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Quantitative Hamoglobinbestimmung
in Blutproben mit einem
trockenchemischen Verfahren

L. Thomas
Krankenhaus Nordwest, Zentrallabor, Frankfurt

Zusammenfassung.

Die quantitative Bestimmung von Hiamoglobin in Blutproben auf trockenem Reagenztriger (.’S.‘era/yzer9 ') wurde einer
klinischen Erprobung unterzogen. Die Prézision der trockenchemischen Himoglobinbestimmung ist vergleichbar der
manuellen Hamiglobincyanid- Methode.

Im gepriiften Bereich (65— 21 g Hémaglobin/dl) ist die Himaglobinbestimmung mit dem Seralyzer linear und korreliert
gut zur Coulter S-Methode. Neonatale Blutproben zeigen im Vergleich zur Himiglobincyanid- Methade eine mittlere

Abweichung von +6,1%.

Schldsselwarter:

Hamoglobinbestimmung — Trockenchemie

Summary:

In a clinical trial the quantitative determination of Hemoglobin in blood specimens was determined using dry reagent
carriers. The precision of the dry reagent hemoglobin determination is comparable to the manual Hemiglobincyanide

method.

In the range tested (5~ 21 g hemoglobin/dl) the hemoglobin determination is linear and correlates well with the

manual method.

Neonatal blood specimens in comparison to the Hemiglobincyanide method show an average deviation of +6.1%.

Keywords:

Hemoglobin determination — dry chemistry

Einleitung

Zur Bestimmung der Hdmoglobinkonzentration wifd die Ha-
moglobincyanid-Methode verwandt (1, 2).

Seit der Einfiihrung dieses Verfahrens wurde eine beachtliche_
Verbesserung der Prézision und Richtigkeit von Hdmoglobin-
bestimmungen verzeichnet (3). :

Diese Entwicklung schidgt sich in einer vorlaufigen deutschen
DIN-Norm nieder (4), in der angemerkt wird, daB andere
Verfahren nur dann angewendet werden diirfen, wenn das
Verhiltnis der damit erzielten Ergebnisse zum Ergebnis der
Referenzmethode bekannt ist.

Seit etwa 2 Jahren besteht die Maglichkeit der Bestimmung
von Blutbestandteilen auf trockenen Reagenztrigern (5—8).
Das Spektrum der Bestimmungsmethoden umfalt die Blutbe-
standteile Glucose, Harnstoff, Harnsdure, Bilirubin, LDH,
Cholesterin, Creatinin und neuerdings auch Hamoglobin. Das
Ziel der folgenden Arbeit war die Erprobung der trockenche-
mischen Hdmoglobinbestimmung am Seralyzer® im Vergleich
zur Hamiglobincyanid-Methode am Coulter S.

Ma;erial und Methoden

Beschreibung des Seralyzers

Der Seralyzer besteht aus drei Hauptkomponenten:

— dem Reagenztrager fiir die jeweilige Bestimmungsmetho-
de,

— dem Seralyzer®-Reflektionsphotometer und den entspre-
chenden Kalibrationslostingen (5).

Zur Bestimmung von Blutbestandteilen werden 30pl einer
Serumprobe bzw. Vollblutprobe auf die Testzone des Rea-
genztragers aufgetragen. Die sich anschlieBende Reaktion des
zu bestimmenden Beéstandteils mit den in der Testzone impra-
ghierten Reagenzien wird mit Hilfe des Reflektionsphotome-
ters quantifiziert (5).

Bestimmung des Hamoglobins mit dem Seralyzer

Prinzip des Hdmoglobinnachweises: der Seralyzer-Reagenz-
tragertest beruht auf dem Nachweis von Methamoglobin (9).
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Hamoglobin wird durch Lyse der Zellmembran von den
Erythrozyten freigesetzt und das zweiwertige Eisen des Hamo-
globins mittels Kaliumferricyanid in den dreiwertigen Zustand
Uberfihrt. Die ablaufende Farbentwickiung ist proportio-
nal zur Konzentration des Hdmoglobins in der Vollblutprobe.
Innerhalb einer Reaktionszeit von 45 bis 180 Sek. bei einer
Temperatur von 37°C wird die Reflektion der Testzone bei
553 nm gemessen. Mit Hilfe einer zuvor ersteliten Kalibra-
tionskurve, die im Gerét abgespeichert wird, berechnet der
Seralyzer die entsprechende Hamoglobinkonzentration und
zeigt den Wert digital an. Der Endpunkt der Reaktion wird
durch das Seralyzer-System selbst ermittelt.

Probenvorbereitung: 10 ul kapilldr entnommenes Blut werden
zu 800 u! A, bidest. gegeben und 30 ul dieser Verdiinnung auf
das Reaktionsfeld des Reagenztragers aufgetragen. Bei Ha-
moglobinkonzentrationen lber 20 g/dl muR zusatzlich eine
1:3-Verdiinnung mit A. bidest durchgefithrt werden.

Kalibrierung: erfolgt mit 2 Standardlésungen, deren Reaktivi-
tat Vollblutproben entspricht, die 7,2 g/dl Hamoglobin bzw.
16,6 g/dl Hamoglobin enthalten. Die angegebenen Kalibra-
tionswerte der roten Farblésungen werden anhand einer
Arbeitskurve ermittelt, in der die Reflektion von Blutproben
mit bekannter Hamoglobinkonzentration gegen die mit der
Hamiglobincyanid-Methode ermittelten Werte aufgetragen
werden.

Die Kalibrierung mit den beiden Losungen erfolgt wie die
Messung einer unbekannten Probe, auBer, daR dem Geréat vor
dem Auftrag der Probe der Kalibrationswert (iber die Tastatur
eingegeben wird. Fir die Bestimmung kann entweder Vollblut
oder mit EDTA bzw. Heparin versetztes Vollblut verwendet
werden.

Bestimmung des Himoglobins am Coulter S

Die Bestimmung am Coulter S wurde wie vom Hersteller
angegeben durchgefiihrt. Die Verdiinnung der Blutproben
erfolgte dabei mit manueller Verdiinnerausgabe (44,7 ul Blut

Tab. 1: Prazision in der Serie

10fach-Bestimmung von Blutproben mit unterschiedlicher Hdmoglo-
binkcnzentration

Probe I ] 1] v
Hamoglobinkonzen-

tration

x (g/d) 6,22 10,93 11,49 17,46
s (g/dl) 0,13 0,23 0,30 0,23
VK % 24 21 26 1.3

Tab. 2: Prazision von Tag zu Tag

An 20 aufeinanderfolgenden Tagen wurden 3fach-Bestimmungen
der Kontrollblute Level | — 11l vorgenommen. Die statistischen Kenn-
groBen stellen Mittelwerte der aus den jeweils 2. und 3. Wiederholun-
gen berechneten Wernte dar.

Blut- Seralyzer Coulter S

kontrolle

Merz & Dade & s VK X s VK
: (9/d) % (g/d) %

Level | 775 017 21 795 0,12 15

Level {i 1445 044 30 145 0,16 1.1

Level 111 19,20 0,65 3.4 1895 0,21 11

plus 10 ml Isoton). Die entstandene Losung wurde dann vom
Sekundéransauger aufgenommen. Die Richtigkeitskontrolle
wurde mit 4-C-Referenzblut der Firma Coulter Electronics
vorgenommen. Weiterhin wurden zur Qualitatssicherung die
Blutkontrollen Level 1 bis Level 3 der Firma Merz + Dade,
Miinchen, verwendet.

Patientenproben

Kapillar entnommene_und vends entnommene EDTA-Voll-
blutproben von stationéren und ambulanten Patienten des
Nordwestkrankenhauses, Frankfurt.

Ergebnisse

Prazision in der Serie

Zur Ermittlung der Prazision in der Serie wurden Vollblutpro-,
ben bzw. Blutkonserven verschiedener Himoglobinkonzen-
trationen 10fach bestimmt. Die statistischen KenngréRen sind
aus Tabelle 1 zu ersehen, wobei die Variationskoeffizienten fir
Hamoglobinkonzentrationen von 6,22g/dl bis 17,46 g/dl
zwischen 1,3% und 2,6% lagen.

Préazision von Tag zu Tag

An 20 aufeinanderfolgenden Tagen wurden je 3 Bestimmun-
gen der Kontrolibiute Level 1, Level 2 und Level 3 vorgenom-
men. An jedem Arbeitstag erfolgte vorab eine Kalibrierung des
Seralyzers. Die Berechnung der statistischen KenngroRen
erfolgte getrennt fiir die 2. und 3. taglichen Wiederholungen.
Aus diesen Werten wurden die arithmetischen Mittel gebildet,
die in Tabelle 2 angegeben sind.

Die gleichen Messungen wurden am Coulter S durchgefiihrt,
um die Prazision dieser Vergleichsmethode in unseren Han-
den abschéatzen zu konnen. Die Daten der Tabelle 2 zeigen,
daB die erreichte Prazision am Coulter S in der gleichen
GroRenordnung liegt, wie schon von anderen Autoren berich-
tet (10, 11).

Prézision von Doppelbestimmungen an Patientenproben

Innerhalb des Methodenvergleichs erfolgte jeweils eine Dop-
pelbestimmung aller EDTA-Voliblutproben mit der Seralyzer-
Bestimmungsmethode. Mit Hilfe dieser Daten konnte die
Prazision fir Wiederholungsbestimmungen in der Serie fiir
eine groBe Zahl von Patienten ermittelt werden. Aus allen
gemessenen Doppelwerten wurde der Mittelwert der Varian-
zen berechnet. Die Standardabweichung, die die Quadrat-
waurzel dieses Mittelwertes darstelit, wurde durch die mittlere
Hamoglobinkonzentration aller Werte dividiert, um den Varia-
tionskoeffizienten zu erhalten. In Abbildung 1 sind die Werte
der 2. Wiederholung in Abhédngigkeit der ersten Wiederholung
dargestellt. Der Variationskoeffizient fiir Doppelbestimmun-

. gen an Patientenproben betrdgt 2,1% bei einer Standardab-

weichung von 0,28 g/dI.

Richtigkeit der Seralyzer-Hamoglobinbestimmung

a). Verwendung von Kontrollblut

In Tabelle 3 sind den Zielwerten der Merz & Dade-Blutkon-
trollen die Mittelwerte der gemessenen Seralyzer- bzw. Coul-
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Abb. 1: Prazision von Wiederholungsbestimmungen. Die Er-
gebnisse der 2. Seralyzer-Hamoglobinbestimmung von 198
Patientenproben sind in Anhéngigkeit der 1. Bestimmung
dargestellt. Die Standardabwejchung und der Variationskoef-
fizient wurden wie im Text angegeben ermittelt.
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Abb. 2: Methodenvergleich. Ubereinstimmung der Coulter S-
Héamoglobinbestimmung mit der Seralyzer-Hamoglobinbe-
stimmung. Die gestrichelte Linie ist die Winkelhalbierende.
Die durchzogene Linie stellt die Regressionsgerade dar. Die
Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse sind angegeben.
Jeder MeBBpunkt stellt den Mittelwert einer Doppelbestim-
mung dar.

ter S-Bestimmungen gegenibergestelit. Die Abweichungen
von den Zielwerten sind fiir beide Methoden minimal.

b) Verwendung von Patientenproben

An 20 aufeinanderfolgenden Tagen wurden jeweils 10 EDTA-
Voliblutproben mit der Seralyzer-Hamoglobinbestimmung
und der Coulter S-Methode analysiert. An jedemjdieser Tage
erfolgte eine Kalibrierung des Seralyzers und eine intetne
Qualitatskontrolle beider Verfahren mit Kontroliseren. Zwei
Werte der insgesamt 200 Vergleichswerte zeigten einen Wert
von <5g/dl. Diese beiden Ergebnisse wurden aus der Be-
rechnung eliminiert, da der untere MeBbereich des Seralyzers
nur bis 5 g/dl geht.

Die gute Ubereinstimmung beider Methoden wird durch die,

Steigung der Regressionsgeraden von 1,06 und dem Korrela-
tionskoeffizienten von 0,99 bestatigt. Die Streuung der Werte
S(y/x) von 0,45 g/dl liegt in der gleichen GréRenordnung wie

die entsprechenden Methodenvergleiche fiir die Hamoglo-
binbestimmung (10). Die MeBwerte sind aus Abbildung 2 zu
ersehen.

<

Der mittlere Bias in den einzelnen Konzentrationsbereichen
liegtzwischen 0,1 g/dlund 0,37 g/dl (Tab. 4). Blutproben, die
eine Hamoglobinkonzentration unter 16 g/dl aufweisen, erge-
ben mit der Seralyzer-Methode niedrigere Werte, wahrend bei
Konzentrationen (iber 16 g/dl der Seralyzer hohere Werte
liefert als die Coulter S-Methode. Die leichte Uberschitzung
im Konzentrationsbereich lber 16 g/dl ist aber nicht signifi-
kant. Bei einer angenommenen Hamoglobinkonzentration
von 10,5g/dl, die Barnett (12) als medizinischen Entschei-
dungspunkt bezeichnet, sollte die Standardabweichung nicht
groRer als 0,5g/dl sein. Die Seralyzer-Hamoglobinbestim-
mung weist bei dieser Konzentration eine Standardabwei-
chung von 0,29g/dl auf. Die Berechnung dieses Wertes
erfolgte nach Westgard et al. (13).

Tab. 3: Richtigkeit der Seralyzer- und Coulter S-Himoglobinbestimmung anhand von Kontrollseren
Die Zielwerte sind aus der Packungsbeilage des Herstellers entnommgg Die Seralyzer- und Coulter S-Analysenwerte wurden in einer 20tdgigen

Analysenperiode ermittelt (siehe Tabelle 2).

Blutkontrolle Seralyzer Coulter S
Merz & Dade -
Zielwert Analysenwert % Abw. Zielwert Analysenwert % Abw.
(g/di) (g/dl) (g/dl) (g/d1)
Level | 7,7 7.78 +1,0 7.8 7.93 +1.7
Level Il 143 14,49 +1.3 144 14,42 +0.1
Level Il 18,7 19,18 18,90 +0,5

+2,56 18,8
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Abb. 3: Linearitét der Seralyzer-Hiamoglobinbestimmung
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Abb. 4: Bestimmung des Himoglobingehaltes von neonata-
len Blutproben. Abweichung der Seralyzer-Werte von den
Coulter S-Werten (y-Achse) in Abhdngigkeit der Coulter S-
Analysen-Werte. Dje gestrichelte Linie zeigt den mittleren
Bias der Seralyzer- Werte.

Linearitit

Die Linearitat der Seralyzer-Hamoglobinbestimmung wurde
ausgehend von einem Erythrozytenkonzentrat bestimmt. Die-
ses Erythrozytenkonzentrat wurde mit Serum verdiinnt, wo-
durch sich Proben mit Hamoglobinkonzentrationen im Be-
reich von 6,3 bis 21,0 g/dl herstellen lieRen..Die Abschatzung
der Linearitat erfolgte im Vergleich zur Methode am Coulter S.
Fir jede Verdiinnungsstufe wurden je 3 Bestimmungen mit
beiden Methoden durchgefiihrt. Die in Abbildung 3 angege-
benen Werte stellen Mittelwerte dieser 3 Bestimmungen dar.
Far die erhaltenen Werte wurde eine Regressionsanalyse
durchgefiihrt, die mit einem Korrelationskoeffizienten von
0,997 und einer Steigung von 1,018 belegt, da die Seralyzer-
Hamoglobinbestimmung linear ist. Um die Linearitdt im Mef3-
bereich Uiber 20,0 g/dl abkidren zu kénnen, wurde ein Metho-
denvergleich fur neonatale Blutproben durchgefiihrt.

Bestimmung der Himoglobinkonzentration
von neonatalen Blutproben

Fersenblut von Neugeborenen wurde sowohl mit dem Seraly-
zer als auch mit dem Coulter S, wie unter ,,Material und
Methoden’” beschrieben, analysiert. Die Seralyzer-Bestim-
mung erfolgte zusatzlich noch mit einer weiter verdiinnten
Probe. Die 1:81 verdinnte Blutprobe wurde dabei mit A.
bidest. zusatzlich 1 :3 verdiinnt und nochmals doppelt mit der
Seralyzer-Hamoglobinbestimmung analysiert. Zur Aufdek-
kung von Abweichungen zwischen Seralyzer- und Coulter S-
Bestimmung wurde in Abbildung 4 die Abweichung beider
Methoden voneinander in Abhdngigkeit der Coulter S-Hamo-
globinkonzentrationen dargestelit. Es ist zu ersehen, daB die
Abweichungen im Mittel +6,1% betragen, wobei die Seraly-
zer-Technik zu hoheren Werten tendiert. Trotz dieser Abwei-

Tab. 4: Methodenvergleich

Bias der Seralyzer-Hamoglobinbestimmung in bezug auf die Coulter
S-Hamoglobinbestimmung.
Die Berechnung erfolgte anhand der Patientenproben.

Konzentrationsbereich Anzahl der Proben Bias
(g/dl) (g/dl)
<8 4 —0,26
8-12 60 -0,37
12-14 56 -0,29
14-16 48 -0,21
16-18 : 26 +0,10
18-20 4 +0,35

Tab. 5: TribungseinfluB auf die Seralyzer-Hamoglobinbe-
stimmung 3

10 Blutproben wurden mit Leukozyten aufgestockt. Danach wurde
die Hamoglobinkonzentration mit der Seralyzer- und Coulter S-
Methode bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen.

Probe Leuko- Seralyzer- Hamoglobin Abweichung
zytenzahl wert Coulter S-  (g/dl)
pro nl g/dl Wert g/dlI
1 50,9 10,5 1 -0,6
T2 58,8 11,7 12,2 -0,5
3 61,2 13,3 13,9 -0,6
4 100,0 11.8 12,8 -1,0
5 100,0 10,1 10,7 -0,6
6 54,3 10,6 10,9 -03
7 36,3 12,4 12,7 =03
8 43,2 10.9 11.2 -0.3
9 52,5 10,3 108 -0.5
10 68,5 8.9 9,6 -0,7
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chung kann die Seralyzar-Hamoglobinbestimmung auch zur
Analyse von neonatalen Blutproben verwendet werden.

TribungseinfluB auf die Hamoglobinbestimmung

ém Seralyzer

Bekanntlich kénnen in seltenen Fallen bei pathologischen
Blutproben falsche Hb-Bestimmungen sowohl am Coulter S
(14, 15) als auch bei der manusllen Hdmoglobinbestimmung
infolge von Plasmatriibungen bzw. Eiweilfallungen auftreten.
Um den Effekt der Triibing auf die Seralyzer-Hamoglobinbe-
stimmung ersehen zu konnen, wurden Blutproben mit Leuko-
zyten aufgestockt und danach sowohl mit der Seralyzer- als
auch mit der Coulter S-Bestimmung analysiert. Alle 10
getesteten Blutproben (Tab.5) wiesen Leukozytenzahlen
groBer als 30 pro nl auf. Alle Coulter S-Werte waren signifi-
kant hoher als die Seralyzer-Bestimmungen. Die Seralyzer-
Hamoglobinbestimmung ist also hinsichtlich der durch Leu-
kozyten verursachten Probentriibung weniger empfindlich als
die Coulter S-Methode. Ahnliches wurde schon fiir die
Hamoglobinbestimmung am ACA-Dupont berichtet (11).

Diskussion

Die Hamoglobincyanid-Methode ist die empfohlene Refe-
renzmethode zur Bestimmung des Hamoglobingehaltes im
Blut. Mit mechanisierten Analysensystemen wie z.B. dem
‘Coulter S werden bei normalen Leukozytenzahlen im Mittel
etwas niedrigere Werte erhalten als mit den manuellen Metho-
den, wenn die manuellen Ansétze vor der photometrischen
Messung nicht zentrifugiert werden. Der Variationskoeffizient
serieller Messungen liegt fiir die manuellen Methoden bei
etwa 2,5% fiir die mechanisierten Analysensysteme bei 0,5%
(10, 11).

Das trockenchemische Verfahren der Hamoglobinbestim-
mung entspricht nicht der empfohlenen Referenzmethode (5),
und nach der Vornorm DIN 58931 soll ein solches Verfahren
nur angewendet werden, wenn das Verhédltnis der damit
erzielten Ergebnisse zum Ergebnis der Referenzmethode be-
kannt ist. In dem gepriiften Bereich von 6—19 g Hb/d! hat
die Hamoglobinbestimmung mit dem Seralyzer eine der
manuellen Hamiglobincyanid-Methode vergleichbare Prazi-
sion (11), sie ist jedoch schlechter als die der mechanisierten
Analysensysteme. Ursache ist die Probennahme mit einer
10ul Kapillare und die nachfolgende Hamolyse in 80fachem
Volumen A. bidest. :

Bezugnehmend auf die Riéhtigkeit ist die trockenchemische

Hamoglobinbestimmung der Coulter S-Methade vergleich-
bar, obwohl die Werte bei Hdmoglobinkonzentrationen unter
16 g/d! tendenziell etwas niedriger und bei hoheren Werten
tendenziell etwas hoher sind. Bei Leukozytenwerten liber
30/nl ist die Tribungsempfindlichkeit geringer als die der
Coulter S-Methode. . .

Uber mégliche stérende Einfliisse von Medikamenten und
anderen. Metaboliten liegen bisher noch keine Ergebnisse vor,
jedoch ist zu erwarten, daB sie aufgrund der hohen Vorver-
diinnung des Blutes keinen erheblichen EinfluR auf die MeR-
ergebnisse haben sollten.

Trotz der in dieser Studie positiven Erfahrungen mit der
Hamoglobinbestimmung auf _ trockenen Reagenztragern,
missen weitere Untersuchungen zeigen, ob diese Bestim-

~

mungstechnik ein der manuellen Referenzmethade und den
mechanisierten Methoden (z. B. Coulter) gleichwertiges Ver-
tatren fiir die Routinediagnostik darstelit.

Der Autor dankt Herrn Dr. G. Storz und Hernrn Dr. W. Plischke von der
Wissenschaftlichen Abteilung Miles fiir die gewadhrte technische
Unterstiitzung.
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