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Bevezetés

A motorizacio elterjedésével gyakoriva valtak a nagyenergidju sériilések és nétt a szdmaranya
a sulyos lagyszoveti, iziileti és csontsériiléseknek. A 1étrejovo szovetkarosodas eldsegiti a
mikroorganizmusok sikeres multiplikaciojat jelenti a szervezetben. Fert6zés akkor alakul ki,
ha egy baktérium képes elegendd szamban megsokszorozni dnmagat, mieldtt a szervezet
eltavolitana. Traumatoldgiai ellatasok sordn gyakran talalkozunk szeptikus folyamatokkal. A
pyogen csontfertézések manapsag is nagy kihivast jelentenek az ellatdé sebész szamara.
Napjainkban az exogén osteitis, osteomyelitisek szdma szaporodik. A kérokozok részben a
kornyezd lagyrészek gennyes folyamataibodl, részben sériilések, nyilt térések, csonton végzett
miitéti beavatkozasok soran fertézik meg a csontot. Zart torések osteosynthesisei utan 1 — 3%-
ban, nyilt torések utdn 8 — 10%-ban fordul eld osteomyelitis. Exogén, purulens osteitis johet
létre komplikalt torés, 16vés, szilank sériilés okozta torés, osteosynthesisek, amputdciok,
csonttranszplantacid utan. A fert6zés a csontra per-continuitatem terjed at, érinti a csontvel6t,
a periosteumot, €s a csont compact allomanyat is. A devitalizalt csontdarabokbol, szabad
szilankokbol kialakult necroticus részek jo taptalajt biztositanak a korokozdok szamara. A
chronicus osteomyelitisek kezelésében meghatirozd az ép szovetig hatold, kiterjesztett
sebészi debridement ¢és a hosszantartd, célzott parenteralis antibiotikus terapia mellett, a
lokalis baktericid szintet biztosito antibiotikumot tartalmazo6 implantatum is.

A traumatologiai gyakorlatban néhany évtizede jdonsagként jelent meg a lokalis
antibiotikus védelem lehetdsége, melynek gyakorlata foként tapasztalati elveken nyugszik. Az
antibiotikus Oblitések kapcsan az 0blitd folyadék mechanikus szerepén tilmenden, a
mosoéfolyadékbdl az antibiotikumok, a szovetek, implantatumok felszinén elhelyezkedd
baktériumokat is képesek eldlni.

A védekezés ezen forméjaban szelektalni sziikséges az antibiotikumok kozott. Az
antibiotikumnak vizoldékonynak és hdstabilnak kell lennie, hogy kibirja a csontcement
polimerizacidjakor felszabadul6 hét, mely akar a 100 C°-ot is meghaladhatja. Az antibiotikum
nem befolyasolhatja a csontcement mechanikai tulajdonsagait, és hozzaférhetonek kell lennie
por forméjdban. Ezen kritériumok alapjan csak néhany antibiotikum johet szoba. Eddigi
ismereteink szerint a hasznalatos antibiotikum a gentamicin, az oxacillin és a cefuroxim.
Eurdpan kiviil, foleg Eszak-Amerikaban hasznalatos a tobramicin, a vancomycin, illetve a

clindamycin, az eritromicin, valamint cefalosporinok: cefazolin, cefotaxim, cefamandol.



Vizsgalataink célja

A septicus sebészetben, traumatologidban és ortopédidban hasznalatos antibiotikum hordoz6 a
PMMA. A csontsebészetben csontcementként hasznalt anyag egyik fontos felhasznalasi
Mint lokalis antibiotikum hordozo, a kereskedelmi forgalomban is kaphaté Gentamicin
golyolanc vagy antibiotikum tartalmti spacer forméjaban. Localis antibiotikus kezelésre
héstabil, vizoldékony ¢és por formaban hozzaférhetd antibiotikumok alkalmazhatok, mert a
PMMA polimerizacidja sordn igen magas h6 szabadul fel (80-100 °C), mely karositja az
antibiotikum szerkezetét. Ilyen tulajdonsdgokkal csak néhdny antibiotikum rendelkezik, igy
nagyon besziikiil a célzottan lokalisan adhat6 antibiotikumok kore. Ha a polimerizacié mar
lezajlott, akkor megszlinik a héhatas, igy gyakorlatilag barmely antibiotikum elhelyezhetd egy
PMMA-bol késziilt hordozd edényben (kapszuldban), ha az antibiotikum annak falan
penetralni képes. Az eldre legyartott és sterilizalt kapszuldkban ismert mennyiségili, az
antibiogram alapjan célzottan adhatd antibiotikum. A kivalasztott antibiotikum steril
kapszuldkba valo toltése a mutét elétt, de akar a mitét kozben is elvégezhetd. Ezzel a
modszerrel 1ényegesen kitagul a lokalisan adhat6 antibiotikumok kore.

1. Célunk egy antibiotikum hordoz6 PMMA-bol késziilt edény kialakitasa, melybe tetszés
szerinti antibiotikum elhelyezhetd és képes hossza idejli terapias koncentraciot biztositani az
infect tertileten.

2. Vizsgaljuk, hogy az antibiotikum képes-e athatolni kiilonb6z6 vastagsagh PMMA falakon.
3. Valaszt keresiink arra a kérdésre, hogy milyen Osszefiiggés van a PMMA lapok vastagsaga
¢s az athatold antibiotikum mennyisége kozt az 1d6 fiiggvényében.

4. Megtervezziik a legalkalmasabb és legegyszeriibben eldallithaté edényformat, mely a
c¢lnak megfelelhet.

1d¢6 fiiggvényében.

6. Osszehasonlitd vizsgalatokat végziink, azonos mennyiségii antibiotikumokat tartalmazé
polymethylmethacrylatbol késziilt gyongyok €s kapszulak antibiotikum kidramlésa kozott.

7. In vivo vizsgélataink sordn bizonyitani kivanjuk, hogy a kisérletesen létrehozott,
radioldgiailag és bakteriologiailag igazolt osteomyelitis modell esetén, terapias hatast értiink
el az altalunk kifejlesztett PMMA antibiotikumot hordozo6 edény segitségével.

8. Sziikségesnek tartjuk vizsgalni az allatkisérletek soran a terapias szakaszban lokalisan adott

antibiotikum szisztémas keringésbe valo jutdsat.



Az alabbiakban a mddszereket és eredményeinket az értekezésben szereplo fejezetek

tagolasaban ismertetem.

Anyagok ¢és modszerek I.

Polymethylmetacrylat (PMMA) cementlapok készitése

Kiilonb6z6 vastagsagi cementlapokat készitettiink, melyhez Howmedica Surgical Simplex
P Radiopaque Bone Cement-et (Howmedica, Rutherford, U.K.) hasznaltunk. Az ismert
csontcement sugarfogd anyagot is tartalmaz6 két steril komponensbdl all, a gyodgyaszatban
mar hosszi ideje hasznalatos. A két komponens Osszekeverését kovetden képlékeny
allapotban helyeztiik el a cementmasszat két, egymastol ismert tavolsagl targylemez koz¢.
Ezt ngy készitettik, hogy egy targylemezre két oszlopban 0,1 mm vastagsagu
fed6lemezeket helyeztiink, majd a csontcement behelyezése utdn egy masik targylemezzel
zartuk. Szaradas utan az iiveglapokat lepattintottuk a csontcement lapocskakrdl. Ezen
modszerrel 0,2 mm-tél 0,8 mm vastagsagig gyartottunk csontcement lapokat. A lapokat
apro kadak kozépso valaszfalaként szilikonba dgyazva helyeztiik el. El6zdleg fiziologias
oldattal meggy6zddtiink a falak vizzarosagarol. Az edényeket gézsterilizaloval

csiramentesitettiik

Clindamycin penetraciojanak vizsgalata PMMA falon keresztiil
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cre

crer
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Oréanként 3MM sziirépapirbél (Macherey-Nagel Limited, U.K.) vagott 6 mm atmérdjii

korongokkal mintat vettiink a s6oldatbol.

Antibiotikum ataramlasanak vizsgalata mikrobioldgiai modszerrel
A fiziologids s6oldatbdl vett korongokat Mueller-Hinton agaron (OXOID Limited U.K.)

tenyésztett Micrococcus luteus ATCC 9341-es teszttérzzsel vizsgaltuk, 24 oras 37 °C-on
torténd inkubalas utan olvastuk le a gatlasi zondkat. A so6oldatok antibiotikum tartalménak

kvalitativ jelzéje a gatlasi zona jelenléte, kvantitativ mutatdja a gatldsi zona szélessége



volt. A méréseket tolomérovel végeztiik. A gatlasi zondk mm-ben mért adatait standard

higitasi sor alapjan pg/ml antibiotikum koncentraciokra szamoltuk at.

Eredmények 1.

Megallapitottuk, hogy a clindamycin ilyen koncentracidk mellett 4-5 nap mulva jut at
kimutathaté mennyiségben a PMMA lapokon, mind a 200, mind a 300 pg/ml antibiotikum

koncentracio esetében.

Anyagok ¢és modszerek 1.

PMMA kapszulak gyartasara alkalmas présgép tervezése, kivitelezése €s

kiilonb6zo falvastagsagu, de azonos méretli kapszulak készitése
A kapszuldkat magunk 4altal tervezett és kivitelezett, bakelitbdl ¢és aluminiumbdl allo

présgéppel készitettiik. Azonos nagysagu, de kiilonbozd falvastagsagu edényeket
gyartottunk, melyek 15 mm magas, 6 mm atmérdji, 0.3-0.6 mm falvastagsaguak, és 0.44
ml Grtartalmuak voltak. A gyartas soran vizoldékony formalevalasztd oldatot hasznaltunk.
Ennek a kapszulakrol torténd eltavolitasa utdn gazban sterilizaltuk és rugalmas szilikon

radbol készitett dugokkal zartuk.

Kiilonb6z6 antibiotikumok kiaramlasanak vizsgalata PMMA kapszulakbol
A steril kapszulakat aszeptikus koriilmények kozott 100 pl kiillonbozd antibiotikumot

tartalmazo oldattal toltottik fel:

a. clindamycin 15 és 22.5 mg (Pharmacia & Upjohn, N. U/S. A. PUURS, Belgium)
b. amoxicillin-clavulansav 112.5 mg (Richter-Gedeon Rt., Hungary)

c. amikacin 25 mg (Bristol-Mayers Squibb, Italy)

d. cefotaxim 112.5 mg (Pfizer, Italy)

Vérszallitdé csében 1évé 1-1 ml fiziologids NaCl oldatba helyeztik a lezart, steril
antibiotikummal telt kapszuldkat. A kapszulakbol kidiffundalod antibiotikumot a fent leirt,
ismert, standard mikrobiologiai vizsgalomodszerrel mértik. Minden mérést haromszor

végeztiink el, az eredményeket atlagoltuk, a standard hibat is feltiintettiik a grafikonokon.



Eredmények II.

A clindamycin penetracioja kiilonb6zo falvastagsaga PMMA kapszulakbol:

A kapszulakkal végzett vizsgdlatoknal az antibiotikum felszabadulésat az 5. naptol kezdve
detektaltuk. A gatlasi zonak szélessége az id6 eldrehaladtaval mindkét koncentracio (15
mg/100 ul, 22.5 mg/100 ul) esetében a falvastagsagtol fiiggetleniil novekedett, de vékonyabb
falvastagsag esetén (0.4 mm) a ndvekedés mértéke kisebb, mint a nagyobb falvastagsagu
kapszuldk (0.5-0.6 mm) esetén.

Amoxicillin-clavulansav penetraciéja kiilonb6zo falvastagsaga PMMA kapszulakbol:

A vékony falu (0.3-0.4-0.5 mm) kapszuldkbol az antibiotikum felszabadulast a harmadik
naptol észleltiik. Allando, de kis atmérdjii gatlasi zonak voltak megfigyelhetdk a 17-29. napig.
A 0.4 mm-es falvastagsdgu kapszulakbol a diffuzid a 29. napig tartott.

A cefotaxim kiaramlasa kiilonb6z6 falvastagsagih PMMA kapszulakbol:

A cefotaxim felszabadulds minden estben mar az elsé naptol mérhetd volt. Vékony (0.3 mm)
falvastagsag esetén tartdsan magas antibiotikum diffuziét figyeltiink meg 38 napon keresztiil,
a gatlasi zonak 30-40 mm atmérdjliek voltak. Vastagabb falt kapszuldk esetében a penetracio
kisebb mértékiinek bizonyult €s 15-21 napig zajlott.

Amikacin kiaramlasa PMMA falon keresztiil:

Minden falvastagsadg esetén a harmadik napot kovetden 5 mm-t meghalad6 gatlasi zonakat
mértiink. Mindez tartésan fenndllt a 40 napos vizsgélati periodus alatt mindhdrom
falvastagsag esetében. A 0,5 mm falvastagsagii kapszuldkbol felszabadulé antibiotikum

vizsgalata soran 30-40 mm atmérdjl gatlasi zonakat mértiink.

Anyagok ¢és modszerek I11.

PMMA-b6I késziilt antibiotikum hordozo kapszuldk €s gyongyok osszehasonlito
vizsgalata

Azonos térfogatu €s falvastagsagu kapszulak készitése és kiilonb6zo

antibiotikumokkal val6 toltése
A PMMA-bOI készitett vivoedény falan az antibiotikumok képesek atdramolni. Howmedica

Surgical Simplex P Radiopaque Bone cementbdl (Howmedica Rutherford UK) kapszulakat
allitottunk el az altalunk tervezett és kivitelezett présgép segitségével, mely bakelitbdl és
aluminiumbdl késziilt. A kapszuldk azonos nagysaguak, 15 mm magasak, 6 mm atmérdjtek,

0.3 mm falvastagsdguak (0.44 ml urtartalmu) voltak. A gyartds soran vizoldékony és



zsiroldékony formalevélasztd oldatokat hasznéltunk. Ezek eltavolitdsa utan a kapszulakat
sterilizaltuk ¢és szilikon radbdl késziilt dugoval zartuk. Csoportonként 6-6, Osszesen 36
kapszuldba steril koriilmények kozott 2 ml-es fecskenddvel 23 G-s tlivel az alabbi
antibiotikumok valamelyikét toltottiik. A szamadatok az egy kapszulaba toltott antibiotikum

mennyiségét mutatjak 0.4 ml térfogatban:

a. amikacin (0.1 g)

b. clindamycin (0.06 g)

c. piperacillint+tazobactam (0.08 g)
d. amoxicillin+clavulansav (0.02 g)

e. cefotaxim (0.1 g)

Kiilonb6z6 antibiotikumokat tartalmazo gyongyok készitése
Ismert mennyiségli csontcementhez (5 g por, 2 ml olddszer) ismert mennyiségii

antibiotikumokat kevertiink steril koriilmények kozott, ezekbdl 6-6, 6sszesen 36 db, atlagosan
12 mm atmérdji és 1 g atlagos tomegli gyongyot készitettiink. A kapszuldk és a gydngyok
toltését steril koriilmények kozott végeztiik.
A gyongyok alapanyaga Howmedica Surgical Simplex P Radiopaque Bone cement volt (5 g
por ¢és 2 ml oldoszer; Howmedica, Rutherford, UK), melyhez a megszilardulas elott steril
koriilmények kozott az alabbi antibiotikumok valamelyikét kevertiik é¢s 6 db gydngyot
készitettiink beldle. Az alabbi szdmadatok a gydngydk atlagos atmérdjét és tomegét mutatjak
fs.e.m.
a. amikacin (0.6 g; Amikin, Bristol Myers Squibb, USA): 12.25+0.28 mm atmérdji és
1.174+0.06 g tomegii gyongyok
b. clindamycin (0.36 g; Dalacin, Pharmacia & Upjohn N U/S. A. PUURS, Belgium):
13.0+0.37 mm atmérdjii és 1.27+0.07 g tomegl gyongyok
c. piperacillinttazobactam (0.5 g; Tazocin, Wyeth, ): 12.33£0.21 mm atmérdji és
0.98+0.15 g tomegii gyongyok
d. amoxicillin+clavulansav (0.14 g; Augmentin, SmithKline Beecham UK): 12.33+0.24
mm atmérdjii és  1.11+0.09 g tomegii gyongyok
e. cefotaxim (0.57 g; Claforan, Human Hungary): 12.25+0.16 mm atmér6ji és
1.18+0.07 g tomegl



A lezart, steril, antibiotikumokat tartalmazé kapszuldkat és gyongyoket kiilon-kiilon 2 ml

fiziologias NaCl oldatot tartalmazé edényekbe helyeztiik.

Eredmények III.

Amikacin kiaramlas

Az amikacin martogatasos modszerrel mért eredményei soran a kapszuldk esetében magas
(850 pg/ml) értékeket mértlink a 15. napig, ezt kdvetden a vizsgalat befejezéséig, a 31. napig
az értek egyenletesen 150-180 pg/ml-es koncentraciora allt be. A kapszuldknal a
gyogyszerleadas dinamikajat vizsgalva azt kaptuk, hogy az 1. napon az antibiotikum 56 %-at
adta le, majd a 9. napig folyamatosan egyenletes leadas tortént, ezt kdvetéen nem volt
mérhetd antibiotikum leadds. A gyongyok vizsgalatakor az 1. naptdl a 31. napig kozel
egyenletes, 200-300 pg/ml-es értékeket mértiink, mig a leadas dinamikdjat vizsgalva az 1.
naptdl a 8. napig egyenletesen csokkend értékeket kaptunk. A MIC érték Micrococcus luteus-
ra vonatkoztatva 0,1 pg/ml.

Clindamycin kiaramlas

A clindamycin a vizsgalat teljes ideje alatt igen magas, 2000-5000 pg/ml-es antibiotikum
leadast detektaltunk a kapszuldk esetében, amely valoszintileg tovabb is folytatddott volna. A
ledntéses modszerrel azt tapasztaltuk, hogy az 1. napon meghaladta a leadas az 53 %-ot. A
gyongyoknél alacsony, 100-500 ug/ml-es értékeket detektaltunk a 17. napig. A dinamikara
vonatkozoan az 1. nap a teljes antibiotikum tartalom 12 %-at adta le, majd egyenletesen
csokkend értékeket mértiink a 15. napig. A Micrococcus luteus ATCC 9341-re vonatkoztatott
MIC értéke 0,1 pg/ml.

Piperacillin+tazobactam kiaramlas

A piperacillin+tazobactam tartalmi kapszuldk vizsgalatakor a 15. napig egyenletesen
emelkedd koncentracidokat mértiink 1200 pg/ml-es értékig, majd meredek csokkenés utan a
22. naptél nem volt detektalhatd antibiotikum leadas. A dinamikéjat tekintve 3 nap alatt a
teljes érték 69 %-at adta le, majd a 12. napig egyenletes értékeket mértiink. A gyongyoknél
igen alacsony antibiotikum leadéas volt tapasztalhato a 19. napig, 5-40 pg/ml-es értékeket
mértiink. A leadds dinamikajat vizsgalva a 3. napig 38 %-os antibiotikum leadas tortént, majd
egyenletesen csokkend tendenciat mutatott a 12. napig. A Micrococcus luteus ATCC 9341-re
vonatkoztatott MIC értéke 0,8 pg/ml.



Amoxicillin+clavulansav kiaramlas

Az amoxicillin/clavulansavat tartalmazo kapszulak 10 napig egyenletesen csokkend leadast
mutattak, a 6. napon hirtelen eséssel 10 pg/ml-rél 3 pg/ml-re. Ezutan gyorsan csdkkend, majd
a 19. naptdl mérhetetlen koncentraciokat kaptunk. A kapszuldk az 1. napon az 6sszmennyiség
72 %-at adta le, majd igen alacsony értékeket detektaltunk a 12. napig. A gyongyokbdl csak a
3. napon volt mérhetd a felszabadul6 antibiotikum koncentracio igen alacsony, 0,2-0,5 pg/ml
volt, mely a 17. nap utdn mar nem volt mérhetd. A dinamikajat tekintve is egyenletesen
alacsony antibiotikum koncentraciot mértiink 10 napig. A Micrococcus luteus ATCC 9341-re
vonatkoztatott MIC értéke 0,1pg/ml.

Cefotaxim kiaramlas

A cefotaxim tartalmu kapszuldkbol 100-250 pg/ml koncentracioval szabadult fel az
antibiotikum a 13. napig, majd egyenletesen csokkend leadas volt mérhetd a 30. napig. Az
antibiotikum leadas dinamikaja oly modon alakult, hogy a 3. napig 10 %-ot, majd a 10. napig
87 %-ot adott le, ezt kovetden még 10 napig egyenletesen alacsony értékek voltak mérhetdek.
A gyongyok esetében alacsony, 20-120 pg/ml koncentracidkat mértiink a 12. napig, majd
egyenletesen csokkendket a méréssorozat végéig. Az antibiotikum tartalom 63 %-a a 3. napig
felszabadult, majd a 6. nap utan nem mértiink aktivitast. A Micrococcus luteus ATCC 9341-re
vonatkoztatott MIC értéke 0,1 pg/ml.

Anyagok €s modszerek 1V.

In vivo vizsgalatok

Kisérletes osteomyelitis 1étrehozasa hazinyul tibia modellben

A PTE Kozponti Allathazéban eltelt két hetes akklimatizacios periodust kovetéen chronicus
operacidkat narkdzisban végeztiik Ggy, hogy a narkozis bealltdval a miitéti teriiletet 1 %-os
Lidocainnal infiltraltuk is. Testsulykilogrammonként 1-1 ml diazepam (Seduxen®) és
ketaminum (Calypsol®, Richter Gedeon Rt., Hungary) intramusculéaris adasat kovetden a
mitéti teriiletet szortelenitettiik, majd kelld dezinficidlds utdn (Betadine®, Polyvidonum
jodatum komplex, Mundipharma AG-Basel, Svéjc) a steril miitéti teriiletre 2-3 ml 1%-os
Lidocaint fecskendeztiink. A tibia proximalis eliilsd felszinét tartuk fel kb. 2-3 cm-es
metszésbOl. A tuberositas tibiae magassagaban kb. 4 x 8§ mm-es csontlemezt véstiink ki, a

velourt curettaltuk €s fiziologids sooldattal kioblitettiikk. Az eltavolitott cortikalis darabot 6t
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percig forro vizfiirdében hagytuk. Ezt a devitalizalt csontdarabot, mint preformalt sequestert a
velSlirbe visszahelyeztiik és mellé 1 ml 10° csira/ml Staphylococcus aureus (OKI 118003)

fiziologias sooldatban injicialtunk és a miitéti sebet két rétegben zartuk.

Mini kapszulék készitése és Tazocinnal valo toltése
Magunk éltal tervezett és bakelitbdl €s aluminiumbdl kivitelezett présgépet modositottuk mini

kapszulak készitésére. Azonos nagysagu, de kiilonb6zo falvastagsagu edényeket gyartottunk,
melyek 8 mm magas, 6 mm atmérdjii és 0.3-0.6 mm falvastagsaguiak voltak (0.23 ml
Urtartalom). A gyartds soran vizoldékony formalevalasztd oldatot hasznaltunk. Ennek a
kapszulakrol tortént eltavolitasa utan sterilizaltuk, 0.1 ml Tazocin oldattal (0.02 g piperacillin
+ 0.005 tazobactam; Wyeth-Lederle Pharma, USA) toltottiik és szilikon rudbol késziilt
dugdval zartuk

Mikrobiologiai vizsgalomodszerek
A bakterioldgiai vizsgalatokat kozvetleniil a terdpids miutétet megelézéen (sebészi

debridement és Tazocin tartalmi kapszula implantacidja) a vel6iirbdl tortént mintavétel utan
végeztiikk. A direkt leoltas véres és csokoladé agaron, eozin—metilénkék taptalajon, valamint
Holman dusitoban tortént. Ugyanezekre a taptalajokra oltottuk ki a Holman dusitobol Gram-
festéssel telepmorphologiai vizsgalattal és biokémiai probakkal (Koagulaz teszt, polyprop
taptalaj) azonositottuk a kitenyésztett baktériumokat. A keringésbe jutott antibiotikum
mennyiségének meghatarozdsdhoz minden harmadik napon vérmintat vettiink a nyulakbol és

a Tazocin koncentraciot mikrobiologiai lemezontéses technikaval vizsgaltuk

Radiolégiai vizsgalatok

Az els6 rontgenképeket 6 héttel a Staphylococcus aureus-szal tortént veldur infekcid utan
készitettiik, hogy megbizonyosodjunk az osteomyelitis kifejlodésérdl. A masodik radiologiai
végeztiik, hogy megitéljiik a gyogyulds mértékét, valamint vizsgaltuk a kontroll csoportot is.
Fiiggetlen vizsgalo értékelte ki a Rtg felvételeket, aki nem ismerte a kezelési protokollt.
Norden és munkatarsai (1986) altal leirt szemikvantitativ score-rendszer alapjan értékelte ki a
rontgenfelvételeket. Ot paramétert figyeltek meg minden csont esetén (sequestralt csont
formacid, periostealis Uj csont, csontdestrukcid, lagyszdveti csont calcificatio, lagyszoveti

duzzanat mértéke).
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Histologiai vizsgalatok
A masodik rontgen vizsgalatot kdvetden a 15 allatot altatds utan kivéreztettilk, majd a bal

csipdiziiletet exartikulalva eltavolitottuk az allatok végtagjat, és mind az implantalt, mind a
kontroll csoport mintdit szovettani vizsgalatra kiildtiik. A nyl combcsont mintakbdl 4 %-os
pufferolt formalinban (PTE AOK Gyodgyszertar) tortént fixalast kovetden a lagyrészek egy
részét eltavolitottuk, a makroszkoposan koéros megjelenésii izom- ill. kotdszdvetes
teriiletekbdl szOvettani vizsgalatra mintat tettiink félre. A csontos anyagot ezt kdvetden
szlikség szerint valtoz6 ideig (4ltalaban 5-7 napig) dekalcinaltuk. Tobb sikban metszeteket
készitettiink, ezeket haematoxylin-eosinnal festettiik

A szovettani vizsgalatok szemikvantitativ értékelését fiiggetlen patologus végezte a
granulocyta szam, a necrosis kiterjedése, a trabecularis corticalis destrukcié mértéke,
reparacios jelek és a lagyszoveti érintettség kiterjedése alapjan. A metszeteket az alabb lathato
szemikvantitativ histologiai rendszer alapjan értékeltiik, melynek paramétereit magunk
hataroztuk meg (2. tdblazat). Az ezen paraméterek alapjan adott pontszamokat 6sszegeztiik €s

igy egy Osszesitett osteomyelitis pontszamot kaptunk, melynek maximalis értéke 8 volt.

Eredmények IV.

A kisérletes osteomyelitis létrehozasat kovetd fizikalis, radiologiai és
mikrobioldgiai vizsgélatok eredményei
A kisérleteket 20 egészséges allaton végeztiik. Els6 1épésként az Gsszes allatot Staphylococcus

aureussal (OKI 118003) miitétileg fertztilk. Az operalt allatokat hetente fizikalisan
kontrollaltuk. A miitétet kovetd harmadik héten négy allatnal étvagytalansagot, gyengeséget,
az operalt végtag atrofidjat és a térdiziileti flexids kontraktarajat figyeltilk meg. Az elsé négy
héten 6t allat elpusztult szeptikus szovodmények kovetkeztében, ezeket minden értékelés alol
kizartuk. A sebek valadékabol izolaltuk a Staphylococcus aureus OKI 118003-as teszttorzset.

Az osteomyelitis kifejlédése utani hatodik hét sordn az Osszesitett radioldgiai pontszamok
kozt nem volt szignifikans kiilonbség (kontroll csoport: 5,5+0,2; a késébb antibiotikummal
kezelt csoport: 5,3+0,03). Alapvetden minden allat sulyos osteomyelitisben szenvedett az Rtg

képek alapjan a méasodik sebészi beavatkozas elott.
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A sebészi debridement és Tazocin tartalmu kapszula implantaciot kovetd
fizikalis, mikrobiologiai és radiologiai vizsgalatok eredményei
A postoperativ hatodik héten a rontgen vizsgalat utan 12 allatnal végeztiink sebészi

beavatkozast, mely soran a sebészi debridementet kovetéen Tazocinnal telt mini kapszulakat
implantaltunk a veldiirbe, ez volt a tulajdonképpeni kisérleti csoport. A harom kontroll
allatndl kapszula beliiltetés nélkiili sebészi debridement tortént. A kovetkezd radiologiai
vizsgalatokra a masodik mitétet kovetd nyolcadik héten keriilt sor, melyben kideriilt, hogy a
csont sz¢élesebb €s duzzadtabb. A corticalis teriilet a beavatkozas oldalan vékonyabb a kontroll
allatok esetén, mint a PMMA-kapszuldkkal kezelt nyulaknal. A klinikai tlinetek korrellaltak a
radiologiai jelekkel: a kontroll allatok bal als6 végtagja atrofids volt, kontraktiraval a bal
térdiziiletben ¢és solid fisztulaval az incisio helyén. Ezzel ellentétben a Tazocin tartalmu
PMMA kapszulaval kezelt allatok koziil 7 teljesen meggyodgyult mind fizikalisan, mind
radiologiailag. 5 esetben atrofids bal végtagot és a térdiziilet minimalis kontraktirdjat
mutattak a fizikalis vizsgalatok, valamint a rontgenképek is csak kis duzzanatot mutattak a
medullaris régioban. A radiologiai score értékek is szignifikdns kiilonbséget mutattak a két
csoport kozott (kontroll: 4,8+0,04; kezeltek: 2,9+0,03; **p<0,01; Mann-Whitney U-teszt).
Mikrobiologiai vizsgaldémodszerrel ,lemezontéses technikaval vizsgaltuk,hogy keriil e
antibiotikum,és milyen mennyiségben a szisztémas keringésbe a lokalis antibiotkus terapia
soran. Azt tapasztaltuk,hogy a vizsgalat egész ideje alatt csak egy alkalommal sikertilt
kimutatni antibiotikumot ,mely egy 20mm atmérdjii gatlasi zonat hozott Iétre a becseppentett
szisztémas keringésbdl vett vérminta koriil. Mivel csupéan ez az egyetlen pozitiv eredmény volt
a vizsgalt idészakban ,ezt kiilsé szennyezésnek tulajdonitottuk .mely vagy a mintavétel ,vagy

a szallitas soran keletkezhetett.

Histologiai vizsgalatok eredményei

A szovettani értékek vitsgalatakor szamottevd kiilonbséget talaltunk a két csoport kozott. A
histologiai vizsgalatok 0Osszességében az antibiotikummal kezelt kisérleti csoportnal hét
esetben szovettanilag gydgyulast, harom esetben a reparacié jeleit lathattuk és csak két allat
esetében nem tapasztaltuk a gyogyulas semmilyen formajat. Az Gsszesitett szovettani score a
kontroll csoportban 6,8+0,5, a Tazocinnal telt PMMA kapszulékkal kezelt csoport esetében
3,7+0,4 (p=0,002). A kiilonbség szignifikansan kisebb.
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Megbeszélés, ) eredmeények

A tézis célkitiizéseinek megfelelden olyan antibiotikum hordozé edényt fejlesztettiink

ki, melybe barmely gyarilag késziilt antibiotikum belehelyezhetd és ez az edény falan

athatolva baktericid koncentraciot képes elérni a fertézott teriileteken. Az antibiotikum

hordozéul valasztott anyag a PMMA volt, mely mar hosszu ideje hasznalatos a

csontsebészetben. A PMMA-t nem a szokésos formaban kivantuk alkalmazni (intraoperative

kevert antibiotikum hordozo6), hanem mar a polimerizacié lezajlasat kdvetden kialakitott kész

edény formajaban hasznaltuk fel. Ezen kisérletek ¢és vizsgalatok ujdonsagnak értékelhetd

eredményei:

1.

In vitro kisérletekkel bizonyitottuk, hogy kiilonb6z6 falvastagsagh PMMA lapokon at
(0,2-0,8 mm) a clindamycin magas ¢és alacsony koncentrdcioban is penetrdl a
fiziologias sooldatba a vizsgalat kezdetét kovetd 4-5. nap utan. Azt tapasztaltuk, hogy
a tesztkddakban elhelyezett antibiotikum oldatok koncentracidja egyenesen aranyos az
ataramlo antibiotikum mennyiségével.

Az altunk vizsgalt kiillonboz6 falvastagsagh PMMA lapok antibiotikum
ateresztOképessége kozott nem talaltunk szembetling lényeges kiilonbséget.

Magunk altal tervezett és kivitelezett, bakelitb6l és aluminiumbdl all6 présgépet
készitettlink, melynek segitségével kiilonbozo falvastagsagu vivéedényeket
(kapszulakat) tudtunk sajtolni és ezen kapszuldk segitségével tesztelhettik a
kiilonb6z6 antibiotikumokat in vitro és in vivo vizsgalatokkal.

Ugyancsak in vitro vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az altalunk kivalasztott
antibiotikumok mindegyike a Micrococcus luteus ATCC 9341 MIC értékét tobb
szazszor meghaladdan képes penetralni a kiilonb6z6 falvastagsagt kapszuldkbol.

In vitro Osszehasonlitd vizsgdlataink sordn, melynél azonos mennyiségi
antibiotikumokat tartalmaz6 PMMA-gyongyok és kapszuldk antibiotikum kiaramlasa
kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk a kapszuldk javara minden altalunk vizsgalt
antibiotikum esetében.

In vivo vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a nyul tibian létrehozott kisérletes
osteomyelitis modellben a sebészi debridement-et kovetden Tazocin tartalmia PMMA
kapszulék beiiltetése fizikalis, radioldgiai és histologiai gydgyulast is eredményezett.
Mikrobiologiai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az in vivo kisérletek soran, annak

terdpias szakaszaban a lokalisan adott antibiotikum a szisztémads keringésbe nem jut

be.
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Introduction

The number of severe chronic bone, joint and soft tissue suppurations has been dramatically
increasing recently due to the more frequent high-energy injuries accompanying motorization.
Tissue damage promotes bacterial multiplication and invasion. While a few decades ago the
most common type of bone infection was haemathogenic osteomyelitis, nowadays the number
of exogenous osteitises, osteomyelitises shows permanently increasing tendency.

Nevertheless the treatment of chronic osteomyelitis is based on appropriately radical surgical
debridement and long-lasting specified parenteral antibiotic therapy, different techniques of
local antibiotic defense (PMMA bead chains, spacers, biodegradable implants) have been
more commonly used recently. Since in this manner antimicrobal agents act directly on the
affected area and only a small fraction of the applied dose gets into the circulation, the
systemic toxic effects of antibiotics can be reduced significantly.

The most commonly used material for local antibiotic therapy is the bone cement. Different
types of bone cement consist of two components, usually they are the mixture of solid
polymethylmetacrilate (PMMA) and a polymerizing / stabilizing component, mixtures of
other compositions are rarely used. Cement stores antibiotics like a sponge, but the exact
mechanism of binding has not yet been accurately described. In this form of local
antimicrobal therapy, antibiotics have to be water soluble and resistant to heat, because
temperature sometimes exceeds 100°C during polymerization of the bone cement. In addition
antibiotics must not influence mechanical characteristics of PMMA and has to be available in
powder form. The aim of the present study was to develop a novel technique which provides
specific, long-lasting local antibacterial effect in cases of osteomyelitis regardless of
characteristics of antibiotics that were obligatory for being used in cement.

Supposing that several antibiotics are able to penetrate through the wall of a capsule made of
PMMA, not only the water-soluble, heat-stable antibiotics available in powder form could be
used for local treatment, but theoretically any antibacterial compounds, too. Consequently,
after identification of the infective bacteria and determination of its antibiogram, it would be
possible to put the most appropriate antibiotic into the previously produced and sterilized

PMMA capsules and use them directly at the site of infection.
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Aims of the study

PMMA is a generally used antibiotic carrier material in orthopedic and traumatologic surgery.

This bone cement is commonly used in the treatment of bone and joint suppurations (e.g.

chronic osteomyelitis). It is commercially available as local antibiotic carrier in the form of

Gentamycin-containing beads or spacers. For this purpose exclusively some heat-stable and

water-soluble antibiotics available in powder form can be used, because the 80-100 °C heat

produced during PMMA polymerization might destroy the drugs.

If capsules are produced from PMMA sheets after the polymerization procedure, any kind of

antibiotics can be filled into these carriers according to the sensitivity spectrum of the

respective microorganisms isolated from the purulent secretion. The chosen antibiotics can be

inserted into the preformed sterile capsules before and also during the operation. This

technique provides novel perspectives in local antibiotic treatment.

1.

The aim of the present series of experiments was to produce antibiotic-containing
PMMA capsules from which the drugs can be released in high concentrations fror long
period.

Antibiotic penetration through PMMA walls of different diameters is examined in
vitro.

We analyse the correlation between PMMA wall thickness and time-dependent
antibiotic permeability.

The most appropriate carrier is designed and developed.

Time-dependent antibiotic release from capsules with different wall thickness is
studied.

Comparative studies on antibiotic outflow from PMMA beads and capsules containing
the same amount of drugs are performed.

In vivo experiments are performed to examine the effect of Tazocin-filled PMMA
capsules in rabbit osteomyelitis.

In this animal model we study if locally administered antibiotic is able to get into the

systemic circulation.
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Materials and Methods

Production of PMMA Bone Cement Sheets

Howmedica Surgical Simplex P Radiopaque Bone Cement (Howmedica, Rutherford, U.K.)
consists of two sterile components containing radiodense material, it has been used in practice
for a long time, therefore its characteristics have been thoroughly investigated. The fluidy
methylmetacrylate monomer N, N-dimethyl para-toluidine hydroquinone component is
sterilized by membrane filtration. The other component of powder consistance,
methylmetacrylate-styrene copolimer, PMMA-barium sulphate is sterilized by gamma
irradiation. After mixing the two components, the cement mass was placed within two slides
localized certain distance from each other: small glass pieces of 0.1 mm width were placed on
a slide in two columns, the space between them was filled with bone cement and it was
covered by a second slide. After getting dry, the slides were removed from the cement sheets.
The PMMA sheets were embedded in silicone and placed as midwalls of small tanks. Water
resistance of these walls was previously tested with physiological saline and the tanks were

sterilized with gas sterilization. Sheets having 0.2-0.8 mm thickness were produced.

Examination of clindamycin penetration through the cement walls

Changes of clindamycin concentration in the two compartments of the tanks at different
periods, which refers to penetration through the cement walls of different thickness, were
examined with microbiological methods under standard conditions. One compartment of the
tanks was filled with 2 ml 200 or 300 pg/ml clindamycin (Pharmacia & Upjohn, N. U/ S. A.
PUURS, Belgium) and the other compartment was filled with 2 ml physiological saline.
Samples were taken every hour and from the third day every 24 hours from the saline and

antibiotic concentration was determined, as described below.

Production and filling of bone cement capsules

Capsules of the same size (15 mm long, 6 mm diameter, 0.3 mm wall thickness) were
produced with a pressing machine made of bacelite and aluminium designed and laid out by
us. Water soluble form dividing solution was used at the end of the procedure. After removing

this solution from the capsules, they were sterilized, filled with 1 ml solution of different
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antibiotics and closed with sterile silicone plugs. In each group 6 capsules were filled with
one of the following antibiotics with the help of a 2 ml syringe and 23 G needle:

a. clindamycin: 0.06 g (Pharmacia Upjohn, N. U/S. A. PUURS, Belgium)

b. amoxicillin-clavulanic acid: 0.02 g + 0.005 g (Richter-Gedeon Ltd., Hungary)

c. amikacin: 0.1 g (Bristol-Meyers Squibb, Italy)

d. cefotaxime: 0.1 g (Pfizer, Italy)

e. piperacillin-tazobactam: 0.08 g (Wyeth, U.K.)

Production of antibiotic-containing bone cement beads

Surgical Simplex P Radiopaque PMMA Bone cement (5 g powder + 2 ml solvent,
Howmedica, Rutherford, UK) was mixed with the respective antibiotic and 6 beads were
made by hand under sterile conditions. The average weight of each bead was 1 g and the
average diameter was 12 mm. The same antibiotics were used in the same dose as in the

capsules.

Examination of antibiotic penetration from the PMMA capsules and beads

The preformed, closed and sterilized capsules filled with the respective antibiotic solution and
the antibiotic-containing PMMA beads were placed into 1 ml physiological saline medium.
Amount of antibiotics penetrating from the capsules and the beads was measured with

standard microbiological technique as described below.

Measurement of antibiotic concentration of the medium with a standard

microbiological technique

The antibiotic concentration of the medium, which refers to the diffused amount through the
PMMA sheets or the release from the capsules and beads, was measured with a standard
microbiological technique. In one series of experiments samples were taken every day from
the saline by dipping of Macherey-Nagel (MN3) filter discs (Macherey-Nagel Limited U.K.)
having 6 mm diameter. In another series, the saline was changed every day after sampling, so
the amount of antibiotics released during one day could be determined this way. These discs
were placed on Mueller- Hinton agar (OXOID Limited, U. K.) cultures of Micrococcus luteus
ATCC 9341 test strain and the inhibitory zones were detected after 24 h incubation period on
37°C. Qualitative sign of antibiotic content of the solutions was the presence of inhibitory

zones, the width of the zones quantitatively referred to the concentration. The diameter of the
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inhibitory zones was measured after 24 h incubation at 37°C and convered to pg/ml antibiotic
concentration using standart dilution series. The minimal inhibitory concentration (MIC) was
determined with tube dilution technique in case of every antibiotic.

Each experiment was done in triplicate, results are shown as means + standard error of means.
Statistical evaluation of the data has been performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Bonferroni’s modified t-test, p values below 0.05 were considered

significant.

Production of Tazocin-containing PMMA capsules for in vivo studies

A pressing machine made of Bakelite and aluminum has been designed and laid out by us for
the production of bone cement capsules. Capsules of the same size (§ mm long with 6 mm in
diameter), but different wall thickness (0.2-0.6 mm) were produced. Water-soluble form
dividing solution was used at the end of the procedure. After removing this solution from the
capsules, they were sterilized, filled with 100 pl solution of Tazocin (0.02 g piperacillin-
sodium + 0.005 g tazobactam; Wyeth-Lederle Pharma, USA) and closed with sterile elastic

silicone plugs.

Examination of the effect of locally inserted Tazocin-containing PMMA , mini

capsules” in experimental osteomyelitis of the rabbit

Induction of osteomyelitis:

Chronic osteomyelitis was evoked in the left tibia of 25 domestic rabbits after a 2-week-
acclimatization period in the Central Animal House of University of Pécs. All the rabbits were
male, their average weight was 2.6 kg (2.2-3.2 kg) and they were 7 months old when they got
involved in the experiment. Animals in this study were used in accordance with the University
Medical School of Pécs Guidelines of Animal Experimentation. Operation was performed
under diazepam (Seduxen 0.5 mg/kg i.m.,;Richter Gedeon Rt. Hungary) — ketamine (Calypsol
5 mg/kg i.m.,; Richter Gedeon Rt., Hungary) anaesthesia. The area of the operation was
shaved, disinfected with polyvidon-jodide (Betadine; Mundipharma AG, Switzerland) and
infiltrated with 2-3 ml 1% lidocaine (Lidocain, EGISZ, Hungary). The anterior surface of the
proximal part of the tibia was opened through a 2-3 cm incision. A bone sheet of 4-8 mm was
resected at the level of the tibial tuberosity, the medullar cavity was curetted and washed with

physiological saline. The removed small cortical piece was placed in a hot bath of
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physiological saline for 5 minutes. This devitalized bone segment was placed into the
medullar cavity as a preformed sequester, accompanied by 1 ml (10° /ml) injection of
Staphylococcus aureus OKI 118003 suspended in saline. The wound was closed in 2 layers.
The animals were physically examined every week and symptoms like weakness, loss of
appetite, decreased mobility, degeneration of the operated limb or flexion contracture of the
affected knee joint have been noted. Radiographs were taken 6 weeks after the operation to

confirm osteomyelitis.

Insertion of the PMMA capsules:

The proximal end of the tibia was opened, sequestrectomy, soft tissue debridement and
curettage of the medullar cavity were done under anesthesia after taking bacteriological
samples. Tazocin-containing PMMA mini capsules (0.02 g piperacillin + 0.005 g tazobactam
in 0.1 ml volume) were placed into the medullar cavity and the wound was closed in 2 layers
(n=12). Animals of the control group underwent only debridement, sequestrectomy and
curettage with no PMMA capsule implantation (n=7). Six rabbits died due to septic
complications within four weeks after induction of osteomyelitis, so they were excluded from
any further examination. Hence every result and conclusion below are based on the

examination of the remained 19 animals.

Microbiological examinations:

Bacteriological examination was immediately performed from the surgical samples, which
were directly inoculated onto blood agar, chocolate agar, eosine-methylene blue agar plates as
well as aerobic and anaerobic Holman media. The colonies were identified by microscopic
and biochemical tests. Blood samples were taken every third day and Tazocin concentration
was examined by microbiological agar diffusion technique in order to detect the antibiotic
level in the circulation. The sensitivity of this method is 0.5 pg/ml. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of Tazocin on Micrococcus luteus ATCC 9341 was determined by tube

dilution method.

Radiological examination:

The first radiographs were taken 6 weeks after infection of the medullar cavity with
Staphylococcus aureus to prove the development of osteomyelitis. The second series of
radiological studies were performed 8 weeks after the second operation in order to assess the

healing of the osteomyelitis. One observer, who had no knowledge of the type of the second
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operation, evaluated all roentgenograms. The X-Ray pictures have been evaluated according
to a semiquantitative scoring system described by Norden et al. Five parameters (sequestral
bone formation, presence of periosteal new bone, presence of bone destruction, presence of
soft tissue calcification, presence of soft tissue swelling) were determined for each bone.
Using the criteria shown in Table 1, a numerical score was assigned to each variable, and the
five scores have been added to form a composite radiological score with a maximum of 6 for

representing radiographic severity.

Histological examination:

The rabbits were sacrificed by cervical dislocation and the hindlimbs were dissected for
histological studies 9 weeks after the therapeutic operation.

Semiquantitative scoring of the histological slides based on the number of granulocytes
and the extent of necrosis, trabecular/ cortical destruction, reparation signs and soft tissue
involvement has been performed with an expert pathologist blinded from the study.

For comparing the results of both the radiological and the histological evaluation regarding
the treated and control groups, statistical analysis has been performed with unpaired Student’s

t-test, where p values <0.05 were considered significant.

Results

Penetration of clindamycin through PMMA membrane

Clindamycin both from the 200 and 300 pg/ml solutions diffused through the bone

cement wall into the saline in detectable amount after 4-5 days.

Release of clindamycin from PMMA capsules and beads
From the capsules high antibiotic outflow (2000-5000 pg/ml) was detected during

the whole examination period of 32 days. On the contrary, in the case of the beads,
much smaller concentrations (100-500 pg/ml) were measured in the medium for
shorter time (17 days). When the medium was changed every day, we experienced
that more than 53% of the total antibiotic content of the capsules was released within
the first day. The dynamics of the outflow from the beads was also slower, only 12%

of the total content was released during the first day and gradually decreasing amount
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was measured till the 15th day. The MIC value for Micrococcus luteus was 0.1
pug/ml. The capsules remained intact in vitro, we noticed no damage, perforation or

microfractures upon their macroscopic examination.

Release of amoxicillin-clavulanic acid from the capsules and beads

From the capsules these antibiotics were released during 10 days in a gradually decreasing
manner, a rapid decline was observed from 5 to 1.5 pg/ml on the 6th day and no release was
detectable from the 19th day. On the other hand, there was only minimal release from the
beads, the concentration did not go above 0.1-0.25 pg/ml. The first day release from the
capsules was 72% of the total dose, then very small concentrations were measured till the
12th day. Meanwhile, the dynamics of the release from the beads was minimal throughout 10
days, which is likely to be due to the damage of the antibiotics induced by the heat during
polymerization of the PMMA. The MIC value for Micrococcus luteus was 0.1 ug/ml.

Release of amikacin from capsules and beads

The outflow of amikacin from the capsules was high (850 pg/ml) till the 15th day,
then decreased and stabilized at the concentration of 180-200 pg/ml. In case of the
beads, smaller, 200-250 pg/ml concentrations were measured in the medium till 15th
day, then it gradually decreased to 0. Within the first day, 56% of the total antibiotic
content of the capsules was released, then gradually decreasing concentrations were
detected every day till the 9th day. The daily antibiotic outflow from the beads
decreased gradually till the 8th day. The MIC value for Micrococcus luteus was 0.1

pg/ml.

Release of piperacillin-tazobactam from capsules and beads

The release of piperacillin-tazobactam from the capsules was high with the
maximum of 750 pg/ml till the 15th day, then after a steep decline no detectable
antibiotic concentration could be observed. In case of the beads, markedly smaller,
maximum 180 pg/ml concentrations were measured in the medium till 15th day, then
it gradually decreased to 0. Within three days, 69% of the total antibiotic content of
the capsules was released, then gradually decreasing concentrations were detected

every day till the 12th day. From the beads 38% was released during three days, then
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decreased gradually till the 12th day. The MIC value for Micrococcus luteus was 0.8

pg/ml.

Release of cefotaxim from capsules and beads

The release of cefotaxime was detectable from both the capsules and the beads, but it
was higher from the capsules (60-150 pg/ml) than from the beads (12-50 pg/ml).
From the capsules, 10% was released during 3 days, while 87% was released during
10 days. On the contrary, 63% of the total content flew out during the first three days
and no antibiotics remained after the sixth day. The MIC value for Micrococcus

luteus was 0.1 pg/ml.

Effect of Tazocin-containing PMMA capsule implantation on

experimental osteomyelitis of the rabbit tibia

The animals were controlled by physical examination every week after the induction of
osteomyelitis. On the third week after the operation loss of appetite, weakness, signs of
atrophy of the operated limb and flexion contracture of the knee joint were observed in cases
of 5 animals. Six rabbits died within the first four weeks due to septic complications, therefore
they were excluded from any further evaluation. We could isolate the S. aureus OKI 118003
from the pus collected from the osteomyelitis. Radiographs taken on the sixth postoperative
week confirmed osteomyelitis in all the remaining 19 cases. The composite radiological
scores 6 weeks after the induction of the osteomyelitis did not differ significantly, they were
5.540.2 in the control and 5.3+0.03 the later antibiotic-treated groups. It means that basically
all the animals showed severe osteomyelitis by radiographic evaluation before the second
surgery. The next series of radiological examination carried out eight weeks postoperatively
revealed that the bone was more swollen, wider and the cortical area was thinner at the site of
injury in control animals compared to the findings of rabbits treated with PMMA capsules.
Physical symptoms were parallel with the radiological signs: in control rabbits the left
hindlimb was atrophic, there was a contracture in the left knee joint and a solid fistula was
seen at the site of incision. On the contrary, from the animals treated with Tazocin-containing
PMMA capsules, 7 were completely cured both physically and radiologically, in 5 cases
atrophic left hindlimbs and minimal contracture of the knee joints were detected by physical

examination and radiographs showed only small swelling of the medullar region. The score
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values showed marked difference between the two groups representing 4.8+0.04 in control
and 2.9+0.03 in PMMA capsule-treated rabbits, respectively (p=0.006).

After killing the rabbits at the end of the experiment all the implanted capsules were found to
be intact, no damage of them could be detected. In the control group, macroscopically,
enlargement of the medullar cavity with thin cortical area was seen in the tibia at the site of
infection. In the central part of the samples a yellowish-white substance was found, which
proved to be necrotic tissue full of granulocytes and degrading cells on the histological
preparations. The surrounding cortical bone was widened and showed only some signs of
reparation with an irrelevant restructuring of the neighboring trabecular bone. Slight
reparation, formation of fibrotic tissue and scar, chronic inflammatory signs were seen in the
intertrabecular spaces. In the animals treated with Tazocin-containing PMMA capsules, the
tibia did not show macroscopic enlargement, only at the localization of the capsules.
Microscopically, intact haemopoetic tissue of the bone marrow was found in the medullar
cavity. Signs of only minimal chronic inflammation were seen in the surrounding trabecular
and cortical bone tissue with small fibrosis, the width of the cortical area was normal. As
result of the evaluation histological healing was achieved in 7 animals, initiation of the
reparative phase was observed histologically in 3 cases and no reparative signs were detected
in 2 rabbits. The composite histological osteomyelitis score in the control group, in which
only surgical debridement was performed without antibiotic inplantation was 6.8+0.5. In
rabbits treated with local tazocin-containing PMMA capsules, this score was significantly

smaller, only 3.7+0.4 (p=0.002).

Summary of Novel Results

We have developed a novel antibiotic carrier, which can be filled with any original antibiotic
chosen on the basis of the sensitivity of the respective microorganism. The antibiotics can
reach bactericidic concentrations in the infected area after penetrating through the wall of
these carriers. The material used for the production of these carriers is PMMA, which has
been used in bone surgery for a long time. However, we did not intend to apply this in its
usual form (intraoperative prepared spacers), but created capsules after its polymerization

with the help of a self-developed pressing machine and filled these with different antibiotics.
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We have provided in vitro evidence that clindamycin is able to penetrate through
PMMA sheets (0.2-0.8 mm) both from low and high concentration solutions after 4-5
days. The speed and extent of penetration was dependent on the antibiotic
concentration.

However, there was no significant difference between antibiotic penetration in cases
of different wall diameters.

We produced specific antibiotic carrier PMMA capsules with different wall diameters
with the help of a self-designed and created pressing machine made of bacelite and
aluminium. These capsules were filled with several antibiotics which were examined
in further in vitro and in vivo studies.

We have demonstrated in vitro that all the 6 chosen antibiotics are able to penetrate
through the wall of these capsules in more than 100 times higher concentration than
the MIC values of the Micrococcus luteus ATCC 9341 test stain.

Further in vitro comparative studies revealed that there was a significantly greater
release from PMMA capsules than beads containing the same amount of antibiotics.
We have provided in vivo data showing that inplantation of Tazocin-containing
PMMA capsules in the experimental rabbit tibia osteomyelitis model results in
physical, radiological and histological healing.

In this in vivo model we have shown with microbiological assessments that locally

administered Tazocin does not get into the systemic circulation.
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