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Sind aufbereitete chirurgische
Instrumente proteinfrei?

Ergebnisse der klinischen Multicenter-Restkontaminationsstudie Aufbereitung (MRSA)

n einer ersten nationalen klini-
Ischen Multicenterstudie wurde die
nicht sichtbare Restkontamination
(Blut, Proteine) auf verschiedenen
chirurgischen Instrumenten nach der
Reinigung untersucht. Es handelte
sich um eine prospektive Beobach-
tungsstudie zur Erfassung des derzei-
tigen Ist-Zustandes. Es zeigte sich,
dass mit 2 semi-quantitativen und ei-
ner quantitativen Analysemethode
am Eluat bei vielen Proben Protein-
oder Blutreste nachweisbar waren.
Hieraus lasst sich noch keine Aussage
hinsichtlich einer Patientengefahr-
dung ableiten. Es ist aber ein Hinweis
auf die Notwendigkeit der Entwik-
klung einer Methode, den Reini-
gungserfolg bewertbar zu machen,
um so die Verfahrensvalidierung der
Sterilgut-Aufbereitung in allen
Schritten sicherstellen zu kénnen.

Einleitung

Wie frei von moglicherweise Patienten-
gefdhrdenden Protein-Anhaftungen
(-Kontaminationen) sind beliebige, als
sauber erscheinende chirurgische In-
strumente nach der Reinigung, der letz-
ten DekontaminationsmafSnahme vor
der abschlieenden Sterilisation? Hier-
zu gibt es bisher nur wenige klinische
Untersuchungen, wie eine Literaturre-
cherche belegt (1, 2, 3,4, 6,9, 13, 14,
16, 17, 18, 19).

Die Qualitidtskontrolle und Uberprii-
fung der Reinigung erfolgt bis heute in
der klinischen Routine ausschlieBlich vi-
suell(-taktil). Das Medizinproduktegesetz
(MPG) fordert eine Dokumentation der
Aufbereitung von Medizinprodukten

| ZENTRALSTERILISATION | 9. Jahrgang 2001 |

Th. W. Fengler’, H. Pahlke, S. Bisson, W. Michels

(,validiertes Verfahren”) (10). Bisher be-
schrankte diese sich vornehmlich auf
den Nachweis der Einhaltung der Bedin-
gungen des Sterilisationsprozesses, dem
allerletzten Schritt der Aufbereitung. Al-
le Schritte, von der Ablage der kontami-
nierten Instrumente bis hin zur Verpak-
kung und abschlieBenden Sterilisation
miissen aber bewertet und nachvollzieh-
bar (zum Erfolg fiihrend) durchgefiihrt
und dokumentiert werden konnen.

Die Reinigungsleistung und die in-
strumentenspezifische Umsetzung bei
maschinellen Verfahren muss daher be-
wertbar sein. Bisher ist noch recht un-
klar, mit welcher Bewertungsmethode
in Zukunft in der klinischen Routine ge-
arbeitet werden kann, welche Analyse-
Methoden Akzeptanz finden werden.

Eine Norm mit allgemeinen Lei-
stungsanforderungen ist als prEN ISO
15883-1 in Bearbeitung (12). Fiir die
Bewertung der Reinigungsleistung wur-
de entsprechend der britischen Vorlage
davon ausgegangen, dass alle vom Pa-
tienten abstammende und durch Reini-
gung zu entfernende Kontamination in
irgendeiner Weise proteinhaltiger Natur
ist. Daher wird neben der visuellen
Kontrolle der Reinigung eine protein-
analytische Bewertung bzw. Messung
als die Methode der Wahl angesehen.

Eine Priifung der Reinigung mit der
bisher iiblichen, in Deutschland prakti-
zierten Methode der Bioindikatoren ga-
be iiber die Reinigungsleistung keine
korrekte Auskunft, denn es kann nicht
quantitativ zwischen Ausmal der
Keimreduktion durch Abschwemmung
wie auch Ausspiilung und Abtotung
nach Exposition im Gesamtverfahren
unterschieden werden (15).
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In der industriellen Produktion werden,
wenn nicht zu 100% Kontrollen, so
doch Stichprobenkontrollen durchge-
fithrt. Inzwischen kénnen auch in der
,Produktionsabteilung” Zentralsterilisa-
tion derartige Kontrollen zur objektive-
ren Bewertung der Reinigbarkeit der
Instrumente vorgenommen werden —
und eine sukzessive Schwachstellen-
Analyse. (Qualitdtskontrolle, héheres
Sicherheitsniveau fiir die Sterilisation
und die Wiederanwendung der Instru-
mente am Patienten).

Zur Wirksamkeitspriifung eines Rei-
nigungsverfahrens muss eine Priifan-
schmutzung gewahlt werden, welche
die am schwierigsten zu entfernende,
dennoch praxisrelevante auftretende
Anschmutzung nachahmt. Im Rahmen
der Validierung von Reinigungsverfah-
ren soll der Nachweis erbracht werden,
dass diese mit einem hohen Grad an Si-
cherheit bei der Instrumentenaufberei-
tung (in der Praxis) bestdndig ein Pro-
dukt erzeugt, das die vorher definierten
Spezifikationen und Qualitdtsmerkmale
(hier in Bezug auf den Grad der Pro-
teinfreiheit) erfiillt. Ob die verschiede-
nen Bestandteile der Priifanschmutzun-
gen dazu beitragen, ist zunachst in Fra-
ge zu stellen und muss durch Validie-
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rung der Priif- und Messmethode nach-
gewiesen werden. Blutkontaminatio-
nen haben sicher hohe Praxisrelevanz,
aber neben Blut sind weitere wichtige
wie Schleim und Fette zu nennen, die
in jedem beliebigen Verhaltnis ver-
mischt auftreten konnen und pathoge-
ne Substanzen und Organismen um-
hiillen und diese damit vor Desinfek-
tions- oder SterilisationsmaBnahmen zu
schiitzen vermogen.

Die Verwendung von Priitkorpern
sieht obengenannte Norm derzeit nicht
vor. Spiilraumwand, Elemente der Ein-
sdtze bzw. Korbe und eine Auswahl der
iblichen Instrumente, fiir die das Ver-
fahren vorgesehen ist, miissen dem-
nach angeschmutzt werden. Priifkdrper
konnen auch nicht die vielen verschie-
denen konstruktiven Merkmale der In-
strumente in ihrer spiiltechnischen Re-
levanz nachstellen. Qualitative und
halbquantitative Methoden miissen an-
hand quantitativer bewertet werden.
Alle Testanschmutzungen miissen aber
einen Bezug zur klinischen Wirklichkeit
aufweisen.

Vor diesem Hintergrund ist es das
Ziel dieser Studie, in Phase I zunachst
eine Ist-Analyse der Proteinkontamina-
tion vorzunehmen sowie Probleme bei
Studiendesign und -ablauf zu erfassen.
Basierend auf deren Ergebnissen und
Erfahrungen konnen die weiteren Pha-
sen geplant und durchgefiihrt werden.
Am Ende der Messreihen aller noch
festzulegender Phasen sollte die Defini-
tion eines Grenzwertes ,Sauberkeit” fiir
die verschiedenen Methoden der Beur-
teilung von Reinigung maglich sein.

Material und Methoden

Diese klinische Beobachtungsstudie
(Ist-Erfassung) wurde in 5 Zentren fiir
Sterilgutaufbereitung durchgefiihrt. (Ei-
nes der Zentren verlagerte wahrend der
Studie den Standort; in den nachfol-
genden Graphiken werden entspre-
chend 6 Zentren aufgefiihrt.) Unter-
sucht wurden 6 verschiedene Instru-
mententypen (Spekulum, Grobe Klem-
me Wertheim, Trokarhiilse, Trokarklap-
penventil, Funktionsteil der scharfen
Fasszange (MIC), Knochenfeile — 8 Pro-
ben pro Instrumententyp) unter Be-
riicksichtigung der Prozessparameter.

Hierzu gehorte die Vorreinigung mit
Ultraschall, das verwendete Reinigungs-
Desinfektionsmittel (mit/ohne Neutrali-
sator), der Typ des Reinigungs-Desin-
fektions-Trocknungsautomaten (RDTA),
das Programm. Entscheidend fiir die Er-
gebnisse der Elutionsmethoden ist, in-
wieweit die Probe-Losung Partikel ent-
hélt (idealerweise keine Partikel). Nur
solche Instrumenten-Proben (Eluat)
wurden einbezogen, die visuell keine
Verunreinigung aufwiesen.

Von der Chirurgie-Instrumenten-
Arbeitsgruppe (CIA) am Krankenhaus
Moabit Berlin wurde fiir jeden Instru-
mententyp (n = 8) ein Instrumentenbe-
gleitschein fiir die Dokumentation die-
ser Parameter erstellt und ausgewertet.
Jedes Eluat sollte damit eindeutig be-
schrieben sein.

Die visuelle Bewertung, Himoglo-
bin-Test und moditizierte Biuret-Me-
thode wurden im jeweiligen Zentrum
direkt durchgefiihrt. Die OPA-Methode
wurde in der Abteilung Bioverfahrens-
technik der Fachhochschule Hannover
(Prof. Dr. H. Frister) und bei Miele in
Giitersloh (Dr. W. Michels) durchge-
fiihrt. Dazu wurde 1 ml des Eluats ein-
gefroren und kodiert versandt.

Drei verschiedene, zur Verfiigung
stehende Methoden der Beurteilung
von Reinigung nach SDS-Elution der
chirurgischen Instrumente sollten hin-
sichtlich ihrer Praktikabilitdt und der
Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse mit-
einander verglichen werden (11):

— Hamoglobin-Test
— Modifizierte Biuret-Methode
— Modifizierte OPA-Methode

Anmerkung: Die Erprobung der qualitativen Nin-
hydrin-Methode war nicht moglich, da die Tupfer
eine Eigenreaktion aufwiesen. Sie wird in der
Chemie bei der Papierchromatographie zum
Nachweis kleinster Aminosdure-Mengen verwen-
det. Ninhydrin ist eine Triketo-Verbindung und
kondensiert mit der Aminogruppe einer Amino-
sdure unter Kohlendioxidabspaltung zu einem
purpurroten bis rotblauen Farbstoff komplizierter
Konstitution. Die Verfiarbung ist bei allen Amino-
sduren eindeutig bis auf das cyclische Prolin, bei
dem eine gelbe Firbung resultiert. Die Spezifitit
des Nachweises, die Empfindlichkeit und die ein-
deutige Firbung sind bei (nicht hydrolysierten)
Proteinen nicht gegeben. Die Farbreaktion ist pH-
und proteinabhdngig. Es resultiert oft nur eine
unspezifische gelbliche oder brdunliche Verfir-
bung, deren Beurteilung zu falsch negativen Er-
gebnissen fiihren kann [Michels].
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Im ,Health Technical Memorandum“ (HTM)
2030 des britischen National Health Service
(NHS) ist die Ninhydrin-Methode ebenfalls aufge-
fiihrt und empfohlen. Es wird dort sogar auf eine
Literaturstelle (Analytical Biochemistry 1993;
211: 240-241) verwiesen. Diese bezieht sich je-
doch auf die quantitative Bestimmung von Chito-
san und den Anteil freier Aminogruppen in
Chitosanproben. Hierbei geht es um Glucosamine
und nicht um Proteine; es hat also mit der hier
behandelten Problematik nichts zu tun. Es fehlen
Untersuchungen zur Anwendung der Methode
mit den unterschiedlichen Priifanschmutzungen.

Hamoglobin-Test

Hierbei handelt es sich um ein bewadhr-
tes kolorimetrisches In vitro-Diagnosti-
kum (Sangur-Test, Fa. Boehringer,
Mannheim), das normalerweise in der
Urindiagnostik verwendet wird. Auf ei-
nem Teststreifen erfolgt die Pseudoper-
oxydase-Reaktion bei Anwesenheit von
hdmolysierten Erythrozythen. Nach Ein-
tauchen ins Eluat und Abstreifen von
Fliissigkeit tritt die Verfarbung in Abhan-
gigkeit vom Hamolysegrad auf. Abgele-
sen wird entweder an der Erythrozyten-
Tafel oder an der Tafel fiir hamolysierte
Erythrozyten (homogenes Farbfeld) im
Bereich von 10 — 250 Erys/pl.

Modifizierte Biuret-Methode

Anlésslich des Forums 2000 auf der
MEDICA wurde ein neu entwickeltes
Test-Kit vorgestellt (Fa. Miele, Gliters-
loh). Die kolorimetrische Proteinmes-
sung im Eluat erfolgt halbquantitativ
mit der in Biologie und Biochemie oft
verwendeten Biuret-Reaktion. Diese ist
jedoch moditiziert, so dass eine gute La-
gerstabilitdt der Reagenzien und keine
Storeinfliisse durch die Sptilmittello-
sung (SDS-Elution) gegeben sind.

Diese Modifizierung verandert die
Reaktion mit Protein auch hinsichtlich
des Farbumschlags gegentiber der be-
kannnten Biuret-Reaktion: Proteine
(Verbindungen mit mindestens zwei
Peptidbindungen) geben mit Cu**-Io-
nen in alkalischer Losung einen vio-
letten Komplex. Bei diesem modifi-
zierten Test-Kit ist in den GefdRRen ei-
ne Cu’*-Losung vorgelegt, der nach
Zugabe der Probeldsung (SDS-Eluat)
den Kupfer(II)-Protein-Komplex bil-
det. Mit dem Reagenz 2 wird dann das
liberschiissige Cu** zu Cu* reduziert,
welches mit Reagenz 3 einen rotvio-
letten Komplex bildet (Konzentration
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umgekehrt proportional zur Protein-
konzentration).

Zur Kontrolle des Reinigungserfolges
bei einem Instrument wird die Flache
(innen und/oder aullen) mit einer mog-
lichst geringen Menge (5 ml) einer
Spiilmittellosung (1% SDS = Sodiumdo-
decylsulfat) wiederholt abgespiilt, wobei
der grofte Teil gegebenenfalls vorhan-
dener Proteine in Losung geht. Ein
Milliliter der Losung wird in eines der
Gefdlle gegeben, in dem eine Reaktions-
l6sung vorliegt. Nach 5 Minuten wird
mit einem Mikroloftel ein pulverférmi-
ges Reagenz und ein Tropfen Reagenz-
losung zugegeben. Eine dann erhaltene
rot-violette Farbung bestatigt die Pro-
teinfreiheit der abgespiilten Oberfldache,
eine geringere Farbung bis hin zur farb-
losen Losung indiziert steigenden Pro-
teingehalt. Bei mehr als 90 pg Aquiva-
lent Rinderserumalbumin ist die Losung
farblos als deutlicher Hinweis auf Pro-
teinkontamination (Vierfeldertafel).

Modifizierte OPA-Methode

Bei dieser seit Jahrzehnten in der
Milch-verarbeitenden Industrie einge-
setzten Methode werden mit hoher
Sensitivitdt und Spezifitat die a- und e-
terminalen Aminogruppen der Proteine
erfasst (7, 11). Diese setzen sich in ei-
ner stochiometrischen Reaktion mit
dem Reagenz o-Phthal-di-aldehyd in
Gegenwart einer Thiolkomponente un-
ter definierten Bedingungen zu photo-
metrisch bei 340 nm detektierbaren
Iso-Indolen um. Wichtig bei der Durch-
fiihrung ist die Kenntnis chemischer
Einfliisse und der photometrischen
Messmethode.

Die Probengewinnung erfolgt eben-
falls durch Abspiilen (Elution) der ge-
samten Instrumentenoberflache (innen
und/oder aufllen) mit moglichst gerin-
gen Volumina (5 ml 1% SDS), um un-
notige Verdiinnungseffekte fiir die
nachfolgende Proteinbestimmung zu
vermeiden. Aufgrund seiner denaturie-
renden Wirkung ist SDS ist ein stark
Protein-entfaltendes und -l6sendes De-
tergenz. Es findet daher in der Protein-
analytik hédufig Verwendung.

Diese Art der Probengewinnung
schlief3t allerdings andere Analyseme-
thoden wie Bradford, Lowry, Eosin
und je nach chemischer Abstimmung
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des Reagenziensatzes auch die Biuret-
Methode aus (SDS-geeignete Test-Kits
zur halbquantitativen Bestimmung exi-
stieren zur letztgenannten Methode
bzw. sind in Entwicklung. Ihr Einsatz
ist jedoch bei der quantitativen Bestim-
mung nicht sinnvoll, da Saccharose,
welches im Schleim vorhanden ist, ei-
ne Storsubstanz bei der Biuret-Reak-
tion darstellt).

Je nach Art der chemischen Reak-
tion haben alle Methoden Storfaktoren,
welche die Erfassung moglicherweise
vorhandener Proteine beintrachtigen
konnen; dies gilt auch fiir Isotopen-Me-
thoden (8, 16). Insbesondere trifft das
auf Aldehyde (z.B. Desinfektionsmittel-
reste) zu, welche die zu erfassenden
Aminogruppen chemisch maskieren
konnen (5). Weiterhin ist festzustellen,
dass bei den Methoden, die auf der Bil-
dung von Koordinationskomplexen ba-
sieren, je nach Art des Proteins und sei-
nem Denaturierungszustand unter-
schiedliche Protein-Bindungskonstan-
ten auftreten, die zu nicht reproduzier-
baren Untersuchungsergebnissen fiih-
ren. Wir gehen jedoch bei der maschi-
nellen Aufbereitung chirurgischer In-
strumente von Trockenentsorgung aus,
da eine Vorbehandlung mit Aldehyden
grundsatzlich zu Reinigungsproblemen
durch Fixierung fiithren wiirde.

Die quantitative Bestimmung von
visuell-sichtbaren Kontaminationen ist
nicht sinnvoll. Von besonderer Bedeu-
tung bei der Probengewinnung ist eine
angemessen hohe Wiederfindung mog-
licher vorhandener Proteine. Je nach
Instrumentenart ist die Elutionsmetho-
de zu modifizieren und zu kontrollie-
ren. Besonders zu beachten ist, dass der
Losungsprozess zeitabhangig ist. Von
Bedeutung ist eine hohe Wiederfindung
in erster Linie im Grenzbereich der zu
definierenden Reinheit, was durch die
SDS-Elutionsmethode erreichbar ist. Je
geringer die Schichtdicke der Blutan-
schmutzung ist, um so geringer ist die
Fibrinquervernetzung und Kontraktion
des Blutkuchens und um so besser ge-
hen die Proteine in Losung, so dass ei-
ne hohe Wiederfindung erreichbar ist.
Eine Verbesserung der Losung von
Blutinkrustation ist durch Alkalisierung
der SDS-Losung auf pH = 11 zu erzie-
len. Es ist allerdings sicherzustellen,
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dass dieses die Reaktionsbedingungen
der OPA-Methode nicht verandert.

Die OPA-Messung ist als Laborme-
thode von geschultem Personal durch-
zufiihren. Besonders ist darauf zu ach-
ten, dass das zu vermessende Probevo-
lumen je OPA-Ansatz exakt gleich ist,
gut durchmischt wurde und keine Trii-
bungen oder Partikel aufweist. Das
OPA-Reagenz ist taglich frisch herzustel-
len und die Messung in gepriiften, sau-
beren und trockenen Quarzkiivetten
durchzufithren. Weiterhin muss der
Blindwert sowie die Eigenextinktion der
zu untersuchenden Probe berticksichtigt
werden. Die Messwert-Ablesung hat
erst bei Extinktionskonstanz zu erfol-
gen. Da die modifizierte OPA-Methode
hochempfindlich ist, sind vorzugsweise
Doppelbestimmungen auszufiithren und
bei sehr niedrigen Extinktionen ist gege-
benenfalls durch doppelte Zugabe der
Probemenge zu priifen, ob es sich tiber-
haupt um eine OPA-Sensitivitdt handelt
(entsprechender Anstieg der Extink-
tion/Lambert-Beersches Gesetz).

Das Thema ,Reinigung” stellt ganz
neue Anspriiche an die Labormethoden
und die Methodenvalidierung gegenii-
ber den bisherigen mikrobiologischen
Untersuchungen zur Desinfektionslei-
stung und erfordert andere chemische
und analysentechnische Kenntnisse.

Ergebnisse

Vorbemerkung: Eine detaillierte Darstellung der
statistischen Auswertung (deskriptive Datenanaly-
se) ist im Referateband des Forum 2000 ,Instru-
menten-Aufbereitung — Priifung maschineller Rei-
nigungsleistung” (auf der MEDICA in Diisseldorf,
24.11.2000) enthalten. Dort finden sich auch die
Anschriften der Mitglieder der Interessengruppe
Reinigung bei der (maschinellen Aufbereitung
(IRA).

Beschreibung des Datensatzes

48 Proben pro Zentrum wurden unter-
sucht, 240 Proben insgesamt (8 Proben
von je 6 Instrumententypen). Ausge-
wertet wurden 219 Proben, von denen
202 (92%) visuell-taktil als ,sauber,
14 Proben (6%) als ,verunreinigt” klas-
sifiziert wurden (3 Proben Beurteilung
nicht dokumentiert).

Die Erkennbarkeit von Partikeln
war nicht immer eindeutig auf dem In-
strumentenbegleitschein dokumentiert.
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179 Proben (82%) waren eindeutig do-
kumentiert, bei 40 Proben (18%) war
die Angabe nicht eindeutig interpretier-
bar oder fehlte vollstandig. 159 Probe-
Losungen (89%) waren frei von Parti-
keln, in 20 Probe-Losungen (11%) wa-
ren Partikel erkennbar.

Die Ergebnisse des Himoglobin-
Tests von insgesamt 176 Probeldsungen
(80%) ergeben fiir 43 Probe-Losungen
(20%) keine Angaben (bzw. vorliegen-
de Angaben nicht interpretierbar). Von
den 176 interpretierbaren Probe-Ldsun-
gen wurden 153 (87%) als negativ
(Wert ,0 Erythrozyten“) bewertet, 23
Probe-Losungen (13%) wurden als po-
sitiv gewertet: In 4 Fallen (2,3%) laute-
te die Angabe ,5 — 10 Erythrozyten®,
jeweils 6 Losungen (3,4%) wurden mit
,< 10 Erythrozyten” bzw. ,50 Erythro-
zyten” bewertet und 7 Proben (4%)
wurden mit ,250 Erythrozyten” klassi-
fiziert. Nach dem Hamoglobin-Test war
also mit 87% (153 Proben) die groR3e
Mehrheit der beurteilten Probe-Losun-
gen nach Reinigung ,sauber”.

Mit der modifizierten Biuret-Metho-
de) enthielten 197 (90%) der 219 Pro-
be-Losungen interpretierbare Angaben,
bei 22 Proben (10%) waren keine An-
gaben vorhanden. Lediglich 64 Proben
(33%) wurden als negativ bewertet, 15
Proben (7,6%) wurden mit der Angabe
,0 —30“ beschrieben, 58 Proben (29%)
wurden mit ,30“ bewertet, 6,6% (13
Proben) erhielten die Bewertung
,30 —60“, 35 Proben (17,8%) wurden
mit dem Wert ,60“ klassifiziert und 12
Proben (6,1%) erhielten mit ,90“ den
Hochstwert zugeteilt. Lediglich 32,5%
der Probelosungen (64 Proben) wurden
demnach als ,sauber” beurteilt; 67,5%
der Probe-Losungen (133 Proben) wur-
den als ,proteinhaltig” klassifiziert.

Die Ergebnisse der modifizierten
OPA-Methode waren fiir 210 der 219
Probeldsungen (96%) beurteilbar. Zur
vereinfachten Darstellung wurden die
Ergebnisse in zwei Klassen zusammen-
gefasst: Werte < 0,01 (Nachweisgrenze)
gelten als ,sauber”, Werte > 0,01 gelten
als Indiz fiir Proteine. Nach dieser Ein-
teilung sind nach der OPA-Methode 95
Probeldsungen (45%) als ,sauber”, 115
Proben (55%) als ,aminhaltig” zu beur-
teilen, d.h. sie enthalten OPA-sensitive
primdre Aminogruppen.

Der Reinigungserfolg konnte u.a. da-
durch beeinflusst werden, ob eine Vor-
reinigung mit Ultraschall durchgefiihrt
wurde oder nicht. Hierzu liegen Anga-
ben fiir 211 (96%) der 219 Probelosun-
gen vor. Bei 106 Proben (50,2%) wurde
Ultraschall eingesetzt, in den restlichen
105 Fallen (49,8%) wurde keine Vorrei-
nigung mit Ultraschall durchgefiihrt.

Analyse-Methoden-Vergleich

Vergleicht man die Ergebnisse der drei
diagnostischen Methoden, so kann die-
ser nur an Spiillésungen (Eluaten) vor-
genommen werden, bei denen tatsach-
lich alle Tests durchgefiihrt wurden
(Hamoglobin-Test, modifizierte Biuret-
Methode, modifizierte OPA-Methode).
150 (68,5%) der 219 Probe-Losungen
erfiillen obengenannte Kriterien: Keine
visuell-taktile Verunreinigung erkenn-
bar, sowie Ergebnisse aus Himoglobin-
Test, Biuret-Methode und OPA-Metho-
de interpretierbar.

Fiir 138 (92%) der 150 Probe-Lo-
sungen waren Angaben zur Erkennbar-
keit von Partikeln in der Losung vor-
handen. In zwolf Losungen (8,7%) wa-
ren Partikel erkennbar, die restlichen
126 Probe-Losungen (91,3%) waren
frei von Partikeln. Bei 59 Instrumenten
(39,3%) wurde eine Vorreinigung mit
Ultraschall durchgefiihrt, bei 91 Instru-
menten (60,7%) fand keine Vorreini-
gung mit Ultraschall statt.

Im Hamoglobin-Test fiir die 150 Pro-
be-Losungen (die die Analyse-Kriterien
erfiillen) wurde mit 90,7% (n = 136)
die Mehrzahl der Probe-Losungen als
,sauber” klassifiziert (,0 Erythrozyten”
bzw. negativ), 9,3% bzw. 14 Probe-Lo-
sungen wurden als verunreinigt beur-
teilt: 3 Eluate (2%) ,250 Erythrozyten®,
3 Eluate (2%) ,50 Erythrozyten”, 5 Elu-
ate (3,3%) ,< 10 Erythrozyten”, 3 Elua-
te (2%) ,5— 10 Erythrozyten”.

In der modifizierten Biuret-Metho-
de wurden 52 (34,7%) der 150 Proben
als negativ klassifiziert, 15 Proben
(10%) erhalten die Beurteilung ,0 —
30“, 56 Proben (37,7%) erhalten den
Wert ,30“, 12 Probe-Losungen (8%)
werden als ,30 — 60“ bewertet, 13 Pro-
ben (8,7%) als ,60“ und 2 Probe-Lo-
sungen (1,3%) erhalten mit ,90“ die
schlechteste Bewertung der modifizier-
ten Biuret-Methode. Nach der moditi-
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zierten Biuret-Methode werden also 52
Proben (34,7%) als ,sauber”, 98 Proben
(65,3%) als ,verunreinigt” klassifiziert.

In der moditizierten OPA-Methode
wurden 53 Proben (35%) als ,sauber”
beurteilt, 97 Proben (65%) nach den
vorgegebenen Kriterien als ,verunrei-
nigt” klassifiziert.

Die drei Methoden kommen dabei
zu unterschiedlichen Urteilen. Die Er-
gebnisse der modifizierten OPA-Metho-
de und der modifizierten Biuret-Metho-
de dhneln sich hinsichtlich der groben
Klassifizierung in ,sauber” (OPA- und
Biuret-Methode jeweils 35%) und
,verunreinigt” (ca. 65%) relativ stark,
der Hamoglobin-Test kommt mit der
Beurteilung von 91% der Proben als
,sauber” und 9% der Proben als ,ver-
unreinigt” zu einer wesentlich anderen
Einschadtzung. Allerdings bedeutet diese
Aussage nicht, dass OPA-Methode und
Biuret-Methode dieselben Proben als
,sauber” bzw. ,nicht sauber” beurteilen.

Statistische Bewertung der
Methoden-Ubereinstimmung

Nun soll gepriift werden, inwieweit die
drei Methoden die jeweils selben Pro-
belésungen hinsichtlich ihrer ,Sauber-
keit” ibereinstimmend beurteilen. Fiir
einen solchen Vergleich ist es bei quali-
tativen bzw. semiquantitativen Metho-
den erforderlich, dass alle Methoden
die gleiche Anzahl an Kategorien be-
nutzen. Daher wurden die Ergebnisse
der modifizierten Biuret-Methode und
des Hamoglobin-Tests in jeweils drei
Kategorien zusammengefasst. Fiir die
OPA-Methode wurden Ergebnisse ober-
halb der Nachweisgrenze (> 0,01) aus
statistisch-methodischen Griinden in
zwei Kategorien zusammengefasst.
Diese neu definierten ordinalen Va-
riablen bieten die Moglichkeit, die drei
Methoden hinsichtlich des Zusammen-
hangs ihrer Ergebnisse statistisch zu
analysieren. Als Signifikanzniveau fiir
die Verallgemeinerung der Ergebnisse
der statistischen Tests wird eine Irr-
tumswahrscheinlichkeit p < 0,05 festge-
legt. Mit dem Konkordanzmald W nach
Kendall wurde zunachst gepriift, inwie-
weit die Ergebnisse aller drei Methoden
ubereinstimmen. Kendalls W ist ein
Koeffizient zur Priifung der Giite der
Ubereinstimmung zwischen mehreren
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Abb. 1 Ergebnisse der drei Methoden bei den Instrumententypen (n = 150)
V = Trokarklappenventil, T = Trokarhiilse, F = Funktionsteil der scharfen Fass-
zange (MIC), W = Grobe Klemme Wertheim, K = Knochenfeile, S = Spekulum

V+ T ineinem Zentrum wurden Trokarhiilse und -klappenventil
gemeinsam bewertet

abhéngigen ordinalen Variablen, der Werte im Bereich von 0
bis 1 annehmen kann. Der Wert 1 indiziert eine perfekte,
der Wert 0 keine Ubereinstimmung. Ab einem Wert von 0,6
kann die Ubereinstimmung als gut gewertet werden. Mit ei-
nem Wert von 0,35 (p < 0,001) ist die Ubereinstimmung
zwischen den 3 Methoden als maRig positiv einzuschéitzen.
Im nachsten Schritt wurden jeweils 2 Methoden in Form
von Kontingenztabellen gegeniibergestellt und das Uberein-
stimmungsmal’ Kappa sowie als Zusammenhangsmald Ken-
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dalls Tau-b berechnet. Kappa ist ein Mal3 zur Beurteilung
der Giite der Ubereinstimmung zweier qualitativer Varia-
blen. Der Kappa-Wert variiert von 0 bis 1, wobei der Wert 0
keine Ubereinstimmung und der Wert 1 vollstindige Uber-
einstimmung indiziert. Ab einem Kappa-Wert von 0,6 kann
von einer guten Ubereinstimmung gesprochen werden. Mit
Kappa-Werten unterhalb 0,1 sind die Ubereinstimmungen
der Ergebnisse der Methoden bei den vorliegenden Daten
sehr schlecht.

Der Zusammenhang zwischen zwei jeweils ordinalen Varia-
blen kann mit dem Koettizienten Tau-b nach Kendall statistisch
gepriift werden; dieses Mal3 eignet sich, wenn — wie hier — viele
sog. ,Ties” (gleiche Werteauspragungen) vorkommen. Tau-b
kann Werte im Bereich von -1 bis +1 annehmen. 0 indiziert
keinen Zusammenhang zwischen den gepriiften Variablen, der
Betrag 1 steht fiir einen perfekten Zusammenhang. Ein negati-
ves Vorzeichen bedeutet, dass niedrige Werte der einen Varia-
blen mit hohen Werten der anderen Variablen einhergehen.
Positiv bedeutet, dass hohe Werte bei einer Variablen mit hohen
Werten bei der anderen Variablen zusammen auftreten, und
entsprechend auch niedrige Werte mit niedrigen gepaart sind.
Ab einem Betrag von 0,6 kann man von einem mdfig starken
Zusammenhang zwischen zwei Variablen sprechen.

Von einem Zusammenhang zwischen den Ergebnissen
der drei Methoden kann - statistisch betrachtet — nicht ge-
sprochen werden (< 0,25). Als Ergebnis kann man festhal-
ten, dass der Himoglobin-Test mit der hochsten Anzahl an
negativen Werten am starksten aus dem Rahmen fillt. Die
modifizierte OPA-Methode und die Biuret-Methode dhneln
sich in der Zahl der positiven bzw. negativen Befunde, die
jedoch oft nicht korrelieren.

Die drei Methoden detektieren unterschiedliche Bestand-
teile bzw. chemische Strukturen der von Instrumenten elu-
ierten Riickstdnde. Besonders bei geringer Restkontamina-
tion, bei der eine klinische Bedeutung iiberhaupt in Frage
steht, sind daher auch in hoherem MaRe Ergebnisunter-
schiede zu erwarten. Hinzu kommt vermutlich auch des 6f-
teren eine Fehlbewertung des geringen Farbunterschiedes
(subjektiv-visuell) bei der Biuret-Methode im Grenzbereich
negativ — schwach positiv.

Statistische Bewertung des Einflusses
der Instrumentenform (Design)

Mit Ausnahme des Trokarklappenventils wurden bei allen
Instrumenten mehr als 90% der Probe-Losungen ausschlief3-
lich im Hamoglobin-Test als ,sauber” beurteilt. Beim Trokar-
klappenventil erhalten lediglich 66% der Probelésungen das
Urteil ,sauber”, in 4 Probe-Losungen (17%) werden 50 bzw.
250 Erythrozyten diagnostiziert.

Als ,sauber” beurteilt werden jeweils etwa 36% bis 44%
der Probe-Losungen des Trokarklappenventils, der Trokar-
hiilse, des Funktionsteils der scharfen Fasszange und der
Groben Klemme (Wertheim). 29% der Probe-Losungen wer-
den bei der Knochenfeile als ,sauber” beurteilt und 21%
beim Spekulum. SchlieRlich erhélt keine der vier Probe-L6-
sungen der Kombination Trokarhiilse und Trokarklappen-
ventil das Pradikat ,sauber”.
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Trokarklappenventil und -hiilse erhalten dhnliche Urteile: Je-
weils circa 30% der Probe-Losungen werden als ,sauber” be-
wertet. Beim Spekulum werden 37% der Probe-Losungen als
,sauber” klassifiziert, bei der Groben Klemme (Wertheim)
sind es 40% und beim Funktionsteil der scharfen Fasszange
52%. Lediglich 25% der Probe-Losungen werden dagegen bei
der Knochenfeile als ,sauber” beurteilt, bei der Kombination
Trokarhiilse und Trokarklappenventil erhdlt keine der vier
Proben das Urteil ,sauber”. Weitergehende Analysen zu Zu-
sammenhang und der Ubereinstimmung der Ergebnisse der
drei Beurteilungsmethoden auf der Ebene der Instrumenten-
typen sind aufgrund der kleinen Fallzahlen nicht sinnvoll.

Abbildung 1 zeigt die Beurteilungen der drei Methoden
fiir die 6 Instrumententypen, Abbildung 2 zeigt die Ergeb-
nisse nach Zentren gegliedert. Die Abbildungen beziehen
sich auf die 150 Probe-Losungen, die visuell-taktil als ,sau-
ber” beurteilt wurden und fiir welche die Ergebnisse aller
drei diagnostischen Methoden vorlagen.

Diskussion

Die Phase 1 der Multicenter-Restkontaminationsstudie Auf-
bereitung (MRSA) untersuchte verschiedene typischerweise
in chirurgischen Fachdisziplinen verwendete Instrumenten-
typen mit unterschiedlicher klinisch verursachter Ausgangs-
verschmutzung. Es sollte hierbei eine Ist-Erfassung vorge-
nommen und gemessen werden, was bisher nicht gemessen
wurde: Wieviel und welches ,Material” ldsst sich von einem
als visuell-taktil ,sauber” eingestuften Instrument in der
Zentralen Sterilgutaufbereitungsabteilung unter klinischen
Bedingungen abspiilen?

Dazu wurden drei Methoden der Reinigungsbeurteilung
eingesetzt. Jede Methode bezieht sich auf einen anderen rele-
vanten Bestandteil klinischer Restkontamination: Himoglobin
(Sangur-Test), Protein (modifizierte Biuret-Methode), Amin
(OPA-Methode). Von den durchgefiihrten 219 Elutionen
konnten 150 verwertet werden, bei denen Ergebnisse aller drei
Testmethoden vorlagen und die visuell-taktil als ,nicht verun-
reinigt” beurteilt worden waren, d.h. nur ,saubere” Instru-
mente missen mit aufwendigen Methoden auf potentielle
nicht sicht- und fiihlbare Verunreinigungen getestet werden.
Entsprechend beschréankte sich die vergleichende Auswertung
auf diejenigen Proben, die nach visuell(-taktiler) Kontrolle als
,nicht verunreinigt klassifiziert wurden (Einschlusskriterium).

Nicht in Betracht gezogen wurde,

— ob Partikel in der Probel6sung erkennbar waren

ob eine Vorreinigung mit Ultraschall durchgefiihrt wurde

dass unterschiedliche Reinigungsmaschinen mit unter-
schiedlichen Programmen und unterschiedlichen Reini-
gungsmitteln zum Einsatz kamen.

Diese Parameter konnen die Ergebnisse der Tests aber mehr
oder weniger stark beeinflussen. Um diese Punkte systema-
tisch bei der Auswertung zu beriicksichtigen, miisste aller-
dings eine wesentlich groRere Anzahl an Proben vorliegen.
Je nach Instrument und Design gab es auch nicht-fliissige
Bestandteile (Partikel), die mit diesen Methoden nicht bewertet
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werden konnen. Allerdings fehlten zu diesem Aspekt oftmals
Angaben; berticksichtigt werden muss auch, dass im klinischen
Alltag Partikel in der Losung eventuell gar nicht entdeckt wer-
den oder im Instrument hiangen bleiben. Fiir die Auswertung
der Daten von Phase 1 wurden Angaben zu Partikeln daher
nicht bertiicksichtigt. Systematisch kann der Einfluss vorhande-
ner sichtbarer oder unsichtbarer Partikel auf die Ergebnisse der
drei Verfahren nur in Laborversuchen analysiert werden.
Folgende Punkte erschweren die Interpretation der Da-
ten aus statistisch-methodischer Sicht:
— Instrumentenbegleitschein sowie Austfiillanweisungen
stellten sich fiir eine einheitliche Beurteilung der Daten als
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£ I = 250
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G 4 i sa | [ 50
g m =10
6 | (| (5)—10
0 10 20 30 20 5’ 0 neg.
Modifizierte Biuret-Methode
1
2 Biuret-Test
g q | 390
E 160
N4 =130-60
5 =130
6 -3—30
0 10 20 30 10 50 =
Modifizierte OPA Methode
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Abb. 2 Ergebnisse der drei Methoden in den Zentren (n = 150)
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zu ungenau heraus. Fiir alle Tests, die
eingesetzt werden und nicht wie die
OPA-Methode ,automatisch” zu einem
quantitativen Ergebnis fithren, sollte
von allen Beurteilern, die an einer
Studie teilnehmen, vor Versuchsbe-
ginn ein einheitliches Kategoriensche-
ma entwickelt werden. Die Angaben
der Untersucher auf dem Instrumen-
tenbegleitschein waren nicht immer
eindeutig interpretierbar bzw. auch
unvollstandig.

— Problematisch fiir die Interpretation
der Ergebnisse sind zu viele Untergrup-
pen. Je kleiner die Fallzahl, desto klei-
ner sollte die Anzahl der potentiellen
Untergruppen sein. Beschrankung: nur
visuell-taktil ,saubere” Instrumente
untersuchen; entweder alle Proben mit
oder alle Proben ohne Ultraschall, Neu-
tralisator usw.; auch Maschinentyp,
Programmart oder das Reinigungsmittel
konnen das Ergebnis beeinflussen, da-
her nicht zu viele unterschiedliche Ar-
ten anwenden.

— Wichtig ist, dass die Instrumente, die
in den Versuch eingehen, jeweils aus
unterschiedlichen Waschdurchgéangen
stammen. Die Ergebnisse der Instru-
mente aus einer Charge sind nicht un-
abhédngig voneinander: Die Maschine
oder das Reinigungsmittel konnen ,ver-
sagen”, die Instrumente in einem
Waschdurchgang konnten die Ver-
schmutzung ,verschleppen” usw.

— Neben diesen systematischen Ein-
fliissen, die bei optimiertem Design
und korrekter Versuchsdurchfithrung
minimiert bzw. eliminiert werden kon-
nen, treten bei jeglicher Datenerhe-
bung Fehler auf, die zum Teil mini-
miert, aber kaum eliminiert werden
konnen, etwa eine Verzerrung (Bias)
durch den Vorgang der Elution selbst
oder durch den Untersucher. Ganz gra-
vierend ist natiirlich der Einfluss durch
die klinische Verschmutzung selbst. De-
ren Ausmall und Streuung konnen
nicht beurteilt werden. Entsprechend
ist darauf zu achten, dass der Einfluss
anderer Faktoren so gering wie mog-
lich gehalten wird.

Positive Ergebnisse hinsichtlich einer
klinischen Restkontamination auf ver-
schiedenen Instrumentenoberflachen
erlauben keinen Riickschluss auf kli-
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nisch-pathologische Relevanz, insbe-
sondere nicht im Hinblick auf nosoko-
miale Infektionen. Um ursédchliche Zu-
sammenhdnge von verschmutzten In-
strumenten mit erkrankten Patienten
aufdecken zu konnen, wird ein anderes
Studien-Design benétigt (,Missing
Link“). Entsprechende Untersuchungen
diirften bei der Vielzahl eingesetzter In-
strumente bei einer chirurgischen Ope-
ration und aufgrund der Vielzahl weite-
rer Einflussfaktoren (Partikel in OP-
Luft, durchfeuchtete OP-Masken, un-
steriles Arbeiten intra- und postopera-
tiv) nur selten zu einem eindeutigen
Ergebnis kommen (19). Epidemiologi-
sche Studien wiederum sind oft auf
,weiche” Daten, z.B. aus Akten ange-
wiesen und vieldeutig interpretierbar.
Deshalb ist die klinikspezifische Verfah-
rensvalidierung im Sinne einer Quali-
tatssicherung die einzige Moglichkeit,
etwaige Unsicherheiten hinsichtlich der
Verfahrensqualitdt zu beseitigen.

Die hier getroffenen Aussagen zum
Ist-Zustand der Sterilgutautbereitung
sollten nunmehr zur Phase 2 der Studie
fihren, in der die klinische Ist-Erfas-
sung mit einem einzigen Instrumenten-
typ (Kornzange) fortgefiihrt wird.
Letztendlich geht es um die Verifizie-
rung der Reinigungsleistung. Neben der
Erfassung physikalischer und Maschi-
nen-spezifischer Parameter wird eine
Dokumentation der Reinigungsleistung

o2

selbst benotigt. &
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