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Ist die Wirksamkeit von alkoholischen Hindedesinfektions-
mitteln bei Enterokokken wirklich in Gefahr?

Im August 2018 sorgte eine in Science Translational Medicine publizierte Stu-
die von Pidot et al." fiir ein erhebliches Medienecho.?* Die Autoren untersuch-
ten die Alkoholtoleranz bei Enterokokken, insbesondere bei den klinisch sehr
relevanten Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE).! Bei der Suche nach
Ursachen fiir die hohe Privalenz von VRE-Infektionen in Australien stellten
sie die Hypothese auf, dass die Entwicklung alkoholtoleranterer Isolate durch
die Einfiihrung alkoholbasierter Hindedesinfektionsmittel im Jahr 2002 und
den damit verbundenen erhshten Alkoholstress bedingt sei. Aus ihren Studien-
ergebnissen leiteten sie ab, dass tolerantere VRE-Stimme die Sicherheit der
Standardhindehygiene potenziell gefihrdeten. Die Bewertung in den Me-
dien und die daraus resultierende Verunsicherung auch in Fachkreisen ha-
ben uns dazu veranlasst, die Untersuchungen von Pidot et al. beztiglich ihrer
Relevanz fiir die Wirksamkeit von Hindedesinfektionsmitteln gegen Entero-
kokken zu diskutieren. Es stellt sich die Frage, ob die dargestellten Ergebnisse
Licken in den europiischen Wirksamkeitsnachweisen aufzeigen und tatsich-
lich eine reale Gefahr fiir die Wirksambkeit von Hindedesinfektionsmitteln be-
grinden kénnen. Deshalb soll im Folgenden die Studie von Pidot et al. im Kon-
text zu deutschen bzw. europiischen Wirksamkeitsnachweisen fiir Hindedes-
infektionsmittel erliutert werden.

Wirksamkeitsnachweise fiir Hindedesinfektionsmittel

In Deutschland (und Zhnlich auch in Europa) wird die Wirksamkeit von Des-
infektionsmitteln mit validierten Suspensions- und praxisnahen Tests nachge-
wiesen. Als Grundlage dienen die europidischen Normen sowie Priifmethoden
des Verbundes fiir Angewandte Hygiene (VAH). Im Suspensionsversuch wer-
den definierte Stimme vorgeschriebener Spezies einbezogen, die in Tabelle 1

Europiische Priifmethoden Untersuchungen von Pidot et al. 2018'

Suspensionsversuch
nicht niher beschrieben

Suspensionsversuch
gemiR DIN EN 13727% und DIN EN 13624°
bzw. VAH-Methode 9¢

Testorganismen: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus hirae,
Escherichia coli K12, Candida albicans

Testbedingungen: drei Konzentrationen, Ein-
wirkzeit: 15, 30 und 60 s

Testorganismen: Enterococcus faecium (139 klini-
sche Isolate)

Testbedingungen: Konzentration 23 % und 70%
Isopropanol, Einwirkzeit: 5 min

Tierversuch

Tierversuch zur Infektion von Méusen tiber
kontaminierte und anschlieRend — desinfizierte
Flachen (Isopropanol 70 %)

Praxisnaher Versuch

gemif DIN EN 15007 mit 21 Probanden und
statistischer Auswertung (E. coli K12) bzw.
VAH-Methode 11°

Grundlagenforschung

Molekularbiologische Untersuchung zu Genloci,
denen eine mégliche Rolle in der Alkoholtoleranz
zugeordnet wurde.

Tab. 1: Ubersicht tiber européische Priifmethoden und Gegeniiberstellung mit den Untersuchungen
von Pidot et al.
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dargestellt sind. Nach dem Wirksamkeitsnachweis im
Suspensionsversuch muss zusitzlich ein praxisnaher Test
mit Probanden, deren Hinde mit einem apathogenen E.-
coli-Stamm kontaminiert wurden, durchgefithrt werden.
Ein Hindedesinfektionsmittel gilt dann als wirksam, wenn
es keine geringere Reduktion als das Referenzprodukt —
60 %iges Isopropanol, zweimal 30 Sekunden angewendet
— erzielt.

Untersuchungen der Gruppe um Pidot im Vergleich zu
europiischen Anforderungen

Basierend auf ihrer Hypothese wihlten die Autoren unter-
schiedliche Versuchsanordnungen von klassischer Mikro-
biologie bis hin zu anspruchsvollen bioinformatischen und
molekularbiologischen Untersuchungen. Sie untersuchten
139 Enterokokken-Isolate von Patienten aus zwei Kranken-
hiusern in Melbourne, die zwischen 1997 und 2015 gewon-
nen wurden. Diese Isolate wurden drei definierten Zeitriu-
men zugeordnet, fir die jeweils eine unterschiedliche Zahl
von Isolaten vorhanden war.

a) Suspensionsversuche

Als erstes fithrten Pidot et al. Suspensionstests nach ei-
nem internen, nicht niher beschriebenen Protokoll durch.
Die Ermittlung der Zahl der tiberlebenden Bakterien nach
Alkoholeinwirkung erfolgte hierbei nach Methoden, die
nicht den europiischen Normen entsprechen. Damit ist
fraglich, ob das Desinfektionsmittel nach der Einwirkung
ausreichend neutralisiert wurde?, was als wesentliche An-
forderung der europdischen Priifmethoden gilt. Ungewohn-
lich hoch im Verhiltnis zu europiischen Normen erscheint
auch die Nachweisgrenze fiir tiberlebende Bakterien.

Pidot et al. stellten mit diesen Tests fest, dass mit der iib-
lichen Gebrauchskonzentration von 70 % Isopropanol alle
Enterokokken-Isolate im Suspensionsversuch verlisslich
abgetttet werden. Um Unterschiede zwischen den Isola-
ten quantifizieren zu konnen, setzten die Verfasser eine
Isopropanol-Konzentration von 23% ein. Mit der Bestiti-
gung der wirksamen Konzentration und der Abgrenzung
des unwirksamen Bereiches im Suspensionsversuch wiren
die europiischen Norm-Anforderungen erfiillt. Eine weite-
re Differenzierung im Grenzbereich der Wirksambkeit, wie
von Pidot et al.! vorgenommen, wire von Interesse fiir die
Grundlagenforschung, jedoch nicht von infektionshygieni-
scher Relevanz.

Grundsitzlich eignen sich Suspensionsversuche nach va-
lidierten Methoden aufgrund der geringen Zahl von Ein-
flussfaktoren gut, um Unterschiede in der Wirksamkeit
festzustellen. Thre Ergebnisse lassen jedoch meist keine
praktische Anwendungsempfehlung zu, da Bedingungen
wie in der homogenen Suspension in der Praxis, z.B. bei
der Hindedesinfektion, selten vorliegen. In ihren Suspen-
sionsversuchen konnten die Autoren Unterschiede in der
Alkoholtoleranz in einem Konzentrationsbereich zeigen,
der weit unterhalb der tiblichen Anwendungskonzentratio-
nen liegt. Hieraus kann aber keine Aussage iiber die Wirk-

sambkeit der wesentlich hoher konzentrierten alkoholischen
Hindedesinfektionsmittel in der Praxis abgeleitet werden.

b) Tiermodell

Zusitzlich zu den Suspensionsversuchen entwickelten die
Autoren ein komplexes Tiermodell. Hier wurden mit Anti-
biotika vorbehandelte Miuse in Kifige gesetzt, die vorher
jeweils mit unterschiedlich toleranten E.-faecium-Isolaten
kontaminiert worden waren. Bevor die Miuse in die Kifi-
ge gesetzt wurden, wurden die Kifigoberflichen mit Fil-
terpapierstiickchen, die 70 %iges Isopropanol enthielten,
gewischt. Die Zahl der im Anschluss kolonisierten Miuse
(Untersuchung der Faeces auf das jeweilige zur Konta-
mination verwendete E.-faecium-Isolat) galt als indirektes
Maf fiir die Fahigkeit der Isolate, die Wischdesinfektion zu
uberleben. Der hier beschriebene Flichentest wurde somit
mit einem Tierversuch zur Kolonisationsfihigkeit der Iso-
late verkniipft.

Je komplexer ein Test gestaltet wird, desto schwieriger ist
es, ein gefundenes Ergebnis einer einzelnen Ursache ein-
deutig zuzuordnen. Der Einsatz von Tieren ist streng regu-
liert und lisst nur eine geringe Stichprobengréfle zu, was
sich wiederum auf die statistische Aussagekraft auswirkt.
Bei jeweils sechs Miusen wurde eine erhhte Kolonisie-
rungsrate durch die toleranteren Isolate beobachtet. Pidot
et al. diskutierten als mogliche Ursache die héhere Bestin-
digkeit der Isolate gegen Isopropanol. Betrachtet man die
Zahlen der Bakterien auf den Kifigflichen, unterschei-
den sich die Zahlen der als “tolerant“ eingestuften Isolate
(9—33 Koloniebildende Einheiten [KBE]/cm?2) von den als
yhicht tolerant“ eingestuften Isolaten (o—1 KBE/cm2) je-
weils um nur eine Zehnerpotenz. Obwohl in den Kifigen
mit den als ,nicht tolerant” eingestuften Isolaten zum Teil
weniger als 1 KBE/cm?2 nachgewiesen wurde, wurde in den
einzelnen Tests bei bis zu vier der insgesamt sechs Miuse
eine Kolonisierung beobachtet. Da selbst minimale Bak-
terienzahlen der ,nicht toleranten“ Isolate noch zu einer
Kolonisierung fiihren, ist es fraglich, ob mit diesen gering-
figigen Unterschieden in der Zahl der iiberlebenden Bak-
terien (nahe der Nachweisgrenze) und der kolonisierten
Miuse die Hypothese der Autoren gestiitzt werden kann.

Weiterhin liegt das eingesetzte Isopropanol-Volumen, das
zur Wischdesinfektion des Kifigbodens aufgebracht wur-
de, deutlich unter dem im europiischen 4-Felder-Test?
vorgesehenen zu testenden Volumen. Werden wie hier an-
gewendet nur sehr geringe Desinfektionsmittelvolumina
aufgebracht, so ist nicht zu erwarten, dass alle Bakterien
ausreichend in dem Mittel emulgiert und dadurch abgeto-
tet werden. Dies gilt insbesondere bei fliichtigen Substan-
zen wie Alkoholen. Diese Abhingigkeit der Wirksamkeit
von der Menge des Desinfektionsmittels bei der Flichen-
wie auch bei der Hindedesinfektion wurde bereits in einer
Vielzahl von Untersuchungen gezeigt.'%11:12

In Europa stehen zur Flichendesinfektion zwei in Ring-
versuchen erprobte praxisnahe Tests zur Verfligung, die
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ohne Tierversuche erfolgen: EN 16615° und EN 13697'3.
Europiische Priifmethoden miissen anwendungsbezogen
eingesetzt werden, d. h. unterschiedliche Tests sind fiir Fla-
chen- oder Hindedesinfektionsmittel vorgesehen, da sich
unbelebte Flichen von menschlicher Haut unterscheiden.
Danach wire es nicht zulissig mit einem Flichentest Aus-
sagen zur Wirksamkeit von Hindedesinfektionsmitteln zu
machen.

c) molekularbiologische und bioinformatische Untersu-
chungen

Die genetische Basis einer Toleranzentwicklung von Ente-
rokokken wurde bioinformatisch und molekularbiologisch
untersucht, konnte aber nicht abschlieflend aufgeklirt wer-
den. Uber einen aufwendigen bioinformatischen Vergleich
von 129 E.-faecium-Isolaten, die ein dhnliches Kerngenom,
aber unterschiedliche Toleranzeigenschaften aufwiesen,
identifizierten die Autoren drei Loci, die moglicherweise
eine Rolle in der Toleranz gegeniiber alkoholischen Losun-
gen spielen kénnten.

Hierbei handelte es sich erstens um zwei Varianten einer
Punktmutation in dem Gen fiir die RNA-Polymerase Un-
tereinheit B (rpoB), zweitens um eine Punktmutation in ei-
nem Galactosidsymporter-kodierenden Gen sowie drittens
um eine Region, die regulatorische Elemente der Zellhiille
kodiert.

Ausgehend von diesen Genloci wurden in dem als beson-
ders tolerant eingestuften Isolat E. faecium ST796 drei
Mutanten hergestellt. Untersucht wurde eine der beiden
Punktmutationen der RNA-Polymerase-Untereinheit und
Deletionen groferer Bereiche der beiden anderen Genloci.
Diese drei Mutanten zeigten in Wachstumsversuchen ein
generell verringertes Wachstum bei 3% (v/v) Isopropanol.

Durch die ausgedehnten Deletionen kénnen ggf. polare
Effekte in der Transkription oder ein genereller Effekt auf
die Integritit der Zellumhiillung und ein damit einherge-
hender genereller Effekt auf die bakterielle Fitness nicht
ausgeschlossen werden. Da die RNA-Polymerase im Zell-
stoffwechsel eine zentrale Rolle einnimmt, kann auch hier
eine Punktmutation bereits einen erheblichen Effekt auf
den gesamten Metabolismus haben.

Die Arbeitsgruppe schlussfolgerte, dass die einzelnen
Genloci nicht fiir eine Toleranz gegeniiber alkoholischen
Losungen verantwortlich sind, sondern dass dieses Phino-
men auf mehreren Faktoren beruhen muss.

Der in diesen Untersuchungen eingesetzte besonders
tolerante Stamm E. faecium ST796 wurde erstmals 2010
nachgewiesen und macht im letzten der von Pidot et al.
untersuchten Zeitrdume (2010-2015) 15 von insgesamt 70
untersuchten Isolaten aus. Ein anderer E.-faecium-Stamm,
ST1y, ist iiber den gesamten Untersuchungszeitraum nach-
weisbar, wobei tolerantere und weniger tolerante Isolate in
allen Zeitabschnitten zu finden sind. Die Signifikanz der

Zunahme der Toleranz nach 2010 wire infolge der unter-
schiedlichen Zusammensetzung und Gréfle der Stichpro-
ben fraglich. Unstrittig ist jedoch die weite Verbreitung des
Stammes E. faecium ST796 in den beiden Krankenhidusern
seit 2010. Interessanterweise wurde kiirzlich tiber das Auf-
treten eines genetisch nah verwandten Stammes in der
Schweiz berichtet.'1> Das Auftreten von neuen Epidemie-
stimmen und Zuriickdringen von etablierten Varianten
ist bei Infektionserregern ein lange bekanntes Phinomen.
Ob die hier identifizierten genetischen Veridnderungen
uiber die Zeit zur erfolgreichen Verbreitung dieser neuen
Stammvarianten beitragen bleibt zu weiten Teilen hypothe-
tisch.

Fazit

Mit den unter a bis ¢ beschriebenen komplexen Untersu-
chungen (s. oben) versuchten die Autoren Hinweise dafur
zu liefern, dass die Entwicklung von VRE mit erhohter
Alkoholtoleranz mit dem Einsatz alkoholischer Hinde-
desinfektionsmittel assoziiert sei. Die von den Autoren in
Suspensionsversuchen ermittelten Ergebnisse zeigen, dass
die 139 untersuchten Isolate aus zwei Krankenhiusern ei-
ner Stadt bei geringen Isopropanol-Konzentrationen (d.h.
weit unter Gebrauchskonzentrationen) Unterschiede in
der Empfindlichkeit aufweisen. Derartige Varianzen in
der Toleranz von Enterokokken gegeniiber verschiedenen
Wirkstoffen auch Alkoholen, sind spitestens seit den goer
Jahren bekannt.'® Ob es sich hier tatsichlich um eine lang-
fristige und fortlaufende Anderung der Toleranz in ende-
mischen Enterokokken-Stimmen handelt oder ob ein sehr
virulenter Stamm ggf. auch eine héhere Toleranz besitzt,
wird nicht schliissig dargelegt. Der mit einem Tierversuch
verbundene Flichentest eignet sich durch die beschriebe-
nen Einflussfaktoren nicht als Beleg der Hypothese. Auch
die molekularbiologischen Untersuchungen tragen zur Be-
wertung der Ergebnisse nicht wesentlich bei.

Die vorgelegten Ergebnisse geben keinen Anlass an der
Wirksambkeit gepriifter Hindedesinfektionsmittel bei kor-
rekter Anwendung zu zweifeln. Unsere Einschitzung steht
im Einklang mit der des Begriinders der Kampagne der
Weltgesundheitsorganisation ,Saubere Hinde“ (Clean your
hands), Didier Pittet. Er zitiert die bereits 2016 ohne Peer
Review-Verfahren auf einer Online-Plattform publizierte
Version dieser Studie mit dem Hinweis: “However, it is
easy to see how the media could misunderstand or mis-
handle information like this to create alarmist headlines
that could undermine belief in the effectiveness of ABHR
(alcohol based handrub).”'” Die Vermittlung der Diskre-
panz zwischen dem One-Sentence-Abstract und den tatsich-
lichen Inhalten der Studie ist hier von fundamentaler Be-
deutung sowohl fir die Hindehygiene als Grundlage der
offentlichen Gesundheit und Infektionsprivention als auch
fiir das Ansehen von wissenschaftlichen Veréffentlichun-
gen als Informationsquelle.
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