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Schlisselworter:
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e Protein
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= Biuret-Reaktion

Gebrauchten chirurgischen Instrumenten
haften oft Blut und kleine Gewebestlicke
an. Um Infektionen zu verhindern und die
problemlose Einsetzbarkeit solcher Instru-
mente zu erhalten, missen diese Anschmut-
zungen durch Reinigung beseitigt werden.
Im Dekontaminationsbereich einer moder-
nen ZSVA arbeitet man mit Reinigungs- und
Desinfektionsautomaten und Ultraschallrei-
nigern. Der Reinigungserfolg mit diesen
Gerdten wird beispielsweise visuell auf
Anschmutzungen uberprift oder mit einem
Farbstoff, der mit Protein reagiert, gete-
stet. Bei beiden Verfahren kommt es jedoch
sehr auf das subjektive Urteilsvermdgen des
Testenden an, und bei Farbemethoden muss
das Instrument zum Entfernen des Farbindi-
kators erneut gereinigt werden. AulRerdem
kann man die verbleibenden Anschmutzun-
gen nicht quantitativ erfassen. Wenn man
bessere Methoden der Instrumentenreini-
gung einfihren will, so sind diese Ein-
schrénkungen sehr unbefriedigend.

Wir untersuchten Pro-tect, bestehend aus
einem Wattestdbchen zum Abwischen des
Instruments und einem Reagenz zur Mes-
sung der Proteinkonzentration. Dabei
ermittelten wir die Korrelation zwischen

Reaktionsintervall und Farbintensitat der
Reaktion anhand von Protein-Verdiinnungs-
reihen und verglichen die Empfindlichkeit
der Messung mit der der Protein-Farbeme-
thode. Es zeigte sich, dass man mit Pro-tect
die Anwesenheit von Protein bis hinab zu
einer Menge von etwa 25 g mit einem sehr
einfachen Wischtest auf dem Instrument
nachweisen kann. Wir glauben daher, dass
die Messung des Reinigungserfolg bei
Instrumenten mit Pro-tect nitzlich zur Kon-
trolle des Reinigungsvorgangs ist und auch
zur Beurteilung von Reinigungsmitteln und
Reinigungsautomaten.

Einleitung

Gebrauchten chirurgischen Instrumenten
haften oft Blut und kleine Gewebestiicke
an. Um Infektionen zu verhindern und die
problemlose Einsetzbarkeit solcher Instru-
mente zu erhalten, missen diese Anschmut-
zungen durch Reinigung beseitigt werden.
Wo im Krankenhaus Instrumente gereinigt
werden — zum Beispiel in der ZSVA —, arbei-
tet man mit leistungsfahigen enzymati-
schen Waschmitteln in Reinigungs- und
Desinfektionsautomaten und Ultraschallrei-
nigern. Anhaftende Anschmutzungen von
Instrumenten abzuwaschen, ist jedoch eine
extrem schwierige Aufgabe. Berichten
zufolge wurde bei bakteriologischen Tests
von 50 Instrumenten, darunter grofRRe
Haken, blue chips und gebogene Metzen-
baum-Scheren, die nach dem chirurgischen
Eingriff normal gereinigt wurden, bei 14%

der Instrumente noch Mikroorganismen in
einer Konzentration von 100 KBE, bei wei-
teren 14% 11 bis 100 KBE und nur bei 30%
keine Mikroorganismen gefunden (1). Nun
ist ein mikrobiologischer Test ein hervorra-
gendes Verfahren zum Nachweis von bakte-
riellen Anschmutzungen auf gereinigten
Instrumenten, doch ist er fur einen norma-
len mit der Reinigung betrauten Mitarbeiter
der ZSVA ziemlich schwierig durchzufiihren.
Mit anderen Worten: Man braucht ein Ver-
fahren, das einfach, schnell und genau
anzeigt, wie viel von den Anschmutzungen
an den Instrumenten nach der Reinigung
noch anhaftet. Der Reinigungserfolg bei
Instrumenten wird derzeit entweder visuell
auf Anschmutzungen Uberprift oder mit
einem Farbstoff, der mit Protein reagiert,
oder mit einem Indikator, der Adenosintri-
phosphat enthélt (ATP, in groRen Mengen
im Blut vorhanden), getestet. Bei den bei-
den ersten Verfahren kommt es jedoch sehr
auf das Urteilsvermdgen des Einzelnen an,
und bei der Farbemethode muss das Instru-
ment zum Entfernen des Farbstoffs erneut
gereinigt werden. Auf3erdem kann man die
verbleibenden Anschmutzungen nicht quan-
titativ erfassen. Die Messung der ATP-Rest-
konzentration mit einem Indikator ist
genauer und liefert auch quantitative
Ergebnisse, erfordert aber ein Reagenz und
ein spezielles Gerdt zur Lumineszenzmes-
sung und ist daher nicht weit verbreitet. Vor
diesem Hintergrund ist schnell klar, dass
ein eindeutiger Bedarf besteht an einer
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Methode, die leicht durchzuftihren ist und
quantitative Messwerte fiir den Reinigungs-
erfolg liefert.

Wir untersuchten Pro-tect, bestehend aus
einem Wattestdbchen zum Abwischen des
Instruments und einem Reagenz zur Mes-
sung der Proteinkonzentration, um festzu-
stellen, ob dieses Produkt in der Lage ist,
den Reinigungserfolg bei Instrumenten zu
ermitteln. Unsere Tests zeigten, dass man
mit Pro-tect die Anwesenheit von Protein
bis hinab zu einer Menge von etwa 25 ug
mit einem sehr einfachen Wischtest auf
dem Instrument nachweisen kann. Da wir
nach einer wirksamen Reinigungsmethode
suchen, halten wir dieses Ergebnis fir
durchaus bemerkenswert. Wir prasentieren
daher hier einen Bericht (iber die Leistungs-
fahigkeit von Pro-tect anhand von elemen-
taren Leistungsdaten, einschlieBlich Stan-
dardkurven auf der Grundlage verdinnter
Proteinlésungen und einem Vergleich der
Empfindlichkeit der Pro-tect-Messung mit
der Protein-Férbemethode.

Materialien und Methoden

Reinigungs-Wischtestset

Das von uns getestete Produkt war Pro-
tect® (Biotrace International plc. Bridgend,
GroRBbritannien), ein Reinigungs-Wischtest-
set (Abbildung 1). Dieses Set enthélt ein
Wattestébchen zum Wischen iber die Ober-
flache des Instruments sowie ein Kunst-
stoffréhrchen mit Biuret-Reagenz (750 pl)
(2, 3) zur Messung der Proteinkonzentra-
tion. Das Wattestdbchen wird nach dem
Wischen durch die obere Offnung in das
Kunststoffrohrchen  eingefiihrt.  Dabei
durchstdf3t es die darin befindliche Schutz-
folie und reagiert mit dem Biuret-Reagenz,
das je nach Menge des vorhandenen Pro-
teins einen Farbumschlag zeigt.

Messverfahren zur Ermittlung von
Absorptionskurven fiir Pro-tect-Biuret-
Reagenz und Probe

Das Pro-tect-Reagenz aus 5 Sets wurde
abpipettiert und in eine 1 x 1 c¢cm groRe
Glaskivette verbracht. Der Messbereich
eines Shimadzu-UV-VIS-Spektrophotometers
1240 (Shimadzu Co., Ltd., Kioto, Japan)
wurde auf zwischen 400 und 700 nm einge-
stellt, und die optische Dichte des Reagenz
(Kontrolle) wurde in Intervallen von 20 nm
bestimmt. AnschlieRend wurden 100 pl

12

- e -
1T e e e e T T T T e

Plasma (gewonnen durch Zentrifugieren von
heparinisiertem Blut bei 3000/min Uber
5 Minuten) zu dem Reagenz hinzugefiigt,
und nach 30 Minuten Vermischen wurde die
optische Dichte der so erhaltenen Probe
nach der gleichen Methode wie flr die Kon-
trolle bestimmt.

Optische Dichte des Pro-tect-
Biuret-Reagenz im Zeitverlauf

Das Pro-tect-Reagenz aus 5 Sets wurde
abpipettiert und in eine 1 x 1 c¢cm grof3e
Glaskiivette verbracht. 20 pl Plasma
(gewonnen durch Zentrifugieren von hepa-
rinisiertem Blut bei 3000/min uber 5 Minu-
ten) wurden zu dem Reagenz hinzugeflgt
und in die Kiivette verbracht (Probe A), und
es wurde in 10-minutigen Abstdnden von O
bis 60 Minuten nach dem Anmischen bei
560 nm die optische Dichte dieser Probe
bestimmt. AnschlieBend wurde 20 pl
Plasma, vierfach verdiinnt mit physiologi-
scher Kochsalzlésung, in eine andere
Kiivette mit dem Reagenz von weiteren 5
Pro-tect-Sets gegeben (Probe B), worauf
auch hier in gleicher Weise die optische
Dichte bestimmt wurde.

Pro-tect-Standardkurve

Chem Trak Puratinum (Medical Analysis
System, Inc., Kalifornien, USA) wurde mit
physiologischer Kochsalzlésung auf eine
Gesamt-Proteinkonzentration von 5, 10, 25,
50, 100 bzw. 300 pug/100 pl verdiinnt, und
jede der verdinnten Losungen wurde von
funf Pro-tect-Wattestébchen absorbiert. Die
Wattestabchen wurden anschlieRend zur
Reaktion in die vorgesehenen Kunststoff-
réhrchen des Sets eingebracht. Nach 30
Minuten wurde das Reagenz mit der Probe

Abb. 1: Aussehen des Pro-tect-Testsets (Biotrace Co., Ltd.)

aus jeweils 5 Rohrchen mit gleicher Kon-
zentration in eine Klvette abpipettiert, und
es wurde jeweils bei 560 nm die optische
Dichte der einzelnen Proben bestimmt.

\ergleich der Messempfindlichkeit zwi-
schen der Protein-Farbemethode und der
Pro-tect-Methode

100 pl Chem Trak Puratinum, verdinnt auf
Proteinkonzentrationen von 5, 25, 50 und
100 pg/100 pl, wurden auf 3 Edelstahl-
plattchen (15 x 50 mm) aufgebracht, die
dann bei Raumtemperatur 3 Stunden lang
trockneten. Jedes der Edelstahlplattchen
wurde funf Minuten lang in eine Amid-
schwarz-Losung 10 B (4, 5) (Clean Chemical
Co., Ltd., Osaka, Japan) eingetaucht, ein
Farbstoff, der sich mit Protein verbindet,
und nach einer Minute Abspilen unter
flieRendem Wasser wieder bei Raumtempe-
ratur trocknen gelassen.

100 pl der Lésungen mit Proteinkonzentra-
tionen von 5, 25, 50 und 100 pg/100 pl
wurden auf finf Pro-tect-Wattestébchen
aufpipettiert. Nachdem die Lésung absor-
biert war, kamen die Wattestabchen zur
Reaktion in die zugehdrigen Kunststoffréhr-
chen der Sets. Nach 30 Minuten wurde das
Reagenz mit der Probe aus jeweils 5 Rohr-
chen mit gleicher Konzentration in eine
Kivette abpipettiert, und es wurde bei 560
nm die optische Dichte der einzelnen Pro-
ben bestimmt.

Proteinfarbemethode, Pro-tect-

Methode und ATP-Konzentrationsmessung
mit Blut auf Edelstahlplattchen als Proben
Heparinisiertes Vollblut wurde mit physiolo-
gischer Kochsalzlésung 10, 40, 100 und
400fach verdinnt. 20 pl jeder Verdiinnung
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sowie des Vollblutes wurden jeweils auf 3
Edelstahlplattchen (15 x 50 mm) aufge-
bracht. Jeweils ein Plattchen wurde bei
Raumtemperatur 3 Stunden lang trocknen
gelassen, dann in 5 Minuten lang in Amid-
schwarz 10B eingetaucht und dann unter
flieRendem Wasser 1 Minute lang abgespiilt.
Jeweils ein weiteres Plattchen wurde mit
einem Pro-tect-Wattestabchen abgewischt,
das dann zur Reaktion mit dem Reagenz
zuriick in das Kunststoffréhrchen kam. Das
jeweils letzte Plattchen wurde mit einem
Wattestabchen zur Messung der ATP-Kon-
zentration abgewischt, und das ATP auf
dem Wattestdbchen wurde in 1 ml entioni-
siertes Wasser extrahiert. Die ATP-Konzen-
tration der so erhaltenen Lésung wurde
nach dem Biolumineszenzverfahren ermit-
telt (6, 7). Das Reagenz und das Gerat fur
die ATP-Konzentrationsmessung stammten
beide von Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.,
Tokio, Japan.

Ergebnisse

Abbildung 2 zeigt die Absorptionskurven fir
das Pro-tect-Biuret-Reagenz und die Probe.
Im Bereich zwischen 500 nm und 700 nm
war die optische Dichte des Biuret-Rea-
genz-Kontrolle nahe Null, die der Probe
dagegen 3194 bei 520 nm, 2475 bei 560 nm
und 2.479 bei 580 nm. Da die optische
Dichte um eine Wellenldnge von 560 nm
kaum schwankte, entschieden wir uns, fur
die 560 nm als Bezugswert fiir die Messung
der optischen Dichte in den nachfolgenden
Experimenten.

Abbildung 3 zeigt die zeitabhangige
Zunahme der optischen Dichte des Pro-tect-
Biuret-Reagenz nach der Reaktion. Probe A
zeigte 30 Minuten nach Einsetzen der Reak-
tion eine Absorbanz of 0,946 und 60 Minu-
ten nach Einsetzen der Reaktion eine
Absorbanz von 1,212. Probe B zeigte 30
Minuten nach Einsetzen der Reaktion eine
Absorbanz of 0,438 und 60 Minuten nach
Einsetzen der Reaktion eine Absorbanz von
0,575. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse
beschlossen wir, fiir die Messung der Pro-
teinkonzentration mit Pro-tect die optische
Dichte 30 Minuten nach Einfihren des Wat-
testébchens in das Kunststoffrohrchen zu
messen.

Abbildung 4 zeigt die Standardkurve fiir das
Pro-tect-Reagenz nach Reaktion mit Watte-
stabchen mit 5, 10, 25, 50, 100 and 300 ug
Protein pro 100 pl Lésung. Die Standard-
kurve hatte die Form einer umgekehrten

Abb. 2: Absorptions-
kurven fir das Pro-
tect Biuret-Reagenz
und die Probe.

Abb. 3: Zeitlicher
Verlauf der Reaktion
mit dem Pro-tect
Biuret-Reagenz.

Abb. 4: Pro-tect
Standardkurve.
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Schiissel. Die Absorbanz betrug 0,274 fiir 10
Mg Protein, 0,690 fir 50 ug Protein, 1,230
fir 100 pg Protein und 2.220 fir 300 pg
Protein.

Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der Far-
bung von Edelstahlplattchen, auf die 100 pl
einer Losung mit 5, 25, 50 and 100 pg Pro-
tein pro 100 pl aufgebracht worden waren,
mit Amidschwarz 10B. Eine deutliche
Blaufarbung fiir das Plattchen mit 5 pg Pro-

tein konnten wir nicht konstatieren, wohl
aber fur 25 pg Protein und mehr. Abbildung
6 zeigt das Ergebnis jeweils 30 Minuten
nach Abwischen der Lésungen mit der glei-
chen Proteinkonzentration mit Wattestab-
chen und Reaktion mit dem Pro-tect Rea-
genz. Die optische Dichte des Reagenz nach
der Reaktion betrug 0,154 bei 5 ug Protein,
0,452 bei 25 pg Protein und 0,630 bei
50 g Protein.

Abbildung 7 zeigt dieselben Proben nach
Aufbringen von 20 pl Blut auf Edelstahl-
plattchen, ihr Erscheinungsbild nach Farben
mit Amidschwarz 10B, die ATP-Konzentra-
tionen der Wattestdbchen, mit denen die
Edelstahlplattchen  abgewischt  worden
waren, Fotos des Pro-tect-Reagenz nach der
Reaktion und die auf der Grundlage der
Ergebnisse von Abbildung 6 ermittelten
Proteinkonzentrationen. Die Blaufarbung

Protein Konzentration (ug)

Kontrolle (0) 5

25

50 100

Abb. 5: Nachweisempfindlichkeit der proteinbindenden Féarbemethode.

Protein
Konzentration (ug)

Reagenz nach der
Reaktion

(aus 5 Sets)

Optische Dichte
(aus 5 6 0 nm)

Reaktion

Kontrolle (0)

0.154 0.452

0.630 1.230

Abb. 6: Nachweisempfindlichkeit der Pro-tect-Methode.
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\Verdiinnung Keine 10 x 40 x 100 x 400 x
Methode
Proteinbindende [ | &7
Farbemethode | - L = ! - = — R
ATP Konzentration 8080 x 10-11 369 x 10-11 24.5 x 10-1L 8.33 x 1011 221 x10 11

(mol/ml)

Reagenz nach
der Reaktion

Pro-tect®
Methode
Protein 100 oder
Konzentration 50 ~ 100 25 ~ 50 5~25 0~5
(h9) mehr

Abb. 7: Messergebnisse mit der proteinbindenden Farbemethode, der Pro-tect-Methode und mit der Adenosinetriphosphat(ATP)-Konzentrati-
onsmessung mit Blut auf Edelstahlpléttchen.

bei 400-facher Verdiinnung des Blutes war
kaum zu konstatieren, doch schon bei 100-
facher Verdiinnung war eine leichte Blaufér-
bung zu erkennen. Im Gegensatz hierzu
konnten wir mit Pro-tect mit bloem Auge
feststellen, dass bei dem 10-fach verdiinn-
ten Blut die Proteinmenge zwischen 50 und
and 100 pg lagen musste und fir das 100-
fach verdinnte Blut zwischen 5 und 25 pg.
Bei der ATP-Konzentrationsmessung ergab
sich ein quantitativer Messwert (2,21 x
101 mol/ml) auch fiir das 400-fach ver-
dinnte Blut.

Diskussion

Um eine erfolgreiche Sterilisation sicher-
stellen zu kénnen, missen chirurgische
Instrumente unbedingt vorher gereinigt
und dadurch von anhaftenden Anschmut-
zungen wie Blut befreit werden. Um den
Erfolg der Reinigung Uberpriifen zu kénnen,
muss es moglich sein, die Menge des auf
den gereinigten Instrumenten verbleiben-
den Proteins und anderer Anschmutzungen
quantitativ zu erfassen. Die derzeit verbrei-
teten Methoden — zum Beispiel die visuelle
Inspektion der nach der Reinigung verblei-
benden Substanzen oder Protein-Férbever-

fahren mit ebenfalls visueller Auswertung —
beruhen jedoch weitgehend auf dem sub-
jektiven Urteil des Uberpriifenden und sind
nicht in der Lage, quantifizierte Ergebnisse
zu liefern.

Das fir diesen Beitrag getestete Produkt
Pro-tect arbeitet mit einem sehr einfachen
Testverfahren. Es ist einfach die Oberflache
des betreffenden Instruments mit einem
Wattestdbchen abzuwischen und ansch-
lieRend dieses Wattestabchen in das mitge-
lieferte Kunststoffréhrchen mit Biuret-Rea-
genz einzufihren. Verfahren, die in der
Anwendung schwierig sind oder besondere
Reagenzien oder Geréte erfordern, werden
sich realistischerweise in einer stark bela-
steten ZSVA nicht durchsetzen kénnen, und
aus dieser Sicht ist Pro-tect als Verfahren
fur die Bestimmung des Reinigungserfolgs
positiv zu bewerten.

Die Messempfindlichkeit von Pro-tect ist
recht gut. Wie Abbildung 6 zeigt, kann der
Tester damit mit bloRem Auge die Anwesen-
heit von Protein in Mengen von nur 25 pg
zuverlassig erkennen. Eine Erkennung von
25 ug Protein ist mit der Farbemethode und
Amidschwarz 10B zwar ebenfalls mdglich,
doch muss hier das getestete Instrument

stets neu gereinigt werden, um die Férbel6-
sung zu entfernen.

Wenn das verdiinnte Blut auf den Edelstahl-
plattchen mit den Pro-tect-Wattestdbchen
abgewischt wurde und Messungen entspre-
chend den Fotos (Abb. 6) durchgefuhrt wur-
den, die die entsprechenden Farbreaktionen
fur 5, 25, 50 und 100 pg Protein in 100 pl
Losung zeigen, konnte man mit Pro-tect die
Proteinmenge semiquantitativ zu 5-25 pg
oder 50-100 pg bestimmen (Abb. 7). Zwar
kann man semiquantitative Werte auch mit
Amidschwarz 10B erhalten, wenn man eine
Elution der blauen Verfarbung in einer
basischen Losung herstellt, doch ist die
Herstellung der Elution zeitraubend und
arbeitsintensiv, und auflerdem kann die
Lauge unter Umstdnden das Instrument
beschédigen. Pro-tect ist demnach der Far-
bemethode mit Amidschwarz 10B (berle-
gen, die heute als Test fur den Reinigungs-
erfolg verbreitet ist. Die Ergebnisse sind
jedoch nicht so detailliert wie bei der Mes-
sung der ATP-Konzentration.

Mit dem Biuret-Reagenz im Pro-tect-Set
schreitet die Reaktion mit der Zeit fort, und
auch 60 Minuten nach Einsetzen der Reak-
tion hat sich die optische Dichte noch nicht
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stabilisiert (Abb. 3). Vermutlich ist das das
Ergebnis von Verbesserungen des Reagenz,
dank derer es bereits auf sehr geringe Pro-
teinmengen reagieren kann. Dabei muss
man bei Pro-tect flir die Bestimmung einen
bestimmten Zeitpunkt nach Einsetzen der
Reaktion beachten. Wir halten 30 Minuten
nach Reaktionseintritt fir einen geeigneten
Zeitpunkt. Da die am Wattestabchen anhaf-
tende Proteinmenge natirlich gréfRer wird,
wenn man eine gréRere Flache abwischt,
muss man fir Pro-tect auRerdem die Fl&che
festlegen, die der Wattebausch bestreichen
soll. Wir glauben, dass eine Flache von 1 x 1
cm auf der Instrumentenoberflache aus-
reicht, aber eine Bewertung ware auch bei
Abwischen des gesamten Instruments
durchaus méglich. Ebenfalls wére es mog-
lich, den Reinigungserfolg speziell am
Gelenk einer Klemme zu berprifen, einem
Bereich, der als notorisch schwer zu reini-
gen gilt.

Dank seiner Fahigkeit zu einer einfach
durchzufithrenden und zuverlassigen semi-

quantitative Messung ist Pro-tect ein
Uiberlegenes \erfahren zur Bewertung des
Reinigungserfolgs bei chirurgischen Instru-
menten und auch sehr nitzlich fir alle, die
auf der Suche nach effektiveren Reini-
gungsverfahren sind.
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