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1 Einleitung

1.1 Die Gattung Staphylococcus

Die Gattung der Staphylokokken gehdrt zur Familie der Micrococcaceae und umfasst
gram-positive Kugelbakterien (0,5-1,5um im Durchmesser), die einzeln, paarweise, in
kurzen Ketten (drei oder vier Bakterien hintereinander) oder in groBen traubenartigen

Anordnungen auftreten [1].

Die Bezeichnung Staphylococcus wurde von Ogston [1, 2] (aus dem griechischen
,,0TapLAOKoKKoG , wortlich in etwa die ,,Traubenkugel®) fiir eine Gruppe von Micrococ-

cen eingefiihrt, die fiir Infektionen und Eiterbildung verantwortlich sind.

Staphylokokken sind grampositive, nicht sporenbildende, unbewegliche, fakultativ an-
aerobe Kugelbakterien, die normalerweise unbekapselt sind oder nur eine limitierte
Kapsel aufweisen und sich bei 37°C auf gewohnlichen Néhrboden gut kultivieren las-
sen. Auf handelsiiblichen Blutagar bildet Staphylococcus aureus (S. aureus) nach 24-
stiindiger Bebriitung elfenbein- bis goldfarbene, relativ grofle, konvex gewdlbte Kolo-

nien, die oftmals eine Himolysezone aufweisen.

Aus Griinden der klinischen Relevanz und Praktikabilitit werden die Staphylokokken in
plasmakoagulase-positive, zu denen S. aureus gehort, und plasmakoagulase-negative
Staphylokokken unterteilt, zu denen Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), S.
saprophyticus, S. haemoliticus, S. capitis, S. simulans, S. hominis, S. warneri sowie 16

weitere Spezies gehdren.

Die grofite humanpathogene und damit klinisch-bakteriologische Bedeutung kommt
dabei der koagulase-positiven Spezies S. aureus zu. Bei den koagulase-negativen
Staphylokokken (KNS) sind vor allem S. epidermidis und S. saprophyticus von Bedeu-
tung, die jedoch gegeniiber S. aureus deutlich weniger Virulenzfaktoren aufweisen und

zu den klassischen opportunistischen Erregern zdhlen.

Staphylokokken gehoren zu den gewohnlichen Umweltkeimen, die aber vor allem auf
der Haut, in Hautdriisen und auf Schleimhéuten von Sdugetieren und Vogeln gefunden

werden. Eine Besiedlung von Mund und Nasenvorhof, Gastrointestinaltrakt, Urogenital-



trakt oder der Brustdriise kann mit einer Haufigkeit von 30% beim Menschen beobach-
tet werden. Da sie als opportunistisch pathogener Erreger fiir viele Erkrankungen beim
Menschen verantwortlich gemacht werden konnen, stellt eine solche Besiedelung, vor

allem fiir abwehrgeschwéchte Patienten, eine groe Gefahr dar.

1.2 Historie des Staphylococcus aureus

Zum ersten Mal in der Geschichte wurden Kokken im Jahre 1874 von T. Billroth be-
schrieben, von denen er annahm, sie seien Stadien bei der Entwicklung einer Pflanze
(coccobacteria septica). Mit dem Wort coccus (griechisch fiir Saat/Same/Kern) be-
schrieb er kleinste beobachtbare Teilchen dieser Pflanze, die nach GroB3e und Anord-
nung in Micrococcus, Monococcus, Diplococcus, Streptococcus, Gliacoccus etc. unter-

teilt wurden.

Die ersten grundlegenden Arbeiten iiber Staphylokokken gehen auf den schottischen
Chirurgen Ogston zuriick [2]. Am 9.April 1880 hielt er seinen beriihmten Vortrag ,,Uber
Abszesse auf dem 9. Kongress der Deutschen Chirurgischen Gesellschaft in Berlin. In
verschiedenen Eiterungsprozessen konnte Ogston traubenformig angeordnete Kokken
nachweisen, denen er den Namen Staphylococcus gab. Erst 1884 klassifizierte dann der
Gottinger Chirurg Rosenbach aufgrund der Pigmentierung der Kolonien auf den Selek-
tivplatten die Staphylokokken in die gelbpigmentierte Spezies ,,Staphylococcus pyoge-

nes aureus* und die weilpigmentierte Spezies ,,Staphylococcus pyogenes albus®.

1.3 Vorkommen und Bedeutung

Die Staphylokokken gehdren zu den ubiquitir vorkommenden Umweltkeimen, obwohl
sie in der Regel auf lebendiger Haut, in Hautdriisen und Schleimhduten von Sdugetieren
und Vogeln gefunden werden [1]. Sie sind widerstandsfiahig gegeniiber Austrocknung,
Sonnenlicht (UV-Resistenz), Hitze (60°C werden in der Regel fiir mindestens 15min
toleriert), ph-Verdnderungen und Salz. Auch sind sie gegeniiber chemischen Desinfek-
tionsmitteln (z.B. Chlor) widerstandféhiger als andere Mikroorganismen. Zu ihrem na-

tiirlichen Reservoir gehdrt die Gruppe der Sdugetiere und Vogel.



Auf der Haut oder den Schleimhduten des Menschen ist S. aureus bei 10-40% der Men-
schen nachzuweisen. Besonders hdufig findet man ihn im Bereich des Nasenvorhofs,
der Kopthaare, in der Achsel und der Rima ani. Seltener weist man ihn im Mund, Blut,

Brustdriise, im Intestinal-, Urogenital- und obere Respirationstrakt nach [1].

Dabei muss zwischen einer Kolonisation und Infektion unterschieden werden. Ersteres
ist zwar die Voraussetzung fiir eine Infektion, muss aber nicht zwangslaufig dazu fiih-
ren. 10-40% der ,,gesunden Normalbevolkerung sind Keimtrager von S. aureus, wih-
rend 45-65% des Krankenhauspersonals betroffen, d.h. kolonisiert sind. Staphylokok-
ken haben im Allgemeinen ein gutartiges oder symbiotisches Verhiltnis zu dem Wirt
auf dem sie leben. Erst wenn die natiirliche kutane Barriere durch ein Trauma oder
Fremdkorper wie i.v.-Zugénge oder Eingriffe beim Zahnarzt beschédigt ist kann es ihm
gelingen, in das Gewebe des Wirts einzudringen und zu einem pathogenen Keim zu

werden.

1.4 Historie des Methicillin resistenten Staphylococcus aureus
(MRSA)

Sobald S. aureus als pathogener Keim auftritt entwickelt sich ein Wechselspiel zwi-
schen korpereigener Infektabwehr und bakterieller Resistenzentwicklung. Dies bedeutet
fiir den Menschen die Kontrolle der Bakterien mittels Antibiotika oder dhnlicher Sub-

stanzen und fiir die Bakterien die Entwicklung von Resistenzmechanismen [3, 4].

Die Entwicklung von MRSA-Stdmmen und die Umstdnde und Faktoren, die eine solche
Entwicklung beglinstigen, zeigen starke Parallelen zu der Entwicklung von B-

Laktamantibiotika resistenten S. aureus-Stimmen auf.

Als Anfang der 1940iger Jahre Penicillin zur Behandlung von Infektionen zur Verfii-
gung stand, verbesserte sich die Behandlung staphylokokkeninduzierter Erkrankungen
dramatisch. Die Freude dariiber wihrte jedoch nicht lange, da 1944 von Kirby [5] erst-
mals iiber einen S. aureus berichtet wurde, der in der Lage war, Penicillinase zu bilden
und dadurch ein Werkzeug entwickelt hatte, mit dem er sich vor dem Penicillin schiit-
zen konnte. Zuerst wurden diese S. aureus Stimme nur vereinzelt in Krankenhdusern

gefunden. Nach dem Zweiten Weltkrieg, in dem Penicillin in groen Mengen genutzt



wurde, stieg die Zahl der Penicillinase bildenden Stimme rapide an. Nahezu jedes Iso-

lat, vor allem nach vorangegangener Penicillin-Therapie war Penicillinase positiv [5].

Die Besiedlung von Krankenhausmitarbeitern und die Verbreitung iiber diese Personen
spielte sicherlich eine bedeutende Rolle in der schnellen Ausbreitung dieser Staimme,
die in zwei Wellen erfolgte. Erst konnten diese Stimme in Krankenh&usern und unter
Penicillintherapie nachgewiesen werden, seit den spaten 1960iger Jahren lieBen sie sich
auch in hohem Prozentsatz unter der Allgemeinbevolkerung nachweisen. Ein Unter-
schied bestand allerdings noch zwischen den Krankenhausisolaten und denen aus der
Bevolkerung. Erstere waren in der Mehrzahl der Fille multiresistent gegeniiber B-
Laktamantibiotika, die anderen Isolate waren hingegen zumeist nur gegentiber Penicillin

resistent.

Eine sehr dhnliche Entwicklung ldsst sich heute gegeniiber Methicillin und anderen

neuen Antibiotika, wie z.B. Vancomycin beobachten.

Innerhalb von zwei Jahren nach der Einfiihrung des Methicillins wurde 1961 in Surrey,
GB, erstmalig ein gegeniiber diesem Antibiotikum resistenter S. aureus isoliert [6]. Die
Methicillin-resistenten S. aureus-Stimme (MRSA) breiteten sich in den folgenden 30
Jahren weltweit mit regionalen Schwankungen aus [7]. Die ersten MRSA-Epidemien
wurden Anfang der 60iger Jahre in GroBbritannien und Ende der 60iger in Australien
beobachtet [8]. Diese Entwicklung beobachtet man nicht nur in den Industrienationen
sondern auch in Entwicklungsldndern, wie H.K. Tiwari et al. [9] in ihrer Arbeit liber

Nepal darstellen.

S. aureus scheint die Fahigkeit zu besitzen, innerhalb kiirzester Zeit Resistenzen gegen

neu entwickelte Antibiotika auszubilden [10].

Bis vor Kurzem standen mit den Glykopeptiden Vancomycin und Teicoplanin noch
sicher wirksame Therapeutika zur Verfiigung. Vancomycin wurde im Jahre 1991 auf
dem japanischen Markt zur i.v. Gabe zugelassen [11]. Schon im Jahre 1997 [12, 13]
kam es erstmals zum Auftreten von Vancomycin resistenten S. aureus (VRSA) Stim-
men in Japan und den USA [13], in 2001 in Brasilien, obwohl es schon seit der Markt-
einfilhrung als Reserveantibiotikum fiir MRSA galt und deswegen gezielter eingesetzt
wurde [13, 14]. Schlussfolgernd ist es nur noch eine Frage der Zeit, wann sich diese

Stimme epidemisch ausbreiten werden.



Der Anteil der MRSA-Infektionen an allen S. aureus Infektionen, die aullerhalb des
Krankenhauses erworben wurden, dem so genannten community-acquired MRSA (CA-
MRSA), liegt mittlerweile in einigen Regionen bei bis zu 50% mit steigender Tendenz

[6, 15-18].

Der genetische Hintergrund fiir die Methicillin-Resistenz, d.h. eine Resistenz gegeniiber
allen B-Laktamantibiotika, ist das mecA-Gen, welches auf einem mobilen DNA-
Element, dem Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) lokalisiert ist. Das
Produkt dieses Gens ist ein Penicillin-bindendes Protein (PBP), das so genannte PBP2a.
Entdeckt wurde es im Jahre 1981 von Hartmann und Mitarbeitern. Sie fanden heraus,
dass es eine reduzierte Affinitit gegeniiber den B-Laktamantibiotika und trotzdem noch

eine produktive Zellwandbiosynthese-Tendenz aufweist [6, 19].

Normalerweise produziert S. aureus vier verschieden PBPs. Dies sind membrangebun-
dene Enzyme mit Carboxypeptidase-, Transpeptidase- oder Endopeptidase-Aktivitit
und regulieren dort die letzten Schritte der Zellwandbiosynthese, d.h. sie sind fiir die

Bildung des Peptidoglykans verantwortlich.

B-Laktamantibiotika sind in der Lage, sich stabil an das aktive Zentrum der vier PBPs
zu binden und auf diese Weise die Zellwandbiosynthese mit konsekutiver Hemmung
des Bakterienwachstums zu unterbrechen. Die Folge ist ein durch Autolyse bedingter

Zelltod [20].

Durch die Verdanderungen im PBP2a weist es eine deutlich geringere Affinitdt gegen-
tiber den B-Laktamantibiotika auf und kann dariiber hinaus alle Funktionen der vier
PBPs iibernehmen [20]. Damit entsteht fiir den MRSA ein alternativer Stoffwechselweg
zur Bildung einer intakten Zellwand, der durch B-Laktamantibiotika nicht mehr unter-

brochen werden kann.

1.5 Typisierung von S. aureus

S. aureus, und insbesondere auch die Methicillin-resistenten Stdmme, ist einer der fith-
renden Verursacher nosokomialer Infektionen. Um die verschiedenen Stimme ausein-
ander halten zu kénnen und damit einen guten Uberblick und Kontrolle iiber etwaige
nosokomiale oder aullerhalb des Krankenhaus erworbene Infektionen zu behalten, sind

verschiedenen Methoden der klonalen Identifizierung entwickelt worden [21, 22]. Als



Goldstandard hat sich dabei die Smal Makrorestriktionsanalyse (pulsed field gel e-
lectrophoresis [PFGE]) herausgestellt, welche eine hohe Diskriminierungsfahigkeit be-
sitzt [22]. Mittlerweile geht man jedoch zur DNA Sequenzanalyse iiber, da die Ergeb-
nisse der Sequenzanalyse gut beschrieben werden konnen und dadurch der Informati-
onsaustausch leicht und schnell zu Stande kommen kann. Fiir diese Analysen und damit
fiir eine zuverldssige Typisierung des S. aureus eignen sich vor allem die repetitiven
Sequenzen des coa (coagulase) Genes und des spa Genes (Protein A). Die Spa-
Typisierung ist dabei besonders interessant fiir eine schnelle Bestimmung der einzelnen
Stimme in Krankenhdusern, da sie genauere Ergebnisse als die coa-Typisierung liefert
[23]. Zu begriinden ist dies mit der hoheren Variabilitit der Region des spa-Genes. Ob-
wohl es weniger repetitive Sequenzen besitzt als das coa Gen, ist seine Variabilitéit
durch eine hohere Rate der Repeat Rekombinationen gréfer und somit auch die Diskri-

minierungsfahigkeit bei der Typisierung von MRSA-Stdmmen [24].

Studien haben ergeben, dass die spa-Typisierung in der Lage ist, sowohl schnelle als
auch langsam auftretende genetische Variationen aufzuspiiren (Mikro- und Makrovaria-
tionen). Somit eignet sich die spa-Typisierung als Hilfsmittel fiir lokale und globale,
langfristige epidemiologische Studien [25]. Ein weiterer Vorteil der Methode ist die

langfristige Stabilitdt sowohl in vitro als auch in vivo [26].

Das spa Gen, welches fiir das Oberfldchenprotein Protein A codiert und fiir seine poly-
morphen Regionen bekannt ist, besteht aus ungefahr 2,150 Basenpaaren (bp) und bein-
haltet eine Reihe von funktionell unterschiedlichen Regionen, eine Fc-Bindungs-
Region, bestehend aus fiinf 160 bp repeats, die so genannte X-Region, bestehend aus
einer variierenden Nummer von 24 bp repeats, und einem Abschnitt am C-Ende fiir die

Zellwandbefestigung.

Die X-Region mit ihren repetitiven Sequenzen weist einen hoch variablen Anteil auf,
der durch Punktmutationen, Deletionen, Duplikationen und Insertionen entsteht, und
sich daher zur Typisierung der Methicillin-resistenten S. aureus Stimme anbietet [27].
Dabei werden die verschiedenen Wiederholungen in einem alpha-numerischen Code
sortiert und so die verschiedenen MRSA-Stdmme anhand ihrer spezifischen X-Region
in eine Reihenfolge gebracht. Zur Zeit gibt es zwei giiltige Nomenklaturen zur Eintei-

lung der verschiedenen spa-Typen [22].



Da das Mikrobiologische Institut der Universitdtsklinik Wiirzburg schon seit langer Zeit
mit der spa-Typisierung arbeitet, wurde auch in dieser Arbeit die spa-Typisierung ver-

wendet.

Das Mikrobiologische Institut der Universitétsklinik Wiirzburg verwendet fiir die spa-
Typisierung die Novel Software Ridom StaphType (Ridom GmbH) [23].

1.6 Pathogenitatsfaktoren von S. aureus

S. aureus bildet eine Vielzahl von extrazellulir abgegebenen Produkten, von denen
einige als Toxine bezeichnet werden konnen, da sie pathologische Erscheinungen beim
Menschen hervorrufen oder zumindest im Tierversuch toxisch wirken. Andere extrazel-

luldre Substanzen zeigen lediglich enzymatische Wirkungen.

Die Bildung von Plasmakoagulase durch S. aureus wird als das entscheidende Merkmal
dieser Art zur Abgrenzung von den iibrigen (koagulase-negativen) Staphylokokken an-
gesehen. Die Koagulase, ein extrazelluldres Enzym, bindet im Serum an Prothrombin

und aktiviert so die Entstehung von Fibrin aus Fibrinogen (Fibrinausfillung) [28].

Einen dhnlichen Effekt zeigt der Clumpingfaktor, ein an der Zelloberfliche gebundenes
Enzym, das zur Ausfillung von Fibrin fiihrt. Weitere an die Zellwand gebundene Viru-
lenzfaktoren sind die Polysaccharidkapsel (Schutz vor Phagozytose), das Protein A und
ein interzelluldres Adhédsin, welches Grundlage fiir die Bildung eines Biofilmes ist. Das
Protein A ist in der Lage, sich an das Fc-Fragment der Immunglobuline zu binden und

sich so vor der Phagozytose zu schiitzen [29].

Zu den extrazelluldren Pathogenitdtsfaktoren zdhlen neben der Plasmakoagulase und
dem Clumpingfaktor auch das Fibrinolysin, mit dessen Hilfe S. aureus in der Lage ist,
Fibringerinnsel wieder aufzulosen. Aullerdem konnen einige Stimme Hyaluronidasen
(Ausbreitung im Gewebe), Hdmolysine und Leukocidine (Schidigung von Erythrozy-
ten, Granulozyten und Makrophagen), Exfoliatine (epidermolytische Toxine), fiinf ver-

schiedene Enterotoxine(A-E) und das Toxic shock syndrome toxin (TSST-1) ausbilden.

Besondere Erwdhnung findet die Féhigkeit Enzyme zu produzieren, die das Bakterium

vor Antibiotika schiitzen. Das am ldngsten bekannte Enzym ist die Penicillinase (Beta-



laktamase), welches durch Spaltung des B-Laktamringes das Benzylpenicillin (Penicillin

G), Ampicillin und Ureidopenicillin zerstort und so fiir die Therapie unwirksam macht.

Unter dem Selektionsdruck neuer Antibiotika haben die Staphylokokken weitere Enzy-

me entwickelt auf die im ndchsten Absatz néher eingegangen wird.

1.7 Okologische Aspekte von S. aureus

Die Mikroflora der Haut setzt sich aus sdmtlichen Mikroorganismen zusammen, die im
Milieu der Hautoberfliche siedeln. Mit diesem lebendigen Uberzug und den Mikroor-
ganismen, die andere Korperregionen besiedeln, wie z.B. Schleimhdute, Verdauungs-,
Respirations- und Urogenitaltrakt, enthilt der Mensch mehr Bakterien als Korperzellen-

einschlieBlich der etwa 10> Gehirnzellen.

Unter dem Begriff der Normalflora werden zusammenfassend aerobe und anaerobe
Bakterien, Pilze und Protozoen verstanden, die in bestimmten Mikrobiotopen, altersab-
héngig variierend regelméfig anzutreffen sind und die der menschliche Organismus

toleriert.

Den wichtigsten Anteil der normalen Hautflora liefern Bakterien, die ein Haftvermdgen
haben. Man findet sie vorwiegend im Stratum corneum und im oberen Teil der Haarfol-
likel, nur zu 20 % in tieferen Regionen. Die Keimzahlen liegen meist zwischen 100 und
1000/cm® Haut, abhingig von der Entnahmestelle. Dabei iiberwiegen in der Regel die
Anaerobier im Verhéltnis 10:1. Die hiufigsten Besiedler der Haut sind S. epidermidis,
S. saprophyticus, Micrococcus luteus, Enterokokken und Peptokokken, sowie aerobe

wie anaerobe diphteroide Stdabchen.

Die normale Darmflora setzt sich aus liber 100 Keimarten zusammen und ist das grof3te
Keimreservoir des Korpers (Keimzahlen von bis zu 10'!/g Stuhl). Wihrend im oberen
Darmabschnitt Laktobakterien und Enterokokken iiberwiegen, finden sich weiter unten
bis zu 95% Anaerobier (Bacteroides-Arten, Laktobakterien, Clostridien und anaerobe
Streptokokken). Die restlichen 5% aerobe Organismen setzen sich aus Enterobacteria-

ceae und Pseudomonadaceae zusammen.

Die Normalbesiedlung (residente Flora) hangt von den physiologischen Gegebenheiten
des Makroorganismus (unter anderem Allgemeinzustand, Alter, Schwangerschaft) und

dem Milieu des jeweiligen Mikrobiotops mit seinen ihm eigenen Wuchsbedingungen



ab. Sie sind durch duflere Faktoren wie Erndhrung, Korperpflege, bestimmte Lebensge-
wohnheiten und die Umwelt des Menschen beeinflusst. Anderungen dieser Besiedlung
durch duBlere Einwirkungen sind jedoch hiufig nur passager. Die zur eigentlichen Nor-
malflora hinzutretenden Mikroorganismen (transiente Flora) sind so lange fiir den Mak-
roorganismus von untergeordneter Bedeutung, wie die Normalbesiedlung dabei erhalten
bleibt. Erst bei starker Verdrangung der Normalbesiedlung konnen passagere Bakterien
sich ungehindert vermehren und auch zu Krankheitssymptomen fithren. Makro- und
Mikroorganismus befinden sich dann nicht mehr in der Eubiose (Gleichgewicht), son-

dern es entsteht eine Dysbiose.

Ein solches Ungleichgewicht kann z.B. durch pathologische Verdnderungen der Haut,
die mit VergroBerung der Oberflidche (Schuppen) und Erhéhung der Feuchtigkeit (nés-
sende Dermatosen) einhergehen, hervorgerufen werden. Diese Verdnderungen erlauben
eine starke Proliferation der residenten Keimflora. Solche Personen werden auch haufig
von pathogenen Mikroorganismen (hauptsdchlich S. aureus) besiedelt, wobei diese kli-

nisch meist unbemerkt bleiben.

1.8 Bakterienanzucht

Das Wachstum von Bakterien ist an das Vorhandensein geeigneter Néhrstoffe gebun-
den. Bakterien bendtigen, wie alle Lebewesen, Wasser, ferner Substanzen, die die
Grundelemente C, O, H, N, S und P in assimilierbarer Form enthalten. Daneben werden
in geringer Menge (10~ bis 10 M) noch andere Elemente wie z.B. Kalium, Magnesi-
um, Calcium, Eisen und Natrium (und in Spurenmengen [10'7—10'8M] Kupfer, Zink,

Mangan, Selen und andere) bendtigt.

Die Vermehrung von Bakterien erfolgt durch Querteilung. Zunéchst wird die DNA ge-
teilt und danach eine Querwand gebildet. Es entstehen so aus einer Zelle zwei Tochter-
zellen. Die hierfiir bendtigte Zeit wird Generationszeit genannt. Die Generationszeit
héngt nicht nur von dufleren Bedingungen ab, sondern auch von den Eigenschaften der
Bakterien selbst. Unter optimalen Bedingungen betrigt sie bei S. aureus durchschnitt-

lich 15 Minuten, aber bei ziichtbaren Treponemen 4 bis 18 Stunden. Die Teilungsrate



ist, bezogen auf einzelne Bakterien nicht vollig libereinstimmend. Die Bakterien ver-

mehren sich daher in einer Kultur asynchron.

Die Vermehrung der Bakterien findet ihre natiirliche Begrenzung durch das Auftreten
von hemmenden Faktoren, wie z.B. Erschopfung des Nidhrbodens oder die Anhdufung
schidlicher Stoffwechselprodukte, wie Alkohol, organische Sduren, oft verbunden mit

drastischer pH-Verschiebung.

Unter definierten Bedingungen kann die Vermehrung von Bakterien in einer bestimm-
ten Menge einer Nahrlosung (statische Kultur) analysiert werden, indem in bestimmten
Zeiten Proben entnommen werden und die Keimzahl festgestellt wird. Die Zahl der le-
benden Zellen (koloniebildende Einheiten/ml [KBE/ml] wird durch Ausimpfen einer
definierten Menge Nahrfliissigkeit auf die Oberflaiche von Ndhrboden und Auszihlen
der entstandenen Bakterienkolonien nach Bebriitung ermittelt, wobei davon ausgegan-

gen wird, dass jede Kolonie aus einer einzelnen Bakterienzelle hervorgegangen ist.

Die Gesamtzahl pro ml (Iebende und tote Zellen) kann in einer Zéhlkammer, mit einem
elektronischen Partikelzéhler oder indirekt durch Bestimmen der optischen Dichte der

Nahrfliissigkeit ermittelt werden.

In einem fliissigen Nahrmedium als statische Kultur ergeben sich nach Einimpfen einer
bestimmten Bakterienzahl bestimmte Phasen der Vermehrung, da sich die Bedingungen

fiir das Bakterienwachstum standig dndern (siche Abbildung 1).
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Phasen des bakteriellen Wachstums in Kultur

log KBE

stationire Phase

Absterbephase

i
I exponentielle Phase
i

lag-Phase

»
>

Zeit

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Wachstumskurve einer Bakterien-Kultur in
einer Nahrflussigkeit mit ihren vier charakteristischen Phasen.

Nach dem Einimpfen der Bakterien in eine Néhrlosung kommt es zunéchst zur Anpas-
sung der Bakterien an das neue Milieu, die Bakterien vermehren sich nicht. Es kommt
zu einer Latenzphase (lag-Phase). Danach kommt es zu einer Phase des exponentiellen
Wachstums, der Logarithmus der Zellzahl nimmt hier linear mit der Zeit zu (exponen-
tielle Phase). Durch Erschdpfung von Bestandteilen der Nahrfliissigkeit und (oder) Auf-
treten von hemmenden Stoffwechselprodukten nimmt die Geschwindigkeit der Zelltei-
lung wieder ab. Es sterben ebenso viele Bakterienzellen ab, wie durch Zellteilung neu
entstehen (stationdre Phase). In der Absterbephase iiberwiegt die Zahl der absterbenden
Bakterien, wobei jedoch durch die absterbenden und sich auflésenden Zellen neue
Nabhrstoffe fiir die noch lebenden Zellen entstehen. Es wird schlieBlich ein Gleichge-

wichtszustand erreicht, bei dem nur noch wenige Zellen vorhanden sind.

11



1.9 Problemstellung und Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte nachfolgenden, aus klinischen Beobachtungen iiber
das Verhalten Methicillin resistenter S. aureus Stimme entstandenen Aspekten nachge-

gangen werden.

In der Klinik akquirierte MRSA-Besiedlungen konnen in hiuslicher Umgebung des
Patienten wieder verschwinden [30]. Welche Mechanismen bewirken den Riickgang des

MRSA?

In den epidemiologischen Studien iiber die Verbreitung der MRSA-Stimme wurden
hiufige und seltene Stimme gefunden [31]. Auch die am Universitéitsklinikum Wiirz-
burg verwendete spa-Typisierung zeigt neben hiufig auftretenden MRSA-Stdmmen
(spa t001, t003, t005, t008 und t023) seltenere (spa t049, t063, und t148) sowie nur spo-
radisch auftretende Typen (spa t038) [31].

Haben die hdufigen Stimme Wachstumsvorteile gegeniiber anderen Bakterien, zeigen
sie eine schnellere Wachstumskinetik und/oder sind sie auf Mangelsituationen besser

vorbereitet?

Die resistenten Stimme breiten sich stark aus und das nicht nur in der Umgebung von
Krankenhdusern, wo ein besonders starker Selektionsvorteil durch den hohen Gebrauch
von Antibiotika fiir diese Stimme herrscht, sondern auch in der Bevolkerung als ,,com-
munity-acquired“ MRSA [18]. Wir haben uns gefragt, ob es neben der Antibiotika-
Resistenz andere Selektionsvorteile des MRSA gegeniiber anderen Mikroorganismen

gibt.

Nehmen Mikroorganismen der Standortflora Einfluss auf eine MRSA-Besiedlung? Gibt
es ein Bakterium, das den MRSA quantitativ verdringen kann? Wie verdndern Mangel-
bedingungen, wie sie zum Teil auf Haut und Schleimhéuten vorherrschen, das Wachs-

tumsverhalten dieser Mikroorganismen?

Wirkt sich die Resistenz des MRSA durch das zusitzliche Resistenz-Gen, welches bei
jeder Teilung des Bakteriums eine zusétzliche Belastung darstellt, hemmend auf die
Wachstumskinetik aus? Gibt es Unterschiede im Wachstum von einem MRSA zu einem

MSSA (Methicillin sensiblen S. aureus)?
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Aus klinischen Studien gibt es Berichte {iber das Verschwinden des MRSA unter adju-
vanter Therapie mit probiotischen Mikroorganismen bei kausaler Behandlung mit Anti-
biotika [32]. Gibt es dabei einen direkten Zusammenhang? Sind probiotische Mikroor-
ganismen oder Mikroorganismen der Standortflora in der Lage das Wachstum des

MRSA zu reduzieren oder ihn sogar zu verdrangen?

2 Eigene Untersuchungen

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Fiir die Untersuchungen wurden folgende Gerite eingesetzt:

Flow (Gelaire Flow Laboratories BSB 4A)

Photometer 600 (Gene Quant pro, Firma: Biochrom Amersham Pharmacia Biotech

ABSE 75184)

Vortexer (neoLab 7-20230 Vortex mixer)

Gasbrenner (Schiitte Gasi)

Ausstrichdsen

Pipette 250-1000pul, 20-100ul und 2,5-10ul (eppendorf reference)
Brutschrank 37°C (Heraeus Typ B 5060 E)

Kiihlschrank 4°C (Liebherr FKS 5000 Typ 200071, Index1C)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Fiir die Wachstumsversuche wurden folgende Gefdfle und Materialien verwendet:

15ml- und 50ml Greiner Rohrchen
1,5ml- und 2ml-Eppendorf Gefille

Pipettenspitzen gelb (Sarstedt Nr. 70.760.002); weill (Star Lab S1111-4000); blau
(Scheller Larborbedarf Nr. 2100610)

Wattestdbchen, steril
Photometer-Kiivetten
NaCl 0.9%ige

Parafilm (Parafilm Laboratory film 4in x 125 FT Roll)

2.1.3 Nahrmedien

Fiir die Wachstumsversuche wurden folgende Ndhrmedien verwendet:

TSB (TrypticSoyBroth) (Difco)

Bacto™ Tryptic Soy Broth without Dextrose (Becton Dickison (BD) Lot 555795, Be-
stellnr. 286220) Zusammenfassung: Approximate Formula pro/l 17,0g; pancreatic Di-
gest of casein 3,0g; Sodium Chlorid 5,0g; Dispotassium Phosphat 2,5g; ph-Wert 7,3+-
0,2
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2.1.4 Selektivplatten

Fiir die Wachstumsversuche wurden folgende Selektivplatten verwendet:

Blutplatten (Columbia Agar+5% Hammelblut)
Miiller Hinton

Miiller Hinton + 2pg/ul Oxacillin

Miiller Hinton + 4pg/pl Oxacillin

Baird Parker

Baird Parker + 2pg/ul Oxacillin

Baird Parker + 4pg/ul Oxacillin

Bierwiirzagar

ORSAB

Sabouraud Agar

Chromagar-Candida

Schaedler-Agar (Schaedler Agar with Vitamin K1 and 5% Sheep Blood)

2.1.5 Bakterienstamme/Pilze

Staphylococcus epidermidis ADH+

Staphylococcus aureus (MSSA) spa t012
Staphylococcus aureus (MRSA) spa t003
Staphylococcus aureus (MRSA) spa t005
Staphylococcus aureus (MRSA) spa t008
Staphylococcus aureus (MRSA) spa t148

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Enterococcus faecium und Saccharomy-
ces cerevisiae

In der vorliegenden Arbeit wurden die obig aufgefiihrten Bakterienstimme und Pilze fiir
die Wachstumsversuche/Konkurrenzversuche verwendet. Dabei wurden die vier
MRSA-Stdmme jeweils mit dem S. epidermidis und dem Methicillin-sensiblen S. au-
reus spa t012 (MSSA) in verschiedenen Konzentrationen zusammen in eine Néhrbouil-
lon gegeben und das konkurrierende Verhalten in Bezug auf Wachstumsgeschwindig-
keit und eventuelle Dominanz untersucht. Es wurden weiterhin Enterococcus faecium
(E. faecium) und Saccharomycis cerevisiae (S. cerevisiae) im konkurrierenden Wachs-
tum gegeniiber den verschiedenen MRSA-Stdammen untersucht. Bei der Auswahl der
Mikroorganismen habe ich mich fiir Stimme der Standortflora und probioti-

sche/apathogene Mikroorganismen entschieden.
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2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienkultur

Um mit den Bakterien arbeiten zu koénnen, wurde eine Selektivplatte mit einer von der
Stammplatte stammenden Einzelkolonie mittels Drei-Osen-Ausstrich beimpft und diese
bei 37°C fiir 24h bebriitet. Fiir die verschiedenen Bakterienstimme wurden jeweils ver-
schiedene Selektivplatten verwendet. Blutagar fiir alle S. aureus-, S. epidermidis- und E.
faecium-Stdmme, VL-Agar fiir die Lactobacilli und Bierwiirzagar fiir S. cerevisiae.
Nach der 24h-Bebriitung wurden die Bakterien entweder direkt zum Ansatz eines
Wachstumsversuches verwendet oder zum Zwecke der Aufbewahrung bei 4°C bis zu
drei Wochen gelagert, um danach erneut auf einer neuen Selektivplatte ausgestrichen

und aerob bebriitet zu werden.

2.2.2 Wachstumsversuche

Um das Konkurrenzverhalten der fakultativ pathogenen MRSA-Stimme gegeniiber den
fakultativ apathogenen Keimen der Standortflora zu untersuchen, wurden in den hier
beschriebenen Konkurrenzversuchen die verschiedenen MRSA-Stdmme (spa t003, spa
t005, spa t008, spa t148) mit den Bakterienstimme S. epidermidis, S. aureus (spa t012),
L.casei, E. faecium und der Hefe S. cerevisiae in unterschiedlichen Konzentrationsge-
mischen angesetzt. Das heil3t, dass ein MRSA-Stamm in definierter Konzentration mit
einem der genannten Bakterienstimme ebenfalls in definierter Konzentration zusammen
in eine Nihrbouillon gegeben wurde. AnschlieBend wurden durch Ausstriche aus der
Néhrbouillon auf geeigneten Selektivplatten die jeweiligen Konzentrationen zu diesem
Zeitpunkt bestimmt und so Wachstumskurven fiir das Wachstum in den Konzentrati-
onsgemischen ermittelt. Die Wahl der Selektivplatten wird im Kapitel ,,Auswahl der

Selektivplatten* dieser Arbeit néher erldutert.
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2.2.2.1 Einstellung einer definierten Bakterienausgangskonzentration unter Ver-
wendung der optischen Dichtemessung

Die genaue Einstellung der Bakterienausgangskonzentration ermdoglicht es, Aussagen
tiber das Wachstum unter Konkurrenzbedingungen zu machen. In dieser Arbeit wurden
dabei Konzentrationen von 10° KBE/ml bis 10" KBE/ml verwendet und in den einzel-
nen Ansédtzen miteinander variiert, so dass einmal der MRSA eine hohere Ausgangs-
konzentration hatte und das konkurrierende Bakterium in niedrigeren Konzentrationen

dazu gesetzt wurde oder anders herum.

Dazu wurden die flir diesen Ansatz bendtigten Bakterien mittels eines Wattetupfers von

der Selektivplatte in NaCl 0,9% in Losung gebracht.

Mit dem Photometer konnte dann von der dabei entstandenen Bakterienldsung die opti-
sche Dichte (OD) bestimmt werden. Nach Messung bei einer Wellenldnge von 600nm
wurde das Messergebnis mit dem Faktor von 1,5 multipliziert, welches der Zellkultur-
einstellung des Photometers entspricht. Als Referenzwert diente dabei die spezifische

Dichte von NaCl 0,9%.

In zuvor durchgefiihrten Probeversuchen wurde die spezifische Dichte fiir eine Kon-
zentration von 10’ KBE/ml beziehungsweise 10° KBE/ml ermittelt. Fiir jeden Bakteri-
enstamm ergab sich dabei ein individueller Wert. Stellte sich dabei fiir die optische
Dichte von 10" KBE/ml ein sehr niedriger Wert heraus, wie es z.B. beim spa t005 und
spa t148 der Fall ist, wurde die optische Dichte fiir eine Konzentration von 10° KBE/ml

als Ausgangskonzentration verwendet.

Stamm OD fiir 10’'KBE/ml OD fiir 10°KBE/mll
S. epidermidis 0,14

S. aureus (spa t012) 0,1 0,2

S. aureus (spa t003) 0,1 0,2

S. aureus (spa t005) 0,06 0,2

S. aureus (spa t008) 0,1 0,2

S. aureus (spa t148) 0,05 0,2

L. caseli 0,2

S. cerevisiae 1

E. faecium 0,1

Tabelle 1. Optische Dichte der einzelnen Bakterienstamme fiir eine Konzentration von
10" KBE/mI beziehungsweise 10° KBE/ml in 0,9% NaCl.
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Die mit Hilfe der optischen Dichte eingestellte Ausgangskonzentration wurde jedes Mal

durch Ausstrich auf einer geeigneten Selektivplatte iiberpriift.

2.2.2.2 Anlegen der Konzentrationsgemische unter Zuhilfenahme von Verdin-
nungsreihen

Nach Einstellung der Ausgangskonzentration der einzelnen Bakterien, wurde jeweils
eine Verdiinnungsreihe mit dem Faktor 10 angelegt. Dabei wurden 100ul aus der beste-
henden Bakterienlosung in 900ul NaCl 0,9% gegeben. Aus der neu entstandenen Ver-
diinnungsstufe wurden wiederum 100ul entnommen und erneut in 900ul NaCl 0,9%
gegeben. Dieser Vorgang wurde bis zu einer Verdiinnung von 10° KBE/ml fortgefiihrt.
Die Verdiinnungsstufen entsprachen dabei 10% KBE/ml ,10" KBE/ml ,106 KBE/ml ,10°
KBE/ml,10* KBE/ml ,10° KBE/ml und 10° KBE/ml.

Die Herstellung der Konzentrationsgemische erfolgte in 10ml und 50ml Greiner Rohr-
chen. Dabei wurden nur fiir die Ansitze mit einer Ausgangskonzentration von 10°
KBE/ml 50 ml R6hrchen verwendet, da bei dieser niedrigen Konzentration fiir die Kon-

trolle des Wachstums groflere Volumina bendtigt wurden.

Um das Wachstum in den Konzentrationsgemischen bewerten zu kdnnen wurden je-
weils bei jedem Ansatz von den benutzten Konzentrationen auch Reinkulturen angelegt.
So konnte man sehen, in wie weit sich die Konkurrenz um die Nahrung und die Prisenz

des anderen Bakteriums auf das Wachstum auswirkte.

2.2.2.3 Versuchsaufbau

Um die Auswirkungen der Konkurrenz auf das Wachstum im Bakteriengemisch gezielt
darstellen zu konnen, wurden zwei Versuchsprotokolle angewendet. Mit dem ersten
wurde die stationdren Phase des Bakterienwachstums untersucht. Dieser Versuch ging
deshalb iiber den Zeitraum von 4-7d, um auch Langzeitauswirkungen feststellen zu
konnen. Das Bakterienwachstum in den Gemischen wurde téglich durch Ausstrich auf
einer geeigneten Selektivplatte kontrolliert, da mit dem Ausstrich die Konzentration

beider konkurrierender Bakterienstimme im Gemisch dargestellt werden kann. Im Wei-
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teren wird dieser Versuch als ,,Wachstumsversuch mit tidglichen Wachstumskontrollen*

bezeichnet.

Mit dem zweiten Versuchsansatz wurde das Anwachsen zur stationdren Phase unter-
sucht. Dabei wurden die ersten 8h des Wachstums untersucht, nachdem die Konzentra-
tionsgemische angelegt worden waren, das heil3t, dass stiindlich das Wachstum durch
einen Ausstrich bestimmt wurde. Eine Variation dieses Versuchsaufbaus wurde mit
einer Auswahl an Verdiinnungsstufen von TSB mit NaCl 0,9% und TSB ohne Dextrose
durchgefiihrt. Dieser Versuchsaufbau wird im Folgendem ,,Verdiinnungsversuch® ge-
nannt. Mit diesen Verdiinnungen sollte gezielt das Verhalten der Bakterien unter Erndh-

rungsstress und gleichzeitiger Konkurrenz untersucht werden.

Die ersten Versuche wurden mit S. epidermidis und den verschiedenen MRSA-
Stimmen mit dem Protokoll des Wachstumsversuchs mit tidglichen Wachstumskontrol-
len durchgefiihrt. Dabei wurde durch das Anlegen einer groBen Variationsbreite der
Konzentrationsgemische untersucht, welche Gemische sich am besten zur genauen Dar-
stellung des Konkurrenzverhaltens eignen. In den nachfolgenden Versuchen wurde die

Anzahl der Gemische optimiert und auf die wirklich Aussagekréftigen reduziert.

Eine genaue Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationsgemische

und Versuchsaufbaue gibt Tabelle 2.

Um einen Vergleich mit dem Wachstum in den Konzentrationsgemischen zu haben,
wurden auch immer die verschiedenen Konzentrationen der Stamme, die in den Gemi-
schen verwendet wurden, als Reinkultur angesetzt. So kann das isolierte Wachstum als

Kontrolle benutzen werden.

Eine ausfiihrliche Darstellung der Kombination der Bakteriengemische in den einzelnen

Versuchen liefern die im Anhang aufgefiihrten Tabellen 23-27.
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Versuch Nr. Néhrlosung Konkurrenz-Stamm MRSA Anz,

Wachstumsversuch mit téaglichen Wachstumskontrollen Staphylococcus epidermidis gegen
MRSA-Stdmme

1 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t148) 60
2 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t005) 60
3 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t003) 28
4 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t008) 81

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) gegen MRSA-
Stamme

21 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t148) 30
22 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t003) 30
23 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t005) 30

Wachstumsversuch mit téaglichen Wachstumskontrollen Saccharomyces cerevisiae gegen spa
t003

17 TSB S. cerevisiae S. aureus (spa t003) 21

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen Staphylococcus epidermidis gegen
MRSA-Stdmme

5 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t148) 12
6 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t005) 12
7 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t003) 12
8 TSB S. epidermidis S. aureus (spa t008) 12

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) gegen MRSA-
Stamme

9 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t148) 12
10 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t005) 12
11 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t003) 12
12 TSB S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t008) 12
Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen Enterococcus faecium gegen spa
t003/spa 1148

18 TSB E. faecium S. aureus (spa t148) 8
19 TSB E. faecium S. aureus (spa t003) 4
Verdunnungsversuch MSSA (spa t012) gegen MRSA-Stdmme

13 TSB 1:10 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t148) 8
13 TSB 1:5 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t148) 8
13 TSB ohne Dextrose S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t148) 8
14 TSB 1:10 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t005) 8
14 TSB 1:5 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t005) 8
14 TSB ohne Dextrose S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t005) 8
15 TSB 1:10 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t003) 8
15 TSB 1:5 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t003) 8
15 TSB ohne Dextrose S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t003) 8
16 TSB 1:10 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t008) 8
16 TSB 1:5 in NaCl S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t008) 8
16 TSB ohne Dextrose S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t008) 8
Verdinnungsversuch Enterococcus faecium gegen spa t148

20 TSB 1:10 in NaCl E. faecium S. aureus (spa t148)

20 TSB 1:5 in NaCl E. faecium S. aureus (spa t148) 8
20 TSB ohne Dextrose E. faecium S. aureus (spa t148) 8

Tabelle 2. Liste der Versuche mit dem jeweiligen MRSA-Stamm, dem Konkurrenz-Stamm und der Art
der Nahrldsung.
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2.2.2.4 Nahrmedien

Als Nihrmedium wurde Trypticase' ™ Soy Broth mit 0.15% Agar (TSB) verwendet, da
es einer groBen Auswahl an Mikroorganismen, den wichtigsten aeroben, anaeroben und
fakultativ-anaeroben Bakterien als auch Pilzen, optimale Wachstumsvoraussetzungen
liefert, so dass der Einfluss der Nahrungskonkurrenz auf das Wachstum ausgeschaltet

wurde, wenn dieses Ndhrmedium benutzt wurde.

Dieser Faktor wurde dann in weiteren Versuchen untersucht, bei denen verschiedene
Verdiinnungsstufen von TSB mit NaCl 0,9% und TSB ohne Dextrose ausgetestet wur-
den. Damit wurde ein Wachstum unter Mangelbedingungen, welches der Situation auf

Haut- und Schleimhéuten entspricht, simuliert.

Fiir den Ansatz der Konzentrationsgemische wurden 10ml und 50ml Greiner-R6hrchen
benutzt, die mit dem Néhrmedium gefiillt wurden. Dazu wurde bei den Wachstumsver-
suchen mit tdglichen Wachstumskontrollen und auch bei den 8h-Versuchen 10ml TSB
benutzt. Einzige Ausnahme bildeten hierbei die Ansédtze mit einer Anfangsbakterien-
konzentration von 10° KBE/ml, bei denen 50ml TSB verwendet wurden, da durch das
hiufige Ausstreichen von 500ul eine grofBere Ausgangsmenge benétigt wurde. Bei den
Verdiinnungsversuchen wurde TSB ohne Dextrose, TSB 1:5 mit NaCl 0,9% verdiinnt,
TSB 1:10 mit NaCl 0,9% verdiinnt und TSB 1:100 mit NaCl 0,9% verdiinnt verwendet.
Da sich bei der Verdiinnung 1:100 kein Wachstum mehr zeigte, wurde nach dem ersten

Versuchsdurchlauf diese Verdiinnungsstufe bei den weiteren Versuchen ausgelassen.

2.2.2.5 Erhebung des Bakterienwachstums unter Konkurrenzbedingungen

Zur Erhebung des Bakterienwachstums in den Konzentrationsgemischen wurde zu dem
Zeitpunkt, an dem die Konzentrationsmessung durchgefiihrt werden sollte, ein Aus-
strich auf einer geeigneten Selektivplatte durchgefiihrt. Mit dieser Methode lieB3 sich
sicher, schnell und Kosten sparend die Konzentration beider Bakterienstimme im Ge-

misch bestimmen.
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Die Kontrolle selbst wurde wie folgt durchgefiihrt. Zum jeweiligen Zeitpunkt der
Wachstumserhebung wurden die Wachstumsgemische aus dem Brutschrank genommen
und mit dem Vortexer so lange gemischt, bis ein homogenes Gemisch entstanden war.
Unter dem Flow wurden dann 100ul entnommen und in ein 1,5ml Eppendorf Gefdl3
gegeben, in dem bereits 900ul NaCl 0,9% vorhanden waren. So wurden insgesamt 6
1:10 Verdiinnungen angefertigt. Aus diesen Verdiinnungen wurden Ausstriche vorge-

nommen mit denen es dann moglich war, die jeweiligen Konzentrationen zu erheben.

Exemplarisch fiir die Erhebung des Wachstums der Konzentrationsgemische soll hier
das Gemisch von 10° KBE/ml zu 10° KBE/ml erldutert werden. Dabei sucht man die
Konzentrationen jeweils in der Verdiinnung, bei der sich die Konzentration in 10-99
KBE und 1-9 KBE darstellt. Das entspricht in diesem Fall der zweiten und dritten
1:10er Verdiinnung fiir 10° KBE/ml. Um 10° KBE/ml nachzuweisen, wurden 2mal

500ul aus der Nahrbouillon ausgestrichen.

Im Verlauf des Versuchs énderten sich natiirlich die Konzentrationen bedingt durch das
Bakterienwachstum. In vorangegangenen Probeversuchen ist die Wachstumskinetik der
jeweiligen Bakterienstimme ermittelt worden, so dass ein Anhaltspunkt fiir das Wachs-
tum in den Konkurrenzversuchen bestand. Es wurde jedoch immer ein breiteres Spekt-
rum an Verdiinnungsstufen ausgestrichen um etwaige Anderungen in der Wachstumski-
netik erheben zu kdnnen. Wenn es trotz dieses Vorgehens dazu gekommen ist, das sich
in den bebriiteten Ausstrichen keine Kolonien zeigten und damit eine Konzentrationsbe-
stimmung nicht moglich war habe ich die Konzentration als kleiner der von mir ausge-
strichenen Verdiinnung festgelegt. Das heiit, wenn auf dem Ausstrich der Verdiin-
nungsstufe, die eine Konzentration von 10° KBE/ml nachweiBt, keine Kolonie gezihlt

werden konnte wurde die Konzentration mit < 10° KBE/ml angegeben.

Die Selektivplatten wurden nach dem Ausstrich fiir 24h bei 37°C bebriitet danach die
gewachsenen Kolonien auf den Platten ausgezahlt und so die Konzentration im Wachs-

tumsgemisch zum Zeitpunkt des Ausstrichs bestimmt.

Eine genaue Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Verdiinnungsstufen liefern

die im Anhang aufgefiihrten Tabelle 28-33.
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2.2.2.6 Auswahl der Selektivplatten

Abhingig von den Stdmmen, wurden verschiedene Selektivplatten zur besseren opti-
schen Unterscheidbarkeit der einzelnen Bakterienstimme benutzt. Welche Selektivplat-
te fiir den Versuch am besten geeignet war, wurde im Vorfeld jedes Versuchs ausgiebig

getestet.

Dies war notig, da das Wachstum in den Néhrbouillons durch Ausstreichen auf Selek-
tivplatten und anschlieBendes Auszéhlen bestimmt wurde. Die Kriterien fiir die Aus-
wahl waren dabei eine geniligende Differenz im Aussehen der Kolonien beider benutz-
ten Stimme und eine dhnliche Wachstumsgeschwindigkeit, damit man sie beim Aus-
zahlen gut voneinander differenzieren konnte und nicht ein Stamm das Wachstum auf

der Platte dominierte durch einen Vorteil auf der Selektivplatte.

2.2.2.6.1 S. epidermidis vs. MRSA

Bei den konkurrierenden Wachstumsversuchen mit S. epidermidis und den in dieser
Arbeit getesteten MRSA-Stimmen wurden Baird Parker Selektivplatten benutzt, da auf
diesen Platten die MRSA-Stimme mit einem gut sichtbaren Hof wachsen und S. epi-

dermidis deutlich an Grofe tiberlegen sind.

Blutplatten und auch ORSAB-Platten haben sich bei diesem Versuch als nicht geeignet
herausgestellt, da die Unterscheidbarkeit der S. epidermidis Kolonien mit den MRSA-

Kolonien nicht ausreichend gegeben war.

2.2.2.6.2 MSSA vs. MRSA

Bei den Versuchen mit den MRSA-Stimmen und dem sensiblen S. aureus (spa t012)
wurde zusétzlich zur Erhebung der Bakterienkonzentrationen durch die visuelle Unter-

scheidung ein zweites Verfahren angewendet, das die Bakterienkonzentrationen anhand
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von Subtraktionsverfahren bestimmt, da mit Bakterien der gleichen Art gearbeitet wur-

de.

Zur sicheren Erhebung des Bakterienwachstums wurden dabei die Ausstriche parallel
auf zwei verschiedenen ORSAB-Platten durchgefiihrt. Der ersten Platte war Oxacillin in
einer Konzentration von 2 mg/l zugesetzt (Wachstum nur des MRSA), die zweite
ORSAB-Platte besall keinen Zusatz von Oxacillin (Wachstum beider Stimme, MRSA
und MSSA). Durch Subtraktion der Anzahl der KBE auf der ORSAB-Platte mit Oxacil-
lin gegen die Anzahl der KBE der ORSAB-Platte ohne Zusatz wurde die Koloniezahl
des MSSA bestimmt. Die Anzahl des MRSA war durch Auszdhlen der ORSAB-Platte
mit Oxacillin bereits gegeben. Zur Kontrolle dieser Methode wurden die gesamten
Wachstumskontrollen auf Blutplatten ausgestrichen und die beiden Stimme jeweils
anhand der H&molysezone voneinander unterschieden. Alle untersuchten MRSA-
Stimme bildeten eine Hdmolysezone, wihrend der MSSA (spa t012) hdmolysenegativ

war.

2.2.2.6.3 S. cerevisiae vs. MRSA

Bei den Versuchen mit Saccharomycis cerevisiae und den MRSA-Stimmen fanden
ebenfalls zwei verschiedene Platten Verwendung. Blutplatten, auf denen der S. aureus
und Bierwiirz-Agar-Platten (BW) auf denen S. cerivisiae ausgezdhlt wurden. Jeder

Keim auf dem Medium, der ihm die optimalen Wachstumsbedingungen liefert.

Der Bierwiirz-Agar wurde nach mehreren Probeversuchen mit verschiedenen Pilzselek-
tivplatten (Chrom-Agar und Sabouraud-Agar) als optimal ausgewéhlt, da auf den ande-
ren beiden Platten noch ein geringes Wachstum des S. aureus nachweisbar war im Ge-
gensatz zum Bierwiirz-Agar, auf dem der S. aureus nicht wichst. Damit standen zwei
natiirliche Selektivplatten fiir die Versuchsreihen zur Verfliigung, mit denen die Erhe-

bung der Bakterien-/Pilzkonzentrationen gut durchfiihrbar waren.
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2.2.2.6.4 E. faecium vs. MRSA

Die Wachstumsversuche mit E. faecium und den MRSA-Stimmen konnten auf Blut-
platten durchgefiihrt werden, da sich die beiden Bakterien in Koloniegrofle und -
aussehen stark unterscheiden. E. faecium bildet viel kleinere und hellere Kolonien ohne
Hamolysezone, wihrend S. aureus in groflen, elfenbeinfarbenen Kolonien mit Himoly-

sezone wachst.

2.2.2.6.5 Lactobacilli vs. MRSA

In den Versuchsreihen mit Lactobacilli stellten sich die Wachstumskontrollen als prob-
lematisch heraus. Verwendet wurden fiir die Versuchsansitze Lactobacillus casei, der
aus der Bakterienstammsammlung des Mikrobiologischen Institutes der Universitatskli-
nik Wiirzburg verwendet wurde und Lactobacillus acidophilus, der aus einem handels-

iblichen probiotischen Yoghurtgetriank isoliert wurde.

Aufgrund des sehr langsamen Wachstums der Lactobacilli - sie miissen mindestens 72h
bei 37°C bebriitet werden, bevor sie zu einer auswertbare Koloniegrofle angewachsen
waren - war ein Auszdhlen und Differenzieren der verschiedenen Bakterienstimme auf
den Selektivplatten kaum moglich, da S. aureus in diesen 72h die Selektivplatte fast

rasenartig bewachsen hatte.

Um dieses Problem zu beheben wurden unterschiedliche Selektivplatten, Ausstrichme-
thoden und Bebriitungsatmosphiren ausgetestet. Dazu wurden Wachstumskontrollen
auf Blutplatten und VL-Agar unter aeroben und anaeroben Bedingungen bebriitet. Wei-
terhin wurde das Ausstrichvolumen einer Wachstumskontrolle auf mehrere Selektiv-

platten verteilt, damit eine groBere Flidche zur Verfligung steht.

Leider war es nicht mdglich, ein verwertbares Ergebnis zu erzielen. Daher wurde diese
Versuchsreihe mit den Lactobacilli schon nach den Probeversuchen wieder abgebro-

chen.
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2.2.3 Auswertung

Die Auswertung der Selektivplatten und somit die Bestimmung der Bakterienkonzentra-
tionen zu den festgelegten Zeitpunkten erfolgte durch manuelles Auszdhlen. Dafiir wur-
den nach einer Bebriitungszeit von im Mittel 24 Stunden die Selektivplatten einzeln mit
einer manuellen Zdahlmaschine ausgezihlt. Fiir das Auszdhlen der Mischkulturen musste
natiirlich bekannt sein, welcher Keim welche Kolonien bildet, damit sie voneinander
unterschieden werden konnten. Als Vorlage diente bei jedem Versuch die jeweilige

Reinkultur.

Wie auf den Abbildung 2 a-d deutlich zu erkennen ist, lassen sich die in dieser Arbeit
gegeneinander getesteten Mikroorganismen optisch gut voneinander trennen. Die
MRSA-Typen zeigten jeweils eine deutliche Hdmolysezone wohingegen die anderen
Mikroorganismen keine Hamolyse bildeten. Auch in GroB3e und Farbe der Kolonien gab

es jeweils Unterschiede.
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Bilder der verschiedenen Mischkulturen auf den Selektivplatten

a. Sensibler S. aureus (spa t012) zusammen b. S. epidermidis zusammen mit MRSA spa
mit MRSA spa t005 auf Blutagar t005 auf Blutagar

2
——— A #

c. S. epidermidis zusammen mit MRSA spa  d. E. faecium zusammen mit MRSA spa t005
t005 auf Baird Parker auf Blutagar

Abbildung 2. Fotographische Abbildung verschiedener Mischkulturen auf Blutagar und
Baird Parker (Markiert wurden jeweils nebeneinander liegende Kolonien der verschiedenen
Mikroorganismen)
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2.2.4 Statistische Verfahren

Zur Ergebnisauswertung fanden in dieser Arbeit verschiedene statistische Verfahren

Verwendung.

Zunichst erfolgte zur einfachen Darstellung der Wachstumsverldufe die graphische
Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmier-
ten Erregerzahlen (log 10 KBE) (vgl. z.B. Abbildung 3). Dabei wurde die Zeit (je nach
Versuch Stunden oder Tage) auf die x-Achse und die Mittelwerter der logarithmierten

Erregerzahlen auf die y-Achse aufgetragen.

Zum Vergleich der Wachstumsverldufe der konkurrierenden Bakterienstimme unterein-
ander wurde die zweifaktorielle Rangvarianzanalyse nach Puri und Sen verwendet, da
mit diesem Verfahren ein Vergleich mehrere verbundener Stichproben (die beiden kon-
kurrierenden Bakterienstimme zu den verschiedenen Zeitpunkten) moglich ist. Dabei
habe ich mich auf drei Kernaussagen konzentriert, den Unterschied der Wachstumsver-
laufe von Gemisch und Reinkultur, den Unterschied der einzelnen Messtage zueinander
und den Vergleich der Wachstumsverldufe der Bakterienstimme (Formunterschiede)

(vgl. z.B. Tabelle 3).

In den Punktdiagrammen (vgl. z.B. Abbildung 4) erfolgte die Darstellung der Abhén-
gigkeit des Wachstums vom eigenen Anfangswert des jeweiligen Bakterienstamms und
dem des konkurrierenden Bakterienstamms am ersten Tag. Ergdnzend zu diesen Abbil-
dungen habe ich aufgrund der Abweichungen von einer Gaullschen Normalverteilung
statt des Pearsonschen MaBlkorrelationskoeffizienten die Spearmansche Rangkorrelation
angegeben und somit die Korrelation der Anfangswerte der Bakterienkulturen mit denen

nach Tag 1 berechnet (vgl z.B. Tabelle 4).
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstumsverhalten verschiedener MRSA-
Staimme in Konkurrenz zu Bakterien der natiirlichen Standortflora der Haut und
Schleimhdute, der Darmflora sowie einem sensiblen S. aureus und einer Hefe unter-

sucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden dabei gleichermalen aus der graphischen Darstel-
lung als auch aus der statistischen Auswertung der Messergebnisse ermittelt. In einfa-
chen Wachstumskurven wurde das Wachstum in Rein- und Mischkulturen veranschau-
licht, wobei die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmier-
ten Erregerzahlen (KBE) fiir den jeweiligen Messzeitpunkt dargestellt wurden. In den
Punktdiagrammen erfolgte die Darstellung der Abhédngigkeit des Wachstums vom eige-
nen Anfangswert der jeweiligen Bakterien und dem des Konkurrenten am ersten Tag.
Erginzend zu diesen Abbildungen wurde aufgrund der Abweichungen von einer Gaul3-
schen Normalverteilung statt des Pearsonschen MaBkorrelationskoeffizienten die
Spearmansche Rangkorrelation angegeben und somit die Korrelation der Anfangswerte

der Bakterienkulturen mit denen nach Tag 1 berechnet.

Des Weiteren wurde die zweifaktorielle Rangvarianzanalyse nach Puri und Sen ver-
wendet, mit der die Wachstumsverlaufe der Rein- und Mischkulturen verglichen werden
und somit eine Aussage iiber Unterschiede in den Wachstumsverldufen getroffen wer-

den kann.

3.1 Wachstumsversuch (tagliche Kontrollen) S. epidermidis gegen
MRSA-Stamme

3.1.1 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t148)

In den ersten Versuchen wurde S. epidermidis gegen verschiedene MRSA-Stamme ge-
testet. Bei der Ausarbeitung der Wachstumskurven beider Stimme und einem Vergleich

zwischen der Reinkultur und dem Gemisch sind deutliche Unterschiede im Wachstum
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festzustellen. Wie man anhand der Abbildung 3 ersehen kann, hat S. epidermidis in der
Mischkultur mit S. aureus (spa t148) ein deutliches Wachstumsdefizit gegeniiber sei-

nem Wachstum in Reinkultur.

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen S. epidermidis vs. S. au-
reus (spat148)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 93
8 8
7 7
6 6
54 5
4 4
3 3
2 2
S I S T B e S T T }
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t148)
O =in Reinkultur, ® =in Mischkultur O = in Reinkultur, ® = in Mischkultur

Abbildung 3. Wachstumsverlaufe von S. epidermidis gegen S. aureus (spa t148) im Wachstums-
versuch mit taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 1). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die Anzahl
der Messwerte fiir den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte fir Reinkultur (Mischkultur)
gemittelt aus 33 (15) Einzelmessungen.

Vergleicht man nun die Verldufe der Wachstumskurven, so kommt man zu folgendem
Ergebnis. Die globale Analyse, eine zweifaktorielle Rangvarianzanalyse der Tage 1-4
und 7 nach Puri und Sen (siche Tabelle 3) ergibt signifikante Unterschiede der Erreger-
konzentrationen zwischen den Messtagen und fiir beide Erreger signifikante Unter-
schiede zwischen Rein- und Mischkultur. Fiir S. epidermidis waren die Verldaufe der
Wachstumskurven nicht parallel, entsprechend des signifikanten Formunterschiedes der
Kurven. Fiir S. aureus besteht kein signifikanter Formunterschied zwischen den Wachs-

tumskurven.

Bei dieser Betrachtungsweise muss beachtet werden, dass der Unterschied im Wachs-
tum bei S. epidermidis im Durchschnitt 1,5-2 log 10 KBE betrégt, also einen groBen
Unterschied darstellt. Der Wachstumsunterschied beim S. aureus (spa t148) hingegen
stellt zwar statistisch gesehen einen signifikanten Unterschied dar, doch bewegt sich
dieser in einem Bereich von 0,1-0,2 log 10 KBE und ist daher klinisch gesehen nicht

bedeutsam.
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S. epidermidis

Unterschied Gemisch-Reinkultur p < 0.000005%**
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p = 0.00034***
S. aureus (spa t148)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.0028 **
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p=0.11

Tabelle 3. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t148), gemes-
sen nach 1, 2, 3, 4 und 7 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und
Sen.

Dieses Verhalten spiegelt sich auch im paarweisen Vergleich der Werte (sieche Tabelle
4) an den verschiedenen Tagen wider. Man erkennt, dass sich S. epidermidis in Rein-
und Mischkultur mit dem MRSA stark unterschiedlich verhélt. Der MRSA dagegen

zeigt nur geringe oder keine Unterschiede in seinem Wachstumsverhalten.

Korrelation von n rho p
Tag 0 Tag 1
Reinkultur S. epidermidis S. epidermidis 15 0.2554 0.36
Gemisch . epidermidis epidermidis 33 0.7921 <0.00005%**

S
S S.
Reinkultur S. aureus (spat148) S.aureus (spatl48) 12 -0.5884 0.044 *
Gemisch  S. aureus (spa t148) S. aureus (spatl48) 29 -0.1966 0.31
S S.
S S.

Gemisch . epidermidis aureus (spa tl48) 30 -0.1558 0.41
Gemisch . aureus (spa t148) epidermidis 29  -0.7283 <0.00005***

Tabelle 4. Korrelation der Anfangswerte von S. epidermidis und von S. aureus (spa t148) mit
den Werten nach 1 Tag. Fir den gemischten Ansatz konnte auch die Korrelation mit dem An-
fangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und p aus der Spear-
manschen Rangkorrelation.

Weitere Wachstumsunterschiede fanden sich bei unterschiedlichen Ausgangskonzentra-
tionen der Erreger auf die Konzentration nach 24 Stunden. Wéhrend sich fiir die Rein-
kulturen kaum ein Einfluss des Anfangswertes auf die Erregerzahl an den néchsten Ta-
gen nachweisen lasst und auch im gemischten Ansatz fiir S. aureus (spa t148) ebenfalls
nur geringe Zusammenhdnge mit den Anfangswerten beider Erregertypen zu sehen sind,
sicht man fiir S. epidermidis im gemischten Ansatz eindeutige Bezilige zu den Anfangs-

werten (siehe Abbildung 4b).
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Abhangigkeit vom Anfangswert
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Abbildung 4. Abhéngigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten Ansat-
zen fir S. epidermidis und S. aureus (spa t148). Jeder Punkt entspricht einer Messung. Die Punkte
der Hohe 5.8 am Tag 1 stellen Werte < 10° dar (siehe Absatz 2.2.2.5). Reinkulturen sind blau und
Mischkulturen rot dargestellt
Je hoher die Anfangswerte des S. aureus sind, desto niedriger sind die Werte des S. epi-

dermidis am néchsten Tag. Diese Darstellungsweise verdeutlicht noch einmal anschau-

lich die Hemmung des Wachstums von S. epidermidis unter Konkurrenz zum S. aureus

(spa t148).
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3.1.2 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t005)

Bei den weiteren Versuchen S. epidermidis versus S. aureus (spa t005, spa t003, spa
t008) ergeben sich mit marginalen Unterschieden entsprechende Ergebnisse wie bei den
Versuchen versus S. aureus (spa t148) Die zugehorigen Grafiken und Tabellen (siche

Kapitel 4.1.2-4.1.4) sind im Folgenden aufgelistet.

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen S. epidermidis vs. S. au-
reus (spat005)

Keimzahl (log 10 KBE) Ig(eimzahl (log 10 KBE)
8 8
74 7
6 3 6
54 5
4 4 3
3 3
i 1 5 y T 1 5 3
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t005)
O = in Reinkultur, ® = in Mischkultur O = Reinkultur, ® =in Mischkultur

Abbildung 5. Verlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t005) im Wachstumsversuch mit
taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 2). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die Anzahl der
Messwerte fur den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte fiir Reinkultur (Mischkultur) gemit-
telt aus 33 (15) Einzelmessungen.

S. epidermidis

Unterschied Gemisch-Reinkultur p < 0.000005%**
Unterschiede der Messtage p = 0.00004***
Formunterschiede p=0.028

S. aureus (spa t005)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p =0.0034 **
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p=0.62

Tabelle 5. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t005), gemes-
sen nach 1 bis 3 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und Sen.
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Korrelation von n rho p

Tag 0 Tag 1
Reinkultur S. epidermidis S. epidermidis 15 0.5385 0.038 *
Gemisch  S. epidermidis S. epidermidis 33 0.7634 <0.00005%**
Reinkultur S. aureus (spa t005) S. aureus (spa t005) 11 -0.1276 0.71
Gemisch  S. aureus (spa t005) S.aureus (spat005) 32 0.4614 0.0079**
Gemisch  S. epidermidis S. aureus (spat005) 33 -0.1559 0.39
Gemisch  S. aureus (spa t005) S. epidermidis 32 -0.7042 <0.00005%**

Tabelle 6. Korrelation der Anfangswerte von S. epidermidis und von S aureus (spa t005) mit den
Werten nach 1 Tag. Fir den gemischten Ansatz konnte auch die Korrelation mit dem Anfangs-
wert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und p aus der Spearmanschen

Rangkorrelation.
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Abhangigkeit vom Anfangswert
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Abbildung 6. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten Ansat-
zen fiir S. epidermidis und S. aureus (spa t005). Jeder Punkt entspricht einer Messung. Die Punk-
te der Hohe 5.8 am Tag 1 stellen Werte < 10° dar (siehe Absatz 2.2.2.5). Reinkulturen sind blau
und Mischkulturen rot dargestellt
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3.1.3 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t003)

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen S. epidermidis vs. S.
aureus (spat003)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 9 4

0 1 2 0 1 2

3 3
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t003)
O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur O = Reinkultur, ® =in Mischkultur

Abbildung 7. Verlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t003) im Wachstumsversuch mit
taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 3). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die Anzahl der
Messwerte fur den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte fur Reinkultur (Mischkultur) gemit-
telt aus 13 (10) Einzelmessungen.

S. epidermidis

Unterschied Gemisch-Reinkultur p = 0.00035%**
Unterschiede der Messtage p=1.0
Formunterschiede p=0.48

S. aureus (spa t003)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=10.087
Unterschiede der Messtage p =0.00001%***
Formunterschiede p=0.21

Tabelle 7. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t003), gemes-
sen nach 1 bis 3 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und Sen.
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Korrelation von n rho p

Tag 0 Tag 1
Reinkultur S. epidermidis S. epidermidis 10 0.8788 0.0008%**
Gemisch . epidermidis epidermidis 14  0.8153 0.0004***
Reinkultur S. aureus (spa t003) aureus (spa t003) 4 0.0000 1.0

Gemisch . epidermidis aureus (spat003) 13 0.5447 0.054

S
S S.
S S.
Gemisch  S. aureus (spa t003) S. aureus (spat003) 14 0.2332 0.49
S S.
Gemisch  S. aureus (spa t003) S. epidermidis 13 -0.5084 0.076

Tabelle 8. Korrelation der Anfangswerte von S. epidermidis und von S. aureus (spa t003) mit
den Werten nach 1 Tag. Fir den gemischten Ansatz konnte auch die Korrelation mit dem An-
fangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und p aus der Spear-
manschen Rangkorrelation.

Abhéangigkeit vom Anfangswert
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Abbildung 8. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten An-
satzen fur S. epidermidis und S. aureus (spa t003). Jeder Punkt entspricht einer Messung. Die
Punkte der Héhe 5.8 am Tag 1 stellen Werte < 10° dar (siehe Absatz 2.2.2.5). Reinkulturen sind
blau und Mischkulturen rot dargestellt
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3.1.4 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t008)

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen S. epidermidis vs. S.

Keimzahl (log 10 KBE)
9.

aureus (spat008)
~_ Keimzahl (log 10 KBE)

9.

8 ]

84

713

64

1
7

Zeit [Tage]

a. S. epidermidis

O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur

1
7

Zeit [Tage]

b. S. aureus (spa t148)

O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur

Abbildung 9. Verlaufe von S. epidermidis und S .aureus (spa t008) im Wachstumsversuch mit
taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 4). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die Anzahl der
Messwerte fir den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte fiir Reinkultur (Mischkultur) gemit-

telt aus 41 (24) Einzelmessungen.

S. epidermidis

Unterschied Gemisch-Reinkultur
Unterschiede der Messtage
Formunterschiede

p < 0.000005%**
p < 0.000005%**
p = 0.0050%*

S. aureus (spa t148)

Unterschied Gemisch-Reinkultur
Unterschiede der Messtage
Formunterschiede

p = 0.00075 ***
p < 0.000005%**
p=0.035*

Tabelle 9. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t008), gemes-
sen nach 1, 2, 3, 4 und 7 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und

Sen.
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Korrelation von n rho p

Tag 0 Tag |
Reinkultur S. epidermidis S. epidermidis 24 0.5916 0.0023*%*
Gemisch  S. epidermidis S. epidermidis 41  0.7841 0.00005***
Reinkultur S. aureus (spa t008) S. aureus (spat008) 15 -0.0268 0.92
Gemisch  S. aureus (spa t008) S. aureus (spat008) 41  0.2601 0.10
Gemisch  S. epidermidis S. aureus (spat008) 41 -0.1825 0.25
Gemisch  S. aureus (spa t008) S. epidermidis 40 -0.8094 <0.00005%**

Tabelle 10. Korrelation der Anfangswerte von S. epidermidis und von S. aureus (spa t008) mit
den Werten nach 1 Tag. Fir den gemischten Ansatz konnte auch die Korrelation mit dem An-
fangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und p aus der Spearman-
schen Rangkorrelation.
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Abbildung 10. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten
Ansatzen fur S. epidermidis und S. aureus (spa t008). Jeder Punkt entspricht einer Messung.
Die Punkte der Hohe 5.8 am Tag 1 stellen Werte < 10° dar (siehe Absatz 2.2.2.5). Reinkulturen
sind blau und Mischkulturen rot dargestellt
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3.1.5 Vergleich der vier MRSA-Stamme

Im allgemeinen Vergleich der verschiedenen MRSA-Stimme ldsst sich die gravierende

Dominanz des MRSA gegeniiber dem S. epidermidis darstellen.

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen 4 Stamme des S. aureus
gegen S. epidermidis

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

9 3 9] — e —

8 8 T

7 7

6 4 6

54 5

4 4

3 34

23 2

o I : 3 Y i 5 3

Zeit [Tage] Zeit [Tage]

a. S. epidermidis in Reinkultur b. MRSA-Stamme in Reinkultur

S. aureus O = spa t148, ® = spa t005, [ | = spa
t003, = = spa t008.

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
95 94
8 8 - e
7 4 7
6 6
5 5
41 4
3 3
2 2
1 T T T 1 1 T T T 1
0 1 2 3 0 1 2 3
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
c. S. epidermidis in Mischkultur mit d. MRSA (spa t001§8|'t005'.t003't008) in Misch-
S. aureus O = spa t148, ® = spa t005, [ | = spa . - uftur mit
' ' ' S. epidermidis O = spa t148, ® = spa t005, [ | =

1003, = = spa t008. spa t003, = = spa t008.

Abbildung 11. Verléaufe von S. epidermidis und von vier resistenten Stdmmen S. aureus im Wachs-
tumsversuch mit téglichen Wachstumskontrollen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die Anzahl der Mess-
werte fur den jeweiligen Tag.
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Wie aus Abbildung 11 b. und d. zu ersehen ist verhalten sich die einzelnen Stimme egal
ob in Rein- oder Mischkultur gleichartig. Die Differenz zwischen Reinkultur und Ge-
misch betragt nie mehr als 0,5 log 10 KBE. Im Gegensatz dazu kann man beim S. epi-
dermidis eindeutig Unterschiede im Wachstum von Reinkultur zu Mischkultur erkennen
(Abbildung 11 a., c.). Die Differenz betrdgt im grofiten Fall ca. 2 log 10 KBE fiir den S.
epidermidis in Konkurrenz zum spa t148 und im kleinsten Fall ca. 1 log 10 KBE in

Konkurrenz zum spa t008.

3.2 Wachstumsversuch (tagliche Kontrollen) S. aureus (spa t012) ge-
gen MRSA-Stamme

3.2.1 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t148)

In weiteren Versuchen wurde bei gleichem Versuchsaufbau ein MSSA (spa t012) gegen
die gleichen MRSA-Stdmme getestet. Auch bei diesen Versuchen fillt auf, dass die ver-
schiedenen MRSA-Stimme den MSSA dominieren und sein Wachstum gegeniiber der
Reinkultur hemmen, im Mittel um ca. 1-1,5 log 10 KBE. Im Vergleich zu den Versu-
chen mit dem S. epidermidis lasst sich eine starkere Hemmung des Wachstums (siehe
Abbildung 12b.) der MRSA-Stimme in Mischkultur erkennen. Im Durchschnitt weichen
diese Wachstumskurven um 0,5 log 10 KBE von den Verldufen der Reinkulturen ab.
Der MRSA dominiert auch in diesem Versuch das Wachstum der Mischkultur, wenn

auch nicht ganz so iiberlegen wie im Gemisch mit dem S. epidermidis.
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Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA (spa t148)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE) }
93
F— — * by I S
8 8 3 h4
74 73
63 63
54 5 3
4 4 43
34 3]
21 2
1 T T T ! 1
0 1 3 4 5 T 3 4
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. aureus (spa t012) b. S. aureus (spa t148)
O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur

Abbildung 12. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t012) gegen S. aureus (spa t148) im
Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 21). Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE)
und die Anzahl der Messwerte flr den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte flir Reinkultur
(Mischkultur) gemittelt aus 11 (8) Einzelmessungen.

Dieses Verhalten spiegelt sich sowohl in der globalen Analyse (siche Tabelle 11), die
bei beiden Erregern, dem MSSA und dem MRSA signifikante Unterschiede zwischen
Rein- und Mischkultur erkennen lésst, als auch im paarweisen Vergleich der Werte (sie-

he Tabelle 12) in den ersten 24 Stunden wider.

MSSA (spa t012)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p = 0.0024**
Unterschiede der Messtage p=10.30
Formunterschiede p=0.14
MRSA (spa t148)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.0035 **
Unterschiede der Messtage p=0.42
Formunterschiede p=0.63

Tabelle 11. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t148),
gemessen nach 1, 3, und 4 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und
Sen.
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Korrelation von n rho p
Tag 0 Tag 1

Reinkultur S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t012) 8 0.2036 0.64
Gemisch  S. aureus (spa t012) S. aureus (spa t012) 9 0.7731 0.015*
Reinkultur S. aureus (spa t148) S. aureus (spa t148) 7 0.3929 0.38
Gemisch  S. aureus (spa t148) S.aureus (spatl48) 14 0.7775 0.0011*
Gemisch  S. aureus (spa t148) S. aureus (spa t012) 9 -0.8186 0.0070*
Gemisch  S. aureus (spat012) S. aureus (spa t148) 11 -0.8155 0.0022**

Tabelle 12. Korrelation der Anfangswerte von S. aureus MSSA (spa t012) und von S. aureus
MRSA (spa t148) mit den Werten nach Tag 1. Fur den gemischten Ansatz konnte auch die Kor-
relation mit dem Anfangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und
p aus der Spearmanschen Rangkorrelation.

Der Einfluss der Ausgangskonzentrationen in den Wachstumsgemischen ist etwas aus-
geglichener als bei den Versuchen mit dem S. epidermidis. Fiir die Reinkulturen zeigt
sich kaum ein Einfluss des Anfangswertes auf die Erregerzahl an den niachsten Tagen.
Betrachtet man die Wachstumsgemische so erkennt man eindeutig eine Korrelation der
Werte am ersten Tag zu den Ausgangskonzentrationen. Je hoher die Konzentration des
MRSA (spa t148) am ersten Tag, desto geringer ist der Wert fiir den MSSA (spa t012)
am Folgetag. Gleichfalls reduziert eine hohe Anfangskonzentration des MSSA das
Wachstum des MRSA, jedoch in einem geringeren Grade als andersherum (vergleiche

Abbildung 13 b, c,).
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Abhé&ngigkeit vom Anfangswert

I%g KBE S. aureus (spa t012) Tag 1 Igg KBE S. aureus (spa t012) Tag 1
10 4 .

94 91

8 K3 s{e ¢ ° .

6 6 4

5 53

4 4 3

3 3

2 2 3

14 1

0 . . i . . : 0 4 . : i , i ,

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
log KBE S. aureus (spa t012), Tag O log KBE S. aureus (spa t148), Tag O
a. b.

log KBE S. aureus (spat148), Tag 1 log KBE S. aureus (spa t148), Tag 1
10 4 10 -

93 ° o ® ° 9 2 %

8 ': 8 4 : °

7 : s

6 6

5 3 5

4 3 4

3 4 3

2 2

1 3 1

0 ] . : i . i ‘ 0 . i i i . :

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
log KBE S. aureus (spa t012), Tag O log KBE S. aureus (spa t148), Tag O
C. d.

Abbildung 13. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten An-
satzen fur S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t148). Jeder Punkt entspricht einer Messung.
Reinkulturen sind blau und Mischkulturen rot dargestellt
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3.2.2 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t003)

Entsprechende Ergebnisse ergeben sich fiir die weiteren getesteten MRSA-Stdmme, spa
t003 und spa t005. Die zugehorigen Grafiken und Abbildungen werden im Folgenden
aufgelistet (siche Kapitel 4.2.2-4.2.3).

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA (spa t003)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
o ) 01
8 8
73 7
63 6
5 5
43 4 3
34 34
24 23
S I 3 L T 3 4
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. aureus (spa t012) b S. aureus (spa t003)
O = in Reinkultur, ® = in Mischkultur O = in Reinkultur, ® = in Mischkultur

Abbildung 14. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t012) gegen S. aureus (spa t003) im Wachs-
tumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 22). Dargestellt sind die Mittelwer-
te mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die
Anzahl der Messwerte fir den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte fuir Reinkultur (Mischkul-
tur) gemittelt aus 13 (8) Einzelmessungen.

MSSA (spa t012)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p = 0.0060**
Unterschiede der Messtage p=0.77
Formunterschiede p=0.78
MRSA (spa t003)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.027*
Unterschiede der Messtage p=0.0061**
Formunterschiede p=0.43

Tabelle 13. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t003),
gemessen nach den Tagen 1, 3, und 4. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri
und Sen.
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Korrelation von n rho p

Tag 0 Tag 1
Reinkultur S. aureus (spat012) S. aureus (spa t012) 7 -0.2500 0.59
Gemisch  S. aureus (spat012) S. aureus (spat012) 10 0.6970 0.025*
Reinkultur S. aureus (spa t003) S. aureus (spa t003) 8 0.2381 0.58
Gemisch  S. aureus (spa t003) S. aureus (spat003) 14  0.7019 0.0051**
Gemisch  S. aureus (spa t003) S. aureus (spat012) 10 -0.5440 0.055
Gemisch  S. aureus (spat012) S.aureus (spat003) 13 -0.8545 0.0016**

Tabelle 14. Korrelation der Anfangswerte von S. aureus MSSA (spa t012) und von S. aureus
MRSA (spa t003) mit den Werten nach Tag 1. Fur den gemischten Ansatz konnte auch die Kor-
relation mit dem Anfangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und
p aus der Spearmanschen Rangkorrelation.
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Abbildung 15. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten An-
satzen fir S. aureus (spa t012) und S .aureus (spa t003). Jeder Punkt entspricht einer Messung
Reinkulturen sind blau und Mischkulturen rot dargestellt.
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3.2.3 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t005)

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen S. aureus (spa t012) vs.
S. aureus (spa t005)

I§eimzah| (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
3 94
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a. S. aureus (spat012) b. S. aureus (spa t005)
O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur O =in Reinkultur, ® = in Mischkultur

Abbildung 16. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t012) gegen S. aureus (spa t005) im Wachs-
tumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 23). Dargestellt sind die Mittelwer-
te mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE) und die
Anzahl der Messwerte fiir den jeweiligen Tag, dabei sind die Messwerte fiir Reinkultur (Mischkul-
tur) gemittelt aus 12 (8) Einzelmessungen.

S.aureus (spa 12)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p= 0.0081**
Unterschiede der Messtage p= 0.11
Formunterschiede p= 0.76
S.aureus (spa 5)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.047*
Unterschiede der Messtage p=0.32
Formunterschiede p=0.28

Tabelle 15. Globaler Vergleich der Verlaufe von S.aureus (spa 12) und S.aureus (spa 5), ge-
messen nach 1, 3, und 4-7 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und
Sen.
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Korrelation von n rho p

Tag 0 Tag 1
Reinkultur S.aureus (spa 12) S.aureus (spa 12) 7 03214 048
Gemisch  S.aureus (spa 12) S.aureus (spa 12) 12 0.7123 0.0093**
Reinkultur S.aureus (spa 5) S.aureus (spa 5) 8 -0.1429 0.74
Gemisch  S.aureus (spa 5) S.aureus (spa 5) 13 0.2503 041
Gemisch  S.aureus (spa 5) S.aureus (spa 12) 12 -0.8105 0.0014**
Gemisch  S.aureus (spa 12) S.aureus (spa 5) 12 -0.3783 0.30

Tabelle 16. Korrelation der Anfangswerte von S.aureus MSSA (spa 12) und von S.aureus
MRSA (spa 5) mit den Werten nach 1 Tag. Fur den gemischten Ansatz konnte auch die Korre-
lation mit dem Anfangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und p
aus der Spearmanschen Rangkorrelation.

Abhangigkeit vom Anfangswert

log 10 KBE S. aureus (spa t012) Tag 1 log 10 KBE S. aureus (spa t012) Tagl
10 4 10 4

9 4 9 i
7 4 ° ° 7] ° :
S - . 3 “
54 5 4
4 4 3
3 3 4
2 4 2 4
14 1 4
0 i . . . . ' 04 . : ; . . ,
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
log 10 KBE S. aureus (spa t012), Tag O log 10 KBE S. aureus (spa t005), Tag 0
a. b.
log 10 KBE S. aureus (spa t005), Tag 1 log 10 KBE S. aureus (spa t005), Tag 1
10 4 10 -
° . . ° . °1 R "o
8 ] * . °¢ 8 | ° . ) o
7 4 . 7 4 .
6 4 6 4
54 5 4
4 4 4
34 3
24 24
14 14
0 i : i . . , 0 4 i i i . i .
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
log 10 KBE S. aureus (spa t012), Tag 0 log 10 KBE S. aureus (spa t005), Tag O
C. d.

Abbildung 17. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den gemischten An-
satzen flr S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t005). Jeder Punkt 2 einer Messung. Reinkul-
turen sind blau und Mischkulturen rot dargestellt
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3.3 Wachstumsversuch (tagliche Kontrollen) S. cerevisiae gegen
MRSA-Stamm

3.3.1 S. cerevisiae gegen S. aureus (spa t003)

Testet man die Hefe Saccharomyces cerevisiae gegen den MRSA, spa t003, erkennt
man, dass die Hefe in threm Wachstum unter Konkurrenz zum S. aureus stark unter-
driickt wird (nach 4 Tagen um 2,5 log 10 KBE), hingegen der MRSA-Stamm lediglich
einen Riickgang in seinem Wachstum um ca. 0,5 log 10 KBE iiber den gesamten Zeit-

raum des Versuches zeigt (siche Abbildung 18 und Tabelle 17).

Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen S. cerevisiae vs. S. au-
reus (spat003)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 94
8 4 8 3
7 7
6 6
5 5
4 3 4
3 3
21 2
14 1

0 2 1 2 0 2 2 22

Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. cerevisiae b. S. aureus (spa t003)
O =in Reinkultur, ® =in Mischkultur O = Reinkultur, ® = in Mischkultur

Abbildung 18. Wachstumsverlaufe von S. cerevisiae und S. aureus (spa t003) im Wachstumsver-
such mit téglichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 17). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

Die Unterlegenheit der Hefe gegentiber dem spa t003 zeigt sich auch, wenn das Wachs-
tum in Abhéngigkeit von den Anfangskonzentrationen (siche Abbildung 19) verglichen
wird. Wie aus Abbildung 19 e zu ersehen ist, hat die Ausgangskonzentration vom S.
cerevisiae keinerlei Einfluss auf das Wachstum vom S. aureus bis zum Tag 1. Anders-
herum allerdings hat die Konzentration von S. aureus an Tag 0 eine wachstumshem-
mende Rolle fiir das Wachstum der Hefe bis zum Tag 1 (siehe Abbildung 19 d), je hher

der S. aureus an Tag 0 konzentriert ist, desto geringer ist das Wachstum der Hefe.
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Saccharomyces cerevisiae

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.028*
Unterschiede der Messtage p =0.00009%***
Formunterschiede p=0.011*

S. aureus (spa t003)

Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.026*
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p=0.36

Tabelle 17. Globaler Vergleich der Verlaufe von S. cerevisiae und S. aureus (spa t003), gemes-
sen nach 1 bis 4 und 22 Tagen. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse nach Puri und
Sen.

Bei den Reinkulturen waren Abhidngigkeiten vom Anfangswert fiir S. cerevisiae vor-
handen, fiir S. aureus nicht (p > 0.15 in der Spearmanschen Rangkorrelation (Tabelle
18)). In der Mischkultur hingen die Wachstumswerte des S. cerevisiae vom Anfangs-
wert und noch mehr vom Anfangswert des beigemischten S. aureus (spa t003) ab. Das
Wachstum vom S. aureus war in der Mischkultur unabhéngig von der Ausgangskon-

zentration und unabhéngig von der Konzentration der beigemischten Hefe.

Korrelation von n rho p
Tag 0 Tag 1

Reinkultur S. cerevisiae S. cerevisiae 5 0.7000 0.19
Gemisch  S. cerevisiae S. cerevisiae 8 0.7785 0.023 *
Reinkultur S. aureus (spa t003) S. aureus (spa t003) 6 0.0000 1.0
Gemisch  S. aureus (spa 003) S. aureus (spa t003) 9 -0.2821 0.46
Gemisch  S. cerevisiae S. aureus (spa t003) 9 0.7667 0.016 *
Gemisch S, aureus (spa t003) S. cerevisiae 8 -0.5249 0.20

Tabelle 18. Korrelation der Anfangswerte von S. cerevisiae und von S. aureus (spa t003) mit
den Werten nach Tag 1. Fir den gemischten Ansatz konnte auch die Korrelation mit dem An-
fangswert des jeweils anderen Erregerstammes berechnet werden. rho und p aus der Spear-
manschen Rangkorrelation.
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Abhangigkeit vom Anfangswert

log 10 KBE S. cerevisiae, Tag 1
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e. Gemisch
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log 10 KBE S. aureus (spa t003), Tag O
b. Reinkultur
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d. Gemisch

log 10 KBE S. aureus (spa t003), Tag 1
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a...
0 1 2 3 2 5
log 10 KBE S. aureus (spa t003), Tag 0
f. Gemisch

Abbildung 19. Abhangigkeit des Wertes am ersten Tag vom Anfangswert in den reinen und ge-

mischten Anséatzen fur S. cerevisiae und S. aureus (spa t003). Jeder Punkt 2 einer Messung.
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3.3.2 Vergleich von Saccharomyces cerevisiae und Staphylococcus epidermidis

Vergleich der Wachstumsversuche mit taglichen Wachstumskontrollen S. epider-
midis und S. cerevisiae jeweils vs. S. aureus (spa t003)

Keimzahl (log 10 KBE) IEeimzahI (log 10 KBE)
94
8 3 83
73 74
6 6
5 5
4 4 4
3 34
2 23
1 1
0 i 2 3 2 5 1 3 3 3
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S .aureus (spa t003) in Reinkultur b. S. aureus (spa t003) in Mischkultur
O = S. epidermidis, ® = S. cerevisiae O = S. epidermidis, ® = S. cerevisiae

Abbildung 20. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t003) in Reinkultur und Mischkultur gegen
den S. epidermidis und S. cerevisiae im Wachstumsversuch mit taglichen Wachstumskontrollen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten
Erregerzahlen (KBE) und die Anzahl der Messwerte fiir den jeweiligen Tag, dabei sind die Mess-
werte fir Reinkultur (Mischkultur) gemittelt aus 9 (13) Einzelmessungen.

Auch in diesem Wachstumsvergleich zeigt sich das unbeeinflusste Wachstum vom re-

sistenten S. aureus in Mischkultur zur Reinkultur.

3.4 Wachstumsversuch (stindliche Kontrollen) S. epidermidis gegen
MRSA-Stamme

3.4.1 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t148)

Nachdem in den Wachstumsversuchen mit tdglichen Wachstumskontrollen beobachtet
wurde, dass die Bakterienkonzentrationen in den Ndhrbouillons innerhalb der ersten 24
Stunden auf ein stabiles Niveau anwachsen und keine grofleren Schwankungen tiber die
weiteren Versuchstage mehr auftreten, wurden in einer zweiten Versuchsreihe die ersten

8 Stunden, in denen die groRte Wachstumsdynamik vermutet wurde, ndher untersucht.

Betrachtet man die Wachstumskurven der Versuchsstimme in Rein- und Mischkultur

(siehe Abbildung 21 a.) kann man erkennen, dass das Wachstumsdefizit, welches der S.
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epidermidis in der Mischkultur schon in den Wachstumsversuchen mit tiglichen
Wachstumskontrollen aufgewiesen hat, sich nur durch eine Reduktion der Endkonzent-
ration nach 24 Stunden zeigt und nicht durch eine Verlangsamung des Wachstums in-
nerhalb der ersten Stunden. Die Kurven in den ersten 8 Stunden sind noch nahezu iden-

tisch und nur die Endpunkte nach einem Tag weichen voneinander ab.

Das Wachstum des S. aureus, spa t148, zeigt sowohl in Rein- als auch in Mischkultur
den erwarteten exponentiellen Verlauf. Hierbei tritt kein Unterschied zwischen den ein-

zelnen Kulturen auf und auch die Endpunkte zeigen die erwartete Kongruenz.

Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen S. aureus (spa t148) vs.

S. epidermidis
Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

9 4 . 9 4
2

5 A B s S s d F—T——T—T T |
o5 3 5 7 24 o5 3 5 7 24

Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t148)
O = Reinkultur (niedrig), LI = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),lJ = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) M = Mischkultur(hoch)

Abbildung 21. Wachstumsverlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t148) im Wachstumsver-
such mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur mit Mischkultur getrennt
nach niedrigen und hohen Anfangszahlen (Versuch Nr. 5). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

3.4.2 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t005)

Wie schon in den beschriebenen Wachstumsversuchen mit tiglichen Wachstumskon-
trollen zeigten sich auch bei dieser Versuchsreihe nur marginale Unterschiede im
Wachstumsverhalten zwischen den verschiedenen MRSA-Stimmen. Die entsprechen-
den Grafiken fiir die weiteren Versuchspaare mit den resistenten S. aureus Stimmen,
spa t005, spa t003 und spa t008, werden im Folgenden aufgelistet (siche Kapitel 4.4.2-
4.4.4).
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Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen S. aureus (spa t005) vs.
S. epidermidis

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 2

o5 5 & 2 OG0Ty 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t005)
O = Reinkultur (niedrig), 0 = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),[d = Reinkultur (hoch),
M = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) M = Mischkultur(hoch)

Abbildung 22. Wachstumsverlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t005) im Wachstumsver-
such mit stlindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur mit Mischkultur getrennt
nach niedrigen und hohen Anfangszahlen. (Versuch Nr. 6). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

3.4.3 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t003)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen S. aureus (spa t003) vs.
S. epidermidis

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

SCHEE T % Cos T3 E T %
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t003)
O = Reinkultur (niedrig), O = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),[J = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) B = Mischkultur(hoch)

Abbildung 23. Wachstumsverlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t003) im Wachstums-
versuch mit stlindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur mit Mischkultur ge-
trennt nach niedrigen und hohen Anfangszahlen. (Versuch Nr. 7). Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.4.4 S. epidermidis gegen S. aureus (spa t008)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen S. aureus (spa t008) vs.
S. epidermidis

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

9 4 9 4

e e R i | )
05 3 5 7 24 05 3 5 7 24

Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. epidermidis b. S. aureus (spa t008)
O = Reinkultur (niedrig), (1 = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),[] = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) B = Mischkultur(hoch)

Abbildung 24. Wachstumsverlaufe von S. epidermidis und S. aureus (spa t008) im Wachstumsver-
such mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur mit Mischkultur getrennt
nach niedrigen und hohen Anfangszahlen. (Versuch Nr. 8). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

3.45 4.4.5 Vergleich der 4 MRSA-Stdmme

3.4.5.1 Vergleich der 4 MRSA-Stdmme miteinander
Durch den grafischen Vergleich der vier MRSA-Stimme untereinander, wird ersicht-

lich, dass es keinen bedeutenden Unterschied zwischen den einzelnen Subtypen gibt.

Alle getesteten spa Typen hemmen das Wachstum von S. epidermidis in gleicher Weise.
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Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen S. epidermidis vs. 4
resistente Stamme S. aureus

Keimzahl (log 10 KBE)

‘o' R 24
Zeit [Stunden]
a. S. epidermidis in Reinkultur O, @,
niedrig, A, A, ©, ¢ = hoch.

Keimzahl (log 10 KBE)

— T T ;
3 5 7 24

Zeit [Stunden]
b. MRSA-Stamme in Reinkultur
S. aureus O, A = spa t148 (niedrig, hoch), ®, A
= spa t005 (niedrig, hoch), [, © = spa t003
(niedrig, hoch), m, ¢ = spa t008(niedrig, hoch).

Keimzahl (log 10 KBE)
9 4

o5 3 5 7 2
Zeit [Stunden]

c. S. epidermidis in Mischkultur mit
S. aureus O = spa t148, ® = spa t005, [ = spa
t003, B = spa t008.

o5 & 5T 77 24
Zeit [Stunden]
d. MRSA-Stamme in Mischkultur
S. aureus O, A = spa t148 (niedrig, hoch), ®, A
= spa t005 (niedrig, hoch), [, © = spa t003
(niedrig, hoch), =, ¢ = spa t008(niedrig, hoch).

Abbildung 25. Wachstumsverlaufe von S. epidermidis und 4 MRSA-Stdmmen im Wachstumsver-

such mit stindlichen Wachstumskontrollen bei

niedrigen Anfangswerten. Dargestellt sind die

Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

Auch in der Rangvarianzanalyse nach Puri und Sen (siehe Tabelle 19) ergeben sich kei-

ne signifikanten Unterschiede im Wachstum

zwischen den 8 Reinkultur- und 16 Misch-

kultur-Messungen innerhalb der ersten 8 Stunden.
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S. epidermidis aus allen 4 Versuchen, hohe Anfangswerte

Unterschied Gemisch-Reinkultur p =0.68
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p=0.57

S. aureus alle 4 MRSA-Stamme, niedrige Anfangswerte
Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.22
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p=0.33

S. aureus alle 4 MRSA-Stamme hohe Anfangswerte
Unterschied Gemisch-Reinkultur p=0.38
Unterschiede der Messtage p < 0.000005%**
Formunterschiede p=042

Tabelle 19. Globaler Vergleich der Verldufe von S. epidermidis und 4 Stdmmen S. aureus
(MRSA), gemessen nach %,1 und, 3 - 8 Stunden. p aus der zweifaktoriellen Rangvarianzanalyse
nach Puri und Sen.

3.4.5.2 Vergleich der 24h-Werte der Wachstumsversuche mit stiindlichen und denen
mit taglichen Wachstumskontrollen

In der folgenden Tabelle (Tabelle 20) sind die 24-Stunden-Werte aus den Wachstums-
versuchen mit stiindlichen und denen mit tiglichen Wachstumskontrollen zusammenge-

fasst.

Bei 8 Versuchen werden die 24-Stunden-Werte verglichen und es gibt nur beim spa
t005 einen signifikanten Unterschied, wobei beachtet werden sollte, dass dieser Unter-
schied im groften Fall 0,402 log 10 KBE betrdgt und damit aus klinischer Betrach-

tungsweise vernachlissigbar gering ist.

Insgesamt zeigt die Tabelle, dass die 24-Stunden-Werte aus verschiedensten Versuchs-
ansitzen sehr dhnliche Werte liefern und somit das natiirliche Wachstumsverhalten des

Keims wiedergeben.
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VNr Mess-Schritte n MW sd p
S. epidermidis 24h

Reinkultur 1 Wochen 15 8.733 0.305 0.434
5 Stunden 4 8.673 0.303
2 Wochen 15 8.821 0.150 0.0934
6 Stunden 4 8.915 0.057
3  Wochen 10 8.559 0.282 0.15
7 Stunden 4 8.685 0.459
4  Wochen 24 8.584 0.366 0.12
8 Stunden 4 8.804 0.390
Mischkultur 1  Wochen 33 7.204 1.102 0.66
5 Stunden 4 7.033 0.581
2 Wochen 33 7.159 0.852 0.89
6 Stunden 4 7.219 0.464
3  Wochen 14 6.740 1.155 0.079
7 Stunden 4 7.667 0.780
4  Wochen 41 7.396 1.663 0.53
8 Stunden 4 7.307 0.852
resistente S. aureus 24 h
Reinkultur 1  Wochen spa t148 12 9.030 0.125 0.284
5 Stunden spa t148 4 9.076 0.056
2 Wochen spa t005 12 9.031 0.166 0.00055%**,
6 Stunden spa t005 4 8.629 0.091
3 Wochen spa t003 4 8.846 0.127 0.174
7 Stunden spa t003 4 8.934 0.124
4  Wochen spa t008 15 8.848 0.129 0.704
8 Stunden spa t008 4 8.876 0.195
Mischkultur 1 Wochen spa t148 30 8.913 0.215 0.21
5 Stunden spa t148 4 8.670 0.519
2 Wochen spa t005 33 8.838 0.158 0.0060**
6 Stunden spa t005 4 8.560 0.173
3 Wochen spa t003 14 8.801 0.154 0.70,
7 Stunden spa t003 4 8.792 0.118
4 Wochen spa t008 42 8.680 0.265 0.43
8 Stunden spa t008 4 8.734 0.108

Tabelle 20. 24-Stunden-Werte im Wochen- und im Wachstumsversuch mit stundlichen Wachs-
tumskontrollen flr S. epidermidis und die vier resistenten S. aureus-Stamme (spa t148, t005,
t003 und t008) in Reinkultur und in Mischkultur. MW = Mittelwert, sd = Standardabweichung
der logarithmierten Erregerzahlen. p aus dem U-Test nach Mann und Whitney bzw. () dem
exakten U-Test nach Mann und Whitney.
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3.5 Wachstumsversuch (stindliche Kontrollen) MSSA (spa t012) ge-
gen MRSA-Stamme

Analog zu den vorangegangenen Wachstumsversuchen mit stiindlichen Wachstumskon-
trollen wurde das Konkurrenzverhalten des MSSA (spa t012) zu den einzelnen MRSA-
Stimmen innerhalb der ersten acht Stunden untersucht. Auch hier konnten keine we-
sentlichen Unterschiede zwischen den einzelnen MRSA-Stimmen festgestellt werden
(siehe Abbildung 30) und so erfolgt die Auswertung zusammenfassend fiir alle 4 Stim-
me. Die entsprechenden Grafiken werden im folgenden aufgefiihrt (siche Kapitel 4.5.1-
45.4).

Es lassen sich deutliche Unterschiede zu den Versuchen mit dem S. epidermidis erken-
nen. Betrachtet man das Wachstum beider S. aureus Stimme mit einem hohem Aus-
gangswert, so lassen sich fiir den MRSA-Stamm keine wesentlichen Unterschiede zwi-
schen Rein- und Mischkultur feststellen (Abbildung 31 b.). Fiir den MSSA-Keim fallt in
den Mischkulturen ein Wachstumsdefizit nach 24 Stunden auf. Diese Hemmung im
Wachstumsgemisch, das gegen eine hohe Anfangskonzentration von den MRSA-
Stimmen angesetzt wird betrdgt zwischen 1,07 log 10 KBE (spa t005) und 0,73 log 10
KBE (spa t148). Das Wachstumsdefizit tritt nicht auf, wenn der MSSA-Stamm mit ei-
ner hohen Ausgangskonzentration gegen eine niedrige Konzentration des MRSA-

Stammes getestet wird. Die 24-Stunden-Werte sind dann nahezu identisch.

Betrachtet man nun die Wachstumskurven fiir den MRSA mit einer niedrigen Anfangs-
konzentration erkennt man gleichfalls ein Wachstumsdefizit nach 24 Stunden. Diese
Differenz betragt zwischen 1,18 log 10 KBE fiir den spa t005 und 1,66 log 10 KBE fiir
spa t008.

Fasst man nun die Ergebnisse aus dem Wachstumsversuch mit tidglichen Wachstums-
kontrollen und denen mit stiindlichen Wachstumskontrollen zusammen, ldsst sich fest-
stellen, dass der MRSA auch diesen Versuch mit seinem Wachstumsverhalten domi-
niert, der MSSA jedoch einen gréBeren Einfluss als der S. epidermidis hat. Sobald der
sensible S. aureus die bessere Startposition bekommt ist er in der Lage, das Wachstum

des MRSA zu reduzieren.
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3.5.1 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t148)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA (spat148)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 - 94

R TyTETE T S S %
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. aureus (spa t012) b. S. aureus (spa t148)
O = Reinkultur (niedrig), J = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),[1 = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) @ = Mischkultur (niedrig) B = Mischkultur(hoch)

Abbildung 26. Wachstumsverldufe vom sensiblen S. aureus (spa t012) und resistenten S. aureus
(spa t148) im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Rein-
kultur mit Mischkultur getrennt nach niedrigen und hohen Anfangswerten. (Versuch Nr. 9). Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erre-
gerzahlen (KBE).
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3.5.2 MSSA (spat012) gegen MRSA(spa t005)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA (spa t005)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

9 4 9 4

o5 3 5 7 24 o5 3 5 7 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. aureus (spat012) b. S. aureus (spa t005)
O = Reinkultur (niedrig), [J = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),.] = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) B = Mischkultur(hoch)

Abbildung 27. Wachstumsverlaufe vom sensiblen S. aureus (spa t012) und resistenten S. aureus
(spa t005) im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Rein-
kultur mit Mischkultur getrennt nach niedrigen und hohen Anfangswerten. (Versuch Nr. 10). Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erre-
gerzahlen (KBE).
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3.5.3 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t003)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA (spa t003)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4

o5 5§ 1 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. aureus (spa t012) b. S. aureus (spa t003)
O = Reinkultur (niedrig), I = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),[] = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) B = Mischkultur(hoch)

Abbildung 28. Wachstumsverlaufe vom sensiblen S. aureus (spa t012) und resistenten S. aureus
(spa t003) im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Rein-
kultur mit Mischkultur getrennt nach niedrigen und hohen Anfangswerten. (Versuch Nr. 11). Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erre-
gerzahlen (KBE).
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3.5.4 MSSA (spat012) gegen MRSA (spa t008)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA (spa t008)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

94

T T T T J
o5 3 5 7 24

Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. aureus (spat012) b. S. aureus (spa t008)
O = Reinkultur (niedrig), [ = Reinkultur (hoch), O = Reinkultur (niedrig),.] = Reinkultur (hoch),
B = Mischkultur (hoch) ® = Mischkultur (niedrig) B = Mischkultur(hoch)

Abbildung 29. Wachstumsverlaufe vom sensiblen S. aureus (spa t012) und resistenten S. aureus
(spa t008) im Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Rein-
kultur mit Mischkultur getrennt nach niedrigen und hohen Anfangswerten. (Versuch Nr. 12). Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erre-
gerzahlen (KBE).
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3.5.5 Vergleich der 4 MRSA-Stdmme

3.5.,5.1 Vergleich der 4 Stdmme miteinander

Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs. 4
MRSA-Stamme

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 9

3 5 7 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. aureus (spa t012) in Reinkultur ohne b. MRSA-Stamme in Reinkultur
S. aureus O, A = spa t148 (niedrig, hoch), ®, A S. aureus O, A = spa t148 (niedrig, hoch), ®, A
= spa t005 (niedrig, hoch), [1, O = spa t003 = spa t005 (niedrig, hoch), [, O = spa t003
(niedrig, hoch), = spa t008(niedrig, hoch). (niedrig, hoch), = spa t008(niedrig, hoch).

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 93

os ' 3§ 7' 24 o5 ' 3 5 7 24
Zeit Stunden] Zeit [Stunden]

d. MRSA-Stamme in Mischkultur

s ;;Jr;g%efss(zp{aﬁ%lz.) Té\/‘giggglt% T'; a S. aureus O, A = spa t148 (niedrig, hoch), ®, A
: = SP 9 =sp P =sP = spa t005 (niedrig, hoch), [1, O = spa t003

1003, = spa t008. (niedrig, hoch), = spa t008(niedrig, hoch).

Abbildung 30. Wachstumsverlaufe vom sensiblen S. aureus (spa t012) und 4 resistenten Stimmen
von S. aureus im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen. Die Verlaufe mit nied-
rigen und mit héheren Startwerten sind getrennt eingezeichnet. Dargestellt sind die Mittelwerte
mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.5.5.2 Auswertung mit den 4 Stdmmen gepoolt
In der folgenden Darstellung sind die 4 vorherigen Grafiken in einer zusammengefasst.

Die beschriebenen Ergebnisse stellen sich deutlich dar!

Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen MSSA (spa t012) vs.
MRSA-Stamme

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4 2 9 5

S e e e S ‘ T ‘
05 3 5 7 24 05 3 5 7 24

Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. S. aureus (spat012) b. MRSA-Stdmme
O = Reinkultur (niedrig), O=Reinkultur (niedrig), ®=Mischkultur (niedrig)

[ = Reinkultur (hoch), ® = Mischkultur (hoch) O=Reinkultur (hoch), ®=Mischkultur (hoch)

Abbildung 31. Wachstumsverlaufe vom sensiblen S. aureus (spa t012) und den resistenten S. au-
reus-Stammen (spa t148, t005, t003 und t008) im Wachstumsversuch mit stlindlichen Wachstums-
kontrollen. Die Verlaufe mit niedrigen und mit héheren Anfangswerten sind getrennt gezeichnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten
Erregerzahlen (KBE).
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3.5.5.3 Vergleich S. epidermidis mit S. aureus (spa t012)
Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen S. aureus (spa t012) mit
S. epidermidis

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4

9

2 °Tg8 35 7 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. Reinkultur
O=S. epidermidis (niedrig), ®=spa t012 (nied- b. Mischkultur
rig), (J=S. epidermidis (hoch),l = spa t012 O = S. epidermidis, ® = S. aureus (spa t012)
(hoch)

Abbildung 32. Wachstumsverldufe der beiden sensiblen Stdmme S. epidermidis und S. aureus (spa
t012) im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen. Dargestellt sind die Mittelwer-
te mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

Bei diesem Vergleich kann man die unterschiedliche Wachstumsdynamik zwischen
dem S. aureus und S. epidermidis erkennen. Der S. epidermidis braucht zwei bis drei
Stunden ldnger bis zum Beginn der Vermehrung. Auch erreicht der S. epidermidis in
Mischkultur mit resistenten S. aureus-Stimmen, noch weniger als der sensible S. au-
reus, seine Erregerzahlen aus der Reinkultur. Er wird also noch stirker durch die Kon-

kurrenz des resistenten S. aureus gehemmt.
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3.6 Wachstumsversuch (stindliche Kontrollen) E. faecium gegen
MRSA-Stamme

3.6.1 E. faeciumund S. aureus (spa t148)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen E. faecium vs. S. au-
reus (spatl48)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 . 94

o 3T E T 05 5 &7 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

b. S. aureus (spa t148)
[0 = Reinkultur M = Mischkultur

a. E. faecium
O = Reinkultur (niedrig),[]1= Reinkultur (hoch) M
= Mischkultur (hoch)

Abbildung 33. Wachstumsverlaufe von E. faecium und S. aureus (spa t148) im Wachstumsversuch
mit stindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur und Mischkultur (Versuch Nr.
18). Die Messreihen mit niedrigen mit hohen Anfangszahlen sind getrennt eingezeichnet. Darge-
stellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erreger-
zahlen (KBE).

In einem neuen Ansatz wurde ein Keim der natiirlichen Darmflora gegen einen MRSA-
Stamm, spa t148, getestet. Wie in Abbildung 33 dargestellt, ist E. faecium bislang der
einzige getestete Keim, dem es mdglich ist, in Mischkultur mit dem resistenten S. au-
reus die Erregerkonzentration aus seiner Reinkultur zu erreichen. AuBlerdem zeigt der
spa t148 unter Konkurrenz vom E. faecium ein Wachstumsdefizit von 0,34 log 10 KBE,
womit er jedoch immer noch eine Erregerkonzentration von 6,4*10” erreicht. Dies be-

deutet klinisch gesehen keine erhebliche Keimreduktion.

67



3.6.2 E. faeciumund S. aureus (spa t003)

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen E. faecium vs. S. au-
reus (spat003)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9
9.
83 84
74 &
6 4 6 4
5 54
4 43
3 3
23
21
13
o5 TE TR R RS ‘
0.5 3 5 7 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
a. E. faecium
o o o b. S. aureus (spa t003)
O = Reinkultur (niedrig),[ 1= Reinkultur (hoch) H [ = Reinkultur M = Mischkultur

= Mischkultur (hoch)

Abbildung 34. Wachstumsverlaufe von E. faecium und S. aureus (spa t003) im Wachstumsversuch
mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur und Mischkultur (Versuch Nr.
19). Die Messreihen mit niedrigen mit hohen Anfangszahlen sind getrennt eingezeichnet. Darge-
stellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erreger-
zahlen (KBE).

In Konkurrenz zum spa t003 zeigt der E. faecium das gleiche Verhalten wie schon im
Versuch gegen den spa t148. Fiir ihn macht es keinen Unterschied ob er in Rein- oder
Mischkultur wéchst. In seiner Anwesenheit wird das Wachstum des S. aureus um ca.

0,3 Ig KBE gehemmt.
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3.6.3 Vergleich von E. faecium gegen verschiedene Stamme

3.6.3.1 E. faecium gegen resistente S. aureus (spa t148 und spa t003) gepoolt

Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen E. faecium vs. S. au-
reus (spatl48 und spa t003)

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9

o5 "5 5 S 08 55 7 3
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

b. S. aureus (spa t148 und spa t003)
O = Reinkultur ® = Mischkultur

a. E. faecium
O = Reinkultur, ® = Mischkultur

Abbildung 35. Wachstumsverldaufe von E. faecium und S. aureus (spa t148 und spa t003) im
Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich von Reinkultur und
Mischkultur. Die Messreihen mit niedrigen mit hohen Anfangszahlen sind getrennt eingezeichnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten
Erregerzahlen (KBE).

Graphische Darstellung der zusammengefassten Werte von spa t003 und spa t148 aus

beiden Versuchen gegen den E. faecium.
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3.6.3.2 E. faecium und andere sensible Stamme

Vergleich der Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen dreier
sensibler Stamme

Keimzahl (log 10 KBE)
9

o5 3 5 7' 24
Zeit [Stunden]

a. Reinkultur, Anfangswerte niedrig
O = S. epidermidis, ® = spa t012, [1 = E. faeci-

um

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

94 /Li 95

84 8

7 7

6 6

5 5

4 4

34 3

2 2

14 1

TR TR T a COs T L 24

Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
b. Reinkultur, Anfangswerte hoch c. Mischkultur, Anfangswerte niedrig

O = S. epidermidis, ® = spat012, (1 = E. faeci- O =S. epidermidis, ® = spa t012, [] = E. faeci-

um um

Abbildung 36. Wachstumsverlaufe der drei sensiblen Stamme (S. epidermidis, S. aureus (spa
t012) und E. faecium) im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen, im Vergleich
von niedrigen mit hohen Anfangszahlen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

Zur besseren Vergleichbarkeit werden hier noch einmal die drei sensiblen Stamme, S.
epidermidis, S. aureus (spa t012) und E. faecium zusammen dargestellt. Man erkennt
gut, dass das Wachstum in Reinkultur unabhéngig von der Anfangskonzentration ist.

Nach 24 Stunden wird von allen ihre maximale Konzentration erreicht.
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Bei der Mischkultur dagegen kann man eindeutig die Hemmung im Wachstum beim S.
aureus und S. epidermidis erkennen, wohingegen der E. faecium eine gleichwertige

Konzentration wie in Reinkultur erreicht.

3.7 Verdiunnungsversuch MSSA (spa t012) gegen MRSA-Stamme

Um das Wachstumsverhalten der untersuchten Mikroorganismen unter verschiedenen
Erndhrungssituationen zu beobachten, wurden die Versuche noch einmal mit verschie-

den verdiinnten Nahrlosungen durchgefiihrt.

Dabei wurde die schon verwendete Néhrlosung TSB, in zwei Verdiinnungsstufen - 1:5

und 1:10 mit NaCl — und eine dextrosefreie Version von TSB verwendet.

Betrachtet man nun zuerst die Darstellungen der Reinkulturen (sieche Abbildung 37-40
jeweils a., b. und c.) so erkennt man, dass der MSSA (spa t012) im Vergleich zur TSB
Nahrlosung das geringste Wachstumsdefizit in der dextrosefreien Losung zeigt, im Mit-
tel 0,825 log 10 KBE zur Reinkultur in TSB. Danach folgt dann die 1:5er (Defizit im
Mittel von 0,93 log 10 KBE) und 1:10er Verdiinnung (Defizit im Mittel von 1,68 log 10
KBE).

Wachstumsdifferenzen der MRSA-Stdmme in den Mangelmedien zu TSB in Rein-

kultur
niedrige Ausgangskonzentration hohe Ausgangskonzentration
ohne Dext- 15 1:10 ohne Dext- 155 1:10
rose rose
spat003 0,89 0,95 spa t003 0,43 1,01 1,63
spat005 0,86 0,88 1,37 spa t005 0,43 0,6 1,28
spa t008 0,72 095 1,77 spa t008 0,43 0,76 1,59
spatl48 0,78 0,8 1,21 spa t148 -0,13 0,94 1,33

Tabelle 21. Wachstumsdifferenz nach 24 Stunden der beiden echten Verdiinnungen und dem TSB
ohne Dextrose im Vergleich mit dem Wachstum in reiner TSB. In der linken Tabelle stehen die
Werte fur die Reinkulturen mit niedriger Anfangskonzentration und in der rechten Tabelle die
Reinkulturen fur die hohen Ausgangskonzentrationen.

Die Wachstumskurven fallen in den ersten Stunden deutlich flacher aus, d.h. die Wachs-
tumsgeschwindigkeit hat vor allem am Anfang des Versuches abgenommen. Dieser
Trend ist bei den Verdiinnungen stirker ausgeprégt, als bei der dextrosefreien Losung.

Auch besteht ein Unterschied zwischen MSSA- und MRSA-Stimmen. Der MSSA
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wéchst in den ersten 8 Stunden merklich langsamer als der MRSA, allerdings werden

nach 24 Stunden dhnliche Werte erreicht.

In der Mischkultur stellt sich dieser Unterschied ausgeprigter dar. Das Wachstum des
MSSA verlangsamt sich noch einmal gegeniiber der Reinkultur und die Werte nach 24
Stunden weisen in den Mangelmedien eine Differenz zur Mischkultur in TSB von im
Mittel 2,075 log 10 KBE fiir die 1:10er Verdiinnung, 1,785 log 10 KBE fiir die 1:5er
und 0,65 log 10 KBE fiir die dextrosefreie Losung auf.

Wachstumsdifferenzen der MRSA-Stamme in den Mangelmedien zu TSB in Misch-
kultur

hohe Ausgangskonzentration
ohne Dextrose 1:5 1:10

spat003 0,5 0,69 1,21
spa t005 0,34 0,52 1,17
spa t008 0,61 0,53 1,68
spatl48 0,59 0,8 1,25

Tabelle 22. Wachstumsdifferenz nach 24 Stunden der beiden echten Verdiinnungen und dem TSB
ohne Dextrose im Vergleich mit dem Wachstum in reiner TSB.
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3.7.1 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t148)
Verdinnungen (stindliche Kontrollen) MSSA (spa t012) vs. MRSA (spa t148)
Keimzahl (log 10 KBE)

91

R T T 2
Zeit [Stunden]

a. S. aureus (spa t148) in Reinkultur, niedrig

TSB O =1:1, ® =1:10, [J = 1:5, m o.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

24 2
14 1
R S S 2 "Tos T3 T8 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
b. S. aureus (spa t012)in Reinkultur, hoch c. S. aureus (spa t148)in Reinkultur, hoch

TSB O =1:1, ® =1:10,[1=1:5, m o.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [[1 =1:5, m o.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)

94 93

8 4 8 3

74 74

63 6 4

54 54

4 3 4 3

34 33

24 24

14 13

s s s Ty 2 °os T E T T 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

d. S. aureus (spa t012) in Mischkultur, hoch e. S. aureus (spa t148) in Mischkultur, hoch
TSB O =1:1, ® =1:10, [1 = 1.5, ® o0.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [] = 1:5, W o.Dextrose

Abbildung 37. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t148) im Wachs-
tumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 13). Dargestellt sind die Mittel-
werte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.7.2 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t005)
Verdinnungen (stiindliche Kontrollen) MSSA (spa t012) vs. MRSA (spa t005)
Keimzahl (log 10 KBE)
9 5

T 24
Zeit [Stunden]

a. S. aureus (spa t005) in Reinkultur, niedrig

TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, m o0.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 . _:y 9 4

05 5 5 7 24 o5 575 7] 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

b. S. aureus (spa t012) in Reinkultur, hoch c. S. aureus (spa t005) in Reinkultur, hoch
TSB O =1:1, ® =1:10, [1 = 1.5, ® 0.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [] = 1:5, ® o.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4 95

05 ' 3 ' 5 7' 24 05 3 5 7 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

d. S. aureus (spa t012) in Mischkultur, hoch e. S. aureus (spa t005) in Mischkultur, hoch
TSBO =1:1, ® =1:10, [1 =1:5, m o0.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [] = 1:5, m 0.Dextrose

Abbildung 38. Wachstumsverldufe von S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t005) im Wachs-
tumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 14). Dargestellt sind die Mit-
telwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.7.3 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t003)
Verdinnungen (stiindliche Kontrollen) MSSA (spa t012) vs. MRSA (spa t003)
Keimzahl (log 10 KBE)

o5 "3 5 7 4
Zeit [Stunden]

a. S. aureus (spa t003) in Reinkultur, niedrig

TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, ®m o0.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4 o 9 4

2 2
14 1
s s T T 2 O TR s T 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
b. S. aureus (spa t012) in Reinkultur, hoch c. S. aureus (spa t003) in Reinkultur, hoch

TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, ®m o0.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, m o0.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4 95

1 1
0 —_— Y T S
05 3 5 7 24 05 3 5 7 24
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]
d. S. aureus (spa t012) in Mischkultur, hoch e. S. aureus (spa t003) in Mischkultur, hoch
TSB O =1:1, ® =1:10, [1 = 1:5, m o.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, m o.Dextrose

Abbildung 39. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t003) im Wachs-
tumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 15). Dargestellt sind die Mittel-
werte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.7.4 MSSA (spa t012) gegen MRSA (spa t008)
Verdinnungen (stiindliche Kontrollen) MSSA (spat012) vs. MRSA (spa t008)
Keimzahl (log 10 KBE)

os ' 3 5 7' 24
Zeit [Stunden]

a. S. aureus (spa t008) in Reinkultur, niedrig

TSB O =1:1, ® =1:10, [J = 1:5, m o.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 ) 9 5

os 35 7 a "8 T3 & g 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

b. S. aureus (spa t012) in Reinkultur, hoch c. S. aureus (spa t008) in Reinkultur, hoch
TSB O =1:1, ® =1:10,[1 = 1.5, m o0.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [] = 1:5, ® o.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4 94

2 2

14 1

s T s T 2 OO TR s T 2
Zeit [Stunden] Zeit [Stunden]

d. S. aureus (spa t012) in Mischkultur, hoch e. S. aureus (spa t008) in Mischkultur, hoch
TSB O =1:1, ® =1:10, [1 = 1:5, m 0.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, ® o0.Dextrose

Abbildung 40. Wachstumsverléaufe von S. aureus (spa t012) und S. aureus (spa t008) im Wachs-
tumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen (Versuch Nr. 16). Dargestellt sind die Mit-
telwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.7.5 MSSA (spa t012) gegen 4 MRSA-Stamme

Verdinnungen (stindliche Kontrollen) MSSA (spa t012) vs. 4 MRSA-Stdamme (ge-
poolt)

Keimzahl (log 10 KBE)
9 4

os 3 5 71 24
Zeit [Stunden]

a. MRSA-Stdmme in Reinkultur, niedrig
TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, ® 0.Dextrose

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
94 R 9 5

23 2
1 1
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TSBO =1:1, ® =1:10, [1 =1:5, m o.Dextrose TSB O =1:1, ® =1:10, [l = 1:5, m 0.Dextrose

Abbildung 41. Wachstumsverldufe von S. aureus (spa t012) und MRSA-Stdmme (spa t148, t005,
t003 und t008) im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachstumskontrollen. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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Sowohl in Reinkultur als auch in Mischkultur sieht man bei dem sensiblen Stamm eine
stirkere Reaktion auf die Verdiinnung des Mediums TSB, als bei den 4 MRSA-

Stammen.

In dieser Arbeit konnte ein gravierender Unterschied zwischen der reinen TSB-Ldsung
und den Verdiinnungen beobachtet werden. Es zeigt sich eine Wachstumsverzogerung
in den Verdiinnungen im Vergleich zum ungehinderten Wachstum in reiner TSB-
Ldsung, die sich nach 3-4 Stunden bei allen Versuchen stark ausgeprégt hat. Allerdings
ist der Unterschied zwischen den beiden Verdiinnungen (p 1:10-1:5) nicht so pridgnant,
ein signifikanter Unterschied ergibt sich erst zum Ende des Versuchs hin. Nach 6 Stun-
den zeigen sich signifikante Unterschiede im Wachstum vom MSSA (spa t012) in
Misch- und Reinkultur, nach 8 Stunden im Wachstum vom MRSA (spa t003, t005,
t008, t148) in Rein- und Mischkultur mit hohen Anfangswerten und nach 24 Stunden im
Wachstum vom MRSA (spa t003, t005, t008, t148) in Reinkultur mit niedrigen An-
fangswerten. Ein dhnliches Bild ergibt sich bei dem Vergleich von reiner TSB zu dext-
rosefreier TSB mit einer Ausnahme. Bei MRSA-Stimmen in Reinkultur mit niedrigen
Anfangswerten (siche Tabelle 36) lassen sich schon nach 4 Stunden signifikante Unter-

schiede im Wachstum darstellen.

In den im Anhang aufgelisteten Tabellen 34-38 werden die drei verschiedenen Man-
gelmedien mit der unverdiinnten TSB-Losung zu den unterschiedlichen Zeitpunkten des
Versuches miteinander verglichen. In den drei letzten Spalten der Tabellen erkennt man
jeweils an der grauen Farbhinterlegung, welche Medien in dieser Spalte miteinander

verglichen werden.
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3.8 Verdinnungsversuch E. faecium gegen MRSA-Stamm

3.8.1 E.faecium gegen S. aureus (spa t148)

Bei der Durchfithrung des Verdiinnungsversuches mit dem E. faecium und einem
MRSA-Stamm (spa t148) lassen sich fiir beide Stimme gleich Einfliisse der Mangel-
medien auf das Wachstum in Rein- und Mischkultur beobachten.

Zwischen normaler Nahrlosung und TSB ohne Dextrose fanden sich im exakten U-Test
nach Mann und Whitney keinerlei Unterschiede. Der Wert ohne Dextrose lag sogar

meist hoher (p > 0.17).
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Verdinnungen Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen E. fae-
cium vs. S. aureus (spa t148)
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Abbildung 42. Wachstumsverlaufe von E. faecium und S. aureus (spa t148) im Verdinnungsver-
such, im Vergleich von Reinkultur und Mischkultur (Versuch Nr. 20). Dargestellt sind die Mit-
telwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der logarithmierten Erregerzahlen (KBE).
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3.8.2 Vergleich des Wachstums des MRSA gegen den MSSA und gegen den E.

faecium in den Verdinnungsversuchen

Vergleicht man das Wachstum des resistenten S. aureus spa t148 in Mischkultur mit
dem sensiblen S. aureus und dem E. faecium, so erkennt man keine bedeutenden Unter-
schiede zwischen den Wachstumsverldufen, d.h. der Einfluss der beiden Bakterien auf

den MRSA ist gleich bei allen getesteten Wachstumsmedien.

Verdinnungen Wachstumsversuch mit stindlichen Wachstumskontrollen S. au-
reus (spat148)in zwei Mischkulturen

Keimzahl (log 10 KBE) Keimzahl (log 10 KBE)
9 4 9 4

05 T3 kT A T I %
Zeit [Tage] Zeit [Tage]
a. S. aureus (spa t148) in Mischkultur mit b. S. aureus (spa t148) in Mischkultur mit E.
MSSA, Anfangswert hoch faecium, Anfangswert hoch

TSB O =1:1, ® =1:10, [1=1:5, m =o0.Dextrose TSB O =1:1, ® = 1:10, [] = 1:5, m = 0.Dextrose

Abbildung 43. Wachstumsverlaufe von S. aureus (spa t148) in Mischkultur mit den sensiblen
Stdmmen S. aureus (spa t012) und E. faecium im Wachstumsversuch mit stiindlichen Wachs-
tumskontrollen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes der
logarithmierten Erregerzahlen (KBE).

Dies zeigt sich auch im exakten U-Test nach Mann und Whitney , bei dem weder zwi-
schen den Mischkulturen mit den beiden sensiblen Stimmen, noch aufgeteilt nach der
Art des Mangels in der Néhrlosung signifikante Unterschiede zu erkennen sind (p >

0.17).
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4 Diskussion

Die Fragestellungen dieser Arbeit entwickelten sich aus folgenden Beobachtungen des

Klinikalltages.

Die resistenten S. aureus-Stimme breiten sich stark aus, wie von verschiedenen Autoren
beschrieben [17, 33]. Dies geschieht nicht nur in Krankenhdusern, wo ein besonders
starker Selektionsvorteil durch den hohen Gebrauch von Antibiotika fiir diese Stimme

herrscht, sondern auch in der Bevolkerung [34].

M.W. Ellis et al. beschreiben, dass in der Klinik akquirierte MRSA-Besiedlungen in
hiuslicher Umgebung wieder verschwinden konnen [30]. Welche Mechanismen bewir-

ken den Riickgang des MRSA?

In den epidemiologischen Studien von U. Vogel et al. und M. Ehmke et al. [31, 35] {iber
die Verbreitung der MRSA-Stimme wurden hédufige und seltene Stimme gefunden,

ohne dass ein Grund fiir die unterschiedliche Verteilung bekannt wére.
Aus diesen Beobachtungen ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Haben die haufigen Staimme Wachstumsvorteile gegeniiber anderen Mikroorganis-
men; zeigen sie eine schnellere Wachstumskinetik und/oder sind sie gegeniiber Mangel-

situationen weniger empfindlich?
2. Gibt es neben der Antibiotika-Resistenz andere Selektionsvorteile des MRSA?

2.a. Kann sich der MRSA gegeniiber der Standortflora z.B. der Haut und Schleimhéute

starker durchsetzen, indem er andere Mikroorganismen quantitativ verdrangt?

2.b. Hat der MRSA unter Mangelbedingungen einen Selektionsvorteil gegeniiber ande-

ren Bakterien?

3. Wirkt sich die Resistenz des MRSA durch das zuséatzliche Resistenz-Gen hemmend
auf die Wachstumskinetik aus? Gibt es also Unterschiede im Wachstum von einem

MRSA zu einem MSSA (methicillin sensiblen Staphylococcus aureus)?

4. Sind probiotische Mikroorganismen in der Lage, das Wachstum des MRSA zu redu-

zieren oder ihn sogar ganz zu verdringen?
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Vor dem Hintergrund dieser Fragestellungen wurden die einzelnen Versuche dieser Ar-

beit angelegt. Folgende Aussagen konnen nunmehr getroffen werden:

Es wurden vier MRSA Typen (spa t003, t005, t008 und t148) untersucht. Nach L. Fen-
ner et al. [36], D. Harmsen et al. [23] und M. Ehmke et al. [31] sind spa t003 und t008
hiufig auftretende MRSA-Typen, spa t005 und t148 sind dagegen seltene Typen.

Es lassen sich bei den Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede im Wachs-
tumsverhalten zwischen den Typen feststellen. Die hdufigen Stimme, spa t003 und
t008, konnen sich nicht besser gegeniiber Konkurrenten durchsetzen und zeigen auch
keinen Uberlebensvorteil in Mangelmedien. In der Literatur konnte bisher keine Unter-
suchungen zum Wachstums- und Konkurrenzverhalten hdufiger und seltener spa-Typen

gefunden werden.

Die Untersuchungen zum Wachstum aller in dieser Arbeit verwendeten MRSA-Typen
in Konkurrenz zu MSSA und S. epidermidis, als Vertretern der Standortflora, ergaben,
dass der MRSA zusitzlich zu seiner Antibiotika-Resistenz weitere Selektionsvorteile
durch eine schnellere und dominantere Wachstumskinetik besitzt (Versuch-Nr. 1-8, 13-
17, 21-23). Davon abweichende Ergebnisse brachten nur die Versuche MRSA gegen E.
faecium (Versuch-Nr.: 18-20).

Die Versuche mit S. epidermidis zeigen, dass bei nahezu uneingeschranktem Wachstum
des MRSA in der Mischkultur die Konzentration des S. epidermidis um 1-2 log 10 KBE
reduziert wird. Die Hemmung des Wachstums setzt dabei nicht direkt ab der ersten
Stunde ein, sondern priagt sich nach den ersten acht Stunden aus. Diese Ergebnisse sind
unabhéngig von der Ausgangskonzentration des MRSA und S. epidermidis. Der MRSA
setzt sich unter allen Startvoraussetzungen durch und hemmt den S. epidermidis (Ver-

such-Nr. 1-8).

Im Wachstumsvergleich des MRSA in Konkurrenz zum MSSA (als weiteres Bakterium
der Standortflora getestet) ldsst sich zusammenfassend sagen, dass das Wachstum bei-
der Mikroorganismen von der eigenen Ausgangskonzentration und der des Konkurren-
ten in Mischkultur abhéngig ist. Je niedriger die Ausgangskonzentration, desto niedriger
ist auch die Konzentration nach 24 Stunden, je hoher die Ausgangskonzentration eines
der beiden Bakterien ist, desto stirker ist die Reduktion des mitwachsenden Bakteriums.

Es zeigt sich somit ein nahezu identisches Wachstumsverhalten der beiden Stdmme.
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Zum gleichen Ergebnis kommen Chlebowicz et al. in ihrer Arbeit iiber die in vivo Um-
wandlung eines MRSA zum MSSA bei community-acquired Infektionen (Pneumonie
beziehungsweise umbilicale Phlegmone) einer Mutter und ihrer Adoptivtochter [37].
Auch hier zeigt sich beim Wachstumsvergleich des MRSA zum MSSA, dass das zusétz-
liche Resistenz-Gen keinen negativen Einfluss auf das Wachstum der Bakterien in Ab-

wesenheit von Antibiotika hat.

In den Versuchen von MRSA und E. faecium konnte ein umgekehrter Trend erkannt
werden. E. faecium gelingt es in Mischkultur ein genauso starkes Wachstum zu zeigen
wie in Reinkultur. Die Werte der Mischkultur liegen sogar hoher. Beim MRSA lasst
sich eine minimale Wachstumsreduktion beobachten, die jedoch nach klinischen Ge-

sichtspunkten unerheblich ist, da die Differenz lediglich 0,34 log 10 KBE betrigt.

Zusammenfassend ergibt sich in den Untersuchungen fiir den MRSA ein supprimieren-
der Einfluss gegen S. epidermidis, einen von der Konzentration abhéngigen Einfluss auf
den MSSA und kein Einfluss auf E. faecium unter optimalen Wachstumsbedingungen

(hoch néhrstoffreiches Kulturmedium).

Die grofite Dominanz bringt der MRSA dem S. cerevisiae, einem probiotischen Mikro-
organismus, entgegen. Wihrend er selbst fast unbeeinflusst in der Mischkultur wéchst,
kann er die Konzentration des S. cerevisiae um bis zu 2,5 log 10 KBE reduzieren. Die
Hefe wichst in der Mischkultur bis zum ersten Tag noch ungestort. Ab dem zweiten

Messtag fillt eine zunehmende Reduktion ihrer Konzentration in der Mischkultur auf.

Die Versuche mit Lactobacillus casei, einem weiteren probiotischen Bakterium, konn-

ten auch trotz mehrmaliger Anpassung des Versuchsaufbaus nicht ausgewertet werden.

In dem Case-report von Y. Kanamori et al. [32] wird beschrieben, wie eine Darmbesied-
lung mit probiotischen Mikroorganismen (Bifidobacterium, Lactobacillus und Entero-
coccus) bei der Therapie einer MRSA-Enteritis hilft, nachdem der MRSA mit Vanco-
mycin eradiziert wurde. Bei den Versuchen dieser Arbeit ging es um die Frage des ver-
drangenden Wachstums von Enterokokken gegeniiber MRSA-Staimmen. Eine relevante
Wachstumshemmung des MRSA konnte nicht beobachtet werden. Die vorliegenden
Versuche bestitigen, dass die alleinige probiotische Behandlung eines MRSA mit S.

cerevisiae aussichtslos sein durfte.
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Somit bleibt die Frage nach dem Einfluss der probiotischen Mikroorganismen auf eine
MRSA-Besiedlung ungeklirt. Vielleicht liegt die Starke der probiotischen Mikroorga-
nismen in einer gilinstigen Beeinflussung der Standortflora, wie sie jedoch in den Versu-

chen dieser Arbeit nicht simuliert werden konnte.

Eine andere Uberlegung wird in der Arbeit von Voravuthikunchai et al. diskutiert, die
einen moglichen Einfluss der probiotischen Bakterien in der Nahrungskonkurrenz, einer
Inhibition der Oberflichenhaftung von Pathogenen und der Stimulation des Immunsys-
tems sehen [38]. Zu einem &dhnlichen Ergebnis sind N.J. Pultz et al. gekommen, die in
ithren Wachstumsversuchen zwei verschiedene MRSA-Stimme gegen menschliche
Stuhl-Standortflora getestet haben und zeigen konnten, dass nach wenigen Tagen und
abhingig von seiner Ausgangskonzentration der MRSA eliminiert wurde. Dabei zeigte
sich kein Unterschied zwischen aeroben und anaeroben Kulturen. Einen Unterschied
machte es allerdings, wenn der Kultur Glucose zugesetzt wurde. Mit der Glucose konn-
te keine Eliminierung des MRSA gezeigt werden, weshalb die Autoren schlussfolger-

ten, dass die Nahrungskonkurrenz eine Hauptursache der Verdrdngung ist [39].

Wie verhalten sich die Mikroorganismen unter Mangelbedingungen? Zur Beantwortung
dieser Frage fiihrten wir die Versuche mit Verdiinnungen der TSB-Ldsung und einer

deftrosefreien TSB-Losung durch, wodurch.

Beim Vergleich zum ungehinderten Wachstum in reiner TSB-Losung zeigen alle getes-
teten Bakterien in den verschiedenen Mangelmedien eindeutige Wachstumsverzégerun-

gen und reduzierte Keimkonzentrationen in der stationdren Phase.

Sowohl das Wachstum des MSSA, als auch das des MRSA zeigt in der dextrosefreien
TSB Néhrlosung eine Verlangsamung, die Wachstumskurve ist flacher. Die Endpunkte
nach 24 Stunden sind deutlich verringert. Sehr viel stérker ist dieser Trend in den Ver-
diinnungen 1:5 und 1:10 ausgepridgt. In diesen Mangelmedien zeigt der resistente
Stamm ein deutlich geringeres Wachstumsproblem. Er liberwindet schon nach 3-4
Stunden die anfingliche Depression; der MSSA braucht hiufig iiber acht Stunden. Es

werden erst ab der 24-Stundenmessung vom MSSA Wachstumserfolge verzeichnet.

Betrachtet man die Werte zur 8ten und 24ten Stunde der Messungen fiir die dextrose-
freie TSB-Losung und die Verdiinnung 1:5, so ergibt sich iibereinstimmend folgende

Beobachtung: Beim 8-Stunden-Wert liegen die erreichten Konzentrationen in der dext-
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rosefreien Losung deutlich iiber den Werten der Verdiinnungen, beim 24-Stunden-Wert
ndhern sich die Konzentrationen einstimmig an. In der Verdiinnung besteht also in den
ersten 8 Stunden eine stirkere Hemmung des Wachstums und in der zweiten Phase wird
diese Hemmung tiberwunden und das Wachstumsdefizit wieder ausgeglichen. Im Ver-
gleich zum Wachstum in reinem TSB betrigt die Wachstumsdifferenz zu diesen beiden

Mangelmedien 0,5-1 log 10 KBE, in der 1:10er Verdiinnung 1,3 log 10 KBE.

Bei den Versuchen mit E. faecium gegen MRSA wird ein besseres Wachstum des E.
faecium in der dextrosefreien Losung gegeniiber der reinen TSB innerhalb der ersten 8
Stunden beobachtet. Nach 24 Stunden ist das Wachstum jedoch in der TSB-Losung
besser. Die Wachstumskurven von E. faecium in den Verdiinnungen (1:5 und 1:10) be-
schreiben nach ca. 5 Stunden einen leichten Stillstand bis Riickschritt im Wachstum.
Dieser negative Trend hélt bis zur achten Stunde an, ist aber nach 24 Stunden {iberwun-
den und erreicht dann dhnliche Werte wie in der dextrosefreien Losung. Diese Beobach-

tung gilt fiir die Rein- und Mischkultur.

Bei den Versuchen mit der niedrigen Anfangskonzentration fiir den MRSA zeigt E. fae-
cium einen stirkeren Einfluss auf das Wachstum des MRSA als der sensible S. aureus
(spa t012) ihn zeigt. Der Wachstumsvorteil von E. faecium fiihrt aber nicht zu einer kli-
nisch relevanten Reduktion des MRSA.

In der Literatur wurden bisher keine Vergleiche von E. faecium und MRSA sowie

MSSA und MRSA unter Mangelbedingungen angestellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen den Wachstumsvorteil, der sich in reiner TSB-
Losung findet, auch fir die Mangelmedien mit der Ausnahme, das E. faecium wieder
schneller und stiarker wéchst, vor allem in den ersten Stunden der Versuche, als der
MRSA, ohne diesen jedoch im Wachstum zu reduzieren. MRSA und E. faecium verhal-
ten sich nicht als Konkurrenten, sondern wachsen nahezu unbeeinflusst von der Anwe-

senheit des jeweils anderen Bakteriums.

In durchgefiihrten Untersuchungen sind keine Nachteile fiir den MRSA durch das zu-
sdtzliche Genmaterial zu erkennen. Der resistente S. aureus weist in der Reinkultur we-
der eine abgeflachte Wachstumskurve noch eine verminderte Endkonzentrationen auf.
Dies entspricht den Ergebnissen von M.-L. Foucault et al. [40], die eine Reduktion der

Fitness nur unter der Gegenwart von Vancomycin beobachten konnten, wiahrend ohne
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das Antibiotikum der resistente und sensible Stamm nahezu identische Wachstumskur-
ven zeigten und sich somit das Resistenz-Gen in Abwesenheit des Vancomycin nicht als
Wachstumsnachteil zeigt. Die Arbeit von F. Gomez-Aguado et al. beschéftigt sich mit
der Wachstumsstruktur und —dynamik von MRSA-Kolonien; auch hier werden
makroskopisch keine signifikanten Unterschiede im Wachstum von MRSA und MSSA
in den ersten 24 Stunden beobachtet [41].

Der resistente S. aureus wichst in den Priifansdtzen umso dominanter, je hoher die Aus-
gangskonzentration fiir ihn ist und umso niedriger die Konzentration des Sensiblen in
der Mischkultur ist. Dreht man das Verhiltnis um, also eine niedrige Konzentration fiir
den MRSA und eine hohe fiir den sensiblen S. aureus, so kann hier eine geringe Reduk-
tion im Wachstum des MRSA beobachtet werden. Es werden aber immer noch Kon-
zentrationen von ca. 10° log 10 KBE anstelle von 10° log 10 KBE in Reinkultur er-
reicht. Somit hat diese Reduktion wohl keine klinisch Relevanz. Die beiden S. aureus
Typen haben einen dhnlichen Einfluss aufeinander, wobei der Resistente jeweils die

groBere Wirkung auf den Konkurrenten erzielt.

Im internationalen Sprachgebrauch versteht man unter bakterieller Fitness die Féhigkeit
eines Organismus, den Stoffwechsel Umweltbedingungen anzupassen mit dem Ziel des
Uberlebens und Wachstums. Die Fitness ist somit eine filhrende Bestimmungsgrofe in

der Physiologie dieser Organismen.

C. Kusuma et al. [42] beschreiben das in vitro und in vivo Verhalten eines Lysostaphin
resistenten S. aureus. Die resistenten Stimme haben eine 5-fach reduzierte Virulenz
gegeniiber dem Wildtyp in vivo und eine reduzierte logarithmische Wachstumsrate in
vitro. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass wihrend des 14-tdgigen Beobach-
tungszeitraumes die Lysostaphin resistenten Stimme es versdumten, kompensatorische
Mutationen zu entwickeln, um ihre Fitness wiederherzustellen. Das Lystostaphin-

Resistenz-Gen bleibt ein Wachstums-/Virulenznachteil fiir den S. aureus.

S. Besier et al. [43] beschreiben, das die Fuzidine-Resistenz eines S. aureus auf einem
Aminosédure-Austausch des Elongations Faktors (EF-G) beruht. Dieser genetisch ko-
dierte Austausch fiihrt zu einer reduzierten Fitness. Sie beschreiben weiter, dass der
Fitnessnachteil wieder aufgehoben wird, ohne das die Resistenz beeinflusst wire, wenn

bei dem S. aureus eine ,,Second-Site-Mutation des EF-G auftritt.
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F. Laurent et al. [44] haben in ihrer Arbeit die Fitness von Gentamycin-resistenten
MRSA-Stdammen (GR-MRSA) und einem Gentamycin-sensiblen MRSA—Stamm (GS-
MRSA) gegeniiber einem MSSA untersucht. Dabei zeigt der MRSA ein verlangsamtes
Wachstum gegeniiber dem MSSA. Bei dem GS-MRSA wird zwischen 2 Gruppen un-
terschieden, einer mehrheitlich Erythromycin sensiblen (GS-MRSA-B) und einer mehr-
heitlich Erythromycin resistenten (GS-MRSA-A1) Gruppe. Hier zeigt GS-MRSA-B
wider Erwarten eine dem MSSA entsprechende Generationszeit. Fiihrt die Methicillin-
Resistenz noch zu einem Wachstumsnachteil, so hebt die zusitzliche Erythromycin-
Resistenz den Nachteil wieder auf. Die Autoren schlussfolgern, dass ein Zusammen-
hang zwischen dem genetischen Muster der Bakterienstimme, dem Resistenzprofil und
dem physiologischen Verhalten der Staimme besteht. Der beobachtete Wachstumsvorteil
des GS-MRSA-A1 muss beriicksichtigt werden, um die Ausbreitung neuer MRSA-

Typen zu verstehen.

Zwei weitere Arbeiten, die sich mit den verschiedenen Typen der SCCmec-Elemente
beschiftigen, zeigen dhnliche Ergebnisse. B.A. Diep et al. und J. Collins et al. schluss-
folgern, dass es ganz wesentlich von der genetische Grundlage der Resistenz abhingt,

wie sich die Resistenz dann auf die Fitness des Bakteriums auswirkt [45, 46].

In den Versuchen dieser Arbeit hab ich verschiedene MRSA-Typen untersucht, konnte
aber keinen Unterschied beziiglich der Fitness der einzelnen Typen beobachten. Bei den
in dieser Arbeit untersuchten MRSA-Stdmmen (spa t003, t005, t008, t148) - es handelt
sich um Isolate von Hospitalkeimen, - gibt es durch die Methicillin-Resistenz keine
Wachstumsnachteile. Es liegt daher die Vermutung nahe, das bei den klinisch relevan-
ten MRSA-Stdmmen eine die Fitness wiederherstellende zusétzliche Mutation vorliegt,
oder die Methicillin-Resistenz von sich aus nicht zu einer Reduktion der Fitness fiihrt.
Eine genaue Bestimmung des Resistenz-Gens und weiterer genetischer Verdnderungen
bleibt zukiinftigen genetisch orientierten Untersuchungen vorbehalten. Hierbei kdnnten
sich Hinweise ergeben welche Mutationen die Fitness wiederherstellen bzw. welche

Mutationen keinen Einfluss auf die Fitness haben.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden aus dem Universititsklinikum Wiirzburg isolierte MRSA-
Stamme auf ihr Wachstumsverhalten gegeniiber anderen Mikroorganismen und ver-

schiedenen Mangelbedingungen untersucht.

Es lésst sich fiir alle getesteten MRSA-Stdmme zusammenfassend sagen, dass ihre kli-
nische Privalenz nicht mit dem Wachstum in vitro korreliert, d.h. das haufige Spa-

Typen nicht besser unter unseren Versuchbedingungen gewachsen sind als seltene.

In vitro konnte kein verdringendes Wachstum des Methicillin sensiblen S. aureus ge-
geniiber den resistenten Stimme beobachtet werden. Vielmehr gelingt es den MRSA-
Stimmen, ein Wachstumsgemisch zu ihrem Vorteil zu beeinflussen, indem sie die ge-
testeten anderen Mikroorganismen (S. epidermidis, S. cerivisiae) im Wachstum hem-

men, mit Ausnahme von E. faecium.

Die Arbeit beleuchtet die Schwierigkeiten der Identifizierung von probiotischen Arten
zur Verdrangung eines MRSA. In Zukunft sollte vielleicht an der Optimierung von in
vitro Systemen gearbeitet werden (in vitro Organkulturen) oder Tiermodelle verwendet
werden. Den Transmissionsunterschieden und der Tenazitit sind weiterhin Aufmerk-

samkeit zu widmen.

Wie in der Literatur beschrieben [38-40] ist es zum Verstiandnis des Wachstumsverhal-
tens der resistenten Stamme wichtig zu wissen, auf welchen molekularbiologischen
Grundlagen die Resistenz beruht, da eine einzelne Site-Mutation zusitzliche Resisten-
zen bedeuten und einen eventuellen Wachstumsnachteil wieder ausgleichen kann [44].
Im Klinikalltag scheinen sich die MRSA-Stimme auszubreiten, die den Wachstums-
nachteil bereits ausgeglichen haben, beziehungsweise deren Methicillinresistenz keinen

Wachstumsnachteil bedeutet.
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7 Anhang

7.1 Abkulrzungsverzeichnis

ADH
BJID

Blut

bp

BW
CA-MRSA
COA-Gen
d

E. faecium
Epi

h

ISME
KBE

KNS

L. casei

MRSA

MSSA

MW

NaCl

OD
ORSAB-Platten
PBP

PNAS

S. aureus

S. cerevisiae
S. epidermidis
sd

TSB

VS.

VL-Agar

VRSA

Adhérenz

Brazilian Journal of Infectious Diseases
Kochblutagar

Basenpaare

Bierwiirzagar

community-acquired MRSA
koagulase-Gen

Tag

Enterococcus faecium

1,5 ml- und 2 ml-Eppendorf Gefile
Stunde

International Society for Microbial Ecology
Kolonie-bildende Einheiten

koagulase negative Staphylokokken
Lactobacillus casei

Methicillin resistenter Staphylococcus au-
reus

Methicillin sensible Staphylococcus aureus
Mittelwert

Natrium Chlorid 0,9 %

optische Dichte

Agar mit Oxacillin

Penicillin-bindendes Protein
Proceedings of the National Academy of
Sciences

Staphylococcus aureus

Saccharomyces cerevisiae
Staphylococcus epidermidis
Standardabweichung

Tryptic-Soy Broth

versus (gegen)

Viande-Levure agar

Vancomycin resistenter Staphylococcus
aureus
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7.2 Abbildungen

. .. 110%vs. 10* 10° vs. 10% 10% vs. 10°
MRSA vs. S. epidermidis KBE/mI KBE/mI KBE/mI
spa t003 vs. S. epidermidis
8h-Versuch 10° vs. 10° 10° vs. 10°
. 10° vs. 10* 10° vs. 10° 10% vs. 10°
Wachstumsversuch mit 182 zz 184 183 X: 182 181 :;Z 183
:ffllll;};en Wachstumskon- |, 1 o "1 4 10° vs. 10! 10° vs. 10°
10* vs. 10* 10° vs. 10°
spa t005 vs. S. epidermidis
8h-Versuch 10° vs. 10° 10° vs. 10°
3 4 3 3 2 3
Wachstumsversuch mit 182 zz }84 }83 :;: }82 }81 :;z }83
:ffllfgrlllen Wachstumskon- -, 1 /" 4 10° vs, 10" 10 vs. 10°
10* vs. 10* 10° vs. 10°
spa t008 vs. S. epidermidis
8h-Versuch 10° vs. 10° 10° vs. 10°
3 4 3 3 2 3
Wachstumsversuch mit 182 zz }84 }83 :;: }82 }81 :;z }83
:ffllfgrlllen Wachstumskon- ;1 /" 4 10° vs, 10" 10 vs. 10°
10* vs. 10* 10° vs. 10°

spa t148 vs. S. epidermidis

8h-Versuch 10° vs. 10° 10° vs. 10°

3 4 3 3 2 3

Wachstumsversuch mit 102 Vs. 104 103 vs. 102 101 vs. 103

dolichen Wachstumskon. |10 VS- 10 10° vs. 10 10" vs. 10

trfuen 10" vs. 10* 10° vs. 10! 10° vs. 10°
10* vs. 10* 10° vs. 10°

Tabelle 23. Konzentrationen der Mischkulturen bei den verschiedenen Versuchsaufstel-
lungen mit dem resistenten S. aureus (spa t003, spa t005, spa t008 und spa t148) und
dem S. epidermidis. Dabei wurde bei den 8h-Versuchen auf die Konzentrationsgemi-
sche 10" bis 10* vs. 10%verzichtet, da sie sich in den Wachstumsversuchen mit taglichen
Wachstumskontrollen als nicht aussagekraftig erwiesen haben.

95




MRSA vs. MSSA 110° vs. 10° KBE/ml  [10% vs. 10° KBE/ml

spa t003 vs. spa t012

8h-Versuch 102 vs. 103 10‘2’ vs. 102

Wachstumsversuch mit 183 X: 182 }81 Xz }83

tdglichen Wachstums- 3 0. 13

Kontrollen 103 VS. 100 10" vs. 10
10° vs. 10

Verdiinnungsversuch 10° vs. 10°

spa t005 vs. spa t012

8h-Versuch 102 vs. 102 10‘2’ vs. 102

Wachstumsversuch mit 183 X: 182 }81 Xz }83

tdglichen Wachstums- 3 0. 13

Kontrollen 103 VS. 100 10" vs. 10
10° vs. 10

Verdiinnungsversuch 10° vs. 10°

spa t008 vs. spa t012

8h-Versuch 10° vs. 10° 10° vs. 10°

Verdiinnungsversuch 10° vs. 10°

spa t148 vs. spa t012

8h-Versuch 102 VS. 102 10(2) VS. 102

Wachstumsversuch mit }(0)3 zz 182 }81 Xz }83

tdglichen Wachstums- 300 0. 1.3

Kontrollen 103 VS. 100 10" vs. 10
10° vs. 10

Verdiinnungsversuch 10° vs. 10°

Tabelle 24. Konzentrationen der Mischkulturen bei den verschiedenen Versuchsaufstel-
lungen mit dem resistenten S. aureus (spa t003, spa t005, spa t008 und spa t148) und
dem sensiblen S. aureus (spa t012).

MRSA vs. E. faecium  [10° vs. 10° KBE/ml

spa t003 vs. E. faecium

8h-Versuch [10° vs. 10°
spa t148 vs. E. faecium

8h-Versuch 10° vs. 10°
Verdiinnungsversuch 10° vs. 10°

Tabelle 25. Konzentrationen der Mischkulturen bei den verschiedenen Versuchsaufstel-
lungen mit dem resistenten S. aureus (spa t003 und spa t148) und dem E. faecium.
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MRSA vs. S. cerevisiae [10° vs. 10° KBE/ml  [10* vs. 10° KBE/m

spa t003 vs. S. cerevisiae

Wachstumsversuch mit
taglichen Wachstums-
kontrollen

10° vs. 10°

0 3
10% vs. 10° 10" vs. 10

Tabelle 26. Konzentrationen der Mischkulturen beim Wachstumsversuch mit taglichen
Wachstumskontrollen mit dem resistenten S. aureus (spa t003) und dem S. cerevisiae.

MRSA vs. L.casei 10 vs. 10 KBE/ml  [10% vs. 10° KBE/ml
spa t003 vs. L.casei

Wachstumsversuch mit 3 3

taglichen Wachstums- 183 :;z }80 10° vs. 10°

kontrollen

Tabelle 27. Konzentrationen der Mischkulturen beim Wachstumsversuch mit taglichen
Wachstumskontrollen mit dem resistenten S. aureus (spa t003) und dem L. casei.

MRSA/MSSA in KBE/mI Oh |Ih[2h [3h |4h |5h |6h |7h |8h|24h
In TSB

; S 2 22 2 2 3 3 [4 [4[6
107 vs. 10 3 133 |3 |3 4 |4 |5 |57
In TSB 1:5 mit NaCl 0,9% verdinnt

; X 2 22 [2 2 2 3 3 [3]5
107 vs. 10 3 1303 [3 -3 |3 |4 |-4 |-4-6
In TSB 1:10 mit NaCl 0,9% verdinnt

; S 2 22 2 2 2 2 [3 35
10" vs. 10 3 303 |3 |3 3 |3 |4 |46
In TSB ohne Dextrose

; ; 2 22 [2 2 3 3 [4 |46
107 vs. 10 3 313 -3 |3 |4 |4 |-5 |-5[-7

Tabelle 28. Verwendete Verdinnungsstufen zur Erhebung des Bakterienwachstums in
den Konzentrationsgemischen zu Beginn und dann stlndlich bis zur 8ten Stunde. Die
verwendeten Ziffern stehen jeweils fir die Verdinnungsstufe, aus der dann eine Menge
von 100ul heraus pipettiert wurde und auf einer geeigneten Selektivplatte ausgestri-
chen.

97




N S O R .
In TSB

10° vs. 10° :g :g :g :g :g
10% vs. 10° :; :g :g :g :g
10'vs. 10° '21;;0“1 p ° E 5
10°vs. 10° f*zsoul p ° K 5
10° vs. 107 :; :2 j? :2 :2
10° vs. 10! :é :2 23 :2 :2
10° vs. 10° 212*;;5%1 * o E 5

Tabelle 29. Verwendete Verdinnungsstufen zur Erhebung des Bakterienwachstums in
den Konzentrationsgemischen zu Beginn und dann taglich bis zum 4ten Tag. Die verwen-
deten Ziffern stehen jeweils fiir die Verdunnungsstufe, aus der dann eine Menge von
100ul heraus pipettiert wurde und auf einer geeigneten Selektivplatte ausgestrichen.
250ul = Ausstrich von 250l dass aus dem Ausgangsréhrchen.

MRSAV/S. epidermidis in

KBE/mI Oh 1h 2h 3h 4h 5h|6h|7h|8h|24h
In TSB
3 3 -2 -2 -2 -2 -2 2[-3]-3 |46
10%vs. 10 3 3 3 3 3 3|-4-4]-5]-7
-2 152 L2 |2 L2 22,
10°vs. 10° 3 3 3 3 3 2131317315
2*500p1 [2*500u1[2*500u12*500u1|2*500u1|-3 |-4 |-4

Tabelle 30. Verwendete Verdinnungsstufen zur Erhebung des Bakterienwachstums in
den Konzentrationsgemischen zu Beginn und dann stindlich bis zur 8ten Stunde. Die
verwendeten Ziffern stehen jeweils fur die Verdinnungsstufe, aus der dann eine Menge
von 100pul heraus pipettiert wurde und auf einer geeigneten Selektivplatte ausgestrichen.
500ul = Ausstrich von 500ul aus dem Ausgangsrohrchen.
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MRSAV/S. epidermidis in

KBE/m Oh 1d 2d 3d 4d
In TSB
10° vs. 10* 2:-3 -6;-7 -6:-7 -6;-7 -6;-7
10? vs. 10* -1;-2;-3 -6;-7 -6:-7 -6;-7 -6;-7
-1;-3;
10' vs. 10* 2*#250ul aus |-6;-7 -6;-7 -6;-7 -6;-7
-1
0 4 -3; . . . .
10° vs. 10 2925001 6;-7 -6:-7 -6;-7 -6;-7
10° vs. 10° 2:-3 -6;-7 -6:-7 -6;-7 -6;-7
10% vs. 10° -1:-3 -6;-7 -6:-7 -6;-7 -6;-7
I 3 -15-2; . . . e
10" vs. 10 2425001 6:-7 -6;-7 6:-7 6:-7
0 3 -2;-3; . . e e
10° vs. 10 2450001 6:-7 -6;-7 6:-7 6;-7
-1;-2;
10° vs. 10 2%250ul aus |-6;-7 -6;-7 -6;-7 -6;-7
-1
-1;-2;
10° vs. 10 2%250ul aus |-6;-7 -6;-7 -6;-7 -6;-7
-1
3 0 -2; . e e e
10° vs. 10 4925001 -6:-7 6;-7 6:-7 6;-7

Tabelle 31. Verwendete Verdinnungsstufen zur Erhebung des Bakterienwachstums in
den Konzentrationsgemischen zu Beginn und dann taglich bis zum 4ten Tag. Die verwen-
deten Ziffern stehen jeweils fir die Verdiinnungsstufe, aus der dann eine Menge von
100ul heraus pipettiert wurde und auf einer geeigneten Selektivplatte ausgestrichen.
250ul = Ausstrich von 250ul dass aus dem Ausgangsrohrchen (250pl aus -1 = Ausstrich
von 250ul aus der Verdinnungsstufe -1). 500ul = Ausstrich von 500ul aus dem Aus-

gangsrohrchen.
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MRSA/E.faecium in
KBE/mI Oh 1d 2d 3d 4d
In TSB
Blut: Blut: Blut: Blut: Blut
s -6;-7 -6:-7 -6;-7 -6;-7
10° vs. 10° BW: BW BW: BW BW
s -3;-4 -3:-4 -3;-4 2:-3
’ -5 -5 -5 -4
Blut: Blut: Blut: Blut: Blut:
Sesooul |07 -6:-7 -6;-7 -6;-7
10° vs. 10° B, K Bw BW: BW BW
s -3:-4 -3:-4 -3:-4 -2:-3
’ -5 -5 -5 -4
Blut: Blut: Blut: Blut: Blut
o -6:-7 -6:-7 -6;-7 -6:-7
10° vs. 10° -2;-3 BW:  [BW:  [BW BW
BW:
2%500u1 2:-3; 2;-3; 2:-3; 2:-3
-4;-5 -4;-5 -4;-5 -4

Tabelle 32. Verwendete Verdinnungsstufen zur Erhebung des Bakterienwachstums in
den Konzentrationsgemischen zu Beginn und dann taglich bis zum 4ten Tag. Die ver-
wendeten Ziffern stehen jeweils fir die Verdinnungsstufe, aus der dann eine Menge
von 100ul heraus pipettiert wurde und auf einer geeigneten Selektivplatte ausgestri-
chen. 500ul = Ausstrich von 500ul aus dem Ausgangsrohrchen.

100




MRSA/S. cerevisiaein |\, by 3n lan Ish l6h |7n |sh |24k
KBE/ml
in TSB
10° vs. 10° 23|-2-3-2-3|-3-4|-3-4[-4-5|-4-5|-5-6|-5-6|-6-7
in TSB 1:5 mit NaCl 0,9% verdinnt

3 ; 2 |2 |2 |2 |3 |3 |4 |4 |4 |6
10%vs. 10 303 3 |3 4 |4 |5 |5 s |
in TSB 1:10 mit NaCl 0,9% verdinnt

3 3 2 2 |2 |2 |2 3 |3 |3 |4 |6
10%vs. 10 3 |3 |3 |3 |3 |4 |4 |4 |5 |7
In TSB ohne Dextrose

3 3 2 |2 2 |3 [3 |4 |4 |5 |5 |6
107 vs. 10 3 03 3 4 |4 |5 |5 6 |6 |7

Tabelle 33. Verwendete Verdiinnungsstufen zur Erhebung des Bakterienwachstums in
den Konzentrationsgemischen zu Beginn und dann stlndlich bis zur 8ten Stunde. Die
verwendeten Ziffern stehen jeweils fir die Verdinnungsstufe, aus der dann eine Menge
von 100ul heraus pipettiert wurde und auf einer geeigneten Selektivplatte ausgestri-

chen.

101




log S.aureus (spa t012) Reinkultur, hoher Anfangswert

Néhrlosung TSB  n MW ST pVerdiinn. p1:10-1:5 p Dextrose

Y% h unverdiinnt 8 3268 0.292

1:10 8 3206 0.092

1:5 8 3218 0.279 0.98 1.0

ohne Dextrose 8 3.277 0.220 0.96
1h unverdiinnt 8 3278 0.374

1:10 8 3.108 0.174

1:5 8 3182 0.382 048 0.36

ohne Dextrose 8 3.206 0.242 0.52
2 h unverdiinnt 8 3.251 0.324

1:10 8 3.142  0.239

1:5 8 3.158 0.330 0.69 1.0

ohne Dextrose 8 3.353 0.335 0.96
3 h unverdiinnt 8 3.794 0.205

1:10 8 3.076 0344

1:5 8 3273 0.463 0.0044 ** 0.24

ohne Dextrose 8 3.704 0.454 0.52
4 h unverdiinnt 8 4233 0.510

1:10 8 3.076 0471

1:5 8 3404 0.551 0.0030 ** 0.20

ohne Dextrose 8 4.164 0.428 0.71
5h unverdiinnt 8 4949 0.294

1:10 8 3.005 0.440

1:5 8 3.332 0.812 0.00043 *** 0.24

ohne Dextrose 8 4.665 0.342 0.062
6 h unverdiinnt 8 5356 0407

1:10 8 2864 0.505

1:5 7 3.528  0.590 0.00023 *** 0.015 *

ohne Dextrose 8 5.300 0.349 0.52
7 h unverdiinnt 8 6279 0457

1:10 6 2.793 0425

1:5 7 3.511  0.699 0.00030 *** 0.017 *

ohne Dextrose 8 5.801 0.425 0.036 *
8 h unverdiinnt 8 6.620 0.373

1:10 7 2792 0.386

1:5 7  3.668 0.583 0.00016 *** 0.0035 **

ohne Dextrose 8 6.352 0.360 0.10
24 h unverdiinnt 7 8734  0.093

1:10 8  6.881 1.154

1:5 8 7.797 0.295 0.00019 *** 0.027 *

ohne Dextrose 8 7.932 0.145 0.00007 ***

Tabelle 34. Vergleich des Wachstum in den verschiedenen Nahrlésung zu verschiedenen Zeit-
punkten im Stundenversuch fiir sensiblen S.aureus (spa t012) in Reinkultur mit hohen An-
fangswerten. MW = Mittelwert, ST = Standardabweichung, p-Verdiinnung fir die drei Verdiin-
nungen (inklusive Standard) aus der Rangvarianzanalyse nach Kruskal und Wallis, p-1:10-1:5
fir die beiden echten Verdlnnungen, p-Dextrose fur Standard-TSB und TSB ohne Dextrose,
beides aus dem exakten U-Test nach Mann und Whitney.
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log S.aureus (spa t012) in Mischkultur, hoher Anfangswert

Néhrlosung TSB n MW ST pVerdiinn. p1:10-1:5 p Dextrose
% h unverdiinnt 16 3308 0.316

1:10 8 3.134 0.309

1:5 8 3175 0.217 0.20 0.71

ohne Dextrose 8 3.152 0.237 0.13
1h wunverdiinnt 16 3367 0.263

1:10 8 3.046 0.338

1:5 8 3243 0.337 0.11 0.24

ohne Dextrose 8 3.186 0.286 0.15
2 h unverdiinnt 16 3412  0.281

1:10 8 3.076 0.240

1:5 8 3.162 0.281 0.032 * 0.61

ohne Dextrose 8 3.262 0.354 0.24
3 h unverdiinnt 16 3.832  0.303

1:10 8 3297 0413

1:5 8 3.324 0.497 0.0043 ** 1.0

ohne Dextrose 8 3.620 0.478 0.18
4 h unverdiinnt 16 4345 0.338

1:10 8 3.033 0454

1:5 8 3.198  0.898 0.00009 *** 0.24

ohne Dextrose 8 4.066 0.415 0.070
5h unverdiinnt 16  5.005 0.340

1:10 8 3.064 0321

1:5 8 3.347 0.484 0.00001 *** 0.10

ohne Dextrose 8 4.564 0.362 0.0067 **
6 h unverdiinnt 16 5445  0.607

1:10 8 2798  0.443

1:5 8 3345 0.351 0.00001 *** 0.015 *

ohne Dextrose 8 5.168 0.386 0.11
7 h unverdiinnt 16 6.141 0.489

1:10 7 2905 0.510

1:5 7 3.526 0375 0.00001 *** 0.019 *

ohne Dextrose 8 5.771 0.427 0.060
8 h unverdiinnt 16 6.642  0.300

1:10 7 2604 0.584

1:5 8 3397 0.493 0.00001 *** 0.0070 **

ohne Dextrose 7 6.222 0.364 0.012 *
24 h unverdiinnt 14  8.154 0.610

1:10 7  5.591 0.771

1:5 7  6.211 0.718 0.00003 *** 0.053

ohne Dextrose 8 7.201 0.197 0.00001 ***

Tabelle 35. Vergleich des Wachstum in den verschiedenen Nahrlésung zu verschiedenen Zeit-
punkten im Stundenversuch fir sensiblen S.aureus (spa t012) in Mischkultur mit vier resisten-
ten Stdmmen mit hohen Anfangswerten. MW = Mittelwert, ST = Standardabweichung, p-
Verdinnung fur die drei Verdinnungen (inklusive Standard) aus der Rangvarianzanalyse nach
Kruskal und Wallis, p-1:10-1:5 fur die beiden echten Verdinnungen und p-Dextrose flir Stan-
dard-TSB und TSB ohne Dextrose aus dem U-Test nach Mann und Whitney.
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4 resistente Stamme log S.aureus, Reinkultur, niedriger Anfangswert

Néhrlosung TSB n MW ST pVerdiinn. p1:10-1:5 p Dextrose
% h unverdiinnt 8 0432 0429

1:10 6 0460 0.404

1:5 7 0329 0.287 0.79 0.36

ohne Dextrose 8 0.276 0.271 0.52
1h wunverdiinnt 7 0547 0412

1:10 6 0400 0.339

1:5 6 0424 0.407 0.73 1.00

ohne Dextrose 7 0.383 0.232 0.27
2 h unverdiinnt 8 0626 0.338

1:10 6 0430 0.276

1:5 6 0389 0.352 0.23 0.45

ohne Dextrose 7 0.437 0.418 0.28
3 h unverdiinnt 7 0730 0.423

1:10 6 0.550 0.280

1:5 6 0.551 0.195 0.67 0.97

ohne Dextrose 8 0.556 0.330 0.28
4 h unverdiinnt 7 1.326  0.277

1:10 6 0.680 0.327

1:5 7 0707  0.572 0.0077 ** 0.73

ohne Dextrose 7 0.599 0.436 0.014 *
5h unverdiinnt 8 2194  0.563

1:10 6 0.812 0.399

1:5 7 1.026  0.657 0.0012 ** 0.36

ohne Dextrose 7 1.291 0.281 0.00081 ***
6 h unverdiinnt 7 2944  0.363

1:10 6 0.824  0.609

1:5 7 1.396  0.680 0.00053 *** 0.062

ohne Dextrose 7 1.640 0.412 0.00018 ***
7 h unverdiinnt 7  3.491 0.521

1:10 6 1.123  0.601

1:5 7 1.853  0.674 0.00050 *** 0.027 *

ohne Dextrose 7 2318 0.636 0.00027 ***
8 h unverdiinnt 7 4152  0.388

1:10 6 1.240 0.772

1:5 7 2131  0.772 0.00034 *** 0.027 *

ohne Dextrose 7 2814 0.742 0.00009 ***
24 h unverdiinnt 7 8916 0.104

1:10 5 6.787 1.033

1:5 7 7.661 0916 0.00018 *** 0.010 *

ohne Dextrose 7 7.568 1.375 0.00014 ***

Tabelle 36. Vergleich des Wachstum in den verschiedenen Nahrlésung zu verschiedenen Zeit-
punkten im Stundenversuch fiir 4 resistente Stdmme von S.aureus (spa t148, t005, t003, t008) in
Reinkultur mit niedrigen Anfangswerten. MW = Mittelwert, ST = Standardabweichung, p-
Verdinnung flr die drei Verdinnungen (inklusive Standard) aus der Rangvarianzanalyse nach
Kruskal und Wallis, p-1:10-1:5 fur die beiden echten Verdinnungen, p-Dextrose fiir Standard-
TSB und TSB ohne Dextrose, beides aus dem exakten U-Test nach Mann und Whitney.
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4 resistente Stamme log S.aureus, Reinkultur, hoher Anfangswert

Néhrlosung TSB n MW ST pVerdiinn. p1:10-1:5 p Dextrose
% h unverdiinnt 8 3.511 0.321

1:10 8 3.380 0.283

1:5 8 3404 0.204 0.69 0.71

ohne Dextrose 8 3.420 0.301 0.61
1h wunverdiinnt 8 3.461 0.339

1:10 8 3240 0.397

1:5 8 3428 0274 0.38 0.30

ohne Dextrose 8 3.342 0.277 0.20
2 h unverdiinnt 8 3.506 0.314

1:10 8 3313 0.208

1:5 8 3.381 0.202 0.37 0.36

ohne Dextrose 8 3.495 0.248 0.96
3 h unverdiinnt 8 3.609 0.542

1:10 8 3.510 0.346

1:5 8 3494 0.392 0.62 0.96

ohne Dextrose 8 3.621 0.169 0.5
4 h unverdiinnt 8 4410 0.279

1:10 8 3.623  0.348

1:5 8 3.831 0.299 0.0015 ** 0.24

ohne Dextrose 8 4.073 0.374 0.062
5h unverdiinnt 8 5.004 0.307

1:10 8 3.809 0.502

1:5 8 4.053 0.494 0.00074 *** 0.30

ohne Dextrose 8 4.675 0.405 0.027 *
6 h unverdiinnt 8 5472 0.347

1:10 8 3.998 0.362

1:5 8 4.194  0.629 0.00039 *** (.36

ohne Dextrose 8 5217 0.323 0.13
7 h unverdiinnt 8 6473 0.395

1:10 8 4292 0422

1:5 8 4704  0.405 0.00025 *** 0.062

ohne Dextrose 8 5.781 0.344 0.0023 **
8 h unverdiinnt 8 6988 0.311

1:10 8 4520 0423

1:5 8 5.115 0.426 0.00012 *** 0.0075 **

ohne Dextrose 8 6.474  0.406 0.0052 **
24 h unverdiinnt 7 8822 0.145

1:10 8 7345 0.324

1:5 8 7.993 0.174 0.00004 *** 0.00016 ***

ohne Dextrose 8 8.525 0.377 0.015 *

Tabelle 37. Vergleich des Wachstum in den verschiedenen Nahrlésung zu verschiedenen Zeit-
punkten im Stundenversuch flr 4 resistente Stémme von S.aureus (spa t148,t005, t003, t008) in
Reinkultur mit hohen Anfangswerten. MW = Mittelwert, ST = Standardabweichung, p-
Verdinnung fur die drei Verdinnungen (inklusive Standard) aus der Rangvarianzanalyse nach
Kruskal und Wallis, p-1:10-1:5 fur die beiden echten Verdinnungen, p-Dextrose fiir Standard-
TSB und TSB ohne Dextrose, beides aus dem exakten U-Test nach Mann und Whitney.
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4 resistente Stamme log S.aureus, Mischkultur, hoher Anfangswert

Néhrlosung TSB n MW ST pVerdiinn. p1:10-1:5 p Dextrose
% h unverdiinnt 8 3.511 0.277

1:10 8 3.299 0.359

1:5 8 3311 0.300 0.29 1.0

ohne Dextrose 8 3421 0.294 0.52
1h wunverdiinnt 8 3419 0.314

1:10 8 3366 0.268

1:5 8 3304 0.245 0.50 0.71

ohne Dextrose 8 3.402 0.362 0.83
2 h unverdiinnt 8 3.502 0.351

1:10 8 3.310 0.290

1:5 8 3370 0.244 0.37 0.71

ohne Dextrose 8 3.374 0.262 0.71
3 h unverdiinnt 8 3.811 0.285

1:10 8 3311 0.164

1:5 8 3.647 0.326 0.0077 ** 0.015 *

ohne Dextrose 8 3.545 0.210 0.027 *
4 h unverdiinnt 8 4.391 0.335

1:10 8 3.628 0.385

1:5 8 3.648 0.488 0.0074 ** 0.96

ohne Dextrose 8 4.009 0.235 0.020 *
5h unverdiinnt 8 5.009 0.299

1:10 8 3.728  0.360

1:5 8 3.686 1.025 0.00090 *** (.96

ohne Dextrose 8 4.681 0.307 0.020 *
6 h unverdiinnt 7  5.461 0.706

1:10 8 3954 0.447

1:5 8 4330 0.554 0.0046 ** 0.10

ohne Dextrose 8 5.253 0.273 0.088
7 h unverdiinnt 8 6.339  0.496

1:10 8 4293 0.357

1:5 8 4722 0.456 0.00028 *** (.10

ohne Dextrose 8 5.807  0.369 0.020 *
8 h unverdiinnt 8 6974 0.291

1:10 8 4425 0458

1:5 8 5.036 0.494 0.00015 *** 0.015 *

ohne Dextrose 7 6.509 0412 0.021 *
24 h unverdiinnt 7 8.692 0.173

1:10 8 7.382 0.380

1:5 8 8.067 0.141 0.00004 *** 0.00008 ***

ohne Dextrose 8 8.176  0.279 0.00016 ***

Tabelle 38. Vergleich des Wachstum in den verschiedenen Nahrlésung zu verschiedenen Zeit-
punkten im Stundenversuch fiir 4 resistente Stdmme von S.aureus (spa t148, t005, t003, t008) in
Mischkultur mit dem sensiblen Stamm S.aureus (spa t012) mit hohen Anfangswerten. p-
Verdinnung fur die drei Verdinnungen (inklusive Standard) aus der Rangvarianzanalyse nach
Kruskal und Wallis, p-1:10-1:5 fur die beiden echten Verdinnungen, p-Dextrose fiir Standard-
TSB und TSB ohne Dextrose, beides aus dem exakten U-Test nach Mann und Whitney.
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