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Einleitung

1 Einleitung

Die Entdeckung des Penicillins im Jahr 1928 durch Alexander Fleming ermdglichte (ber
Jahrzehnte eine zuverlassige Bekampfung lebensbedrohlicher bakterieller
Infektionskrankheiten (DE LA BEDOYERE 2005). Resistenzen gegeniber antimikrobiellen
Substanzen wurden bereits im 20. Jahrhundert als natiirliche Entwicklung in Form von
Mutation und Adaption beschrieben (JAWETZ et al. 1963). Durch den (bermaRigen
Antibiotikagebrauch in der medizinischen Behandlung von Mensch und Tier und dem daraus
resultierenden Selektionsdruck hat sich die Verbreitung von Resistenzen drastisch zugespitzt
(ANON. 2017). Die Behandlungsmoglichkeiten fiir Infektionen mit gegen Antibiotika (AB)
multiresistenten Bakterien wie beispielsweise Extended-Spectrum-Beta-Lactamase (ESBL)-
bildenden Klebsiella Spezies oder Carbapenem-resistenten Pseudomonas (P.) aeruginosa
werden immer limitierter. Dies kann zu Komplikationen wahrend oder infolge von
Krankenhausaufenthalten sowie einem Anstieg der Mortalitatsrate fuhren (RKI 2013).
Surveillance-Studien zu nosokomialen Infektionen (NI) ergaben, dass haufig AB-resistente
Mikroorganismen die Ursache darstellen. NI mit Acinetobacter spp., P. aeruginosa und
Klebsiella spp. sind europaweit auf dem Vormarsch (ECDC 2018). Insbesondere 3- und 4-fach
Multiresistente Gram-Negative (MRGN) stellen eine Herausforderung fir das
Gesundheitssystem dar (ANON. 2012, RKI 2016). Zudem stagniert die Erforschung neuer AB-
Klassen u. a. aus wirtschaftlichen Griinden und es werden folglich weniger neue Therapeutika
zugelassen (ANON. 2018). Vor diesem Hintergrund spielt die Infektionspravention in Form von
Umweltdekontamination eine zentrale Rolle. Da viele Keime in der Lage sind auf unbelebten
Oberflachen monatelang zu tberleben, stellt dieses Reservoir eine stetige Infektionsquelle dar
(KRAMER et al. 2006). Infektionspravention kann durch HygienemalRnahmen wie effektive
Reinigung und Desinfektion erreicht werden. Ziel der Desinfektion ist es, die Menge
pathogener Mikroorganismen auf patientennahen Oberflachen so zu reduzieren, dass die
Infektionskette unterbrochen wird (SINGBEIL-GRISCHKAT 2008). Die mikrobizide Wirkung
eines Desinfektionsmittels (DM) ist abhangig von der Konzentration des Mittels, der
Einwirkzeit, der Temperatur und dem pH-Wert. Den Desinfektionserfolg beeintrdchtigen
konnen Tenside und EiweiRe, aber auch das Vorliegen von bakteriellen Biofilmen oder
bakteriellen Resistenzmechanismen. Standardisierte Wirksamkeitsprifungen nach Richtlinien
der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft e. V. (DVG) bzw. dem Verbund fir
Angewandte Hygiene e. V. (VAH) fir chemische DM erlauben eine Einschatzung der Effizienz
der aktiven Substanzen in der Praxis. Einsatzgebiete sowie Konzentrations-Zeit-Relationen fiir
qualitatsgeprifte DM werden in entsprechenden Listen veroffentlicht (ANON. 2018). Als
Priiforganismen werden standardisierte Bakterienstimme verwendet. Berichte (iber DM-
Resistenzen und Ko-Resistenzen gegeniiber AB und Bioziden wurden veréffentlicht
(CHAPMAN 2003, CHUANCHUEN et al. 2001, JOYNSON et al. 2002). Es stellte sich die Frage,
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ob multiresistente Erreger (MRE) prinzipiell auch DM-resistent sind und ob fiir MRE spezifische

Konzentrations-Zeit-Relationen bei der Desinfektion anzuwenden sind.

Im Rahmen meiner Dissertation wurden vier aktive Substanzen, die in gdngigen chemischen
DM-Formulierungen enthalten sind, auf ihre Effektivitat gegeniliber multiresistenten Isolaten
von A. baumannii, A. pittii, K. oxytoca, K. pneumoniae und P. aeruginosa im Vergleich zu
Referenzstammen getestet. Diese Testsubstanzen umfassten Ethanol (ETH), Peressigsaure
(PES), Benzalkoniumchlorid (BAC) und Natriumhypochlorit (NH). Die Wirksamkeit wurde
gemald den Richtlinien des VAH in einer vierphasigen DM-Testung tGberprift (ANON. 2015c).
Zuerst wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) und somit die bakteriostatische
Wirksamkeit der DM bestimmt. Zudem wurde ein geeignetes Neutralisationsmittel fiir jede
aktive Substanz determiniert. Fortfihrend wurden der qualitative sowie der quantitative
Suspensionstest durchgefiihrt, um die bakterizide Wirksamkeit zu bestimmen. Abgeschlossen
wurden die Untersuchungen mit der Bestimmung bakterizider Konzentrationen im
Keimtragertest, welcher praxisnahe Bedingungen auf einer nicht-porésen Oberfldache
simuliert. Die Testung zielte auf die Determinierung wirksamer Konzentrations-Zeit-
Relationen fiir jeden Teststamm und jede aktive Substanz ab. Zudem wurde der Einfluss von
organischer Belastung auf die Effizienz der DM untersucht.
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2 Literatur
2.1 Desinfektion
2.1.1 Allgemeines

Unter Desinfektion versteht man die gezielte Reduktion eines definierten Anteils
unerwiinschter Mikroorganismen auf Flachen, Gegenstianden oder der Haut durch chemische,
physikalische oder biologische Inaktivierung. Innerhalb der Infektionsprophylaxe ermdoglicht
sie die Unterbrechung von Infektionsketten und verhindert eine Transmission von
Mikroorganismen (MCDONNELL und RUSSELL 1999). Abzugrenzen ist der Begriff der
Sterilisation, der eine vollstandige Abtotung von Erregern beschreibt (SINGBEIL-GRISCHKAT
2008). Einer wirksamen Desinfektion geht eine griindliche Reinigung voraus, deren Zweck es
ist, Verunreinigungen zu entfernen. Fir die Desinfektion stehen Verfahren physikalischer,
chemischer und biologischer Natur zur Verfligung. Fiir die DM-Testung als Zielstellung dieser
Dissertation sind chemische Flachen-DM von Belang. Deren Wirksamkeit ist abhangig vom
Wirkspektrum des DM, der Virulenz der abzutétenden Mikroorganismen, dem
Verschmutzungsgrad der zu desinfizierenden Flachen sowie von duBeren Bedingungen wie
Temperatur, Wasserharte und pH-Wert. Die Formulierung und synergistische Effekte bei
kommerziellen DM beeinflussen den Desinfektionsgrad zusatzlich. Ideale DM erfiillen
folgende Voraussetzungen: breites Wirkspektrum, Stabilitdit der Gebrauchslosung,
Unschadlichkeit fir Mensch, Tier und Umwelt, Materialvertraglichkeit, geringe Kosten und
hohe Ergiebigkeit (STRAUCH und BOHM 2002). DM finden heutzutage routinemaRige
Anwendung in Krankenhdusern u. a. Gesundheitseinrichtungen, in der Lebensmittelbranche,
der Tierhaltung und Veterindrmedizin, aber auch in der breiten Offentlichkeit. Eine groRe
Bandbreite an Bioziden steht zur Desinfektion, Antisepsis und Konservierung zur Verfiigung.
Die Wirkung von DM kann bakteriostatisch (wachstumshemmend) oder bakterizid (abtétend)
sein und bezieht sich auf nicht lebende Objekte bzw. Oberflachen. Antiseptika inaktivieren
Mikroorganismen auf lebendigen Geweben wie z. B. Hinden, wahrend Konservierungsmittel
verhindern die bakterielle Vermehrung z. B. in Kosmetika. Im Vergleich zu AB erzielen Biozide
ein breiteres Wirkspektrum (MCDONNELL und RUSSELL 1999).

2.2 Wirksamkeitspriifung chemischer Desinfektionsmittel
221 Allgemeines

Standardisierte und praxisorientierte DM-Priifungen haben den Zweck, die Wirksamkeit von
Bioziden festzustellen und daraus abgeleitet Anwendungsempfehlungen auszusprechen. Es
werden Menge, Art, Konzentration und Einwirkzeit gegenliber Testorganismen determiniert.
Werden die Anforderungen fiir ein spezifisches Anwendungsgebiet erfiillt, gilt die Effizienz als
bestatigt.
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Auf europadischer Ebene werden Standardprifverfahren fir DM durch die
Normierungsinstitution Comité Européen de Normalisation (CEN) verabschiedet. Durch die
Arbeitsgruppe des CEN/TC 216 werden einheitliche Normen erarbeitet, welche eine
phasenweise Wirksamkeitspriifung bestehend aus Suspensionsversuchen in vitro und
praxisnahen Versuchen vorsehen (HOLAH 2003). Daraus konnen auf nationaler Ebene
harmonisierte Normen in Arbeitsausschiissen erarbeitet werden (DIN-EN).

GemaR CEN beginnt Phase 1 der DM-Testung mit dem qualitativen Suspensionstest. Dieser
stellt einen Basistest dar, welcher allgemein bestatigt, dass ein Produkt eine bakterizide
Wirkung hat, ohne dabei auf den spateren Einsatzbereich einzugehen. In Phase 2 werden DM
fir den jeweiligen Einsatzbereich geprift. Somit ist eine Aussage Uber die praktische
Dienlichkeit moglich. Diese Phase wird in zwei Stufen unterteilt. In Phase 2/Stufe 1 werden
der quantitative Suspensionstest unter Einwirkung organischer Belastung durchgefiihrt und
die bakterizide Konzentration bei unterschiedlichen Einwirkzeiten ermittelt. Diese
Standardmethode entspricht der europaischen Norm EN 13727 (ANON. 2015b). Sie simuliert
praktische Bedingungen durch den Einfluss von Proteinen und weist eine Inaktivierung von
Bakterien in Suspensionen nach. Phase 2/Stufe 2 sieht den quantitativen Keimtragertest vor,
welcher Riickschlisse auf die Praxistauglichkeit eines DM zulasst (EN 13697, ANON. 2015a).
Auf einer Oberfliche angetrocknete Mikroorganismen werden fir eine definierte
Expositionszeit unter Einfluss organischen Materials mit DM lberschichtet. Phase 3 beinhaltet
Feldversuche fir verschiedene Anwendungsbereiche, die sich an die in vitro-Tests anschlief3en
(GEBEL und CARTER 2016, HOLAH 2003).

2.2.2 VAH-Richtlinie

Der VAH ist ein Fachgremium, welches sich mit Hygienefragen und Infektionspravention
beschaftigt. Die Desinfektionsmittelkommission des VAH vero6ffentlicht Verfahren zur
Validierung der Eignung von DM sowie flr deren Zertifizierung. In den , Anforderungen und
Methoden zur  VAH-Zertifizierung chemischer Desinfektionsverfahren”  werden
Standardverfahren zur Hande-, Haut-, Flachen,- Instrumenten- und Waschedesinfektion
definiert (ANON. 2015c). Die Priifmethoden enthalten Anweisungen fiir die Stammhaltung der
Testorganismen, Herstellung der Medien und DM-Lésungen sowie die Versuchsanordnungen.
Die Referenzstamme fir die Priifung sind vorgegeben. Die VAH-Methoden stellen im Vergleich
zu europaischen Vorgaben gleichwertige bzw. hohere Anspriche an den
Wirksamkeitsnachweis (ANON. 2016). Fir die Zertifizierung von Bioziden fiir den
Anwendungsbereich  Oberflaichendesinfektion  sind  die MHK-Bestimmung  im
Reihenverdiinnungstest sowie der qualitative Suspensionstest optional durchzufiihren,
wahrenddessen es sich beim quantitativen Suspensionstest und dem quantitativen
Keimtragertest um obligate Tests handelt (ANON. 2015c). Die Prufverfahren (Phase 2/Stufe 1

und 2) ergeben Gebrauchskonzentrationen und entsprechende Einwirkzeiten. In der VAH-
4
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Liste veroffentlicht werden aktuell geprifte Mittel mit den Wirkspektren Bakterizidie,
Tuberkulozidie, Mykobakterizidie, Levurozidie, Fungizidie, begrenzte Viruzidie, Viruzidie,
begrenzte Viruszidie PLUS. Zwei Gutachten inklusive Prifberichte zweier unabhangiger,
akkreditierter Laboratorien werden von der VAH-Kommission gepriift und bei hinreichender
Wirksamkeit erfolgen die Ausstellung eines VAH-Zertifikates und die Listung des Produktes fir
drei Jahre (ANON. 2018). Die jahrlich aktualisierte VAH-Liste gilt als Standard fiir die Auswabhl
von DM fir die medizinische und nicht-medizinische Routinedesinfektion. Werden Produkte
aus der VAH-Liste den Empfehlungen entsprechend ausgewahlt und addquat angewandt, gilt
eine bakterizide Wirkung einschlieBlich gegeniber MRE gesichert (ANON. 2018). Bei
gehduftem Auftreten bestimmter MRE sollten Untersuchungen mit diesen Isolaten als
Testorganismen durchgefiihrt werden, um sicher zu stellen, dass die gelisteten
Konzentrations-Zeit-Relationen auch hier wirksam sind. CHOJECKA et al. (2015) haben
vorgeschlagen, die Effizienz aktiver Substanzen generell unter Zuhilfenahme AB-resistenter

Standardstamme zu beurteilen.
2.2.3 Minimale Hemmkonzentration

Unter der MHK versteht man die niedrigste antimikrobielle Konzentration, die in vitro die
bakterielle Vermehrung verhindert. Diese sogenannte Bakteriostase ist durch Reversibilitat
gekennzeichnet, d. h. ein Wachstum ist nach Entfernung des antimikrobiellen Wirkstoffes
moglich (STRAUCH und BOHM 2002, SUERBAUM et al. 2016). Die MHK-Bestimmung wird
standardmaRig in der AB-Resistenztestung durchgefiihrt, aber sie findet auch orientierend
Anwendung in der DM-Testung. Vorteilhaft sind die einfache Durchfihrung und die
Moglichkeit der parallelen Testung mehrerer DM und Mikroorganismen (LANGSRUD et al.
2003).

Die MHK ist gemaR VAH die niedrigste Konzentration eines DM, welche nach einer
Inkubationszeit von 48 h bei 37°C das sichtbare Bakterienwachstum so unterdriickt, dass keine
Tribung der Testsuspension entsteht (VAH Methode 7, ANON. 2015c). Im sogenannten
Reihenverdiinnungstest konnen Konzentrationen ermittelt werden, die die Ausbildung von
Resistenzen vermeiden. Den Testorganismen wird Zeit eingerdumt, sich wahrend der
Inkubationszeit an die Anwesenheit des DM anzupassen. Dadurch ldsst sich eine Listung
unterhalb des MHK-Wertes vermeiden. Nahrstoffreiche Testbedingungen in der Bouillon
bedingen jedoch eine Einschrankung der Effektivitdt des zu testenden DM, sodass Bakterien
vielfach héhere Konzentrationen lberleben (MEYER und COOKSON 2010). Die Bestimmung
der MHK eignet sich daher als Screening-Methode und nicht als Grundlage fiir die Auswahl
von Anwendungskonzentrationen (KLEIN 2008, RUSSELL 2003). Die Bestimmung bakterizider
DM-Konzentrationen ist notwendig, um Gebrauchskonzentrationen fiir die Praxis ableiten zu

konnen. Dabei handelt es sich um solche Konzentrationen, die eine irreversible Abtétung der
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Bakterien nach sich ziehen (STRAUCH und BOHM 2002, SUERBAUM et al. 2016). Diese liegen
oftmals deutlich unterhalb des MHK-Niveaus.

Neben der Bestimmung der MHK stellt die Ermittlung eines geeigneten Neutralisationsmittels
fir das jeweilige DM einen weiteren Vorversuch einer Wirksamkeitsprifung dar (STRAUCH
und BOHM 2002). Der Zweck eines Neutralisationsmittels besteht in der Inaktivierung des DM
nach Ablauf einer definierten Einwirkzeit. Die Nichttoxizitat sowie Effektivitat des
Neutralisationsmittels missen nachgewiesen werden (ANON. 2015c).

2.2.4 Qualitativer Suspensionstest

VAH Methode 8 (£ Phase 1) beinhaltet die Exposition von Bakteriensuspensionen gegeniiber
DM-L6sungen, um Aussagen lber die mikrobiziden Eigenschaften des DM treffen zu kénnen.
Als bakterizide Konzentration wird diejenige Konzentration bei einer definierten
Expositionszeit gewertet, bei der nach Neutralisation und 48 h Inkubationszeit in einem
Ndhrmedium bei 37°C kein Bakterienwachstum sichtbar ist. Dieser Test wird orientierend
durchgefiihrt, kann aber gegebenenfalls arbeitserleichternd fiir die Bestimmung der

wirksamen Konzentrationen im Rahmen der obligaten Priifungen sein (ANON. 2015c).
2.25 Quantitativer Suspensionstest

VAH Methode 9 (£ Phase 2/Stufe 1) erlaubt den Vergleich von Bioziden untereinander und
den Einfluss von Verschmutzung auf die Inaktivierungskinetik. Das DM wird im Verdinnungs-
Neutralisationsverfahren mit und ohne organische Belastung (bovines Serumalbumin - BSA)
auf seine Wirksamkeit gegentiber den Bakterienstimmen untersucht. Zur Quantifizierung der
Uberlebenden Testkeime wird das Oberflachenspatelverfahren angewendet. Ein DM hat dann
nachweislich eine bakterizide Wirkung, wenn bei einer definierten Konzentrations-Zeit-
Relation eine Reduktion der Ausgangskoloniezahl um funf logio-Stufen erfolgt (£ 99,999 %
Reduktion, ANON. 2015c).

In DM-LAsungen suspendierte Keime stellen Idealverhéltnisse dar, wie sie in der Praxis nicht
vorliegen. Das Verhiltnis zwischen DM und dem zu desinfizierenden Objekt stimmt nicht mit
den Anwendungsgegebenheiten lberein und somit ist die Relevanz fiir die Beurteilung des
Desinfektionserfolges einschrankt (STRAUCH und BOHM 2002). Allgemein lassen die
Ergebnisse der in vitro-Tests allein nicht auf die Effizienz in der Praxis schlieBen. Sie liefern
jedoch Informationen, welche Konzentrations-Zeit-Relationen in den praxisnahen Tests
getestet werden sollten (ANON. 2015c).

2.2.6 Quantitativer Keimtragertest

Tests zur Simulation einer praxisnahen Prufsituation (£ Phase 2/Stufe 2) werden in der VAH
Methode 14.1 beschrieben. Die Methode Flachendesinfektion ohne Mechanik simuliert die

6
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Spruhdesinfektion. Nicht-porose Oberflachen (z. B. Metallplattchen) werden mit Erregern
kontaminiert und anschliefend fiir unterschiedliche Einwirkzeiten mit DM Uberschichtet. Das
Biozid hat unter organischer Belastung eine Reduktionsleistung von fiinf logio-Stufen zu
erbringen (ANON. 2015c). Die Versuche lassen eine bessere Beurteilung der Wirksamkeit zu,
da sie deutlicher die Anwendungsart des DM berlicksichtigen. Beruhend auf diesen Tests

kédnnen Anwendungskonzentrationen empfohlen werden.
2.3 Bakterielle Resistenzen gegeniiber Antibiotika
2.3.1 Allgemeines

Der Begriff antimikrobielle Resistenz beschreibt eine bakterielle Unempfindlichkeit gegeniliber
antimikrobiellen Mitteln. Es handelt sich um eine stressbedingte Antwort auf flr Bakterien
unglinstige Umweltbedingungen (SCHWARZ et al. 2013).

Resistenzen kénnen intrinsischer oder erworbener Natur sein. Intrinsische Resistenz wird
bedingt durch den natilrlichen Aufbau der Zelle und kommt bei Sporenbildnern,
Mykobakterien und gramnegativen Bakterien vor. Die aus Phospholipiden und
Lipopolysacchariden bestehende dullere Membran gramnegativer Bakterien st
verantwortlich fir die verringerte Aufnahme antimikrobieller Substanzen. Aber auch
Effluxsysteme und Biofilmbildung vermindern oder verhindern eine Akkumulation toxischer
Stoffe innerhalb der Zelle (MCDONNELL und RUSSELL 1999, RUSSELL 2001).

Erworbene Resistenzen kénnen durch Mutationen oder die Ubertragung von Resistenzgenen
(Plasmide, Transposons) entstehen (ANON. 2012, RUSSELL 2001). Die erworbene Resistenz
muss vom Phanomen der Adaption unterschieden werden, welche nur den Phanotyp betrifft
und nicht an Folgegenerationen weitergegeben wird bzw. erlischt sobald der Selektionsdruck
verschwindet (MEYER und COOKSON 2010).

Zu den Resistenzmechanismen zahlen gemaR MUNITA und ARIAS (2016) Enzyminaktivierung
(z. B. durch Beta-Lactamasen, die den Beta-Lactam-Ring von Penicillinen hydrolysieren),
resistente Zielmolekile (23S rRNA-Methylasen) und verdnderte Membranpermeabilitat
(verringerter Influx oder gesteigerter Efflux bedingen eine geringere Anhaufung mikrobizider
Substanzen in der Bakterienzelle). Antibakterielle Resistenz stellt ein globales Problem dar.
Wenn AB nicht als Therapieoption zur Verfligung stehen, sinken die Heilungschancen und
ernsthafte Infektionen kénnen lebensbedrohliche Folgen haben (ANON. 2012). Eine Studie
der Paul-Ehrlich-Gesellschaft aus dem Jahr 2013 ergab in der Untersuchung von 3.646
Krankenhausisolaten das in Tabelle 1 dargestellte Keim- und Resistenzspektrum (KRESKEN et
al. 2016). Carbapenem-Resistenzen entwickeln sich bei gramnegativen Erregern
besorgniserregend (RKI 2013). Die Resistenz gegeniiber Carbapenemen, die als Reserve-AB

gelten, ist meistens vergesellschaftet mit der Resistenz gegeniliber anderen AB-Gruppen. Die
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Verbreitung von Resistenzen und das Fehlen wirksamer AB stellt Mediziner vor ein
(NRZ) fur

Krankenhauserreger berichtete von einer speziesabhangigen Resistenz-Verteilung unter den

wachsendes Problem. Das Nationale Referenzzentrum gramnegative

gramnegativen Bakterien im Jahr 2014. Dabei fiel besonders A. baumannii mit einem Anteil
von 93,1 % Carbapenemase-produzierender Isolate auf, gefolgt von K. pneumoniae mit 53,9 %
und E. coli mit 44,4 %. P. aeruginosa wies einen Anteil von 24,2 % auf. Die am haufigsten

vorkommende Carbapenemase wies den Genotyp OXA 48 auf, gefolgt von KPC-2, VIM-1 und
NDM-1 (RKI 2016).

Tabelle 1: Pravalenz multiresistenter schweizerischen und

Osterreichischen Krankenhdusern im Jahr 2013.

Keime an deutschen,

Bakterienspezies Resistenter Phdnotyp in % (Anzahl)
(Anzahl getesteter Stamme) ESBL- Carba- MRSA VR

bildend penem-

resistenz

Escherichia coli (596) 14,9 (89) 0 (0) n.a.w. n.a.w.
Klebsiella pneumoniae (304) 17,4 (53) 1,3 (4) n.a.w n.a.w
Klebsiella oxytoca (132) 8,3(11) 0 (0) n.a.w n.a.w
Pseudomonas mirabilis (216) 2,3(5) 0 (0) n.a.w n.a.w
Acinetobacter baumannii (88) | n.a 30,7 (27) n.a.w n.a.w
Acinetobacter pittii (85) n.a 1,8 (1) n.a.w. n.a.w
Pseudomonas aeruginosa (733) | n. a 11,3 (83) n.a.w. n.a.w.
Staphylococcus aureus (748) n.a.w n.a. w. 13,5 (101) n.a.w.
Enterococcus faecium (320) n.a.w. n.a. w. n.a.w. 16,6 (53)
Enterococcus faecalis (424) n.a.w. n.a. w. n.a.w. 0,2 (1)

VR — Vancomycin-Resistenz; n. a. - nicht angegeben; n. a. w. — nicht anwendbar

Die Kommission fiir (KRINKO) hat
Empfehlungen zur Handhabung von Patienten, die von einer Infektion oder Besiedelung mit
MRGN betroffen sind, herausgegeben (ANON. 2012). Sie enthalten MaBnahmen zur

Infektionsprophylaxe in Einzelfdllen. Mit der Veroffentlichung der Empfehlungen definierte

Krankenhaushygiene und Infektionspravention

die KRINKO MRGN anhand phéanotypischer Merkmale. Die Kategorisierung erfolgte
8
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entsprechend der Resistenz gegenliber den Leitsubstanzen von vier verschiedenen
Antibiotikagruppen  (Breitspektrumpenicilline, Cephalosporine, Gyrasehemmer und
Carbapeneme, siehe Tabelle 2). Da der klinische Fokus und damit AB, die bei schweren
Infektionen eingesetzt werden, im Mittelpunkt stehen, wurden andere Therapeutika nicht in
die Bewertung einbezogen (ANON. 2012).

Tabelle 2: Klassifizierung von multiresistenten gramnegativen Bakterien (MRGN) laut KRINKO.

Bakterien Antibiotikagruppe | Leitsubstanz | 2MRGN | 3SMRGN | 4MRGN
A. baumannii, Acylureido- Piperacillin R R R
penicilline
Enterobacteriaceae
3./4. Generations- | Ceftazidim R R R
cephalosporine und/oder
Cefepim
Carbapeneme Imipenem S S R
und/oder
Meropenem
Fluorchinolone Ciprofloxacin | S R R
P. aeruginosa Acylureido- Piperacillin R R
penicilline
3./4. Generations- | Ceftazidim R nur eine | R
und/oder der 4
cephalosporine .
Cefepim Anti-
- biotika-
Carbapeneme Imipenem S R
ruppen
und/oder grupp
sensibel
Meropenem
Fluorchinolone Ciprofloxacin | S R

R = resistent, S = sensibel

Die Kategorisierung leitet sich ab aus der Resistenz gegenliber drei von vier (Multiresistente
gramnegative Stabchen mit Resistenz gegen drei der vier Antibiotikagruppen, 3MRGN) bzw.
vier von vier (Multiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz gegen vier der vier

Antibiotikagruppen, 4MRGN) Antibiotikagruppen.
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KRESKEN et al. (2015) untersuchten die Entwicklung von MRGN-Isolaten in Deutschland in der
Zeitspanne von 1995 bis 2013 und stellten einen Anstieg von 3MRGN (K. pneumoniae: 1,26 %
1995; 13,48 % 2013) und 4MRGN (K. pneumoniae: 0,84 % 1995; 1,5 % 2013; A. baumannii
20,21 % 2010; 28,57 % 2013) fest.

2.3.2 Nosokomiale Infektionen

GemalR Infektionsschutzgesetz (IfSG, ANON. 2000) ist eine nosokomiale Infektion (NI) eine
»Infektion mit lokalen oder systemischen Infektionszeichen als Reaktion auf das
Vorhandensein von Erregern oder ihrer Toxine, die im zeitlichen Zusammenhang mit einer
stationdren oder einer ambulanten medizinischen MaRnahme steht, soweit die Infektion nicht
bereits vorher bestand”. NI treten oft als Komplikation einer Grunderkrankung auf, da es sich
haufig um fakultativ pathogene Erreger handelt. Besonders anfallig sind immunsupprimierte,
geriatrische Patienten oder Patienten, die einer Operation unterzogen wurden (ANON. 2004).
Uberwiegend kommen Lungenentziindungen, Wundinfektionen, Harnwegsinfektionen und
Septikdmien vor (GAYNES et al. 2005). Die wichtigsten nosokomialen Erreger auf
Intensivstationen sind Escherichia coli, Enterokokken, Staphylococcus aureus, P. aeruginosa,
Klebsiella spp., Enterobacter spp. und Acinetobacter spp. (BREIER et al. 2009, GAYNES et al.
2005, KHAN et al. 2015). NI durch MRGN stellen ein ernst zu nehmendes Problem fir das
Gesundheitswesen dar. Lickenhaftes Hygienemanagement ist meist ausschlaggebend fir
Ausbriiche in Krankenhdusern. NI sind oft mit Behandlungsversagen, erhohter
Mortalitatsrate, einem verlangerten Krankenhausaufenthalt und somit erhohten Kosten
verbunden (COSGROVE 2006). Kolonisierte Patienten bilden ein Reservoir und die
Weiterverbreitung erfolgt z. B. (iber die Hinde des Pflegepersonals (DANCER 2014). Neben
dem direkten Kontakt kann eine Infektion auch von Oberflaichen, Instrumenten oder
kontaminierten Lebensmitteln ausgehen (KHAN et al. 2015). KRAMER et al. (2006)
beschrieben die Persistenz von infektiosen Pathogenen auf unbelebten Flachen. Dabei sind
patientennahe Oberflachen und Flachen, die haufig Kontakt mit dem medizinischen Personal
haben, besonders risikobehaftet (ANON. 2004, HOTA 2004). Siphons in Waschbecken
beherbergen oft biofilmbildende Keime, insbesondere P. aeruginosa, und koénnen zur

Infektionsquelle fir Krankenhausausbriiche werden (SALM et al. 2016).

Aber nicht nur in der Humanmedizin spielen Kolonisation und Infektion mit multiresistenten
Bakterien eine Rolle, sondern auch in der Veterindrmedizin (MULLER et al. 2014, WALTHER et
al. 2017). In Tierkliniken wurden erhdhte Pravalenzen sowie Ausbriiche von ESBL-
produzierenden Enterobacteriaceae dokumentiert (EWERS et al. 2012, GUARDABASSI et al.
2004, VO et al. 2007, WALTHER et al. 2014, WALTHER et al. 2018, WIELER et al. 2011). Durch
die enge Mensch-Tierbeziehung ist das zoonotische Potenzial dieser Pathogene nicht zu
unterschatzen. Nutztiere stehen im Verdacht, nach AB-Behandlung MRE Uber die
Lebensmittelkette als auch liber direkten Kontakt auf den Menschen zu Ubertragen (CHANG
10
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et al. 2015, CUNY et al. 2017, ECONOMOU und GOUSIA 2015). GemalR des One-Health-
Konzepts sollten Human-, Veterindrmedizin und Landwirtschaft ganzheitlich
zusammenarbeiten, um das Problem der Multiresistenzen zu bewaltigen (ROBINSON et al.
2016).

233 Acinetobacter spp.

Im Genus Acinetobacter sind anspruchslose, gramnegative, aerobe, nicht-fermentative,
kokkoide Stdabchenbakterien zusammengefasst, die ubiquitadr in der Umwelt (Wasser, Boden)
vorkommen. Ein Nachweis auf der Haut ist bei 25 bis 40 % der gesunden Menschen und bei
bis zu 75 % der Krankenhauspatienten moglich. Die A. baumannii-Gruppe umfasst die drei
klinisch wichtigsten opportunistischen Infektionserreger A. baumannii, A. pittii und
A. nosocomialis (HAHN et al. 2009). Die zunehmende AB-Resistenz (gegeniber Ampicillin,
Cephalosporinen, Chinolonen, Carbapenemen), verminderte Therapieoptionen und steigende
NI-Raten stellen ein ernst zu nehmendes Problem dar. Dabei stehen Atemwegsinfektionen,
insbesondere beatmungsassoziierte Pneumonien, katheterassoziierte Bakteriamien,
Harnwegsinfektionen und Wundinfektionen im Vordergrund (MARAGAKIS und PERL 2008). Zu
den Risikofaktoren zdahlen Immunsuppression, Verbrennungen, kinstliche Beatmung,
vorangegangene AB-Therapie sowie ein langer Krankenhausaufenthalt (ECDC 2018).
Besonders auf Intensivstationen wurden zahlreiche Ausbriiche mit A. baumannii
dokumentiert (KOHLENBERG et al. 2009, MOLTER et al. 2016, TOUATI et al. 2009). Auf Grund
der Umweltpersistenz stellt sich die Eradikation von Acinetobacter spp. problematisch dar.
Das Uberleben unter trockenen Bedingungen in der Umwelt wird als Faktor bei der
Ausbreitung in Kliniken gesehen (KRAMER et al. 2006). Eine Transmission erfolgt Gber die
Hande des Medizinpersonals, kontaminierte Geratschaften und in groBem Malie Uber die
Reservoire in der unbelebten patientennahen Umgebung (ANON. 2012). Die intrinsische
Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Substanzen ist bedingt durch selektive Impermeabilitat
der duleren Membran, aber auch erworbene Resistenzmechanismen (Effluxpumpen,
Oxacillinasen) spielen eine Rolle. Laut dem EARS-Net Report 2017 waren 55 % der
Acinetobacter spp.-lsolate resistent gegeniiber mindestens einer AB-Gruppe, die regular unter
Beobachtung stehen - Fluorchinolone, Aminoglykoside und Carbapeneme (ECDC 2018). Die in
Europa haufig auftretende kombinierte Resistenz (28,4 % der Isolate) ldsst wenige
Behandlungsoptionen offen, sodass auch auf Reserveantibiotika (Colistin) zuriickgegriffen
werden muss. Diese Situation betrifft vor allem das Baltikum, Siid- und Siidosteuropa. In
Deutschland wurden 2017 1,3 % der Stamme resistent gegenliber den o.g. drei AB-Klassen
getestet. Die Carbapenem-Resistenz ist starker ausgepragt als bei K. pneumoniae und der
Anstieg von 4MRGN stellt eine Problemlage in der Patientenversorgung dar (ANON. 2012,
ECDC 2018).
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2.3.4 Klebsiella spp.

K. pneumoniae und K. oxytoca gehdren zu den Enterobacteriaceae und sind gekennzeichnet
durch Kapselbildung und Fimbrien. Als fakultativ anaerobe Stiabchenbakterien kommen sie
ubiquitar in Wasser und Erde vor, aber auch bei 30 % der gesunden Bevdlkerung als
Kommensalen im Gastrointestinaltrakt und oberen Respirationstrakt. K. pneumoniae und
seltener K. oxytoca sind als Hospitalismuskeime assoziiert mit opportunistischen Infektionen
bei immungeschwdachten Patienten sowie mit Krankenhausausbriichen (ECDC 2018, LOWE et
al. 2012, STEINMANN et al. 2011, WENDT et al. 2010). Vor allem K. pneumoniae ist
verantwortlich fiir Septikdmien und Pneumonien (Anteil bis 10 %), Harnwegsinfektionen und
Peritonitiden, die auf Grund der vielfachen Resistenzausbildung schwierig zu behandeln sind.
Eine vorausgegangene Therapie mit AB stellt einen Risikofaktor fiir eine Infektion mit
Klebsiella spp. dar (ANON. 2012). K. pneumoniae weist eine intrinsische Resistenz gegeniber
Aminopenicillinen auf. Neben ESBL-Bildung kommt auch die Bildung von Carbapenemasen
(z. B. Genotyp OXA-48, KPC) vor, die zur Resistenz gegenlber verschiedenen AB-Gruppen
(Cephalosporine der 3. Generation, Fluorchinolone, Aminoglycoside, Carbapeneme) fiihrt. Die
Bildung von Kapsel-Polysacchariden wird ebenfalls als wichtiger Faktor bei der
Resistenzausbildung gesehen. Etwa 50 % der ESBL-bildenden K. pneumoniae sind auch
Ciprofloxacin-resistent und miissen gemaR KRINKO-Richtlinie als 3MRGN erfasst werden
(PFEIFER et al. 2013)

3MRGN-Klebsiella sind an lokalen Krankenhausausbriichen mit steigender Tendenz beteiligt,
wahrend die Pravalenz fir 4MRGN bisher gering ist. Mit Klebsiella spp. besiedelte Patienten
und die lange Persistenz dieser Spezies in der Umwelt erleichtern eine schnelle Transmission
auf empfangliche Patienten, welche vorrangig lber direkten oder indirekten Kontakt durch
das Personal stattfindet. Das Risiko fiir ein Behandlungsversagen und eine erh6hte Mortalitat
ist bei einer Infektion mit 4AMRGN-K. pneumoniae hoher als bei einer Infektion mit einer
3MRGN-Klebsielle (ANON. 2012).

2.35 Pseudomonas aeruginosa

Diese aeroben Non-Fermenter sind ubiquitdr in der Umwelt (Wasser, Boden) als Saprophyten
verbreitet. Niedrige Keimzahlen sind aber auch im Darm gesunder Personen zu finden.
P. aeruginosa ist ein Opportunist und kann Infektionen bei Menschen und Tieren hervorrufen.
Besonders bei hospitalisierten Patienten kommen beatmungsassoziierte Pneumonien,
Septikdmien und Harnwegsinfektionen vor. P. aeruginosa zahlt zu den bedeutendsten
Erregern von Nl und tragt zu einer erhéhten Morbiditdt und Mortalitat bei (ANON. 2012, ECDC
2018). Eine vorangegangene AB-Therapie pradisponiert fiir eine Infektion mit diesem Keim
(ANON. 2012). Ausbruchsgeschehen wurden ebenfalls dokumentiert (SANCHEZ-CARILLO et al.
2009, YAPICIOGLU et al. 2012). Infektionsquellen im Krankenhaus stellen zum Beispiel
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Waschbecken, Beatmungsgerite und Inhalatoren dar. Eine Ubertragung erfolgt iiber direkten
Kontakt, Inhalation oder liber unbelebte Oberflichen (ANON. 2012, KRAMER et al. 2006).
Biofilmbildung erhéht die Umweltpersistenz und Resistenz gegeniliber antimikrobiellen
Substanzen, da Biozide z. B. erschwert zu den Bakterienzellen durchdringen koénnen
(MCDONNELL und RUSSELL 1999). Eine herabgesetzte Permeabilitdt der dulReren Membran
fihrt zur intrinsischen Resistenz. Auch erworbene Resistenzmechanismen wurden
beschrieben  (Effluxpumpen,  Metallo-Beta-Lactamasen).  Resistenzen  gegeniiber
verschiedenen AB (Carbapeneme, Fluorchinolone, Aminoglykoside, 3. Generations-
Cephalosporine) sowie gegeniber Bioziden wie quartairen Ammoniumverbindungen sind
dokumentiert (ADAIR et al. 1969). Der EARS-Net Report 2017 berichtete, dass 30,8 % der
P. aeruginosa-lsolate wenigstens gegen eines der oben genannten AB resistent waren; 18,3 %

der getesteten Isolate wiesen eine Multiresistenz auf (EDEC 2018).
24 Bakterielle Resistenzen gegeniiber Bioziden
24.1 Allgemeines

AB werden als Therapeutika eingesetzt, wahrend Biozide als DM, Antiseptika oder
Konservierungsmittel in zunehmendem MaRe angewendet werden. Wahrend AB
Stoffwechselprozesse sich vermehrender Zellen storen (Storung der Zellwand-, Protein-,
Nukleinsdure- oder Metabolitensynthese), zeichnen sich DM durch eine unspezifische
Wirkungsweise auf mehrere Zielkomponenten der Zelle aus (Interaktion mit Membranen,
Proteinen). Zudem werden auch Erreger im Ruhezustand erfasst (MEYER und COOKSON 2010,
POOLE 2002).

MCDONNELL und RUSSELL (1999) beschrieben, dass der Desinfektionserfolg abhangig vom
strukturellen Aufbau und der Art der Bakterien ist. Intrinsische Resistenz wird chromosomal
gesteuert und dullert sich in der relativen Impermeabilitat der dufleren Membran wie sie bei
Mykobakterien, gramnegativen Bakterien und Sporen auftritt. Dabei limitiert die Membran
den Eintritt chemischer Substanzen. Eine so gesteuerte Unempfindlichkeit gegeniber
guartdaren Ammoniumverbindungen, Triclosan und Diaminen wurde beschrieben. Besonders
resistente Mikroorganismen stellen P. aeruginosa, Burkholderia cepacia und Proteus spp. dar,
bei denen ein hoher Gehalt an Magnesium-lonen zu starken LPS-Verbindungen in der dufleren
Membran flihrt. Andere Resistenzmechanismen umfassen Porine, Effluxpumpen und Biozid-
spaltende Enzyme (MAILLARD 2007).

Der physiologische Status der Mikroorganismen ist ausschlaggebend fiir die Empfindlichkeit
gegeniber Bioziden. So sind biofilmbildende Bakterien im Vergleich zu planktonischen Zellen
in ihrem speziellen Mikromilieu besser vor mikrobizidem Einfluss geschiitzt. Die Passage der

Membran wird erschwert, Enzyme degradieren DM oder es erfolgt ein resistenzsteigernder
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Austausch von genetischem Material (MCDONNELL und RUSSELL 1999). Von ,schlafenden
Zellen” als hochresistenter Phanotyp berichtete MAILLARD (2007). Innerhalb des Biofilms
variiert die Nahrstoffverfiigbarkeit je nach Lokalisation der Bakterien (MAILLARD 2007).
Bakterien, die im Labor suboptimalen Bedingungen ausgesetzt werden, kénnen in Folge von
Adaption an diese Umweltbedingungen toleranter gegenliber antimikrobiellen Einfllissen sein
(RUSSELL 2003). Es wurde eine Modulation intrinsischer Fahigkeiten als Stressantwort
beschrieben. Dazu zahlen beispielsweise die Veranderung der Wachstumsgeschwindigkeit
oder die Expression von Hitzeschockproteinen (MAILLARD 2007). Es wurde angenommen,
dass in Gesundheitseinrichtungen wenige Nahrstoffe zur Verfligung stehen und daher der
metabolische Status der Mikroorganismen verandert sei (MAILLARD 2007). Daher sind DM-
Testungen in nahrstoffreichen Medien wenig aussagekraftig hinsichtlich des zu erwartenden

Desinfektionserfolgs.

Erworbene Resistenz wird durch Mutation und Gentransfer realisiert und duBert sich in
Effluxmechanismen oder Enzymbildung (MAILLARD 2007). Belegte Plasmid-gesteuerte
Resistenz (qac Gene) gegeniliber quartiaren Ammoniumverbindungen existiert bei
Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. und Enterobacteriaceae (FRAISE 2002). Dadurch
kann eine Kreuzresistenz zu AB beglinstigt werden (MEYER und COOKSON 2010). Die Resistenz
kann stabil, aber auch reversibel sein, wenn der selektive Druck nicht mehr vorhanden ist. Die
Ausbildung zusatzlicher Effluxpumpen oder Porine nach Wegfall der Storfaktoren stellt nach
MAILLARD (2007) eine Energieverschwendung dar. Eine Unterscheidung von natdirlichen und
erworbenen Mechanismen ist nicht immer moglich. Generell kénnen Mutationen
vorkommen, aber auch die Expression von bereits vorhandenen Genen muss in Betracht
gezogen werden (MAILLARD 2007).

DM-Resistenz liegt vor, wenn einzelne Stamme durch die Anwendungskonzentration eines
DM nicht inaktiviert werden oder eine DM-Konzentration unwirksam ist, die bei anderen
Stammen dieser Spezies mikrobizid wirkt. Als Synonyme werden die Bezeichnungen
Unempfindlichkeit und Toleranz verwendet (MAILLARD 2007, MEYER und COOKSON 2010,
RUSSELL 2003). Kreuzresistenz ist die Resistenz von Bakterien gegeniliber mehreren AB oder
AB-Gruppen. Biozid-AB-Kreuzresistenz wurde bei gramnegativen Bakterien nachgewiesen.
Beispielsweise weisen Triclosan-resistente P. aeruginosa Uber unspezifische Effluxpumpen
ebenso Resistenzen gegeniiber AB auf (CHUANCHUEN et al. 2001).

Zahlreiche Studien beschéftigen sich mit DM-Resistenzen bzw. Adaption in vitro (CHAPMAN
1998, DAVIN-REGLI und PAGES 2012, RUSSELL 1999, RUSSELL 2004). Dabei darf eine erhohte
MHK nicht als Resistenz fehlinterpretiert werden. Bakterien mit erhéhter MHK werden immer
noch zuverldssig von Anwendungskonzentrationen eliminiert, die um ein Vielfaches héher

liegen als die MHK. Zudem ist die Ubertragbarkeit von Laborstudien auf die Praxis kritisch zu
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bewerten (MAILLARD 2007, MCDONNELL und RUSSELL 1999, RUSSELL 2003). Es miisse das
tatsachliche Produkt in dem anzuwendenden Milieu erprobt werden.

Krankenhausisolate gramnegativer Keime sind weniger sensitiv als Laborstamme (RUSSELL
2002). Urséachlich sind Selektion auf Grund subinhibitorischer AB- oder DM-Konzentrationen
sowie Mutation zu sehen (RUSSELL 1999, RUSSELL 2003). MARTRO et al. (2003) untersuchten
Ausbruchsstamme und konnten zwar multiple AB-Resistenzen nachweisen, jedoch keinerlei
Toleranz gegeniber Bioziden. Dies deckt sich mit Aussagen von RUSSELL (2002), der keine
Toleranz von MRE gegeniber Anwendungskonzentrationen von Bioziden beschrieb.
KAWAMURA-SATO et al. (2008) dagegen zeigten, dass der Einfluss organischer Substanz zu
einer geringeren Effizienz von DM gegeniiber A. baumannii fihrt.

Bei der Anwendung von DM mit breitem Wirkspektrum mit den zertifizierten Konzentrations-
Zeit-Relationen wird die Selektion DM-toleranter Bakterien unterbunden (ANON. 2004).
REICHEL et al. (2014) zeigten, dass Flachen-DM grundsatzlich gegen MRGN wirksam sind. Bei
fehlerhafter Handhabung jedoch kénnen Bakterien adaptieren (REISS et al. 2000, MAILLARD
2007). Klinische Isolate erfordern daher eine kontinuierliche Surveillance, um bei Ausbriichen

geeignete DM einsetzen zu kénnen.
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Die Autorin dieser Arbeit hat in folgenden Anteilen zur Publikation ,Efficacy of sodium

hypochlorite against multidrug-resistant Gram-negative bacteria” beigetragen:

Das der Publikation zugrundeliegende Projekt , Untersuchungen zur wirksamen Desinfektion
von bedeutenden gegen Antibiotika multiresistente Erreger (MRE) in der Human- und
Veterindrmedizin“ wurde im Institut fiir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen unter

Betreuung von Herrn Prof. Dr. med. vet. Uwe Truyen durchgefihrt.

Die Konzeption der Studie erfolgte durch Herrn Prof. Dr. med. vet. Uwe Truyen und Frau Dr.
med. vet. Stephanie Speck in Zusammenarbeit mit dem Sachsischen Staatsministerium fir

Soziales und Verbraucherschutz, welches die Studie finanzierte.

Die Methodik war durch die VAH vorgegeben. Das Versuchsdesign wurde in Absprache mit
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Reinhardt durchgefiihrt. Es erfolgte eine regelmallige Datenauswertung und Anpassung des
Versuchsablaufes mit Frau Dr. Speck. Die statistische Auswertung der Datenerhebung erfolgte
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Summary

Background: Increased antimicrobial resistance has been observed among many bacteria
leading to treatment failures in human and veterinary medicine. Disinfection is a prerequisite
for infection control and prevention in healthcare settings. Chlorine compounds are cost-

effective and accessible worldwide.

Aim: To determine the efficacy of sodium hypochlorite (NaOCI) against multidrug-resistant
Gram-negative bacteria (MDR-GNB).

Methods: Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined using broth
macrodilution. Bactericidal efficacy was measured by qualitative and quantitative suspension
tests followed by practical tests without mechanical action on stainless steel carriers. The

guidelines of the German Association for Applied Hygiene were followed.

Findings: Results remarkably varied depending on the method. MICs were 0.1% or 0.2%
NaOCl. Qualitative suspension tests revealed up to 500-fold lower bactericidal concentrations.
P. aeruginosa (P = 0.0025) was significantly less susceptible in these tests whereas quantitative
suspension tests revealed no significant differences between strains (P > 0.05). Practical tests
determined bactericidal concentrations of 0.8-0.32% NaOCI at 1 min of contact and even
lower concentrations for longer contact times. At 1 min, five Klebsiella were significantly less
susceptible (P =0.0124), whereas the lower susceptibility of P. aeruginosa was not confirmed.
Organic load inhibited bactericidal activity significantly, whereas contact time had a marginal
effect. Differing test results underline that MIC determination and qualitative suspension tests

may be insufficient approaches to evaluate bacterial susceptibility or resistance.

Conclusion: NaOCI efficiently reduced Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., and
Klebsiella spp. most notably in the absence of organic matter. Strain- and species-specific
differences in susceptibility were noticed, but in general MDR-GNB revealed no higher

tolerance to NaOCI.
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Introduction

Disinfection is essential in disease prevention and control. However, there is justified concern
about the efficacy of disinfectants relating to bacterial mechanisms that affect both antibiotics
and biocides as was shown e.g. for Pseudomonas (P.) aeruginosa with quaternary ammonium
compounds, and triclosan [1,2]. Mechanisms include expression of efflux pumps and lowered
permeability of the bacterial outer membrane [3,4]. Moreover, bacterial biocide adaptation
and resistance have been reported [5].

Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, and Klebsiella spp. are examples of ubiquitous
environmental Gram-Negative bacteria that can be multidrug-resistant (MDR-GNB) [6-8].
These bacteria can be isolated from water outlets in hospitals; for example, sinks in intensive
care units have been implicated in MDR P. aeruginosa [9,10]. Furthermore, these bacteria can
survive on inanimate surfaces for months, providing a continuous source of transmission [11-
13]. Nosocomial outbreaks of MDR K. pneumoniae and A. baumannii occurring over prolonged

periods illustrate the difficulties in controlling these pathogens in the hospital setting [14-19].

Sodium hypochlorite (NaOCl) is a strong oxidizing agent with a broad-spectrum antimicrobial
effect. According to the Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks
(SCENIHR), NaOCl is classified as a low- or intermediate-level biocide depending on the applied
concentration [20]. Nevertheless, NaOCl is a widely used and accessible product in terms of
cost and benefit and has been used for disinfection of equipment, surfaces, and laundry, and
for drinking-water disinfection [13,21,22]. Although possessing a broad-spectrum bactericidal

activity, bacterial resistance to chlorine-releasing compounds has been described [23].

In this study, NaOCIl was assessed for its bactericidal efficacy in vitro against selected strains
of MDR Acinetobacter, Pseudomonas, and Klebsiella spp. collected at a hospital setting, as well
as reference strains. All the species tested are important nosocomial pathogens in human and

veterinary medicine that may be associated with outbreaks of infection [14-19,24-27].

Methods
Test organisms

Sixteen bacterial isolates comprising A. pittii, A. baumannii, P. aeruginosa, K. oxytoca, and
K. pneumoniae were included in this study (Table I). Based on phenotypic resistance
characteristics they were classified as 3MDR-GNB or 4AMDR-GNB [6]. P. aeruginosa strain DSM
939 was used as a species-specific reference strain but is also required as test organism by the
Association for Applied Hygiene (VAH) Disinfectant Commission [28]. As no reference strains
for the genera Klebsiella and Acinetobacter are provided by the VAH, the corresponding
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species-specific type strains were chosen [28]. Reference and type strains were obtained from
the Leibniz Institute DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Braunschweig, Germany). Antibiotic susceptibility of all strains were determined prior to
disinfectant testing (Supplementary Table I). As the type strain of A. baumannii (DSM 30007)
was identified as 3MDR-GNB, a clinical A. baumannii isolate with species-specific wild-type

resistance patterns was used as a control.
Susceptibility testing

Disinfectant testing was performed according VAH, equivalent to European standards but
included minimum inhibitory concentration (MIC) determination and qualitative suspension
tests as ancillary methods [28,29]. Bacteria were grown from stock cultures biweekly on
Columbia sheep blood agarV> (Oxoid GmbH, Wesel, Germany) at 37°C, 24 h. Bacterial test
suspensions contained 1.5-5.0 x 108 colony-forming units (cfu)/mL, except for the practical
tests on steel carriers (1.5-5.0 x 10° cfu/mL). Serial arithmetic dilutions of NaOCI (AppliChem
GmbH, Darmstadt, Germany; 10.0-14.0% active chlorine according to the manufacturer’s
declaration) were prepared in water of standardized hardness (WSH) starting at 0.4%. Free
chlorine (mg/L) was determined using AquaChek test strips (Hach Company, Loveland, CO,
USA). Growth controls were conducted using WSH instead of NaOCl. MICs were assessed by
broth macrodilution (VAH method 7) [28]. Equal volumes of double-concentrated NaOCl and
tryptic soy broth (TSB; Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) were mixed and 0.05 mL of

bacterial suspensions (diluted 1:10 in TSB) were added.

Bactericidal concentrations were determined by qualitative suspension tests (VAH method 8)
[28]. One hundred microlitres of bacterial suspensions were inoculated into 10 mL of
appropriately diluted NaOCl and, after the respective exposure times at 20°C, 100 pL aliquots
were transferred to 10 mL of neutralizer (TSB containing polysorbate 80 (3%), lecithin (0.3%),
L-histidine (0.1%), sodium thiosulfate (0.5%)). After 48 h of incubation at 37°C, bacterial

growth in both tests was evaluated visually.

To further evaluate the bactericidal activity of NaOCl, quantitative suspension tests with and
without organic load (0.3% bovine serum albumin (BSA) solution; Albumin Fraktion V, Carl
Roth) were performed at 20°C using exposure times of 1, 5, and 15 min (VAH method 9,
equivalent to EN 13727) [28]. Briefly, NaOCI (8 mL) was mixed with WSH or BSA (1 mL; final
concentration 0.03%) and 1 mL bacterial suspension was added. After the appropriate
exposure time, 500 uL were transferred to 4.5 mL neutralizer for 5 min. The spread-plate
method was used to quantify bacteria and to calculate logarithmic reductions (LR) in viable
counts [30]. For sufficient bactericidal efficacy, LR > 5 in viable counts was requested [28].
Biocide efficacy under practical conditions with organic load (i.e. surface disinfection without

chemical action, VAH method 14.1, equivalent to EN 13697) was evaluated using stainless
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steel carriers (GK-Formblech GmbH, Berlin, Germany) [28]. A 50 uL drop of bacterial
suspensions was dried (37°C, 60 min) on stainless steel carriers and covered with 100 pL NaOCI
for the respective exposure time (1, 5, 15, 30 min at 20°C). Subsequently carriers were
transferred to 10 mL neutralizer and bacteria were detached using a horizontal shaking device.
LR values were calculated as described above. All tests were carried out in independent
duplicates.

Statistical analysis

Differences in bacteriostatic and bactericidal values for bacterial genera as well as for MDR-
GNB strains and reference strains were evaluated using Fisher’s exact test. An influence of
exposure time and organic load was assessed using Mann—Whitney U-test. Differences were
regarded as significant for P < 0.05 (two-sided). Analyses were done using SPSS, Version 22
(IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Germany).

Results
Minimum inhibitory concentrations

Minimum inhibitory concentrations of NaOCl were determined as 0.2% for all Pseudomonas
strains and three out of seven K. pneumoniae strains, whereas growth of the remaining strains
was inhibited at 0.1% NaOCI (Supplementary Table IlI). Overall, MDR-GNB strains had no
significantly higher tolerance towards NaOCI (P > 0.05) as compared to reference strains. The
group of Pseudomonas strains was significantly less susceptible (P = 0.0058) compared with

strains of other genera.
Suspension tests

Qualitative suspension tests revealed up to 500-fold lower bactericidal concentrations
compared with MICs (Supplementary Table Il). A concentration of 0.0005% NaOCI| was
effective against the majority of strains, irrespective of exposure time. The highest difference
(10-fold) in bactericidal concentrations was seen between Pseudomonas and Acinetobacter
strains. Between A. pittii and A. baumannii a difference of as much as fivefold was noticed,
whereas among strains of a respective species, in general, only a doubling of concentration
was found. Compared to the other Gram-negative bacteria, Pseudomonas revealed a
significantly lower susceptibility to NaOCI (P = 0.0025).

Without organic load, NaOCl achieved LR > 5 at 0.004% at all contact times for most strains in
the quantitative suspension tests (Table Il). Pseudomonas and two Klebsiella strains required

0.008% at short exposure (Table Il). Antimicrobial efficacy was significantly reduced
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(P <0.00001) in the presence of BSA, necessitating 20—40-fold higher concentrations at all
contact times. There was no significant difference between strains (P > 0.05). Compared with
the qualitative suspension test (Supplementary Table IlI) without organic load, a higher

concentration up to 20-fold was needed to achieve LR > 5 at the same exposure time.
Practical tests on stainless steel carriers

Sodium hypochlorite concentrations that achieved LR 2 5 in practical tests are presented in
Table lll. With the exception of 1 min exposure time, there was no significant difference
between species or strains. Bactericidal values were similar to those from quantitative
suspension tests with organic load (Table IlI) at 1 min exposure time except for A. baumannii
AB 3 (twofold lower concentration) and five Klebsiella strains (KO 1, KP 1-3, KP 5; twofold
higher values). At 1 min, the latter were significantly less susceptible (P = 0.0124) compared
to other strains. A significant increase in bactericidal efficacy over time was found
(P <0.00001), notably with Klebsiella strains. LR > 5 at 5 and 15 min of exposure were achieved
by two- to fourfold lower concentrations compared to the qualitative suspension tests.

Discussion

The efficacy of NaOCl was assessed by MIC determination, qualitative and quantitative
suspension tests, and practical tests on surfaces (i.e. stainless steel carriers) without
mechanical action. Test results markedly differed depending on the method applied which has
also been described elsewhere [31,32]. MICs determined for NaOCI did not differ between
MDR-GNB and reference strains. All MICs were lower than the in-use concentration of
commercial products. Similar MIC values were published for P. aeruginosa and
Acinetobacter spp., only our results for Klebsiella strains were two- to fourfold lower as
reported by others [33-37]. As growth media can influence susceptibility testing, the use of
cation-supplemented Mueller—Hinton broth in the respective studies may explain the
different results [37-39]. The group of Pseudomonas strains was significantly less susceptible
to NaOCI as compared to the other genera in this test, which might be attributed to the high

intrinsic resistance of P. aeruginosa against many disinfectants [40].

Bactericidal concentrations decreased considerably in the qualitative suspension tests most
probably due to the method applied, i.e. exposure to NaOCI| diluted in nutritive TSB (MIC
determination) compared with NaOCl suspended in WSH (suspension tests), and with
exposure times. Considerable species-specific differences in bactericidal concentrations were
noticed for three P. aeruginosa strains (PA 1-3) and one A. pittii strain (AP 1). At 1 min
exposure time, the latter was efficiently reduced at a 10-fold lower concentration whereas

other strains differed only fourfold at the most. Overall, exposure time had no influence on
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bactericidal concentrations. Comparative studies are few, but one reported similar

bactericidal concentrations for P. aeruginosa [41,42].

Sodium hypochlorite efficacy is highly dependent on organic load; this was most striking in the
guantitative suspension tests and in the practical tests in our study [13,32,43,44]. Without
organic load, LR = 5 was achieved at 0.008% NaOCI| (1 min, 5 min) and 0.004% NaOCI (any
exposure time) in the quantitative suspension test whereas a 20—40-fold higher concentration
was needed in the presence of organic load. Differences between species and strains were
only twofold and in disagreement with the findings for PA 1-PA 3 in the qualitative suspension
test. In other studies without organic load, inadequate inactivation of P. aeruginosa using
0.05% and 0.02% NaOCl to LR > 5 after 2 min of exposure to 0.0005% was described [43,45,46].
The A. baumannii strains tested in our study seemed to be more susceptible to NaOCI
compared with imipenem-resistant outbreak strains; however, the lowermost concentration
tested in that study was 0.05% [47]. Similar variation was noticed in studies performed in the
presence of organicload [32,43,48]. The results obtained for K. pneumonia were in accordance
to other reports [42].

Though suspension tests serve well as exploratory tests, practical tests on surfaces (e.g. using
stainless steel carriers) are more suitable to predict the efficacy of a disinfectant in conditions
under which it would be used. It is known that bacteria attached on surfaces have a different
phenotype and more readily resist antimicrobial treatment than cells in suspension
[44,46,49,50]. Depending on the disinfectant and the attachment time, this might result in
higher disinfectant concentrations needed. Accordingly, significantly higher concentrations
(three- to 10-fold) of a chlorine-releasing compound were needed in practical surface tests
compared with quantitative suspension tests [51]. In our study, comparable results were
obtained for five Klebsiella strains, but only at 1 min exposure time. In contrast to other
reports, a two- or fourfold lower NaOCI concentration was sufficient in practical surface tests
as compared to quantitative suspension tests at 5 min and 15 min of exposure [44,51].
Moreover, tests on steel surfaces conducted elsewhere required a much higher exposure time
to achieve LR > 5 at similar NaOCl concentrations [44]. This might be due to different methods
for steel carrier preparation, i.e. drying of bacterial suspensions overnight (30°C) versus 60 min
(37°C). Bactericidal efficacy against MDR-GNB and reference strains was similar and the
significantly lower susceptibility of P. aeruginosa noticed at MIC determination was not
confirmed by quantitative suspension tests and practical tests. With regard to surface
disinfection, all NaOCl values determined in this study were well below typical in-use

concentrations of commercial products.

In the course of this study the question arose as to which test method would apply best to
evaluate the efficacy of NaOCI| for drinking-water disinfection. According to the German

drinking-water regulation, 1.2 mg/L free chlorine is allowed in order to maintain a free
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chlorine concentration of 0.2 mg/L in household water [52]. Based on our results for MIC
determination, quantitative suspension tests, and practical carrier tests, all strains tested
including reference strains would be classified as resistant (i.e. bacterial survival at in-use
concentrations of a biocide) against NaOCl under those conditions [1]. Suspension tests most
likely reflect the application of NaOCl for drinking-water disinfection. Bactericidal
concentrations determined by qualitative suspension tests without organic load at = 5 min of
exposure were < 1.2 mg/L, but values for all P. aeruginosa and two A. baumannii strains were
close to this value (Supplementary Table Il). For all strains tested, bactericidal concentrations
were always > 0.2 mg/L irrespective of contact time. Disinfection is of high importance in the
supply of safe drinking-water, and chlorination has been an effective treatment against the
majority of bacteria transmitted through drinking-water [9]. Nevertheless, our results
highlight the necessity to proof the efficiency of disinfection measurements under specific
circumstances (e.g. waterborne infections in intensive care units, biofilm formation, pipes of

stagnant water, water pipe breakage or leakage, flooding).

In conclusion, NaOCI efficiently reduced Pseudomonas, Acinetobacter, and Klebsiella spp.
strains, notably in the absence of organic matter. We noticed strain- and species-specific
differences in bactericidal concentrations, but in general MDR-GNB showed no greater
tolerance to NaOCI. The strong influence of organic load on the efficacy of NaOCI highlights
the importance of proper cleaning prior to disinfection using chlorine-releasing compounds.
Because of recurring isolates of Pseudomonas and Acinetobacter from water pipes and taps,

the control of disinfection measurements using NaOCl in this field is of great importance.
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Table I. Characteristics of bacterial strains used in this study.
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Species Acronym | Strain number Origin Characteristics

A. pittii AP1 4/1/1/20 University Hospital Leipzig species-specific wild type resistance pattern
A. pittii AP2 4/1/13/37 University Hospital Leipzig 3MDR-GNB

A. pittii AP3 DSM 25618 (ATCC 19004) DSMz type strain

A. baumannii AB1 4/1/13/47 University Hospital Leipzig 4MDR-GNB, MBL

A. baumannii AB2 4/1/13/38 University Hospital Leipzig 4MDR-GNB, MBL

A. baumannii AB3 DSM 30007 (ATCC 19606) DSMZ type strain, 3SMRGN

A. baumannii AB4 4/1/13/39 University Hospital Leipzig species-specific wild type resistance pattern
P. aeruginosa PA1 4/1/13/23 University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, MBL

P. aeruginosa PA2 4/1/13/15 University Hospital Leipzig 4MDR-GNB, MBL

P. aeruginosa PA3 4/1/13/72 University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, MBL

P. aeruginosa PA4 DSM 939 (ATCC 15442) DSMZ reference strain required by VAH

K. oxytoca KO1 4/1/15/658B University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, ESBL

K. oxytoca KO2 4/2/4/10 University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, ESBL
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K. oxytoca KO3 DSM 5175 (ATCC 13182) DSMz type strain

K. pneumoniae KP1 4/1/9/72 University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae KP2 4/2/9/76 University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae KP3 4/2/9/58A University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae KP4 4/2/9/58B University Hospital Leipzig 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae KP5 4/1/13/30 University Hospital Leipzig 4MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae KP6 4/2/2/27 University Hospital Leipzig 4MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae KP7 DSM 30104 (ATCC 13883) DSMz type strain

Reference and type strains are given in bold. DSMZ - Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures; 3MDR-GNB,
4MDR-GNB - Multidrug-Resistant Gram-Negative bacteria resistant against three or four classes of antibiotics according to the Commission for

Hospital Hygiene and Infection Prevention [6]; ESBL - extended-spectrum B-lactamase; MBL - metallo B-lactamase.
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Table Il. Quantitative suspension test: NaOCl concentrations that achieved a LR > 5.

Bactericidal concentration at different exposure times

w/o BSA w BSA (f. c. 0.03%)

Strain

1 min 5 min 15 min 1 min 5 min 15 min

% mg/L % mg/L % mg/L % mg/L % mg/L % mg/L

AP 1 0.004 4 0.004 4 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
AP 2 0.004 4 0.004 4 0.004 4 0.16 160 0.08 80 0.08 80
AP3 0.004 4 0.004 4 0.004 4 0.08 80 0.08 80 0.08 80
AB1 0.004 4 0.004 4 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
AB 2 0.004 4 0.004 4 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
AB 3 0.004 4 0.004 4 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
AB4 0.008 8 0.008 8 0.004 4 0.16 160 0.08 80 0.08 80
PA 1 0.008 8 0.004 4 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
PA 2 0.008 8 0.008 8 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
PA 3 0.008 8 0.008 8 0.004 4 0.16 160 0.16 160 0.08 80
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PA 4 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.08 80 0.08 80
KO1 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KO 2 0.008 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KO3 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KP1 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KP 2 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.08 80 0.08 80
KP 3 0.008 0.008 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KP4 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KP 5 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KP 6 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80
KP 7 0.004 0.004 0.004 0.16 160 0.16 160 0.08 80

Reference and type strains are given in bold. w — with BSA, w/o — without BSA; f. c. — final concentration
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Table Ill. NaOCI concentrations that achieved a LR 2 5 in practical tests with organic load.

Bactericidal concentration at a contact time of
Strain 1 min 5 min 15 min 30 min
% mg/L % mg/L % mg/L % mg/L
AP1 |0.16 160 0.04 40 0.02 20 0.02 20
AP2 ]0.16 160 0.04 40 0.02 20 0.02 20
AP 3 0.08 80 0.04 40 0.02 20 0.02 20
AB1 0.16 160 0.08 80 0.04 40 0.02 20
AB 2 0.16 160 0.04 40 0.04 40 0.02 20
AB 3 0.08 80 0.04 40 0.02 20 0.02 20
AB4 | 0.16 160 0.08 80 0.02 20 0.02 20
PA1 0.16 160 0.08 80 0.04 40 0.02 20
PA 2 0.16 160 0.04 40 0.02 20 0.02 20
PA 3 0.16 160 0.08 80 0.02 20 0.02 20
PA4 0.16 160 0.04 40 0.04 40 0.02 20
KO1 0.32 320 0.04 40 0.04 40 0.02 20
KO2 |0.16 160 0.04 40 0.04 40 0.02 20
KO3 |0.16 160 0.04 40 0.04 40 0.02 20
KP1 |0.32 320 0.08 80 0.02 20 0.02 20
KP2 |0.32 320 0.04 40 0.02 20 0.02 20
KP3 ]0.32 320 0.08 80 0.02 20 0.02 20
KP4 |0.16 160 0.04 40 0.02 20 0.02 20
KP5 |0.32 320 0.08 80 0.02 20 0.02 20
KP6 |0.16 160 0.04 40 0.02 20 0.01 10
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KP 7

0.16

160

0.04

40

0.02

20

0.01

10

Reference and type strains are given in bold.
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Supplementary Table I. Results of antibiotic susceptibility testing.

Bacterial strains
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(-)
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Antibiotic
substances

ESBL

MRGN

Amoxicillin

Ampicillin

Amoxicillin/

clavulan acid

Ampicillin/

Sulbactam

Piperazillin
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Piperazillin/
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Ceftriaxone R [R |[R |[R |[R |[R |[R |[R [R [R | [t [R |[s |[R [R [R |[R |[R |R |5
Cefepime (@ (@ (@ [RTE (@ [s [R s [ [ [R [s [R [R [R [R [R [R s
Aztreonam T T T T S O S A O N O B R B © B © 2 I © I O T O T O T N
Ertapenem G (G (6 e RE) G (G G e ) s S s s s |s |S |R |R |[S
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Levofloxacin s [R [s [rR [R [t [R [R [t [s [ [0t [0t s [t [t |[R |[R |R |R [s
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Colistin G (G G e s e |6 S RS O O | C) O [ E) O O e ) ) ]S

Trimethoprim S S S R R R S R R R (<) IS S S R R R R S S S

Trimethoprim/
Sulfameth- S S S R R R S R R R R S S S R R R R S S (-)

oxazole

S — sensitive, | — intermediary, R — resistant, IE — insufficient evidence for species being an adequate target for antibiotic therapy, (-) not tested,

MRGN — multi-resistant Gram-negative bacteria, ESBL — extended-spectrum beta-lactamase, n — negative
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Supplementary Table Il. Results of MIC determination and qualitative suspension tests.

Bactericidal concentration determined by qualitative suspension

MIC after

48 h of tests at a contact time of
Strain | incubation 1 min 5 min 15 min

% |mg/L | % mg/L % mg/L % mg/L
AP1 |0.1 |100 0.00025 |0.25 0.00025 | 0.25 0.00025 | 0.25
AP2 0.1 |100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
AP3 | 0.1 100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
AB1 0.1 | 100 0.001 1 0.001 1 0.0005 0.5
AB2 |0.1 |100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
AB3 | 0.1 100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
AB4 | 0.1 100 0.001 1 0.001 1 0.001 1
PA1 |0.2 | 200 0.002 2 0.001 1 0.001 1
PA2 |0.2 | 200 0.002 2 0.001 1 0.001 1
PA3 | 0.2 | 200 0.002 2 0.001 1 0.001 1
PA4 (0.2 | 200 0.001 1 0.001 1 0.001 1
KO1 |0.1 |100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KO 2 0.1 | 100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KO3 (0.1 |100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KP 1 0.1 | 100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KP 2 0.1 | 100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KP 3 0.2 | 200 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KP 4 0.2 | 200 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
KP 5 0.1 | 100 0.0005 0.5 0.0005 0.5 0.0005 0.5
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KP 6

0.2

200

0.0005

0.5

0.0005

0.5

0.0005

0.5

KP 7

0.1

100

0.0005

0.5

0.0005

0.5

0.0005

0.5

Reference and type strains are given in bold.
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3.2 Veroffentlichung 2

Evaluation of disinfectant-efficacy against multidrug-resistant bacteria: A comprehensive
analysis of different methods

Anne T. Kohler VD, Arne C. Rodloff MD, Prof. Dr., Manja Labahn, Mario Reinhardt, Uwe Truyen
VD, Prof. Dr., Stephanie Speck VD, Dr.

American Journal of Infection Control 2019, im Druck, Artikelreferenz YMIC 5167

Eigenanteil

Die Autorin dieser Arbeit hat in folgenden Anteilen zur Publikation ,Evaluation of disinfectant-

efficacy against multidrug-resistant bacteria: A comprehensive analysis of different methods

beigetragen:

Das der Publikation zugrundeliegende Projekt ,Untersuchungen zur wirksamen Desinfektion
von bedeutenden gegen Antibiotika multiresistente Erreger (MRE) in der Human- und
Veterindrmedizin“ wurde im Institut fir Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen unter

Betreuung von Herrn Prof. Dr. med. vet. Uwe Truyen durchgefihrt.

Die Konzeption der Studie erfolgte durch Herrn Prof. Dr. med. vet. Uwe Truyen und Frau Dr.
med. vet. Stephanie Speck in Zusammenarbeit mit dem Sachsischen Staatsministerium fiir

Soziales und Verbraucherschutz, welches die Studie finanzierte.

Die Methodik war durch die VAH vorgegeben. Das Versuchsdesign wurde in Absprache mit
Frau Dr. Speck festgelegt. Samtliche Laborversuche wurden von der Autorin der Dissertation
eigenstandig geplant und mit der Unterstitzung von Frau Manja Labahn sowie Herrn Mario
Reinhardt durchgefiihrt. Es erfolgte eine regelmallige Datenauswertung und Anpassung des
Versuchsablaufes mit Frau Dr. Speck. Die statistische Auswertung der Datenerhebung erfolgte

durch die Autorin.

Die Literaturrecherche erfolgte durch die Autorin. Das Manuskript fiir die Publikation wurde
unter Anleitung von Frau Dr. Speck selbstdndig durch die Autorin verfasst und in
Zusammenarbeit mit den Koautoren fertig gestellt. Es wurden keine weiteren als die

angegebenen Quellen verwendet.
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Keywords

disinfection, ethanol, peracetic acid, benzalkonium chloride, multidrug-resistant bacteria

Highlights

. Comparison of four methods used to test surface disinfectant efficacy.

o PAA, ETH, and BAC were effective against MDR-GNB.

. Acinetobacter were more susceptible to 1 min BAC than Klebsiella or Pseudomonas.
. Efficacy determination markedly depended on the test method used.

J Surface tests should be used to evaluate disinfectants used on healthcare surfaces.
Abstract

Background: Multidrug-resistant Gram-negative bacteria (MDR-GNB) constitute a threat to
health care worldwide. Disinfectants are used to prevent and control spread of MDR-GNB in
a hospital setting but their efficacy might be impaired by bacterial mechanisms that may act
on both antimicrobials and disinfectants. MIC-determination is mainly used to determine
bacterial susceptibility against disinfectants but practical tests on surfaces might be more

suitable to predict in use-conditions.

Objective: To compare and evaluate four different methods widely used to assess surface

disinfectant efficacy.

Methods: Efficacy of Benzalkonium chloride (BAC), peracetic acid (PAA), and ethanol (ETH)
against MDR Acinetobacter, Pseudomonas, and Klebsiella strains was assessed by MIC-
determination, quantitative suspension test, qualitative suspension test, and carrier tests.

Test results were compared to ascertain the most appropriate method.

Results: ETH, PAA, and BAC were highly effective against MDR-GNB but marked differences
up to 100-fold in efficacious concentrations were noticed as a function of the test method

applied. MIC-determination was not reliable to evaluate susceptibility or resistance to BAC.

Conclusion: Surface tests should be used to determine bacterial susceptibility against
disinfectants. Moreover, suitable guidelines are needed that allow for standardization and

comparison of bactericidal values obtained by different investigators.
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Background

Multidrug-resistant Gram-negative bacteria (MDR-GNB) constitute an important threat to
healthcare worldwide.! Recent German surveillance data revealed a prevalence of MDR-GNB
up to 3.6% in patients at hospital admission. Moreover, several reports about nosocomial
outbreaks of multidrug-resistant (MDR) Klebsiella (K.) pneumoniae and Acinetobacter (A.)
baumannii partly over long periods of time underline the essential role of infection prevention
and control interventions.?® Apart from identifying patients colonized with MDR-GNB,
isolation of cases, strict barrier precautions and hand hygiene of health care workers, the
identification and eradication of environmental reservoirs (e.g. contaminated healthcare
surfaces) is of utmost importance as they play a significant role in pathogen transmission.
Most nosocomial pathogens including MDR-GNB can persist on dry inanimate surfaces for
months.%10 Guidelines for the control of MDR-GNB in Germany as well as in other countries
have been established including cleaning and disinfection as important interventions.1%-14
Nevertheless, more research has been required regarding strategies ensuring reliable
decontamination.! Surface disinfectants are regularly used in infection control and should
conform to standards e.g. the European standards for chemical disinfectants and biocides or
comparable national standards. In Germany, the “List of Disinfectants” issued by the
Disinfectants Commission in the Association for Applied Hygiene (VAH) serves as the basis for
selection of appropriate disinfection procedures for routine and prophylactic disinfection in
the medical area. The VAH further provides requirements and methods for certification of
chemical disinfection procedures. Using VAH listed products meets the quality assurance

requirements stipulated by infection control regulations at federal state level.

There has been justified concern about the efficacy of disinfectants in relation to bacterial
mechanisms that impair biocide action.*>"'” These mechanisms include for example expression
of efflux pumps and lowered permeability of the bacterial outer membrane. Bacterial biocide
adaptation and resistance have also been reported.’®?° Numerous studies on bacterial
susceptibility to biocides have already been conducted including MDR bacteria.?*?° Compared
to antimicrobial susceptibility testing, there is no definition of biocide resistance based on
breakpoints>?> but it was defined as bacterial survival at in-use concentrations of

disinfectants.?®

Many studies determined minimum inhibitory concentrations (MICs) or
minimum bactericidal concentrations (MBCs) to evaluate biocide susceptibility or resistance
as these provide simple procedures.33! However, these tests do not consider that surface
disinfectants applied to healthcare surfaces are expected to be effective within short contact
times.32 Therefore, practical tests on surfaces more closely represent in-use conditions and
might be more suitable to predict disinfectant-efficacy. Moreover, it has been described that
test method significantly influences test outcome, thus also the interpretation of susceptibility

or resistance against disinfectants.33 There are several groups of active substances used for
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biocide products including disinfectants. The present study was conducted to compare
methods commonly used to evaluate surface disinfectant efficacy. The aim was to determine
the most suitable method to assess bacterial resistance against surface disinfectants. The
efficacy of ethanol, benzalkonium chloride, and peracetic acid against selected strains of MDR
Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella spp., and corresponding
reference strains was assessed in vitro by MIC-testing, qualitative and quantitative suspension
tests, and practical surface tests without mechanical action. These active substances are

widely used in healthcare settings, veterinary medicine, animal husbandry, and food industry.

Material and Methods
Test organisms

Sixteen bacterial isolates comprising A. pittii, A. baumannii, P. aeruginosa, K. oxytoca, and
K. pneumoniae were included in this study (Table 1). They were cultured from diagnostic
samples during the year 2015 at the university hospital of Leipzig, Germany. Isolates
originated from different patients (except KP3 and KP4; Table 1) and several different hospital
sections. Based on phenotypic resistance characteristics (i.e. resistance against three or four
classes of antibiotics), most of them were classified as 3MDR-GNB or 4AMDR-GNB.!! Reference
and type strains were obtained from the Leibniz Institute DSMZ — German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Germany). P. aeruginosa strain DSM 939
was used as a species-specific reference strain but is also required as test organism by the
German Association for Applied Hygiene (VAH) Disinfectants Commission.>* As no reference
strains for the genera Klebsiella and Acinetobacter are provided by the VAH, the
corresponding species-specific type strains were chosen.3* Antibiotic susceptibilities (data can
be offered upon request) of all strains were determined prior to disinfectant testing using the
VITEK®2 technology (bioMérieux Deutschland GmbH, Niirtingen, Germany). As the type strain
of A. baumannii (DSM 30007) was unexpectedly identified as 3MDR-GNB, a clinical

A. baumannii isolate with species-specific wild-type resistance patterns was used as a control.
Susceptibility testing

Disinfectant testing was performed according to the VAH guidelines3*, which are equivalent
to European standards®, but included MIC-testing and qualitative suspension tests as ancillary
methods. We assumed a disinfectant efficacy at concentrations below 1% with the exception
of ethanol and benzalkonium chloride. Concentration ranges were chosen according to VAH
guidelines and a preceding study and were adjusted step-wise were necessary.3%3¢ Bacteria
were grown (37°C, 24 h) from stock cultures biweekly on Columbia sheep blood agar®Vs (Oxoid

GmbH, Wesel, Germany). Bacterial test suspensions contained 1.5-5.0x108 colony-forming
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units (cfu)/ml, except for the practical tests on steel carriers (1.5-5.0x10° cfu/ml). Ethanol
(99.8%, CAS-No. 64-17-5, AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany), peracetic acid (15%, CAS-
No. 79-21-0, AppliChem GmbH), and benzalkonium chloride (> 99.9%, CAS-No. 63449-41-2,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich, Germany) were tested as single active substances.
Disinfectant dilutions were prepared in water of standardized hardness (WSH) immediately
before testing.3* With the exception of ethanol (ETH) serial dilutions were two-fold. Ethanol
was diluted at 1%-steps (MIC-testing) or 5%-steps (suspension tests, carrier tests). Growth
controls were conducted using WSH instead of disinfectant. The neutralizer used for
quenching disinfectant activity was tryptic soy broth (TSB; Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Germany) containing polysorbate 80 (30g/l), lecithin (3 g/l), I-histidine (1 g/I), and sodium
thiosulfate (5 g/l).

MICs were assessed by broth macrodilution (VAH method 7).3* Screw-cap tubes were filled
with equal volumes of double-concentrated disinfectant and TSB, mixed and 50 pl of bacterial
test suspensions (diluted 1:10 in TSB) were added. After 48 h of incubation at 37°C, bacterial

growth was evaluated visually.

Bactericidal concentrations were determined by qualitative suspension tests (VAH
method 8).3* One hundred microliter of bacterial test suspensions were inoculated into 10 ml
of the respective disinfectant dilution and gently mixed. After the respective exposure time
recommended by VAH (i.e. 1, 5, 15, 30, and 60 min) at 20°C, 100 ul aliquots were transferred

to 10 ml of neutralizer, incubated for 48 h at 37°C and evaluated as described above.3*

To further evaluate the bactericidal activity of disinfectants, quantitative suspension tests with
and without organic load (0.3% bovine serum albumin (BSA) solution; Albumin Fraktion V, Carl
Roth) were performed at 20°C. Out of the suggested exposure times 1, 5, and 15 min were
chosen (VAH method 9, equivalent to EN 13727).3* Briefly, disinfectant dilutions (8 ml) were
mixed with WSH or BSA (1 ml; final concentration 0.03%) and 1 ml bacterial suspension was
added. After the appropriate exposure time, 500 ul were transferred to 4.5 ml neutralizer for
5 min. An aliquot of 100 pl was subsequently plated on agar and incubated for 48 h at 37°C.
Bacteria were counted and logarithmic reductions (LR) in viable counts calculated as described
by DIN EN 13727:2014-01.% For sufficient bactericidal efficacy, a LR > 5 in viable counts was
requested.>* Biocide-efficacy under practical conditions with organic load (i.e. surface
disinfection without mechanical action, VAH method 14.1, equivalent to EN 13697) was
evaluated using stainless steel carriers (GK-Formblech GmbH, Berlin, Germany).3* A 50 pl drop
of bacterial suspensions was dried (37°C, 60 min) on stainless steel carriers and covered with
100 pl of disinfectant for the respective exposure time suggested by VAH guidelines (i.e. 1, 5,
15, 30 min at 20°C).3* Subsequently carriers were transferred to 10 ml neutralizer and bacteria

were detached using a horizontal shaking device. Bacteria were counted and LR values were
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calculated as described above. In all tests each disinfectant concentration was tested in
duplicates and all tests were independently repeated once.

Statistical analyses

Differences in bacteriostatic and bactericidal values for bacterial genera as well as for MDR-
GNB strains and reference strains were evaluated using Fisher's exact test. A one-dilution
difference between values was regarded as within the error of the test. The influence of
exposure time and organic load was assessed using Mann—-Whitney U-test. Differences were
regarded as significant for P < 0.05 (two-sided). Analyses were done using SPSS, Version 22
(IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Germany).

Results
Minimum inhibitory concentrations

MICs determined after 48 h contact time ranged from 4% to 6% (v/v) for ETH, 0.003% to
0.025% for peracetic acid (PAA), and 0.001% to 0.01% for benzalkonium chloride (BAC) (data
can be offered upon request). Among strains of a single species MICs varied up to four times
but between species differences up to 40-fold were observed. Overall, the group of
Acinetobacter strains displayed the highest susceptibility to PAA (P = 0.0001) and BAC
(P =0.0039) compared with Pseudomonas and Klebsiella strains. P. aeruginosa isolates were
significantly less susceptible to BAC (P = 0.0002).

Qualitative suspension tests

When compared with MICs, bactericidal concentrations for ETH were up to ten times higher
in qualitative suspension tests (data can be offered upon request). Differences among and
between species were 10% ETH at maximum. PAA and BAC revealed results similar to MICs,
however, up to ten times higher values were obtained at a certain contact time (e.g. strain AB
4, BAC, 1 min). At most contact times bactericidal PAA values differed up to fourfold among
species. When compared with all other strains, Klebsiella strains KO2, KP5, KP6, and KP7
revealed a significantly higher susceptibility to PAA (P = 0.0002). Moreover, Klebsiella strains
K02, KP6, and KP7 were eliminated by significantly lower bactericidal concentrations at 5 min
contact time (P = 0.0008) which was also the case for strains KO2 and KP 7 at 15 min contact
time (P = 0.0048). In tests using BAC the group of P. geruginosa strains was significantly less
susceptible (P < 0.05) compared with Klebsiella and Acinetobacter strains. Increasing contact
time from 1 min to 15 min had a significant influence on bactericidal PAA values (P < 0.05)
while enhancing contact time overall had an influence on bactericidal BAC values (P < 0.05).
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Quantitative suspension tests

Efficacious bactericidal concentrations were recorded if a LR 2 5 in viable counts was achieved.
Overall, bactericidal values determined by this test method were mainly similar to those from
qualitative suspension tests. ETH-values determined at a respective contact time differed only
marginally among as well as between species. Compared with all other strains, a significantly
lower bactericidal PAA concentration was determined for K. oxytoca strain KO2 without BSA
and Pseudomonas strain PA4 with BSA at 15 min contact time, respectively (P = 0.0476). In
concordance with qualitative suspension tests Pseudomonas strains were significantly less
susceptible to BAC at all exposure times compared with other strains (P < 0.05). A decrease in
bactericidal values up to eight-fold was noticed for single strains after increasing contact time
from 1 min to 15 min. Organic soiling had no significant influence on the efficacy of any of the

disinfectants tested (P > 0.05). Results are given in Table 2.
Carrier test

Bactericidal ETH values were similar to those obtained from qualitative and quantitative
suspension tests. Values determined for PAA and BAC were at maximum 16-fold and 64-fold
higher compared to those obtained from quantitative suspension tests (Table 3, e.g. PAAat 1
min, strain KO1; BAC at 1 min: strains AP1 and PA1) and exceeded 100-fold for BAC compared
to qualitative suspension tests. K. pneumoniae strain KP7 displayed the highest susceptibility
(P <0.05) to PAA. Compared to other KP strains as well as to other species a LR>5 was achieved
at up to 16 times lower PAA concentrations. Overall, the lowest PAA concentrations were
needed to eliminate P. aeruginosa strains at all contact times. Carrier tests confirmed the
significantly lowest susceptibility of P. aeruginosa strains against BAC as well as the higher
sensitivity of Acinetobacter spp. compared to Klebsiella spp. (P < 0.05). Contact time had no
pronounced effect on bactericidal concentrations with the exception of BAC at 1 min contact
time. Compared with all contact times, significantly higher bactericidal concentrations were
needed to efficiently reduce viable counts of all strains at that time (P < 0.05). Results are

displayed in Table 3.

Discussion

Disinfection is essential for the control of infectious diseases. With growing reports on MDR
bacteria concern has been raised regarding the development of disinfectant resistance, in
particular cross-resistance to antibiotics.3® Therefore, it is important to ensure the efficacy of
chemical surface disinfectants especially in nosocomial disease events. In the study at hand,
efficacy testing was performed according to the guidelines of the VAH Disinfectants

Commission, one of the most important German reference institutions for issuance of
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certificates and listing of disinfection procedures. These guidelines are equivalent to European
Standards but include additional exploratory tests.3> Test guidelines from other countries
differ e.g. in reference strains or methodology.3>4° Reference strains are recommended for
disinfectant testing but in Germany no reference values exist for standardized quality
control.?* This is mainly because testing is generally performed on commercial disinfectants
with concentrations and application processes specified by the manufacturer for a respective
product. Concurrent testing of reference substances (corresponding to the class of active
substances) is not compulsory for bactericidal efficacy testing according to VAH or European
Standards. Moreover, compared to antimicrobial susceptibility testing, there is no definition
of bacterial disinfectant resistance based on breakpoints.'>?> Resistance against biocides was
defined as bacterial survival at in-use concentrations of a biocide. In addition, a bacterial strain
is characterized as biocide-resistant at a concentration that inactivates other strains of that
organism.' There are numerous studies on bacterial susceptibility to biocides including MDR
isolates.?:?° However, comparison of results is difficult or even unfeasible due to differences
in test methods which markedly influence test outcome.3%3341 Many authors used MIC-
determination as it is routine in antibiotic susceptibility testing. However, as disinfectants are
used to sufficiently reduce bacteria from surfaces within a short period of time, the
assessment of minimum bactericidal concentrations at least is more trustworthy.”32
Moreover, values may differ vastly depending on the disinfectant and the test method used,
as has been described for sodium hypochlorite with a 500-fold difference between MIC and
suspension test results and was also noticed for BAC in the present study.33 Thus, practical
tests on surfaces with or without mechanical action are more suitable to predict the efficacy

of a disinfectant because they mimic in-use conditions.

We focused on single active substances that are classified as high- (PAA), intermediate- to low-
(ETH) and low-level disinfectant (BAC) according to their level of inactivation reached.*? A wide
range of dilutions was tested at the same contact time to determine the efficacious range.
Commercial products often contain additional ingredients which may enhance activity but
allow no conclusion regarding the activity of a particular substance. Time frames from 1 min
to 60 min were selected according to the VAH guidelines.3* Short contact times appear to be
most suitable for prophylactic routine surface disinfection in healthcare. However, cleaning
and disinfection measures should also be appropriate for risk areas (e.g. intensive care units,
surgical departments, isolation ward) or a specific pathogen which may require higher
concentrations and longer contact time compared to routine disinfection.*® Users must ensure
that the surface is evenly wetted by the disinfectant which must remain there for the duration
of the required contact time (concentration-time-ratio), possibly by reapplying the product

more than once.
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MICs and bactericidal concentrations determined by qualitative suspension tests revealed
that these values mainly lay well below in-use concentrations of commercial products at a
given contact time. Overall, our results were similar to those reported elsewhere.24-2%444>
Quantitative suspension test results were mainly similar to those from qualitative suspension
tests. Compared to other studies using quantitative suspension tests only few are in
concordance with our results.?’4>! Up to 25-fold less (BAC) as well as up to 33-fold higher
concentrations (PAA) at identical contact times have been reported.*”#>°0 Qrganic soiling (i.e.
0.3% BSA) had no significant influence on the efficacy of any of the disinfectants tested

(P >0.05) which is in contrast to other studies using BAC.>>>3

Significantly higher concentrations of PAA (of as much as 16-fold) and BAC (up to 64-fold) were
determined in practical surface tests compared with quantitative suspension tests
(P =0.00001). This might be attributed to the fact that bacteria attached on surfaces have a
different phenotype and more readily resist antimicrobial treatment than cells in suspension
which, depending on disinfectant and attachment time, might result in higher disinfectant
concentrations needed.’*>’ This has also been demonstrated for dry surface biofilms which
are almost ubiquitous on hospital surfaces, despite regular cleaning and disinfection.>®>°
However, standardized efficacy tests against biofilm do not exist in Germany or the EU. These
findings imply that MIC-testing or suspension tests may reveal putatively efficacious
concentrations and this is supported by our results for BAC. Commercially available surface
disinfectant concentrates contain up to > 20 g BAC/100 g and the lowermost contact time
usually given is 15 min. Assuming BAC as single ingredient, most products would sufficiently
kill Acinetobacter, Klebsiella, and P. aeruginosa strains within 15 min. Nevertheless, values
determined at 15 min for all P. aeruginosa strains and for P. aeruginosa strain PA4 at 30 min
exceeded in-use concentrations of certain commercial products containing BAC, hence these
strains would have been classified as resistant whereas all strains were fully susceptible based
on MICs and suspension tests. Overall, similar results but lower as well as higher bactericidal

values were described by other authors.46:60-64

Comparing all methods applied in the current study, inter- and intra-species susceptibility to
disinfectants varied depending on the method. BAC gave concordant results throughout all
tests in that P. aeruginosa strains were least susceptible whereas Acinetobacter strains were
most susceptible. Noteworthy, bactericidal BAC values nevertheless differed up to more than
100-fold compared to MICs. It has been suggested that high concentrations of nutrient salts
in MIC-test media lower the effective concentration of BAC hence MIC-testing does not give a
true reflection of the intrinsic activity of BAC.%®> As determined by MICs Acinetobacter species
were highest susceptible to PAA whereas individual Klebsiella strains revealed significantly
highest susceptibility in suspension and carrier tests. This was also noticed for P. aeruginosa

strain PA4 at 15 min contact time with organic soiling in the quantitative suspension test.
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Differences in bactericidal concentrations were highest when comparing quantitative
suspension and carrier tests. ETH values differed 10-fold at maximum between MICs and
qualitative suspension tests but overall variation between strains as well as between methods
was less pronounced. Culture media influence test outcome>'-®® and this may also account for
varying results as MIC-determination was carried out by broth-macrodilution using TSB.
Although no distinct differences in susceptibility against ETH, PAA, and BAC were detected
between reference strains and MDR-GNB, single strains required higher bactericidal values for
individual disinfectants as e.g. seen for K. oxytoca strain KO1 and PAA. Moreover, although
the active substances tested here were effective against MDR-GNB, some biocides currently
used in hospitals can be ineffective against nosocomial pathogens growing as wet or dry
biofilms attached to surfaces. This strengthens the need to test for disinfectant susceptibility
if MDR isolates are recurring in order to prevent severe infections and fatal outcomes as has

been described elsewhere.?27:2867,68

Conclusion

Overall, we found that ETH, PAA, and BAC were effective against clinically relevant MDR-GNB.
Nevertheless, according to carrier test results P. aeruginosa strains used in this study could be
classified as resistant to BAC depending on the product used. Strain- and species-specific
differences in bactericidal concentrations were seen, but in general, MDR-GNB revealed no
higher insensitivity to the disinfectants tested. Marked differences in efficacious
concentrations were noticed as a function of the test method applied leading to the
conclusion that MIC-determination might not be the best approach to evaluate susceptibility
or resistance to biocides. Practical surface tests are laborious but are most suitable to test for
in-use efficacy and should be used to evaluate disinfectants used on healthcare surfaces.
Moreover, suitable guidelines are strongly needed to ensure standardized disinfectant
susceptibility testing and to allow for the comparison of results obtained by different

investigators.
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Table 1 Characteristics of bacteria used for disinfectant testing

Species Acronym | Strain number Source Characteristics

A. pittii AP1 4/1/1/20 UHL; throat swab species-specific wild type resistance pattern
A. pittii AP2 4/1/13/37 UHL; faeces 3MDR-GNB

A. pittii AP3 DSM 25618, ATCC 19004 DSMZ; cerebrospinal fluid type strain

A. baumannii AB1 4/1/13/47 UHL; wound swab 4MDR-GNB, MBL

A. baumannii AB2 4/1/13/38 UHL; faeces 4MDR-GNB, MBL

A. baumannii AB3 DSM 30007, ATCC 19606 DSMZ; urine type strain, 3SMDR-GNB

A. baumannii AB4 4/1/13/39 UHL; faeces species-specific wild type resistance pattern
P. aeruginosa PA1 4/1/13/23 UHL; blood culture 3MDR-GNB, MBL

P. aeruginosa PA2 4/1/13/15 UHL; faeces 4MDR-GNB, MBL

P. aeruginosa PA3 4/1/13/72 UHL; wound swab 3MDR-GNB, MBL

P. aeruginosa PA4 DSM 939, ATCC 15442 DSMZ; animal room water bottle test organism for disinfectant testing

K. oxytoca KO1 4/1/15/658B UHL; faeces 3MDR-GNB, ESBL

K. oxytoca KO2 4/2/4/10 UHL; urine 3MDR-GNB, ESBL

60




Veroffentlichungen

K. oxytoca KO3 DSM 5175, ATCC 13182 DSMZ; pharyngeal tonsil type strain

K. pneumoniae | KP1 4/1/9/72 UHL; faeces 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae | KP2 4/2/9/76 UHL; faeces 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae | KP3 4/2/9/58A UHL; faeces 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae | KP4 4/2/9/58B UHL; faeces 3MDR-GNB, ESBL
K. pneumoniae | KP5 4/1/13/30 UHL; urine 4MDR-GNB, VIM
K. pneumoniae | KP6 4/2/2/27 UHL; faeces 4MDR-GNB, VIM
K. pneumoniae | KP7 DSM 30104, ATCC 13883 DSMZ; no further information type strain

UHL - University Hospital Leipzig; DSMZ - Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures; 3MDR-GNB, 4MDR-GNB -
Multidrug-Resistant Gram-Negative bacteria MDR-GNB resistant against three or four classes of antibiotics according to the Commission for Hospital

Hygiene and Infection Prevention!?!; ESBL - extended-spectrum B-lactamase; MBL - metallo B-lactamase; VIM - Verona integron-encoded metallo-B-

lactamase
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Table 2 Bactericidal concentrations (%) resulting in a LR = 5 without (w/0) and with (w) organic soiling determined by the quantitative suspension

test
Ethanol (%) Peracetic acid (%) Benzalkonium chloride (%)
Strain 1 min 5 min 15 min 1 min 5 min 15 min 1 min 5 min 15 min
w/o |w w/o |w w/o |w w/o |w w/o |w w/o w w/o |w w/o w w/o w

AP1 40 40 |35 35 |30 35 |0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 |0.012 |0.01 |0.01 |0.005 |0.01 |0.005 |O0.005

AP2 40 40 |35 35 |35 35 |0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 |0.012 |0.01 |0.01 |0.005 | 0.005 |0.0025 | 0.005

AP3 35 35 |30 35 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.005 | 0.01 | 0.0025 | 0.005 | 0.0025 | 0.005

AB1 40 40 |35 35 |35 35 |0.012 | 0.024 | 0.012 | 0.012 | 0.012 |0.012 |0.01 |0.02 | 0.005 | 0.005 |0.0025 | 0.005

AB2 40 40 |35 35 |35 35 |0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.006 | 0.006 |0.01 |0.01 | 0.005 |0.005 |0.0025 | 0.005

AB3 40 40 |35 35 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.006 |0.01 |0.01 [ 0.005 |0.005 |0.005 | 0.005

AB4 35 35 |35 35 |30 35 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.003 | 0.005 |0.01 | 0.0025 | 0.005 | 0.0025 | 0.005

PAl 35 35 |30 30 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.003 |0.003 |0.08 |0.08 |0.04 0.04 | 0.04 0.04

PA2 35 35 |30 30 |30 30 |0.012 | 0.012 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.003 |0.08 | 0.08 |0.04 0.04 | 0.04 0.04

PA3 35 35 |30 30 |30 30 |0.012|0.012 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.003 | 0.08 |0.08 | 0.04 0.04 | 0.04 0.04

PA4 35 35 |30 30 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.003 | 0.003 | 0.0015 | 0.08 | 0.08 | 0.04 0.08 | 0.04 0.04

62



Veroffentlichungen

KO1 |35 35 |30 30 |30 30 |0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 | 0.005 | 0.005
KO2 |35 35 |30 30 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.003 | 0.003 | 0.0015 | 0.003 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 | 0.005 |o0.01
KO3 |35 35 |30 30 |30 30 |0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 | 0.012 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 | 0.005 |o0.01
KP1 35 35 |30 30 |30 30 |0.012 | 0.012 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 |0.01 0.01
KP2 35 35 |30 30 |30 30 |0.012 | 0.012 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 |0.01 0.01
KP3 35 35 |35 35 |30 30 |0.012 | 0.012 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 |0.01 0.02
KP4 35 35 |35 35 |30 30 | 0.006 | 0.012 | 0.006 | 0.006 | 0.003 | 0.006 |0.02 |0.04 | 0.01 0.02 |0.01 0.01
KP5 35 35 |35 30 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.02 |0.02 |0.01 0.01 | 0.005 | 0.005
KP6 35 35 |30 30 |30 30 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 |0.02 |0.02 |0.01 0.01 |0.01 0.005
KP7 35 35 |30 30 |30 30 | 0.012|0.012 | 0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.003 |0.02 |0.04 |0.01 0.02 | 0.005 |0.01

AP — A. pittii, AB — A. baumanii, PA — P. aeruginosa, KO — K. oxytoca, KP — K. pneumoniae, w/o — without organic soiling, w — with organic soiling (i.e.

0.3% BSA); reference and type strains are shaded in grey
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Table 3 Disinfectant concentrations (%) resulting in a LR 2 5 in practical tests on steel carriers with organic soiling

Ethanol (%)

Peracetic acid (%)

Benzalkonium chloride (%)

e 1 min 5 min 15 min 30 min 1 min 5 min 15 min 30 min 1 min 5 min 15 min 30 min
AP1 50 40 30 30 0.096 0.096 0.048 0.048 0.64 0.08 0.02 0.02
AP2 50 40 40 40 0.096 0.096 0.096 0.096 0.64 0.04 0.02 0.02
AP3 40 30 30 30 0.096 0.096 0.024 0.024 0.64 0.08 0.02 0.02
AB1 50 40 40 40 0.096 0.096 0.048 0.048 0.32 0.08 0.02 0.02
AB2 40 40 40 40 0.096 0.048 0.048 0.048 0.16 0.04 0.04 0.02
AB3 40 40 30 30 0.048 0.048 0.024 0.024 0.64 0.04 0.04 0.02
AB4 50 40 40 40 0.048 0.048 0.048 0.048 0.32 0.08 0.04 0.02
PAl 40 30 30 30 0.048 0.024 0.024 0.024 5.12 0.32 0.16 0.08
PA2 40 30 30 30 0.024 0.024 0.024 0.024 5.12 0.16 0.16 0.08
PA3 40 30 30 30 0.048 0.024 0.024 0.024 1.28 0.32 0.16 0.08
PA4 40 40 30 30 0.048 0.024 0.024 0.024 5.12 0.64 0.16 0.16
KO1 40 40 30 30 0.192 0.096 0.096 0.096 1.28 0.16 0.04 0.02
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KO2 40 40 30 30 0.048 0.048 0.048 0.048 1.28 0.16 0.04 0.04
KO3 40 40 30 30 0.096 0.096 0.096 0.096 2.56 0.16 0.04 0.04
KP1 40 40 30 30 0.096 0.096 0.096 0.096 2.56 0.16 0.08 0.04
KP2 40 40 30 30 0.096 0.096 0.096 0.048 2.56 0.16 0.08 0.04
KP3 40 40 30 30 0.096 0.096 0.096 0.096 2.56 0.16 0.08 0.04
KP4 40 40 30 30 0.096 0.048 0.048 0.048 2.56 0.16 0.08 0.04
KP5 40 40 40 30 0.096 0.048 0.048 0.048 1.28 0.08 0.02 0.02
KP6 50 30 30 30 0.096 0.096 0.048 0.048 2.56 0.16 0.02 0.02
KP7 40 30 30 30 0.024 0.012 0.006 0.006 2.56 0.16 0.08 0.04

AP — A. pittii, AB — A. baumanii, PA — P. aeruginosa, KO — K. oxytoca, KP — K. pneumoniae; reference and type strains are shaded in grey
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Table S1 Minimum inhibitory concentrations determined after 48 h of contact time

Minimum inhibitory concentration (%)

Strain
Ethanol Peracetic acid Benzalkonium chloride

AP1 4 0.006 0.001
AP2 4 0.006 0.001
AP3 4 0.006 0.001
AB1 5 0.0125 0.001
AB2 5 0.006 0.0025
AB3 4 0.003 0.001
AB4 5 0.025 0.001
PAl 4 0.025 0.04
PA2 4 0.025 0.04
PA3 4 0.025 0.02
PA4 4 0.0125 0.02
KO1 5 0.0125 0.0025
KO2 6 0.0125 0.005
KO3 5 0.025 0.005
KP1 6 0.0125 0.0025
KP2 6 0.0125 0.0025
KP3 6 0.0125 0.01
KP4 6 0.0125 0.005
KP5 6 0.0125 0.01
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KP6 6 0.0125 0.005

KP7 6 0.0125 0.0025

AP — A. pittii, AB — A. baumannii, PA — P. aeruginosa, KO — K. oxytoca, KP — K. pneumoniae;

reference and type strains are shaded in grey
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Ethanol Peracetic acid Benzalkonium chloride
Strain 15 30 60 15 30 60 15 30 60
1min | 5min . . . 1min | 5min . . . 1min | 5min . . .
min min min min min min min min min
AP1 40 35 35 30 25 0.012 |0.012 |0.006 |0.003 |0.003 |0.005 |0.0025 |0.0025 | 0.001 | 0.001
AP2 40 40 35 35 35 0.012 |0.012 |0.012 |0.006 |0.006 |0.005 |0.0025 |0.0025 |0.001 |O0.001
AP3 40 35 30 30 25 0.012 | 0.006 |0.006 |0.003 |0.003 | 0.005 | 0.0025 | 0.0025 |0.0025 |0.001
AB1 35 35 30 30 25 0.024 | 0.012 |0.006 |0.003 |0.003 |0.005 |0.005 |0.0025 |0.0025 |0.0025
AB2 35 35 35 30 30 0.024 | 0.012 | 0.003 |0.003 |0.0015|0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025 | 0.0025
AB3 40 35 35 30 30 0.012 | 0.006 | 0.003 | 0.0015 | 0.0015 | 0.005 | 0.005 |0.005 |0.0025 |0.0025
AB4 40 35 30 30 25 0.024 | 0.006 | 0.006 |0.003 |0.003 |O0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025 | 0.0025
PAl 35 35 30 30 30 0.012 | 0.012 | 0.006 | 0.0015 | 0.0015 | 0.05 0.05 0.025 | 0.025 | 0.025
PA2 35 35 35 30 25 0.024 | 0.006 | 0.006 |0.006 |0.003 |O0.05 0.025 | 0.025 |o0.01 0.01
PA3 35 30 30 30 25 0.012 | 0.006 |0.006 |0.006 |0.003 |O0.05 0.05 0.05 0.025 | 0.025
PA4 35 30 30 30 25 0.012 |0.006 |0.003 |0.003 |0.003 |0.05 0.05 0.025 |0.025 |0.01
KO1 35 35 30 25 25 0.012 |0.006 |0.006 |0.003 |0.003 |0.025 |0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025
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KO2 35 35 30 30 30 0.006 |0.003 |0.0015 | 0.0015 | 0.0015 | 0.025 |0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025
KO3 40 35 35 35 30 0.012 |[0.012 |0.012 |0.006 |0.006 |0.025 |0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025
KP1 35 35 35 30 30 0.012 | 0.006 |0.006 |0.003 |0.0015 |0.025 |0.025 |0.005 |0.005 | 0.005
KP2 40 35 30 30 30 0.012 |0.006 |0.003 |0.0015 |0.0015 |0.025 |o0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025
KP3 35 35 35 35 25 0.012 | 0.006 |0.003 |0.003 |0.0015 |0.025 |0.01 0.005 | 0.005 | 0.005
KP4 35 35 30 30 25 0.012 | 0.006 |0.003 |0.0015 |0.0015 |0.025 |0.01 0.01 0.005 | 0.005
KP5 35 35 30 30 30 0.006 |0.006 |0.003 |0.003 |0.003 |0.025 |o0.01 0.005 | 0.0025 | 0.0025
KP6 35 35 30 30 30 0.006 |0.003 |0.003 |0.0015 |0.0015 |0.025 |o0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025
KP7 35 30 30 30 30 0.006 | 0.003 | 0.0015 | 0.0015 | 0.0015 | 0.025 | 0.01 0.005 | 0.005 | 0.0025

AP — A. pittii, AB — A. baumannii, PA — P. aeruginosa, KO — K. oxytoca, KP — K. pneumoniae; reference and type strains are shaded in grey
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4 Diskussion

Eine effektive Desinfektion ist fiir die Bekampfung von Infektionskrankheiten unerlasslich. Das
zunehmende Auftreten von MRE und die verbreitete Verwendung von Bioziden loste
Bedenken hinsichtlich der Entwicklung von DM-Resistenzen oder Kreuzresistenzen aus. Daher
ist es von groBer Wichtigkeit, die Wirksamkeit chemischer DM mittels standardisierter
Testverfahren sicherzustellen. Zertifizierte Konzentrations-Zeit-Relationen werden in den DM-
Listen des VAH und der DVG veroffentlicht. Fir die prophylaktische und Routinedesinfektion
im Gesundheitswesen sind VAH-gelistete Verfahren anzuwenden. Die Fragestellung dieser
Studie war, ob spezifische Desinfektionsprotokolle fiir MRGN notwendig sind. Im Rahmen
meiner Untersuchungen wurden dafir die aktiven Substanzen BAC, ETH, NH und PES auf ihre
bakterizide Wirksamkeit gegeniber klinischen MRGN-Isolaten von A. baumannii, A. pittii,
K. oxytoca, K. pneumoniae und P. aeruginosa im Vergleich zu entsprechenden
Referenzstammen unter Laborbedingungen gemal} den ,Anforderungen und Methoden zur
VAH-Zertifizierung chemischer Desinfektionsverfahren” getestet (ANON. 2015c). Die
ausgewahlten Testsubstanzen reprasentieren Wirkstoffgruppen, die haufig Anwendung in der
Praxis finden. Die Methoden des vierstufigen Verfahrens sind dquivalent zur DM-Testung nach
europadischen Normen und beinhalten neben der Durchfiihrung von Suspensionstests und
Keimtragerversuchen die Bestimmung der MHK (ANON. 2016). Fir DM-Prifungen sind
Referenzstamme vorgeschrieben. Diese ausgewahlten Testorganismen stehen reprasentativ
flir die meisten Bakterien und miussen (iber entsprechend widerstandsfahige Merkmale
verfligen. Verglichen mit AB-Empfindlichkeitsprifungen gibt es keine ,Breakpoints” oder
Hochstgrenzen (cut-off), die eine Resistenz gegeniiber DM definieren (MORRISSEY et al. 2014).

Biozide finden seit Jahrzehnten verbreiteten Einsatz und bakterielle Resistenz bzw. Adaption
stellen kein Phdnomen der Neuzeit dar (CHAPMAN 1998, DAVIN-REGLI und PAGES 2012,
RUSSELL 1999, RUSSELL 2004). Von DM-Resistenz spricht man, wenn Bakterien die
Anwendungskonzentration eines Biozids (iberleben bzw. einzelne Stimme einer
Bakterienspezies hohere Konzentrationen eines DM tolerieren, wahrend andere Stamme
dieser Spezies inaktiviert werden (RUSSELL 2003). Resistenzen kdnnen intrinsischer oder
erworbener Art sein, und zugrundeliegende Mechanismen umfassen beispielsweise Adaption,
Mutation, die Aufnahme genetischer Elemente, enzymatische Inaktivierung oder
Permeabilitatsmodifikation (MCDONNELL und RUSSELL 1999). Durch Anwendungsfehler
entstandene, subletale DM-Konzentrationen oder der Einfluss von bakterieller Biofilmbildung
kénnen die Selektion von Stammen mit erhéhter Toleranz bedingen (phanotypische Adaption,
REISS et al. 2000). Unspezifische Effluxsysteme und Impermeabilitdt der Zellwand kénnen
Bakterien gegenliber AB und DM unempfindlich machen (FRAISE 2002, ORTEGA MORENTE et
al. 2013). Bakterielle Resistenz gegeniiber Bioziden kann durch die Ermittlung der bakteriziden
Wirksamkeit bestimmt werden (CERF et al. 2010).
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Die Empfindlichkeit von Bakterien, einschlieflich MRE, gegenilber Bioziden war der
Gegenstand zahlreicher Studien (CHAPMAN 1998, DAVIN-REGLI und PAGES 2012, MAILLARD
2007, MARTRO et al. 2003, MEYER und COOKSON 2010, REICHEL et al. 2014, RUSSELL 1999,
RUSSELL 2003, RUSSELL 2004). Einige Autoren kommen zu der Schlussfolgerung, dass AB-
resistente Bakterien nicht zwingend eine erhdhte Toleranz gegenliiber DM aufweisen
(KAWAMURA-SATO et al. 2010, MARTRO et al. 2003, REICHEL et al. 2014). Andere Studien
widerlegen dies (CHUANCHUEN et al. 2001, GEBEL et al. 2002). Jedoch ist eine vergleichende
Interpretation von Ergebnissen verschiedener, internationaler Arbeitsgruppen schwierig
aufgrund unterschiedlicher, landerspezifischer Testrichtlinien, die die Ergebnisse deutlich
beeinflussen. Die Werte kdnnen je nach DM und Testmethode erheblich variieren (THOMAS
et al. 2005).

Viele Studien basieren auf der MHK-Bestimmung, welche routinemalRig bei AB-
Empfindlichkeitstests zum Einsatz kommt (LAMBERT 2004, RUSSELL 1999). Diese Methode
erlaubt einen Vergleich der den Bioziden ausgesetzten Mikroorganismen. In den
Untersuchungen dieser Studie wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen MRGN und
Referenzstammen beziglich der bakteriostatischen Konzentrationen festgestellt.
P. aeruginosa-Stamme waren toleranter gegentber BAC und NH im Vergleich zu den anderen
getesteten Spezies. Gegenliber PES und BAC reagierten Acinetobacter-Spezies am

empfindlichsten im Vergleich zu den anderen Bakterienspezies.

Bei der Durchfihrung der qualitativen Suspensionsversuche wurden fiir ETH und BAC im
Vergleich zur MHK bis zu zehnfach hohere bakterizide Werte erzielt. Bei Versuchen mit NH
wurden im Vergleich zur MHK unabhangig von der Einwirkzeit bis zu 500-fach geringere
bakterizide Konzentrationen bestimmt. Ursachlich hierflir kann die Testmethodik sein, da im
Vergleich zur MHK-Bestimmung keine nahrstoffreiche Caseinpepton-Sojabohnenmehl-
pepton-Bouillon verwendet wurde. MHK und bakterizide Konzentrationen fir PES waren
annadhernd identisch. P. aeruginosa tolerierte die héchsten NH- und BAC-Konzentrationen.
Signifikante Unterschiede zwischen 3MRGN, 4MRGN und den jeweiligen Referenzstammen
wurden nicht beobachtet. Die Bestimmung der MHK und der bakteriziden Konzentrationen in
den gualitativen Suspensionsversuchen ergab, dass die Werte die
Anwendungskonzentrationen kommerzieller Produkte unterschreiten. Insgesamt waren die
erzielten Ergebnisse mit denen anderer Studien vergleichbar (z.B. KAWAMURA-SATO et al.
2008, MORRISSEY 2014).

Zur Bestimmung bakterizider Konzentrationen in quantitativen Suspensionsversuchen ist laut
VAH eine Reduktion der Ausgangskeimzahl um 99,999 % (fiinf logio-Stufen Reduktion, LR > 5)
gefordert. Die erzielten bakteriziden Werte fiir BAC, ETH und PES dhnelten im Wesentlichen
den Ergebnissen der qualitativen Suspensionsversuche. Bakterizide Konzentrationen von NH

lagen zehnfach hoher als im qualitativen Suspensionstest. Pseudomonas-Stamme waren in
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diesen Versuchen am unempfindlichsten flir BAC, wahrend Acinetobacter-Stamme am
empfindlichsten reagierten. Multiresistenz gegeniiber AB beeinflusste die Empfindlichkeit
gegeniber den ausgewahlten DM nicht. Vergleichbare Studien lieferten sowohl dhnliche als
auch niedrigere bzw. hohere bakterizide Testkonzentrationen (BRIDIER et al. 2011, THOMAS
et al. 2005).

Im Vergleich zu quantitativen Suspensionsversuchen wurden in den praxisnahen
Keimtragertests auf Edelstahlkeimtragern signifikant hohere Konzentrationen an PES (bis zu
16-fach) und BAC (bis zu 64-fach) ermittelt, um die geforderte LR > 5 zu erzielen. Fiir ETH
waren die bakteriziden Konzentrationen dhnlich denen, die in den Suspensionstests bestimmt
wurden. Bakterizide Konzentrationen fir NH dhnelten denen aus dem quantitativen
Suspensionstest mit organischer Belastung. Die Keimtragerversuche bestatigten die geringere
Empfindlichkeit von P. aeruginosa gegeniiber BAC sowie die starkere Empfindlichkeit von
Acinetobacter und Klebsiella. Eine geringere Empfindlichkeit von P. aeruginosa gegeniiber NH
konnte in den quantitativen Suspensionstests und Keimtragertests nicht bestatigt werden.
MRGN und Referenzstamme wiesen keine Unterschiede in ihrer Empfindlichkeit gegenlber
den getesteten DM auf. Eine mogliche Erklarung fiir die im Keimtragertest ermittelten deutlich
hoheren DM-Konzentrationen konnte sein, dass an Oberflichen adsorbierte
Mikroorganismen einen anderen Phanotyp aufweisen als planktonische Zellen und daher
einer antimikrobiellen Behandlung leichter widerstehen als Zellen in Suspension. Dies kann je
nach DM und Anhaftungszeit zu héheren DM-Konzentrationen fiihren (CARPENTIER und CERF
1993, LECHEVALLIER et al. 1988). Zudem konnen im Keimtragerversuch hdohere
Konzentrationen notwendig sein, da im Gegensatz zum Suspensionstest kein Uberschuss an
DM vorliegt und die Zellen nicht ringsum angegriffen werden kdnnen. Dieses zeigt, dass die
Ergebnisse der Suspensionstests nicht ohne weiteres auf die Praxis Ubertragen werden
kénnen. Zur Bestimmung von Gebrauchskonzentrationen und Einwirkzeiten eignen sich

Oberflachentests besser, da sie realistische Konditionen widerspiegeln.

Die Anwesenheit von klinisch relevanter organischer Belastung (hier: 0,3 % BSA, geringe
Belastung) kann die Effizienz von DM deutlich vermindern. In meiner Studie konnte ein
signifikanter Einfluss organischer Belastung auf die Wirksamkeit von NH nachgewiesen
werden. Der Prozess der Chlorzehrung bewirkt eine verminderte Oxidationswirkung des DM
(RUTALA und WEBER 1997). Dadurch waren im quantitativen Suspensionstest mit organischer
Belastung 20- bis 40-fach hoéhere Konzentrationen notwendig, um eine Reduktion von
mindestens flnf logio-Stufen zu erreichen. Dieses hebt die Bedeutung einer manuellen
Entfernung organischen Materials in Form einer Reinigung vor der Desinfektion hervor. Im
Unterschied zu anderen Studien konnte fiir BAC keine Effizienzminderung durch eine geringe
organische Belastung bestatigt werden (ARAUJO et al. 2013). Trotzdem kann das Auftreten

eines Eiweil¥fehlers bei Anwendung von DM unter hoher organischer Belastung anhand dieser
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Studie nicht ausgeschlossen werden. Die MRGN-Isolate unterschieden sich auch in Versuchen

mit BSA nicht von den Referenzstammen.

Der Einfluss der Kontaktzeit auf die Wirksamkeit war im Allgemeinen nicht signifikant. Bei
Versuchen mit PES und BAC im qualitativen Suspensionstest verringerte sich die bakterizide
Konzentration im Verlauf der Einwirkdauer, wahrend bei ETH und NH eine verlangerte
Expositionsdauer nicht zu einer Reduktion der bakteriziden Konzentration fihrte. Im
quantitativen Suspensionstest war kein oder nur ein geringer Einfluss der Einwirkzeit bei allen
DM zu beobachten. Dies war auch bei den Keimtragerversuchen mit PES und ETH der Fall.
Jedoch konnte bei Keimtragertests mit BAC eine langere Expositionsdauer die bakterizide
Konzentration um bis zu 64-fach vermindern. Auch bei NH flihrte die verlangerte Einwirkzeit
zu einer maximal 16-fachen Absenkung der bakteriziden Wirkkonzentration. Schlussfolgernd
lasst sich daraus ableiten, dass der Desinfektionserfolg maRgeblich vom Einsatz der wirksamen
DM-Konzentration abhangig ist und weniger von der Expositionsdauer.

Beim Vergleich aller in der aktuellen Studie angewandten Methoden variierte die
Empfindlichkeit flr die getesteten DM zwischen und innerhalb der Spezies je nach Methode.
Da die Flachendesinfektion darauf abzielt, Bakterien auf Oberflachen innerhalb kurzer Zeit zu
reduzieren, sind Suspensions- und vor allem Keimtragertests besser zur Bestimmung von
Anwendungskonzentrationen geeignet als die MHK-Bestimmung, da sie praktische
Bedingungen simulieren (MAILLARD 2010). Suspensionstests stellen eine einfache und
standardisierte  Priifmethodik dar. Es konnen unterschiedliche Parameter wie
Testorganismen, Einwirkzeiten und Belastungssubstanzen in die Testung einbezogen werden.
Eine Aussage Uber die Wirksamkeit eines DM auf Oberflachen kann jedoch nur mit Hilfe von
praxisnahen Methoden wie dem Keimtragertest getroffen werden. Bei allen Tests mit BAC
waren die P. aeruginosa-Stamme am tolerantesten, wahrend die Acinetobacter-Stamme am
empfindlichsten reagierten. Zwischen klinischen 3MRGN, 4MRGN und den jeweiligen
Referenzstammen wurden keine signifikanten Unterschiede in der DM-Toleranz festgestellt.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine AB-Resistenz nicht zwingend mit einer DM-

Resistenz einhergeht.

GUPTA et al. (2018) fiihrten eine dhnliche Studie mit MRE im Vergleich zu Referenzstdmmen
durch. Sie stellten hohere MHK-Werte fiir MRE im Test mit quartdren
Ammoniumverbindungen und ETH fest. Hohere bakterizide Konzentrationen wurden bei
Untersuchungen mit NH und ETH determiniert; allerdings wurden keine Suspensions- oder
Keimtragertests durchgefiihrt. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die Vergleichbarkeit von
Studien durch die uneinheitlichen Testmethoden problematisch ist. Daher sind
standardisierte Richtlinien erforderlich, um eine einheitliche DM-Wirksamkeitsprifung zu
gewadhrleisten und einen internationalen Vergleich der Ergebnisse verschiedener Studien zu

ermoglichen.
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Fiir diese Studie wurden aktive Substanzen ausgewahlt, welche je nach Konzentration als
gering- bis hochwirksam eingestuft wurden (SCENIHR 2009). Auf die Testung kommerzieller
Produkte wurde verzichtet, da zugesetzte Hilfsstoffe die Effizienz steigern konnen und so kein
Rickschluss auf die Potenz der einzelnen aktiven Substanzen gezogen werden kann. Die VAH-
Vorgaben verlangen die Darstellung des Ubergangs von unwirksamen zu wirksamen DM-
Konzentrationen. Dementsprechend erfolgte die Auswahl der DM-Verdiinnungen. Obwohl
kurze Einwirkzeiten zur Routinedesinfektion im klinischen Umfeld pragmatisch erscheinen,
sind in den VAH-Methoden Testzeiten von bis zu 240 min vorgegeben. Um langere
Kontaktzeiten fir spezielle Desinfektionsvorhaben (spezifische Pathogene, Desinfektion von
Intensivstationen, Quarantanebereiche) einhalten zu kénnen, kann es notwendig sein, eine
Oberflache wiederholt mit einem Fllssigkeitsfilm zu befeuchten, um die Benetzung der Flache
wahrend der Kontaktzeiten zu garantieren.

ETH erzielt eine schnelle Wirksamkeit gegenliber vielen Bakterien, Viren und Pilzen. Die
Wirkung wird (ber Membranschaden und Denaturierung von Proteinen realisiert. Das
Anwendungsoptimum liegt bei 60 % bis 90 %; bei geringeren Konzentrationen ist der
antimikrobielle Effekt gemindert (MCDONNELL und RUSSELL 1999). Die in dieser Studie
determinierten bakteriziden Konzentrationen von ETH unterschieden sich maximal um das
zehnfache von den MHKs und liegen unterhalb der Anwendungskonzentrationen. PES wirkt
bakterizid, viruzid, fungizid und sporozid bei Konzentrationen unter 0,3 % liber die Erhéhung
der Membranpermeabilitdt durch Zerstérung von Thiolgruppen. Es zerfallt in ungefahrliche
Nebenprodukte und organische Belastung fuhrt nicht zum Wirkverlust (MCDONNELL und
RUSSELL 1999). Die schnelle und effiziente Wirksamkeit ohne EiweilRfehler konnte in dieser
Studie bestatigt werden. BAC gehort zu den oberflachenaktiven, kationischen DM. Die
Wirkung entfaltet sich Gber Schaden an der Zytoplasmamembran (MCDONNELL und RUSSELL
1999). Kommerzielle Produkte enthalten bis zu 0,2 % BAC als Wirkkomponente. Bei einer
Kontaktzeit von 5 bis 15 min mit 0,2 % BAC als Reinsubstanz kann von einer Inaktivierung der
getesteten MRGN ausgegangen werden. Bei kirzeren Einwirkzeiten oder geringeren
Konzentrationen kann eine effektive Erregerelimination nicht gewahrleistet werden. Daher ist
BAC zur Verwendung im klinischen Umfeld, besonders bei Problemen mit Pseudomonaden,
nicht empfehlenswert. Die intrinsische Resistenz von P. aeruginosa gegeniiber BAC ist
begriindet durch eine reduzierte Zellpermeabilitdt aufgrund eines erhéhten Anteils an
Phospholipiden (MCDONNELL und RUSSELL 1999, ORTEGA MORENTE et al. 2013, SAKAGAMI
et al. 1989). Triclosan-resistente P. aeruginosa verfligen liber unspezifische Effluxpumpen und
weisen Resistenzen gegeniliber AB auf (CHUANCHUEN et al. 2001). NH gehort zu den Chlor-
abspaltenden DM und entfaltet seine Wirkung (iber sein Oxidationspotenzial. Die als
bakterizid bestimmten Konzentrationen flr NH unterschreiten gadngige
Anwendungskonzentrationen (5,25 % NH in Haushaltsbleiche, RUTALA und WEBER 1997).
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Obwohl keine signifikanten Unterschiede in der Empfindlichkeit zwischen Referenzstammen
und MRGN gegentiber BAC, ETH, NH und PES festgestellt wurden, wurden Stamm- und
Spezies-spezifische Unterschiede in den bakteriziden Konzentrationen beobachtet. Einzelne
Isolate bendtigten im Speziesvergleich hohere DM-Konzentrationen. Insgesamt konnte in
dieser Arbeit eine bakterizide Wirksamkeit der Grundsubstanzen gegeniiber klinisch
relevanten MRGN nachgewiesen werden. PES und ETH zeigten in allen Tests eine zuverlassige
Effizienz. Auch wenn niedrigere bakterizide Konzentrationen determiniert wurden, darf das
Anwendungsoptimum trotzdem nicht unterschritten werden. Es kann geschlussfolgert
werden, dass zertifizierte DM eine ausreichende Wirkung gegeniiber MRGN innehaben. Auch
andere Studien belegen, dass klinische Isolate durch die Applikation zertifizierter
Anwendungskonzentrationen sicher eliminiert werden (LANGSRUD et al. 2003, REICHEL et al.
2014). Die unspezifische Wirkungsweise von DM erschwert eine bakterielle
Resistenzentwicklung erheblich. MEYER und COOKSON (2010) schlussfolgerten zudem, dass
DM-Resistenzen nur eine geringe Auswirkung auf die Krankenhaushygiene haben und sahen
in der Anwendung von Bioziden einen sinnvollen Beitrag zum Hygienemanagement. Die
Kombination aktiver Substanzen in einer Formulierung sowie die Anwendung von DM im
Rotationsprinzip stellen Moglichkeiten dar, einer Biozidtoleranz entgegen zu wirken. Bei
Anwendung von DM mit breitem Wirkspektrum unter Bericksichtigung zertifizierter
Konzentrations-Zeit-Relationen wird die Selektion DM-toleranter Bakterien unterbunden
(ANON. 2004). Oxidierende DM haben ein breiteres Wirkspektrum gegeniber
Mikroorganismen und sind weniger von bakterieller Toleranz betroffen (GUPTA et al. 2018,
ORTEGA MORENTE et al. 2013). LAMBERT (2004) berichtete hingegen von einer negativen

Korrelation zwischen AB und DM-Resistenz.

PIDOT et al. (2018) konnten bei multiresistenten Enterococcus faecium nachweisen, dass ab
dem Jahr 2010 isolierte Keime eine zehnfach héhere genotypische Toleranz gegentiber
alkoholischen DM zeigten als Vergleichsstamme. Dieses Beispiel zeigt, dass bei gehauftem
Auftreten von MRE die Notwendigkeit bestehen kann, eine Wirksamkeitsprifung
durchzufiihren. Um NI wirksam zu verhindern, kénnen ergebnisabhdngig entsprechende

DekontaminationsmaBnahmen eingeleitet werden.

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob flir MRGN spezifische Desinfektionsmalinahmen
ergriffen werden missen, lasst sich basierend auf meiner Arbeit feststellen, dass gegen AB
multiresistente Bakterien nicht per se eine Biozidresistenz aufweisen. Beim Einsatz von DM in
zertifizierten Konzentrations-Zeit-Relationen kann von einer ausreichenden Wirkung

gegentber MRGN ausgegangen werden.
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Schlisselworter: Multiresistente Gram-Negative Erreger, Desinfektionsmittelwirksamkeit,

Minimale Hemmkonzentration, Suspensionstest, Keimtragertest

Einleitung: Der generalisierte Einsatz von Antibiotika im medizinischen Sektor erzeugt einen
hohen Selektionsdruck auf Bakterien. Daher weisen bakterielle Resistenzen gegeniiber
antimikrobiellen Wirkstoffen eine zunehmende Inzidenz auf. Gegen Antibiotika
multiresistente Erreger (MRE), insbesondere Multiresistente Gram-Negative Erreger (MRGN),
stellen in Krankenhdusern, aber auch in Tierkliniken ein ernstzunehmendes Problem dar. Das
Therapieversagen bei der Behandlung von Infektionen mit 3SMRGN oder 4MRGN gefahrdet die
Gesundheitsversorgung. Die Bedeutung effektiver KontrollmalRnahmen in der Unterbrechung
nosokomialer Infektionsketten riickt in den Fokus. Infektionsprophylaxe wird durch eine
Umweltdekontamination in Form von Reinigung und Desinfektion durchgefiihrt. Zertifizierte
Biozide werden routinemaRig eingesetzt. Jedoch weisen einigen Studien auf eine Toleranz von
Bakterien gegenliber Desinfektionsmitteln hin. Spezifische DekontaminationsmaRBnahmen

kénnten daher fir die Bekampfung von MRGN notwendig sein.

Ziel der Untersuchung: Es sollte evaluiert werden, ob klinische 3MRGN und 4MRGN im
Vergleich zu nicht resistenten Referenzstaimmen unempfindlicher gegenliber
Desinfektionsmitteln reagieren und Desinfektionsprotokolle gegebenenfalls angepasst

werden miussen.

Material und Methoden: Sechzehn klinische Stamme der Gattungen Acinetobacter,
Pseudomonas und Klebsiella wurden mit fiinf korrespondierenden Referenzstammen in vitro
auf deren Empfindlichkeit gegentiber den gangigen Desinfektionsmitteln Natriumhypochlorit,
Ethanol, Peressigsdure und Benzalkoniumchlorid untersucht. Die Effizienz wurde anhand von
vier aufeinander aufbauenden Testverfahren gemall den Richtlinien des Verbunds fir
angewandte Hygiene (VAH, 2015) beurteilt. Diese beinhalten die Bestimmung der minimalen

Hemmkonzentration (MHK) und die Durchfiihrung von Suspensionstests und
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Keimtragerversuchen. Zum Vergleich bakteriostatischer und bakterizider Werte zwischen den
Bakteriengenera wurde der exakte Test nach Fisher angewandt. Der Einfluss von Einwirkzeit
und organischer Belastung wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests bestimmt. Die
statistische Analyse erfolgte mit Hilfe von SPSS, Version 22 (IBM Deutschland GmbH,
Ehningen, Germany), wobei die Signifikanz bei P < 0.05 definiert wurde (zweiseitiger Test).

Ergebnisse: Es wurden wirksame Konzentrations-Zeit-Relationen fir jeden Teststamm und
jede aktive Substanz determiniert. Die Ergebnisse der Suspensionstests Uber-
beziehungsweise unterschreiten die Werte der MHK-Bestimmung um ein Vielfaches.
P. aeruginosa tolerierte die hochsten Benzalkoniumchlorid-Konzentrationen, wahrend
Acinetobacter-Stamme am empfindlichsten reagierten. Im Vergleich zu Suspensionstests
wurden in den praxisnahen Keimtragerversuchen signifikant hohere Konzentrationen an
Peressigsaure und Benzalkoniumchlorid ermittelt. Die geringere Empfindlichkeit von
P. aeruginosa gegeniiber Benzalkoniumchlorid wurde bestatigt. Signifikante Unterschiede
zwischen klinischen 3MRGN, 4MRGN und den jeweiligen Referenzstammen in ihrer
Sensitivitat gegeniber Bioziden wurden - unabhangig von der angewandten Testmethodik -
nicht festgestellt. Im Vergleich der Bakterienspezies wiesen Pseudomonaden eine geringere
Sensibilitat gegeniber Benzalkoniumchlorid auf, jedoch lagen die bakteriziden
Konzentrationen in jedem Fall unterhalb der gelisteten Anwendungskonzentrationen. Der
Einfluss organischer Belastung auf die Wirksamkeit von Natriumhypochlorit war signifikant.

Die Expositionsdauer fiihrte zu keiner signifikanten Absenkung der Wirkkonzentrationen.

Schlussfolgerung: Die Annahme, dass antibiotikaresistente Bakterien zwangslaufig
biozidresistent sind, konnte anhand unserer Ergebnisse nicht bestatigt werden. Spezielle
Desinfektionsprotokolle sind nicht notwendig, solange eine konsequente Einhaltung der durch
den Hersteller vorgeschriebenen Konzentrations-Zeit-Relationen gegeben ist. Die Hohe der
Desinfektionsmittelkonzentration ist flir den Desinfektionserfolg ausschlaggebend, wahrend
der Einfluss der Einwirkzeit vernachldssigbar ist. Die MHK-Bestimmung eignet sich im
Gegensatz zu praxisnahen Keimtragerversuchen nicht zur Ableitung von Anwendungs-

konzentrationen von Desinfektionsmitteln.
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Introduction: The generalized antibiotic use in the medical sector generates a high selection
pressure on bacteria. Therefore, bacterial resistance to antimicrobial agents is marked by an
increasing incidence. Antibiotic multidrug-resistant pathogens, in particular multidrug-
resistant Gram-negative bacteria (MDR-GNB), pose a serious problem in hospitals as well as
veterinary clinics. Treatment failure in the therapy of infections with MDR-GNB endangers
health care. The importance of effective control measures in the interruption of nosocomial
chains of infection is in focus. Infection prophylaxis is carried out by environmental
decontamination in the form of cleaning and disinfection. Certified biocides are routinely
used. However, some studies indicate bacterial tolerance to disinfectants. Specific

decontamination measures may therefore be necessary for the control of MDR-GNB.

Objective: The aim of this study was to evaluate the susceptibility of MDR-GNB isolates to
disinfectants in direct comparison to non-resistant reference strains and to adjust disinfection

protocols, if necessary.

Material and Methods: Sixteen clinical isolates of the genera Acinetobacter, Pseudomonas
and Klebsiella as well as corresponding reference strains were tested for their susceptibility to
the commonly used disinfectants sodium hypochlorite, ethanol, peracetic acid and
benzalkonium chloride. Efficiency was assessed by four consecutive test procedures according
to the guidelines of the Association for Applied Hygiene (VAH, 2015). These include the
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) and the performance of
suspension tests and carrier tests. Differences in bacteriostatic and bactericidal values for
bacterial genera were evaluated using Fisher’s exact test. An influence of exposure time and
organic load was assessed using Mann-Whitney-U-test. Analyses were done using SPSS,
Version 22 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Germany), wherein the significance was
defined at P < 0.05 (two-sided test).
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Results: Effective concentration-time-relations were determined for each test strain and each
active substance. The results of the suspension tests are several times higher or lower than
the values of the MIC determination. P. aeruginosa tolerated the highest benzalkonium
chloride concentrations, while Acinetobacter strains were the most sensitive. Compared to
suspension tests, significantly higher concentrations of peracetic acid and benzalkonium
chloride were determined in the practical carrier tests. The lower sensitivity of P. aeruginosa
to benzalkonium chloride was confirmed. Significant differences between clinical MDR-GNB
and the respective reference strains regarding their sensitivity to biocides were obtained,
regardless of the test methodology used. In comparison of the bacterial species,
pseudomonads had a lower sensitivity to benzalkonium chloride, but in each case the
bactericidal concentrations were below the listed in-use concentrations. The influence of
organic load on the efficacy of sodium hypochlorite was significant. The exposure time did not

lead to a significant reduction in the active concentrations.

Conclusion: The assumption that antibiotic-resistant bacteria are necessarily biocide-resistant
could not be confirmed by our findings. Special disinfection protocols are not required
assuming a consistent compliance with the concentration-time-relations prescribed by the
manufacturer. The level of the disinfectant concentration is crucial for the disinfection
success, while the influence of the exposure time is negligible. In contrast to practical carrier

tests, the MIC determination is not suitable for deriving in-use concentrations.
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