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Bei jedem chirurgischen Eingriff an kndchernen Strukturen, wie
beispielsweise der intraoralen Transplantation von Knochenbldcken,
besteht das Risiko, dass Krankheitserreger in den Defektbereich
gelangen und zu einer Entziindung fiihren. Der vorliegende Artikel
beschreibt die Untersuchungsergebnisse einer neuen Studienserie,
die mittels ausgedehnter In-vitro- und praklinischer In-vivo-Metho-
den die Eignung des allogenen Spenderknochens der Cells+Tissue-
bank Austria (C+TBA) als Tragersubstanz fur Clindamycin, Genta-
micin, Vancomycin sowie einer Kombination aus Vancomycin und
Rifampicin im Hinblick auf Biofilmbildungen analysiert.
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Der Verlust von Knochengewebe
kann im gesamten Koérper auftreten
und ist zahlreichen Ursachen zuzu-
schreiben. Wahrend in der Orthopadie
und Unfallchirurgie ein GroBteil dieser
Félle auf Traumata zurlickzufiihren ist,
lasst sich in der Kieferchirurgie haufig
eine Resorption des Kieferknochens
aufgrund von Zahnlosigkeit und der
damit verbundenen fehlenden Kau-
belastung feststellen. Weiterhin kdnnen
Tumore, Zysten, systemische Erkran-
kungen und Infektionen des Knochens,
auch Osteomyelitiden genannt, einen
substanziellen Knochenverlust bewir-
ken. Bei jedem chirurgischen Eingriff
an kndchernen Strukturen, wie bei-
spielsweise der intraoralen Transplan-
tation von Knochenbldcken besteht das
Risiko, dass Krankheitserreger in den
Defektbereich gelangen und zu einer
Entziindung fihren.

Antibiotikaprophylaxe

Da eine Osteomyelitis haufig eine per-
sistierende Infektion darstellt, welche

mit schwerwiegenden Komplikationen
sowie einer aufwendigen Behandlung
assoziiert wird, gilt es, diese in jedem Fall
zu vermeiden. Oftmals werden Eingriffe
zwar unter Gabe einer systemischen
pré-, peri- oder postoperativen Antibio-
tikaprophylaxe durchgefiihrt, diese kann
jedoch lediglich ein begrenztes Spektrum
von Erregern erfassen und substanzspe-
zifische Nebenwirkungen verursachen.
Bei einer bereits bestehenden Osteo-
myelitis sollte eine Probe zur mikro-
biologischen Untersuchung entnommen
werden. Mithilfe des hierliber erstellten
Antibiogramms kann der behandelnde
Arzt dann festlegen, welche Antibiotika
fur die Behandlung des Erregers indi-
ziert sind. Neben einer umfangreichen
Therapie, welche eine systemische Anti-
biotikagabe, mehrmaliges Debridement,
Jet-Lavagen und mikrobiologische Unter-
suchungen beinhalten sollte, bietet die
Maglichkeit einer lokalen Antibiotika-
behandlung ein wertvolles Instrument
zur gezielten Wirkstofffreisetzung.

Vor allem in der Orthopddie hat sich
das Beladen der eingesetzten Biomate-

rialien mit Antibiotika als valides Kon-
zept fiir die Infektionsprophylaxe und
Behandlung etabliert, findet aber auch
bei kieferchirurgischen Eingriffen An-
wendung. Die lokale Applikation der
Antibiotika bietet gegeniiber der syste-
mischen Gabe einige Vorteile. Hierliber
kann eine hohe lokale Wirkstoffkonzen-
tration oberhalb der minimalen bakteri-
ziden und/oder hemmenden Wirkstoff-
konzentration ohne eine systemische
Belastung sowie eine kontinuierliche
Freisetzung im Defektbereich erzielt
werden, wodurch das Risiko einer Re-
sistenzbildung maBgeblich vermindert
wird. Hierflr ist es essenziell, dass das
verwendete Knochenersatzmaterial als
Trdgerstoff fungiert, aus welchem das
Antibiotikum retardiert freigesetzt wird.
Gegenwartig werden hierflr im ortho-
padischen Gebrauch haufig antibiotika-
beladene Knochenzemente, verstarkt
jedoch auch andere Materialien wie
gefriergetrockneter menschlicher Spen-
derknochen, erfolgreich eingesetzt.

Mineralisierter allogener Spenderkno-
chen, auch mineralized bone allograft
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raft ® bonebuilder
ellar Knochenblock:

(MBA) genannt, hat sich als ideales
Material bei der Regeneration groBer
und ausgedehnter Knochendefekte be-
wahrt und findet zunehmend Anwen-
dung in der Zahnheilkunde (Abb. 1).

Umsetzbarkeit einer
Antibiotikabeladung

Die Umsetzbarkeit einer Antibiotikabe-
ladung von humanem Spenderknochen
zur Infektionsprophylaxe wurde bereits
in einigen Studien untersucht, welche
gezeigt haben, dass diverse Antibio-
tika sehr gut am Knochengewebe
adharieren und aus diesem verzogert
freigesetzt werden konnen. So kénnen
das humane Knochengranulat und
auch Knochenersatzmaterialblocke vor
der Einbringung mit einer beliebigen
Kombination aus Aminoglykosiden,
Betalaktamen, Lincosamiden, Glyko-
peptiden, Ansamycinen und Fluorchi-
nolonen beladen werden. In diesem
Zusammenhang haben klinische Unter-
suchungen bereits gezeigt, dass hohe
lokale Antibiotikakonzentrationen im
Transplantationsbereich kdrpereigenen
Gewebezellen einen selektiven Vorteil
gegenlber Pathogenen bei der Besied-

Abb. 1: CAD/CAM-Blockdesign und final gefraster, allogener Knochenblock der C+TBA. a) Virtuelle
dreidimensionale Rekonstruktion des Defekts und geplanter Knochenblock (blau). b) Patientenindivi-
duell gefréster, allogener Knochenblock. c) Klinische Situation bei Wiedererdffnung sechs Monate nach
Augmentation: Die augmentierte Zone zeigte vitales Knochengewebe und ausreichendes Knochen-

volumen zum Setzen der Implantate.!

lung des Fremdmaterials ermdglichen
und die Knochengewebeheilung hier-
durch nicht unterbunden wird.

Antibiotikabeladung und Frei-
setzung der C+TBA Allografts

Im Rahmen einer neuen Studienserie
wurde mittels ausgedehnter In-vitro- und
praklinischer In-vivo-Methoden die Eig-
nung des allogenen Spenderknochens
der Cells+Tissuebank Austria (C+TBA)
als Tragersubstanz fiir Clindamycin,
Gentamicin, Vancomycin sowie einer
Kombination aus Vancomycin und
Rifampicin im Hinblick auf Biofilm-
bildungen analysiert. Hierflir wurden
Losungen der jeweiligen Antibiotika
hergestellt, um damit eine Rehydration
der humanen Knochensubstanz durch-
zufiihren. Die Beladung des Materials
gestaltet sich somit sehr einfach und ist
nach einer zehnmin(tigen Inkubation
bei einem Mischungsverhaltnis von
Iml Granulat je 1ml Lésung (1:1) ab-
geschlossen. Die Antibiotikakonzentra-
tionen im Knochenblock wurden initial
semiquantitativ Gber einen Hemmhof-
test bestimmt. Hierfir wurde eine Re-
gressionsanalyse mittels einer Verdin-
nungsreihe und der korrespondieren-
den HemmhofgréBe durchgefiihrt. Bei
der Kontrollmessung der initialen Anti-
biotikakonzentration im Spenderkno-
chen unmittelbar nach der Beladung
zeigte Clindamycin mit 325,5mg/ml
die hochste Konzentration, gefolgt von
Gentamicin mit 39,8 mg/ml, der Kombi-
nation von Vancomycin und Rifampicin
mit 25,5mg/ml und schlieBlich Van-
comycin, welches mit 14,6 mg/ml die
geringste Konzentration aufwies. Der
spongidse Knochen der C+TBA bietet
mit seinem Netzwerk aus interkonnek-
tiven Poren eine groBe Oberflache fiir
die Adsorption der Antibiotika, diese
wird jedoch neben der Kapazitdt und
Beschaffenheit der Trdgersubstanz
durch weitere Faktoren bestimmt. So
ist beispielsweise die Loslichkeit der
antibiotischen Agenzien eine zentrale

Determinante fiir deren Aufnahme
und Freisetzung. Da der humane Spen-
derknochen einen Kollagenanteil von
etwa 30 % besitzt, ist es weiterhin sehr
wahrscheinlich, dass die EiweiBbin-
dung der Antibiotika einen Einfluss auf
deren Konzentration im Trager nimmt.
Die Gesamtmenge eines Antibiotikums
im Knochenblock besitzt jedoch keine
Aussagekraft bezliglich der Wirksam-
keit, sodass es deutlich wichtiger ist, die
minimale bakterizide/hemmende Kon-
zentration zu betrachten (Tab. 1). Hier
zeigt sich, dass die Ausgangskonzen-
tration aller Antibiotika weit (iber der
minimalen Hemmkonzentration liegt.?
Um die Freisetzung der Antibiotika aus
dem humanen Knochenblock in vivo
Zu bestimmen, wurden diese zur Fil-
lung von Knochendefekten in der Tibia
von Kaninchen verwendet. Fir jedes
untersuchte Antibiotikum wurden vier
Versuchstiere verwendet, wobei die
Explantate nach 24 und 72 Stunden
auf ihren Wirkstoffgehalt untersucht
wurden. Hierfir wurde erneut die
zuvor erstellte Regressionsgerade zur
semiquantitativen  Konzentrationsbe-
stimmung verwendet. Da nur ein Teil
des Antibiotikums in die humane Spon-
giosa aufgenommen werden kann,
ist eine erhohte initiale Wirkstofffrei-
setzung unmittelbar nach der Implan-
tation zu erwarten, welche zu einer
starken bakteriziden und/oder bakte-
riostatischen Wirkung im Defektbereich
fihrt und somit eukaryotischen Zellen
einen Vorteil bei der Materialbesied-
lung bietet. Dadurch wird das Risiko fiir
Infektionen und Komplikationen bei der
Defektheilung deutlich reduziert.

Wirkstofffreisetzung

Die Wirkstofffreisetzung der unter-
suchten Antibiotika aus dem humanen
Knochenblock unterscheidet sich zum
Teil deutlich. Wéhrend die kumulative
Wirkstofffreisetzung von  Clindamy-
cin nach 24 Stunden 54,6 % betrdgt,
liegt die von Vancomycin bei 40,6 %,



Clindamycin
Antibiotikatyp Lincosamid
Proteinbindung 94 %3
MHK90 (MRSA) 0,00025mg/ml?
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Vancomycin Gentamicin Rifampicin
Glykopeptid Aminoglycosid Ansamycin
46 %* <15%° 87-97%°
0,00075mg/ml? 0,00025mg/m/? 0,00025mg/m/?

Tab. 1: Untersuchte Antibiotikatypen mit deren Proteinbindung und minimaler Hemmkonzentration.

von Gentamicin bei 67,3 % und die bei
der Kombination von Vancomycin und
Rifampicin  bei 25%. Der kumula-
tive verbleibende Wirkstoffgehalt im
Knochengranulat betragt 7,142 mg/ml
fur Clindamycin, 0,057 mg/ml fir Van-
comycin, 0,00063 mg/ml fir Gentami-
cin und 0,2961mg/ml fiir die Kombi-
nation aus Vancomycin und Rifampicin
und somit das 28.568-, 76-, 2,52- und
1.184-Fache der fiir diese Wirkstoffe
ermittelten minimalen Hemmkonzen-
tration, bei welcher 90 % von 240 unter-
suchten MRSA-Stdmmen kein Wachs-
tum mehr zeigen.? Da Osteomyelitiden
haufig durch Staphylokokkenstamme
verursacht werden, ist gerade die Wirk-
samkeit der Antibiotika gegentiber Er-
regern dieser Gattung sehr wichtig und
aussagekraftig.

Bei der Explantation des humanen
Knochengranulates nach 72 Stunden
zeigt sich eine kumulative Wirkstoff-
freisetzung von 67,6 %, 44,6 %, 77,6 %
und 26,3 % fur Clindamycin, Vancomy-
cin, Gentamicin und der Kombination
aus Vancomycin und Rifampicin. Der
kumulative verbleibende ~ Wirkstoff-
gehalt in der Tragersubstanz betragt
nach 72 Stunden 0,14738mg/ml fiir
Clindamycin, 0,02939 mg/ml fir Vanco-
mycin, 0,000068mg/ml fiir Genta-
micin und 0,05383 mg/ml fiir die Kom-
bination aus Vancomycin und Rifam-
picin und liegt damit, abgesehen von
Gentamicin, erneut maBgeblich dber der
MHK90. Der Vergleich der beiden Zeit-
punkte verdeutlicht, dass ein GroBteil
der Antibiotikafreisetzung bereits inner-
halb der ersten 24 Stunden stattfindet,
wahrend der Anteil des freigesetzten
Antibiotikums im Zeitraum zwischen 24
und 72 Stunden nach der Implantation
verhaltnismaBig deutlich geringer ist.
Hierdurch werden die hohe anfangliche
Freisetzung des Wirkstoffes aus dem
Knochengranulat sowie die Praktikabi-
litdt einer Antibiotikabeladung von hu-
manem Knochengranulat verdeutlicht.

Die Auswertung zeigt, dass der hu-
mane Knochenblock der C+TBA sich
hervorragend mit verschiedenen Anti-
biotika beladen ldsst und initiale
Wirkstoffkonzentrationen, welche um
ein Vielfaches Uber der fir 240 MRSA-
Stammen ermittelten MHK90 liegen,
erzielt werden kdnnen. Trotz der hohen
initialen  Wirkstofffreisetzung, welche
zu einer deutlichen Abnahme der Anti-
biotikakonzentration im Trdger inner-
halb der ersten 24 Stunden fuhrt, wird
die MHK90 in den explantierten Pro-
ben fiir keine der getesteten Substan-
zen hiernach unterschritten und auch
nach 72 Stunden liegt die Konzentra-
tion dieser mit Ausnahme von Genta-
micin deutlich Uber der MHK90. Die
hohe lokale Wirkstofffreisetzung kann
weiterhin einer Infektion im Defekt-
bereich vorbeugen oder dazu dienen,
Erreger bei einer bereits bestehenden
Osteomyelitis effektiv und ohne syste-
mische Belastung zu bekampfen.

Da die Oberflachen von in den Kérper
eingebrachten Substanzen wie Zahn-
und Huftkopfimplantaten, aber auch
von Biomaterialien wie Knochengra-
nulat von biofilmbildenden Mikroorga-
nismen befallen werden kénnen, ist es
auBerdem interessant, dass die Kombi-
nation von Vancomycin und Rifampicin
die geringste Freisetzung aus dem Kno-
chengranulat aufweist und somit Uber
einen langeren Zeitraum eine wirksame
Konzentration dieser Antibiotika im
Trdger verbleibt. Die Behandlung von
Biofilmbildnern gestaltet sich oftmals
als langwierig und komplex, da sich
bei diesen haufig Resistenzbildungen
beobachten lassen. So zeigte eine
kurzlich veréffentlichte In-vitro-Studie
die Resistenz eines biofilmbildenden
Staphylococcus-epidermidis-Stammes
gegeniiber Vancomycin, Teicoplanin,
Oxacilin, Rifampicin und Gentamicin,
wobei die getesteten Glykopeptide die
Biofilmbildung sogar verstarken. Die
Kombination von Glykopeptiden mit

Ansamycinen (Vancomycin mit Rifam-
picin) zeigte jedoch eine bakterizide
Wirkung auf die Biofilmbildner, sodass
eine Beladung von allogenem Spen-
derknochen mit einer Kombination aus
diesen Antibiotika ausgezeichnet flr
die Pravention und Therapie einer Bio-
filmbildung verwendet werden kann.

Zusammenfassung

Zusammenfassend 1dsst sich sagen,
dass humaner Spenderknochen einen
gut geeigneten Tragerstoff flr ver-
schiedene Antibiotikatypen zur Infek-
tionsprophylaxe darstellt. Alle der hier
getesteten Substanzen weisen eine bak-
teriostatische oder bakterizide Wirkung
gegeniiber Staphylokokken, welche die
haufigsten Erreger von Osteomyelitiden
reprasentieren, auf und verbleiben mit
Ausnahme von Gentamicin auch nach
72 Stunden noch in einer ausreichenden
Konzentration im Knochenblock, um das
Wachstum von Mikroorganismen effek-
tiv zu unterbinden. Die starke initiale
Wirkstofffreisetzung aus den Knochen-
blécken, wodurch hohe Wirkstoffspiegel
im Defektbereich erzielt werden kénnen,
verdeutlicht zusatzlich die Mdglichkeit
einer adjuvanten Behandlung bei bereits
bestehender Osteomyelitis. Nach einem
umfangreichen Debridement kann das
wirkstoffbeladene Knochengranulat in
den Defektbereich eingebracht werden
und so den behandelnden Arzt zusatz-
lich zu den chirurgischen MaBnahmen
und einer systemischen Antibiotikagabe
unterstutzen.
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