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Aus dem Bakteriologischen Institut des Kantons St.Gallen
(Vorsteher: PD Dr. U. Krech)

Bakteriologische Priifung der Oxacillin - Wirksamkeit in Kuhmileh?

Von H. Modde und G. Mattes?

In der Literatur findet man mehrfach [2, 3,°8, 9, 13] Hinweise darauf,
daBl die Hemmkonzentrationen vieler Antibiotika in Voll- und Mager-
milch hoher 'liegen als in Bouillonmedien.

Price und Mitarbeiter [8] beziehen diese Tatsache auf die antagonistische
Wirkung von Eiweill und EiweiBlabbauprodukten.

‘Die gleiche Forschergruppe konnte die ebenfalls naheliegende Vermutung,
daB3 die beobachteten Unterschiede in der antibiotischen Aktivitit der Préa-
parate durch ein besseres Wachstum der Testorganismen im Milchmedium
begriindet sein konnten, experimentell ausschliefen [9].

Schmidt, Modde und Dinter [14] haben mitgeteilt, daf auch in Frauenmilch
Aktivitdtsverluste antibiotischer Préparate auftreten kénnen.

Nach Price [8] haben derartige Beobachtungen «mehr als nur den Wert
eines Laboratoriums-Phinomens, da die Pridparate bei der Therapie von
Rinder-Mastitiden gegeniiber Kuhmileh exponiert werden. »

In diesem Zusammenhang diirfte die Priifung der antibiotischen Aktivi-
tdt halbsynthetischer Penicilline von Interesse fiir die Therapie sein.

Price und Mitarbeiter [8] haben darauf hingewiesen, daf} ein deutlicher
Riickgang im Auftreten von Str.-agalactiae-Mastitiden zu verzeichnen ist.
Gleichzeitig erhohe sich die Zahl der Mastitisfalle, die durch Mikrokokken
und gramnegative Bakterien verursacht werden.

Diese Angaben sind inzwischen mehrfach bestétigt worden.

Es ist also — wie z. B. bei der Pneumonie in der Humanmedizin — bei defi-
nierten infektiosen Krankheiten unter Beibehaltung des klinischen Bildes
ein «Erregerwechsel» auch in der Tierheilkunde zu verzeichnen.

Im Falle Penicillin-resistenter Mikrokokken versagt die iibliche Therapie
der Mastitis mit den «klassischen» Penicillinen, und es bieten sich zur Be-
handlung — éhnlich wie bei den entsprechenden Fillen der Mastitisbehand-
lung in der Humanmedizin — neben den Tetracyclinen [13] vor allem die
halbsynthetischen Penicilline an.

Aufgabe der vorliegenden Mitteilung ist es, anhand eines Priparates
dieser Gruppe zu prifen, ob seine volle antibiotische Wirksamkeit in Kuh-
milch gegeben ist und ob derartige Medikamente somit bei Mastitisfallen
empfohlen werden konnen, die durch die «klassischen» Penicilline nicht zu
beeinflussen sind.

1 Ein Teil der Untersuchungen wurde im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie Iller-

tissen/Bayern (Damaliger Leiter: Dr. med. H. Modde) durchgefiihrt. ]
2 Z.Z. Assistentin am Medizinisch-Diagnostischen Institut Weingarten/Wiirtt.
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Aus verschiedenen Griinden (s.u.) wihlten wir ein Pridparat aus der Oxacillin-
Gruppe. :

Material und Methoden
A. Material

. Die verwendeten Kuhmilchproben stammten von gesunden Tieren; sie wurden
unter aseptischen Kautelen entnommen und innerhalb von 3 Stunden nach der Ab-
nahme verarbeitet.

Die fiur die Versuche erforderliche Keimfreiheit der Milch wurde durch Dauer-
pasteurisierung [4] bei 63°C erzielt, da dieses Vorgehen nach Inichow die «Eigen-
schaften der Milch am geringsten verdndert». Wegen «Erhaltung des Rohmilchcha-
rakters» wird dieses Verfahren auch von amerikanischen Autoren [9] bevorzugt.

‘Der pH-Wert jeder Milchcharge wurde mit einer kombinierten Glaselektrode
(pH-Meter E 150 A der Firma Metrohm, Herisau) ermittelt.

Als Kontroll-Medium diente Bouillon, die auf den mittleren Laktosegehalt der
Kuhmileh (4,69%,) sowie auf die pH-Werte 6,6, 6,7, 6,8 und 6,9 eingestellt war.

Bei allen Versuchen verwendeten wir das halbsynthetische Penicillin Stapenor ®
der Firma Bayer-Leverkusen, geldst in aqua tridest.

Als Teststimme fanden Verwendung: Str. agalactiae G 76 mit einer mittleren
Stapenor-Sensibilitdt' von 0,15 y/ml, Staph. aur. haem. SG 511 (Berlin) mit einer
mittleren Empfindlichkeit gegen Stapenor von 0,07 y/ml und ein.aus Mastitiseiter
isolierter Stamm der gleichen Species, der eine mittlere Stapenor-Sensibilitdt von
0,15 y/ml aufwies (jeweils 24 Stunden alte Bouillon-Kulturen).

B. Methodik (Rohrehentest)

Unter Verwendung der prédparierten Milch und der Kontrollfliissigkeit wurden
Verdiinnungsreihen vorbereitet. Die Wasserstoffionenkonzentration der Standard-
Bouillon entsprach jeweils dem fur die einzelnen Milchchargen ermittelten pH-Wert.

Nach Hinzugabe des Antibiotikums und erfolgter Dilution wurden die Rohrchen
der Test- und Kontrollreihen mit je einem Tropfen Bouillonkultur der angegebenen
Teststdmme (aufgeteilt nach 3 Untersuchungskollektiven) inokuliert und anschlieBend
18 Stunden bei 37°C im Thermostaten bebriitet.

Bei diesem Verfahren wird die Aktivitat des Antibiotikums direkt in der Milch ge-
prift, kann aber wegen der Nichtanwendbarkeit der Nephelometrie nur indirekt ab-
gelesen werden. Wir bedienten uns hierzu der Indikatormethode.

In einer Reihe von Vorversuchen bewihrte sich hinsichtlich Farbton und End-
punktschirfe am besten Bromkresolpurpur (0,1%ige alkoholische Losung). Jedem
Roéhrehen (das nach der Verdinnung 2,5 ml Fliissigkeit enthielt) wurden nach der
Bebritung 2 Tropfen dieses Indikators zugesetzt, anschlieBend erfolgte Durchmi-
schung.

Das Ableseverfahren erfordert auBler der Standard- und der Wachstumskontrolle
auch noch Farbkontrollen der (keimfreien und beimpften) Milch, die zum Vergleich
mit den Versuchsréhrchen dienen.

Aus Grinden der methodischen Einheitlichkeit wurde auch bei den Bouillon-
Standardkontrollen der Farbumschlag bewertet, obwohl hier auf Grund der Tribung
hitte geurteilt werden kénnen.

Durch die Adaptation des Laktosegehaltes der Bouillon in den Standardreihen an
die durchschnittlichen Laktose-Werte der Kuhmilch wurde der gleiche Grad der
Sédurebildung und damit die Gleichheit des Ableseverfahrens garantiert; nach Zusatz
von Bromkresolpurpur farben sich Milech und Laktose-Bouillon, wenn durch das Wachs-
tum der Bakterien Laktosespaltung und damit Sauerung der Medien eingetreten ist,
gelb; Blaufirbung der Milch und dadurch angezeigtes Fehlen von Bakterienwachstum
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wurde als MaBstab der Stapenor-Aktivitat in der Mich (und entsprechend bei den
Kontrollen) betrachtet und notiert.

Die Endpunktschérfe des oben angegebenen Verfahrens ist u.a. eine Funktion des
Laktosegehaltes der Medien und des Laktosespaltungsvermégens der verwendeten
Testbakterien. Da das letztere von Stamm zu Stamm verschieden ist, wird die End-
punktschérfe innerhalb einer Versuchsanordnung bei Verwendung mehrerer Test-
stdmme variabel sein. Sie betrug bei den oben beschriebenen Versuchen im Durch-
schnitt 2 Rohrchen (Ubergangswert griin zwischen blau und gelb). Die bessere End-
punktschirfe bei fritheren Untersuchungen [12] mit Frauenmilch (1 Roéhrchen als
Ubergang) fithren wir u.a. neben der Vérwendung eines anderen Indikators vor allem
darauf zuriick, da3 auf Grund des héheren Gehaltes der Muttermilch an Laktose (7,19%,)
mehr Zucker zur Spaltung vorhanden war und somit eine vergleichsweise hdhere
Séureproduktion resultierte.

Weitere Einzelheiten iiber dieses Verfahren kénnen der ausfiihrlichen Veroffent-
lichung von Schmidt und Modde [12] entnommen werden.

Wir haben die o.a. Untersuchungen nur unter Verwendung von Vollmilch vorge-
nommen, da frither durchgefithrte Versuche ergaben, da3 dem Milchfett hinsichtlich
der Antibiotika-Hemmung praktisch keine Bedeutung zukommt und weil ferner bei
der Mastitis-Therapie lediglich die Wirkung der Préaparate in Vollmilch interessiert.

Bei unseren Versuchen wurden nur die bakteriostatischen Hemmkonzentrationen des
Stapenors beriicksichtigt; auf Priifung der bakteriziden Wirkung konnte verzichtet
werden, da (nach Angaben der Herstellerfirma) bei diesem Préparat «die bakterio-
statischen und bakteriziden Grenzkonzentrationen eng zusammenliegen und sich
héufig sogar entsprechen ». :

Ergebnisse

Tabelle 1 Ergebnisse der Stapenor-Aktivititspriifung nach 18stiindiger Wirkung in Kuh-
milch bei 37 °C (Teststamm Str.-agalactiae)
"y Sta / ) Farb- und Farb- upd
4 1P~ 0,6 0,3 0,15 | 0,07 0,03 | 0,01 Wachstums- Steril.-
m kontrolle kontrolle
Versuch — — - + +4 | ++ + + —
Kontrolle| — — — + +4 | +4+ + + —

Tabelle 2 Ergebnisse der Stapenor-Aktivititspriiffung nach 18stiindiger Wirkung in Kuh-

milch bei 37 °C (Teststamm SG 511, Berlin)

Stap./ Farb- und Farb- und
g lp' 06 | 03 | 0,15 | 0,07 | 0,03 | 0,01 | Wachstums- Steril.-
m kontrolle kontrolle
Versuch — — — — + ++ | + 4+ -
Kontrolle — — — — + + + ++ —

Die in den Tabellen 1 bis 3 angegebenen Ergebnisse sind Mittelwerte aus
je 50 Versuchen.

Die Schwankungen der Resultate betrugen maximal eine halbe bis eine
Verdunnungsstufe (s.u.).
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Tabelle 3 Ergebnisse der Stapenor-Aktivitdtspriiffung nach 18stiindiger Wirkung in Kuh-
milch bei 37 °C (Teststamm «Mastitis»)

Stap./ A . . Farb- und Farb- und
4 mlp' 0,6 0,3 | 0,15 | 0,07 | 0,03 | 0,01 Wachstums- Steril.-
_ kontrolle kontrolle
Versuch - — — +- +4 | +4+ + 4+ - —
Kontrolle| — — — + 4+ 4+ +4+ + 4+ -

In den Tabellen bedeuten: 4 4 = Gelbfirbung = starkes Bakterien-
wachstum; 4+ = Griinfdrbung = schwaches Wachstum; — = Blaufirbung
= kein Wachstum von Bakterien. Blauféirbung bedeutet-also volle Stapenor-
Aktivitat, Gelbfarbung volle Stapenor-Unwirksamkeit. ,

Geringe Fluktuationen der Ergebnisse, wie sie bei den oben beschriebenen Unter-
suchungen aufgetreten sind, diirfen auf unterschiedlichen Laktosegehalt und geringe
Elgen-Bakterlmdle der verschiedenen Milchchargen bezogen werden, Faktoren, mit
denen — im Gegensatz zur auf Mittelwerte eingestellten und immunologisch indifferenten
Kontroll-Bouillon — bei dieser Methode gerechnet werden muf.

Minimale Farbunterschiede durch stérkere oder schwichere Sdureproduktion in-
folge von Differenzen im Laktosegehalt der Milch sind also bei der Beurteilung der Resul-

tate ebenso zu beriicksichtigen wie die mehr oder weniger geringen Eigenbakterizidie-
Schwankungen dieses Mediums.

In keinem Falle jedoch waren die dadurch bedmgten Verschiebungen der Ergeb-
nisse relevant, sie lagen fast ausnahmslos unterhalb einer Verdurmungsstufe und da-
mit innerhalb der Fehlerbreite des Rohrchenverdiinnungstests.

Aus allen Tabellen ist ersichtlich, daB3 die Hemmkonzentrationen des Sta-
penors gegen die Testbakterien in Kuhmilch mit denen in der Kontroll-
Bouillon identisch waren.

Diskussion

Mit Hilfe der oben beschriebenen Methodik hat sich kein Anhalt fiir
Hemmung oder Inaktivierung des Stapenors in Kuhmilch ergeben.

Eigene — noch unveroffentlichte — in-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, da8 die
halbsynthetischen Penicilline Baycillin®, Binotal® und Stapenor® in Frauenmilch
ihre volle antibiotische Wirksamkeit behalten.

Rummel [10] berichtét iiber sehr gute klinische Erfolge mit einem semlsynthem-

schen Penicillin bei Mastitispatientinnen.

Im Analogieschlu (chemische und biologische Ahnlichkeit von Frauen-
und Kuhmilch) kann daher angenommen werden, dafl Stapenor auch in vivo
keine Wirkungseinbulle durch Kuhmilch erleidet.

Bei Antibiotika-Titrationen in Milch ist zu beriicksichtigen, daBl dieses
Medium — zumindest fiir einige Stunden nach der Abnahme — iiber gewxsse
bakterizide bzw. bakteriostatische Potenzen (s.0.) verfiigt, die allerdings in

Anbetracht der hohen Bakterieneinsaat im Experiment nicht als erheblich
zu betrachten sind.
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Es sei hier nur am Rande erwédhnt, dafl auf Grund der «unspezifischen
Infektabwehr» (Liysozym, Lactenin, Properdin usw.) und der Phagozytose-
vorginge sowie spezifischer Antikorper gegen verschiedene Bakterienarten
andere Wechselbeziehungen zwischen Antibiotika und Makroorganismus be-
stehen als zwischen Antibiotikum und Milch bei den oben beschriebenen
in-vitro-Versuchen.

Bei in-vitro-Tests konnen vornehmlich folgende Momente, welche die
Antibiotika-Wirksamkeit zu beeinflussen vermogen, gepriift werden: Was-
serstoffionenkonzentration, Eiweibindung, Hemmung der Antibiose
durch Ionen und die Temperaturabhéingigkeit des antibiotischen Effektes.

Ein bei Antibiotika-Untersuchungen in Milch besonders zu beachtendes
Moment, nimlich die Beeinflussung der Ergebnisse durch unterschiedliche
pH-Werte der verschiedenen Milchchargen [11], entfillt hier, da methodisch
so vorgegangen wurde, daB} die Medien der Versuchs- und Standardreihen
bei jeder Untersuchung jeweils die gleichen pH-Werte hatten.

Wesentliche therapeutische Vorziige der Oxacillin-Praparate (deren eines
wir stellvertretend fiir die Gruppe der halbsynthetischen Penicilline bei
unseren Versuchen verwendeten) sind:

Groere antibakterielle Wirksamkeit als die anderer halbsynthetischer
Penicilline [1].

Die Gewebekonzentration an freiem Oxacillin entspricht der Serumkon-
zentration [7].

Oxacillin «erscheint in Serumkonzentrationen, die weit iiber den fiir
eine klinische Wirkung erforderlichen Werten liegen» [6].

Bakterizider Wirkungsmodus (s.o.).

Oxacillin ist infolge seiner Penicillinasefestigkeit in der Lage, die Resi-
stenz von Staphylokokken gegen Penicillin zu durchbrechen [15].

Oxacillin-resistente Staphylokokkenstédmme sind nur selten aus pathc-
logischem Material isoliert worden [5].

Gelegenthch gefundene primér Oxacillin-resistente Staph.-aureus-Stamme
zeigten einen «geringen Resistenzgrad» [7].

Es ist nicht zu bezweifeln, daf} diese bakteriologisch gesicherten Fakten
die Oxacillin-Préparate (und wegen &hnlicher bakteriologischer Eigen-
schaften wohl ebenfalls andere halbsynthetische Penicilline) auch fiir die
Mastitisbehandlung als besonders geeignet erscheinen lassen.

Zusammenfassung

Da aus mehreren Griinden die Behandlung von Mastitiden mit «klassischen»
Penicillinen auch in der Tierheilkunde oft versagt, ist es wichtig, iiber die antibiotische
Aktivitdt neuer Praparate in Kuhmilch orientiert zu sein.

In diesemn Zusammenhang interessieren vor allem die halbsynthetischen Penicilline.

Das Oxacillin-Priaparat Stapenor® wurde mit Hilfe eines quantitativen mikro-
biologischen Verfahrens auf seine antibiotische Wirksamkeit in Kuhmilch gepriift.
Aktivitdtsverluste konnten nicht beobachtet werden.
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Auch aus anderen Griinden kénnen Penicilline der Oxacillin-Gruppe und weitere
halbsynthetische Penicilline von seiten der Bakteriologie. zur Mastitisbehandlung
empfohlen werden.

Résumé

Le traitement de mastitides au moyen des pénicillines «classiques» échoue souvent
et pour de nombreuses raisons également en médecine vétérinaire. Il est done important
d’étre orienté sur I'activité antibiotique de nouvelles préparations dans le lait de vache.

A cet égard, ce sont avant tout les pénicillines mi-synthétiques qui nous intéressent.
La préparation d’Oxacilline Stapenor® a été contrdlée par un procédé quantitatif
microbiologique quant & son.efficacité antibiotique sur le lait de vache. On n’a pu
observer de pertes d’activité. '

‘Pour d’autres raisons encore, les pénicillines du groupe Oxacilline et autres péni-
cillines mi-synthétiques peuvent étre recommandées du point de vue bactemologlque
pour le traitement de la mastite.

Riassunto

Poiché, per varie ragioni, il trattamento di mastiti con delle penicilline «classiche»
fallisce spesso anche in medicina veterinaria, & importante orientarsi sull’attivita
antibiotica di nuovi preparati nel latte di vacea.

A questo riguardo interessano anzitutto le penicilline semisintetiche.

Il preparato Oxacillina Stapenor® ¢ stato provato, con un metodo quantitativo
microbiologico, nella sua efficacia antibiotica sul latte di vacca. Non si sono potute
osservare deficienze di attivita. )

Anche per altre ragioni, le penicilline del gruppo Oxacillina e altre penicilline
semisintetiche possono essere raccomandate sotto ’aspetto batteriologico per la cura
delle mastiti. '

Summary

Since for several reasons the treatment of mastitis with the «classical» penicillin
products is often unsuccessful in veterinary medicine, it is important to be informed
about the antibiotic activity of new products in cows’ milk.

In this connection the semi-synthetic penicillins are of particular interest.

The oxacillin product Stapenor® was tested by means of a quantitative micro-
biological process for its antlblotlc effect on cow’s milk. No loss of activity could be
observed.

For other reasons also penicillins of the oxacillin group and other semi-synthetic
penicillins may be recommended from the bacteriological point of view for the treat-
ment of mastitis.
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