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Untersuchungen zur Stabilitat
von Antibiotika in festen Nahrmedien
in Abhangigkeit von deren Lagerzeit
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Einleitung

Zusammenfassung:

Es wurde die Stabilitit von Ampicillin, Mezlocillin, Cefoxitin und Cefsulodin in den drei Testmedien Mueller-
Hinton (MH), Diagnostic Sensitivity Test Agar Base (DST-Agar) und Iso-Sensitest-Agar (Iso) iiber einen
Zeitraum von 7 Monaten untersucht. Als Kriterium der Degradation der Antibiotika wurde die Erhohung der
minimalen Hemmkonzentration von 14 internationalen Referenzstimmen (Enterobacteriaceae, Ps. aerugi-
nosa, Micrococcaceae) gewertet. Die Degradation nach dem 7monatigen Untersuchungszeitraum war fiir
Cefsulodin am groBten, die minimale Hemmkonzentration stieg um den Faktor 16 an. Sie erwies sich ferner
als medienabhéngig. Die geringste Degradation wurde in Mueller-Hinton-Agar beobachtet, die groBte in
DST-Agar. Antibiotika-haltige Nahrbéden zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration mit dem
Agardilutionstest kénnen luftdicht verschlossen bei Kiihlschranktemperatur unbedenklich 2 bis 3 Wochen
gehalten werden. Mit einem Aktivitdtsverlust ist wéhrend dieses Lagerzeitraums nicht zu rechnen. Zur
Qualitatssicherung sollten jedoch stets internationale Referenzstimme mit bekannter minimaler Hemmkon-
zentration mitgefiihrt werden.

Schlisselwdrter:

Agardilutionstest — Stabilitdt von Antibiotika in festen Ndhrmedien (Mueller-Hinton-, DST-, Iso-Sensitest-
Agar)

Summary:

The stability of ampicillin, mezlocillin, cefoxitin and cefsulodin was investigated using the test media Mueller-
Hinton (MH), Diagnostic Sensitivity Test Agar Base (DST) and Isosensitest Agar (Iso). The increase of the
MICs against 14 international reference strains (Enterobacteriaceae, Ps. aeruginosa, Micrococcaceae) was
determined as the criterion for the inactivation of the antibiotics. Cefsulodin showed the highest inactivation
after 6 months; the MIC increased by a factor of 16. The inactivation was also depending on the media
used. The lowest degradation has been observed with Mueller-Hinton agar, the highest with DST-agar,
respectively. Media for the agar dilution test can be stored in a refrigerator for 2 to 3 weeks without hesitation,
because there is no loss of activity. International reference strains with well known MICs, however, should
always be tested-for internal quality control.

Keywords:

Agar dilution test — stability of antibiotics in solid media (Mueller-Hihton-, DST-, Iso-Sensitest-Agar)

Neben anderen bei der MHK-Bestimmung vorkommen-
den Fehlerfaktoren, wie unterschiedliche InokulumgroRe,
Antagonisten in Ndhrmedien, fihrt auch die ldngere La-

Neben der semiquantitativen Empfindlichkeitspriifung
von Bakterien mit dem standardisierten Agardiffusions-
test werden zunehmend quantitative Verfahren zur Be-
stimmung der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK)
von Antibiotika (AB) herangezogen, wie Mikro-, Makro-
dilutions- oder Agardilutionsverfahren. Die quantitativen
Testmethoden haben dazu gefiihrt, die Wirksubstanzen so
vorzubereiten, da sie entweder lyophilisiert oder bereits
Bestandteil flissiger oder fester Nahrmedien sind, die
dann im Sinne einer Okonomisierung langere Zeit bei
Kihischranktemperatur (feste Nahrmedien) beziehungs-
weise tiefgekiihlt bei ~20°C oder —80 °C (fliissige oder
lyophilisierte Substrate) aufbewahrt werden.

gerzeit der prafabrizierten Testsubstrate zu einer Vermin-
derung der antimikrobiellen Aktivitdt und damit zu mogli-
cherweise fehlerhaften Resultaten. Wenngleich die De-
gradation von Chemotherapeutika sowohl in Trocken-
substanz als auch in Loésung bei langerer Lagerung und
verschiedenen Temperaturbereichen schon bekannt ist,
werden fiir den Agardilutionstest zum Teil kommerziell
erhiltliche oder selbst hergestelite Antibiotika-haltige
Nahrmedien bei Kiihischranktemperatur aufbewahrt und
sukzessive fir die Empfindlichkeitspriifung herangezogen
(2). Untersuchungen lber die Haltbarkeit dieser Testme-
dien liegen jedoch kaum vor.
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In den eigenen Untersuchungen wurde die Stabilitat von
vier Antibiotika in drei verschiedenen gebrduchlichen fe-
sten Testmedien mit Hilfe des Agardilutionstests wahrend
eines Lagerzeitraums von 7 Monaten bei 5°C untersucht,
wobei internationale Referenzstamme mit zuvor ermittel-
ter minimaler Hemmkonzentration als Indikator-Stamme
dienten.

Materialien und Methoden

Referenzstimme: Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721,
Enterobacter cloacae ATCC 13047, Enterobacter hafniae
ATCC 11604, Serratia marcescens DSM 30121, Kleb-
siella pneumoniae DSM 30104, Klebsiella pneumoniae
ATCC 27736. Klebsiella ozaenae ATCC 11298, Klebsiella
rhinoscleromatis ATCC 13884, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli DSM 30083, Proteus vulgaris
ATCC 6380, Staph. aureus ATCC 25923, Staph. aureus
ATCC 12600, Staph. epidermidis ATCC 14990.

Antibiotika: Ampicillin, Mezlocillin, Cefoxitin, Cefsulo-
din.

Néhrmedien: Mueller-Hinton-Agar (MH), Diagnostic
Sensitivity Test Agar Base (DST), Iso-Sensitest-Agar
(Iso) (CM 337, CM 261, CM 471, Fa. Oxoid, Wesel).

Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Konzentrationsstufen: Ampicillin 0,125 bis 128 mg/|,
Mezlocillin, Cefoxitin und Cefsulodin 0,25 bis 128 mg/I.

Untersuchung der Stabilitit in festen Nahrmedien: Die
Antibiotika wurden in den angegebenen Konzentrationen
in den drei Nahrmedien gelost; fir jede Konzentrations-
stufe der einzelnen Antibiotika wurden 300 ml der drei
Testmedien benétigt und in 20 mi-Portionen in jeweils
15 Plastik- Petrischalen (Durchmesser 90 mm) gegdssen.
Die Antibiotika-haltigen Substrate wurden mit Leuko-
flex® luftdicht verschlossen, mit dem Deckel nach unten
in Kihlischranken uber einen Zeitraum von 7 Monaten
bei 4°C gelagert und nach einem feststehenden Zeitplan
untersucht. Bei Versuch 1-7 betrug das Zeitintervall
7 Tage, bei Versuch 8—-10 jeweils 14 Tage und bei Ver-
such 11-15 jeweils 21 Tage. Pro Antibiotikum und Kon-
zentrationsstufe wurde je eine Testplatte des Nahrmedi-

Tab. 1: Minimale Hemmkonzentration (mg/I) der untersuchten Antibiotika mit verschiedenen Testmedien gegeniiber den verwendeten

Referenzstammen .
Antibiotika Cefsulodin Cefoxitin
Testmedien
MH Iso DST MH Iso DST
Referenzstimme
Pseudom. aeruginosa ATCC 9721 - 05 0,25 0,5 >128 >128 128
Enterob. cloacae ATCC 13047 >128 >128 128 >128 >128 >128
Enterob. hafniae ATCC 11604 8 4 4 0,5 0.5 0,5
Serr. marcescens DSM 30121 >128 - >128 128 4 4 4
Klebs. pneumoniae DSM 30104 >128 >128 128 4 4 4
Klebs. pneumoniae ATCC 27736 >128 128 128 1 1 0,5
Klebs. ozaenae ATCC 11298 64 64 64 05 0,5 0,5
Klebs. rhinoscleromatis ATCC 13884 128 >128 >128 2 2 2
Escherichia coli ATCC 25922 >128 128 128 2 2 2
Escherichia coli DSM 30083 >128 . 128 128 0,5 1 1
Proteus vulgaris ATCC 6380 >128 ° 128 128 0,5 0,25 0,5
Staph. aureus ATCC 25923 2 2 1 1 0,5 0,5
Staph. aureus ATCC 12600 4 2 1 1 0,5 1
Staph. epidermidis ATCC 14990 4 2 2 1 0,5 1
Tab. 1 (Forts.)
Antibiotika Ampicillin Mezlocillin
Testmedien
MH Iso DST MH Iso DST
Referenzstimme
Pseudom. aeruginosa ATCC 9721 . 128 128 32 16 32 16
Enterob. cloacae ATCC 13047 >128 >128 - >128 32 32 32
Enterob. hafniae ATCC 11604 .0,5 1 1 4 4 8
Serr. marcescens DSM 30121 >128 128 64 4 4 8
Klebs. pneumoniae DSM 30104 >128 .>128 128 16 16 16
Klebs. pneumoniae ATCC 27736 32 128 128 32 32 64
Klebs. ozaenae ATCC 11298 8 32 16 8 16 8
Klebs. rhinoscleromatis ATCC 13884 >128 128 >128 4 4 2
Escherichia coli ATCC 25922 2 8 4 2 2 2
Escherichia coli DSM 30083 2 8 4 0,5 1 1
Proteus vulgaris ATCC 6380 64 64 64 0,5 0,5 0,25
Staph. aureus ATCC 25923 0,125 0,125 <0,125 0,25 0,25 <0,25
Staph. aureus ATCC 12600 0,5 0,125 <0,125 0,25 <0,25 0,25
Staph. epidermidis ATCC 14990 0,5 0,5 0,125 0,5 1 0,5
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ums mit einem Multipoint-Inokulator mit den 14 Refe-
renzstammen beimpft. Das Inokulum betrug 5x10°% KBE/
ml. Nach einer Inkubationszeit von 18 bis 20 Std. bei
37°C wurden die minimalen Hemmkonzentrationen be-
wertet und dokumentiert.

Ergebnis und Besprechung

In der Tab.1 sind die minimalen Hemmkonzentrationen
der verwendeten Referenzstimme auf den drei Antibioti-
ka-haltigen Testmedien dargestelit. Differenzen, die
auRerhalb der Toleranzgrenze von + 1-2 Titerstufen la-
gen, wurden nicht beobachtet.

Wahrend der ersten beiden Untersuchungswochen blie-
ben die minimalen Hemmkonzentrationen der untersuch-
ten Antibiotika gegenlber den Referenzstdmmen bei allen
drei Testmedien konstant. in den folgenden Untersu-
chungsserien war. ein individuell unterschiedlicher An-
stieg der minimalen Hemmkonzentration in Abhangigkeit
vom verwendeten Nahrmedium aber auch von der Bakte-
‘ienspezies festzustellen. Um Unterschiede in der Degra-
jation der Antibiotika aufzuzeigen, wurden in die Aus-
~ertung nach 2 Wochen nur Stamme einbezogen, die
jegeniber dem jeweiligen Antibiotikum eine minimale
Hemmkonzentration von < 16 mg/I aufwiesen. In Tab.2
sind die Ergebnisse wahrend der 7monatigen Lagerzeit
‘Ur die einzelnen Antibiotika und Testmedien zusammen-
jestellt. Cefsulodin zeigte bei allen drei verwendeten
Substraten eine in etwa gleichmaRige Erhohung der mini-
nalen Hemmkonzentration, die zwischen 4 und 7 Titer-
stufen schwankte. Cefoxitin dagegen erwies sich in den
Vedien am stabilsten. Die Verschiebung der minimalen
{emmkonzentration betrug 2—3 Titerstufen. Ampicillin
ind Mezlocillin erwiesen sich in Mueller-Hinton-Agar
im stabilsten, die Veranderung der minimalen Hemmkon-'
:entration betrug hier zwischen 2 und 4 Titerstufen, wah-
end in Iso-Sensitest, vor allem aber in DST-Agar we-
ientlich hohere Anderungshéufigkeiten auftraten, die
'wischen 4 und 7 Titerstufen lagen und in diesen beiden
Viedien nach 1- bis 2monatiger Aufbewahrungszeit ein-
raten und dann auch fiir die einzelnen Bakterienspezies
onstant blieben.

Tab.2: Anderungshiufigkeit der Titerstufen der minimalen
Jemmkonzentrationen der untersuchten Antibiotika in den 3
Testmedien gegendiber den Referenzstdmmen wéhrend 7monati-
jer Lagerung (absolute Zahlen)

Titerstufen

2. 3 4 5 6 7

\B in Mueller-Hinton-Agar

sefsulodin 2 2 1
sefoxitin 4 8

\mpicillin 6 1

Nezlocillin 3 7 2

\B in Iso-Sensitest-Agar

sefsulodin 1 2 2
sefoxitin 4 7 1

\mpicillin 1 1 3 2
Aezlocillin 3 5 2 2

\B in DST-Agar

sefsulodin 1 1 2 1
refoxitin 5 7 -

smpicillin 12 2 2
Aezlocillin 9 3

Wihrend fiir neu einzufiihrende Antibiotika in physiolo-
gischen Losungen bei unterschiedlichen pH-Werten (4,
5), in Infusionslosungen (8), in fliissigen Nahrsubstraten
(9). in Zellkulturen (1) sowie in Korperfliissigkeiten (11)
Untersuchungen vorliegen, finden sich in der Literatur
kaum vergleichbare Angaben {iber die Stabilitat von Anti-
biotika in festen Nahrmedien. Barry und Badal (3) unter-
suchten die Stabilitdt von Tetracyclinen in festen Medien
und fanden einen Aktivitatsverlust fiir Minocyclin von
mehreren Verdiinnungsstufen innerhalb 2 Wochen. Fiir
neuere Antibiotika werden entsprechende Daten vermift,
wenngleich der Agardilutionstest vor allem aufgrund der
Mechanisierung durch Vielfachpunktbeimpfungsgerate
ein fir die quantitative Empfindlichkeitspriifung von Mi-
kroorganismen weltweit haufig angewandtes und emp-
fohlenes Verfahren ist (6, 7, 10). Von den nationalen
Standardisierungskommissionen werden fiir den Agardi-
lutionstest in unterschiedlicher Weise jeweils eines der
drei hier untersuchten Substrate empfohien, so beispiels-
weise vom DIN und NCCLS Mueller-Hinton-Agar. Aus
den eigenen Untersuchungen geht hervor, daB alle 3 Test-
substrate wahrend einer 2wdchigen Lagerungszeit bei
Kihlschranktemperatur vergleichbare Ergebnisse liefern.
Eine teilweise Inaktivierung von ,labilen” Antibiotika
wahrend dieses Zeitraumes tritt sicherlich ein, das Tester-
gebnis diirfte jedoch korrekt bleiben, da die Verdiinnung
der Testsubstanzen nach internationalen Richtlinien in
log,-Schritten erfolgt und erst eine Degradation von 50%
und mehr den Endpunkt der minimalen Hemmkonzentra-
tion beeinfluBt. Bei gealterten Medien erweist sich, zu-
mindest bei den untersuchten Antibiotika, Mueller-Hin-
ton-Agar den beiden anderen Substraten etwas Uberle-
gen.

Fur die Qualitatssicherung zur Bestimmung der minima-
len Hemmkonzentration mit dem Agardilutionstest gilt:

1. Keine selbsthergestellten Testmedien verwenden, die
langer als 2 Wochen bei Kiihischranktemperatur aufbe-
wahrt wurden.

2. Die Testmedien sind luftdicht verschlossen aufzube-
wahren, um Austrocknung zu verhindern, was einen Kon-
zentrationsanstieg des Antibiotikums im Medium zur
Folge hatte.

3. Kontrollstimme mit bekannter minimaler Hemmkon-
zentration sind stets mitzuftihren. Sie dienen als Indikator
fur eine eventuelle Aktivitatsminderung der verwendeten
Testsubstanzen.

4. Bei kommerziell erhéltlichen Agardilutionsplatten
muR das Herstellungsdatum auf dem Boden der Petri-
schale angegeben sein.

5. Bei Einfiihrung neuer Antibiotika in die mikrobiologi-
sche Empfindlichkeitspriifung sollte deren Stabilitat in
den Testmedien mit Referenzstimmen bekannter minima-
ler Hemmkonzentrationen untersucht werden.
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Buchbesprechungen

Richtwerte
fur das kinderarztliche: Laboratonum

Von H. Struckmeyer, H. Haid, 89 Seiten. Med. Verlagsges. Mar-
burg, 1986. ISBN 3-921320-14-3.

Das Buch bringt eine Zusammenstellung der Referenzwerte von
etwa 80 Laboranforderungen, wobei z.B. Aminoséuren im Urin
gleichsam der AP im Serum als jeweils eine Anforderung gezahit
wurden. Jedem Biut- oder Harnbestandteil ist eine Seite gewid-
met mit der Untergliederung in Bestimmungsmethode, Untersu-
chungsmaterial und Referenzbereich. Angegeben sind fiir jeden
Parameter die Verteilung, Angabe der Werte bei den Perzentilen
sowie die Untergliederung in ménnlich und weiblich. Fernerhin
sind die Werte graphisch in Abhéngigkeit vom Alter aufgefiihrt.
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Demjenigen, der sich tdglich mit Referenzwerten bei Kindert
befassen muB, ist das Buch eine wertvolle Hilfe, denn die Ent
scheidung normal/pathologisch kann unter Kenntnis der Vertel
lung getroffen werden.

Bei einer Neuauflage ist den Autoren zu empfehlen, fiir einige
Untersuchungen eine weitere methodische Differenzierung vor-
zunehmen. So sind z.B. fiir die Saure Phosphatase keine Refe:
renzwerte angegeben fir das Substrat a-Naphthylphosphat
Auch ist bei einigen Substratbestimmungen nicht aufgefihrt, fii
welche Temperatur die angegebenen Referenzwerte giiltig sind

Das vorliegende Biichlein ist in dér geschilderten Aufmachung
das erste seiner Art im deutschsprachigen Raum. Es ist vorwie-
gend den Kinderarzten, aber auch Labormedizinern und teilweise
Allgemeinérzten zum Nachschlagen warmstens zu empfehlen.

) L. Thomas



