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Der Nachweis bestimmter Enzyme als Hilfsmittel der Dia-
gnostik ist in der medizinischen Mikrobiologie seit langer
Zeit bekannt. Der am meisten gebrduchliche Test ist der
Nachweis der B-D-Galaktosidase liber die Spaltung des
0-Nitrophenyl-3-D-Galatopyranosid (ONPG). Das Vor-
handensein anderer bakterieller Glykosidasen ist vor allen
Dingen bei groReren taxonomischen Studien von Interes-
se.

Im Jahr 1976 untersuchten Kilian und Biilow verschie-
dene Glykosidaseaktivitdten bei Enterobacteriaceae und
Vibrionaceae. Hierbei fanden sie die B-Glucuronidase,
ein Enzym, das f-D-Glucopyranosidsduren spaltet,
ausschlieBlich bei Stammen der Escherichia-Shigella-
Gruppe. Der Nachweis gelang bei 97% aller E. coli sowie
bei allen untersuchten Shigella-sonnei-Stammen, wah-
rend bei den Ubrigen Shigella-Species lediglich ein Drittel
B-Glucuronidase positiv waren.

Aufgrund dieser Untersuchungen schlugen die Autoren
im Jahre 1979 den Einsatz dieses Enzyms zur Schnelldia-
gnose von E. coli in Urinproben vor. Sie entwickelten
einen Selektivagar (PGUA-Agar), der die Isolierung von
Bakterien mit B-Glucuronidase-Aktivitat in Mischkultu-
ren ermoglicht.

Im Jahr 1984 untersuchten Hansen und Yourassowsky
zwei Schnelltests zum Nachweis der B-Glucuronidase mit
Hilfe substratimpragnierter Testplattchen bzw. Substrat-
tabletten. Von tiber 300 getesteten E. coli konnte bei 95%
das Enzym nachgewiesen werden. Auch sie hatten bei
weiteren laktosepositiven Enterobacteriaceae keine fal-
sch-positiven Ergebnisse und schluBfolgerten, daR mit
diesem Enzymnachweis eine sehr effektive Methode zur
Schnellidentifizierung von E. colivorliege.

Seit einiger Zeit ist nun mit dem Bactident E. Coli (Fa.
Merck, Darmstadt) ein solcher Testkit auf dem Markt. Der
Enzymnachweis erfolgt hier allerdings nicht ber chro-
mogene Substanzen, sondern durch den Nachweis einer
hellblauen Fluoreszenz im UV-Licht durch Freisetzung
von 4-Methylumbelliferyl-Phosphat. Erganzend dient der
Nachweis der Indolbildung aus Tryptophan mit Hilfe des
Kovacs-Reagenz zur Sicherung der Diagnose.

Das Testset besteht aus einer Kiivette und einem mit Sub-
strat impragnierten Teststreifen. In das Reaktionsgefaf
werden ca. 0,2 ml entionisiertes Wasser eingebracht,
hierin wird eine Suspension mit dem zu untersuchenden
Stamm mit einer Triibung entsprechend McFarland 2 her-
gestellt. Das Teststdbchen wird in diese Suspension ge-
steckt und beides fiir 30—120 min bei 37°C inkubiert.

Die Testauswertung erfolgt friihestens nach 30 min. Hier-
bei wird die blaue Fluoreszenz unter einer UV-Lampe
(Anregungswellenldange 320-380 nm) nachgewiesen.
Der Test ist spatestens nach 2 Std. zu bewerten. Nach
Zugabe eines Tropfens Kovacs-indolreagenz kann der
Tryptophanabbau durch eine Rotfarbung nachgewiesen
werden.

In einem Zeitraum von 3 Monaten testeten wir insgesamt
416 Stamme aus der Gruppe der Enterobacteriaceae mit
diesem System. Die getesteten Isolate stammten zum
Uberwiegenden-Teil aus klinischem Material aus den Va-
ria-Labors des Hygiene-Instituts der Universitat Heidel-
berg bzw. aus Trink- und Badewasserproben unserer
Routine-Labors.

Die Ergebnisse sind im folgenden aufgelistet:

Gesamtzahl getesteter Staimme 416
E. coli: 373, davon

B-Glucuronidase positiv 349 (93,1%)

B-Glucuronidase negativ 24 (6,9%)
Nicht-E. coli: 43, davon

B-Glucuronidase positiv 0

B-Glucuronidase negativ 43

Bei der Gruppe ,,Nicht-E. coli” handelt es sich um:

Klebsiella oxytoca (n = 9), Klebsiella pneumoniae
(n = 8), Citrobacter freundii (n = 8), Proteus vulgaris
(n = 5), Citrobacter diversus (n = 4), Morganella morga-
nii (n = 4), Proteus mirabilis (n = 3), Enterobacter cloa-
cae (n = 2).

Die Bebriitungsdauer bis zum positiven Testausfall erwies
sich als stark substratabhangig. So zeigte sich bei An-
zucht auf Blutagar in ca. 70% aller von uns untersuchten
B-Glucuronidase-positiven E. coli eine Fluoreszenz nach
30 min Inkubation, wahrend bei Verwendung vom Keim-
material von McConkey-Agar generell eine Bebriitung
von mindestens 90 min zu empfehlen ist.

Ebenso ist zu beachten, daR ein positiver Indoltest nur
nach Anzucht der Bakterien auf tryptophanhaltigen Nahr-
medien moglich ist. Somit scheidet z.B. Miiller-Hinton-
Agar als Isolierungsmedium fiir diesen Test aus.

Aufgrund unserer Untersuchungen erwies sich Bactident
E. colials durchaus praktikabie Methode zur Schnelliden-
tifizierung von E. coli. Das System besticht durch seine
sehr einfache Handhabung, lediglich die Ablesung erfor-’
dert am Anfang eine gewisse Ubung, besonders bei
schwach-positivem Reaktionsausfall. Es empfiehlt sich
deshalb — zumindest fir die Dauer der Einarbei-
tungsphase — einen positiven Kontrollstamm mitzufiih-
ren.

Der Einsatz besonders in der Urindiagnostik ist diskus-
sionswiirdig. Voraussetzung ist allerdings die Verwen-
dung von Reinkulturen, da dieses System auf die Aussage
E. coli Ja/Nein beschrankt ist und damit nur in die Hand
eines erfahrenen medizinischen Mikrobiologen gehort, da
ein Testergebnis immer nur in Verbindung mit den tbrigen
bakteriologischen Parametern sinnvoll beurteilt werden
kann.
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Eine interessante Moglichkeit ist die Verwendung in der
Wasserbakteriologie, wo eine Beimpfung direkt aus der
positiven Laktosebouillon in die Kiivette einen vielver-
sprechenderen Ansatz darstelit. Allerdings sollten vor der
routinemaBigen Anwendung noch groRere Testreihen
Uber das Verhalten z. B. von Laktose vergarenden aeroben
Sporenbildner durchgefiihrt werden.
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INSTAND-Ringversuche Klinische Chemie 1987

Unser Institut bietet im Jahre 1987 sechs Ringversuche
auf dem Gebiet der ,,Klinischen Chemie” an.

In der Gruppe ,,Klinische Chemie” sind alle Analyte ent-
halten, die in den neuen Richtlinien der Bundesarztekam-
mer zur Qualitatssicherung im medizinischen Laborato-
rium gefordert werden. Die neuen Richtlinien beinhalten
dariiber hinaus die Immunglobuline (1gG, 1gA, igM), die
Antiepileptika, Theophyllin, Digoxin, Gesamtthyroxin so-
wie einige Steroidhormone (Aldosteron, Cortisol, Ostra-
diol, Progesteron, Testosteron). Diese Analyte sind in an-
deren Gruppen, namlich in Plasmaproteine |, Pharmaka |
und Il sowie in der Hormongruppe Il enthalten.

Es wird daher empfohlen, daR die Teilnehmer zumindest
diese Analyte im Laufe des Jahres 1987 in die regelmaRi-
gen Ringversuche einbeziehen, damit bei Inkrafttreten der
neuen Richtlinien die erforderlichen Voriibungen bei der
externen Qualitatskontrolle dieser Analyte vorliegen.

Da die neuen Richtlinien der Bundesarztekammer nur
zwei Ringversuche pro Jahr vorschreiben, werden wir am
Ende des Jahres 1987 sorgfaltig priifen, ob auch im Jahre
1988 sechs Ringversuchstermine vorgesehen werden.

Bei der Bewertung des ersten Ringversuches 1987 auf
dem Gebiet der ,Klinischen Chemie” wurden die Ziel-
werte — wie bisher — durch die Referenzlaboratorien,

entsprechend den geltenden Richtlinien der Bundesarz-

tekammer vorgegeben, die- Bewertungsbereiche auf der
Grundlage der bisherigen Erfahrungen und den medizini-
schen Erfordernissen festgelegt. Obgleich haufig die Ziel-
werte fiir mehrere Methoden identisch sind, ist dennoch
eine Aufteilung der Teilnehmer nach methodischen Ge-
sichtspunkten erfolgt. Diese methodenabhangige Auftei-
lung gibt Hinweise auch auf die Gr6Re der Kollektive und
die Bestehensquoten.

Aus den Ringversuchsergebnissen méchte ich nur we-
nige Analyte hervorheben. Die Probe 12 iiberrascht da-
durch, daB fiir alle Eisenbestimmungsmethoden der Ziel-
wert 26,0 pmol/l gewéhlt werden konnte. Offensichtlich
gibt es Matrices, die die methodenabhéngige Bewertung
der Eisenanalysen nicht erfordern. Auch bei Bilirubin
konnten wieder einmal einheitliche Zielwerte fiir alle Me-
thoden festgesetzt werden.
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Problematische Analyte sind immer noch die Eisenbin-
dungskapazitat und Kreatinin sowie die extreme Metho-
denabhéngigkeit bei der Bestimmung der Amylaseaktivi-
tit. Hervorheben muR ich noch die Aktivitatsmessung der
sauren Phosphatase und der Prostataphosphatase: Die
Aktivitat beider Enzyme wird bei 25°, 30° und 37°C ge-
messen. Betrachtet man die Histogramme, so wird deut-
lich, daB ein Teil der Ringversuchsteilnehmer bei der An-
gabe der Methoden unvolistandige oder falsche Angaben
macht, wodurch die Analysenwerte den falschen Tempe-
raturen zugeordnet werden. Die Folge ist, daR richtige
Analysenwerte durch die falsche Methodenzuordnung
aulerhalb des Bewertungsbereiches fallen kdnnen. Eine
sorgfiltige Uberpriifung der Methodenangaben in den
Vorfeldern wird dringend empfohlen.

Erfreulicherweise ist festzustellen, daR die Zahl der unter
.anderen Methoden” zusammengefaRten Teilnehmern
bei fast allen Analyten riickldufig ist. Es bleibt zu hoffen,
dalB sich diese Tendenz fortsetzt. Fiir die Bewertung der
.anderen Methoden” sehen die neuen Richtlinien der
Bundesarztekammer vor, daR als Zielwert das arithmeti-
sche Mittel der vorhandenen Zielwerte eines Analyten zu
setzen ist.

Im Januar-Ringversuch 1987 haben wir erstmalig ver-
sucht, auch CK-MB in den Ringversuchsproben zu analy-
sieren. Dieser Versuch ist fehlgeschlagen, wobei von den
Ringversuchsteilnehmern stark divergente Ergebnisse er-
mittelt wurden. Ohne auf Details einzugehen, bleibt fest-
zustellen, daB die derzeit vorhandenen Ringversuchspro-
ben eine externe Qualitatskontrolle der CK-MB-Analyse
nicht erlauben.

AbschlieRend sei darauf hingewiesen, daR die Kosten der
externen Qualitatskontrolle, verglichen mit denjenigen
der internen Qualitatskontrolle, gering sind. Zudem bietet
eine engmaschige Uberwachung der Laboranalysen
durch Ringversuche eine Sicherung und ggf. Korrektur
der Analysenqualitat. Das primare und erklérte Ziel der
externen Qualitatskontrolle sollte die Erbringung von
richtigen und vergleichbaren Analysen im medizinischen
Laboratorium sein, nicht aber die Jagd nach dem glltigen
Zertifikat.
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