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1. Einleitung

Der Kostendruck in der Medizin steigt kontinuierlich an. Dabei wird es zuneh-
mend zum Bestandteil arztlichen Arbeitens, die Kosteneffizienz der Patienten-
versorgung durch Optimierung von Arbeitsablaufen und bessere Ressourcen-
nutzung zu steigern. Dies beinhaltet haufig eine Abwagung zwischen der
Wirksamkeit und der Finanzierbarkeit verschiedener Therapiekonzepte (Smith
2003, Mason 2008).

1.1. Einsparpotential in der Anasthesie

In anasthesiologischen Abteilungen reprasentieren die Medikamentenkosten
einen wesentlichen Anteil der Sachkosten, was eine kritische Betrachtung des
Umgangs mit den oftmals kostspieligen Substanzen rechtfertigt. Eine effizien-
tere Verwendung dieser Ressourcen kénnte zu relevanten Kosteneinsparun-

gen fuhren (Weinger 2001).

Gillerman und Browning veroffentlichten im Jahr 2000 eine Studie, nach der in
der anasthesiologischen Abteilung des Rhode Island Hospital (Providence,
Rhode Island) innerhalb eines Jahres Kosten in Hohe einer Gesamtsumme
von 165.667 US-Dollar (entsprechend 26% der Gesamtausgaben der Abtei-
lung fur Medikamente) nur durch den Verwurf von Medikamentenresten ent-
standen waren. Meist hatte es sich hierbei um Medikamentenreste in noch
ganz oder teilweise geflllten Spritzen gehandelt, welche am Ende einer Pro-
zedur dem Abfall zugefuhrt wurden. Ein Anteil von 48,8% der verlorenen Gel-
der (80.863 US-Dollar) und damit 12,6% der Gesamtausgaben fur Medika-
mente entstand dabei ausschlie3lich durch die Entsorgung ungenutzter Reste

des Hypnotikums Propofol.

1.2. Infektiose Potenz von Propofol

Bei Propofol (z. B. Disoprivan®, AstraZeneca) handelt es sich um das Medi-
kament der ersten Wahl zur Induktion und Aufrechterhaltung der Hypnose in
der total-intravendsen Anasthesie. Als solches findet es eine breite Anwen-
dung sowohl im stationaren, als auch im ambulanten Bereich der Anasthesie.

Aufgrund anaphylaktischer Reaktionen, welche in den ersten Jahren seines



Einsatzes beschrieben wurden (Briggs et al. 1982), wird es heute als besser

vertragliche Emulsionslosung in Sojabohnendl vertrieben.

Aufgrund verschiedener Berichte Uber eine hohe infektiose Potenz dieser
lipidhaltigen Darreichungsform (Thomas 1991, Tessler et al. 1992, Sosis und
Braverman 1993, Berry et al. 1993) und damit verbundenen postoperativen
Infektionen (Carr et al. 1990, Veber et al. 1994) wurden durch den Hersteller
in der Gebrauchsinformation genaue Empfehlungen fur den Umgang mit dem
Medikament formuliert. Diese beinhalten einerseits Anweisungen zum asepti-
schen Umgang mit Propofol, andererseits verlangen sie die konsequente Ver-
nichtung von Medikamentenresten. Es wird besonders betont, dass der Inhalt
einer Infusionsflasche sowie das Infusionssystem zur einmaligen Anwendung
an nur einem Patienten bestimmt sind (Disoprivan® 2% Gebrauchsinformati-
on; AstraZeneca GmbH; Wedel 09/2001). Zum hygienisch einwandfreien Um-
gang mit Kathetermaterialen und lipidhaltigen Infusionslésungen finden sich
zudem genaue Empfehlungen des Robert-Koch-Institutes (Bundesgesund-
heitsblatt 2002). Speziell zu den bei der Anwendung von Propofol zu beach-
tenden und arzneimittelrechtlich relevanten Vorgaben finden sich dartber hin-
aus Empfehlungen der kassenarztlichen Vereinigung Bayern (Bader 2005).
Eine strikte Umsetzung dieser Empfehlungen bedeutet, dass in Situationen, in
denen deutlich geringere Substanzmengen bendtigt werden, als sich in einer
Ampulle befinden (z.B. regelhaft in der Padiatrie), der relativ grolRe Rest, der
dabei verbleibt, nicht fur Folgepatienten genutzt werden darf, sondern verwor-
fen werden muss (Strauss und Giest 2003).

1.3. Einsatz von TIVA-Narkosen

Die total-intravenose Narkosefuhrung (TIVA) mit Propofol hat einige Vorteile
gegenuber der konventionellen Anasthesie mit volatilen Anasthetika. So
zeichnet sie sich durch kirzere Aufwachzeiten und eine hdhere
hamodynamische Stabilitat aus, und auch unerwlinschte Nebenwirkungen wie
postoperative Ubelkeit und Erbrechen traten seltener auf (Juckenhodfel et
al. 1999, Phillips et al. 1996, Ozkose et al. 2001). Aus diesen Vorteilen resul-
tierte neben einer grolRen Akzeptanz des Anasthesieverfahrens durch die Pa-

tienten auch ein finanzielles Einsparungspotential durch erzielbare
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Ablaufoptimierungen, z.B. in Bezug auf Raumnutzung und kirzere Liegezei-
ten (Juckenhofel et al. 1999, Kubitz et al. 2001). In der Versorgung padiatri-
scher Patienten entwickelt sich die total-intravendse Anasthesie mit Propofol

zunehmend zum Standardverfahren (Strauss und Giest 2003).

Den zahlreichen Vorteilen der total-intraven6sen Anasthesie stehen ihre im
Vergleich zur konventionellen Gas-Narkose hdheren Sachkosten gegenuber,
welche neben den geringfugig hoheren Anschaffungskosten insbesondere
durch den ineffizienten Gebrauch der Medikamente verursacht werden
(Gillerman und Browning 2000, Eberhart et al. 2002). Gerade im Rahmen kur-
zer chirurgischer Eingriffe im stationaren wie auch im ambulanten Bereich hat
der Anteil von TIVA-Narkosen dennoch weiter zugenommen (Smith et al.
1999).

1.4. Umgang mit Einwegmaterialien und Medikamentenresten

Umfragen unter Anasthesisten in Grol3britannien und den USA zeigten, dass
es zur gangigen Praxis in der anasthesiologischen Arbeit gehdrt, Materialien
und Medikamentenreste, welche nur fur die Benutzung an einem Patienten
zugelassen sind, weiterzuverwenden, um so Kosten einzusparen (EI Mikatti et
al. 1999, Kempen 1989 b, Halkes und Snow 2003)

Dass ein solches Vorgehen mit dem Risiko einer Material- und Medikamen-
tenkontamination und damit einer nicht unwesentlichen Gefahr von Kreuzin-
fektionen (Infektionsubertragung) zwischen aufeinanderfolgenden Patienten
verbunden sein kdnnte, wurde durch zahlreiche Untersuchungen belegt (Hug-
hes 1946, Olivier et al. 2003, Germain et al. 2005)

Die Gefahr solcher Kreuzinfektionen sollte nicht unterschatzt werden, da die
resultierenden finanziellen und rechtlichen Konsequenzen kaum durch Kos-

teneinsparungen zu rechtfertigen sind.

Um solchen Vorkommnissen vorzubeugen, werden neue Materialien und Ver-
fahren entwickelt, welche das Risiko fur derartige Infektionen senken sollen,
ohne die Kosteneffizienz der Arbeit zu beeintrachtigen (Olivier et al. 2003,
Pascual 2002, Danese 2002, Frank et al. 2003, Leon et al. 2003).



In der anasthesiologischen Abteilung des Gottinger Universitatsklinikums
wurde ein Infusionsbesteck entwickelt, welches durch seine Konfiguration ein
hohes Mald an Kontaminationssicherheit bieten soll. Es wurden Ruckschlag-
ventile an verschiedenen Stellen eines den speziellen Anforderungen von
TIVA-Narkosen angepassten Systems von Infusionsleitungen eingebracht
(Radke 2003). Die gewahlte Konfiguration soll das Risiko von Kreuzinfektio-
nen bei gangiger Praxis vermeiden, um so eventuell die Weiterverwendung

von Medikamentenresten fur weitere Patienten zu erméglichen.

1.5. Das TIVA-Set

Bei der Narkoseflihrung mittels TIVA werden neben einer Basisinfusion (Ubli-
cherweise kristalloide Elektrolytlosungen) das Medikament Propofol sowie ein
Opiat verabreicht. Wegen seiner relativ kurzen Halbwertszeit wird Propofol
dabei, aulBer bei sehr kurzen Eingriffen, kontinuierlich mittels einer Spritzen-
pumpe appliziert, um einen gleichmaflligen Plasmaspiegel des Hypnotikums
zu gewahrleisten. Auch das Analgetikum, in der Praxis meist ein Opiat, wird
haufig kontinuierlich appliziert. Dies ist besonders wichtig beim Einsatz von
Remifentanil, das eine extrem kurze Halbwertszeit von nur 3-4 Minuten hat

und daher fir wiederholte Bolusapplikationen kaum geeignet ist.

Da die TIVA besonders haufig bei kleineren und ambulanten Eingriffen einge-
setzt wird, bei denen oft keine groRen Flussigkeitsumsatze zu erwarten sind
(z.B. Augenoperationen, diagnostische Laparatomien in der Gynakologie,
Handchirurgie), missen die drei Flussigkeiten Basisinfusion, Propofol und
Opiat gemeinsam Uber einen einzigen venésen Zugang verabreicht werden.
Um dies zu vereinfachen, wurde in der Anasthesieabteilung des Gottinger
Uniklinikums ein spezielles TIVA-Infusionssystem (, TIVA-Set®) entwickelt.

Das im Gottinger Universitatsklinikum entwickelte TIVA-Set ist ein vorkonfigu-
riertes Einmalprodukt, welches aus einem Doppel-T-Stlick und zwei seitlich
damit fest verbundenen, je 2 m langen Perfusorschlauchen besteht. Das Dop-
pel-T-Stuck verbindet die Infusionsleitung der Basisinfusion mit dem vendsen

Zugang des Patienten (s. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des TIVA-Sets (Abbildung aus Radke
2003, S. 788), Erlauterung s. Text

Das TIVA-Set ist sofort einsatzbereit und bedarf in der Anwendung keiner wei-
teren Vorbereitung, wie bei anderen Infusionssystemen notwendig. Es werden
bis auf das Infusionssystem der Basisinfusion auch keine zusatzlichen Mate-
rialien bendtigt, wodurch sowohl Kosten als auch Abfall reduziert werden.
Daruberhinaus soll durch moglichst wenig Manipulation an Konnektionsstellen
einer exogenen Kontamination des Lumeninhalts, z.B. durch Hautkeime des
Benutzers, entgegengewirkt werden. In das Set sind insgesamt vier Ruck-
schlagventile fest integriert (markiert mit V1-V4, s. Abbildung 1). Die Kombi-
nation von langen Perfusorschlauchen, kalkuliert eingebrachten Ruckschlag-
ventilen und der damit verbundenen Flussigkeitssaule im System, selbst beim
Stillstand der Perfusoren, soll die Wahrscheinlichkeit retrograder Flisse mi-

nimieren und so eine hohe Kontaminationssicherheit ermdglichen.

In der Konfiguration des Gottinger TIVA-Sets wurden zwei unterschiedliche
Arten von Ruckschlagventilen eingesetzt: hamodynamische und
hamostatische Ruckschlagventile (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung der verwendeten Riickschlagventile (links

hdmodynamisches, rechts hdmostatisches Ventil)

Fur die Konnektionsstellen im Hauptinfusionsweg zum vendsen Patientenzu-
gang (V1) und zur Basis-Infusion (V) werden im TIVA-Set hamodynamische
Ruackschlagventile verwendet. Hamodynamische Ventile sind offen, solange
ein antegrader Fluss stattfindet; sie schlieRen erst, wenn durch Flussumkehr
ein retrograder Druck aufgebaut wird. Daflr erlauben diese Ventile hohe an-
tegrade Flussraten, da sie keine relevante Widerstandserhohung im System
verursachen. Dies ist z.B. dann wichtig, wenn wahrend einer Allgemeinanas-
thesie bei Hypotonie aufgrund von Hypovolamie die rasche intravendse Gabe
von Flussigkeit notwendig ist. Deshalb sind diese Ventile im Hauptinfusions-

weg eingebracht.

Das patientennahe Ventil (V) soll nicht nur als erster Schutz gegen eine ret-
rograde Kontamination mit Keimen dienen, sondern es erlaubt auch eine
Diskonnektion des Ubrigen Systems vom vendsen Zugang des Patienten, z.B.

zum Umlagern des Patienten.

Das zweite Ventil (V2), an dem die Basisinfusion angeschlossen wird, soll zu-

nachst einmal einen Ruckstau der Uber die Spritzenpumpen applizierten Me-
12



dikamente in die Basisinfusion verhindern. Dieser Ruckstau kann auftreten,
wenn die Basisinfusion leergelaufen ist und die Kristalloidlosung die Medika-
mente nicht mehr zum Patienten transportieren kann, oder wenn der vendse
Druck im Infusionsarm Uber den von der Wassersaule aufgebauten hydrosta-
tischen Druck steigt. Dies passiert regelmafig dann, wenn Blutdruckmessung
und Infusion am selben Arm stattfinden mussen, z.B. bei Eingriffen am kontra-

lateralen Arm.

Neben der Vermeidung von retrogradem Medikamentenfluss wurde bei der
Entwicklung des TIVA-Sets angenommen, dass die Kombination der beiden in
Reihe geschalteten Ventile V4 und V; auch den Schutz vor retrograder Kon-
tamination durch Patientenblut vermindert, da durch die nicht komprimierbare
Flussigkeitssaule zwischen den beiden Ventilen auch bei einer Fehlfunktion
von Ventil V4 ein rlickwartsgerichteter Fluss in das TIVA-Set durch Ventil V;

verhindert werden kann.

An den patientenfernen Enden der Perfusorschlauche befindet sich je ein
hamostatisches, sogenanntes ,Entenschnabelventil® (V3 und V,4). Das Ventil-
gehause besteht aus fettresistentem Co-Polyester, das Ventil selbst aus Sili-
kon. Das Co-Polyester erhalt dem Ventil durch seine Fettresistenz seine Reil3-
festigkeit und Dichtigkeit, was Leckagen und Haarrisse selbst unter Langzeit-
einwirkung lipidhaltiger Medikamente verhindert. Solche Haarrisse, die nach
einiger Zeit zu Leckagen von Infusionssystemen fuhren, wurden am Universi-
tatsklinikum Gottingen wiederholt beobachtet, wenn herkdmmliche Drei-Wege-
Hahne benutzt wurden, um dem Hauptinfusionsweg das fetthaltige Propofol

beizumischen.

Der wesentliche Unterschied zu den im Hauptinfusionsweg eingesetzten
hamodynamischen Ventilen ist, dass die hamostatischen Ventile bei zu gerin-
gem anterograden Druck selbsttatig schlielen und nicht wie die
hamodynamischen Ventile einen retrograden Gegendruck zum Schliel3en
brauchen. Offnungs- und Schlussdruck der hdmostatischen Ventile liegen un-
ter 30 cm H»0O (entsprechend 22 mmHg). Die Ventile schliellien damit sicherer,
lassen aber bauartbedingt nur eine geringere Flussrate von ca. 100 ml/min
zu. Aufgrund der im Vergleich mit der Basisinfusion langsamen Flussge-
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schwindigkeiten der Medikamente bereitet dies selbst bei der Verabreichung

von Medikamentenboli keine Probleme.
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1.6. Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Die vorliegende Untersuchung soll zeigen, ob die Konfiguration des Gdéttinger
TIVA-Sets die Kontamination der Medikamente in den Perfusorspritzen mit

aszendierenden Mikroorganismen aus dem Patientenblut verhindern kann.

Da es im klinischen Alltag nicht moglich ist, fir Routine-Narkosen eine grol3e
Zahl infizierter Patienten mit standardisierter, hoher Keimzahl im Blut zu un-
tersuchen, sollte zunachst ein Labormodell eines infizierten Patienten entwi-
ckelt und evaluiert werden. Mit diesem kontaminierten ,Patientenmodell® soll-
te dann unter moglichst praxisnahen Bedingungen eine TIVA-Narkose simu-
liert werden. Nach funfstindiger Infusionsdauer mit klinikiblichen Medikamen-
ten sollte dann mittels mikrobiologischer Kulturmethoden Gberprift werden, ob
unter Verwendung des TIVA-Sets die Sterilitat der im Infusionssystem und den

Perfusorspritzen verbleibenden Medikamentenreste erhalten bleibt.
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2. Material und Methoden

2.1. Mikroorganismen
Bei den eingesetzten Bakterien und dem Bakteriophagen handelt es sich um

klinische Isolate des Instituts fir Medizinische Mikrobiologie der Universitats-

medizin Gottingen:

e Staphylococcus aureus

e Staphylococcus epidermidis

e Proteus mirabilis

e Pseudomonas aeruginosa

e Escherichia coli

e Bacillus subtilis

e Escherichia coli Stamm B14

e DNA-Phage T3 (Escherichia-coli-Bakteriophage).

Die Lagerung der Bakterien erfolgte auf Blutagarplatten, mit wochentlicher
Ubertragung auf frische Nahrbdden. Die Lagerung des Bakteriophagen erfolg-
te nach Anzucht in einer E. coli B14-Vorkultur und Filtration in

Glucosebouillon portioniert bei —27°C.

2.2. Chemikalien

o Softasept® N, alkoholisches Desinfektionsmittel (B. Braun, Melsungen).

2.3. Medikamente

e Jonosteril® Infusionsléosung (500 ml; Fresenius Kabi, Bad Homburg)
e Disoprivan® 2% (50 ml, Wirkstoff: Propofol; AstraZeneca, Wedel).

2.4. Gerate und Verbrauchsmaterialien
e Densimat (BioMérieux, Nurtingen)
e Perfusor® compact, Perfusor® compact S, Infusomat® fmS, fm control-
ler, fm computer (B. Braun, Melsungen)
e 10 ul Pipette Reference (Eppendorf, Hamburg)
e 200 pl Pipette (Gilson, Middleton, USA)
e 1000 pl Pipette 5 DG2-1000 (Nichiryo Co. Ltd, Tokyo, Japan)
16



e Vortex REAX 1 (Heidolph Instruments, Schwabach)

e |IKAMAG® RCT basic Magnetruhrer, Stativstab H16V, IKATRON ETS-D4
fuzzy, Standardfuhler H62 (270 mm) (IKA Labortechnik, Staufen)

e Lichtmikroskop (Leica DM R)

e Pasteurpipetten, Glas (230 mm; Brand, Wertheim)

e Infusomat®-Leitung Standard, Perfusor®-Spritze OPS Luer Lock (50 ml)
(B. Braun, Melsungen)

e Membran-Spritzenfilter (0,45 uym; Corning, New York, USA)

e Membranfilter 500 ml (0,45 ym; Corning, New York, USA)

e Pipettenspitzen, Automatic-Sarpette Pipettierhilfe, Impfschlingen (1 ul)
(Sarstedt, NUmbrecht)

¢ Kiliniject-V Venenverweilkaniule G16 (9 1,8 x 45 mm; Klinika, Usingen)

e TIVA-Set 2001 (Smith Medical International, Watford, GroRbritannien,
ehem. Medex medical, Rossendale, Grol3britannien)

e Erlenmeyerkolben, ,Patientenmodell, Spezialanfertigung (Glasblaserei

Rettberg, Gottingen).

2.5. Nahrmedium zur Bakterienkultur

Die Glucose-Bouillon stammte aus der Nahrbodenkliche des Instituts fir me-

dizinische Mikrobiologie.
Fur die Herstellung wurden

e 10,0 g Pepton aus Fleisch
e 5,0 gNaCl
e 10 g Fleischextrakt, trocken sowie

e 10 g Glucose

in 1 Liter Aqua bidest. geldst und autoklaviert. Der pH-Wert betrug nach dem

Autoklavieren pH 7,3

2.6. Nahrboden zur Bakterienkultur

Die Blutagarplatten stammten aus der Nahrbodenktche des Instituts fur medi-
zinische Mikrobiologie. Die Rezeptur gilt fur die Herstellung von 1 Liter:
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e 15,33 g Agar-Agar

e 10,0 g Pepton aus Casein

e 10,0 g Fleischextrakt, trocken
e 5,67 g NaCl

e 70,0 ml Hammelblut.

Die Zutaten wurden in einem Liter Aqua bidest. geldst und bei 121°C
20 Minuten autoklaviert. Der pH-Wert betrug bei 45°C pH 7,3.

Die Muller-Hinton-Agar-Platten stammten ebenfalls aus der Nahrbodenkiche
des Instituts fur medizinische Mikrobiologie. Flir die Herstellung von einem

Liter wurden bendtigt:

e 17,0 g Agar-Agar

e 17,5 g Pepton aus Casein
e 2 g Fleischextrakt, trocken
e 1,5 g Starke.

Nach der Losung der Zutaten in einem Liter Aqua bidest wurde die Mischung
far 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Der pH-Wert betrug bei 25°C pH 7,3.

Auch die Brolacin-Agar-Platten stammten aus der Nahrbodenkuche des Insti-
tuts fur medizinische Mirkobiologie. Fur die Herstellung von einem Liter wur-

den hierbei verwendet:
o 12,2 g Agar-Agar
e 3,0 g Pepton aus Casein
e 3,0 g Fleischpepton
e 3,0 g Fleischextrakt
e 2,0 g Hydrolysat aus Casein
e 1,0 g Hefeextrakt

e 10,0 g Laktose

18



e 0,128 g L-Cystin
e 0,02 g Bromthymolblau.

Nach der Losung der Zutaten in einem Liter Aqua bidest. wurde die Mischung
far 15 Minuten bei 121°C autoklaviert. Der pH-Wert betrug bei 25°C pH 7,4.

2.7. Bestimmung der Bakterienkonzentration

Die Bakterienkonzentration bzw. der Virusgehalt der Bouillon wurde auf der
Basis der Herstellung einer dekadischen Verdinnungsreihe bestimmt. Dazu
wurden 100 pl der Stammsuspension im Vétmis 1:10 mit steriler Glucose -
Bouillon gemischt. Dieser Vorgang wurde Uber 7 weitere Verdlinnungsstufen
fortgesetzt (max. Verdiinnung: 1:10%). Von jeder Stufe wurden 100 pl auf einer
Blut-Agarplatte ausgespatelt. Die Platten wurden 24 Stunden bei 37°C bebru-
tet.

Abbildung 3: Durchfiihrung einer Verdiinnungsreihe am Beispiel von S.
epidermidis. Dargestellt sind hierbei die Verdiinnungsstufen 1:10* bis 1:10’
(von links nach rechts), wobei nur in den drei héheren Stufen Einzelkolonien

auszahlbar waren.

Die Auswertung der Platten erfolgte durch Auszahlung von gewachsenen Ein-
zelkolonien. Es wurden dabei diejenigen Verdinnungsstufen ausgewertet, bei

denen auf den Platten ausschlieRlich Einzelkolonien der Bakterien gewachsen
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waren. Die Bakterienkonzentration (K) in der Ausgangslésung wurde wie folgt

bestimmt:
K [KBE-mlI™"] =
Anzahl der gewachsenen Kolonien - Verdiinnungsfaktor - 10-ml”’

Im Fall von Proteus mirabilis zeigt sich als Besonderheit das charakteristische
Schwarmphanomen als Ausdruck der hohen Beweglichkeit des begeilelten
Bakteriums. Da aufgrund dieses Phanomens eine Auszahlung einzelner Bak-
terienkolonien zur Konzentrationsbestimmung auf Blutagar nicht moglich war,
wurden abweichend von den Versuchen mit den Gbrigen Bakterien die Proben
aus den Verdunnungsreihen (aus der Bakterienkultur im ,Patientenmodell)
auf Brolacin-Agar aufgebracht. Dieser spezielle Nahrboden verhindert durch
seinen geringen Gehalt an Elektrolyten das Schwarmverhalten von Proteus-
Species. Die Auswertung der Kontaminationsproben aus TIVA-Set und

Perfusorspritzen erfolgte wie bei allen Versuchen auf Blutagar.
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2.8. Prinzip des Virennachweises

Um zuséatzlich zur bakteriologischen Untersuchung eine exemplarische Uber-
prufung des Schlauchsystems auf eine potentielle Kontamination durch Viren
zu ermoglichen, war die Entwicklung einer zusatzlichen Methodik notwendig.
Als Modellorganismus wurde hierbei ein Bakterienvirus (Bakteriophage T3)
eingesetzt, der Uber seine spezifische Lysis des E. coli-Stammes B74 nach-

zuweisen war.

Abbildung 4: Plaques auf einer mit E. coli-B14 bewachsenen Blutagarplatte
nach Aufimpfen des DNA-Phagen T3 an drei Stellen.

2.8.1. Bestimmung des Virengehalts

Um die Virenkonzentration in der Bouillon zu ermitteln, wurde eine Probe der
Kultur filtriert und mit dem Filtrat dann wie in Kapitel 2.7 (S. 18) beschrieben
eine Verdlinnungsreihe durchgefuhrt. Von jeder Verdlinnungsstufe wurden 20

Tropfen a 5 pyl (Gesamtmenge: 100 ul) auf eine mit E. coli B14 Uberspllte
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Muller-Hinton-Platte pipettiert und die Platten dann bei 37°C fir 24 Stunden

inkubiert.

Wahrend in den niedrigen Verdunnungsstufen groRere konfluierende Plaques
(s. Abbildung 4) zu sehen waren, konnte man bei héherer Verdinnung einzel-
ne, sehr kleine Plagues im Bakterienrasen auszahlen, was eine Berechnung
der Virenkonzentration nach derselben Formel wie fur die Bakterien moglich
machte.

2.9. Vorkulturen

2.9.1. Vorkultur der Bakterien

Am Abend vor jedem Versuch wurden 10-15 Kolonien des jeweiligen Bakteri-
ums mit einer Metall-Impfose in 500 ml Glucose-Bouillon Uberfihrt, ein steriler
Magnetruhrstab hinzugefugt und fur 12-14 Stunden unter standiger Durchmi-
schung bei 37°C inkubiert. Unmittelbar vor Versuchsbeginn erfolgte die pho-
tometrische Bestimmung der Bakterienkonzentration in der Vorkultur auf der
Basis des McFarland-Standards. Hierbei wird die optische Dichte der Bakteri-
enkultur bei einer Wellenlange von 565 nm bestimmt, was einen orientieren-
den Ruckschluss auf die Bakterienkonzentration zulasst. Zu Versuchsbeginn
wurde die notwendige Menge der Vorkultur zu der sterilen Bouillon hinzuge-
fagt, um in einer Gesamtmenge von 2.500 ml auf die angestrebte Keimkon-

zentration von ca. 10" KBE-ml' zu kommen.

2.9.2. Vorkultur der Viren

Von 100 ml Vorkultur des E. coli-Stammes B14 wurden nach 12-stindiger In-
kubation 20 ml in 480 ml sterile Glucose-Bouillon uberfuhrt (Verdinnung
1:25). Nach vier Stunden Bebritung unter standiger Durchmischung bei 37°C
wurden 5 ml Phagensuspension hinzugegeben (Verdinnung 1:100) und noch
einmal fur weitere 5 Stunden inkubiert. Nach Filtration (Membranfilter
0,45 ym) wurde eine Veidnungsreihe angelegt und auf vorbereiteten Mu |-
ler-Hinton-Agarplatten die Viruskonzentration ermittelt (s. Kapitel 2.8.1, S.21).
Das ubrige Filtrat wurde in Portionen a 25 ml bei -27°C fur die spateren Ver-

suche gefroren gelagert.
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2.10. Vorversuch: Einfluss von Propofol auf das Wachstum von Mikro-

organismen

2.10.1. Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis und S. epidermidis

Der Einfluss von Propofol auf das Wachstumsverhalten der verwendeten Bak-
terien wurde exemplarisch an B. subtilis und S. epidermidis gepruft. Zwei in
ihrer bakteriellen Konzentration identischen Vorkulturen wurden je 2,5 ml
Propofol oder 2,5 ml steriler Bouillon hinzugefiigt, was dem Mischungsver-
haltnis am Ende eines normalen Versuchsablaufes entsprach (Verhaltnis
Bouillon+Kochsalzlésung:Propofol=60:1). Die Ansatze wurden 5 Stunden bei
37°C unter standiger Durchmischung inkubiert. Nach Ablauf der Inkubations-
zeit erfolgte die Bestimmung der bakteriellen Konzentration beider Ansatze (s.
Kapitel 2.7, S. 18).

2.10.2. Einfluss auf das Viruswachstum

200 ml einer Vorkultur von E. coli B14 wurden halbiert und mit je 1 ml Virus-
suspension versetzt. Einem Teil wurden 5 ml Propofol hinzugefugt. Zum
Nachweis des Virusgehalts wurden zum Beginn und nach Ende der Inkubati-
onszeit von 5 Stunden je 5 ml aus der Kultur entnommen, filtriert (Membran-
Spritzenfilter 0,45 pm) und als Verdnnungsreihe auf mit E. coli-B14 Uberspul-
te Mduller-Hinton-Agarplatten aufgetragen (s. Kapitel 2.8.1, S.21). Nach 24-
stindiger Inkubation erfolgte die Auszahlung der Plaques im Bakterienrasen

zum Vergleich der Phagenkonzentration in den zwei Ansatzen.

2.11. Entwicklung eines experimentellen TIVA-Modells

Um die potentielle Weiterverwendbarkeit von Medikamentenresten aus den
Perfusorspritzen zu testen, wurde das Modell eines kontaminierten Patienten
entwickelt. Dieses Modell wurde mit hohen Konzentrationen von Keimen kon-
taminiert. Das TIVA-Set wurde an dieses Modell angeschlossen und dann die
Durchfuhrung einer funfstundigen Narkose simuliert. Am Ende der definierten
Laufzeit wurden aus verschiedenen Abschnitten des Schlauchsystems Proben

entnommen. Dies erfolgte dabei aus ,patientennahen® und ,patientenfernen®
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Schlauchanteilen sowie aus den Perfusorspritzen. Die entnommenen Proben

wurden dann im Dreifachansatz auf Kontamination gepruft.

2.11.1. Das ,Patientenmodell”

Das fur den geplanten Versuch entwickelte ,Patientenmodell® (s. Abbildung 5)

sollte folgende Bedingungen erfullen:

e Ca. 2,5 Liter ,Blutvolumen® (Bouillon)

o _Korpertemperatur® von 37°C

e ,peripher-vendser Blutdruck® von 10-18 cm H,0O
e kontinuierlicher ,Blutfluss®

e ,venodser Zugang“ (Anschlussmaglichkeit fur das TIVA-Set).

Zur Realisierung des Vorhabens wurde an die Basis eines Erlenmeyerkolbens
mit einem Fassungsvermdgen von drei Litern (ausreichend fir ,Blutvolumen®
und Zusatzvolumen durch Infusion) seitlich ein mit einer Gummimembran ver-
schlossener Anschlussstutzen angebracht (Spezialanfertigung Glasblaserei
Rettberg, Gottingen). Die Gummimembran wurde mit einer Venenverweilkanu-
le (16G, Fa. B.Braun, Melsungen) in das Modell eingebracht, wobei der
Flussigkeitsspiegel mit 2,5 | Bakterienkultur (zu Beginn eines Versuches) ca.
15 cm Uber der Punktionsstelle lag. Dadurch ergab sich ein simulierter ,veno-

ser Druck” von 15 cm H»O.

Ein beheizbarer Magnetrihrer sicherte eine homogene Durchmischung des
Kolbeninhalts und eine gleichbleibende Temperatur von 37°C Uber die gesam-
te Untersuchungsdauer. Die Temperatur wurde wahrend des gesamten
Versuchablaufes kontrolliert und die Heizleistung vom Magnetrihrer automa-

tisch nachgeregelt.
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Abbildung 5: Das ,Patientenmodell”

2.11.2. Vorbereitung der Flussigkultur

Vor jedem Versuch wurde eine Vorkultur des gewlnschten Bakteriums fir 12
Stunden bei 37°C inkubiert. Unmittelbar vor Versuchsbeginn erfolgte eine Be-
stimmung der erreichten Keimkonzentration nach McFarland (s. Kapitel 2.9.1,
S.22). Vor und nach jedem Versuch wurde die Keimbelastung in logarithmi-
schen Verdunnungsreihen bestimmt (s. Kapitel 2.7, S. 19). Fiur jeden Versuch
wurde ein frischer Kulturansatz der verwendeten Erreger verwendet, wodurch
eine ausreichende Menge vitaler Keime garantiert wurde. Im Falle der bakte-
riellen Versuche wurde dabei mit einer minimalen Startkonzentration von

10° KFU/mlI, im Virusversuch mit mindestens 2-10* PFU/mI gearbeitet.
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2.11.3. Versuchsaufbau

Es wurde je eine Perfusorspritze mit physiologischer Kochsalzlésung und mit
Propofol gefullt, unter sterilen Bedingungen an ein TIVA-Set angeschlossen
und in Spritzenpumpen eingelegt. Fur die TIVA wird ublicherweise eine
Opiatlosung in Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) als Analgetikum eingesetzt. Da
der Opiatanteil an der Lésung sehr gering und far unsere Fragestellung nicht
von Bedeutung ist (keine erhohte infektidse Potenz gegeniber Kochsalzl6-

sung allein), wurde darauf verzichtet.

An den Infusionsanschluss des TIVA-Sets wurden 500 ml NaCl (Jonosteril®
Infusionslésung, Fresenius Kabi) Uber ein handelsibliches Infusionssystem
angeschlossen, welches Uber einen Infusomaten lief, um die Tropfgeschwin-
digkeit regulieren zu konnen. Nachdem der Glaskolben den jeweiligen
Testkeim in der Ausgangskonzentration enthielt, wurde eine Braunule durch
die Gummimembran punktiert und das TIVA-Set konnektiert (Gesamtaufbau s.
Abbildung 6).
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Abbildung 6: Der Gesamtaufbau des Versuches mit den Geréten fm
computer (Monitor), fm controller mit Infusomaten und Perfusoren sowie dem

,Patientenmodell“ (unten rechts)

2.11.4. Infusionsschema

Die Infusionsdauer war auf finf Stunden angelegt. Wahrend dieser Zeit waren
sowohl der Infusomat als auch die Perfusoren fir je eine halbe Stunde ge-

stoppt, um so typische Szenarien aus der taglichen Routine zu simulieren.
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Um fiar alle Versuchsdurchlaufe identische Infusionszeiten zu gewahrleisten,

erfolgte die Steuerung samtlicher Gerate durch einen programmierbaren Mik-

roprozessor, den fm controller (B.Braun).

Tabelle 1: Angewandtes Infusionsschema

Infusionsrate Infusomat

Infusionsrate Perfusoren

Dauer | (Gesamtmenge 500 ml) | (Gesamtmenge je 50 ml)
[min] [ml - h] [ml - h]
,Vor Narkosebeginn* 30 100 0
Waéahrend Narkose [ 120 100 10
sInfus. unterbrochen” 30 0 10
,Wéhrend Narkose II* 120 100 10

2.11.5. Probenentnahme und Auswertung

Nach Ablauf der Infusionszeit wurde zur Bestimmung der Endkonzentration

der Bakterienkultur im Kolben eine Probe als Verdunnungsreihe ausplattiert

(vgl. Kapitel 2.7, S. 19).

Aus funf definierten Stellen des TIVA-Sets (s. Abbildung 7) wurden nach sorg-

faltiger Alkoholdesinfektion der aufleren Oberflachen Flussigkeitsproben von

je etwa 400-500 pl enthommen:
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H:Hamostatisches Ventil
D: Hamodynamisches Ventil

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des TIVA-Sets mit Kennzeichnung der

Entnahmestellen flir die Medikamentenproben (©-®)

e Das endstandige Schlauchstick ® wurde vom patientennahen Ruck-
schlagventil diskonnektiert, die Probenentnahme erfolgte dann aus dem
diskonnektierten Ende der Leitung.

e Die beiden Schenkel des TIVA-Sets (® und ®) wurden zur Probenent-
nahme jeweils kurz vor ihrem Zusammenfluss nach aul3erlicher Desin-
fektion mit einer sterilen Schere durchtrennt.

e Die letzte Probenentnahme erfolgte aus beiden Perfusorspritzen (® und
®) nach Diskonnektion vom TIVA-Set.

Von den so gewonnenen Medikamentenproben aus dem System wurden je

drei Proben a 100 pyl unverdnnt auf Hammelblutagarplatten ausplattiert

und bei 37°C fur 24 Stunden bebrutet. Danach erfolgte die visuelle Aus-

wertung auf Keimwachstum.
2.11.6. Variationen beim Nachweis von Viren im System

Versuchsablauf

Der Ablauf des Virus-Versuches war weitgehend identisch mit dem Ansatz der

Vorkultur. 100 ml der E. coli-Ubernachtkultur (Stamm B14) wurden im Ver-
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suchsgefald im Verhaltnis 1:25 mit neuer Bouillon verdinnt und nach 4-
stindiger Inkubation 25 ml Virussuspension hinzugegeben. Beim Ubrigen Ver-
suchsablauf einschlieBlich Probenentnahme gab es keinen Unterschied zum

Bakterienversuch.

Auswertung und Virennachweis im TIVA-Set

Der Nachweis von Viren aus der Ursprungsbouillon bzw. potentiell kontami-
nierenden Viren, die sich in Flussigkeitsproben aus dem TIVA-Set befanden,

wurde folgendermalfien durchgefuhrt:

Von einer Verdunnungsreihe der filtrierten Bouillonproben (Membranfilter,
0,45 pm) und von den unverdinnten Flussigkeitsproben aus dem TIVASet

wurden jeweils 20 Tropfen a 5 ul (insgesamt je 100 ul) auf mit einer E. coli
B14-Flussigkultur uberspulte Muller-Hinton-Agar-Platten pipettiert (Pipette
0,5-10 pl). Anschlieend wurden die Platten fur 24 Stunden bei 37°C bebruitet.

2.12. Allgemeine HygienemaBRnahmen zur Kontaminationsprophylaxe

Um wahrend des gesamten Versuchsablaufes und insbesondere wahrend der
Probengewinnung und -weiterverarbeitung die Gefahr einer Kontamination
(Hautkeime des Untersuchers, Luftkeime) zu verhindern, wurden folgende

MalRnahmen getroffen:

e Die Untersucher trugen standig Latexhandschuhe (unsteril), welche
nach jedem Umgang mit maoglicherweise kontaminiertem Material
(Bouillon, Agarplatten, etc.) gewechselt wurden.

¢ Regelmaldige hygienische Handedesinfektion.

e Die Entnahme und das Auftragen der FlUssigkeitsproben auf
Agarplatten geschah in allen Fallen unter Einhaltung eines Abstandes
von ca. 50 cm von einer brennenden Bunsenbrennerflamme (Hohe etwa
30 cm), um eine Kontamination durch Luftkeime zu verhindern.

e Nach jedem Arbeitsschritt mit kontaminiertem Material erfolgte eine

Desinfektion der Arbeitsflachen mit 70%igem Alkohol.
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2.13. Statistische Auswertung

Die ermittelten Keimzahlen im ,Patientenmodell“ wurden in koloniebildenden
Einheiten (KBE) pro ml angegeben. Fur jeden Versuchsdurchlauf wurde die
Wachstumsrate als Quotient der Konzentration nach und vor dem Versuch

errechnet:

Endkonzentration

Wachstumsfaktor = Startkonzentration
Pro Pathogen wurden die Mittelwerte + Standardabweichung der Konzentrati-
onen und des Wachstumsfaktors errechnet. Mittels des T-Tests fur verbunde-
ne Stichproben wurde Uberprift, ob die Unterschiede in den Konzentrationen
statistisch signifikant sind. Ein p<0,05 wurde als statistisch signifikant defi-

niert.
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3. Ergebnisse

3.1. Vorversuch: Einfluss des verwendeten Propofol-Praparates auf
das Wachstum von Mikroorganismen

3.1.1. Einfluss auf das Wachstum von B. subtilis und S. epidermidis

In einem Vorversuch wurde der Einfluss des von uns verwendeten Propofol-
Praparates (Disoprivan®, AstraZeneca) auf das Wachstum von zwei ausge-
wahlten Hautkeimen orientierend untersucht (S. epidermidis und B. subtilis).
Der methodische Ansatz dieses Versuches ist in Kapitel 2.10.1 dargestellt (S.
23). Auch hier wurde die Inkubationszeit so gewahlt, dass die Bedingungen
des eigentlichen ,Patientenmodells® (s. Kapitel 2.11.1, S. 24) Ubernommen
wurden. Die Bakterienkonzentration in Gegenwart von Disoprivan® wurde zu
Beginn und am Ende der Inkubationszeit bei beiden Erregern bestimmt. Zu
beiden Testkeimen wurden aullerdem unter gleichen Bedingungen Kontrollan-
satze in Abwesenheit von Propofol mitgefihrt. Das Ergebnis ist in Tabelle 2
dargestellt. Es zeigte sich, dass Disoprivan® das Wachstum von S.
epidermidis nicht wesentlich beeinflusste. Wahrend sich im Kontrollansatz die
Konzentration unter den gewahlten Inkubationsbedingungen vervierfachte,
beeinflusste die Gegenwart von Propofol das Wachstum von S. epidermidis
um den Faktor 4,5.

Dagegen zeigte sich bei B. subtilis ein Ergebnis, das unerwartet war. Wah-
rend sich in den durchgefuhrten Kontrollexperimenten das Wachstum von B.
subtilis um den Faktor 54 bzw. 23 erhdhte, war die Konzentration des Keimes
in Gegenwart von Disoprivan® im ersten Versuch nur um den Faktor 7 ange-
stiegen, wahrend es sich im zweiten Versuch nahezu konstant gehalten hatte.
Aus diesem Grunde kam der Verdacht auf, dass das verwendete Propofol-
Praparat das Wachstum dieses Keimes eher verzdgerte. Daher wurde dieser

Keim fur die weiterfUhrenden Testreihen ausgeschlossen.
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Tabelle 2: Einfluss von Propofol auf das Wachstum von B. subtilis und S.

epidermidis im Vorversuch

Bakterium Ansatz Anfangskonzentration | Endkonzentration | Faktor
(10° KBE - mI'") (10° KBE - mI'")

S. epidermidis | Kontrolle 1 3,5 14,0 4,0
+ Propofol 1 4,0 18,0 4,5

B. subtilis Kontrolle 1 0,7 38,0 54,0
+ Propofol 1 0,5 3,5 7,0
Kontrolle 2 0,03 0,70 23,0
+ Propofol 2 0,07 0,05 0,7

3.1.2. Einfluss von Propofol auf das Viruswachstum

Unter gleichen experimentellen Bedingungen wurde gepruft, ob Propofol ei-
nen Einfluss auf die Vermehrung von Viren austiben kdénnte. Als , Testmikroor-
ganismus” wurde fur diesen Versuch der DNA-Bakteriophage T3 (Bakterienvi-
rus) ausgewahlt, der jedoch nur auf der Basis der Lysis seines Wirtsbakteri-
ums E. coli Stamm B14 nachgewiesen werden konnte. Dies fuhrte zu einer
Veranderung der experimentellen Bedingungen. Die genauen Details fur den
Nachweis der Viren auf der Basis der Lysis von E. coli B14 sind in Abschnitt
2.8 dargelegt. Auch in diesem Experiment wurde die
Bakteriophagenvermehrung in Gegenwart und Abwesenheit von Disoprivan®
verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Es zeigte sich kein hemmender Einfluss von Propofol auf die Virusvermeh-

rung.
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Tabelle 3: Einfluss von Propofol auf das Phagenwachstum im Vorversuch

Ausgangskonzentration |Endkonzentration |Faktor
(10° PFU - mI'") (10° PFU - mI'")
Kontrolle 20 200 10
+ Propofol 20 320 16

PFU=Plaque Forming Units

3.2. Versuch: Uberpriifung der Kontaminationsgefahr des TIVA-Sets

durch Bakterien

3.2.1. Staphylococcus aureus

Wir strebten fur S. aureus eine Ausgangskonzentration im modifizierten
Erlenmeyerkolben von 10-10° Zellen-mI™" an. Die Bestimmung der Ausgangs-
konzentration in den 2,5 Litern Startkultur durch Auszahlung der KBE in einer
Verdinnungsreihe (s. Kapitel 2.7, S. 18) zeigte jedoch eine Schwankungsbrei-
te, die im Bereich von 4-10°-ml" bis 20-10°mlI™" lag (s. Tabelle 4). Nach
funfstindiger Inkubation war zu beobachten, dass die Konzentration von S.
aureus im Testansatz im Mittel um den Faktor 10,4 gestiegen war. Der Anstieg
der Bakterienkonzentration ist statistisch signifikant mit p<0,01 (95%
Konfidenzintervall 8,1 — 12,6). Es ist somit davon auszugehen, dass zumin-
dest innerhalb der letzten Stunde des Versuchsablaufes eine Bakterienkon-
zentration im Kulturgefal zu finden war, die sich in der GréRenordnung von

mindestens 50-10%-ml™" bewegte.

Der Versuch mit S. aureus als Testkeim wurde insgesamt zwdlfmal in unab-
hangigen Experimenten durchgefihrt. Bei jedem Durchlauf wurden finf Pro-
ben aus den Schlauchabschnitten 1-5 unverdinnt auf jeweils drei
Blutagarplatten ausgestrichen (s. Kapitel 2.11.5, S. 28). Bei keinem dieser

insgesamt 180 Ausstriche konnte ein Keimwachstum nachgewiesen werden.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Versuchsreihen mit S. aureus

Ausgangs- End- nachgewiesene
Zunahme | Proben
konzentration | konzentration (Faktor) |(n) Kontamination
(10° KBE-mI"") | (10° KBE-mI'") (KBE)
6 78 13,0 15 0
6 62 10,3 15 0
10 100 10,0 15 0
10 140 14,0 15 0
5 70 14,0 15 0
13 100 7,7 15 0
4 67 16,8 15 0
17 140 8,2 15 0
17 200 11,8 15 0
20 120 6,0 15 0
20 110 5,5 15 0
20 140 7,0 15 0
Mittelwert £ Standardabweichung Summe
12,36,3 110,614,0 10,4+3,6 | 180 0

3.2.2. Staphylococcus epidermidis

Die Tests mit S. epidermidis im ,Patientenmodell“ zeigten, dass wir in allen

acht unabhangig voneinander durchgefuhrten Testreihen eine sehr ahnliche
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Ausgangskonzentration von ca. 9-10%-ml™! erzielt hatten (s. Tabelle 5). Unter
den experimentellen Bedingungen hatte sich innerhalb von funf Stunden die
Zellzahl im Mittel um den Faktor 3,6 erhoht (p<0,01; 95% Konfidenzintervall:
1,5-5,7). Die Entnahme von Proben aus den zuvor definierten
Entnahmestellen (1-5) des TIVA-Sets und die Ausplattierung des unverdinn-
ten Materials auf insgesamt 120 Blutagarplatten ergab in keinem Fall den
Nachweis bakteriellen Wachstums.

Tabelle 5: Zusammenfassung der Versuchsreihen mit S. epidermidis

Ausgangs- Endad- Nachgewiesene
Zunahme | Proben
konzentration | konzentration (Faktor) (n) Kontamination
(10° KBE-mI") | (10° KBE-mI') (KBE)
10 96 9,6 15 0
7 30 4,3 15 0
8 28 3,5 15 0
10 23 2,3 15 0
10 21 2,1 15 0
10 28 2,8 15 0
10 23 2,3 15 0
10 23 2,3 15 0
Mittelwert £ Standardabweichung Summe
9,4%1,2 34,0+25,2 3,6£2,5 | 120 0
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3.2.3. Escherichia coli

Die Ausgangskonzentrationen von E.coli waren etwa funfmal so hoch wie die
Ausgangskonzentrationen von S. aureus und S. epidermidis. Am Ende der
Inkubationszeit hatte sich die Bakterienkonzentration im Mittel weiterhin ver-
funffacht und lag stets tiber 108 KBE-ml' (s. Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammenfassung der Versuchsreihen mit E. coli

Ausgangs- End- Nachgewiesene
Zunahme | Proben
konzentration | konzentration (Faktor) (n) Kontamination
(10° KBE-mI'") | (10° KBE-mI'") (KBE)
40 250 6,3 15 0
38 250 6,6 15 0
30 260 8,7 15 0
46 230 5,0 15 0
22 200 9,1 15 0
26 235 9,0 15 0
150 580 3,9 15 0
55 100 1,8 15 0
50 140 2,8 15 0
Mittelwert £+ Standardabweichung Summe
50,7+38,8 249,4+135,4 | 5,9+2,7 135 0
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Im Mittel waren die Keimzahlen im Versuchszeitraum um den Faktor 5,9 ge-
stiegen (p<0,001; 95% Konfidenzintervall 3,8—-8,0). Die Uberpriifung der Pro-
ben aus dem TIVA-Set zeigte, dass es in keinem der 135 Ausstriche aus den
neun unabhangig voneinander durchgefuhrten Testreihen zu einer nachweis-

baren bakteriellen Kontamination im Schlauchsystem gekommen war.

3.2.4. Proteus mirabilis

Bei den Versuchen mit P. mirabilis erzielten wir bei jedem Versuchsdurchgang
eine Ausgangskonzentration von 1:10° Zellen-mlI™". Am Ende des Versuchs-
zeitraums hatte sich die Konzentration in der Kultur im Mittel um den Faktor
67,3 erhoht (p<0,001; 95% Konfidenzintervall 56,5-78,2). Somit lagen am En-
de der Inkubationszeit die Bakterienkonzentrationen im Bereich von 48:-10°
bis 93-10° KBE-ml" (s. Tabelle 7). Die aus dem TIVA-Set entnommen Proben
wurden wie zuvor auf eine bakterielle Kontamination Uberprift. Es konnte je-
doch auch hier in keinem der neun unabhangig voneinander durchgefiuhrten
Testdurchlaufe mit insgesamt 120 angesetzten Kulturen eine Kontamination

mit P. mirabilis nachgewiesen werden.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Versuchsreihen mit Proteus mirabilis

Ausgangs- End- nachgewiesene
Zunahme | Proben
konzentration | konzentration (Faktor) (n) Kontamination
(10° KBE-mI'") | (10° KBE-mI'") (KBE)
1 59 59 15 0
1 64 64 15 0
1 74 74 15 0
1 57 57 15 0
1 93 93 15 0
1 48 48 15 0
1 56 56 15 0
1 76 76 15 0
Mittelwert £ Standardabweichung Summe
1,0+0,0 67,3x14,2 |67,3x14,2| 120 0
3.2.5. Pseudomonas aeruginosa

In den Versuchsdurchlaufen mit Pseudomonas aeruginosa vermehrten sich
die Bakterien im ,Patientenmodell” im Mittel um den Faktor 1,4 (p<0,001; 95%
Konfidenzintervall 2,4-4,5). Die mittlere Keimkonzentration zu Beginn der
Versuchsdurchlaufe lag bei 20-10° KBE'ml™"' und stieg auf gemittelte
66,6-10° KBE-ml™' an. Bei der Uberpriifung der 135 Proben aus den definier-
ten Entnahmestellen im TIVA-Set zeigte sich auch hier keine bakterielle Kon-
tamination mit dem Erreger im ,Patientenmodell® (s. Tabelle 8).
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Versuchsreihen mit Pseudomonas

aeruginosa
Ausgangs- Endad- Nachgewiesene
Zunahme | Proben
konzentration | konzentration (Faktor) (n) Kontamination
(10° KBE-mI") | (10° KBE-mI') (KBE)

20 73 3,7 15 0

13 89 6,8 15 0

25 70 2,8 15 0

17 62 3,6 15 0

24 71 3,0 15 0

19 68 3,6 15 0

25 49 2,0 15 0

23 66 2,9 15 0

20 51 2,6 15 0

Mittelwert £ Standardabweichung Summe
20,7+4,0 66,6+12,0 3,4t1,4 135 0

3.3. Uberpriifung der Kontaminationsgefahr des TIVA-Sets durch Viren

In den ersten funf durchgefuhrten Versuchsreihen wurde mit einem initialen
Virusgehalt gearbeitet, der noch im Bereich einer Verdiinnung von 1:2-3-10*
nachzuweisen war. Am Ende des Inkubationsintervalls hatte sich der Gehalt
an Viren messbar vermehrt. Es wurden Vermehrungsfaktoren bestimmt, die im
Bereich von 67-333 lagen. In einem zweiten Teil wurden vier unabhangige

Experimente durchgeflhrt, in denen sich der initiale Virusgehalt im Mittel um
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den Faktor 100 erhdhte. Bei der Auswertung der Experimente war zu be-
obachten, dass sich der Gehalt an Viren am Ende des Inkubationsintervalls
um das 10-50fache erhoht hatte.

Zur Uberpriifung des Schlauchsystems auf mégliche kontaminierende Viren
wurden auch hier wiederum Proben aus den definierten Abschnitten 1-5 (s.
Abbildung 7) entnommen und unverdunnt in das Verfahren zum Virusnach-
weis (s. Kapitel 2.11.6, S. 30) eingesetzt. In den Proben, die aus der ersten
Testreihe mit fUnf Versuchen entstammten, konnte in keinem Fall ein Virus-
nachweis gefuhrt werden. Auch in der zweiten Testreihe, bei der der Endge-
halt an Viren im Durchschnitt um den Faktor 20 hdher gelegen hatte als am
Ende der ersten Testreihe, war in den Proben 1-5 in keinem Fall ein Virus-

nachweis gelungen.
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Tabelle 9: Zusammenfassung der Versuchsreihen mit dem Bakteriophagen

Ausgangs- Endad- Nachgewiesene
Zunahme | Proben
konzentration | konzentration (Faktor) (n) Kontamination
(10° PFU-mI"") | (10° PFU-mI'") (PFU)
0,02 2 100 15 0
0,03 3 100 15 0
0,03 10 333 15 0
0,03 2 67 15 0
0,02 3 150 15 0
4 40 10 15 0
4 100 25 15 0
2 100 50 15 0
2 80 40 15 0
Mittelwert £ Standardabweichung Summe
1,4+1,7 37,8+43,7 |97,2+98,6| 135 0

PFU=Plaque forming units. P=0,015
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Konfiguration des Goéttinger TIVA-
Sets auf ihre Kontaminationssicherheit zu Uberprifen. Unter mdglichst reali-
tatsnahen Bedingungen sollte am ,Patientenmodell® evaluiert werden, inwie-
weit dieses Infusionssystem den Anforderungen an Hygiene und Infektionssi-
cherheit genlgt, und ob so durch seine Verwendung eine kosteneffizientere

Nutzung von Medikamenten vertretbar werden kann.
4.1. Validitat des Modells

4.1.1. Auswahl der Mikroorganismen

Nosokomiale Infektionen sind ein zentrales Problem der modernen Medizin
(Vincent et al. 1995). Fur das Jahr 2006 bezifferte eine Studiengruppe um
Gastmeier und Geffers die Haufigkeit nosokomialer Infektionen in Deutsch-
land auf ca. 400.000-600.000 (Gastmeier und Geffers 2008). Insbesondere
das zunehmende Auftreten antibiotika-resistenter Keime wie z.B. unterschied-
licher Stamme des Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) und
multiresistenter Enterokokken bereitet dabei Probleme (von Eiff et al. 1997,
Toniolo et al. 2006, Gastmeier und Geffers 2008, von Baum et al. 2010). Hos-
pitalkeime stellen meist hohe Anforderungen an die HygienemalRnahmen.
Nicht selten fungieren Klinikmitarbeiter als Ubertrdger von Krankheitserre-
gern, sei es akut durch mangelnde Hygiene oder chronisch als Keimtrager.
Insbesondere bei alteren Patienten, unter Immunsuppression oder auf Inten-

sivstationen sind die Folgen solcher Infektionen oft fatal (Vincent et al. 1995).

Die Auswahl der Bakterien und Viren fur die vorliegende Arbeit erfolgte nach
zwei Gesichtspunkten: einerseits sollte die Haufigkeit ihres Vorkommens in
Krankenhdusern bzw. ihre Rolle im Rahmen nosokomialer Infektionen bertck-
sichtigt werden, andererseits wurden bevorzugt solche Keime ausgewahlt, die
durch besondere Eigenschaften, wie die Moglichkeit zur Biofilmbildung oder
eine hohe Mobilitat und theoretische Fahigkeit zur Fortbewegung entgegen
einer kontinuierlichen FlUssigkeitsbewegung, als besonders geeignet fur ei-

nen Belastungstest des TIVA-Sets erschienen.
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Staphylococcus aureus

Staphylokokken sind grampositive, fakultativ anaerobe Kugelbakterien, wel-
che sich auf gewdhnlichen Nahrbdoden leicht kultivieren lassen und zur norma-

len Haut- und Schleimhautflora des Menschen gehoren.

Dieser Mikroorganismus wurde eingesetzt, weil er fur 12% aller nosokomial
erworbenen Infektionen und 5-10% aller katheter-assoziierten Septikdmien
bei hospitalisierten Patienten verantwortlich ist (Emori und Gaynes 1993,
Bouza 2002).

Typisch far Infektionen mit S. aureus sind vielfaltige Arten lokaler Gewebsde-
fekte mit Eiterbildung (Furunkel, Karbunkel, Abszesse, Wundinfektionen). Von
hier kann es Uber lymphogene oder hamatogene Streuung zur Ausbreitung in

andere Korpergebiete kommen.

Gefurchtete Komplikationen gerade bei abwehrgeschwachten Patienten sind
in diesem Zusammenhang Hirnabszesse und Endokarditiden (von Eiff et al.
1997).

Seit Jahren treten zunehmend Resistenzen von S. aureus gegen Antibiotika
auf, was die Therapie von Infektionen deutlich erschwert. Besondere Proble-
me bereiten dabei die methicillinresistenten Stamme (MRSA). Man geht in-
zwischen von ca. 14000 nosokomialen MRSA-Infektionen pro Jahr in

Deutschland aus (Kluytmans et al. 1997, Gastmeier und Geffers 2008).

Staphylococcus epidermidis

Die wichtigste Erregergruppe im Zusammenhang mit Fremdkorper-
assoziierten Infektionen stellen die koagulase-negativen Staphylokokken dar.
Sie galten lange Zeit als apathogen, haben aber durch den zunehmenden
Einsatz von Plastikmaterialien in der modernen Medizin eine entscheidende
Rolle als fakultativ pathogene Krankheitserreger Ubernommen (Ziebuhr et al.
2006).
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Einige Stamme des grampositiven Bakteriums S. epidermidis verfugen Uber
die Eigenschaft, bevorzugt an implantierte Plastikfremdkorper zu adhéarieren
und sich durch die Bildung eines Biofilmes vor dem Angriff von Immunsystem
und Antibiotika zu schitzen (O’Gara und Humphreys 2001, Ziebuhr et al.
2006). Daruber hinaus ist S. epidermidis als typischer Kommensale der Haut
weit verbreitet. Diese Eigenschaften fuhren dazu, dass 11% aller nosokomia-
len Infektionen und sogar 40-60% aller katheter-assoziierten Infektionen von
S. epidermidis verursacht werden (Emori und Gaynes 1993, Bouza 2002).

In Verbindung mit der relativen Anspruchslosigkeit des Bakteriums bei der

Kultur fuhrte dies zu seinem Einsatz in den Versuchsreihen.

Escherichia coli

E. coli ist eine Spezies gramnegativer Stabchenbakterien aus der Familie der
Enterobacteriaceae. Sie enthalt sowohl fakultativ als auch obligat pathogene
Stamme. Erstere findet man als regelmafRigen Bestandteil der physiologischen

Darmflora.

Im klinischen Alltag stellen diese Mikroorganismen die haufigste Ursache von
Harnwegsinfektionen dar, 80% der Falle gehen auf diesen Erreger zurick.
Daneben steht E. coli mit einem Anteil von 12 % aller nosokomialen Infektio-
nen an der Spitze der gramnegativen Erreger (Emori und Gaynes 1993, Bou-
za 2002), mit weiterhin steigender Tendenz (Toniolo et al. 2006). Weitere ge-
furchtete Erkrankungen, welche durch E. coli ausgelost werden kdnnen, sind
Meningitiden und Septitiden. Eine Infektion mit E. coli erfolgt meist endogen
durch fakale Verunreinigung und mangelnde Hygiene (Orskov und Orskov
1985). Das Auftreten antibiotika-resistenter E. coli-Stamme, z.B. mit der Mdg-
lichkeit zur Produktion von Beta-Laktamase-Inhibitoren (ESBL-E. coli) er-
schwert die Therapie nosokomialer Infektionen zunehmend (Toniolo et al.
2006, von Baum et al. 2010). Aufgrund dieser Bedeutsamkeit im klinischen

Alltag wurde E. coli in die Untersuchung miteinbezogen.
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Proteus mirabilis

P. mirabilis ist ein gramnegatives, sporenloses Stdbchenbakterium aus der
Familie der Enterobacteriaceae. Etwa 3 % aller nosokomialen Infektionen,

bevorzugt im Bereich des Urogenitaltraktes, aber auch Septikdmien und

Wundinfektionen werden durch Proteus-Spezies verursacht (Emori und
Gaynes 1993).

Abbildung 8: Darstellung der hohen Beweglichkeit von P. mirabilis auf
Blutagar (,Schwérmphédnomen®). Eine Einzelkolonie wurde in der Mitte der
Platte aufgetragen. Das ringférmige Wachstum ausgehend von diesem

Zentrum ist deutlich zu erkennen.

Von der mikrobiologischen Seite zeichnet sich dieses Bakterium durch eine
peritriche Begeillelung aus, welche ihm eine hohe aktive Beweglichkeit er-
moglicht. Es ware hypothetisch vorstellbar, dass diese Eigenschaft sich auch
in der Kontamination von Schlauchsystemen auswirken kénnte. Moglicherwei-
se ware der Keim in der Lage, sich entgegen der Flussrichtung der Infusion in
den Bereich héhergelegener Abschnitte des TIVA-Sets fortzubewegen. Diese

Hypothese fuhrte zur Aufnahme von P. mirabilis in die Versuchsreihen. In der
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unproblematischen mikrobiologischen Anzucht auf Blutagar zeigt sich das
charakteristische Schwarmphanomen als Ausdruck der hohen Bakterienbe-
weglichkeit (s. Abbildung 8). Da aufgrund dieses Phanomens eine Auszahlung
einzelner Bakterienkolonien zur Konzentrationsbestimmung auf Blutagar nicht
maoglich war, wurden abweichend von den Versuchen mit den ubrigen Bakteri-
en die Proben aus den Verdunnungsreihen (aus der Bakterienkultur im ,Pati-
entenmodell®) auf Brolacin-Agar aufgebracht. Dieser spezielle Nahrboden
verhindert durch seinen geringen Gehalt an Elektrolyten das Schwarmverhal-
ten von Proteus-Species (Sandys 1960). Die Auswertung der Kontaminations-
proben aus TIVA-Set und Perfusorspritzen erfolgte wie bei allen Versuchen
auf Blutagar.

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ist eine Spezies obligat aerober, gramnegativer Stabchenbakte-
rien. Charakteristisch far diesen gefurchteten Erreger von
Hospitalismusinfektionen sind seine hohe Umweltpersistenz sowie seine aus-
gepragte Resistenz gegen Antibiotika und Desinfektionsmittel. Inzwischen ge-
hen 9 % aller nosokomialen Infektionen und 3-6% der katheter-assoziierten
Septikdmien auf P. aeruginosa zuruck (Emori und Gaynes 1993, Bouza 2002,
Toniolo et al. 2006). Die Sepsis mit diesem Mikroorganismus ist mit der
hochsten Letalitat unter allen Sepsisformen belastet (Hahn et al. 2005). Infek-
tionen entwickeln sich gehauft bei abwehrgeschwachten Patienten, auf Inten-

sivstationen, in Verbrennungszentren und in der Onkologie.

Neben seiner epidemiologischen Bedeutung flihrte auch die Fahigkeit einiger
Pseudomonas-Stamme zur Biofilm-Bildung (O’'Toole und Kolter 1998) zu der
Entscheidung, dieses Bakterium in die Reihe der Testorganismen aufzuneh-

men.

DNA-Phage T3 (E. coli-Bakteriophage)

Nachdem das TIVA-Set bereits auf seine Kontaminationssicherheit gegenlber
Bakterien gepruft war, erschien es sinnvoll, wenigstens in einem Modellver-
such auch virale Erreger zu Uberprufen. In vergleichbaren Studien (Eichler et

al. 2004) war auf einen solchen Ansatz bisher verzichtet worden.
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Durch Blutkontakt Ubertragenen Viren wie das Humane Immundefizienz-Virus
(HIV) oder virale Hepatitis-Erreger, sind gerade im Bereich invasiver medizini-
scher Behandlungen besonders geflurchtet. Dass Mehrfachverwendung von
Einwegmaterialien und Verwendung von Mehrfachdosisampullen auch mit ei-
nem erhdhten Risiko der Ubertragung viraler Infektionen zwischen verschie-
denen Patienten einhergeht, zeigte u.a. die Untersuchung von vier Hepati-
tis C-Infektionen einer chirurgischen Klinik in Frankreich. Hierbei wurden die
Patienten nachweislich durch den unsicheren Umgang mit Einwegmaterialien
und Medikamentenampullen mit dem Hepatitisvirus infiziert (Germain et al.
2005).

Viren haben, anders als eine Vielzahl von Bakterien, keine Moglichkeit zur
aktiven Fortbewegung oder zur Bildung eines Biofilms, und sie bendtigen
Wirtszellen fur ihre Vermehrung und Ausbreitung. Sie zeichnen sich jedoch
durch eine wesentlich geringere GroRe aus als die meisten Bakterien
(Durchmesser von Bakterien: 0,2-1 ym, Bnge 1 -15 ym, Durchmesser des
Hepatitis B-Virus: 42-45 nm), passieren Bakterienfilter und kénnten also theo-
retisch auch kleinere Lucken des TIVA-Sets, welche flr Bakterien nicht pas-

sierbar waren, fur eine Kontamination nutzen.

Dass solche morphologischen Unterschiede die Kontaminationswahrschein-
lichkeit beeinflussen kdnnen, zeigten die Forschungsergebnisse von Koepke
et al. (1985). In einem Modellversuch fur intradermale Hauttests wurde aus
einer Spritze 0,1 ml eines sterilen Kulturmediums in eine mit Poliovirus kon-
taminierte FluUssigkeit gespritzt. Bei der mikrobiologischen Aufbereitung der
Spritzen zeigte sich, dass alle mit Poliovirus kontaminiert waren. Ein Durch-
spulen der Nadel mit Resten des Kulturmediums vor der Diskonnektion konnte
die Kontamination des restlichen Spritzeninhaltes nicht verhindern. In voraus-
gehenden Versuchen mit Bakterien hatte das Durchspulen der Nadel vor
Diskonnektion ausgereicht um eine Kontamination der Flissigkeitsreste in der
Spritze zu verhindern (Koepke et al. 1985). Im Rahmen dieser Versuche wur-
de auRerdem gezeigt, dass bei der Diskonnektion der Nadel 107-10"° ml der
Testkultur in die Spritze aspiriert wurden. Dies entspricht genau der Menge
Blut, die sich in Versuchen an Schimpansen als fur eine Infektion mit Hepatitis

B ausreichend erwiesen hat (Shikata et al. 1977, Barker et al. 1975).
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Sowohl der qualitative als auch der quantitative Nachweis der genannten hu-
manpathogenen Viren hatte eine Ausweitung der Methodik erforderlich ge-
macht, welche den Rahmen dieser Arbeit Uberschritten hatte. Daher wurde
die Methodik fiir die Uberpriifung des TIVA-Sets auf eine potentielle Ubertrag-
barkeit von Virusinfektionen abgewandelt. Hierbei wurde anstelle bekannter
viraler Erreger aus dem Klinikalltag ein Bakterienvirus (Bakteriophage T3) als
Modellorganismus eingesetzt, der uber seine spezifische Lysis des Stammes
E. coli B14 nachzuweisen war. Auf der Basis dieser Bakterienlysis konnte ei-
nerseits der Ausgangsgehalt an Viren in der Bouillon zu Beginn des Versuchs
bestimmt werden, andererseits wurde am Ende der Inkubationszeit der Faktor
gemessen, um den sich der Gehalt an Viren vermehrt hatte. Auch die Medi-
kamentenproben aus dem Schlauchsystem des TIVA-Sets konnten so auf das
Vorkommen des Bakteriophagen untersucht werden. So wurde eine Mdglich-
keit entwickelt, die Untersuchung mit einem Virus durchzufuhren, welches ab-
gesehen von Humanpathogenitat dieselben Eigenschaften aufwies wie andere

Viren.

Im Gesamtkontext dieser Arbeit sind die Bakteriophagen-Versuche eher im
Sinne eines orientierenden Ansatzes zu verstehen. Die geringe Anzahl an
Versuchsdurchlaufen mit diesem Erregertyp ist in seiner Aussagekraft sicher
nicht mit den deutlich ausflhrlicheren Untersuchungen an unterschiedlichen,
in ihren spezifischen Eigenschaften erheblich variableren, bakteriellen Erre-

gern vergleichbar.

4.1.2. Keimzahlbestimmung nach McFarland

Far die Simulation einer Bakteriamie im ,Patientenmodell” wurde in allen Ver-
suchen eine Keimzahl von 10" KBE-mlI™' angestrebt. Um die in der Vorkultur
vorhandene Keimzahl naherungsweise bestimmen zu kdnnen, kam eine pho-
tometrische Trabungskontrolle gemafll dem McFarland-Standard zum Einsatz.
Hierbei wird die optische Dichte der Bakterienkultur bei einer Wellenlange von
565 nm bestimmt, was einen orientierenden Ruckschluss auf die Bakterien-
konzentration zulasst. Danach wurde die Vorkultur durch Hinzufigen von ste-
riler Bouillon auf die Gesamtmenge von 2.500 ml mit der gewlnschten Keim-

konzentration von 10” KBE-mlI™' verdiinnt.
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Verschiedene Faktoren kénnten bei diesem Vorgehen zu Schwankungen der
Keimkonzentrationen pro Versuchsdurchlauf gefuhrt haben. Beispielsweise
kann eine unvollstandige Durchmischung der Vorkultur zu einer Fehlbestim-
mung fuhren, da sich bei inhomogener Durchmischung relevante Bakterien-
mengen am Boden des Gefalles fur die Vorkultur absetzen kénnen. Wird dann
eine Probe von 2 ml fur die Photometrie aus der Mitte des Gefaltes entnom-
men, ist diese Probe nicht sicher reprasentativ fur die Konzentration des ge-
samten Ansatzes. Zudem unterscheidet die photometrische Bestimmung nicht
zwischen vitalen und avitalen Zellen, wahrend in der nachfolgenden Kultur auf
Blutagar nur vitale Bakterien zur Koloniebildung gefuhrt haben kénnen. Daru-
ber hinaus weist die photometrische Keimzahlbestimmung eine technisch be-

dingte Schwankungsbreite auf.
4.1.3. Auswahl der Medikamente

Propofol

Als zentrales Narkotikum in der total-intravendsen Anasthesie mit zusatzlicher
infektidser Potenz (s. Abschnitt 1.2) war Propofol ein ideales Agens zur Uber-
prufung der Kontaminationssicherheit des TIVA-Sets unter moglichst realisti-

schen Bedingungen.

In einer Aufarbeitung der gemeldeten Falle Propofol-assoziierter nosokomialer
Infektionen zwischen 1990 und 1993 konnten Bennett et al. anhand epidemio-
logischer und mikrobiologischer Methoden zeigen, dass in allen Fallen eine
extrinsische Kontamination durch Hygienemangel in der Narkosevorbereitung
als wahrscheinlichste Ursache zu sehen ist (Bennett et al. 1995). Wie es zu
solchen Kontaminationen kommen kann, ist Thema zahlreicher weiterer Publi-
kationen (Zacher et al. 1991, Veber et al. 1994, Kuehnert et al. 1997, Bach
und Motsch 1996). Die Inokulation von Bakterien kann zu verschiedenen Zeit-
punkten der Verarbeitung von Propofol auftreten, vom Offnen der Glasampulle
(Zacher et al. 1991, Aydin et al. 2002) bzw. Durchstechung der Gummimemb-
ran einer Infusionsflasche ohne vorherige Desinfektion (Gebel et al. 2002) bis
zum Aufziehen der Substanz in eine Spritze (McLeod et al. 1991). In einer
Studie von Sosis und Braverman zeigte sich eine sprunghafte Zunahme der

Vermehrung von Staphylococcus aureus in Propofol ab der 6. Stunde nach

50



Kontamination (Sosis und Braverman 1993). Eine langere Lagerung der Sub-
stanz nach dem Aufziehen bzw. eine Mehrfach-Entnahme kleinerer Dosen aus
bereits angebrochenen Ampullen findet sich immer wieder als ein entschei-
dender Faktor bei der Entstehung Propofol-assoziierter Infektionen (McNeil et
al. 1999, Kuehnert et al. 1997, Arzneimittelkommission der deutschen Arzte-
schaft 2008).

In dem Bestreben eine alternative Darreichungsform fur Propofol zu entwi-
ckeln, welche die infektidse Potenz des Praparates verringern kdonnte, er-
schien der Zusatz von Hemmstoffen des mikrobiellen Wachstums sinnvoll.
Versuche unter Zusatz von Lidocain zeigten nur begrenzten Erfolg (Sakuragi
et al. 1999, Wachowski et al. 1999), doch man fand mit
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) einen Wirkstoff, der, in einer extrem
niedrigen Dosierung zugefligt, die Vermehrung vieler Problemkeime ohne
sonstige Nebenwirkungen wirksam verhindert (Langevin et al. 1999, Hart
2000). Nach dem Zusatz von EDTA zum Disoprivan® 1994 ist die Verwendung
von Propofol in den USA seit 1996 nur noch in dieser Form gestattet. In der
Folge kam es dort zu keinem weiteren Bericht GUber Propofol-assoziierte Infek-

tionen (Thompson und Goodale 2000, Jansson et al. 2006).

Nachdem die Firma AstraZeneca als erste in Deutschland ihrem Praparat
(Disoprivan®) EDTA hinzuflgte, fihrte dies auch hier voriibergehend dazu,
dass einige Kliniken sich zeitweise ausschlieBlich dieses Produktes bedienten
(Strauss und Giest 2003).

Dennoch gelten auch hier weiter die unveranderten Empfehlungen des Her-
stellers bezuglich des strikt aseptischen Umganges mit dem Medikament.
Dass die Wirksamkeit dieser Handlungsanweisungen nicht auf validierten
Studien beruhen, bleibt haufig unbedacht (White und Watcha 1993)

Es war nicht das Ziel dieser Arbeit, den Einfluss des EDTA-Zusatzes im
Propofol auf das Wachstum von Bakterien zu prifen. Dennoch war dieser Ef-
fekt moglicherweise nicht irrelevant. So wurde Bacillus subtilis als Testkeim
aus den Untersuchungen ausgeschlossen, nachdem in Probeansatzen unter
Zusatz von Disoprivan® die Keimvermehrung fast vollstandig unterdrickt wur-

de (s. Kapitel 3.1.1, S. 32). Das Wachstum von S. epidermidis als zweitem
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Testkeim im Vorversuch wurde hingegen durch den Zusatz von Disoprivan®

zur Kultur nicht wesentlich beeinflusst.

Das ,Opioid*

In der total-intravendsen Anasthesie wird Ublicherweise neben dem Narkoti-
kum Propofol ein Opioid, wie z.B. Remifentanil, zur Analgesie eingesetzt. Da
es keine Berichte gibt, in denen diesen Substanzen eine erhdhte infektidse
Potenz zugeschrieben wird, und sie darliber hinaus eher teuer sind und dem
Betaubungsmittelgesetz unterliegen, wurde in der Studie auf den Einsatz die-
ser Medikamente verzichtet. Stellvertretend wurde dem ,Patientenmodell”
0,9%ige Kochsalzlésung uber den zweiten Schenkel des TIVA-Sets zugefihrt.
Im Falle einer retrograden Kontamination des TIVA-Sets sollte diese Ldsung

ein Bakterienwachstum weder fordern noch unterdriicken.

4.1.4. Das ,Patientenmodell”

Um das TIVA-Set unter moglichst realistischen Bedingungen auf seine Kon-
taminationssicherheit zu testen, sollte mit Hilfe eines ,Patientenmodells® eine
potentielle Infektionsquelle geschaffen werden. Ziel des entwickelten ,Patien-
tenmodells“ war es, mdglichst realitatsnahe Bedingungen zu simulieren, um
ohne Gefahrdung realer Patienten das TIVA-Set einem Sicherheitstest unter-

ziehen zu kénnen.

Simulation eines venésen Zugangs

Nach einigen Versuchen gelang es, einen Erlenmeyerkolben so zu modifizie-
ren, dass es einerseits moglich war, eine vendse Verweilkanule unter reali-
tatsnahen Druckverhaltnissen  zu applizieren, andererseits  durch
Magnetruhrer fur eine kontinuierliche Durchmischung zu sorgen, welche den
Blutfluss simulieren sollte. Gleichzeitig konnte die Temperatur der Bouillon
messfuhlergesteuert bei 37°C gehalten werden. Es wurde sichergestellt, dass
die Verweilkanule durch die Eigenelastizitat der Gummimembran nicht einge-

engt wurde, sondern ein freier Fluss in beide Richtungen moglich war.

Der Druck im ,vendsen® System entstand durch die Hohendifferenz zwischen
Bakterienlosung und vendser Eintrittsstelle, so dass ein initialer Druck von ca.

15 cm H,0 resultierte. Durch kontinuierliche Infusion von Kochsalzlésung und
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Propofol stieg der Druck auf max. ca. 25 cm H,O am Ende an. Die entspricht
einem physiologischen peripheren Venendruck von etwa 8-18 cm H,O (lie-
gender Patient, in Ruhe).

Keimzahlen

Die in unserem ,Patientenmodell® erzielten Keimzahlen lagen in allen Ver-
suchsansatzen mindestens im Bereich der laut Literatur ,in vivo“ zu erwarten-

den Bakterienkonzentrationen.

Verschiedene Studien haben sich in der Vergangenheit mit der Frage beschaf-
tigt, wie hoch die Keimbelastung des menschlichen Blutes im Rahmen septi-
scher Krankheitsgeschehen ist. Abhangig von den verschiedenen Krankheits-
bildern der untersuchten Patienten kam man hierbei zu unterschiedlichen Er-
gebnissen. Die hochste beschriebene Keimbelastung zeigte sich in einer
amerikanischen Studie von Shenep et al. (1988). In einer Untersuchung von
Patienten mit einer gramnegativen Sepsis zeigte sich hierbei in der Blutkultur
einer Patientin mit akuter lymphoblastischer Leukamie (unter Chemotherapie)
eine Bakteridmie mit 1,2-10" KBE-mlI™" (Shenep et al. 1988). Neben zwei wei-
teren Patienten mit Keimkonzentrationen zwischen 1,4-105 und 4-10° KBE-mlI
" wurden in den (ibrigen Fallen dieser Studie ausschlieBlich Keimzahlen unter
10° KBE-mlI' beobachtet. So beschrieben Werner et al. 1967 in einer Unter-
suchung der Blutkulturen von 206 an infektioser Endokarditis erkrankten Pati-
enten eine maximale Keimzahl von 173 KBE-ml™' (Werner et al. 1967).

Die Untersuchung von Blutkulturen fiebernder Kinder zeigte variable Keim-
konzentrationen zwischen 2:10" und 10* KBE'ml', wobei die héheren Keim-
zahlen ausschlieBlich bei manifest erkrankten Kindern (Meningitis, Peritonitis)
auftraten (Santosham und Moxon 1977).

Um das Vorliegen von katheterassoziierten Infektionen zu beweisen, vergli-
chen Flynn et al. 1988 Blutkulturen nach Blutentnahme einerseits Uber den
mutmaldlich infizierten Katheter sowie eine frisch punktierte periphere Vene.
Hierbei zeigten sich in dem Blut, welches uber den bereits liegenden Katheter

abgenommen wurde deutlich hdhere Keimzahlen als bei frischer peripherer
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Punktion, jedoch ebenfalls mit Konzentrationen, die 300 KBE-mlI™" nicht Gber-
schritten (Flynn et al. 1988).

4.2. Der Versuchsablauf im Vergleich zum klinischen Einsatz

Die total-intravendse Anasthesie findet ihren Einsatz vor allem im Bereich
kleiner operativer Eingriffe mit einer Dauer von 1-3 Stunden, haufig auch im

ambulanten Bereich.

Die Infusionsdauer in der vorliegenden Arbeit war auf 5 Stunden angelegt,
wobei die Laufgeschwindigkeiten von Spritzenpumpen und Basisinfusion so
gewahlt waren, dass sie realen Narkosebedingungen entsprachen (s. Tabelle
1). Zunachst standen die Perfusoren bei laufender Basisinfusion still, was das
Intervall zwischen Versorgung des Patienten und Narkosebeginn simulieren
sollte. Die darauffolgende Laufgeschwindigkeit der Perfusoren von jeweils
10 mI-h™" (plus Basisinfusion mit 100 ml-h™') entsprach Narkosebedingungen
(bei einem 70 kg schweren Patienten entsprechend: Propofol (Disoprivan®
2%) 2,86 mg-kg'-h”', sowie Remifentanil 100 ug/ml  entsprechend
0,24 pug-kg”-min"). Ein zwischenzeitlicher Stop der Basisinfusion fiir
30 Minuten sollte den Fluss auf ein Minimum reduzieren (insgesamt 20 ml-h™
uber die Perfusoren) und simulierte z.B. das versaumte Wechseln einer Infu-

sionsflasche durch den Anasthesisten.

Sowohl die lange Gesamtdauer, als auch die teilweise sehr niedrigen Flussra-
ten konnten eine Kontamination theoretisch begunstigen. Darlber hinaus er-
folgte am Ende eines Versuchsdurchlaufes zunachst die Diskonnektion des
Infusionssystems von der Venenverweilkanlle, wobei das distale Rickschlag-
ventil an der Kanule belassen wurde. So wurde auch die Wirkung eines nega-
tiven Drucks, wie sie fur den Moment der Diskonnektion von Kanulen be-
schrieben wurde (Hughes 1946, Evans und Spooner 1950), vor der Proben-

entnahme bericksichtigt.

Die Kontaminationsprufung erfolgte in verschiedenen Anteilen des Versuchs-
aufbaus (s. Abbildung 7): vom ,patientennahen® endstandigen Schlauchstick
mit grofter Kontaminationswahrscheinlichkeit (von der Bakterienkultur nur
durch ein hamodynamisches Rlckschlagventil sowie die Venenverweilkantle

getrennt), Uber mittlere Schlauchabschnitte bis hin zu den Perfusorspritzen
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(mit potentiell noch zu verwendenden Medikamentenresten). Die Tatsache,
dass es selbst in der Auswertung der Proben aus den Schlauchabschnitten
mit kurzester Distanz zum ,Patienten® nicht zum Bakterienwachstum oder zu
bakteriolytischen Plaques kam, gibt zusatzliche Sicherheit fur héhere Anteile
des Versuchsaufbaus, insbesondere fir die Medikamentenreste in den Sprit-

zen.

Selbstverstandlich sind die durchgefuhrten Experimente nur auf den Kklini-
schen Alltag anwendbar, wenn man auch dort strenge hygienische Grundsat-
ze im Umgang mit den verwendeten Medikamenten und Materialien voraus-
setzt. Um eine Kontamination des TIVA-Sets durch aszendierende Keime aus
dem ,Patientenmodell® von einer Keimeinschleppung durch den Benutzer (v.a.
Hautkeime) abgrenzen zu konnen, wurde im Labor zu jedem Zeitpunkt auf
eine sterile Arbeitsweise geachtet. Dass sich die idealen Laborbedingungen
nur unter einem deutlichen Mehraufwand in die klinische Praxis ubertragen
lassen, ist selbstverstandlich. Doch es war nicht das Ziel dieser Arbeit, die
Wahrscheinlichkeit exogener Kontaminationen zu uberprifen, zumal es zu
diesem Thema bereits zahlreiche Veroéffentlichungen gibt (Kolbitsch et al.
1995, Farrington et al. 1994, Lorenz et al. 2002, Warwick und Blake 1994,
Zacher et al. 1991, McLeod et al. 1991). Um das Risiko einer exogenen Kon-
tamination flir unsere Versuche zu minimieren, wurde darauf geachtet, mdg-
lichst wenig an den Konnektionsstellen des Systems zu manipulieren, was im

klinischen Alltag deutlich haufiger notwendig ist.

AuRerdem unterblieb eine Uberprifung des Einflusses von Druckschwankun-
gen im ,Patientenmodell“ auf die Kontaminationsrate. Crosby beschrieb 1991
die Fehlfunktion eines Rlckschlagventils mit Reflux von Patientenblut in den
proximal des Ruckschlagventils gelegenen Systemabschnitt infolge einer arte-
riellen Blutdruckmessung am selben Arm (Crosby 1991).

4.3. Infektionsrisiken im anasthesiologischen Alltag

In Umfragen unter Anasthesisten aus den USA und GroRbritannien zeigte
sich, dass in der taglichen Praxis die Mehrfachverwendung von Einwegarti-
keln aus Kostengrinden keine Seltenheit ist. 6,9-75% der Befragten gaben

an, regelmalig Medikamentenreste in Einwegspritzen flr Folgepatienten
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weiterzubenutzen, und z.T. sogar nach dem Verbrauch des Rests die Spritze
erneut aufzuziehen (Kempen 1989 b, El Mikatti et al. 1999, Tait und Tuttle
1995, Rosenberg et al. 1991).

Kempen berichtete 1989 von Anasthesisten, die im Verlauf eines Arbeitstages
Spritzen bei sich tragen, die fur die Applikation von haufig verwendeten Medi-
kamenten fur samtliche Patienten des Tages benutzt werden (Kempen 1989
a).

Dabei konnte bereits in den 40er Jahren gezeigt werden, dass sich bei der
Benutzung einer Spritze fur mehr als einen Patienten wahrend des Wechselns
der Injektionsnadel durch die Diskonnektion ein Sog aufbaut, der potentiell
kontaminierte Flussigkeit aus dem Nadelinneren in die Spritze befordern kann
(Hughes 1946). Daruber hinaus birgt das wiederholte Aufziehen herkdmmli-
cher Einwegspritzen ein deutlich erhdhtes Risiko fur eine Kontamination (Oli-
vier et al. 2003).

Halkes und Snow fuhrten 2003 eine Umfrage unter anasthesiologischen
Facharzten im Sudwesten Englands durch, in der es um den Umgang mit
Einwegmaterialien bei der Durchfihrung einer total-intravenésen Anasthesie
ging. Hierbei stellte sich heraus, dass nur 46% der Befragten nach einer ab-
geschlossenen Prozedur alle Einwegartikel, unabhangig von der Menge des

in den Spritzen verbliebenen Propofols, entsorgten.

Meist wurde vor Narkosebeginn ein Ruckschlagventil in den distalen Anteil
der Infusionsleitung eingebracht, welches einen retrograden Fluss und damit
eine Kontamination der Infusionsleitung verhindern sollte. 9,2% der teilneh-
menden Arzte vertrauten diesem System so sehr, dass sie am Ende der Nar-
kose ausschliel3lich das Ventil auswechselten und das ganze restliche Materi-

al inklusive der Infusionsleitung fur den Folgepatienten weiterbenutzten.

Immerhin 4,1% der Befragten hielten sogar diese Vorsichtsmalinahme fur un-
notig und wechselten lediglich das distale Stick der Infusionsleitung aus, oh-

ne vorher ein Rickschlagventil verwendet zu haben (Halkes und Snow 2003).
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Dennoch birgt die DurchfiUhrung einer TIVA, insbesondere durch die Verwen-
dung von Propofol, ein erhohtes Infektionsrisiko, was in der Vergangenheit
mehrfach zu nosokomialen Infektionen gefuhrt hat (s. Kapitel 1.2, S. 6).

In der Literatur tauchen wiederholt Berichte Uber Infektionen auf, welche mit
hoher Wahrscheinlichkeit durch Hygienemangel wahrend der Durchflhrung
von Narkosen verursacht wurden. So untersuchten Furtwangler et al. 2006 die
Meldung von drei Neuinfektionen mit Hepatitis B und kamen zu dem Ergebnis,
dass die drei betroffenen Patienten drei Monate zuvor am selben Tag in der-
selben Einrichtung und unmittelbar aufeinanderfolgend operiert worden wa-
ren. Der Patient, der als erster auf dem OP-Plan stand, war bereits vier Mona-
te friher am selben Ort unmittelbar nach einem zu dem Zeitpunkt noch uner-
kannt chronisch Hepatitis B-infizierten Patienten operiert worden. Bei den Er-
mittlungen zum Ubertragungsweg fiel auf, dass in der Einrichtung bezogen
auf die Anzahl der Narkosen deutlich zu wenig Infusionsschlauche, Einweg-
spritzen und Handschuhpaare verbraucht worden waren. Dies legte den Ver-
dacht nahe, dass auch hier sowohl Infusionsschlauche, als auch Einmalsprit-

zen regelhaft fir mehrere Patienten benutzt wurden.

Im Jahr 2007 wurde ein Anasthesist durch den deutschen Bundesgerichtshof
wegen Korperverletzung mit Todesfolge zu einer Gesamtfreiheitsstrafe von 2
Jahren auf Bewahrung verurteilt, nachdem in der Folge einer Narkose ein
dreijahriges Madchen als Folge eines septisch-toxischen Schocks verstorben,
ein 42-jahriger Mann fir 2 Wochen erkrankt war (Berner 2008). Der Arzt hatte
hierbei die Vorgaben des Arzneimittelherstellers missachtet und aus einer
Medikamentenflasche wiederholt Propofol fir verschiedene Patienten ent-
nommen. Nach der Auslegung des Gerichts hatte sich der Anasthesist damit
uber die Regeln der arztlichen Kunst hinweggesetzt. Das Gericht wertete dies

als vorsatzliche Korperverletzung und kam zu dem o.g. Urteil.

Diese und weitere Falle sorgen dafir, dass jetzt und kiinftig die Uberprifung

von Hygienemangeln immer genauer verlaufen wird.
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4.4, Finanzielle Konsequenzen nosokomialer Infektionen

Nach den Ergebnissen von Gastmeier und Geffers (2008) kam es im Jahr
2006 zum Auftreten von 400.000-600.000 nosokomialen Infektionen in

Deutschland, davon ca. 20.000 als primare Septitiden.

Die Folgekosten dieser Infektionen stellen neben den persdnlichen Folgen fur
die betroffenen Patienten auch eine erhebliche Belastung flir das Gesund-
heitssystem dar. Es werden immer wieder Anstrengungen unternommen, um
Hygienemangel aufzudecken und zu beseitigen, welche die Entstehung sol-
cher Infektionen begunstigen (Pittet et al. 2000, Zuschneid et al. 2003,
Matlow et al. 1999).

Pittet et al. bezifferten die zusatzlich entstehenden Kosten pro Uberlebendem
Patienten bei nosokomialer Sepsis auf 40.000 US-Dollar, bei einer Verlange-
rung des Krankenhausaufenthaltes um durchschnittlich 14 Tage (Pittet et al.

1994). Die Letalitat der Patienten lag in dieser Studie im Bereich von 50%.

Eine Studie aus Deutschland setzt die Gesamt-Behandlungskosten eines Pa-
tienten mit schwerer Sepsis bei ca. 23.000 € an. Nicht zuletzt vor dem Hinter-
grund des fallpauschalisierten Vergutungssystems gewinnt diese Problematik
zusatzlich an Bedeutung. Die Krankenhauskosten und die indirekten Kosten
der Sepsis, die der Gesellschaft durch den Produktivitatsverlust entstehen,
belaufen sich in Deutschland jahrlich auf ca. 4-8 Milliarden Euro (Moerer et al.
2002).

2007 bezifferte eine Gottinger Forschungsgruppe um Moerer et al. die Kosten
der intensivmedizinischen Versorgung von Sepsis-Patienten auf 1.090 €/Tag.
Diesen Zahlen gegenuber stehen die Kostenersparnisse, die aus der Mehr-
fachverwendung von Einwegmaterialen und der Weiterverwendung von Medi-
kamentenresten resultieren. Wie bereits in Kapitel 1.1 (S. 6) dargelegt, belie-
fen sich 1997/1998 die Verluste, die innerhalb eines Jahres allein durch ver-
worfene Medikamentenreste in der anasthesiologischen Abteilung des Rhode
Island Hospitals entstanden, auf 165.667 US-Dollar (Gillerman und Browning
2000).

Lessard beschrieb fur seine Abteilung einen jahrlichen Verbrauch von rund

25.000 Spritzen bei Mehrfachverwendung. Ein strenger Verwurf jeder Spritze
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nach einmaliger Verwendung wurde nach seiner Berechnung die Kosten allein
far Spritzen um 110% anheben, was jahrliche Mehrausgaben von 5.000 US-
Dollar bedeuten wurde (Lessard et al. 1988). In einer mikrobiologischen Auf-
arbeitung von Spritzen aus dem alltaglichen Gebrauch fand Lessard keinen
Unterschied bezuglich der Kontaminationsrate nach einmaliger oder mehrfa-

cher Benutzung.

Bei der Diskussion von SparmalRnahmen wird es immer notwendig sein, beide
beschriebenen Seiten zu berlcksichtigen und so neben der finanziellen auch

eine Risikoabwagung vorzunehmen.

4.5. Kontaminationssicherheit der gangigen Verfahren

Dass Rulckschlagventile nicht zuverlassig als mikrobiologische ,Barrieren® im
Infusionssystem wirken, welche ausschliellich antegrade Flusse zulassen
und damit eine retrograde Kontamination der Medikamente mit hinreichender

Sicherheit verhindern, ist bekannt.

Neben Berichten Uber Fehlfunktionen bei Materialfehlern (Crosby 1991) fin-
den sich in der Literatur auch solche uber Reflux von Blut und kontaminieren-
den Bakterien aus dem Kreislauf des Patienten bei scheinbar uneinge-
schrankter Ventilfunktion. So konnten Trépanier et al. 1990 nach Routinenar-
kosen Blutbestandteile in durchschnittlich 3,33% aller Infusionssysteme
nachweisen. Das Einbringen eines Ruckschlagventils fuhrte dabei zu keiner
Veranderung der Kontaminationsraten (Trépanier et al. 1990). Dass das Mafl}
der Kontaminationssicherheit zudem mafigeblich von der Art des verwendeten
Rickschlagventils abhangt, zeigte sich in den Studien von Gretzinger et al.
(Gretzinger et al. 1996).

Fahl kam wahrend seiner Versuche an einem Patientenmodell zu dem Ergeb-
nis, dass die Haufigkeit bakterieller Kontaminationen von Infusionssystemen
durch das Vorhandensein von Ruckschlagventilen nicht beeinflusst wird. Der
Nachweis koloniebildender Einheiten gelang dabei in allen Versuchsdurchlau-
fen ausschlieBlich in den distalen, ,patientennahen® Abschnitten der Infusi-
onssysteme. Der maximale Abstand zum Patienten, in dem noch eine Konta-
mination im Infusionssystem nachweisbar war, betrug dabei 65 Zentimeter
(Fahl 2002).
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Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Eichler et al. 2004 bei der Uberprii-
fung der Konfiguration eines TIVA-Sets der Firma Codan (Lehnsahn, Deutsch-
land) anhand eines ahnlichen Versuchsaufbaus (,Patientenmodell mit einer
Kultur von Streptococcus faecium). Auch hier zeigte sich schon nach einer
extrem kurzen Infusionszeit von nur einer Minute in 86,7% der Falle eine bak-
terielle Kontamination des distalen Schlauchanteils. Dabei wurde ein Ruck-
schlagventil, welches direkt am vendsen Zugang des Patienten lokalisiert war,
scheinbar problemlos Uberwunden. Dennoch war es in keinem der genannten
Versuche zu nachweisbaren Kontaminationen hoherer Schlauchabschnitte

oder Medikamentenreste gekommen (Eichler et al. 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Studie war nach 56 Versuchsdurchlaufen in kei-
nem Abschnitt des TIVA-Sets der Nachweis eines einzigen Testkeimes aus
dem ,Patientenmodell® moglich. Dies entspricht einer Gesamtanzahl von 840

Proben ohne Nachweis von Bakterienwachstum oder Virusaktivitat.

Der deutliche Unterschied der Ergebnisse im Vergleich zur Studie von Eichler
et al. konnte aus unserer Sicht in den unterschiedlichen Versuchsaufbauten
begrindet sein. So kdnnte einerseits durch die Verwendung unterschiedlicher
Arten von Ruckschlagventilen eine Bakterienaszension in das Infusionssys-
tem verhindert worden sein, welche bei Eichler et al. bereits nach einer deut-
lich geringeren Infusionszeit stattgefunden hatte. Desweiteren waren in den
Versuchen von Eichler et al. die Infusionsschlauche mit einem bakteriellen
Kulturmedium  geflllt, wahrend in unserem Versuchsaufbau eine
Propofolzubereitung verwendet wurde, welche durch den Zusatz von
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) im klinischen Alltag eine Vermehrung von
Bakterien hemmen soll (s. Kapitel 4.1.3, S. 50). Zwar hatte sich in den Vor-
versuchen mit Bakterienkulturen in Kulturlésung unter Zusatz von Propofol
keine Unterdrickung der Bakterienvermehrung von S. epidermidis gezeigt,
und es war in samtlichen spateren Versuchsdurchlaufen eine deutliche Zu-
nahme der Bakterienkonzentration im ,Patientenmodell® auch nach Infusion
von Disoprivan® nachweisbar. Hierbei handelte es sich jedoch stets um ein
Gemisch von Kulturmedium und Medikament. Eine Uberprifung des Bakteri-
enwachstums in reinem Disoprivan® erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht.

Maoglicherweise kdnnte demzufolge ein Wachstum kontaminierender Bakterien
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in den Flussigkeitsproben aus dem Infusionssystem durch den EDTA-Gehalt

der Propofol-Zubereitung gehemmt worden sein.

Auch konnten im verwendeten ,Patientenmodell” die speziellen Eigenschaften
menschlichen Blutes nur in begrenztem Umfang simuliert werden. Beispiels-
weise wird eine modgliche Sedimentation von Blutzellen Uber ein Rickschlag-
ventil im vorliegenden Modell nicht berltcksichtigt. Weiterhin wurde in unse-
rem Modell der Einfluss hoherer Systemdricke nicht bertcksichtigt, wie sie im
klinischen Alltag, beispielsweise bei Blutdruckmessungen nach Anlage der
Blutdruckmanschette an dem Arm, an welchem auch die Medikamentenappli-
kation erfolgt, zustande kommen kann. Hierbei konnte durch den erhdhten
retrograden Druck ein Ubertritt von Blut Uber ein Riickschlagventil begunstigt
werden. In der Studie von Eichler et al. hatte sich jedoch auch unter Simulati-
on einer solchen Druckerhdhung keine Zunahme der Kontaminationsraten in

hoheren Abschnitten des Infusionssystems gezeigt.

Nach der vorliegenden Studie konnen wir nicht sicher sein, dass eine mikro-
bielle Kontamination des TIVA-Sets unmadglich ist. Das in Géttingen konzipier-
te TIVA-Set erflllt jedoch verschiedene Bedingungen, die in ihrem Zusam-
menwirken eine Kontamination in hohem MalRe unwahrscheinlich machen. Die
Kombination unterschiedlicher Rickschlagventile an verschiedenen Stellen im
System mit langen Infusionsschlauchen (2m) und den damit verbundenen
Flussigkeitssaulen verhindert die retrograde Kontamination hdhergelegener
Schlauchabschnitte. Durch die gebrauchsfertige Vorkonfiguration entfallen
mogliche exogene Kontaminationen bei der Vorbereitung des Sets.

Den vorliegenden Untersuchungen zufolge lieRe sich durch das Verwerfen
des TIVA-Sets mitsamt der Basisinfusion nach der Narkose das Risiko einer
Kontamination deutlich reduzieren. Unter Einhaltung der Empfehlungen fur
den hygienisch einwandfreien Umgang insbesondere mit Propofol (keine lan-
gere Lagerung etc.) sprechen die Ergebnisse dafur, dass Restmengen der
Medikamente in den Perfusorspritzen flir den nachsten Patienten weiterver-

wendet werden konnen.

Die Perfusorspritze mitsamt ihres Inhaltes kdnnte dann bis zur vollstandigen
Entleerung fur weitere Patienten benutzt werden, sollte danach jedoch eben-

falls ausgetauscht werden.
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Ein solches Vorgehen ist stets weiterhin an die Einhaltung hygienischer Stan-
dards bei der Vorbereitung und Durchfuhrung der Narkose gebunden. Gerade
das sterile Aufziehen von Propofol mit der Vermeidung langerer Lagerungszei-

ten ist dabei zur Pravention exogener Kontaminationen unumganglich.

Ob ein Abweichen von den Herstellerempfehlungen rechtlich und moralisch
vertretbar ist, muss weiterhin vom Anwender selbst individuell entschieden
werden und obliegt seiner Verantwortung. Da dies entgegen der Hersteller-
empfehlung geschehen wirde, kann ein solches Vorgehen nicht grundsatzlich
empfohlen werden, obwohl die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung

dies nahelegen konnten.
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5. Zusammenfassung

Wahrend der letzten Jahre hat die total-intravendse Anasthesie mit Propofol
vor allem wegen ihrer geringen Nebenwirkungen zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Bei der Verabreichung von Propofol ist jedoch besondere Vorsicht
geboten, da mit diesem Medikament ein erhdhtes Infektionsrisiko assoziiert

sein kann.

Das in der anasthesiologischen Abteilung des Universitatsklinikums Goéttingen
entwickelte ,TIVA-Set” ist ein Infusionsbesteck, welches speziell fur TIVA-
Narkosen entwickelt wurde und durch seine Konfiguration eine erhohte Kon-

taminationssicherheit bieten soll.

Ein Modellversuch fir die Praxis sollte priufen, inwieweit der Einsatz eines
derart konfigurierten Sets eine retrograde Kontamination der verwendeten
Materialien und Medikamente von Patientenseite vermeiden kann. Als ,Pati-
entenmodell“ eines bakteriell kontaminierten Blutkreislaufes diente dabei ein
Glaskolben, der ein Flussigkulturmedium mit definierter Bakterienkonzentrati-
on enthielt. Die Eigenschaften des Modells bezuglich Temperatur, Druck und
Fluss wurden dabei entsprechend den Bedingungen im menschlichen Korper
gewahlt. Uber einen Anschlussstutzen, welcher mit einer Gummimembran
verschlossen war, wurde eine Venenverweilkanlle in das System eingebracht,
welche dann mit einem TIVA-Set konnektiert wurde. Dieses wurde vorher, wie
im anasthesiologischen Alltag, mit zwei Perfusorspritzen sowie einer Basisin-
fusion verbunden. Die Perfusorspritzen enthielten Propofol bzw. isotonische
Kochsalzlésung als Ersatz flr ein Opioid. Nach Ablauf eines funfstindigen,
realitatsnahen Infusionsschemas erfolgte eine mikrobiologische Aufarbeitung
von Flussigkeitsproben aus funf definierten Stellen des Infusionsaufbaus, um
das Ausmaly der mikrobiellen Kontamination zu bestimmen. Nach Auftragen
der FlUssigkeitsproben auf Hammelblutagar erfolgte nach 24-stindiger Inku-

bation bei 37°C die visuelle Auswertung auf Keimwachstum.

Dieser Versuchsablauf wurde mit insgesamt 5 verschiedenen Bakterien
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pro-
teus mirabilis und Pseudomonas aeruginosa) durchgefuhrt. Die Auswahl der

Mikroorganismen erfolgte aufgrund ihrer Relevanz bei nosokomialen Infektio-
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nen sowie besonderer Eigenschaften, welche eine Kontamination von Infusi-
onssystemen begunstigen konnten. In leicht abgewandelter Form wurde die-
ser Versuchsablauf zusatzlich mit einem Bakteriophagen (DNA-Phage T3)
durchgefihrt, der als Modellkeim fur eine potentielle Virusinfektion dienen
sollte. FUr jeden Mikroorganismus wurden mindestens 9 getrennte Versuchs-

durchlaufe durchgefuhrt.

Insgesamt wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 56 Versuchsdurchlaufe
durchgefihrt. Die im Patientenmodell erreichten Keimzahlen lagen in allen
Versuchsansatzen mindestens in dem angestrebten Konzentrationsbereich,
der ,in vivo“ in der Blutkultur eines septischen Patienten zu erwarten ware
(min. 10° KBE-ml", max. 5:10® KBE-mlI"). Es wurden 840 Medikamentenpro-
ben aus den verschiedenen Abschnitten des TIVA-Sets sowie den
Perfusorspritzen auf ein Wachstum von Mikroorganismen untersucht. Hierbei
ergab sich in keinem Fall ein Hinweis auf eine mikrobielle Kontamination der

Medikamentenreste.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung legen den Schluss nahe, dass
eine Weiterverwendung von Medikamentenresten aus den Perfusorspritzen
bis zur vollstandigen Entleerung moglich sein konnte. Eine unabdingbare Vo-
raussetzung flr ein solches Vorgehen ware die strikte Einhaltung hygieni-
scher Standards bei der Vorbereitung und DurchfiUhrung der Narkose, insbe-
sondere bei Einsatz von Medikamenten mit erhdhter infektioser Potenz wie
Propofol.

In jedem Fall ist unter Berucksichtigung der Literatur zu diesem Thema ein
solches Vorgehen durch den Anwender in Anbetracht der juristischen Aspekte
individuell auf das Risikopotential hin zu bewerten und obliegt seiner Verant-

wortung.
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during total intravenous anesthesia. Anesth Analg 111, 925-928).
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Paeruginosa Pseudomonas aeruginosa

P.mirabilis Proteus mirabilis

PFU »Plague-forming Unit"

S. aureus Staphylococcus aureus

S. epidermidis Staphylococcus epidermidis

TIVA total-intraventse Anasthesie
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