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Hamoglobin-Bestimmung bei Blutspendern

mit dem Reflotron® System

D. WeiRhaar', A. Hubbuch?, C. Carstensen?

' Institut Kassel BSD Hessen des DRK
2 Boehringer Mannheim GmbH

Zusammenfassung:

Reflotron® Hemoglobin wurde auf seine Eignung zum Einsatz in einem Blutspendedienst getestet. Mit
frischem EDTA-Blut wurden im Konzentrationsbereich von 5— 15 g/dl Hamoglobin Variationskoeffizienten
in der Serie von 1,5—1,7% erzielt. In Methodenvergleichen mit der Cyanhdmiglobin-Methode wurde unter
Verwendung von venésen und kapilldren Blutproben eine hohe Ubereinstimmung der Analysenwerte festge-
stellt. Fehldosierungen der Probe haben bis zu + 13% keinen Einflu8 auf das Analysenergebnis. Gleiches
gilt fiir Blutproben mit Hamatokritwerten zwischen 15 und 55%. Aufgrund der analytischen Zuverléssigkeit
und der einfachen Handhabung kann dieses Analysensystem fiir den Blutspendedienst empfohlen werden.
Ftir den rationellen Einsatz im Blutspendedienst wird ein stufenweises Vorgehen empfohlen, das die bisheri-
gen Erfahrungen mit der ,, Kupfersulfat-Methode” beriicksichtigt und eine kostengiinstige sowie sichere
Erkennung ungeeigneter Blutspender erlaubt.

Schliisselworter:
Reflotron® Hamoglobin — Blutspender — Prézision — Richtigkeit —Volumenabhéngigkeit — Hamatokrit

Summary:

The suitability of Reflotron® Hemoglobin for screening blood donors was investigated. In the concentration
range 5— 15 g/dl haemoglobin, within-series CVs of 1.5— 1.7% were achieved using fresh EDTA-blood. In
method comparisons with the cyanmethaemoglobin method using venous and capillary blood samples a
high degree of agreement between the analytical results was found. Sample dispensing errors of + 13% have
no effect on the analytical results obtained with Reflotron® Hemoglobin. The same applies to variations in
the PVC (haematocrit) of blood samples in the range 15 to 556%. As a result of jts ana/yt/ca/ reliability and
ease of use, this analysis system is well suited for screening blood donors.

For rational use in the blood donor screening a stepw:se procedure is proposed which takes into account
experience gained with the “copper sulphate method” and permits the economical and certain detection of

unsuitable blood donors.

Keywords:

Reflotron® Hemoglobin — blood donors — precision — accuracy — volume-dependence — packed cell

volume (haematocrit)

Einleitung

Nach den Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung' und
Bluttransfusion (1) ist vor jeder Blutspende eine Hamo-

globinbestimmung durchzufiihren. Bei Hiamoglobinkon-.

zentrationen unter 12,5 g/dI darf keine Blutspende erfol-
gen. An Methoden zur Bestimmung des Hamoglobins

werden in diesem Zusammenhang folgende Anforderun-
gen gestellt:

— mobile und dezentralisierte Einsatzmoglichkeit

— einfache Handhabung/keine Notwendigkeit von kli-
nisch-chemisch ausgebildetem Personal .

— rasche und eindeutige Ergebnisse

— geringe Storanfalligkeit des Systems
— Madglichkeit der Qualitatskontrolle
— niedrige Kosten

Zur Zeit wird in der Bundesrepublik Deutschland bei der
Mehrzahl der Blutspenden die kostengiinstige Kupfersul-
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fat-Methode* (2, 3) eingesetzt, die aber lediglich eine ja-
nein-Entscheidung im Grenzbereich erlaubt. Fehl-Inter-
pretationen sind bei dieser qualitativen Methode vor allem
im mobilen Einsatz leicht méglich, da Temperatur-
schwankungen und Handlungsfehler (Luftblase im Blut-
tropfen) das Ergebnis deutlich beeinflussen kénnen.

Mit Reflotron® Hemoglobin steht seit 1985 ein Reagenz-
trager zur Verfligung, der in Verbindung mit dem Refle-
xionsphotometer Reflotron® (4, 5) speziell fiir die dezen-
trale, patientennahe Analytik entwickelt wurde. Wir ha-
ben deshalb dieses Analysensystem im mobilen und sta-
tiondren - Einsatz gepruft und zur Bewertung der
analytischen Zuverlassigkeit mit der Referenzmethode
verglichen.

* Dabei wird ein Tropfen Blut in eine Kupfersulfat-Losung aus
ca. 3—5 cm Hohe fallen gelassen. Die Dichte der Kupfersulfat-
Losung entspricht der Dichte. von Blut mit einer bestimmten
Héamoglobinkonzentration (z.B. 12,5 g/dl). Bleibt der Tropfen in
der Schwebe, dann solite die Himoglobinkonzentration unter
dem Entscheidungswert liegen, sinkt er nach unten, sollte sie
Uber diesem Wert liegen.




Material und Methoden

Zur Untersuchung wurden eingesetzt: Reflotron® Hemo-
globin (Art.-Nr. 744 964, Boehringer Mannheim) und das
Reflexionsphotometer Reflotron® (Art.-Nr. 747432,
Boehringer Mannheim); die Test-Combination Hamo-

: globin (Art.-Nr. 125729, Boehringer Mannheim) an den
Photometern 1101 M und Vitatron MPS; Kontrollblut

von Merz und Dade (Hb-Control 1, Cat.-No. 130217;
Hb-Control 2, Cat.-No. 130218 und Hb-Control 3, Cat.-
No. 130219).

Der schematische Aufbau des Reagenztrdgers Reflotron®
Hemoglobin ist Abb.1 zu entnehmen. Testprinzip: die
Erythrozyten werden durch Saponin hamolysiert, das frei-
gesetzte Hdmoglobin mittels K3 [Fe (CN)¢] oxidiert und
anschlieBend durch Hg (CN), in Cyanhd@moglobin tber-
fihrt,

Die Kalibration des Reagenztragers erfolgt durch den
Hersteller mit 6 Cyanhamiglobin-Standards mit Konzen-
trationen von 5—20 g/d! (6). Ein Magnetcode auf der
Rickseite des Reagenztragers enthalt testspezifische In-
formationen (Erkennung des Parameters, Umrechnungs-
vorschrift von Remissionswerten in Hadmoglobinkonzen-
trationen, Steuerung der MeRzeiten u.a.), die von Reflo-
tron® beim Einfiihren des Reagenztragers gelesen und
von einem Mikroprozessor verarbeitet werden.

Durchfihrung der Analyse

- 30 pl Blut werden zentral auf den roten Teil des Testfeldes

appliziert. Innerhalb von 15 sec wird der Reagenztrager
in das Gerat eingefiihrt. Der MeRBwert wird nach einer
Reaktionszeit von 120 sec in g/dl (oder mmol/l) digital
angezeigt. .

Versuchsaufbau

1. Die Prazision in der Serie wurde mit EDTA-stabilisier-
tem venésem Humanblut und dem Kontrollblut von Merz
und Dade gepriift (n = 10), die Tag-zu-Tag-Prazision in
Dreifachbestimmungen an 5 Tagen mit dem o.g. Kontroll-
blut.

2. Die Richtigkeit des neuen Analysenverfahrens wurde
durch Methodenvergleiche mit der Cyanhamiglobin-Me-
thode (7, 8) in 214 kapilldren und 298 venésen EDTA-

Tab. 1: Prézision von Reflotron® Hemoglobin und Wiederfindung
von Sollwerten im Kontrollblut '

Serie (n = 10)

Kontrollblut EDTA-Blut
% [g/d1] 70 130 183 50 11.8 17,0
VK (%) 1.7 2,0 2,0 1,7 15 16

Tag zu Tag (n = 15)

% [g/dl] 714 132 185
VK (%) 22 36 29

Wiederfindung der Sollwerte

Sollwert

{g/di] 7,35 138 182
x [g/dl] 71 132 185
% Abwei-

chung vom

Soliwert —-35 -45 +162

Markierungsnetz
transparente Folie Reagenzien
Kleber Kleber

Mikrokiivette | Tréagerfolie

Abb. 1: Schematischer Aufbau des Testfeldes von Reflotron®
Hemoglobin

Blutproben iberpriift. Die Methodenvergleiche wurden
nach dem nicht-parametrischen Verfahren von Bablok
und Passing ausgewertet (9).

3. Der EinfluR des Pipettiervolumens auf die Hamoglo-
binwerte wurde zwischen 26 pl und 34 ul mit 3 Proben
unterschiedlicher Hamoglobinkonzentration in 5fach-
Bestimmungen untersucht, der EinfluB des Hamatokrit bis
55% durch Methodenvergleiche mit der Referenzmethode
in 45 Blutproben.

Ergebnisse und Diskussion

Tab.1 enthalt die Ergebisse der Prazisionsuntersuchun-
gen sowie die dabei ebenfalls ermitteiten Wiederfindun-
gen der Sollwerte in den drei Kontrollblut-Proben. Im
Bereich von 5—15 g/dl Hamoglobin wurden mit EDTA-
Blut Variationskoeffizienten von 1,5—1,7% (in der Serie)
ermittelt. Im Vergleich zu den Serien-Imprazisionen wur-
den von Tag zu Tag mit Variationskoeffizienten von 2,2 —
3,6% im Kontrollblut hohere Streuungen beobachtet. Dies
ist ungewohnlich fiir das Reflotron® System, denn auf-
grund der Konstruktion des Reflexionsphotometers und
der Kalibration der Reagenztrager durch den Hersteller
sind innerhalb einer MeRserie und von Tag zu Tag prak-
tisch identische Streuungen zu erwarten. Diese Eigen-
schaft des Analysensystems wurde in der Zwischenzeit
auch in mehreren Untersuchungen experimentell besta-
tigt (10—12). Moglicherweise flhrten kleinere Agglome-
rate im Kontrollblut, die bei Anwendung der Gblichen
absorptionsphotometrischen Methoden aufgeldst, bei
Reflotron® jedoch am Reagenztrager filtriert werden, zu
der erhdhten Tag-zu-Tag-Varianz.

in den Kontrollbluten wurden Abweichungen -zwi-
schen —4,5% und + 1,6% von den Sollwerten beobach-
tet. Ahnliche Ergebnisse wurden mit der Referenzme-
thode erhalten: — 3,5% (bei Kontrollblut 1), bis +1,2%
(bei Kontroliblut 2) Abweichung vom jeweiligen Soll-
wert.

Gezielte Untersuchungen zu den Verfahrensgrenzen wur-
den nicht durchgefiihrt, da aufgrund des Kalibrationsver-
fahrens ein MeBbereich von 5—20 g/dl Hdmoglobin zu
erwarten ist, was die Anforderungen in einem Blutspen-
dedienst weit lbersteigt.

Die Methodenvergleiche in kapilldren und vendsen Blut-
proben sind in Abb.2 dargestelit. Im vendsen Blut wurde
eine ausgezeichnete Ubereinstimmung (y = 0,00 +
1,00 x) mit der Referenzmethode und eine geringe Streu-
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Abb. 2: Vergleich von Reflotron® Hemoglobin mit der Referenzmethode in 214 Kapillarblut-Proben und 298 vendsen Blutproben (y =
: Winkelhalbierende; — - — - — : + 15%-Bereich

0.00 + 1,00 x).

ung der Wertepaare um die Winkelhalbierende erhalten.
Im Kapillarblut ist die Streuung um die Winkelhalbierende
aufgrund der kritischeren Probenahme etwas groRer. Alle
214 Wertepaare liegen aber im + 15%-Bereich. Aufgrund
der ungleichen Verteilung der MeRwerte (Haufung zwi-
schen 13 und 16 mg/dl) ist eine Berechnung der Regres-
sionsgeraden nicht sinnvoll. .

Abb.3 zeigt, da® Fehler bei der Probendosierung von
diesem trockenchemischen Analysensystem innerhalb
eines Bereiches von 26 — 34 pl toleriert werden.

Bei Hamatokritwerten zwischen 15 und 55% wurde keine
Beeinflussung der MeRwerte von Reflotron® Hemoglobin
beobachtet (Abb.4).

Die Handhabung des Reflotron® Systems ist dhnlich ein-
fach wie die der Kupfersulfat-Methode. Nach kurzer
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Abb: 3: EinfluB unterschiedlicher Probenvolumina auf die Wie-
derfindung von Hémoglobin bei Reflotron® Hemoglobin

Apb.4: Prozentuale Differenzen zwischen Reflotron® Hemoglo-
b{n und der Referenzmethode bei 45 Blutproben ( y) in Abhén-
gigkeit vom Hamatokrit (x)
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Einarbeitung kann somit eine quantitative Hamoglobin-
Bestimmung auch von analytisch ungeschultem Personal
bei den Blutspendeterminen auRerhalb der Zentrale zu-
verlassig durchgefiihrt werden. Dies ist insbesondere
deshalb maoglich, weil bei diesem Analysensystem eine
Vielzahl von Fehlerquellen der klassischen photometri-
schen Analyse entfallen:

Reflotron® Hemoglobin ist relativ robust gegen Pipettier-
fehler und Temperatureinflisse (4 15°C bis +32°C Um-
gebungstemperatur). Thermostatisierung, Inkubation,
Kalibration und Ergebnisberechnung werden von dem
Analysensystem selbstandig durchgefiihrt-und kontrol-
liert. Zur Kontrolle des optischen Systems von Reflotron®
sind Kontrollstreifen verfiigbar (Reflotron® Check), eine
Gesamtkontrolle des Systems ist mit Kontrollblut még-
lich.
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Im Vergleich zur Kupfersulfat-Methode liegen die Kosten
des Reagenztragers (DM 1,20/Reagenztrager in 1987)
hoher, die Analysenzeit betragt 2 min. Als Alternative zum
generellen Einsatz von Reflotron® Hemoglobin wird des-
halb in Anlehnung an Hyams (13) ein Vorgehen empfoh-
len, das die Vorteile beider Analysensysteme (Zuverlas-
sigkeit von Reflotron® Hemoglobin; Schnelligkeit und
niedrige Kosten der Kupfersulfat- Methode) miteinander
vereint:

Alle Blutproben werden mit einer Kupfersulfat-Losung
geprift, deren Dichte 13,5 g/dl Hadmoglobin entspricht.
Bei Werten unter 13,5 g/dl bzw. grenzwertigem Ergebnis
wird die Untersuchung mit Reflotron® Hemoglobin wie-
derholt. Dieses stufenweise Vorgehen ist kostengiinstig,
schnell und berticksichtigt die analytische Unschérfe der
Kupfersulfat-Methode. Der Einsatz des Reflotron® Sy-
stems im Blutspendedienst ist darliberhinaus auch vor
allem im Hinblick auf die GPT-Bestimmung zu empfeh-
len, mit der positive Erfahrungen im Blutspendedienst des
BRK vorliegen (14).
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