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Reinigung und Desinfektion sind wichtigestrumente zur Bekdmpfung der Ausbreitung und
Verschleppung von Infektionserregern wie Viren, Bakterien und Rilz#en verschiedensten
Lebensbereichen (Gesundheitswesen, Tierproduktion, Haushalt. diir) besonderes
Augenmerk ist dabei auf multiresistenten Erregern zu legen. Die jahrlichen Neuinfektionen
mit Methicillin-resistentenStaphylococcusS() aureus(MRSA) sind kontinuierlich rucklaufig,
wohingegen ExtendedYectrum t-Lactamaseproduzierende Erterobacteriacae (ESBL)
weiterhin steigende Tendenzen in Deutschland aufweig¢@Kl 2019)Um eine sichere
Wirksamkeit der Desinfektionsmittel fir den entsprechenden Anwendungsbereich zu
gewahrleisten, gibt es sowohl in der Humavie auchin der Veterindrmedizin Institutionen,
die spezielle Prufverfahren zur Testung von Handelspraparaten herausgetatiese dann

bei nachgewiesener erfolgreicher Prufung in den entsprechenden Desinfektionshisiieh
ver6ffentlichen(DVG 2020VAH 202D AufgrundunterschiedlichetJrsachen kann es zu einer
erhohten Unempfindlichkeit gegeniiber den chemischen Substanzen kommen. Beispiele sind
der vermehrte Einsatz vonDesinfektionsmitteln auch in alltaglichen Produkten wie
Putzmitteln Handseifenoder Kosméika (RUTALA ail. 2000 MAILLARD 2097 Auch
Anwendefehler, wiedas Aufbringerzu geringergubinhibitorische) Konzentrationoder das
Nichteinhalten der angegeb@&m Einwirkzeiten kdnnen zur voribergehenden oder dauer
haften Adapfation einigerStammefihren (SPECK ai. 2020) Das Vorhandensein von Des
infektionsmittelresistenzen bei verschiedenen Bakterienspezies dadter kein neues
PhanomenCHAPMAN 2003, RUSSELL 2004)

Im Rahmen der vorliegenden Dissertatisarde untersuchtinwiefern diezugrundeliegende
Methode der Desinfektiosmitteltestung Einfluss aufeine fundierte Aussagehinsichtlich

DesinfektionsmittelResistenzen bei Bakteridmat. Dabei wurden Antibiotikaersible und
(multi-)resistente Stamme verglicheMVeiterhin wurde eruiert ob es signifikante Unter
schiede zwischengrampositivea und gramnegativen Stammen gibAul3erdemerfolgten

Untersuchungen zurkinfluss auf die Desinfektionswirksamkeitrch organische Rlastung

und bei unterschiedlicheKontaktzeien.

Dafir wurden im Rahmender vorliegendenDissertationfiinf aktive Substanzen, die in
gangigen chemischereBinfektionsmittelFormulierungen enthalten sind, auf ihre Effektivitat
gegenuber (multi-)resistenten Isolaten von S.aureus E.coli K.pneumoniae und
S.Typhimuriumim Vergleich zsensiblerReferenzStammen getestet. Diese Testsubstanzen
umfassterBenzalkoniumchlorid (BAG@ lutaraldehyd (GAEthanol (ETH), Peressigsaur®)(P
und Natriumhypochlorit$HQ. Die Wirksamkeit wurde gemal den Richtliniendeutschen
Veterindrmedizinischen Ge$sthaft e.V. (DVGh einer dreistufigen Desinfektionsmittel
Testung Uberpraft VG 2Q7). Zuerst wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) und
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somit die bakteriostatische Wirksamkeit dee$infektionsmittebestimmtundein geeignetes
Neutralisationsmitél fir jede aktive Substanz determini¢@VG 2Q73). Fortfiihrenderfolgte

die Durchfuhrunglesqualitativen Suspensionstestum die bakterizide Wirksamkeitaich vier
Zeitpunktenzu bestimmen. Abgeschlossen wurden die Untersuchungen mit der Bestimmung
bakterizider Konzentrationen im Keimtragertesin zwei Zeitpunkten(DVG 2017b)Der
Keimtragertest simulierpraxisnahe Bedingungen auf einer nigldrésen OberflacheDie
Testung zielte auf di&rmittlungwirksamer KonzentrationZeitRelationen fur jeden Test
stamm und jede aktive Substanz ab. Zudem wurde der Einflusgemmnger organischer
Belastung auf die Effizienz deeginfektionsmitteluntersucht.
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2 Literaturtbersicht

2.1 Multiresistente Erreger (MRE)

Der Begriff multiresistente ErregéMRE) bezeiatet Krankheitserreger, dieine Unempfind
lichkeit gegentubemehrerenWirkstoffgruppen vorAntibiotika haben.Dabei unterscheidet
man zwischen intrinsischer und erworbener Resistenz. Bei den erworbenen Geglehe

zur Unempfindlichkeit fihren, kann man wiederum drei Hauptkategorien unterscheiden
(SCHWARZ at. 2013)

1. Inaktivierung von Enzymen (z.BLactamaseh

2. Reduktion der intrazallaren Anreicherung des Wirkstoffes (reduzierter Einstrom in
die Zellg z.B. durch Anderung der Lipopolysaccaride der 4uReren Zellmembran oder
vermehrter Ausstrom aus der Zelle durch aktiveZessewie z.B.durch spezifische
oder unspezifisch&xporter)

3. Veranderung der Zielstruktur (z.B. das m&aénbei MRSA, welchezsur Ausbildung
eines alternativen PenicilkiBindunsprotein flhrt)

Es dit eine Vielzahl an Bakterienspezies, die Resistenzmechanismen ausgebildet haben und
diese im Erbgutveitergebenkdnnen

X Methicillin-resistenteS aureus(MRSA)

X Enterobacteriaeaeder Spezie.coli, K.pneumoniaaund S. Typhimurium welche ein
erweitertes Spektrum art-Laktamase produzieren (ESBL)

X VancomycirresistenterEnterococcus faeciuomd Enterococcus faecalf¥ RE)

Dariiber hinaus sind in der Literatur viele Falle beschrieben, wo neben der Antibiotikaresistenz
auch Resistenzen gegentber Desinfektionsmittelrhandensind CHAPMAN 2003/EYER
und GOKSERO010).

2.1.1 Methicillin-resistente Staphylococcus aure81RSA)

Staplylokokken sind grampositive kokkenférmige Bakterien von 0,5 bis 1,5 um Durchmesser,
welche einzeln, in kurzen Ketten oder traubenférmig angeordnet sind. Sie sind mit wenigen
Ausnahmen$.aureussubsp.anaerobiusund S. saccharolytichikatalasepositiv untiesitzen

den typischen Zellwandaufbau grampositiver Bakterien (HERMA&AIS2€104). Ein wichtiger
Vertreter dieser Gattung is6.aureus Er verursacht sowohl beim Menschen (z.B. eitrige
Hautverdnderungen, Weichteiund Organabszesse, Sepsis, toxinvéaaiteé Erkrankungen
durch Enterotoxine) wie auclbei Tieren (z.B. Stapylokokkenmastitider Wiederkauer,
chronische Hautinfektionen beim Pferd, eitrige Entziindungen bei Hund und Katze; INabel
Dottersackentziindungen mit septikdmischen Verlaufen und Arthritis beim Gefligel)
schwerwiegende Krankheitsbilder (VALENWEIGAND 2015).
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Eire Staphylokokkenart, welchedurch eine Verdnderung des PeniciHBindungsProteins
(PBP 2a) verursacht durch das mé&aén eine Unempfindlichkeit gegentbet-Laktam
Antibiotika (z.B. Methicillin, Oxacillin) entwickelt hat, wird als Methicillin-resistenter
Staplylococcus aureudIRSA) bezeichnéBECKER004) Dabei unterscbidetman zwischen
drei verschiedenen MRS¥arianten.Die initial Anfang der 60efahre aufgetreteaen Isolate,
welche weiterhin haufig in medizinischen Einrichtungen bei Patienten vorkommenaew
alsHAMRSA (firhealthcareassociated 1AX cZ o $ 2] &Fbézeichnet Betroffene
Personen weisen klassische Risikofaktoren wie Antibiotikaemeabder invasive naizi
nische Eingriffe fur eine Infektion oder Besiedlung mit MRSA auf. MRSH der normalen
Umgebung auftreten und nicht mit medizinischen Einrichtungen in Verbindung stehen
werden als "communitacquired MRSA" (GMRSA) bezeichnet. MRSfamme, die in der
Tierzucht eine Rolle spielen, heiR@n u ~ ]ZE u Z -ivasdlaEsa & -MRSA (LA
MRSA)Die am haufigsten vorkommenden IMRSA gehdren in Deutschland dem klonalen
Komplex (CC) 398 afibAWSON atl. 205).

Zum Nachweis der Methicillinresistegibt es eine Vielzahl an MethodeAls Testsubstanz
kam friiherMethicillinals Leitantibiotikunzum Einatz, welches durctOxacillin bzwCefoxitin
abgeldst wurdeZu den klassischedachweismethoderzdhlen der Bouillonverdiinnungstest
mit standardisierten Breakpoints bei der MiB¢stimmung, der Agarverdiinnungstest,rde
Agardiffusionstest mit OxacilliRlattchen bei welchem die Hemmhofgréf3e bestimmt wird
und der Agglutinationstest mit monoklonalen Antikdrpern gegen das PBR2@erdem gibt

es automatisierte kommerzielle Testsysteme, wie z.B. die Wtetensystem vonibMérieux.

Als molekulare Methoden zon Nachweis der Methicillinresistenz stehen Gensonden und
alternative NukleinsauremNachweistechniken zur Verfigung (BECKER 2004).

2.1.2 Enterobacteriaeae

Zur Familie deEnterobacteriaceagehdren Bakterien, die gramnegativ, fakultativ anaerob,
stabchenférmig und bis zu 3 pum lang sind. Zu den weiteren gemeims&igenschaften
gehort, dass sie Oxidasegativ und Katalaspositiv sind, auf nichangereichertem Medium
und MacConkeyAgar wachsensowie die meisten aufgrund von peritrich angeordneten
Flagellen beweglich sind. Zu dEmterobacteriaceagehoren tber 40 Gattungen und Uber
180 Spezies (QUINNat 2011). Sie sind weit verbreitet im Davion Saugetieren und haufige
Erreger von Zooanthroponosen. Viele Vertreter konedenfallsin der Umwelt Giberleben
und habemaucheine Bedeutung als Fischpathogen (WIELER 2015).

Die fur diese Arbeit relevante@attungensindEscherichigE.coli), KlebsiellgdK.pneumoniag
und SalmonelldS. Typhimurium).

E.coliBakteriensind Ausléser vomtestinalen Erkrankungeywie derColidiarrtoebei Ferkeln
und Kalbernder Odemkrankheit der Bsatzferke] intestinaleE.coliInfektionenmit starkem
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Durchfallbei Haus und Nutztierensowie auch SeptikdmienSie kénnen aber auadbxtra-
intestinale Erkrankungen hervorrufewie Septikdmierbeim Rind und LampMastitiden bei
Rincern, Harnwegsinfektionemei Hund und Katzeder Colibakteriosa beim Wirtschafts
gefligel

Klebsiellen sind unbewegliche Bakterien und weisen eine KapselDaunth Klebsiellen
hervorgerufene Erkrankungen simdt sehr hartnéckig und therapeutisch schwer zu beein
flussen. Es tretelitemwegs und Harnwegsinfektionebei Huncen und Katze, Mastitiden
bei Kilhersowie Septikdmien auf

Bei der Gattungalmoneh gibt es mehr als.B00 Serovare mit unterschiedlicher Virulenz und
WirtsanpassungSalmonellenisolate vom Tier sind immer als potentigb®noseerregeru
betrachten Man uwnterscheigt zwischen Erregen fieberhafter Allgemeininfektionen
(typhoide Salmonellosen) und enteritischer Salmonellos&almonelleninfektionen sind
beim Rind anzgepflichtig und beden meisten anderen Tierarters¢hwein, Schaf, Pferd,
Hund Katze Pute, TaubeWassergefligeZoo und Wildtierg meldepflichtig. BeinSchwein
und Gefllgelgibt es spezie#l SalmonellerAVerordnung GefliigelSalmonellervO, Schweine
SalmonellenVO), welchedie Betreiber verpflichtet praventiv eigene Kontrollen durchzu
fuhren und positive Befunde zu meldekuch bein Menscherbesteht Meldepflicht Eswird
zwischerals Allgemeininfektion verlaufende Krankheitsbilder des Typhus undyparts und
den Salmonellenenteritiden unterschiedéWIELER etl. 2015)

Durch die Bildung von Extendegpectrumt-Lactamasen (ESBL) kdnnebactamResistenan

bei gramnegativen Infektionserregemuftreten. Da die ESBGene auf Plasmiden liegen,
kommt es zu einer schnellen Weiterverbreitung der Resistenz sowohl innerhalb einer Spezies
alsauch zwischen den verschieden gramnegativen Spezies. Memachendominierenin
Deutschlandei E.col und K.pneumonae-lsolaten die ESBLypen mit den Enzymvarianten
CTXM-15 (Cefotaximasenynd CTM-1 und beim Nutztier die Variante C-N1 (PFEIFER

etal. 2013).

Die Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) beim-Robert
Kochlinstitut (RKI) klassifiziet multiresistente gramnegative Stabchen auf Basis ihrer
phénotypischen Resistenzeigenschaftéabei sindSMRGNMultiresistente gramnegative
Stdbchen mit Resistenz gegadrei von vier haufig eingesetzterAntibiotikagruppen

(1. AcylureidopenicillingLeitsubstanzPiperacillin), 2. Cephalosporine der 8. Generation
(Ceftazidimund/oder @&fotaxim)und 3. Fluorchinolong(@profloxacin) und 4MRGNdem-
entsprechendMultiresistente gramnegative Stabchen mit Resistenz gegaar der vier
Antibiotikagruppen(zusatzlick Resistengegeriiber Carbapeneme (Imipenem und /oder
Meropenem)(KRINKQ@012)
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2.1.3 Vorkommen von MRE in der Veterinarmedizinder Humanmedizin und im
Lebensmittel

Um einen Uberblic ber das Vorkommen von MREr humanmedizinischen Bereictu
erhalten gibt es nationale und internationale Surveillari@gstemeDasEARSNet (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Netwobk)ndelt Informationen auf europdaischer
Ebene wohingegendas nationale Surveillane&ystem ARS (AntibiotHResistenSurveit
lance) vom RKdleutschlandweit Daten ermitteltDes Weiteen gibt es das Krankenhaus
InfektionsSurveillanceSystem (KISS) mit verschiedenen Modulgie z.B. das MRSASS,
welches MRSAuf Krankenhausebene erfagStFEIFER und ELLER 2FFiR)nachgewiesene
MRSA in Blutkulturen und im Liquor gilt laut Infektionsschutzgest&g (ANON. 2000in
Deutschland Meldepflicht. Auf Landerebene hat beispielsweise das Sichsische
Staatsministerium fir Soziales und Gesellschaftlichen ZusammedasIMRENetzwerk
Sachser2010 ins Leben gerufeiZiel der Fachgruppe Surveillance und AntibieSkategie
ist es unter anderem flachendeckende Daten zum Auftreten von Resistebeeausge
wahltenErregern in Sachsen zu erheben und den Arzten in Krankenhauseemimdanten
Praxen zur Verfigung zu stellélNON. 2020)

In Tabellel ist zu erkenen, dass das Auftreten von MRSA rucklaufignsDeutschland lag

der Anteil von MRSA an alléhaureuslsolaten in der stationdren Versorgung bei 23,8% im
Jahr 2010 und sank 2018 auf 12,7%. In der ambulanten Versorgung fiel der Anteil von 13% im
Jahr D10 auf 75% im Jahr 201@RKI 2019g

Tabellel: Resistenzdaten laut ARS v@ aureudsolaten gegeniber Oxacillin, Datenstand
23.08.2019, abgerufen am 07.09.2020 (RKI 2019a)

stationare Versorgung ambulante Versorgung
Intervall | Resistent gesamteAnzahl der Resistent gesamteAnzahl der
[%0] Testungen [%0] Testungen
2018 12,7 96.443 7,5 93141
2017 13,2 92.789 7,5 92.263
2016 14,9 94.111 8,7 86.885
2015 16,3 82.698 10,1 62.933
2014 15,2 44.084 10,1 33484
2013 16,2 56.517 10,6 35.366
2012 19,2 50.901 11,5 34.214
2011 21,6 28.712 12,0 24.392
2010 23,8 26.115 13,0 19.301
2009 24,2 21.542 13,5 15.652
2008 22,5 14.115 12,3 13.928
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Das Nationale Referenzzentrum (NRZ) fur Staphylokokken und Enterokokken typisiert
eingesandtdsolate.Die vorherrschenden epidemischen MRSA in deutschen Krankenh&usern
(HADZ™ o «]Jv [*}0 § E lo}v o v >]Hesserr&i]AlC]ZLS Jlvu”r pv
ST22lc EvV]%] u] ¢S5 wod gehdre dem klonalen Komplex CC22 (45%) und CC5
(17%) anlm européischen Durchschnitt ist der Anteil von 18% im Jahr 2013 auf 16,9% im Jahr
2017 gesunken. Jedoch gibt es weiterhin eine starke Diskrepanz zwischen Niedrigpravalenz
landern (u.a. Norwegen, Danemark, Niederlandend den Hochpravalenzlandern im sud
europdischen Raumuf. Portugal, Griechenland). In Letzteren lag der Anteil im Jahr 2017
weiterhin bei Uber 35%RKI 2019)

Im Gegensatz dazu wird deutschlandd europaveit ein Anstieg der Nachwdigufigkeit von
ESBL verzeichnet. Inshesondere deteil von Ecoli mit Resistenz gegentber Drittgenera
tions-Cephalosporinen (z.Befotaxim) ist wie ifTabelle2 zu sehen in den letzten Jahren auf
Uber 10% gestiegen (CUNYaet2017,RKI 2019a

Tabelle2: Resistenzdaten laut ARS vé@n colisolaten gegeniber Cefotaxim, Datenstand
23.08.2019, abgerufen a®7.09.2020 (RKI 2019a)

stationare Versorgung ambulante Versorgung
Intervall | Resistent gesamteAnzahl der Resistent gesamteAnzahl der

[%0] Testungen [%0] Testungen
2018 11,7 218993 7,9 190526
2017 12,0 187.600 7,8 150838
2016 11,6 155.245 7,0 124.885
2015 111 13.6451 6,9 83117
2014 11,0 87.962 7,2 58.905
2013 11,1 113.722 7,2 49.584
2012 10,0 108.986 6,2 57.978
2011 9,2 58.121 4,6 49.612
2010 8,8 50.650 4,0 40.945
2009 7,6 41.068 3,5 32.938
2008 6,6 25.705 2,8 30.329

Es gibtebenfalls einen vermehrten Nachweis von vor allem ESBL/Aigéhder E.coliin
Lebensmittelliefernden Tieren (EWERSadt 2012).Die Verbreitung und Ubertragung von
ESBiBakterien und MREz.B. Uber Tierkontakte oder die Lebensmittelkette ist vieljalti
moglich (PFEIFERatt 2013) Es wurde belegt, dass MR&# Nutztieren tber direkten oder
indirekten Tierkontakt auf Landwirte und deren Familien oder Veterinare Ubertragen werden
kénnen. Insbesondere der MRS&lon ST398ist europaweit in Nutztierbestiden (Rind,
Schwein und Gefliigel) vorhanden und wurde auch beim Menschen nachgewidBRSA
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Stamme der konale Linie ST2ResiedelnmeistKatzen sindaberauchhéufige krankenhaus
assoziierte MRSBeim Mensche{KOCK edl. 2013).

ESBibildende Salmonella entericaerschiedenster Serovare aus Lebensmitteln und Vieh
bestanden zeigen am Haufigsten die Variante-MI¥X die auch in humanen nosokomialen
E.coliundKlebsiellasolaten vorkommt (PFEIFERakt2013).

Des Weiterergibt esFallberichtevon Carbapenerresistenten (VM-1) E.coli und S.enterica
subsp entericalsolaten auschweine- und Gefliigelhaltungem Deutschland. Diese sind auch
ein grof3estherapeutisches und krankenhaushygienisches Problem beim MengEeGHER
etal. 2012, FISCHERa:t2013)

Ein Risikofaktor fur die Ubertragung von EBBlendenE.coliauf den Menschen ist tiber die
Nahrungskettegegeben Untersuchungervon KOLA etl. (2012)haben eine Nachweisrate
von 44% auf Hahnchenfleisch aus deutschen Supermarkten ergdbeaine Ubertragung zu
vermeiden, muss eine strikt€lichenhygieneigehalten werden.

Andererseits ist auch eine Mensd@lerUbertragung durch engen Kontakt mit Haustier
maoglich. EWERS etl. (2010)beschreiben, dass humaassoziierte CFXI-15 bildendeE.coli
der klonalen Linie O25:H4T13lebenfallsbei Haustieen identifiziert wurden.

2.2 Biozidresistenz

Unter Bioziden werden lautler Verordnung (EWr.528/2012 (Bioziderordnung ANON.

2012 jegliche Sto# bezeichnet, diedazu bestimmtsind, auf andere Art als durch bloRRe
physikalische oder mechanische Einwirkung Schadorganismen zu zerstéren, abzuschrecken,
unschéadlich zu machen, ihre Wirkung zu verhindern oder siaderer Weise zu bekampfen

Dabei werden vier Hauptgruppen untersetien: Desinf&tionsmittel, Schutzmittel, Schad
lingsbekampfungsmittel und sonstige Biozidprodukte.

Handelsubliche Desinfektionsmittel enthalten oft eine Mischung aus verschiedenen
Verbindungen, die auf mehrere zellulare Zielstrukturen wirken, so dass eine Resistenz gegen
diese Produkte meist ungewdhnlich ist (KARATZAd @008, MDONNELL und RUSISEL
1999). Dennoch sind Resistegiz gegentber jodfreisetzenden Verbindungen, quaternaren
Ammamiumverbindungen, Oxidationsmitteln, Phenolen, chlorfreisetzende Verbindungen und
Aldehyden langst bekannt (CHAPMAN 2003). Biozide sind weit verbreitet und weelen
eingesetzt. Dies kann zu Anpassungen bei Bakterien fuhren, welchenzuicklung einer
geringeren Anfalligkeit gegeniber antibakteriellen Mitteln fuhrt. Die bakteriellen Resistenz
mechanismen sind fur antimikrobielle Substanzen als auch fur Biozide &hnlich, so dass die
Exposition gegentber Bioziden zu einer Kreuzresistegemjiber antibakteriellen Mitteln
fiihren kannund umgekehr{DAVINREGLI und PAGES 2012).
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Laut RUSSEI2003)gibt es zweDefinitionen um eine Resistenz gegeniber Desinfektions
mitteln zu beschreibenZumeinen, wenn es zu einer Unempfindlichkeit der St&e bei
Uberschreitung derin-use”*Konzentration (Konzentration wie vom Hersteller empfohlen)
kommt und zum zweiten, wenn ein Stamm bei einer bestimmten Desinfektionsmittel
Konzentration resistenter ist als die anderen Stadmmer gleichen SpezieBei einer
Unempfindlichkeit, die aufgrund intrinsischeMechanismen entsteht, spricht man laut
McDONNELL und RUSSELL (1999) besse&falenanz "statt von &kesistenZ Diese kommen
am haufigsten vor Beispiele dafur sin&porenbildungz.B. bei den GattungeBacillusund
Clostriden), eine komplexe Zellwandbei Mykobakterienoder die Bildung von schitzenden
Biofilmen.

Erworbene Resistenz idas Erlangeriner neuen Eigenschaft durch die Mikroorganismead

kann durch Mutation aber auch durch den Transfer von Resistenz verleihenden Genen
erfolgen. Diese &aul3ert sicim Effluxmechanismen oder Enzymbildu@gAILLARD 2007)
BelegtePlasmidgesteuerte Resistengd&cGene) gegeniber quatndren Ammoniumerbin-
dungen existieen bei S aureus Pseudomonaspp. undeinigenEnterobacteriacea¢FRAISE
2002).

Heutzutage sind MRSA und E®Biduzierende Bakterien von groR&edeutung in der
humanmedizinischen Versorgung, treten aber auch in der Tierproduktion und meté-
nischen Kliniken auf (CUNYa£t2017, EWERSadt 2012, WALTHERat 2014). Be$.aureus
wurden chromosomale und plasmidcodierfdultiresistere-tibertragende EfflibBPumpen
identifiziert, und in vitroStudien an EffluMutanten bei einzelnen Bioziden zeigten eine Co
Selektion fir eine reduzierte Fluorchinol&@mpfindlichkeit (HUET at. 2008). InE.coli
konnte gezeigt werden, dass die Em+Bflux-Pumpe eine Unempfindlichkeit gegéier
einigen Bioziden sowie dem Fluorchinoldntibiotikum Nalidixinsaure verleiht (RUSSE
1999).

Daher werden Bedenken gedul3ert, dass multiresistente Bakterien ebenfalls unempfindlich
gegen Biozide werden kénnten (BUHR 200, WALES und DAVIES 2015). Dartber hinaus
wird angenommen, dass di&elektion resistenter Bakterien durch Desinfektionsmittel
erfolgen kann (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) 2001).

2.3 Prufrichtlinien

2.3.1 Prinzip der Desinfektionsmittelprifungach DVG

Die Deutsche Veterinarmedizinische Gesellsckait (DVG) istein Zusammenschlusaus
Tierarzterinnen aus Hochschulen, Praxis, Industrie, Behtérden, Ministerien und Forsehungs
instituten als wissenschaftliche Gesellschaft der Veterinarmedi@egrindet wurde diese
Organisation bereits 1951. Aktuell gibt 48Fachgruppensowie spezielle Arbeitskreisad
AusschissdDVG 2020aX v & A}lv ]38 E e Zpyee ¢ ]Jv(-18]}v v
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me ]Ji]vAU A antdr Gnderem Desinfektionsmittellisten fiir die Bereiche Lebens
mittelproduktion und Lebensmittelverarbeitung inklusive Grol3kiichen, Tierhalsmgie
Tierarztliche Praxis und Tierheime herausgibt. Darin werden Handelsprappaigdtet und
veroffentlicht, welche nach den Richtlinien der DVG geprift und als wirksam befunden
wurden. Die aktuelbelisteten Praparate kbnnen online abgefragt werd®vV(G 202 Die
vorliegenden Ergebnisse in diedgissertationwurden auf Grundlage dd?rufichtlinienvom
21.02.2015 (MH#Bestimmung) bzw. vom 17.02.2013 (qualitativer Suspensionstest und
Keimtragertest)mit kleinen Modifikationererstellt. Die aktuellen Versionen der Richtlinien
sind auf der Website der DVG abrufbar (DVG720DVG 207b).

Im ersten Schritt wird die bakteriostatisch®Virkung der Desinfektionsmittel mittels
Bestimmung derminimalen Hemmkonzentration (MHK) im Bouilldviakrodilutionstest
ermittelt (Ablauf sAbbildungl). In diesem Schritt wird auch ein passender Enthemmer fir
dasjeweiligeDesinfektionsmittekelektiert um dielnteraktion zwischen Desinfektionsmittel
und Erreger in den kommenden Tests nach einer bestimmten Reaktionszeit\efieksi-
brechen zu kénnen.

Abbildungl1: Schematische Darstellung MHRest nach DV(Erstellung einer Tegeimsus
pension in TryptonrNaCiLésungmit 1,0 x 16 t 1,0 x 10 KbE/ml mit arschlieRender
Verdiinnung 1:10n Wasser standartisierter Harte (WSHyerdiinnungseihe der Desinfek
tionsmittel in WSHanlegen Positivkontrollemit WSH Negativkontrolle mit Phenol

Nachfolgend werden die Reagenzglaser fum78ei 37°C inkubiert. ZuBeurteilung des
Testergebnisses wird im Anschluss die Tribung visuell ermittelt. Ist das Gemisch im Reagenz

10
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glas weiterhin klar, war die Hemmung des Bakterienwachstums durch die entsprechende
DesinfektionsmittelKonzentration erfolgreich (positives Testetmnis). Ist das Gemisch
jedoch eingetribt, konnte die Desinfektionsmitiébnzentration das Bakteriemachstum

nicht unterbinden (negatives Testergebnis). Die MHK ist dabei die héchste Desinfektions
mittelverdinnung, die das sichtbare Keimwachstum nocletariickt.

Der anschlieBendezweite Schritt des Testverfahrens ist deualitative Suspensionstest
(s.Abbildung2), bei dem diebakterizideWirkung derDesinfektionsmittel in Abhangigkeit des
Zeitfaktorsan vier Zeitpunkten (5, 15, 30 und 60 mjrund unter Einfluss einegeringen
organischa Belastung(3 g/l Bovines Serumalbumin (BSBgjv. ohne organische Belastung
ermittelt wird.

Abbildung2: Schematische Darstellungualitativer Suspensionstest nach DV@&rstellung
einer Testkeimsuspensioin Trypton-NaCiLosungmit 1,5 t5,0 x 16 KbE/ml Test von vier
DesinfektionsmitteFKonzentrationen im Doppelansatz nacheviEinwirkzeiten mit geringer
und ohne EiweiRbelastungPositivkontrolle mit WSH

Im letzten Schritt erfolgt die Bestimmung deakteriziden Wirkung im praxisnahen Keim
tragertest auf Edelstahlplattchean zweiZeitpunkten mitgeringer Eiweil3belastung.h 3 g/l
BSA(s.Abbildung3).
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Verdlinnungsreihe herstellen,
auf CSA ausspateln,
Keimzahl-Reduktion berechnen

Abbildung3: Schematische Darstellung Keimtragertest nach DV@stkeimsuspensionn
Trypton-NaCiLosungmit 1,5-5 x 10 KbE/ml DM = Desinfektionmittel

Die Berechnung der Keimzafeduktion erfayt entsprechendolgender Gleichungen:

OL ? HrétWH Sr
:Js E r&Jg; @
. ? Sr
Op K@ ANSHEG L————— H— H st

:Js Er&Jg; @
Z %ol Z B, F Z g

(N = Testkeimsuspensipt = Summe der einbezogenen Viable Cougt\{kérte, n/n, =
Summe der einbezogenen-Werte der niedrigeren bzw. héheren Verdinnungsstufe, die in
die Berechnung einbezogen wurden=dVerdinnungsfaktor der niedrigeren Verdinnung,
Na = TestansatzNw = WasseiKontrollwert, B = ToxizitatskontrolleC = Neutralisations
kontrolle, R = Reduktion

Als erfolgreiche Desinfektion der Testkeimegilt eine Reduktion der Keimmenge um
H4 loguo-Stufen.

2.3.2 weitere Prifrichtlinien/ Desinfektionsmittellisten
Um eine Harmonisierung dd?rifverfahren in Europa zu erreichen, hat das Europaische
Komitee fir Normung(Comité Européen de Normalisatiorabgekirzt CEN ebenfalls

12
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Prufrichtlinien etabliert. Diese gelten als Grundlagélir alle Staaten und sind
Mindestanforderungen fir die nationate/orgabenDieEN 14885tellt dabei didUbersichts

norm tUber Testverfahren und Zulassungsvoraussetzungerhgmische Desinfektionsmittel

und Antiseptikalar. Die Normen werden im CEN technischen Komitee (TC) 216 erarbeitet und
sind wiefolgt strukturiert:

Phase 1: Ermittlung der grundsatzlichen Wirksamkiit Suspensionsversuch
ohneBelastungssubstanzen
Phase 2: Stufe 1 Suspensionsversuche unter anwendungsrelevanten Bein

gen (z.Borganische Belastung, Einwirkzeit)
Stufe 2 Kamtragelitests
Phase 3: Praxisversuchéir verschiedene Anwendungsbereiche

(BOHM 2002HOLAH 2003VIEYER 2008)

Auf nationaler Ebene gibt es in Deutschlandben den bereits oben beschriebenen
Prufrichtlinien nachDVG weitere Organisationen, welcheHandelspraparate nach wer
schiedenenDesinfektionsverfahreriir die entsprechenderktinsatzgebietdesten (s. Tebel

le 3). Praparatedie nach Rihtlinien desverbundsfir angewandte Hygiene e.\WAH gepruft
wurden, sind furdie routinemafige und prophylaktische Desinfektion ¥arhitung von
Infektionen im Krankenhaus, in der arztlichend zahnarztlichen Praxis und in offentlichen
Bereichen (Kidertagesstatten, Schulen, Sportstatten etc.) geeigrigabei wird untef
schieden zwischen hygienischer Handewaschung, Handedesinfektion, Hautantiseptik, Fla
cherdesinfektion, Instrumentendesinfektion und WaschedesinfektidNQN. 2018

Téebelle 3: Uberblick tiber die in DeutschlanbestehendenDesinfektionsmittellisten und
deren Einsatzgebiete

Organisation Einsatzgebiet

Desinfektionsmittellisten deDVG | Anwendung fur den Veterinaund
Lebensmittelbereich
Desinfektionsrittellisten desVAH | fur prophylaktische Desinfektion im medizinische
Bereich und in offentlichen Einrichtungen
Liste deRobert KocHnstitut (RKI) | bei behérdlich angeordneteDesinfektionlaut IfSG
Paragraf 18 Abs. 1jgh SeuchenfalANON. 200D
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Organisation Einsatzgebiet

Desinfektionsmittellistales online einsehbare Listen fur folgende Bereiche:

Industrieverband Hygien& - Handedesinfektion

Oberflachenschutz (IHO) - Flachendesinfektion (mit und ohne Mecha
nik)

- Instrumentendesinfektion (maschinelle un
manuelle Aufbereitung)
- Waschedesinfektion
- Lebensmittelhygiene, 6ffentlicher und-in
dudrieller Bereich
- Tierhygiene (Flachenind Zitzenlesnfek-
tion)
Wirksamkeitsergebnisse werdemngenverantwort-
lichvondenHerstellern eingestelltymfangreich
und aktuell(IHO 2019)
Achtung! Hierkeine unabhangige Bewertuhg

2.3.3 verwendetechemischeGrundsubstanzen
DiegetestetenGrundsubstanzen mit der entsprechenden Wirkstoffgruppe und ihren Einsatz
gebieten sind imMabelle4 aufgefiihrt(ANON. 201380HM2002.

Tabelle4: in der Studieverwendete Grundsubstanzen

Referenzsubstanz | Wirkstoffgruppe Einsatz
Benzalkoniumchloriq¢ QuaternareAmmonium Lebensmittelindustrie, Flachen
verbindung (Quats) Haut und Schleimhaut

desinfektion

Natriumhypochlorit | Chlor und Jodverbindungen Wasser und Instrumenten
chlorabspaltende Verbindungel desinfekion

Peressigsaure Peroxidverbindungen/ Instrumenten, Flacheaund
oxidierendeSubstanzen Waschelesinfektion
(Sauerstoffabspalter)

Glutaraldehyd Aldehyde Flachen, Instrumenten,

Wasche und Raumdesiiektion

Ethanol Alkohole HandedesinfektionHaut

antiseptk, OberflachenKlinik)
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2.3.4 Wirkungsweise von Desinfektionsmitteln

Laut DENYER und STEWARDS)sind die drei wichtigsten Grundmechanismen der Reaktion
von Desinfektionsmitteln mit den Zielstrukturen chemische Reaktionen, ionische Wechsel
wirkungen und physikalische Wechselwirkungen. Angriffsorte der Desinfektitiaksind bei
Alkoholen, Quats wh Aminen die Zellmembran (Durchschlagen oder Veranderung der
Struktur), bei den Aldehyden und Peroxiden eine unspezifische Reaktion mit Proteingruppen
der Zielorganismen und bei den Halogenen und Aldehyden setzt der zerstérende Effekt durch
eine unspezifishe Reaktion mit dem genetischen Material ein (MEYER und COOKSON 2010).

Die Empfindlichkeit der Mikroorganismagegen Desinfektionsmittelariiert. Die in nach
folgenderAbbildung4 obenstehenden Organismen sind dabei am empfindlichsten.

Mykoplasmen
behillte Viren
die meisten grampositiven Bakterien
die meisten gramnegativen Bakterien
Pilze und Pilzsporen
einige grampositive Bakteriez.B. Staphylokokken)
einige gramnegative Bakterie(z.B. Pseudomonaden)
unbehtillte Viren
saurefeste Bakterien (z.B. Mykobakterien)
Bakteriensporen
Prionen

standsfahigkei
gegen Des-
fektionsmittel

hoch

Abbildung4: Resistenzskala von Mikroorganismen gegeniiber Chemikalien (nach BOHM
2002, McDONNELL und RUSSEL 1999)

Bei Pilzen und noch wichtiger bei Bakterien ist die Unterscheidung zwischen vegetativen
Formen und Sporen, wobei letztere unempfindlicher sind. Die Lipopolysaccharidschicht
gramnegativer Bakterien stellt eine zuséatzliche Penetrationsbarriere fur antiméti®b
Substanzen dar, was deren geringere Sensibilitdt im Gegensatz zu grampositiven Bakterien
bedingt (DENYER 1995).

Fur eine erfolgreiche Desinfektion spielen meleré-aktoren eine Rolleunter anderem
korrekte DosierunfAnwendung des Desinfektionsmittel Verschmutzungsgrad der Ober
flachen (Einfluss von organischer Belastufityorab sorgféltige Reinigungichtig), Art und
Beschaffenheit der zudesinfizierendenMaterialien, Hohe derAusgangsbelastung, Umge
bungdgemperaturEinwirktemperatur (Kéltefehler)und die Wasserharte de¥erdinnungs
wasser§BOHM 2002
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Nachfolgend sind die in dieser Studie verwendeten Grundsubstanzen und deren Wirkungs
weise detaillierter aufgefiihrt

Benzalkoniumchlorid

Die Wirkungsweise voQuats liegtzum einen in der Bildung von Poren in die Zellmembran
und einer damit verbundenen Stérung des Zellmiligiuisn andererkdnnen Quats in die Zelle
eindringen und fiihren dann zur Denaturierung von Proteir@@M 2002

Natriumhypochlorit

Chlorabspalter bilden in wassegLosung unterchlorige Saure (HOCI), welche die Zelldend
Mikroorganismen durchdringt und seine Wirkung als starkes Oxidationsmittel durch die
Freisetzung von naszierenae Sauerstoff entwickelt (Oxidation von Zellproteinen und
Nukleirsduren). AulRerdemeagiert dieser mit SulfhydrySH-Gruppen von Zellenzymen und
inhibiert diese BOHM 2003

Peressigsaure

In wassriger Losung zerféallt Peressigsaure in Essigsaure und Wasserstoffperoxid und setzt
dabei atomaren Sauerstoff freiwelcher die Zellproteine und Nukleinsduren der Mikro
organismeroxidiert (MULLER al. 201).

Glutaraldehyd

Aldehyde haben eine sehr reaktive Aldehydgruppe, welche mit den AmirtbAmidgruppen

der Zellproteine reagiert und dadurch irreversible Mdbnjicken bildet Dies fuhrt zur
Zerstorung der Zellwand und einer daraus folgenden Stérung des osmotischen Gleichgewichts
der Zellen. Ein weiterer Wirkmechanismus ist die Inhibierung von Zellenzymen, was eine
Behinderung des Zellstoffwechsels zur Folge B&HM 200p

Bhanol

Alkohole fuhren zur Denaturierung von Proteinen, wobei dafiir ein bestimmter Anteil an
Wasser notig ist, da sonst ein konservierender Effekt eintAtiBerdem kommt eslurch
physikalische Interaktionen bei aliphatischen Alkohateriner Losung voPhospholipiden

mit der Folgeeiner gestérten Membrasintegritat BOHM 2002

2.4 Beschreibung der ausgewahlteBakterienstamme
Das Spektrum der untersuchten Keime umfasst Problemkeime aus Krankenh&usern und Tier
haltungen, deren Ubertragurgischen Tier und Mensch bekannt oder mdglich ist.

In dieser Studie wurden zwolf grampositi8eaureusStamme twei MSSAneun MRSAund
einMRSAQC Stamiund 13 gramnegativEnerobacteriaceag.T ESBipositiv,drei3BMRGN)
der Gattungk.coli, K.pneumoniaeund S.Typhimurium untersucht.
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Es handelt sich dabei umsechs Referenze&imme aus dem Leibnitzinstitut Deutsche
Sammlung von Mikroorganismeand ZellkulturenGmbH (DSMZ,DSMStamme) Davon
dienen zwei alDVGReferenzstammeeiner alsTypgamm, zweisindEuropean Committee on
Antimicrobial Susceptibility TestifBUCASTRQuality control (QEStammeund einerwird als
QCStamm furdie Testung von Medierverwendet Die verbliebenen 19 Stamme sind
Feldisolateunterschiedlicher HerkunftMensch Tiereund Umwelt, Infektion oder Kotosa
tion).

In Tabelle5 sind die verwendeten &kterienstamme dessen Herkunft und zusétzliche Infor
mationenwie spaGenTygsierung Zuordnungzumklonalen Komplexund Klassifikation der

t-Lactamasenmletailliert aufgefuhrt.

Tabelle5: in der Studieverwendete Bakterienstamme

_ Zusatzliche
Abk. | Strangnummer | Spezies Herkunft i
Informationen
SA1l | DSM 799, S.aureus Mensch; Wunde DVGReferenz
ATCC 6538 stamm
SA 2 | DSM 2569, S.aureus Wunde EUCAST QC
ATCC 29213 Stamm
SA 3 | 08-00537 S.aureus Pute; septische MSSA; t034,
Arthritis; Punktat CC398
SA 4 | 11-031821 S.aureus Mensch; septische | MRSA; t034,
Blutkultur CC38
SA5 | 0901136 S.aureus Mastschweinnasaé | MRSA; t571
Besiedlung; Abstrich| CC38
SA 6 | 0902832 S.aureus Mensch; MRSA,; t1255,
Wundinfektion; CC38
Abstrich
SA 7 | 09-02988 S.aureus Schwein; Stallstaub | MRSA,; t011
CC38
SA 8 | 08-00775 S.aureus Absatzferkel; nasale| MRSA; t034,
Besiedlung; Abstrich| CC38
SA 9 | 09-02960 S.aureus Mensch; MRSA$108,
Brandwunde; CC38
Abstrich
SA 10| 09-00711 S.aureus Ferkel; nasale MRSA,; t034,
Besiedlung; Abstrich| CC38
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_ Zusatzliche
Abk. | Strangnummer | Spezies Herkunft i
Informationen
SA 11| 13-00869 S.aureus Mensch; nasale MRSA; t011,
Besiedlung; Abstrich| CC38
SA 12| 1401263 S.aureus Ferkel; nasale MRSA1034,
Besiedlung; Abstrich| CC38
EC1 | DSM 682, E.coli Nicht bekannt DVG
ATCC 10536 Referenzstamm
EC 2 | 249/11 E.coli Huhnerbrust ESBL positiv
(SHV12), (B1)
EC 3 | 189/11 E.coli Mensch; ESBL positiv
Harnwegsinfektion | (CTXM-15), (A},
3MRGN
EC4 | 112/13 E.coli Mensch; ESBL positiv
Trachealsekret; (CTXV-1), (DY,
Ausbruchsisolat 3MRGN
EC5 | 258/11 E.coli Huhnerbrust ESBL positiv
(CTXM-1), (B1)
EC 6 | 305/11 E.coli Huhnerbrust ESBL positiv
(CTXM-1,
TEM135),(A}
EC7 | 277/11 E.coli Huhnerbrust ESBIpositiv
(TEM52), (D)
EC 8 | 314/11 E.coli Huhnerbrust ESBL positiv
(CTXM-2), (B1)
KP 1 | DSM 30104, K.pneumoniae | Nicht bekannt Typstamm
ATCC 13883
KP 2 | DSM 26371, K.pneumoniae | hospitalisierter EUCAST QC
ATCC 700603 Mensch; Urin Stamm SHV18
KP 3 | 175/13 K.pneumoniae | Mensch; ESBL positiv
Ausbruchsisolat (CTXM-15,
SHV1),3SMRGN
ST1 | DSM 19587, S.Typhimurium | Kiiken; Herzund QGStamm fur
ATCC 14028 Lebergewebe Medien
ST 2 | 28/12 S Typhimurium | Mensch ESBL positiv
(CTXM-1)

1 PCRoasierte plylogenetische Gruppierung gemal CLERMONMT €000)
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3 Veroffentlichung

3.1 Eigenantell

e @& Wp o]l 8]}v Iu4PEPV o] Pv WE}i I8 chvd GBepy ZuvP v ip
von bedeutenden gegen Antibiotika multiresistente Erreger (MRE) in der Huovah
s § E]v &u ]I]v™® AuE Ju /ved]8us (°E d] EZCP] v v P(( vs
Universitat Leipzig unter Betreuung von Herrn Prof. Dr. Uwe TrupednFrau Dr. Stephanie
Speckdurchgefihrt.Die Konzeption der Studie erfolgte durdie oben genannten Personen
in Zusammenarbeit mit den$&chsische Staatsministerium fir Soziales und g8ltschaft
lichen Zusammenhalt (Abteilung Gesundheitsxd Veterinarwesen, Verbraucherschytz)
welches die Studie finanzierte.

Die Labonersuche wurdereigerstandig auf Grundlage dd®rifichtlinien von chemischen
Desinfektionsmittelrder DVG vomler Autoiin dieser Dissertatiogeplant und durchgefuhrt.
Fachliche Unterstitzung und RicksprackhemVersuchsaufbaarhieltdie Autorindurchihre
Betreuer Frau Dr.t8phanieSpeck undderrnProf. Dr. We Truyen PraktischeéHilfe wahrend

der Versuche sowie beim ukbereiten derMaterialen wurde durch medizinischtechnische
Assistentendes Institutes (Herr Mario Reinhardt, Frau \Elin Brumme, Frau 8na Ruster)
geleistet Die Versuche umfassten dachgerechteBestimmung der MHK, didurchfiihrung

der Suspensionstestind der Keimtragertest sowiederen Vor (Kultivierung der Bakterien
Abfillen der Medien, eindeutige Beschriftung der Reagenzrohrchen und Agarplatten vor
Versuchsbeginnund Nacharbeiter{Auszahlung der Kolonien, Reinigung und Oektionen

der verwendeten Materialien, Autoklavieren des infektiosen Materials). Die Anfertigung der
Protokolle und Berechnung der Keimzahlen bzw. der Reduktionsfakteréolgte eigen
standig Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgiach die Autorinunter
Rucksprache mit Frau DitehanieSpeckDie statistische Auswertungrfolgte eigenstandig
nach vorheriger Beratung und mit Unterstiutzung dutdarrn Dr. Markus Kreuz aus dem
Institut fir Medizinische Informatik, Statistik und Epidemg&(IMISE).

Die in diesem Rahmen gewonnenen Ergebnisse werden nur fir diese Dissss@tiih und
die darin eingebundee Verotffentlichung verwendetDie Autorinversichet, das Manuskript
selbststandig verfasst und Zusammenarbeit mit den Koautoreerfiggestellt zu habenEs
wurdenkeine weiteren als die angegebenen Quellen verwendet.

3.2 Fremdanteil

Die Bestimmung der Antibiotikaresistenzeand Erstellung von Antibiogrammea der
Testkeime erfolgte durchweiFremdlaboe (human und veterindrmedizinischrientiert) auf
Grundlagevon Systemkarten iWITEK®2 System (bioMérieux)
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AulRerdem erfolge diBestimmung der zusatzlichen Informationgher die Testkeime wie
die Zuordnung deklonalen Komplexs oder die Bestimmung d@hylogenetischa Gruppe
durch Fremdlaboratorien.

3.3 verdffentlichter Zeitschriftenartikel
Die in der Dissertation erhobenen Befunde wurden verdéffentlicht in:

Titel: A comparison of different methods to determine disinfectant
susceptibility of multidrugresistant bacteria

Autoren: Franziska Geber, Mario Reinhardt, Markus Kreuz, Christiane Cuny,
Yvonne Pfeifer, Uwe Truyen, Stephanie Speck

Veroffentlicht in:  Berliner und Minchner Tierarztliche Wochenschrift 132, Heft 7/8 (2019),
Seiten 367376

doi: 10.2376/0005P36618047
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A comparison of different methods
to determine disinfectant susceptibility
of multidrug-resistant bacteria

Ein Vergleich verschiedener Methoden zur Bestimmung
der Desinfektionsmittelempfindlichkeit von multiresistenten
Bakterien

Franziska Geber', Mario Reinhardt', Markus Kreuz?, Christiane Cuny?,
Yvonne Pfeifer®, Uwe Truyen', Stephanie Speck’

The efficacy of Benzalkonium chloride (BAC), sodium hypochlorite, peracetic acid,
glutaraldehyde, and ethanol against multidrug-resistant bacteria was assessed in
a comprehensive three-step test series according to the guidelines of the German
Veterinary Society. Bacteriostatic minimum inhibitory concentrations (MICs) and
bactericidal concentrations were determined by broth macro-dilution, qualitative
suspension tests and practical tests on stainless steel carriers without mechanical
action. We examined whether the test method influences outcome with regard
to bacterial biocide susceptibility or resistance. Marked differences in efficacious
concentrations were noticed as a function of the test method and disinfectant
applied resulting in increasing or decreasing values. This was most obvious for
BAC as bactericidal values obtained by qualitative suspension tests were up to
100 times higher as compared to MICs whereas practical test results exceeded
MICs 1,500-fold at maximum. Moreover, incubation time had a significant influ-
ence on bactericidal potency in practical tests. The effect of organic soiling on
bactericidal concentrations was most striking for BAC and sodium hypochlorite.
Our results underline that MIC determination and qualitative suspension tests are
insufficient approaches to evaluate biocide susceptibility or resistance consider-
ably regarding BAC. This highlights the necessity for standard methods that are
suitable to assess biocide resistance for a broad range of disinfectants and allow
for comparison between different studies.

Keywords: disinfection, bacteria, MIC, qualitative suspension test, carrier test

Die Wirksamkeit von Benzalkoniumchlorid (BAC), Natriumhypochlorit, Peressig-
saure, Glutaraldehyd und Ethanol gegentiber multiresistenten Bakterien wurde

in einem dreistufigen Verfahren nach Vorgabe der Deutschen veterindrmedizi-
nischen Gesellschaft umfassend untersucht. Zur Bestimmung der bakteriosta-
tischen minimalen Hemmkonzentration (MHK) wurde die Bouillon-Makrodilution
eingesetzt, wahrend die bakteriziden Konzentrationen mittels qualitativen Sus-
pensionstests und praxisnahen Keimtragertests auf Edelstahlkeimtragern ohne
Mechanik ermittelt wurden. Es wurde untersucht, inwiefern das Testverfahren das
Ergebnis hinsichtlich der Beurteilung bakterieller Empfindlichkeit oder Resistenz
gegeniber Bioziden beeinflusst. Es ergaben sich mal3gebliche Unterschiede
hinsichtlich der wirksamen Konzentration, die in Abhéngigkeit von der Testme-
thode und dem Desinfektionsmittel héher oder niedriger lagen. Dieses war am
deutlichsten fur BAC, dessen bakterizide Konzentration im qualitativen Suspensi-
onstest bis zu 100-fach hoher lag als der MHK-Wert, wohingegen die Ergebnisse
des Keimtragertests im Maximum 1.500-fach tber dem MHK-Wert lagen. Dartber
hinaus hatte die Inkubationszeit einen deutlichen Einfluss auf die bakterizide
Wirksamkeit in den Keimtrdgertests und der Effekt von organischer Belastung
wurde vor allem in den Tests mit BAC und Natriumhypochlorit deutlich. Unsere
Ergebnisse unterstreichen, dass MHK-Bestimmung und qualitative Suspensions-
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tests hinsichtlich der Beurteilung, ob Bakterien empfindlich oder Biozid-resistent
sind, vor allem im Hinblick auf BAC ungeeignete Methoden sind. Dieses verdeutli-
cht, dass geeignete und standardisierte Methoden fir die Bestimmung der Emp-
findlichkeit oder Resistenz von Bakterien gegenuber einer breiten Auswahl von
Desinfektionsmitteln notwendig sind, die dartber hinaus den Vergleich zwischen
verschiedenen Studien erlauben.

Schliisselworter: Desinfektion, Bakterien, MHK, qualitativer Suspensionstest,

Keimtragertest

Introduction

Disinfection is the mainstay of a good hygiene manage-
ment, which is essential to prevent and control infectious
diseases. Commercial disinfectants often contain a mix-
ture of different compounds that act on multiple cellular
target sites hence resistance to these products is usually
uncommon (Karatzas et al. 2008, McDonnell and Russell
1999). Nevertheless, bacterial resistance to iodine releas-
ing compounds, quaternary ammonium compounds,
oxidants, phenols, chlorine releasing compounds and
aldehydes has long since been reported (Chapman
2003). Recently, concerns have been raised that multi-
drug-resistant bacteria might likewise become unsus-
ceptible to biocides (SCENIHR 2010, Wales and Davies
2015). Moreover, it has been assumed that selection of
resistant bacteria may occur through disinfectants (EFSA
Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) 2011). There-
fore, it is important to ensure the efficacy of chemical
disinfectants. Compared to antimicrobial susceptibility
testing, there is no definition of biocide resistance based

TABLE 1: Bacteria used for disinfectant testing

on breakpoints (Russell 2003, Morrissey et al. 2014) but it
was defined as bacterial survival at in-use concentrations
of disinfectants (Russell 2003). Many studies determined
minimum inhibitory concentrations (MICs) to evalu-
ate biocide susceptibility or resistance as this provides
the simplest procedure (Langsrud and Sundheim 1998,
Thomas et al. 2005). Methods comprised agar diffusion
assays (He et al. 2017) or were adopted from CLSI guide-
lines for antimicrobial susceptibility testing (Aarestrup
and Hasman 2004, Hasanvand et al. 2015, Morrissey et
al. 2014, Oosterik et al. 2014). Others applied European
standard (Reichel et al. 2014) or country-specific evalu-
ation methods for the bactericidal activity of chemical
disinfectants (Couto et al. 2013, Espigares et al. 2017,
Schwaiger et al. 2014, Wieland et al. 2017). Hence, results
are not necessarily comparable as they vary in test meth-
ods, culture media, contact time, and incubation time.
Moreover, results on biocide resistance are contradictory
(Ortega Morente et al. 2013).

In the present study we investigated whether multi-
drug-resistant bacteria isolated from food, environment,

Code Strain number Species Origin Additional strain information

SA1 DSM 799, ATCC 6538 S. aureus human; wound DVG recommended reference strain
SA 2 DSM 2569, ATCC 29213 S. aureus wound EUCAST QC strain

SA3 08-00537 S. aureus turkey; septic arthritis MSSA; t034, CC398

SA 4 11-03182-1 S. aureus human blood culture; sepsis MRSA; t034, CC398

SAS5 09-01136 S. aureus fattener; nasal colonization MRSA; t571 CC398

SA 6 09-02832 S. aureus human; wound infection MRSA; t1255, CC398

SA7 09-02988 S. aureus pig stable; dust MRSA; t011 CC398

SA 8 08-00775 S. aureus piglet; nasal colonization MRSA; t034, CC398

SA9 09-02960 S. aureus human; burn MRSA; t108, CC398

SA 10 09-00711 S. aureus piglet; nasal colonization MRSA; t034, CC398

SA 11 13-00869 S. aureus human; nasal colonization MRSA; t011, CC398

SA12 14-01263 S. aureus piglet; nasal colonization MRSA; 034, CC398

EC1 DSM 682, ATCC 10536 E. coli not specified DVG recommended reference strain
EC2 249/11 E. coli chicken meat ESBL positive (SHV-12), (B1)'

EC3 189/11 E. coli human; urinary tract infection ESBL positive (CTX-M-15), (A)!, 3SMRGN*
EC4 112/13 E. coli human; outbreak strain; tracheal fluid ESBL positive (CTX-M-1), (D)!, 3MRGN
EC5 258/11 E. coli chicken meat ESBL positive (CTX-M-1), (B1)!

EC6 305/11 E. coli chicken meat ESBL positive (CTX-M-1, TEM-135), (A)!
EC7 277/11 E. coli chicken meat ESBL positive (TEM-52), (D)'

EC8 314/11 E. coli chicken meat ESBL positive (CTX-M-2), (B1)'

KP 1 DSM 30104, ATCC 13883 | K. pneumoniae not specified Type strain

KP 2 DSM 26371, ATCC 700603 | K. pneumoniae hospitalized human, urine EUCAST QC strain; SHV-18

KP 3 175/13 K. pneumoniae human; outbreak strain ESBL positive (CTX-M-15, SHV-1), 3MRGN
ST1 DSM 19587, ATCC 14028 S. Typhimurium chicken; heart and liver tissue QC strain for media

ST2 28/12 S.Typhimurium [ human ESBL positive (CTX-M-1)

* 3MRGN = Multidrug-Resistant Gram-Negative rods that show resistance to penicillines (piperacillin), third generation cephalosporins (ceftazidime and/or cefotaxime) and

fluoroquinolones (ciprofloxacin) (Commission for Hospital Hygiene and Infection Prevention 2012); QC = quality control;

Clermont et al. (2000)
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TABLE 2: Composition of neutralizers used for quen-
ching disinfectant activity

Tryptic soy broth Neutralizer

supplemented with [ Ngac Nga Nox
Tween 80 309/1 na 309/l
Lecithin 19/l na 3g/l
Histidine 19/l 7.5 9/l 19/l
Sodium thiosulfate |3 g/l na 3g/l
Saponin na na 309/l

Ngac = neutralizer for benzalkonium chloride, Ngs = neutralizer for glutaraldehyde,
Ngy = neutralizer for peracetic acid and sodium hypochlorite; na = not applicable.
Tween 80, histidine, and sodium thiosulfate were purchased from AppliChem GmbH,
and lecithin was obtained from Carl Roth GmbH + Co. KG.

humans and livestock are less susceptible to active sub-
stances commonly used for disinfection compared to
reference strains. Test procedures followed the guidelines
of the German Veterinary Medical Society (Deutsche
Veterindrmedizinische Gesellschaft, DVG), an important
reference institution for issuance of certificates and list-
ing of disinfection procedures in Germany. Disinfectant
efficacy was assessed in a three-step process: At first
MICs were determined followed by the assessment of
bactericidal concentrations using qualitative suspension
tests, and finally practical tests on surfaces (i.e. stain-
less steel carriers) without mechanical action were per-
formed. Results of the different methods were compared
with regard to suitability of the method to determine
biocide susceptibility or resistance. We provide compre-
hensive data showing that the test method significantly
influences test outcome, thus also the interpretation of
susceptibility or resistance against disinfectants.

Materials and methods

Bacterial strains

Livestock-associated methicillin-resistant Staphylococ-
cus (S.) aureus (LA-MRSA) (n = 9), methicillin-sen-
sitive S. aureus (n = 1), Extended-spectrum beta-lact-
amase (ESBL)-producing Escherichia (E.) coli (n = 7),
Salmonella (S.) Typhimurium (n = 1) and Klebsiella (K.)
pneumoniae ssp. pneumoniae (n = 1), were provided
from different laboratories in Germany (Table 1). Ref-
erence strains were obtained from the Leibniz Institute
DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ; Table 1). Antibiotic susceptibilities of
all bacterial strains were laboratory-confirmed (VITEK®2,
bioMérieux Deutschland GmbH, Niirtingen, Germany)
at an established laboratory diagnostics company (ame-
des MVZ Leipzig/Halle GmbH, Halle, Germany) prior to
disinfectant testing. The reference strains S. aureus DSM
799 and E. coli DSM 682 recommended for disinfectant
testing (Anonymous 2017a, 2017b) were fully susceptible
to all antibiotics tested. The remaining reference strains
revealed species-specific (wildtype) resistance patterns
(data not shown).

Microorganisms were stored on beads in CRYO-
BANK™ tubes (MAST Diagnostika GmbH, Reinfeld,
Germany) at -80 °C. Stock cultures were recovered from
beads every two weeks using Columbia agar with sheep
blood™s (Oxoid Deutschland GmbH/Thermo Scientific,
Wesel, Germany). Working cultures were prepared on
tryptone soy agar (TSA; Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Germany). S. Typhimurium 28/12 (ST 2) was

grown on TSA + ampicillin (0.1 pg/ml). According to
the DVG guidelines (Anonymous 2017a, b) the second
sub-culture was used for all further experiments.

Preparation of disinfectants and neutralizing agents
Benzalkonium chloride (BAC; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Munich, Germany), sodium hypochlorite (SH),
peracetic acid (PA), ethanol (ETH; all from AppliChem
GmbH, Darmstadt, Germany), and glutaraldehyde (GA;
Carl Roth GmbH + Co. KG) were diluted in water of
standardized hardness (WSH) to the final test con-
centrations. All tests were performed according to the
guidelines for disinfectant testing provided by the DVG
(Anonymous 2017a, 2017b). Neutralizers (Table 2) were
prepared in tryptic soy broth (TSB; Carl Roth GmbH +
Co. KG) at double strength. ETH was neutralized by a
1 : 2-dilution in TSB. In all experiments, the neutralizer
used was effective in quenching disinfectant activity and
was not toxic to the bacterial cells.

Bactericidal activity of disinfectants

Determination of minimum inhibitory concentrations
Minimum inhibitory concentrations (MICs) were
assessed using the broth macro-dilution method
(Anonymous 2017a) with minor modifications. We
assumed a disinfectant efficacy at concentrations below
1% with the exception of ETH. Accordingly, we tested
0.1%, 0.25%, 0.5%, 0.75%, and 1% as recommended
by the DVG (Anonymous 2017a). Whenever MIC was
below 0.1%, the following concentrations were tested
in addition: 0.05%, 0.01% 0.005%, and 0.001%. ETH
was tested at concentrations of 1.5%—4% at 0.5%-steps
and from 5%-15% at 1%-steps. Briefly, screw cap tubes
containing 2.5 ml double concentrated TSB or neutraliz-
ing agent were filled with 2.5 ml of double concentrated
disinfectant. Bacterial test suspensions (10°~10° cfu/ml)
were prepared and 50 ul were added to each tube. Con-
trols were prepared according to DVG guidelines (Anon-
ymous 2017a). In addition, toxicity of the neutralizers
was tested by inoculation of 50 pl of the bacteria test
suspension into 5 ml of neutralizer. Tubes were agitated
and incubated at 37 °C. After 72 h of incubation, tur-
bidity was measured as an indicator of bacterial growth.
The MIC was defined as the lowest concentration of
disinfectant where no visible growth occurred. Each con-
centration was tested in duplicates at two independent
test series.

Qualitative suspension test (dilution-neutralization method)
Based on MIC results, disinfectant concentrations were
adjusted for the qualitative suspension tests. Briefly, 1 ml
of bacteria (1.5 x 108-5 x 108 cfu/ml) was mixed with 1 ml
BSA (3 g/l; Carl Roth GmbH + Co. KG) and incubated
for 2 min (Anonymous 2017b). In experiments without
organic load, BSA was replaced by WSH. Thereafter, 8 ml
of the respective disinfectant were added. The resulting
suspensions were gently mixed and incubated at room
temperature for 5 min, 15 min, 30 min and 60 min,
respectively. 100 ul of these suspensions were then
transferred to 10 ml neutralizing solution and incubated
at 37 °C. After 72 h tubes were checked for bacterial
growth. Each disinfectant was tested in duplicate in two
independent series. These tests were performed using
seven S. aureus (SA 1-7), four E. coli (EC 1-4), three K.
pneumoniae (KP 1-3), and both S. Typhimurium (ST 1-2).
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Drying control

Prior to the carrier tests the effect of drying on viability
and reduction of bacterial numbers was exemplarily
tested on five strains (SA 1, SA 7, EC 1, ST 1, and KP 1).
50 pl of the respective bacteria suspension were allowed
to dry on a stainless steel carrier at 37 °C for maximum
60 min. Thereafter, bacteria were recovered as described
below and the logarithm of total bacterial counts before
and after drying was compared.

Practical test without mechanical action on stainless steel
carriers

Carrier tests (Anonymous 2017b) were performed with
organic load (i.e. 3 g/l BSA). Disinfectant concen-
trations were deduced from MIC results. Briefly, 50 pl of
bacteria (1.5 x 109-5.0 x 109 cfu/ml) were placed onto
a stainless steel carrier and incubated at 37 °C until
dried (maximum 60 min). Subsequently, the surface of
the carrier was covered with 100 pl of the disinfectant.
The reaction was stopped using 10 ml of the respec-
tive neutralizer after 5 min and 30 min of contact
time, respectively. Bacterial numbers were deter-
mined by the spread-plate method using 100 ul/plate.
Plates were inoculated in duplicates and incubated at
37 °C for 48 h. A logarithmic reduction (LR) in viable
counts of > 4 (LR > 4) confirmed sufficient bactericidal
activity (Anonymous 2017b). Experiments included a
WSH control (disinfectant replaced by WSH), a neu-
tralizer toxicity control, and a neutralization control.
Each disinfectant was tested in two independent test
series.

Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was used to compare MICs
determined for a respective disinfectant between Gram-
positive and Gram-negative bacteria. The results of the
carrier tests were likewise compared. For comparison
of the two points in time (5 min vs. 30 min) in the sus-
pension test (with organic load) and in the carrier test,
respectively, the exact Wilcoxon signed-rank test was
applied. Moreover, MIC test results were compared with
carrier test results. Analyses were calculated using IBM
SPSS, Version 22 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen,
Germany) and R version 3.3.1. Differences between
groups were regarded as significant for p-values < 0.05
(two-sided).

Results

MIC determination

Results are displayed in Table 3. All S. aureus strains
revealed identical MICs for BAC which also applied for
the Gram-negative bacteria. S. aureus were significantly
more susceptible to BAC compared to Gram-negative
bacteria (p = 0.00000019) whereas the latter were sig-
nificantly more susceptible to ETH (p = 0.00000019) and
SHO (p = 0.0149). Compared to the reference strains
individual E. coli and all S. aureus isolates tolerated mar-
ginally higher (1.125-1.25-fold) ETH values. In addition,
a twofold increase in MICs for GA and SHO was noticed
for individual MRSA and ESBL-producing isolates com-
pared to the reference strains. In contrast, two MRSA
and seven ESBL-producing strains with lower MICs
for ETH, PA, and SHO in comparison to the reference
strains were also identified.

24

TABLE 3: Minimum inhibitory concentrations for a total of
25 strains determined for five disinfectants

Strain MIC (%) of

BAC GA ETH PA SHO
SA 1% <0.001 0.25 8 0.05 0.1
SA2 <0.001 0.25 10 0.05 0.1
SA3 <0.001 0.5 9 <0.01 0.1
SA4 < 0.001 0.25 9 0.05 0.1
SAS5 <0.001 0.25 10 0.05 0.1
SA6 <0.001 0.25 9 0.05 0.1
SA7 <0.001 0.5 9 0.05 0.1
SA8 <0.001 0.25 9 0.05 0.1
SA9 <0.001 0.25 9 0.01 0.1
SA 10 <0.001 0.25 10 0.05 0.1
SA 11 <0.001 0.25 10 0.05 0.1
SA 12 <0.001 0.25 10 0.05 0.1
EC 1* 0.005 0.25 6 0.05 0.05
EC2 0.005 0.25 6 0.05 0.05
EC3 0.005 0.25 7 0.05 0.1
EC4 0.005 0.25 7 0.01 0.1
EC5 0.005 0.25 6 0.01 0.1
EC6 0.005 0.5 6 0.01 0.05
EC7 0.005 0.25 6 0.05 0.05
EC8 0.005 0.25 6 0.01 0.05
KP 1* 0.005 0.25 7 0.05 0.1
KP 2 0.005 0.25 6 0.05 0.1
KP 3 0.005 0.25 6 0.05 0.1
ST1# 0.005 0.25 6 0.05 0.1
ST2 0.005 0.25 6 0.05 0.05

MRSA and ESBL strains are shaded in light grey
BAC = benzalkonium chloride, GA = glutaraldehyde, ETH = ethanol, PA = peracetic acid,
SHO = sodium hypochlorite, SA = S. aureus, EC = £ coli,
* indicates reference strains for disinfectant testing according to DVG

* indicates the K. pneumoniae type strain and a reference strain for Salmonella.

Qualitative suspension test

Benzalkonium chloride

Without (w/o) organic soiling, BAC (Table 4) resulted
in identical bactericidal concentrations for all S. aureus
strains independent of time. In the presence of BSA a
higher bactericidal concentration was measured with
strain-specific differences at 5 min and 15 min of expo-
sure. For strain SA 1, a 20-fold higher concentration was
needed at 5 min of exposure compared to 5 min w/o
BSA. With (w) organic soiling the difference in bacteri-
cidal concentrations between strains was up to fivefold
and a decrease of concentrations over time was noticed
for all strains. With the exception of strain EC 3 com-
parable low bactericidal concentrations w/o BSA were
determined within the group of Gram-negative bacteria
and strain-specific rather than species-specific variation
was also noticed. Bactericidal concentrations w/o BSA
slightly decreased with exposure time in all Gram-neg-
ative strains tested. The maximum decrease was tenfold
(strain EC 3). With organic load results were identical
among all Gram-negative strains and no decrease over
time was seen with the exception of strain EC 1 and KP
1. Overall, values obtained at 5 min and 30 min were sig-
nificantly different (p = 0.007812). Values were identical
or five- to 100-fold higher as compared to MICs.

Sodium hypochlorite
Bactericidal concentrations of SHO (Table 4) were similar
for Gram-positive and Gram-negative bacteria in tests

KP = K. pneumoniae, ST = S. Typhimurium
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