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Zusammenfassung

In der modernen Unfallchirurgie und Ortho-
padie wird die Anwendung allogener Kno-
chentransplantate durch das mégliche Uber-
tragungsrisiko von Infektionserkrankungen
erheblich eingeschrankt. Eine Losungsmaog-
lichkeit bietet die Anwendung eines thermi-
schen Desinfektionssystems (Lobator SD-1),
welches mit einer Inaktivierungstemperatur
von 80°C arbeitet und in der Lage ist, zahlrei-
che bakterielle und virale Infektionserreger
abzutoten. In dieser Studie wurde die Inakti-
vierungskinetik von HIV durch Warmebe-
handlung im Lobator SD-1 untersucht, Dabei
wurden humane Femurkopfe mit 100 pul
einer hochangereicherten Suspension von
freiem und zellgebundenem HIV (109 bela-
den und dem DesinfektionsprozeB fiir 5, 10,
20,30, 40, 50 bzw. 62 min ausgesetzt. Die
anschlieBende Rekultivierung erfolgte mit
Hilfe von HUT-78 Zellen durch Titration der
Virussuspension in 10facher Verdiinnung
iiber 10 Verdiinnungsstufen und Inkubation
bis maximal 21 Tage. Der Virusnachweis
wurde durch Beobachtung von Riesenzell-
formationen und quantitativem p24-Anti-
gennachweis im ELISA-Test durchgefiihrt.
Dabei konnte eine lineare Virusinaktivierung
in Abhéngigkeit von der Erwarmungszeit ge-
funden werden. Ab einer 40miniitigen Be-
handlung im Desinfektionssystem (Normal-
prozef3zeit 92 min, Zieltemperatur 80 °C) war
eine vollstandige Virusinaktivierung zu ver-
zeichnen. Die Ergebnisse zeigen, daB durch
eine Behandlung humaner Femurkapfe im
thermischen Desinfektionssystem eine
sichere Inaktivierung von HIV erreicht wird.
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Untersuchungen zur Inaktivierung
von HIV-1 in humanen Femurkopfen
durch Verwendung eines
thermischen Desinfektionssystems

(Lobator SD-1)

Die Transplantation von kryokonser-
vierten, allogenen Knochen zur Auffiillung
ossirer Defekte hat mit Einfithrung der
Knochenbanktechnik in der modernen
Unfallchirurgie und Orthopidie einen
festen Stellenwert [16, 25, 29, 41]. Derzeit
werden in Deutschland jahrlich ca.20 0oo
und in den USA ca. 200 000 allogene
Transplantate verwendet, wobei der ei-
gentliche Bedarf sicher héher angesetzt
wird [21, 41]. Die generelle Anwendbar-
keit wird durch das Risiko der Ubertra-
gung bakterieller oder viraler Infektionen
eingeschrinkt [s, 23, 44]. Seit Bekannt-
werden der ersten HIV-Ubertragung
durch ein allogenes Knochentransplan-
tat in den USA und spéter in Europa und
Deutschland ist die Deckung des Bedarfs
an allogenen Transplantaten schwieriger
geworden [3,37]. Zahlreiche klinikinterne
Knochenbanken mufiten aufgrund der
gestiegenen Sicherheitsanspriiche auf-
gegeben werden [25]. Geeignete Sterili-
sations- oder Desinfektionsverfahren
kénnen die Transplantatsicherheit we-
sentlich erhshen [1s, 24, 26, 27].

Aus der Literatur ist die Thermola-
bilitat von HIV und seiner Untergrup-
pen bekannt [6,11,18,19, 28, 30, 32, 33,38,
40,46,47]. Das seit 1992 in der klinischen
Anwendung stehende Spongiosadesin-
fektionssystem Lobator SD-1 (Fa. Telos,
Hungen) arbeitet mit einer Desinfektions-
temperatur von 80 °C [26]. Da umfang-
reiche thermophysikalische Messungen
in spongitsen Hiiftkdpfen nachweisen
konnten, daf an jeder Stelle des dekorti-
zierten Hiiftkopfes fiir mindestens 10 min
80 °C erreicht werden, war davon auszu-
gehen, daf HIV auch in hoher Konzen-
tration nach dem Desinfektionsvorgang
inaktiviert wird [24, 26].

Zielsetzung der Studie

Durch Inokulation humaner Femurképfe
mit hochkonzentrierter HIV-Suspension
sollte die Inaktivierungskinetik der In-
fektiositdt bei ansteigenden Temperatu-
ren ermittelt werden. Ziel der Untersu-
chung war es, zu iiberpriifen, ob und in
welchem Ausmaf die Infektidsitit von
HIV durch einen Erwdrmungsprozef} bis
zu einer Endtemperatur von 80 °C redu-
ziert wird. Dadurch kann eine Aussage
iiber das Restrisiko einer HIV-Ubertra-
gung durch ein allogenes Femurkopf-
transplantat nach einer thermischen Be-
handlung mit dem Marburger Kno-
chenbanksystem getroffen werden.

Material und Methode

Bei der Planung und Durchfiihrung der Ex-
perimente wurden die GLP-Richtlinien (good
laboratory practice) eingehalten.

Probenmaterial
Als Priifkorper wurden acht humane Femur-
képfe verwendet, welche von nicht HIV-infi-
zierten Patienten stammten, die nach endo-
prothetischer Hiiftoperation entnommen wur-
den. Unmittelbar nach Entnahme wurden die
Hiiftkdpfe von anhdngendem Weichteilge-
webe befreit und der Gelenkknorpeliiberzug
mit Hilfe einer sphirischen Frise entfernt.
Der Durchmesser der so bearbeiteten Fe-
murkdopfe lag zwischen 40 und 55 mm. Die
Lagerung erfolgte im Tiefkiihlfroster bei -20°C.
Bis zur Verwendung im Experiment wurden
die Knochen keinem Erwirmungsprozef aus-
gesetzt. Durch eine Bohrung von der Resek-
tionsfliche des Knochens in das Kopfzentrum
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Evaluation of the inactivation of HIV-1
in human femoral heads by heat
treatment to 80 °C (Lobator SD-1)

Summary

The use of allogenic bone transplants in sur-
gery has been greatly diminished owing to
the risk of transmitting infectious diseases.
This risk can be reduced by the use of a ther
mal disinfection system (Lobator SD-1).This
is achieved by increasing the temperature to
80°C, inactivating a number of bacterial and
viral agents. In this study the decay of HIV at
high temperature in the Lobator SD-1 was
researched. In the center of human femoral
heads 100 1l of a highly concentrated sus-
pension of free and cell-bound HIV (10'%)
was exposed to the thermal process at inter-
vals of 5,10, 20,30, 40, 50 and 62 min. For the
recultivation HUT-78 cells were used
through titration of the virus suspension in
ten-fold dilutions over ten dilution steps and
incubation up to a maximum of 21 days. Evi-
dence of the virus was checked through ob-
serving giant cell formations and quantita-
tive determination of p24 antigen using an
Elisa test. Linear virus inactivation was found
based upon the time the virus was exposed
to heat. After a treatment of 40 min in the
disinfection system, total virus inactivation
was achieved. The normal disinfection pro-
cess time using Lobator SD-1is 92 min. A
temperature of 80 °C s reached after approx-
imately 45 min.The results prove that this
system totally inactivates HIV in human fe-
moral heads.
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wurden die Femurképfe zur Aufnahme eines
100 i fassendeny 20 mm langen und 6 mm
breiten Probenbehiiters vorbereitet. Hierzu
wurden verschliefbare 100 il PCR-Réhrchen
(polymerase chain reaction) (Nunc, Wiesba-
den) verwendet. Diese sind aus einem diinn
wandigen Kunststoff hergestellt, um bei der
PCR-Testung einen raschen Energietransfer zu
gewihrleisten. AuBerdem ist ein sicherer Ver-
schluf der Behiiltnisse in einem Temperatur-
bereich zwischen 4° und ¢5°C gewiihrleistet.
Fiir jedes Experiment (n=8) wurde ein fri-
scher Femurkopf verwendet. Nach Positio-
nierung der Probenrshrchen im Hiiftkopf,
wurden die Bohrlécher mit einem 1 mm dicken
Kunststoffplittchen abgedichtet und der ver-
bleibende Bohrkanal mit einer mittelvisko-
sen Silikonpaste (Baysilone Paste, Fa. Bayer,
Leverkusen) aufgefiillt, um ein Eindringen
vaon Flitssigkeit in den Bohrkanal zu verin-
dern. Die Silikonsiegel hatten einen Durch-
messer von 13 min und eine Hohe zwischen 10
und 15 mm in Abhéngigkeit vom Durchmes-
ser des Femurkopfes.

Desinfektionssystem
Als Wirmequelle wurden vier Lobator SD-1
Gerite (Fa. Telos, Hungen) aus der laufenden
Serienproduktion verwendet (Abb. 1). Ein
temperatursensorgesteuertes, elektronisches
Kontrollsystem gewihrleistet dabei eine kon-
tinuierliche Erwidrmung eines Hiiftkopfes auf
80°C in fliissigem Medium (250 ml Ringer-
Losung) in einem Kunststoffbehilter inner-
halb einer Erwirmungszeit von 62 min. Dabei
ist das Erreichen der Zieltemperatur (80 °C)
vom Durchmesser des Femurkopfes und sei-
ner Knochendichte abhiingig [26] (Abb. 2).
Die Hiiftképfe wurden nach Bestilcken mit
HIV-Suspension-gefiillten Probenréhrchen
in die mit 250 ml Ringer-Lésung gefiillten
Macrolon-Kunststoffbehiiter gelegt und dem
standardisierten Erwdrmungsprozef ausge-
setzt. Die Abkithlung auf eine Temperatur zwi-
schen 20° und 40 °C erfolgte auf der am Gerit
angebrachten Kiihiplatte unter permanentem
Riihren der Ringer-Losung mit einem gerd-
teinternen Magnetriihrer. Die Kontrolle der
Temperatur erfolgte beim Aufheizprozefs iiber
den gerateeigenen Temperaturanzeiger und bei

der Abkiihlung durch einfache manuelle Kon-
troile der Auflenseite des Kunststoffbehilters.
Um die Kinetik der HIV-Inaktivierung
zu analysieren, wurde der Erhitzungsprozel§
an ausgewihlten Zeitpunkten unterbrochen.
In der 1. Versuchsreiche wurde der Erwir-
mungsprozefd nach 5,20 und 40 min und in der
2.Serie nach 10,30 und 50 min abgebrochen.
Die Probe nach fiinfminiitiger Prozefzeit
wurde als Kontrollprobe im Knochen ver-
wendet; unabhingig davon wurde eine Kon-
trollprobe durch HIV-Titration von der Aus-
gangssuspension durchgefiihrt.

Virus

Zur besseren Standardisierung wurde fiir diese
Experimente das HIV-1 111 B-Virus ausge-
wiihlt. Das HIV-1 111 B-Virus, welches heute
auch als LA 1-Virus bezeichnet wird, wurde
dem Pettenkofer Institut 1984 durch R. Gallo,
NIH, Bethesda, zur Verfiigung gestellt. Das Vi-
rus wurde auf HUT-78-Zellen in RPMI-1680-
Medium unter Zusatz von 10% fetalem Kil-
berserum sowie Penicillin und Streptomycin
als Antibiotikazusatz geziichtet. Der Virusti-
ter im Zelliiberstand, der wichentlich ge-
wechselt wurde, betrug 10%* TCID,,/ml. Die
Zellkonzentration betrug 10%/ml.

Zur Herstellung der Virussuspension fiir
die Inaktivierungsversuche wurde eine Zell-
suspension von 10 ml fiir 7 min bei 1700 g
zentrifugiert. Nach Entfernung von 9 ml des
Uberstands wurden die sedimentierten Zellen
im verbliebenden Uberstand suspendiert. Von
dieser Suspension wurde je 100 [l in ein PCR-
Probenrdhrchen gefiillt und auf oben be-
schriebene Weise in den Hiiftkopf eingebracht.

Titration
Um den Virusgehalt zu quantifizieren wur-
den 96-well-Mikrotiterplatten (Fa. Nunc, Wies-
baden) verwendet und die Virussuspension
in sofacher Verdiinnung titriert. Da nur 100 ul
Probeninhalt verfiigbar war, wurden je 10
der Probe in die 8 Vertiefungen der ersten
Reihe der Mikrotiterplatte eingefiillt, welche
jeweils 9o pl Medium enthielten. Nach Durch-
mischung mit der Mehrkanalpipette wurden
wiederum je 10 ul aus der 1. Mikrotiterplat-
tenreihe in die 2. ibertragen. Endpunkt der
Verdiinnung waren fiir die ersten 30 min der

Abb. 1 <4 Das Marburger Kno-
chenbanksystem Lobator SD-1
(Fa.TELOS, Hungen) zur thermi-
schen Desinfektion allogener
Femurkopftransplantate






