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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Demographische Entwicklung

Der medizinische Fortschritt und deutlich verbesserte HygienemalRnahmen haben im
20. Jahrhundert zu einer geringeren Sterblichkeit und hoheren Lebenserwartung der
Weltbevolkerung gefiihrt, die seitdem rasant wéachst und sich innerhalb der letzten 100
Jahre mehr als verdreifacht hat (Abb. 1). W&hrend um 1900 knapp 2 Milliarden
Menschen die Erde bevolkerten, waren es im Jahr 2000 bereits tber 6 Milliarden
[Gelbard et al. 1999, Lutz et al. 2002].

Die Weltbevolkerungsentwicklung wird auch in Zukunft durch die Fertilititsraten in den
Entwicklungslandern Afrikas und Asiens bestimmt werden, wobei ein Ende des nach
wie vor dynamischen Wachstums in friihestens 200 Jahren bei einer Weltbevdlkerung

von etwa 11 Milliarden Menschen erwartet wird [Gelbard et al. 1998].

Entwicklung der Weltbevilkerung nach Kontinenten, 1500 bis 2150
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Datenquelle: UN Population Division, Graphische Darstellung: BiB

Abbildung 1: Wachstum der Weltbevoélkerung bis 2150
(Bundesinstitut flir Bevolkerungsforschung 2008)

In den Industrienationen hingegen werden die steigende Lebenserwartung und der
Ruckgang der Geburtenzahlen zu einer Verschiebung der Altersverteilung innerhalb
der Bevolkerung zugunsten des hohen Alters fihren (Abb. 2).
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Schematische Darstellungen des Altersaufbaus der Bevilkerung
in den Jahren 1871 und 2030

1871 2030

Abbildung 2: Altersaufbau der in Deutschland lebenden Bevolkerung zwischen
dem 19. und 21. Jahrhundert (Bundesinstitut fur Bevélkerungsforschung 2008)

Fur die medizinische Versorgung weltweit bedeuten diese demographischen
Entwicklungen sowohl eine absolute als auch relative Zunahme der Inzidenz und
Pravalenz von Erkrankungen und Krankheiten, die mit dem hoheren Lebensalter
assoziiert sind und durch den modernen ,Lifestyle® mit Stress, unausgewogener
Ernahrung, Bewegungsmangel und Genussmittelkonsum zuséatzlich beglnstigt
werden: Ubergewicht, Diabetes mellitus, Herz-Kreislauf- und GefaRerkrankungen
sowie degenerative Veranderungen des Bewegungs- und Stitzapparats [Cascella et
al. 2006; Dominguez et al. 2006; Rubenstein 2005; Smith Jr 2007; Wearing et al.
2006]. Unter letzteren nimmt insbesondere die HAaufigkeit von Rickenleiden und
Arthrose drastisch zu [Bierma-Zeinstra et al. 2007; Garstang et al. 2006; O’Connor
2006; Sun et al. 1997; Worz 2006].

1.2 Arthrose

Der Aufbrauch des Knorpelliiberzugs fuhrt zum direkten mechanischen Kontakt
gelenkbildender Knochenflichen und deren gegenseitiger Abnutzung und
Deformierung. Dies auf3ert sich durch Schmerzen, die zunachst bei Belastung, spéater
auch in Ruhe auftreten und unbehandelt zu einem schmerzvermeidenden
Schonverhalten fihren. Dadurch kann es im weiteren Verlauf zu einem Verlust der
Gelenkbeweglichkeit, zu einer dauerhaften Einschrankung der Mobilitat und
Selbstandigkeit, zum Verlust der Arbeitskraft und der Lebensqualitdt und zu
Pflegebediirftigkeit kommen [Bijlsma et al. 2007; Hawker 2006].



Einleitung

Zunachst sind konservative Therapiemallinahmen wie Gewichtsreduktion, Herz-
Kreislauf-Training, krankengymnastische ~ Ubungsbehandlung, Muskelaufbau,
physikalische Medizin, Magnetfeldtherapie, Radiotherapie, Akupunktur oder
Schmerztherapie angezeigt, um die Beschwerden zu lindern [Bijlsma et al. 2007;
Powell et al. 2005; Schuh et al. 2007].

Abbildung 3: Fortgeschrittene Coxarthrose auf der rechten Seite mit

Verschmalerung des Huftgelenkspalts, subchondraler Sklerosierung,

osteophytadren Randanbauten des Pfannendachs und Deformierung
des Huiftkopfs

Gelingt dies nicht, muss unter Bertcksichtigung individueller Risikofaktoren und
maglicher Komplikationen Uber ein operatives Vorgehen nachgedacht werden. Befindet
sich der Patient noch in einem initialen Stadium der Arthrose oder besteht lediglich eine
sog. praarthrotische Deformitat, kann eine Umstellungsosteotomie ausreichend sein,
um durch Entlastung der betroffenen Gelenkbereiche ein Fortschreiten der Arthrose zu
verhindern und eine Beschwerdelinderung zu erzielen [Gunther 2001]. Reicht auch
dies nicht aus oder liegt bereits ein fortgeschrittenes Stadium der Arthrose vor (Abb. 3),
besteht die Indikation zum kunstlichen Gelenkersatz [Mancuso et al. 1996].
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1.3 Endoprothetik

Der Ersatz durch kinstliche Gelenke, sog. Endoprothesen, ist heute ein etabliertes und
standardisiertes Verfahren an Huft- und Kniegelenk. Aber auch am Schultergelenk, am
Ellbogen- und Sprunggelenk und an den Finger- und Zehengelenken ist ein solcher
Eingriff mdglich [Bernard et al. 1999]. Die Implantation von Huft- und Knie-
Totalendoprothesen (TEP) gehort bereits heute zum téglichen Operationsprogramm
unfallchirurgischer und orthopadischer Kliniken und wird kinftig, wenn die
demographischen Prognosen zutreffen, in noch wesentlich groRerem Umfang
durchgefihrt werden [Hart 2004, Robertsson et al. 2000].

Um eine ungestorte, schmerzfreie und vor allem dauerhafte Funktion zu erreichen,
missen die Materialien eines kiinstlichen Gelenks hohen Anforderungen entsprechen.
Sie diurfen keine Unvertraglichkeitsreaktionen hervorrufen, mussen Druck- und
Biegebelastungen standhalten und korrosionsbestandig sein und sollten moglichst
wenig Abrieb aufweisen, um eine lokale Immunreaktion mit Synovitis und
Fremdkérpergranulomen, mechanische Blockaden durch Partikeleinklemmung,
periprothetischen Verlust an Knochensubstanz und eine dadurch verursachte
Lockerung der Prothese zu vermeiden und dem Patienten auf diese Weise einen

Revisionseingriff und Wechsel der Endoprothese zu ersparen [Jacobs et al. 2006].

1.4 Materialien

Fur die einzelnen Komponenten einer Prothese werden verschiedene hochwertige
Metalle (Chrom, Cobalt, Molybdan, Titan), Metalllegierungen (Stahl), Keramik und
Kunststoffe (Polyethylen) verwendet, die aufeinander abgestimmt und biovertraglich

sein missen [Sanfilippo et al. 2006].

1.4.1 Materialien in der Endoprothetik

1.4.1.1 Chrom

Chrom ist ein chemisches Element, das wie alle im Folgenden genannten Metalle zu
den sogenannten Ubergangsmetallen im Periodensystem der Elemente z&hlt und auf
der Erde natirlicherweise nicht elementar vorkommt. Es ist korrosions- und
anlaufbestandig und im Urzustand zah und formbar. In seinen Verbindungen liegt

Chrom am héaufigsten in einer der Oxidationsstufen +2, +3 oder +6 vor, das heil3t als
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Cr(I1), Cr(Ill) oder Cr(VI), und wird vorwiegend zur Herstellung von Chromstéhlen und
nichtrostenden Stahlen verwendet [Schwister 2005].

Wahrend elementarem Chrom im menschlichen Korper keine physiologische
Bedeutung zukommt, ist die Rolle von Chrom-lonen, insbesondere des stabilen Cr(lll),
nicht mit letzter Sicherheit geklart. Obwohl Cr(lll) als essentielles Spurenelement gilt
und regelméaRig in nahrungserganzenden Multivitamin- und Mineralstoffpréparaten zu
finden ist, ist seine angenommene Funktion im Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel
nach wie vor nicht zweifelsfrei bewiesen [Vincent 2004]. Ebenso wenig sind in vivo
allerdings auch toxische Wirkungen von Cr(lll) belegt, obwohl es in vitro Hinweise
darauf gibt [Levina et al. 2008]. Cr(VI) hingegen ist nachweislich hochgiftig und wird in
relevanten Mengen meist durch die Haut oder durch Inhalation, in kleineren Mengen
auch durch Ingestion aufgenommen. Es schadigt das Erbgut (mutagen) und kann

bdsartige Tumoren hervorrufen (karzinogen) [Bagchi et al. 2002; Barceloux 1999].

1.4.1.2 Cobalt

Cobalt ist ein ferromagnetisches, hoch schmelzendes und zahes Schwermetall, das mit
anderen Metallen wie Chrom oder Molybdan Legierungen bildet. Es kommt im
Ursprung immer in Verbindung mit Nickel, oft auch Silber oder Eisen vor und wird
indirekt z.B. als Nebenprodukt der Kupferverhittung gewonnen. Korrosionsbestandig
und héarter als Stahl wird es hauptsachlich fir die Produktion von Hartmetallen,
Schneidwerkzeugen und Maschinenbauteilen verwendet, aber auch zur Herstellung

von Farbpigmenten in der Glas-, Email- und Keramikindustrie [Schwister 2005].

Die wichtigsten Oxidationsstufen sind +2 wund +3, wobei Cobalt(ll)-Chlorid
(Cobaltdichlorid) ein essentielles Spurenelement ist, da positiv geladenes Cobalt das
zentrale Atom in der Struktur von Vitamin B12 (Cobalamin) ist. Der Bedarf ist mit
0,2 pg pro Tag aber sehr gering. Cobalt ist bei oraler Aufnahme auch in leichten
Uberdosierungen nur wenig toxisch, kann aber bei Dosierungen von einigen
Milligramm oder inhaliert schwere Funktionsstérungen innerer Organe hervorrufen und
ist karzinogen [Berg et al. 2007; Schwister 2005].

1.4.1.3 Molybdan

Auch Molybdan ist hoch schmelzend und gut formbar, muss aber aufwendig durch

Reduktion aus Erzen wie Molybdanit (MoS,) gewonnen werden. Es dient Giberwiegend



Einleitung

zur Steigerung der Festigkeit und Hitze- und Korrosionsbestandigkeit von Edelstdhlen
und Nickelwerkzeugen. Die wichtigste Oxidationsstufe ist +6 [Schwister 2005].

Als Spurenelement ist Molybdan fur Pflanzen, insbesondere Hiilsenfrichtler, essentiell,
um Luftstickstoff zu fixieren und Nitrat zu reduzieren. Bei Mensch und Tier ist Molybdéan
als Cofaktor der Xanthinoxidase am Purinabbau beteiligt [Mendel et al. 2006]. Eine
Molybdan-Uberdosierung z.B. durch Uberdiingung von Ackerbéden mit Ammonium-
molybdat kann deshalb gichtartige Gelenkschmerzen und Leberschaden verursachen.
Ansonsten ist Molybdan aber auch in héheren Dosen nur gering toxisch [Barceloux
1999].

1.4.1.4 Titan

Herausragende Bedeutung kommt in der Endoprothetik dem Element Titan zu, weil es
im Gegensatz zu den drei zuvor genannten Schwermetallen eine sehr geringe Dichte
besitzt und dementsprechend leicht ist, trotzdem aber eine enorme Festigkeit und sehr
gute Korrosionsbestandigkeit aufweist. Es verbindet damit die positiven Eigenschaften
von Aluminium und Stahl und ist deshalb ein wertvoller Werkstoff. Auch Titan kommt,
obwohl es nicht selten ist, nie elementar vor. Technisch bedeutender ist aber ohnehin
Titandioxid (TiO,), das im Allgemeinen aus Rutil, einem Oxid-Mineral, gewonnen wird,
in dem es in reiner Form vorliegt. Aber auch aus Iimenit (Titaneisenerz) kann mit Kohle
und Chlor unter Hitze Titantetrachlorid (TiCl;) hergestellt werden, das nicht nur die
Polymerisation von Ethylen katalysiert, sondern auch von Wasser (H,O) zu HCI und
Titandioxid (TiO,) zersetzt werden kann. Sowohl in TiO, als auch in TiCl, liegt Titan in

seiner wichtigsten Oxidationsstufe +4 vor [Schwister 2005].

Obwohl sich Titan in vitalem Gewebe anreichern kann, spielt es physiologisch nach
bisherigen Erkenntnissen keine Rolle. Anders als bei Nickel, Chrom und Cobalt sind
Allergien und toxische Nebenwirkungen bei reinem Titan bislang wissenschaftlich nicht

nachgewiesen [Pohler 2000].

1.4.1.5 Stahl

Als Stahl bezeichnet man definitionsgemal® nach deutscher Industrienorm (DIN)
Metalllegierungen, deren Hauptbestandteil Eisen ist und die gewichtsbezogen maximal
2% Kohlenstoff enthalten. Je weniger Kohlenstoff ein Stahl enthalt, desto harter und
rauer ist er. Meist werden jedoch keine reinen, nur aus Eisen und Kohlenstoff

bestehenden Stahle verwendet, sondern Stahllegierungen, bei denen die
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physikalischen und chemischen Eigenschaften von Stahl durch die jeweiligen
Qualitaten der zugefugten Metalle verbessert werden [Schwister 2005]. In der
Endoprothetik kommt aktuell Cobalt-Chrom-Molybdé&n-Stahl (CoCrMo) zum Einsatz
[Santavirta et al. 2003].

1.4.1.6 Keramik

Unter Keramik verstand man urspriinglich aus Ton hergestellte Erzeugnisse aller Art.
Die Produktion von Keramik ist eines der altesten Handwerke der Menschheit und
reicht wahrscheinlich bis in die Jungsteinzeit (Neolithikum) um 6000 v. Chr. zurlick
[Frotscher et al. 2003].

Heutzutage bezient sich der Begriff Keramik allerdings weniger auf den
zugrundeliegenden Rohstoff als auf den Herstellungsprozess und umfasst daher nicht
nur Gegenstande, die aus Ton gefertigt werden, sondern alle Gegenstéande, die aus
anorganischen, feinkdrnigen Rohstoffen und Wasser bei Raumtemperatur geformt,
danach getrocknet und schlie8lich gebrannt werden. Dabei dient der Brennprozess
nicht nur der Trocknung des Materials, sondern auch der Erzeugung stabiler
Kristallkomplexe, die durch gleichzeitig schmelzende Glaspartikel verkittet werden
[Kollenberg 2004].

In der sogenannten technischen Keramik, die Produkte fur technische Anwendungen
herstellt, wird dieser Vorgang des Zusammenbackens ,Sinterung“ genannt, wobei die
meisten Ausgangspulver synthetisch hergestellt sind. Technische Keramiken zeichnen
sich  durch groBe Abrieb- und Verschlei3festigkeit, hohe Hitze- und
Korrosionsbestandigkeit und ihre gute Biokompatibilitdt aus und stellen damit in den
technischen Bereichen der Medizin eine hervorragende Alternative zu Metallteilen dar,
die ihrerseits allerdings den Vorteil besitzen elastisch und plastisch verformbar (duktil)
zu sein und deshalb seltener zu brechen als Keramik [Barrack et al. 2004; Verband der

Keramischen Industrie 2003].

Die am haufigsten verwendete Keramik in der Endoprothetik ist Alumina. Es handelt
sich dabei um Aluminium(lil)oxid (Al,O3). Es wird meist eigenstandig verwendet, kann
aber auch durch Zugabe von Zirkonium(ll)oxid (ZrO,), das ebenfalls eigenstandig
eingesetzt werden kann, aufgehértet werden, so dass ZTA (Zirconia toughened
Alumina) entsteht [Barrack et al. 2004; De Aza et al. 2002].
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1.4.1.7 Kunststoff

Der weltweit meist produzierte und verwendete Kunststoff ist Polyethylen. Zu seinen
herausragenden physikalischen und chemischen Eigenschaften zahlen hohe
Plastizitat, geringes Gewicht, sehr gute Gleiteigenschaften und die Absorption
schwacher ionisierender Strahlung sowie die Bestandigkeit gegen Wasser, wassrige
Sauren, Laugen, Salzldsungen, Alkohol und polare Losungsmittel. Aul3erdem verbrennt
Polyethylen rickstandsfrei zu Kohlendioxid und Wasser (CO, + H,0) [Schwister 2005].

Polyethylen entsteht durch Polymerisation von Ethen (H,C=CH,) bzw. Ethylengas und
fallt zunéchst immer als zéhe Flussigkeit an. Wahrend im Hochdruckverfahren bei
Dricken von bis zu 3000 bar und Temperaturen zwischen 100°C und 300°C weiches
Polyethylen (PE-LD = low density polyethylene) hergestellt wird, entsteht im
Niederdruckverfahren bei Dricken bis 100 bar und Temperaturen zwischen 20°C und
250°C unter Einsatz von Katalysatoren wie oben genannten Titanverbindungen hartes
Polyethylen (PE-HD = high density polyethylene) [Peacock 2000; Schwister 2005]. Fir
ihre  grundlegenden  Arbeiten zu  metallorganischen  Katalysatoren, die
die Polymerisation von Alkenen bei Normaldruck und damit die Massenproduktion von
Kunststoffen wie Polyethylen (PE-HD) oder Polypropylen (PP) ermdglichten, erhielten
Karl Ziegler und Giulio Natta 1963 den Nobelpreis fir Chemie [Kurtz 2004].

In der Endoprothetik wird hartes Polyethylen mit besonders langen Polymerketten (PE-
UHMW = ultra high molecular weight polyethylene) fir Pfannen und Inlays verwendet,
das in einem modifizierten Niederdruckverfahren hergestellt wird und nahezu optimale

Gleiteigenschaften und minimalen Abrieb aufweist [Kurtz 2004].

1.4.2 Gleitpaarungen

Da beim kinstlichen Gelenkersatz in der Regel beide artikulierenden Gelenkflachen
ersetzt werden, muss eine Totalendoprothese (TEP) aus mehreren Komponenten
bestehen, die an einer Stelle gelenkig miteinander verbunden sind [Kircher et al. 2007].
Im Bereich dieser Verbindung treten unter Belastung und Rotation immense Kréafte auf,
die die artikulierenden Gleitflachen im Laufe der Zeit gegeneinander abreiben. Dadurch
entstehen Mikropartikel, die von Makrophagen erkannt werden und eine komplexe
Kaskade des Immunsystems auslésen, an deren Ende die Aktivierung von
Osteoklasten und die Resorption von Knochensubstanz steht. Dies fiihrt schlieRlich zur
Prothesenlockerung [Campbell et al. 2004; Haynes et al. 2001; Kadoya et al. 1998;
Lassus et al. 1998; Rader et al. 1999].
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Um eine Lockerung durch Abriebpartikel-induzierte Osteolyse so weit wie moglich zu
verhindern, sollten die Prothesenkomponenten den einwirkenden Kraften maoglichst
lange Uber Jahre und Jahrzehnte standhalten. Dabei kommt es nicht nur auf die
Qualitat, sondern auch auf das funktionelle Zusammenspiel, insbesondere das oben
beschriebene Gleitverhalten unter Druck, der verwendeten Materialien an. Man spricht
von ,Gleitpaarungen®, die sich hinsichtlich Abrieb, Belastbarkeit, Besténdigkeit und
Biovertraglichkeit teilweise erheblich unterscheiden [Kircher et al. 2007]. Bei der
Auswahl missen deshalb die individuellen Bedirfnisse des einzelnen Patienten
bertcksichtigt und die Vor- und Nachteile der zur Verflgung stehenden Gleitpaarungen

sorgfaltig abgewogen werden [McKellop 2001].

1.4.2.1 Polyethylen - Metall

In den letzten Jahrzehnten erhielten weltweit mehrere Millionen Patienten Implantate,
deren tragende Oberflachen zum Teil aus PE-UHMW (ultra high molecular weight

polyethylene) bestanden [Campbell et al. 2004].

Zur Sterilisation wurde Gammastrahlung eingesetzt, die allerdings eine gewisse
oxidative Degradation des Polyethylens bei Kontakt mit Sauerstoff induziert.
Gammastrahlung fuhrt aber auch zur stabilititsverbessernden, abriebreduzierenden
Quervernetzung (cross-linking) von PE-Molekilen bei gleichzeitiger Entstehung von
unkombinierten Elektronen, sog. freien Radikalen, die ihrerseits in chemischen

Reaktionen die Struktur von Polyethylen schwachen [Kurtz 2004].

Wahrend manche Hersteller aufgrund des beobachteten hohen Polyethylen-Abriebs
und der damit verbundenen Komplikationen dazu ubergingen, in sauerstofffreier
Umgebung zu bestrahlen, um eine oxidative Degradation zu verhindern, nahmen
andere Hersteller von einer Bestrahlung ganz Abstand und verwendeten stattdessen
Ethylenoxid oder Gasplasma zur Sterilisation. Auf diese Weise konnte zwar die
Entstehung von freien Radikalen verhindert werden, es fand aber auch das erwiinschte
Cross-Linking nicht mehr statt [Kurtz 2004; McKellop et al. 2000].

Nachdem in mehreren Studien das optimale Maf3 an Cross-Linking untersucht worden
war und gezeigt werden konnte, dass exzessives Cross-Linking die Belastbarkeit und
Bruchfestigkeit von Polyethylen sogar herabsetzt, wurden verschiedene Verfahren

entwickelt, die einen Kompromiss zwischen Sterilitdt und oxidativer Degradation
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einerseits und Cross-Linking und Entstehung freier Radikaler andererseits bieten:
Durch moderate Gamma- oder Elektronenbestrahlung wird ein gewisses Mal3 an
Cross-Linking erreicht, wobei gerade so viele freie Radikale entstehen wie durch eine
nachfolgende thermische Behandlung eliminiert werden kénnen. Die abschlieRende
Sterilisation erfolgt mit geringen Dosen erneuter Gamma- oder Elektronenstrahlung
oder durch Bedampfung mit Ethylenoxid bzw. Gasplasma [Campbell et al. 2004;
McKellop 2001]. Auf diese Weise konnte die Stabilitdt von Polyethylen signifikant
erhoht, der geflrchtete Polyethylen-Abrieb, wenn auch nicht vollstandig beseitigt, doch
erheblich reduziert werden, so dass die Kombination Polyethylen — Metall besonders in
der Knieendoprothetik nach wie vor als Standardgleitpaarung gilt [Campbell et al.
2004].

1.4.2.2 Metall — Metall

Der endoprothetische Gelenkersatz wurde in den 1960er Jahren von 4 englischen
Orthopaden wesentlich vorangetrieben und gepréagt: Sir John Charnley aus
Manchester, George McKee und John Watson-Farrar aus Norwich und Peter Ring aus
Redhill.

Die zwischen 1960 und 1965 entwickelte, zementierte McKee-Farrar-Prothese aus
CoCrMo-Stahl, bei der alle tragenden Oberflachen ausschlieBBlich aus Metall
bestanden, wurde zunachst in groRer Zahl implantiert, wies aber eine erhdhte Rate
aseptischer Lockerung auf [McKee et al. 1966; McKellop et al. 1996; Schmidt et al.
1996; Walker et al. 1996; Walker et al. 1974]. Wahrend Peter Ring die Ursache in der
Zementierung sah und deswegen eine zementfreie Metall-Metall-Prothese mit
Pfannenschraube propagierte, verwendete Sir John Charnley zur Vermeidung
metallischen Abriebs und einer abriebinduzierten Lockerung eine Metall-PE-
Gleitpaarung, wobei er alle Hiftprothesen weiterhin zementiert einbrachte [Charnley
1961; Ring 1968]. In den folgenden Jahren wurden Metall-Metall-Gleitpaarungen mit
dickeren, praziser gerundeten Pfannen und grolReren Kopfen zur optimierten
Druckverteilung entwickelt und Ende der 1980er Jahre klinisch wieder eingefuhrt, die
sich den Metall-PE-Gleitpaarungen in Abrieb und Bestandigkeit bis heute zumindest
ebenbdirtig zeigen [Dorr et al. 2000; Long 2005; Naudie et al. 2004; Weber 1996].

Da die Abriebpartikel bei Metall in der Regel wesentlich kleiner sind als bei Polyethylen

oder Keramik, kommt es trotz des insgesamt geringeren Abriebvolumens zu einer

wesentlich groReren aktiven Oberflache gegeniiber dem biologischen Milieu [Campbell
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et al. 2004; Doorn et al. 1998]. Da Metallionen in biologischen Systemen immer einem
gewissen Grad an Korrosion unterliegen und Korrosionsprodukte zu einer
entsprechenden Sensibilisierung fihren kdnnen, ist anzunehmen, dass auch erhdhte
Konzentrationen an Cobalt- und Chrom-lonen, wie sie im Blut und Urin bei Patienten
mit Metall-Metall-Implantaten beobachtet wurden, zu toxischen Effekten fiihren [Hallab
et al. 2001; Jacobs et al. 1998; MacDonald 2004; Merritt et al. 1996; Shahgaldi et al.
1995]. Allerdings ist unklar, welche Cobalt- und Chrom-Konzentrationen welche Art
toxischer Nebenwirkungen hervorrufen, zumal wie dargestellt auch die Art der
Inkorporation (Inhalation, Ingestion, Implantation) von Bedeutung zu sein scheint
[Bagchi et al. 2002; Barceloux 1999; Berg et al. 2007; Plitz 2007].

Die Auswirkungen erhdhter Metallionen-Konzentrationen auf den menschlichen
Organismus sind deshalb nach wie vor Gegenstand aktueller Forschung, so dass
Metall-Metall-Gleitpaarungen momentan zwar verfiigbar, aber nicht erste Wahl sind
[Cuckler 2005].

1.4.2.3 Keramik - Keramik

Keramik-Keramik-Gleitpaarungen auf der Basis von Aluminiumoxid (Alumina) befinden
sich seit den 1970er Jahren erfolgreich im klinischen Einsatz [Willmann 2000]. Die
Versagensrate war mit mehr als 10% zun&chst sehr hoch und ist auf die suboptimale
Zusammensetzung und den unausgereiften Herstellungsprozess des Materials zur

damaligen Zeit zurlickzufiihren [Barrack et al. 2004].

In den letzten 20 Jahren wurden jedoch Keramiken entwickelt, die eine héhere Reinheit
und feinere Kornerstruktur haben und mit verbesserten Sinterungstechniken gebrannt
werden [Barrack et al. 2004; Campbell et al. 2004; Hannouche et al. 2005]. Mit diesen
Modifizierungen konnte nicht nur der gefirchtete Keramikbruch, der zu einem
augenblicklichen Funktionsverlust der Prothese fuhrt, reduziert, sondern auch der
ohnehin geringe Keramikabrieb noch weiter minimiert werden [Barrack et al. 2004;
Willmann 2000].

Um sowohl eine homogene Druckverteilung auf die Pfanne und den Kopf zu erzielen
als auch ein Anschlagen des Prothesenhalses am medialen, inferioren Pfannenrand
(neck-socket impingement) und damit einen Bruch der Keramik zu vermeiden, dirfen
Keramikpfannen auf keinen Fall zu steil implantiert werden [Bader et al. 2004; Barrack
et al. 2004; Campbell et al. 2004; Garino 2000]. Keramiken auf der Basis von
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Zirconiumoxid (Zirconia), die in den 1980er Jahren eingefihrt und seither vor allem als
Prothesenktpfe mit Polyethylen-, aber auch Alumina-Pfannen kombiniert werden,
erweisen sich aufgrund ihrer Festigkeit und Harte gerade bei Kkleinen
Prothesenmodellen als vorteilhaft [Campbell et al. 2004; Piconi et al. 1999].

Unstimmigkeit herrscht allerdings Uber den in manchen Labortests beobachteten,
relativ starken Abrieb von Zirconia gegen Zirconia und Zirconia gegen Alumina,
aufgrund dessen Zirconia-Alumina-Paarungen in den USA bislang nicht implantiert
werden [Campbell et al. 2004, Frih et al. 1997]. Moglicherweise verursachen die
hohen Temperaturen in wassriger Umgebung wahrend der Sterilisation eine
Phasentransformation, die die Oberflachenrauhigkeit von Zirconia erhéht und dadurch
spater zu vermehrtem Abrieb fuhrt [Campbell et al. 2004]. Andere Studien dagegen
konnten diese Ergebnisse nicht bestatigen und berichten lber einen ahnlich geringen
Abrieb bei Zirconia-Alumina-Paarungen wie bei reinen Alumina-Alumina-Paarungen,

die aktuell favorisiert werden [Campbell et al. 2004; Clarke et al. 2000].

Die herausragende Eigenschaft von Keramiken ist aber in jedem Fall ihr hohes Mal3 an
Biokompatibilitat und Biostabilitdét [Campbell et al. 2004]. Im Gegensatz zu Metallen
geht Keramik in organischem biologischen Milieu nicht in Lésung, so dass es zu keiner
nennenswerten lonisierung kommt [Savarino et al. 2008]. Die fibrotische Reaktion, die
zur Abkapselung von Abriebpartikeln fuhrt, fallt bei Keramik-Keramik-Gleitpaarungen
wegen des extrem geringen Abriebs sehr schwach aus [Christel 1992]. Zudem
bewirken Keramikpartikel vermutlich eine vorzeitige Makrophagen-Apoptose, so dass
die Makrophagen-vermittelte Zytokin-Freisetzung geringer ist als bei gleichen Mengen
anderer Abriebpartikel und offenbar nicht ausreicht, um Osteoklasten zu aktivieren
[Petit et al. 2002]. Eine unmittelbar durch Keramikabrieb induzierte Osteolyse ist bisher
jedenfalls nicht beschrieben, wenngleich Keramikpartikel natirlich an anderen
Prothesenkomponenten und Knochenzement Abrieb verursachen koénnen, der
seinerseits zu einer Osteolyse fihrt [Barrack et al. 2004; Bizot et al. 2001; Campbell et
al. 2004].

1.5 Verankerungstechniken in der Endoprothetik

Fur die optimale Funktion einer Gelenkendoprothese ist neben der Auswahl des
Prothesenmodells, der Qualitdt der verwendeten Materialien und einer geeigneten

Gleitpaarung die feste, sichere Verankerung im Knochen die wichtigste Voraussetzung
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fur den langfristigen Erfolg einer endoprothetischen Versorgung [Breusch et al. 2000;
Breusch et al. 2000].

1.5.1 Zementfreie Technik

Bei der zementfreien Implantationstechnik wird die Prothese durch Einpressen in den
Knochen (,press-fit) verankert [Romagnoli 2002]. Die Oberflachenstruktur und
verschiedenartige Beschichtungen wie Hydroxylapatit und Calciumphosphat sollen
durch Osteokonduktion eine schnelle Integration der Prothese in den Knochen
bewirken [Capello et al. 1998; Chang et al. 2006; Schnettler et al. 2003; Yee et al.
1999]. Bei der Osteokonduktion bietet die Oberflache des eingebrachten Materials ein
Gerulst, in das ortsstandiges Knochengewebe nach Matrixkontakt einwachst, wobei die
einwachsenden Zellen Differenzierungs- und Reifungsphasen durchlaufen [Albrektsson
et al. 2001; Stevenson 1999].

Die zementfreie Implantationstechnik ist fir Patienten geeignet, die Gber gentigend und
ausreichend stabile Knochensubstanz verfligen, um die Prothese auch ohne
Knochenzement fest zu verankern, und deren Alter und Aktivitdtsgrad vermuten lassen,
dass im weiteren Verlauf Implantatwechseleingriffe notwendig werden. Da bei einer
Wechseloperation nicht nur die einliegende Prothese, sondern auch der Zementmantel
vollstdndig entfernt werden muss, liegen operationstechnisch gilnstigere
Voraussetzungen vor, wenn eine Prothese zementfrei implantiert wurde [Goldberg et
al. 2007]. Bei der inzwischen Ublichen Haltbarkeit einer Gelenkendoprothese von 10-15
Jahren kdnnen bei einem Patienten, der mit 30 Jahren die erste Hiftprothese erhalt,
mehrfache Wechseloperationen im Leben notwendig sein, sofern es zu keinen intra-

oder postoperativen Komplikationen kommt, die weitere Eingriffe erfordern.

Um die kndcherne Einheilung der Prothese zu ermdéglichen, erfordert die zementfreie
Technik allerdings eine langere Entlastungsphase als die zementierte Technik, bei der
eine Vollbelastung in der Regel sofort nach der Operation moglich ist [Archibeck et al.
2006; Breusch et al. 2000; Engesaeter et al. 2006].

1.5.2 Zementierte Technik

Bei der zementierten Implantationstechnik wird Knochenzement auf der Basis von
Polymethylmethacrylat (PMMA) zwischen Knochen und Prothese gebracht, um die

Prothese fest mit dem Knochen zu verbinden [Kiihn 2000].

13



Einleitung

Wenn Krankheiten des Knochens wie Osteoporose die Knochenstruktur schwéachen
und die Belastbarkeit reduzieren, ist nicht nur die feste Verankerung, sondern auch die
schnelle Wiederbelastbarkeit des Gelenks der entscheidende Vorteil der zementierten
Gelenkprothese, weil sie é&lteren und morbiden Patienten lange Liege- und
Entlastungs- bzw. Teilbelastungszeiten und die damit verbundenen Komplikationen
dekompensierender Kreislaufverhaltnisse, nachlassender Beweglichkeit der Gelenke
(Kontrakturen), weiterer Demineralisierung des Skeletts und des Verlusts der
selbstéandigen Orientierung im vertrauten hauslichen und sozialen Umfeld erspart
[Krackow 2004].

Da die Indikationen zum endoprothetischen Gelenkersatz nicht nur Arthrosen, sondern
auch Frakturen, insbesondere die mediale Schenkelhalsfraktur, die sich typischerweise
im hohen Lebensalter ereignet, umfassen, wird die Verankerung von
Totalendoprothesen mit Knochenzement auf der Basis von Polymethylmethacrylat
(PMMA) insgesamt wesentlich haufiger durchgefiihrt als die zementfreie Implantation
und kann deshalb auch kinftig als ,gold standard“ in der Endoprothetik bezeichnet
werden [Bauer et al. 1999; Breusch et al. 2000; Breusch et al. 2000].

1.5.2.1 PMMA-Historie

Um 1900 UberlieR der Tubinger Chemie-Professor Dr. Hans Freiherr von Pechmann
(1850-1902) seinem Doktoranden Otto Bohm fir dessen Dissertation das Thema
.Polymerisationsprodukte von Acrylsdure® [Universitatsarchiv Tubingen 2000].
Aufbauend auf den Ergebnissen seiner Arbeit war Béhm in der Folgezeit selbst
mafdgeblich an der Weiterentwicklung von Methylmethacrylaten (MMA) beteiligt
(Abb. 4).

Abbildung 4: Strukturformeln von Methylmethacrylat (a)
und Polymethylmethacrylat (b). Aus: www.wikipedia.de
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Die Firma Kulzer erhielt 1936 ein Patent auf eine formbare Paste, die aus
pulverférmigem Polymethylmethacrylat (PMMA) und flissigem Methylmethacrylat-
Monomer (MMA) hergestellt wurde und aushartete, sobald man Benzyolperoxid (BPO)
als katalysierenden Initiator fur die Polymerisation hinzufigte und die Paste auf 100°C
erhitzte. Nachdem festgestellt worden war, dass sich der Polymerisationsvorgang auch
bei Raumtemperatur auslosen lasst, wenn man einen zweiten Initiator auf der Basis
tertidrer aromatischer Amine beifligt, stellte Kulzer 1943 das in seinen Grundziigen bis
heute giltige Protokoll fur die Herstellung von Knochenzement auf der Basis von
Polymethylmethacrylat (PMMA) auf [Kiihn 2000].

Bereits 1938 hatten die Gebrider Judet aus Paris versucht arthrotische Gelenkflachen
des Huftgelenks mit einer acrylischen Paste zu Uberziehen, die jedoch regelmafig
auslockerte. Sie entwickelten daraufhin eine Huftgelenksendoprothese aus Acryl mit
einem kurzen Schaft, die aber wegen des Acryl-Abriebs ebenfalls hohe
Lockerungsraten zeigte [Judet 1954]. Der Ansatz jedoch wurde von Edward J.
Haboush aus New York aufgegriffen, dem es gelang Metallendoprothesen mit Hilfe von
Acryl im Knochen zu verankern [Haboush 1953].

1.5.2.2 Chemische Grundlagen

Die Basis aller kommerziell erhaltlichen und im klinischen Einsatz befindlichen
Knochenzemente ist Methylmethacrylat (MMA), ein Ester der Methacrylsdure. Eine
Herstellung von Knochenzement aus MMA allein ware allerdings unmaoglich, weil nicht
nur die Polymerisation unendlich lang dauern wirde und die Volumenabnahme
(shrinkage) dabei zu hoch (~20%) wéare, sondern auch enorme, biounvertragliche Hitze

von weit mehr als 100°C entstiinde.

Aus diesem Grund werden Knochenzemente gewdhnlich als 2-Komponenten-Systeme
angeboten: Die Pulverkomponente enthalt bereits vorpolymerisiertes
Methylmethacrylat (PMMA), wahrend die flissige Komponente aus monomerischem
MMA in wassriger Losung besteht (Abb. 5). Der Polymerisationsvorgang wird durch
Benzoylperoxid (BPO) als Initiator im Pulver und den Co-Initiator Dimethyl-p-Toluidin

(DMPT) als tertiares aromatisches Amin in der flissigen Komponente aktiviert.
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Abbildung 5: PMMA-Pulver wird MMA in wassriger Lésung zugegeben (a). Nach dem
Anriihren (b) muss der Knochenzement zligig appliziert werden, bevor er aushértet.

Auf diese Weise lasst sich bei der innerhalb von Minuten abgeschlossenen
Polymerisation sowohl die Volumenschrumpfung des Zements auf 2—3% minimieren
als auch die Hitzeentwicklung durch Energiefreisetzung (52 kJ/mol MMA) kontrollieren.
Des Weiteren enthalt die Pulverkomponente in geringen Mengen rdntgendichte Stoffe
(z.B. Bariumsulfat) fur radiologische Kontrollen, die flissige Komponente Stabilisatoren
und Radikalenfanger (z.B. Ascorbinsaure) fir den kontrollierten Ablauf der
Polymerisation. Beiden kann dariiber hinaus Chlorophyll als Farbstoff zur besseren

Kenntlichkeit des Knochenzements im Operationssitus beigefligt werden [Kihn 2000].

1.6 Komplikationen in der Endoprothetik

Wie jedes invasive Verfahren ist auch die Implantation einer Gelenkprothese mit
allgemeinen Risiken und mdglichen Komplikationen behaftet, Gber die in der
Bundesrepublik Deutschland der Arzt den Patienten vor der Operation explizit
aufklaren muss. Dazu gehéren im Wesentlichen die Verletzung von BlutgefafZen und
Nerven, das Auftreten thromboembolischer Ereignisse, mechanische Komplikationen
und Infektionen [Calligaro et al. 2003; Colwell Jr 2006; Farrell et al. 2005; Friedman
2007; Schinsky et al. 2001; Wilson et al. 2003].
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1.6.1 Mechanische Komplikationen

Am haufigsten treten in der Endoprothetik mechanische Komplikationen auf. Die
Lockerung oder Luxation einer Gelenkprothese fuhrt zu einer inhomogenen
Belastungsverteilung und kann mit oder ohne eintretenden Bruch des Materials zum
totalen Funktionsverlust der Endoprothese fiihren, so dass die Prothese in einem
Revisionseingriff gewechselt werden muss [Amstutz et al. 2004; Dobzyniak et al. 2006;
Dorr et al. 1983; Homesley et al. 2004; Meek et al. 2006]. Auch signifikante
Beinlangendifferenzen durch die falsche Wahl der Implantatgré3e oder —lange, die zu
Hinken und veranderten statischen Verhaltnissen des Skeletts fuhren, missen revidiert
werden [Austin et al. 2003; Clark et al. 2006; Maloney et al. 2004].

1.6.2 Infektionen

Zu den schwerwiegendsten und geflrchtetsten Komplikationen in der Endoprothetik
zédhlen Infektionen. Unter einer Infektion versteht man den Befall eines
Makroorganismus (Mensch, Tier, Pflanze) durch Mikroorganismen (Bakterien, Viren,
Pilze, Protozoen, Parasiten) und die dadurch verursachte Entstehung von Krankheiten.
Davon abzugrenzen ist die physiologische Kolonisation eines Makroorganismus durch
Mikroorganismen, z.B. die bakterielle Besiedlung der Haut oder des Darms, ohne
Krankheitsentstehung oder mit gegenseitigem Nutzen (Symbiose) [Kayser 2005;
Pschyrembel 2007].

Die Ubertragung des Erregers erfolgt entweder durch direkten Kontakt oder einen
Zwischenwirt (indirekt) oder Uber zerstaubte Sekrete (Tropfcheninfektion). In der Folge
kommt es zu einer starken Vermehrung des eingedrungenen Erregers im
Wirtsorganismus. Die Zeit zwischen dem Befall des Organismus bis zum Auftreten

erster Krankheitssymptome wird als Inkubationszeit bezeichnet [Kayser et al. 2005].

Nach der Ausprdgung der hervorgerufenen Symptome unterscheidet man stumme
(ohne klinische Symptome), abortive (leichte Krankheitserscheinungen) und manifeste
Infektionen (deutliche Krankheitserscheinungen). In Verbindung mit dem zeitlichen
Ablauf ergibt sich daraus die Einteilung in foudroyante (schneller Beginn, schwerer
Verlauf, oft tddlich), akute (plétzlicher Beginn, schwerer Verlauf tGiber Tage), chronische
(schleichender Beginn, mittelschwerer Verlauf Gber Monate bis Jahre), rezidivierende
(wiederkehrende akute Schiibe) und latente Infektionen (klinisch stumm uber Monate
bis Jahre) [Pschyrembel 2007].
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Fur die Entstehung einer Infektion sind aber nicht nur die Keimzahl und die
Pathogenitdat eines Erregers, sondern auch die Immunkompetenz des Wirts
entscheidend [Robson 1979]. Wahrend bei geschwéachter Immunabwehr eine kleine
Menge gering pathogener Keime eine manifeste Infektion verursachen kann, sind bei
intakter Immunlage grof3e Mengen hochpathogener Keime notwendig, um eine
Infektion hervorzurufen [Kalicke et al. 2004; Hansis 1996; Hansis et al. 1996]. Die
Immunkompetenz setzt sich dabei aus der systemischen und der lokalen Abwehrlage
zusammen, die durch Alter, Vorerkrankungen und Medikamenteneinnahme einerseits
und das unmittelbare Operationstrauma andererseits bestimmt werden. Den bereits
dargestellten demographischen Prognosen entsprechend werden sich in Zukunft in
erheblichem MalRe Patienten einem endoprothetischen Eingriff unterziehen, bei denen
aufgrund der reduzierten systemischen Abwehrlage ein erhdhtes Infektionsrisiko
besteht [Walter 2008; Zimmerli et al. 2004].

1.6.2.1 Erregerspektrum

Infektionen allgemein und Knocheninfektionen im Speziellen werden am haufigsten
durch Staphylokokken verursacht. Staphylokokken sind ubiquitar, d.h. Uberall,
vorkommende grampositive Bakterien, die als fakultative Anaerobier leicht kultivierbar
sind, auch bei Mischinfektionen dominieren und durch die Freisetzung von Entero- und
Exotoxinen zu foudroyanten und akuten Infektionen mit fatalem klinischen Verlauf
fuhren konnen [Gentry 1988; Kayser et al. 2005; Lew et al. 2004; Lowy 1998; Sibbald
et al. 2006].

Die vorherrschenden Spezies unter den Staphylokokken sind der Koagulase-positive,
d.h. Koagulase produzierende S. aureus und der koagulase-negative S. epidermidis.
Die Koagulase gilt als einer der wichtigsten Pathogenitatsfaktoren in der Mikrobiologie,
weil sie wie Thrombin die Gerinnung von Fibrinogen zu Fibrin aktiviert, mit dem sich
das Bakterium umgibt und sich so vor Phagozytose schiitzt [Kayser et al. 2005].
Deshalb besitzt S. aureus die héchste Pathogenitdt unter den Staphylokokken, S.
epidermidis als physiologischer Hautkeim dagegen wird vor allem bei oberflachlichen
Infektionen am haufigsten nachgewiesen [Hope et al. 1989; Josefsson et al. 1993;
Lentino 2003; Mahan et al. 1991; Nijhof et al. 2000; Peersman et al. 2001].

Im Falle fremdmaterial- bzw. implantatassoziierter Infektionen treten oftmals aber auch

andere koagulase-negative Staphylokokken und Propionibakterien auf. Des Weiteren

finden sich regelmafig besonders bei dlteren Patienten gramnegative Bakterien wie
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Pseudomonaden, Enterokokken und E. coli. Bei kindlichen Infektionen spielen auch
Streptokokken und Haemophilus influenzae eine nicht zu vernachlassigende Rolle
[Cunha 2002; Gentry 1988; Lew et al. 2004; Mahan et al. 1991; Meyers et al. 1973;
Paisley et al. 1994; Powers et al. 1990; Ramage et al. 2003; Schierholz et al. 2004;
Zeller et al. 2007].

1.6.2.2 Allgemeine Pathogenese

Eine Infektion kann endogen oder exogen entstehen [Wirth, Mutschler 2007]. Bei der
endogenen Form befindet sich der Erreger bereits im Wirtsorganismus und gelangt auf
dem Blutweg (hamatogen), seltener auf dem Lymphweg (lymphogen) an den Ort der
spateren Infektion [Lew et al. 2004]. Entsteht die Infektion exogen, dringt der Keim
durch eine A&uBere Eintrittspforte — meist im Rahmen einer intraoperativen
Kontamination durch den offenen Operationssitus — in den Wirtsorganismus ein [Wirth,
Mutschler 2007].

Nach dem Eindringen in den Wirtsorganismus heftet sich der Keim (ber
selbstexprimierte Oberflachenmolekile (MSCRAMM = microbial surface components
recognising adhesive matrix molecules) an extrazellulare Proteine des Wirtes an und
setzt sich sowohl intrazellular als auch extrazellular in interstitiellem Gewebe fest
[Clarke et al. 2006; Ellington et al. 2003; Lew et al. 2004; Mandell 2005; Patti et al.
1994]. Durch Mikroembolien und Toxin-Freisetzung wird die lokale Blutversorgung im
Wirtsorganismus reduziert [Kayser et al. 2005; Myrvold et al. 1977]. Zusétzlich
beginstigen Hohlraume, Hamatome, Weichteilnekrosen und avitale Knochenfragmente
(Sequester) im Operationsgebiet die bakterielle Besiedlung. Daneben kdnnen hohes
Alter, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme und Genussmittelabusus die Abwehr
des Wirts schwéchen und der Ausbreitung einer Infektion Vorschub leisten [Calhoun et
al. 2005; Lazzarini et al. 2004; Roesgen et al. 1989].

1.6.2.3 Spezielle Pathogenese

Postoperative Infektionen in der Endoprothetik entstehen fast immer exogen, d.h.
durch Keimeintritt in die Operationswunde. Bereits eine Studie aus dem Jahr 1957
beobachtete, dass nach Einbringung von Fremdmaterial in Form von Nahtfaden eine
1000fach geringere Menge an S. aureus nétig war, um eine Infektion auszulésen, als
nach Eingriffen ohne Verwendung von Fadenmaterial [Elek et al. 1957]. 1985 zeigte

eine Untersuchung, dass umgekehrt eine bis zu 1000fach hdhere Antibiotikadosis
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notwendig war, um Bakterien auf einem Urinkatheter zu eliminieren, als bei Infektionen

in Abwesenheit von Fremdmaterial [Nickel et al. 1985].

Grund fur dieses Phanomen und weiterhin Gegenstand vieler Untersuchungen in der
Grundlagenforschung ist die Fahigkeit mancher Bakterienstamme sich an Oberflachen
allogener, avitaler Fremdkorper wie Kathetern, Endoprothesen oder Knochenzement
anzuheften und eine Polysaccharid-Glykokalix (,Biofilm“) auszubilden (Abb. 6), in der
sie vor dem Zugriff des Immunsystems und der Wirkung von Antibiotika geschuitzt sind
und sich ungehindert vermehren kénnen [Costerton et al. 1995; Costerton et al. 1999;
Donlan 2002; Donlan et al. 2002; Gristina 1987; Silverstein et al. 2003; Stewart et al.
2001; Stoodley et al. 2011; Trampuz et al. 2003; van de Belt et al. 2001].

Klinisch kommt es zu lokalen Schmerzen, Entziindungszeichen wie Rétung,
Schwellung und Uberwarmung, serdser oder eitriger Sekretion, seltener auch zu
Fieber, Schiittelfrost und Nachtschweild [Kutscha-Lissberg et al. 2004; Lazzarini et al.
2004]. Eine Infektion dieses Ausmalies ist ohne erneute Operation meist nicht mehr
sanierbar. Es droht nicht nur die Ausbildung von ausgedehnten Weichteilnekrosen und
Knochensequestern, die ihrerseits wiederum eine ideale Basis flr eine weitere
Keimbesiedlung und —ausbreitung darstellen, sondern auch die septische Lockerung
und der Funktionsverlust der Endoprothese sowie ein schwerwiegender systemischer
Krankheitsverlauf bis hin zu einer lebensbedrohlichen septischen Bakteriamie
[Costerton et al. 1999; Frommelt 2006; Lewis 2001; Trampuz et al. 2003].

Die Infektionsraten bei gelenkendoprothetischen Operationen an der Hiifte werden mit
1% fur primére Eingriffe bzw. bis zu 3% fiir Revisionseingriffe angegeben, am Knie mit
3% fir primére Eingriffe und bis zu 6% fir Revisionseingriffe [Anguita-Alonso et al.
2005; Antti-Poika et al. 1990; Hanssen et al. 1999; Hanssen 2006; Harris et al. 1990].
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Abbildung 6: Elektronenmikroskopie eines Staphylokokken-Biofilms. Aus dem
Labor flr Experimentelle Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Als einzige MalRhahme, um eine schwere Infektion wirkungsvoll zu bekdmpfen und
eine Bakteriamie und Sepsis zu verhindern, bleibt oft nur die Entfernung des
Fremdmaterials [Crockarell et al. 1998; Jiranek et al. 2006; Mack et al. 2006; van de
Belt et al. 2001]. Dieser Schritt stellt aber nur den Anfang eines langen Leidenswegs
fir Patient und Arzt dar: Nachdem in einem ersten Revisionseingriff samtliches
einliegendes Prothesenmaterial vollstindig entfernt, infiziertes Gewebe radikal
reseziert (Debridement) und ein antibiotikahaltiger Spacer eingesetzt werden muss,
missen im weiteren Verlauf im Abstand von wenigen Tagen grol3ziigige Gelenk- und
Weichteilspulungen durchgefuhrt und lokale Antibiotikatrager wie Kugelketten oder
Vliese eingelegt und gewechselt werden, um die Infektion des Knochen- und
Weichteilgewebes vollstandig zu beseitigen, bevor die Implantation einer neuen
Endoprothese viele Monate spater Uberhaupt in Betracht gezogen werden kann
[Crockarell et al. 1998; Hanssen et al. 2004; Schnettler et al. 2004]. Gelingt eine
vollstdndige Sanierung des Infekts nicht, droht eine schwergradige Behinderung (Abb.

7) oder gar eine Amputation [Sierra et al. 2003].
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Abbildung 7: Girdlestone-Situation linksseitig mit Abstiitzung des
Trochanter minor im Acetabulum und des Trochanter major am Os ilium

Derart schwere Krankheitsverlaufe mit wiederholt langen Krankenhausaufenthalten,
mehrfachen  Revisionseingriffen, langwierigen RehabilitationsmaRnahmen und
fortgesetzter Medikamenteneinnahme bei ungewissem Ausgang stellen nicht nur fir
den Patienten und sein soziales Umfeld, sondern auch fir die Krankenkassen und das
Gesundheitssystem eine immense Belastung dar [Barrack et al. 1999; Bozic et al.
2005; Kilgus et al. 2002; Peersman et al. 2001; Persson et al. 1999]. Der erfolgreichen
Behandlung, vor allem aber der Prophylaxe von Infektionen kommt deshalb

entscheidende Bedeutung in der Endoprothetik zu [Geffers et al. 2001].

1.7 Infektionsprophylaxe

Grundlage fur unser heutiges Verstandnis und Wissen auf dem Gebiet der Infektiologie
und Hygiene war die Entdeckung von Bakterien als Krankheitserregern durch Louis
Pasteur (1822-1895) und Robert Koch (1843-1910) [Bordenave 2003; Munch 2003;
Schmitt 1982; Schwartz 2001]. Die herausragende Bedeutung der Antisepsis zur
Verhinderung einer Infektion erkannte Ignaz Semmelweis (1818-1865) in seiner
bahnbrechenden Erforschung des Kindbettfiebers [Best et al. 2004; Tan et al. 2006].
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1.7.1 Allgemeine Prinzipien

Wahrend das Ziel einer Infektionsbehandlung die Bekampfung und Beseitigung einer
bereits bestehenden lokalen oder systemischen Infektion ist, versucht die
Infektionsprophylaxe die Entstehung einer Infektion zu verhindern. Dies ist
grundsétzlich an zwei Stellen des Pathomechanismus mdglich: zum Einen vor oder
beim Eindringen eines Keims von auf3en in den Organismus (exogen), zum Anderen
beim Versuch der Ansiedlung, Vermehrung und Ausbreitung eines Keims innerhalb des

befallenen Organismus (endogen) [Kayser et al. 2005].

Fur die heutige klinische Anwendung sind nach wie vor eine keimarme Umgebung
(Operationssaal), sorgféaltiges Waschen und Desinfizieren der Hande des Operateurs
und OP-Pflegepersonals, mehrmaliges Desinfizieren und steriles Abdecken des
Operationsgebiets und die absolute Sterilitdt der verwendeten Implantate und OP-
Werkzeuge essentielle Voraussetzungen, um das Risiko einer bakteriellen Infektion so

weit wie mdglich zu reduzieren [Koeppen et al. 2005].

1.7.2 Prinzip der systemischen Antibiose

Besteht Anlass zu der Annahme, dass trotz aller antiseptischen &uf3eren MalRBhahmen
Keime in den Organismus vordringen werden, oder ist nicht auszuschlieRen, dass sich
Erreger bereits im Organismus befinden, kénnen Antibiotika intravends oder oral
verabreicht werden, die auf verschiedene Art und Weise, z.B. durch Hemmung der
Zellwandsynthese oder der Replikationsfahigkeit, entweder die Vermehrung des Keims
verhindern (bakteriostatisch) oder den Keim direkt abtoten (bakterizid) [Lillmann et al.
2004]. Man unterscheidet antibiotische Einmal-, Langzeit- und Dauertherapie [Stille et
al. 2005].

Etabliert und in mehreren klinischen Studien als effektive Infektionsprophylaxe in der
Endoprothetik nachgewiesen ist die prd- und perioperative intravendse Einmalgabe
(,single-shot“) von Antibiotika zur Reduktion der Morbiditat und Mortalitat [Bratzler et al.
2005; Hanssen et al. 1999; Hawn et al. 2006; Silber et al. 2005; Tang et al. 2003].
Insbesondere bei Revisionseingriffen ist aber hadufig auch eine postoperative
systemische Antibiotikagabe oral oder parenteral in hoher Dosierung Uber langere Zeit
erforderlich, die als belastend empfunden wird, ihrerseits Risiken und Nebenwirkungen
birgt und kostenintensiv ist [Frommelt 2006]. Die Auswahl und Dosierung der Antibiose
muss sich dabei immer nach der Empfindlichkeits- bzw. Resistenzlage des Erregers

(Antibiogramm  bzw.  Resistogramm) richten, aber auch Grund- und
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Begleiterkrankungen des Patienten berlcksichtigen [Lamp 1996; Pakyz 2007; Wirth,
Mutschler 2007].

1.7.3 Prinzip der lokalen Antibiose

Um die Konzentration antimikrobieller Substanzen im Bereich des Infektherds oder zur
Infektionsprophylaxe zu erhéhen, wenn systemisch erlaubte Hochstdosen allein nicht
ausreichend Erfolg versprechen oder das Risiko von Organschaden oder
gastrointestinalen Beschwerden reduziert werden soll, kénnen Tragermaterialien lokal
appliziert werden, die kontinuierlich Antibiotikum freisetzen und teilweise sogar
resorbierbar sind [Kanellakopoulou et al. 2000; Makinen et al. 2005; Wahlig et al.
1984]. Geeignet sind Kollagenschwamme, Kollagenvliese und PMMA-Kugelketten,
aber auch Knochenzement und Osteosynthesematerial [Ipsen et al. 1991,
Kanellakopoulou et al. 2000; Klemm 1979; Knaepler et al. 1985; Wahlig et al. 1978].

In der Endoprothetik wird vornehmlich Palacos-Knochenzement auf der Basis von
Polymethylmethacrylat (PMMA) mit Gentamicin-Zusatz eingesetzt. In einer
bedeutenden prospektiven Studie, in der die Freisetzung mehrerer Antibiotika aus
verschiedenen Knochenzementen untersucht wurde, konnte namlich gezeigt werden,
dass Gentamicin aus Palacos-Knochenzement nicht nur in zwei- bis dreifach hoherer
Konzentration, sondern auch Uber einen wesentlich langeren Zeitraum (mindestens
5 Jahre) als andere Antibiotika aus anderen Knochenzementen freigesetzt wird und in
dieser Zeit antibiotisch wirksame Gentamicin-Konzentrationen sowohl im Blutserum
und Urin als auch in Gewebe und Wundexsudat aus der unmittelbaren Umgebung des

Knochenzements nachzuweisen waren [Wahlig et al. 1980].

1.7.4 Knochenzemente mit Antibiotika-Zusatz

Die Beimischung von Antibiotika zu PMMA-Knochenzement zur Reduktion der
Infektionsrate in der Endoprothetik wurde erstmals 1970 von Buchholz und Engelbrecht
vorgestellt [Buchholz et al. 1970; Josefsson et al. 1990]. Mehrere klinische Studien
belegen sowohl die prophylaktische als auch therapeutische Uberlegenheit
antibiotikahaltigen Knochenzements in Verbindung mit systemischer Antibiose
[Engesaeter et al. 2003; Engesaeter et al. 2006; Espehaug et al. 1997; Josefsson et al.
1981]. Neben Tobramycin und Vancomycin, die jedoch als Reserveantibiotika
zurickgehalten werden sollten, wird vor allen Dingen Gentamicin als Zusatz in
Knochenzement verwendet, weil es nicht nur eine sehr giinstige Elutionskinetik besitzt,

sondern auch eine sehr breite und insbesondere gegen Staphylokokken sehr gute
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antimikrobielle Wirksamkeit aufweist und sich wegen seiner Hitzebestandigkeit
wahrend des Polymerisationsvorgangs ideal zur Beimischung zu
Polymethylmethacrylat (PMMA) eignet [Espehaug et al. 1997; Hanssen et al. 1999;
Josefsson et al. 1993; Klekamp et al. 1999; Klemm 1979; Nijhof et al. 2000; Nijhof et al.
2000; Nijhof et al. 2001; Thierse 1978; Wabhlig et al. 1978; Wannske et al. 1979].

In den USA hingegen wird der Einsatz von antibiotikahaltigem Knochenzement in der
primaren Endoprothetik und bei aseptischen Revisionseingriffen nach wie vor
kontrovers diskutiert. Die Ergebnisse der genannten europaischen Studien,
insbesondere des Norwegischen Endoprothetik Registers, die eine signifikant
niedrigere Infektionsrate bei Verwendung von antibiotikahaltigem Knochenzement
allein und in Verbindung mit systemischer Antibiotika-Gabe zur Infektionsprophylaxe
belegen, werden zwar anerkannt. Es bestehen aber weiterhin Bedenken, durch den
Einsatz von Knochenzement mit niedrig dosiertem Antibiotika-Zusatz in der
Primarendoprothetik kdnnte die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen geftrdert
werden. Aullerdem sei der flachenhafte und routineméRige Einsatz von
antibiotikahaltigem Knochenzement, vor allem mit entsprechend héheren Antibiotika-
Konzentrationen, in der primaren Endoprothetik und bei aseptischen
Revisionseingriffen zu kostspielig. Deshalb wird in den USA der Einsatz
antibiotikahaltigen Knochenzements bei solchen Eingriffen derzeit nur fur Patienten
empfohlen, die aufgrund ihrer Ausgangssituation vor der Operation ein deutlich

erhohtes Infektionsrisiko aufweisen [Engesaeter et al. 2003; Jiranek et al. 2006].

1.8 Bakterielle Resistenzentwicklung

Die Literatur der vergangenen 15 Jahre berichtet Gber eine auf3ergewohnlich starke
Resistenzentwicklung pathogener Keime gegenuber Antibiotika [Alanis 2005; Beatson
et al. 2014; Chambers 2001; Davies et al. 2010; de Lalla 2001; Fair et al. 2014; Garvin
et al. 1999; Livermore 2000; Nicas et al. 1997; Smith et al. 1999; Tang et al. 2014;
Thomes et al. 2002].

In einer intakten Mischflora limitieren sich die verschiedenen Bakterienstamme in ihrem
Wachstum gegenseitig [Kayser et al. 2005]. Werden aber ein oder mehrere
Bakterienstamme durch zufallige Genmutation oder Plasmiderwerb resistent
gegeniber einem Antibiotikum, werden alle antibiotikasensiblen Bakterien abgetotet
oder an ihrem Wachstum gehindert, wahrend sich resistente Stdmme ausbreiten
kénnen [Alanis 2005; Davies et al. 2010; Ito et al. 2003; Lullmann et al. 2004;
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Tang et al. 2014]. Antibiotika sollten deshalb generell sehr restriktiv und erst nach
Bestimmung der Resistenzlage eingesetzt werden [Konig et al. 1999; Hsu et al. 2008].

Die unsachgemafle Anwendung von Antibiotika hat zu einer ernstzunehmenden
Selektion und Verbreitung von Bakterien gefiihrt, die gegen mehrere Antibiotika
gleichzeitig resistent sind (Multiresistenz) [Beatson et al. 2014; Chambers 2001; Davies
et al. 1997; Kilgus et al. 2002; Smith et al. 1999]. Infektionen durch multiresistente
Bakterien haben generell einen signifikant schlechteren Ausgang als Infektionen, die
durch nicht-resistente Keime verursacht werden [Kopp et al. 2004; Skurray et al. 1997].
In einer amerikanischen Studie mit 70 Patienten, bei denen es nach Implantation einer
Huft-TEP oder Knie-TEP zu einer Infektion kam, konnten beim Nachweis Methicillin-
sensibler Keime 81% (HUft-TEP) bzw. 89% (Knie-TEP) der betroffenen Patienten
erfolgreich behandelt und die Endoprothese belassen oder im Verlauf eine neue
implantiert werden, wahrend beim Nachweis Methicillin-resistenter Bakterien nur 48%
(HUft-TEP) bzw. 18% (Knie-TEP) der Patienten erfolgreich saniert werden konnten. Die
ubrigen Patienten, bei denen die Infektion nicht beseitigt werden konnte, mussten
amputiert, arthrodisiert (gelenkversteift) oder ohne Prothese belassen werden [Kilgus
et al. 2002]. Unter den Methicillin-resistenten Bakterien ist der Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) besonders geflrchtet, weil er hohe Pathogenitét

besitzt und medikamentts kaum zu beherrschen ist [Grundmann et al. 2006].

1.9 Antimikrobieller Effekt von Silber

Bei infizierten Verletzungen und schwer zu behandelnden Infektionskrankheiten wurde
von Arzten bereits im 18. Jahrhundert Silber eingesetzt, anfangs vor allen Dingen bei
der Behandlung von Geschlechtskrankheiten, Akne und Beinulzera [Lansdown 2002].
Der franzdsische Arzt Carl Credé (1819 - 1892) erkannte als Erster den
prophylaktischen Nutzen von silbernitrathaltigen Augentropfen, wobei die
therapeutische Wirksamkeit von Silbernitrat bei der Behandlung der durch Gonokokken
verursachten Augeninfektionen bei Neugeborenen (Ophthalmia neonatorum) bereits
bekannt war [Dunn 2000]. Auch schwere Brandverletzungen, die immer in besonderem
Male infektionsgeféahrdet sind, wurden schon vor Jahrzehnten mit Wundauflagen
versorgt, die mit silbernitrathaltigen Lésungen getrankt waren [Chu et al. 1988; Moyer
et al. 1965; Wyatt et al. 1990].

Dies unterstreicht den Stellenwert der Infektionsprophylaxe im Vergleich zur

Behandlung einer manifesten Infektion, da Prophylaxe in der Regel deutlich geringeren
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zeitlichen und materiellen Aufwand erfordert und kostenglnstiger als ist als die
Behandlung einer manifesten Infektion [Marculescu et al. 2005].

Angesichts der Zunahme bakterieller Resistenzen gegenuber Antibiotika spielt Silber in
der Infektionsprophylaxe eine immer wichtigere Rolle, weil bisher kein Organismus
objektivierbare Immunitétsreaktionen auf Silber gezeigt hat [Lansdown et al. 2007,
Walter 2008; Zhao et al. 1998].

1.9.1 Wirkmechanismus

Silber ist ein stark toxisches Schwermetall, das in hochaktiven Reaktionen an die
Thiol(SH)-Gruppen von Proteinen bindet und Strukturveranderungen und -schaden an
intra- und extrazellularen Membranen, insbesondere Zell- und Kernmembranen,
verursacht. AuBerdem kommt es als Folge der gehemmten Zellwandsynthese zu
einem Ausstrom von essentiellen Zellnahrstoffen wie Phosphat und Glutamin.
Intrazellular hemmt Silber die Atmungskette durch Interaktion mit den Zytochromen und
dem Flavoprotein in der NADH- und der Succinatdehydrogenase-Region. Als Reaktion
auf die denaturierenden Effekte von Silberionen kondensieren die DNA-Molekile und
kénnen nicht mehr repliziert werden [Bragg et al. 1974; Feng et al. 2000; Lansdown
2002; Schreurs et al. 1982; Slawson et al. 1990; Zhao et al. 1998].

Der breite antimikrobielle Effekt von Silber beruht also insgesamt auf der Schadigung
von Zellproteinen, der Hemmung der mitochondrialen Zellatmung und der Inaktivierung
der DNA- und RNA-Replikation, so dass Mikroorganismen ihre Vermehrungs- und
Lebensfahigkeit verlieren [Lansdown 2002].

1.9.2 Nebenwirkungen

Allerdings bleiben toxische Wirkungen von Silber nicht nur auf Mikroorganismen
beschrankt. In Tierversuchen wurde beobachtet, dass bis zu 10% des inkorporierten
Silbers absorbiert und an Albumin, Globuline und Transferrin gebunden transportiert
wird [Rungby 1990]. Als Folge der erhéhten Silberkonzentration im Serum kommt es zu
einer Anreicherung vorwiegend in Geweben, die nicht durch die Blut-Hirn-Schranke
geschitzt sind. Im zentralen Nervensystem (ZNS) fanden sich dabei die grof3ten
Mengen Silber in Kleinhirn- und motorischen Hirnstammkernen [Rungby 1990]. Aber
auch im peripheren Nervensystem (PNS) und in Leber- und Nierengewebe zeigten sich
Silberablagerungen, die zu klinisch relevanten neurologischen Ausféllen und
Einschrankungen der Leber- und der Nierenfunktion fuhrten [Lansdown 2002;
Rosenman et al. 1979; Rungby 1990; Sudmann et al. 1994; Vik et al. 1985]. Darlber
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hinaus werden in der Literatur Graufarbungen der Haut (Argyria) und der Augen
(Argyrosis) mit Sehschwache beschrieben [DiVincenzo et al. 1985; Holzegel 1970;
Jensen et al. 1988; Rosenman et al. 1979; Rungby 1990].

1.9.3 Anwendungen in der Medizin

Silber wird heute in ionischer Form als Silbersalz in Wundauflagen und Cremes
verwendet, aber auch kinstliche Herzklappen, Geféa3- und Blasenkatheter sowie
Prothesen werden mittlerweile mit ionischem Silber beschichtet, um bakterielle Infekte
zu verhindern bzw. zu bekdmpfen [Bechert et al. 1999; Bechert et al. 2000; Boswald et
al. 1999; Furno et al. 2004]. Die Erstbeschreibung einer Beimischung von Silbersalzen
zu Knochenzement stammt aus dem Jahr 1979 [Dueland et al. 1982; Spadaro et al.
1979; Vik et al. 1985].

1.10 MikroSilber-Knochenzement

MikroSilber ist eine Entwicklung des Medizintechnik-Unternehmens Bio-Gate AG,
Nurnberg, Deutschland in Zusammenarbeit mit der Fraunhofer Gesellschaft, Minchen,

Deutschland.

1.10.1 Eigenschaften

MikroSilber unterscheidet sich von herkdmmlichem kommerziellen Silberpulver darin,
dass es elementar, d.h. metallisch, in nicht-ionischer Form in Priméarpartikeln mit einer
Grolke von 5 — 50 Nanometern (nm) vorliegt, die sich zu Agglomeraten von 2 — 5

Mikrometern (um) zusammenlagern (Abb. 8).

&

Abbildung 8: PartikelgréRe von MikroSilber (a) und
herkémmlichem kommerziellen Silber (b) im Vergleich
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Selbst wenn sich die MikroSilber-Partikel zu Agglomeraten zusammenlagern, kommt
es wegen der geringen Gréf3e der Primarpartikel zu einer starken VergréRerung der
biologisch aktiven Oberflache und zur Erhéhung der Porositat: Wahrend die Oberflache
von normalem Silber 1-2 m?/g betragt, besitzt MikroSilber eine Oberflache von 4 m?/g
bei einer Porositat von 85-95% im Vergleich zu 0% bei herkdmmlichem Silber [Alt et al.
2004]. Deshalb wird diese Form von Silber als mikroporéses Silber bezeichnet (Abb.
9).

Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Darstellung der aktiven Oberflache
und hohen Porositat von MikroSilber. Aus dem Labor fur Experimentelle
Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Die im Vergleich wesentlich geringere Partikelgro3e von MikroSilber sollte zu einer
gleichmaRigeren antimikrobiellen Abschirmung der Zementoberflache fuhren, wahrend
es durch die metallische, nicht-ionische Form von MikroSilber zu einer kontrollierteren
Freisetzung von Silberionen als bei herkémmlichem Silber kommt, so dass sich die
Silberwirkung auf den Knochenzement und seine Oberflache beschréankt und sowonhl
zytotoxische Effekte in anliegendem Gewebe als auch oben beschriebene systemische

Nebenwirkungen minimiert werden [Alt et al. 2004].

Die antimikrobielle Aktivitat und Zellvertraglichkeit des Silberknochenzements wurde
zunachst in vitro gegen den Methicillin-resistenten Staphylococcus-aureus-Stamm
(MRSA) Eugen Domann Culture Collection (EDCC) 5246 mit hoher Gentamicin-
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Resistenz (minimal inhibition concentration (MIC) > 64 pg/ml) aus dem Institut fir
Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat Gief3en untersucht, der im
Rahmen eines septischen Revisionseingriffs aus einer FuBwunde beim Menschen
gewonnen worden war. Um die minimal notwendige Konzentration Silber zu
bestimmen, die zu einer vollstandigen Hemmung bakteriellen Wachstums fiihrt, wurden
PMMA-Knochenzement-Proben mit gewichtsbezogenem Zusatz von 0,1%, 0,5% und
1,0% MikroSilber hergestellt. Als Vergleich fiir die Testung dienten PMMA-Zement mit

2,5%igem Zusatz von Gentamicin und reiner PMMA-Zement ohne Zusatze.

1.10.2 in-vitro-Testung

Verwendet wurde ein in-vitro-Bakterienproliferationsassay (Numetrika), bei dem
zunéchst Proben der genannten Zemente auf einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit 10°
keimbildenden Einheiten (KBE) MRSA EDCC 5246 pro Loch in 250 ul Zellsuspension
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Danach wurden die Proben mit
PBS-Puffer abgespllt und in Trypticase Soja Medium bei 37°C fir 18 Stunden erneut
inkubiert. Fehlende antimikrobielle Aktivitdt der Zementproben fiihrte dabei zu einer
Vermehrung adhéarenter Bakterien auf der Zementoberflache und zur Aussaat von
Tochterzellen in die Zellsuspension. Im Falle antimikrobieller Wirksamkeit der
Zementproben hingegen wurden das Wachstum und die Aussaat von Tochterzellen in
das Medium verzdogert oder ganz unterdrickt. Ein Mikrotiterplatten-Lesegerat
(VersaMax®, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) erfasste die Wachstumskinetik
ausgesater Bakterien kontinuierlich Gber 36 Stunden und erstellte Zeit-Proliferations-
Kurven [Bechert et al. 2000].

Es zeigte sich, dass die antimikrobielle Wirksamkeit von MikroSilber-Knochenzement
konzentrationsabhangig war. Wahrend PMMA-Knochenzement ohne Zusatz
antibakterieller Substanzen und Gentamicin-Knochenzement 2,5% gegen MRSA wie
erwartet wirkungslos waren, zeigte MikroSilber-Knochenzement 1% eine vollstédndige

Hemmung bakteriellen Wachstums (Abb. 10).
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Abbildung 10: Antimikrobielle Aktivitéat von Silberknochenzement
0,1%, 0,5% und 1,0% gegen MRSA. Aus: Alt et al. 2004

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat gemaR DIN ISO 10993-3 zur biologischen
Beurteilung von  Medizinprodukten auf Gentoxizitdt, Karzinogenitat und
Reproduktionstoxizitat wurde ein Extraktionsmedium-Test mit Mausfibroblasten
durchgefuhrt und dabei die LDH-Freisetzung, der Gesamtproteingehalt und die Anzahl
vitaler ~ Fibroblasten bestimmt. Als nicht-toxische Kontrolle diente reines
Zellkulturmedium, als toxische Kontrolle Triton X 100 (Abb. 11). MikroSilber 1%
unterschied sich dabei in keinem der gemessenen Parameter signifikant von dem
nicht-toxischen Zellkulturmedium, sehr wohl aber von der toxischen Triton-Gruppe.
AuRRerdem wurde das Anwuchsverhalten humaner Osteoblasten auf mikroporésem
Silberzement 1% fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Auch hier zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen Silberknochenzement 1% und dem nicht-

toxischen Kontrollmedium [Alt et al. 2004].
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Abbildung 11: Anzahl vitaler Fibroblasten im Zytotoxizitatstest.
Aus: Alt et al. 2004

Mikropordser Silberknochenzement 1% wies in vitro eine hervorragende antimikrobielle
Aktivitdt gegen multiresistente Keime auf, die von Gentamicin-Knochenzement nicht

erreicht wurde, und zeigte darliber hinaus keine zytotoxischen Effekte.

1.11 Problemstellung der Arbeit

Nach der erfolgreichen in-vitro-Testung war Gegenstand der anschlieRenden und im
Folgenden dargestellten Untersuchungen im Kaninchenmodell deshalb die Frage, ob
MikroSilber 1% auch in vivo eine hohe antimikrobielle Wirksamkeit gegen Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) besitzt und die Verwendung von
MikroSilber-Knochenzement im Vergleich zu PMMA-Knochenzement ohne Zusatz
antimikrobiell wirksamer Substanzen und Gentamicin-Knochenzement zu einer

Reduktion der Infektionsrate fuhrt.
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2 Material und Methode

2.1 Studiendesign

Die Untersuchung wurde in eine Pilotstudie und eine Hauptstudie unterteilt. Fur beide
Testreihen im Forschungszentrum fur Medizintechnik und Biotechnologie (fzmb) Bad
Langensalza, Thringen, wurde vom Tharingischen Landesamt  far
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz der Einsatz von insgesamt 28
Kaninchen genehmigt (Aktenzeichen: Reg. Nr. 14-02/03 und 14-04/03).

2.1.1 Pilotstudie

Um das etwaige Ausbleiben einer Infektion spater zweifelsfrei auf die antimikrobielle
Wirkung von Antibiotika-Knochenzement (Gentamicin-PMMA 2,5%) bzw. MikroSilber-
Knochenzement 1% und nicht auf die Immunkompetenz des Versuchstiers
zurtickfihren zu kdénnen, musste zunachst in einer Pilotstudie die Konzentration an
Bakterien bestimmt werden, die ohne Applikation antimikrobieller Substanzen bei allen
Versuchstieren zu einer Infektion fiihrt. Getestet wurden Dosen von 10* bis 10’ KBE
MRSA EDCC 5246 bei jeweils 2 Kaninchen (insgesamt 8) unter Verwendung von Plain
PMMA (Tab. 1). Dazu wurden die Tiere zunachst nummeriert und durch einen
Zufallsgenerator randomisiert einer der Dosen von 10* bis 10’ KBE MRSA zugeteilt.

Inokulierter Art des Inokulations- Anzahl
Keim Knochenzements dosis der Tiere
10* 2
MRSA Plain 10° 2
EDCC 5246 PMMA 10° 2
10’ 2

Tabelle 1: Protokoll der Pilotstudie

Die Pilotstudie wurde methodisch in gleicher Art und Weise wie die im Folgenden

dargestellte Hauptstudie durchgefihrt.

33



Material und Methode

2.1.2 Hauptstudie

Fur die Hauptstudie standen 20 Kaninchen zur Verfigung. Es wurden deshalb
zunachst 2 Hauptgruppen von jeweils 10 Tieren geplant, von denen der einen Gruppe
eine Dosis von 10, der anderen eine Dosis von 10° MRSA EDCC 5246 entsprechend
den Ergebnissen der Pilotstudie inokuliert werden sollte. Beide Hauptgruppen wurden
weiter in je 2 Untergruppen von jeweils 5 Tieren unterteilt, um bei jeweils einer Gruppe
Gentamicin-PMMA 2,5%, bei der anderen MikroSilber 1% zu applizieren und auf diese
Weise die antimikrobielle Wirksamkeit von MikroSilber 1% gegenuber der von
Gentamicin-PMMA 2,5% bei Infektionen unterschiedlicher Schwere (MRSA 10’ bzw.
10%) zu testen (Tab. 2).

Zur Randomisierung der Hauptstudie wurde wiederum durch einen Zufallsgenerator
eine Liste erstellt, die fUr jedes Versuchstier entweder die Applikation von Gentamicin-
PMMA 2,5% oder von MikroSilber 1% vorsah. In der Praxis wurden alle 20 Kaninchen
zuerst in einen einzigen groBen Kafig gebracht, danach einzeln wieder
herausgenommen und in der Reihenfolge, in der sie herausgenommen wurden,
nummeriert und der vom Zufallsgenerator zuvor festgelegten Inokulation von 10” oder
10® MRSA und der Applikation von Gentamicin-PMMA oder MikroSilber 1% zugeteilt.

Inokulierter Art des Inokulations- Anzahl
Keim Knochenzements dosis der Tiere
Gentamicin- 10’ 5
MRSA PMMA 10° 5
EDCC 5246 MikroSilber- 10’ 5
PMMA 10° 5

Tabelle 2: Protokoll der Hauptstudie
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2.2 Kaninchen

Die in vitro nachgewiesene antimikrobielle Wirksamkeit von MikroSilber 1% sollte in
vivo an einem etablierten Tiermodell getestet werden. Bei vergleichbaren Studien zur
Untersuchung der Wirksamkeit von Antibiotika-Knochenzement wurden Kaninchen
eingesetzt. Deshalb fand das von Marc Nijhof, Utrecht (Niederlande), entwickelte und
mehrfach publizierte Kaninchen-Modell Anwendung, das auf den nachsten Seiten
ausfuhrlich dargestellt wird [Nijhof et al. 2000; Nijhof et al. 2000; Nijhof et al. 2001].

Alle Versuchstiere waren Kaninchen, die aus dem Zuchtbetrieb Ronald Krieg,
Niederwlinsch, Sachsen-Anhalt, stammten und vor Beginn der Versuchsreihen
veterinarmedizinisch untersucht und fir gesund befunden worden waren. Pra- und
postoperativ bis zur Euthanasierung wurden die Kaninchen in zufalligen Zweiergruppen
in bau- und ausstattungsgleichen Laufstallen mit Einstreu, Fitterung mit Standarddiat

fur Kaninchen und Wasser ad libitum gehalten.

2.3 Bakterien

Als pathogener Keim wurde der bereits in vitro verwendete MRSA-Stamm EDCC 5246
mit hoher Gentamicin-Resistenz (minimal inhibition concentration (MIC) > 64 pg/ml)
aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

verwendet.

2.4 Knochenzemente

Bei der zunachst zur Bestimmung der sicher infektionsinduzierenden Keimdosis
durchgefuhrten Pilotstudie wurde ausschlie3lich PMMA-Knochenzement ohne Zusatz
antimikrobieller Substanzen (Plain PMMA) eingesetzt. Bei der Hauptstudie zur
Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit wurde PMMA-Knochenzement mit
4%igem Zusatz von Gentamicinsulfat (entspricht 2,5% Gentamicin-Base als eigentlich
antibiotisch  wirksamer Komponente) zur Pulverkomponente und PMMA-
Knochenzement mit 1,0%igem Zusatz von MikroSilber der Fa. Bio-Gate, Nirnberg,
Deutschland zur Pulverkomponente entsprechend den Ergebnissen der in-vitro-

Versuchsreihe verwendet.

Alle drei Knochenzemente wurden als gebrauchsfertige 2-Komponenten-Systeme
(Monomer und Polymer) von der Firma Coripharm, Dieburg, Deutschland zur

Verfiigung gestellt und jeweils unmittelbar vor der Applikation in einem Vakuum-
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Mischsystem (Easymix®, Fa. AAP Biomaterials GmbH, Dieburg, Deutschland)
angemischt.

Das Monomer war bei allen 3 verwendeten Knochenzementen identisch. Bei der
Produktion wurden unter aseptischen Bedingungen jeweils 20 ml sterilfiltriertes
Monomer in braune Brechring-Glasampullen abgefillt, um das Monomer vor
Autopolymerisation durch Einwirkung von Sonnenlicht und Warme zu schitzen. 20 ml
des Monomers enthielten dabei 19,87 ml Methylmethacrylat (MMA), das mit 60 ppm
Hydrochinon als Radikalenfanger stabilisiert worden war, und 0,13 ml Dimethyl-p-
Toluidine als Polymerisationsaccelerator. Zur Herstellung einer Applikationsdosis
Knochenzement fur 1 Kaninchen wurden 10 ml Monomer aus einer Ampulle
herauspipettiert und mit einer Portion des gewilnschten Polymers (Plain, Gentamicin
2,5%, MikroSilber 1%) angeruhrt.

Eine Portion Polymer (ca. 21 g) fur Plain PMMA bestand dabei aus 9,50 g
Polymethylmethacrylat (PMMA) als Homopolymer, 9,50 g PMMA-Butadien-Styrol-
Copolymer, 0,25 g Benzoylperoxid 75% als Polymerisationsinitiator und 1,90 ¢
Zirkoniumdioxid. Zur Herstellung des gentamicinhaltigen Knochenzements 2,5% bzw.
MikroSilber 1% enthielt das Pulver zusatzlich 0,80 g Gentamicinsulfat mit 0,50 g
Gentamicin-Base oder 0,21 g MikroSilber. Die Polymere waren bei der Produktion in
peelbare Papier-PE-Beutel eingewogen und mit Ethylenoxid gassterilisiert worden.

Nach dem Anrihren wurde der Knochenzement mit einer Applikationspistole durch
eine 3x50 mm grol3e Edelstahlkaniile mit einem Lumen von 2,3 mm in den Markraum

des Kaninchenfemurs injiziert und das proximale Femur vollstandig auszementiert.

2.5 Versuchsdurchfihrung

Die ordentliche Durchfiihrung der Versuchsreihen wurde von einem unabh&ngigen
Tierschutzbeauftragten des Landes Thiringen Uberwacht, der unangemeldet den

Ablauf der Versuche kontrollierte.

2.5.1 Narkose

Die Narkose wurde von einer Tierarztin durchgefiuihrt. Nach der anticholinergen
Pramedikation mit Atropin 0,1 mg/kg Kdérpergewicht und einer Sedierung mit Diazepam

erfolgte die Injektionsnarkose durch die intramuskuléare Gabe von Ketanest (60 mg/kg
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KG) oder Rompun (4 mg/kg KG) und wurde bei Bedarf durch Inhalationsgase
aufrechterhalten.

2.5.2 Operation

Jedes Kaninchen wurde nach Eintritt der Vollnarkose am linken Femur operiert. Das
rechte Femur blieb unangetastet. Um bestmdgliche Sterilitdt wahrend des Eingriffs zu
erreichen und eine Kontamination mit Fremdkeimen zu verhindern, wurde zunachst die
Haut im Bereich des Huftgelenks und des proximalen Femurs rasiert, das
Operationsgebiet in typischer Weise mehrfach desinfizierend jodiert und steril
abgedeckt (Abb. 12).

Abbildung 12: Desinfektion des rasierten OP-Gebiets

Nach der bogenférmigen Hautinzision Uber dem Hiuftgelenk erfolgte die teils scharfe,
teils stumpfe Freilegung des Trochanter tertius. Die Kortikalis des Femurs wurde mit
einem Minibohrer manuell penetriert. Auf diese Weise erlangte man Zugang zum
Markraum, der mit Pressluft-Bohrern (Airdrill) der Starken 2,0 mm, 2,7 mm und 3,5 mm
den jeweiligen anatomischen Verhaltnissen entsprechend in die Tiefe bis etwa zur
Schaftmitte weiter erdffnet wurde. Um den Austritt der eingespritzten Bakterien zu
verhindern, wurde der Markraum zuerst mit einer geringen Menge Gentamicin-2,5%-
PMMA oder MikroSilber-1%-PMMA verschlossen. Solange diese Zementplombe noch
nicht ausgehartet war, wurde dann die jeweilige Inokulationsdosis von 10’ oder 10°
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MRSA moglichst randstandig, um die Injektionskantle mdglichst nicht mit
Knochenzement zu verstopfen, durch die Zementplombe inokuliert und der Markraum

des proximalen Femurs anschlieRend vollstandig auszementiert (Abb. 13).

Abbildung 13: Aufbohrung (a) und Auszementierung des proximalen
Femurs (b) und Inokulation der MRSA-Bakterien (c)

Mit Vicryl 3.0 erfolgte schlieRlich der schichtweise Wundverschluf3, mit Prolene 4.0 die
adaptierende Hautnaht. Um eine Wunddehiszenz oder gar Wunder6ffnung durch das
AufbeiRen der Wundfaden durch die Tiere und eine Infektion mit anderen Keimen als

dem injizierten MRSA-Stamm zu verhindern, wurde die Haut zusatzlich geklammert
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und ein Sprihpflaster (Nobecutan) aufgebracht. Zur Ausschaltung des
Wundschmerzes erhielten die Tiere Carprofen 0,4mg/kg Korpergewicht als subkutane

Injektion.

2.5.3 Postoperative Rontgenkontrolle

Das Operationsergebnis, insbesondere die Lage des Knochenzements, wurde
abschlieend durch unmittelbar postoperativ angefertigte Rontgenaufnahmen
kontrolliert und dokumentiert, solange sich das Versuchstier noch in Narkose befand
(Abb. 14).

Abbildung 14: Postoperative Rontgenkontrolle

2.5.4 Postoperative Beobachtung

Nach dem Eingriff wurden die Kaninchen bis zur Wiedererlangung des Bewusstseins in
warmer, leicht kontrollierbarer Umgebung gehalten. Da das Operationsverfahren zu
keiner Instabilitdt oder erhéhten Frakturgefahr des operierten linken Laufs im Vergleich
zur nicht operierten Gegenseite fuhrte, konnten die Tiere sofort wieder vollbelasten.
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Wahrend der folgenden 14 Tage bis zur Euthanasierung wurden Aktivitat, Futter- und
Wasseraufnahme, Korpertemperatur und das Koérpergewicht ebenso wie die
Wundverhéltnisse  taglich  kontrolliert —und  protokolliert, wobei bei den
Wundverhaltnissen insbesondere auf Infektzeichen wie Uberwarmung, Roétung und

Schwellung geachtet wurde.

2.5.5 Euthanasie der Tiere

14 Tage nach dem Eingriff wurden die Kaninchen nach oben dargestelltem Protokoll
erneut sediert, in Narkose versetzt und dann durch eine Injektion Nembutal

intraperitoneal (i.p.) schmerzlos getotet.

2.5.6 Auswertung der Versuche

Der Nachweis des Auftretens oder Ausbleibens einer Knocheninfektion wurde vor der
Totung klinisch, nach der Tétung radiologisch, mikrobiologisch und histopathologisch

gefuhrt.

2.5.6.1 Rontgenverlaufskontrolle

Unmittelbar nach der Tétung erfolgte zunachst eine nochmalige Rontgenkontrolle zur

Dokumentation des Verlaufs. Dabei wurde auf folgende Infektionszeichen geachtet:

Knochen- und Gelenkdestruktion
Sequesterbildung

Osteolysen

P w DD P

Verdickung der Kortikalis mit periostaler Reaktion

2.5.6.2 Entnahme der Femora

Zur Probengewinnung wurde das OP-Gebiet erneut mehrfach desinfiziert, steril
abgedeckt, die Wunde des ersten Eingriffs ertffnet und das linke Femur freiprapariert
und entnommen, wobei die Osteotomie des Femurs mit einer oszillierenden Sége
jeweils distal und weit proximal durchgefiihrt wurde. Danach wurde das Femur mit der
Sage in der vorderen und hinteren Medianlinie longitudinal gespalten, so dass eine
mediale und eine laterale Kortikalishalfte entstanden, die mit Hilfe eines Meil3els

vorsichtig von der innen anliegenden Zementplombe geldst wurden (Abb. 15).
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Abbildung 15: Kortikalishalften mit Zementplombe

Zum spateren Vergleich der histologischen Ergebnisse mit den mikrobiologischen
Ergebnissen wurde eine beliebige der beiden Kortikalishélften fur die histologische
Untersuchung asserviert, wahrend die andere umgehend mikrobiologisch aufgearbeitet

wurde.

2.5.6.3 Mikrobiologische Untersuchung

Alle mikrobiologischen Arbeitsschritte und Auswertungen wurden unter streng sterilen

Bedingungen durchgefuhrt, um eine Kontamination mit Fremdkeimen zu vermeiden.

2.5.6.4 Aufarbeitung und Ausstrich

Die fur die mikrobiologische Untersuchung vorgesehene Kortikalishélfte wurde
zunachst gewogen, bevor sie mit 10 ml/1,0 g Knochengewicht Phosphate-Buffered
Saline (PBS) in einer Glaskuvette mit einem Mahlgerat (Polytron® T 2100, Fa.
Kinematica, Littau, Schweiz) 2 Minuten lang bei 2000 Umdrehungen pro Minute,
danach fir weitere 3 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute zu einem
Homogenisat zermahlen wurde, das als 10°-Lésung bezeichnet wurde (Abb. 16). Um
spater das Auszahlen der Bakterienkolonien im Falle einer Infektion zu erleichtern,
wurden Verdinnungen um die Faktoren 10 und 100 hergestellt, indem zunachst 500 pl
aus der 10°-Ldsung in eine gesonderte leere Kuvette, davon 100 pl in eine mit 900 pl
PBS vorbereitete Kuvette und davon wiederum 100 pl in eine weitere Kuvette mit 900
ul PBS pipettiert wurden, so dass die Lésungen 10™ und 10 entstanden.
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Abbildung 16: Zermahlung des Knochenpraparats

Von allen drei Lésungen 10°, 10" und 107 wurden jeweils 25 pl auf Brain-Heart-
Infusion(BHI)-Agarplatten pipettiert, gleichméafig ausgestrichen und fir 48 Stunden bei
37°C in einem Brutschrank inkubiert.

Die Zementplomben hingegen wurden zunachst in einem Ultraschallbad von lose
anliegenden Zellen gereinigt, bevor sie mit einer sterilen Pinzette mittig in
Standardpetrischalen gelegt und jeweils mit 50 ml flissigem, auf 42°C abgekihltem
Standardnahragar Uberschichtet wurden. Nach dem Erstarren des Agars wurden die
Proben fir 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank bebriitet.

Als Infektion wurde das makroskopisch sichtbare Wachstum von Bakterienkolonien im
Ausstrich auf den Nahragarplatten oder um die Zementplombe herum im
eingegossenen Agar definiert (Abb. 17). Im Falle eines Bakterienwachstums wurden
verschiedene biochemische und molekulargenetische Untersuchungen zur eindeutigen
Identifizierung des Erregers durchgefihrt. Dabei wird durch die biochemischen Tests
(Latexagglutinationstest, API® Staph Test) die Spezies ermittelt. Die
molekulargenetischen  Tests  (Polymerase-Ketten-Reaktion, Pulsfeld-Gelelektro-

phorese) erlauben die Differenzierung einzelner Stamme der Spezies.
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Abbildung 17: Sichtbares (a) bzw. nicht sichtbares (b) Wachstum von Bakterienkolonien
auf den Néahragarplatten als Nachweis einer aufgetretenen bzw. ausgebliebenen Infektion

2.5.6.4.1 Latexagglutinationstest

Zur Identifizierung der auf den Nahragarplatten gewachsenen Bakterienkolonien als
Staphylococcus-aureus-Stamm dient zunachst der Latexagglutinationstest (Staphaurex
Plus®, Remel Europe Ltd, Dartford, UK).

Einige Staphylokokken, auch und vor allem Staphylococcus aureus, besitzen ein
zellwandgebundenes Protein, die sog. Staphylokoagulase, die enzymatisch eine
Aktivierung der plasmatischen Gerinnung in ihrer unmittelbaren Umgebung im
Wirtsorganismus bewirkt. Durch die Reaktion von Staphylokoagulase und Prothrombin
im Plasma wird Staphylothrombin produziert, das seinerseits Prothrombin aktiviert, das
wiederum die Entstehung von Fibrin aus Fibrinogen katalysiert, so dass ein
schitzender Fibrinwall um das Bakterium herum entsteht. Die Staphylokoagulase
macht die besondere Pathogenitdt von Staphylococcus aureus im Vergleich zu

anderen Staphylokokken aus [Kayser et al. 2005].

Bei dem Test werden — &hnlich wie bei der Ausfihrung des aus der klinischen Praxis
bekannten Bedside-Tests vor Bluttransfusionen — zwei verschiedene Testreagenzien
auf eine Reaktionskarte aufgebracht. Die erste der beiden Reagenzien enthalt mit
Fibrinogen, Immunglobin G und spezifischen monoklonalen Antikdrpern beschickte

Latexpartikel, die zweite dient als Negativkontrolle. In beide Lésungen werden jeweils
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1-3 von der Nahragarplatte entnommene Bakterienkolonien eingerieben. Bei
Agglutination in dem Latexreagenz im ersten Kreis auf der Reaktionskarte gilt der
Nachweis eines koagulase-positiven Staphylococcus-aureus-Stamms als erbracht,
solange es bei der Negativkontrolle im zweiten Kreis zu keiner Agglutination kommt. Ist
in keinem der beiden Kreise eine Agglutination erkennbar, handelt es sich um einen
koagulase-negativen Bakterienstamm. Kommt es unabhangig vom Ergebnis des
Latexreagenz im ersten Kreis zu einer Agglutination bei der Negativkontrolle im zweiten

Kreis, ist der Test ungultig.

2.5.6.4.2 API®-Staph-Test

Ein Test auf der Basis biochemischer Reaktionen, der ein breiteres Spektrum von
Haufenbakterien (Staphylokokken, Mikrokokken) und verwandten Mikroorganismen als
der Latexagglutinationstest nachweist, ist der API®-Staph-Test (Fa. bioMérieux, Marcy
L'Etoile, Frankreich).

In die Mikrorbhrchen des Teststreifens, in denen sich verschiedene dehydrierte
Substrate befinden, wird die mit Hilfe eines mitgelieferten Mediums nach McFarland-
Standard 0,5 (Triibungsstandard) hergestellte Bakteriensuspension pipettiert. Fir den
Nachweis anaerober Bakterien missen danach einige Rohrchen mit Paraffindl
abgedichtet werden, um anaerobe Bedingungen zu schaffen. Nach Inkubation tber 24
Stunden bei 37°C in einer feuchten Kammer wird in jedes Rohrchen ein Tropfen
Indikator-Loésung gegeben, so dass sich ein Farbumschlag der Substrate einstellt,
dessen Profil Uber alle R6hrchen Ruckschlisse auf den vorliegenden Bakterienstamm
erlaubt (Tab. 3).
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_ Ergebnisse
Tests Substrate Reaktionen/Enzyme o _
positiv negativ
0 keine Negativkontrolle - rot
GLU D-Glukose Positivkontrolle gelb rot
FRU D-Fruktose Séaurebildung* gelb rot
MNE D-Mannose Saurebildung* gelb rot
MAL D-Maltose Sé&urebildung* gelb rot
LAC D-Laktose Saurebildung* gelb rot
TRE D-Trehalose Saurebildung* gelb rot
MAN D-Mannit Sé&urebildung* gelb rot
XLT Xylit Saurebildung* gelb rot
MEL D-Melbiose Saurebildung* gelb rot
NIT1 + NIT2 NIT1 + NIT2
NIT Kaliumnitrat Nitratreduktion zu Nitrit 10min 10min
rot farblos-hellrosa
g ZYM A+ZYM B ZYM A+ZYM B
PAL Alkalische Phosphatase 10min 10min
Naphtylphosphat .
violett gelb
) VP1 + VP2 VP1 + VP2
. Acetylmethylcarbin . .
VP Natriumpyruvat ) 10min 10min
(Voges-Proskauer-Reaktion) )
violett-rosa farblos-hellrosa
RAF D-Raffinose Saurebildung* gelb rot
XYL D-Xylose Saurebildung* gelb rot
SAC D-Saccharose Saurebildung* gelb rot
Methyl-aD- )
MDG ) Saurebildung* gelb rot
Glukopyranosid
N-Acetyl- .
NAG ] Saurebildung* gelb rot
Glukosamin
ADH L-Arginin Arginin-Dihydrolase orange-rot gelb
URE Harnstoff Urease rot-violett gelb

Tabelle 3: API®-Staph-Test-Farbtabelle
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2.5.6.4.3 Molekulargenetischer Nachweis

Durch Identifikation spezifischer DNA-Sequenzen kdnnen einzelne Stamme einer
Spezies zuverlassig voneinander unterschieden werden. Hierzu muf zunéchst bekannt
sein, welche spezifischen DNA-Sequenzen der nachzuweisende Keim grundsatzlich
besitzt. Dies ist Voraussetzung fur die Auswahl eines oder mehrerer geeigneter, sog.
selten schneidender Restriktionsenzyme, die die fur den Keim spezifischen

Nukleotidsequenzen erkennen.

In der Polymerase-Ketten(Chain)-Reaktion (PCR) werden die Doppelstrange der DNA
durch Erwarmung getrennt und mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen die
erregerspezifischen Nukleotidsequenzen erkannt. Zugegebene genspezifische Primer
hybridisieren mit unspezifischen Genabschnitten vor und hinter den spezifischen DNA-
Sequenzen der Einzelstrange. Die spezifischen Abschnitte werden daraufhin von DNA-
Polymerasen kopiert und komplementare Einzelstrange hergestellt, die zusammen mit
den kopierten Einzelstrangen wieder DNA-Doppelstrange bilden. Diese DNA-
Doppelstrang-Fragmente werden durch erneute Erwdrmung und weitere Zugabe von
Restriktionsendonukleasen wieder getrennt und die Reaktion von vorne begonnen.
Dadurch wird jede gewinschte spezifische DNA-Sequenz massenhaft vervielfaltigt
(Amplifikation) [Kayser et al. 2005; Petti et al. 2005].

Bei der molekulargenetischen Untersuchung auf Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA) sind neben der 16s-rDNA-Sequenz die Genabschnitte mecA, femB
und coa von besonderem Interesse, weil sie zusammen eine eindeutige und
zuverlassige Identifizierung von MRSA erlauben. Prinzipiell missen bei einem MRSA
alle 3 Sequenzen nachweisbar sein, auch wenn meist nur ein Screening auf mecA und

femB oder mecA und coa durchgefiihrt wird [Domann et al. 2000; Levi et al. 2003].

Beim Nachweis der 16s-rDNA handelt es sich um ein etabliertes Verfahren zum
Nachweis erregerspezifischer ribosomaler Genomsequenzen. Einige Abschnitte der
16s-rDNA sind zwar bei allen Bakterien identisch, dazwischen liegen aber Abschnitte,
die fur eine Art oder Gattung spezifisch sind und deren Identifizierung erlauben [Kayser
et al. 2005].

mecA ist ein Genabschnitt, der fir das Penicillin-bindende Peptid (PBP) 2a in der
bakteriellen Zellwand kodiert und bei Mutation die Resistenz eines Bakteriums

gegenlber B-Laktam-Antibiotika (Methicillin, Oxacillin) bedingt. Ist mecA nicht
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nachweisbar, kann der Erreger nicht Methicillin-resistent sein, wobei das Testergebnis
keinen Aufschluss Uber die Spezies gibt, weil mecA sowohl bei koagulase-positiven
(MRSA) als auch bei koagulase-negativen (z.B. MRSE) Staphylokokken vorkommt
[Huletsky et al. 2004; Jonas et al. 2002; Katayama et al. 2004].

femB ist eine Staphylococcus-aureus-spezifische Gensequenz, die fur die Auspragung
der B-Laktam-Resistenz des Erregers kodiert. Der Nachweis von femB ist ein klares
Indiz fir das Vorliegen eines B-Laktam-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA).
Gelingt der Nachweis des femB-Genabschnitts nicht, ist der Erreger kein
Staphylococcus aureus und/oder nicht Methicillin-resistent [Berger-Bachi et al. 1998;
Domann et al. 2000].

Die fur die Staphylokoagulase kodierende Gensequenz coa kann nur bei koagulase-
positiven Staphylokokken nachgewiesen werden und eignet sich daher fir die

Identifizierung von Staphylococcus aureus [Kayser et al. 2005; Kearns et al. 1999].

In der Praxis wurden die zu untersuchenden Bakterien Uber 24 Stunden bei 37°C auf
Nahragar (BHI) angeziichtet. Die Extraktion des bakteriellen Genoms erfolgte durch
Zentrifugation bei 12000 Umdrehungen pro Minute und Zugabe von Lysepuffer. Durch
Erwarmung auf 95°C fur 3 Minuten und weitere 30 Erwarmungszyklen auf 95°C fir
jeweils 1 Minute wurde die DNA denaturiert, d.h. in Einzelstrange zerlegt. Nachdem
markierte Primer (dNTPs = Desoxytriphosphat-Primer) zugegeben worden waren, die
an die unspezifischen DNA-Abschnitte der Einzelstrdnge binden und die Kopie der
spezifischen DNA-Sequenzen durch eine DNA-Polymerase initieren, wurde die
Losung zunachst auf ca. 50°C abgekuhlt. Nach Zugabe der thermostabilen DNA-
Polymerase (Tag-Polymerase) wurde die Lésung fur 1 Minute auf 72°C erwéarmt, um
die Zusammenlagerung der alten und neuen DNA-Einzelstrdnge zu beschleunigen. Um
die dadurch entstandenen DNA-Doppelstrang-Sequenzen wieder zu trennen und die
Polymerase-Chain-Reaktion (PCR) erneut zu starten, wurden die Losung danach fir
weitere 5 Minuten bei 72°C inkubiert und anschlieRend Restriktionsendonukleasen zur
Extraktion des Genoms zugegeben. Durch Inkubation bei 37°C fir 1 Stunde, in der
sich die Polymerase-Chain-Reaktion (PCR) tausendfach wiederholte, wurden die
unterschiedlichen DNA-Sequenzen jeweils massenhaft vervielfaltigt [Domann et al.
2000; Kayser et al. 2005; Krimmer et al. 1999].
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2.5.6.4.4 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Um die DNA-Fragmente darstellen und den Erreger eindeutg identifizieren zu konnen,
mussen die vervielfaltigten unterschiedlichen DNA-Sequenzen aufgetrennt werden.
Dazu werden sie in ein elektrisches Feld wechselnder Richtung gebracht, in dem sie
sich ihrer GroRe und Ladung entsprechend unterschiedlich schnell und weit
fortbewegen. Das entstehende Verteilungsmuster (Banden) kann sichtbar gemacht
werden (Mapping), so daR der Erreger identifiziert werden kann (genetischer

Fingerprint).

Dazu wird das zu untersuchende Substanzgemisch in ein stabilisierendes Medium
(Puffer), meist Agarose-Gel, gebracht, an das elektrischer Strom angelegt wird. Wenn
die physikalischen und chemischen Eigenschaften des Gels (Porengrof3e, pH-Wert,
lonisierung, Temperatur) keine Wechselwirkung auf die physikalischen und
chemischen Eigenschaften des Molekils (MolekilgrofRe, pH-Wert) haben, hangt die
elektrophoretische Mobilitat eines Molekils in dem Medium in erster Linie vom
Ladungszustand des Molekiils ab. Sind dagegen zusatzlich die Poren des Gels nicht
wesentlich groRer als die wandernden Molekile, werden grof3ere Molekile in ihrer
Bewegung behindert. Deshalb wandern bei der Elektrophorese kleinere Molekile
grundséatzlich schneller und weiter als groRere. Nachdem die Molekile sichtbar
gemacht wurden, kdnnen sie anhand ihres Verteilungsmusters eindeutig identifiziert
werden [Lottspeich et al. 2008].

Bei der Pulsfeld-Gelelektrophorese handelt es sich um ein modifiziertes
Typisierungsverfahren, mit dem hochmolekulare Nukleinsduren analysiert werden
kénnen, die sich mit der konventionellen Gelelektrophorese nicht mehr auftrennen
lassen. Dabei werden verschiedene Elektroden so angeordnet und abwechselnd
(pulsierend) aktiviert und deaktiviert, dass ein elektrisches Feld stdndig wechselnder
Richtung erzeugt wird. Auf diese Weise werden auch sehr grofRe Molekile, die sich
aufgrund ihrer Tertiarstruktur ineinander verhakt haben, voneinander geldst und
wandern der wechselnden Richtung des elektrischen Feldes folgend in einem
Zickzack-Kurs durch das moglichst grof3porige Medium. Da DNA-Nukleotide zudem in
Abhangigkeit von ihrer GroRe unterschiedlich viel Zeit bendétigen, um bei Abschaltung
des elektrischen Feldes in einen relaxierten Zustand Uberzugehen, bevor sie sich in
der verbleibenden Zeit nach dem neuen elektrischen Feld ausrichten und darin
bewegen kdnnen, wandern auch bei der Pulsfeld-Gelelektrophorese kleinere Molekile

schneller und weiter als gréRere [Lottspeich et al. 2008].
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Fur die erfolgreiche Auftrennung und korrekte Identifizierung der Nukleinsaure ist deren
Integritéat entscheidend. Deshalb missen exogene Schadigungen der Nukleinsauren

unbedingt vermieden werden.

In der Vorbereitung der Pulsfeld-Gelelektrophorese wurden die zu untersuchenden
Bakterienkulturen zunadchst in 10ml BHI-Medium suspendiert und bei 37°C flur 24
Stunden inkubiert. Um eine zu hohe Konzentration an DNA fur die
Laboruntersuchungen zu vermeiden, wurde die Bakteriensuspension danach 1:10
verdinnt und die optische Bakteriendichte in der verdiinnten Suspension bei 600 nm
im Spektralphotometer bestimmt. AnschlieRend wurde 1ml der Verdinnung fir 10
Minuten bei 5400 Umdrehungen pro Minute (UPM) zentrifugiert, das entstehende
Pellet in 1ml TEN-Puffer resuspendiert und danach erneut flr 4 Minuten bei 15000
UPM zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt, bevor das
Pellet in 500ul EC-Puffer gebracht, mit 500ul Agarose gemischt und dieses Bakterien-
Agarose-Gemisch in Blockchen zu jeweils 100ul gegossen wurde, die zum Erkalten far

15 Minuten auf Eis gestellt wurden.

Die nachfolgende Zelllyse erfolgte durch Uberschichtung der Blockchen mit Lysepuffer
(844,41 Lysepuffer, 55,64l Lysostaphin und 100,04l Lysozym) mit anschlieRender
Inkubation bei 37°C fur 17-24 Stunden unter leichtem Schutteln. Danach wurde der
Uberstand an Lysepuffer steril abpipettiert und die Blockchen fir zweimal 1 Stunde in
Deproteinisierungspuffer (800ul Deproteinisierungspuffer, 100ul Proteinase K und
100ul Sarkosyl) aquilibriert. Auch hier wurde der Giberstéandige Deproteinisierungspuffer
mit einer sterilen Pipette abgesaugt, bevor die Blockchen in einem Wasserbad bei
55°C fur 18 Stunden zur vollstdndigen Deproteinisierung inkubiert wurden. Nach einem
dreimaligen Waschgang mit TE-Puffer wurden die Bléckchen zur Aquilibrierung einzeln
fur 30 Minuten in 1ml enzymfreien Restriktionspuffer gestellt, der Restriktionspuffer
anschlielend wieder abgesaugt, durch neuen ersetzt und 40 Einheiten (U)
Restriktionsendonuklease zugegeben. Die Restriktion wahrend der anschlieRenden
Inkubation im Wasserbad bei 25°C wurde nach 18-22 Stunden durch Zugabe eines

Inhibitionspuffers beendet.

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese selbst wurde mit dem CHEF-DR Il Pulsed Field
Electrophoresis System (Fa. BioRad, Minchen, Deutschland) durchgefuhrt. Die
vorbereiteten Blockchen und ein PFGE-Standardmarker wurden in Taschen mit

erstarrtem Agarosegel 1% gegeben, um die Blockchen mit einer Schutzschicht zu
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Uberziehen, die Blockchen dann in die mit Agarosegel gefullte Laufkammer des Geréats
gelegt und die Elektrophorese gestartet (U = 200 V, | = 0,1 A, Pulszeit = 5-50 s). Nach
26 Stunden wurde der Vorgang beendet. Die Blockchen wurden entnommen, fir 30
Minuten in Ethidiumbromid gefarbt, anschlieBend fur ebenfalls 30 Minuten wieder
entfarbt und die unter UV-Licht nun sichtbaren Bandenmuster in den Blockchen
fotografiert und mit einer elektronischen Datenbank abgeglichen. Dabei gelten Isolate
als genetisch identisch, wenn sich die Verteilungsmuster ihrer Banden gar nicht
unterscheiden, als nah verwandt, wenn sich ihre Verteilungsmuster in maximal 3
Banden unterscheidet, als mdglicherweise verwandt, wenn sich ihre Verteilungsmuster
in 4-6 Banden unterscheiden, und als unterschiedlich, wenn sie sie sich in mehr als 6

Banden unterscheiden [Tenover et al. 1995].

2.5.6.5 Histologische Aufarbeitung

Um die pathologischen Vorgéange im Knochen und am Knochen-Zement-Interface zu
objektivieren, wurden die jeweils anderen Kortikalishalften der entnommenen Femora
in der Reihenfolge abwechselnd in Karnofsky- oder 4%iger Paraformaldehyd(PFA)-
Ldsung eingelegt und zur Fixierung fur 4 Wochen im jeweiligen Medium belassen. Die
anschliel3ende histologische Aufarbeitung und mikroskopische Untersuchung fand im
Labor fur Experimentelle Unfallchirurgie der Klinik und Poliklinik fir Unfallchirurgie der
Universitat Giel3en statt.

2.5.6.5.1 Trenn-Dunnschliff-Technik

Nach Fixation erfolgte die schrittweise Entwasserung der Praparate bei gleichzeitig
schrittweiser Kunststoffinfiltration im Entwasserungs- und Infiltrationsgerat EXAKT 510
(Fa. EXAKT, Norderstedt, Deutschland). Dazu wurden die Kortikalishalften fur jeweils
48 Stunden in Kunststoff-Alkohol-Mischungen (Technovit® und reines Ethanol)
aufsteigender Mischverhéltnisse von 30:70, 50:50, 70:30 und 100:0 gestellt. Danach
erfolgte fir 9 Tage die Infiltration von Technovit 7200 VLC® (Fa. Heraeus-Kulzer,
Wehrheim, Deutschland), einem lichthartenden Einkomponentenkunststoff auf
Methylacrylat-Basis unter Zugabe des von der Polymerisation von PMMA-
Knochenzement bekannten Polymerisationsbeschleunigers Dibenzoylperoxid (BPO)
1% (Fa. Heraeus-Kulzer, Wehrheim, Deutschland). Im nachsten Schritt wurden die
Praparate in Einbettmulden gegeben, darin mit Fixationskleber Technovit 7230 VLC®
(Fa. Heraeus-Kulzer, Wehrheim, Deutschland) fixiert und erneut mit Technovit 7200

VLC® und BPO 1% iiberzogen. Die Polymerisation des Kunststoffs erfolgte durch
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Lichtbestrahlung im Lichtpolymerisationsgerat Histolux (Fa. EXAKT, Norderstedt,
Deutschland), wobei eine 2-stindige Vorpolymerisierung durch Gelblicht zur
Vermeidung von Spannungsrissen wahrend der anschlieBenden 4-stindigen
Polymerisation durch Blaulicht stattfand. Die vollstandige endgtiltige Polymerisation der
Praparatblocke wurde durch Inkubation in einem Warmeschrank bei 40°C fur 16
Stunden erreicht.

Danach wurden die Blocke aus den Einbettmulden herausgenommen und jeder Block
so angeschnitten, dass ein untersuchungsrelevanter Querschnitt des eingebetteten
Praparats an der Oberflache des Schnitts erschien. An dieser Schnittflache wurde der
Block in einer Vakuum-Klebepresse (Fa. EXAKT, Norderstedt, Deutschland) auf einen
Glasobjekttrager aufgeklebt und anschlieBend mit Technovit 4000®, einem
schnellhartenden, kaltpolymerisierenden 3-Komponenten-Kunststoff auf Polyester-
Basis, umgossen. Mit einem Mikroschleifgeréat (Fa. EXAKT, Norderstedt, Deutschland)
wurde der eingegossene, an dem Glasobjekttrager haftende Praparatblock nun von der
anderen Seite her in Planparallelitdt zum Glasobjekttrager soweit heruntergeschliffen,
bis ein Querschnitt mit allen untersuchungsrelevanten Préaparatabschnitten an der
Oberflache erschien. An diese Schnittflache wurde in der Vakuum-Klebepresse ein
zuvor mit Alkohol gereinigter und entfetteter zweiter Glasobjekttrager mit Technovit
7210 VLC® Préazisionskleber (Fa. Heraeus-Kulzer, Wehrheim, Deutschland)
aufgebracht. Das zwischen den beiden parallelen Glasobjekttragern fixierte Praparat
wurde nun mit einem Trennschleifsystem (Fa. EXAKT, Norderstedt, Deutschland), bei
dem ein mit Diamanten besetztes Trennband unter Wasserkiihlung die Probe
durchséagt, so geschnitten, dass eine etwa 100 um starke Préparatscheibe auf dem
zweiten Objekttrager verblieb. Auf die freie Schnittflache des Praparatrests, an dessen
anderer Seite der erste Objekttrager anhaftete, wurde wiederum ein neuer gereinigter
und entfetteter Objekttrager aufgeklebt und mit dem Trennschleifsystem eine neue
Probe mit einer 100 um starken Prdparatscheibe abgeschnitten. Auf diese Weise
erhielt man von jeder aufbereiteten Kortikalishalfte mehrere histologische Praparate,
die im Mikroschleifgerat auf die gewlnschte Starke von 5 um heruntergeschliffen und
poliert wurden. Die zwei nach Augenschein qualitativ besten Praparate wurden jeweils

fur die weitere Bearbeitung ausgewahlt [Donath et al. 1982].

2.5.6.5.2 Praparate-Farbung

Die pro Kortikalishalfte ausgewahlten histologischen Praparate wurden zunachst fir 10

Minuten mit Wasserstoffperoxid (H.O,) 10% angedatzt, um spater eine intensivere
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Anfarbung zu erzielen. Nach Spllung mit destilliertem Wasser (aqua dest.) wurde
jeweils ein Praparat mit Toluidinblau, das andere mit Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt,
um im Falle einer Infektion zum Einen Reaktionen des Knochens und des Periosts,
zum Anderen die Lokalisation und Menge der inokulierten Bakterien bestimmen zu
konnen (Abb. 18).

Dazu wurde Toluidinblau fir 15 Minuten auf den Objekttrager mit dem zu farbenden
Praparat aufgebracht, anschlieBend mit Aqua dest. abgespult, der Objekttrager

getrocknet und das Praparat mit einem Glasplattchen abgedeckt.

Bei der HE-Farbung wirkte zundchst Hamalaun fir 5 — 10 Minuten auf das Préaparat
ein, bevor der Objekttrager fir 1 Minute in Eisessigwasser 1% geschwenkt wurde. Die
Blaufarbung tritt in den folgenden 10 Minuten in Leitungswasser ein, bevor das
Praparat anschlieend fiir 1 Minute in Eosin gefarbt, der Objekttrager anschlieRend mit
Aqua dest. gespllt, danach getrocknet und auch dieses Praparat mit einem

Glasplattchen abgedeckt wird.

Abbildung 18: Toluidinblau- (a) und HE-Farbung (b) eines Knochenpraparats

2.5.6.5.3 Kriterien der histologischen Beurteilung

Der histologische Nachweis einer bakteriellen Infektion galt als erbracht, wenn in der
Toluidin-Farbung Abszesse oder Sequester kortikaler Knochenstrukturen oder des
Markraums, ein Verlust der lamellaren Knochenschichtung mit subperiostaler
Knochenneubildung und  Periostabhebung oder  Nekrosen mit leeren
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Osteozytenlakunen zu sehen waren, in der HE-Farbung bei der Identifizierung von
Bakterien und von Zellen des Immunsystems wie neutrophilen Granulozyten,

Lymphozyten, Plasmazellen und mehrkernigen Riesenzellen.

2.5.6.6 Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten und Befunde wurden protokolliert, spater in EXCEL-Tabellen
tbertragen und schlieBlich mit SPSS 12.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA)
ausgewertet. Die Ergebnisse daraus wurden in eine Vierfelder-Kontingenztabelle
(MRSA 10’ / MRSA 108, MikroSilber-PMMA 1% / Gentamicin-PMMA 2,5%) (ibertragen
unter der Hypothese, dass die inokulierte MRSA-Konzentration und die Art des
verwendeten Knochenzements hinsichtlich des Auftretens einer Infektion stochastisch
unabhéangig voneinander sind. Der Nachweis, dass die Ergebnisse bzw. Zahlen der
Vierfelder-Kontingenztabelle sich gegenseitig nicht beeinflussen, sondern stochastisch
unabhéangig voneinander sind und die Hypothese damit richtig ist, ist Bedingung fur die

Validitat einer Studie.

Da bei nur 20 Versuchstieren nicht in allen vier Feldern eine Anzahl von mindestens 5
Tieren zu verzeichnen war, was als Voraussetzung fiur die Anwendung des
konventionellen Chiquadrat(x?)-Vierfelder-Tests gilt, wurde die Berechnung mit dem
Fisher's Exact Test, einem modizifierten Chiquadrat-Test fir kleine Zahlen auf
Kontingenztafeln, durchgefihrt [Schumacher et al. 2002]. Als Signifikanz-Niveau wurde
p=0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Pilotstudie

In der dem Hauptversuch vorausgehenden Testreihe, bei der PMMA-Knochenzement
ohne Zusatz antibiotisch wirksamer Substanzen und Keimdosen von 10* bis 10° MRSA
EDCC 5246 bei jeweils 2 Kaninchen appliziert wurden, um die Dosis zu bestimmen, die
bei mdglichst jedem Versuchstier zu einer Infektion fihrt, zeigten 4 der 8 Tiere

eindeutige Zeichen einer manifesten Infektion (Tab. 4).

3.1.1 Klinischer Befund

Neben Rétung, Schwellung und Uberwarmung im Operationsgebiet wies eines der
Kaninchen, die 10° MRSA EDCC 5246 inokuliert bekommen hatten, zusétzlich putride
Sekretion aus der Operationswunde auf. Wahrend alle 4 Tiere, die keine klinischen
Infektzeichen boten, im Beobachtungszeitraum an Gewicht zunahmen und das
Kaninchen, das bei einer Keimdosis von 10° klinische Infektzeichen aufwies, ein
konstantes Kdrpergewicht zeigte, nahmen die anderen 3 Kaninchen, insbesondere die
mit der Inokulationsdosis 10’ MRSA EDCC 5246 deutlich an Gewicht ab und wurden

als infiziert eingestuft.

3.1.2 Rontgenverlaufskontrolle

Sowohl die beiden Tiere, die 10’ MRSA EDCC 5246 inokuliert bekommen hatten, als
auch die Tiere, die 10° bzw. 10° MRSA EDCC 5246 erhalten und klinisch eine Infektion
entwickelt hatten, wiesen in der radiologischen Verlaufskontrolle unmittelbar nach der
Totung Osteolysen, Kortikalisverdickungen und Periostauftreibungen als Zeichen einer
Infektion auf und wurden entsprechend klassifiziert. Die beiden Kaninchen, denen 10*
MRSA EDCC 5246 appliziert worden war, und die Tiere, die 10° bzw. 10°® MRSA EDCC
5246 erhalten und Klinisch keine Infektion entwickelt hatten, boten auch radiologisch

keine Hinweise auf eine Infektion (Tab. 4).
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radiologisch

mikrobiologi

sch histopathologisch

Normale Knochen-
struktur, einzelne

Immunozyten

Normale Knochen-
struktur, einzelne

Immunozyten

Kleine Markraum-
sequester, normale
Knochenschichtung,
vereinzelt Bakterien

und Immunozyten

Osteolyse distal,

Kortikalisverdickung

Keimwachstum

Minimaler Abszess,
Kortikalisauftreibung,
Periostreaktion,
vereinzelt Bakterien,

reichlich Immunozyten

Kortikalisverdickung,

Osteolyse distal,

Periostauftreibung

Keimwachstum

Abszess, Sequester,
Kortikalisauftreibung,
Periostreaktion,

reichlich Bakterien

und Immunozyten

Minimaler Abszess,
Markraumsequester,
normale Knochen-

schichtung, vereinzelt

Immunozyten

Osteolyse distal,

Kortikalisverdickung,

Periostauftreibung

Keimwachstum

Abszess, Sequester,
Kortikalisauftreibung,
Knochenneubildung,
Periostreaktion, mass.

Bakt. u. Immunozyten

Tier | MRSA Zement klinisch
Plain
6 10* PMMA Gewichtszunahme
Plain
4 104 PMMA | Gewichtszunahme
Plain
3 10° PMMA Gewichtszunahme
Gewicht konstant,
Plain Rétung,
10° PMMA Schwellung,
Uberwarmung
Gewichtsabnahme,
Plain Ro6tung,
10° PMMA Schwellung,
Uberwarmung,
Wunddehiszenz
Plain
10° PMMA | Gewichtszunahme
Gewichtsabnahme,
Plain Ro6tung,
107 PMMA Schwellung,
Uberwarmung
Gewichtsabnahme,
Plain Ro6tung,Schwellung,
107 PMMA Uberwarmung,
Wunddehiszenz,
putride Sekretion

Osteolysen distal

und proximal,

Kortikalisverdickung,

Periostauftreibung

Keimwachstum

Abszess, Sequester,
Kortikalisauftreibung,
Knochenneubildung,

Periostreaktion, mass.

Bakt. u. Immunozyten

Tabelle 4: Ergebnisse der Pilotstudie
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3.1.3 Mikrobiologische Auswertung

Bei den 4 Tieren, die klinisch und radiologisch Zeichen einer Infektion aufgewiesen
hatten, zeigte sich auf den N&hragarplatten Wachstum von S.-aureus-Kolonien als
Nachweis einer manifesten Infektion. Bei den Tieren hingegen, die klinisch und
radiologisch keinen Anhalt fir eine Infektion geboten hatten, zeigte sich auch kein
Bakterienwachstum auf den Nahragarplatten.

In  den biochemischen und molekulargenetischen Untersuchungen (Latex-
Agglutinationstest, API®-Staph-Test, PCR und Pulsfeldgelelektrophorese) zur
Identifikation der auf den Nahragarplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurde in
allen Fallen bestatigt, dass es sich um den inokulierten MRSA-Stamm EDCC 5246

handelte. Die betroffenen Tiere galten dementsprechend als infiziert.

3.1.4 Histologische Auswertung

Bei allen 4 Tieren, bei denen sich bereits klinisch, radiologisch und mikrobiologisch
eindeutige Infektionszeichen fanden, waren in der Toluidinblau-Farbung Abszesse,
Kortikalissequester, subperiostale Knochenneubildung, Periostabhebungen oder
Nekrosen sowie in der HE-Farbung Bakterien und Immunozyten nachweisbar. Der
histopathologische Befund der Tiere ohne Klinische, radiologische und

mikrobiologische Infektzeichen war dagegen blande.
Da erst die Inokulationsdosis von 10’ MRSA EDCC 5246 bei beiden Tieren, die diese

Dosis erhalten hatten, zum Auftreten einer manifesten Infektion fiihrte (Tab. 5), wurden
fur die Hauptstudie Keimdosen von 10’ und 102 MRSA EDCC 5246 verwendet.
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Inokulierter Art des Inokulations- Anzahl Tiere
Keim Knochenzements dosis mit Infektion
10 0/2
MRSA Plain 10° 1/2
EDCC 5246 PMMA 10 ° 1/2
10’ 2/2

Tabelle 5: Anzahl infizierter Tiere in der Pilotstudie

3.2 Hauptstudie

Die fir die Hauptstudie zur Verfligung stehenden 20 Kaninchen waren randomisiert in
2 Gruppen zu jeweils 10 Tieren eingeteilt worden, von denen entsprechend dem
Ergebnis der Pilotstudie die eine Gruppe die Keimdosis von 10, die andere Gruppe die
Keimdosis von 10° MRSA EDCC 5246 inokuliert bekommen hatte. Aus jeder Gruppe
war jeweils 5 Kaninchen als Knochenzement Gentamicin-PMMA 2,5%, den anderen 5

Kaninchen MikroSilber 1% appliziert worden.

3.2.1 Klinischer Befund

Alle Kaninchen aus der Gentamicin-2,5%-Gruppe zeigten schwere, teilweise
praseptische Krankheitsverlaufe. Bei 2 Tieren, die Gentamicin-PMMA 2,5% und 10°
MRSA EDCC 5246 erhalten hatten, wurde deshalb im postoperativen
Beobachtungszeitraum von 14 Tagen mehrfach die vorzeitige T6tung erwogen. Sie
wiesen nicht nur massive lokale Infektzeichen in Form von Rétung, Schwellung,
Uberwarmung und Dehiszenz der Wundrander mit putrider Sekretion, sondern auch
Fieber, starken Gewichtsverlust und Apathie als Zeichen einer schweren systemischen
Infektion auf (Tab. 6).
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Tier | MRSA | Zement klinisch radioclogisch mikrobiologisch| histopathologisch
Mormale Knochen-
1 1n# Silber Gewichtzzunahme - - struktur, vereinzet
Immunozyten
Gewichtzabnahme, Markraumzeguester,
Rotung, Osteohyse prox., Kortikalisauftreibung,
2 107 Silber Schwellung, Korikaliswverdickung,| Keimwachstum Periostreaktion,
Uberwarmung Perinstauftreibung reichlich Bakterien
und Immunozyten
Gewichtzabnahme, | Osteoly=zen prox. Markraumszeguester,
Rétung,Schwellung, und distal, Kortikalizauftreibung,
3 107 Gentamicin (berwirmung, Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Periostreaktion,
VWunddehizzenz, Periostauftreibung Knochenneubidung,
putride Sekretion maszs. Bakt./iImmunozyt.
Gewichtzabnahme, | Ostechrsen prox. Markraumabszess,
Rétung, Schwellung, und distal, Kortikalizauftreibung,
4 10% |Gentamicin| Wunddehiszenz, |Korikalisverdickung,| Keimwachstum Knochenneubidung,
putride Sekretion, | Perinstauftreibung Perinstreaktion,
schwer erkrankt mass. Bakt./immunozyt.
Gewichtzabnahme, Minimaler &bzzess,
Rétung Schwellung,| Osteolvse prox., Kortikalizauftreibung,
5 10% | Gentamicin Uberwdrmung, |Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Knochenneubildung,
Wunddehiszenz, | Periostauftreibung Periostreaktion,
putride Sekretion mass. Bakt./immunozyt.
Gewichtzabnahme, | Osteolysen prox. Abszess, Seguester,
Riétung, Schwellung, und distal, Kortikalisauftreibung,
G 10* | Gentamicin| Wunddehiszenz, |Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Knochenneubildung,
putride Sekretion, | Periostauftreibung Periostreaktion,
schwer erkrankt mass. Bakt./immunozyt.
Gewichtzabnahme, | Ostechrsen prox. Markraumsequester,
Rétung, und distal, Kortikalizauftreibung,
7 107 | Gentamicin Schwellung, Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Knochenneubidung,
(berwirmung, Periostauftreibung reichlich Bakterien
Wunddeshizzenz und Immunozyten
Normale
2 o’ Silber Gewichtszunahme - - Knochenstruktur
Mormale Knochen-
9 7 Silber Gewichtszunahme - - struktur, vereinzet
Immunozyten
Gewichizabnahme, Markraumseguester,
Ritung, Osteohyse prox., Kortikalizauftreibung,
10 107 | Gentamicin Schwellung, Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Periostreaktion,
(berwarmung Perinstauftreibung reichlich Bakterien

und Immunozyten
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Tier | MRSA | Zement klinizch radiclogizsch mikrobiologisch| histopathologisch
Mormale
11 107 Silber Gewichtzzunahme - - Knochenstruktur
Mormale Knochen-
12 10 % Silber Gewichtzzunahme - - struktur, einzelne
Immunozyten
Gewichtzabnahme, | Ostechlysen prox. Abszess, Seguester,
Ritung,Schwellung, und distal, Kortikalizauftreibung,
13 107 | Gentamicin Oberwadrmung, |Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Knochenneubildung,
Wunddehigzenz, Periostauftreibung Periostreaktion,
putride Sekretion reichl. Bakt./immunozyt.
Mormale Knochen-
14 10 % Silber Gewichtzzunahme - - struktur, vereinzelt
Immunozyten
Gewichtzabnahme, | Osteclysen prox. Abszess, Seguester,
Rétung, und distal, Kortikalisauftreibung,
15 107 | Gentamicin Schwellung, Kortikaliswerdickung,| Keimwachstum Knochenneubildung,
Oberwirmung Periostauftreibung Periostreaktion,
mass. Bakt./immunozyt.
Gewichizabnahme, Minimaler Abszess,
Rétung, COsteolyse prox., Seguester, Kortikalis-
16 10 % Silber Schwellung, Kortikaliswerdickung,| Keimwachstum | auftreibung, Knochen-
Oberwirmung Periostauftreibung neubildung, Periostreak.,
reichl. Bakt./immunozyt.
Gewichtzabnahme, | Ostechlyzen prox. Abszessz, Seguester,
Rotung, Schwellung, und distal, Kortikalisauftreibung,
17 10% | Gentamicin| Wunddehiszenz, |Kortikalisverdickung,| Keimwachstum Knochenneubildung,
putride Sekretion, | Periostauftreibung Periostreaktion,
schwer erkrankt mass. Bakt./immunozyt.
MNormale
18 10 Silber Gewichtzzunahme - - Knochenstruktur
Gewichtzabnahme, Markraumseguester,
Rétung, Osteolyse prox., Kortikalizauftreibung,
19 107 Silber Schwellung, Kortikalisverdickung,)| Keimwachstum Periostreaktion,
(berwérmung Peripstauftreibung reichlich Bakterien
und Immunozyten
Gewichtzabnahme, | Ostechssen prox. Abszess, Seguester,
Rétung, und distal, Kortikalizauftreibung,
20 10% | Gentamicin Schwellung, Kortikalisverdickung,)| Keimwachstum Knochenneubildung,
Oberwdrmung, Peripstauftreibung Periostreaktion,

Wunddeshizzenz

mass. Bakt./immunozyt.

Tabelle 6: Ergebnisse der Hauptstudie
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Neben allen Kaninchen der Gentamicin-2,5%-Gruppe traten auch bei 2 Tieren, die
MikroSilber 1% und 10° MRSA EDCC 5246 erhalten hatten, sowie bei 1 Tier, dem
MikroSilber 1% und 10® MRSA EDCC 5246 appliziert worden waren, deutliche lokale
und systemische Infektzeichen auf.

Von den ubrigen 7 Tieren, bei denen MikroSilber 1% verwendet worden war, zeigten
weder die 3, die 10° MRSA EDCC 5246, noch die 4, die 10° MRSA EDCC 5246
erhalten hatten, lokale oder systemische Zeichen einer manifesten Infektion, sondern
waren lebhaft, nahmen an Gewicht zu und boten jederzeit reizlose Wundverhaltnisse.

Sie wurden deshalb als klinisch infektfrei eingestuft.

3.2.2 Rontgenverlaufskontrolle

Alle 13 Tiere, die klinische Infektzeichen aufwiesen, zeigten auch in der unmittelbar
nach der Tétung durchgefuhrten Réntgenkontrolle des operierten Femurs eindeutige
radiologische Infektzeichen in Form von Osteolysen des Femurs distal bis proximal der

Zementplombe, Kortikalisverdickungen und reaktive Periostauftreibungen (Abb. 19a).

Bei den 7 Tieren aus der MikroSilber-1%-Gruppe, die keine klinischen Infektzeichen
entwickelt hatten, ergab sich auch radiologisch kein Hinweis auf eine manifeste
Infektion, so dass sie als infektfrei galten (Abb. 19b).

Abbildung 19: Periostabhebung durch subperiostale Knochenneubildung
am proximalen Femur tber dem Knochenzement als Ausdruck einer
Infektion (a). Unauffalliger Rontgenbefund ohne Infektionszeichen (b)
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3.2.3 Mikrobiologische Auswertung

Bei allen 13 Tieren, bei denen eindeutige klinische und radiologische Zeichen einer
Infektion festgestellt wurden, zeigte sich auch Wachstum von Bakterienkolonien auf
den Nahragarplatten. Dies galt sowohl fiir die Ausstriche der Verdiinnungsstufen 10°,
10" und 1072 der jeweiligen Homogenisate aus den zermahlenen Femurhélften als
auch fur die Nahragarplatten mit den eingegossenen Zementplomben. In allen Fallen
bestatigten die molekulargenetischen Untersuchungen, dass es sich bei den auf und in
den Nahragarplatten gewachsenen Bakterienkolonien um den inokulierten MRSA-
Stamm EDCC 5246 handelte (Abb. 20).

Fur die 7 Tiere, die MikroSilber 1% appliziert bekommen und weder klinische noch
radiologische Infektionszeichen entwickelt hatten, war weder auf den Nahragarplatten
der ausgestrichenen Verdinnungsstufen der Homogenisate noch in den
Nahragarplatten mit den eingegossenen Zementplomben ein Keimwachstum

nachweisbar. Sie wurden als mikrobiologisch infektfrei klassifiziert.

v
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Abbildung 20: Darstellung des Ergebnisses der Pulsfeldgelelektrophorese:
(MW) Molecular Weight Marker (Lambda Ladder), (1) Tier Nr. 2,
(2) Tier Nr. 5, (3) Tier Nr. 13, (4) MRSA EDCC 5246
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3.2.4 Histologische Auswertung

Die zur Objektivierung morphologischer Veré&nderungen in den Kaninchenfemora
angefertigten histologischen Schnittprdparate zeigten bei allen Tieren, die Gentamicin-
PMMA 2,5% erhalten hatten, und bei den 3 Kaninchen aus der MikroSilber-1%-
Gruppe, die klinische, radiologische und mikrobiologische Infektzeichen aufgewiesen
hatten, deutliche Entziindungsreaktionen. Neben Osteolysen, die distal der
Zementplombe starker ausgepragt waren als proximal, Markraumsequestern,
Markraumnekrosen und Abszessformationen mit Nachweis von teilweise massenhaft
Bakterien und neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und
mehrkernigen Riesenzellen imponierten insbesondere der Verlust der lamellaren
Kortikalisschichtung und die zu beobachtenden Stadien der subperiostalen
Knochenneubildung (Abb. 21).

Abbildung 21: Verlust der lamellaren Kortikalisschichtung, Sequesterbildung und
subperiostale Knochenneubildung, Toluidin-Blau-Farbung, VergréRerung 2,5fach (a).
Nachweis von Bakterien, Immunozyten und Knochenmarksnekrosen, H.E.-Farbung,

Vergrol3erung 100fach (b)

In den Praparaten der 7 Tiere aus der MikroSilber-1%-Gruppe, die Klinisch,
radiologisch und mikrobiologisch keine Infektzeichen aufgewiesen hatten, fand sich
auch histopathologisch kein Anhalt fir eine manifeste Infektion, so dass diese Tiere als

histologisch infektfrei eingestuft wurden.

3.2.5 Statistische Auswertung

Von den 20 Versuchstieren der Hauptstudie blieben 7 Tiere infektfrei. Die Ubrigen

13 Kaninchen wiesen klinisch, radiologisch, mikrobiologisch und histopathologisch
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Zeichen einer manifesten Infektion auf (65%). Betroffen waren alle 10 Kaninchen, die
Gentamicin-PMMA 2,5% erhalten hatten (100%), und 3 von 10 Kaninchen, die
MikroSilber 1% erhalten hatten (30%). Die MikroSilber-1%-Gruppe wies damit eine um
70% geringere Infektionsrate auf als die Gentamicin-2,5%-Gruppe.

Inokulierter Art des Inokulations- Anzahl Tiere
Keim Knochenzements dosis mit Infektion
Gentamicin- 10’ 5/5
MRSA PMMA 108 5/5
EDCC 5246 MikroSilber- 10’ 2/5
PMMA 108 1/5

Tabelle 7: Anzahl infizierter Tiere in der Hauptstudie

Alle 13 Tiere, die als infiziert eingestuft wurden, boten Kklinisch, radiologisch,
mikrobiologisch und histopathologisch jeweils eindeutige Zeichen einer Infektion.
Bei allen 7 Tieren, die als infektfrei galten, waren weder Kklinisch, radiologisch,
mikrobiologisch noch histopathologisch eindeutige Infektionszeichen festzustellen.
Keines der infektfreien Tiere wies in einer dieser Kategorien Infektionszeichen auf. Die
Korrelation zwischen den Kklinischen und radiologischen, den klinischen und
mikrobiologischen, den klinischen und histopathologischen, den radiologischen und
mikrobiologischen, den radiologischen und histopathologischen sowie den
mikrobiologischen und histopathologischen Ergebnissen sowohl fir den positiven als

auch fur den negativen Nachweis einer Infektion betrug also jeweils +1.

Fur die Hypothese, dass bei der Verwendung von MikroSilber 1% weniger MRSA-
Infektionen auftreten als bei der Verwendung von Gentamicin-PMMA 2,5%, ergab der
Fisher’s Exact Test fur kleine Zahlen auf Kontingenztafeln eine Wahrscheinlichkeit fur
die gegenseitige Abhéangigkeit der Werte von p= 0,003. Als Signifikanz-Niveau war
p=0,05 festgelegt worden. Die Werte waren also hochsignifikant unabhé&ngig

voneinander und die Hypothese damit bestatigt.
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4 Diskussion

4.1 Infektionsprophylaxe in der Endoprothetik

Infektionen sind medizinisch und gesundheitsokonomisch als schwerwiegendes
Ereignis und insbesondere in der Endoprothetik als fatale Komplikation anzusehen
[Garvin et al. 1999]. Dies gilt vor allem, wenn es sich um Infektionen durch
antibiotikaresistente Bakterien wie den Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus
(MRSA) handelt [Engemann et al. 2003; Gould 2006; Konig et al. 1999; Kopp et al.
2004]. Es liegt also sowohl im unmittelbaren Interesse von Patient und behandelndem
Arzt als auch im mittelbaren Interesse der Allgemeinheit als Kostentrager des
Gesundheitssystems, durch konsequente ProphylaxemaRnahmen und effektive

Behandlungsregime derartige Infektionen zu verhindern bzw. erfolgreich zu behandeln.

Die Infektionsrate in der primaren Endoprothetik war anfanglich zu Beginn der 1960er
Jahre sehr hoch und betrug etwa 5 — 10 % [Carlsson et al. 1977; Josefsson et al. 1981;
Lidgren 2001; Lidwell et al. 1984; Pavel et al. 1974]. Es wurden deshalb in der
Folgezeit oral und parenteral Antibiotika verabreicht und mehrere Placebo-kontrollierte
Studien durchgefiihrt, die belegen konnten, dass die prophylaktische Anwendung
systemischer Antibiose eine deutliche Reduktion der Infektionsrate in der Endoprothetik
bewirkt [Doyon et al. 1987; Hill et al. 1981; Pavel et al. 1977].

Buchholz und Engelbrecht verwandten seit 1970 im klinischen Einsatz Knochenzement
mit Antibiotikazusatz und konnten in eigenen Studien zeigen, dass dies zu besseren
Resultaten fuhrt als die Verwendung antibiotikafreien Knochenzements (plain cement)
[Buchholz et al. 1970; Rottger et al. 1979]. Auch andere grof3e Studien bestétigten
bereits Ende der 1970er Jahre den signifikanten Rickgang der hohen Infektionsrate in
der priméren Endoprothetik bei Verwendung gentamicinhaltigen Knochenzements im
Vergleich zu leerem Knochenzement [Elson 1979; Thierse 1978; Wannske et al. 1979].
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Beobachtung, dass bei der
Verwendung antibiotikahaltigen Knochenzements keine Haufung aseptischer
Lockerungen auftritt [Espehaug et al. 1997; Garvin et al. 1988; Josefsson et al. 1993;
McQueen et al. 1990]. Im Gegenteil treten aseptische Lockerungen nach der
Verwendung von antibiotikahaltigem Knochenzement seltener auf als nach der
Verwendung antibiotikafreien Knochenzements [Havelin et al. 1995]. Grund dafir
kbnnte sein, dass die haufig gestellte Diagnose der aseptischen Lockerung

wabhrscheinlich weder begrifflich noch in der Kausalkette, in der sie erklart wird, zutrifft,
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weil in grof3en Studien sowohl die systemische als auch die lokale Verabreichung von
Antibiotika die Zahl der Revisionsfélle reduzierte, bei denen kein Keimnachweis gefiihrt
werden konnte. Dementsprechend handelt es sich bei aseptischen Lockerungen
vermutlich eher um geringgradige, klinisch und diagnostisch nicht fassbare Infektionen
(low-grade infection), die sich im Bereich kleinster Knochen- und Weichteilnekrosen
etablieren, die ihrerseits durch toxische Effekte des Knochenzements oder die
Hitzeentwicklung wahrend des Polymerisationsvorgangs verursacht werden
[Engesaeter et al. 2003; Engesaeter et al. 2006; Hope et al. 1989; Mjoberg 1997].

Beim Vergleich beider Applikationsformen (systemisch oder lokal) wurde in
prospektiven, randomisierten, aber nicht blinden Studien nachgewiesen, dass die
alleinige Verabreichung systemischer Antibiose wesentlich starker als die alleinige
Verwendung antibiotikahaltigen Knochenzements die Rate subkutaner epifaszialer
Infektionen reduziert, da bei der Anwendung antibiotikahaltigen Knochenzements
allenfalls geringfligige Mengen Antibiotika in oberflachliche Weichteilschichten
vordringen [Josefsson et al. 1981; Josefsson et al. 1990; Josefsson et al. 1993;
McQueen et al. 1990]. Antibiotikahaltiger Knochenzement dagegen zeigte im Vergleich
zu systemischer Antibiose einen besseren prophylaktischen Effekt gegen tiefe
Protheseninfektionen [Josefsson et al. 1981; Josefsson et al. 1993]. Umgekehrt wurde
retrospektiv bei Infektionen, die trotz Prophylaxe auftraten, beobachtet, dass bei
oberflachlichen Infektionen Uberwiegend nur antibiotikahaltiger Knochenzement, bei
tiefen Protheseninfektionen hingegen oft nur systemische Antibiose appliziert worden
war [Josefsson et al. 1990]. Dass die meisten Infektionen in der Endoprothetik
innerhalb der ersten 6 Monate postoperativ klinisch apparent werden, ist ein deutlicher
Hinweis darauf, dass Infektionen hauptsédchlich durch Keimeintritt in den
Operationssitus induziert werden und der Kampf zwischen dem Immunsystem
unterstiitzt durch Antibiotika einerseits und dem Keim beglnstigt durch
Fremdkoérperoberflachen und lokale Nekrosen andererseits bereits kurz nach dem
Eingriff entschieden wird [Josefsson et al. 1981; Lynch et al. 1987]. Sind Nekrosen erst
einmal resorbiert und liegt an der Fremdkdrperoberflache langstreckig vitales Gewebe
an, sind kaum noch geeignete Voraussetzungen fir die Neuentstehung und
Ausbreitung einer Infektion gegeben, selbst wenn kein antimikrobiell wirksamer
Antibiotika-Spiegel aus systemischer oder lokaler Antibiotika-Applikation mehr vorliegt
[Engesaeter et al. 2006]. Die These, dass die Infektinduktion vorwiegend perioperativ
stattfindet, wird auch von Untersuchungen zum Einfluss der Operationszeit auf die

Infektionsrate gestitzt: Operationszeiten (,Schnitt-Naht-Zeit*) von 51 — 70 min flhrten
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dabei zu einer signifikant niedrigeren Infektionsrate als langere Operationszeiten
[Engesaeter et al. 2006].

In Europa ist in der orthopadischen Chirurgie die Kombination aus systemischer und
lokaler Antibiose Standard. Fur die Endoprothetik liegen hierzu Ergebnisse zahlreicher
Studien vor, die eindeutig belegen, dass die gleichzeitige Anwendung systemischer
Antibiose und antibiotikahaltigen Knochenzements den bestmdglichen Benefit
hinsichtlich der Reduktion der Infektionsrate bringt. In einer Studie des Norwegischen
Endoprothesen-Registers, die mehr als 14000 Patienten erfasste, zeigte sich bei
Patienten, die sowohl antibiotikahaltigen Knochenzement als auch systemische
Antibiose erhielten, die niedrigste Komplikationsrate (Infektionen und aseptische
Lockerungen), wenn die systemische Antibiose 4 Mal nur am Operationstag appliziert
wurde [Chiu et al. 2002; Engesaeter et al. 2003; Lidgren 2001]. In einer weiteren Studie
des Norwegischen Endoprothesen-Registers, die mehr als 22000 Patienten erfasste
(Abb. 22), trat wiederum bei den Patienten, die sowohl antibiotikahaltigen
Knochenzement als auch systemische Antibiose erhalten hatten, die niedrigste
Komplikationsrate auf. Bei Patienten, die entweder antibiotikahaltigen Knochenzement
oder systemische Antibiose allein erhielten, war die Komplikationsrate im Vergleich
dazu deutlich hoher, wobei systemische Antibiose eine geringfiigig niedrigere
Komplikationsrate aufwies als antibiotikahaltiger Knochenzement. Patienten, die weder
antibiotikahaltigen Knochenzement noch systemische Antibiose erhielten, hatten

regelhaft die hochste Komplikationsrate zu verzeichnen [Engesaeter et al. 2003].

Diese Ergebnisse sind ein weiteres Indiz fur die perioperative Infektinduktion und
zeigen, dass auch infiziertes Weichteilgewebe, das von systemischer Antibiose, nicht
aber von antibiotikahaltigem Knochenzement erreicht wird, die Entstehung von
Endoprotheseninfektionen beginstigt [Clarke et al. 2004; Davis et al. 1999; Engesaeter
et al. 2006; Josefsson et al. 1993; Maathuis et al. 2005].
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Antibiotic prophylaxis regime THAs Revisions 10 year- RR 2 95% Cl P-value
revision @
All reasons for revision as endpoint 22,170 696
Systemic+cement 15,676 391 4.6% 1 - -
Systemic only 5,960 274 6.0% 1.4 1.1-1.7 0.001
Cement only 254 15 6.1% 1.3 0.8-2.3 0.3
No antibiotic 280 16 7.3% 1t 1.0-3.1 0.07
Aseptic loosening as endpoint 22,170 440
Systemic+cement 15,676 245 3.1% 1 - -
Systemic only 5,960 172 3.8% 1.3 1.0-1.7 0.02
Cement only 254 11 4.5% 1.4 0.8-2.6 0.3
No antibiotic 280 12 4.5% 1.7 0.8-3.3 0.1
Infection as endpoint 22,170 102
Systemic+cement 15,676 50 0.4% 1 - -
Systemic only 5,960 46 0.7% 1.8 1.1-3.0 0.01
Cement only 254 3 1.2% 2.7 0.8-8.7 0.1
No antibiotic 280 3 2.0% 4.9 1.2-20.2 0.08

a Adjusted in the Cox model for gender, age, cement- and prosthesis-brand, type of operating room and duration of
operation. The number of THAs included in the Cox analyses was reduced to 21,717 because of cases with missing
values in covariates.

Abbildung 22: Komplikationsrate in der Hiftendoprothetik in Abhangigkeit
von der Art der Antibiotika-Prophylaxe. Aus: Engesaeter et al. 2003

Wahrend sich die Gabe systemischer Antibiose in der Endoprothetik und der Chirurgie
etabliert hat und inzwischen zumindest der therapeutische Nutzen antibiotikahaltigen
Knochenzements in der Revisionsendoprothetik zur Sanierung eines bereits
bestehenden Infekts weltweit anerkannt ist, wird der prophylaktische Wert
antibiotikahaltigen Knochenzements in der primdren Endoprothetik teilweise immer
noch kontrovers diskutiert [Doyon et al. 1989; Espehaug et al. 1997; Kaiser 1986;
Norden 1985; Qishi et al. 1993; Strachan 1995; van de Belt et al. 2001].

Als vorrangiges Argument wird von Kritikern beméangelt, dass keine randomisierten,
doppelblinden Studien vorliegen, die den Nachweis des prophylaktischen Nutzens von
antibiotikahaltigem Knochenzement erbracht haben [Jiranek et al. 2006]. Solche
Studien beim Menschen und mit ausreichend grof3en Patientenzahlen in der Zukunft
noch nachzuholen, dirfte logistisch schwierig und angesichts der deutlichen Hinweise

auf den Nutzen antibiotikahaltigen Zements ethisch kaum zu vertreten sein.

Des Weiteren fihren Skeptiker einzelne experimentelle Untersuchungen an, die zu
dem Ergebnis kamen, dass die Beimischung von Antibiotika den Knochenzement
biomechanisch schwéache, wohingegen die meisten anderen Studien lediglich zu
vernachlassigende oder gar keine Veranderungen der biomechanischen Eigenschaften

von Knochenzement durch den Zusatz von Antibiotika fanden [Buchholz et al. 1970;
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Josefsson et al. 1981; Lautenschlager et al. 1976; Lee et al. 1978; Marks et al. 1976;
Weinstein et al. 1976]. Dies gilt vor allem fir die heute gangige Standardbeimischung
von 2g Antibiotikum auf 40g PMMA-Knochenzement [Josefsson et al. 1981; Lee et al.
1978; Weinstein et al. 1976].

Der dritte Hauptkritikpunkt ist die Wirkstofffreisetzung aus Knochenzement [Henry et al.
1995]. Obwohl in vitro nachgewiesen werden konnte, dass Gentamicin Uber Jahre in
messbaren Mengen aus Knochenzement freigesetzt wird, kommt es im Verlauf bereits
innerhalb der ersten 6 Monate zu einem so starken Abfall der freigesetzten
Antibiotikamenge, dass der initial hohe antibiotisch wirksame Spiegel nicht
aufrechterhalten werden kann [Torholm et al. 1983; Wahlig et al. 1978; Wahlig et al.
1980]. Bereits nach 2 Jahren ist der Nutzen von Gentamicin-Knochenzement gegen
tiefe Protheseninfektionen sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch der
Verabreichung systemischer Antibiose nur noch ebenbiirtig, nach 5 Jahren lasst sich
mit der weiter abnehmenden Antibiotika-Freisetzung nicht einmal mehr ein Vorteil
gegenlber antibiotikafreiem Knochenzement feststellen [Buchholz et al. 1984;
Espehaug et al. 1997; Josefsson et al. 1990; Lynch et al. 1987].

Es bleibt festzuhalten, dass eine Infektionsprophylaxe in der Endoprothetik sinnvoll und
notwendig ist. In diesem Zusammenhang hat sich eine Kombination aus systemischer
und lokaler Antibiose bewéahrt und als den einzelnen Komponenten allein jeweils
Uberlegen gezeigt. Problematisch ist aber nicht nur, dass es keine randomisierten
Doppelblindstudien gibt und die Wirkstofffreisetzung aus Knochenzement innerhalb
kurzer Zeit rapide sinkt, sondern auch, dass nicht alle Antibiotika fiir die Beimischung
zu Knochenzement geeignet sind, weil viele durch die Hitzeentwicklung wahrend des
Polymerisationsvorgangs zerstort werden [Anguita-Alonso et al. 2006; Balint et al.
2006; van de Belt et al. 2000]. Daruber hinaus fuhrt sowohl die systemische als auch
die lokale Verabreichung von Antibiotika im Laufe der Zeit unweigerlich zu einer
Selektion resistenter Bakterienstdmme, selbst wenn Antibiotika sachgemanR angewandt

werden [Bertazzoni Minelli et al. 2002; Livermore 2000; Thomes et al. 2002].

Ein neues lokales Agens in der Endoprothetik muss deshalb hitzebestandig sein und
langfristig antibiotisch gegen ein breites Erregerspektrum einschlie3lich multiresistenter
Bakterien wirken, darf dabei aber die biomechanischen Eigenschaften des
Knochenzements nicht beeintrachtigen und weder zu lokalen noch systemischen

unerwinschten Nebenwirkungen fihren.
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4.2 Konzipierung von Silberknochenzement

Aufgrund des komplexen Wirkmechanismus von Silber auf Zellen und der bereits bei
der Darstellung der in der Endoprothetik verwendeten Metalle beschriebenen
systemischen Nebenwirkungen durch Metallionen sind auch fir den klinischen Einsatz
von Silber eine differenzierte Betrachtungsweise und ein sorgféltig durchdachtes
Konzept notwendig.

Silber ist hochtoxisch, so dass es in der Medizin so angewendet werden muss, dass
gewiinschte Effekte eintreten, unerwiinschte dagegen mdglichst vermieden werden
(,Therapeutisches Fenster”). Die unerwiinschte Wirkung von Silber auf Zellen und
Zellsysteme muss deshalb als Zytotoxizitat definiert und auf einer Ebene mit der
antimikrobiellen Wirksamkeit als erwiinschter Wirkung auf pathogene Keime gesehen
werden. Dadurch wird verstandlich, dass die aktuelle Literatur zum Einsatz und der
Wirkung von Silber entweder Uber eine hohe antimikrobielle Wirksamkeit mit
entsprechend hohen zytotoxischen Nebenwirkungen oder eine geringe antimikrobielle
Wirksamkeit ohne Auftreten zytotoxischer Effekte berichtet. Um eine mdglichst hohe
antimikrobielle Wirksamkeit bei moglichst geringen zytotoxischen Nebenwirkungen zu
erzielen, muss die Wirkung von Silber so konzipiert werden, dass sie auf das jeweilige
Implantat bzw. Fremdmaterial beschrénkt bleibt, um dieses antimikrobiell
abzuschirmen, Silber dabei aber nicht in anliegendes Weichteilgewebe vordringt und

dort Nekrosen verursacht.

Ziel der vorliegenden in-vitro- und in-vivo-Studien war es einen PMMA-Knochenzement
mit Silberzusatz zu entwickeln und zu testen, der zuverlassig jede Art von bakteriellem
Wachstum auf dem Knochenzement unterdriickt, dabei aber mdglichst geringe,
bestenfalls keine zytotoxischen Effekte in anliegendem korpereigenen Gewebe
verursacht. Hierfir muiussen konsequent die drei wesentlichen Einflussgrofien

Partikelgréi3e, elektrische Ladung und Konzentration bertcksichtigt werden.

Die um das Hundertfache geringere Grof3e von MikroSilber-Partikeln erméglicht eine
wesentlich feinere Verteilung des Silbers im Knochenzement als bei herkémmlichen
Silberpartikeln. Aul3erdem kommt es zu einer deutlichen VergréRerung der aktiven
Oberflache, so dass bei MikroSilber insgesamt wesentlich weniger Silber als bei der
Verwendung herkdmmlicher Silberpartikel benétigt wird, um eine bestimmte Flache

oder ein Volumen abzudecken (Abb. 23).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Verteilung von herkémmlichen
ionischen Silberpartikeln (links) und von MikroSilber (rechts) in
Knochenzement im Vergleich

MikroSilber liegt in elementaren, d. h. elektrisch ungeladenen Priméarpartikeln vor, was
zu einem stabileren chemischen Gleichgewicht (Ag«<sAg'+e’) und dadurch zu einer
sehr viel langsameren und gleichméaRigeren Freisetzung von Silberionen fuhrt, die das
eigentlich wirksame Agens darstellen, als beim direkten Vorliegen von Silber in
ionischer Form. Die erhdhte Freisetzung von Silberionen aus ionischen Silberpartikeln
kann zu zytotoxischen Effekten in angrenzendem Gewebe fiihren. Bei der kontrollierten
Freisetzung aus elementarem mikropordsen Silber bleibt die Wirkung der Silberionen
auf die Zementoberflache beschrankt, die homogen und intervallfrei abgeschirmt wird
(Abb. 24).
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Abbildung 24: Freisetzung von Silberionen aus ionischen Silberpartikeln
(links) und aus MikroSilber (rechts) in Knochenzement im Vergleich

Da sich antibakterielle Wirksamkeit und Zytotoxizitat nur in der Begrifflichkeit fur ein
und denselben Wirkmechanismus unterscheiden, musste eine mdglichst geringe,
gerade ausreichende MikroSilber-Konzentration fir die Beimischung zu PMMA-
Knochenzement gefunden werden, bei der die PartikelgréRe und das metallische
Vorliegen von MikroSilber zu einer vollstdndigen Inhibition der bakteriellen Besiedlung
und des bakteriellen Wachstums auf dem Knochenzement fuhren, diese Wirkung aber
auf die Zementoberflache beschrénkt bleibt und zytotoxische Auswirkungen minimiert
werden. Da sich die Ag*-lonen nach ihrer Freisetzung aus den Silberpartikeln radiar

ausbreiten, sind bei der Beimischung entsprechend grof3er Mengen herkémmlicher
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Silberionen-Partikel zur vollstandigen antibakteriellen Abdeckung der
Zementoberflache zytotoxische Effekte auf angrenzendes Gewebe unvermeidbar. Wird
die beigefiigte Menge herkdmmlichen ionischen Silbers dagegen so gering gewahlt,
dass keine zytotoxischen Effekte in angrenzendem Gewebe auftreten, ist die
Zementoberflache ungeschuitzt vor bakterieller Besiedlung.

4.3 In-vitro-Untersuchung

Es wurde deshalb geplant, elementares Silber in Nanometer grof3en Partikeln
gewdhnlichem PMMA-Knochenzement beizumengen, um im Gegensatz zur
Verwendung von herkémmlichem ionischen Silberpulver mit Mikrometer grof3en
Partikeln eine gleichmaRigere, kontrollierte antibakterielle Abschirmung des
Knochenzements zu erreichen und das Vordringen der Ag'-lonen uber die
Zementoberflache hinaus und damit unerwilnschte zytotoxische Effekte in
anliegendem Gewebe zu minimieren. Dazu wurde in der in-vitro-Versuchsreihe die
gewichtsbezogene Konzentration von MikroSilber in antibiotikafreiem PMMA-
Knochenzement in kleinsten Schritten gesteigert. Schon bei MikroSilber 0,5% konnte
eine deutliche Verzdgerung im Wachstum des verwendeten MRSA-Stamms EDCC
5246 beobachtet werden. Bereits MikroSilber 1% hemmte das bakterielle Wachstum in
allen Testungen vollstéandig, so dass fir die Pilotstudie und die Hauptstudie der in-vivo-
Untersuchung MikroSilber 1% auf antibakterielle Wirksamkeit getestet wurde.
MikroSilber 1% wies dartber hinaus in vitro keine zytotoxischen Effekte auf und kann
deshalb als sehr gut biokompatibel bezeichnet werden. Allerdings muss dies in vivo

erst noch bestatigt werden.

4.4 in-vivo-Untersuchung

Der Nachweis einer Knocheninfektion im Tiermodell erfordert die Entnahme des
infizierten Knochens zur anschlieBenden Untersuchung. Deshalb mussten die
Versuchstiere getttet werden. Um im Rahmen der gesetzlichen Vorgaben und des zur
Verfiugung stehenden Budgets dennoch mdglichst viele Versuchstiere einsetzen zu
kénnen, um statistisch verwertbare Ergebnisse zu erzielen, wurde ein Kleintiermodell

gewanhlt.

Das von Nijhof (Utrecht, Niederlande) entwickelte und mehrfach publizierte
Kaninchenmodell erschien fir die geplante Herbeifihrung intramedullarer
Knocheninfektionen am besten geeignet [Nijhof et al. 2001]. Zum Einen sind

Kaninchen mit kalkulierbarem Aufwand gut zu halten und zu Uberwachen, zum
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Anderen liefert das Kaninchenfemur ausreichend Knochensubstanz, um sowohl eine
mikrobiologische als auch eine histopathologische Untersuchung durchfiihren und
deren Ergebnisse vergleichen zu kdnnen. Dadurch wird die Anzahl falsch positiver und
falsch negativer Ergebnisse reduziert, d.h. die Sensitivitat und Spezifitdt der
Ergebnisse erhoht. AufRRerdem ist der von Nijhof beschriebene Zugang zum
Kaninchenfemur operationstechnisch unkompliziert und stellt bei entsprechender
Beherrschung keine signifikante EinflussgréfRe in den Versuchsreihen dar.
Entsprechende Beherrschung des Operationsverfahrens wurde wahrend eines

mehrtagigen Aufenthalts bei Nijhof erworben.

Dass die verwendeten Kaninchen allesamt untereinander verwandte Stubenkaninchen
aus einem Zuchtbetrieb ohne natirliche Umweltexposition waren, lasst zumindest die
theoretische Uberlegung zu, dass bei den Versuchstieren immunologische Defizite,
eventuell auch genetisch bedingt, vorgelegen haben kénnten. Fir die Ergebnisse der
durchgefiihrten Pilot- und Hauptstudie spielt dies allerdings insofern keine Rolle, als
eine ahnliche Immunkompetenz und eine geringe Exposition gegeniber anderen als
dem in den Versuchen verwendeten Keim zu einer Minimierung der interindividuellen
Varianz der Immunantwort auf die Keiminduktion fohren und deshalb fir die

Aussagekraft der Studienergebnisse eher vorteilhaft sind.

Die hohe Pathogenitdt von Staphylococcus aureus und die klinische Erfahrung
teilweise fataler Verlaufe von Staphylococcus-aureus-Infektionen waren der Grund, in
den vorliegenden Studien einen Methicillin-resistenten Staphylococcus-aureus-Stamm
(MRSA) zur Induktion der Knocheninfektion zu verwenden. Es wurde ein MRSA-
Stamm (EDCC 5246) ausgewahlt, der im Rahmen eines Revisionseingriffs aus einer
FuBwunde beim Menschen gewonnen worden war und sich durch eine breite
Antibiotika-, insbesondere hohe Gentamicin-Resistenz (MIC > 64 yg/ml) auszeichnete.
Dadurch sollte bei méglichst vielen Tieren, die keinen Silberknochenzement appliziert
bekommen hatten, eine Infektion hervorgerufen werden, um die etwaige
Immunkompetenz eines Tieres und die Wirksamkeit von Gentamicin in Gentamicin-
PMMA 2,5% als Ursachen fir ein Ausbleiben einer Knocheninfektion ausschlief3en und

damit die antibakterielle Wirksamkeit von Silberknochenzement bestimmen zu kénnen.

Klinisch schwer zu beherrschende Infektionen werden auch durch andere Keime als
den Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) hervorgerufen. Hierzu
zahlen insbesondere der Methicillin-resistente Staphylococcus epidermidis (MRSE),

Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) und Betalaktamase(ESBL)-produzierende
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Enterobacteriaceae. Ob und inwiefern Silber eine antimikrobielle Wirksamkeit
gegenuber solchen anderen Problemkeimen besitzt, die zum Teil sehr unterschiedliche
Eigenschaften und Charakteristika aufweisen, sollte Gegenstand weiterfihrender
Forschung auf Grundlage der vorliegenden Untersuchung sein.

In der in-vitro-Versuchsreihe war die Silberkonzentration schrittweise von 0,1% uber
0,5% bis 1,0% soweit gesteigert worden, bis bereits bei einer gewichtsbezogenen
Beimischung von 1,0% mikroporésem Silber zu Polymethylmethacrylat(PMMA)-
Knochenzement kein bakterielles Wachstum mehr nachgewiesen werden konnte. Eine
mdglichst geringe Silberbeimischung ist dabei anzustreben, um zytotoxische Effekte zu
minimieren und die biomechanischen Eigenschaften des Knochenzements,
insbesondere die Festigkeit bei Verformung unter zyklisch wiederkehrender Belastung
(fatigue behaviour), nicht zu verandern. Da Silber ein weiches, gut verformbares Metall
ist, ist nicht auszuschliel3en, dass die Festigkeit von Silberknochenzement abnimmt, je
groRer die Silberkonzentration darin ist. Das Fatigue-Verhalten von MikroSilber-

Knochenzement 1% sollte deshalb in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

Fur die in-vivo-Versuchsreihe standen Gentamicin-PMMA 2,5% und antibiotikafreier
Knochenzement (Plain PMMA) als Kontrolle zur Verfigung. Gentamicin-PMMA 2,5%
wurde ausgewahlt, weil zum Einen in Deutschland und anderen europaischen Landern
nicht nur in der Revisions-, sondern auch in der Primérendoprothetik antibiotikahaltiger
Knochenzement verwendet wird, weil dies analog den Ergebnissen des Norwegischen
Endoprothesenregisters zur geringsten Komplikationsrate fuhrt. Somit spiegelt die
Verwendung von Gentamicin-PMMA 2,5% in der Hauptstudie die klinisch gangige
Praxis wider. Zum Anderen bot Gentamicin-PMMA 2,5% gegeniber antibiotikafreiem
Knochenzement (Plain PMMA) den Vorteil, dass durch den Gentamicin-Zusatz die
Kontamination mit Gentamicin-sensiblen Umgebungskeimen peri- und postoperativ
reduziert und dadurch das Wachstum des inokulierten MRSA-Stamms EDCC 5246

nicht limitiert wird.

Um die antimikrobielle Wirksamkeit von MikroSilber 1% im Vergleich zu Gentamicin
2,5% zu testen und dabei die individuelle Immunkompetenz der Tiere als Parameter
auszuschalten, musste zunéchst in einer Pilotstudie die Dosis MRSA EDCC 5246
bestimmt werden, die bei mdglichst allen Versuchstieren zu einer klinisch manifesten
Infektion flhrt. Dazu hatte man die zur Verfigung stehenden 8 Kaninchen in 2 Gruppen
zu je 4 Tieren aufteilen und von vornherein nur hohe Keimdosen (107 und 10°) testen

kénnen. Um aber gerade die zur sicheren Infektinduktion notwendige Keimdosis zu
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ermitteln und vorzeitige Verluste durch septische Todesfalle sowohl in der Pilotstudie
als auch im Hauptversuch zu vermeiden, sollte auch hier die Keimdosis MRSA EDCC
5246 nur so lange schrittweise gesteigert werden, bis alle Tiere der Gruppe eine
klinisch fassbare Infektion entwickeln. Die Kaninchen wurden deshalb in 4 Gruppen zu
je 2 Tieren aufgeteilt. Dass kein Versuchstier nach Inokulation von 10* MRSA EDCC
5246 Infektzeichen aufwies, bei 10° und 10° jeweils nur 1 Tier erkrankte und erst die
Keimdosis von 10’ MRSA bei beiden Kaninchen zu einer klinisch manifesten Infektion
fuhrte, ist ein plausibles Ergebnis, aufgrund dessen im Hauptversuch Keimdosen von
10" und 10® MRSA EDCC 5246 verwendet wurden.

Fur den Hauptversuch wurde der Einsatz von 20 Tieren genehmigt, so dass bei 10
Tieren MikroSilber 1% und als Negativkontrolle bei 10 Tieren Gentamicin-PMMA 2,5%
getestet werden konnte. Im Sinne der statistischen Auswertung wéare eine grol3ere
Anzahl als 20 Tiere zwar wilnschenswert gewesen, um auf der Vierfelder-
Kontingenztafel in jedem Feld zumindest wenigstens 5 Tiere verzeichnen zu kénnen
und insgesamt dezidiertere Ergebnisquotienten zu erhalten. Die Zahl von 20 Tieren

erwies sich jedoch als ausreichend, um statistisch signifikante Ergebnisse zu erzielen.

Die operativen Eingriffe selbst verliefen komplikationslos. Wahrend der Pilotstudie
zeigte sich allerdings, dass es nach der Inokulation der Keimdosis bei der Einbringung
des Knochenzements zu einem geringfligigen Austritt des Inokulats kommt, so dass
das Operationsverfahren noch in der Pilotstudie dahingehend modifiziert wurde, dass
zuerst eine geringe Menge Knochenzement in der Mitte des Bohrkanals im Femur als
Pfropf zum Verschluss des Markraums eingebracht wurde und dann, solange der
Zement noch weich war, die Keimdosis durch den Zementpropf hindurch in die Tiefe
des Bohrkanals injiziert und erst dann der Markraum vollstdndig auszementiert wurde.
Auf diese Weise konnte gewahrleistet werden, dass bei allen Tieren die vorgesehene

Keimdosis vollstandig appliziert wurde.

Die Kontrolle und Protokollierung der Aktivitdt, Futter- und Wasseraufnahme,
Kdrpertemperatur, des Korpergewichts und der Wundverhéltnisse erfolgte taglich. Die
Feststellung eines schweren septischen Krankheitsverlaufs hatte zur vorzeitigen
T6tung der Tieres zur Vermeidung von Schmerzen und Leiden gefiihrt. Die Kaninchen
wurden vor der tddlichen Injektion von Nembutal i.p. in Narkose versetzt, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass alle Tiere vor und bei Eintritt des Todes tief

bewusstlos waren und kein Todeskampf stattfand.
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Die mikrobiologisch und histopathologisch aufwendige Aufarbeitung und Beurteilung
der gewonnenen Proben war notwendig, um nicht nur eine Infektion an sich
nachzuweisen, sondern durch Identifikation individueller DNA-Sequenzen und
Darstellung des DNA-Musters in der Pulsfeld-Gelelektrophorese den inokulierten
MRSA-Stamm eindeutig wiederzuerkennen und eine Infektion durch Kontamination mit

anderen Keimen als dem inokulierten MRSA-Stamm auszuschliefl3en.

4.5 Fazit

In der durchgefiihrten Pilot- und Hauptstudie zeigten sich bei allen Tieren entweder in
allen oder keiner Kategorie Infektionszeichen. Es lag eine vollstandige
Ubereinstimmung von klinischem, réntgenologischem, mikrobiologischem und
histopathologischem Befund vor, so dass alle Ergebnisse als richtig positiv oder richtig
negativ anzusehen sind. Die Sensitivitat und die Spezifitat der Versuchsreihen betragt

somit jeweils 100%.

Die Uberzeugende Wirksamkeit von MikroSilber 1% aus den in-vitro-Versuchen zeigte
sich auch in vivo beim Kaninchen. Die Pathogenitat und Gentamicin-Resistenz des
inokulierten MRSA EDCC 5246 waren hoch genug, um bei jedem Tier, das Gentamicin-
Knochenzement appliziert bekam, eine Kklinisch manifeste Infektion hervorzurufen.
Dass bei 7 von 10 Tieren aus der MikroSilber-Gruppe kein Infekt nachzuweisen war,
kann deshalb weder auf Zufall noch eine hdhere Immunkompetenz der
entsprechenden Tiere, sondern allein auf die antimikrobielle Wirksamkeit von
MikroSilber 1% in PMMA-Knochenzement zuriickgefiihrt werden. Im Unterschied zu
herkdmmlichem Silberpulver liegt MikroSilber 1% aufgrund der geringen Grof3e seiner
Priméarpartikel homogen verteilt in Knochenzement vor. Das metallische, ungeladene
Vorliegen der MikroSilber-Partikel fuhrt dariber hinaus zu einer wesentlich
kontrollierteren Freisetzung von Silberionen als bei der Verwendung von Silbersalzen,
wodurch die Oberflache des MikroSilber-Knochenzements insgesamt gleichméafig
durch gerade so viele Silberionen antimikrobiell abgeschirmt wird, dass bakterielles
Wachstum vollstdndig gehemmt wird, aber keine zytotoxischen Effekte in anliegendem

Gewebe auftreten.
Da die Wirkung von MikroSilber in Knochenzement auf den Knochenzement

beschrankt bleibt, dient MikroSilber-Knochenzement priméar der Prophylaxe bakterieller

Infektionen. FUr die Therapie bereits manifester Infektionen kann MikroSilber-
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Knochenzement nur in Kombination mit anderen Strategien (chirurgisches

Debridement, lokale und systemische Antibiose) eingesetzt werden.

5 Schlussfolgerung

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit von elementarem, ungeladenem
Silber in Form von Mikropartikeln wurde eine Versuchsreihe geplant und durchgefinhrt,
bei der zunéchst in einer in-vitro-Studie nachgewiesen wurde, dass eine
gewichtsbezogene Beimischung von 1,0% MikroSilber ausreicht, um das Wachstum
eines MRSA-Stamms mit hoher Antibiotika-Resistenz auf PMMA-Knochenzement
vollstdndig zu inhibieren, ohne zytotoxische Effekte auf anliegende Fibroblasten zu

verursachen.

In der nachfolgenden in-vivo-Pilotstudie zeigte sich, dass eine Keimdosis von
mindestens 10" KBE desselben MRSA-Stamms notwendig ist, um bei allen

eingesetzten Kaninchen eine manifeste Infektion herbeizufiihren.

In der in-vivo-Hauptstudie schlieBlich fuhrte die Applikation von MikroSilber-
Knochenzement 1% zu einer um 70% geringeren Rate an Infektionen, die durch
Keimdosen von 10’ und 10® KBE MRSA induziert worden waren, als die Verwendung

von Gentamicin-Knochenzement 2,5%. Das Ergebnis ist statistisch signifikant.

Die Planung, Vorbereitung und Durchfihrung der Versuchsreihen verlief
komplikationslos, insbesondere der vorzeitige Verlust von Versuchstieren konnte
vermieden werden. Die geringe Anzahl an Kaninchen (8 fur die Pilotstudie, 20 fur die
Hauptstudie), die genehmigt wurde, erwies sich als ausreichend, um ein valides

Ergebnis zu erzielen.

Fur kinftige Untersuchungen ist zu beachten, dass die Fatigue-Eigenschaften von
PMMA-Knochenzement durch die Zugabe von Silber moglicherweise verandert werden
und deshalb genau gepruft werden missen. AulRerdem sind analog der in-vitro-Studie
auch in-vivo-Biokompatibilitditsuntersuchungen notwendig, um zytotoxische Effekte
auszuschlieRen. Von besonderem wissenschaftlichen und klinischen Interesse ist, ob
antibiotikaresistente Keime wie MRSA im Lauf der Zeit auch gegenuber Silber

Resistenzen entwickeln.
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6 Zusammenfassung

Infektionen durch antibiotikaresistente Bakterien wie den Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA) stellen schwerwiegende Komplikationen in der
Endoprothetik dar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, silberhaltigen Knochenzement
auf antimikrobielle Wirksamkeit zu testen. Silber lag hierbei elementar und ungeladen
in Mikropartikeln (MikroSilber) vor. Die Silberkonzentration sollte gerade ausreichen,
um das Wachstum eines MRSA-Stamms mit hoher Gentamicin-Resistenz vollstéandig

zu hemmen, zytotoxische Effekte in anliegendem Gewebe aber zu vermeiden.

In vitro wurde zunachst mit Hilfe eines Proliferations-Assays die Silberkonzentration
bestimmt, die zur vollstandigen Inhibition bakteriellen Wachstums auf PMMA-
Knochenzement-Proben fihrte. In der folgenden in-vivo-Pilotstudie wurde in einem
Kaninchenmodell die Keimdosis bestimmt, die bei jedem Versuchstier eine manifeste
Infektion hervorrief. In der in-vivo-Hauptstudie wurden den Tieren eine von zwei
verschiedenen MRSA-Dosen und Gentamicin- oder MikroSilber-Knochenzement
appliziert. Nach 14 Tagen wurden die Tiere geopfert und anhand Kklinischer,
radiologischer, mikrobiologischer und histopathologischer Kriterien als infiziert oder

nicht infiziert eingestuft.

Es zeigte sich, dass eine Silberkonzentration von 1,0% in PMMA-Knochenzement
ausreichte, um das Wachstum von MRSA in vitro vollstandig zu hemmen. Zytotoxische
Effekte in anliegenden Zellen traten nicht auf. Zur Induktion einer manifesten Infektion
war eine Keimdosis von 10’ KBE MRSA notwendig. Bei der Verwendung von
MikroSilber-Knochenzement 1% zeigte sich eine um 70% geringere Rate an
Infektionen, die durch 10" und 10® KBE MRSA induziert worden waren, als bei der
Verwendung von Gentamicin-Knochenzement 2,5%. Das Ergebnis ist statistisch

signifikant.

Werden die biomechanischen Eigenschaften von PMMA-Knochenzement durch die
Zugabe von MikroSilber nicht beeintrachtigt, sind auch in vivo keine zytotoxischen
Effekte in anliegendem Gewebe nachweisbar, und kommt es zu keiner bakteriellen
Resistenzentwicklung gegeniber Silber, steht mit MikroSilber-Knochenzement ein
neues Biomaterial fur die Prophylaxe von Infektionen in der Endoprothetik zur

Verfligung.
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Summary

7 Summary

Infections caused by antibiotic resistant bacteria such as methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) pose fatal complications in joint arthroplasty. The aim
of this work was to test the antimicrobial efficacy of bone cement containing
microparticles of elementary, unloaded silver (MicroSilver). The silver concentration
was intended to be sufficient to inhibit completely the proliferation of a MRSA strain

with high gentamicin resistance, while avoiding cytotoxic effects in adjacent tissue.

First, by means of a proliferation assay the silver concentration necessary to inhibit
bacterial proliferation completely on PMMA bone cement samples was determined in
vitro. In the consecutively performed in vivo pilot study, the germ dose necessary to
provoke an apparent infection was assessed using a rabbit model. In the in vivo main
study, the animals then received one of two different MRSA doses, and bone cement
containing either Gentamicin or MicroSilver. After 14 days the animals were sacrificed
and judged infected or non-infected on the basis of clinical, radiologic, microbiologic,
and histopathologic criteria.

A silver concentration of 1.0% in PMMA bone cement appeared sufficient to inhibit
MRSA proliferation completely in vitro. Cytotoxic effects in adjacent cells were not
observed. A germ dose of 10" colony forming units (CFU) was necessary to induce an
apparent infection in each animal. With the application of 1% MicroSilver bone cement
the rate of infections induced by 10’ and 10® CFU MRSA was reduced by 70%
compared to the application of 2.5% Gentamicin bone cement. The result is statistically

significant.

Unless the biomechanical properties of PMMA bone cement are impaired by the
adding of MicroSilver, cytotoxic side-effects in adjacent tissue are detected in vivo, and
bacteria develop resistance against silver, MicroSilver bone cement represents a new

biomaterial available for the prophylaxis of infections in joint arthroplasty surgery.
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