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Untersuchungen uber eine teilmechanisierte
Glucose-Dehydrogenase-Mikromethode
zur Bestimmung der Glukosekonzentration
In nicht enteiweilRtem Vollblut und Serum

U. EBinger

Institut fur Labormedizin, Stadtische Kliniken, 6100 Darmstadt

Zusammenfassung.

Eine Adaption der Glucose-Dehydrogenase-Methode an eine LKB-Geritekombination, bestehend aus
Reaction Rate Analyzer 2086, 1-Channel Potentiometer Recorder 2066 und Kinetic Data Processor 2082
wird beschrieben. Die Bestimmung der Blutzuckerkonzentration erfolgt aus Hamolysat von 50 ul Vollblut
oder aus 50ul Serum; eine EnteiweilBung ist nicht erforderlich. Die vorgestellte Methode bietet die
Méglichkeit, in einer Stunde bis zu 124 Blutzuckerbestimmungen in einem MeBbereich zwischen 20 und
1000 mg/d! durchzufiihren.

Die Richtigkeit des Verfahrens wird durch Messen waéBriger und eiweiBhaltiger Kontrollproben iiberpriift.
Ein Vergleich der Methode mit der Neocuproin-Methode am AutoAnalyzer I/ und der Hexokinase-
Methode am ACA ergibt gute Korrelationskoeffizienten (r = 0,994 bis 0,.998).

Schlisselwarter:

Blutglukosebestimmung — Teilmechanisierte Methode — Glucose-Dehydrogenase-Methode — LKB-
Reaction Rate Instrument — Prazision und Richtigkeit.

Summary:

Adaption of the glucose dehydrogenase method to an LKB equipment set-up, consisting of Reaction Rate
Analyzer 2086, 1-Channel Patentiometer Recorder 2066. and Kinetic Data Processor 2082, is described.
The blood sugar concentration is determined from the haemolysate of 50 ul of whole blood or from 50/ of
serum, deproteinization is not required. The method offers the possibility of performing up to 124
determinations of blood sugar within a measuring range between 20 and 1000 mg/d/ within one hour. The
accuracy is proved by checking aqueous and protein containing control samples. A comparison with the
Technicon neocuproine method and the ACA hexokinase method shows good correlation coefficients
(r=0,954-0,998).

Key words:
Blood glucose determinations — Partly mechanical method — LKB-Reaction Rate Instrument — Precision
and accuracy.
Einleitung Heute werden meist enzymatische Blutzuckerbestim-
mungsmethoden angewandt. Unter diesen hat sich das
Im klinisch-chemischen Laboratorium ist Glukose ne- Bestimmungsverfahren mittels Glucose-Dehydroge-
ben Hamoglobin der mit Abstand am haufigsten be- nase rasch einen Platz im klinisch-chemischen Labor

stimmte Parameter. Die Anwendung einer fiir groBen  erobert (1). Die bisher publizierten Methoden dieser
Probendurchsatz geeigneten Methode ist daher not- Art verwenden als Untersuchungsmaterial chemisch
wendig. Aulerdem miissen Einzelmessungen im Rah- oder durch Dialyse enteiweiltes Vollblut, Serum oder
men der Notfalldiagnostik ohne groere Zeitverluste fiir ~ Plasma (2—8). In beiden Féllen sind zusétzliche zeit-
Gerateeichung und -vorbereitung moglich sein. und arbeitsaufwendige Schritte zur Probenvorberei-
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tung notwendig. An dieser Stelle soll erstmals (ber
Erfahrungen mit einer Hamolysatmethode berichtet
werden, die keine vorherige Enteiweiung der Probe
notwendig macht.

Material und Methoden

Folgende Methoden zur Blutzuckerbestimmung wur-
den angewandt und miteinander verglichen:

Neocuproinmethode am AutoAnalyzer 11® (9)
Hexokinasemethode am ACA® (10)
Glucose-Dehydrogenase-Methode (1) in Adaptation
an eine LKB-Geratekombination:

Reagenzien:

System Glukose (Gluc-DH-Methode, UV-Test).
Enzymgemisch und Coenzym.
Merck: Art. Nr. 14055

System Glukose (Gluc-DH-Methode, UV-Test)
Pufferlosung
Merck: Art. Nr. 14051

Digitonin
Merck: Art. Nr. 3043

Maleinimid
Merck-Schuchardt: Art. Nr. 820754

Preciset Glucose
Boehringer Mannheim: Best. Nr. 125563.

Gebrauchslésungen:

Hamolysierlosung:

Digitoninstammlésung (10 g/1) 10ml

Maleinimid 100 mg
Aqua bidest. ad 1000 ml

Losung 1 (Enzymgemisch) = Startreagenz:
Inhalt einer Flasche (1) ,,Enzymgemisch” mit 100 ml
Puffer l6sen.

Lésung 2 (Coenzym):
Inhalt einer Flasche (2) ,,Coenzym” mit 500 ml Puffer
losen.

Haltbarkeit der Losungen bei 25°C ca. 2 Wochen, bei
4°C ca. 4 Wochen.

Konzentrationen im Ansatz:

Gluc-DH 4,000kU/I
Mutarotase 0,085kU/I
NAD 0,846 mmol/l
Phosphatpuffer pH 7,6 0,185 mol/I
Natriumchlorid 0,231 mol/l
Digitonin 0,006 mmol/I|
Maleinimid 0,073 mmol/!

Tab.1: L.

3 Einstellung des LKB 2086 Reaction Rate :
Analyzers 5
L.
Wellenlinge 340 nm 3
Temperatur 37°C B
Lichteinstellung Operate (AO) -
Reaktionsverlauf Increase
Einspritzdise weill
Dosiervolumen 100pi
Measure Time 0.5
Range 0,05
Feed in Timer
Delay ja
Cuvette 7mm
7~
Eichstandards:

Zum Erstellen der Eichgeraden wurde Preciset Glucose,
Boehringer Mannheim, Best. Nr. 125563, verwendet.

Gerite

Als MeRinstrument diente ein LKB Reaction Rate Ana-
lyzer in Verbindung mit einem LKB 2066 1-Channel
Potentiometer Recorder und einem LKB 2082 Kinetic
Data Processor. Gerateeinstellung siehe Tabelle 1.

Die Auswertung der Analysenergebnisse geschieht
vollautomatisch unter Verwendung desLKB-Compu-
terprogramms Fixed Time 2082-075 mit linearer Re-
gression. Die MeRdauer betragt 15sec. Die Registrie-
rung beginnt 5 sec nach Zugabe des Startreagenzes. Die
interne Eichgerade wird durch Messen von 3 Standard-
proben (100, 200 und 400 mg/dl) in Doppelbestim-
mung erstellt und bis zur Messung einer neuen Eichge-
raden vom Rechner gespeichert. Wahlweise kann die
Umrechnung der PhotometermeRwerte in Konzentra-
tionseinheiten auch durch Eingeben eines Faktors in
den Data Processor erfolgen.

Zum Pipettieren der Hamolysierlosung und zum Weiter-

verdinnen des Hamolysates wurden 2 Eppendorf-
Probe-Reagenzdosierer 5231 bzw. 5232 verwendet.

Ausfihrung der Bestimmungen

Die Probe (Kapillarblut, Venenblut?, Serum oder Eich-
standard) wird mittels 50 ul End-zu-End Kapillarpipet-
ten in 1 ml Hamolysierlésung, vorgelegt in 12 x 55 mm
Kunststoffrohrchen, Gberfliihrt und durch mehrmaliges

! Es wurden EDTA-Kalium und Jodacetat-Natrium enthaltende Probenrghrchen der
Fa. W. Sarstedt, 5223 NiUmbrecht-Rommelsdorf, verwendet.
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Schiitteln der mit passenden Kunststoffstopfen ver-
schlossenen Rohrchen ausgespiilt. LKB-Kiivetten-
magazine 8650 werden mit 7 mm Rundkiivetten
2174-091 gefillt und diese mittels Probe-Reagenz-
dosierer mit 50 ul Primérverdiinnung und 500 pl Losung
2 beschickt. Kivetteninhalt durch Schitteln und Be-
klopfen der Kiivetten von Luftblasen befreien. Nach
Einschieben der Magazine in die Einfillschiene des
Reaction Rate Analyzers kann die Analysenserie gestar-
tet werden. Die Eichung des Rechners sollte taglich zu
Beginn der Routinemessungen oder zwischenzeitlich
bei Verwendung eines neuen Ansatzes von Hdmolysier-
losung, Coenzym oder Enzymgemisch vorgenommen
werden. Es empfiehlt sich, am Anfang eines jeden
Kiivettenmagazins eine Standardprobe zu analysieren.
Wird die Messung zwischen zwei Analysenserien lan-
gere Zeit unterbrochen, so sollte vor Beginn der neuen
Serie die Startreagenzpumpe kurz durchgesplilt wer-
den.

Ergebnisse
Richtigkeit
Die Richtigkeit der Methode wurde mit 6 verschiedenen

kauflichen Kontrollseren tberprift. Die hierbei erhalte-
nen Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefalSt.

‘ - E
s-» S
t Tab.2: '
i -
i\ Richtigkeitskontrolle mit kiuflichen Kon-
i¢ trollseren. Vergleich mit den Sollwertanga-
i1 ben der Hersteller fir die Hexokinase- und
:! Glucose-Dehydrogenase-Methode in mg/
Li 100 m/
4
fj Kontroll- n Sollwert Ergeb-
5{ serum ———————— nis
'! Hexo- Gluc-  Gluc-
; kinase DH DH
; mg/dl  mg/dl  mg/dl
" Monitrol Il 20 228 222 228
;. 51B
. Labtrof 5 115 109 15
52A
Fluinorm 5 116 112 117
1601E
Precinom U 5§ 108 99 110 B
713 . g
Precilip s 103 - 103 :
I as68
i’ Seronorm 20 115 - 118
iv130
| —
L EUUUD— R
\ i -

A S e

Tab. 3:

Prézision in der Serie und von Tag zu Tag i -

SIS}

n X s VK j:
mg/dl  mg/dl % oy
In der 20 234 3,66 1,56 i‘i
Serie 20 118 258 219 be
20 52 177 341 :
Von Tag 20 228 374 164 B
2u Tag 20 109 394 363 b

Prazision

Die Prazision in der Serie und von Tag zu Tag fiir 3 bzw.
2 verschiedene Glukosekonzentrationen ist in Tabelle 3
aufgefiihrt.

Linearitat
Die Uberpriifung der Linearitdt erfolgte mit waRrigen

Standards fir einen Konzentrationsbereich von 10—
1000 mg/dl und mit Jodacetatblut fiir einen Konzentra-

-~ P e —

Abb.1:

Priifung der Linearitit im Bereich von
0:555—-555 mmol/l (10—1000 mg/
. 100ml) mit waBrigen Standardlésungen
> unter Verwendung von Preciset-Glucose
(Boehringer Mannheim)
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‘ i Abb.2:
i Prufung der Linearitat im Bereich von
i 222-555 mmolll (400-71000 mg/
it 100ml) mit Venenblut. Das ,.Standardblut”
wurde aus Jodacetatsammelblut durch Zu-
gabe von wasserfreier Glukose hergestellt.
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tionsbereich von 400 — 1000 mg/dl. Wie die Abbildun-
gen 1 und 2 zeigen, istin beiden Fallen eine befriedigen-
de Linearitat Gber den untersuchten Konzentrationsbe-
reich gegeben.

Methodenvergleich

Die Glucose-Dehydrogenase-Methode wurde an 101
Patientenseren mit der Hexokinase-Methode am ACA
und an 100 Kapillar- und Jodacetatblutproben mit der
Neocuproin-Methode am AutoAnalyzer Il verglichen.
Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 3 bis 5 gra-
phisch und statistisch dargestelit.

Diskussion

Die Glucose-Dehydrogenase besitzt praktisch die glei-
che Spezifitat wie die Hexokinase (11). Sie erlaubt
jedoch die direkte photometrische Erfassung der Gluko-
se ohne Indikatorreaktion, so daR Storeinflisse bedingt
durch Hilfsreaktionen nicht zu befiirchten sind. GroRe
Haltbarkeit und glnstiger Preis der Reagenzien sind
weitere Vorzige der auf diesem Enzym basierenden
Blutzuckerbestimmungsmethoden.

Dariber hinaus bietet die hier gewahlte Versuchsanord-
nung und Geratekombination eine Reihe zusatzlicher
Vorteile. Die kurze MeRdauer gestattet bei einer fiir die
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Abb. 3:

Glucosebestimmung in Kapillarblutproben.
Vergleich zwischen der Neocuproin-
AutoAnalyzer Il-Methode (x) und der
Glucose-Dehydrogenase-Methode (v).
N=100y=—-085+ 1,006x;r= 0997;
x=164,57; y=16471; s,,=+ 7.24.
27,75 mmol/l Glucose = 500mg/100mi
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Abb. 4:

Glucosebestimmung in Jodacetatblutpro-
ben. Vergleich zwischen der Neocuproin-
AutoAnalyzer [I-Methode (x) und der
Glucose-Dehydrogenase-Methode (v).
N=1700;,y=—412 + 1.057x;r= 0,994,
x=11674; y=118567; s,,=+ 6,39
27,75 mmol/l Glucose = 500mg/100ml
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am ACA (x) und der Glucose-Dehydroge-
nase-Methode (y). N=101; y=-392
+ 1.023x; r = 0998, x = 12422;
y=12320; s,,= +380. 27,75mmol/!
Glukose = 500mg/100m|
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tigliche Routine akzeptablen Prézision die Analyse
von 124 Proben pro Stunde. Die Methode ist bis
1000 mg/dl linear, so daR eine zusatzliche Proben-
verdiinnung bei hohen Glukosekonzentrationen fast
ausnahmslos entfallt. Eine Enteiweifung des Untersu-
chungsmaterials ist nicht notwendig. Hieraus resultiert
eine nicht unerhebliche Zeit- und Arbeitsersparnis. Das
MeRgerit kann Anderungen der Hintergrundsextink-
tion bis zu 1,1 E automatisch ausgleichen. Dieser Kom-
pensationsbereich kann durch Verdnderung der Lam-
penspannung innerhalb des vom Gerat gedeckten Ex-
tinktionsbereiches von 0 bis 1,8 E beliebig verschoben
werden. So ist es moglich sowohl wélrige Standards
und Seren als auch Kapillar- und Venenblutproben bis
zu einer Hamoglobinkonzentration von 20g/dl mit
derselben in Tabelle 1 angegebenen Lichtein-
stellung zu messen. Wie Tabelle 4 zeigt, haben
Hamoglobinkonzentrationen von 5 bis 20 g/dl keinen
signifikanten EinfluB auf die MeRergebnisse (09>p
> 0,8). Bei Himoglobinwerten ber 20 g/dl kann das
MeRgerat die Hintergrundextinktion gelegentlich nicht
mehr kompensieren, es erfolgt der Ausdruck ,,dark” am
Rechner. In diesen Fallen kann die Messung bei leicht
verinderter Lichteinstellung (Verdrehen des entspre-
chenden Regelknopfes um ca. 90° im Uhrzeigersinn)
durchgefiihrt werden. Experimentelle Untersuchungen
haben gezeigt, daB die Veranderung der Lichteinstel-
lung in dem in Frage kommenden Bereich entsprechend
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. Glukosebestimmung in Humanseren. Ver- i . . . , 3 ‘
- gleich zwischen der Hexokinasemethode EinfluB der Hamoglobinkonzentration der !
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einer Anderung der Schreiberanzeige um 60 mV ohne
signifikanten EinfluR auf die MeRergebnisse bleibt
(0,2>p>0,1).

Durch die geréteinterne Speicherung der in der Regel
einmal taglich einzugebenden Eichgeraden konnen im
Nacht- und Notfalldienst jederzeit Einzelblutzuckerbe-
stimmungen ohne vorherige nochmalige Gerateei-
chung durchgefiihrt werden. Wahrend des Vorwarm-
und MeRvorgangs ist das med.-technische Personal fir
andere Arbeiten frei.
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