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i Zusammenfassung:
l 35 von 47 Gentamicin· und Tetracyclin-resistenten Staphylococcus aureus-Stämmen erwiesen sich bei der
'· Untersuchung mit zwei in den USA üblichen Standardverfahren - Bouillon-Verdünnungsmethode In Mueller-
! Hinton-Bouillon mit Zusatz von 20 g/l Natriumchlorid, 50 mg/1 Kalzium und 25 mg/1 Magnesium (MHBS) so-

wie Beimpfung von Mueller-Hinton-Agar mit Zusatz von 6 mg/1 Oxacillin und 40 g/l Natriumchlorid - überein-
stimmend als Oxacillin-resistent. Dieselben Stämme zeigten bei der Testung in MHBS auch eine Cefazolin-Re-
sistenz.

• Von den in Deutschland üblichen Verfahren konnte die Bouillon-Verdünnungsmethode in einfacher, nicht
: . supplementierter Mueller-Hinton-Bouillon (MHB) nur bei 20 der 35 Stämme mit intrinsischer Resistenz

(57,1%) die Oxacillin-Resistenz und nur bei 16 Stämmen (45,7%) die Cefazolin-Resistenz anzeigen. Beim
Agar-Diffusionstest lag die Aufdeckungsquote bei Verwendung von DST-Agar bei nur 65,7 % für die Oxacillin-
Resistenz und bei nur 42,9 % für die Cefazolin-Resistenz, während sie bei Verwendung von Mueller-Hinton-
Agar 97,1 % bzw. 88,6 % erreichte. Die schlechten Ergebnisse mit dem DST-Agar sind möglicherweise durch
den Mangel dieses Nähbodens an Erdalkaliionen (Kalzium und Magnesium) bedingt.
Alle 35 Oxacillin-, Gentamicin- und Tetracyclin-resistenten Stämme waren gleichzeitig gegen Erythromycin
und Co-Trimoxazol resistent, 32 zusätzlich gegen Ciprofloxacin, davon 5 auch gegen Clindamycin und einer
gegen Chloramphenicol.
Schlüsselwörter:
Staphylococcus aureus - Nachweis der Oxacillin-Resistenz - Mangelhafte Nachweisempfindlichkeit von Rou-
tinemethoden
Summary:
35 out of 47 gentamicin- and tetracycline-resistant strains of Staphylococcus aureus showed to be oxacillin-
resistant, when tested by two Standard procedures commonly applied in USA, and that by the broth dilution
method with Mueller-Hinton-Broth supplemented with 20 g/l sodium Chloride, 50 mg/1 calcium and 25 mg/1
magnesium (MHBS) äs well äs by inoculating Mueller-Hinton-Agar containing 6 mg/1 Oxacillin and 40 g/l so-
dium Chloride. The same strains turned out to be cefazolin-re'sistant, when tested in MHBS.
Broth dilution method with unsupplemented Mueller-Hinton-Broth (MHB) commonly applied in Germany
was able to detect oxacillin-resistance only in 20 (57.1 %) and cefazolin-resistance only in 16 (45.7%) of the
35 strains with intrinsic resistance. As to agar diffusion fest the detection quota for oxacillin-resistance was
only 65.7 % and for cefazolin-resistance only 42.9 % when using DST-Agar, but 97.1 % and 88.6 % respectively
when using Mueller-Hinton-Agar. Possibly the poor results with DST-Agar are caused by lack of divalent ca-
tions (calcium and magnesium).
All the 35 oxacHHn-, gentamicin- and tetracycline-resistant strains were resistant to erythromycin and co-tri-
moxazol too, 32 also to ciprofloxacin, 5 of them also to clindamycin and one to chloramphenicol.
Keywords:
Staphylococcus aureus - detection of oxacillin-resistance - poor sensitivity of routine methods

: Einleitung peptidase, des Penicillin-Bindeproteins 2 a, das eine we-
sentlich geringere Bindungsaffinität für Beta-Lactam-An-

, . ,. u u -, U ^ D - * tibiotika ha t (15, 21 , 30, 45 , 54).« Die weltweit zu beobachtende zunehmende Resistenz
3 von Staphylococcus aureus gegen die sogenannten Peni- Die üblichen Testsysteme versagen häufig bei der Aufdek-
i cillinase-stabilen Penicilline wie Oxacillin und Methicillin kung dieser sogenannten intrinsischen Resistenz (11, 21,
··! stellt ein ernstes Problem der Krankenhaushygiene dar 23, 46, 47, 49, 50). Das ist auf die Heterogenität der mei-
| (11, 21, 27, 29, 36, 48), zumal sie immer mit einer gleich- sten Oxacillin-resistenten Wildstämme zurückzuführen
i zeitigen Resistenz gegen Cephalosporine und sehr häufig (11, 21). Bei derartigen Stämmen überlebt unter den übli-
( auch gegen eine Reihe weiterer Antibiotika wie Gentami- chen Testbedingungen nur ein sehr kleiner Anteil der Ge-

•5 ein, Tetracyclin, Erythromycin und Co-Trimoxazol einher- samtpopulation der Zellen die Oxacillin-Exposition (10,
* geht (1, 10, 11, 20, 22, 23, 57). Sie beruht auf der Expres- 16, 19, 21). Durch osmotische Stabilisierung dieser hete-
i sion einer zusätzlichen, chromosbmal kodierten Trans- roresistenten Staphylokokken wie z. B. durch Zusatz von
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Natriumchlorid zum Testmedium, ferner durch Supple*
mentierung mit Erdalkaliionen und durch Senkung der
Bebrutungstemperatur unter 37°C kann die Überlebens-
quote der Keime und somit der Aussagewert der Resi-
stenzprüfung entscheidend verbessert werden (1, 2, 9, 21,
41, 43, 47, 50). Dementsprechend wurden in den USA
zwei Standardverfahren zur Aufdeckung der intrinsischen
Resistenz entwickelt, die sowohl für Staphylococcus au-
reus als auch für koagulasenegative Staphylokokken gel-
ten, und zwar die Bouillon-Verdünnungsmethode mit Na-
triumchlorid- und Erdkali-supplementierter Mueller-Hin-
ton-Bouillon sowie die Beimpfung von oxacillinhaltigem
Mueller-Hinton-Agar mit erhöhtem Natriumchloridgehalt
bei einer Bebrutungstemperatur von 35°C für beide Ver-
fahren (32, 50, 51, 52).
Ein Ziel der eigenen Untersuchungen war, den Anteil
Oxacillin-resistenter Stämme unter Staphylococcus au-
reus-lsolaten mit gleichzeitiger Gentamicin- und Tetracy-
clin-Resistenz mit Hilfe der beiden Standardmethoden
aus den USA zu bestimmen. Dabei sollte auch der Aussa-
gewert der noch weithin in Deutschland verwendeten
Routineteste - Bouillon-Verdünnungsmethode mit einfa-
cher, nicht supplementierter Mueller-Hinton-Bouillon und
Agar-Diffusionstest mit DST-Agar bzw. Mueller-Hinton-
Agar - geprüft werden. Schließlich interessierte auch
das Resistenzverhalten der Oxacillin-resistenten Stämme
gegen andere Antibiotika.

Material und Methoden
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)
Die MHK wurde mit der Bouillon-Verdünnungsmethode
im standardisierten Mikroverfahren (53) mit je 100 \ -
tibiotikaverdünnung in den Kammern von Mikrotiterplat-
ten mit U-förmigen Böden bestimmt. Diese Platten wer-
den den niedersächsischen Medizinaluntersuchungsäm-
tern seit 1982 von einem anderen Institut gebrauchsfertig
geliefert (5, 33, 34). Die Beimpfung erfolgte mit einem
MIC-2000-lnokulator (Dynatech). Bebrütungsdauer und
-temperatur betrugen entsprechend DIN 58940, Teil 5, 20
Stunden und 36 ± 1°C für die Rputinemethode sowie 24
Stunden und 35°C für das Standardverfahren (50, 51).
Die Grenzwerte betrugen für die Bewertungsstufen

sensibel mäßig sensibel resistent
(bis g/m\) (von bis /zg/ml) (über /xg/ml)

bei Oxacillin
Cefazolin
Gentamicin
Tetracyclin
Erythromycin
Clindamycin
Co-Trimoxazol
Ciprofloxacin
Chloramphenicol

1
4
1
1
1
1
4
0,25
8

8 -16
2 - 4
2 - 4
2 - 4
2 - 4
8 -16
0,5- 1

1
16
4
4
4
4

16
1
8

Agar-Screen-Test nach Thornsberry und Jorgensen
Für den Agar-Screen-Test wurde das Inokulum auf eine
Dichte von 0,5 McFarland-Einheiten eingestellt und mit
einem Tupfer durch leichtes Berühren auf die oxacillinhal-
tigen, mit Natriumchlorid supplementierten Agarplatten
gebracht. Die Bebrütungsdauer betrug 24 Stunden, die
Bebrutungstemperatur 35°C entsprechend der Vorschrift
des Standardverfahrens - in Parallelansätzen auch 30°C
und 37°C.

Agar-Diffusionstest
Der Agar-Diffusionstest wurde als Blättchentest nach DIN
58940, Teil 3, durchgeführt.

Testmedien und Supplemente
Als Nährlösung für die MHK-Bestimmung wurde Mueller-
Hinton-Bouillon (MHB, Difco) verwendet. Bei einem Teil
der Platten wurden die Kammern der Oxacillin- und Cefa-
zolin-Verdünnungsreihen mit je 10 einer 11 fach konzen-
trierten Losung von Natriumchlorid, Kalziumchtorid und
Magnesiumchlorid supplementiert (MHBS), so daß ein
Gehalt von 20g/l Natriumchlorid, 50 mg/l Kalzium und 25
mg/l Magnesium resultierte, wie er in den USA für das
Standardverfahren zum Nachweis der OxaciHin-Resistenz
von Staphylokokken vorgeschrieben ist (50, 51, 52). Die
M H K-Werte wurden für Oxacillin und Cefazolin gleichzei-
tig in MHB und MHBS bestimmt, für Gentamicin, Tetracy-
clin, Erythromycin, Clindamycin, Co-Trimoxazol, Ciproflo-
xacin und Chloramphenicol nur in MHB.
Als Testmedium für den Agar-Screen-Test diente der
Mueller-Hinton-Agar der Fa Difco (Contr. 737542) mit ei-
nem Zusatz von 40g/l Natriumchlorid und 6 mg/l Oxacil-
lin (Bayer, Pt 53273) entsprechend der Vorschrift des
Standard Verfahrens (51, 52) sowie für einen Parallelansatz
auch mit einem Zusatz von nur 2 mg/l Oxacillin. Für
einige Stämme wurde auch der Mueller-Hinton-Agar der
Fa Oxoid (Lot No. 201 41091) und der Fa Merck (Ch.-B./Lot
76083759) sowie der Iso-Sensitest-Agar (Lot No.
26641565) und der DST-Agar (Lot No. 10240491) der Fa
Oxoid verwendet.
Für den Agar-Diffusionstest wurden der Mueller-Hinton-
Agar der Fa Difcb (Contr. 737542) und der DST-Agar der
Fa Oxoid (Lot No. 10240491) benutzt und Antibiotika-Test-
blättchen, die mit 5 g Oxacillin (Becton u. Dickinson,
Ch.B. 803555) bzw. 30 g Cefazolin (bioMerieux, Lot
01806) beschickt waren.

Bakterienstämme
Die Untersuchungen wurden durchgeführt mit 47 Genta-
micin- und Tetracyclin-resistenten, aus klinischem Mate-
rial isolierten Staphylococcus aureus-Stämmen (34 aus
Urin, 11 aus Wundabstrichen und je einer aus Trachealse-
kret bzw. aus einem Cava-Katheter) aus neun Kranken-
häusern des Großraums Hannover. Sie waren in einem
Zeitraum von vier Monaten — von August bis November
1988 - gesammelt worden. Die 47 Isolate stammten von
verschiedenen Patienten. Als Staphylococcus au reus wur-
den grampositive Kokken klassifiziert, die Kaninchen-
plasma (BAG) im Röhrchentest koagulierten, Mannit, Tre-
halose und Saccharose spalteten und DNase bildeten.
Zur Kontrolle dienten Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus aureus ATCG 25923, Staphylococcus au-
reus ATCC 29213 und Bacillus subtitis ATCC 6633.

Ergebnisse
Testung der Oxacillin· und Cefazolin-Resistenz mit der
Bouillon-Verdünnungsmethode in einfacher und in supp-
lementierter Mueller-Hinton-Bouillon (MHB bzw. MHBS)
47 Gentamicin- und Tetracyclin-resistente Staphylococ-
cus aureus-Stämme wurden mit der Bouillon-Verdün-
nungsmethode in einfacher und in supplementierter
Mueller-Hinton-Bouillon (MHB bzw. MHBS) auf ihre Oxa-
cillin- und Cefazolin-Resistenz untersucht. Während mit
der einfachen Mueller-Hinton-Bouillon nur 20 der 47

410 Lab.med. 13: 410 (1989)



Stämme als Oxacillin-resistent (MHK > 2 / ) klassifi-
ziert wurden, waren es mit der supplementierten 35. 12
Stämme wurden mit beiden Bouillons übereinstimmend
als Oxacillin-sensibel eingestuft (Tab. 1). Nur 4 Stämme
erwiesen sich in MHB als Cefazolin-resistent (MHK > 32

/ - ) und 12 als mäßig sensibel (MHK = 8-16 /ng/ml).
Mit MHBS wurden 35 Stämme als Cefazolin-resistent
klassifiziert, und zwar dieselben, die in MHBS auch eine
Oxacillin-Resistenz aufgewiesen hatten.
Unter Verwendung der mit MHBS erzielten Ergebnisse
als Bezugssystem - d. h. unter der Voraussetzung, daß
dem Standardverfahren mit MHBS eine große Zuverläs-
sigkeit zukommt (32) -r errechnet sich für unsere Routine-
methode mit einfacher Mueller-Hinton-Bouillon eine
Nachweis-Empfindlichkeit von nur 57,1 % für die Oxacil-
lin-Resistenz (Abb. 1) und - unter Einbeziehung der mä-
ßig sensiblen Ergebnisse - von nur 45,7% für die Cefa-
zolin-Resistenz (Abb. 2). Diese Unterschiede zum Stan-
dardverfahren sind nach dem Chi-Quadrat-Test signifikant
(P<0,01) bzw. hochsignifikant (P<0,001).
Die Oxacillin-MHK-Werte lagen bei Verwendung von
MHBS für alle resistenten Stämme über 4, die Cefazolin-
MHK-Werte 27mal über 32 und 8mal bei 32 g/ml.

Agar-Screen-Test
Bei der Testung der 47 Stämme in Agar-Screen-Test mit
oxacillinhaltigem, mit Natriumchlorid supplementierten
Mueller-Hinton-Agar der Fa Difco zeigten alle 35
Stämme, die mit der Bouillon-Verdünnungsmethode mit
MHBS als Oxacillin-resistent eingestuft worden waren,
bei allen drei Bebrütungstemperaturen - d. h. bei 30°C,
35°C und 37°C - ein deutliches Wachstum, das bei 30°C
in der Regel etwas schwächer war als bei den beiden hö-
heren Temperaturen. Auch in diesem Test erwiesen sich
die restlichen 12 Stämme als Oxacillin-sensibel.
Der parallel durchgeführte Agar-Screen-Test mit geringe-
rem Oxacillingehalt der Platten - 2 mg/l statt 6 mg/l -
brachte übereinstimmende Ergebnisse.

Tab. 1: Vergleich des Resistenzverhaltens von 47 Gentamicin-
und Tetracyclin-resistenten Staphylococcus aureus-Stämmen ge-
gen Oxacillin und Cefazolin nach MHK-Bestimmung in einfacher
Mueller-Hinton-Bouillon (MHB) sowie in supplementierter Muel-
ler-Hinton-Bouillon (MHBS)

Antibiotikum

Oxacillin
Cefazolin

Anzahl der Stämme
mit gleichen

Testergebnissen
(MHB = MHBS)

s=s ms=ms r=r

12 20
12 4

Anzahl der Stämme
mit Änderung der

Testergebnisse
(MHB->MHBS)

s-vms s-4-r ms->r

15
19 12

ms=mäßig sensibel r=resistent

Tab. 2: Wachstum von drei Oxacillin-resistenten Staphylococcus
aureus-Stämmen auf fünf mit Natriumchlorid (40 g/l) und Oxacil-
lin (6 mg/l) supplementierten Testmedien

Testmedium Wachstum von Stamm
A B C

Mueller-Hinton-Agar
(Difco)
Mueller-Hinton-Agar
(Oxoid)
Mueller-Hinton-Agar
(Merck)
Iso-Sensitest-Agar
(Oxoid)
DST-Agar
(Oxoid)

±

0

+ = gutes Wachstum, ± = mäßiges Wachstum, 0 = kein Wachstum

Bei der Prüfung weiterer Testmedien auf ihre Brauchbar-
keit für den Agar-Screen-Test mit drei Oxacillin-resisten-
ten Stämmen versagte der DST-Agar. Trotz Supplemen-
tierung mit Natriumchlorid war auf diesem Nährboden
keinerlei Wachstum zu beobachten (Tab. 2).

Empfindlichkeit
in Prozent

50 -

97,1

57,1

Empfindlichkeit
in Prozent
100 _

50 -

88,6

45,7

Abb. 1: Nachweis-Empfindlichkeit von Routinemethoden für die
Oxacillin-Resistenz, und zwar der Bouillon-Verdünnungsme-.
thode mit einfacher Mueller-Hinton-Bouillon (MHB), des Diffu-
sionstestes mit DST-Agar und des Diffusionstestes mit Mueller-
Hinton-Agar (MHA)
(n = 35 Oxacillin-resistente Staphylococcus aureus-Stämme)

Abb. 2: Nachweis-Empfindlichkeit von Routinemethoden für die
Cefazolin-Resistenz, und zwar der Bouillon-Verdünnungsme-
thode mit einfacher Mueller-Hinton-Bouillon (MHB), des Diffu-
sionstestes mit DST-Agar und des Diffusionstestes mit Mueller-
Hinton-Agar (MHA)
(n = 35 Cefazolin-resistente Staphylococcus aureus-Stämme)
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Agar-Diffusionstest
Der Agar-Diffusionstest wurde bei den 47 Stämmen
gleichzeitig mit dem DST-Agar und mit dem Mueller-Hin-
ton-Agar durchgeführt. Mit dem DST-Agar waren nur 23
der 35 Oxacillin-resistenten Stämme aufgrund eines
Hemmhofdurchmessers von weniger als 16 mm als Oxa-
cillin-resistenl einzustufen, woraus sich eine Nachweis-
empfindlichkeit von nur 65,7 % ergibt - ein signifikanter
Unterschied (P<0,02) zu den Standardverfahren. Bei Ver-
wendung des Mueller-Hinton-Agars gelang die Aufdek-
kung der Oxacillin-Resistenz hingegen bei 34 Stämmen,
was einer Nachweis-Empfindlichkeit von 97,1 % ent-
spricht (Abb. 1). Abb. 3 zeigt die beträchtlichen Unter-
schiede der Hemmhofdurchmesser von DST-Agar und
Mueller-Hinton-Agar.
Beim Cefazolin waren auf dem DST-Agar nur 7 der 35 Ce-
fazolin-resistenten Stämme als resistent zu klassifizieren
(Hemmhofdurchmesser < 19 mm) und 8 als mäßig sensi-
bel (Hemmhofdurchmesser = 19-23 mm), woraus sich -
unter Einbeziehung der mäßig sensiblen Ergebnisse -
eine Nachweis-Empfindlichkeit von nur 42,9% errechnet
(Abb. 2) - ein hoch signifikanter Unterschied (P < 0,001)
zu dem Ergebnis mit supplementierter Mueller-Hinton-
Bouillon. Auf dem Mueller-Hinton-Agar waren 22
Stämme als resistent und 9 als mäßig sensibel einzustu-
fen, d. h. die Nachweis-Empfindlichkeit betrug 88,6%
(Abb. 2). Die unterschiedliche Verteilung der Hemmhof-
durchmesser auf den beiden Testmedien mit der deutli-
chen „Rechtsverschiebung" beim DST-Agar geht aus
Abb. 4 hervor. Der Medianwert für den Mueller-Hinton-
Agar lag bei 14 mm, für den DST-Agar bei 25 mm.
Alle 12 in den beiden Standardverfahren als Oxacillin-
sensibel klassifizierten Stämme wurden auch im Agar-
Diffusionstest als Oxacillin- bzw. Cefazolin-empfindlich
eingestuft.

Resistenzmuster
Alle 35 Oxacillin-, Gentamicin- und Tetracycfin-resisten-
ten Stämme waren auch noch gegen Erythromycin und
Co-Trimoxazol resistent, 32 zusätzlich gegen Ciprofloxa-
cin, 5 davon auch noch gegen Clindamycin und einer ge-
gen Chloramphenicol (Tab. 3). Oxacilfin-resistente
Stämme des mit 27 Isolaten am häufigsten vertretenen
Resistenzmuster-Typs III kamen in neun Krankenhäusern
des Großraums Hannover vor.

Diskussion
Die sogenannte intrinsische Resistenz von Staphylococ-
cus aureus gegen die Penicillinase-stabilen Penicilline ist
durch ein spezielles Penicillin-Bindeprotein (PBP 2 a) be-
dingt - wahrscheinlich eine Murein-Transpeptidase, die
eine 100- bis 1000fach geringere Bindungsaffinität für
Beta-Lactam-Antibiotika hat als die anderen Transpepti-
dasen (16, 21, 30, 54). Das PBP 2 a wird wahrscheinlich
durch ein nur in Staphylokokken mit intrinsischer Resi-
stenz vorkommendes Gen in einer transposonartigen Se-
quenz des Chromosoms kodiert (3, 21, 24, 39). Seine Ex-
pression wird möglicherweise durch Gene kontrolliert,
weiche entweder seine Bildung limitieren oder es erst
zum funktionsfähigen Enzym modifizieren, evtl. auch
noch durch Gene, welche das autolytische System der
Zellwand regulieren (4, 6, 16, 37, 38).
Die meisten Wildstämme weisen eine sogenannte Hete-
roresistenz auf, d. h., die einzelnen Vertreter einer Zellpo-
pulation exprimieren funktionsfähiges PBP 2 a in unter-
schiedlichem Maße. So wird diese lebenswichtige Trans-
peptidase unter den üblichen Testbedingungen nur von
einer von 104 bis 107 Tochterzellen eines heteroresisten-
ten Keimes schnell genug gebildet, um im Wettlauf mit
der Wirkung der Beta-Lactam-Antibiotika und mit dem

Anzahl der
Stämme

30-

20 -

10 -

MHA

10 „

<6 -9 -12 -15 -18 -21 -24 -27

Hemmhofdurch-
messer in mm

Hemmho fdurch-
messer in mm

<6 -9 -12 -15 -18 -21 -24 -27

Abb. 3: Hemmhofdurchmesser des Agar-Diffusionstestes mit
Oxacillin-Testblättchen bei 35 Oxacillin-resistenten Staphylococ-
cus aureus-Stämmen auf Mueller-Hinton-Agar (MHA) und auf
DST-Agar

Anzahl der
Stamme

Hemmhofdurch-
messer in mm

Hemmhofdurch-
messer in mm

Abb. 4: Hemmhofdurchmesser des Agar-Diffusionstestes mit Ce-
fazolin-Testblättchen bei 35 CefazoÜn-resistenten Staphylococ-
cus aureus-Stämmen auf Mueller-Hinton-Agar (MHA) und auf
DST-Agar
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Tab. 3: Resistenzmuster von 35 Oxacillin-resistenten sowie 12 Oxacillin-empfindlichen Stämmen von Staphylococcus aureus (G - Gen-
tamicin, T*=Tetracyclin, E=Erythromycin, Co-Co-Trimoxazol, Ci'=dprofloxacin, CI-Clindamycinf Ch-Chloramphenicol)

Oxacillin-
Resistenz

vorhanden

nicht vorhanden

Gesamtzahl
der Stämme

Resistenzmuster

G T E Co Ci CI Ch

1

0

1

II
G T E Co Ci CI

4

0

4

III
G T E Co Ci

27

5

32

IV
G T E Co

3

1

4

V
G T E - Ci

0

4

4

VI
G T E

0

2

2

autoiytischen System ein Überleben zu gewährleisten (6,
16). Bei Bebrütungstemperaturen von unter 37°C wird die
Expression der intrinsischen Resistenz bei vielen hetero-
resistenten Stämmen begünstigt, so daß die Überlebens-
quote der Zellen trotz hoher Oxacillin-Konzentration stark
gesteigert werden kann - bei 30°C bis auf fast 100% (1,
9, 16, 21r 41, 43, 49, 56). Einen gleichen Effekt hat der Zu-
satz von Natriumchlorid — vor allem wohl durch osmoti-
sche Stabilisierung der Keime, die durch die Penicillinase-
festen Beta-Lactame bis zum Einsetzen der PBP 2 a-Pro-
duktion in ihrer Zellwandsynthese sehr behindert werden
(8, 28, 41, 44). Die Schutzwirkung der osmotischen Stabili-
sierung scheint sogar effektiver zu sein als die der Tem-
peratursenkung; denn von ihr haben offenbar mehr hete-
roresistente Stämme einen Vorteil (31).
Unter Berücksichtigung dieser Verhältnisse wurden in
den USA die beiden oben beschriebenen Standardverfah-
ren zur Aufdeckung der intrinsischen Resistenz von Sta-
phylokokken entwickelt. Beide Methoden zeigten nach ei-
genen Untersuchungen und entsprechend den Beobach-
tungen amerikanischer Autoren (32) eine 100%ige Über-
einstimmung und ermöglichten eine klare Trennung zwi-
schen Oxacillin-resistenten und -empfindlichen Stäm-
men. Eine Senkung des Oxacillingehaltes des Mueller-
Hinton-Agars beim Agar-Screen-Test von 6 mg/l auf 2
mg/l - entsprechend dem niedrigeren Breakpoint der
DIN 58940, Teil 4 - brachte keine Änderung der Resi-
stenzquote. Voraussetzung für die Zuverlässigkeit beider
Standardverfahren ist allerdings, daß die Bebrütungs-
dauer auf 24 Stunden beschränkt wird. Andernfalls kön-
nen Staphylokokken-Stämme mit starker Beta-Lacta-
mase-Bildung durch allmähliche Inaktivierung des Oxacil-
lins eine intrinsische Resistenz vortäuschen (26, 32, 35,
52, 58). Alle 35 in den beiden Standard verfahre n als Oxa-
cillin-resistent klassifizierten Stämme erwiesen sich im
Bouillon-Verdünnungstest mit supplementierter Mueller-
Hinton-Bouillon auch als Cefazolin-resistent. Diese gleich-
zeitige Resistenz von Oxacillin-resistenten Stämmen ge-
gen Cephalosporine wurde bereits mehrfach beschrieben
(20, 21, 42, 57). Sie beruht auf der geringen Bindungsaf-
finität des PBP 2 a für alle Beta-Lactame.
Die Nachweis-Empfindlichkeit unserer Routinemethode -
d. h. des Bouillon-Verdünnungstestes mit einfacher Muel-
ler-Hinton-Bouillon - betrug für die Oxacillin-Resistenz
nur 57,1% und für die Cefazolin-Resistenz nur 45,7%
(Abb. 1 und 2, Tab. 1). Hier wurde die in den USA schon
seit langem bekannte Unzuverlässigkeit von Resistenzbe-
stimmungen mit nicht supplementierten Testmedien (50)
offenbar. Die alleinige Senkung der Bebrütungstempera-
tur auf 35°C reicht nicht aus, wie ein Parallelansatz mit
fünf unserer Oxacillin-resistenten Stämme in einfacher
MHB gezeigt hat: Sie führte nur dreimal zu einer gering-
fügigen Erhöhung der MHK um eine Stufe.
Auch der Diffusionstest mit DST-Agar brachte unbefriedi-
gende Ergebnisse. Er vermochte nur bei 65,7% der

Stämme die Oxacillin-Resistenz und bei 42,9% die Cefa-
zoltn-Resistenz aufzudecken, während dies bei Verwen-
dung des Mueller-Hinton-Agars bei 97,1% bzw. 88,6%
gelang (Abb. 1 und 2). Die Ursache für die schlechte
Nachweis-Empfindlichkeit des DST-Agars für die intrinsi-
sche Resistenz ist nicht klar. Vielleicht spielt sein geringer
Gehalt an Erdalkaliionen und deren schlechte bakterielle
Verwertbarkeit infolge des hohen Phosphat- und Acetat-
gehaltes dieses Nährbodens dabei eine wichtige RoHe
(34). Denn bivalente Kationen können die Expression der
intrinsischen Resistenz stark begünstigen. So stiegen die
Oxacillin-MHK-Werte heteroresistenter Staphylococcus
aureus-Stämme nach Supplementierung der einfachen
Mueller-Hinton-Bouillon mit Erdalkaliionen auf physiolo-
gische Konzentrationen - d. h. 50 mg/l Kalzium und 25
mg/l Magnesium - um das 8- bis 16fache (50). Chelat-
bildner wie EDTA hingegen vermochten die Methicillin-
MHK-Werte heteroresistenter Stämme um das 32- bis
über 1024fache zu senken (42). Wegen dieses starken Ein-
flusses der Erdalkaliionen müssen der Mueller-Hinton-
Bouillon neben dem Natriumchlorid unbedingt auch Kal-
ziumchlorid und Magnesiumchlorid in physiologischer
Konzentration zugesetzt werden, wenn sie zum Nachweis
der intrinsischen Resistenz von Staphylokokken einge-
setzt wird (50). Möglicherweise ist die Schutzwirkung der
bivalenten Kationen u. a. darauf zurückzuführen, daß sie
die Membranen der Murosomen stabilisieren. Die Muro-
somen sind in der Zellwand der Staphylokokken lokali-
siert und enthalten die Autolysine, welche normalerweise
die Trennung der Tochterzellen bewirken (12, 17, 25). Ihre
Membran besteht wahrscheinlich aus negativ geladenen
Lipoteichonsäuren und Phospholipiden (z. B. Cardioli-
pin), welche eine Barriere zwischen den Autolysinen und
deren Substrat, dem Peptidoglykan, bilden (7). Die Lipo-
teichonsäuren haben eine hohe Affinität zum Magnesium
(14), so daß es denkbar ist, daß sich Erdalkaliionen in der
Murosomen-Membran anreichern und ihre Abdichtung
verstärken.
Bei der Untersuchung von drei Oxacillin-resistenten
Stämmen mit fünf Testmedien im Agar-Screen-Test zeigte
sich gleichfalls die schlechte Eignung des DST-Agars zum
Nachweis der intrinsischen Resistenz: Trotz des Zusatzes
von 40 g/l Natriumchlorid vermochte keiner der drei Oxa-
cillin-resistenten Stämme auf diesem Agar zu wachsen
(Tab. 2).
Was die Resistenzmuster der 35 Isolate mit intrinsischer
Resistenz angeht, so wird der Aussagewert der vorliegen-
den Untersuchungen durch die Vorselektion der Stämme
eingeschränkt. Sie waren nach dem Kriterium der gleich-
zeitigen Gentamicin- und Tetracyclin-Resistenz ausge-
wählt worden, um den Untersuchungsumfang wegen un-
serer geringen Laborkapazität zu beschränken und um
schnell zu einer Aussage über die Zuverlässigkeit unserer
Routinemethode zu kommen. Es muß also berücksichtigt
werden, daß es auch Oxacillin-resistente Staphylococcus
aureus-Stämme gibt, die weder gegen Gentamicin noch
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gegen Tetracyclin resistent sind und gelegentlich - wenn
auch sehr selten - gegen überhaupt kein anderes Anti-
biotikum (56). In unserem Kollektiv waren alle 35 Oxacil-
lin-, Gentamicin- und Tetracyclin-resistenten Stämme
gleichzeitig auch gegen Erythromycin und Co-Trimoxazol
unempfindlich (Tab. 3). Möglicherweise wird diese Mehr-
fachresistenz gleichfalls durch ein in das Chromosom in-
tegriertes Plasmid kodiert, wie es für die multiresistenten
Staphylococcus aureus-Stämme des Raumes Hamburg
angenommen wird (10), während die bei uns nur einmal
beobachteten Chloramphenicol-Resistenz in der Regel
durch freie Plasmide kodiert wird (10, 13, 21). Es ist denk-
bar, daß die Integration von Resistenzplasmiden in das
Chromosom durch den steigenden Einsatz von Chinolo-
nen begünstigt wird. Denn diese Antibiotika eliminieren
als sogenannte „curing agents" die Plasmide aus den
Bakterienzellen (55) und könnten dadurch einen.Selek-
tionsdruck in Richtung auf ihre chromosomale Integra-
tion ausüben (40). Auffallend war jedenfalls die mit
91,4% sehr hohe Quote Ciprofloxacin-resistenter
Stämme in unserem Kollektiv, die weltweit nur bei 17%
liegen soll (29). Ein im Chromosom festgeschriebenes
und damit relativ stabiles Resistenzmuster bringt den
Keimen im Klinikmil ieu einen entscheidenden Überle-
bensvorteil (10, 22).
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Bereits vor mehr als 15 Jahren brachte Technicon ein

neuartiges hämatologisches Meßverfahren auf den Markt:

die Durchfluß-Zytochemie für die Leukozytendifferen-

zierung.

Bis zu diesem Zeitpunkt wurden Differentialblutbilder

ausschließlich nach morphologischen Kriterien beurteilt.

Das Ergebnis bestand aus schlichten Zahlen. Die neue Me-

thode lieferte eine entscheidende Zusatzinformation: die

grafische Darstellung der Leukozyten nach ihrer Größe

und Peroxidase-Konzentration, das Leukogramm. Im Ge-

gensatz zu rein physikalischen Techniken liefert das zyto-

chemische Verfahren routinemäßig die Identifizierung

von Leukozyten entsprechend ihrer Peroxidase-Aktivität,

was sonst die Aufgabe von Speziallabors ist.

Das heutige TECHNICON H l-System stellt die dritte

Gerätegeneration dar. Die Aussagekraft der Ergebnisse

wurde erweitert durch die grafische Darstellung der Zell-

kernanalyse, das Nukleogramm. Beide, Leukogramm und

Nukleogramm, ermöglichen eine Art "Blickdiagnose".

Innerhalb kurzer Zeit wurden weltweit mehr als 2.500

TECHNICON H l-Systeme, davon fast 200 allein in

Deutschland, in Betrieb genommen.

Die Darstellung des Prinzips der Durchfluß-Zytochemie

und ihrer grafischen Ergebnisse nimmt im "Lehrbuch der

Klinischen Chemie und Pathobiochemie" (Greiling, Gress-

ner, 1989) einen festen Platz ein. Auch die Bibliografie

von ca. 300 Publikationen über den TECHNICON H l ist

ein Beleg für die hervorragende Reputation dieses ausge-

reiften Differenzierverfahrens.

Wenn Sie mehr über das H l-System wissen möchten,

schreiben Sie uns bitte oder sprechen Sie uns auf der

MEDICA an: Halle 5, Stand 5A04 (Bayer Diagnostic

undTechnicon).TECHNICONGmbH,ImRosengarten 11,

D-6368BadVilbell.

TECHNICOISr
Werte, die zählen.
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