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1 Einleitung

Noch vor weniger als zweihundert Jahren stellte jeder chirurgische Eingriff ein kaum
abschatzbares Risiko fur eine schwere Infektion dar. Immer wieder kam es nach den
Eingriffen zu febrilen Erkrankungen, die haufig mit dem Tode endeten. Allerdings fin-
det sich in frGhen Schriftsticken wie der llias die Schilderung antiseptischer Behand-
lungen zur Vermeidung von Wundinfektionen. So existiert aus der Antike die Be-
schreibung wie Patroklos zur Behandlung von Wunden Krauter mit reinigender und
schmerzlindernder Wirkung verwendete [1]. Vergleichbar berichtete Hippokrates zu
seiner Zeit nicht nur uber Vorschriften zur Reinigung der Hande mit besonderem Au-
genmerk auf die Nagel, sondern auch Uber die Verwendung von alkoholischen L6-
sungen zur Behandlung von Wunden, um diese vor Faulnis zu bewahren. Hierdurch
bahnte er den Begriff der Apo- (Anti-) Septik [2, 3]. Homer und Hippokrates von Kos
verband dabei, dass prazise Kenntnisse Uber die Ubertragungsmodi von Infektionen,
geschweige denn Uber Mikroorganismen und deren Okologie zu dieser Zeit noch
nicht verfiugbar waren. Kenntnisse Uber das Prinzip von Infektiositat jedoch sind
schon in der Bibel zu finden (3. Buch Moses, 15, 2-4).

In der Vergangenheit stellten zwei miteinander konkurrierende Konzepte uber die Ur-
sache von Krankheiten lange Zeit die gangige Anschauung dar: zum einen die Mi-
asma-Lehre, die Uble Dunste und verunreinigte Luft als causa efficiens verantwortlich
machte, zum anderen die Lehre des contagium animatum, die im Mittelalter und spa-
ter ein vom Korper gebildetes und dann durch Kontakt Ubertragenes Agens als Ursa-
che von Erkrankungen bezichtigte [4]. Trotz aller im Folgenden erforschten Erkennt-
nisse bendtigten die gezielte praktische Umsetzung und Anerkennung in der wissen-
schaftlichen Gemeinde Zeit. So starb im Krimkrieg (1853-1856) von den Soldaten,
die noch lebend das Feldlazarett erreichten, wahrscheinlich jeder zweite an den Fol-
gen einer Sepsis [5]. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass sich in der Ara vor
dem Begrunder der modernen Antiseptik, dem Arzt Sir Joseph Lister, ein Grolteil der
Amputationswunden infizierte, was ohne Antibiotika das Todesurteil fur die Halfte der
Erkrankten bedeutete [6]. Dies sind heutzutage kaum noch vorstellbare und an gel-
tenden Mal3staben gemessen inakzeptable Statistiken, die gut illustrieren, welchen
tragischen Gesetzen die Medizin und insbesondere die Chirurgie in der Vergangen-

heit unterlagen.
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Ignatz Semmelweil’ (1818-1865) erkannte nach dem Tod des befreundeten Ge-
richtsmediziners Jakob Koletschka (1803-1847), dass letztendlich die Hande der Arz-
te und Studenten verantwortlich fur die hohe Infektionsrate mit Kindbettfieber im
Wiener Lehrkrankenhaus sein mussten. Diese lag bei bis zu 18 %. Koletschka wurde
bei der Durchfuhrung einer Sektion an einer der Patientinnen, die zuvor am Kindbett-
fieber verstorben war, durch einen Studenten verletzt und erlag kurz darauf einer
Sepsis mit einem dem Kindbettfieber ahnlichen Verlauf [7]. Doch auch diese Er-
kenntnis Uber einen méglichen Ubertragungsweg der Puerpuralsepsis sollte noch
immer zu keinem Umdenken in der Medizin fuhren. Das von Hippokrates und Galen
beschriebene und allgemein anerkannte Konzept der schlechten Lufte als verant-
wortliche Ursache fur Infektionen stellte eine ideologische Festung dar — ein Konzept,
dessen Anerkennung sogar in der baulichen Gestaltung von Stadten zum Ausdruck
kam. So wurde in der Stadtplanung auf ausreichend breite Stralen geachtet, um der
Luft genigend Raum zum Austausch zu geben. Passend dazu galt raumliche Nahe
zu einem Sumpf oder einer Kaserne als bewiesenes Risiko flr eine erhdhte Inzidenz
von Krankheiten [4]. Semmelweil} fuhrte jedoch seinen Beobachtungen entspre-
chend eine Handewaschpflicht mit Chlorlosung fur seine Assistenten und Studenten
ein, wodurch eine Reduktion des Kindbettfiebers von 12 % auf 2 % erreicht wurde
[7]. Der ihm vorgesetzte Professor Klein erkannte darin nicht den Grund fur die Re-
duktion der Infektionen [8]. Fur ihn lag die Ursache vielmehr in der zeitgleichen Er-
neuerung des Luftungssystems und dem nun nicht mehr vorhandenen ,ublen Dunst".
Selbst eine Ausweitung der Anwendung der Chlorldsung auf Geratschaften, worunter
es zu einer weiteren Reduktion der Infektionsrate auf ca. 1 % kam, konnte Professor

Klein nicht Uberzeugen.

Semmelweil} fuhrte das zu dieser Zeit unpopulare Prinzip der Aseptik ein, noch be-
vor dezidierte Kenntnisse von bakteriellen Infektionsmodi bestanden [9]. Im Alter von
47 Jahren und nach einer Intrige verstarb Ignatz Semmelweil3 am 13. August 1865 in
einem Sanatorium [10]. Tragischerweise nur einen Tag zuvor versuchte Sir Joseph
Lister ein von ihm entwickeltes neues Verfahren in der Wundbehandlung, welches

inhaltlich die Gedanken von Semmelweil} weiterentwickelte.

.,Nachdem aber durch die Untersuchungen Pasteurs feststeht, dass die zersetzende
Wirkung der Luft nicht auf ihrem Gehalt an Sauerstoff oder einem anderen gasformi-
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gen Bestandteil beruht, sondern auf kleinen schwebenden Lebewesen, erkannte ich,
dass man die Zersetzung aus verletzten Teilen verhaten kann, [...] indem man bei
der Wundversorgung irgendein Mittel anwendet, dass das Leben der in ihr schwe-
benden Teilchen zu zerstoren imstande ist. — Auf diesem Grundsatz habe ich ein
Verfahren aufgebaut ... [11].

Lister versorgte erstmals eine offene Fraktur mit einem karbolsaurehaltigen Verband.
Im Jahre 1867 publizierte er dann seine Entdeckung, moglicherweise ohne von
Semmelweil}” Arbeiten gewusst zu haben; Infektionen konnten durch die vorherige
Anwendung von Karbolsaure (1:40) auf dem gesamten Operationsfeld, den Instru-
menten und den Verbanden drastisch reduziert werden. Nach dieser Anwendung von
chemischen Agenzien zur Verhinderung von Infektionen im Sinne einer primarpra-
ventiven Mallnahme und dem Beweis, dass sie in der Lage waren, unbelebten Ober-
flachen ihre gefiirchtete Eigenschaft der Ubertragung von infektiésen Mikroorganis-
men zu nehmen oder aber diese zumindest deutlich zu reduzieren, relativierte sich
das Risiko chirurgischer Eingriffe. Durch die um sich greifende Implikation der Er-
kenntnisse von Lister sanken die infektionsbezogenen Mortalitatsraten in den Kran-
kenhausern von 45 % auf 15 % [12, 13]. Einer der bedeutendsten Grundsteine fur
die Entwicklung der Medizin, besonders der chirurgischen Disziplinen und invasiven
Interventionen, in der Moderne wurde gelegt: die Antiseptik.

Erst viel spater, durch die Forschungen von Robert Koch, war man in der Lage einen
kausalen Zusammenhang zwischen Infektionen und mikrobakteriellen Erregern als
Ursache auch zu beweisen. Entsprechende Vorkehrungen, um epidemische Infektio-
nen zu verhindern, fanden dann mit Max von Pettenkofer und den experimentellen
Untersuchungen zur Cholera ihre Anwendung in der Gesellschaft [14]. Doch auch
noch heute gilt den unbelebten Flachen, die als ein Reservoir fur pathogene Mikroor-
ganismen dienen und damit einen potenziellen Infektionsherd darstellen, ein beson-
deres Augenmerk [15]. Die logische Konsequenz der erfolgreichen Malinahmen war
es, antiseptische und desinfizierende Substanzen in einer grof3en Variation und
Bandbreite anzuwenden [16]. Aufgrund der tadellosen Ergebnisse im Einsatz mit den
Desinfektionsmitteln fanden sie schnell eine weite Verbreitung, die sich nun nicht
mehr auf den professionell-medizinischen Sektor beschrankte. So ist ihre Anwen-
dung seit geraumer Zeit nicht mehr auf die Operationssale und Eingriffsraume der
Krankenhauser und Praxen, fur die sie eigentlich vorgesehen waren, limitiert [17].



11
4 L

Neben einer Vielfalt von Haushaltsprodukten und Pflegeartikeln besteht heute auch
die Moglichkeit, (Bekleidungs-) Textilien, Kunststoffe und Telefonapparate mit Bio-
zidzusatzen zu erwerben [18]. Dieses erklart sich durch wirtschaftliche Interessen
und die damit einhergehenden beachtlichen Werbemalinahmen [19].

Bis zum heutigen Tage wurde eine Vielgestalt an moglichen chemischen Verbindun-
gen mit antiseptischen und/oder desinfizierenden Qualitaten entdeckt. Als Desinfek-
tionsmittel werden dabei diejenigen Substanzen bezeichnet, die geeignet sind, unbe-
lebte Oberflachen in einen keimarmen und damit nicht oder kaum infektiosen Zu-
stand zu versetzen. Die Anwendung an Mensch und Tier hingegen ist den Antisepti-
ka vorbehalten. Diese lassen sich z. B. nach Substanzklasse (Alkohole, Aldehyde,
Phenole, oberflachenaktive Substanzen etc.), Wirkungsbereich gemafly den Angaben
des Robert-Koch-Institutes (A, B, C, D) und Anwendungsgebiet (Instrumenten-, Wa-
sche-, Flachendesinfektion etc.) [20, 21] unterscheiden. Eine orientierende Ubersicht
der Suszeptibilitat verschiedener Mikroorganismen gegenuber Bioziden stellten Rus-
sel et al. 1997 und in leicht geanderter Form auch Maillard im Jahre 2002 auf (Abb.
28).

Mit Ausnahme von Triclosan [22] entfalten Biozide ihre Wirkung im Gegensatz zu An-
tibiotika nicht an einem einzelnen Target respektive einem bestimmten Biosynthese-
prozess, sondern an multiplen Zielen des einzelnen Mikroorganismus. Oftmals ist je-
doch nicht bekannt, welche Strukturen ein mogliches Target darstellen [23]. Die Er-
forschung dieser Prozesse im Einzelnen stellte dabei in der Vergangenheit nicht im-
mer eine beliebte Aufgabe dar [24]. Dabei ist zu beachten, dass haufig erst die
Summation oder Kombination unterschiedlicher Einzeleffekte in der Summe zum be-
obachtbaren letalen Endergebnis fuhrt [25]. Des Weiteren stellt auch die Abhangig-
keit des Zielortes der Biozide von deren Konzentration einen fundamentalen und

komplizierenden Unterschied zu der Klasse der Antibiotika dar [26].

Vereinfacht fuhrt der Kontakt eines Mikroorganismus mit einem Biozid zunachst zur
Adsorption an der Oberflache. Nachfolgend finden eine Reaktion mit den duf3eren
Schichten und anschlieRend die Aufnahme in die Zelle statt. Intrazellular kommt es
dann zu einer weiteren Interaktion mit spezifischen Targets (s. Anhang Abb. 0.2.).
Zur Uberwindung der duBeren Membran (OM) nach der Adsorption lassen sich, je



12
4 L

nach Eigenschaft des Stoffes, in der Literatur bislang drei verschiedene Aufnahme-

wege in die Zelle unterscheiden:

» die Aufnahme fur hydrophile Stoffe mit niedrigem Molekulargewicht Uber die hy-
drophile Route per diffusionem,

* eine durch Porine fuhrende hydrophobe Route und

* eine durch Schadigung der OM selbst vermittelte Aufnahme fur Stoffe wie z. B.
Chlorhexidin [27-29].

Diese Arbeit konzentriert sich im Folgenden auf die zwei Agenzien Chlorhexidin und
Benzalkoniumchlorid. Beide gelten als Vertreter der kationenaktiven Substanzen.

1.1 Chlorhexidingluconat

Chlorhexidingluconat zahlt chemisch zu der Gruppe der 1965 eingefuhrten Biguani-
de, einer Untergruppe aus der Stoffklasse der Amidine. In neutraler wassriger Lo6-
sung liegt es zweifach positiv geladen vor, ist spiegelsymmetrisch und enthalt zwei
Benzolringe. Weitere Handelsformen sind Chlorhexidinacetat und -hydrochlorid. Es
ist eine, vornehmlich in der Form des Gluconats, haufig in der Haut- und Handedes-
infektion eingesetzte oberflachenaktive Substanz. Neben der klassischen Desinfekti-
on von Oberflachen findet sich eine weitere Anwendungsmaoglichkeit fur Chlorhexidin
auch in der Therapie und Pravention. In der Zahnmedizin wird es zur Therapie der
Plaques eingesetzt und ist in Bezug auf die Verhinderung der Plaquebildung anderen
Substanzen deutlich Uberlegen [30, 31]. Auch in der Behandlung der Gingivitis
kommt es zum Einsatz [32]. Chlorhexidin ist aufgrund seiner ausgesprochenen Per-
sistenz mit residualer Wirkung nach wiederholter Anwendung das Mittel der Wahl fur
Bereiche, in denen regelmafiger Kontakt mit infektiosen Partikeln besteht oder aber
Uber einen prolongierten Zeitraum Handschuhe getragen werden [33]. In der Inten-
sivmedizin konnte gezeigt werden, dass chlorhexidinbeschichtete zentrale Venenzu-
gange oder Punktionsstellen, die mit chlorhexidinhaltigen Verbanden versorgt wer-
den, zu deutlich weniger Infektionskomplikationen fuhrten. Die aktuelle Leitlinie zur
Pravention, Diagnostik, Therapie und Nachsorge der Sepsis von 2010 empfiehlt eine
orale Anwendung von CHX (0,12-0,2 %) im Rahmen der Pravention von ventilator-
assoziierten Pneumonien bei beatmeten Patienten. Zur Pravention von katheteras-

soziierten Infektionen ist es anderen Antiseptika Uberlegen [34-36]. Dabei war noch
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vor wenigen Jahren die Wirkungsweise von CHX schlecht definiert und deren Erfor-
schung lag keineswegs im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses [37].

Im Folgenden sind bisher bekannte Mechanismen der Wirkung von CHX auf nicht
Sporen bildende Bakterien zusammengefasst. CHX zeigt ein konzentrationsabhangi-
ges Wesensmerkmal seiner Wirkung. Es fuhrt in niedrigen Konzentrationen in seiner
Eigenschaft als membranaktive Substanz zu einer Lyse der Protoplasten und Spha-
roplasten [38]. In h6heren Konzentrationen jedoch lassen sich andere Mechanismen
erkennen, in denen sich die Wirkung begrindet. Kuyyakanond und Quesnel stellten
die Hypothese auf, der Kollaps der Membran sei verantwortlich fur den bakteriziden
Effekt von Chlorhexidin [39] — eine These, die weiter untermauert wird von dem Er-
gebnis, zu dem Gilbert und Moore kommen [40], fur deren Verstandnis jedoch der
grundlegende Aufbau der Membran imminent wichtig ist: Innerhalb der Membran fin-
den sich Proteinstrukturen,

* die die Membran vollstandig Uberbricken, sog. integrale Proteine, oder

* die mit der Peripherie einer der Seiten assoziiert sind.

Beide Gruppen vermitteln in unterschiedlichem Ausmal eine Vielfalt an funktionellen
Eigenschaften, wie z. B. Transportprozesse oder Biosynthese. Des Weiteren stellen
sie Bestandteile der strukturellen Integritat dar. Mit ihnen assoziiert finden sich diva-
lente Kationen, deren stabilisierende Funktion in der netto negativ geladenen Mem-
bran eine weitere strukturale Komponente bildet. Die ursachliche Wirkung von CHX
wird in der Kopplung der membranstandigen Phospholipide durch das CHX-Molekul
und der konsekutiven Reduktion der Membranfluiditat gesehen, wodurch es dann zu
einer Freisetzung von divalenten Kationen, wie Ca** und Mg %* kommt [41]. Diese
Affektion der Membranfluiditat und der funktionelle Verlust integraler Bestandteile
munden in weiteren Schritten in der Freisetzung von Kalium, Pentosen und peri-
plasmatischen Enzymen. Darunter kommt es ebenfalls zu einer Inhibition der At-
mungskette mit einem messbaren Abfall der intrazellularen ATP-Level [40, 42, 43].
Nach dieser Storung der aulzeren Membran ist Chlorhexidin in der Lage, die Zelle zu
penetrieren. In hohen Konzentrationen wird bereits innerhalb von 20 s eine maximale
Aufnahme des Wirkstoffes beobachtet [44]. Intrazellular kommt es durch Chlorhexi-
din zu einer Prazipitation und Koagulation von Zytoplasma, Proteinen und Nuklein-
sauren [45-47]. Die nach der Adsorption stattfindende Schadigung der auf3eren als
Permeabilitatsbarriere fungierenden Zellschichten und die damit verbundene akzele-
rierte Aufnahme sind als essenzieller Bestandteil des Wirkungsmechanismus zu se-
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hen [46]. Er ist jedoch ebenso wie eine messbare Reduktion des Membranpotenzials
und der teilweise Verlust der Membranintegritat nicht als alleinig verantwortlicher
Faktor fur den Zelltod zu benennen [48]. Angesichts der verschiedenen bekannten
Mechanismen, die der Wirkung von Chlorhexidin zugrunde liegen, wird davon aus-
gegangen, dass erst die Kombination der einzelnen Effekte zu dem letalen Ergebnis
fuhrt, dessen biochemischer Ausdruck die Koagulation und Prazipitation des Zyto-

plasmas sind.

1.2 Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid ist ein Gemisch von Alkylbenzyldimethylammoniumchloriden,
wobei der jeweilige Alkylteil von verschiedenen Ketten (C8-C18) gebildet wird. In sei-
ner Funktion als Invertseife ist BKC den Surfactants (surface-acitve agents) zuzuord-
nen und fuhrt in Lésung unter Schutteln zu Schaumbildung. Benzalkoniumchlorid fin-
det in der Medizin neben der Anwendung als klassisches Antiseptikum auch seinen
Einsatz als lokales Kontrazeptivum [49], Prophylaktikum fur den FulRpilz und Konser-
vierungsmittel fur Salben und Tropfen mit unterschiedlichsten Indikationen. Im Be-
reich der Ophthalmologie gehort es zu den am haufigsten verwandten Konservie-
rungsmitteln Uberhaupt. Aulerhalb des medizinischen Sektors ist neben Hygiene-
produkten fur den Haushalt noch die kommerzielle Herstellung von Textilien mit
BKC-Zusatzen zu erwahnen.

Der Wirkungsmechanismus beruht auf Adsorption der Verbindung an die auf der
Oberflache der Mikroorganismen exprimierten Phospholipide [50], was zu einer Zer-
storung des Aufbaus der Zytoplasmamembran fuhrt und dem Wirkstoff so Zugang
zum Zytoplasma ermdoglicht. Wesentlich fur die Wirkung sind der quartare Stickstoff
und eine oder mehrere lipophile Seitenketten, die mindestens acht Kohlenstoffatome
enthalten mussen. Diese sind mit zunehmender Konzentration in der Lage, sich an
die sauren Phospholipide der Membran zu adsorbieren und die Fluiditat der Mem-
bran zu reduzieren, was zur Bildung hydrophiler Licken in der Membran fahrt. Unter
Ausbildung von Mizellen aus Phospholipiden und Benzalkoniumchlorid kommt es
dann zur Lyse der Zelle. [40].

Die hydrophoben Seitenketten sind fur eine weitere Wechselwirkung mit den Bakteri-
enoberflachen verantwortlich. Sie konnen in Membranen penetrieren und diese de-
sintegrieren [51], sodass es ebenfalls zum Austritt von zytosolischem Material

kommt. Die kationischen Kopfe konnen aber auch durch Ladungsneutralisation die
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Denaturierung von Proteinen bewirken [52] und so auf die Funktionalitat des Mikro-

organismus Einfluss nehmen.

1.3 Gemeinsamkeiten von Chlorhexidingluconat und Benzalkoni-
umchlorid

Zusammenfassend lasst sich fur die beiden Biozide Chlorhexidin und Benzalkoni-
umchlorid feststellen, dass sie trotz ihrer unterschiedlichen Strukturen gleich mehrere
bemerkenswerte Gemeinsamkeiten aufweisen. Beide interagieren mit den Phospho-
lipiden der Bakterienmembran und sind in der Lage, den zweiten Schritt in der Wir-
kungsvermittlung, die Penetration in die Bakterienzelle, durch Schadigung der OM zu
beschleunigen und dadurch ihre eigene Wirkung zu potenzieren [53]. Ebenso sind
eine variable Reduktion der Membranfluiditat durch Interaktion mit ihr und eine Re-
duktion der eigenen Aktivitat in Anwesenheit von organischen Materialien beschrie-
ben. Dies und die Reduktion der Aktivitat im sauren Milieu stellen die gemeinsame
Schnittmenge dar [54].

1.4 Resistenz

In den letzten Jahrzehnten fanden Desinfektionsmittel auch eine zunehmende
Verbreitung in 6ffentlichen und privaten Bereichen. Oftmals unterstutzt durch die Me-
dien [55, 56]. Vor dem Bild der ausgeweiteten Anwendung von Bioziden auch in nicht
kritischen Bereichen mehren sich jedoch die Befurchtungen, was das Resistenzver-
halten der exponierten Mikroorganismen betrifft [57]. So ist ein unbedarfter Einsatz
von potenten Antiseptika und Bioziden nicht unkritisch zu bewerten [58]. Denn in der
Vergangenheit zeigte sich bei der Wirksamkeit der Antibiotika zunehmend eine Ver-
anderung, deren oftmals weitreichenden 6konomischen Konsequenzen sich keine
Disziplin mehr entziehen kann: die Entwicklung von Resistenzmechanismen [59-62].
Nun liegt die Beflrchtung nahe, dass zunehmend auch die Effektivitat der Biozide in
einen Wettlauf mit den Resistenzmechanismen der Bakterien geraten konnte [38, 63,
64]. Eine Entwicklung, die angesichts der steigenden Kosten im Gesundheitssystem
nicht nur fur das Individuum weitreichende Konsequenzen mit sich fuhren konnte
[65]. Dabei ist zu beachten, dass insbesondere das gehaufte Auftreten von multianti-
biotikaresistenten Problemkeimen im Krankenhaus und die daraus resultierenden

eingeschrankten oder schlimmstenfalls sogar nahezu fehlenden antibiotischen The-
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rapiemoglichkeiten zu einer Neubesinnung auf die Anwendung von Desinfektionsmit-
teln und Antiseptika gefuhrt haben. Antiseptika eignen sich zwar im Regelfall nicht fur
eine systemische Therapie, bei der lokalen Behandlung von Wundinfektionen stellen
jedoch einige Substanzen, vor allem quaternare Ammoniumverbindungen, Guanidine
und PVP-Jod, eine attraktive Losung dar.

Mikroorganismen zeigen eine Vielfalt von moglichen Reaktionen auf die Exposition
mit Bioziden. Unter dem entsprechenden Selektionsdruck lassen sich Veranderun-
gen und Anpassungsvorgange unter den exponierten Isolaten feststellen, aus denen
immer haufiger multiresistente Keime hervorgehen. Untersuchungen in der Vergan-
genheit waren in der Lage, sowohl unspezifische stressinduzierte Vorgange, wie die
reduzierte Synthese von einzelnen Proteinen, wie Flagellin, als auch die vermehrte
Expression von Transportproteinen und spezifischen Enzymen zu zeigen [63, 66-68].

Grundlegend wird in der Literatur zwischen Resistenzmechanismen der intrinsischen
und erworbenen Art differenziert. Diese werden im Allgemeinen auf vier unterschied-
lichen Wegen vermittelt:

* Verhinderung der Aufnahme,

* Veranderung des Targets,

e Efflux und

* enzymatischer Abbau des Agens.

Erst kurzlich wurde eine Pseudomonas-Spezies untersucht, welche eine komplexe
Variation eines dieser Resistenzmechanismen zeigte. Der untersuchte Stamm war
nicht nur in der Lage, das als Biozid eingestufte SDS enzymatisch zu hydrolysieren,
sondern dieses auch anschlielend anteilig als Nahrstoff aufzunehmen. Es fand also
eine enzymatische Konversion eines anderweitig schadigenden Stoffes statt, um die-
sen dann als Substrat fur anabole Prozesse zu nutzen [69].

Als intrinsische Resistenzmechanismen werden Vorgange beschrieben, die in ihrer
Grundlage eine naturliche, angeborene Eigenschaft des Mikroorganismus darstellen
und es nicht erforderlich machen, zusatzliche genetische Informationen zu erwerben.
Ein Beispiel hierfur sind die auReren Zellhullen einiger Bakterien, die als Permeabili-
tatsbarriere gegenuber Antibiotika und Bioziden fungieren. Pseudomonas aeruginosa
als einer ihrer Vertreter zeigt eine intrinsische Resistenz gegenuber CHX, da u. a. ein



17
4 L

hoher Gehalt an Mg2+ in der aulReren Membran die Bindungen zwischen den Lipopo-
lysacchariden stabilisiert und so eine Aufnahme der Biozide respektive Penetration
der Membran reduziert. Resistenten Stammen von Serratia marcescens, die nicht die
erwartete Kaliumfreisetzung unter CHX-Exposition zeigten, konnte eine gesteigerte
Resistenz nachgewiesen werden, die durch eine Anderung der Komposition der in-
neren Membran erklart wird [70]. Ebenso wie die Ausbildung eines schutzenden Bio-
filmes einiger Spezies kann dieses dazu fuhren, dass antibakterielle Substanzen und
schadigende Umwelteinflisse besser toleriert werden [71, 72].

Demgegentliber steht die erworbene Resistenz, der eine Anderung der genetischen
Ausstattung des Mikroorganismus zugrunde liegt. Eine Ubergeordnete Rolle spielen
hierbei Plasmide und Transposons als Vermittler und Informationstrager dieser Resi-
stenzen. Sowohl fur Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis wie
auch fur E. coli konnte eine plasmidvermittelte Resistenz nachgewiesen werden, bei
ersteren gegenuber quaternaren Ammoniakverbindungen (QAC's) und CHX sowie
im letzteren Falle gegenuber Formaldehyd [64, 73, 74]. Bezuglich der Resistenz
gramnegativer Bakterien gegenuber Bioziden jedoch wird einer plasmidcodierten
Resistenz im Vergleich zur intrinsischen bislang nur eine untergeordnete Rolle zuge-
sprochen [75].

Proteinbiochemischfunktioneller Ausdruck der erworbenen genetischen Informatio-
nen findet sich in Enzymsystemen (Hydrolasen, Reduktasen), veranderter Membran-
zusammensetzung und Transportsystemen (Multi-Drug-Effluxproteine, spezifische
Transportersysteme). Effluxproteine stellen seit ihrer Entdeckung im Jahre 1980 (Tet-
Protein; McMurry et al.) eine heterogene Gruppe von Transportersystemen dar, wel-
che sowohl die erworbene als auch die intrinsische Resistenz zu vermitteln in der
Lage sind [76]. Neben der klassischen Resistenz gegenuber antibakteriellen Verbin-
dungen lIasst sich ihnen jedoch auch eine Vielfalt an physiologischen Funktionen zu-
schreiben. Sie sind in der Lage, stoff- oder gruppenspezifisch, aber auch unspezi-
fisch, Stoffwechselabfallprodukte aus dem Organismus zu eliminieren, die Aufnahme
von Nahrstoffen oder die Zell-Zell-Kommunikation zu vermitteln [77] und exogen zu-
gefuhrte Schadstoffe wieder aus der Bakterienzelle zu entfernen [78]. Substrate fur
die Effluxtransporter sind sowohl Antiseptika und Desinfektionsmittel als auch Anti-
biotika [79], denen insbesondere im Fall von multiresistenten Bakterien ein besonde-
rer Stellenwert zukommt [80].
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Eine Unterteilung findet in 5 Gruppen statt, den sog. Familys, innerhalb derer sich

noch weitere Untergruppen differenzieren lassen [79]. Diese einzelnen Gruppen sind

die

* (ATP) -binding-Cassette (ABC) -Superfamily mit iber 40 Systemen [81],

* Major-Facilitator-Family (MFS) mit 17 Untergruppen [82],

* Multidrug- and Toxic-compound-Extrusion [83] -Family [84],

* Small-MDR (SMR) -Family mit zwei verschiedenen Protein-Cluster-Gruppen [85]
und

* Resistance-Nodulation-Cell-Division (RND) -Family [86].

Ein singulares Bakterium ist dabei in der Lage, die ganze Bandbreite dieser Gruppen
zu exprimieren. Im Falle von E. coli sind das mindestens 37 nachgewiesene Efflux-
transporter, wobei 7 dem ABC, 19 MFS, 1 MATE, 5§ SMR und 7 dem RND-Typ zuzu-
ordnen sind [87]. Obwohl Effluxtransporter vom RND-Typ auch bei grampositiven
Species vorkommen, sind sie doch bei gramnegativen Species haufiger anzutreffen.

Typischerweise sind sie in einem Komplex organisiert, wie er auch bei MFS- oder
ABC-Transportern zu sehen ist. Dabei bildet der RND-Transporter mit einem Mem-
brane-Fusion-Protein (MFS) als periplasmatischer Komponente und einem Outer-
Membrane-Faktor (OMF; ehemals OMP) einen triparten Komplex [88] (Abb. 1). Die
Energiebereitstellung fur den aktiven Transport erfolgt entweder durch die Hydrolyse
von ATP oder aber unter Nutzung eines Protonengradienten (protone motion force).

ADP + Pi
IN

Abb. 1 Organisation und Funktionsweise von Effluxpumpen gramnegativer Bakterien.

OM: Outer-Membrane PP: Periplasmatischer Raum CM: Zytoplasmamembran

Darstellung ibernommen von Poole, K. [88]
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Obwohl genaue Mechanismen der Biozidresistenz nur unbefriedigend geklart sind
[89], stellte sich durch Untersuchungen an CHX-resistenten Varianten von Klebsiella
pneumoniae heraus, dass bei diesen ein Gen (cepA) fur eine kationische Effluxpum-
pe codiert, welche die in der Untersuchung beobachtete Resistenz vermittelte [90].
Eine anschliel3ende oberflachliche Suche nach Sequenzen, die in anderen Bakterien
fur vergleichbare Proteine codieren, fiinrte zu Ubereinstimmungen von 45-85 % unter
gramnegativen pathogenen Bakterien. Ein Effluxmechanismus fur CHX als kausaler
Faktor einer Resistenz bei gramnegativen Bakterien erscheint also moglich [78].

2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es einen Beitrag zur Erforschung der Epidemiologie und Mecha-
nismen der Biocidresistenz gramnegativer Bakterien zu leisten. Vor dem Bild, dass
die Haufigkeit (biozid-)resistenter Erreger in der Vergangenheit zunahm [89], wird
zunachst durch eine epidemiologische Untersuchung die lokale Pravalenz Biocidre-

sistenter gramnegativer Erreger im UKE erfasst.

An den aus der Stichprobe gewonnenen Eindruck Uber die Haufigkeit und das Aus-
mald der Problematik, schlie3t sich im zweiten Teil die provozierte Beobachtung der
Entwicklung einer solchen Resistenz und moglichen Kreuzresistenzen gegenuber

Antibiotika und den Bioziden selbst an.

Um fur die Resistenz verantwortliche Strukturen zu identifizieren, erfolgt der Ver-
gleich von Membranbestandteilen der erzeugten, isogenen, jeweils sensiblen und re-
sistenten Erregervarianten mittels SDS-Gelelektrophorese. Differente Proteinbanden
wurden durch das MALDI-Verfahren identifiziert und verglichen.

In der Vorstellung einen Losungsansatz unter der Annahme einer Beteiligung von Ef-
flux-Proteinen zu erarbeiten, wurden die spezifischen Inhibitoren PARN und NMP auf
die Maglichkeit einer Inhibition der Biozidresistenz untersucht.
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3 Material und Geratschaften

3.1 Bakterielle Isolate

3.1.1 Im Screening verwendete Isolate

Um einen Eindruck uUber die lokale Pravalenz biocidresistenter Erreger zu erhalten,
wurden 1004 konsekutive klinische Isolate aus dem Varialabor des Instituts fur Medi-
zinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf untersucht. Sie entstammten der Routinediagnostik und wurden als gram-
negativ klassifiziert.

3.1.2 Zur Resistenzinduktion verwendete Isolate

Es wurden 20 Isolate aus der Routinediagnostik des Varialabor des Instituts fur Mi-
krobiologie der Universitatsklinik Hamburg verwendet. Jeweils 10 der eingesetzten
Proben wurden als Enterobacter-Species und 10 als E. coli identifiziert. In der nach-
folgenden Tabelle sind die Isolate mit Species und Proben-Nr. aufgelistet (Tab. 1).

Proben Nr. Species Proben Nr. Species
12823 E. coli 12370 Enterobacter aerogenes
12822 E. coli 12290 Enterobacter aerogenes
12309 E. coli 1280711 Enterobacter aerogenes
12317 E. coli 12455 Enterobacter cloacae
12359 E. coli 12459 Enterobacter cloacae
12454 E. coli 12495 Enterobacter cloacae
12374 E. coli 12360 Enterobacter cloacae
12347 E. coli 1231711 Enterobacter cloacae
12295 E. coli 12319 Enterobacter cloacae
12296 E. coli 1334 Enterobacter cloacae

Tab. 1 Resistenzinduktion, verwendete Isolate
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3.1.3 Fur die Inhibitionsversuche / SDS-Gelelektrophorese verwendete Isolate

Proben, deren MHK (Minimale Hemm-Konzentration) fur entweder BKC (Benzalkoni-
umchlorid) und/oder CHX (Chlorhexidingluconat) erfolgreich um ein signifikantes
Vielfaches im Abschnitt der Resistenzinduktion angehoben werden konnte, wurden
dem Inhibitionsversuch unterzogen und ebenfalls fur die Membranpraparation mit

anschlielender Gelelektrophorese genutzt.

3.2 Nahrboden und Nahrmedien

3.21 Agar

Verwendung fand TSA-, Iso-Sensitest- sowie DST-Agar (Firma SERVA). Die Herstel-
lung fand gemal} den Herstellerangaben statt, gelagert wurden diese bei 3-6 °C.

Vor dem eigentlichen Giel3vorgang der TSA- und Iso-Sensitest-Nahrbodenplatten
wurde der flissige Agar mit entsprechenden Konzentrationen der Biozide Benzalko-
niumchlorid (BKC) oder Chlorhexidin (CHX) versetzt, so dass in den Nahrboden

Konzentrationen von 100 ug/ml, 300 ug/ml oder 500 pg/ml erreicht wurden.

3.2.2 Miiller-Hinton-Bouillon (MHB)

Fir die Versuche der Resistenzinduktion und Inhibition wurde eine Mduller-Hinton-
Bouillon (MHB) hergestellt. Nach der Abfullung in 100-ml-Erlenmeyerkolben erfolgten
die Lagerung bei 3-6 °C.

3.3 Chemikalien und Pufferlosungen

3.3.1 Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid-Research-Grade (SERVA) wurde als Standard-Labor-Losung
gekauft (Abb. 2). Aus dieser Standardlésung wurden Stocklosungen verschiedener
Konzentrationen durch Dilution mit Aqua dest. hergestelit.
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Abb. 2: Strukturformel Benzalkoniumchlorid

3.3.2 Chlorhexidin

Das eingesetzte Chlorhexidindigluconat (SERVA) entstammte einem Standard-
Labor-Pulver (Abb. 3). Zur Anwendung wurden die Chlorhexidin-Stocklosungen mit
Aqua dest. in einer 70-%-Volumen-Konzentration mit Athanol hergestellt. Dieser Vor-
gang entspricht dem der klinischen Anwendung [91].
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Abb. 3: Strukturformel Chlorhexidin

3.3.5 E-Teststreifen mit Cefoxitin/Cefuroxim

Die Teststreifen wurden als gebrauchsfertige Einheiten in Packungen a 10 Stuck
kommerziell erworben (AB Biodisk).

3.3.6 Phenylarginin-R-Naphtylamid

Fir den Inhibitionsversuch wurde kommerziell erworbenes Phenylarginin-3-
Naphtylamid (PARN) verwendet (Abb. 4).

NH, (ﬁ
|
@— CH,CH—-C + 2HCI
I
NH NH O

H,;N —C — NHCH,CH,CH,CH—C —NH ' ‘

Abb. 4: Strukturformel Phenylarginin-B-Naphthylamiddihydrochlorid
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3.3.7 1-(1-Naphthylmethyl) -piperazin

Ebenfalls fur den Inhibitionsversuch wurde kommerziell erworbenes 1- (1-
Naphthylmethyl) -piperazin (NMP) verwendet (Abb. 5).

@ I/\j,H

. N

Abb. 5: Strukturformel 1- (1-Naphthylmethyl) -piperazin

3.3.3 Proteinbestimmung nach Markwell

Puffer A

10 mM Tris HCI

5 mM MgCl;

pH 7,8
Puffer B

5 ml Puffer A

0,2 ml Triton x-100
Lésung A

10 g NaxCos

0,85 g K-Na-Tartat

59 SDS

50 ml 1N NaOH

mit Aqua dest. auf 500 ml auffullen
Lésung B

4 g CuS04/100 ml Aqua dest.
Lésung C

100 Teile Lsg. A + 1 Teil Lsg. B

(30 ml Lsg. A + 300 pl Lsg. B)
Lésung D

1,5 ml Folius-Cicoalteus-Phenol-Reagenz

+ 1,5 ml Aqua dest.
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3.3.4 2-%-SDS-Gelelektrophorese

Trenngel
3,3 ml H20 (ad)
4 ml Acrylamid 30 % (Firma ROTH)
2,5 ml Tris HCL 1,5 M ph 8,8
0,1 ml 10 % SDS
10 pl Temed 99 % (Firma ROTH)
Sammelgel
3,3 ml H20 (ad)
0,91 ml Acrylamid (Firma ROTH)
0,57 ml Tris HCL1 M pH 6,8
46 pl 10 % SDS
0,1 ml 10 % APS
10 pl Temed 99 % (Firma ROTH)
Probe: Gesamtvolumen 10 pl (5 yl Probe + 5 ul Loading-Buffer)
Lémmli-Puffer
0,25 M Tris (121 g/mol)
1,92 M Gilycin (75,07 g/mol)
1 % SDS
H20
pH 8,3
Farbelésung
0,7 g Coomassie-Blau
110 ml Methanol
110 ml Aqua dest.
23 ml Eisessig
Entfarbelésung
180 ml Methanol
60 ml Eisessig
760 ml Aqua dest.
Proteinstandard (Bio-Rad Laboratories Inc./USA)
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3.4. Geratschaften

Brutschrank Wagner & Munz Laboratoriumsbedarf, Miinchen,
Deutschland

Cryo-Bank MAST DIAGNOSTICA, Reinfeld, Deutschland

Gel-Kit Hoefer

Muiller Hinton Broth Becton Dickinson, Sparks, MD, USA

Halbmikro Einmalkiivetten

PLASTIBRAND® 97861, Wertheim, Deutschland

Kiihlschrank (4°C / -20°C)

Liebherr

Mikropipetten ,,Eppendorf research*

Eppendorf

Sicherheitswerkbank ,,Hera safe*

Kendro, Langenselbend, Deutschland

Pipettierhilfe ,,Pipetus*

Hirschmann Laborgerite

Labsonic 1510 Ultraschallgerat

B.Braun

E-Test

AB BIODISK, Solna, Sweden

BBL™ Enterotube ™

Becton Dickinson

Wasserbad

GFL®

Polyacrylamidgelelektrophoresekammer

Bio Rad, Miinchen, Deutschland

Ultrazentrifuge

Beckmann Model J2-21

Zentrifugen-Bottles

Beckman Coulter Bottles
Litpack 361681 IN-192B

Tab. 2 Ubersicht der verwendeten Gerate
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4 Methoden

4.1 Ausstrich/Suspension und Wachstumsbedingungen

4.1.1 Kultivierung der Proben im Screening

Die Kulturen wurden mittels Tupfer auf TSA- und Iso-Sensitest-Selektivmedien mit
Biocidzusatz in den Konzentrationsstufen 100 pg/ml, 300 pyg/ml und 500 pg/ml aus-
gestrichen. Da die verwendeten Kulturen der Routinediagnostik entstammten und ei-
ne Einstellung der Konzentrationen in diesem Rahmen auf die fur Resistenztestung
iiblichen 10° KBE/mI stattgefunden hatte, konnte von einer vergleichbaren Konzen-
tration an KBE ausgegangen werden. Anschlieliend wurden die mit den Proben ino-
kulierten Agar-Platten inkubiert und auf Wachstum Gberpruft.

4.1.2 Kultivierung der Proben zur Resistenzinduktion

Zur Induktion einer Resistenz wurden 10 E. coli- und 10 Enterobacter spp.-lsolate
aus der Routinediagnostik in MHB mit aufsteigenden Konzentrationen von CHX oder
BKC inkubiert. Die Biozidkonzentrationen betrugen dabei 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160,
320 und 1280 ug/ml. Eine ,Passage” stellte jeweils den Arbeitsschritt aus Inokulation,
Inkubation und Kontrolle durch Ausstrich und Bebrutung auf TSA dar. Eine ver-
gleichbaren Anzahl von Kolonie bildenden Einheiten (KBE) /ml wurden durch Ver-
diinnen mit NaCl 0,9 % auf 10° KBE/ml und konsekutives Photometrieren (A =
500 nm / optische Dichte 0.100-0.145) erzeugt.

Begleitend wurde eine Keimzahlbestimmung (KZB) durchgefiihrt. Eine UN wurde
nach dem Verdlinnungsschema (Abb. 6) dilutiert. 100 ul der letzten drei Verdlinnun-
gen wurden im Folgenden auf je drei TSA-Agar-Platten ausgespatelt, zusatzlich dazu
weitere drei mit 10 pl der letzen Verdinnung. Durch Division der Zahl der Kolonien
durch den Verdunnungsfaktor und das in die Schale pipettierte Volumen (in ml) erhalt
man die Anzahl der Kolonien bildenden Einheiten.
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100 pnl 100 ul 1000 n 1000 n

N\ N\ N\
100ul WU\
10 10 10 9 9

Vorlage Vol. NaCl 0,9 %:
Verdiinnung: 10? 10* 10° 107 108

Abb. 6: Keimzahlbestimmung, Pipettierschema

4.1.3 Wachstumskontrolle

50 pl der auf 10° KBE/ml verdiinnten UN-Kultur-Ausgangslésung wurden in jeweils
10 ml MHB mit Benzalkoniumchlorid (BKC) oder Chlorhexidin (CHX) gebracht und
uber Nacht inkubiert. Die Konzentrationsstufen verdoppelten sich dabei mit einem
Ausgangswert von 5 pg/ml. Die Wachstumskontrolle erfolgte durch Spatelausstrich
auf TSA-Agar. Nach Auswertung der inkubierten TSA-Agar-Platten erfolgte eine wei-
tere Verwendung der Proben in der hochsten Konzentrationsstufe, die noch Wach-
stum auf den TSA-Agar-Platten zeigte (Abb. 7).

( \

50ul UN-Kultur

—

\ (
[ MHB + CHX MHB + BKC ]

/ .

\,>4/

TSA-Kontrolle

4/\,>

N\
[ MHB + CHX MHB + BKC ]

J .

— =

TSA-Kontrolle

Abb. 7: Wachstumskontrolle, Suspensionsschema
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4.1.4 Stabilitatskontrolle der induzierten Resistenz

Eine Stabilitdtskontrolle der Resistenz erfolgte um zu klaren, ob diese auch ohne
permanenten Biocidstress fortbesteht. Dazu wurden 100 uyl der hochgeschaukelten
Kulturen in 10 ml MHB ohne Biozidzusatz inkubiert. Dieser Vorgang wiederholte sich
mit entsprechender Inkubation, fur insgesamt zehn Passagen. Im Anschluss wurde
erneut die MHK fur CHX und BKC bestimmt.

4.1.5 Bestimmung einer Kreuzresistenz zwischen BKC und CHX

Durch eine weitere MHK-Bestimmung im Anschluss an die Resistenzinduktion sollte
geklart werden, ob die Resistenz gegenuber einem der gewahlten Biozide auch eine
Resistenz gegenuber dem anderen vermittelt. Hierbei wurde sich der gleichen Me-
thode wie auch schon zu Beginn der Resistenzinduktion bedient. Nahrmedium war
MHB, die Wachstumskontrolle erfolgte auf TSA-Agar.

4.1.6 Bestimmung der Stoffwechselleistungen mittels BBL-Enterotube®

Um mogliche Veranderungen einer Auswahl qualitativer Stoffwechselleistungen zu
erfassen, erfolgte eine Objektivierung mittels Enterotube™-Test. Dabei wurde von
verschiedenen Proben aus einer frischen Ubernacht-Kultur eine TSA-Agar-Kultur per

Spatelausstrich angefertigt, von der dann ein Enterotube® angefertigt wurde.

4.1.7 Inhibitionsversuch

Nachdem durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden konnte, dass Biocidresisten-
zen sowohl zunehmen als auch unter Versuchsbedingungen erzeugbar sind, stellte
sich die Frage nach einer moglichen Intervention. Im Rahmen der Annahme einer
Beteiligung von Effluxproteinen wurden unterschiedliche Inhibitoren auf lhre Wirk-
samkeit Uberpruft. Sowohl Phenylarginin-B-Naphtylamid als auch 1- (1-
Naphthylmethyl) -piperazin wurden auf eine Inhibitionswirkung uberpruft. Diese
Uberprifung erfolgte durch Inkubation der Proben nach Resistenzinduktion mit ei-
nem der Inhibitoren und CHX oder BKC. Um eine Aussage uber die Inhibitionswir-
kung zu treffen, wurde eine zweite parallele Versuchsreihe angesetzt, in der die in-
duzierten Proben und MHB mit aufsteigenden Konzentrationen von entweder CHX
oder BKC ohne den Zusatz von einem der Inhibitoren inkubiert wurden. Die Konzen-
trationen von CHX und BKC wurden aufsteigend verdoppelt mit einer minimalen

Konzentration von 5 pg/ml und einer maximalen Konzentration von 640 pg/ml fur
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BKC und 1280 pg/ml fir CHX. Um die Moglichkeit einer intrinsischen bakteriziden
Wirkung der Inhibitoren zu Uberprufen und auszuschlielen, fand des Weiteren eine
Inkubation der hochgeschaukelten Proben in einer dritten Gruppe statt. In dieser
wurden die Proben in MHB nur mit aufsteigenden Inhibitorkonzentrationen ohne Bio-
cid-Zusatz kultiviert.

Die auf eine mdogliche Inhibitorwirkung getesteten Proben wurden zunachst durch
Verdinnung mit NaCl 0,9 % auf eine OD von McFarland 0,5 entsprechend A 500 nm
0.125 + 0.02 eingestellt. Um einen Ubergang von der stationaren Phase der Bakteri-
ensuspension in die Wachstumsphase zu ermdglichen, fand eine Inkubation bei 36 +
1 °C im Brutschrank fur 120 Minuten statt. Im Anschluss wurden die Isolate mit MHB
1:100 verdunnt. Die Mikrotiterplatten wurden mit jeweils 100 yl Gesamtvolumen be-
fallt. Das Gesamtvolumen setzte sich dabei aus MHB mit Zusatz von CHX bzw. BKC,
Inhibitor und Bakteriensuspension (Gruppe 1) oder MHB mit Zusatz von CHX bzw.
BKC und Bakteriensuspension ohne Inhibitor (Gruppe 2) zusammen (Tab. 3). Die be-
fullten Mikrotiterplatten wurden vor der Auswertung mit Parafiim abgedeckt und ver-
schlossen bei 36 + 1 °C fur 24 h inkubiert.

A B C D E F G H Vol.
Bakt. Susp. Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe 25l
1 1 1 1 1 1 1 1
1 | MHB. + Opg/ml | 10pg/ | 20ug/ | 40ug/ | 80upg/ | 160ug/ | 320ug/ | 640ug/ | 50pl
CHX od. BKC ml ml ml ml ml ml ml
Inhibitor Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja 25l
Bakt. Susp. Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe | Probe 50ul
1 1 1 1 1 1 1 1
MHB. + Opg/ml | 10pg/ | 20ug/ | 40ug/ | 80upg/ | 160ug/ | 320ug/ | 640ug/ | 50pl
2 | CHX od. BKC ml ml ml ml ml ml ml
Inhibitor Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein Nein Ol

Tab. 3 Pipettierschema Inhibitionsversuch:

In Gruppe 1 wurde die Bakteriensuspension in MHB mit CHX bzw. BKC und Inhibitor kultiviert, in
Gruppe 2 wurde die Bakteriensuspension in MHB mit CHX bzw. BKC ohne Inhibitor kultiviert.
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4.2 Charakterisierung der Isolate

4.2.1 ldentifizierung von Stoffwechseleigenschaften

Die Charakterisierung der Isolate erfolgte durch verschiedene Testverfahren, welche
Stoffwechselleistungen der Bakterien verifizieren. Verwendung fanden dabei der Cy-
tochromoxidase-Test, Enterotube™, APl 20E™ (BioMERIEUX®sa, Frankreich, RCS
Lyon) und API 20NE (BioMERIEUX®sa, Frankreich, RCS Lyon). Lield sich durch die
erwahnten Verfahren keine klare Identifizierung vornehmen, wurde der automatisier-
te Vitek2-Test von bioMerieux angewendet. Nachfolgend ist eine schematisierte Dar-
stellung der durchgefuhrten Differenzierungsdiagnostik zur Charakterisierung der
verwendeten Erreger exklusive Vitek2-Test abgebildet (Abb. 8).

/[ Zytochromoxidase ]\

( Negativ \ Positiv

. + ) L + y
( Enterotube ® \ ( APINE ® \
LN T
( Polyvalent \ [ Identifikation |

\ AP| 20E ® )

Abb. 8: Schematische Darstellung der Erregerbestimmung.

Diese erfolgte je nach Ergebnis der Zytochromoxidase durch APl NE ® oder Enterotube ® bzw. API
20E ®. Bei Bedarf erfolgte eine endgliltige Differenzierung mittels Vitek2-Test.
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4.2.2 Beschreibung von Antibiotikakreuzresistenzen

Um mdgliche Kreuzresistenzen gegenuber ausgewahlten Antibiotika zu Uberprufen,
wurden mit den in der Resistenzinduktion verwendeten Proben E-Tests fur Cefoxitin
und Cefuroxim durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die Einstellung auf MC Farland 0.5
mit 0,9 % NaCl-Losung in sterilen Reagenzrohrchen und einem Gesamtvolumen von
10 ml. Jeweils 200 ul der Bakterienldsung konnten nun per Spatelausstrich auf DST-
Platten (Oxoid Deutschland GmbH) aufgebracht werden. Um eine oberflachliche
Flussigkeitsansammlung zu verhindern, wurden alle Platten fur 10 Minuten bei locker
aufgelegtem Deckel inkubiert. Vor dem erneuten Inkubieren bei 36 + 1 °C fur 24
Stunden wurde ein E-Teststreifen der entsprechenden Antibiotika (AB-BIODISK,
Solna, Sweden) zentral auf die Agar-Oberflache der Platten aufgebracht.

4.3 Lagerung und Erhaltung

Isolate, die bei Konzentrationen von 300 pg/ml oder 500 pg/ml der verwendeten Bio-
zide Wachstum auf TSA- oder Iso-Sensitest-Agar-Platten zeigten, wurden mit dem
Cryobank™-System (MAST DIAGNOSTICA, Reinfeld) bei -20 °C gelagert. Des Wei-
teren fand eine simultane Lagerung der bakteriellen lIsolate auf TSA-Agar-
Nahrbodenplatten und in sterilen Rohrchen mit 10 ml MHB statt.

4.4 Proteinbestimmung nach Markwell

4.4.1 Praparation der auBeren Membran

Im Vorfeld der SDS-Gelelektrophorese wurde eine Bestimmung des Proteingehaltes
der Proben vorgenommen. Die erfolgreich hochgeschaukelten Proben wurden dabei
in einer Ubernacht-Kultur in 100 ml MHB inkubiert (36 + 1 °C fiir 24 h). Im Anschluss
wurden diese fur 15 Minuten in Beckmann-Bottles bei 6.000 UpM zentrifugiert
(Beckman Zentrifuge, JA-14). Der Uberstand wurde abgegossen, das Pellet in 10 ml
Puffer A resuspendiert und in ein 50-ml-Falcon-Rohrchen umgeflllt. Jede Probe
wurde bei 160 W mit Ultraschall fur 4 x 30 Sekunden im Wechsel mit 30 Sekunden
Pause beschallt. Dabei erfolgte eine standige Kuhlung der Proben durch Eis. Die
Sauberung des verwendeten Ultraschallkopfes zwischen den Proben erfolgte mit 70
Vol.-% Athanol, eine Einwirkdauer von einer Minute wurde dabei streng beachtet.
Der nachste Schritt bestand aus einem erneuten Zentrifugieren der Proben bei
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6.000 UpM fiir 13 Min. Der anfallende Uberstand wurde abpipettiert und bei -20 °C
eingefroren, sofern nicht am selben Tag eine weitere Verwendung stattfand. Im
nachsten Arbeitsschritt wurde der Uberstand bei 20.000 UpM fiir 60 Minuten zentri-
fugiert, das dabei entstandene Pellet nach Dekantieren des Uberstandes in 2 ml Puf-
fer A suspendiert und 2 ml Puffer B hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 20
Minuten bei Raumtemperatur konnte dann die duflere Membran abzentrifugiert wer-
den. Dies geschah fur 60 Minuten bei 20.000 UpM. Das erhaltene Sediment wurde
dann in 1 ml Aqua dest. aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

eingefroren.

4.4.2 Einstellen des Proteingehaltes

Um in der Lage sein zu kdnnen, eine Aussage uber moglicherweise stattgefundene
Veranderungen des quantitativen Proteingehaltes der auleren Membran zu treffen,
erfolgte eine quantitative Bestimmung des Proteingehaltes der untersuchten Proben
mit der Methode nach Markwell [92, 93]. Unter Verwendung von bovinem Serumal-
bumin wurde dafur eine Eichkurve als Referenzgerade erstellt (Abb. 9) und fur die
weiteren Versuche der Proteingehalt der Proben photometrisch auf eine vergleichba-

re Menge eingestellt.

Rinder Albumin Elchkurve bei A 650nm
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0,7
0,6
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5 10 20 30 40 50 60 70
RSA Konzentration (ug/ml)

Abb. 9: RSA-Eichkurve
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4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch die Anwendung einer Gelelektrophorese konnen, nachdem durch SDS eine
Maskierung der Eigenladung der Proteine erfolgt ist, diese entsprechend ihrer Grolie
(kDa) im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Um eine Aussage Uber die Gro3en
der aufgetrennten Fraktionen zu treffen, ist ein definierter Proteinmarker (Precision
plus Kaleidoscope™) als Referenz verwendet worden.

Im Vorfeld der Gelelektrophorese wurden die entsprechenden Losungen und Puffer
nach Vorgaben der in der Abteilung etablierten Methode nach Markwell et al. [92, 93]
hergestellt und angesetzt. Sobald im letzten Arbeitsschritt zum Ansetzen der Losun-
gen das Temed dem Trenngel hinzugefugt wurde, musste dieses mit einer 1000-ul-
Pipettenspitze sofort in die vorbereitete Gelkammer eingebracht werden. Unter Be-
achtung eines erforderlichen Abstandes zur Oberkante zum Einbringen des Sam-
melgels und zum Kamm wurde die Gelkammer moglichst gleichmalig gefullt, an-
schlielend mit saturiertem n-Butanol abgedichtet und der durch das Temed initiierte
Polymerisierungsprozess fur 40 Min. abgewartet. Nach Abgiel3en des n-Butanols er-
folgten mehrfaches Auswaschen von losen Gelrickstanden mit Aqua dest. und an-
schlieBendes Trocknen mit einem Papierstreifen. Direkt nach Befullen der Gelkam-
mer mit dem Sammelgel wurde der Kamm eingebracht und erneut mit n-Butanol
Uberschichtet. Nachdem auch das Sammelgels auspolymerisiert war, wurde der
Kamm wieder entfernt und die erzeugten Aussparungen nach Auswaschen mit Aqua
dest. wurden mit Lammli-Puffer geflutet. Die untersuchten Proben wurden daraufhin
in der vorher berechneten aquivalenten Masse in einem Gesamtvolumen von 15 pl
mit Loading-Buffer bei 100 °C fur 5 Minuten gekocht. Nun erfolgte der Aufbau der
Gelkammer. In jeden Slot wurden anschliefend 15 pl Gesamtprobenansatz bzw.
Proteinstandard eingefullt. Um eine hohere Prazision bei der Auftrennung der Ban-
den zu erlangen, wurden innerhalb des Sammelgels 15 mA, im Trenngel 35 mA ver-
wendet. Eine Kuhlung fand mittels LKB-Multitemp. statt. Sobald die Proteinbanden
den Unterrand des Gels nach 2 h erreichten, wurde das Sammelgel mit dem Skalpell
abgetrennt und das Trenngel fir mindestens 20 Minuten unter Bewegung auf dem
Ruttler in die Farbelosung eingelegt. AnschlieRend wurden Residuen der Farbelo-

sung uber Nacht in der Entfarbeldsung ausgewaschen.
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4.7 MALDI/Tandem-Mass-Spectrometry

Proben, die nach Exposition (CHX/BKC) gegenuber der isogenen, biocidsensiblen
Ausgangskultur auffallige Differenzen in dem Muster der Proteinbanden aufwiesen,
wurden gesondert untersucht. Die diskrepanten Banden wurden mittels Skalpell
scharf aus dem Gel herausgetrennt und anschliellend einer Proteindifferenzierung
durch matrixassistierte Laser-Desorption-lonisation (MALDI) und Tandem-Mass-
Spectrometry zugefuhrt. Diese wurde gesondert als Auftragsarbeit durch das Institut

fur Klinische Chemie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Screening auf biocidresistente Isolate

Um einen Eindruck uUber die Pravalenz biocidresistenter Isolate zu gewinnen erfolgte
ein Screening. Insgesamt wurden 1004 Isolate gramnegativer Spezies aus dem Jahr
2005 gescreent. Eine Unterteilung erfolgte nach den benutzten Nahrboden (TSA-
/Iso-Sensitest-Agar) und nach den verwendeten Bioziden (BKC/CHX).

5.1.1 Screeninguntersuchung auf TSA-Agar

Durch die Screeninguntersuchung auf TSA-Agar lassen sich zwei relevante Ergeb-
nisse beobachten. Zum einen sinkt bei beiden Biociden die relative Haufigkeit resi-
stenter Erreger mit zunehmender Biocidkonzentration, zum anderen sehen wir ein
deutliches Ubergewicht BKC-resistenter Erreger. Wahrend bei einer Konzentration
von 500ug/ml CHX kein Wachstum mehr festgestellt werden konnte, tolerierten 4,8%
der Erreger die gleiche Konzentration von BKC auf TSA-Agar. Auch bei Biocid-
Konzentrationen von 300ug/ml besteht mit 4,8% zu 0,8% ein starkes Ubergewicht
BKC-resistenter Erreger auf TSA-Agar. Nachfolgend ist die relative Haufigkeit des
Wachstums auf TSA-Agar, bemessen an der Anzahl der insgesamt aufgetragenen
Proben, unterteilt nach Biozid (BKC/CHX) und erreichtem MHK-Wert dargestellt
(Tab. 4).

Wirkstoff MHK-Wert Rel. Haufigkeit (n=1004)
Benzalkoniumchlorid 2300 pg/ml 12.3 %
=500 pg/ml 4.8 %
Chlorhexidin = 300 pg/ml .8%
= 500 pg/ml .09 %

Tab. 4 Screeninguntersuchung auf TSA-Agar.

Dargestellt ist die relative Haufigkeit gewachsener Isolate unterteilt nach Biocid (CHX bzw. BKC) und
Biocidkonzentration (300 pg/ml bzw. 500 pug/ml)
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5.1.2 Screeninguntersuchung auf Iso-Sensitest-Agar

Analog zu den Ergebnissen mit TSA-Agar nimmt auch in der Screeninguntersuchung
auf Iso-Sensitest-Agar die Anzahl resistenter Erreger mit steigender Biocidkonzentra-
tion ab. Im Vergleich zu TSA-Agar sehen wir zusatzlich eine insgesamt in etwa um
den Faktor 4 kleinere Anzahl BKC-resistenter Erreger. Ferner liel3 sich auch auf Iso-
Sensitest-Agar keine relevante Anzahl CHX-resistenter Erreger finden. Bereits bei
Konzentrationen von 300pug/ml CHX zeigte sich kein Erregerwachstum mehr. Nach-
folgend ist die relative Haufigkeit des Wachstums auf Iso-Sensitest-Agar, bemessen
an der Anzahl der insgesamt aufgetragenen Proben, unterteilt nach Biocid
(BZK/CHX) und erreichtem MHK-Wert dargestellt (Tab. 5).

Wirkstoff MHK-Wert Rel. Haufigkeit (n=1.004)
Benzalkoniumchlorid 2300 pg/ml 3,2%
=500 pg/ml 1,1 %
Chlorhexidin 2300 pg/ml 0%
=500 pg/ml 0%

Tab. 5 Screeninguntersuchung auf Iso-Sensitest-Agar.

Dargestellt ist die relative Haufigkeit gewachsener Isolate unterteilt nach Biocid (CHX bzw. BKC) und

Biocidkonzentration (300 pg/ml bzw. 500 pg/ml).

5.2 Einfluss der Nahrmedien auf die Resistenztestung

5.2.1 Vergleichende Untersuchung mit BKC

Vergleicht man die Anzahl der im Screening gewachsenen Erreger in Abhangigkeit
der Nahrmedien, so zeigt sich eine deutliche Differenz zwischen TSA- und ISO-
Sensitest-Agar. Auf TSA-Agar sehen wir in beiden BKC-Konzentrationsstufen einen
grolReren Prozentsatz von Erregern die noch ein Wachstum zeigen. Auf einem TSA-
Selektivmedium mit einer BKC-Konzentration von 300ug/ml wuchsen 12,3% der Er-
reger, auf dem ISO-Sensitest Selektivmedium mit der gleichen Biocidkonzentration
lediglich 3,2%. Bei Biocidkonzentrationen von 500ug/ml wird dieses Verhaltnis, das
in etwa dem Faktor 4 entspricht, ebenso eingehalten (4,5% auf TSA-, 1,1% auf ISO-
Sensitest-Agar) (Abb. 10).
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Abb. 10: Vergleichende Untersuchung mit BKC.

Darstellung der Anzahl gewachsener Proben in Prozent auf ISO-Agar und TSA-Agar mit BKC in den
Konzentrationen 300 pg/ml und 500 pg/ml

5.2.2 Vergleichende Untersuchung mit CHX

Im Vergleich der Nahrbdéden denen CHX zugesetzt worden war, sehen wir ebenfalls
héhere Wachstumsraten auf TSA-Agar. Diese Wachstumsraten liegen allerdings in
einem Prozentbereich <1% der getesteten Kulturen. Zuséatzlich hat im Vergleich hier-

zu auf Iso-Sensitest-Agar kein Wachstum stattgefunden (Abb. 11).
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Abb. 11: Vergleichende Untersuchung mit CHX.

Darstellung der Anzahl gewachsener Proben in Prozent auf ISO-Agar und TSA-Agar mit CHX in den
Konzentrationen 300 pg/ml und 500 pg/ml.
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5.3 Speciesdifferenzierung der resistenten Isolate

In diesem Abschnitt der Arbeit wird die Specieszugehorigkeit der Biocidresistenten

Isolate dargestellt.

5.3.1 Wachstum auf Benzalkoniumchlorid (300 pug/ml)

Von den 1004 Isolaten konnte bei 124 ein Wachstum festgestellt werden. Dabei zeig-
te sich in der Differenzierung mit einem Anteil von 86% an den insgesamt gewach-
senen Isolaten eine deutliche Verteilung zugunsten von Pseudomonas spp.. Zweit-
haufigste Erreger war Proteus spp.. In der nachfolgendenTabelle sind die Species in
Prozent der auf den Screeningplatten gewachsenen Proben mit Zusatz von
300 pug/ml BKC dargestellt (Tab. 6).

n=124
Species 300 pg/ml BKC
Pseudomonas species 86 %
Serratia species 3,5 %
Proteus species 6,8 %
Enterobacter species 1,1 %
Morganella species 1,1 %
Klebsiella species 1,1 %

Tab. 6 Charakterisierung der Species auf 300 ug/ml BKC

5.3.2 Wachstum auf Benzalkoniumchlorid (500 ug/ml)

Von den 1004 Isolaten konnte bei 49 ein Wachstum festgestellt werden. Auch hier
wird die grofdte Gruppe der gewachsenen Proben mit 76 % durch Pseudomonas spp.
reprasentiert. FUr die Species Serratia und Proteus konnte bemerkenswerterweise
eine anteilsmafige Steigerung der Wachstumshaufigkeit um den Faktor 2.2 bzw. 1.7
im Vergleich zu den Nahrbéden mit einer Konzentration von 300 ug/ml BKC festge-
stellt werden. In Tabelle 7 sind die Species in Prozent der auf den Screeningplatten
gewachsenen Proben mit Zusatz von 500 pg/ml BKC dargestellt.
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n =49
Species 500 ug/ml BKC

Pseudomonas species 76 %

Proteus species 11,5 %

Serratia species 7,7 %

Enterobacter species 1,9 %

Klebsiella species 1,9 %

Morganella species 1,9 %

Tab. 7 Charakterisierung der Species auf 500 ug/ml BKC

5.3.3 Wachstum auf Chlorhexidin (300 pug/ml)

Von den 1004 Isolaten konnte bei 8 ein Wachstum festgestellt werden. Dabei Iasst
sich im Vergleich zu den vorangegangen Untersuchungen eine Umverteilung der
Haufigkeiten zugunsten von Proteus spp. erkennen. Dargestellt sind die Species in
Prozent der auf den Screeningplatten gewachsenen Proben mit 300 pg/ml CHX
(Tab. 8).

n=_8
Species 300 pg/ml CHX
Pseudomonas species 25 %
Proteus species 50 %
Serratia marcescens 12,5 %
o. A. 12,5 %

Tab. 8 Charakterisierung der Species auf 300 ug/ml CHX
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5.4 Resistenzentwicklung in den Jahren 1994-2005

Ein Vergleich der Daten aus dem Jahr 2005 mit denen der Jahre 1994 und 2001
zeigt, dass es innerhalb des Zeitraumes von zehn Jahren zu einer signifikanten Stei-
gerung resistenter Isolate gekommen ist (Tab. 9; Abb. 12). So hat sich die Resistenz-
rate gegenuber Benzalkoniumchlorid (500ug/ml) von 1994 von 0,4 % auf 4,9 % im
Jahre 2005 verzehnfacht. Im selben Zeitraum stieg die Resistenzrate gegenuber
Chlorhexidin (100pug/ml) um den Faktor 4 von 2,0 % auf 7,8 %. Begleitend lasst sich
erkennen, dass zwischen den Jahren 2001 und 2005 lediglich fur BKC noch eine
Steigerung der Resistenten Erreger stattgefunden hat. Fur CHX ist die Rate resisten-
ter Erreger zwischen den beiden letzten Messpunkten stabil geblieben (Tab. 9).

1994 2001 2005
n=2173 n = 2840 n = 1004
Benzalkoniumchlorid
(> 500 pg/ml) 0.4 % 1.0 % 4.8 %
Chlorhexidin
(> 100 pg/ml) 2.0 % 7.9 % 7.8 %

Tab. 9 Resistenzentwicklung (1994 bis 2005) am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Resistenzentwicklung 1994-2005

8_
X 74 11994
£, I 2001
Qo
5 I 2005
o
2
o 4
o
& 3
=
A 17
0

BKC >500pug*mi-1 I CHX >100pg*mi-1
Abb. 12: Resistenzentwicklung (1994 bis 2005) am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf;

(* Diese Daten entstammen gesonderten Voruntersuchungen im Institut)
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5.5 Resistenzinduktion

Die Daten der epidemiologischen Untersuchung zeigen eine klare Steigerung der
Rate resistenter Erreger. Eine Moglichkeit die zu dieser Resistenz fUhrenden Mecha-
nismen weiter zu Untersuchen bietet sich durch den Vergleich von isogenen Erre-
gern in resistenter- und sensibler Variante. Da durch eine repetitive Exposition ge-
genuber subletalen Biocid-Konzentrationen eine Resistenz experimentell verursacht
werden kann, bietet sich hierdurch die Moglichkeit ein solches Erregerparchen expe-
rimentell zu erzeugen. Der anschlieBende Vergleich von z.B. differierenden Protein-
strukturen oder Stoffwechseleigenschaften zwischen der sensiblen Ausgangskultur
und der isogenen resistenten Variante kann dann ausgefuhrt werden um Erklarungs-

ansatze fur die Resistenzmechanismen zu finden.

5.5.1 Resistenzinduktion gegeniiber Chlorhexidin mit E. coli

In dem Versuch durch eine wiederholte Exposition gegenuber CHX resistente E. coli
Erreger zu erzeugen, liel3 sich weder in visueller Kontrolle der hierfir angesetzten
MH-Bouillon noch im TSA-Ausstrich Wachstum feststellen. Bereits geringe Konzen-
trationen des Biocids Chlorhexidine entfaltete eine suffiziente Wirkung auf E. coli. Da
bereits die geringste der gewahlten Konzentrationen (5 pg/ml) kein Wachstum mehr
zuliel® konnte keine Resistenzinduktion erfolgen. Da somit auch kein isogenes Par-
chen einer sensiblen und einer resistenten Kultur erzeugt werden konnte entfallt die

weitere Untersuchungsmaoglichkeit im Rahmen dieser Arbeit.

5.5.2 Resistenzinduktion gegeniiber Chlorhexidin mit Enterobacter spp.

Durch die wiederholte Exposition der Enterobacter-Isolate gegenuber CHX konnte
sukzessive eine Steigerung der MHK bei neun von zehn Isolaten erreicht werden.
Probe 1334 war nicht in der Lage, die minimale Konzentration von 5 ug/ml zu tolerie-
ren, respektive Wachstum zu zeigen und schied dementsprechend aus. Im weiteren
Verlauf zeigten mehrere Proben eine eindrucksvolle Toleranz von Konzentrationen
bis zu 1280 pg/ml, die bereits Anwendungskonzentrationen der Wirkstoffe entspricht.
In Tabelle 10 sind die Isolate mit den Korrespondierenden MHK-Werten dargestellt,
Abbildung 13 gibt einen Eindruck Uber den zeitlichen Verlauf der Resistenzinduktion.
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Stamm-Nr. Species MI-I(L(QZ;J ag MH:E;I::"I)T ag MH:E:/&])T ag
12370 E. aerogenes 10 160 1280
12290 E. aerogenes 10 220 1280
1280711 E. aerogenes 5 320 1280
12455 E. cloacae 5 220 1280
12459 E. cloacae 5 200 1280
12495 E. cloacae 5 160 1280
12360 E. cloacae 5 320 1280
1231711 E. cloacae 5 320 640
12319 E. cloacae 5 320 1280

Tab. 10 Resistenzinduktion Enterobacter spp. / CHX

Darstellung der Enterobacter spp. und der MHK-Werte fiir CHX wahrend der Resistenzinduktion
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Abb. 13: Resistenzinduktion Enterobacter spp./CHX, Einzeldarstellung
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5.5.3 Resistenzinduktion gegeniiber Benzalkoniumchlorid mit E. coli

Von den zehn verwendeten E.-coli-lsolaten zeigte nach 30 Passagen in Mduller-
Hinton-Bouillon mit BKC nur Probe Nr. 12347 eine deutliche Steigerung der tolerier-
ten Konzentration. Alle anderen Proben schieden aufgrund der nicht eintretenden
Resistenz aus. In Tabelle 11 sind die Isolate mit den Korrespondierenden MHK-
Werten dargestellt, Abbildung 14 gibt einen Eindruck Uber den zeitlichen Verlauf der
Resistenzinduktion.

MHK 1. Tag MHK 10. Tag | MHK 30. Tag

Stamm-Nr. Species (ug/ml) (ug/mi) (ug/mi)
12359 E. coli 10 20 20
12823 E. coli 5 20 20
12317 E. coli 5 20 20
12822 E. coli 10 20 20
12454 E. coli 5 10 20
12374 E. coli 5 10 20
12347 E. coli 10 40 320
12295 E. coli 5 40 40
12309 E. coli 5 10 20
12296 E. coli 5 10 20

Tab. 11 Resistenzinduktion E. coli / BKC

Darstellung der E. coli und der MHK-Werte fiir BKC wahrend der Resistenzinduktion
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Abb. 14: Resistenzinduktion E. coli / BKC, Einzeldarstellung
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5.5.4 Resistenzinduktion gegeniiber Benzalkoniumchlorid mit Enterobacter

spp.

Bei den zehn Enterobacter spp. konnte schon nach zehn Tagen bei vier von ihnen

eine deutliche Steigerung der tolerierten Konzentration von BKC erreicht werden. Im

weiteren Verlauf erhohte sich diese zunehmend, um bei Werten von 320 ug/ml keine

weitere Steigerung mehr zu erfahren. Insgesamt erreichten zwei Enterobacter aero-

genes und drei Enterobacter cloacae diese MHK-Stufe. In Tabelle 12 und Abbildung

15 sind die Enterobacter spp. mit den zugehdrigen MHK-Werten wahrend der Resi-

stenzinduktion dargestellt.

Stamm-Nr. Species MI-I(L(QZ;J ag MH:E;I::"I)T ag MH:E:/&])T ag
12370 E. aerogenes 10 20 20
12290 E. aerogenes 20 180 320
1280711 E. aerogenes 40 240 320
12455 E. cloacae 20 200 320
12459 E. cloacae 10 10 10
12495 E. cloacae 20 80 320
12360 E. cloacae 40 60 60
1231711 E. cloacae 40 240 320
12319 E. cloacae 10 60 60

Tab. 12 Resistenzinduktion Enterobacter spp. | BKC




47

MHK Chlorhexdine pg/ml

MHK Chlorhexdine pg/ml MHK Chlorhexdine pg/ml

MHK Chlorhexdine pg/ml

MHK Chlorhexdine pg/ml

259

20

15

10

Enterobacter aerogenes / 12370

3504
3004
2504
2004
150
100-]

50

T T T
5 10 15 20 25
Passage

Enterobacter aerogenes / 12290

T T
15 20 25

Passage

(5]
=
o

Enterobacter cloacae / 12495

3504
3004
250+
2004
150
100-]

50

T T
5 10 15 20 2
Passage

(]

Enterobacter cloacae / 1231711

w

MHK Chlorhexdine pg/ml

T T T T

0 5 10 15 20 25

Passage

Enterobacter cloacae / 1280711

\

0 5 10 15 20 25

Passage

MHK Chlorhexdine pg/ml

MHK Chlorhexdine pg/ml

MHK Chlorhexdine pg/ml

Enterobacter cloacae / 12455

Passage

Enterobacter cloacae / 12459

100+

80

60

40

20

T T T T 1
5 10 15 20 25

Passage

Enterobacter cloacae / 12360

_

1001

80

60

20

T T T
5 10 15 20 25
Passage

Enterobacter cloacae / 12319

o

T T T 1
5 10 15 20 25

Passage

Abb. 15: Resistenzinduktion Enterobacter spp. | BKC, Einzeldarstellungen
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5.6 Stabilitat der Resistenz

Nach der Induktion der Resistenz, respektive Erzeugung isogener Isolate in resisten-
ter und sensibler Form als Grundlage fur weitere Untersuchungen, stellte sich die
Frage ob es sich um eine adaptive Reaktion auf Umweltstress handelt oder aber ob
eine dauerhafte Resistenz erworben wurde. Im Falle einer intrinsischen Adaptations-
reaktion ware zu erwarten, dass in biocidfreier Kultivierung nach einer Weile die ent-
sprechenden Anpassungsvorgange wieder aufgegeben werden, sich also erneut
Suszeptibilitat einstellt. Somit fand eine biocid-, respektive stressfreie Kultivierung
der Proben in MHB fir zehn Passagen mit anschlieRender Kontrolle der MHK (,p10
MHK®) statt. Die CHX-resistenten Enterobacter spp. zeigten nach den zehn Tagen
Biocidfreier Kultivierung keine Veranderung der MHK-Werte. Gleichermal3en gilt die-
se Beobachtung fur BKC-resistente Enterobacter spp. und fur BKC-resistente E. coli.
Nach zehn Passagen ohne Wirkstoffstress variiert die zuvor gegenuber dem Biocid
erreichte MHK nicht. Somit konnte eine Stabilitat der Resistenz flur den getesteten
Zeitraum von 10 Passagen bei den verwendeten Isolaten bewiesen werden. Aufge-
trennt nach Species und Biocid geben die Tabellen 13 bis 15 Auskunft Gber die Wer-

te.

Stamm Nr. Species MHK CHX (ugimi) | P10 ij;'/ﬁlf"'x
12370 E. aerogenes 640 640
12290 E. aerogenes 640 640
12455 E. cloacae 640 640
12459 E. cloacae 640 640
12495 E. cloacae 640 640
12360 E. cloacae 640 640
1231711 E. cloacae 640 640
12319 E. cloacae 640 640
1280711 E. cloacae 640 640

Tab. 13 Resistenzstabilitdt Enterobacter spp. / CHX

P40 MHK CHX: MHK fir CHX nach 10 Biocidfreien Passagen
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Stamm Nr. Species MHK BKC (ugimi) | P10 m/l;u?m
12290 E. aerogenes 320 320
12455 E. cloacae 320 320
1231711 E. cloacae 320 320
1280711 E. cloacae 320 320

Tab. 14 Resistenzstabilitat Enterobacter spp. / BKC

P+ MHK BKC: MHK fir BKC nach 10 Biocidfreien Passagen

SLETI, [ Species MHK BKC (ugimi) | ©" ﬂﬂlﬁ.?'(c
12347 E. coli 320 320

Tab. 15 Resistenzstabilitat E. coli / BKC

P40 MHK BKC: MHK fir BKC nach 10 Biocidfreien Passagen

5.7 Kreuzresistenz gegenuber BKC und CHX

Eine Kreuzresistenz zwischen BKC und CHX wurde Uberprift, um einen Hinweis auf
den Resistenzmechanismus zu erhalten. Sofern durch die Resistenz gegenuber dem
einen der Biocide auch eine Resistenz gegenlber dem anderen beobachten werden
kann, ware dies als Argument flr einen gemeinsamen Resistenzmechanismus ver-
wertbar. Im Anschluss an die Resistenzinduktion wurde hierfur von den aufgeschau-
kelten Kulturen ebenfalls die MHK fur das nicht zum Aufschaukeln verwendete Biocid
bestimmt. Eine z.B. gegenuber CHX resistente Kultur wurde also auch auf ihnre MHK
gegenuber BKC Uberprift (,cuxMHK BKC®). In Tabelle 16 Iasst sich erkennen, dass
alle CHX-resistenten Enterobacter spp. BKC-sensibel sind. Den Tabellen 17 und 18
wiederum ist zu entnehmen, dass Enterobacter spp. und E.coli mit hohen MHK-
Werten gegenuber BKC keine Resistenz gegenuber CHX ausgebildet haben.

Zusammenfassend lasst sich anhand der dargestellten Werte feststellen, dass es im
Rahmen des Wirkstoffstresses zu keiner relevanten Kreuzresistenz gekommen ist.
Eine experimentell erzeugte Resistenz fur CHX oder BKC fuhrte in dieser Arbeit nicht
gleichzeitig zu einer veranderten MHK gegenuber dem anderen Biocid.
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Stamm Nr. Species MHK CHX (ug/mi) CHX"(’L';%I'?KC
1280711 E. aerogenes 640 20
12370 E. aerogenes 640 20
12290 E. aerogenes 640 20
12360 E. cloacae 640 20
12459 E. cloacae 640 20
12455 E. cloacae 640 20
1231711 E. cloacae 640 20
12495 E. cloacae 640 40
12319 E. cloacae 640 20

Tab. 16 Kreuzresistenz Enterobacter spp. / CHX

cixMHK BKC: MHK fiir BKC der CHX-resistenten Variante
MHK CHX: MHK fir CHX der CHX-resistenten Variante

Fur mit BKC hochgeschaukelte Enterobacter spp. zeigten sich die MHK-Werte ge-

genuber CHX wie folgt (Tab. 16):

Stamm Nr. Species MHK BKC (ug/mi) BKC"(’L';%I?HX
1280711 E. aerogenes 320 10
12290 E. aerogenes 320 10
12455 E. cloacae 320 10
1231711 E. cloacae 320 <5

Tab. 17 Kreuzresistenz Enterobacter spp. / BKC

skcMHK CHX: MHK fiir CHX der BKC resistenten Variante

MHK BKC:

Far mit BKC hochgeschaukelte E. coli zeigten sich die MHK-Werte gegenuber CHX

wie folgt (Tab 17):

MHK fiir BKC der BKC resistenten Variante

Stamm Nr. Species MHK BKC (ug/ml) BKC'\(,::I;%SHX
12347 E. coli 320 5

Tab. 18 Kreuzresistenz E. coli / BKC

skcMHK CHX: MHK fiir CHX der BKC-resistenten Variante
MHK BKC: MHK fiir BKC der BKC-resistenten Variante
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5.8 Kreuzresistenz gegeniuber Antibiotika/E-Test

5.8.1 Antibiotikatestung Benzalkoniumchloridresistenter Isolate

Um eine Kreuzresistenz gegenuber Antibiotika aus den Gruppen 2 und 5 der Cepha-
losporine nach der Resistenzinduktion zu erfassen, wurde mit den Kulturen die eine

Resistenz gegenuber BKC erworben hatten ein E-Test durchgefuhrt. Eine Gegen-

uberstellung erfolgt fur die erste und zehnte Passage der Isolate in Tabelle 19.

Stamm-Nr. /

Passage BKC

MHK Cefoxitin (FX)

MHK Cefuroxim (XM)

Spezies (ng/ml) (ug/ml)
0 >256 >256
12455/
10 >256 >256
E. cloacae
0 >256 >256
12290 /
10 >256 >256
E. aerogenes
0 >256 6
12495/
E. cloacae 10 >256 6
0 32 6
12.31711/
E. cloacae 10 32 (64) 32
0 64 4
1280711 /
10 96 12
E. aerogenes
0 1 0.75
12347 / 10 8 12
E. coli 25 32 32
0 1.5 4
12295/
E. coli 10 24 24

Tab. 19 Antibiotikatestung Benzalkoniumchloridresistenter Isolate
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Hierbei sieht man gut die fur Enterobacter spp. typische Resistenz gegenuber
Cephalosporinen. Zwei der Uberpruften Isolate zeigten im Rahmen der Antibiotikare-
sistenztestung allerdings eine ausgepragte Veranderung in den tolerierten MHK-
Werten. Bei E. coli 12347 kam es begleitend zur steigenden MHK fur BKC nach der
ersten (5 yg/ml), zehnten (40 ug/ml) und 25. (220 pg/ml) Passage zu einen korre-
spondierenden Anstieg der MHK sowohl fur Cefuroxim von 0,75 ug/ml tber 12 pug/ml
auf 32 ug/ml, als auch fur Cefoxitin von 1 pg/ml tber 8 ug/ml auf 32 pg/ml (Abb. 16).
Enterobacter aerogenes 12807 Il fiel ebenfalls durch eine begleitend zur Toleranz
von BKC nach der ersten (40 ug/ml) und zehnten Passage (240 ug/ml) steigende
MHK far Cefoxitin von 64 ug/ml auf 96 pyg/ml und fur Cefuroxim von 4 pg/ml auf
12ug/ml auf (Abb. 16).
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Abb. 16: E-Test von E. coli 12347 und Enterobacter aerogenes 12807l
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Um den Zusammenhang zwischen der Resistenz gegenuber BKC und der gegen-
uber FX und XM weiter zu objektivieren, wurden diese bei den gesteigerten Proben
(n = 7) auf einem Signifikanzniveau von 5 % gepruft. Dabei wurde ein parametrischer

t-Test fur verbundene Stichproben verwendet (Abb. 17).
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X 204
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GK/ XM BKC XM GK I FX BKC FX

Abb. 17: T-Test

Bei den MHK-Werten fur XM lag die mittlere durch die Resistenzinduktion mit BKC
erreichte MHK-Differenz zur unbehandelten Kultur bei 11.17 pg/ml, fur FX bei 25.15
pg/ml (p = 0.0380 fur XM; p = 0.0065 fur FX). Streng genommen lasst sich hieraus
lediglich die Aussage ableiten, dass einzelne Isolate nach Erlangen einer Resistenz
gegenuber BKC auch eine gesteigerte MHK gegenuber den getesteten Antibiotika
zeigen. Ob eine Kausalitat zwischen der durch wiederholte Passage induzierten Re-
sistenz gegenuber BKC und der gesteigerten MHK fur FX und XM besteht, musste
durch eine groRere Untersuchung geklart werden. Bislang kann aufgrund der gerin-
gen ProbengrdflRe ein Beobachtungsphanomen nicht ausgeschlossen werden. In An-
betracht der Tatsache, dass jedoch lediglich bei zwei der verwendeten Kulturen eine
signifikante Zunahme der tolerierten Konzentration der Cephalosporine nachgewie-
sen werden konnte, erscheint dies zum jetzigen Zeitpunkt als nicht sehr wahrschein-
lich. Diese Ergebnisse bestarken eher die bestehende Empfehlung Infektionen mit
Enterobacter spp. nicht mit Cephalosporinen zu behandeln.
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5.8.2 Antibiotikatestung chlorhexidinresistenter Isolate

Fur Kulturen, die eine Resistenz gegenuber Chlorhexidin erlangten, wurden die
MHK-Werte gegenuber FX und XM mittels E-Test Uberpruft. Eine Gegenuberstellung
dieser Werte erfolgte nach der ersten und 30. Passage (Tab. 20).

Stamm Nr./ | Passage CHX MHK Cefoxitin (FX) MHK Cefuroxim (XM)

Species (ng/ml) (ng/ml)
0 >256 6
12459 /
E. cloacae 30 >256 6
0 128 4
12360 /
E. cloacae 30 128 4
0 >256 6
12319/
E. cloacae 30 >256 6
0 >256 >256
12290 /
30 >256 >256
E. aerogenes
0 >256 6
12495/
E. cloacae 30 >256 6
0 >256 6
1231711/
E. cloacae 30 >256 6
0 64 4
1280711 /
E. cloacae 30 96 4
0 >256 6
12495/
E. cloacae
30 >256 6

Tab. 20 Antibiotikatestung Chlorhexidinresistenter Isolate
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei keiner der verwendeten Kulturen (n =
8) eine signifikante Zunahme der tolerierten Konzentration nachgewiesen werden
konnte. Auch hier sehen wir erneut die ausgepragte Resistenz von Enterobacter spp.
gegenuber Cephalosporinen.

5.9 Stoffwechseleigenschaften der resistenten Isolate

Um funktionelle Veranderungen durch den applizierten Wirkstoffstress zu detektie-
ren, wurde in diesem Abschnitt eine Auswahl an Stoffwechselleistungen der Isolate
Uberpruft. Dafur fanden die Ausgangskulturen und Kulturen nach der Passage in
MHB mit Biozidzusatz Verwendung. Die Stoffwechselleistung beider Gruppen wurde
dann mit dem Enterotube®-Test ermittelt und erfasst. Hierbei zeigte sich, dass
1280711 (E. cloacae) bereits nach sechs Passagen unter Biozidzusatz im Gegensatz
zur Ausgangskultur nicht mehr in der Lage war, Lysin zu verstoffwechseln. Neben
diesem Befund konnte nach sechsfacher Passage mit dem verwendeten Testverfah-
ren sowohl fur 12807 Il (E. cloacae) und 12459 (E. cloacae) keine Fermentierung
von Laktose mehr nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu jedoch wurde bei der
Probe 12455 (E. cloacae) festgestellt, dass erst nach dem Wirkstoffstress eine Ver-

stoffwechselung von Adonitol, Laktose oder Lysin dokumentiert werden konnte.

Zusammenfassend lieRen sich jedoch keine vergleichbaren Ergebnisse in Bezug auf
die Uberpruften Stoffwechseleigenschaften darstellen. Eine unspezifische Deviation
der Fermentationsprozesse unter Wirkstoffstress erscheint zum jetzigen Zeitpunkt
eher als erklarende Begrundung, als dass ein gezielter Mechanismus zur Steigerung
der Toleranz gegenuber Bioziden vorliegt.
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5.10 Proteinbestimmung

5.10.1 Auftrennung der Membranproteine/SDS-PAGE

Durch die Resistenzinduktionsversuche wurden isogene Parchen jeweils einer Bioci-
dresistenten und einer Biocidsensiblen Kultur erzeugt. Entsprechend konnte nun ein
direkter Vergleich der Proteinbestandteile der Membranen von sensibler und resi-
stenter Kultur erfolgen. Zu diesem Zweck wurden die Proteinbestandteile mittels 2-
%-SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Ein begleitend verwendeter Proteinstandard
gibt Aufschluss Uber die ungfahre GréRRe der Proteine. Von den untersuchten Proben
stellten sich bei den lIsolaten 12455, 123171l, 12370 (Abb. 18), 12290, 12807II,
12319 (Abb. 19) und 12360, 12459, 12495 (Abb. 20) Unterschiede in den Protein-
banden zwischen der Grundkultur (,GK*), der Chlorhexidine-resistenten Variante
(,LCHX*) und/oder der Benzalkoniumchlorid-resistenten Variante (,BKC*) dar.

12455 E. cloacae 12317Il E. cloacae 12370 E. aerogenes
GK CHX BKC GK CHX BKC GK CHX

Abb. 18 Gelelektrophorese der Enterobacter spp. 12455, 12317 1l und 12370.

Im Vergleich zur Grundkultur findet sich bei der BKC-resistenten Variante von Isolat 12455 eine zu-
satzliche Bande. Bei Isolat 12317 1l sehen wir eine nahezu fehlende Bande in der CHX-resistenten-
und deutlich weniger intensiv ausgepragte Bande der BKC-resistenten Variante. Bei Isolat 12370 fehlt
der CHX-resistenten Variante eine Bande im Vergleich zur Grundkultur.
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12290 E. aerogenes 1280711 E. aerogenes
GK CHX BKC GK BKC

& 250kDa
4— 100kDa
4— 75kDa
4— 50kDa

4— 37kDa

<«— 20kDa

4— 15kDa

Abb. 19 Gelelektrophorese der Enterobacter spp. 12290 und 12807II.

Im Vergleich zur Grundkultur fehlt der CHX-resistenten Variante von Isolat 12290 eine Bande, gleich-

zeitig sehen wir bei der BKC-resistenten Variante eine zusatzliche Bande.

12319 12360 12459 12495
E. cloacae E. cloacae E. cloacae E. cloacae

GK CHX GK CHX GK CHX GK CHX

___«—250kDa
4— 100kDa

4— 75kDa
4— 50kDa

4— 37kDa

<4— 25kDa

4— 20kDa

4— 15kDa
Abb. 20 Gelelektrophorese der Enterobacter spp. 12319, 12360, 12459 und 12495.

Hier sehen wir bei Isolat 12495 im Vergleich zur Grundkultur sowohl eine zusétzliche, als auch an an-

derer Position eine kleinere fehlende Proteinbande.
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5.10.2 Qualitative Proteinbestimmung

Nachdem sich in der Gelelektrophorese bei mehreren isogenen Proben differierende
Proteinbanden zwischen Grundkultur und Biocidresistenten Varianten darstellen lie-
Ren, erfolgte im nachsten Schritt eine qualitative Proteinbestimmung. Hierflr wurden
die differierenden Proteinbanden der untersuchten Proben mit dem Skalpell aus dem
Gel herausgeldst und anschlieRend durch eine matrixassistierter Laser-Desorption-
lonisation (MALDI) bzw. tandem-mass-spectrometry bestimmt. Folgende Proteine
konnten durch das Institut fir Klinische Chemie des Universitatsklinikums Hamburg-

Eppendorf identifiziert werden.

12455 E. cloacae

In der gelelektrophoretischen Auftrennung der Membranproteine des E. cloacae
12455 zeigte sich in der BKC-resistenten Variante eine zusatzliche Proteinbande im
GréRenbereich von ca. 20 kDa. Zeitgleich stellte sich eine zweite etwas gréfRere Pro-
teinfraktion in der BKC-resistenten Variante sehr viel deutlicher dar als in der isoge-
nen, Biocidsensiblen Grundkultur. In der anschlieltenden Differenzierung der Prote-
inbanden konnte die zusatzliche Bande als MtlA-interacting MipA family protein iden-
tifiziert werden, die im Verlgeich zur Grundkultur vermehrt exprimierte Proteinbande
als Flaggelin (Abb 21).

12455 E. cloacae
GK CHX BKC

Flaggelin

MtlA-interacting
MipA family protein

Abb. 21 Proteindifferenzierung E. cloacae 12455
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12317 Il E. cloacae

In den aufgetrennten Proteinbanden des E. cloacae 12317 Il stellten sich zwei rele-
vante Diskrepanzen dar. Eine ca. 20 kDa grof3e Bande stellt sich in der BKC-

resistenten Variante im Vergleich zur Grundkultur deutlich weniger intensiv dar. Zu-
satzlich sehen wir eine in der CHX-resistenten Variante neu aufgetretene Bande im
GroRenbereich <15 kDa. Das mutmalflich in der BKC-resistenten Variante vermin-
dert exprimierte Protein liel3 sich als Flaggelin-domain containing protein identifizie-
ren, die neu aufgetretene Proteinbande der CHX-resistenten Bande wird durch das

outer-membrane-protein OmpX hervorgerufen (Abb. 22).

123171l E. cloacae
GK CHX BKC

Flaggelin-domain
containing protein

Abb. 22 Proteindifferenzierung E. cloacae 12317 |l




60

12370 E. aerogenes

Die Auftrennung der Membranproteine des E. aerogenes 12370 zeigte im direkten
Vergleich mit der Biocid-sensiblen Grundkultur eine in der CHX-resistenten Variante
nicht mehr darstellbare Proteinfraktion im Grof3enbereich von 25 kDa. Diese konnte
in der Biocid-sensiblen Variante als Omp E36 identifiziert werden (Abb. 23).

12370 E. aerogenes
GK CHX

Omp E36

Abb. 23 Proteindifferenzierung E. aerogenes 12370
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12290 E. aerogenes

Eine in der CHX-resistenten Variante im Vergleich zur Grundkultur nicht auffindbare
Proteinbande mit einer Grof3e von 25 kDa konnte in der Biocid-sensiblen Grundkultur
als Omp 36 bestimmt werden. Eine nahe beieinander liegende Doppelbande (ca. 37
kDa) der Grundkultur zeigte sich in der CHX-resistenten Variante lediglich als einfa-
che Proteinbande. Die fehlende Bande lieR sich als Flaggelin identifizieren. Zusatz-
lich sehen wir in der BKC-resistenten Variante eine intensiv ausgepragte Proteinban-
de (20-25 kDa) welche weder in der Grundkultur noch in der CHX-resistenten Varian-
te zu sehen ist. Diese Proteinbande konnte dem Flaggeli-domain containing protein

zugeordnet werden (Abb. 24).

12290 E. aerogenes
GK CHX BKC

Maltoporin
Flaggelin
Omp 36

Flaggelin-domain
containing protein

Abb. 24 Proteindifferenzierung E. aerogenes 12290
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12495 E. cloacae

Die Gelelektrophorese der CHX-resistenten Variante des E. cloacae 12495 stellte
sich im Vergleich mit der Grundkultur mit einer zusatzlichen Proteinbande um 37 kDa
dar. Diese konnte dem Flaggelin-domain containing Protein, Omp A zugeordnet wer-
den. Eine weitere Proteinbande (20-25k Da) fehlte der CHX-resistenten Variante, in

der Grundkultur wurde diese durch ein Maltoporin hervorgerufen (Abb. 25).

12495

E. cloacae
GK CHX

Flaggelin-domain
containing protein,
OMP A

Maltoporin

Abb. 25 Proteindifferenzierung E. cloacae 12495
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5.11 Inhibitionsversuche

5.11.1 Resistenzinhibition durch Phenylarginin-beta-Naphthylamid

Eine initial angenommene Beteiligung der Multi-Drug-Effluxproteine der Resistance-
Nodulation-Division-Klasse, Typ OmpA, wurde durch die Verwendung des dafur un-
spezifischen Hemmstoffes Phenylarginin-beta-Naphthylamid (PARN) Gberpruft.
Durch die durchgefuhrten Inhibitionstests konnte in Vorversuchen bei einigen der
verwendeten Kulturen von E. coli oder Enterobacter spp. eine Reduktion um ein bis
zwei Konzentrationsstufen der zuvor erzeugten Resistenz gegenuber den Bioziden
gesehen werden. Eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse lie® sich jedoch nicht do-
kumentieren. Dieses Resultat war sowohl fur Kulturen, deren MHK-Werte fur BKC
signifikant angestiegen waren, als auch fur die Kulturen, deren MHK-Werte fur CHX
signifikant angestiegen waren, gleichermal3en festzustellen. Fir alle verwendeten
Kulturen lieRen sich auch nach wiederholter Testung und Verlangerung der Inkubati-
onszeiten mit dem Inhibitor keine reproduzierbaren Daten erheben. Auch eine Erho-
hung der Konzentration des Inhibitors im Probenansatz um den Faktor 10 bzw. 100
zeigte keine signifikanten Differenzen in den gemessenen MHK-Werten. Zusammen-
fassend kann man feststellen, dass es durch Zusatz von PARN in der vorliegenden
Arbeit nicht zu einer Resuszeptibilisierung kam.

5.11.2 Resistenzinhibition durch 1- (1-naphtylmethyl) -piperazin

Eine weitere Uberpriifung der an den Resistenzmechanismen beteiligten Strukturen
erfolgte durch den Inhibitor 1- (1-methylnaphtyhl) -piperazin (NMP) [94]. Auch NMP
wird die Eigenschaft zugeschrieben, die Funktion von Effluxpumpen des RND-Typs
zu blockieren. Analog zu den Versuchen mit PARN wurde NMP auf eine Inhibitorwir-

kung hin gepruft.
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5.11.3 Inhibition der BKC-Resistenz durch NMP

BKC-resistente Isolate welche unter Hinzugabe von NMP kultiviert wurden zeigten
eine deutliche Reduktion ihrer MHK fur BKC. Die Inhibitorwirkung von NMP zeigte
dabei bei allen Isolaten eine Dosisabhangigkeit. Durch die Hinzugabe von NMP
(1280 pg/ml) konnte die zuvor dokumentierte BKC-Resistenz vollstandig aufgehoben
werden (Tab. 21; Abb 26).

Species Stamm Nr. e mIiBtKr\?l\;lhlgl-(I:;s(:s:;lg;:r)\l)
E.coli 12347 160 <5
E. aerogenes 1280711 320 40
E. cloacae 1231711 320 10
E. aerogenes 12290 320 20
E. cloacae 12495 160 10

Tab. 21 BKC-MHK im Vergleich mit und ohne NMP (1280ug/ml)

320+
280+
240+
2001
160+
1204

MHK Benzalkoniumchlorid pg/ml

1-(1-Naphtylmethyl)-piperazine

Abb. 26: BKC-MHK in Abhangigkeit der NMP-Konzentration
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5.11.4 Inhibition der CHX-Resistenz durch NMP

CHX-resistente Isolate welche unter Hinzugabe von NMP kultiviert wurden zeigten
eine deutliche Reduktion ihrer MHK fur CHX. Die Inhibitorwirkung von NMP zeigte
dabei bei allen Isolaten eine Dosisabhangigkeit. Durch die Hinzugabe von NMP
(1280pg/ml) konnte die zuvor dokumentierte BKC-Resistenz weitestgehends aufge-
hoben werden (Tab. 22; Abb. 27).

Species Stamm Nr. CH:)(;\“::I Irfllfl‘ljglml) mcl:tl-I »)a(ﬂn“ngsgjﬂg;xn
E. cloacae 12455 1280 640
E. aerogenes 12370 1280 40
E. cloacae 12459 1280 640
E. cloacae 12360 1280 320
E. cloacae 12319 1280 160
E. cloacae 1231711 640 320
E. aerogenes 12290 1280 80
E. cloacae 12495 1280 80

Tab. 22 CHX-MHK Im Vergleich mit und ohne NMP (1280 pg/ml)

1280+
1120+
960+
800+
640+
4801
320+
160+

MHK Chlorhexidine pg/ml

0

o

N N
& q\é\

1-(1-Naphtylmethyl)-piperazine

Abb. 27: CHX-MHK in Abhangigkeit der NMP-Konzentration
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6 Diskussion

6.1 Anstieg der Rate resistenter Isolate im Screening

Die Ergebnisse der epidemiologischen Untersuchung der vorliegenden Arbeit, im Zu-
sammenhang mit den Zahlen der Voruntersuchungen aus den Jahren 1994 und
2001 gesehen, lassen gut erkennen, dass die Haufigkeit resistenter Isolate einen si-
gnifikanten Zuwachs erfahren hat. Innerhalb der letzten elf Jahre hat ein progredien-
ter Anstieg Benzalkoniumchloridresistenter gramnegativer Isolate um den Faktor 10,
von 0,4 % (1994) auf 4,8 % (2005) stattgefunden. Fur Chlorhexidin-gluconat fand im
selben Beobachtungszeitraum eine stabile Resistenzsteigerung um etwa den Faktor
4, von 2,0 % (1994) auf 7,8 % (2005) statt (Tab. 9). Die Ausbildung von Resistenz-
mechanismen gegenuber potenziell schadlichen aulleren Einflissen ist eine bekann-
te Form der Adaptation an eine feindliche Umwelt. Die dazu fuhrenden Mechanismen
und Ausloser, sowohl von stabilen und genetisch fixierten als auch von transienten

Resistenzen, sind in unterschiedlichem Male ergrundet [95, 96].

Besondere Beachtung sollte denjenigen Erregern beigemessen werden, welche be-
reits in relevantem Malde klinische Infektionen verursachen. Denn hieraus resultiert
nicht nur eine Relevanz fur die Gestaltung der antibakteriellen Therapie, sondern
auch eine relevante Okonomische Grofe. Die steigenden Raten an resistenten
gramnegativen Erregern erhohen nicht nur Mortalitdt und Verweildauer, sondern
ebenso die damit verbundenen Kosten des Krankenhausaufenthaltes [97], dies in
einem Gesundheitssystem, in dem bis zu 90 % der stationaren Patienten Antibiotika
verordnet werden [98]. Der Auswahl des richtigen, respektive in Bezug auf den Erre-
ger wirksamen Antibiotikums kommt dadurch eine herausragende pharmako-
okonomische Bedeutung zu. Nicht umsonst entfallen bis zu 50 % des Arzneimittel-
etats auf Antibiotika [99]. Eine Untersuchung konnte zeigen, dass intensivmedizini-
sche Patienten (n = 604) aus dem operativen Kollektiv mit Infektionen durch resisten-
te gramnegative Erreger eine doppelt so lange Krankenhausverweildauer hatten (29
vs. 13 Tage, p<.0001), deutlich mehr Intensivbehandlungstage bendtigten (12 vs. 1
Tag, p<.0001) und folglich signifikant héhere Kosten verursachten ($ 80,500 vs. $
29,604, p<.0001). Der Anteil, der durch die antibiotische Therapie entstandenen Ko-
sten zwischen den beiden Gruppen, unterschied sich dabei um den Faktor 3 [100].

Multiresistente Infektionen sind teuer — und sie sind von zunehmender klinischer Re-
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levanz [101, 102]. In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Spezies mit Resi-
stenzeigenschaften gegenuber Antibiotika beschrieben und diese Entwicklung ruckte
somit in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Die Daten dieser Arbeit
liefern jedoch einen Beleg daflr, dass sich eine weitere Herausforderung auf dem
Vormarsch befindet — eine Herausforderung, welche den klinischen Alltag und damit
auch die Patienten schon langst erreicht hat: die zunehmende Resistenz gegenuber
Bioziden. Zeitgleich konnte diese Arbeit eine relative Stabilitat der Haufigkeit von
CHX-resistenten Isolaten zwischen den Jahren 2001 und 2005 zeigen. Fur diesen
Zeitraum konnte nach dem ausgepragten Anstieg resistenter Isolate zwischen 1994
und 2001 keine weitere Zunahme ihrer Pravalenz gefunden werden (Tab. 9; Abb.
12). Um diesen Umstand zu erklaren, bedarf es der Beachtung von Faktoren, die die
Entwicklung einer Resistenz beeinflussen kdnnen. Hierbei wird der (wiederholten)
Exposition gegenuber einer subinhibitorischen Konzentration wiederum eine heraus-
ragende Bedeutung zugemessen [67, 103-105]. Faktoren, die eine Einflussgrof3e auf
die Entstehung einer solchen Situation darstellen, lassen sich grob in intrinsische und
extrinsische unterteilen. Eine bedeutende Uberlegung, welche die EinflussgréRe in-
trinsischer Faktoren beschreibt, ist dass sog. ,CT-Konzept®. Aus Konzentration (,C*
concentration) und Kontaktzeit (,T“ time) Iasst sich dabei eine Konstante als Mal der
Effektivitat eines Wirkstoffes ableiten [106]. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass
eine Vielfalt an (Anwender-)Fehlermoglichkeiten besteht, welche so zu einem Un-
gleichgewicht der beiden Groflien fuhrt. Extrinsische Faktoren subsumieren wiederum
eine Vielfalt von Variablen, wie z. B. Kontaktform, Temperatur oder pH, ebenso wie
Populationsspezifika der exponierten Kultur.

Ob zum Beispiel eine striktere Umsetzung von Anwendungsvorschriften mit konseku-
tiver Vermeidung subletaler Konzentrationen dabei eine Rolle spielt bleibt nur hoff-
nungsvoll zu vermuten. Eine inadaquate Vorhaltung oder Anwendung der Wirkstoffe
stellt jedoch haufig die Initiale Vorstufe von Resistenzen dar. In der Arbeit von Prince
und Ayliffe konnten sogar aus 53 % der Wirkstoffbehaltnisse Erreger kultiviert wer-
den [107-109]. Gleichermalen liel3 sich ein Ausbruch von Serratia marcescens auf
einer neurochirurgischen Intensivstation direkt auf kontaminierte Hexetidine-Flaschen
zuruckfuhren [110] — ein Wirkstoff, der vergleichbar zu CHX bei beatmeten Intensiv-
patienten zur oralen antiseptischen Behandlung verwendet wird. Die beobachtete
Stabilitat der Resistenz zwischen 2001 und 2005 konnte also durchaus ihre Begrun-
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dung in einer gunstigeren Konstellation der intrinsischen und/oder extrinsischen Fak-
toren haben. Die Kenntnis dieser Stabilitat Iasst sich allerdings auch als Argument fur

die Anwendung nehmen.

6.2 Verteilung der resistenten Erreger

Wahrend der Untersuchungen uber die taxonomische Verteilung der resistenten Va-
rianten der gramnegativen Erreger zeichnete sich schon frih eine klare Auftrennung
ab. Neben Proteus spp. erwies sich Pseudomonas spp. im direkten Vergleich mit En-
terobacter spp. und E. coli wesentlich haufiger resistent gegenuber den angewende-
ten Biociden (Tab. 6 bis 8) — ein Ergebnis, das die in der Literatur bereits beschrie-
bene bemerkenswerte Madglichkeit von Pseudomonas spp. untermauert, sich wah-
rend der Exposition mit therapeutischen Konzentrationen von BKC und CHX einen
Erhalt und sogar die Expansion der Population zu leisten [111]. In bis zu 84,2% der
Falle sind Pseudomonaden resistent gegenuber CHX [112]. Die dafur verantwortlich
gemachten Mechanismen umfassen auller einer Reizantwort der Zellwand mit ver-
mehrter Expression von Lipopolysacchariden und membranassoziierten Proteinen
[113] im Fall von Benzalkoniumchlorid eine reduzierte Adsorption aufgrund der nega-
tiv geladenen Zelloberflache und vermutlich einen energiekonsumierenden Trans-
portmechanismus im Sinne einer Effluxpumpe [114]. Sehen wir die Phase der Ad-
sorption als erste und zwingende Pramisse fur jede weitere Wirkungsvermittlung im
Gefluge des Wirkmechanismus von Bioziden, so erklart dies die auffallige Resistenz
von Pseudomonaden gegenuber CHX und BKC (Abb. 29). Pseudomonas aeruginosa
zeigt des Weiteren eine intrinsische Resistenz gegenuber CHX, da u. a. ein hoher
Gehalt an Mg?* in der duReren Membran die Bindungen zwischen den Lipopolysac-
chariden stabilisiert und so eine Aufnahme der Biozide respektive Penetration der
Membran reduziert. In der Praxis sollte dies bedeuten, dass Desinfektionsstrategien
auf der Basis von BKC- oder CHX in Bereichen mit hoher Pravalenz von Pseudomo-
nas spp. kritsch zu sehen sind.

6.3 Einfluss der Nahrmedien

Unabhangig von den identifizierten Spezies zeigte sich eine das Wachstum betref-
fende Diskrepanz zwischen den beiden im Screening verwendeten Nahrmedien. Bei
einer BKC-Konzentration von 300 ug/ml konnte bei 12,3 % der Proben (n = 1004) auf
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TSA Wachstum dokumentiert werden (Tab. 4). Gleichzeitig zeigten die identischen
Proben unter den gleichen Wachstumsrahmenbedingungen jedoch in nur 3,2 % der
Falle ein Wachstum auf den ISO-Sensitest-Nahrboden (Tab. 5). In den durchgefuhr-
ten Untersuchungen zu CHX zeigte sich diese Tendenz in noch deutlicherer Form
mit einem Wachstumsunterschied um den Faktor 80. Die auf die Iso-Sensitest-
Nahrboden aufgebrachten Proben zeigten bei aquipotenten Biozidkonzentrationen im
Vergleich zu der Gruppe auf TSA-Nahrboden unter ansonsten identischen Rahmen-
bedingungen kein vergleichbares Wachstum (Abb. 10 und 11). Obwohl beide Nahr-
boden fur die Resistenztestung geeignet sind, stellen sich laut Herstellerangaben des
ISO-Sensitest-Nahrbodens besonders vorteilhafte Bedingungen zur Resistenzte-
stung ein. Grundlegend lassen sich mehrere Unterschiede mit einer moglichen Be-
einflussung sowohl der verwendeten Erreger als auch der angewandten Biozide zwi-
schen den beiden verwendeten Nahrboden ausmachen. An dieser Stelle sei auf die
eingangs dieser Arbeit vorgestellten grundlegenden Eigenschaften von BKC und
CHX hingewiesen. Fur beide Biozide ist bekannt, dass in Anwesenheit von organi-
scher Materie eine Wirkungsabschwachung zu erwarten ist. In welchem Mal3e diese
Wirkungsminderung durch einzelne Substanzen vermittelt wird, ist jedoch noch un-
klar. Die Uberlegung, dass eine der in den Nahrbdden enthaltenen organischen Ver-
bindungen eine spezifische Interaktion mit einem der Biocide aufweist, erscheint je-
doch zunachst plausibel und wurde in diesem Zusammenhang dann als extrinsischer
Faktor zum Tragen kommen. Weitere Untersuchungen zu dieser Fragestellung sind

notig, um hier eine klare Aussage treffen zu konnen.

6.4 Bakterizide Wirkung von Chlorhexidin auf E. coli

Bei der Analyse der Untergruppen zeigte sich, dass keiner der gescreenten E. coli-
Isolate in der Lage war, unter den beschriebenen Bedingungen eine Resistenz ge-
genuber CHX zu entwickeln. Eine Konzentration ab 5 pg/ml erwies sich bei allen iso-
lierten E. coli-Proben als suffizient, um Wachstum zu verhindern. Vor dem Bild dieser
Beobachtung kann also davon ausgegangen werden, dass CHX schon in geringen
Konzentrationen und insbesondere auch bei wiederholter Anwendung ein sicheres
und verlassliches Agens zur Desinfektion von mit E. coli kontaminierten Flachen dar-
stellt. Die Grundaussage dieser Beobachtung wurde in ahnlicher Form bereits durch
Fitzgerald et al. und Thomas in ihren Arbeiten beschrieben [115, 116]. In diesen zeig-

te sich eine ausgepragte Wirkung von CHX auf E. coli. Zum einem wurde sie durch
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eine sehr schnelle (20 s) Aufnahme des Wirkstoffes in die Zelle erklart, zum anderen
erwies sich eine simultane Exposition gegentiber Alkohol bzw. Athanol als ein die
Wirkung des Biozids schon bei geringen CHX-Konzentrationen potenzierender Fak-
tor. Aufgrund der Nutzung von 70-%-Athanol im Ansatz der CHX-Stocklésungen fir
die Resistenzinduktionsversuche in der vorliegenden Arbeit muss dies als relevante
EinflussgroRe in Erwagung gezogen werden. Hierdurch lieRe sich moglicherweise
auch die deutlich geringere Rate im Vergleich zu anderen Untersuchungen erklaren.
In diesen betrug der Prozentsatz resistenter Isolate bis zu 12,8% [117]. Der ausge-
pragte Effekt lasst sich nunmehr nicht sicher ausschliel3lich der Wirkung von CHX
zuordnen. In welchem Ausmal der jeweilige Kombinationspartner Athanol bzw. CHX
jedoch fur den Wirkeffekt verantwortlich ist, verbleibt ungeklart. Unter Anwendung
einer Athanol-CHX-L6sung jedoch ist eine effektive Wirkung durch die Ergebnisse
dieser Arbeit dokumentiert.

6.5 Resistenzinduktion durch serielle Passagen

Die Moglichkeit, im Labor durch serielle Exposition gegenuber subletalen Konzentra-
tionen von Bioziden eine Steigerung der MHK erzielen zu kdnnen, ist bekannt [118-
120]. Ebenso stellt die Anwendung der MHK als Marker der Suszeptibilitat eine gan-
gige Praxis dar [121]. Es ist anzunehmen, dass die Konzentration des Biocids dabei
die bedeutendste Rolle spielt [26]. Eine Konstellation, welche madglicherweise auch in
der praktischen Anwendung auftritt, wurde im Versuchsabschnitt der Resistenzinduk-
tion nachempfunden. Hierbei konnten durch serielle Passagen Isolate selektiert wer-
den, welche Konzentrationen von BKC bzw. CHX tolerierten, die durchaus im An-
wendungsbereich des jeweiligen Biocids liegen.

6.5.1 Resistenzinduktion gegeniiber Chlorhexidine

Bereits nach 30 Passagen zeigten 80 % der untersuchten Enterobacter-spp. fur CHX
eine MHK von 1280 pg/ml (Tab. 10; Abb. 13). Bei Anwendungskonzentrationen von
0,1 % im klinischen Alltag kann somit davon ausgegangen werden, dass es auch in
der Praxis auf diesem Wege zu einer relevanten Resistenz kommen kann. Bemer-
kenswerterweise zeigten die exponierten E. coli-Isolate ein hiervon stark abweichen-
des Verhalten.

In den wahrend dieser Arbeit durchgefuhrten Resistenzinduktionsversuchen zeigte

sich fur E. coli-Isolate eine ausgesprochene Suszeptibilitat gegentber Chlorhexidin.
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Dabei war bereits bei einer Konzentration von 5 pg/ml Chlorhexidinzusatz zu den
verwendeten Nahrbdden kein Kolonienwachstum mehr zu dokumentieren. Selbst ge-
ringe Konzentrationen flhrten also zu einem zuverlassigen Biozideffekt. Ein Ergeb-
nis, welches nun erneut die von Russel beschriebene gute Wirksamkeit von CHX in
geringen Konzentrationsbereichen bestatigt [122]. Passend dazu sind ebenfalls die
Ergebnisse der Arbeiten von Fitzgerald et al. und Thomas, welche eine zugige Auf-
nahme dieses Wirkstoffes mit einer konsekutiven Leckage von Kalium und Pentosen
unter dem Biozideinfluss fur einen Teil der Wirkung verantwortlich machen konnten
[115, 116]. Es zeigt sich also abermals, dass die Effektivitat der ersten Phase des
Gefluges des Wirkungsmechanismus von immenser Bedeutung ist. Analog zu der
Resistenz von Pseudomonas spp. mit reduzierter Adsorption und daraus resultieren-
der ausgepragter Resistenz lasst sich bei E. coli eine zugige Adsorption und passend
dazu eine ausgepragte Suszeptibilitdt dokumentieren. Demzufolge ist fur E. coli da-
von auszugehen, dass eine Desinfektion mit Chlorhexidin eine sichere und wirksame

Methode ist, um keimarme Oberflachen zu generieren.

6.5.2 Resistenzinduktion gegeniiber Benzalkoniumchlorid

In den Untersuchungen zur Resistenzinduktion durch und gegenuber Benzalkoni-
umchlorid stellte sich bemerkenswerterweise ein vergleichbares Muster dar. Von den
untersuchten E. coli-Isolaten zeigte lediglich eines eine signifikante Steigerung der
tolerierten MHK-Stufe. Bei den neun anderen Isolaten liel} sich bei einer MHK Uber
20 bzw. 40 pg/ml BKC kein kulturelles Wachstum mehr dokumentieren (Tab. 11;
Abb. 14). Auch in diesem Fall ware ein moglicher Ruckschluss, dass der Einsatz von
Benzalkoniumchlorid in Anwendungskonzentrationen eine ausreichende Effektivitat
gegenuber E. coli beinhaltet. Da fur die BKC-Stocklosung lediglich Aqua verwendet
wurde, scheidet Athanol als mdgliche EinflussgroRe aus. Eine genuine Wirkungs-
vermittlung allein durch BKC erscheint somit sehr wahrscheinlich.

Analog zu den Untersuchungen fur CHX steht auch bei BKC der ausgepragten Sus-
zeptibilitat von E. coli die Resistenz von Enterobacter spp. gegenuber. Funf der un-
tersuchten Isolate prasentierten nach dreiRig Passagen eine bis um den Faktor 30
gesteigerte MHK. Ein Isolat zeigte Wachstum bei der sechsfachen, eines bei der
doppelten MHK. Lediglich ein Isolat zeigte keine Steigerung der Anfangs-MHK von
5 pyg/ml. Fur ein Isolat konnte jedoch schon bei dieser Konzentration kein Wachstum
mehr dargestellt werden (Tab. 12; Abb. 15). Entsprechend ware eine zuruckhaltende
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Anwendung von Desinfektionsstrategien mit BKC als Grundlage in Bereichen mit ho-
her Pravalenz von Enterobacter spp. Uberlegenswert.

6.5.3 Zusammenschau mit den Epidemiologischen Ergebnissen

Durch die wiederholte Anwendung subletaler Konzentrationen von BKC oder CHX
konnte bei Enterobacter spp. eine Resistenz gegenuber diesen Wirkstoffen in rele-
vanten Konzentrationen erzeugt werden. In diesem Zusammenhang stellt sich nun
die Frage, ob es sich hierbei um die Induktion einer Resistenz oder lediglich um die
Selektion bereits resistenter Isolate handelt. Da die verwendeten Kulturen der klini-
schen Routinediagnostik entstammen, lasst sich ein Vergleich mit den Daten der
epidemiologischen Untersuchung durchfuhren. Hierbei wird schnell ersichtlich, dass
weder Enterobacter spp. (1,1-1,9%) noch E. coli (0%) im Screening einen relevanten
Anteil an der Population der biozidresistenten Isolate hatten (Tab. 6 bis 8). Demge-
genuber steht jedoch eine erfolgreiche MHK-Steigerung von bis zu 90 % der Isolate
im Versuchsteil der Resistenzinduktion (Tab. 10 bis 12). Da auch nach einer zehnfa-
chen Passage der resistenten Erreger in Biocidfreier Kultur sich noch immer die stark
erhohten initialen MHK-Werte nachweisen lieRen erwield sich diese Resistenz als
stabil (Tab. 13 bis 15). Diese Tatsache lasst zeitlich limitierte adaptationsvorgange
unwahrscheinlicher erscheinen. Bei der niedrigen Pravalenz resistenter Isolate im
Screening ist eine praexistente Resistenz ebenso unwahrscheinlich. Auf der anderen
Seite gilt es jedoch zu beachten, dass die kleine Anzahl der Isolate (n = 40) im Teil
der Resistenzinduktionsversuche die Belastbarkeit der Aussage per se infrage stellt.
Hierfur sprechen ebenfalls Daten aus Untersuchungen, in denen lIsolate trotz rele-
vanter Steigerung der MHK dennoch sensibel gegenuber hoheren Anwendungskon-
zentrationen gewesen sind [123].

6.6 Stabilitat der Resistenz

Die Bedeutung der Stabilitat einer Resistenz liegt in der sich hieraus ergebenden Re-
levanz fur den klinischen Alltag. Ist ein Erreger nach dem Erwerb von Resistenzme-
chanismen in der Lage, diese uber einen langeren Zeitraum aufrechtzuerhalten, und
zwar unabhangig davon, ob ein permanenter Reiz durch ein Biozid oder Antibiotikum
besteht, ist anzunehmen, dass dies in den Alltag Ubersetzt bedeuten wirde, dass be-
reits wenige unachtsam durchgefuhrte Desinfektionsvorgange eine dauerhafte Wir-

kungslosigkeit der subsequenten Anwendungen bewirken. Entsprechend muss da-
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von ausgegangen werden, dass durch eine insuffiziente Oberflachendesinfektion
dauerhaft resistente Erreger erschaffen werden. Insbesondere die Unabhangigkeit
von kulturellen Bedingungen definiert eine ,Resistenz".

Um die Stabilitat der Resistenz der hochgeschaukelten Isolate in dieser Arbeit zu
Uberprufen, wurden diese Uber mehrere Tage ohne den Zusatz von Bioziden kulti-
viert und anschlieffend erneut die MHK bestimmt. Mit MHK-Werten die weiterhin ein
Vielfaches der Ausgangs-MHK betrugen, als auch uber den gangigen Anwendungs-
konzentrationen lagen (Tab. 13 bis 15) zeigten sich die Erreger nach wie vor resi-
stent. Es bestand also auch nach einem expositionsfreien Zeitraum von zehn Tagen

weiterhin eine Resistenz bei erneuter Exposition.

Die zur Resistenz fuhrenden Mechanismen waren in dem Beobachtungszeitraum
weiterhin aktiv und sprechen somit dafur, dass nach einem Initial auslosenden Fak-
tor/Induktor keine weitere Persistenz des Stressors notwendig ist, um die funktionelle
Folge(n) zu erhalten. Theoretisch kdnnte also eine einmalige Induktion der Resistenz
(-mechanismen) zu einer dauerhaft relevanten Resistenz fuhren. Weitere Untersu-
chungen uber den Zeitraum, innerhalb welchem eine persistierende Resistenz nach-
weisbar ist, waren winschenswert. Moglicherweise lasst sich dadurch ein weiterer

Hinweis auf den Mechanismus erhalten.

6.7 Biozidkreuzresistenz

Eine signifikante Kreuzresistenz konnte durch die reziproke Exposition der Isolate
gegenuber den verwendeten Biociden nicht beobachtet werden. Vor dem Hinter-
grund der nur in Teilen vergleichbaren Wirkprinzipien von CHX und BKZ entspricht
dieses jedoch auch den im Vorfeld gemachten Uberlegungen.

6.8 Fermentation und Biozidstress

In den durchgefuhrten Untersuchungen zu den Stoffwechselleistungen vor- und nach
Biocidstress lief3en sich keine einheitlichen Veranderungen beobachten. Mittels Ente-
rotube®-Test zeigte sich, dass 128071l (E. cloacae) bereits nach sechs Passagen
unter Biozidzusatz im Gegensatz zur Ausgangskultur nicht mehr in der Lage war, Ly-
sin zu verstoffwechseln. Nach sechsfacher Passage konnte sowohl fur 12807 Il (E.
cloacae) als auch 12459 (E. cloacae) keine Fermentierung von Laktose mehr nach-
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gewiesen werden. Bei Probe 12455 (E. cloacae) konnte erst nach dem Wirkstoff-
stress eine Verstoffwechselung von Adonitol, Laktose oder Lysin dokumentiert wer-

den.

Grundsatzlich sind bei einer bakteriellen Anpassungsreaktion Enzymexpression und
Proteinexpression bzw. -induktion bekannte Mechanismen [124]. Da sich in der vor-
liegenden Untersuchung auf eine ubersichtliche Anzahl von Reaktionen beschrankt
wurde und sich hierbei keine einheitlichen Veranderungen beobachten lieRen sind
diesbezuglich keine weiterfihrenden validen Aussagen zu treffen. Zum jetzigen Zeit-
punkt ist davon auszugehen, dass die beobachteten Anderungen vor allem im Be-
reich der Umsetzung von Zuckern als eine unspezifische Reaktion auf den (Biocid-)
Stress zu werten sind. Die Uberlegung, dass eine strukturelle Veranderung der Zu-
sammensetzung der aulleren Membran, z. B. mit konsekutiv beeintrachtigten Trans-
portvorgangen, auch eine Auswirkung auf die Stoffwechselleistung haben kann, er-
scheint jedoch gerechtfertigt. Hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig.

6.9 Biozidresistenz als Kofaktor fuir Antibiotikaresistenz

In der Vergangenheit wurde durch Laboruntersuchungen gezeigt, dass eine Bioci-
dresistenz grundsatzlich zu einer relevanten Antibiotikaresistenz fuhren kann. Dieses
gilt sowohl fur gramnegative als auch fur grampositive Erreger [125-130]. Auch fur
Benzalkoniumchlorid konnte gezeigt werden, dass nach Resistenzinduktion durch
subinhibitorische Konzentrationen von BKC eine Psedeudomonas spp. (PA-29) stark
erhdohte MHK-Werte fir Ciprofloxacin und eine Uberexpression von MexAB-OprM
und MexCD-OprJ aufwies [135]. Die Vorstellung, dass Effluxproteine nur selten
hochselektiv den Transport einer einzigen Substanz vermitteln, fuhrte zu weiterfuh-
renden Untersuchungen, welche eine durch Efflux bedingte Kreuzresistenz fur unter-
schiedliche Stoffe zeigen konnten [131-133]. Beispielhaft tritt eine Kreuzresistenz bei
Erregern nach Triclosanexposition auf [130], welche mdglicherweise durch die Ex-
pression der Efflux-Pumpe SmeDEF bedingt ist. In einer Untersuchung von Sanchez
et al. zeigte sich bei 5 von 12 triclosanresistenten Isolaten im Vergleich zum Wildtyp
zum einen eine Antibiotikaresistenz, zum anderen eine vermehrte Expression der Ef-
flux-Pumpe SmeDEF [134].
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Dennoch hat es in der Vergangenheit ebenfalls Untersuchungen gegeben, welche
nicht in der Lage gewesen sind, eine direkte Verbindung zwischen Biocid- und Anti-
biotikaresistenz aufzuzeigen [123, 136]. In einer Untersuchung mit grampositiven Iso-
laten korrelierte eine Uber den Zeitraum von elf Jahren progrediente Biocidresistenz
nicht positiv mit einer entsprechenden Antibiotikaresistenz [137]. Denkbar ist hier ein
Einfluss des Gram-Verhaltens, respektive des Aufbaus der Zellwand. Entsprechend
der daraus abzuleitenden Annahme, dass Resistenzen nicht exklusiv durch Efflux-
proteine vermittelt werden, konnte in weiteren Untersuchungen auch eine Verande-
rung des Targets [138] bzw. eine relative Impermeabilitat der Membranstrukturen fur
die Auspragung der (Kreuz-) Resistenz verantwortlich gemacht werden [119]. Des
Weiteren konnte eine Resistenz auf eine veranderte Zusammensetzung der Proteine
und Lipide der Membran zurlckgefuhrt werden [139]. Hier nehmen unterschiedliche
Kompositionen bzw. die Expression der Lipopolysaccharide (LPS) Einfluss. LPS-
defekte Varianten von E. coli fielen dabei in einer Arbeit von Russel im Vergleich zum
Wildtyp durch eine besonders hohe Suszeptibilitat gegenuber Biociden auf [122].
Auch bei Proteus spp. und Pseudomonaden scheint eine Veranderung der LPS-
Komposition kausal an der Auspragung von Resistenzen beteiligt zu sein [140, 141].

Als weiterer Mechanismus ist die Induktion von Enzymsystemem denkbar, wie Sie
fur Enterobacter spp. und die Induktion von chromosomal encodierten 3-Laktamasen
durch Cephalosporine bekannt ist. In der Vergangenheit bewahrte sich Cefuroxim als
Indikator einer solchen Cefoxitin-induzierten Resistenz [142]. Durch die Bestimmung
der MHK fur FX und XM vor- und nach der Biocidresistenzinduktion konnte also mog-
licherweise analog auch ein Ruckschluss auf eine Beteiligung von [3-Laktamasen an
einer Antibiotikaresistenz erhalten werden. In dieser Arbeit zeigt sich allerdings aulder
der bekannten Resistenz von Enterobacter spp. keine relevante Veranderung der
Suszeptibilitat von E. coli oder Enterobacter spp. im Anschluss an die Resistenzin-
duktion mit den verwendeten Biociden. Neben den beschriebenen Veranderungen
der spezifischen Kompositionen der Membranbestandteile oder veranderten Target-
sites ist auch eine selektionsbedingte genetische Drift zu resistenten Varianten als
Erklarung fur eine Antibiotikaresistenz denkbar, ein Phanomen, das fur Salmonella
enterica serovar Typhimurium DT 104 beschrieben werden konnte [143]. Eine weite-
re Mdoglichkeit der Entstehung einer Kreuzresistenz erklart sich aus der Tatsache,
dass die genetische Information fur Resistenzen oftmals auf groReren Informations-

elementen, wie Integrons, Transposons oder Plasmiden, vorliegt. Auf diesen bzw. mit
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diesen Verbunden konnen auch weitere Resistenzgene vorhanden sein, so dass es
im Falle einer Ubertragung oder Selektion zu einer Auspragung multipler Resisten-
zen kommen kann. Beispielhaft treffen wir auf eine solche Situation bei den gac-
Genen gramnegativer Bakterien. Diese vermitteln eine Resistenz gegenuber quart-
aren Ammoniumverbindungen (QAC’s). Haufig liegt jedoch eine Konglomeration mit
sul1-Genen vor, sodass es durch Ubertragung zu einer subsequenten Sulfonamidre-
sistenz kommt. Es konnen jedoch auch noch weitere Resistenzgene verbunden bzw.
assoziiert sein [144-146].

In Kenntnis der Tatsache, dass eine Exposition unterhalb der bakteriziden Dosis die
theoretische Moglichkeit in sich birgt, zu einer (Kreuz-)Resistenz zu fuhren, stellte
sich die Frage, ob es in Bezug auf die in dieser Arbeit dargestellten Biocidresistenz
ebenfalls zu einem Einfluss auf die Toleranz gegenuber anderen Stoffen (i. e. Anti-
biotika) gekommen war. Durch die Uberprifung der MHK von jeweils einem Parchen
aus sensiblem und resistentem isogenen Isolat zeigte sich sowohl fur Enterobacter
spp. als auch fur E. coli, dass im Vergleich zum Wildtyp vier von sieben BKC-
resistenten Isolaten eine gesteigerte MHK fur FX und/oder XM prasentierten. Hier
lasst sich also eine positive Korrelation zwischen der Biocidresistenz und der gestei-
gerten MHK fur Antibiotika gut darstellen (Tab. 19; Abb. 16 und 17). Allerdings muss
auch hier die geringe Anzahl der Isolate beachet werden. Bezuiglich der Uberpriifung
der MHK fur CHX-resistente Isolate konnte keine vergleichbare Korrelation zwischen
Biocid- und Antibiotikaresistenz dargestellt werden (Tab. 20). Dass biocidresistente
Erreger im Vergleich zum Wildtyp auch eine Antibiotikaresistenz entwickeln konnen,
wird somit durch die Beobachtungen in dieser Arbeit teilweise bestatigt. Zeitgleich
lasst sich durch die durchgefuhrte Untersuchung ebenfalls erkennen, dass es nicht
zu einer relevante Abnahme der gut bekannten Resistenz von Enterobacter spp. ge-
genuber den Cephalosporinen gekommen ist. Welcher Mechanismus der Antibiotika-
resistenzentwicklung zugrunde liegt und vor allem ob dieser kausal ist, ist noch un-
klar und sollte in weiteren Forschungsvorhaben untersucht werden. Aufgrund der
vielfaltigen Moglichkeiten ist es jedoch naheliegend anzunehmen, dass in Abhangig-
keit von Bakterium und Wirkstoff unterschiedliche Mechanismen zum Tragen kom-
men. In beschriebenen Isolaten mit relevanten Kreuzresistenz zwischen Biociden
und Antibiotika dominierten jedoch Effluxpumpen als Mediator der Resistenz [147,
148]. Die gezielte und kritische Anwendung von Biociden und insbesondere von
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Benzalkoniumchlorid wird in den nachsten Jahren eine wichtige Praventionsstrategie
darstellen. Insbesondere solange der kausale Zusammenhang zwischen spezifi-

schen Antibiotika- und Biocidresistenzen nicht abschlie3end geklart ist.

6.10 Inhibition durch Phenylarginin B-Naphtalmid

Phenylarginin--Naphtalmid (PARN) ist ein Wirkstoff mit inhibierender Wirkung auf
bakterielle Effluxpumpen vom RND-Typ. Ein relevanter Effekt durch diesen Wirkme-
chanismus konnte in der Vergangenheit wiederholt dargestellt werden, [67, 149-152].
Entsprechend der Annahme, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen Efflux-
pumpen und der beobachteten Resistenz besteht, wurde ein Mikrotiterplatten-
Inhibitionsversuch nach der Methode von Lomovskaya durchgefuhrt [153]. Ein in der
Vergangenheit durchgefuhrter Versuch hatte bereits die von Lomovskaya fur Pseu-
domonas aeruginosa beschriebene erfolgreiche Reduktion der MHK auch fur Ente-
robacter spp. und E. coli andeuten konnen [154]. In dem Versuch im Rahmen dieser
Arbeit konnte jedoch auch nach wiederholter Durchfuhrung und Kontrolle der Proben
keinerlei signifikante Reduktion der MHK-Werte erreicht werden. Der zeitgleiche Zu-
satz von PARN zu den mit Biozid in Kultur gebrachten Isolaten zeigte keine reprodu-
zierbare Inhibition der Resistenz mit konsekutiver Reduktion der MHK.

Eine mogliche Erklarung ware, dass PARN als unspezifischer Inhibitor nicht alle fur
die Resistenz verantwortlichen Effluxpumpen blockiert, wahrend eine grof3e Anzahl
von verschiedenen Effluxproteinen fur die Erzeugung der Resistenz verantwortlich
ist. Des Weiteren ist zwar bekannt, dass NAP an der Effluxinhibition von Antibiotika
beteiligt ist, jedoch gibt es gleichermalen Untersuchungen, in denen der Nachweis
einer relevanten Reduktion der MIC durch Applikation von PARN nicht gelang [155-
157]. Als These wurde bereits der Verdacht gedulRert, dass eine Effluxblockade mog-
licherweise durch PARN bei bestimmten Enterobacter spp. nicht moglich ist [158].
Die unterschiedlichen Ergebnisse der vorliegenden und vorangegangenen Untersu-
chungen sind kritisch zu bewerten. Die diskrepanten Befunde lassen sich allerdings
auf dem Boden der multifaktoriellen Genese von Biocidresistenzen erklaren. So be-
steht die Mdglichkeit, dass die aktuell untersuchten Kulturen Uber zusatzliche Me-
chanismen verfugen, welche auch nach Inhibitorapplikation noch einen ausreichen-
den Efflux des Wirkstoffes vermitteln. Da fur PARN eine direkte Inhibition der RND-
Typ-Effluxpumpen bekannt ist, konnte hier auch eines der anderen Efflux-systeme

eine Rolle spielen.
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6.11 Inhibition durch 1- (1-methylnaphtyl) -piperazin

Erst kurzlich wurde NMP von einer Arbeitsgruppe aus Ulm mehrfach als ein wirksa-
mer, jedoch unspezifischer Inhibitor fir Transportproteine aus der Klasse der RND-
Typ-Effluxpumpen beschrieben [159]. Eine Kenntnis Uber die genaue Art der Wir-
kungsvermittlung ist jedoch bis zum heutigen Tage nicht gegeben [160]. Korrespon-
dierend zu diesen Ergebnissen aus Ulm zeigten die zeitgleich mit NMP in Kultur ge-
brachten Isolate in dieser Arbeit eine signifikante Reduktion der zuvor erlangten Re-
sistenz. Dabei konnte bei einer Konzentration von nur 128 pg/ml NMP bereits eine
funfzigprozentige Reduktion der MHK bei 62,5 % der gegenuber Chlorhexidin resi-
stenten Isolate erreicht werden (Tab. 22; Abb. 27). Bei 12,5 % der Proben zeigte sich
sogar eine 75-%-Reduktion der MHK bei dieser Konzentration. In der Gruppe der
benzalkoniumchloridresistenten Isolate wurde ebenfalls eine Reduktion der MHK um
mindestens 50 % bei 60 % der Isolate beobachtet (Tab. 21; Abb. 26). Da eine sub-
stanzeigene biocide Wirkung von NMP in den verwendeten Konzentrationen im
Rahmen des Versuchsaufbaus weitestgehend ausgeschlossen werden konnte, las-
sen sich die gewonnenen Daten als Beweis fur eine zuverlassige Inhibition der Bioci-
dresistenz werten. Durch die Anwendung von NMP in BKC- oder CHX-Suspensionen
kann eine signifikante Reduktion der MHK erzeugt werden.

Fur E. coli und andere Enterobacteriaceae spp. ist eine relevante Inhibition der anti-
biotikaresistenzvermitteInden Efflux-Systeme bekannt [159, 161]. Durch die vorlie-
gende Arbeit konnte nun ebenfalls gezeigt werden, dass fur E. coli und Enterobacter
spp., die eine Resistenz gegenuber CHX oder BKC ausgebildet haben, NMP ein
wirksamer Inhibitor der Biozidresistenz ist. Letztlich unverstanden ist jedoch, insbe-
sondere in Kenntnis des Wirkmechanismus (Inhibition der RND-Typ-Effluxpumpe),
welcher spezifische Mechanismus dieser Inhibition zugrunde liegt, vor allem in Anbe-
tracht der Tatsache, dass eine Inhibition mittels eines anderen RND-Typ-
Effluxinhibitors (NARP) nicht moglich war. Diesbezlglich kann sich hier der Annahme
aus der Arbeit von Gayet et al. angeschlossen werden, dass moglicherweise be-
stimmte Isolate einer Inhibition durch NARP nicht zuganglich sind [158]. Alternativ er-
scheint die Moglichkeit, dass die Wirkung nicht durch ein RND-Typ-Effluxsystem
vermittelt wird, in Anbetracht der zuverlassigen Wirkung von NMP, nicht sehr wahr-
scheinlich. Vor dem Bild der in der Literatur beschriebenen guten Wirksamkeit auf
den RND-Typ-Efflux beider Chemikalien ist das aktuelle Ergebnis in der Interpretati-
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on jedoch schwierig. Moglicherweise besteht eine unterschiedliche Selektivitat der
Inhibitoren innerhalb der RND-Typ-Effluxpumpen, sodass sich hierliber die ausge-

pragte Differenz erklart.

6.12 Bestimmung der Proteindifferenzen des SDS-Gels

Vor dem Bild der besonders deutlich ausgepragten Resistenz einiger Isolate wurde
eine 2-%-SDS-Gelelektrophorese mit anschlieRender Analyse der relevanten Ban-
den durchgefuhrt. Ziel dabei war es, einen moglichen Angriffspunkt fur die Inhibitoren
zu isolieren oder aber einen Bezugspunkt zu identifizieren, welcher die Resistenz
vermittelt. Eine mit dem MALDI-TOF-Verfahren durchgefuhrte Identifikation der Pro-
teinfraktionen verlief ohne signifikante Ergebnisse. Keines der isolierten Proteine
konnte einen Mowse-Score >75 erreichen. Dementsprechend waren also die gene-
rierten Ergebnisse nicht mit einer ausreichenden Wahrscheinlichkeit einem einzelnen
Protein respektive Genprodukt zuzuordnen. Unter der Annahme, dass bei den deutli-
chen Unterschieden in den Banden im SDS-Gel dennoch eine Aussage Uber deren
Zugehorigkeit moglich sein musste, erfolgte eine Tandem-Massenspektrometrie un-
ter dem Aspekt, dass es sich bei den entsprechenden Proteinextrakten um eine
komplexe Matrix handelt. Unter Anwendung dieser Methode lielRen sich neben Fla-
gellinen und Maltoporinen sogenannte Outer-Membrane-Proteine (OMP) nachwei-
sen. Insbesondere bei den als resistent eingestuften Isolaten konnten diese als zu-

satzliche oder vermehrt exprimierte Proteine gefunden werden.

6.12.1 Flagellin

Eine reduzierte Expression von Flagellin konnte bereits durch abteilungseigene Ar-
beiten zu diesem Thema im Vorfeld gezeigt werden. Eine spezifische und resistenz-
bezogene Vermittlung von Transport- oder Stoffwechselleistungen ist fur Flagellin
bislang nicht bekannt. Dieses Ergebnis lasst sich somit am ehesten im Rahmen einer
unspezifischen Reaktion auf aullere Stressoren erklaren [67]. Auf einen kausalen
durch Flagelline vermittelten Resistenzmechanismus liefert auch diese Arbeit keinen

Hinweis.
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6.12.2 Maltoporin

Maltoporine sind Proteinstrukturen im Bereich der auf3eren Membran von Enterobac-
teriaceae. Die genetische Information liegt auf dem LamB-Gen. Durch ihre Struktur
vermitteln sie den Transport von Maltooligosacchariden Uber die aullere Membran
hinweg und lassen sich durch Maltose induzieren [162, 163]. Maltoporinen konnte in
der Vergangenheit jedoch auch eine Assoziation mit antibiotikaresistenten Varianten
von Enterobacter spp. nachgewiesen werden. Hierbei liel sich eine stark vermehrte
Expression bei resistenten Isolaten dokumentieren [158]. Fur Biocide ist bislang le-
diglich die Annahme geaulert worden, dass ein Zusammenhang mit einer erhohten
Losungsmitteltoleranz von E. coli und einer vermehrten LamB-Expression besteht,

dieses allerdings nur als Teil eines komplexen Geflges [164].

In der vorliegenden Arbeit bestatigte sich die Annahme einer Beteiligung von Malto-
porinen an einer Biocidresistenz lediglich bei der Proben-Nr. 12290. Diese zeigte in
der CHX-resistenten Variante eine deutlichere Expression von Maltoporin (Abb. 24).
Dem gegenuber steht jedoch der fehlende Nachweis von Maltoporin bei der Proben-
Nr. 12495 in der CHX-resistenten Variante (Abb 25). Somit lassen diese uneinheitli-
chen Ergebnisse nicht die Aussage einer kausalen Beteiligung von Maltoporin an der
Biocidresistenz zu. Es wird sowohl fur antibiotika- als auch fur I6sungsmittel- bzw.
biozidresistente Isolate in Betracht gezogen, dass ein Teil funktioneller Resistenzen
durch Alterationen der Maltoporine vermittelt werden. Ein wissenschaftlicher Beweis
konnte bislang jedoch noch nicht erbracht werden.

6.12.3 OMP

Fur die empfindlichen zytoplasmatischen Bestandteile des bakteriellen Organismus
fungiert die umgebende Zellmembran als Schutzbarriere. Um jedoch einen Stoffaus-
tausch mit der Umwelt zu ermdglichen, befinden sich in der Membran gramnegativer
als auch grampositiver Bakterien u. a. Proteinstrukturen in Form von hydrophilen Ka-
nalen, sogenannte Outer-Membrane-Proteine. Mit Bezug auf ihre Funktion lassen
sich hierbei zwei Klassen mit unspezifischer oder spezifischer Transportfunktion un-
terscheiden. Sie konnen als eigenstandiger Proteinkomplex, oder als komplexes Sy-
stem in Verbindung mit Membrane-Fusion-Proteinen (MFP) und transportsystemen
der inneren Membran vorkommen und efflux systeme formieren [79, 165]. Diese

vermitteln u. a. die Aufnahme von (Nahr-) Stoffen Uber die aul’ere Membran gram-
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negativer Bakterien [166]. Fur OMP’s bestehen jedoch auch Hinweise in der Litera-
tur, dass sie im Rahmen ihrer Funktion ebenfalls eine Form von Efflux mit Resistenz
als funktionelles Ergebnis vermitteln [158, 167]. Aggeler et al. beschrieben in dieser
Beziehung eine reduzierte Expression von OmpA im Zusammenhang mit antibiotika-
resistenten Varianten von Enterobacter spp. [168]. Auch andere Untersuchungen
zeigten bei Enterobacter spp. und E. coli einen Zusammenhang mit einer Alteration
in der Porinexpression und Resistenz [169-171]. Fur E. coli ist eine Vielzahl von Po-
rinen identifiziert worden (u. a. OmpC, OmpF, PhoE), eine vermehrte Expression von
Outer-Membrane-Proteinen bei benzalkoniumchloridresistenten Varianten ist eben-
falls bekannt [67]. FUr Pseudomonas aeruginosa besteht gleichermalien eine Kennt-
nis von unterschiedlichen Membranproteinen, die als Porine fungieren (OprF, OprP,
OprB, OprD, OprC, OprE) [172]. Die im Jahre 2000 veroffentlichte Arbeit von Winder
et al. konnte diesbezlglich eine Abhangigkeit der kunstlich erzeugten Resistenz von
Pseudomonas aeruginosa gegenuber Isothiazolonen von der Existenz des T-OMP
zeigen [173].

In der Analyse der verwendeten Proben dieser Arbeit zeigten sich auffallige Differen-
zen in der Expression von Omp-(E)36, OmpA/36 und OmpX. Dabei wiesen zwei der
insgesamt neun gegenuber Chlorhexidin resistenten Enterobacter spp. im Anschluss
an die Resistenzinduktion den Verlust von Banden im GroRRenbereich von 25-37 kD
auf (Abb. 23 und 24). In der Differenzierung konnten diese Banden bei der Aus-
gangskultur als OMP-(E)36 identifiziert werden. Bei den Proben 12290/12495 liel3
sich erkennen, dass eine deutlich reduzierte Expression vorlag bzw. in der Analyse
der chlorhexidinresistenten Varianten der Nachweis von Omp-(A/36) nicht gelang.
Isolat 1231711 wiederum zeigte in der CHX-resistenten Variante eine stark vermehrte
Expression von OmpX (Abb. 22). OmpX ist ein Protein der au3eren Membran gram-
negativer Bakterien. Neben einer Rolle in der Zellinvasion und Zelladharenz wurde in
der Literatur eine vermehrte Expression in Zusammenhang mit Umweltstress, aber
auch mit Antbiotikaresistenz bei Enterobacter spp. beschrieben [174, 175] . Es wird
angenommen, dass die konsekutiv veranderte Membrankomposition die Penetration
der Zellwand durch das Antibiotikum beeintrachtigt und auf diesem Wege die Resi-
stenz vermittelt [176]. Begleitend besteht eine Korrelation zwischen der vermehrten
Expression von OmpX, der folgend reduzierten Expression von Omp36 und einer [3-
Lactamresistenz [177]. Bei den Isolaten 1231711 und 12370 lie® sich diese invers
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korrelierte Assoziation der Expression von OmpX und Omp36 moglicherweise eben-
falls darstellen. Probe 123171l exprimierte OmpX in der CHX-resistenten Variante,
ohne jedoch im Bereich der bei Probe 12370 als Omp36 identifiziertem Proteinbande
Uber eine Bande zu verfugen (Abb. 22 und 23). Im Unterschied zu den anderen Ar-
beiten bestand jedoch gleichzeitig eine relevante Resistenz gegenuber CHX. Es lasst
sich somit vermuten, dass analog zur Antibiotikaresistenz auch bei Biocid- bzw.
CHX-resistenten Enterobacter spp. OmpX bzw. Omp36 eine Rolle in der Wirkungs-
vermittlung spielen — ob kausal oder reaktiv lasst sich allerdings ohne weitere Unter-
suchungen nicht sagen, zumal in der Arbeit von Dupont et al. die Moglichkeit in Be-
tracht gezogen wurde, dass es sich um eine erste (unspezifische) Reaktion auf einen
Stressor und somit nicht unbedingt um einen kausalen Resistenzmechanismus han-
deln muss [176].

Im Rahmen der Transporterfunktion der OMP erscheint eine Resistenz durch redu-
zierte Aufnahme Uber die duRere Membran aufgrund einer reduzierten Anzahl der
vorhandenen Transporter jedoch naheliegend und wurde z. B. fur metyhlchloroi-
sothiazolonresistente Pseudomonaden auch so beschrieben [178]. Moglicherweise
ist dies jedoch nicht der einzige kausale Faktor, sondern lediglich fur einen Teil der
Resistenz verantwortlich. Diese Annahme bestatigte sich in den Untersuchungen von
Nikaido et al., welche sowohl Efflux als auch OMP-alteration verantwortlich machten
[179]. Vorausgesetzt, es kommt nicht zu einer Aktivitatssteigerung anderer Trans-
portsysteme, welche funktionell die fehlenden OM-Proteine kompensieren, kann von
einer geringeren Wirkstoffaufnahme und somit reduzierten Wirkungsvermittlung
durch die quantitative Veranderung der Porine (i. e. Resistenz) ausgegangen werden
[180]. Vor dem Bild des engen Zusammenhangs von Porinen bzw. deren reduzierter
Expression und einer Antibiotikaresistenz ist in der Zusammenschau der Ergebnisse
und der vergleichbaren initialen Mechanismen der Wirkungsvermittlung die Annahme
gerechtfertigt, dass auch eine Biozidresistenz gegenuber CHX/BKC durch die alte-
rierte Expression von OMP (teil-) vermittelt wird. Aus der durchgefuhrten Proteinbe-
stimmung ergab sich jedoch nicht die |dentifikation eines singularen Proteins, wel-
ches hochwahrscheinlich, ausschlieB3lich oder Uberwiegend fur die Vermittlung der
Resistenz verantwortlich zeichnet. Es bestatigten sich jedoch die fur Antibiotika und
z. T. auch fur Biozide erbrachten Hinweise, dass eine Alteration der OMP’s an der
Auspragung der Biozidresistenz beteiligt ist. Zum aktuellen Zeitpunkt ist entspre-
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chend weiterhin von einer multifaktoriellen Genese auszugehen, deren weitere Be-

standteile und vor allem Gewichtung noch ungeklart sind.

7 Zusammenfassung

Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in den vergangenen Jahren zu
einer deutlichen Zunahme biocidresistenter Varianten gramnegativer Species insbe-
sondere gegenuber Benzalkoniumchlorid gekommen ist. Durch Exposition gegen-
uber subletalen Konzentrationen konnte diese Resistenz bei E. coli und Enterobacter
spp. unter Versuchsbedingungen innerhalb eines kurzen Zeitraumes kunstlich er-
zeugt und deren Stabilitat auch in wirkstofffreier Umgebung nachgewiesen werden.
Ursachlich hierfur ist moglicherweise ein multifaktorielles Geschehen durch eine Ver-
anderung der Membranstruktur, insbesondere der exprimierten Proteine der aul3eren
Membran. Diese Proteine formieren als triparter Komplex Efflux Systeme, welche
bekannterweise bereits Antibiotikaresistenzen und auch Biocidresistenzen vermitteln.
Vor dem Bild der epidemiologischen Ergebnisse ist davon auszugehen, dass bereits
heute fur einen Teil der Erreger auch die empfohlenen Anwendungskonzentrationen
der handelsublichen Biocide nicht ausreichend wirksam sind. Es gilt also, neue und
innovative Strategien zu entwickeln. Neben bereits implementierten Mal3nahmen, wie
Surveillance-Systemen, zur Berlcksichtigung lokaler Resistenzmuster im Fall von
Antibiotikaresistenzen, sollten auch Additiva in Form von Effluxinhibitoren in das Ar-
mamentarium aufgenommen werden. Fur Antibiotika ist der Zusatz von Inhibitoren,
z. B. gegenuber Penicillinase, gangige Praxis. Durch diese Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine vergleichbare Strategie auch fur biocidresistente gramnegative
Erreger zum Erfolg fuhren konnte. Hierbei hat sich 1- (1-methylnaphtyl) -piperazin als
potenter Wirkstoff erwiesen. Um eine sichere Anwendung im medizinischen Bereich
bzw. am Menschen zu gewahrleisten, sind weitere Untersuchungen notwendig.
Solange bei fortschreitender Pravalenz der Biozidresistenz zuverlassige und klinisch
anwendungsbereite Inhibitoren fehlen, liegt die Kernbedeutung der Kenntnis des
Problems in einer verantwortungsbewussten, sorgfaltigen und den jeweiligen Resi-
stenzspektren angepassten Desinfektionsstrategie. Im Vordergrund steht dabei die
Anwendung von Biociden in einer ausreichend hohen Konzentration und Einwirkdau-
er. Wie auch bei zunehmender Antibiotikaresistenz mit Surveillance-Systemen den
lokalen Gegebenheiten begegnet wurde, ware eine Implementierung vergleichbarer
Konzepte fur die Desinfektion und Antiseptik winschenswert.
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8 Anhang
Prions
CJD /BSE
Coccidia
Cryptosporidium spp.
Spores

C. Difficile Bacillus

Mycobacteria
M. tuberculossis M. avium

Cysts
Giardia

small non-enveloped viruses
Poliovirus

Throphocoites
Acanthamoeba spp.

gram negative bacteria
Pseudomonas Providencia spp.

Fungi
Candida spp. Aspergillus spp.

large non-eveloped Viruses
Enterovirus Adenovirus

LYLI'TTILLdADSAS

gram positive bakteria
S. Aureus entercocci

large enveloped Viruses
HIV HBV

Abb. 28: Einteilung der Mikroorganismen im Bezug auf ihre Suszeptibilitdt gegeniber Bioziden

CJD: Creutzfeldt-Jakob-Disease, BSE: Bovine spongiforme Encephalopathy, HIV: Humanes Immum-
defizienz-Virus, HBV: Hepatitis-B-Virus. Resistenz hier als intrinsische Widerstandsfahigkeit

Darstellung adaptiert nach Russel et al. (1997)
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Abb. 29: Eintritt von Bioziden in Mikroorganismen, verallgemeinert:

1. Adsorption an der Zelloberflache

2. Interaktion mit den aufReren Zellschichten
3. Aufnahme in die Zelle

4. Zielinteraktion

Darstellung tbernommen von Russel, A. D., 2003
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