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TrubungsmeRgerate zur Typendifferenzierung
und Empfindlichkeitsprifung von Krankheitserregern:
Erfahrungen und Vergleichsuntersuchungen
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Zusammenfassung:

Die Firma Flow-Laboratories bietet eine Geridtekombination an, mit der Sensibilititsprifungen von Krank-
heitserregern und ihre Typisierung auf der Basis der fotometrischen Triibungsmessung bzw. Farbstoffentwi-
cklung durchgefiihrt werden kénnen. In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Vergleichsuntersu-
chung dieser Methoden mit den bisher (iblichen konventionellen Methoden.

Es wurden insgesamt 155 Stdmme aus der Gruppe der Enterobacteriaceae — isoliert aus dem in der Klinik
anfallenden Einsendegut — mit beiden Methoden untersucht und die Ergebnisse verglichen.

Gefunden wurde eine gute Ubereinstimmung von ca. 95%, wesentlich schnellere Befunderhebung mit der

fotometrischen Methode und einfachere Handhabung im Vergleich zu anderen Geratekombinationen wie
- . B. Autobac und M 2000.

Schliisselworter:

Teilmechanisierte Typisierung und Sensibilitdtsprifung — Enterobacteriaceae — Triibungsmelgerate

Summary:

Flow Laboratories offers a combination of instruments which allow antimicrobial susceptibility tests and
bacterial identification based on photometric measurement of turbidity or the development of pigments. This
paper gives a comparison of these methods with conventional methods available to date.

Both methods were applied in a study of a total of 155 strains of the group of enterobacteriaceae — isolated
from the shipments received by the clinic — and the results were compared.

The results showed identical findings in 95% of the cases, a much more rapid analysis using the photometric
method and a more simple application compared to other combinations of instruments, such as, for instance,

Autobac and M 2000.

Keywords:
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Einleitung

Die Firma Flow Laboratories bietet eine Geratekombina-
tion zur schnellen, teilmechanisierten Typisierung und
Empfindlichkeitspriifung von Krankheitserregern an.

In der vorliegenden Arbeit werden Erfahrungen und Ver-
gleichsergebnisse mit herkdmmlichen Methoden vorge-
legt.

Material

155 Stamme aus der Gruppe der Enterobacteriaceae; es
waren frische Isolate aus unserer Klinik.

Methoden
a) Typisierung

1. Titertek Enterobak, (Flow) 24 Std. Inkubation und
visueller Ablesung und

2. Titertek Enterobac/RAS, (TTE/RAS) 5 Std. Inkuba-
tion, fotometrische Ablesung, Auswertung der Absorp-
tion mit Rechner und Ausdruck.

b) Empfindlichkeitsprifung

1. Agardiffusionstest, 24 Std. Inkubation und visuelle
Ablesung der Hemmhofe mit laufenden Kontrollen gegen
Testkeime.

2. Fotometrische Triibbungsmessung, 5 Std. Inkubation,
Auswertung durch Wachstumsvergleich Stamm ohne
Medikament / Stamm mit Medikament.

Zu a) 1.: Die Typisierungsmethode , Titertek — Entero-
bak” ist seit langerer Zeit auf dem Markt und diirfte den
einschldgigen Laboratorien bekannt sein. Sie gleicht dem
System ,,Api” der Firma bio Mérieux.

Zu b) 1.: Der Agardiffusionstest ist noch immer die Stan-
dardmethode und braucht als solche nicht mehr beschrie-
ben zu werden.

Zu a) 2. und b) 2.: Die Geratekombination der Fa. Flow
besteht aus:

1 Fotometer Multiscan MC 340 mit

8 Filtereinsatzen

1 IBM-Tischrechner Economic mit Monitor
1 IBM-Grafik-Drucker Il
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1 Inkubationshaube
mehrere Tischschiittler Titertek
Cat.-Nr. 77-470-00.

Es werden Mikrotiterplatten angeboten, die 1.) mit den
chemischen Reagenzien zur Typisierung und 2.) mit je 12
Antibiotika in 2 oder mehr Konzentrationen nach DIN-
Norm-Empfehlung zur Sensibilititsbestimmung be-
schichtet sind. Es handelt sich um Lyophilysate; Aufbe-
wahrung 4-8°C.

Es gibt 2 Versionen des Testprogramms:

a) Ablesung nach 5 Std. Inkubation
b) Ablesung nach 18-24 Std. Inkubation.

Wir haben uns fiir die Ablesung nach 5 Std. entschieden,
was organisatorisch unter Nutzung der verschobenen
Tagesarbeitszeit problemlos durchfihrbar ist.

Vorarbeiten

Herstellung der Suspension und Einfillen in die Mikroti-
terplatten ist einfach und schnell durchfiihrbar. Die mit-
unter wachstumsverzégernde lag-Phase der Bakterien-
stimme kann dadurch verkirzt werden, daR die un-
beimpften Bouillonréhrchen (entgegen der Vorschrift)
tiber Nacht bei 37°C vorgewdrmt werden (1). Dies hat
noch den Vorteil, daB verunreinigte Réhrchen ausge-
schieden werden konnen.

Wir haben die Enterobacteriaceae direkt von der Endo-
Platte abgeimpft, so daB sich die Einfiihrung eines ande-
ren Selektivnahrbodens eriibrigte. Bei etwa 20 Stimmen
wurden Parallelbestimmungen von Endo- und Brillant-
grin-Nahrboden durchgefiihrt, ohne dal Schwierigkei-
ten bei der Typisierung entstanden wiren.

Tab. 1: Keimdifferenzierung mit TTE/RAS und Titének Flow aufgegliedert nach Gruppen der Enterobacteriaceae

Keimart n= Ubereinstimmung Abweichung
teilweise mit Zusatz-
reaktionen wie Sero- Ergebnis Ergebnis Abweichende
logie, Motilitat etc. Titertek TTE RAS Einzelreaktionen
Klebsiella-Gruppe 21 21
Enterobacter-Gruppe 15 15
Proteus-Gruppe 28 26 2
a) Prot. mirab. Prot. vulg. 90,7% -
Prot. mirab. 9%
b) Prot. mirab. Serr. liquef. 97,6% LbC
Sal. arizona 1,8% Citrat
E. coli 61 59 2
a) Klyvera spez. E. coli 100% Citrat
b) E. coli Klebs. ozenae 98% Indol
E. coli 2%
Sonstige 7 6 1
Klebs. pneum. Serr. liquef. 97,6% H.S
Klebs. pneum. 1,2% Citr. Mal
E. coli 23 23 Vergleich mit Enterotube
Gesamtzahl 155 150 = 96,7% 5 = 3,3%

Tab. 2: Ergebnisse der Sensibilititspriifung mit TTE/RAS (Flow) und Agardiffusionstest mit (ADT) 11 Antibiotika und aufgegliedert

Stamm Er- Ampicillin  Mezlocillin Piperacillin Cefotaxin © Lamox- Cephazolin Cotri-
geb- ’ actam moxazol
nis -

RAS ADT RAS ADT RAS ADT RAS ADT RAS ADT RAS ADT RAS ADT

E. coli n=60 n=39 n=60 n=60 n=30 n=52 n=37
S 47 47 32 32 .47 47 57 60 30 30 51 45 23 22
MS - - 3 2 9 6 3 - - - 1. 3 - 1
R 13 13 4 5 4 7 - - - - - 4 4 4

Proteus- n=29 * n=20 n=19 n=28 n=12 n=24 n=13

Gruppe
S 14 18 19 19 18 18 24 27 12 12 11 9 12 9
MS 3 - - - - - 2 - - - 4 4 - 1
R 12 1 1 1 1 2 1 - - 9 1 1 3
Enterobacter- n=25 n=13 n=23 n=25 n=11 n=24 n=12
Gruppe - - -
5 6 9 8 15 12, 19 21 9 9 8 9 12 10
MS 7 2 1 2 6 3 4 2 1 1 2 2 - 1
R 13 17 3 3 2 8 2 2 1 1 14 13 - 1
Klebsiella- n=21 n=7 n=21 n=21 n=7 n=21 n=14
Gruppe - .
S 2 2 6 5 17 18 <18 17 7 7 14 14 14 1
MS 6 2 - 1 2 - 1 - - - 4 2 - 3
R 13 17 1 1 2 2 4 - - 3 5 - -

(S = sensibel; MS = maBig sensibel; R = msi'stem)_.
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Die anfénglichen Schwierigkeiten mit Teilen des Testpro-
gramms konnten in Zusammenarbeit mit der Firma Flow
tberwunden werden. Die deutsche Fassung der Pro-
grammbeschreibung lieB einige Zeit auf sich warten und
ist leider auch nicht sehr iibersichtlich. Die anglo-ameri-
kanischen Beschreibungen haben eher den Charakter
eines Romans, so daB wir eine Fithrung durch das Pro-
gramm flir unsere individuellen Zwecke selbst hergestellt
haben.

Ergebnisse

Typisierung

Die Ergebnisse sind aus der Tab. 1 ersichtlich.

Bei den 5 Stdmmen (3,3%) mit nicht Gbereinstimmenden

Ergebnissen kann nicht geklart werden, welche Methode
versagt hat.

23 Stamme E. coli wurden mit Enterotube-Roche vergli-
chen und stimmten ausnahmslos (iberein.

Die Reproduzierbarkeit wurde 15mal mit dem E. coli-
ATCC-Laborstamm und 10mal mit wahllos herausgegrif-
fenen Stdmmen Uberprift.

Es ergibt sich eine Ubereinstimmung der Typisierung der
Enterobacteriaceen-Stamme von 96,7%.

Empfindlichkeitspriifung
Die Ergebnisse wurden in Tab. 2 zusammengestelit.

Es stehen verschiedene Antibiotika-Kombinationen zur
Verfiigung. Die Firma Flow ist auch bereit, individuelle
Wiinsche zu beriicksichtigen.

Wie haben teilweise die Zusammenstellung ,, TTS SIR/U”
fir Enterobacteriaceae aus dem Urin und zum anderen
.TTS SIR/N” fiir Enterobacteriaceae aus anderem Mate-
rial benutzt. Daraus resultierten die unterschiedlichen
Fallzahlen. GroRere Abweichungen fanden wir nur bei

nach Gruppen der Enterobacteriaceae

Pipemid- Gentamicin Amicacin Doxycyclin
sdure
RAS ADT RAS ADT-.. RAS ADT RAS ADT
n=26 n=61 n=54 n=62
25 23 61 61 54 36 49 39
- 1 - - - 13 6 7

1 2 - - - 5 7 16
n=190 n=28 n=25 n=27
10 9 28 28 22 18 8 3
- - - - 3 4 6 4
- 1 - - - 3 13 20
n=12 n=25 n=24 n=25
11 12 23 23 23 19 21 12

- 2 1 1 3 3 9

1 - - 1 - 2 1 4
n=14 n=21 n=20 n=20
14 14 19 20 19 19 14 1
- - 1 1 1 1 3 6
- - 1 - - - 3 3

den Medikamenten Amikacin, Cephazolin und Doxycyc-
lin.

Mit Amikacin wurden bereits von Krasemann umfangrei-
che Vergleichsuntersuchungen durchgefiihrt zwischen
Agar-Diffusions-Test (ADT) und Bouillonverdiinnungs-
test, von dem die Triibungsmessung hergeleitet ist. Es
wurde festgestellt, daB bei diesem Medikament der Korre-
lationskoeffizient der Hemmhofe mit der minimalen
Hemmbkonzentration so gering ist, daB der ADT keine
verladBliche Aussage ergibt.

AuBerdem fallt auf, daR bei Kiebsiellen volle Ubereinstim-
mung beider Methoden erzielt wurde, wihrend bei E. coli
die langere Einwirkungszeit beim ADT héhere Resistenz-
raten bewirkte.

Es ist anzunehmen, daR der enzymatische Abbau des Me-
dikaments durch bestimmte Keime eine Rolle spielt.

Ahnlich, aber nicht ganz so ausgepragt, verhélt es sich
bei Doxycyclin und Cephazolin.

Diskussion

Die Gerdtekombination der Fa. Flow mit vorbeschichteten
lyophilysierten Mikrotiterplatten und objektiver fotome-
trischer Triibungsmessung ist praktisch gut zu handhaben
und erlaubt daher Identifizierung und Empfindlichkeits-
prifung von Krankheitskeimen innerhalb von 5 Std. nach
Anziichtung.

Dadurch erhilt die Klinik die Ergebnisse 24 Std. friiher,
so daf Blindtherapie mit unwirksamen Antibiotika min-
destens verkiirzt oder ganz vermieden wird.

Die Methode der Triibungsmessung ist nicht neu, son-
dern wurde bereits seit langerer Zeit untersucht und fiir
gut befunden (1). Neu ist nur die Einflihrung technischer
Hilfsmittel, um sie als Routinemethode einsetzen zu kén-
nen (2-6).

Der bisher iibliche Agardiffusionstest ist in zahireichen
Untersuchungen als bestenfalls halbquantitativer Test
bezeichnet worden (7, 9).

Dennoch konnten wir bei unseren Vergleichsuntersu-
chungen feststellen, daB nur bei wenigen Medikamenten
schlechte Ubereinstimmung zu erzielen war, die auRer-
dem noch von der Keimart und deren schneller oder lang-
samer Enzymproduktion abhangig ist (8, 10, 11).

Der Vergleich beider Methoden solite also nicht dazu fiih-
ren, dall man einen weitgehend quantitativen Test mit
objektiver Ablesung ablehnt, weil er mit einem halbquan-
titativen Test nicht vollig Gibereinstimmt (12).

AuBerdem darf auf keinen Fall auRer acht gelassen wer-
den, daB die Einwirkungszeit von 5 Std. weit eher den
pharmakokinetischen Gegebenheiten in vivo entspricht
als die von 24 Std.

Nach Stille ist die Wirkung in den ersten 3-5 Std. nach
Gabe des Antibiotikums ausschlaggebend fiir den Erfolg
der Behandlung (13). .
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Enzygnost®-Anti-HTLV lll der Behringwerke

Der vom Paul-Ehrlich-Institut freigegebene Enzygnost®-
Anti-HTLV |11 der Behringwerke bietet folgende Vorziige:
— hohe Sensitivitat (99,6%),

— hohe Spezifitdat (99,2%),

— einfache Handhabung (ELISA-Technik in Mikrotitra-

— kurze Gesamt-Inkubationszeit (90 min),
— Automatisierbarkeit durch Behring ELISA Processor

— kurze Testdauer (ca. 3,5 Std. fiir 480 Bestimmungen
bei automatisierter Durchfiihrung),

— groRe Flexibilitat (teilbare Mikrotitrationsplatten,
somit 6konomische Testdurchfiihrung auch in klei-
neren Serienldangen),

— Maglichkeit der parallelen Bestimmung von weite-
ren Parameter (z. B. HBsAg mit Enzygnost®-HBsAg

Fiir zahlreiche weitere Infektionen bieten die Enzymim-
munoassays der Linie Enzygnost® die Maglichkeit der
Friihdiagnose und der Immunitatsbestimmung: Hepatitis
B, Mumps, Masern, Raoteln, Cytomegalie, Herpes, Vari-
cella/Zoster und Toxoplasmose. Hierbei kann der pro-
grammgesteuerte Behring ELISA Processor |l die Arbeit
wesentlich erleichtern.

“
<
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.. TTE-TTS/RAS

' Automation
“in der
Mlkroblologle

| TTE -TTS-RAS ist ein halb-
I automatisches System, zur
| Identifizierung von Gram-
i negativen Bakterien inner-
" halbvon 5Stunden. Die Ver-
bmdung von Multiskan
MCQC, einer Computeran-
lage und der TTE-TTS-RAS
Software oder der EIA-Soft-
ware erméglicht eine breite
Anwendung der Anlage
auch in der Serologie und
Immunologie.

Fir die 5 Stunden-Identifizie-
rungunddieResistenztestung
stehen gebrauchsfertige

Cits zur Verfugung, die

1ach 5 Stunden mit TTE-TTS-
RAS-Anlage abgelesen und
wsgewertet werden. Neben
ler Auswertung der Tests bie-
2tdie TTE-TTS-RAS-Software
slgende Méglichkeiten:

) Eingabe und Speicherung
aller Patientendaten wéh-
rend der Inkubationszeit.

) Automatischer Abrufdieser
Daten bei Ablesung der
Tests.

» Kombinierter Ausdruck von
Identifizierung und Resi-
stenztest fir die gleiche
Referenznummer.

) Erstellung eines Berichts-

bogens fir den behandeln-
den Arzt.

Inter dem Stichwort TTE-TTS-
AS senden wir lhnen gerne
reitere Informationen zu.
elbstversténdlich stehen wir
uch fir eine unverbindliche
'orfihrungin lhrem Labor zur
erfiigung.
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