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Chymotrypsin im Stuhl:
Vergleich der titrimetrischen und photometrischen
Methode bei Kindern und Erwachsenen
W. Appel1, M7Jesper2*, S. Appel1, unter technischer Mitarbeit von l. Kirstein1.
1 Zentrallaboratorium der St.-Vincentius-Krankenhäuser Karlsruhe (Prof. Dr. med. P. M. Reisen) und2 Kinderklinik Mannheim der Universität Heidelberg (Prof. Dr. med. E. Huth)

Zusammenfassung:

Die Chymotrypsinaktivität im Stuhl wurde titrimetrisch-kinetisch (pH-Stat) mit Na-Benzoyl-L-argininethyl-
ester (Referenzmethode) und photometrisch mit Na-Succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-phenylalanin-
p-nitranilid (Routinemethode) bestimmt. Die photometrische Bestimmung erfolgte mit selbsthergestellten
Reagenzienlösungen und mit Monotest® Chymotrypsin (Boehringer Mannheim). Solubilisierreagenz war
meist Lauryltrimethylammoniumchlorid. Untersucht wurden 453 Stuhlspezimen von 334 Erwachsenen, Kin-
dern, Säuglingen, Neu- und Frühgeborenen. .
Beide photometrische Bestimmungsvarianten verhalten sich gleichartig. Homogenisierung, Extraktion, Ab-
trennung und Enzymstabilität im Extrakt befriedigen. Dies gilt auch bei Verwendung des vom Hersteller
entwickelten Probenaufbereitungssystems. Linearität des Meßsignals bis 30 min und 30 U/g Stuhl sind
gegeben. Je nach Konzentrationsbereich beträgt die Unpräzision in Serie 3-12%f von Tag zu Tag (an
Kontrollproben) 1,5-6%. Der Vergleich Titrimetrie (x) zu Photometrie (y) (2 Kollektive in 2 Jahren) er-
gibt: y=- 0.39 (2,30) +0,36 (0,40)x, r = 0,793 (0,839), n = 107 (Erwachsene); y = - 0,47 + 0,41 x,
r = 0,872, n = 92 (Kinder) und y = 0,11 + 7,03x, r = 0,441, n = 43 (Neugeborene). Die technische
Sensitivität und Spezifität befriedigen. Kontrollproben können mitgeführt werden. Neugeborene mit Muko-
viszidose zeigten Werte von 1-7 U/g (Photometrie). Die Grenze des vorläufigen Richtwertes für Erwachsene
und Kinder bei der Photometrie sollte auf 4 U/g Stuhl angehoben werden. Die mittels Monotest®-Chymo-
trypsin mit Probenvorbereitungssystem erhaltenen Werte bestätigen die der titrimetrischen Methode.

Schlüsselwörter:
Chymotrypsin - Stuhl - Titrimetrische Bestimmung - Photometrische Bestimmung - Qualitätssiche-
rung -" Richtwerte - Kinder - Neugeborene - Mukoviszidose - Monotest®-Chymotrypsin

Summary:
The activity of fecal Chymotrypsin was determined by kinetic titration (pH-stat) with Na-benzoyl-L-arginin-
ethylester (reference method) and photometrically with Na-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-phenyl-
alanin-p-nitranilid (routine method). The photometric fest was carried out with selfmade reagent Solutions
and with Monotest®-Chymotrypsin. Solubilisation was achieved in most cases by lauryltrimethylammoni-
umchloride. 453 specimen ofstool of334 adultsf children and newborns have been analyzed.
Both kinds of-photometric methods behave equally. Homogenization, extraction, Separation and stability of
the enzyme in the extract are satisfying. This also is true when using sample-processing unit developed by
the manufacturer. According to the ränge of concentration the imprecision in serie shows CV's of 3-12%,
day-to-day (with control material) 1.5-6%. Linearity of Signals up to 30min and 30 U/g stool are given.
Comparison of titrimetric (x) and photometric (y) determination by regression analysis (2 collectives in 2
years) result in y = - 0.39 (2.30) + 0.36 (0.40)x, r = 0.793 (0.839), n = 107 (adults); y = - 0.47
+ 0.41 xf r = 0.872, n = 92 (children); and y = 0.11 + 7.03x, r = 0.441, n = 43 (newborn). The technical
sensitivity and specifity are satisfying. Control material may be used. Newborns with cystic fibrosis showed
values of 1-7 U/g (photometry). The preliminary normal borderline for the photometric method for adults
and children should be elevated up to 4 U/g. The values obtained with the kit Monotest®-Chymotrypsin
with sample processing unit prove the values found by the titrimetric method.

Keywords:
Chymotrypsin - stool - titrimetric method - photometric method - quality insurance - normal values -
children - newborns - cystic fibrosis - Monotest®-Chymotrypsin

Herrn Prof. Dr. med. Erich Huth zum 65. Geburtstag gewidmet.
* Dissertation von Cand. med, Martin Jesper
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Einlei tung
„Das Fehlen des Trypsins im Stuhl hat uns die Wahr-
scheinlichkeit einer Pankreaserkrankung angezeigt." Diese
experimentell durch Gelatine-Abbau begründete Aus-
sage von Staniek 1908 (1) hat sehr früh die klinische
Enzymologie mitbegründet. Trotz der großen Fortschritte
in der Biochemie und Pathobiochemie proteolytischer
Enzyme (E. Fischer, Willstätter, Wieland, Waldschmid-
Leitz, Grassmann, Werle) verstrichen bis zum generellen
Einsatz der Stuhlenzymdiagnostik über 55 Jahre. Die
Grundlagen schufen die Untersuchungen von Haverback
et al. 1963 (2) und Ammann et al. 1966 (3-10) mit der
titrimetrischen pH-Stat-Methode.
Ihre Anwendung zur klinisch-chemischen Diagnostik der
exokrinen Pankreasfunktion beim Erwachsenen (3-22)
und der Mukoviszidose bei Kindern (23-41) sicherte
den Stellenwert der Stuhlenzymdiagnostik. Fortschritte
erbrachten die Selektion des Chymotrypsins gegenüber
Trypsin und anderen Proteasen (5), auch des bioche-
misch bevorzugten Substrats Na-Benzoyl-L-tyrosin-
ethylester, BTEE (42) gegenüber den Acetylderivaten (2,
3, 43). Weitere Entwicklungsstufen waren die Einführung
der Aminosäure-p-nitranilide zur Aktivitätsbestimmung
von Trypsin und Chymotrypsin („chromogene Sub-
strate") durch Nagel et al. 1965 (44); ihre Anwendung
auf Stuhl durch Willig et al. 1967 (45); die Verwendung
von Succinyl-L-phenylalanin-p-nitroanilid durch Willig
1970 (46) und Löffler et al. 1975 (47); von Succinyl-L-
alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-methionin-p-nitranilid durch
Del Mär et al. 1979 (48, 49); und von Succinyl-L-alanyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-phenylalanin-p-nitranilid durch
Achstetter et al. 1981 (50). Vorläufiger Abschluß dieser
Entwicklung ist die erfolgreiche Ablösung des Chymo-
trypsins von den Stuhlpartikeln unter Erhalt von Aktivität
und Stabilität, die Optimierung des chromogenen Be-
stimmungsverfahrens, die Erfindung eines speziellen Pro-
benvorbereitungssystems und die Zusammenfassung zu
einer handelsfähigen Reagenzienkombination durch Kas-
par, Möller, Wahlefeld und Staehler 1982 (51).
Nachfolgend seien die Ergebnisse unserer Vergleichsun-
tersuchungen zwischen dieser Reagenzienkombination
und der bei uns seit vielen Jahren durchgeführten kine-
tisch-titrimetrischen Methode dargestellt.

Methodisches Prinzip
Chymotrypsin wird durch Homogenisieren in Gegenwart
von Detergentien und hohen Salzkonzentrationen von
Stuhlpartikeln abgelöst. Das im klaren Zentrifugations-
überstand aktive und stabile Enzym spaltet aus dem Tetra-
peptid -$ -1-3 3 - _-3 3 - _- - - -
nylalanyl-p-nitranilid (Succ-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA)
hydrolytisch freies 4-Nitranilin ab. Dessen Konzentra-
tionszunahme wird photometrisch bei 405 nm über meh-
rere Minuten kinetisch gemessen. Aus der Extinktionszu-
nahme /min wird die katalytische Aktivität des Chymo-
trypsins in U/l Zentrifugat bzw. U/g Stuhl berechnet.

Untersuchungsmaterial
Das Untersuchungsmaterial bestand aus Stuhlprbben
von Erwachsenen und Kindern verschiedenem Ge-
schlechts und Alters aus dem Zentrum für Innere Medizin
unseres Hauses, den Universitätskinderkliniken Freiburg,
Tübingen, Mannheim, Würzburg und Homburg (Saar)
sowie aus Einsendungen verschiedener niedergelassener
Allgemein- und Kinderärzte.

Reagenzien
Titrimetrie: Reagenzien, Herstellung der Lösungen und
Geräte siehe (42).
Photometrie:
1. N-Succinyl-L-Ala-l-Ala-L-Pro-L-Phe-p-ni trani l id,
Firma Bachern, CH-4416 Bubendorf, Schweiz.
2. Lauryltrimethylammoniumchlorid, Reinheit >92%,
Serva 20771.
3. Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) zur Analyse,
Merck 8382.
4. Calciumchlorid, CaCI2-2 H20, zur Analyse, Merck.
5. Natriumchlorid, NaCI zur Analyse, Merck.
6. Salzsäure, 0,1 mol/l, Merck, Titrisol.
7. Dimethylformamid, Merck.
8. Chymotrypsin A4 (a-Chymotrypsin) aus Rinderpan-
kreas, lyophilisiert, salzfrei. 72 U/mg, Boehringer Mann-
heim 103306. ot-Chymotrypsin, 3X kristallisiert, lyophili-
siert, salzfrei, ca. 45 U/mg, Serva, 17160.
Monotest®-Chymotrypsin Boehringer Mannheim, 20
x 2 m l ; Solvens 1000ml sowie Probendosiergefäß und
Homogenisier-Stahlfeder.

Herstellung der Lösungen
I. Tris-Stammlösung, 0,2 mol/l
24,23 g Tris in 1000 ml bidest. Wasser lösen.
II. Tris-Pufferlösung, 50 mmol/l, pH 9,0
125,0 ml Tris-Stammlösung l mit 26,5 ml 0,1 mol/l HCI
mischen und mit A. dest. auf 500 ml auffüllen.
I I I . Substrat-Pufferlösung
7,31 g NaCI + 1,47 g CaCI2 · 2 H20 in 500 ml Tris-Puffer-
lösung II auflösen.
IV. Substratlösung
13,4mg Succ-Ala-Ala-Pro-Phe-p-NA in ca. 1 ml Di-
methylformamid lösen und mit Substrat-Pufferlösung IM
auf 50,0 ml im Meßkölbchen auffüllen. pH-Wert kontrol-
lieren.
V. Solubilisierungslösung
29,22 g NaCI + 14,70 g CaCI2x2 H20 in 1000 ml bidest.
Wasser lösen.
VI. Solubilisierungsmedium
2,5 g Lauryltrimethylammoniumchlorid mit ca. 10-20 ml
Lösung V in einem Becherglas unter längerem magneti-
schem Rühren bei Vermeidung von Klumpen- und
Schaumbildung lösen und auf 100 ml mit Lösung V auf-
füllen.
VI I . NaCI-Lösung, 0,9 g/dl.

Herstellung eines
1:10-Stuhlhomogenats \- — ^
Auf einer oberschaligen Waage wird ein geöffnetes Poly- \
ethylenbeutelchen in einen Urinbecher gestellt und aus- '
tariert. Mit dem Löffel eines Stuhlversandgefäßes oder \:
einem Spatel gibt man 2-3 g Stuhl in das Beutelchen,
verschließt dieses weitgehend, stellt das Nettogewicht
genau fest, gibt mit einer Pipette mit Gummiball solange i
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NaCI-Lösung VII dazu, bis die Waage genau das 10fache
des Stuhlgewichts anzeigt. Das Beutelchen wird ganz
verschlossen, manuell oder mittels eines f/Stomachers"
zum Homogenisieren des Inhalts geklopft und - nach
Sichtprüfung - mit dem beschrifteten Urinbecher einge-
froren oder an den Arbeitsplatz weitergeleitet. Ein Abzug
ist vorteilhaft, aber nicht unbedingt erforderlich. Dieses
Homogenat.wird direkt für die titrimetrische Bestimmung
verwendet; für die photometrische Bestimmung wird
1:10 (v/v) mit NaCI-Lösung VII (1:100-Homogenat)
oder Solubilisierungslösung VI (1:100-Extrakt) ver-
dünnt.

So/ubilisierung (für Photometrie)

1. Aus dem 1:10-Homogenat
100 des 1:10-Homogenats werden mit einer Kolben-
hubpipette, deren Pipettenspitze am Auslauf etwas abge-
schnitten wurde (größeres Lumen für größere Partikel),
in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 0,900 ml
Solubilisierungsmedium versetzt. Nach Verschließen mit
dem anhängenden Stopfen wird manuell oder an einem
Vibrationsmischer (z.B. Vortex) 1-2 min gemischt und
2 min bei 12000 UpM zentrifugiert. Der Überstand wird
der photometrischen Bestimmung zugeführt (1:100-Ex-
trakt).

2. Aus dem Stuhlspezimen mit dem Probenvorberei-
tungssystem
Die Probendosierung erfolgt durch Entnahme einer
Stuhlprobe mit einem (mitgelieferten) Spatel und Ein-
streichen in die Dosierkammer eines Bodens, etwa
0,10ml. Nach Eindrücken des gefüllten Bodens in ein
Gefäß und Zugabe von 10ml des (mitgelieferten) Sol-
vens wird die Probe mit einem Vibrationsmischer (z.B.
Vortex) 2, bisher 3 min, homogenisiert. Dabei ist auf ein
rotierendes Auf- und Absteigen der Stahlfeder zur Parti-
kelzertrümmerung zu achten (1:100-Extrakt).

Photometrische Bestimmung

1. Monotest®-Chvmotrypsin mit einem 1:100-Extrakt,
siehe Herstellervorschrift.
2. Labormethode mit 1:100-Homogenat oder 1:100-
Extrakt.
Homogenat oder Extrakt 0,100 ml
Substratlösung IV 1,900ml
Leerwert: Küvette und Lösung IV; t = 25,0°C; = 405 nm;
d = 10 mm; s = 10-20 nm; nach ca. 1 min Extinktion E0 und
exakMjnin - 2 min - 3 min Extinktionen Ex ablesen. Mittel-
wert /min bilden.

Berechnung der Chymotrypsinaktivität: U/g Stuhl = /
min 212 oder mittels Wertetabelle.

Leerwert ohne Probe; Positionen 4, 5 und 6: Kontrollstuhlproben
Lab.med. 9:135(1985) 135



Statistik
Die mathematisch-statistische Auswertung erfolgte nach
den üblichen Methoden auf einem Taschen-Computer
Sharp PC-1500 mit Drucker, Plotter und Bandspeicher.
Ausreißer wurden nach dem r-Test (56), Drift-Korrektu-
ren nach Haeckel (57) durchgeführt. Alle Ausgleichsge-
raden wurden nach Bablok-Passing berechnet. Die Beur-
teilung der „technischen" Zuverlässigkeit basiert auf Wer-
ner (58-60). Für die Berechnung der Hauptkomponen-
tenanalyse nach Bablok-Passing (61, 62) sei der Firma
Boehringer ausdrücklich gedankt*.

Ergebnisse
1. Analytik der photometrischen Bestimmung
1.1 Messung
1.1.1 Meßsignal
Die optischen Eigenschaften des Reaktionsansatzes wei-
sen keine Besonderheiten auf. Der Leerwert (Reagenzien
+ Serum) liegt um E0 (405 nm, 10 mm, 2 nm) = 0,01,
die Extinktionszunahme bei Ansätzen mit Aktivitäten im
Normalbereich um = 0,1/min. Substrateigenhydro-
lyse innerhalb der Reaktionszeit tritt nicht auf (Abb. 1).
Die lag- Periode liegt bei 2 bis 3 min, je nach Ausgangsex-
tinktion. Die Messung erfolgt wie bei allen derartigen
Messungen bei 405 nm in der steilen Flanke der Absorp-
tionskurve: £390 = 0,62; E400 = 0,45; E410 = 0,35 (Bei-
spiel); die Eigentrübung des 1:100-Homogenats oder
1:100-Extrakts spielt keine Rolle mehr.
1.1.2 Zeitabhängigkeit
Das Meßsignal steigt über mindestens 45 min linear an
(Abb. 1).
1.1.3 Konzentrationsabhängigkeit
Die Reaktionsgeschwindigkeit im klinisch wichtigen Ak-
tivitätsbereich von 0 bis 30 U/g Stuhl folgt einer Reaktion
0. Ordnung. Die Regressionsanalyse ergibt eine lineare
Beziehung mit einer hohen Korrelation der Meßwerte
zwischen Konzentration und Extinktion, y = - 0,0909
+ 0,250x, r = 0,9991 (Abb. 2).
1.1.4 Meßbereich
Überstände von Stuhlhomogenaten und Kontrollstuhl -
proben (Boehringer Mannheim) ergaben lineare Regres-
sionskurven bei Extinktionsdifferenzen zwischen /
10min = 0,01 bis 1,5.
Die untere Nachweisgrenze liegt bei 0,2-0,3 U/g
(10min-Messung). Bei höheren Aktivitäten, ab etwa
30 U/g sollte das Stuhlhomogenat 1:5 (v/v) verdünnt
werden; dies bedeutet die obere Grenze des Meßbereichs
bei Routinemessungen.
1.2 Temperaturabhängigkeit
Die photometrische Aktivitätsbestimmung eines 1:100
Extraktes zweier Stuhlspezimen einer Patientin mit exo-
kriner Pankreasinsuffizienz ergab einwandfreie Meßbar-
keit bei verschiedenen Temperaturen mit vergleichbaren
Quotienten (Tab. 1).
1.3 Probenahme
1.3.1 Verteilung im Stuhl
Bei 24-Std.-Stühlen mit fester, jedoch uneinheitlicher
Konsistenz wurden je 20 Proben zu je ca. 100mg an

Die neueste Abhandlung (63) kam uns erst nach Manuskript-
abfassung zur Kenntnis.

20*00 40*00
% UEBERSTflND

Abb. 2.
sz/'sse:
in U7g

: Linearitätsbereich der photometrischen Messung. Ab-
% Überstand eines 1:100-Extraktes. Ordinate: Meßwert

verschiedenen Stellen entnommen, in 10,0ml Solvens
3 min homogenisiert und photometrisch analysiert. Die
gefundenen Chymotrypsinaktivitäten lagen bei einem
Stuhl zwischen 9,0 und 15,0, im Mittel 12,2 U/g, bei
einem anderen Stuhl zwischen 20,0 und 25,0, im Mittel
22,6 U/g. Vergleiche mit der Titrimetrie an NaCI-Homo-
genaten ergaben ähnliche, nicht stärker streuende Werte.
1.3.2 Dosierung nach Gewicht und Volumen
Die Ermittlung der eingesetzten Stuhlmenge erfolgte stets
durch Wägung. Für die Praxis wurde vom Hersteller ein
besonderes Probendosiergefäß entwickelt, das eine Men-
genbestimmung über ein „eingestrichenes".Volumen von
ca. 100 vorsieht. - Bei 20 verschiedenen Stuhlproben
mit titrimetrisch ermittelten Chymotrypsinaktivitäten von
3-35 U/g wurden aus zwei eng benachbarten Stellen je
eine Probe zu 100mg eingewogen bzw. in den Boden
des Dosiergefäßes eingestrichen. Nach Homogenisieren
unter gleichen Bedingungen im Probendosiergefäß und
Zentrifugieren wurde die Aktivität bestimmt. Die Regres-
sionsanalyse ergab eine sehr gute Übereinstimmung,
r = 0,937. Die Mittelwerte differieren um 0,68 U/g ent-
sprechend 6,4%. Die Regression von y (Einstrich) auf
(Einwaage) lautet: y = - 0,451 + 0,986x; von auf.y:

.y = - 2,647 + 1,122x; die standardisierte Hauptkompo-
nentenanalyse: y = -1,514 + 1,051 x, r = 0,937
(Abb. 3).

Tab. 1: Temperaturabhängigkeit. Photometrische Bestimmung
mit Monptest®-Chymotrypsin an 1:100-Extrakten von zwei
Stuhlspezimen bei drei Meßtemperaturen, n = Anzahl der Be-
stimmungen; = Arithmetischer Mitte/wert in U/g; T = Tempe-
ratur in "C

Stuhl- /
probe

n Spezifische
Aktivität bei T =

Q37/2S*C

25,0°C 30,0°C 37,0°C

8,06
7,52

9,74
8,95

15,3
12,7

1,89
1,68
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1.4 Ablösung der Enzymaktivität von den Stuhlpartikeln
1.4.1 Extraktion und Zentrifugierung
An Stuhlspezimen von 3 Patienten mit und ohne exokriner
Pankreasinsuffizienz wurden je 20 Proben zu je 100-
150 mg eingewogen und im Extraktionsmedium homo-
genisiert. Jeweils aliquote Teile wurden zusätzlich 5 min
bei 4400 UpM (=2000*g) zentrifugiert und die Über-
stände photbmetriert. Alle Proben wurden auch titrime-
trisch analysiert. In den 1:100-Extraktionen fanden sich
durchwegs etwas geringere Enzymaktivitäten als in den
1:100-Homogenaten. Ursache ist nicht eine Instabilität
des Chymotrypsins unter den Bedingungen der Zentrifu-
gation und im Extraktionsmedium (Tab. 2).

Tab. 2: Extraktion und Zentrifugation. Photometrische Bestim-
mung mit Monotest®-Chymotrypsin an 1:100-Homogenaten
und 1:100- Extrakten (Herstellung siehe Text) von drei Stuhlspe-
zimen in zwei Aktivitätsbereichen, n = Anzahl der Bestimmun-
gen; - Arithmetischer Mittelwert in U/g; s = Streuung in
U/g; V - Variationskoeffizient in %

Stuhl- 1:100-Homogenate
probe =
Nr. n s VK

1:100- Extrakte

n s VK
1
2
3

20
20
20

7,49
7,54

33,1

0,98
0,90
1,90

13,1
11,9

5,69

20
20
20

6,35
6,33

23,0

0,38
0,44
1,55

5,39
6,98
6,76

1.4.2 Zentrifugierdauer
Ein Stuhl eines Patienten mit exokriner Pankreasinsuffi-
zienz wurde unter den bei 1.4.1 genannten Bedingungen
verarbeitet. Es ergaben sich im Homogenat (Fünffach-
Bestimmungen) 6,06 U/g, nach 5 min Zentrifugieren
5,96 U/g und nach 15 min 5,90 U/g. Damit war eine Zeit-
abhängigkeit der Zentrifugierung in diesem Bereich au-
szuschließen.

1.4.3 Homogenisierdauer
Untersuchungen mit dem vom Hersteller entwickelten
Probendosiersystem erbrachten Hinweise, daß Art oder
Beschaffenheit des Stuhles nicht ohne Einfluß ist. Von
20 Stühlen wurden je eine Probe zu ca. 100 mg in die
Dosierkammer des Probendosiergefäßes eingestrichen,
mit 10 ml Extraktionsmedium wie vorgeschrieben im Sy-
stem homogenisiert, zu verschiedenen Zeiten Proben ent-
nommen, zentrifugiert (= 1:100-Extrakte) und analy-
siert. Mit zunehmender Homogenisierzeit nimmt die En-
zymaktivität in vielen Fällen zu (Abb. 4 und Tab. 3). In
der Praxis dürfte eine Homogenisierzeit von 3 min ausrei-
chen. Bei der konventionellen Herstellung von 1:10- und
1:100-Homogenaten ist nach 1-2 min eine Konstanz
festgestellt worden.

Tab. 3: Homogenisierdauer. Einfluß der Homogenisierzeit auf die
Chymotrypsin-Aktivität im 1:100-Extrakt. 20 verschiedene
Stühle in verschiedenen Aktivitätsbereichen. Zahlen wert in U/g

Stuhlprobe Homogenisierzeit (min)

0,5 1

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

28,8
18,4
14,0
40,9
46,2
16,7
38,8
5,3

20,8
20,1
11,9
15,7
11,7
11,0
17,2
17,2
16,1
17,2
20,4
27,2

33,7
33,8
28,8
43,4
45,8
18,4
38,0
21,4
21,6
23,3
13,8
28,2
21,0
23,3
21,4
18,5
17,9
20,0
26,9
38,4

36,3
56,8
39,2
42,0
49,8
18,2
42,6
24,8
26,9
24,4
14,4
32,4
27,6
46,7
22,1
20,7
20,2
23,4
27,7
59,0

'o'.oo 40-00 so .0010.00 20.00 30*00
X: EINWAAGE (100 mg)

Abb. 3: Dosierung der Stuhlprobe für die photometrische Be-
stimmung. Abszisse: Einwaage der Stuhlprobe in mg. Ordinate:
Einstrich der Stuhlprobe in / in den Boden des Dosiergefäßes
des Probenvorbereitungssystems. Vergleich der gefundenen
Chymotrypsinaktivitäten in U/g für beide Verfahren

gr

co

g r_
« 30.00 80.00 80.00 120.00 160.00 180.00

X: HOMOGENISIERZEIT IN SEKUNDEN
Abb. 4: Homogenisierdauer der Stuhlprobe für die photome-
trische Bestimmung. Abszisse: Homogenisierdauer im Proben-
vorbereitungssystem. Ordinate: Meßwerte im 1:100-Extrakt in
U/g. Die verschiedenen Symbole bedeuten verschiedene Stuhl-
spezimen von 4 Patienten
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2. Qualitätssicherung

2.1 Präzision
2.1.1 Präzision in Serie
Die Präzision der photometrischen Bestimmung in Serie
ist praktisch unabhängig von der Beschaffenheit der
Stühle. Der Gesamtbereich der Unpräzision VKS (6 Stuhl-
spezimen, 67 Homogenate, 93 Messungen) liegt zwi-
schen 2,55 bis 13,1%, im Mittel aus 2 Homogenaten und
2^20 Messungen bei 9,4%. Im niedrigen Bereich erge-
ben sich VK's von 11,9%, im höheren von 5,7%, Bei zen-
trifugierten Extrakten finden sich bessere Präzisionen:
VK = 6,1 % (normaler Bereich), 7,7% (erniedrigter) und
4,7% (höherer Bereich). Eine sehr gute Präzision erhielten
wir an den vom Hersteller zur Verfügung gestellten Kon-
trollproben, VKS = 2,55% (Tab. 4).

2.1.2 Präzision von Tag zu Tag
Für diese Untersuchungen wurden zwei vom Hersteller
zur Verfügung gestellte Kontrollproben eingesetzt. Ho-
mogenisierung, Extraktion und Zentrifugation erfolgten
nach der Herstellervorschrift. Messungen in unabhängi-
gen Serien erbrachten gute, teilweise sehr gute Präzi-
sionswerte von VK = 1,57-5,77% (Tab. 5). Titrimetri-
sche Bestimmungen an den gleichen Kontrollmaterialien
ergaben deutlich geringere Präzisionen: = 27,7 U/g,
VK = 14,6% (n = 5x2); = 52,0 U/g, VK = 7,69%
(5x2). Die interne tägliche Präzision im Untersuchungs-
zeitraum mit eingefrorenen, portionierten Proben eines
gepoolten Stuhlhomogenats ergab über 4 Monate hin-
weg bei 27 U/g VK-Werte von 11,0-14,5%, bei 52 U/g
solche von 9,2%.

2.2 Richtigkeit
Zur Spezifität der Chymotrypsinbestimmung wurden
keine systematischen Studien durchgeführt. Orientie-
rende photometrische Messungen mit 4 krist. Trypsin
ergaben eine lineare Regression mit relativ hohen Enzym-
konzentrationen bis zu 1260 9/ ; bei der Entschei-
dungsgrenze von 3 U/g entspricht dies einer Spezifität
von wenigstens 99,9% für a-Chymotrypsin.
2.3 In vitro-Interferenzen
Entsprechende Untersuchungen sind für spätere Studien
vorgesehen.

3. Methodenvergleich
3.1 Erwachsene, Kinder, Kleinkinder, Säuglinge
Untersucht wurden 453 Stuhlproben von 334 Patienten.
Das Kollektiv bestand aus 157 Erwachsenen, 98 Kindern
und Kleinkindern, 22 Säuglingen und 47 Neugeborenen,
darunter 6 Mekonium-Stühle, und 10 Stühle von 4 Pa-
tienten mit cystischer Fibröse sowie 3 Frühgeborenen.
Bei 281 Stühlen von 228 Patienten konnten beide
Methoden an dem gleichen Stuhl-Spezimen verglei-
chend durchgeführt werden (Tab. 6 und 7). Mittelwerte,
Mediane, Standardabweichungen, 1-s-Bereiche, Re-
gressionsdaten und Aktivitätsquotienten für die Unter-
kollektive sind in Tab. 6 dargestellt. Die Histogramme zei-
gen durchwegs rechtsschiefe Verteilungen mit verschie-
dener Spannweite (Abb. 5).
Die arithmetischen Mittelwerte und Mediane liegen
zwischen 32,6 bis 35,2 U/g und 24-35 U/g bei der Titri-
metrie, zwischen 4,8 bis 15,4 U/g und 11-16 U/g bei

Tab. 4: Präzision in Serie. Variationskoeffizienten bei verschiedenen Stuhlspezimen, verschiedenen Temperaturen und verschiedener
Probenvorbereitung. Photometrische Bestimmung mit Monotest®-Chymotrypsin. A-F: Stuhlspezimen verschiedener Konsistenz.
Homogenat und Extrakt: 1:100; n = Anzahl der Homogenate bzw. Extrakte pro Spezimen; m = Anzahl der Bestimmungen pro
Homogenat bzw. Extrakt; T, x, V K = siehe Legende Tab. 1 und 2. * Mit Kontrollproben und Proben Vorbereitungssystem des Herstellers

Stuhl

A
B
C
C
C
C
D
E
A
B
C
F

Insgesamt

Konsistenz Probematerial

weich, homogen Homogenat
fest, homogen Homogenat
fest, inhomogen Homogenat
fest, inhomogen Homogenat
fest, inhomogen Homogenat
fest, inhomogen Homogenat
fest, homogen Homogenat
flüssig Homogenat
weich, homogen Extrakt
fest, homogen Extrakt
fest, inhomogen Extrakt
Kontrollstuhl Extrakt

Normajbereich
erniedrigter Bereich
erhöhter Bereich
Normalbereich
erhöhter Bereich
Kontrollstuhl

n m

1 20
1 20

10 1
5 2
5 2
5 2

20 1
20 1

1 20
1 20

10 1
5 3 .

Homogenat
Homogenat
Homogenat
Überstand
Überstand
Überstand

T
(°C)

25
25
25
25
30
37
25
25
25
25 *
25
25

25
25
25
25
25
25

X
' (U/g)

7,49
33,1

8,06
8,08
9,74

15,3
12,6
3,53
6,53

22,9
5,69

18,7

60
20
20
30
35
19

VK
(%)
13,1
5,69
7,44
7,47
9,07
6,19
6,63

11,9
5,35
6,75

10,1
2,55*

8,66
11,9
5,69
7,71
4,65
2,55

Tab. 5: Präzision von Tag zu Tag. Siehe Legende zu Tab. 4
Stuhl-Spezimen

Kontrollproben
Kontrollproben
Kontrollstuhl

Probematerial

Lösung
Lösung
Überstand

n

5
11
5

1
m

2
2

10

T

25
25
25

X
(U/g)
5,74
5,72

18,8

VK

1,57
5,77
5,30
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Abb. 5: Histogramme der Chymotrypsin-Aktivitäten im Stuhl bei Erwachsenen und Kindern, titrimetrische und photometrische
Methode. Von rechts nach links: Erwachsene (n = 111) Titrimetrie - Photometr/e; Kinder (n = 108) Titrimetrie - Photometrie

der Photometrie. Letztere zeigt deutlich geringere Streu-
ungen. Eine Altersabhängigkeit ist nicht erkennbar, bei
Neugeborenen noch unklar. Die Regressionsanalyse er-
gibt Hinweise für unterschiedliches Verhalten. Die Gera-
den y = a+ bx gehen bei allen Kollektiven mit gewissen
Schwankungen von a durch den Nullpunkt unterschei-
den sich aber hinsichtlich ihrer Steigungen und Korrela-
tionen: für Erwachsene und Kinder wird b = 0,36-0,41,
für Säuglinge und Neugeborene b = 7,03 und 7,91. Bei
Erwachsenen und Kindern korrelieren die Wertepaare mit
r = 0,793 bis 0,872, im Mittel 0,816, recht gut, bei Säug-
lingen und Neugeborenen mit 0,399 und 0,441 kaum
mehr. Die Mittelwerte der Titrimetrie sind um den Faktor
f = 2,00 bis 2,69, im Mittel 2,38 Erwachsene und Kinder)
bzw. f = 2,67 bis 2,79 (Säuglinge und Neugeborene)
höher als die der Photometrie.

Einzelwerte bei Neugeborenen sind in Tab. 7 aufge-
schlüsselt. Frühgeborene weisen keine Besonderheiten
auf. Auch Mekonium-Stühle ergeben mit beiden Metho-
den Werte wie die Stühle unauffälliger Neugeborener im
Bereich von 18-44 und 16-93 U/g (Titrimetrie) bzw.
9-20 und 7-16 U/g (Photometrie). 3 von 4 Neugebo-
renen mit cystischer Fibröse zeigen bei der Titration aller
7 untersuchten Stühle erniedrigte Werte von 4-15 U/g.
Bei der Photometrie sind die Stuhlaktivitäten zwar eben-
falls erniedrigt, liegen mit 1,6-7,3 U/g jedoch meist über
dem vom Hersteller angegebenen vorläufigen Richtwert
von 3 U/g als Normgrenze.

Die Einzelauswertung der Krankenblätter zeigt allerdings,
daß eine Enzymsubstitution in einigen Fällen angenom-
men werden muß, manche der aufgeführten Daten daher

Tab. 6: Methodenvergleich Und Altersabhängigkeit. Photometrische Bestimmung mit Monotest®-Chymotrypsin in 1:100-Extrakten
und titrimetrische Bestimmung nach (42) in 1:10-Homogenaten. M = Mediän; Bereich: -1s £ M ^ +1s bei rechts-schief er
Verteilung; f = Quotient x/y; r = Korrelationskoeffizient; y = a+bx = Regressionsgeradengleichung; n = Anzahl der Patienten;
m - Anzahl der untersuchten Stühle dieser Patienten. Sonstige Abkürzungen siehe Tab. 2

Patienten Alter Anzahl Titrimetrie Photometrie Vergleich

M Bereich M Bereich f y = a+bx

Erwachsene l
Erwachsene II
Erwachsene I I I
Kinder
Kleinkinder
Säuglinge l
Säuglinge II
Neugeborene
Alle
Erwachsenen

Kinder

Säuglinge

Neugeborene

16a
16a
16a
2-1 4a
1-3a
3-9m
2-6m
1-30d

50
58
49
92
6
8

14
43

50 37,7
61 38,3
49 29,2

104 34,5
18 33,4
19 28,3
40 40,7
79 32,6

35,2

34,0

34,5

32,6

13,2
18,2
8,9

27,2
14,8
20,8
23,0
20,0

13,4

21,0

21,9

20,0

35
34
27
32
32
24
34
31

(n-

(n-

<n =

(n =

24,5-50,9
19,0-55,4
19,3-38,1
7,3-61,7

18,6-48,2
7,4-49,1

17,7-63,7
12,6-52,6

157,m = 160)

98, m = 122)

22, m = 59)

43, m - 79)

_

13,2
14,0
17,7
—10,6
—
13,7

13,6

17,7

10,6

13,7

_

8,4
9,9

15,4
-
4,8

—6,4

8,7

15,4

4,8

6,4

_

14
13
16
—
11
—14

(n =

(n =

(n =

(n =

_

5,4-22,2
5,1 -22,9
2,3-33,1
—
5,8-15,4
—7,4-20,1

107,m = 110)

92, m = 104)

8,m= 19)

7,m= 15)

_
2,69
2,08
2,00
—
2,67
—
2,79

2,38

2,00

2,67

2,79

—0,793
0,839
0,872
-
0,399
—0,441

0,816

0.872

0,309

0,441

_
-0,39-0,36x

2,30+0,40x
-0,47+0,41
-

0,09+7,91
— 0,1 1 +7,03x
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Tab. 7: Methodenvergleich an Neugeborenen. 7 Neugeborene mit 15 Stuhlspezimen, darunter 6 Mekoniumstüh/e; 4 Neugeborene mit
Hinweis oder Verdacht auf Vorliegen einer Mukoviszidose; 3 Frühgeborene. Insgesamt 333 Stuhlspezimen. Spanne: Aktivitätsbereich
zwischen Minimal· und Maximalwerten. Zahlenwertein ( ) ** unerwartete, nicht plausible, nicht als Ausreißer deklarierbare und daher
nicht eliminierbare Meßwerte. Vorgehen wie bei Tab. 6

Patienten

Frühgeborene:

Neugeborene:
unauffäl l ig

Neugeborene:
Cystische
Fibröse

Neugeborene:
Mekonium

M. J

Seh. A. 9

Seh. E. 9

K. 9

K. cJ

St. £

Co. 9

Th. <f
Schm. G. 9

Schm. J. 9

Ab.c?
Ro. rf
Schi. rf
Wa.9

Alter
(d)

2
3

45
46
49
29
30
31
7
8
9
7
8
9
2
3
4
2
3
4
3
3
4
6
3
4
5
2
3
2
2
3
4

Titrimetrie

Spanne

58
20
15

22 14~61

14
61
28
16
24
25
38
39 16-93
38
84
93
36
13
8

10
13

(49) A Qß
36
18
4

11
15
21
9

iS 18~44

21
44

Photometrie

y Spanne

12,6
5,3
3,7
6,6
8,2 4~14

5,5
14,4
5,9

14,2
7,4

11,2
11,8
15,1 7-16
12,2
15,9
14,4
11,2
5,7
4,0
4,8
5,3

(17,3) 2_12
11,9 Z

6,9
1,6
6,1
7,3
8,9

10,6

l« 9-2°
17,4
20,1

f(x/y)

4,60
3,80
4,05
3,65
2,68
2,54
4,10
4,74
1,12
3,24
2,23
3,22
2,58
3,11
5,28

(6,46)
3,21
2,27
1,99
2,05
2,46
2,82
3,09
2,60
2,45
1,80
2,05
2,35
0,84
1,60
1,52
1,21

21,8

Tab. 8: Vorläufige Grenzwerte. Versuch einer Festlegung eines vorläufigen Grenzwertes für die photometrische Bestimmung

Patienten Methode Bereich Anteilsquoten

Erwachsene

Kinder

111 Titrimetrie
Photometrie

1 06 Titrimetrie

bis 17 U/g
bis 3 U/g
bis 4 U/g
bis 5 U/g
bis 17 U/g
bis 3 U/g

4 U/g
5 U/g

14/111 = 12,6%
3/111 = 2,7%

13/111 = 11,7%
31/111 = 27,9%
31/106 = 29,2%
15/106 = 14,1%
35/106 = 34,0%
60/106 = 56,6%

Tab. 9: Ermittlung der technischen Verläßlichkeit Technische Spezifität und Sensitivität der photometrischen Methode bei einem
Grenzwert von 4 U/g, bezogen auf die titrimetrische Methode mit einer Normbereichsgrenze von 17 U/g. Nach Werner (58)

Kollektiv

Erwachsene
(n = 111)

Kinder
(n = 106)

Technische

Titrimetrie

bis 17 U/g
über 17 U/g

bis 17 U/g
über 1 7 U/g

Sensitivität P (T/ K)
Erwachsene 0,92
Kinder 0,81

Photometrie
bis 4 U/g

11
1

12
20
1

21

Spezifität

über 4 U/g

9
90
91
10
75
85

P(T/K)
0,95
0,88

20
91

111
30
76

106

140 Lab.med.9:140(1985)



relativiert werden müssen. Hier scheint die Titrimetrie
treffsicherer zu sein.
3.2 Vorläufige Normwerte
Die Ergebnisse an Kindern, Säuglingen und Neugebore-
nen deuten darauf hin, daß bei der Titrimetrie die für
Erwachsene geltende Normbereichsgrenze von 17 U/g
auch für Kinder, Kleinkinder, Säuglinge und Neugeborene
angenommen werden kann.
Bis zum Vorliegen sorgfältiger Studien wird daher auch
für Kinder im Alter von 5 Tagen bis 14 Jahren eine Norm-
wertgrenze von 17 U/g vorgeschlagen. Für die Photome-
trie dürfte die vom Hersteller angegebene vorläufige
Richtwertgrenze von 3 U/g zu niedrig angesetzt sein, zu-
mindest für Kinder (Abb. 5). Eine Analyse der Treffer-
quote zeigt, daß bei Annahme einer Grenze von 4 U/g
eine deutlich bessere Übereinstimmung zur Titrimetrie
resultiert. Bei Erwachsenen werden mittels Titrimetrie
12,6% mit Werten unter 17 U/g, mittels Photometrie
11,7% mit Werten unter 4 U/g als verdächtig patholo-
gisch erniedrigt selektiert; für Kinder lauten die Werte
29,2% und 34,0% (Tab. 8). Für Neugeborene lassen sich
noch keine Normwerte vorschlagen.
Als vorläufiger Richtwert für die Photometrie werden
4 U/g vorgeschlagen. In diesem Fall ergibt die Beurtei-
lung der technischen Verläßlichkeit nach Werner (58),
bezogen auf die Ergebnisse der Titrimetrie, sinnvolle und
recht gute Daten von 0,92-0,95 für die technische Sen-
sitivität und 0,81-0,88 für die technische Spezifität
(Tab. 9).

Diskussion
Die vorgestellten. Ergebnisse fügen sich gut in den Rah-
men der Literaturangaben.
Die Frage der Dosierung der eingesetzten Stuhlmenge
nach Gewicht und Volumen, d.h. Einwaage oder Einstrei-
chen in das Probenvorbereitungssystem erscheint ent-
schieden. Theoretisch sollte eine Einwaage von 3^5 g (42)
für die Titrimetrie gegenüber der von ca. 100 g für die
Photometrie präzisere.und richtigere Ergebnisse erwarten
lassen. Unsere Vergleichsmessungen zeigten jedoch eine
gute Übereinstimmung. Das „Einstreichverfahren" kann
aufgrund der empirischen Erfahrungen nicht mehr nur
auf der Grundlage theoretischer Überlegungen abgelehnt
werden. Trotzdem ziehen wir bei pathologischen oder
inhomogenen Stühlen eine Dosierung mittels Einwaage
vor.
Die Chymotrypsin-Aktivität dürfte in einem Stuhl von
normaler Beschaffenheit ziemlich gleichmäßig verteilt
sein. Unsere Ergebnisse an 20 Proben von verschiedenen
Stellen eines Stuhlspezimens zeigten für beide Analysen-
verfahren eine relativ geringe Streuung. Die Reproduzier-
barkeit reicht für Routineuntersuchungen mit „ja-nein"-
Aussagen (< oder >4 U/g) sicher aus.
Die Angaben zur Dauer der Homogenisierung variieren.
Bei manchen Stühlen fanden wir noch nach 2 min Aktivi-
tätszuwachs, obgleich die Konsistenz der meisten Stuhl-
proben schon nach kürzeren Zeiten eine vollständige
Ablösung ermöglicht. Wir schlagen daher eine generelle
Homogenisierzeit von 3 min vor. Dies gilt auch bei Ver-
wendung des Probenvorbereitungssystems bei ca.
100 g Einwaage. Für andere Homogenisierungsarten,
z.B. Einwaage von 3-5 g in Kunststoffbeutelchen und
Homogenisierung in einem „Stomacher" (42) reichen
1 -2 min aus.

Die Angaben des Herstellers über die Ablösbarkeit des
Chymotrypsins werden, wenn auch quantitativ etwas dif-
ferent, bestätigt (Tab.2). Die Ergebnisse der Titrimetrie
gleichen denen der Photometrie. Der Hersteller gibt an: y

.(Homogenat) = - 0,353 + 0,897x (Extrakt) (r =
0,9903; n = 97; 0-70 U/g Photometrie) (51) und
y = - 0,162 + 0,962x (r = 0,990; n = 57, 0-40 U/g
Photometrie) (54, 55); mittlere Differenz der Mittelwerte:
3%. Die Reaktionsgeschwindigkeit Vmax erhöht sich daher
von 16 auf 142 U/l, der Km-Wert nähert sich dem des
reinen Chymotrypsins (Kaspar).

Die von uns angegebene Verdünnungsgrenze von ca.
30 U/g entspricht der vom Hersteller des photometri-
schen Tests angegebenen Grenze von ca. 20 U/g (BM-
Info) bzw. /min = 0,100 (BM Wien).

Die anschließende Zentrifugierung birgt keine Schwierig-
keiten: 4 min bei 1700 g (3000 UpM) in einer normalen
Laborzentrifuge oder 20 sec bei 12 000 g in einer Mikro-
literzentrifuge reichen zur Sedimentierung aus. Reste flo-
tierender oder suspendierter Partikel stören bei der an-
schließenden photometrischen Bestimmung nicht. Län-
geres Zentrifugieren ist unnötig. Das Enzym ist nach dem
Ablösen hinreichend stabil; erst nach 50 Std. treten bei
Raumtemperaturen 20-50% Verluste auf (Kaspar, 51 b).
Die ermittelten Daten für die Präzision der photometri-
schen Bestimmung entsprechen ebenfalls denen der Litera-
tur. Für die Präzision in Serie liegen folgende Angaben
vor: VKS = 3,7% (in zwei Bereichen, n = 2x10) (10);
2,0% (4,6 U/g, n = 20) und 1,9% (17,7 U/g, n = 20),
sowie 9,8% (1,3 U/g), 3,5% (8,1 U/g) und 3,1%
(26 U/g) (54) und weiterhin 3% (8,0 U/g, n = 6), 5%
(95 U/g, n = 6) und 8% (1,32 U/g, n = 6) (55). Reali-
stischer und unseren Werten näherstehend erscheinen die
Angaben von Junge: 13,9% (1,51 U/g, n = 10) und
3,9% (22,4 U/g, n = 10) (22). Alle Daten gelten für die
Photometrie, die damit in der gleichen Größenordnung
wie die der Titrimetrie liegen: 1,8% (zwei Bereiche, n =
2x10) (10) oder 11,2% (23,5 U/g, n = 19) und 6,4%
(48,5 U/g, n = 10) (42).

Die Angaben zum Methodenvergleich seien tabellarisch
zusammengestellt; die vorgelegten Ergebnisse ergänzen
diese sinnvoll: y = 0,072 + 0,034x, r = 0,931, n = 64,
Erwachsene 0-7 U/g (10); y = 0,338 + 0,028x,
r = 0,975, n = 123, Erwachsene (10); y = 0,173 +
0,192x, r = 0,932, n = 48, Erwachsene (22); y = 0,187
+ 4,640x, r = 0,9738, n = 97, Homogenat (51, 55); y =
4,129 + 5,018x, r = 0,9542, n = 97, Überstand (51).
Hinsichtlich der Grenzen der guten Übereinstimmung
zwischen beiden Methoden bei Säuglingen, Neugebore-
nen oder Kindern mit Mukoviszidose sei auf den Ab-
schnitt „Ergebnisse" verwiesen. Die Ursache der geringe-
ren Korrelation bei Neugeborenen könnte mit systema-
tischen Differenzen zwischen beiden Methoden erklärt
werden.
Nach wie vor unsicher ist die Frage der Normwertgrenzen
bei der photometrischen Chymotrypsinbestimmung. Der
vom Hersteller als „vorläufig" angegebene Richtwert von
3 U/g bedarf einer gründlichen Überprüfung. Dies gilt vor
allem für Neugeborene und Säuglinge als Entscheidungs-
hilfe für die Diagnosestellung „Mukoviszidose", aber
auch bei Erwachsenen zur Beurteilung des Schweregra-
des einer exokrinen Pankreasinsuffizienz bzw. der Rest-
funktion des Pankreas.
Aufgrund der vorgelegten Befunde wird als Richtwert für
die photometrische Bestimmung 4 U/g unter Beibehal-
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tung von 17 U/g für die titrimetrische Bestimmung (bis-
lang bei uns über 8000 Analysen) vorgeschlagen.
Auf die klinische diagnostische Relevanz beider Verfahren
sei hier nicht eingegangen.
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