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1 Einleitung 

1.1 Koagulase-negative Staphylokokken 

1.1.1 Klassifikation 

Staphylokokken sind 0,5 bis 1,5 µm große, grampositive, haufenförmig wachsende, fakultativ 

anaerobe, nicht sporenbildende, unbewegliche Kokkenbakterien, die zur Katalase-Bildung 

befähigt sind. Der Name Staphylokokken ist ein eingedeutschter Plural aus dem latinisierten 

Singular Staphylococcus, der sich vom griechischen σταφυλόκοκκος, wörtlich „die 

Traubenkugel“ ableitet. Dieses wiederum lässt sich vom Alt-Griechischen σταφυλή, staphylé, 

„die Weintraube“ und κόκκος, kókkos, „das Kügelchen“ ableiten. Der Name bezieht sich auf 

die für Staphylokokken typische, traubenförmig zusammengelagerte Anordnung in 

mikroskopischen Präparaten.  

Sie wurden ehemals zur Familie Micrococcaceae gerechnet, aktuell werden sie in die Familie 

der Staphylococcaceae eingeordnet, die fast ausschließlich fakultativ anaerob wachsen. 

Ausnahmen bilden wenige obligat anaerobe Subspezies wie der schafadaptierte 

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius und der fakultativ pathogene koagulase-negative 

Staphylococcus saccharolyticus. 

Eine Differenzierung der einzelnen Spezies innerhalb der Gattung Staphylococcus lässt sich 

mit unterschiedlichen Methoden erreichen. In der medizinischen Routinediagnostik werden 

aber hauptsächlich diejenigen eingesetzt, die einfach und kostengünstig durchzuführen sind 

und schnell zu einem Ergebnis führen.  

Eine Einteilung der Staphylokokken unter medizinischen Gesichtspunkten ergibt sich aus der 

positiven bzw. negativen Koagulase-Reaktion, das heißt in Koagulase-positive und 

Koagulase-negative Spezies. Aus der Gruppe der Koagulase-positiven Staphylokokken ist 

hier als klinisch bedeutsamster Staphylococcus aureus subsp. aureus zu nennen. Er 

zeichnet sich durch zahlreiche Pathogenitätsfaktoren aus und ist einer der häufigsten 

Infektionserreger beim Menschen. In Form des Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) ist 

er zudem ein häufiger Problemkeim in Krankenhäusern.  

Koagulase-negative Staphylokokken sind in der Regel Kommensalen der Haut und 

Schleimhäute und ohne Krankheitsbedeutung. Ausnahme sind immunsupprimierte Patienten 

und fremdkörperassoziierte Infektionen. Hier besitzen Koagulase-negative Staphylokokken 

medizinische Bedeutung. Beim Menschen können insbesondere folgende Spezies klinisch in 

Erscheinung treten: 

 

 - Staphylococcus epidermidis 

 - Staphylococcus haemolyticus 

 - Staphylococcus lugdunensis 
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 - Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus  

 

1.1.2 Durch Koagulase-negative Staphylokokken hervorgerufene 

Erkrankungen 

Koagulase-negative Staphylokokken sind fakultativ-pathogene Erreger, die zur normalen 

Haut- und Schleimhautflora gehören und unter normalen Bedingungen nicht zu einer 

Erkrankung führen. Zu einer Infektionskrankheit kommt es nur opportunistisch im Falle einer 

systemischen oder lokalisierten Immunsuppression oder durch die Besiedlung von 

Polymeroberflächen, wie sie bei implantierten Fremdkörpern vorkommen. Es handelt sich 

dann in den meisten Fällen um Infektionen mit Erregern der eigenen Hautflora.  

Vor allem Staphylococcus epidermidis wurde bereits vor mehr als einem Vierteljahrhundert 

als ein häufiger Erreger chronischer, Fremdkörper-assoziierter Infektionen identifiziert 

(Christensen et al., 1982; Marrie et al., 1982; Peters et al., 1981). Bis heute konnten viele der 

therapeutischen Probleme, vor die eine Fremdkörper-assoziierte Infektion den Kliniker stellt, 

nicht gelöst werden (Götz and Peters, 2000).  

 

1.1.3 Pathogenese Fremdkörper-assoziierter Infektionen durch S. epidermidis 

In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass S. epidermidis-induzierte 

Infektionen darauf zurückzuführen sind, dass S. epidermidis auf Polymeroberflächen 

anheften und dort mehrschiechtige Biofilme bilden kann (Montanaro et al., 2007; Rupp et al., 

1999b; Rupp et al., 1999a; Rupp et al., 2001). Dafür ist die Expression eines Polysaccharid-

interzellulären-Adhäsins (PIA) notwendig, welches Zell-zu-Zell Adhäsion der S. epidermidis 

ermöglicht und durch die Genprodukte des icaADBC-Genlocus synthetisiert wird (Heilmann 

et al., 1996; Mack et al., 1996b; Mack et al., 1996a). Die Biofilm-Formation läuft in zwei 

Phasen ab, einer Phase der primären Bindung und einer Phase der Akkumulation (Mack et 

al., 2006; Mack et al., 2007). 

Für die Phase der primären Bindung an die Polymeroberflächen spielen verschiedene 

Faktoren eine Rolle. Dazu zählen hydrophobe Interaktionen und die Existenz wirtseigener 

Proteine auf der Polymeroberfläche, aber auch spezifische staphylokokkale Faktoren, wie 

das kapsuläre Polysaccharid-Adhäsin PS/A, das Autolysin AtlE und weitere Oberflächen-

Proteine der Staphylokokken (Heilmann et al., 1997; Herrmann et al., 1988; Nilsson et al., 

1998; Pascual et al., 1986; Rohde et al., 2007; Tojo et al., 1988; Veenstra et al., 1996).  

Nach der ersten Phase der Anheftung folgt eine zweite Phase, in der die Bakterienzellen in 

einem mehrschichtigen Biofilm akkumulieren, der in eine amorphe Glykokalyx eingebettet ist. 

Da die Mehrzahl der in diesem Biofilm befindlichen Zellen nicht die Oberfläche des 

Fremdkörpers berührt, ist die Synthese des Polysaccharid-interzellulären-Adhäsins (PIA) als 
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Mediator von Zell-zu-Zell-Kontakten der proliferierenden Bakterienzellen essentiell für die 

Zell-Akkumulation. PIA ist ein lineares poly-ß1-6-N-Acetylglucosamin mit partiell N-

deacetylierten Aminogruppen. Damit unterscheidet sich dieses N-Acetyglucosamin deutlich 

von Chitin, dem häufigsten natürlich vorkommenden Poly-Glukosamin, dieses verfügt über 

ß1-4-Bindungen (Mack et al., 1996a; Otto et al., 2012). 

PIA wird durch die Genprodukte des icaADBC-Genlocus synthetisiert (Heilmann et al., 1996; 

Mack et al., 2000a). Ica besteht aus den vier Genen icaA, icaD, icaB und icaC, welche in 

einer Operon-artigen Struktur organisiert sind. Angrenzend an das ica-Operon liegt ein 

regulatorisches Gen, icaR, welches an der Regulation der ica Gen-Expression beteiligt ist 

(Conlon et al., 2002; Jefferson et al., 2004; Pintens et al., 2008). Dabei umfasst das 

Genprodukt icaA eine transmembranöse Glukosaminyltransferase von 412 Aminosäuren, 

welche Glukosamin-Reste von UDP-Glukosamin auf die wachsende Pre-PIA-Kette überträgt 

(Gerke et al., 1998). IcaD liegt zwischen icaA und icaB und überlappt partiell mit beiden. IcaA 

benötigt zu seiner vollen Funktionsfähigkeit die Anwesenheit von IcaD, dessen genaue Rolle 

allerdings noch unbekannt ist. Auch IcaD ist ein Transmembran-Protein. IcaC ist ein 

hydrophobes integrales Membranprotein mit einer Größe von 355 Aminosäuren, welches 

vermutlich die wachsende Pre-PIA-Kette aus der Zelle exportiert. Dieses kann man aufgrund 

der Membranständigkeit des Proteins und aufgrund der Tatsache, dass bei icaC Mutanten 

die PIA-Synthese bei einer Kettenlänge von 15 Kohlenhydrat-Resten zum Stillstand kommt, 

vermuten. So wird ebenfalls angenommen, dass Kettenverlängerung und Export gekoppelt 

sind und IcaA, IcaD und IcaC einen Komplex bilden (Gerke et al., 1998). Die exportierte Pre-

PIA-Kette wird N-deacetyliert durch die an der Zelloberfläche lokalisierte PIA N-Deacetylase 

IcaB. (Vuong et al., 2004a). Insgesamt sind also alle Genprodukte des ica-Operons zur PIA-

Synthese notwendig.  

Nachdem lange vermutet wurde, dass ohne die Anwesenheit von PIA eine Biofilm-Formation 

nicht möglich ist, wurden unlängst S. epidermidis-Stämme identifiziert, welche zu einer PIA-

unabhängigen Biofilm-Bildung befähigt sind. Bei diesen Stämmen wird die Rolle des PIA von 

verschiedenen Proteinen übernommen (Kogan et al., 2006). Die größte Rolle spielt in 

diesem Zusammenhang das Akkumulations-assoziierte Protein (Aap) (Hussain et al., 1997). 

Interessanterweise scheinen aber PIA-abhängige Biofilme robuster und widerstandsfähiger 

zu sein als PIA-unabhängige (Rohde et al., 2007). Zusätzlich scheint PIA noch weitere, vom 

Biofilm unabhängige Funktionen in der Immunabwehr der Bakterienzelle zu übernehmen, 

zum Beispiel wurde es als das Haupt-Hämaglutinin von S. epidermidis beschrieben (Mack et 

al., 1999).  

PIA-Produktion und Biofilm-Bildung werden über verschiedene regulatorische Gene wie den 

alternativen Sigma Faktor δB reguliert und durch verschiedene Umweltfaktoren wie 

Desinfektionsmittel und andere antimikrobielle Substanzen beeinflusst (Baldassarri et al., 
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2001; Cramton et al., 2001; Knobloch et al., 2001; Knobloch et al., 2002; Knobloch et al., 

2003; Knobloch et al., 2004; Mack et al., 2002; Mack et al., 2007; Pintens et al., 2008; 

Rachid et al., 2000; Rohde et al., 2001).  

 

1.1.4 Antibiotika-Wirkung am Biofilm 

Die in einen Biofilm eingebetteten Zellen scheinen gegen die meisten Antibiotika resistenter 

zu sein als planktonische Zellen. Dieses Phänomen führt immer wieder zu einem Versagen 

der antibiotischen Therapie und macht letztendlich eine Entfernung des infizierten 

Fremdkörpers zur Sanierung der Infektion notwendig. Viele Studien konzentrierten sich 

deswegen darauf, neue therapeutische Regime zu erstellen. Dabei wird das Ziel verfolgt, das 

klinische Outcome fremdkörperassoziierter Infektionen zu optimieren und nach Möglichkeit 

die Entfernung komplexer medizinischer Implantate wie synthetischer Herzklappen oder 

Gelenk-Prothesen zu vermeiden (Czekaj et al., 2011; König et al., 2001; Roveta et al., 2008; 

Schierholz et al., 1999; Stein et al., 2000; Zimmerli et al., 1998). In einigen dieser Studien 

konnte beobachtet werden, dass Gyrasehemmer in Kombination mit Rifampicin 

erfolgversprechend sind (Barberan et al., 2008; Zimmerli et al., 1998). 

Standard Empfindlichkeits-Tests wie die Bestimmung der Minimalen-Hemm-Konzentration 

(MHK) und der Minimalen-Bakteriziden-Konzentration (MBK) werden in der Regel an 

planktonischen Zellen oder an Zellen unter optimierten Wachstumsbedingungen auf einem 

festen Medium durchgeführt. Diese Resistenz-Testungen stellen eine wertvolle 

diagnostische Hilfe für die Therapie vieler akuter Infektionskrankheiten dar. Im Gegensatz 

dazu korrelieren bei fremdkörperassoziierten Infektionen die unter diesen Bedingungen 

erhobenen Resistenzprofile für S. epidermidis oft nicht mit dem klinischen Ergebnis der 

antibiotischen Therapie. Dieses Phänomen konnte auch in verschiedenen Tiermodellen 

beobachtet werden (Cagni et al., 1995; Espersen et al., 1993; Götz and Peters, 2000; 

Mulcahy et al., 2011; Lucet et al., 1990; Schaad et al., 1994a; Schaad et al., 1994b; Williams 

et al., 2012). 

Es hat zahlreiche Versuche gegeben, mit unterschiedlichen Techniken einen Biofilm zu 

erzeugen, um die Antibiotika-Resistenz von biofilm-ständigen Bakterien zu untersuchen. 

Hierbei traten aber verschiedene Probleme auf, wie die praktische Durchführbarkeit und 

Anwendbarkeit, sowie die Reproduzierbarkeit und Standardisierung im Vergleich zu 

Untersuchungen an etablierten in vivo-Biofilmen (Amorena et al., 1999; Anwar et al., 1992; 

Berthaud and Desnottes, 1997; Cerca et al., 2005; Duguid et al., 1992; Hamilton-Miller and 

Shah, 1997; König et al., 2001; Schwank et al., 1998; Yasuda et al., 1994; Zelver et al., 

1999). Die Hauptunterschiede der einzelnen Verfahren liegen in den Bedingungen, unter 

denen die Zellen einen Biofilm ausbilden. Es können Flusskammer- und vergleichbare 
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Methoden, in denen durch Scherkräfte eine Biofilmbildung erzwungen wird, von sogenannten 

„steady-state“ Verfahren unterschieden werden, bei denen die Biofilmbildung statisch, das 

heißt ohne die Einwirkung von Scherkräften, durch Adhäsionsfaktoren der Zellen erfolgt. 

Viele dieser Systeme sind effektive Modelle zur Demonstration der Biofilm-Bildung, sind aber 

nicht geeignet zur schnellen Resistenz-Testung in einem klinischen Labor.  

 

1.1.5 Antibiotika-Resistenz biofilm-ständiger Bakterien – die Persister-Theorie 

Die Antibiotika-Resistenz von biofilm-ständigen Zellen entzieht sich bislang einer 

vollständigen Aufklärung. Selbst durch hoch dosierte Antibiotika, die in vitro wirksam sind, 

lässt sich ein Biofilm in aller Regel nicht eradizieren. Zumindest einige der biofilm-ständigen 

Zellen überleben und führen nach Beendigung der Antibiotika-Exposition zu einer erneuten 

Besiedlung der Oberfläche. Für dieses Phänomen gibt es verschiedene Erklärungsansätze. 

Es wurde vermutet, dass die langsame Vermehrung der Bakterien in einem Biofilm Ursache 

der schlechteren Wirkung vor allem solcher Antibiotika ist, deren Wirksamkeit auf einem 

schnellen Bakterien-Wachstum beruht (Tuomanen et al., 1986). Ebenso wurde eine 

reduzierte Diffusion der Antibiotika in die Biofilme und die Existenz einer physikalischen 

Barriere, die eine Wirkung der Antibiotika verhindert, vermutet (Gilbert et al., 1990; Gordon et 

al., 1988; Hoyle et al., 1990; Ishida et al., 1998; Nichols et al., 1988; Shigeta et al., 1997). 

Dem entgegen steht die Tatsache, dass auch Antibiotika wie Fluorchinolone einen Biofilm 

nicht zu eradizieren vermögen, obwohl diese nicht nur frei in den Biofilm diffundieren 

(Hassett et al., 1999), sondern auch eine bakterizide Wirkung an ruhenden Zellen entfalten.  

Eine weitere mögliche Erklärung sind die bereits sehr früh in der Entwicklung der Antibiotika-

Therapie beobachteten und beschriebenen sogenannten Persister (Bigger, 1944; Balaban, 

2011; Lewis, 2001). Es handelt sich hierbei um einzelne Bakterien eines prinzipiell sensiblen 

Stammes, die auch unter hohen Antibiotika-Dosen überleben. Diese treten in umso größerer 

Zahl auf, je langsamer die Bakterien-Population wächst. In in vitro-Modellen ist dabei die 

größte Anzahl an Persistern in ruhenden, planktonischen Kulturen zu beobachten. Die 

Anzahl von Persistern in Biofilm-Kulturen ist etwas geringer, so dass sich in diesem Fall 

sogar die planktonische Kultur als resistenter darstellt. Überträgt man diese Situation aber 

auf ein in vivo-Modell, so tritt als neue Komponente das körpereigene Immunsystem hinzu. 

Während dieses die Persister planktonischer Zellen mühelos bekämpfen kann, so gelangt es 

nicht zu den Persistern in einem Biofilm, die durch die Matrix des Biofilms vor dem Zugriff 

immunkompetenter Zellen geschützt sind (Jesaitis et al., 2003; Leid et al., 2002; Vuong et 

al., 2004b). In dieser Situation gewinnen Persister eine klinische Bedeutung und verhindern 

die effektive Sanierung besiedelter Fremdkörper selbst durch in vitro und auch in vivo 

ansonsten gut wirksame Antibiotika.  
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Der genaue Mechanismus, der es Persistern erlaubt zu überleben, ist noch nicht vollständig 

verstanden. Es steht jedoch fest, dass es sich nicht um mutierte Zellen mit neu entstandenen 

Antibiotika-Resistenzen handelt. Rekultiviert man Persister, so erhält man eine Kultur mit 

dem Resistenzprofil des Ausgangsstammes. Die wahrscheinlichste Hypothese zum 

Resistenzmechanismus der Persister ist die Toleranzentwicklung gegenüber den 

eingesetzten Antibiotika, indem eben jener Stoffwechselweg, an dem die Wirkung des 

Antibiotikums ansetzt, eingestellt wird (Lewis, 2005). Dabei entstehen einzelne, ruhende 

Zellen, gegen die auch hoch-bakterizide Antibiotika keine Wirkung zeigen. Untersucht man 

die Genexpression überlebender Persister nach Antibiotika-Exposition, so stößt man auf 

zahlreiche Gene der Stress-Antwort sowie auf Gene sogenannter Toxin-Antitoxin-Module 

(Kim and Wodd, 2010; Leung and Levesque, 2012; Li and Zhang, 2007; Wang and Wood, 

2011). Die entstehenden Toxine liegen unter normalen Bedingungen in inaktivem Zustand 

vor, können aber bei Degradation des schützenden Antitoxins entweder zum Zelltod oder 

zum vollständigen Stillstand des Zellwachstums führen. Letztgenannter Mechanismus könnte 

die Antibiotika-Toleranz der Persister erklären.  

 

1.2 Voraussetzungen für diese Arbeit  

Voraussetzungen für diese Arbeit waren die bisherigen Erkenntnisse über die 

Pathophysiologie von S. epidermidis-Infektionen und Biofilm-Bildung, zuletzt die Isolierung 

des Polysaccharid interzellulären Adhäsins durch Mack et al. (Mack et al., 1996a) sowie die 

Identifizierung des icaADBC-Genlocus als genetisches Korrelat (Mack et al., 2000b).  

Voraussetzung war ebenfalls die Bereitstellung der drei verwendeten Wildtypen mit ihren 

isogenen biofilmnegativen Tn917-Transposon-Mutanten (Mack et al., 1992; Mack et al., 

1996b; Mack et al., 1999; Mack et al., 2002; Nedelmann et al., 1998).  

 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Erstellung eines Systems zur Etablierung von nativen 

Biofilmen und Resistenz-Testung von biofilm-positiven und biofilm-negativen angehefteten 

Zellen an einer transferierbaren Oberfläche. Dieses Modell dient sowohl zur Resistenz-

Testung angehefteter biofilm-positiver und biofilm-negativer S. epidermidis-Stämme, als 

auch zum Vergleich zwischen biofilm-positiven und biofilm-negativen S. epidermidis 

bezüglich der Resistenz gegen Antibiotika.  

Ein weiteres Ziel war die Erprobung dieses neuen Modells anhand einiger gut 

charakterisierter S. epidermidis-Stämme und ihrer biofilm-negativen Mutanten. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Brutschrank    

Kühlzentrifuge Megafuge 1.0 R 

Sicherheitswerkbank Lamin Air HB 

2448     

Heraeus-Christ, Osterode 

    

Schüttelinkubator Lab-Shaker B. Braun, Melsungen 

Digital pH-Meter HI 9024  HANNA Instruments, USA  

Digital pH-Meter 646 Knick, Berlin 

Waage Delta Range PC 4400 Mettler Waagen GmbH, Gießen 

Feinwaage 2432  Sartorius, Göttingen 

Digital Sonifier Modell 250 D 

Sonifier Microtip  

Branson, Danbury, USA   

Spectrophotometer DU 530 Beckmann, München 

Lötpistole Meister, Wuppertal 

TSP Polysorp 

Microwell-Platten 96-well  

Microwell-Platten 96-well Nunclon 

Delta  

Nunc, Roskilde 

    

   

 

2.1.2 Chemikalien 

Poly-l-Lysin   

Poly-l-Glutamat 

Reserpin 

Sigma-Aldrich Chemicals, St. Louis, USA 
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D(+)-Glucose 

Methanol 

Ethanol absolut 

1M HCl 

K2 HPO4 

87% Glycerin 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

Merck, Darmstadt 

NaCl  J.T.Baker, Deventer, Holland 

NaOH  Roth, Karlsruhe 

Fibronectin (pure)  Boehringer, Mannheim  

  

2.1.3 Antibiotika und antibiotisch wirksame Substanzen 

Es wurden für jeden Versuch frische Stammlösungen mit einer Konzentration von 10 mg/ml 

hergestellt. Dabei wurden die Antibiotika nach Herstellerangaben in geeigneten 

Lösungsmitteln gelöst (Tabelle 1). Alle Antibiotika-Lösungen wurden dann gegebenenfalls 

mit Aqua dest. verdünnt.  

 

Tabelle 1: Antibiotika und Lösungsmittel  

Antibiotikum Lösungsmittel 

Penicillin G Natriumsalz  

Oxacillin Natriumsalz  

Vancomycin HCl  

Gentamicin Sulfat 

(Sigma-Aldrich Chemicals,  St. Louis, 

USA) 

Aqua dest. 

Rifampicin 

Gramicidin D  

(Sigma-Aldrich Chemicals,  St. Louis, 

USA) 

Methanol 

Linezolid  

(Pharmacia & Upjohn, Erlangen) 

Ethanol absolut 

Ciprofloxacin  

Moxifloxacin 

(BayerAG, Leverkusen) 

Hälfte des Volumens in Aqua dest., Rest 

in 0,1 M NaOH tropfenweise 
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Gemifloxacin 

(Smith Kline Beecham, Worthing, 

West Sussex, U.K.) 

Nisin 

(Sigma-Aldrich Chemicals,  St. Louis, 

USA) 

1M HCl, danach steril filtrieren (Thomas 

and Wimpenny, 1996) 

Gatifloxacin  

(Bristol-Myers Squibb Company, 

Princeton, USA) 

Bereits als Injektionslösung mit einer 

Konzentration von 10 mg/ml vorliegend 

 

Für die Agardiffusionsmethode verwendete Testblättchen: 

BD Sensi-Disc (Becton Dickinson, Cockeysville, Ma, USA) enthaltend Penicillin G, 

Flucloxacillin, Ampicillin, Ampicillin/Sulbactam, Cefuroxim, Gentamicin, Netilmicin, 

Clindamycin, Erythromycin, Tetrazyklin, Cotrimoxazol (Trimethoprim und Sulfamethoxazol) 

sowie Ciprofloxacin.  

 

2.1.4 Medien 

Alle Medien wurden in VE-Wasser angesetzt und danach autoklaviert. 

 

TSB (Tryptic Soy Broth): 

Becton Dickinson, Cockeysville, Ma. (USA) 30 g TSB (17 g Casein-Hydrolysat, 3 g 

Sojabohnen-Extrakt, 5 g NaCl, 2,5 g K2PO4, 2,5 g Dextrose), ad 1000 ml H2O. 

 

TSB (Tryptic Soy Broth) ohne Glucose: 

17 g Trypton (Oxoid, Basingstoke/England); 3 g neutralisiertes Soja Pepton (Oxoid, 

Basingstoke/England); 5 g NaCl; 2,5 g K2HPO4, ad 1000 ml H2O. 

 

MH (Müller-Hinton)-Brühe: 

Becton Dickinson, Cockeysville, Ma. (USA) 22 g MH (17,5 g Casein-Hydrolysat, 3 g 

Rindfleisch-Extrakt, 1,5 g Stärke), ad 1000 ml H2O. 

 

LSLB (Low Salt Luria Bertani)-Brühe: 

10 g Trypton (Difco, Detroit/ USA); 5 g Hefe-Extract (Difco, Detroit/ USA); 5 g NaCl, ad 1000 

ml H2O 
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Einfriermedium: 

1,5 g Bacto Pepton (Difco, Detroit/ USA), ad 100 ml H2O und 60 ml 87% Glycerin wurden 

getrennt autoklaviert und anschließend vermischt.  

 

2.1.5 Stämme 

 
Tabelle 2: In der Arbeit verwendete S. epidermidis-Stämme 
 

Stämme Referenz Biofilm Beschreibung Resistenz-Profil 

1457c (Mack et al., 1992) 
(Mack et al., 1996b)  

+++ Wildtyp (Isolat 
infizierter zentraler 
Venenkatheter) 

- 

1457-M10 (Mack et al., 1999)  - Isogene biofilm-
negative icaA-
Tn917 Mutante  

ery  

     
1057 (Nedelmann et al., 

1998) 
+ Wildtyp (Isolat 

infizierter zentraler 
Venenkatheter) 

oxa, gm, cot, tet 

1057-M10 (Mack et al., 2002)  - Isogene biofilm-
negative icaA-
Tn917 Mutante 

s.o., ery 

     
9142 (Mack et al., 1999)  ++ Wildtyp (Isolat 

Blutkultur) 
pen, cip, cot 

9142-M10 (Mack et al., 1999) - Isogene biofilm-
negative icaA-
Tn917 Mutante 

s.o., ery 

     

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Beurteilung der Biofilm-Bildung 

Der Biofilm-Test wurde nach der modifizierten Christensen-Methode (Christensen et al., 

1982; Mack et al., 2001) durchgeführt. Von frischen Übernachtkulturen des jeweiligen 

Stammes auf Columbia-Blutagar wurde in TSB ohne Glucose beimpft und bei 90 - 110 rpm 

und 37°C über 4 – 8 h eine Schüttelkultur angezüchtet. Diese Vorkultur wurde 1:100 in TSB 

verdünnt und zu je 200 µl/well in eine Nunclon-Delta-Microwell-Platte pipettiert, wobei für 

jeden Stamm vier Wells gefüllt wurden. Die Platte wurde anschließend über Nacht (18 – 24 

h) bei 37°C inkubiert. 

Nach der Inkubation wurde die Platte viermal mit je 200 µl/well PBS gewaschen und durch 

Ausschlagen geleert. Der Biofilm bzw. die angehefteten Bakterien am Boden der wells 

wurden an der Luft getrocknet und schließlich mit je 150 µl/well Gentianaviolett fünf Minuten 

gefärbt. Nach dem Ausspülen unter fließendem Leitungswasser wurde die Absorption des 
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gefärbten Bakterienfilms auf dem Boden der Platte bei 570nm Wellenlänge in einem BEPII-

Photometer gemessen. Es wurde mit einer Referenzwellenlänge von 405 nm im evaluation 

mode 3 gemessen. Aus den vier Einzelwerten wurde ein Mittelwert gebildet. Ab einer OD570 

von 0,1 wurde ein Stamm als biofilm-positiv bewertet. 

 

2.2.2 Resistenz-Testung mittels Agardiffusionstest  

Die Charakterisierung der verwendeten Stämme anhand des Resistenzprofils wurde mittels 

einer Standard-Resistenz-Testung durch Agardiffusionsmethode vorgenommen. Vom 

jeweiligen Stamm wurde eine Suspension mit einer Trübung von McFarland 0,5 hergestellt 

(McFarland, 1907). Diese wurde mit einem Abstrichtupfer deckend in drei Schichten auf je 

zwei MH-Agar-Platten aufgetragen. Auf die beimpften Platten wurden je sechs 

Antibiotikatestblättchen gestempelt. Die Platten wurden über Nacht (18 – 24 h) bei 37°C 

inkubiert und am nächsten Tag entsprechend der Grenzwerte der DIN ausgewertet. 

Auf die erste Platte kamen Blättchen, die Penicillin G, Flucloxacillin, Ampicillin, Ampicillin in 

Kombination mit Sulbactam, Cefuroxim und Gentamicin enthielten. Auf die zweite Platte 

kamen Blättchen, welche Netilmicin, Clindamycin, Erythromycin, Tetrazyklin, Cotrimoxazol 

(Trimethoprim und Sulfamethoxazol) und Ciprofloxacin enthielten.  

 

2.2.3 Anheftung an den Zapfen des Transferable Solid Phase (TSP)-Aufsatzes 

Wir wählten für die Resistenztestung eine Transferable-Solid-Phase (TSP)-Platte mit 96 

Zapfen und einer Polysorp-Oberfläche. Es wurden unbeschichtete Platten sowie mit 

Fibronectin, Poly-L-Lysin und Poly-L-Glutamat beschichtete Platten eingesetzt. Die 

jeweiligen Beschichtungen erfolgten wie nachfolgend beschrieben. 

Das Fibronectin wurde nach Herstellerangaben in Aqua dest. gelöst und als Stammlösung 

mit einer Konzentration von 1 mg/ml bei -20°C gelagert. Zur Beschichtung wurde die 

Stammlösung mit PBS auf eine Konzentration von 5 µg/ml verdünnt und zu je 200µl/well in 

eine Microwell-Platte gegeben. Diese wurde dann mit der TSP-Platte über 18 – 24 h im 

Kühlschrank bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde die TSP-Platte einmal in 

200µl/well PBS gewaschen und ohne Trocknen sofort beimpft. Poly-L-Lysin und Poly-L-

Glutamat wurden in PBS in einer Konzentration von 25 mg/ml bzw. 12,5 mg/ml gelöst und 

bei -20°C gelagert. Die Beschichtung wurde entsprechend der Methode von Budd et al. 

(Budd et al., 1989) durchgeführt. Hierbei wurde Poly-L-Lysin bzw. Poly-L-Glutamat mit PBS 

auf eine Endkonzentration von 20 µg/ml verdünnt und zu je 200 µl/well in eine Microwell-

Platte pipettiert. Die TSP-Platte wurde in dieser Verdünnung 2 Stunden bei 37°C inkubiert, 

vorsichtig entfernt und 0,5–3 Stunden unter sterilen Bedingungen in einer 

Sicherheitswerkbank getrocknet. 
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Der Aufsatz wurde mit den verwendeten S. epidermidis-Stämmen unter den verschiedenen 

Bedingungen beimpft. Es wurde eine Vorkultur von einer frischen Übernachtkultur auf 

Columbia-Blutagar in 5 ml TSB angesetzt und über 4 – 8 Stunden bei 90 – 110 rpm bei 37°C 

inkubiert. Diese Vorkultur wurde dann zu je 150 µl/well in eine Mikrotiter-Platte pipettiert und 

mit der TSP-Platte 1,5 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde die 

TSP-Platte direkt in eine Mikrotiter-Platte mit frischem TSB (150 µl/well) transferiert und über 

Nacht (18 – 24h) bei 37°C inkubiert. Die Biofilm-Bildung an den Zapfen wurde kontrolliert, 

indem die TSP-Platte viermal in PBS gewaschen, fünf Minuten mit Gentianaviolett gefärbt 

und die Biofilm-Bildung dann makroskopisch beurteilt wurde. Hierbei wurde die Einstufung 

der jeweiligen Stämme im Biofilm-Test als Vergleichsmaßstab herangezogen. Im Folgenden 

wurden die Versuche nach Beschichtung mit Poly-L-Lysin durchgeführt. 

 

2.2.4 Zellzahlbestimmung von den Zapfen der TSP-Platte  

Zur Zellzahlbestimmung an den Zapfen wurden von der TSP-Platte nach Inkubation die 

bewachsenen Zapfen mittels einer Lötpistole getrennt und mit einer sterilen Pinzette in 2 ml 

PBS überführt. Es wurden von jedem der verwendeten S. epidermidis-Stämme pro Versuch 

fünf Zapfen untersucht.  

Die an den Zapfen angehefteten Zellen wurden durch Ultraschall mobilisiert. Neben einer 5 

min Behandlung im Ultraschallbad erfolgte alternativ die Beschallung mit der Microtip-Spitze 

des Digital Sonifiers über 30s, 60s oder 2mal 30s, mit Amplituden von 40, 50, 60 und 70%. 

Es wurde jeweils die Anzahl Koloniebildender Einheiten (KBE) auf MH-Agar bestimmt. Das 

Ausmaß der noch vorhandenen Konglomerate wurde lichtmikroskopisch nach Gram-Färbung 

eingeschätzt.  

Die Zapfen wurden schließlich mit dem Microtip des Digital Sonifiers insgesamt eine Minute 

in einem Eiswasserbad beschallt. Die Beschallung erfolgte über 2mal 30s mit einer 

dazwischenliegenden Pause von 30s bei einer Amplitude von 50%.  

Die entstandene Suspension wurde in 10er Schritten verdünnt, von jeder Verdünnungsstufe 

wurden jeweils 100µl deckend auf je drei MH-Agar-Platten ausgeimpft und nach Bebrüten 

(37°C) über 18 – 24h ausgezählt. Die Verdünnungsstufe mit der optimal auszählbaren 

Kolonienzahl (150 – 400 Kolonien/Platte) wurde ausgewertet und die Gesamtzahl der 

KBE/Zapfen berechnet.  

 

2.2.5 Gramfärbung 

Sollte nach der Ultraschallbehandlung die Zahl der vorhandenen Konglomerate eingeschätzt 

werden, so geschah das lichtmikroskopisch nach Gramfärbung. Zunächst erfolgte der 

Ausstrich von 20 µl Bakterien-Suspension auf einem Objektträger, Lufttrocknen in der 
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Sicherheitswerkbank und Flammenfixierung. Im ersten Färbeschritt Überschichtung des 

Präparates mit Gentianaviolett für 1min, im Anschluss folgte die Überschichtung mit 

Lugol‘scher Lösung für 1 min und danach mehrfache Überschichtung mit 96 % Ethanol bis 

kein Auswaschen der Farbe mehr sichtbar war. Zuletzt wurde das gefärbte Präparat 

gewaschen, getrocknet und am Lichtmikroskop beurteilt. 

 

2.2.6 Zellzahlbestimmung planktonischer Zellen 

Es wurden Zellzahlbestimmungen planktonischer Zellen in Bakterien-Suspensionen 

verschiedener optischer Dichte durchgeführt. Es wurde zunächst eine standardisierte 

Suspension mit einer Trübung von McFarland 0,5 hergestellt. Dazu wurden frische 

Übernacht-Kolonien von Columbia-Blutagar verwendet und in 0,9% NaCl suspendiert. Die 

Suspension wurde dann optisch mit einem McFarland 0,5-Standard verglichen, um eine 

Zellzahl von etwa 108 Kolonie-Bildenden-Einheiten (KBE)/ml zu erhalten (McFarland, 1907). 

Zusätzlich wurde eine Suspension verwendet, die bei 600nm Wellenlänge im 

Spectrophotometer eine optische Dichte von 1,5 aufwies.  

Zur Zellzahlbestimmung wurden beide Suspensionen in 10er Schritten verdünnt und von 

jeder Verdünnung wurden jeweils 100µl deckend auf drei MH-Agar-Platten ausgeimpft. Die 

Platten wurden für 18 bis 24h bei 37°C bebrütet und ausgezählt. Dabei wurde jeweils die 

Verdünnungsstufe gewertet, bei der Koloniezahlen zwischen 150 und 400 Kolonien pro 

Platte vorlagen. Die erhaltenen drei Werte wurden gemittelt und auf 1 ml hochgerechnet.  

 

2.2.7 Bestimmung der Minimalen-Hemm-Konzentration (MHK) 

Wir führten für jeden verwendeten Stamm und jedes verwendete Antibiotikum eine 

Bestimmung der Minimalen-Hemm-Konzentration (MHK) durch. Die Bestimmung der MHK 

wurde leicht modifiziert nach dem NCCLS-Standard durchgeführt (Jorgensen et al., 1999). 

Zunächst wurde eine fortlaufende 1:2 Verdünnungsreihe des Antibiotikums in Müller-

Hinton(MH)-Medium hergestellt. Für die Lantibiotika Nisin und Gramicidin D wurden die 

Versuche in Low Salt Luria Bertani Broth (LSLB) durchgeführt. Für die Versuche wurde die 

Antibiotika-Lösung jeweils direkt in das Medium gegeben, um eine größere Genauigkeit zu 

erreichen. Die Verdünnungsreihe wurde zu je 150 µl/well in eine Microwell-Platte gegeben 

und mit je 2µl McFarland-0,5-Suspension (entsprechend einem Inokulum von 2x104 KBE/well 

bis 3x105 KBE/ml) oder 10µl einer OD600 1,5 Suspension (entsprechend einem Inokulum von 

6x106 KBE/well bis 4x107 KBE/ml) inokuliert. 

Die Platte wurde für 18 – 24h bei 37°C inkubiert und anschließend ausgewertet. Zur 

Auswertung wurde die Trübung der Vertiefungen beurteilt und als MHK-Wert die 

Konzentration angenommen, deren Vertiefung als erste ungetrübt war.  
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Für Gyrasehemmer-resistente Stämme wurden die Gyrasehemmer zusätzlich in 

Kombination mit Reserpin getestet. Für diese Versuche wurde das Reserpin in DMSO gelöst 

und in einer Konzentration von 10µg/ml dem Medium zugesetzt (Roychoudhury et al., 2001).  

 

2.2.8 Bestimmung der Minimalen-Bakteriziden-Konzentration (MBK) 

Im Rahmen der Resistenztestung planktonischer Zellen wurde zusätzlich zur MHK auch die 

Minimale-Bakterizide-Konzentration MBK bestimmt. Dazu wurden aus einer MHK-Platte je 

10µl aus allen nicht bewachsenen Vertiefungen ab dem MHK-Wert auf geviertelte Columbia-

Blutagar-Platten ausgeimpft und nach Inkubation über 18 bis 24h bei 37°C ausgewertet. 

Dabei wurde als MBK-Wert die Konzentration angenommen, bei der als erster kein 

Wachstum mehr auftrat. Da der Begriff MBK für eine MHK mit einem Inokulum von 

McFarland 0,5 definiert ist, verwendeten wir für die Versuche mit dem Inokulum von OD600 

1,5 stattdessen den Begriff Komplett-bakterizide-Konzentration (KBK).  

 

2.2.9 Bestimmung der Minimalen-Anheftungstötenden-Konzentration (MAK)  

Wir führten Versuche mit der neuentwickelten Methode der Resistenztestung unter 

Anheftungsbedingungen mit allen verwendeten Stämmen und allen verwendeten Antibiotika 

durch. Es wurden für alle Versuche Negativ-Kontrollen durchgeführt. Kontaminierte Versuche 

wurden nicht gewertet. 

 

 

Abb. 1: MAK Bestimmung  

Ablauf: 1. Beschichtung der Zapfen mit Poly-L-Lysin; 2. Anheftung der Stämme aus frischer 

Übernachtkultur; 3. Etablierung von Biofilmen der Wildtypstämme in frischem Medium; 4. 
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Inkubation in antibiotikahaltigem Medium; 5. Anzucht persistierender Zellen in frischem 

Medium; 6. Auswertung der MAK 

 

Tag 1:  

Als erster Schritt erfolgte die Beschichtung mit Poly-L-Lysin mit 200 µl/well über 2 h bei 37°C 

(1.). Nach Trocknen der beschichteten TSP-Platte über 0,5 – 3 h erfolgte die Beimpfung mit 

frischen Vorkulturen mit 150 µl/well über 1,5 h bei 37°C (2.). Nach der Anheftungsphase 

wurde die TSP-Platte ohne Waschzyklus in eine neue Platte mit frischem TSB (150 µl/well) 

gegeben und für 18 bis 24h bei 37°C inkubiert (3.). 

 

Tag 2: 

Die Antibiotika-Verdünnung wurde in Müller-Hinton(MH)-Medium wie für eine MHK-

Bestimmung angesetzt und mit 200 µl/well in eine Platte gegeben. Der hierbei abgedeckte 

Verdünnungsbereich wurde an die zuvor bestimmten MHK- und MBK-Werte des jeweiligen 

Stammes angepasst. Die TSP-Platte wurde direkt von der Anzucht-Platte in die Antibiotika-

Verdünnung gegeben und wiederum für 18 bis 24 h bei 37°C inkubiert (4.). 

 

Tag 3:  

Es erfolgte das Waschen der TSP-Platte in PBS (200 µl/well) für 30s zur Entfernung 

überschüssigen Antibiotikums und die Überführung in eine frische Wiederanzucht-Platte 

(TSB mit 150 µl/well) (5.). Erneute Inkubation für 18 bis 24h bei 37°C. 

 

Tag 4:  

Zur Auswertung der MAK wurde die Trübung der Vertiefungen in der Wiederanzucht-Platte 

beurteilt. Als Minimale-Anheftungstötende-Konzentration (MAK) wurde diejenige Antibiotika-

Konzentration gewertet, die eine Konzentrationsstufe über dem jeweils letzten getrübten Well 

lag. Es wurde eine MAK bei Ende des homogenen Wachstums bestimmt und als MAKhomo 

bezeichnet, sowie eine MAK nach dem allerletzten bewachsenen Well. Letztere wurde als 

MAKhetero bezeichnet. Alle jenseits der MAKhomo bewachsenen Wells wurden erneut 

ausplattiert. Es wurde die Identität der jeweiligen Stämme mit dem Agardiffusionstest 

sichergestellt, um eine Kontamination auszuschließen.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der verwendeten S. epidermidis-Stämme 

Zunächst wurden die verwendeten Wildtypstämme mit ihren korrespondierenden biofilm-

negativen Mutanten charakterisiert. Dazu wurde das Biofilmverhalten geprüft, um einen 

Vergleichsmaßstab für die Stärke der makroskopisch an den Zapfen zu erwartenden Biofilm-

Bildung zur Verfügung zu haben. Weiterhin wurde eine Resistenztestung mittels 

Agardiffusionstest durchgeführt, um ein reproduzierbares Resistenzprofil zu erhalten, das 

eine einfache Identifizierung der Stämme ermöglichen sollte.  

 

3.1.1 Beurteilung der Biofilm-Bildung 

Das Biofilmverhalten der verschiedenen Stämme wurde mittels eines semiquantitativen 

Biofilm-Test geprüft (Mack et al., 2001). Als biofilm-positiver Phänotyp wurde eine OD570 von 

> 0,1 definiert. Alle getesteten Stämme zeigten ein eindeutiges Ergebnis (Tabelle 3). Der 

Test wurde jeweils 3-mal durchgeführt und ein Mittelwert für die OD570 gebildet.  

 

Tabelle 3: AD570 und Biofilmverhalten der getesteten Stämme 

Stämme OD570 Biofilmverhalten 

1457c  1,27 positiv 

1457-M10 0,01 negativ 

1057 0,66 positiv 

1057-M10 0,01 negativ 

9142 0,96 positiv 

9142-M10 0,01 negativ 

 

Erwartungsgemäß zeigten alle Wildtypstämme einen biofilm-positiven Phänotyp, während 

alle PIA-negativen Mutanten gleichermaßen biofilm-negativ waren.  

 

3.1.2 Resistenztestung mittels Agardiffusionstest 

Für alle eingesetzten Stämme wurde die Resistenztestung für die initiale Charakterisierung 

mit dem Agardiffusionstest durchgeführt. Es zeigte sich, dass alle Stämme ein 

charakteristisches und reproduzierbares Resistenzprofil aufwiesen, so dass in späteren 

Experimenten eine schnelle und zuverlässige Identifikation möglich war (Tabelle 4).  
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Tabelle 4: Resistogramme der verwendeten Stämme und ihrer Mutanten 

Antibiotikum 1457c/1457-10 1057/1057-M10 9142/9142-M10 

Penicillin G 
40/401 

sensibel2 

21/11 

resistent 

21/20 

resistent 

Flucloxacillin 
40/40 

sensibel 

24/18 

sensibel 

34/32 

sensibel 

Ampicillin 
40/40 

sensibel 

19/15 

resistent 

24/22 

intermediär 

Unacid 
40/40 

sensibel 

29/27 

sensibel 

34/33 

sensibel 

Cefuroxim 
40/40 

sensibel 

32/31 

sensibel 

37/35 

sensibel 

Gentamicin 
28/30 

sensibel 

15/16 

sensibel 

29/27 

sensibel 

Netilmicin 
30/32 

sensibel 

29/28 

sensibel 

31/29 

sensibel 

Clindamycin 
29/0 

sens./res. 

29/0 

sens./res. 

26/0 

sens./res. 

Erythromycin 
32/0 

sens./res. 

31/0 

sens./res. 

30/0 

sens./res. 

Tetrazyklin 
32/32 

sensibel 

12/11 

resistent 

32/32 

sensibel 

Cotrimoxazol 
29/29 

sensibel 

0/0 

resistent 

10/2 

resistent 

Ciprofloxacin 
34/32 

sensibel 

32/32 

sensibel 

18/16 

intermediär 

1
Hemmhofdurchmesser in mm 

2
Resistenzverhalten nach NCCLS 

 

Die Wildtypstämme unterschieden sich von den korrespondierenden Mutanten jeweils durch 

die auf dem Transposon Tn917 kodierte Resistenz gegenüber Erythromycin und 

Clindamycin (erm). Der Stamm S. epidermidis 1057 trägt das Gen mecA und ist somit 

genetisch als Methicillin-resistenter S. epidermidis (MRSE) einzuordnen. Diese Eigenschaft 
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kann jedoch in der Resistenztestung mittels Agardiffusion nicht nachgewiesen werden, da 

die Expression des Proteins PBP2a nur nach einer spezifischen Induktion erfolgt, welche in 

diesem Standardtest nicht ausreichend ist. 

 

3.2 Etablierung der Kultur an den Zapfen der TSP- Polysorp-Platte 

Nach ausreichender Charakterisierung der S. epidermidis-Stämme galt es eine 

Oberflächenkultur zu etablieren, die sich leicht von einem Medium in ein anderes 

transferieren lässt, um eine schnelle Resistenztestung zu ermöglichen. In Anlehnung an das 

MBECTM-Device von Ceri et al. (Ceri et al., 1999) wählten wir dafür die Zapfen einer 

Transferable-Solid-Phase (TSP)-Platte, welche sich zwischen Mikrotiter-Platten transferieren 

lässt.  

Die für die Biofilmtestung eingesetzte NunclonDelta-Oberfläche ist eine für die Kultivierung 

adhärierender Zellen optimierte Polymeroberfläche. Die für die geplanten Untersuchungen 

eingesetzten Deckelplatten mit 96 Zapfen (TSP-Platten) sind nicht mit dieser Oberfläche 

erhältlich, sondern werden vom Hersteller (Nunc) für die Adhäsion von Proteinen für die 

ELISA-Testung optimiert (Polysorpoberfläche).  

Zunächst sollte überprüft werden, ob die zu untersuchenden Stämme auf der nativen 

Polysorpoberfläche adhärieren und einen Biofilm ausbilden können. Dabei wurden die 

unbehandelten TSP-Platten über eine Mikrotiter-Platte mit frischen Vorkulturen beimpft und 

in eine Wachstumsplatte transferiert. Nach Inkubation für 18 bis 24h und Anfärbung mit 

Gentianaviolett war selbst für den stark biofilm-positiven S. epidermidis-Stamm 1457c 

makroskopisch keinerlei Biofilm-Bildung erkennbar.  

Daher musste die Oberfläche der Zapfen also vorbehandelt bzw. beschichtet werden, um 

eine stabile Anheftung und Kultur etablieren zu können. Da es im Körper schnell zu einer 

Sättigung von Polymeroberflächen mit Plasma-Proteinen kommt und an derartigen 

Oberflächen S. epidermidis gut anheften kann, führten wir in Anlehnung an diesen Vorgang 

zunächst eine Beschichtung mit Fibronectin durch. Damit ließ sich zwar beim stark biofilm-

positiven Stamm S. epidermidis 1457c eine geringe Biofilm-Bildung erreichen, aber kein 

reproduzierbarer, homogener Biofilm etablieren. Der Biofilm war bei jedem Versuch 

unterschiedlich stark ausgeprägt und inhomogen, die schwächer biofilm-positiven Stämme 

1057 und 9142 bildeten gar keinen sichtbaren Biofilm aus, so dass dieser Weg nicht weiter 

verfolgt wurde. 

Unter der Annahme, dass durch polare Wechselwirkungen eine bessere Bindung und 

dadurch Biofilm-Bildung möglich ist, führten wir eine Beschichtung mit Poly-L-Lysin bzw. 

Poly-L-Glutamat durch. Nach Beschichtung mit beiden Substanzen ließ sich ein gut 
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sichtbarer Biofilm etablieren, aufgrund der allgemein größeren Erfahrung mit dieser Substanz 

wurde im weiteren Verlauf Poly-L-Lysin verwendet (s. Abb. 2).  

 

 

Abb. 2: Anheftung an den Zapfen einer TSP-Platte nach Poly-L-Lysin-Beschichtung. 

Dargestellt sind der stark biofilm-positive Wildtypstamm S. epidermidis 1457c und der 

schwach biofilmbildende Stamm 9142, sowie ihre korrespondierenden Biofilm-negativen 

Mutanten nach Färbung mit Gentianaviolett. 

 

3.3 Zellzahlbestimmung angehefteter und planktonischer Zellen 

3.3.1 Zellzahlbestimmung der angehefteten Zellen an den Zapfen 

Nachdem es gelungen war, einen makroskopisch gut sichtbaren, homogenen Biofilm zu 

etablieren, bestimmten wir die Zahl angehefteter Zellen an den Zapfen, um Informationen 

über die Inokula der folgenden Resistenztestung zu erhalten.  

Um die Zellzahl an den Zapfen zuverlässig und reproduzierbar bestimmen zu können, 

musste eine Methode zur Mobilisierung der Zellen von der Oberfläche und aus dem Biofilm 

etabliert werden. Um jeden Zapfen einzeln untersuchen zu können, wurden diese mit der 

Lötpistole von der TSP-Platte abgetrennt und mit einer sterilen Pinzette in PBS überführt. Die 

am Zapfen anheftenden Zellkonglomerate im Biofilm wurden mit Ultraschall aufgebrochen, 

um die Bakterien von der Oberfläche der Zapfen zu mobilisieren und bei den biofilm-

positiven Stämmen zusätzlich die Zell-Zell-Verbindungen zu lösen. Durch die zunächst 

durchgeführte Behandlung der Zapfen im Ultraschallbad konnte keine ausreichende 

Mobilisierung der Zellen erreicht werden, so dass die gezielte Behandlung mit dem Microtip 

des Digital Sonifiers erfolgte. Dieser erlaubt eine intensivere, lokalisierte 

Ultraschallbehandlung.  

Es galt hier einen Mittelweg zwischen intensiver Ultraschallbehandlung zur Lösung der Zell-

Zell-Bindungen und dem Absterben der Zellen bei zu intensiver Behandlung zu finden. Das 
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optimierte Protokoll bestand aus einer Behandlung von zweimal 30s bei einer Amplitude von 

50%. Im Intervall von 30s wurde das Probengefäß in Eiswasser gekühlt, um ein Absterben 

der Zellen durch zu große Hitzeentwicklung auf ein Minimum zu beschränken. Durch diese 

Behandlung konnte die höchste Zahl an kolonie-bildenden Einheiten (KBE) mobilisiert 

werden, gleichzeitig konnten mikroskopisch im Gram-Präparat nur noch wenige intakte 

Zellkonglomerate identifiziert werden. Die in Tabelle 5 aufgeführten Daten sind mit dieser 

Methode erhoben worden.  

 

Tabelle 5: Zellzahlen an den Zapfen 

Stämme KBE/ml KBE/Zapfen KBE/Zapfen-Range 

1457c 3x10
6
 6x10

6
 4x10

6
-8x10

6
 

1457-M10 1x10
4
 2x10

4
 1x10

4
-4x10

4
 

1057 2x10
4
 4x10

4
 8x10

3
-1x10

5
 

1057-M10 8x10
3
 2x10

4
 2x10

3
-4x10

4
 

9142 2x10
4
 4x10

4
 2x10

4
-8x10

4
 

9142-M10 7x10
3
 1x10

4
 8x10

2
-4x10

4
 

 

Aufgrund der relativ großen Schwankungsbreite der Zellzahlen vor allem bei den biofilm-

negativen S. epidermidis-Stämmen ist zusätzlich zum Mittelwert jeweils die 

Schwankungsbreite der Zellzahlen pro Zapfen angegeben (KBE/Zapfen-Range) (Tabelle 5). 

Für jeden Stamm wurden bei jedem Versuch fünf Zapfen untersucht und die Werte gemittelt, 

der Versuch wurde jeweils 3mal durchgeführt.  

Bei den Stämmen 1057 und 9142 betrugen die Mittelwerte der biofilm-positiven Wildtypen 

das Doppelte bzw. das Vierfache der Werte für die biofilm-negativen Mutanten. Beim Stamm 

1457c und seiner Mutante wies der Wildtyp einen 300fach höheren Mittelwert auf als seine 

biofilm-negative Mutante.  

 

3.3.2 Zellzahlbestimmung planktonischer Zellen 

3.3.3 Zellzahlbestimmung der McFarland-0,5-Suspension 

Um zu untersuchen, inwieweit das Inokulum bei eventuell auftretenden 

Resistenzunterschieden eine Rolle spielte, war es notwendig, Zellzahlbestimmungen des 

planktonischen Inokulums der Standard-MHK durchzuführen. 

Wir bestimmten zunächst die Zellzahlen des McFarland 0,5-Inokulums, dabei führten wir die 

Versuche 3mal durch und bildeten einen Mittelwert (Tabelle 6). Es ist zunächst die Zellzahl 

pro Milliliter angegeben, dann die daraus berechneten Zellzahlen für das standardmäßig 

gewählte Inokulum von 2µl. Auch hier ist die Schwankungsbreite in KBE/2µl abgegeben. 

Fettgedruckt sind in Tabelle 6 die KBE, die gut mit den KBE an den Zapfen für den jeweiligen 

Stamm korrespondieren.  
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Tabelle 6: Zellzahlen des McFarland 0,5 Standard Inokulums 

Stämme KBE/ml KBE/2µl KBE/2µl-Range 

1457c 1x10
7
 2x10

4
 8x10

3
-4x10

4
 

1457-M10 1x10
7
 2x10

4
 8x10

3
-4x10

4
 

1057 2x10
7
 4x10

4
 1x10

4
-8x10

4
 

1057-M10 2x10
7
 5x10

4
 2x10

4
-8x10

4
 

9142 1x10
7
 2x10

4
 1x10

4
-4x10

4
 

9142-M10 2x10
7
 4x10

4
 2x10

4
-6x10

4
 

 

3.3.4 Zellzahlbestimmung der Suspension mit OD600 1,5 

Um auch für den Stamm 1457c eine planktonische MHK mit einem Inokulum, das den KBE 

an den Zapfen vergleichbar war, zu erhalten, wurde zusätzlich noch ein höheres Inokulum 

gewählt. Nach dem Testen verschieden konzentrierter Suspensionen wurden 10µl einer 

Suspension mit einer OD600 von 1,5 als hohes Inokulum gewählt. Auch für alle anderen 

S. epidermidis-Stämme wurde eine solche Suspension hergestellt (Tabelle 7). Die Versuche 

wurden 3mal durchgeführt und daraus jeweils der Mittelwert gebildet. Es sind die Zellzahl pro 

Milliliter angegeben, die Zellzahl pro 10µl als gewähltes hohes Inokulum sowie auch hier die 

Schwankungsbreite der Werte in KBE/10µl. Fett gedruckt ist in diesem Fall die Zellzahl pro 

10µl für den Stamm 1457c, weil sie sehr gut mit der Zellzahl an den Zapfen für diesen 

Stamm korrespondiert. 

 

Tabelle 7: Zellzahlen der OD600 1,5 Suspension 

Stämme KBE/ml KBE/10µl KBE/10µl-Range 

1457c 3x10
8
 3x10

6
 3x10

6
-4x10

6
 

1457-M10 5x10
8
 5x10

6
 4x10

6
-6x10

6
 

1057 7x10
8
 7x10

6
 5x10

6
-9x10

6
 

1057-M10 6x10
8
 6x10

6
 4x10

6
-8x10

6
 

9142 6x10
8
 6x10

6
 3x10

6
-1x10

7
 

9142-M10 6x10
8
 6x10

6
 3x10

6
-7x10

6
 

 

3.4 Resistenzbestimmung mit verschiedenen Inokula 

3.4.1 Minimale-Hemm-Konzentration (MHK) mit McFarland 0,5 

Die MHK diente als Standard-Methode zur Einordnung der Stämme in Resistenzmuster und 

als Vergleichsmaßstab für die neue Methode MAK. MHKs wurden mit den Antibiotika 

Vancomycin, Penicillin G, Oxacillin, Gentamicin, Rifampicin und Linezolid, vier 

verschiedenen Gyrasehemmern und den Lantibiotika Nisin und Gramicidin D durchgeführt. 

Die verwendeten Gyrasehemmer waren: Ciprofloxacin, Moxifloxacin, Gemifloxacin und 
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Gatifloxacin. Diese wurden auch in einer Kombination mit Reserpin getestet. Die Lantibiotika 

wurden exemplarisch nur für den Stamm 1457c und seine Mutante 1457-M10 getestet. 

In den Tabellen 8 bis 10 sind die nach NCCLS resistenten MHK-Werte jeweils fett gedruckt. 

  

Tabelle 8: MHK-Werte der Standard-Antibiotika und Linezolid 

Stämme Vancomycin Penicillin  Oxacillin Gentamicin Rifampicin Linezolid 

1457c 2
1
 0,03 0,25 0,25 0,015 1 

1457-M10 2 0,03 0,25 0,25 0,015 1 

1057 2 16 16 32 0,0072 1 

1057-M10 2 32 8 32 0,0072 1 

9142 2 32 0,25 0,125 0,0072 2 

9142-M10 2 32 0,25 0,125 0,0072 2 
1
 alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Tabelle 9: MHK-Werte der Gyrasehemmer 

Stämme Ciprofloxacin Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 0,25
1
 0,06 0,03 0,125 

1457-M10 0,25 0,06 0,03 0,125 

1057 0,25 0,125 0,03 0,125 

1057-M10 0,25 0,06 0,03 0,125 

9142 4 1 0,5 2 

9142-M10 8 1 0,5 1 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Tabelle 10: MHK-Werte der Lantibiotika 

Stämme Nisin Gramicidin D 

1457c 4
1
 1 

1457-M10 4 1 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 
 

3.4.2 Minimale-Bakterizide-Konzentration (MBK) mit McFarland 0,5 

Für alle MHK-Testungen wurden auch die korrespondierenden MBK-Werte erhoben, um das 

bakterizide Potential der einzelnen Antibiotika zu bestimmen (Tabelle 11-13). Auch diese 

Werte dienten als Vergleichsmaßstab für die folgende Resistenz-Testung der Bakterien in 

angeheftetem Zustand.  
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Tabelle 11: MBK-Werte der Standard-Antibiotika und Linezolid 

Stämme Vancomycin Penicillin Oxacillin Gentamicin Rifampicin Linezolid 

1457c 4
1
 4 16 0,5 2 64 

1457-M10 8 4 16 0,25 2 128 

1057 16 64 256 >512 0,06 128 

1057-M10 8 128 256 >512 0,25 128 

9142 2 128 32 2 0,06 128 

9142-M10 4 128 32 16 0,06 128 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Tabelle 12: MBK-Werte der Gyrasehemmer 

Stämme Ciprofloxacin Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 2
1
 0,5 0,25 0,125 

1457-M10 1 0,5 0,5 0,125 

1057 0,5 0,25 0,06 0,25 

1057-M10 0,5 0,125 0,06 0,125 

 9142 16 8 128 4 

9142-M10 16 4 128 2 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Tabelle 13: MBK-Werte der Lantibiotika 

Stämme Nisin Gramicidin D 

1457c 8
1
 8 

1457-M10 16 8 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

3.4.3 MHK und MBK der Gyrasehemmer mit Reserpin (McFarland 0,5) 

Für den Stamm 9142 und seine Mutante 9142-M10, die beide als Gyrasehemmer-resistent 

einzustufen sind, wurde für alle Gyrasehemmer eine MHK unter Zusatz von 10 µg/ml 

Reserpin durchgeführt. Da Reserpin bei Staphylokokken die NorA-Effluxpumpe hemmt, ging 

es darum, diesen Resistenzmechanismus entweder zu beweisen oder auszuschließen. Zur 

besseren Beurteilbarkeit dieses Resistenzmechanismus sind in Tabelle 14 und 15 die 

Vergleiche der MHK-Werte und MBK-Werte mit und ohne Reserpin aufgeführt.  

 

Tabelle 14: Vergleich der Gyrasehemmer MHK mit und ohne Reserpin 

Stämme 
Ciprofloxacin 

+ - 
Moxifloxacin 

+ - 
Gemifloxacin 

+ - 
Gatifloxacin 

+ - 

9142  4
1
 4 1 1  0,25 0,5  1 2 

9142-M10  8 8 1 1  0,5 0,5  2 1 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 
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Tabelle 15: Vergleich der Gyrasehemmer MBK mit und ohne Reserpin 

Stämme 
Ciprofloxacin 

+ - 
Moxifloxacin 

+ - 
Gemifloxacin 

+ - 
Gatifloxacin 

+ - 

9142  512
1
 16  2 8  2 128  4 4 

9142-M10  512 16  2 4  1 128  4 2 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Da die Ergebnisse mit und ohne Zusatz von Reserpin nicht signifikant unterschiedlich waren, 

konnte dieser Resistenzmechanismus ausgeschlossen werden. 

 

3.4.4 MHK mit erhöhtem Inokulum  

Die MHK wurde nach Standardbedingungen ermittelt und lediglich als Inokulum 10µl der 

Bakterien-Suspension mit einer OD600 von 1,5 gewählt. Deren KBE lagen zurückgreifend auf 

die obigen Zellzahlbestimmungen etwa 300fach oberhalb des Standard-Inokulums und 

korrespondierten damit mit den KBE des Stammes 1457c im Biofilm. Um die Werte richtig 

einschätzen zu können und etwaige Inokulum-Effekte besser beurteilen zu können, folgt in 

Tabelle 16 ein direkter Vergleich zwischen der MHK mit dem Standard-Inokulum McFarland 

0,5 und der MHK mit dem höheren Inokulum. Fettgedruckt sind in dieser Tabelle alle Werte, 

die einen Inokulum-Effekt zeigen.  

 

Tabelle 16: Inokulum-Effekte auf die MHK der Standard-Antibiotika und Linezolid 

Stämme Vancomycin Penicillin Oxacillin  Gentamicin  Rifampicin Linezolid 

 0,5² 1,5³ 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 

1457c 2
4
  8

1
 0,03 0,03 0,25 0,25 0,25 0,25 0,015 0,015 1 2 

1457-M10 2 8 0,03 0,03 0,25 0,25 0,25 0,25 0,015 0,015 1 8 

1057 2 8 16 256 16 512 32 128 0,0072 0,015 1 4 

1057-M10 2 8 32 256 8 512 32 128 0,0072 0,015 1 4 

9142 2 8 32 512 0,25 1 0,125 0,25 0,0072 0,015 2 8 

9142-M10 2 8 32 512 0,25 1 0,125 0,25 0,0072 0,015 2 4 
1
 Fettgedruckt sind alle Werte, die einen Inokulum-Effekt zeigen. 

² 2µl McFarland 0,5 Suspension 

³ 10 µl OD600 1,5 Suspension 

4 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Vancomycin war für alle Stämme ein Anstieg der MHK auf das Vierfache nachzuweisen. 

Penicillin zeigte für den Stamm 1457c und seine Mutante keinen Unterschied, für den Stamm 

1057 und seine Mutante war ein Anstieg auf das 16fache, bzw. das 32fache zu sehen, für 

den Stamm 9142 und seine Mutante ein 16facher Anstieg. Für Oxacillin waren für das 

Stammpaar 1457c keine Unterschiede zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das 32fache 

bzw. das 64fache, für 9142 ein Anstieg auf Vierfache. Für Gentamicin war für 1457c kein 

Unterschied zu sehen, für 1057 ein Anstieg auf das Vierfache, für 9142 ein Anstieg auf das 
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Doppelte. Für Rifampicin war für 1457c kein Unterschied zu sehen, für 1057 und 9142 

jeweils ein Anstieg auf das Doppelte. Für Linezolid war für 1457c ein Anstieg auf das 

Doppelte bzw. das Achtfache zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das Vierfache, für 

9142 ein Anstieg auf das Vierfache bzw. das Doppelte.  

Die MHK-Bestimmung unter diesen Bedingungen wurde auch für die Gyrasehemmer 

durchgeführt und in Tabelle 17 ist der Vergleich zwischen dem McFarland 0,5 und dem 

hohem Inokulum aufgeführt.  

 

Tabelle 17: Inokulum-Effekte auf die MHK der Gyrasehemmer 

Stämme Ciprofloxacin Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

 0,5² 1,5³ 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 

1457c 0,25
4
  32

1
 0,06 8 0,03 0,06 0,125 0,25 

1457-M10 0,25 64 0,06 8 0,03 0,06 0,125 0,25 

1057 0,25 64 0,125 4 0,03 0,125 0,125 0,5 

1057-M10 0,25 64 0,06 4 0,03 0,125 0,125 0,5 

9142 4 32 1 2 0,5 1 2 4 

9142-M10 8 32 1 2 0,5 1 1 4 
1
 Fettgedruckt sind alle Werte, die einen Inokulum-Effekt zeigen. 

² 2µl McFarland 0,5 Suspension 

³ 10 µl OD600 1,5 Suspension 

4 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Ciprofloxacin war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 128fache bzw. das 

256fache zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das 256fache, für 9142 ein Anstieg auf 

das Achtfache bzw. das Vierfache. Für Moxifloxacin war für das Stammpaar 1457c ein 

Anstieg auf das 128fache zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das 32fache bzw. das 

64fache, für 9142 ein Anstieg auf das Doppelte. Für Gemifloxacin war für den Stamm 1457c 

ein Anstieg auf das Doppelte zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das Vierfache, für 

9142 ein Anstieg auf das Doppelte. Für Gatifloxacin war für den Stamm 1457c ein Anstieg 

auf das Doppelte zu sehen, für 1057 ein Anstieg auf das Vierfache, für 9142 ein Anstieg auf 

das Doppelte bzw. das Vierfache.  

Auch von den Lantibiotika wurde für den Stamm 1457c und seine Mutante unter diesen 

Bedingungen die MHK bestimmt und auch hier erfolgte ein Direktvergleich der MHK-Werte 

und ist in Tabelle 18 aufgeführt.  
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Tabelle 18: Inokulum-Effekte auf die MHK der Lantibiotika 

Stämme Nisin Gramicidin D 

 0,5² 1,5³ 0,5 1,5 

1457c 4
4
  8

1
 1 4 

1457-M10 4 8 1 4 
1
 Fettgedruckt sind alle Werte, die einen Inokulum-Effekt zeigen. 

² 2µl McFarland 0,5 Suspension 

³ 10 µl OD600 1,5 Suspension 

4 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Nisin war ein Anstieg auf das Doppelte zu beobachten, für Gramicidin D ein Anstieg auf 

das Vierfache.  

 

3.4.5 KBK mit hohem Inokulum  

Es erfolgte zur Bestimmung der Bakterizidie auch mit dem hohen Inokulum eine Messung 

der Minimalen-Bakteriziden-Konzentration, bzw. eine Bestimmung der kompletten 

Bakteriziden Konzentration (KBK).  

Tabelle 19 ist eine Aufstellung der dabei erhobenen Werte für die Standard-Antibiotika und 

Linezolid im Vergleich der verschiedenen Inokula.  

 

Tabelle 19: Inokulum-Effekte auf die MBK/KBK der Standard-Antibiotika und Linezolid 

Stämme Vancomycin Penicillin Oxacillin  Gentamicin  Rifampicin Linezolid 

  0,5² 1,5³ 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 

1457c 4
4
 256

1
 4 16 16 64 0,5 4 2 4 64 256 

1457-M10 8 512 4 16 16 128 0,25 8 2 4 128 256 

1057 16 >512 64 >512 256 >512 >512 >512 0,06 4 128 256 

1057-M10 8 >512 128 512 256 >512 >512 >512 0,25 8 128 256 

9142 2 256 128 512 32 64 2 2 0,06 4 128 256 

9142-M10 4 256 128 512 32 128 16 16 0,06 8 128 512 
1
 Fett gedruckt sind alle Werte, die einen Inokulum-Effekt zeigen 

² 2µl McFarland 0,5 Suspension 

³ 10 µl OD600 1,5 Suspension 

4 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Vancomycin war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 32fache zu beobachten, 

für 1057 ein Anstieg auf das >32fache bzw. das >64fache, für 9142 ein Anstieg auf das 

128fache bzw. das 64fache. Für Penicillin war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 

Vierfache zu sehen, für 1057 ein Anstieg auf das >8fache bzw. das Vierfache, für 9142 ein 

Anstieg auf das Vierfache. Für Oxacillin war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 

Vierfache bzw. das Achtfache zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf über das Doppelte, 

für 9142 ein Anstieg auf das Doppelte bzw. Vierfache. Für Gentamicin war für das 



 

 

31 

Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das Achtfache bzw. 32fache zu sehen, für 1057 war kein 

Unterschied zu sehen, für 9142 war ebenfalls kein Unterschied zu sehen. Für Rifampicin war 

für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das Doppelte zu beobachten, für 1057 ein Anstieg 

auf das 64fache bzw. das 32fache, für 9142 ein Anstieg auf das 64fache bzw. das 128fache. 

Für Linezolid war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das Vierfache bzw. Doppelte zu 

beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das Doppelte, für 9142 ein Anstieg auf das Doppelte 

bzw. das Vierfache.  

In Tabelle 20 sind die erhobenen KBK-Werte für die Gyrasehemmer im Direktvergleich 

aufgeführt.  

 

Tabelle 20: Inokulum-Effekte auf die MBK/KBK der Gyrasehemmer 

Stämme Ciprofloxacin Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

 0,5² 1,5³ 0,5 1,5 0,5 1,5 0,5 1,5 

1457c 2
4
 128

1
 0,5 16 0,25 32 0,125 64 

1457-M10 1 256 0,5 32 0,5 32 0,125 64 

1057 0,5 512 0,25 32 0,06 32 0,25 64 

1057-M10 0,5 512 0,125 64 0,06 16 0,125 32 

9142 16 >512 8 >512 128 512 4 >512 

9142-M10 16 >512 4 >512 128 512 2 >512 
1
 Fett gedruckt sind alle Werte, die einen Inokulum-Effekt zeigen 

² 2µl McFarland 0,5 Suspension 

³ 10 µl OD600 1,5 Suspension 

4 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Ciprofloxacin war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 64fache bzw. das 

256fache, für 1057 ein Anstieg auf das 1024fache, für 9142 ein Anstieg auf das >32fache. 

Für Moxifloxacin war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 32fache bzw. das 

64fache zu beobachten, für 1057 ein Anstieg auf das 128fache bzw. das 512fache, für 9142 

ein Anstieg auf das >64fache bzw. das >128fache. Für Gemifloxacin war für das Stammpaar 

1457c ein Anstieg auf das 128fache bzw. das 64fache zu sehen, für 1057 ein Anstieg auf 

das 256fache bzw. das 128fache, für 9142 ein Anstieg auf das Vierfache. Für Gatifloxacin 

war für das Stammpaar 1457c ein Anstieg auf das 512fache zu beobachten, für 1057 ein 

Anstieg auf das 256fache, für 9142 ein Anstieg auf das >128fache bzw. auf das >256fache.  

Auch für die Lantibiotika wurde für jede MHK die korrespondierende KBK bestimmt (Tabelle 

21).  
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Tabelle 21: Inokulum-Effekte auf die MBK/KBK der Lantibiotika: 

 

Stämme Nisin Gramicidin D 

 0,5² 1,5³ 0,5 1,5 

1457c 8
4
 128

1
 8 >512 

1457-M10 16 128 8 >512 
1
 Fett gedruckt sind alle Werte, die einen Inokulum-Effekt zeigen 

² 2µl McFarland 0,5 Suspension 

³ 10 µl OD600 1,5 Suspension 

4 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Nisin war ein Anstieg auf das 16fache bzw. das Achtfache zu beobachten, für Gramicidin 

D ein Anstieg auf über das 64fache.  

 
 

3.5 Bestimmung der Minimalen-Anheftungstötenden-Konzentration 

(MAK) 

Wir verwendeten die neu etablierte Methode zur Untersuchung des Resistenzverhaltens von 

angehefteten S. epidermidis. Dabei testeten wir sowohl die Biofilm-positiven Wildtyp-Stämme 

als auch die Biofilm-negativen Mutanten, welche lediglich an der Oberfläche anhefteten. Die 

Konzentration, ab der die angehefteten Bakterien abgetötet wurden und nicht mehr 

wiederanzüchtbar waren, bezeichneten wir als Minimale-Anheftungstötende-Konzentration 

(MAK). 

Bei der Bestimmung der MAK fiel bei der Auswertung auf, dass eine Wiederanzucht der 

Bakterien nach Inkubation mit höheren Antibiotika-Konzentrationen häufig nur in zufällig 

verteilten Wells beobachtet werden konnte. Gleichzeitig fiel auf, dass die niedrigste 

Antibiotika-Konzentration, welche die Wiederanzucht der Bakterien von den Zapfen der TSP 

erstmals verhindern konnte, einem reproduzierbaren Wert entsprach. Somit gab es eine 

Antibiotika-Konzentration, bei der das homogene Wachstum der Bakterien abbrach. Sie 

konnte dort abgelesen werden, wo das erste nicht-bewachsene Well zu beobachten war. Der 

nächste abzulesende Wert war die ursprünglich als MAK definierte vollständige Hemmung 

des bakteriellen Wachstums. Es wurde also zusätzlich die Antibiotika-Konzentration 

dokumentiert, die eine Verdünnungsstufe oberhalb des letzten bewachsenen Wells lag.  

Um beide Werte erfassen zu können, wurden für jeden Versuch beide Antibiotika-

Konzentrationen dokumentiert und unter den Namen MAKhomo und MAKhetero erfasst. Als 

MAKhomo wurde der niedrigere Wert des ersten nicht-bewachsenen Wells bezeichnet, als 

MAKhetero der ursprünglich als MAK definierte Wert jenseits des letzten bewachsenen Wells 

(Abb. 3). Beide Werte waren für alle Stämme reproduzierbar zu erheben.  
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Abb. 3: Darstellung eines repräsentativen Experiments. Die grauen Felder stehen für 

bewachsene, die weißen für nicht bewachsene Wells. Der Pfeil zeigt die Ablesung der 

MAKhomo an, die MAKhetero wäre jeweils nach dem letzten bewachsenen Well abzulesen.  

 

3.5.1 MAKhomo und MAKhetero der Standard-Antibiotika 

Zunächst wurden serielle MAK-Bestimmungen für alle standardmäßig eingesetzten 

Antibiotika durchgeführt und jeweils MAKhomo (Tabelle 22) und MAKhetero dokumentiert. Es 

wurden Mittelwerte aus jeweils fünf Versuchen gebildet. Für das bakteriostatische 

Antibiotikum Linezolid ergaben sich bereits bei einer Messung für alle Stämme für die 

MAKhomo Werte >512µg/ml, so dass auf eine weitere Testung verzichtet wurde.  

 
Tabelle 22: MAKhomo der Standard-Antibiotika 

Stämme Vancomycin Penicillin Oxacillin Gentamicin Rifampicin 

1457c 32
1
 16 64 8 8 

1457-M10 >512 0,25 16 0,5 8 

1057 4 >512 16 >512 <0,06 

1057-M10 4 64 8 32 <0,06 

9142 8 >512 0,5 <0,25 0,25 

9142-M10 4 256 <0,25 <0,25 0,125 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Vancomycin beobachteten wir für den Stamm 1457c, dass die MAKhomo der Mutante um 

das über 16fache höher lag als für den Wildtyp. Für das Stammpaar 1057 ergab sich kein 

Unterschied, für 9142 lag der Wildtyp beim Doppelten der Mutante. Für Penicillin lagen für 

das Stammpaar 1457c die Werte des Wildtyps beim 64fachen der Mutante, für 1057 lagen 

die Werte des Wildtyps oberhalb des Achtfachen der Mutante, für 9142 lagen die Werte für 

den Wildtyp oberhalb des Doppelten der Mutante. Für Oxacillin lagen für 1457c die Werte 
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des Wildtyps beim Vierfachen der Mutante, für das Stammpaar 1057 lagen die Werte des 

Wildtyps beim Doppelten der Mutante, für 9142 lagen die Werte für den Wildtyp ebenfalls 

beim Doppelten der Mutante. Für Gentamicin beobachteten wir für den Stamm 1457c für den 

Wildtyp Werte beim 16fachen der Werte für die Mutante. Für den Stamm 1057 lagen die 

Werte des Wildtyps beim über 16fachen der Werte der Mutante, für das Stammpaar 9142 

ergab sich in den Werten zwischen Wildtyp und Mutante kein Unterschied. Für Rifampicin 

bestand für das Stammpaar 1457c kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante, für 1057 

ergab sich ebenfalls kein Unterschied. Für das Stammpaar 9142 lagen die Werte für den 

Wildtyp beim Doppelten der Werte der Mutante. Wir erhoben für diese Versuchsreihe auch 

die Werte für die MAKhetero (Tabelle 23). 

 

Tabelle 23: MAKhetero der Standard-Antibiotika 

Stämme Vancomycin Penicillin Oxacillin Gentamicin Rifampicin 

1457c 32
1
 32 256 16 >128 

1457-M10 >512 128 >512 1 8 

1057 >512 >512 512 >512 <0,06 

1057-M10 >512 128 256 512 0,25 

9142 512 >512 128 0,5 2 

9142-M10 >512 512 <0,25 0,5 0,5 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Vancomycin lagen für das Stammpaar 1457c die Werte für die Mutante oberhalb des 

16fachen der Werte für den Wildtyp. Für 1057 ergab sich kein Unterschied zwischen Wildtyp 

und Mutante, für 9142 ergab sich ebenfalls kein Unterschied. Für Penicillin ergaben sich für 

den Stamm 1457c für die Mutante Werte beim Vierfachen des Wildtyps. Für 1057 ergaben 

sich für den Wildtyp Werte, welche oberhalb des Vierfachen der Mutante lagen. Für 9142 

bestand kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für Oxacillin lag für den Stamm 

1457c die Mutante oberhalb des Doppelten des Wildtyps. Für 1057 lagen die Werte des 

Wildtyps beim Doppelten der Werte der Mutante. Für das Stammpaar 9142 lagen die Werte 

für den Wildtyp beim 512fachen der Mutante. Für Gentamicin ergaben sich für 1457c für den 

Wildtyp Werte beim 16fachen der Mutante, für 1057 und 9142 ergab sich zwischen Wildtyp 

und Mutante kein Unterschied. Für Rifampicin beobachteten wir für den Stamm 1457c für 

den Wildtyp Werte die oberhalb des 16fachen der Mutante lagen. Für 1057 lag die Mutante 

beim Vierfachen des Wildtyps, für 9142 der Wildtyp beim Vierfachen der Mutante. Zu 

erwähnen ist dabei bezüglich der Werte für den Stamm 1457c, dass alle oberhalb der 

MAKhomo liegenden bewachsenen Wells erneut subkultiviert wurden und durch eine 

Standard-MHK überprüft wurde, ob eine neue Resistenz gegen Rifampicin entstanden war. 

Wir konnten dabei lediglich in einem Fall eine neu entstandene Resistenz mit einer MHK 

>8µg/ml beobachten, obgleich es sich bei der Resistenz gegen Rifampicin um eine Ein-
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Schritt-Resistenz handelt. Verglich man (Tabelle 24), MAKhomo und MAKhetero direkt 

miteinander, so sah man für Vancomycin für das Stammpaar 1457c weder für Wildtyp noch 

für Mutante einen Unterschied der Werte. 

 

Tabelle 24: Vergleich MAKhomo und MAKhetero der Standard-Antibiotika 

 1457c 1457-M10 1057 1057-M10 9142 9142-M10 
 homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero 

Vancomycin 321 32 >512 >512 4 >512 4 >512 8 512 4 >512 

Penicillin 16 32 0,25 128 >512 >512 64 128 >512 >512 256 512 

Oxacillin 64 256 16 >512 16 512 8 256 0,5 128 <0,25 <0,25 

Gentamicin 8 16 0,5 1 >512 >512 32 512 <0,25 0,5 <0,25 0,5 

Rifampicin 8 >128 8 8 <0,06 <0,06 <0,06 0,25 0,25 2 0,125 0,5 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für 1057 lagen sowohl für Wildtyp als auch für Mutante die Werte der MAKhetero oberhalb des 

64fachen der Werte der MAKhomo. Für den Stamm 9142 lagen die Werte der MAKhetero beim 

32fachen bzw. beim 64fachen der MAKhomo. Für Penicillin lagen für das Stammpaar 1457c 

die Werte für die MAKhetero beim Wildtyp beim Doppelten der MAKhomo, bei der Mutante 

allerdings beim 512fachen der MAKhomo. Für den Stamm 1057 gab es beim Wildtyp keinen 

Unterschied, bei der Mutante lagen die Werte der MAKhetero beim Doppelten der MAKhomo. Für 

den Stamm 9142 ergab sich beim Wildtyp ebenfalls kein Unterschied, bei der Mutante lagen 

die Werte der MAKhetero beim Doppelten der MAKhomo. Für Oxacillin lagen für den Stamm 

1457c die Werte der MAKhetero für den Wildtyp beim Vierfachen, für die Mutante beim 

32fachen der MAKhomo. Für den Stamm 1057 lagen beim Wildtyp die Werte der MAKhetero beim 

32fachen der MAKhomo, bei der Mutante ebenfalls. Für das Stammpaar 9142 lagen die Werte 

der MAKhetero für den Wildtyp beim 256fachen der MAKhomo, bei der Mutante ergab sich kein 

Unterschied. Für Gentamicin beobachteten wir für das Stammpaar 1457c bei Wildtyp und 

Mutante für die MAKhetero jeweils doppelt so hohe Werte wie für die MAKhomo. Für den Stamm 

1057 ergab sich beim Wildtyp kein Unterschied, bei der Mutante lagen die Werte der 

MAKhetero 16fach höher als die der MAKhomo. Für das Stammpaar 9142 lagen für Wildtyp und 

Mutante die Werte der MAKhetero jeweils beim Doppelten der MAKhomo. Für Rifampicin sahen 

wir für den Stamm 1457c für den Wildtyp für die MAKhetero Werte, die mehr als 16fach 

oberhalb denen der MAKhomo lagen, für die Mutante bestand kein Unterschied. Für das 

Stammpaar 1057 ergaben sich für den Wildtyp keine Unterschiede, für die Mutante lag die 

MAKhetero beim Vierfachen der MAKhomo. Für den Stamm 9142 lagen für den Wildtyp die 

Werte der MAKhetero beim Achtfachen der MAKhomo, für die Mutante beim Vierfachen.  
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3.5.2 MAKhomo und MAKhetero der Lantibiotika 

MAK-Bestimmungen der Lantibiotika wurden nur exemplarisch mit dem Stamm 1457c und 

seiner Mutante M10 durchgeführt, da bereits die MHK und MBK jeweils hoch waren. Die 

Werte der MAK lagen noch höher und damit weit jenseits des therapeutischen Bereiches 

(Tabelle 25 und 26). 

 

Tabelle 25: MAKhomo der Lantibiotika 

Stämme Nisin Gramicidin D 

1457c >256
1
 >512 

1457-M10 256 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Tabelle 26: MAKhetero der Lantibiotika 

Stämme Nisin Gramicidin D 

1457c >256
1
 >512 

1457-M10 256 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

3.5.3 MAKhomo und MAKhetero der Gyrasehemmer 

Für die vier verwendeten Gyrasehemmer wurden für alle sechs Stämme Werte für MAKhomo 

(Tabelle 27) und MAKhetero erhoben. 

 

Tabelle 27: MAKhomo der Gyrasehemmer 

Stämme Ciprofloxacin  Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 128
1
 64 8 32 

1457-M10 128 1 0,5 16 

1057 <0,25 <0,25 <0,06 0,25 

1057-M10 <0,25 <0,25 <0,06 0,125 

9142 >512 2 2 8 

9142-M10 8 1 0,5 4 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Bei den Gyrasehemmern ließ sich für den Stamm 1457c für Ciprofloxacin eine hohe MAKhomo 

ohne Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante beobachten, für den Stamm 1057 gab es 

ebenfalls keinen Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für den Stamm 9142 lagen die 

Werte des Wildtyps oberhalb des 64fachen der Mutante. Für Moxifloxacin konnten wir für 

den Stamm 1457c für den Wildtyp Werte erheben, die beim 64fachen der Mutante lagen. Für 

den Stamm 1057 bestand kein Unterschied. Beim Stamm 9142 ergaben sich für den Wildtyp 

doppelt so hohe Werte wir für die Mutante. Für Gemifloxacin beobachteten wir für den 

Stamm 1457c für den Wildtyp 16fach so hohe Werte wir für die Mutante. Beim Stamm 1057 
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ergab sich erneut kein Unterschied. Für den Stamm 9142 lagen die Werte des Wildtyps beim 

Vierfachen der Mutante. Für Gatifloxacin ergaben sich für den Stamm 1457c für den Wildtyp 

doppelt so hohe Werte wir für die Mutante. Für den Stamm 1057 lagen die Werte für den 

Wildtyp ebenfalls doppelt so hoch wie für die Mutante. Für das Stammpaar 9142 ergaben 

sich ebenfalls doppelt so hohe Werte für den Wildtyp. Es wurde in dieser Versuchsreihe 

auch die MAKhetero bestimmt (Tabelle 28).  

 

Tabelle 28: MAKhetero mit den Gyrasehemmern 

Stämme Ciprofloxacin  Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 128
1
 64 8 >128 

1457-M10 512 16 8 128 

1057 512 1 0,25 128 

1057-M10 512 0,5 0,25 8 

9142 >512 >512 256 >512 

9142-M10 >512 >512 512 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Bei der MAKhetero konnten wir für Ciprofloxacin für den Stamm S. epidermidis 1457c und 

seine Mutante 1457-M10 für die Mutante viermal so hohe Werte beobachten wie für den 

Wildtyp. Für den Stamm 1057 und 9142 ergab sich jeweils kein Unterschied. Für 

Moxifloxacin lagen für den Stamm 1457c die Werte des Wildtyps vierfach über denen der 

Mutante. Für 1057 lagen die Werte des Wildtyps doppelt so hoch, für 9142 ergab sich kein 

Unterschied. Für Gemifloxacin konnten wir für die Stämme 1457c und 1057 jeweils keinen 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante beobachten. Für den Stamm 9142 lagen die 

Werte für die Mutante beim Doppelten der Werte des Wildtyps. Für Gatifloxacin sahen wir für 

das Stammpaar 1457c keinen Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für den Stamm 

1057 lagen die Werte des Wildtyps 16fach über denen der Mutante. Für den Stamm 9142 

ergab sich kein Unterschied. Auch hier erfolgte ein Direktvergleich zwischen MAKhomo und 

MAKhetero (Tabelle 29). 

 

Tabelle 29: Vergleich MAKhomo und MAKhetero der Gyrasehemmer 

 1457c 1457-M10 1057 1057-M10 9142 9142-M10 
 homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero 

Ciprofloxacin 1281 128 128 512 <0,25 512 <0,25 512 >512 >512 8 >512 

Moxifloxacin 64 64 1 16 <0,25 1 <0,25 0,5 2 >512 1 >512 

Gemifloxacin 8 8 0,5 8 <0,06 0,25 <0,06 0,25 2 256 0,5 512 

Gatifloxacin 32 >128 16 128 0,25 128 0,125 8 8 >512 4 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 
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Für Ciprofloxacin konnten wir für den Stamm 1457c für den Wildtyp keinen Unterschied 

zwischen MAKhomo und MAKhetero beobachten, für die Mutante ergaben sich für die MAKhetero 

vierfach erhöhte Werte. Für den Stamm 1057 ergaben sich für Wildtyp und Mutante jeweils 

um das 2048fach höhere Werten für die MAKhetero. Für den Stamm 9142 ergab sich für den 

Wildtyp kein Unterschied, für die Mutante lagen die Werte der MAKhetero 64fach über denen 

der MAKhomo. Für Moxifloxacin beobachteten wir für das Stammpaar 1457c für den Wildtyp 

keinen Unterschied, für die Mutante lagen die Werte der MAKhetero 16fach über denen der 

MAKhomo. Für den Stamm 1057 lagen für den Wildtyp die Werte der MAKhetero beim 

Vierfachen, für die Mutante beim Doppelten der MAKhomo. Für den Stamm 9142 lagen für den 

Wildtyp die Werte der MAKhetero bei mehr als dem 256fachen, für die Mutante bei mehr als 

dem 512fachen der MAKhomo. Für Gemifloxacin ergaben sich für den Stamm 1457c für den 

Wildtyp keine Unterschiede zwischen MAKhomo und MAKhetero, für die Mutante lagen die 

Werte der MAKhetero 16fach höher. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte der MAKhetero 

für Wildtyp und Mutante jeweils beim Vierfachen über denen der MAKhomo. Für den Stamm 

9142 lagen die Werte der MAKhetero für den Wildtyp beim 128fachen der MAKhomo, für die 

Mutante beim 1024fachen. Für Gatifloxacin lagen für den Stamm 1457c die Werte der 

MAKhetero für den Wildtyp bei über dem Vierfachen, für die Mutante beim Achtfachen der 

MAKhomo. Für den Stamm 1057 lagen die Werte der MAKhetero für den Wildtyp beim 

512fachen, für die Mutante beim 64fachen der MAKhomo. Für das Stammpaar 9142 lagen die 

Werte der MAKhetero für den Wildtyp oberhalb des 64fachen, für die Mutante oberhalb des 

128fachen der MAKhomo.  

 

3.5.4 MAKhomo und MAKhetero der Gyrasehemmer kombiniert mit 0,0072µg/ml 

Rifampicin  

Zu der Verdünnungsreihe für die Gyrasehemmer wurde Rifampicin in einer fixen 

Konzentration hinzugesetzt. Zunächst wählten wir dafür eine Konzentration, die im Bereich 

der erwarteten Standard-MHK für alle untersuchten Stämme lag, nämlich eine Konzentration 

von 0,0072µg/ml. Es wurden jeweils wieder MAKhomo (Tabelle 30) und MAKhetero bestimmt.  

 

Tabelle 30: MAKhomo der Gyrasehemmer kombiniert mit 0,0072µg/ml Rifampicin  

Stämme Ciprofloxacin  Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 128
1
 64 8 32 

1457-M10 256 32 16 32 

1057 1 1 0,5 2 

1057-M10 0,5 <0,25 <0,06 0,125 

9142 >512 256 256 >512 

9142-M10 >512 64 256 256 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 
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Für Ciprofloxacin beobachteten wir für den Stamm 1457c für die Mutante doppelt so hohe 

Werte wie für den Wildtyp. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte des Wildtyps beim 

Doppelten der Mutante, für 9142 beobachteten wir keinen Unterschied. Für Moxifloxacin 

sahen wir für den Stamm 1457c für den Wildtyp Werte die beim Doppelten der Mutante 

lagen. Für den Stamm 1057 lagen die Werte für den Wildtyp beim Achtfachen der Mutante. 

Für das Stammpaar 9142 sahen wir für den Wildtyp Werte, welche beim Vierfachen der 

Werte der Mutante lagen. Für Gemifloxacin beobachteten wir für den Stamm 1457 für die 

Mutante doppelt so hohe Werte wie für den Wildtyp. Für den Stamm 1057 lagen die Werte 

des Wildtyps beim Achtfachen der Mutante, für den Stamm 9142 ergab sich kein 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für Gatifloxacin ergab sich beim Stamm 1457c 

kein Unterscheid zwischen Wildtyp und Mutante. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte 

des Wildtyps beim 16fachen der Mutante. Für den Stamm 9142 beobachteten wir für den 

Wildtyp Werte, welche oberhalb des Doppelten der Mutante lagen. Wir bestimmten für diese 

Versuchsreihe auch die MAKhetero (Tabelle 31). 

 

Tabelle 31: MAKhetero der Gyrasehemmer kombiniert mit 0,0072µg/ml Rifampicin  

Stämme Ciprofloxacin  Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 128
1
 128 16 32 

1457-M10 256 128 16 128 

1057 256 16 16 128 

1057-M10 512 32 2 32 

9142 >512 >512 512 >512 

9142-M10 >512 >512 512 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Ciprofloxacin beobachteten wir für die MAKhetero für den Stamm 1457c für die Mutante 

doppelt so hohe Werte wie für den Wildtyp. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte der 

Mutante ebenfalls beim Doppelten des Wildtyps. Für den Stamm 9142 ergab sich kein 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für Moxifloxacin ergab sich für den Stamm 

1457c kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für das Stammpaar 1057 lagen die 

Werte für die Mutante doppelt so hoch wie für den Wildtyp. Für den Stamm 9142 ergab sich 

kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für Gemifloxacin ergab sich für den Stamm 

1457c kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für das Stammpaar 1057 lagen die 

Werte des Wildtyps beim Achtfachen der Mutante. Für den Stamm 9142 ergab sich kein 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für Gatifloxacin lagen für den Stamm 1457c die 

Werte der Mutante beim Vierfachen des Wildtyps. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte 

des Wildtyps beim Vierfachen der Werte der Mutante. Beim Stamm 9142 ergab sich kein 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Auch in diesem Fall erfolgte ein direkter 

Vergleich zwischen MAKhomo und MAKhetero (Tabelle 32).  
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Tabelle 32: Vergleich MAKhomo und MAKhetero der Gyrasehemmer kombiniert mit 0,0072µg/ml 

Rifampicin  

 1457c 1457-M10 1057 1057-M10 9142 9142-M10 
 homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero 

Ciprofloxacin 1281 128 256 256 1 256 0,5 512 >512 >512 >512 >512 

Moxifloxacin 64 128 32 128 1 16 <0,25 32 256 >512 64 >512 

Gemifloxacin 8 16 16 16 0,5 16 <0,06 2 256 512 256 512 

Gatifloxacin 32 32 32 128 2 128 0,125 32 >512 >512 256 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Im direkten Vergleich zwischen MAKhomo und MAKhetero sahen wir für Ciprofloxacin für den 

Stamm 1457c bei Wildtyp und Mutante keinen Unterschied der Werte. Für das Stammpaar 

1057 lagen die Werte der MAKhetero für den Wildtyp beim 256fachen, für die Mutante beim 

1024fachen der MAKhomo. Für den Stamm 9142 ergab sich für Wildtyp und Mutante kein 

Unterschied zwischen MAKhomo und MAKhetero. Für Moxifloxacin ergab sich für den Stamm 

1457c für den Wildtyp Werte für die MAKhetero, welche beim Doppelten der MAKhomo lagen, für 

die Mutante lagen die Werte beim Vierfachen. Für den Stamm 1057 lagen die Werte des 

Wildtyps für die MAKhetero beim 16fachen, für Mutante beim 128fachen der MAKhomo. Für das 

Stammpaar 9142 lagen für den Wildtyp die Werte der MAKhetero bei mehr als dem Doppelten 

der MAKhomo, bei der Mutante beim mehr als Achtfachen. Für Gemifloxacin lagen für den 

Stamm 1457c die Werte der MAKhetero für den Wildtyp beim Doppelten der MAKhomo, für die 

Mutante ergaben sich keine Unterschiede. Für das Stammpaar 1057 lagen für den Wildtyp 

die Werte der MAKhetero beim 32fachen, für die Mutante ebenfalls beim 32fachen der 

MAKhomo. Für den Stamm 9142 lagen für Wildtyp und Mutante die Werte der MAKhetero beim 

Doppelten der MAKhomo. Für Gatifloxacin ergab sich für das Stammpaar 1457c für den 

Wildtyp kein Unterschied zwischen MAKhetero und MAKhomo, für die Mutante lagen die Werte 

der MAKhetero vierfach höher. Für den Stamm 1057 lagen für den Wildtyp die Werte der 

MAKhetero beim 64fachen, für die Mutante beim 256fachen der MAKhomo. Für 9142 ergab sich 

beim Wildtyp kein Unterschied, bei der Mutante lagen die Werte der MAKhetero oberhalb des 

Doppelten der MAKhomo.  

Im Vergleich zwischen der MAKhomo und MAKhetero mit und ohne Rifampicin in dieser 

Dosierung konnte kein relevanter Unterschied beobachtet werden. Es ergaben sich keine 

positiven Effekte auf die MAK durch Rifampicin in einer Dosis von 0,0072µg/ml.  
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3.5.5 MAKhomo und MAKhetero der Gyrasehemmer kombiniert mit 1µg/ml 

Rifampicin  

Da die Kombination von Gyrasehemmer und Rifampicin in niedriger Konzentration keine 

positiven Effekte gezeigt hatte, wurde als nächstes Rifampicin in einer Konzentration von 

1µg/ml verwendet. Auch in dieser Versuchsreihe wurden MAKhomo (Tabelle 33) und MAKhetero 

bestimmt.  

 

Tabelle 33: MAKhomo der Gyrasehemmer kombiniert mit Rifampicin 1µg/ml 

Stämme Ciprofloxacin  Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 64
1
 4 4 4 

1457-M10 64 16 16 16 

1057 0,5 0,5 <0,25 <0,25 

1057-M10 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 

9142 0,5 2 1 32 

9142-M10 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Ciprofloxacin beobachteten wir für den Stamm 1457c keinen Unterschied zwischen 

Wildtyp und Mutante. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte des Wildtyps beim 

Doppelten der Mutante, für den Stamm 9142 ergaben sich ebenfalls für den Wildtyp doppelt 

so hohe Werte wie für die Mutante. Für Moxifloxacin lagen für den Stamm 1457c die Werte 

der Mutante beim Vierfachen des Wildtyps. Für den Stamm 1057 lagen die Werte des 

Wildtyps beim Doppelten der Mutante, für das Stammpaar 9142 lagen die Werte des 

Wildtyps beim Achtfachen der Mutante. Für Gemifloxacin lagen für den Stamm 1457c die 

Werte der Mutante beim Vierfachen des Wildtyps. Für das Stammpaar 1057 ergab sich kein 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante, für den Stamm 9142 lagen die Werte des 

Wildtyps beim Vierfachen der Mutante. Für Gemifloxacin lagen für den Stamm 1457c die 

Werte der Mutante beim Vierfachen des Wildtyps. Für den Stamm 1057 ergab sich kein 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für den Stamm 9142 ergaben sich für den 

Wildtyp Werte, welche beim 128fachen der Werte der Mutante lagen. Auch für diese 

Versuchsreihe wurde die MAKhetero bestimmt (Tabelle 34). 

  

Tabelle 34: MAKhetero der Gyrasehemmer kombiniert mit 1µg/ml Rifampicin  

Stämme Ciprofloxacin  Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 

1457c 128
1
 8 8 16 

1457-M10 256 32 32 64 

1057 0,5 1 8 2 

1057-M10 <0,25 <0,25 <0,25 <0,25 

9142 512 4 64 256 

9142-M10 512 <0,25 4 8 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 
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Für Ciprofloxacin konnten wir für die MAKhetero für den Stamm 1457c für die Mutante Werte 

beim Doppelten des Wildtyps beobachten. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte für den 

Wildtyp beim Doppelten der Mutante, für den Stamm 9142 beobachteten wir keinen 

Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante. Für Moxifloxacin lagen für das Stammpaar 

1457c die Werte für die Mutante beim Vierfachen des Wildtyps. Für den Stamm 1057 

ergaben sich für den Wildtyp Werte beim Vierfachen der Mutante. Für den Stamm 9142 

ergaben sich für den Wildtyp Werte, welche beim 16fachen der Werte der Mutante lagen. Für 

Gemifloxacin ergaben sich für den Stamm 1457c für die Mutante Werte beim Vierfachen des 

Wildtyps. Für das Stammpaar 1057 ergaben sich für den Wildtyp Werte beim 16fachen der 

Mutante. Für den Stamm 9142 lagen die Werte des Wildtyps beim 16fachen der Mutante. 

Für Gatifloxacin ergaben sich für den Stamm 1457c für die Mutante Werte beim Vierfachen 

des Wildtyps. Für das Stammpaar 1057 lagen die Werte des Wildtyps bei Achtfachen der 

Mutante. Für den Stamm 9142 lagen die Werte für den Wildtyp beim 32fachen der Werte der 

Mutante. Auch für diese Versuche verglichen wir MAKhomo und MAKhetero direkt miteinander 

(Tabelle 35).  

 

Tabelle 35: Vergleich MAKhomo und MAKhetero der Gyrasehemmer kombiniert mit 1µg/ml 

Rifampicin  

 1457c 1457-M10 1057 1057-M10 9142 9142-M10 
 homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero homo hetero 

Ciprofloxacin 641 128 64 256 0,5 0,5 <0,25 <0,25 0,5 512 <0,25 512 

Moxifloxacin 4 8 16 32 0,5 1 <0,25 <0,25 2 4 <0,25 <0,25 

Gemifloxacin 4 8 16 32 <0,25 8 <0,25 <0,25 1 64 <0,25 4 

Gatifloxacin 4 16 16 64 <0,25 2 <0,25 <0,25 32 256 <0,25 8 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für Ciprofloxacin beobachteten wir für den Stamm 1457c für den Wildtyp bei der MAKhetero 

Werte beim Doppelten der MAKhomo, für die Mutante lagen die Werte für die MAKhetero beim 

Vierfachen. Für den Stamm 1057 bestand für Wildtyp und Mutante kein Unterschied 

zwischen MAKhomo und MAKhetero. Für das Stammpaar 9142 lagen für den Wildtyp die Werte 

der MAKhetero beim 1024fachen, bei der Mutante beim 2048fachen der MAKhomo. Für 

Moxifloxacin ergaben sich für den Stamm 1457c für den Wildtyp und die Mutante für die 

MAKhetero jeweils Werte beim Doppelten der MAKhomo. Für das Stammpaar 1057 

beobachteten wir beim Wildtyp für die MAKhetero doppelt so hohe Werte wie für die MAKhomo, 

für die Mutante bestand kein Unterschied. Für den Stamm 9142 sahen wir für den Wildtyp 

ebenfalls doppelt so hohe Werte der MAKhetero, auch hier bestand für die Mutante kein 
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Unterschied. Für Gemifloxacin ergaben sich für den Stamm 1457c für Wildtyp und Mutante 

jeweils doppelt so hohe Werte für die MAKhetero wie für die MAKhomo. Für das Stammpaar 

1057 ergaben sich Werte der MAKhetero, welche beim Wildtyp beim 32fachen der MAKhomo 

lagen, für die Mutante bestand kein Unterschied. Für den Stamm 9142 ergaben sich für die 

MAKhetero beim Wildtyp Werte beim 64fachen, bei der Mutante beim 16fachen der MAKhomo 

lagen. Für Gatifloxacin lagen die Werte der MAKhetero für den Stamm 1457c für den Wildtyp 

und die Mutante beim Vierfachen der MAKhomo. Für das Stammpaar 1057 ergaben sich für 

den Wildtyp für die MAKhetero Werte beim Achtfachen der MAKhomo, bei der Mutante bestand 

kein Unterschied. Für den Stamm 9142 lagen für den Wildtyp die Werte der MAKhetero beim 

Achtfachen, für die Mutante beim 32fachen der MAKhomo.  

Zur Einschätzung der Effektivität einer Kombination aus Gyrasehemmer und Rifampicin zur 

Beeinflussung der MAK verglichen wir die Werte der MAKhetero für die Gyrasehemmer mit und 

ohne Rifampicin direkt miteinander (Tabelle 36). 

 

Tabelle 36: Vergleich MAKhetero der Gyrasehemmer mit (+) und ohne (-) 1µg/ml Rifampicin, 

fettgedruckt sind alle Werte, die einen positiven Einfluss des Rifampicin zeigen.  

 1457c 1457-M10 1057 1057-M10 9142 9142-M10 
 - + - + - + - + - + - + 

Ciprofloxacin 1281 128 512 256 512 0,5 512 <0,25 >512 512 >512 512 

Moxifloxacin 64 8 16 32 1 1 0,5 <0,25 >512 4 >512 <0,25 

Gemifloxacin 8 8 8 32 0,25 8 0,25 <0,25 256 64 512 4 

Gatifloxacin >128 16 128 64 128 2 8 <0,25 >512 256 >512 8 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Im direkten Vergleich sahen wir für Ciprofloxacin für den Stamm 1457c für den Wildtyp keine 

Unterschiede in der MAKhetero, für die Mutante lagen die Werte mit Rifampicin halb so hoch 

wie ohne Rifampicin. Für den Stamm 1057 war für den Wildtyp die MAKhetero um das 

1024fache reduziert, für die Mutante waren die Werte um das 2048fache reduziert. Für den 

Stamm 9142 waren die MAKhetero-Werte mit Rifampicin nicht verändert. Für Moxifloxacin 

waren für den Stamm 1457c die Werte für den Wildtyp mit Rifampicin um den Faktor acht 

reduziert, für die Mutante um den Faktor zwei verdoppelt. Für den Stamm 1057 konnten wir 

für den Wildtyp keinen Unterschied nachweisen, für die Mutante waren die Werte mit 

Rifampicin halbiert. Für den Stamm 9142 waren für den Wildtyp die Werte mit Rifampicin um 

mehr als den Faktor 128 reduziert, für die Mutante um mehr als den Faktor 2048. Für 

Gemifloxacin war für den Wildtyp des Stammes 1457c kein Unterschied nachzuweisen, für 

die Mutante lagen die Werte mit Rifampicin beim Vierfachen der Werte ohne Rifampicin. Für 

den Stamm 1057 lagen für den Wildtyp die Werte mit Rifampicin beim 32fachen der Werte 
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ohne Rifampicin, für die Mutante war die MAKhetero mit Rifampicin um den Faktor zwei 

reduziert. Für den Stamm 9142 waren die Werte für den Wildtyp mit Rifampicin um den 

Faktor vier reduziert, für die Mutante um den Faktor 128. Für Gatifloxacin konnten wir für den 

Stamm 1457c für den Wildtyp mit Rifampicin eine Reduktion der MAKhetero um mehr als den 

Faktor 8, für die Mutante um den Faktor zwei. Für das Stammpaar 1057 konnten wir für den 

Wildtyp mit Rifampicin eine Reduktion der MAKhetero um den Faktor 64 nachweisen, für die 

Mutante um den Faktor 32. Für den Stamm 9142 war für den Wildtyp die MAKhetero mit 

Rifampicin halbiert, für die Mutante um mehr als den Faktor 64 reduziert. 
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4 Diskussion 

S. epidermidis wurde bereits vor drei Jahrzehnten als einer der Haupterreger 

fremdkörperassoziierter Infektionen identifiziert (Christensen et al., 1982; Marrie et al., 1982; 

Peters et al., 1981). Dennoch sind viele der Probleme, die eine fremdkörperassoziierte 

Infektion im klinischen Alltag aufwirft, noch immer nicht gelöst (Götz and Peters, 2000). Der 

wichtigste Pathogenitäts-Faktor von S. epidermidis ist seine Fähigkeit, an 

Polymeroberflächen anzuheften und mehrschichtige Biofilme zu bilden. Dieser 

Pathomechanismus wurde in verschiedenen Tiermodellen bestätigt (Rupp et al., 1999b; 

Rupp et al., 1999a; Rupp et al., 2001; Zimmerli and Moser, 2012). Die in einen solchen 

Biofilm eingebetteten Zellen scheinen in vivo gegen gängige Antibiotika bedeutend 

resistenter als planktonische Zellen zu sein, so dass eine Vorhersage über den klinischen 

Erfolg einer Antibiotika-Therapie anhand eines Standard-Resistenz-Testes nicht möglich ist. 

Ein Versagen der antibiotischen Therapie führt im klinischen Alltag in der Regel dazu, dass 

eine Entfernung des infizierten Fremdkörpers zur Sanierung der Infektion unumgänglich ist. 

Viele Studien haben sich auf die Erstellung eines neuen therapeutischen Regimes 

konzentriert, um das klinische Ergebnis zu verbessern und eine Entfernung komplexer 

medizinischer Implantate wie synthetischer Herzklappen und Gelenk-Prothesen zu umgehen 

(Dominguez-Herrera et al., 2012; König et al., 2001; Schierholz et al., 1999; Stein et al., 

2000; Zimmerli et al., 1998). 

Eine Voraussetzung für die Optimierung der Therapie fremdkörperassoziierter Infektionen ist 

die Existenz eines Testverfahrens, anhand dessen sich das klinische Outcome einer solchen 

Infektion mit einer größeren Genauigkeit vorhersagen lässt (Cagni et al., 1995; Espersen et 

al., 1993; Götz and Peters, 2000; Lucet et al., 1990; Schaad et al., 1994a; Schaad et al., 

1994b). Eine solche Vorhersage ist durch Standard-Testverfahren, die mit planktonischen 

Zellen oder Zellen unter optimierten Wachstumsbedingungen auf einem festen Medium 

arbeiten, nicht gewährleistet. Daher wurden verschiedene Techniken entwickelt, um die 

Antibiotika-Resistenz von Biofilm-Populationen zu testen. Allerdings sind alle diese 

Techniken mit multiplen Problemen und Schwierigkeiten im Hinblick auf Praktikabilität und 

Vergleichbarkeit behaftet (Amorena et al., 1999; Anwar et al., 1992; Berthaud and Desnottes, 

1997; Ceri et al., 1999; Ceri et al., 2001; Duguid et al., 1992; Hamilton-Miller and Shah, 

1997; König et al., 2001; Schwank et al., 1998; Yasuda et al., 1994; Zelver et al., 1999). 

Daher wurde in dieser Arbeit ein alternatives Testverfahren entwickelt, welches im Vergleich 

zu den anderen veröffentlichten Modellen zum Verhalten von bakteriellen Biofilmen in vitro 

einfach und schnell durchführbar ist und zusätzlich das natürliche Verhalten des jeweiligen 

Isolates berücksichtigt. So ist das von Robinson et al. entwickelte Verfahren zur Erzeugung 

von Biofilmen der Mundflora technisch sehr aufwendig durchzuführen (Robinson et al., 
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1997). Dahingegen ist das von Ceri et al. entwickelte MBECTM-Device zwar gut handhabbar, 

hat aber den Nachteil, dass in diesem Verfahren die zu testenden Stämme unabhängig von 

der Biofilmbildung unter physiologischen Bedingungen durch den Einsatz von Scherkräften 

zur Erzeugung eines Biofilms gezwungen werden. Unsere Methode ermöglicht hingegen 

auch die Resistenz-Testung von biofilm-negativen S. epidermidis-Stämmen in angeheftetem 

Zustand, abhängig eben vom natürlichen Verhalten des jeweiligen Isolates. Da zum 

Zeitpunkt unserer Studie das MBECTM-Device von Ceri et al. kommerziell nicht erhältlich war, 

entschlossen wir uns zur Entwicklung eines eigenen Testverfahrens.  

Wir entwickelten eine vielseitige Methode zur schnellen Resistenz-Testung angehefteter 

S. epidermidis innerhalb oder außerhalb eines Biofilms. Es war notwendig, eine Testung 

biofilm-integrierter Zellen zu ermöglichen, da viele klinische S. epidermidis-Isolate icaADBC- 

und biofilm-positiv sind, obwohl die kommensal isolierten S. epidermidis-Stämme 

größtenteils icaADBC- und biofilm-negativ sind (Arciola et al., 2001; Baddour et al., 1988; 

Christensen et al., 1994; Galdbart et al., 2000; Ziebuhr et al., 1997). Aber auch unter den 

infektiösen S. epidermidis-Stämmen sind bis zu 50% icaADBC- und biofilm-negativ (Arciola 

et al., 2001).  

Wir konzentrierten uns auf die Etablierung eines Testverfahrens, mit welchem man in 

Abhängigkeit von der physiologischen Fähigkeit der einzelnen Stämme zur Biofilm-Bildung 

sowohl biofilm-positive als auch biofilm-negative Stämme testen konnte. Um dieses System 

zu evaluieren, verwendeten wir drei gut charakterisierte biofilm-positive klinische Isolate und 

ihre jeweiligen biofilm-negativen Mutanten, deren Fähigkeit zur Anheftung nicht 

eingeschränkt war. Die verwendeten Stämme wiesen gut bekannte und charakteristische 

Resistenz-Muster auf.  

Anheftung und Biofilm-Bildung wurden an den Zapfen eines Transferable-Solid-Phase-

Aufsatzes etabliert, um Transfer und Waschen der Zellen sowie die Bildung von Biofilmen 

einfach zu ermöglichen. Die Polysorpoberfläche der verwendeten TSP-Aufsätze ist für die 

Adsorption von Proteinen sowie von verschiedensten polymeren Substanzen konzipiert. 

Daher könnten die TSP leicht für die Anheftung anderer Organismen optimiert werden und 

auf diese Weise ein geeignetes in vitro Modell für verschiedene fremdkörperassoziierte 

Infektionen darstellen. Analog zur schnellen Sättigung von Fremdkörperoberflächen mit 

wirtseigenen Matrix-Proteinen in vivo lassen sich die Oberflächen der TSP ebenfalls leicht 

beladen (Francois et al., 1998; Vaudaux et al., 1990; Vaudaux et al., 1995). Zusätzlich 

können die TSP-Platten schnell in frisches Medium transferiert werden und erlauben dadurch 

die Anzüchtung replizierter gealterter Biofilme unter aseptischen Bedingungen. Da die 

verwendeten Oberflächen leicht zu modifizieren sind, ist das Verfahren außerordentlich 

vielseitig. Da auch TSPs mit anderer Oberflächenbeschaffenheit kommerziell erhältlich sind, 

lässt sich das Verfahren sogar noch variabler für verschiedene Bakterien einsetzen.  



 

 

47 

Auf der nativen Oberfläche des TSP Polysorp war keine ausreichende Anheftung der 

S. epidermidis-Stämme für eine Biofilm-Bildung möglich. Aus diesem Grunde wurden die 

TSP-Platten mit verschiedenen Substanzen beschichtet, um die Anheftung zu optimieren. 

Unter Verwendung von Poly-L-Lysin und Poly-L-Glutamat konnte für den Stamm 1457c eine 

kräftige Biofilm-Bildung beobachtet werden (s. Abb. 2), während mit Fibronectin nur 

schwache, inhomogene Biofilme ausgebildet wurden. Da aber eine Anheftung von 

S. epidermidis an Fibronectin nachgewiesen werden konnte (Mack et al., 2001; Rupp et al., 

1999a), ist zu erwarten, dass unsere Bedingungen für die Fibronectin-Beschichtung nicht 

optimal waren. Die gute Anheftung bei Beschichtung mit Poly-L-Lysin bzw. Poly-L-Glutamat, 

weist auf polare Interaktionen zwischen Bakterium und Oberfläche hin. Aufgrund der 

größeren Erfahrung mit Poly-L-Lysin haben wir dieses in den weiteren Untersuchungen für 

die Oberflächenmodifikation eingesetzt.  

Wir führten nach Etablierung des Biofilmes an den Zapfen Zellzahlbestimmungen durch, um 

die Zahl der pro Zapfen vorhandenen Bakterien realistisch einzuschätzen. Zum einen war 

diese Bestimmung notwendig, um die Anheftung der biofilm-negativen, makroskopisch nicht 

einzuschätzenden S. epidermidis-Stämme zu kontrollieren. Andererseits beeinflusst die Zahl 

der angehefteten Zellen, also das Inokulum bei zukünftigen Resistenz-Testungen, natürlich 

auch das Ergebnis. Um möglichst vergleichbare Resistenz-Bestimmungen mit 

planktonischen Zellen durchführen zu können, musste dieses Inokulum für jeden Stamm 

genau bekannt sein.  

Zur Mobilisierung der angehefteten Zellen von den Zapfen verwendeten wir Ultraschall. 

Dabei galt es, einen Mittelweg zu finden, der möglichst viele Zellen mobilisierte und 

voneinander trennte, ohne zu viele dabei abzutöten.  

Zur Optimierung der Vergleichbarkeit von Tests planktonischer und angehefteter Zellen 

berücksichtigten wir vor allem zwei Vermutungen bezüglich fremdkörperassoziierter 

Infektionen. Erstens kommt es bei fremdkörperassoziierten Infektionen häufig zur 

Akkumulation sehr hoher Zellzahlen im Biofilm. Zweitens ist das Immunsystem nicht fähig, 

angeheftete und biofilm-ständige Zellen zu entfernen, weil es in der unmittelbaren 

Umgebung eines Fremdkörpers zu lokalen Granulozyten-Defekten kommt (Vaudaux et al., 

1985; Zimmerli et al., 1984). Zusätzlich sind Phagozyten nicht in der Lage, intakte Biofilme 

abzutragen (Costerton et al., 1999). Aus den genannten Gründen ist bei einer 

fremdkörperassoziierten Infektion die komplette antibiotische Eradikation der angehefteten 

Bakterien notwendig, um zur Heilung zu führen.  

Zur Untersuchung möglicher Inokulum-Effekte führten wir MHK- und MBK-Bestimmungen 

von allen Stämmen mit planktonischen Zellen mit zwei verschiedenen Inokula durch. Als 

hohes Inokulum wählten wir dabei eine Zellzahl, die der Zahl der angehefteten Zellen an den 

Zapfen für den Wildtyp 1457c entsprach, der bei dieser Untersuchung Zellzahlen bis 6 x 106 
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erreichte. Das standardisierte McFarland 0,5 Inokulum entsprach der Zellzahl der biofilm-

negativen Mutanten an den Zapfen, sowie der der anderen Wildtypen, deren Zellzahlen nur 

etwa um das Doppelte über denen der Mutanten lagen zwischen 1 – 4 x 104 (vergleiche 

Tabellen 5, 6 und 7). Die verschiedenen untersuchten S. epidermidis-Stämme zeigten dabei 

unterschiedlich starke Inokulum-Effekte für die getesteten Antibiotika (vergleiche Tabellen 17 

- 21), so dass man nicht generell Inokulum-Effekte für S. epidermidis voraussetzen oder 

ausschließen kann. Klinische Isolate müssen also jeweils individuell untersucht werden. Für 

die getesteten Chinolone zeigten sich für Ciprofloxacin und Moxifloxacin gut erkennbare, für 

die neueren Gyrasehemmer Gatifloxacin und Gemifloxacin aber nur milde Inokulum-Effekte 

für die MHK, während für alle Chinolone deutliche Inokulum-Effekte im Bereich der MBK zu 

beobachten waren (vergleiche Tabellen 17 und 20). Die MBK-Werte mit hohem Inokulum 

lagen dabei in vielen Fällen weit jenseits des therapeutischen Bereiches. Diese Daten 

weisen darauf hin, dass Inokulum-Effekte auf die MBK unabhängig von den erhobenen 

MHK-Werten sein können. Daraus lässt sich schließen, dass zumindest für Chinolone die 

MHK alleine keinen prädiktiven Wert für das klinische Outcome einer 

fremdkörperassoziierten Infektion mit hoher Bakterien-Dichte hat.  

Die Minimale-Anheftungstötende-Konzentration (MAK) wurde wie oben beschrieben für die 

Antibiotika Penicillin, Oxacillin, Vancomycin, Gentamicin und Rifampicin, für die 

Gyrasehemmer Ciprofloxacin, Moxifloxacin, Gemifloxacin und Gatifloxacin und für die 

Lantibiotika Nisin und Gramicidin D bestimmt.  

Bei der Auswertung der MAK konnten zwei eindeutig abgrenzbare Resistenz-Muster für die 

einzelnen Stämme beobachtet werden. Eine MAKhomo, die homogene Resistenz mit einem 

reproduzierbaren Abbruch-Punkt, konnte für alle Stämme und alle getesteten Antibiotika 

erfasst werden. Zusätzlich konnte man für viele Stämme und Antibiotika ein davon 

differentes heterogenes Resistenz-Muster (MAKhetero) beobachten, mit Werten, die bis zum 

4096fachen der MAKhomo reichten (vergleiche Tabellen 24 und 29, Abb. 3). Für die biofilm-

negativen Mutanten konnten für viele Antibiotika und Stämme niedrigere Werte für die 

MAKhomo beobachtet werden als für die biofilm-positiven Wildtypen. Dieses Phänomen 

könnte auf Inokulum-Effekte zurückzuführen sein. Eindrücklich war dieser Effekt zum 

Beispiel für den Stamm 1457c für Penicillin und Gentamicin mit bis zu 64fach höheren 

Werten für den Wildtyp (vgl. Tabelle 22). Bei diesem Stamm lag beim Wildtyp ein wesentlich 

höheres Inokulum vor als bei der Mutante (2 x 104 versus 6 x 106). In vielen Fällen ergaben 

sich solche Unterschiede aber auch für die anderen Stämme, deren Inokulum beim Wildtyp 

maximal doppelt so hoch lag wie bei der Mutante. Solche Werte konnten wir zum Beispiel 

beim Stamm 9142 für Ciprofloxacin (vgl. Tabelle 27) beobachten oder für den Stamm 1057 

für Gentamicin (vgl. Tabelle 22). Die Tatsache, dass sich auch bei diesen Stämmen 

Unterschiede bis zum 64fachen zwischen Wildtyp und Mutante ergaben, obwohl hier kein 
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relevanter Unterschied im Inokulum besteht, spricht gegen einen reinen Inokulum-Effekt als 

Erklärung.  

Die Werte für die MAKhetero dagegen waren für die meisten Antibiotika und Stämme 

vergleichbar ohne einen Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante (vergleiche Tabellen 25 

und 30). Diese Daten korrelieren gut zu dem für gram-negative Bakterien und Enterokokken 

evaluierten Modell der Persistenz einzelner Zellen (Persister) im Biofilm unter Antibiotika-

Therapie (Keren et al., 2004; Lewis, 2000; Lewis, 2007; Spoering and Lewis, 2001; 

Wiederhold et al., 2005).  

Sowohl die MAKhetero als auch die MAKhomo waren höher als die entsprechenden MHKs der 

jeweiligen Stämme. Dieser Effekt wurde bereits für die MBEC für E. coli, P. aeruginosa und 

S. aureus beschrieben (Ceri et al., 1999). Wenn man allerdings die MAKhomo und MAKhetero 

mit der MBK mit verschiedenen Inokula für den jeweiligen Stamm und das getestete 

Antibiotikum verglich, so ergab sich ein individuell unterschiedliches Verhalten der 

verschiedenen Stämme angehefteter S. epidermidis (Tabelle 37 und 38).  

 

Tabelle 37: Vergleich der MBK mit entsprechendem Inokulum mit der MAKhetero für die 

Standard-Antibiotika 

Stämme 
Vancomycin Penicillin Gentamicin Oxacillin Rifampicin 
MBK MAK MBK MAK MBK MAK MBK MAK MBK MAK 

1457c 256
1
 32 16 32 4 16 64 256 4 >128 

1457-M10 8 >512 4 128 0,25 1 16 >512 2 8 

1057 16 >512 64 >512 >512 >512 256 512 0,06 <0,06 

1057-M10 8 >512 128 128 >512 512 256 256 0,25 0,25 

9142 2 512 128 >512 2 0,5 32 128 0,06 2 

9142-M10 4 >512 128 512 16 0,5 32 <0,25 0,06 0,5 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Tabelle 38: Vergleich der MBK mit entsprechendem Inokulum mit der MAKhetero für die 

Gyrasehemmer  

Stämme 
Ciprofloxacin Moxifloxacin Gemifloxacin Gatifloxacin 
MBK MAK MBK MAK MBK MAK MBK MBK 

1457c 128
1
 128 16 64 32 8 64 >128 

1457-M10 1 512 0,5 16 0,5 8 0,125 128 

1057 0,5 512 0,25 1 0,06 0,25 0,25 128 

1057-M10 0,5 512 0,125 0,5 0,06 0,25 0,125 8 

9142 16 >512 8 >512 128 256 4 >512 

9142-M10 16 >512 4 >512 128 512 2 >512 
1 
alle Antibiotika-Konzentrationen sind jeweils in µg/ml angegeben 

 

Für einige Stämme und Antibiotika lag die MAKhetero bis zum 1024fachen über der MBK unter 

Einsatz des adäquaten Inokulums, so zum Beispiel für Vancomycin für alle Stämme außer 

1457c oder für Ciprofloxacin für ebenfalls alle Stämme außer 1457c. Andererseits gab es 
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auch Stämme und Antibiotika, für die MBK und MAKhetero nur um das maximal vierfache 

differierten, wie zum Beispiel für den Stamm 1057 und seine Mutante für Rifampicin.  

Unsere Ergebnisse unterstützen zuvor bereits publizierte Ergebnisse, die aussagen, dass die 

Bestimmung von MHK und MBK mit unterschiedlichen Inokula nicht ausreicht, um den 

klinischen Erfolg der Therapie einer fremdkörperassoziierten Infektion vorherzusagen (König 

et al., 2001).  

Interessanterweise konnten bei weitgehend deutlich oberhalb des therapeutischen Bereichs 

liegenden MAKhetero-Werten für die meisten Antibiotika und Stämme einzelne Stämme für 

bestimmte Antibiotika im therapeutischen Bereich getestet werden, sogar im Bereich der für 

MHKs nach NCCLS definierten Sensibilität. So fand sich zum Beispiel für den Stamm 1057 

und seine Mutante eine MAKhetero im therapeutischen Bereich für Gemifloxacin und im nach 

NCCLS grenzwertig sensiblen Bereich für Moxifloxacin, gleiches konnte man für den Stamm 

9142 und seine Mutante für Gentamicin beobachten. Diese Ergebnisse weisen auf 

therapeutische Optionen für Stämme mit ähnlichem Resistenz-Profil hin, betonen aber auch 

die Notwendigkeit der individuellen Testung einzelner Isolate. Die Bestimmung der MAK für 

das bakteriostatische Linezolid, sowie für die Lantibiotika Nisin und Gramicidin D ergab 

bereits für die MAKhomo Werte weit jenseits des therapeutischen Bereichs, so dass diese 

Substanzen keine Therapie-Optionen für die Therapie fremdkörperassoziierter Infektionen 

darstellen.  

Nach den ersten Versuchen mit der Minimalen-Anheftungstötenden-Konzentration konnten 

wir beobachten, dass sowohl für biofilm-positive als auch biofilm-negative Stämme 

zumindest die MAKhetero fast aller Antibiotika weit oberhalb des in vivo erreichbaren 

Konzentrationsbereiches lag. Effektiv waren unter den Standard-Antibiotika lediglich 

Gentamicin und Rifampicin sowie die Gyrasehemmer der neueren Generation, vor allem 

Moxifloxacin und Gemifloxacin. Da es vor unserer Arbeit schon klinische Ansätze einer 

Kombination aus Gyrasehemmer und Rifampicin gegeben hatte (Zimmerli et al., 1998), 

entschieden wir uns für eine solche Kombination, in der Hoffnung, dadurch eine größere 

Wirksamkeit zu erzielen und zugleich einer Resistenz-Entwicklung gegen Rifampicin 

entgegenzuwirken.  

Die Kombinationstherapie der Gyrasehemmer mit Rifampicin erscheint allerdings nur bei 

hohen Rifampicin-Konzentrationen von 1µg/ml erfolgsversprechend zu sein, bei niedriger 

Dosis ergab sich kein Unterschied zur MAK ohne Rifampicin (vgl. Tabelle 30 - 32). Bei 

Verwendung der hohen Dosis beobachteten wir aber für einige Stämme und Antibiotika eine 

bedeutend erniedrigte MAKhetero, so zum Beispiel für den Stamm 1057 bei Ciprofloxacin oder 

den Stamm 9142 bei Moxifloxacin (vgl. Tabelle 36). In Einzelfällen scheint also diese 

Kombination eine Möglichkeit zu sein, angeheftete oder im Biofilm befindliche S. epidermidis 

vollständig zu eradizieren.  
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Es konnte kein konsistenter Unterschied nachgewiesen werden zwischen der MAKhetero der 

biofilm-positiven S. epidermidis-Wildtyp-Stämme und der der biofilm-negativen Mutanten. 

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass bei angehefteten biofilm-negativen S. epidermidis 

Persister ebenso entstehen wie bei biofilm-positiven Isolaten. Das könnte das Versagen der 

Antibiotika-Therapie bei fremdkörperassoziierten Infektionen selbst bei biofilm-negativem 

Erreger erklären. Diese Persister haben eine besondere Bedeutung bei 

fremdkörperassoziierten Infektionen unter Berücksichtigung des durch den Fremdkörper 

ausgelösten lokalen Granulozyten-Defektes (Vaudaux et al., 1985; Zimmerli et al., 1984), 

während Persister im Gewebe von den vorhandenen Phagozyten schnell beseitigt werden. 

Diese Daten unterstützen die Notwendigkeit eines Testverfahrens, um die Antibiotika-

Resistenz angehefteter S. epidermidis-Stämme nicht nur für biofilm-positive Isolate zu 

bestimmen.  

Verschiedene Mechanismen der Resistenz biofilm-ständiger Zellen werden in der Literatur 

diskutiert. Eine Hypothese vermutet, dass die Glykokalyx des Biofilms eine Diffusion der 

Antibiotika zu den Ziel-Zellen verhindert. Für S. epidermidis waren die Ergebnisse allerdings 

kontrovers (Dunne, Jr. et al., 1993; Farber et al., 1990; Zheng and Stewart, 2002). Für gram-

negative Bakterien konnte gezeigt werden, dass Chinolone leicht in den Biofilm eindringen 

können (Anderl et al., 2000; Ishida et al., 1998; Shigeta et al., 1997; Vrany et al., 1997). 

Unsere Daten lassen vermuten, dass die These einer reduzierten Perfusion von 

S. epidermidis-Biofilmen kritisch überdacht werden muss, insbesondere unter 

Berücksichtigung der Tatsache, dass bakterielle Exopolysaccharide zu bis zu 97% aus 

Wasser bestehen in das Antibiotika leicht diffundieren können (Zhang et al., 1998). Dieses 

wird zusätzlich unterstützt durch die Beobachtung, dass die Resistenz angehefteter biofilm-

negativer S. epidermidis, erfasst in Form der MAKhetero, ähnlich der Resistenz biofilm-

positiver Stämme ist, unabhängig von den relativ höheren Inokula der biofilm-positiven 

Stämme.  

Aus diesem Grund ist das Modell einzelner Persister-Zellen unter Antibiotika-Therapie 

biofilm-ständiger Bakterien (Lewis, 2000; Lewis, 2001) wahrscheinlicher als Erklärung der 

beobachteten Resistenz-Profile angehefteter S. epidermidis. Für diese These spricht 

ebenfalls die Tatsache, dass wir bei unseren rekultivierten Persistern ein unverändertes 

Resistenz-Profil zum Ausgangsstamm beobachten konnten, analog zu den beschriebenen 

Persistern gram-negativer Bakterien, bei denen es sich ebenfalls nicht um resistente 

Mutanten handelt (Lewis, 2005).  

Interessanterweise scheint die Akkumulation von Zellen in einem mehrschichtigen Biofilm 

nach der primären Anheftung die Zahl der Persister gegen die untersuchten Antibiotika nicht 

zu erhöhen. Diese Daten weisen darauf hin, dass die initiale Anheftung von Zellen an 

Polymer-Oberflächen ausreicht, um Signale zu induzieren, die die Zahl der Persister 
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erhöhen. Dies entspricht der Beobachtung, dass sich die Zahl der Persister in einer 

Bakterien-Population erhöht, je langsamer diese Population proliferiert (Spoering and Lewis, 

2001). Dem entgegengesetzt scheint die folgende Zell-Akkumulation während der Biofilm-

Bildung mit der entsprechend erhöhten Zellzahl keinen zusätzlichen Effekt zu haben. Will 

man die Persister-Hypothese weiter verfolgen, so wäre als Zukunftsperspektive eine 

Aufarbeitung der isolierten Persister in unserem Modell denkbar, mit der Suche nach 

Expression von Genen, die spezifisch für Toxin-Antitoxin-Module sind, wie dies bereits für E. 

coli untersucht wurde (Lewis, 2005; Shapiro et al., 2011). 

Die beobachteten Inokulum-Effekte vor allem auf die MBK/KBK planktonischer Zellen 

könnten auch durch einzelne Persister erklärbar sein, welche imstande sind, die hohe 

Antibiotika-Konzentration zu überleben. Allerdings weisen unsere Daten darauf hin, dass die 

MBK-Bestimmung mit verschiedenen Inokula nicht geeignet ist, um die Resistenz 

angehefteter Zellen zuverlässig vorherzusagen. Aus diesem Grunde könnte das MAK-

Verfahren in der Zukunft helfen, das therapeutische Outcome fremdkörperassoziierter 

Infektionen vorherzusagen und bei der Auswahl entsprechender Antibiotika zur Therapie 

dieser Infektionen helfen.  
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5 Zusammenfassung 

Fremdköperassoziierte Infektionen sind häufige und oft schwere Komplikationen bei 

hospitalisierten Patienten, insbesondere koagulase-negative Staphylokokken bereiten 

aufgrund ihrer Fähigkeit zur Biofilm-Bildung klinisch immer wieder therapeutische 

Schwierigkeiten. Resistenzprofile unter Standard-Bedingungen haben nur einen geringen 

Vorhersagewert für den Erfolg einer antibiotischen Therapie.  

Wir entwickelten eine Methode, um S. epidermidis unter Biofilm-Bedingungen auf Antibiotika-

Resistenzen zu testen, mit dem Ziel, zuverlässige Aussagen über die Erfolgsaussichten 

einer Therapie zu treffen. Wir führten Testreihen mit verschiedenen Antibiotika sowie mit 

einigen Gyrasehemmern als Monotherapie und in Kombination mit Rifampicin durch. Die 

verwendeten Stämme von S. epidermidis exprimieren alle das interzelluläre 

Polysaccharidadhäsin und sind  biofilm-positiv, die zusätzlich untersuchten Knock-out-

Mutanten sind biofilm-negativ. Wir konnten reproduzierbare Resistenz-Profile unter 

Bedingungen im Biofilm bzw. in angeheftetem Zustand erstellen. Den erhobenen Wert 

bezeichneten wir als Minimale-Anheftungstötende-Konzentration (MAK). Dabei konnten wir 

eine MAKhomo beobachten, bei der es zu einem Abbruch des homogenen Bakterien-

Wachstums kam sowie eine meist bedeutend höhere Konzentration (MAKhetero) ab der kein 

Wachstum mehr auftrat. Dies galt sowohl für biofilm-positive als auch biofilm-negative 

Stämme. Wir konnten bis auf Inokulum-Effekte keinen signifikanten Unterschied zwischen 

der MAK der Wildtypen und der MAK der biofilm-negativen Mutanten feststellen.  

Unsere Daten bestätigten den Verdacht, dass angeheftete Bakterien resistenter gegen 

Antibiotika sind als planktonische und erklären auch das immer wieder beobachtete 

Therapie-Versagen trotz gegen die eingesetzten Antibiotika sensiblem Erreger. Für die 

Resistenz gegen Antibiotika scheint der Biofilm selbst aber eine geringere Rolle zu spielen 

als bislang angenommen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Antibiotika-

Resistenz eher auf eine inaktive Stoffwechsellage zurückzuführen ist, als auf die 

physikalische Barriere des Biofilms. Diese scheint aber die Akkumulation höherer Zellzahlen 

zu ermöglichen, was wiederum zu einer erhöhten Antibiotika-Resistenz führt.  

Ein Erklärungsansatz für das Phänomen der MAKhetero ist ein Modell weniger Persister auch 

oberhalb der eigentlichen Minimalen-Anheftungstötenden-Konzentration. Diese ermöglichen 

auch bei hohen Konzentrationen noch ein Überleben, ohne dass es sich dabei um eine echte 

Resistenzentwicklung handelt. Diese einzelnen Persister verringern zusätzlich die Chancen 

einer antibiotischen Therapie auf die wirkliche Sanierung eines infizierten Fremdkörpers. Die 

eingesetzten Antibiotika überzeugten zur Eradikation des Biofilms nicht, eine Kombination 

von Gyrasehemmern mit Rifampicin scheint aber in Einzelfällen erfolgsversprechend zu sein.  
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