-
Legierung, Polyethylen, vorpolymerisiertem Polymethylmetacrylat (PMMA) sowie in-situ
polymerisierendem PMMA in die Femora von Hunden ein und infizierten sie mit
Staphylococcus aureus (Staph. aureus), Staphylococcus epidermidis (Staph. epidermidis) und
Escherichia coli (E. coli). Sie stellten fest, dass fiir die Infektion aller Implantate eine ge-
ringere Dosis an Staphylococcus aureus ausreichte als fiir die Infektion der Kontrolltiere, die
kein Implantat erhielten.

CORDERO et al. (1994) untersuchten am Kaninchenmodell unterschiedliche Oberflichen
von Zylindern aus einer Cobalt-Chrom-Molybdén-(Co-Cr-Mo)-Legierung bzw. einer Titan-

Aluminium-Vanadium-(Ti-Al-V-)-Legierung. Sie konnten zeigen, dass sowohl bei Implanta-

6
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ten einer Cobalt-Chrom-Molybdin-Legierung als auch bei Implantaten mit rauher Oberflédche
eine geringere Keimdosis fiir eine Infektion ausreicht.

ARENS et al. (1996) implantierten Standard-6-Loch 2,0mm AO dynamische Kompressions-
platten (DCP) aus rostfreiem Stahl (ISO 5832-1) und Titan (ISO 5832-2) an die Tibia von
Kaninchen und infizierten sie mit einer Staphylococcus aureus - Suspension in unter-
schiedlichen Konzentrationen. Ebenso wie CORDERO et al. (1994) konnten sie in Abhingig-
keit vom Material eine signifikant hohere Infektionsrate belegen, ndmlich 75% fiir Stahl und
35% fiir Titan.

MELCHER et al. (1994) untersuchten am Kaninchenmodell die Infektionsraten von hohlen
geschlitzten Marknédgeln aus Stahl im Vergleich zu massiven Marknégeln und stellten bei
ersteren mit 59 %, im Vergleich zu 27 % fiir letztere, eine deutlich hohere Infektionsrate fest.
Durch die groBlere Oberfliche des Hohlnagels sowie die Erzeugung eines ,,dead space* bei der
Implantation des Marknagels in den Knochen erhdht sich die Infektanfélligkeit (MELCHER
et al. 1994).
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Tierart und Modell Implantat Bakterien Unter- Zeitraum | Autor/
suchungen Jahr
Hund Zylinder aus rost- Staph. aureus, Mikrobiologie, 15 Petty
Femur freiem Stahl, Staph. epidermidis, Histologie Tage et al.
(Implantation und Co-Cr-Legierung, E. coli, (1985)
Infektion) Polyethylen, 10%-10® KBE/ml
vorpolymerisiertem
PMMA,
in-situ polymeri-
sierendem PMMA
Kaninchen Zylinder aus Staph. aureus, Mikrobiologie, 4 Cordero
Femur Co-Cr-Legierung 10%-10* KBE/0,1ml Histologie Wochen et al.
(zuerst Infektion der bzw. (1994)
Markhdhle, dann Ti-Al-V-Legierung
Implantation) mit glatter oder rauher
Oberflédche
Kaninchen hohler geschlitzter Staph. aureus, Rontgen, 4 Melcher
Tibia Marknagel 2x10°-4x 10 Mikrobiologie | Wochen etal.
(Infektion der oder KBE/0,1ml (1994)
Markhdhle) massiver Marknagel
Kaninchen Knochenzement 12 Wochen post OP: Rontgen, 20 Sanzén
Tibia oder Staph. epidermidis, Mikrobiologie, | Wochen und
(Knochenzement oder Zylinder aus Titan 5x10°,5x 10°, Histologie Linder
Zylinder aus Titan, 5x 10" KBE/0,1ml (1995)
perkutane Infektion der 16 Wochen post OP:
Markhéhle) Staph. aureus,
9x 10°,9x 10°,
9 x 10" KBE/0,1ml
Kaninchen Kompressionsplatten Staph. aureus, Klinik, 4 Arens
Tibia aus rostfreiem Stahl 4x10°-4x10° Mikrobiologie | Wochen et al.
(Implantation, oder Titan KBE/100ul (1996)
perkutane Infektion der
Platte)
Kaninchen Biopsienadel, Staph. aureus, Klinik, 6 bis 8 Schulz
Femur Sodium morrhuate 0,3 x 10° KBE/0,1ml, Mikrobiologie, | Wochen et al.
(Implantation einer als sklerosierendes | 5% Sodium morrhuate Rontgen (2001)

Biopsienadel in die
Markhohle,
Aspiration von 1 ml
Knochenmark,
Infektion)

Agens

Tabelle 4: Modelle zur chronischen posttraumatischen Osteomyelitis unter Beriick-
sichtigung verschiedener Implantatmaterialien
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Osteomyelitismodelle mit metallischen Implantaten und nachfolgender Therapie

In Tabelle 5 sind einige Tiermodelle dargestellt, die fiir die Erzeugung einer Osteomyelitis

ausschlieBlich metallische Implantate verwendeten und verschiedene Therapieansétze unter-

suchten.
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Tierart und Implantat Bakterien Therapie Unter- Zeit- Autor -
Modell suchungen raum Jahr
Ratte Implantate | Staph. aureus, Calcium- Rontgen, 12 Korkusuz
Tibia aus 2,5-7x107 Hydroxyapatit- | Mikrobiologie, | Wochen | et al. (1993)
(Implantation, | rostfreiem KBE/ml, Keramik Histologie,
Infektion tliber Stahl davon 0,1ml oder Pharmako-
Knochendefekt) Knochenzement kinetik
mit Gentamicin
oder
Gentamicin
parenteral
Kaninchen Kirschner- | Staph. aureus, Kollagen mit Mikrobiologie, 1 Riegels-
Tibia Drihte 2x 108 Gentamicin Blutkulturen, | Woche Nielsen
(Infektion iiber KBE/ml, oder Pharmako- et al. (1995)
kortikale Defekte) davon 2 x Gentamicin kinetik
0,5ml, parenteral
Kaninchen Kirschner- | Staph. aureus, Implantat- Klinik, 6 Darouiche
Tibia Dréhte 10’ KBE/ml, beschichtung Rontgen, Wochen | et al. (1998)
(offene Fraktur) davon 0,1ml mit Mikrobiologie,
Chlorhexidin- Histologie
Chloroxylenol
Ratte Kaniile aus | Staph. aureus, parenterale Klinik, 8 Gracia
Tibia rostfreiem | 10° KBE/ml, Antibiotika- Mikrobiologie | Wochen | et al. (1998)
(Implantation und Stahl, davon 0,1ml Therapie
intramedullére biofilm- iiber 21 Tage
Inokulation) inkubiert
Kaninchen Stiicke aus | Staph. aureus, | 3 Wochen post OP Rontgen, Sbis7 | Yagmurlu
Tibia Kirschner- 5x10° Implantation von | Mikrobiologie, | Wochen | et al. (1999)
(Implantation und Draht KBE/ml Poly- Histologie
Infektion) hydoxyalkanoate-
Stiften
mit Sulbactam-
Cefoperazone
Kaninchen 25G-Nadel | Staph. aureus, | 3 Wochen post OP Klinik, 6 Kanella-
(Implantation 3,7x 107 Entfernung der Rontgen, Wochen | kopoulou
und Infektion der KBE/ml, Nadel und Mikrobiologie, et al. (2000)
Nadel) davon 0,Iml | Implantation eines Pharmako-
D,L-Dilaktids mit kinetik
Pefloxacin
Kaninchen Implantate | Staph. aureus, Poly- Klinik, 6 Girsel
Tibia aus Stahl 5x10° hydroxyalkanoate- Rontgen, Wochen | et al. (2001)
(Implantation und KBE/0,1 ml, Stifte mit Mikrobiologie,
Infektion der davon 0,5ml Sulbactam- Pharmako-
Markhdhle) Cefoperazone und kinetik
Sulbactam-
Ampicillin

Tabelle 5: Osteomyelitismodelle mit metallischen Implantaten und nachfolgender
Therapie
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2.2.6

Weitere Osteomyelitismodelle mit nachfolgender Therapie

In Tabelle 6 sind weitere verschiedene Osteomyelitismodelle aufgefiihrt, die Prophylaxe- und

Therapieansitze untersuchten. Die lokale Anwendung von Antibiotika auf verschiedene Tra-

gersubstanzen aufgebracht ist dabei geeignet, das Angehen einer Osteomyelitis zu verhindern

(FITZGERALD 1983; JACOB et al. 1991; GERHART et al. 1993; NICOLAU et al. 1998).

Als ZusatzmaBBnahme zu einem Débridement fiihrt die lokale Anwendung von Antibiotika im
Knochen zum groften Erfolg (EVANS und NELSON 1993; GARVIN et al. 1994;
CALHOUN und MADER 1997; ITOKAZU et al. 1997).

Tierart und Modell Bakterien Therapie Unter su- | Zeitraum | Autor -
chungen Jahr
Kaninchen Staph. aureus, PMMA mit Colistin Rontgen, 4 Rode-
Femur 10°- 107 oder Mikro- Wochen heaver
(Eréffnung am Knie und E. coli, Erythromycin biologie, et al.
Aspiration des 10*- 10° bzw. Knochenzement Histologie (1983)
Knochenmarks, Infektion, KBE/0,1ml ohne Antibiotikum
Verschluss mit Knochen-
zement)
Hund Staph. aureus, PMMA Rontgen, 12 Fitzgerald
Tibia 10°- 10° mit Gentamicin Mikro- Wochen | (1983)
(proximale Metaphyse, KBE/ml biologie,
Kortexkiirettage, Infektion, Histologie
PMMA)
Ratte Staph. aureus, 3 Wochen post OP: Klinik, 35bis 70 | Rissing
Tibia 3 x 10° KBE/5ul bzw. | 14 bis 28tigige Therapie Blut, Tage et al.
(Bohren oder Implantation 25ul, mit Oxacillin bzw. Rontgen, (1985)
einer Nadel, Infektion) 5% Sodium morrhuate, Cefatriaxone s.c. Mikro-
Sul bzw. 25ul biologie,
Histologie
Kaninchen Staph. aureus, Kalziumsulfat mit und Klinik, 7 Dahners
Tibia 3 x 10° KBE/0,1ml, ohne Gentamicin Rontgen, Wochen und
(perkutane Inokulation) 0,1ml 5% Sodium Mikro- Funder-
morrhuate, biologie burk
0,1ml sterile PBS (1987)
Kaninchen Staph. aureus, Mikrokapseln Rontgen, 8 Jacob
Tibia 5 x 10 KBE/0,1ml, aus Mikro- Wochen et al.
(perkutane Inokulation) 0,1ml 5% Sodium Poly-D,L-Laktid-co- biologie, (1991)
morrhuate, Glykolid mit Ampicillin | Pharmako-
0,1ml sterile PBS oder Ampicillin kinetik

parenteral

Fortsetzung
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Kaninchen Staph. aureus, Débridement; Klinik, 8 Evans und
Radius 10° KBE Débridement plus Mikro- Wochen | Nelson
(Osteotomie eines PMMA mit und ohne biologie, (1993)
diaphyséren Segments und Gentamicin; Histologie
Wiedereinsatz nach Débridement plus AB
Bakterieninokulation) systemisch;
Débridement plus
PMMA mit Gentamicin
und AB systemisch
Ratte Staph. aureus, 3 Wochen post OP: Klinik, 6 Gerhart
Tibia 10* KBE/10ul PMMA bzw. Rontgen, Wochen et al.
(Knochendefekte werden biodegradierbarer Mikro- (1993)
mit Stiick PMMA und Knochenzement mit biologie
Draht gefiillt, Entfernung Vancomycin und
nach 3 Wochen) Gentamicin
Hund Staph. aureus, Débridement; Rontgen, 10 Garvin
Tibia 10° KBE/0,1ml Gentamicin i.m.; Mikro- Wochen et al.
(kortikaler Defekt, PMMA PMMA mit Gentamicin; biologie, (1994)
als Fremdkdrper) Polylaktid- Histologie,
Polyglykolid-Polymer Pharmako-
mit Gentamicin kinetik
Kaninchen Staph. aureus, Poly-D,L-Laktid-co- Rontgen, 6 Calhoun
Tibia 10° KBE/ml, Glykolid-Schwamm mit Mikro- Wochen und
(laterale Metaphyse, davon 0,1ml Vancomycin; biologie, Mader
Inokulation der Vancomycin syste- Pharmako- (1997)
Bakteriensuspension, misch; kinetik
PMMA) mit und ohne Débride-
ment
Ratte Staph. aureus, 4 Wochen post OP: Rontgen, 8 Itokazu
Tibia 10° KBE Débridement; Mikro- Wochen et al.
(Implantation eines in die Débridement plus biologie, (1997)
Bakteriensuspension Hydroxyapatit-Blocke Histologie,
getrinkten Seidenfadens) mit Arbekacin; Pharmako-
Débridement und AB kinetik
systemisch
Kaninchen Pseudomonas aeruginosa, 4 Wochen post OP: Rontgen, 8 Nie
Femur 10® KBE/0,1ml D,L-Laktid-co- Mikro- Wochen et al.
(kortikaler Defekt, Glykolid-Polymer mit biologie, (1998)
Inokulation der Bakterien- bzw. ohne Ofloxacin; Histologie,
suspension in den Mark- Ofloxacin systemisch; Pharmako-
raum) Ofloxacin-Polymer und kinetik
AB systemisch
Kaninchen Staph. aureus, D,L-Laktid-Glykolid- Rontgen, 4 Nicolau
Femur 5x 10* KBE/ml i.v. Polymer mit Ofloxacin Mikro- Wochen et al.
(kortikaler Defekt; biologie, (1998)
Implantation des Polymers; Pharmako-
i.v.-Infektion 1 Stunde post kinetik
OP)
Kaninchen Staph. aureus, Cefazolin systemisch Klinik, 1 Nijhof
Femur 10® KBE/0,1ml oder Blut, Woche et al.
(Aufbohren der Markhdhle, Knochenzement mit Rontgen, (2000)
Infektion, Zement) Tobramycin Mikro-
biologie,
Histologie

Tabelle 6: Weitere Osteomyelitismodelle mit nachfolgender Therapie
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2.3 Pathogenese der Osteomyelitis

2.3.1 Allgemeine Pathophysiologie

Bei der Osteomyelitis handelt es sich um eine Entziindung bei der alle Bauelemente des
Knochens betroffen sind, also das Knochenmark wie auch die kndchernen Anteile (KONN
und POSTBERG 1970; KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002). Dabei ist das von starren Hohl-
raum- und Kanalsystemen durchzogene Knochengewebe nach einer bakteriellen Infektion als
Substrat fiir eine Keimvermehrung besonders geeignet (KINZL und FLEISCHMANN 1992).
Die entziindlichen Prozesse spielen sich dabei primér im Markraum ab und greifen sekundér
auf die Kompakta und Spongiosa der Tela ossea iiber (ADLER und RIEDE 1993). Spater
konnen sie in nekrotische und proliferative Prozesse iibergehen (REMMELE 1984).

Eine aseptische Entziindung des Knochens ist meist traumatisch-mechanisch bedingt und von
einer bakteriellen Knocheninfektion nicht zu unterscheiden (KONN und POSTBERG 1970;
PLAUE 1970; CONTZEN 1970). Durch die Absiedelung von Bakterien kann daraus aber
auch eine septische Knocheninfektion entstehen. Eine histologische Differenzierung zwischen
endogener und exogener Osteomyelitis ist nicht moglich (BURRI 1974).

Bei den infektiosen entziindlichen Knochenerkrankungen sind je nach Art des Erregers
spezifische Knocheninfektionen wie Syphillis, Typhus, Tbc oder mykotische Infektionen von
solchen durch unspezifische Erreger abzugrenzen (ADLER 1983; REMMELE 1984; KINZL
und FLEISCHMANN 1992).

Nach der Entstehungsweise unterscheidet man endogene und exogene Osteomyelitiden.

Bei der endogenen Form erfolgt die Ausbreitung der Keime hdmatogen, wobei die urspriing-
liche Eintrittspforte oft unbekannt ist (BURRI 1974). Sie stellt somit die septische Metastase
eines infektiosen Herdes an anderer Stelle des Korpers dar (REMMELE 1984).

Die exogene posttraumatische Osteomyelitis stellt dagegen den primiren und lokalen Befall
des Knochens durch direkte Erregereinschleppung dar (WALDVOGEL et al. 1970; BURRI
1974; KINZL und FLEISCHMANN 1992). Nach PLAUE (1970) ist jeder Erreger fiir sich
allein geeignet, die vielseitigen morphologischen Erscheinungsbilder der posttraumatischen
Osteomyelitis hervorzurufen. Fiir die Entstehung und Manifestation der Infektion sind
letztlich Anzahl und Virulenz der Keime, das Ausmall des Gewebetraumas mit Zerstdrung
von Weichteilen und Knochen sowie die korpereigene Abwehrlage ausschlaggebend

(NEUGEBAUER 1990; KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002).
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Bei der akuten Osteomyelitis ruft die Absiedelung der Keime im Markraum eine leukozytére
Entziindung mit der Bildung von Abszessen hervor. Gefallschddigung und weiterer Gewebe-
untergang, verursacht durch Bakterienenzyme und lysosmale Enzyme der Leukozyten, fiihren
zu einer Ausbreitung des entziindlichen Exsudats im Markraum. Dieses Odem kann durch die
Haversschen und Volkmannschen Kandle bis unter das Periost gedriickt werden und hier
einen subperiostalen Abszess hervorrufen. Durch die Thrombosierung von Gefiflen konnen
sich septische Knocheninfarkte ausbilden. Das tote Knochengewebe wird durch aktivierte
Osteoklasten aus dem Spongiosaverband herausgeldst. Diese Sequester stellen ihrerseits
Fremdkorper dar, die ein vollstindiges Ausheilen der Osteomyelitis verhindern und zu chro-
nischen Rezidiven fiihren konnen. Zur Bildung einer Totenlade kommt es, wenn sich um
einen Sequester eine bindegewebige Kapsel bildet, in der dann eine Knochenneubildung statt-
findet (ARDEN 1977; WALDVOGEL et al. 1970; ADLER 1983; REMMELE 1984; ADLER
und RIEDE 1993).

Histologisch ist eine akute Osteomyelitis gekennzeichnet von Fibrin, leukozytdrem Exsudat,
Blutungen und Bakterienhaufen (LEW und WALDVOGEL 1997). Kommt der Entziindungs-
vorgang nicht zum Stillstand, folgen diesem erhebliche Umbauvorginge am Knochen
(ADLER 1983; REMMELE 1984).

Bei einer chronischen Osteomyelitis finden sich zunehmend ein dichtes Narbengewebe sowie
vorwiegend lymphoplasmazelluldre Infiltrate und blutgefiillte Kapillaren (ADLER 1983;
LEW und WALDVOGEL 1997).

2.3.2 Endogene Osteomyelitis

Die hdmatogene (endogene) Osteomyelitis tritt gehduft bei Kindern und Jugendlichen auf und
ist in den Metaphysen der langen Rohrenknochen (v.a. Tibia und Femur) lokalisiert
(WALDVOGEL et al. 1970; ADLER und RIEDE 1993; LEW et WALDVOGEL 1997).
Bei Sduglingen ist aufgrund der noch vorhanden meta-epiphysidren Gefédverbindungen ein
Einbruch in das Gelenk und somit die Bildung eines Pyarthros moglich (WALDVOGEL et al.
1970; KINZL und FLEISCHMANN 1992). Bei Erwachsenen ist diese Form der Osteo-
myelitis seltener und dann v.a. in den Wirbelkorpern bzw. in den diaphysédren Bereichen der
langen Rohrenknochen lokalisiert (WALDVOGEL et al. 1970; KINZL und FLEISCHMANN
1992; LEW und WALDVOGEL 1997). Eine Bakteridmie bzw. Sepsis ist die Voraussetzung
fiir die metastatische Entstehung einer endogenen Osteomyelitis. Staphylococcus aureus zéhlt

zu den hdufigsten Erregern, dazu bei Sduglingen Streptokokken und Pneumokokken sowie bei
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Erwachsenen gram-negative Keime (WALDVOGEL et al. 1970; BOHM 1987; REMMELE
1984; LEW und WALDVOGEL 1997). Typische Symptome sind Fieber, Schiittelfrost,
Unwohlsein, Schwellung und stechende Schmerzen in der betroffenen Gliedmalle. Die
Blutkulturen sind meist positiv (WALDVOGEL et al. 1970; LEW und WALDVOGEL 1997).
Die Therapie besteht in einer moglichst frithzeitigen parenteralen Gabe von Antibiotika fiir
mindestens 4 Wochen (WALDVOGEL et al. 1970; LEW und WALDVOGEL 1997). Ein

Ubergang in eine sekundir chronische Form ist mdglich.

233 Posttraumatische Osteomyelitis

Die postoperative Osteomyelitis stellt eine schwerwiegende Komplikation bei der operativen
Frakturversorgung mit und ohne Weichteilverletzung sowie in der modernen Endoprothetik
dar. Durch die chirurgische Er6ffnung konnen Keime an und in den Knochen gelangen und zu
einer Infektion fithren (WALDVOGEL et al. 1970; LEW und WALDVOGEL 1997).

Anders als bei der endogenen Osteomyelitis, die sich als Allgemeinerkrankung mit Organ-
manifestation priasentiert, handelt es sich bei der posttraumatischen Osteomyelitis um einen
primidren Lokalbefall des betroffenen Knochens, wobei allgemeine Krankheitssymptome nicht
unbedingt auftreten miissen (KINZL und FLEISCHMANN 1992). Im Gegensatz zur akuten
hdmatogenen Osteomyelitis ist das Keimspektrum bei der posttraumatischen Osteomyelitis
polymikrobiell. Es werden v. a. Staphylococcus aureus, aber auch Staphylococcus
epidermidis, Enterokokken, Escherichia coli, Pseudomonas, Klebsiellen, Proteus und
Streptokokken isoliert (PLAUE 1988; BOHM 1987; WALDVOGEL et al. 1970; GRISTINA
1987). Das Erscheinungsbild der Erkrankung ist dabei erregerunspezifisch und die Erst-
manifestation des Infektes findet stets in unmittelbarer Néhe einer Weichteil- oder Knochen-
lasion statt (KINZL und FLEISCHMANN 1992). Der weitere Verlauf einer moglichen
Knocheninfektion ist abhidngig von Virulenz und Keimzahl, dem Ausmal des Haut-, Weich-
teil- und Knochentraumas, den Durchblutungsverhiltnissen des Knochens sowie den korper-
eigenen Abwehrmechanismen (KINZL und FLEISCHMANN 1992; KUTSCHA-LISSBERG
et al. 2002).

Als eine der moglichen multifaktoriellen Entstehungsursachen der posttraumatischen
Osteomyelitis ist ein Ubergreifen von Weichteilinfektionen auf den benachbarten Knochen zu
nennen (BURRI 1974). Nach Explosions- oder Schussverletzungen oder bei offenen
Frakturen konnen die Erreger dagegen direkt in den Knochen gelangen (PLAUE 1970;
WALDVOGEL et al. 1970; KINZL und FLEISCHMANN 1992; LEW und WALDVOGEL
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1997). Traumatisiertes oder avitales Knochen- und Weichgewebe mit gestorten Durch-
blutungsverhiltnissen und Frakturhdmatome stellen dabei einen idealen Nihrboden fiir die
Erreger dar und sind besonders infektionsgefahrdet (PLAUE 1970; KINZL und
FLEISCHMANN 1992). Am hdufigsten betroffen sind die unteren Extremititen
(WALDVOGEL et al. 1970; BOHM 1987).

BURRI beschreibt bereits 1974, dass sich in Anhédngigkeit vom Osteosyntheseverfahren
spezifische Osteomyelitisformen mit bestimmten Merkmalen entwickelten. So ist bei der
Bohrdrahtosteomyelitis die lokale Uberwirmung oder sogar Hitzenekrose des Knochen-
gewebes der infektfordernde Moment. Der Verlauf ist oft schleichend und lokalisiert und wird
entscheidend von der intraoperativ erzielten Stabilitdt und der subkutanen Verlagerung der
Drihte beeinflufit. Nach Entfernung des Drahtes kann der Infekt hdufig spontan abheilen. Bei
der Osteomyelitis nach Markraumfixation beeintrachtigt das Ausfrasen des Markraumes die
intraossdre Blutversorgung erheblich und es kann dadurch zur Entstehung einer Markraum-
phlegmone kommen. Diese wird klinisch als Eiterung an der Nageleintrittsstelle manifest.
Eine Osteitis nach Plattenosteosynthese wird durch ein infiziertes subkutanes Hdmatom ver-
ursacht. Bei korrekter Reposition kann der Infekt nur langsam in die Tiefe dringen und bleibt
anfangs auf das Himatom und das Plattenbett beschrénkt. Nur bei unvollstindiger Adaptation
und Instabiliét breitet sich das entziindliche Geschehen in tieferliegende Gewebeareale aus.
Bei einer Frakturversorgung mit Drahtcerclagen erlaubt dieses Osteosyntheseverfahren keine
stabile Fixierung der Frakturfragmente. Ein subkutaner Infekt kann sich somit aufgrund der
durch die zirkulédre Fixation des Drahtes eingeschrinkten periostalen Durchblutung rasch aus-
breiten und wegen der nicht erreichten Stabilitidt ausdehnen (BURRI 1974).

Der weitere Verlauf ist also immer auch von der erreichten Stabilitdt durch die verschiedenen
Osteosyntheseverfahren abhidngig (PLAUE 1970). Mechanische Ruhe an der Fraktur stellt
einen wesentlichen Faktor fiir das Abheilen eines Infektes dar, was sowohl tierexperimentell
als auch klinisch als gesichert gilt (ANDRIOLE et al. 1973; PASSL et al. 1984; KINZL und
FLEISCHMANN 1992; KINZL und SUGER 1996).

Auch das Operieren in einem traumatisierten Weichteilgebiet erhoht das Infektionsrisiko;
zudem ist jede offene Fraktur als potentiell kontaminiert anzusehen (SCHAUWECKER und
WELLER 1970; KINZL und FLEISCHMANN 1992).

Ein Friihinfekt ist gekennzeichnet durch die klassischen Entziindungszeichen wie Rotung,
Schwellung, Uberwirmung und Schmerzen. Daneben treten Fieber sowie eine Erhohung der
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit und Leukozytose auf (WALDVOGEL et al. 1970;
NEUGEBAUER 1990). Diese Anzeichen kdnnen unmittelbar nach dem operativen Eingriff,
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aber auch erst nach einigen Wochen oder gar Monaten auftreten und sich dann in der
beschriebenen Weise manifestieren (BURRI 1974; KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002).
Kommt es nach einer Fraktur oder Osteosynthese zu einer ossdren Friih- oder Spétinfektion,
die durch gezielte allgemeine oder lokale MaBnahmen nicht innerhalb von Wochen zum
Abklingen gebracht werden kann, so wird der Zustand als chronische posttraumatische
Osteomyelitis bezeichnet (BURRI 1974). Derartige Infektionen neigen auch noch nach Jahren
immer wieder zu Rezidiven mit plétzlich aufflammenden Entziindungsschiiben und sind von
einer manifesten Erstinfektion schwer zu unterscheiden. Bei einem akuten Schub stehen
demgemail} die oben beschrieben Symptome im Vordergrund, wihrend bei der persistierenden
Form das charakteristische Merkmal die Fisteleiterung ist (BURRI 1974; KUTSCHA-
LISSBERG et al. 2002).

2.3.4 Therapie Implantat assoziierter Knocheninfektionen

Infizierte avitale Knochenfragmente (Sequester) werden vom Organismus nicht revitalisiert
sondern demarkiert und stellen somit Fremdkorper dar. Keime, die an diesen Sequestern
anhaften, werden weder durch die korpereigene Abwehr noch durch systemische oder lokale
antibiotische Behandlung abgetdtet. Fortbestehende eitrige oder rezidivierende Infektionen
sind die Folge (SCHWEIBERER 1970; KLEMM 1989; KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002).
Eine griindliche chirurgische Herdsanierung mit der Entfernung allen avitalen und
nekrotischen Gewebes sowie die Schaffung einer moglichst frithzeitigen Belastungsstabilitit
stellen folglich die wichtigsten Mallnahmen in der Therapie von Knochen- und Weichteil-
infektionen dar (BURRI 1974; HEPPERT et al. 2002). Eine Entfernung des Implantats ist oft
nicht zu umgehen (HEPPERT et al. 2002). Es trdgt auch, wenn es keine Stabilisierung mehr
liefert, vielmehr zur Ausbreitung der Infektion bei (SCHWEIBERER 1970). Das chirurgische
Vorgehen soll durch eine gezielte systemische antibiotische Therapie tiber vier bis sechs Wo-
chen ergédnzt werden (WALDVOGEL et al. 1970; ANDERS et al. 2002).

Zur Sanierung des Infektlagers bei septischen Prothesenlockerungen sind die Entfernung des
gesamten Prothesenmaterials, des Knochenzementes und aller infizierten und nekrotischen
Weichteile sowie anschlieBende antibiotische Lokalbehandlung notwendig. Die Bedeutung
der Spiildrainage in der lokalen Infektbehandlung an Knochen und Gelenk ist heute zugunsten
neuerer Verfahren in den Hintergrund getreten. Klare Indikationen fiir ihre Anwendung

bestehen noch bei einem akut infizierten Kunstgelenk, bei einem akuten Gelenkinfekt, bei der
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Markraumphlegmone sowie in speziellen Fillen als Grundreinigung grofler Infekthohlen
(WORSDORFER 1989).

Der lokalen Applikation von Antibiotika oder Antiseptika kommt lediglich der Stellenwert
einer therapeutischen ZusatzmafBlnahme zu, wobei der Wirkstoff in Konzentrationen frei-
gesetzt werden soll, wie sie bei systemischer Gabe nicht erreicht oder toleriert werden
(ASCHERL et al. 1989). Antibiotikahaltiger Knochenzement und PMMA -Antibiotika-Ketten
haben sich in der Therapie posttraumatischer Osteomyelitiden wie auch als Prophylaxe bei
ein- und zweizeitigen Prothesenwechseln bewéhrt (BUCHHOLZ und ENGELBRECHT 1970;
KLEMM 1989). Ein Nachteil dieser nicht-resorbierbaren Tragermaterialien besteht darin,
dass sie in der Regel durch eine weitere Operation mit allen Risiken wieder entfernt werden
miissen. Biologische Trigersysteme werden dagegen resorbiert, so dass eine spitere Ent-
fernung des Trdgermaterials umgangen werden kann. Bedeutung hat hier z.B. der Kollagen-
Gentamicin-Verbund (STEMBERGER et al. 1997) erlangt. Zahlreiche weitere Tragersysteme
sind bis heute entwickelt worden und in der Literatur beschrieben (DAHNERS und
FUNDERBURK 1987; KORKUSUZ et al. 1993; ITOKAZU et al. 1997). Zu ihnen zdhlen

auch die biodegradierbaren Polymere, auf die im Folgenden noch néher eingegangen wird.

24 Problematik der Biofilmbildung

2.4.1 Erregerspektrum

Als ubiquitdir vorkommender Keim kann Staphylococcus aureus in Verbindung mit
metallischen Implantaten Weichteilinfektionen und Osteomyelitiden auslosen (GRISTINA
1987; GRISTINA 1994). Koagulase negative Staphylokokken (Staphylococcus epidermidis)
werden haufiger bei Infektionen von GefaBBprothesen, Herzklappen, intravasalen Kathetern,
Blasenkathetern etc. nachgewiesen (GRISTINA 1987). Des Weiteren umfasst das Keim-
spektrum in geringerer Haufigkeit oder als Mischinfektion Escherichia coli, Klebsiellen,
Micrococacceen, Pseudomonas aeruginosa, Peptococcus Spezies, Proteus Spezies sowie
B-hdmolysierende Streptokokken (GRISTINA 1994, AN und FRIEDMAN 1996). In seltenen
Féllen wird tiber Infektionen von Gelenkendoprothesen durch Candida Spezies,
Campylobacter fetus oder Mycobacterium tuberculosis berichtet (AN und FRIEDMAN
1996). Infektionen durch Staphylococcus aureus zeigen einen schwereren Verlauf als solche
durch Staphylococcus epidermidis, der als weniger virulent gilt (CUNNINGHAM et al. 1996;
AN und FRIEDMAN 1996).
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242 Bakterielle Adhésion und Infektion

Jedes in den Korper eingebrachte Implantat wird unmittelbar postoperativ. von einem
proteinreichen Film {iberzogen, der Fibronectin, Fibrinogen, Kollagen, Laminin, Osteonectin,
Vitronectin sowie Zellen wie Thrombozyten und andere Proteine enthélt (BAIER et al. 1984;
AN und FRIEDMAN 1996; HABASH und REID 1999). Dieser ,,conditioning film* ist
notwendig fiir die Adhdsion von Gewebezellen und damit fiir die erfolgreiche Integration ei-
nes Implantats. Metallische Implantate sind physiochemisch aktiv und kdnnen somit chemi-
sche Reaktionen katalysieren (GOMER 1982). Des Weiteren vermitteln sie durch ihre
Oberflachenenergie und Oberflichenoxide die Interaktion mit Elementen des ,,conditioning
films* und Gewebezellen (GRISTINA 1987). Die Adhédsion von Bakterien an die Oberflédche
von Biomaterialien, an traumatisiertes oder avitales Gewebe wird als der Initialschritt in der
Pathogenese Implantat assoziierter Infektionen und nachfolgender chronischer Osteo-
myelitiden angesehen (GRISTINA et al. 1985).

Eine Infektion erfolgt entweder auf direktem Wege (Hautkeime des Patienten oder Chirurgen,
kontaminiertes OP-Besteck, Luftkeime) oder auf hidmatogenem oder lymphogenem Weg
(DAVIS et al. 1999; AN und FRIEDMAN 1996).

Die bakterielle Adhdsion an Implantatoberflachen kann auch durch Plasmaproteine vermittelt
werden. So bindet Staphylococcus aureus z. B an Fibronectin, Fibrinogen und Kollagen und
in geringerem Ausmaf3 an Laminin, wihrend Staphylococcus epidermidis nur an Fibronectin
bindet (HERRMAN et al. 1988). Thrombospondin, Vitronectin, Elastin und Knochen-
Sialoprotein wird ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese von Knochen- und Gelenk-
infektionen zugesprochen (GRISTINA et al. 1991; CUNNINGHAM et al. 1996).

GRISTINA (1987) hat die komplexen Vorgéinge, die nach der Implantation ablaufen, als
,race for the surface* konzipiert und beschreibt damit eine Art Wettlauf zwischen Bakterien
und Gewebezellen um die Integration auf der Implantatoberfliche. Gewinnen die
korpereigenen Zellen, so wird die Werkstoffoberflache von einer Schicht vitaler Zellen be-
deckt und ist somit gegeniiber einer bakteriellen Besiedelung mehr oder weniger resistent. Ein
antibiotischer Schutz in dieser kritischen Phase kann somit fiir den Erfolg eines Implantats
von Bedeutung sein (GRISTINA et al. 1991). Die bakterielle Anheftung, Kolonisation und
schlieBlich die sekundére Biofilmbildung laufen in mehreren zeitabhidngigen Schritten ab, die
mittlerweile vielfach untersucht worden sind. Dabei kommt es ab einer kritischen Distanz von
1 nm zur irreversiblen Bindung durch sogenannte ,,short-range interactions*. Dazu zdhlen

sowohl rezeptorvermittelte Interaktionen wie auch die Bildung bakterieller Exopolysaccharide
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(GRISTINA 1987; BLENKIONSOPP und COSTERTON 1991; HABASH und REID 1999).
Letztere vermitteln die Verankerung an der Implantatoberfliche wie auch die Zell-Zell-
Adhésion, so dass sich Mikrokolonien, bestehend aus nur einer oder aber mehreren Spezies,
bilden (GRISTINA 1987; BLENKINSOPP und COSTERTON 1991; GRISTINA 1994).
Biofilme werden heute als strukturierte und organisierte Einheit verschiedener Bakterien
angesehen, die in Symbiose miteinander innerhalb einer von ihnen selbst produzierten Matrix
aus Exopolysacchariden an Substrate angeheftet leben (COSTERTON et al. 1999). Innerhalb
dieses Biofilms herrscht fiir die Mikroorganismen ein flir ihre rasche exponentielle
Vermehrung hervorragendes Mikroklima. Sie kdnnen direkt an der Implantatoberfliche Me-
tall- oder auch abgebaute Polymerbestandteile wie auch abgestorbene Gewebezellen als Nahr-
stoffe verwenden (GRISTINA 1987). Freiwerdende Ionen wie Ca® oder Mg2+ dienen der
Stabilisierung des Biofilms, wéhrend fiir die aus den Legierungen der Implantate freigesetzten
Tonen wie Fe’*, Co®", Ni*" und Cr*" eine virulenzsteigernde Wirkung durch Inhibition der
Makrophagenfunktion bekannt ist (GRISTINA 1987). Desweiteren bietet er Schutz vor der
korpereigenen Immunabwehr und Antibiotika (BURET et al. 1991; AN und FRIEDMAN
1996).

Nekrotischer Knochen und traumatisiertes Gewebe im Rahmen von Osteomyelitiden stellen
neben korperfremden Materialien ein geeignetes Substrat fiir die Entwicklung eines Biofilms
dar, wobei die in der Primérphase anhaftenden Keime in diesen Schleimfilm eingeschlossen
sind (MAYBERRY-CARSON et al. 1984). Fiir eine Eradikation dieser Keime sind Anti-
biotikakonzentrationen notwendig, die weit iiber der minimalen inhibitorischen Konzentration
(MIC) liegen, wie NAYLOR et al. in einer Studie zeigen konnten (NAYLOR et al. 1990).
WEBB et al. (1994) konnten dieses Ergebnis belegen und wiesen zudem eine reversible Er-

hohung der Antibiotikaresistenz bei Keimen nach, die an Knochen anhaften.

2.5 Die Beschichtung mit Poly-D,L-Laktid

2.5.1 Allgemeines

In den Fachbereichen Orthopddie und Unfallchirurgie hat der Einsatz von Biomaterialien als
Wirkstofftrager immer groflere Bedeutung gewonnen. Sowohl in der Prophylaxe als auch in
der Therapie von Knochen- und Weichteilinfektionen haben sich diese Stoffe, die permanent
oder voriibergehend am Infektionsort eingebracht werden, als Antibiotikatriager in der Klinik
bewéhrt (WINCKLER et al. 1992). Neben nicht abbaubaren Materialien wie z.B. PMMA

oder Siliconverbindungen haben mittlerweile biodegradierbare Polymere, insbesondere
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polymere Verbindungen vom Typ der Milch- und Glykolsidure grofle Bedeutung erlangt
(THOMA und SCHLUTERMANN 1991; LENDLEIN 1999). Diese werden inzwischen als
resorbierbares Naht- oder Osteosynthesematerial oder als parenteral zu applizierende Wirk-
stofftriger eingesetzt (THOMA und SCHLUTERMANN 1991; MIDDLETON und TIPTON
2000).

Biokompatible oder biodegradierbare Polymere werden durch im Korper einsetzende che-
mische oder biologische Prozesse zu ausscheidbaren oder verstoffwechselbaren Substanzen
wie z. B. Milch- und Glykolsiure abgebaut (THOMA und SCHLUTERMANN 1991).

Als Laktid bezeichnet man die cyclischen Dimere der Milchsédure, die in zwei optischen
Isomeren, D und L, vorliegt (LENDLEIN 1999; MIDDLETON und TIPTON 2000). Durch
ring6ffnende Polymerisation von Laktiden durch Katalysatoren, wie z. B. Zinkoxid, kénnen
héhermolekulare polymere Verbindungen, die Polylaktide, hergestellt werden (KULKARNI
etal. 1971; LAURENCIN und LANE 1994; THOMA und SCHLUTERMANN 1991).

Der Abbau von Polymeren erfolgt durch unterschiedliche Mechanismen wie Hitze, Oxidation
und enzymatische Vorginge (LAURENCIN und LANE 1994). Aufgrund der hydrolytisch
instabilen Bindungen im Polymergeriist der Biomaterialien ist der haufigste Abbauweg die
Hydrolyse (MIDDLETON und TIPTON 2000). Polylaktide werden zu Milchséure hydro-
lysiert, in den Zitratzyklus eingeschleust und enzymatisch zu Wasser und Kohlendioxid
abgebaut (ATHANASIOU et al. 1998; MIDDLETON und TIPTON 2000).

Man unterscheidet verschiedene Abbaumechanismen des Polymergeriists. Das Wasser-
aufnahmevermogen ist sowohl fiir den Polymerabbau wie auch fiir die Wirkstofffreisetzung
von Bedeutung (THOMA und SCHLUTERMANN 1991). Nach LENDLEIN (1999) erfolgt
bei der sogenannten ,,bulk erosion‘, dem ,,Abbau in der Masse*, die Diffusion des Losungs-
mittels in die Polymermatrix rascher als das Polymer abgebaut wird. Die hydrolysierbaren
Bindungen im gesamten Polymergeriist werden gleichméBig gespalten und die mittlere Mol-
masse des Polymers nimmt gleichméBig ab. Beim Oberflichenabbau dagegen, der sogenann-
ten ,,surface erosion®, ist die Diffusionsgeschwindigkeit von Wasser in die Polymermatrix
kleiner als die Abbaugeschwindigkeit des Polymers und der Abbau findet in einer diinnen
Oberfléachenschicht statt.

Poly-D,L-Laktid ist ein amorphes Polymer das rascher abgebaut wird als das semikristalline
Poly-L-Laktid (KULKARNI et al. 1971; LENDLEIN 1999). Es ist unloslich in Wasser und
Methanol und 16slich in Aceton, Benzen, Dioxan, Tetrahydrofuran und chlorierten Kohlen-
wasserstoffen wie Chloroform und Methylenchlorid (THOMA und SCHLUTERMANN
1991).
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Die Resorptionsdauer betrdgt nach PITT et al. (1981) bei Poly-D,L-Testkdrpern mit einer
molaren Masse von 14000 ca. 28 Wochen, bei einer Molmasse von 49000 dagegen 60 Wo-
chen. Ab einer kritischen Molmasse von 10000 wird das Polymer 16slich (SCHAKENRAAD
und DIJKSTRA 1991) und letztlich vollstindig vom Organismus metabolisiert
(LAURENCIN und LANE 1994).

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten eine hohe mechanische Stabilitdt der Be-
schichtung auf metallischen Implantaten (SCHMIDMAIER 2001a; GOLLWITZER 2002).
Des Weiteren konnten in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe sowohl antibakterielle wie
auch knochenheilungsfordernde Effekte der Poly-D,L-Laktid-Beschichtung allein nach-
gewiesen werden (SCHMIDMAIER 2001b; GOLLWITZER 2002).

2.5.2 Gewebereaktion

In der Literatur sind zahlreiche Studien beschrieben, die sich mit der Gewebevertraglichkeit
von Polylaktiden sowie Polyglykoliden und ihren Copolymeren beschiftigen und deren gute
Biokompatibilitét bestétigen.

GETTER et al. (1972) untersuchten Platten und Schrauben aus Polylaktid zur Behandlung
von Unterkieferfrakturen beim Hund und konnten keine negativen Auswirkungen auf den
Knochen und die Frakturheilung feststellen. HOLLINGER (1983) therapierte kndcherne
Defekte in Rattentibiae mit Implantaten aus einem 50:50 Polylaktid-Polyglykolid-Copolymer.
Er konnte histomorphometrisch eine verbesserte Frakurheilung in den ersten 28 Tagen des
Untersuchungszeitraumes und einen osteoinduktiven Effekt des Polymers nachweisen.
VISSCHER et al. (1985) untersuchten Mikropartikel aus Poly-D,L-laktid-co-glykolid, die in
die Muskulatur implantiert wurden, auf ihre Gewebevertrdglichkeit. Innerhalb von Tagen
wurde nur eine subakute Entziindungsreaktion mit dem Auftreten von Neutrophilen und
weiteren Leukozyten beobachtet. Nach Wochenfrist war die Bildung einer diinnen Binde-
gewebskapsel und das Auftreten von Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen nachweisbar
sowie ein deutlicher Riickgang chronischer Entziindungszellen.

PAIVARINTA et al. (1993) untersuchten Schrauben aus Polylaktid oder Polyglykolid am
osteotomierten Kaninchenfemur und wiesen ebenfalls nur milde Entziindungsreaktionen mit
dem Auftreten von Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen nach. SCHMIDMALIER et al.
(2001Db) untersuchten die vorliegende Poly-D,L-Beschichtung an einem Tibiafrakturmodell an
der Ratte und konnten eine gute Biokompatibilitdt im Knochenlager sowie eine beschleunigte

Frakturheilung feststellen.
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Allerdings wird in der Literatur bei der Verwendung von Polymeren als Implantatwerkstoffe
auch tliber das Auftreten von Osteolysen berichtet (SUGANUMA und ALEXANDAR 1993).
Als mogliche Ursache werden Fremdkdrperreaktionen oder eine lokale Anderung des pH-
Wertes, bedingt durch den fortschreitenden Abbau des Polymers, angefiihrt. VERHEYEN et
al. (1993) konnten in ihrer Studie nach einem Beobachtungszeitraum von 2 Jahren kristalline

Polymerpartikel in den Inguinallymphknoten der Ziege nachweisen.

253 Gentamicin

Gentamicin zdhlt zur Gruppe der Aminoglykosid-Antibiotika und ist ein hochwirksames
Breitbandantibiotikum sowohl gegen gram-negative als auch gram-positive Bakterien.
Gentamicin ist wasserloslich, chemisch stabil und hitzebestéindig. Typische Erregerspektren
bei Implantat assoziierten Infektionen wie z.B. Staphylokokken, Enterobakteriaceen (z. B.
Escherichia coli, Proteus, Salmonellen, Klebsiellen usw.) und Pseudomonas aeruginosa
werden erfasst. Sein bakterizider Wirkmechanismus, sowohl auf ruhende als auch
proliferierende Keime, beruht auf einer Hemmung der Proteinbiosynthese durch irreversible
Bindung an die 30 S-Einheit der Bakterienribosomen und unkorrekten Translation des
genetischen Codes auf der mRNA. Als weiterer Wirkmechanismus wird eine Leckbildung in
der Zellmembran vermutet (ESTLER 2000). Obligate und fakultativ anaerobe Erreger sind
gentamicinresistent. Zur systemischen Therapie miissen Aminoglykoside parenteral (i.m., i.v.)
verabreicht werden, da sie aufgrund ihrer hohen Hydrophilie kaum aus dem Magen-Darm-
Trakt und nicht iiber die intakte Haut und Schleimhaut resorbiert werden. Die {iibliche
Dosierung von Gentamicin liegt zwischen 2 und 5 mg/kg KG/d. Gentamicin wird kaum an
Plasmaproteine gebunden und verteilt sich bei parenteraler Gabe nur auf den extrazelluldren
Raum. Die Ausscheidung erfolgt unverdndert iiber die Nieren. Der Nachteil des Gentamicin
liegt, wie bei allen Aminoglykosiden, in der geringen therapeutischen Breite. Als kritischer
Spiegel gelten fiir Gentamicin erfahrungsgemif 10 pg/ml Plasma. Bei Uberdosierung wirkt es
oto- und nephrotoxisch, daneben treten als weitere unerwiinschte Wirkungen neuromuskulire
Blockaden (selten) und Allergien auf. Gentamicin findet seit langem in der Knochen-,
Gelenk- und Weichteilchirurgie lokale Verwendung durch Einbringen in Knochenzement
(Palacos ®) oder als sogenannte Antibiotika-Ketten (Septotal®), z. B. zur chirurgischen
Herdsanierung nach septischen Prothesenwechseln, Osteomyelitiden oder zur perioperativen

Prophylaxe bei Kunstgelenksendoprothesen. Der Vorteil liegt in einer hohen Wirkstoft-
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konzentration am Ort des Infektgeschehens unter Vermeidung systemischer Nebenwirkungen

(WHELTON 1984; FORTH et al. 1996; ESTLER 2000).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielsetzung

Eine effektive Infektprophylaxe ist oberstes Ziel zur Verhinderung bakterieller Knochen-
infektionen. Die Ausriistung von Osteosynthesematerialien mit einer antiinfektiven Be-
schichtung kann als neue innovative MaBBnahme zur Vorbeugung von Infektionen angesehen
werden.

Das vorliegende resorbierbare Arzneistofftragersystem mufl hinsichtlich seiner Gewebe-
vertriglichkeit und Wirksamkeit gemél geltendem Medizinprodukte- und Arzneimittelgesetz
in vivo getestet werden. Ein derartiges Trigersystem sollte mechanisch stabil und vollstindig
resorbierbar sein und darf im Organismus zu keinen unerwiinschten Reaktionen fithren. Das
hier zu erprobende Verfahren ist als Priventivmethode gedacht, mit der die Infektions-
hdufigkeit drastisch reduzieren werden soll.

Die mechanische Stabilitdt, antiinfektive und antithrombogene Eigenschaften der Be-
schichtung sowie das Freisetzungsverhalten eingearbeiteter Wirkstoffe wurden bereits durch
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe (GOLLWITZER 2002) belegt.

In der vorliegenden Studie soll diese Beschichtung hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zur Ver-
hinderung bakterieller Knocheninfektionen untersucht werden.

Es stehen Implantate aus medizinischem Stahl zur Verfligung, die durch Bohrungen im
90°Grad-Winkel einem Verriegelungsnagel vergleichbar sind. Die Marknégel werden unter
sterilen Kautelen mit einem resorbierbaren Arzneistofftrager auf der Basis von Polymilch-
sdure (Resomer R203®) und dem Antibiotikum Gentamicin beschichtet.

Zunichst sollen in vitro die Sterilpriifung der Implantate, die Elution des Gentamicin und der
Kapillarversuch zum Nachweis der bakteriziden Eigenschaften der Beschichtung durch-
gefiihrt werden.

In vivo werden gentamicinbeschichtete gegeniiber unbeschichteten Marknégeln getestet und
dazu folgende Untersuchungen an zwei Gruppen von Kaninchen durchgefiihrt:

In der Biokompatibilititsgruppe werden das Allgemeinbefinden der Tiere sowie das Blutbild
kontrolliert, die Gentamicinkonzentration im Serum bestimmt und die Femora post mortem
zum Nachweis der Gewebevertriglichkeit histologisch untersucht.

In der Osteomyelitisgruppe wird mit dem Einbringen der Implantate eine Bakteriensuspension
von human-pathogenem Staphylococcus aureus injiziiert und das Allgemeinbefinden der Tie-
re, das Blutbild und die Gentamicinkonzentration im Serum untersucht. Post mortem werden

die explantierten Femora rontgenologisch, mikrobiologisch und histologisch ausgewertet.
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Das Tierversuchsvorhaben wurde gemill § 8a des Deutschen Tierschutzgesetzes vom

18.08.1986 bei der Regierung von Oberbayern angezeigt.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Materialien

3.2.1.1 Arzneistofftrager/Polymer

Als Tragermaterial dient das in Pulverform vorliegende Poly-D,L-Laktid Resomer® R203
(Firma Boehringer, Ingelheim) mit einem Molekulargewicht von 29.500 Dalton und der
chemischen Strukturformel (C,H40;)". Um einem hydrolytischen Abbau und einer Zerstérung

des Polymergeriists vorzubeugen, hat die Lagerung absolut kiihl und trocken zu erfolgen.

3.2.1.2 Antibiotikum

In die Beschichtung wird als Antibiotikum Gentamicin (Gentamicinsulfat, COM Pharma,

Hamburg) eingearbeitet.

32.13 Losungsmittel

Als organisches Losungsmittel wird Ethylacetat (Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen) verwendet.

32.14 Orthopéadische Implantate

Als orthopddische Implantate werden Hohlndgel aus zertifiziertem rostfreien Stahl fiir
medizinische Zwecke verwendet (Legierungstyp CrNi 878, Fa. aap Implantate AG, Berlin).
Im 90°Grad-Winkel werden Bohrungen angebracht, die das Implantat einem Verriegelungs-
nagel vergleichbar machen. Das Implantat besitzt einen Aufendurchmesser von 2,7 mm und
einen Innendurchmesser von 1,1 mm (siche Abbildung 1). Die Lénge betrdgt 80 mm und wird

intra operationem der Lénge des Kaninchenfemurs angepasst.
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Abbildung 1: Gebohrter Hohlnagel als Modell fiir einen Verriegelungsnagel

322 Beschichtungstechnologie

Die Beschichtung wird nach dem Kaltbeschichtungsverfahren, wie von GOLLWITZER
(2002) beschrieben, durchgefiihrt.

Das in Pulverform vorliegende Polylaktid Resomer® R203 wird iiber Nacht in 12 ml Ethyl-
acetat gelost. Gentamicin wird in Aqua dest. geldst und iiber einen Sterilfilter (0,23 um, Fa.
Peske oHG, Aindling-Pichl) in vorsterilisierte und vorverpackte Homogenisatorgefial3e einge-
bracht. Die Gentamicinlosung wird dann unter sterilen Kautelen in einem Alkohol-
Trockeneisgemisch unter leichtem Riithren an die GefdBwand gefroren und iiber Nacht
gefriergetrocknet. Die Beschichtung der Implantate erfolgt unter ,Jlamina-air-flow*-
Bedingungen. In das Homogenisatorgefdfl mit 176 mg lyophilisiertem Gentamicin wird liber
einen losungsmittelresistenten Sterilfilter das vollstindig aufgeldste Polymer (1600 mg) ein-
gebracht. Das Gentamicin liegt somit in 10%-iger Konzentration vor und die Trégersubstanz

ist maximal beladen. Mit einem sterilen Pistill wird gepottert bis sich eine homogene Suspen-
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sion ergibt. Diese wird dann in ein steriles Reagenzglas mit Schliffstopfen iiberfiihrt. Das zu
beschichtende Implantat wird fiir mindestens fiinf Sekunden in die Suspension eingelegt und
anschlieBend mit einer Péan-Klemme als Halterung an der Luft getrocknet. Nach der Be-
schichtung von 30 Implantaten wird die Losung verworfen und ein neuer Ansatz analog
hergestellt. Demgemil3 ergeben sich beschichtete Implantate der Reihe A und Reihe B. Die
Implantate werden nach dem Trocknen einzeln in sterile Gléser mit Schraubdeckel verpackt
und steril eingetiitet. Die Lagerung erfolgt mit Kieselgel in Plastiktiiten eingeschweilit im

Kiihlschrank.

323 In-vitro-Untersuchungen

323.1 Sterilpriifung der Implantate

Zur Sterilpriifung der Implantate wird stichprobenartig jeder zehnte Marknagel nach der Be-
schichtung einer Sterilititspriifung unterzogen. Dazu legt man die Implantate in Thio-

glycolate-Medium (BBL™

Enriched Thioglycollate Medium, 8 ml, Fa. Becton Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) und inkubiert sie bei 37°C fiir mindestens fiinf Tage im Brut-
schrank. Eine Triibung der Nahrlosung zeigt dabei ein Keimwachstum an. Aliquote von 100
ul werden auf Columbia-Schafblutagar (BBL™, Fa. Becton Dickinson and Company, Sparks,

MD, USA) ausgespatelt, 24 Stunden bebriitet und vorhandene Kolonien danach ausgezahlt.

3232 Elution von Gentamicin

Die Implantate wurden, wie oben angefiihrt, in zwei Ansétzen beschichtet. Zur Ermittlung der
Elutionsrate von Gentamicin werden jeweils 2 x 6 Implantate (Doppelansatz) aus Reihe A
sowie Reihe B untersucht. Dazu werden jeweils drei Hohlnégel in ein steriles Reagenzglas
gegeben und dieses mit 15 ml steriler phosphatgepufferter Saline (PBS) gefiillt. Die Reagenz-
gliaser I und II enthalten je drei beschichtete Marknégel aus Reihe A, die Reagenzgliser 111
und IV je drei Implantate aus der Reihe B. Nach 15 Minuten, 1 Stunde, 6, 12, 48 und 96
Stunden werden Proben a 150 pl entnommen, tiefgefroren und im Labor der Klinischen
Chemie des Klinikums Rechts der Isar mittels Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassay
(TDx®, Fa. Abbott, Wiesbaden) der Gentamicingehalt in der Probe bestimmt. Bei dieser
Methode eines kompetitiven Immunoassays konkurrieren Flourescein-markiertes Antigen und

Probenantigen um die Bindungsstellen von spezifischen Antikdrpermolekiilen. Das markierte
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Antigen wird mit monochromatischem, polarisiertem Licht angeregt. Anhand der fiir jede
Probe aus dem Assay ermittelten Polarisationswerte werden die Wirkstoffkonzentrationen in
der Patientenprobe mit einer gespeicherten Kalibrierungskurve berechnet und die Ergebnisse
als Konzentrationswerte ausgedruckt. Die Nachweisgrenze fiir Gentamicin liegt bei

<0,5 mg/l.

3.2.33 Kapillarversuch

Der Kapillarversuch dient dazu, das Infektionsmodell mit Staphylococcus aureus und die
bakteriziden Eigenschaften der Beschichtung in vitro zu iiberpriifen. Es werden je drei
Implantate (beschichtet bzw. unbeschichtet ) untersucht. Je ein Implantat wird in eine sterile
Glaskapillare (Ladnge 10 cm, Durchmesser aussen 0,7 mm, innen 0,3 mm), die den
Kanichenfemur modellhaft darstellen soll, gegeben. Die Glaskapillare wird mit der Keim-
suspension (10° KBE/150ul Staphylococcus aureus, Stamm ATCC 49230) infiziert und Miil-
ler-Hinton-Bouillon als Néhrsubstrat dazugegeben. Die Kapillare wird in einem sterilen Glas-
rohrchen 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Aliquote von 100 pl werden auf Columbia-
Schafblutagar (BBL™, Fa. Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) ausgespatelt
und bei 37°C 24 bis 48 Stunden im Brutschrank gelagert. Danach werden vorhandene

Kolonien ausgezéhlt.

324 Versuchstiere

Die tierexperimentelle Studie wird mit 33 weiblichen Kaninchen mit einem Durchschnitts-
gewicht von 2,9 kg (2,2 bis 4,8 kg) der Rasse Weille Neuseeldnder durchgefiihrt. Sie werden
von einer zugelassenen Versuchstierzucht (Charles River, Sulzfeld) bezogen. Die Unter-
bringung der Tiere erfolgt in Einzelkdfigen aus Kunststoff in einem fensterlosen klimati-
sierten Raum (Raumtemperatur 20 bis 22°C, relative Luftfeuchtigkeit 50 bis 60 %). Den
Kaninchen steht ein spezielles Alleinfutter (Altromin Standard Didt, Altromin GmbH; Lage)
sowie Wasser ad libitum zur Verfiigung. RegelmiBig erhalten sie zudem hartes Brot, Karotten
und Heu. Mit Hilfe eines automatischen Lichtprogramms wird der natiirliche Tag-Nacht-
Rhythmus simuliert. Dabei herrscht von 6.00 bis 18.00 Uhr eine Lichtintensitit von max. 100

Lux, danach folgen 12 Stunden Dunkelheit. Die Auswahl der Tiere fiir die nachfolgenden
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Versuchsgruppen erfolgt randomisiert und unterliegt keinen bestimmten Kriterien (siche

Tabellen 7 und 8).

3.2.5

Versuchsplan

Implantat ohne | Implantat mit Poly- Untersuchungs- Untersuchungszeitraum
Beschichtung D,L-Laktid- parameter
Gentamicin
Beschichtung
6 Kaninchen 6 Kaninchen Klinik, 6 Wochen

Gentamicinspiegel im

Serum,

Blutbild,

(Tier Nr. 43, 44, | (Tier Nr. 41, 45, 47, Rontgen,
46, 52, 62, 90) 51, 65, 89) Histologie

Tabelle 7: Versuchsplan zur Biokompatibilitit der Beschichtung — Gruppe 1

Implantat Implantat Infektion | Untersuchungs- | Untersuchungszeitraum
ohne mit Poly- parameter
Beschichtung | D,L-Laktid-
Gentamicin
Beschichtung
10 Kaninchen | 10 Kaninchen Staph. Klinik, 8 Wochen
aureus, Gentamicinspiegel
10°KBE im Serum,
Blutbild,
(Tier Nr. 42, (Tier Nr. 38, Blutkultur,
53,49, 88, 39, | 40, 48, 50, 55, Rontgen,
57, 64, 302, 63, 91, 150, Mikrobiologie,
152, 149) 146, 151) Histologie

Tabelle 8: Versuchsplan zum Osteomyelitismodell — Gruppe 2
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3.2.5.1 Induktion einer experimentellen Knocheninfektion

Fiir die Induktion einer Osteomyelitis wird ein human-pathogener Stamm der gram-positiven
Bakterienspezies Staphylococcus aureus (Subspezies aureus Rosenbach, American Type
Culture Collection (ATCC) 49230, Charit¢ Berlin) verwendet. Dieser Stamm wurde von
einem Patienten mit chronischer Osteomyelitis isoliert. Vom Institut fiir Infektionshygiene der
TU Miinchen werden fiir den Tag der Operation standardisierte Suspensionen frisch herge-
stellt. Die Ausgangsbakterienkonzentration entspricht Mac Farland 0,5 (entsprechend 1,5 x
10® KBE/ml und einer optischen Dichte von 0,125 bei 550 nm). Von dieser Suspension wird
mit 0,9%-iger steriler Kochsalzlosung eine 1:100 Verdiinnung hergestellt (10° KBE/ml).
Die gewiinschte Bakteriensuspension enthilt 10° KBE Staphylococcus aureus in 150 pl.
Stichprobenartig erhalten sechs Tiere diese Keimmenge in einem Volumen von 50 pl bzw.

100 pl (siehe Tabelle 9).

Kaninchen-Nr. Keimdosis*
38, 39, 40, 42, 48, 49, 50, 53, 55, 57, 63, 64, 10> KBE/150ul
88,91
146, 302 10° KBE/50ul
149, 150, 151, 152 10> KBE/100ul

Tabelle 9: Infektionsdosis in der Osteomyelitisgruppe

*: Aufgrund der Problematik, eine klinisch manifeste Knocheninfektion zu erzeugen bzw. den
Keimnachweis nach acht Wochen zu fithren, wird bei sechs Tieren die Konzentration der ein-

gebrachten Keime erhoht.

3252 Operationsvorbereitung und Anidsthesie

Die Tiere werden vor der Operation gewogen, klinisch untersucht und ein Blutbild ange-
fertigt. Bei den zu infizierenden Kaninchen wird zusétzlich eine Blutkultur (BacT/Alert® PF
Pédiatrie Blutkulturflaschen, Fa. Biomerieux, Niirtingen) angelegt

Die Anésthesie der Tiere erfolgt mit Medetomidin (Domitor®, Fa. Pfizer, Karlsruhe, 0,25
mg/kg) und Ketamin (Ketanest-S®, Fa. Parke-Davis GmbH, Berlin, 17 mg/kg) in einer

Mischspritze i.m. verabreicht. Zusétzlich werden zur intra- und postoperativen Analgesie
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Carprofen (Rimadyl®, Fa. Pfizer, Karlsruhe, 4 mg/kg i.m.) und Metamizol (Novaminsulfon®,
Fa. Ratiopharm, Ulm, Deutschland, 30 mg/kg 1.v.) verabreicht. Auf die Kornea beider Augen
wird Bepanthen® Augensalbe (Fa. Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen) aufgetragen.
Die Tiere werden endotracheal intubiert (2,5er Magill-Tubus, Fa. Riisch, Boblingen).
Die Narkose wird je nach Bedarf mit einer Verdiinnung von 70 mg Ketanest-S® und 1 mg
Medetomidin auf 10 ml NaCl intravends unter Spontanatmung aufrechterhalten. Im Bereich
des rechten Oberschenkels und Beckens schert man das Fell aus und reinigt und desinfiziert

die Haut (Cutasept®, Fa. Bade Chemie, Hamburg, Deutschland).

3253 Operatives Vorgehen

3.2.5.3.1 Biokompatibilitdtsgruppe

Narkose und Operationsvorbereitung werden wie unter 3.2.5.2 beschrieben durchgefiihrt.
Zunichst wird nach einem Haut- und Faszienschnitt der Trochanter major des rechten Femurs
dargestellt. Durch diesen wird mit einem 3,2 mm-Bohrer die Markhdhle bis in den Bereich
der distalen Diaphyse aufgebohrt und der Hohlnagel unter Durchleuchtungskontrolle
eingebracht. Der Trochanter major wird mit Knochenwachs (Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt)
verschlossen. AnschlieBend erfolgt der Verschluss von Faszie und Muskulatur mit 3/0
Vicryl® (Fa. Ethicon GmbH, Norderstedt). Die Haut wird mit 3/0 Prolene® (Fa. Ethicon)
gendht und ein Sprithverband (Opsite®, Hull; England) aufgebracht. Der korrekte Sitz des
Implantats wird rontgenologisch kontrolliert und dokumentiert (sieche Abbildung 2). Nach der
Operation wird das Medetomidin mit Atipamezol (Antisedan®, Fa. Pfizer, 0,25 mg/kg i.m.)

antagonisiert.
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KAM 158 IMPL KLINIKUM R.D.ISAR

STEMBERG

Abbildung 2: Darstellung des implantierten Hohlnagels unter Rontgendurchleuchtung
(Philipps BV 25, Fa. Philipps, Miinchen)

3.2.5.3.2 Osteomyelitisgruppe

Narkose, Zugang und Implantation des Marknagels erfolgen analog zur Biokompatibilitits-
gruppe. Eine Kaniile (20 G, 0,9 mm x 20 mm) mit aufgesetzter 2 ml-Spritze wird durch das
Implantat in den Femur eingefiihrt und ca. 1 ml Knochenmark abgesaugt. AnschlieBend wird
mit einer neuen Kaniile (20 G) die Bakteriensuspension (siche Tabelle 9) intramedulldr ein-
gebracht und das Bohrloch sofort mit Knochenwachs verschlossen. Das weitere Vorgehen

erfolgt wie unter 3.2.5.3.1 beschrieben.
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3254 Postoperatives Monitoring

Als postoperative Schmerztherapie erhalten die Tiere routineméfig Buprenorphin
(Temgesic®, Fa. Essex Pharma, Miinchen, 0,03 mg/kg s.c.) und Carprofen (Rimadyl®, 4
mg/kg s.c.) liber insgesamt vier Tage. Die Tiere werden tiglich hinsichtlich ihres Allgemein-
befindens, erhdhter Korpertemperatur und lokaler Entziindungsanzeichen (vermehrte Wirme,
Schwellung und Schmerzhaftigkeit, Lahmheit) untersucht. Futter- und Wasserverbrauch
werden tiglich registriert, das Korpergewicht wird jeden dritten Tag kontrolliert. Die Be-
stimmung des Gentamicinspiegels im Serum erfolgt nach 12, 24 und 48 Stunden sowie an-
schlieBend in wochentlichen Abstdnden. EDTA-Blut (S-Monovette, 2,7 ml KE, Fa. Sarstedt,
Niirnbrecht) wird vor der Operation und in der ersten, zweiten, vierten und sechsten Woche
bzw. am Versuchsende entnommen und die Leukozyten- und Erythrozytenwerte sowie der
Hématokrit (Hkt) und der Himoglobinwert (Hb) liberpriift.

Bei den Tieren der Osteomyelitisgruppe wird vor der Operation, in der dritten Woche und
unmittelbar vor Versuchsende Blut fiir eine Blutkultur entnommen. Das Blutbild wird zusétz-
lich in der fiinften und siebten Woche post OP kontrolliert.

Als Referenzbereiche fiir die untersuchten Blutwerte gelten beim Kaninchen folgende Werte
(Tiermedizinisches Labor, Ingolstadt): Leukozyten 4000 bis 13000/1, Erythrozyten 4,0 bis 7,0
Mio/l; Himatokrit 30 bis 41%, Himoglobin 9,8 bis 13,6 g/dl.

3.2.5.5 Futhanasie und Sektion

Die Euthanasie der Tiere in der Biokompatibilitdtsgruppe erfolgt nach sechs Wochen, die Tie-
re der Osteomyelitisgruppe werden nach acht Wochen euthanasiert. Die Euthanasie der Tiere
erfolgt durch eine i.v. Uberdosis Pentobarbital (Narcoren®, Fa. Merial GmbH, Hallbergmoos,
50 mg/kg i.v.).

3.2.5.5.1 Biokompatibilititsgruppe

Beide Femora werden entnommen, Muskulatur und Knochen auf pathologisch-anatomische
Verdnderungen hin untersucht und das Weichgewebe entfernt. Es wird eine Rontgenaufnahme
angefertigt (Torr Radioflour, Torr Phillips Electronic Instruments, Miinchen). Anschliefend
werden die Femora mit einer Handsige in der Mitte geteilt wobei das Implantat im rechten

Femur belassen wird. Die Gewebe werden fiir die histologische Untersuchung aufgearbeitet.
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3.2.5.5.2 Osteomyelitisgruppe

Beide Femora werden unter sterilen Kautelen entnommen und auf pathologische
Verdnderungen an Muskulatur und Knochen untersucht. Von Abszessen werden Abstriche
(Oxoid Transport Swabs®, Fa. Copan, Brescia, Italien) entnommen. AnschlieBend wird das
Weichgewebe entfernt und die Femora steril verpackt. Eine Rontgenaufnahme wird
angefertigt (Torr Radioflour, Torr Phillips Electronic Instruments, Miinchen) und die Femora

mikrobiologisch und histologisch aufgearbeitet.

3.2.5.6 Rontgenologische Untersuchung

Bei der Auswertung der Rontgenaufnahmen der explantierten Femora wird auf folgende
Parameter geachtet:

e proliferative periostale Reaktionen

e Osteolysen im Bereich der Spongiosa und Kompakta

e Sequesterbildung

e Sklerosebildung im Bereich osteolytischer Herde

3.2.5.7 Mikrobiologische Verlaufskontrolle

Die Aufarbeitung der Proben fiir die mikrobiologischen Untersuchungen erfolgt unter
aseptischen Bedingungen an einem ,,laminar-air-flow*-Arbeitsplatz.

Zunichst wird der rechte Femur mit einer sterilen Handsédge in der Mitte geteilt, wobei das
Implantat wiederum im Knochen verbleibt. Die trochanternahe Halfte wird fiir die
histologische Aufarbeitung in 10%-iges Formalin eingelegt. Aus der anderen Hilfte wird das
verbleibende Implantat entfernt und in Thioglycolate-Medium (BBL™ Enriched Thio-
glycolate Medium, 8 ml, Fa. Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) eingelegt.
Der verbleibende Knochen wird bis auf den Kondylus mit einer sterilen Luer-Zange so gut als
moglich zerkleinert und in einem sterilen Mdrser mit insgesamt 5 ml steriler NaCl homo-
genisiert. Mit sterilen Instrumenten wird dann der linke Femur als unbehandelte Kontrolle
aufgearbeitet.

Von den jeweiligen Homogenisaten werden 100 pl auf Columbia-Schafblutagar (BBL™ Fa.
Becton Dickinson and Company) ausgespatelt. Mit weiteren 100 ul Homogenisat wird eine

Verdiinnungsreihe hergestellt und die Verdiinnungsstufen 1:10.000 und 1:100.000 auf
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Columbia-Schafblutagar ausgespatelt. Von der Thioglykolatlosung werden ebenfalls 100 pl
auf Columbia-Schafblutagar ausgestrichen. Alle Platten werden bei 37°C inkubiert und nach
24 und 48 Stunden auf vorhandene Kolonien ausgezéhlt.

Die Blutkulturen werden in einem vollautomatischen Blutkulturbestimmungssystem
(BacTAlert, Fa. Organon Teknica, Durham, England) bei 37°C sieben Tage bebriitet. Nach
positivem Signal streicht man eine Ose auf Columbia Schafblutagar aus und bebriitet sie iiber
24 Stunden. Parallel dazu wird ein Grampriparat angefertigt. Weitere Differenzierungs-

methoden erfolgen entsprechend dem Keimnachwesis.

3.2.5.8 Histologische Verlaufskontrolle

Die Femora werden mindestens zwei Tage in 10%-iger Formalinlésung fixiert und an-
schlieend iiber 14 Tage mit Ethylendiamin-tetraessigsdure (EDTA) entkalkt. Der Knochen
wird ldngsgeteilt und das Implantat schonend entfernt. AnschlieBend bettet man das
Knochengewebe in Paraffin ein und stellt 6 um dicke Langsschnitte her. Die Schnitte werden
mit Himatoxillin Eosin (H.E.), Giemsa und Elastica van Gieson gefarbt.

Lichtmikroskopisch werden die Proben der Biokompatibilitdtsgruppe auf das Vorhandensein
von Leukozytenansammlungen, Makrophagen, Fremdkoérperriesenzellen, Nekrosen,
Sequestern, Fibrinausschwitzungen, Rundzellinfiltraten und Granulationsgewebe untersucht.
Zur histologischen Beurteilung der Proben der Osteomyelitisgruppe dient eine nach ADLER
(1983) modifizierte Einteilung in die Stadien einer akuten oder chronischen Osteomyelitis.
Die Proben der Osteomyelitisgruppe werden auf Merkmale einer akuten bzw. chronischen
Osteomyelitis untersucht und dem jeweiligen histologischen Stadium zugeordnet. Die akute
Osteomyelitis ist histologisch gekennzeichnet von einem entziindlichen Knochenmarksédem
und Fibrinexsudationen, massiven Ansammlungen von Entziindungszellen (v.a. Leukozyten),
Markabszessen,  zellreichem  Granulationsgewebe, Knochensequestern,  Osteolysen,
gelegentlich sind auch Bakterienherde nachweisbar. Eine chronische Osteomyelitis wird
durch eine fortschreitende Fibrosierung des Markraums, gefi- und faserreiches
Granulationsgewebe, fortschreitende Osteosklerose sowie Ansammlungen von Rundzellen-

infiltraten (Plasmazellen, Lymphozyten) gekennzeichnet.
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3259 Statistische Auswertung und Dokumentation

Die Daten der mikrobiologischen Untersuchung werden einer statistischen Priifung unter-
zogen. Dazu werden die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung (Keimnachweis: ja
oder nein) in einer Vierfeldertafel angeordnet und die Uberzufallswahrscheinlichkeit
berechnet. Aufgrund der kleinen Fallzahlen wird der exakte Test nach Fisher herangezogen.
Die iibliche Signifikanzgrenze liegt bei p<0,05.

Eine statistische Auswertung der histologischen Ergebnisse kann aufgrund der zu kleinen
Fallzahlen und der Anzahl der mdglichen Variablen nicht erfolgen (Gespriach mit Prof.

Osterkorn, Institut fiir Tierzucht, Tiermedizinische Fakultdt Miinchen).

33 Ergebnisse

3.3.1 Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen

Die Beschichtung der Hohlndgel wird wie im Methodenteil beschrieben mit guter Repro-

duzierbarkeit durchgefiihrt.

3.3.1.1 Sterilpriifung

Nach Bebriitung der beschichteten Implantate in Thioglycollate-Medium {iber mindestens
fiinf Tage bei 37°C sind bei keinem der Hohlndgel Keime nachweisbar. Eine sterile Vor-

gehensweise bei der Herstellung ist somit belegt.

3.3.1.2 Elution von Gentamicin

Um die Freisetzung von Gentamicin und die Homogenitét der Beschichtung zu iiberpriifen,
wird ein Elutionsversuch durchgefiihrt. Wie unter 3.2.3.2 angegeben, werden dazu im Dop-
pelansatz drei Implantate aus Reihe A (I und II) und B (Il und IV) in 15 ml steriler
Kochsalzlosung im Reagenzglas (I bis IV) iiber einen Zeitraum von 96 Stunden eluiert. Nach
15 min, 1, 6, 12, 48, 72, und 96 Stunden werden Proben a 150 pl entnommen und der

Gentamicingehalt in pg/ml bestimmt.
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Zeitpunkt Reihe A Reihe B
der Proben- I 11 111 v
entnahme pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
0 min 0 0 0 0
15 min 12,6 10,4 15,6 29,9
lh 21,7 12,4 17,0 27,9
6 h 28,6 31,6 35,2 48,7
12h 30,5 30,8 39,3 48,3
24 h 21,7 34,4 43,3 54,3
48 h 32,6 31,5 44,7 51,8
72 h 31,1 35,3 45,5 54,8
96 h 33,54 33,5 45,4 56,4

Tabelle 10: Freisetzung von Gentamicin (ug/ml) im Versuchszeitraum von 96 Stunden
(Reihe A bzw. B = Beschichtungsansatz; I, II, III, IV = Elution mit drei Im-

plantaten)

Aus den in Tabelle 10 angefiihrten Werten wird zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten die

Menge an verfiigbarem Gentamicin in pg pro Versuchsansatz mit drei Marknédgeln wie folgt

berechnet und in Tabelle 11 angefiihrt:

[+1I/2x 15ml = pg verfiigbares Gentamicin (drei Marknagel)

HI+ 1V /2 x 15ml = png verfiigbares Gentamicin (drei Marknigel)

Tabelle 11 zeigt die eluierten Mengen Gentamicin zu den ausgewéhlten Entnahmezeitpunkten

in beiden Versuchsansitzen:

Zeitpunkt der ug verfiighbares Gentamicin | pg verfiighares Gentamicin
Probenentnahme in Reihe A in Reihe B
0 Std. 0 0
0,25 Std. 172,5 341,2
1 Std. 255,7 336,7
6 Std. 451,5 609,0
12 Std. 459,7 657,0
24 Std. 420,7 732,0
48 Std. 480,7 723,7
72 Std. 498.0 752,2
96 Std. 502,5 763,5

Tabelle 11: Gentamicin Elution in ng pro Versuchsansatz mit drei Marknigeln
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Daten des Elutionsversuches zeigen, dass in 96 Stunden in Reihe A 502,5 pg und in Reihe B
763,6 ug Gentamicin freigesetzt werden. Die Implantate der Reihe B enthalten in der Be-
schichtung mehr Gentamicin und werden somit fiir die Tierversuche eingesetzt.

Auf einen Hohlnagel der Reihe B konnte damit eine Menge von 254,5 pg Gentamicin auf-
gebracht werden.

Abbildung 3 zeigt die anfangs verzogerte Freisetzung von Gentamicin in Reihe B. Nach
einem anfanglichen Peak im Verlauf von 24 Stunden bleibt der Gentamicinspiegel iiber weite-

re 96 Stunden konstant.

900
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500 -

Mg verfiigbares Gentamicin
N
o
o

0 v I I I I I I

0 025 1 6 12 24 48 72 96
Std. Std. Std. Std. Std. Std. Std. Std. Std.

Zeit in Stunden

Abbildung 3: Grafische Darstellung der Freisetzung von Gentamicin in Reihe B
fiir den Versuchsansatz mit drei Markniigeln

3.3.13 Kapillarversuch

Der Kapillarversuch dient dazu, das Infektionsmodell und die bakteriziden Eigenschaften der
Beschichtung in vitro zu iiberpriifen. Nach Bebriitung iiber 48 Stunden bei 37°C werden bei
den unbeschichteten Implantaten durchschnittlich 4 x 10® KBE Staphylococcus aureus aus-

gezéhlt. Die Inkubationslosung der gentamicinbeschichteten Implantate ist steril.
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332 Ergebnisse der In-vivo-Untersuchungen

3321 Postoperative Versuchsphase

Die Versuche werden mit 33 Kaninchen durchgefiihrt. Ein Tier wird aufgrund einer Spiral-
fraktur des Femurs, die durch das Aufbohren des Knochens entstand, noch in der Narkose
euthanasiert und nicht in die Studie mitaufgenommen.

Die Auswahl der Tiere fiir die verschiedenen Versuchsgruppen (sieche Tabelle 12 und 13) er-

folgt randomisiert.

Versuchstiere mit unbeschichtetem
Implantat

Versuchstiere mit Implantat mit Poly-D,L-
Laktid-Gentamicin-Beschichtung

Kaninchen Nr.

43,44,46,52,62*,90

Kaninchen Nr.

41,45,47,51,65,89

*: vorzeitige Euthanasie wegen Fraktur

Tabelle 12: Ubersicht zur Biokompatibilititsgruppe — Kaninchen-Nr.

Versuchstiere mit unbeschichtetem
Implantat + Infektion der Markhohle

Versuchstiere mit Implantat mit Poly-D,L-
Laktid-Gentamicin-Beschichtung +
Infektion der Markhohle

Kaninchen Nr.

42%*,53°,49,88*,39,57,64,302,152,149

Kaninchen Nr.

38,40,48,50,55,63,91,150*,146,151

*: vorzeitige Euthanasie wegen Fraktur

°: vorzeitige Euthanasie wegen Sepsis

Tabelle 13: Ubersicht zur Osteomyelitisgruppe — Kaninchen-Nr.
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Kaninchen-Nr. Keimdosis*
38, 39, 40, 42, 48, 49, 50, 53, 55, 57, 63, 64, 10° KBE/150ul
88,91
146, 302 10° KBE/50ul
149, 150, 151, 152 10> KBE/100ul

Tabelle 14: Infektionsdosis in der Osteomyelitisgruppe

*: Aufgrund der Problematik, eine klinisch manifeste Knocheninfektion zu erzeugen bzw. den
Keimnachweis nach acht Wochen zu fithren, wurde bei sechs Tieren die Konzentration der

eingebrachten Keime erhoht.

3322 Biokompatibilitdtsgruppe — Implantat ohne Beschichtung

Zu dieser Gruppe zéhlen sechs Tiere, die ein unbeschichtetes Implantat erhielten. Ein Tier
(Kaninchen 62) muss wegen einer Femurfraktur fiinf Tage nach der Operation euthanasiert
werden. Vier Kaninchen zeigen wihrend des Untersuchungszeitraumes keine Beeintrachti-
gung des Allgemeinbefindens. Futter- und Wasseraufnahme sind normal. Die Tiere haben
kein Fieber. Lokale Schwellung und vermehrte Wérme am operierten Femur bilden sich bei
allen Tieren innerhalb von fiinf bis 14 Tagen post OP vollkommen zuriick.

Bei einem Tier (Kaninchen 52) kommt es nach einer Nahtdehiszenz zu einer Wundheilungs-
storung. Das Tier wird liber acht Tage mit Trimethoprim-Sulfonamid (Borgal® 2,5%, Fa.
Intervet, UnterschleiBheim, 1 ml/kg s.c.) versorgt. Als Schmerztherapie erhédlt es zusitzlich
Carprofen (Rimadyl®, 4 mg/kg s.c.). Die Wunde wird mit Nebacetin®-Salbe (Fa. Yama-
nouchi Pharma GmbH, Heidelberg) bis zum sekundidren Wundverschluss versorgt. Das Tier
zeigt jedoch iiber den gesamten Beobachtungszeitraum eine reduzierte Futteraufnahme und
Gewichtszunahme. Bei der Sektion erscheint der rechte Femur rétlich verfiarbt und der
Knochen insgesamt gegeniiber dem linken Femur verdickt. Das Knochenmark ist gelblich
verfarbt und von zéher Konsistenz.

Bei den Tieren dieser Gruppe liegen die untersuchten Blutwerte iiber den gesamten Beob-
achtungszeitraum hinweg im Referenzbereich.

Im Serum ist kein Gentamicin nachweisbar.

Bei der Sektion erscheint die Muskulatur und der Knochen unauffallig.

40




EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3323 Biokompatibilititsgruppe — Implantat mit Beschichtung

Zu dieser Gruppe gehoren sechs Kaninchen, die ein gentamicinbeschichtetes Implantat er-
hielten. Bei einem Tier (Kaninchen 65) wird intraoperativ die Kortikalis des Femurs auf-
gebrochen. Dieses Tier wird iiber zehn Tage mit Carprofen (Rimadyl®, 4 mg/kg s.c.) versorgt
und ist bereits nach wenigen Tagen beschwerdefrei. Bei den iibrigen Tieren ist der Heilungs-
verlauf unauffillig. Bei drei Kaninchen (Nr. 41, 51 und 65) miissen die Nihte zusitzlich ge-
klammert werden und verheilen dann komplikationslos. Alle Kaninchen zeigen iiber den Un-
tersuchungszeitraum ein gutes Allgemeinbefinden. Futter- und Wasseraufnahme sind normal.
Bei zwei Tieren mit sekunddrer Wundheilung (Kaninchen 51 und 65) kommt es am ersten
Tag post OP zum Anstieg der Korpertemperatur.

Ein Tier mit einer bereits vor der Operation erhohten Leukozytenzahl (Kaninchen 47) zeigt
auch noch in den ersten beiden Wochen des Untersuchungszeitraumes iiber dem Normbereich
liegende Werte. Das Tier ist ansonsten klinisch unauffillig. Bei allen {ibrigen Tieren liegen
die Blutwerte im Normbereich.

Ein systemischer Gentamicinspiegel ist nicht nachweisbar. Alle Werte befinden sich unterhalb
der methodenspezifischen Nachweisgrenze.

Muskulatur und Knochen weisen bei der Sektion keine pathologischen Verdnderungen auf.

Die Abbildungen 4 bis 7 stellen die untersuchten Parameter des kleinen Blutbildes grafisch
dar. Signifikante Unterschiede sind nicht feststellbar.
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Abbildung 4: Leukozytenwerte der Biokompatibilititsgruppe
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Abbildung 5: Erythrozytenwerte der Biokompatibilititsgruppe
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Abbildung 6: Himatokritwerte der Biokompatibilititsgruppe
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Abbildung 7: Himoglobinwerte der Biokompatibilititsgruppe

43




EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3324 Osteomyelitisgruppe — unbeschichtetes Implantat

Zu dieser Gruppe zéhlen insgesamt zehn Tiere, die mit einem unbeschichteten Implantat
intramedullédr versorgt und mit der Bakteriensuspension infiziert wurden. Wie oben erwéhnt
(siche Tabelle 14), werden sieben Tiere mit 10° KBE Staphylococcus aureus in 150 pl
infiziert. Kaninchen 302 erhélt die Keimdosis in einem Volumen von 50 pl, Kaninchen 149
und 152 in einem Volumen von 100 pl.

Mit Ausnahme von Kaninchen 302 und 149 zeigen die iibrigen Tiere nach der Operation ein
geringgradig gestortes Allgemeinbefinden mit Fieber wéhrend der ersten vier Tage post OP
und Apathie. 14 Tage spiter sind bei allen Tieren vermehrte Warme und Schwellung kaum
mehr feststellbar.

Alle Tiere mit Ausnahme von Kaninchen 302 und 149 entwickeln Abszesse am operierten
Bein im Bereich des Trochanter major. Diese bilden sich im Verlauf des Untersuchungszeit-
raumes zuriick.

Kaninchen 57 zeigt zudem iiber den gesamten Beobachtungszeitraum einen Druckschmerz im
Bereich des Trochanter major.

Das Allgemeinbefinden der Tiere ist im weiteren Verlauf von acht Wochen ungestort. Futter-
und Wasseraufnahme sind normal. Keines der Tiere zeigt Lahmheit.

Kaninchen 53 wird aufgrund eines zunehmend gestorten Allgemeinbefindens mit stark redu-
zierter Futteraufnahme nach sechs Wochen euthanasiert. Am Trochanter major bildet sich hier
ein etwa 5 x 5 cm grofler Abszess. Die Blutkultur erbringt bei der Euthanasie des Tieres den
Nachweis von Staphylococcus aureus.

Kaninchen 42 und 88 werden zehn Tage post OP aufgrund einer Fraktur des rechten Femurs
euthanasiert. Am Trochanter major sowie an der Frakturstelle befinden sich bei beiden Tieren
mehrere Abszesse.

Erhohte Leukozytenwerte finden sich nur bei 4 Tieren. Kaninchen 49 und 39 zeigen in der
ersten bzw. zweiten Woche erhohte Werte, Kaninchen 64 in der siebten Woche. Bei
Kaninchen 42 ist der Wert innerhalb des Untersuchungszeitraumes ebenfalls erhoht. Die Ab-
bildungen 8 bis 11 stellen die Blutwerte grafisch dar. Ein Anstieg der Leukozytenwerte iiber
den Referenzbereich ist nur in der zweiten Woche festzustellen. Signifikante Unterschiede
sind nicht feststellbar.

Mit Ausnahme von Kaninchen 53 sind die Blutkulturen bei allen Tieren negativ.

Im Serum der Tiere dieser Gruppe wird kein Gentamicin nachgewiesen.
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Bei der Sektion werden bei allen Tieren mit Ausnahme von Kaninchen 149 und 302 Abszesse
in der Muskulatur um den Trochanter major festgestellt. Bei Kaninchen 64, 88 und 42 haben
diese Verbindung zum Knochen.

Das Knochenmark des rechten Femurs erscheint bei allen Tieren makroskopisch stark

verdndert, gelblich verfiarbt und ist von zéher Konsistenz.

3.3.2.5 Osteomyelitisgruppe — beschichtetes Implantat

In diese Gruppe gehoren zehn Tiere, die mit einem gentamicinbeschichteten Implantat
intramedulldr versorgt und mit der Bakteriensuspension infiziert wurden. Wie oben angefiihrt
(Tabelle 14), wird Kaninchen 146 mit 10° KBE Staphylococcus aureus in 50 pl infiziert und
die Kaninchen 150 und 151 mit der gleichen Keimdosis in 100 pl. Die iibrigen Tiere erhalten
ein Volumen von 150 pl.

Bei acht Tieren verlduft der achtwochige Beobachtungszeitraum ohne Komplikationen. Fut-
ter- und Wasseraufnahme sind normal. Drei Kaninchen (Nr. 40, 48 und 91) zeigen nach der
Operation fiir ein bis vier Tage Fieber.

Nach acht bis zehn Tagen ist bei keinem der Tiere mehr vermehrte Warme oder Schwellung
am operierten Femur festzustellen. Die Tiere belasten lahmheitsfrei. Eine Abszessbildung
wird nicht festgestellt.

Bei Kaninchen 63 kommt es intra operationem zur Fraktur des Trochanter major, so dass das
Implantat im Femur wandert. Das Tier zeigt wihrend der ersten drei Tage Fieber. Schwellung
oder vermehrte Wirme sind nicht festzustellen, jedoch eine hochgradige Lahmbheit,
Beckenschiefstellung und Atrophie der Muskulatur des rechten Oberschenkels. Das Tier wird
iiber 19 Tage mit Carprofen (Rimadyl®, 4 mg/kg s.c.) therapiert. In der Futteraufnahme und
Gewichtszunahme bleibt es in deutlich hinter den {ibrigen Tieren dieser Gruppe zuriick.

Ein Kaninchen (Nr. 150) wird drei Tage nach der Operation aufgrund einer Femurfraktur
vorzeitig aus dem Versuch genommen.

Die Leukozytenwerte liegen bei allen Tieren im Referenzbereich.

Alle Blutkulturen sind negativ und ein systemischer Gentamicinspiegel ist nicht nachweisbar.

Bei der Sektion erscheinen Muskulatur und Knochen unauffillig.

Die Abbildungen 8 bis 11 stellen die Blutwerte der Osteomyelitisgruppe bei den Kontroll-
tieren und den Tieren mit gentamicinbeschichtetem Implantat grafisch dar. Erythrozyten-

werte, Himatokrit und Hdmoglobin liegen innerhalb der Norm.
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Abbildung 9: Erythrozytenwerte der Osteomyelitisgruppe
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Abbildung 10: Hamatokritwerte der Osteomyelitisgruppe
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Abbildung 11: Himoglobinwerte der Osteomyelitisgruppe
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333 Rontgenologische Auswertung

Bei der Beurteilung der post mortem angefertigten Rontgenaufnahmen fillt auf, dass es bei
fast allen Tieren am distalen Ende des Implantats zu einer leichten Sklerose kommt. Im
oberen Drittel des Femurs zeigt sich eine Kortikalisverdickung. Bei zwei Kaninchen der
Osteomyelitisgruppe (Nr. 64, 63) zeigen sich um das Implantat stellenweise osteolytische
Herde (sieche Abbildung 12). Bei Kaninchen 63, das ein gentamicinbeschichtetes Implantat
erhielt, konnen auch sklerotische Verdnderungen festgestellt werden. Typische radiologische
Befunde einer Osteomyelitis werden bei keinem der Tiere festgestellt. Die Aufnahmen der
Biokompatibilitdtsgruppe weisen mit Ausnahme von Kaninchen 52, bei dem um das
Implantat stellenweise osteolytische als auch sklerotische Herde zu finden sind, keine

pathologischen Verdnderungen auf.

Abbildung 12: Osteolytischer Herd ( — ) bei einem Tier der Osteomyelitisgruppe (unbe-
schichtetes Implantat und Infektion)
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334 Mikrobiologische Auswertung der Kontrollgruppe

3.3.4.1 Osteomyelitisgruppe — unbeschichtetes Implantat und Infektion

Kaninchen- Abstrich Implantat rechter linker Blutkultur
Nr. Femur Femur
53 Abszess + steril steril steril positiv
49 Abszess + steril steril steril steril
39 Abszess + steril steril steril steril
57 Abszess + steril steril steril steril
64 Abszess + positiv positiv steril steril
Knochen +
302 steril steril steril steril steril
152 Abszess + positiv positiv steril steril
149 steril steril steril steril steril
88 (Fraktur) | Knochen + positiv positiv steril steril
Abszess+
42 (Fraktur) | Knochen + positiv positiv steril steril
Abszess +

Tabelle 15: Mikrobiologische Auswertung der Kontrolltiere (+ bzw. positiv entspricht
dem Nachweis des inokulierten Staphylococcus aureus)

Tabelle 15 zeigt den mikrobiologischen Befund der Osteomyelitisgruppe. Bei acht Tieren der
Kontrollgruppe wird Staphylococcus aureus aus Abszessen um den Trochanter major nach-
gewiesen. Ein Keimnachweis aus dem Femur und am Implantat ist bei vier Tieren (Kaninchen
64, 152, 88, 42) neben den Abszessabstrichen positiv.

Bei Kaninchen 149 und 302 ist ein Keimnachweis aus dem Knochen oder am Implantat nicht
moglich. Diese beiden Tiere haben auch keinerlei Abszesse; es sei hier auf die histologische
Auswertung verwiesen.

Der linke Femur ist bei allen Tieren mikrobiologisch negativ.

Die Blutkultur ist nur bei Kaninchen 53 positiv und erbringt den Nachweis von

Staphylococcus aureus.
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3342 Osteomyelitisgruppe — beschichtetes Implantat und Infektion

Kaninchen- Abszesse Implantat rechter linker Blutkultur
Nr. Femur Femur
38 negativ steril steril steril steril
40 negativ steril steril steril steril
48 negativ steril steril steril steril
50 negativ steril steril steril steril
55 negativ steril steril steril steril
63 negativ positiv positiv steril steril
91 negativ steril steril steril steril
146 negativ steril steril steril steril
151 negativ steril steril steril steril
150 (Fraktur) negativ steril steril steril steril

Tabelle 16: Mikrobiologische Auswertung der Osteomyelitisgruppe mit Gentamicin
beschichtetem Implantat

Die mikrobiologische Untersuchung der Tiere, die ein gentamicinbeschichtetes Implantat
erhielten, erbringt bei neun von zehn Tieren ein negatives Ergebnis. Bei keinem der
Kaninchen dieser Gruppe bilden sich Abszesse. Kaninchen 150, das wie oben erwéhnt bereits
drei Tage nach der Operation euthanasiert wurde, ist mikrobiologisch ebenfalls negativ.
Lediglich bei Kaninchen 63 wird Staphylococcus aureus aus dem rechten Femur und am
Implantat nachgewiesen.

Die Blutkulturen sind bei allen Tieren negativ (siche Tabelle 16).

Die gentamicinhaltige Poly-D,L-Laktid-Beschichtung der Hohlnégel reduziert signifikant die
Bildung von Abszessen und den Keimnachweis aus dem Femur (p=0,00034; exakter Test

nach Fisher).

3.3.5 Histologische Auswertung

3.3.5.1 Biokompatibilititsgruppe — Implantat ohne Beschichtung

Die Kaninchen dieser Gruppe erhielten ein unbeschichtetes Implantat und wurden nicht
infiziert. Das histologische Bild zeigt bei allen Tieren leichte bis deutliche Entziindungs-
erscheinungen. Stellenweise werden Fibrininseln gefunden. Um das Implantat finden sich

Blutungen sowie Bindegewebszubildungen. Das Knochenmark erscheint aufgrund des hohen
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Anteils an Megakaryozyten und anderen Vorlduferzellen der Blutzellen reaktiv. Bei zwei
Kaninchen (Nr. 43 und 90) fillt eine Inhomogenitidt des Knochenmarks auf, mit teils dicht
zellinfiltrierten Bereichen und Abschnitten mit zellarmem Fettmark. Eine leichte Reizung der
Kortikalis mit endostaler und periostaler Knochenzubildung lésst sich bei Kaninchen 46 fest-
stellen; zudem finden sich kleinere Sequester und fibrindse Durchtrdnkungen. Bei einem Tier
(Kaninchen 52) ist der gesamte Markraum fibrinds durchtrinkt. Neben Sequestern und
nekrotischen Anteilen finden sich auch ein bindegewebig abgegrenzter Markabszess sowie
Granulationsgewebe. Die histologischen Befunde der Tiere dieser Gruppe sprechen fiir eine

noch akute Entziindung. Der linke Femur ist histologisch unauffallig.

3.35.2 Biokompatibilititsgruppe — Implantat mit Beschichtung

Histologisch erscheinen die Priparate in der Gruppe mit gentamicinbeschichtetem Implantat
dhnlich der Kontrollgruppe. Auch hier finden sich Blutungen um das Implantat sowie eine
entziindliche Odematisierung des Markraums, die v.a. bei Kaninchen 45 und 47 ausgeprigt
ist. Bei einem Tier (Kaninchen 41) erscheint der Markraum ausgesprochen zellarm. Bei
Kaninchen 45, 47 und 89 finden sich Histiozyten (=Gewebsmakrophagen). Lymphozyten-
ansammlungen oder sogenannte Markknotchen lassen sich bei Kaninchen 41, 45 und 47
finden. Auffillig ist die bei allen Priparaten auftretende deutliche Fibrosierung des Mark-

raums im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der linke Femur ist histologisch unauffallig.

3353 Osteomyelitisgruppe — unbeschichtetes Implantat und Infektion

Von den zehn Kaninchen dieser Gruppe (Kontrollen) konnen lediglich von sechs Tieren
histologische Priparate ausgewertet werden: Zwei Tiere werden aufgrund einer Femurfraktur
nicht in die histologische Auswertung aufgenommen, zwei weitere werden nur mikro-
biologisch und nicht histologisch ausgewertet.

In allen Priparaten lassen sich Merkmale einer akuten oder chronischen Osteomyelitis nach-
weisen. Treten akute und chronische Merkmale nebeneinander auf und ist eine exakte
Zuordnung zu einem der beiden Stadien nicht méglich, so wird dies als Ubergangsform ge-
wertet. Tabelle 17 gibt einen Uberblick iiber die Zuordnung der einzelnen Tiere zu den

verschiedenen Stadien.
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Osteomyelitisgruppe-unbeschichtetes Implantat

Akute Osteomyelitis Ubergangsform Chronische Osteomyelitis

Kaninchen-Nr. 57, 152 Kaninchen-Nr. 149, 39 Kaninchen-Nr. 64, 302

Tabelle 17: Uberblick iiber die histomorphologischen Stadien in der Kontrollgruppe

Bei Kaninchen 57 und 152 ist die Osteomyelitis in ihrer Erscheinungsform akut. Der
Markraum ist hier entziindlich 6dematisiert, stellenweise finden sich auch ausgedehnte Fibrin-
exsudationen. Im Markraum kdénnen dicht gepackte Ansammlungen von Entziindungszellen
(v.a. neutrophile Granulozyten) aber auch Makrophagen festgestellt werden (Abbildung 13).
Neben den bereits erwédhnten pathologischen Verdnderungen finden sich bei Kaninchen 64,
149 und 57 auch bindegewebig abgegrenzte Markabszesse. Bei Kaninchen 39 und 57 werden
Osteolysen in der Kortikalis festgestellt. Nekrotische Gewebeanteile und Sequester treten in
allen Priparaten auf. Bei zwei Tieren (Kaninchen 39 und 149) bestehen akute und chronische
Osteomyelitismerkmale nebeneinander. Auffallend ist hier die Ausbildung von Granulations-
gewebe und das Einsprossen von Kapillaren in den Markraum. Bei Kaninchen 39 finden sich
neben den erwéhnten osteolytischen Herden in der Kortikalis auch Knochenanbauzonen.

Die histologischen Schnitte von Kaninchen 64 und 302 sprechen fiir eine chronische
Osteomyelitis. Bei Kaninchen 64 finden sich mehrere von Narbengewebe abgekapselte
Markabszesse. Stellenweise finden sich ausgedehnte Ansammlungen von Entziindungszellen
einschlieBlich Lymphozyten und Plasmazellen, an anderen Stellen ist der Markraum deutlich
fibrosiert und von blutgefiillten Kapillaren durchzogen. Bei Kaninchen 302 finden sich nur
noch wenig zellulire Reaktionen und ein ausgedehntes faserreiches Narbengewebe
(Abbildung 14).

Die histologische Untersuchung des linken Femurs zeigt bei allen Tieren fokale Nekrosen,
Sequester sowie Fibrindurchtrinkungen. Bei Kaninchen 39 findet sich ein Markabszess. Bei

Kaninchen 64 und 302 ist der Markraum auffallend zellarm.
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Abbildung 13: Akute Osteomyelitis bei einem Tier mit unbeschichtetem Implan-
tat, mit dichten Ansammlungen leukozytérer Zellen (LZ) und
Fibrinexsudationen (FE) (H.E.-Fiarbung, x80)

Abbildung 14: Chronische Osteomyelitis bei einem Tier mit unbeschichtetem
Implantat, mit deutlicher Fibrosierung des Markraums (MF),
kaum mehr zellulire Infiltrate, kernarmes Gewebe, Fettzellen

(FZ) (Elastica van Gieson, x80)
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3354 Osteomyelitisgruppe — beschichtetes Implantat und Infektion

Von den zehn Tieren dieser Gruppe, die ein gentamicinbeschichtetes Implantat erhielten und
mit der Staphylokokkensuspension infiziert wurden, wird ein Kaninchen nur mikrobiologisch
ausgewertet, ein anderes aufgrund einer Femurfraktur vorzeitig aus dem Versuch genommen.
Es kommen somit acht Tiere zur histologischen Auswertung. Tabelle 18 zeigt die Zuordnung
der einzelnen Versuchstiere zu den verschiedenen Entziindungsstadien. Auch hier wird ein
Auftreten akuter und chronischer histopathologischer Merkmale nebeneinander festgestellt

und als Ubergangsform eingeteilt.

Osteomyelitisgruppe- beschichtetes Implantat

Akute Osteomyelitis Ubergangsform Chronische Osteomyelitis

Kaninchen-Nr. 55, 91, 63 Kaninchen-Nr. 50, 146 Kaninchen-Nr. 40, 48, 151

Tabelle 18: Uberblick iiber die histomorphologischen Stadien in der Osteomyelitis-
gruppe mit Gentamicin beschichtetem Implantat

Bei Kaninchen 55 und 91 sprechen die histopathologischen Befunde fiir eine noch akute
Osteomyelitis. Es fallen ausgedehnte Ansammlungen von Leukozyten, eine entziindliche
Odematisierung des Markraums und Fibrinexsudationen sowie Sequester auf. Bei Kaninchen
55 kann jedoch im Markraum bereits ein Einsprossen von Fibrozyten festgestellt werden. Bei
den iibrigen Tieren (Kaninchen 50, 146, 48, 151) treten neben Fibrinexsudationen,
nekrotischen Gewebeanteilen und Sequestern die Fibrosierung und Kapillarisierung des
Markraums deutlich in Erscheinung. Das Knochenmark erscheint inhomogen (siehe
Abbildung 16) mit sehr zellreichen Abschnitten (sowohl Entziindungszellen als auch Zellen
des aktiven hdmatopoetischen Knochenmarks) aber auch, v.a. zum gentamicinbeschichteten
Implantat hin, nur noch Fettmark bzw. kernarmem Gewebe. Kaninchen 50 weist Osteolysen
in der Kortikalis auf. Bei keinem der Tiere in dieser Gruppe finden sich aber im Gegensatz
zur Kontrollgruppe bindegewebig abgegrenzte Markabszesse. Auch treten in dieser Gruppe
Knochenmarksabschnitte auf, die weitgehend frei von Entziindungserscheinungen sind
(Abbildung 15).

Bei Kaninchen 63 ist das histologische Bild geprdgt von einer massiven Ansammlung von
Entziindungszellen (polymorphkernige Leukozyten), einem fibrindurchtrankten Markraum

sowie teils bindegewebig abgegrenzten Sequestern. AuBBerdem konnen bei diesem Tier im
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Gegensatz zur restlichen Gruppe mehrere von Narbengewebe abgegrenzte Markabszesse fest-

gestellt werden.

Der linke Femur erscheint, mit Ausnahme von Kaninchen 63 bei dem ausgedehnte

Ansammlungen von Entziindungszellen festgestellt werden, unauffillig. Zellarme Abschnitte

fallen bei 4 Tieren (Kaninchen 48, 50, 55, 151) auf.

Abbildung 15: Unverindertes Knochenmark (himatopoetisches Knochenmark, Fett-
zellen) bei einem Tier mit Gentamicin-Poly-D,L-Laktid-beschichtetem
Implantat (H.E.-Firbung, x80)
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Abbildung 16: Inhomogenes Knochenmark mit zelldichten Bereichen (dichte An-
sammlungen von Entziindungszellen und Fibrinexsudationen)
und zellarmem Fettmark (FM) (H.E.-Fiarbung, x80)
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DISKUSSION

4 DISKUSSION

Die Infektion von Osteosynthesematerialien oder Endoprothesen ist trotz der Fortschritte auf
dem Gebiet der operativen Medizin, der Entwicklung moderner Antibiotika und
Biomaterialien weiterhin eine gefiirchtete und schwerwiegende Komplikation.

Der Initialschritt in der Entstehung Implantat assoziierter Infektionen ist die bakterielle
Adhision und Besiedelung des Fremdmaterials.

Der Grundgedanke der vorliegenden Studie ist, prophylaktisch bereits am Initialschritt durch
eine antimikrobielle Beschichtung des Implantatmaterials zu intervenieren. Eine wirksame
antimikrobielle Prophylaxe erscheint angesichts der weitreichenden Folgen dieser
Erkrankungen gerechtfertigt. Antibiotikahaltiger Knochenzement oder Gentamicin-PMMA -
Ketten zihlen seit langem zum Standard in der Endoprothetik, in der Prophylaxe septischer
Prothesenwechsel und auch zur Herdsanierung chronischer posttraumatischer Osteo-
myelitiden.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, eine abriebstabile und bioresorbierbare Beschichtung
(Poly-D,L-Laktid kombiniert mit dem Antibiotikum Gentamicin) von Osteosynthese-
materialien hinsichtlich des Freisetzungsverhaltens von Gentamicin zu iiberpriifen sowie ihre
Vertrdglichkeit und Wirksamkeit bei experimentell induzierten Knocheninfektionen am

Kaninchenmodell zu untersuchen.

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Beschichtung der Marknigel

Mit der sogenannten Kaltbeschichtungstechnologie, bei der das in Ethylacetat geloste
Poly-D,L-Laktid Resomer R203® mit Gentamicinpulver kombiniert und lackartig auf die
Implantate aufgebracht wird, hat die Arbeitsgruppe ein aseptisches Verfahren zur anti-
infektiven Beschichtung von Osteosynthesematerialien entwickelt.

Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten eine hohe mechanische Stabilitdt dieser ca. 10 pm
dicken Beschichtung sowohl bei der Implantation von Kirschner-Dridhten in Rattentibiae wie
auch von Tumorendoprothesen im humane Leichenfemora. Der Beschichtungsverlust betrug
dabei lediglich 4 %, so dass die Beschichtung stabil auf den Implantaten gebunden bleibt. Ein
Dehnungsversuch zeigte eine Belastungsstabilitdt von 7,8 % und bestétigt damit weiterhin die
ausgezeichnete Haftung der Beschichtung. Weitere Untersuchungen der Arbeitsgruppe

zeigten sowohl eine bakteriostatische Wirkung des reinen Poly-D,L-Laktids wie auch eine
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knochenheilungsfordende Wirkung wund gute Biokompatibilidt im Knochenlager
(SCHMIDMAIER et al. 2001a; SCHMIDMALIER et al. 2001b; GOLLWITZER 2002).

Die Freisetzung eingearbeiteter Antibiotika aus Poly-D,L-Laktid wurde bereits in der Studie
von GOLLWITZER (2002) eingehend behandelt. Er konnte fiir eine Einarbeitung von
Gentamicin in 5%-iger Konzentration in das Polymer nach einem anfianglichen Peak eine
kontinuierliche Wirkstofffreisetzung tiber 96 Stunden nachweisen.

In der vorliegenden Studie wurden die Implantate mit einer 10%-igen Gentamicinsuspension
beschichtet. Damit ist das Polymer als Tragersubstanz maximal beladen.

Im vorliegenden Versuch wurden die Homogenitdt der Beschichtung sowie die Freisetzung
des Gentamicin kontrolliert. Wie die Ergebnisse des Elutionsversuchs zeigen, wird von den
Implantaten des Beschichtungsansatzes der Reihe B mehr Gentamicin im Versuchszeitraum
von 96 Stunden eluiert. Wéhrend in Reihe A nur 502,5 pg Gentamicin verfiigbar sind, werden
in Reihe B 763,5 pg Gentamicin freigesetzt. Dieser Unterschied ist auf den noch nicht aus-
reichend standardisierten Herstellungsvorgang zuriickzufiihren. Den groBten Einflu3 hat hier
vermutlich das Pottern, wodurch das Losen und Verteilen des Gentamicin im Ethylacetat
erreicht wird und sich eine homogene Suspension ergibt.

Eine hohe lokale bakterizide Wirkung, die auch iiber einen geniigend langen Zeitraum anhilt,
wird aber sowohl durch das Ergebnis des Kapillar- als auch des Elutionsversuchs bestitigt.
Der Kapillarversuch beweist die In-vitro-Wirksamkeit der Beschichtung und die Abtotung der
in die Nihrlosung eingebrachten Keime.

Fiir die tierexperimentellen Untersuchungen wurden nur Implantate der Reihe B eingesetzt.
Wie die Freisetzungsversuche von Gentamicin zeigen, ist im Versuchszeitraum von 96 Stun-
den fiir die Markndgel der Reihe B eine Menge von 763,5 pug/ml Gentamicin anndhernd
konstant verfiigbar. Auf einen Hohlnagel dieser Reihe konnte eine Menge von ca. 255 pg
Gentamicin aufgebracht werden. Gemil3 den Richtlinien des National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (2000) betrdgt die minimale Hemmkonzentration (MIC) von
Gentamicin gegeniiber Staphylococcus aureus 4 pg/ml. Die Menge an Gentamicin in der Be-
schichtung liegt damit weit iiber der MIC, so dass eine hohe lokale Wirkstoffkonzentration in
der unmittelbaren Implantatumgebung gewihrleistet ist. Da sich Bakterien an nekrotischen
Knochen bzw. in der Frithphase nach der Operation an ein metallisches Implantat anheften
und einen sekundiren Biofilm ausbilden kénnen (MAYBERRY-CARSON 1984 et al;
GRISTINA 1987), in dem sie vor der korpereigenen Immunabwehr wie auch vor Antibiotika
geschiitzt sind, muss die Antibiotikakonzentration fiir eine Eradikation solcher Bakterien um

ein Vielfaches hoher sein (NAYLOR et al. 1990). Dies ist durch den Antibiotikagehalt in der
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Poly-D,L-Laktid-Beschichtung gegeben. Das in der eigenen Studie angewandte System der
lokalen Antibiotikaanwendung ermoglicht damit am Wirkort Konzentrationen, die systemisch
vom Organismus ohne das Auftreten von Nebenwirkungen nicht zu tolerieren wéren.

Neben der systemischen perioperativen Antibiotikaprophylaxe haben sich in der Therapie und
Priavention posttraumatischer Osteomyelitiden und bei ein- und zweizeitigen Endoprothesen-
wechseln gentamicinhaltiger Knochenzement sowie Gentamicin-PMMA-Ketten bewéhrt
(BUCHHOLZ und ENGELBRECHT 1970; KLEMM 1989). In Verbindung mit diesen nicht-
resorbierbaren Trigersubstanzen wurde in der Literatur mittlerweile aber liber die Selektion
sogenannter Small Colony Variants, SCVs, von Staphylococcus aureus bei Osteomyelitis-
Patienten, die mit Gentamicin-PMMA-Ketten behandelt wurden, berichtet. Bei SCVs handelt
es sich um langsam wachsende Subpopulationen von Staphylococcus aureus, die durch die
langsame Freisetzung von Gentamicin in die Implantatumgebung selektiert werden und zu
rekurrierenden Infektionen fithren konnen (VON EIFF et al. 1997; VON EIFF et al. 1998;
HAUBLER 2003). Zu niedrige Antibiotikaspiegel fordern die Selektion resistenter Bakterien-
stimme. Fiir Weichteilinfektionen hat sich besonders der Gentamicin-Kollagen-Schwamm
etabliert, der sich durch seine Abbaubarkeit und Freisetzung hoher Gentamicinspiegel liber
einen nur begrenzten Zeitraum auszeichnet (STEMBERGER et al. 1997). Seine Anwendung
ist jedoch aufgrund seiner mechanischen Belastbarkeit limitiert. Implantatmaterialien sind
besonders in der frithen postoperativen Phase gegeniiber einer bakteriellen Besiedelung sehr
empfindlich und das Immunsystem des Patienten durch den Eingriff wie auch das Einbringen
des Implantats geschwiacht (SOUTHWOOQOD et al. 1985; GRISTINA et al. 1985; GRISTINA
et al. 1991). Ein zusitzlicher lokaler antibiotischer Schutz gerade in dieser vulnerablen Phase
ist daher sinnvoll. Die mechanisch stabile antiinfektive Beschichtung kann direkt auf das
Implantatmaterial aufgebracht werden und dieses somit vor einer bakteriellen Besiedelung
wirkungsvoll schiitzen. Sie greift damit bereits am Initialschritt einer moglichen Infektion
durch die Verhinderung der bakteriellen Besiedelung des Fremdmaterials an. Die Be-
schichtung wird hydrolytisch gespalten und in Abhdngigkeit vom initialen Molgewicht iiber
Wochen vollstindig resorbiert.

Fiir die vorliegende Studie wurde als einzuarbeitendes Antibiotikum Gentamicin ausgewdhlt,
da dieses sich seit langem auf dem Gebiet der Knochen-, Gelenk- und Weichteilchirurgie be-
wihrt hat. Sein Wirkspektrum schlie3t die meisten Erreger Implantat assoziierter Infektionen
ein und sein bakterizider Wirkmechanismus, der sowohl proliferierende wie auch ruhende

Keime umfasst, erweist sich fiir eine lokale Anwendung vorteilhaft (ESTLER 2000).
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4.1.2 Tiermodell

In der vorliegenden Studie sollte die prophylaktische Wirkung einer gentamicinhaltigen Be-
schichtung von Osteosynthesematerialien untersucht werden. Das gewihlte Tiermodell sollte
gut reproduzierbar sein und eine lokalisierte Osteomyelitis ohne septikdmische Krankheits-
erscheinungen erzeugt werden.

Wie bereits im Schrifttum tabellarisch dargestellt, sind in der Literatur eine Vielzahl an
Osteomyelitismodellen an Hunden, Schafen, Kaninchen, Ratten und Meerschweinchen be-
schrieben. Die Wahl des Versuchstiermodells wird von der Vergleichbarkeit pathologischer
osteomyelitischer Erscheinungen bei Tier und Mensch bestimmt, um die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen sicherzustellen (WORLOCK et al. 1988; EERENBERG et al.
1994). Bei der Auswahl der Versuchstierspezies hat sich das Kaninchen seit langem als
Versuchstier auf dem Gebiet der Osteomyelitis etabliert. Die Tierart ist grol genug, um auch
kompliziertere operative Eingriffe durchfiihren zu konnen. Das Kaninchen ist sensitiv fiir das
gewlinschte bakterielle Keimspektrum und wurde fiir die vorliegenden Studie nicht zuletzt
auch aufgrund seiner vergleichsweise kostengiinstigen Haltung ausgewahlt.

Das in dieser Studie verwendetet Implantat, ein Hohlnagel, wird auch in der Humanmedizin
zur intramedulldren Frakturstabilisierung routinemiflig angewendet. Das Design wurde aber
im eigenen Modell durch Bohrungen im 90°-Winkel zur Lingsachse modifiziert. Die inoku-
lierte Bakteriensuspension sollte durch die seitlichen Bohrungen in den Knochen austreten
und so die ganze Markhohle infizieren.

Aufgrund des einfachen operativen Zugangs und der Grofle des Knochens wurde der Femur
ausgewdhlt. Als problematisch erwies sich hier die leichte Frakturneigung zum einen auf-
grund der leichten Kriimmung des Femurschaftes, die ein Einbringen des Implantats ohne
starkeres Aufbohren und somit Schwichen des Kortikalis erschwerte, zum anderen sind die
Knochen beim Kaninchen relativ sprode und splittern leicht. Zudem kam es im Bereich des
Trochanter major stets zu unterschiedlich starken Blutungen, die ein Einbringen der Keime
ohne Kontamination der Bohrstelle erschwerte.

Der Untersuchungszeitraum fiir die Osteomyelitsgruppe wurde auf acht Wochen festgesetzt.
In diesem Zeitraum sind manifeste Anzeichen der Erkrankung zu erwarten und sollten anhand
der ausgewihlten Untersuchungsparameter zu erfassen sein. Gerade mit dem Auftreten radio-
logischer Erscheinungen ist bei Osteomyelitiden frithestens nach 14 Tagen zu rechnen
(NORDEN 1970; KINZL und FLEISCHMANN 1992; EERENBERG et al. 1994).

Eine Osteomyelitis kann durch das Einbringen von Fremdkdrpern (metallische Implantate

oder PMMA), die Beeintrdchtigung der intraossdren Blutversorgung durch sklerosierende
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Substanzen oder Frakturierung sowie die Inokulation von Bakterien induziert werden
(NORDEN 1970; PASSL et al. 1984; PETTY et al. 1985; SCHULZ et al. 2001).
Die Inokulation einer sehr hohen Dosis von Bakterien allein fiihrt nicht zwangsldufig zu einer
Osteomyelitis (NORDEN 1970; ANDRIOLE 1973). Durch die Anwesenheit von Fremd-
korpern lésst sich die notwendige Infektionsdosis reduzieren. Die niedrigere Dosierung der
Keime ermoglicht die Induktion osteomyelitischer Verdnderungen ohne systemische Er-
scheinungen (PASSL et al. 1984; WORLOCK et al. 1988).

So konnten beispielsweise ANDRIOLE et al. (1973) zeigen, dass die Inokulation von 2 x 10°
KBE Staphylococcus aureus in die unbehandelte Tibia von Kaninchen nicht zu einer
mikrobiologisch oder rontgenologisch fassbaren Infektion fiihrte, wéhrend sich in
Anwesenheit eines Implantats durch eine Dosis von 2 x 10® KBE Staphylococcus aureus eine
chronische Osteomyelitis erzeugen lieB. PETTY et al. (1985) konnten an Hunden ebenfalls
zeigen, dass die Implantation von Fremdkorpern wie PMMA oder Metallen die notwendige
Infektionsdosis  gegeniiber unbehandelten Kontrolltieren senkt (2,4 x 10° KBE
Staphylococcus aureus fiir Stahlimplantate im Vergleich zu 1,7 x 10° KBE in Kontrolltieren
ohne Implantat). Eine Verddung der Markraumgefdsse durch sklerosierende Substanzen
ermOglicht ebenfalls eine Reduktion der Keimdosis. SCHULZ et al. (2001) gelangen unter
Verwendung von 5%-igem Sodium morrhuate und einem Inokulat von nur 0,3 x 10° KBE
Staphylococcus aureus die Erzeugung einer chronischen Osteomyelitis bei 100 % der einge-
setzten Kaninchen. Fiir die Induktion einer klinisch fassbaren Osteomyelitis ist jedoch eine
minimalinfektive Dosis notwendig. RODEHEAVER et al. (1983) konnten in ihrer Studie zur
Wirksamkeit von antibiotikahaltigem Knochenzement mit einer Dosis von 10° KBE
Staphylococcus aureus keine Osteomyelitis erzeugen. Eine Dosis von 10° KBE fiihrte in 75 %
der Fille zu einer Infektion, eine Dosis von 10° KBE dagegen zum Tod der Tiere durch Septi-
kidmie vor Ende des Untersuchungszeitraumes. ARENS et al. (1996) verwendeten in ihren
Untersuchungen zur Infektanfélligkeit von Stahl- oder Titanplatten Infektionsdosen zwischen
4 x 10 und 4 x 10° KBE Staphylococcus aureus pro 100 pul. Die ID50 betrug fiir Stahl 2 x 10*
KBE und fiir Titan 2 x 10° KBE Staphylococcus aureus und bewies somit, dass Implantate
aus Stahl eine grofere Infektproblematik mit sich bringen als solche aus Titan.

Unter Beriicksichtigung dieser Kenntnisse entschied man sich im eigenen Modell fiir eine
Keimdosis von 10° KBE Staphylococcus aureus in einem Volumen von 150 pl. Diese Dosis
liegt damit niedriger als die der meisten Modelle in der Literatur. In der eigenen Studie sollte
weniger die Pathogenese einer Osteomyelitis untersucht (NORDEN 1970; PASSL et al. 1984;
EERENBERG et al. 1994) noch eine bereits manifeste Osteomyelitis therapiert (EVANS und
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NELSON 1993; BELMATOUG et al. 1996; NIE et al. 1998; YAGMURLU et al. 1999;
KANELLAKOPOULOU et al. 2000) werden. Vielmehr wollte man ein Prophylaxemodell bei
reduzierter Keimzahl etablieren. Auf weitere Manipulationen wie die Zerstérung der Mark-
raumgefdsse durch sklerosierende Substanzen (Osteonekrose) oder Frakturierung des
Knochens wurde verzichtet, um die klinische Situation mdglichst genau zu imitieren und das
Implantat in das Zentrum des Infektgeschehens zu stellen.

Als problematisch erwies sich bei der eigenen gewihlten Operationstechnik die Standardisie-
rung der eingebrachten Keimmenge. Bei der Implantation kam es stets zu unterschiedlich
starken Blutungen aus dem Femur, so dass letztlich nicht die gesamte Menge an Bakterien-
suspension in den Femur eingebracht werden konnte. Die osteomyelitischen Erscheinungen
waren demzufolge bei den Kontrolltieren weniger stark ausgeprigt als erwiinscht und klinisch
schwer fassbar. Auch eine stichprobenartige Konzentrationserhohung der bakteriellen Sus-
pension durch Verringerung des eingebrachten Volumens unter Beibehaltung der Keimdosis
von 10° KBE fiihrte nur bei einem von drei Kontrolltieren zu einem mikrobiologisch positiven
Keimnachweis aus dem rechten Femur. Aufgrund einer gewissen Selbstheilungstendenz und
bei einem guten Immunstatus scheinen die Tiere eine Infektion speziell bei einer niedrigen
Keimdosis iiberwinden zu kénnen. Diese Beobachtung ldsst sich auch an anderen Osteo-

myelitsmodellen bestitigen (ANDRIOLE 1973; RIEGELS-NIELSEN et al. 1995).

4.2 In-vivo-Ergebnisse

4.2.1 Biokompatibilitdtsgruppe

Die Tiere dieser Gruppe erhielten randomisiert ein beschichtetes oder ein unbeschichtetes
Implantat und wurden nicht infiziert. Klinisch, radiologisch und histologisch sollte die
Vertriglichkeit der Beschichtung untersucht werden. Bei keinem der Tiere waren {iber den
Untersuchungszeitraum von sechs Wochen Storungen des Allgemeinbefindens zu beobachten.
Die Blutwerte lagen bei allen Tieren im Referenzbereich. Die radiologischen Befunde waren
lediglich dem mechanischen Reiz der Operation zuzuordnen. Auch histologisch lieBen sich
keine Anzeichen fiir eine Unvertrdglichkeit feststellen. Die bei der Implantation eines
Biomaterials in den Knochen auftretende Gewebereaktion entspricht im wesentlichen den
pathophysiologischen Vorgingen der Wundheilung nach einem Trauma. Durch das Opera-
tionstrauma entsteht ein Himatom sowie nekrotisches Gewebe um das Implantat, worauf der
Organismus mit einer klassischen Entziindungsreaktion antwortet (ANDERSON 1988).

Die akute Entziindung ist durch das Auftreten eines eiweiBireichen Exsudates mit poly-
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morphkernigen Leukozyten gekennzeichnet. Spéter folgen diesen aus dem Blut Monozyten,
die sich im Gewebe zu Makrophagen oder Histiozyten differenzieren. Thre Hauptaufgabe
besteht in der Phagozytose von Fremdkoérpern, Zellresten und nekrotischem Gewebe. Das
fibrindse Exsudat wird schlieBlich durch ein gefédreiches Granulationsgewebe und schlie8lich
fibroses Gewebe ersetzt (WHEATER et al. 1987; LENDLEIN 1999). Die chronische
Entziindung ist morphologisch gekennzeichnet durch das Nebeneinander von akuter entziind-
licher Exsudation und Organisation des Entziindungsprozesses. Die dominierenden Zellen
sind dabei Lymphozyten und Plasmazellen als Triger der Immunantwort (WHEATER et al.
1987). Nach ANDERSON (1988) ist die Ausbildung von Granulationsgewebe und das ver-
einzelte Auftreten von Makrophagen und Fremkorperriesenzellen Teil der normalen Fremd-
korperreaktion auf ein Implantat. Ein vermehrtes Auftreten dieser Zellen spricht aber fiir eine
Unvertraglichkeit, was in der vorliegenden Studie nicht der Fall war. Die in beiden Ver-
gleichsgruppen erhobenen Befunde wie das Auftreten chronischer Entziindungszellen,
kleinerer Nekrosen, Histiozyten, inhomogenes Mark und die Fibrosierung des Markraums
treten im Rahmen reparativer Vorgidnge auf. Da der linke Femur histologisch unauffallig er-
scheint, werden diese Befunde dem mechanischen Reiz der Operation zugeschrieben.
MILLAR et al. (1990) untersuchten die Reaktion des Knochengewebes auf Schrauben aus
Stahl und Titan am Hundemodell und erhielten &hnliche histologische Ergebnisse. Das in der
vorliegenden Arbeit festgestellte feingewebliche Bild stimmt mit den Studien zur Vertrag-
lichkeit von Polylaktiden in der Literatur iiberein (GETTER et al. 1972; VISSCHER et al.
1985). SCHMIDT et al. (1995) implantierten gentamicinhaltige Poly-D,L-Laktid-Glykolid-
Zylinder in die Riickenmuskulatur der Ratte und untersuchten das Freisetzungsverhalten von
Gentamicin und die Gewebevertriglichkeit. Sie stellten ebenfalls Makrophagen und Histiozy-
ten in thren Gewebeschnitten im Rahmen der Resorptionsvorgénge fest. Abweichend von den
Ergebnissen in der Literatur werden in der vorliegenden Arbeit bei den Kaninchen mit be-
schichtetem Implantat in vier von sechs Fillen Ansammlungen von Rundzellen bemerkt. Die-
se werden als Zeichen fiir die Chronizitdt des Entzlindungsvorganges und als Reaktion des
Immunsystems gewertet.

Bei einem Tier in den eigenen Untersuchungen mit unbeschichtetem Implantat wurde der
Heilungsverlauf durch eine Nahtdehiszenz beeintrachtigt. Im Rontgenbild konnten hier leichte
sklerotische Verdnderungen sowie histologisch Anzeichen einer chronischen Osteomyelitis
festgestellt werden, obwohl das Tier nicht mit der Keimsuspension infiziert wurde. Als
Ursache fiir diesen Befund ist hier das Ubergreifen der Weichteilinfektion auf den Knochen
zu sehen (WALDVOGEL et al. 1970; BURRI 1974).
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Mogliche negative Auswirkungen der Beschichtung auf den Knochen oder den Gesamt-
organismus konnten somit weder klinisch, radiologisch noch histologisch festgestellt werden.

Sowohl das beschichtete als auch das unbeschichtete Implantat sind gut vertriaglich.

422 Osteomyelitisgruppe

Den Kaninchen dieser Gruppe wurde ein unbeschichteter oder gentamicinbeschichteter
Hohlnagel eingesetzt und die Markhohle des Femurs mit 10° KBE Staphylococcus aureus
infiziert. Die Vertraglichkeit und Wirksamkeit der Beschichtung in der Prophylaxe einer bak-
teriellen Knocheninfektion sollte anhand eines Osteomyelitismodells iiberpriift werden. Die
klinischen Anzeichen der Osteomyelitis waren bei den Kontrolltieren nur schwer fassbar.
Acht von zehn Kontrolltieren entwickelten als Anzeichen einer Osteomyelitis Abszesse im
Bereich des Trochanter major, aus denen der inokulierte Keim nachgewiesen wurde. Ein-
deutige Unterschiede im Allgemeinbefinden der beiden Vergleichsgruppen waren im Verlauf
des Untersuchungszeitraum von acht Wochen nicht festzustellen. Bei den Kaninchen mit gen-
tamicinbeschichtetem Implantat traten keine Abszesse auf.

Die Leukozytenwerte konnten in der vorliegenden Arbeit als eindeutiger und signifikanter
Entziindungsparameter, im Gegensatz zu anderen Studien, nicht herangezogen werden
(NORDEN 1970; EERENBERG et al. 1994). Ein deutlicher Anstieg liber den Referenz-
bereich war bei den Kontrolltieren nur in der zweiten Woche nach der Operation festzustellen.
Innerhalb des Normbereiches lagen die Leukozytenwerte bei den Kontrolltieren etwas hoher.
Die Werte der Tiere mit beschichtetem Implantat ndherten sich gegen Ende des Unter-
suchungszeitraum wieder dem Wert vor der Operation an. Erythrozyten-, Himatokrit- und
Hamoglobinwerte entsprachen ebenfalls der Norm. Ein systemischer Gentamicinspiegel
konnte bei den Tieren mit beschichtetem Implantat nicht festgestellt werden. Blutkulturen
waren nur in einem Fall in der Kontrollgruppe positiv. Dieses Tier wurde aufgrund einer
chronischen Sepsis euthanasiert.

Nach der Euthanasie der Tiere wurden von den explantierten Femora Rontgenaufnahmen
angefertigt. Nur bei zwei Tieren konnten als radiologische Kriterien einer Osteomyelitis
osteolytische und sklerotische Herde festgestellt werden. RODEHEAVER et al. (1983)
konnten nach zwei Wochen rontgenologische Anzeichen einer Osteomyelitis bei den Kon-
trolltieren feststellen. FITZGERALD (1983), JACOB et al. (1991), ITOKAZU et al. (1997),
CALHOUN und MADER (1997) sowie YAGMURLU et al. (1999) gelang dies ebenfalls.
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In der vorliegenden Studie waren die rontgenologische Befunde in beiden Gruppen nur dem
mechanischen Reiz der Operation zuzuschreiben.

Als problematisch erwies sich die mikrobiologische Diagnostik. Obwohl acht von zehn Tieren
der Kontrollgruppe Abszesse ausbildeten, gelang ein Keimnachweis aus dem Femur und am
Implantat nur bei vier dieser acht Tiere. Das Problem der Diagnostik stellt sich jedoch auch in
der Humanmedizin bei Endoprotheseninfektionen oder subklinisch verlaufenden
Osteomyelitiden. Hier fehlen oft klinische Entziindungsanzeichen (Fieber, schlechtes
Allgemeinbefinden, Leukozytose) und auch der Nachweis von Bakterien kann nicht immer
erbracht werden (ADLER 1983; KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002). Rezidivierende
Verldufe chronischer posttraumatischer Osteomyelitiden dussern sich ebenfalls hdufig nur
anhand einer lokalen Symptomatik (KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002). Die Diagnostik
einer infizierten Endoprothese kann eine regelrechte Herausforderung darstellen, da keine der
in der Humanmedizin angewendeten Untersuchungen (z. B. Erythrozytensenkungsreaktion,
C-reaktives Protein, Gewebeproben fiir die mikrobiologische Untersuchung) zu 100 %
sensitiv oder spezifisch fiir eine Infektion ist (SPANGEHL et al. 1998; SPANGEHL et al
1999). Ein Keimnachweis durch Punktion gelingt nur in 60 % der Félle (KUTSCHA-
LISSBERG et al. 2002). Ein Auftreten von Abszessen bei Endoprothesenonfektionen wird
aber trotz mdglicher klinisch unauffilliger Symptomatik als eindeutiges Infektionsanzeichen
gewertet (SPANGEHL et al. 1998). Das Auftreten von Abszessen in dem eigenen Modell
belegt damit, dass eine Infektion vorliegt. In der Gruppe der Kontrolltiere wurde
Staphylococcus aureus bei acht von zehn Tieren aus Abszessmaterial, in vier Fillen neben
Abszessmaterial auch aus dem Femur und am Implantat nachgewiesen. Die Keimnachweise
der Kaninchen mit beschichtetem Implantat waren demgegeniiber in neun von zehn Fillen
negativ. Diese Tiere bildeten auch keine Abszesse aus. Anhand des Auftretens von Abszessen
kann in dem eigenen Modell belegt werden, dass eine Infektion vorliegt und die Poly-D,L-
Laktid-Gentamicin-Beschichtung von Osteosynthesematerialien die Infektionshiufigkeit
signifikant um 90 % senkt.

Nur bei einem Tier mit frakturiertem Trochanter major und dadurch bedingtem instabilen Sitz
des Implantats war der mikrobiologische Keimnachweis aus dem Femur positiv. Durch die
Instabilitidt des Implantats im Femur wird ein stidndiger chronischer Reiz ausgeiibt, der das
Infektgeschehen fordert und unterhilt und das Immunsystem des Tieres zusitzlich schwicht,
so dass die Beschichtung eine Infektion in diesem Fall nicht wirkungsvoll verhindern kann.
Dieser Befund verdeutlicht zudem die Pathogenese der posttraumatischen Osteomyelitis.

Instabilitdt und Infekt begiinstigen und unterhalten sich stets gegenseitig, so dass das be-
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troffene Knochenareal letztlich zu einem wenig resistenten und instabilen Hohlraumsystem
wird, in dem die Wirksamkeit der zelluldren wie humoralen kdrpereigenen Abwehr deutlich
vermindert ist (KINZL und SUGER 1996).

Bei der Bewertung der histologischen Schnitte ist zu beachten, dass die Entziindungsreaktion
als solche nicht eine spezifische Antwort des Organismus auf einen bestimmten Reiz darstellt,
sondern in ihrem Ablauf fiir jeden Reiz gleich ist. Mechanische Reize oder chemische Noxen
sind geeignet, am Knochengewebe die pathologisch-anatomischen Verdnderungen einer
Osteomyelitis hervorzurufen, die von einer bakteriellen Infektion nicht zu unterscheiden sind
(KONN und POSTBERG 1970; PLAUE 1970). Die Abwehrlage des Organismus und der
zeitliche Verlauf bestimmen als weitere Parameter die Auspriagung der Entziindungs-
erscheinungen. In der vorliegenden Studie stellen das operative Trauma, das Setzen einer
Knocheninfektion, die Beschichtung und nicht zuletzt die Abwehrlage des Organismus die
Variablen dar, die Einfluss auf den unterschiedlichen Ausprigungsgrad der Entziindungs-
erscheinungen nehmen. Histologisch ist im Ubrigen ein Nebeneinander akuter und chroni-
scher Osteomyelitisstadien moglich. Der Nachweis von Bakterien gelingt aber nur selten
(ADLER 1983).

Makroskopisch erschien das Knochenmark bei den Kontrolltieren im Vergleich zu den Tieren
mit antiinfektiv beschichtetem Implantat bereits stark verdndert, so dass eine positive
Wirkung der Beschichtung bereits mit bloBem Auge erkennbar war.

Feingeweblich traten in beiden Gruppen &dhnliche Erscheinungsbilder auf mit fibrin-
durchtrinkten Abschnitten, Nekrosen und Sequestern. Akute und chronische Osteomyelitis-
merkmale konnten damit in beiden Vergleichsgruppen festgestellt werden. In beiden Gruppen
traten auch Ubergangsformen auf, die weder einem akuten noch chronischen Stadium
eindeutig zugeordnet werden konnten. Zwei Tiere der Kontrollgruppe waren sowohl klinisch
als auch mikrobiologisch unauffillig. Histologisch konnten hier aber Anzeichen einer Osteo-
myelitis festgestellt werden, die bei einem der beiden Tiere aufgrund der ausgeprigten
Fibrosierung des Markraums chronisch war.

Bei den sechs Tieren der Kontrollgruppe, die histologisch ausgewertet wurden, traten in drei
Féllen bindegewebig abgegrenzte Markabszesse auf. Bei der Gruppe mit gentamicin-
beschichtetem Implantat konnten keine Markabszesse festgestellt werden. Nur bei dem Tier
mit instabilem Implantat, bei dem auch der mikrobiologische Keimnachweis positiv ausfiel,
fand sich auch ein von fibrotischem Gewebe umgebener Markabszess. Anhand der Literatur
lasst sich das Auftreten von Markabszessen als Infektionskriterium belegen (AN und

FRIEDMAN 1998).
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Ein Auftreten von akuten und chronischen Osteomyelitisstadien nebeneinander, trotz
therapeutischer oder prophylaktischer Intervention, wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
festgestellt. DAROUICHE et al. (1998) untersuchten in einem Tibiafrakturmodell am
Kaninchen die antiseptische Beschichtung von Kirschnerdrihten mit Chloroxylenol und
Chlorhexidin. Sie stellten trotz negativem mikrobiologischem Befund der Gruppe mit be-
schichtetem Implantat dhnliche histopathologische Erscheinungsbilder im Vergleich mit der
Kontrollgruppe fest. Auch radiologisch lie} sich kein eindeutiger Unterschied zwischen bei-
den Gruppen erkennen. NIE et al. (1998) untersuchten an einem Osteomyelitismodell am Ka-
ninchen die Wirkung von antibiotikahaltigen Polymeren. Trotz erfolgreicher Therapie lieBen
sich histologisch noch Anzeichen einer Osteomyelitis feststellen.

In der vorliegenden Studie konnten in den Prdparaten von fiinf Tieren aus der Gruppe mit
gentamicinbeschichtetem Implantat zellreiche Abschnitte neben Abschnitten mit zellarmem,
»leerem™ Mark gerade in der unmittelbaren Implantatumgebung festgestellt werden. Diese
Inhomogenitit des Knochenmarks wird als Anzeichen fiir eine beginnende Chronizitit des
Entziindungsvorgangs und Beruhigung des Infektgeschehens gewertet.

In der Osteomyelitisgruppe wurden auch die linken Femora als unbehandelte Kontrolle histo-
logisch untersucht. Im Sinne einer Herdinfektion sind pathologische Erscheinungen am linken
unbehandelten Femur durchaus zu erwarten. Dabei wurden in der Kontrollgruppe im linken
Femur Entziindungsanzeichen und bei einem Tier ein Markabszess festgestellt, wahrend in
der Gruppe mit beschichtetem Implantat das Knochenmark weitgehend unauffillig erschien.
Durch die antibiotikahaltige Beschichtung wurde die Keimzahl reduziert, so dass letztlich
weniger Keime endogen in den linken Femur gelangten und dort pathologische Verdnderun-
gen hervorriefen. Dieser Befund belegt ebenfalls die positive Wirkung der gentamicinhaltigen
Beschichtung und geht mit der auch klinisch und mikrobiologisch belegten antiinfektiven
Wirkung einher.

In der vorliegenden Studie lésst sich histologisch somit eine Tendenz zu einer Stabilisierung
des Infektgeschehens bei den Tieren mit gentamicinbeschichtetem Implantat feststellen.
Unvertraglichkeitserscheinungen im Sinne einer vermehrten Fremdkorperreaktion wurden

nicht festgestellt.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick
In der Orthopédie, Unfallchirurgie und Endoprothetik werden im Zuge der modernen Medizin

in zunehmendem Maf3e Implantate eingesetzt, die in Abhéngigkeit vom Material aber auch
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ihrem Design mit einer erhdhten Infektanfilligkeit behaftet sind (PETTY et al. 1985;
MELCHER et al. 1994). In Verbindung mit metallischen Implantaten wird als hdufigster
Erreger Staphylococcus aureus bei Weichteilinfektionen und Osteomyelitiden isoliert
(GRISTINA 1987; 1994). Bei einer Knocheninfektion nach einer Fraktur oder nach der
Implantation einer Gelenkendoprothese kann es sich sowohl um eine akute hdmatogene
Besiedelung im Rahmen einer Bakteridmie handeln, oder um einen Spétinfekt und damit eine
exogene Inokulation der Bakterien zum Zeitpunkt der Fraktur oder Operation (AN und
FRIEDMAN 1996; KUTSCHA-LISSBERG et al. 2002). Nach KUTSCHA-LISSBERG et al.
(2002) werden entsprechend der Empfehlung des Centers for Disease Control and Prevention
(CDCP) Erstmanifestationen von Infekten in Gegenwart von Implantaten innerhalb von 12
Monaten nach der Operation als exogen (nosokomial) gewertet. Die Grenzzone zwischen
Implantat und Gewebe, das sogenannte Interface, stellt dabei stets den locus minoris
resistenciae dar. Die sich hier abspielenden Vorginge sind entscheidend fiir die erfolgreiche
Einheilung eines Implantates. Ein Implantat bedeutet immer einen wesentlichen patho-
genetischen Faktor zur Schwéchung der wirtseigenen Infektabwehr (HEPPERT et al. 2002).
Durch das Aufbringen der Beschichtung soll die Implantatoberfldche peri- und postoperativ
wirkungsvoll geschiitzt, eine mogliche bakterielle Besiedelung bereits initial unterbunden, das
wirtseigene Immunsystem unterstiitzt und der Einheilungsprozess des Implantats beglinstigt
werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die abriebstabile, bioresorbierbare gentamicin-
haltige Poly-D,L-Laktid-Beschichtung von Markndgeln geeignet ist, das Auftreten von
Knocheninfektionen bei einer Keimdosis von 10° KBE am Kaninchenmodell signifikant zu
reduzieren. Unvertriglichkeitserscheinungen gegeniiber der Poly-D,L-Laktid-Gentamicin-
Kombination konnten in keiner der Versuchsgruppen festgestellt werden. Eine hohe lokale
bakterizide Wirkung ist gerade in den ersten Stunden nach der Operation wichtig, um das
empfindliche Interface zu schiitzen, was durch das Ergebnis der vorliegenden Studie bestatigt
wurde. Der Effekt und die Wirksamkeit der lokalen Antibiotikatherapie und —prophylaxe
lassen sich anhand zahlreicher Tiermodelle belegen (PETTY et al. 1985; EVANS und
NELSON 1993; GARVIN et al. 1994; RIEGELS-NIELSEN et al. 1995; NIE et al. 1998,;
NICOLAU et al. 1998; KANELLAKOUPOULOU et al. 2000; GURSEL et al. 2001) und
werden auch durch die vorliegende Studie bestétigt. An dem eigenen Modell konnte die
Applikation der Bakteriensuspension durch einen zusitzlichen lateralen Zugang zum Femur

besser standardisiert werden (EERENBERG et al. 1994).
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Die Kaltbeschichtungstechnologie erlaubt ein mafigeschneidertes Einarbeiten von Wirkstoffen
und damit eine Erweiterung des Anwendungsprofils fiir den Patienten. So konnte beispiels-
weise beim Prothesenwechsel je nach Antibiogramm eine gezielte Antibiotikaprophylaxe im
infektionsgefdhrdeten Implantatlager durchgefiihrt werden. Die Beschichtung wird sich damit
gerade fiir Risikopatienten (Prothesenwechsel nach Vorinfekten, immunsupprimierte
Patienten, Tumorendoprothesen) als wirkungsvolle Zusatzmallnahme zur systemischen anti-
biotischen Abdeckung anbieten.

Die eigene Arbeitsgruppe versucht derzeit, diese Fragen praxisnah zu realisieren und ver-
schiedene Anwendungsmoglichkeiten im klinischen Einsatz bei beschichteten zementfreien

Endoprothesen und Osteosynthesematerialien vorzubereiten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Knocheninfektionen zdhlen trotz moderner, perioperativer Antibiotikaprophylaxe noch immer
zu gefirchteten Komplikationen in der Orthopddie und Unfallchirurgie. Der Initialschritt
derartiger Infektionen liegt in der bakteriellen Besiedelung des Fremdmaterials.

Ziel der vorliegenden Studie war es, eine neue biodegradierbare, abriebstabile und antiinfektiv
wirksame Poly-D,L-Laktid-Beschichtung mit integriertem Gentamicin zur Beschichtung von
Osteosynthesematerialien zu iiberpriifen. In vitro sollte die Freisetzungskinetik von
Gentamicin und in vivo die Vertriglichkeit sowie die Wirksamkeit in der Verhinderung von
Implantat assoziierten Osteomyelitiden untersucht werden.

Kommerzielle Stahlimplantate wurden unter aseptischen Bedingungen mit einer
Kaltbeschichtungstechnologie beschichtet. Als Trégersubstanz diente dabei das Polymer Poly-
D,L-Laktid Resomer ® R203, in die das Antibiotikum Gentamicin in 10%-iger Konzentration
(w/w) eingearbeitet wurde.

Das Freisetzungsverhalten von Gentamicin wurde in vitro tiber 96 Stunden getestet.

In der Biokompatibilititsgruppe mit elf Kaninchen wurde den Tieren ein unbeschichtetes
(n=5) oder ein beschichtetes (n=6) Implantat in den rechten Femur implantiert. Der
Gentamicinspiegel im Serum wurde nach 12, 24, 48 Stunden sowie in wochentlichen Abstén-
den bestimmt. Die Opferung erfolgte nach sechs Wochen. Post mortem wurde der Femur ge-
rontgt und histologisch untersucht.

In einer zweiten Gruppe von 20 Tieren wurde die Markhohle nach Implantation eines
beschichteten (n=10) oder unbeschichteten (n=10) Implantats mit 10° KBE Staphylococcus
aureus infiziert. Klinischer Verlauf und der Gentamicinspiegel im Serum wurden analog zur
ersten Gruppe kontrolliert. Die Opferung erfolgte nach acht Wochen. Post mortem wurden die
Femora rontgenologisch, mikrobiologisch und histologisch untersucht.

Das in die Beschichtung integrierte Antibiotikum Gentamicin zeigte eine kontinuierliche
Freisetzung tiber 96 Stunden mit einer hohen Freisetzungsrate wihrend der ersten 24 Stunden.
In der Biokompatibilititsgruppe waren keine negativen Auswirkungen der Beschichtung auf
den Knochen feststellbar.

In der Osteomyelitisgruppe entwickelten alle Kontrolltiere Abszesse sowie histologische
Anzeichen einer Osteomyelitis.

Bei den Kaninchen mit gentamicinbeschichtetem Implantat wurden bei neun von zehn Tieren

keine Abszesse festgestellt. Histologische Anzeichen der Infektion waren vermindert.
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Klinisch und rontgenologisch konnten keine eindeutigen Unterschiede zwischen beiden
Gruppen festgestellt werden.

In dem von uns durchgefiihrten Tiermodell mit einer Infektionsdosis von 10° KBE
Staphylococcus aureus war das Auftreten Implantat assoziierter Knocheninfektionen unter
Verwendung Gentamicin-Poly-D,L-Laktid-beschichteter Marknégel signifikant reduziert.

Die Anwendung einer gentamicinhaltigen Poly-D,L-Laktid-Beschichtung konnte somit eine
sinnvolle Ergdnzung fiir die Prophylaxe Implantat assoziierter Infektionen in der Orthopidie

und Unfallchirurgie sein.
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6 SUMMARY

Induction and prophylaxis of implant-related bone infections using an

antibacterial-coated intramedullary nail — an experimental rabbit model

Despite modern peri-operative antimicrobial prophylaxis, bone infections still represent
dangerous complications in orthopedic and trauma surgery. Bacterial colonization of im-
planted material is the first step in pathogenesis of these infections.

The objective of this study was to evaluate the effectiveness from a new biodegradable,
stable, antibacterial gentamicin-loaded poly-(D,L-lactide) (PDLLA) coating of orthopedic
devices. In vitro, elution kinetics of gentamicin and furthermore, biocompatibility and
effectiveness in preventing implant-related osteomyelitis should be studied in vivo.

Coating of commercial steel implants was performed by a so-called cold coating technique
under aseptic conditions. The carrier was the polymer poly-(D,L-lactide) Resomer® R 203
and gentamicin was incorporated in a 10 % (w/w) concentration.

Release kinetics of gentamicin were tested in vitro for 96 hours.

To study the biocompatibility, in a group of eleven rabbits nails uncoated (n=5) or nails
coated with PDLLA and gentamicin (n=6) were implanted into the femur. Serum gentamicin
was determined after 12, 24, 48 hours and then weekly. Follow-up was six weeks. After
sacrifice the femora were examined by histologic and radiologic means.

In a second group of 20 rabbits, the medullary cavities of femora were contaminated with 10°
CFU Staphylococcus aureus after implantation of uncoated (n=10) or coated (n=10) nails.
Serum gentamicin, blood samples and clinical presentation were examined. Follow-up was
eight weeks. After sacrifice the femora were evaluated by microbiological, histological and
radiological analysis.

The incorporated gentamicin was released continuously over a period of at least 96 hours with
an initial peak of release in the first 24 hours.

In the biocompatibility group, radiological and histological studies revealed no adverse effects
on bone contributed to the PDLLA coating.

In the osteomyelitis group, all controls developed abscesses and histological signs of
osteomyelitis.

In nine of ten rabbits which had an implant coated with gentamicin abscesses were not
detected. Histological signs of infection were reduced. No significant differences in clinical

and radiological presentation were observed between the groups.
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In our animal model with an infective dosis of 10° CFU Staphylococcus aureus, local
application of nails coated with PDLLA and gentamicin significantly reduced implant-related
bone infections. The use of the gentamicin-PDLLA-coating could be an effective supplement

for prophylaxis of implant-related infections in orthopedic and trauma surgery.
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bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

d Tag
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EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
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Fa. Firma

im. intramuskular

1L.v. intravends

H.E. Hémalaun Eosin

Hb Hémoglobin

Hkt Hématokrit

KBE Kolonie bildende Einheiten
KG Kommanditgesellschaft

kg Kilogramm

1 Liter

MIC minimal inhibitorische Konzentration
Mio. Million

um Micrometer

ul Microliter

mg Milligramm

mm Millimeter

ml Milliliter

nm Nanometer

NaCl Natriumchlorid

PMMA Polymethylmetacrylat

s.C. subkutan

Staph. aureus Staphylococcus aureus
Staph. epidermidis Staphylococcus epidermidis
Tab. Tabelle

v.a. vor allem
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