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Evaluation einer enzymatischen UV-Methode zur
Bestimmung der Creatinin-Konzentration im Serum
Evaluation of an enzymatic UV-Method for the Determination of Creatinine in Serum
0. Sonntag und G. Schumann

Zusammenfassung:
Es wurde eine enzymatische UV-Methode zur Bestimmung der Creatinin-Konzentration im Serum evaluiert.
Die UV-Methode zeigte eine gute bereinstimmung mit einer Jaffe-Methode (Adsorption von Creatinin an
Fullererde) und mit der Ektachem-Single-Slide-Methode. Im Konzentrationsbereich < 115 μΓποΙ/Ι war die

bereinstimmung mit den Vergleichsmethoden bei einzelnen Proben nicht zufriedenstellend. Die Ursache
hierf r konnte nicht gekl rt werden. Interferenzen mit erniedrigter Wiederfindung von Creatinin wurde durch
Pyruvat > 14 mmol/l, H moglobin > 2,0 g/l und Ammoniak > 1000 μΓηοΙ/Ι verursacht. Bilirubin-Konzentratio-
nen bis zu 800 μΓηοΙ/Ι st rten die UV-Methode nicht Tr be oder stark lip mische Seren k nnen am Cobas Bio
einen Absorbance-Fehler erzeugen.

Schl sselw rter:
Creatinin - UV-Methode - Ektachem-Single-Slide-Methode - Fullererde-Methode - Interferenz - Methoden-
vergleich

Summary:
An enzymatic UV-method for the determination ofcreatinine in serum was evaluated. The UV-method correla-
ted well with a Jaffe method (adsorption of creatinine on Fuller's earth) and with the Ektachem single-slide
method. Deviations between determination by the UV-method and the comparison methods were observed
in the Iower concentration r nge (< 115 μηηοΙ/Ι). A decreased recovery was obta'med by interferences ofpyru-
vate > 7,4 mmol/l, hemoglobin > 2,0 g/l and ammonia > 1000 μηιοΙ/Ι. Bilirubin up to 800 μηΊοΙ/Ι did not inter-
fere. Turbid or lipemic samples can induce an absorbance error on the Cobas Bio.

Keywords:
Creatinine - UV-method - Ektachem single-slide method - Fuller's earth method - interferences - method
comparison

Einleitung
In den vergangenen Jahren sind verschiedene enzymati-
sche Verfahren zur Bestimmung der Konzentration von
Creatinin im Serum und im Urin entwickelt und evaluiert
worden (1-10). Die Spezifit t und Sensitivit t der meisten
hierbei verwendeten Analysenverfahren sind nicht zufrie-
denstellend.
In der Methode von Tanganelli et al. (2) wird Creatinin-
Iminohydrolase f r eine initiale Creatininspaltung ver-
wendet, hierbei entsteht Ammoniak. Dieser dient als Sub-
strat in einer Indikatorreaktion nach dem Prinzip eines
Glutamat-Dehydrogenase katalysierten optischen UV-
Tests (11). Seit kurzer Zeit wird dieses Analysenverfahren
mit einer modifizierten Reagenzienkombination als Test-
Kit angeboten.
Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Eva-
luation dieser neuen UV-Methode. F r die Vergleichsmes-
sungen der Ceatinin-Konzentration im Serum wurden
eine Fullererde/Jaffe-Methode (12) und ein enzymati-
sches Verfahren mit tr gergebundenen Reagenzien (8, 9)
herangezogen. Die Spezifit t der UV-Methode zur Bestim-'
mung der Creatinin-Konzentration wurde mit Hilfe syste-
matischer Untersuchungen der potentiellen St reinfl sse
bzw. St rsubstanzen berpr ft.

Methoden und Material
Test-Methode:
Prinzip der UV-Methode:
Creatinin + H20Creatinin-|minohYdrolase^N-Methylhydantoin + NH/
NIV + 2-Oxoglut rat + NADH2^ NAD+ + L-Glutamat + H20
(GD = Glutamat-Dehydrogenase)

Reagenz: '
Creatiriin-Duo (Biomed, Oberschlei heim). Die Testzusam-
mensetzung ist in Tabelle 1 aufgelistet. Zus tzlich sind die
Konzentrationen von zwei hnlichen Testkombinationen
mit vergleichbarem Reaktionsprinzip aufgef hrt. Alle Ana-
lysen mit der UV-Methode wurden an einem Cobas Bio
(Hoffmann-La R che, Grenzach-Wyhlen) durchgef hrt.
Das entsprechende Parameter-Listing wurde in Tabelle 2
zusammengefa t.

Vergleichsmethoden:
1. Modifizierte Jaffe-Reaktion mit Enteiwei ung und Bin-
dung des Creatinins an Fullererde (im folgenden Text „Ful-
lererde-Methode'' genannt). Die Durchf hrung dieses
Tests, einschlie lich der photometrischen Messung an ei-
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Tab. 1: Vergleich der Zusammensetzung und Angaben der Kon-
zentration im Reaktionsgemisch der bisher beschriebenen UV-
Methoden (GD-Reaktion) zur Bestimmung der Creatinin-Konzen-
tration in Serum und Urin.

Substanz Tanganelli1 Carlo-Erba2 Biomed3

1982 1984 1990

Tris-Puffer, mmol/! 38,4* 44,6 41,0
pH-Wert 8,5 8,5 8,0
Creatinin-
Iminohydrolase, U/l > 890 > 710 > 14
2-Oxoglutarat, mmol/l 8 8 20,5
NADPH, mmol/l 0,18 0,18
NADH, mmol/l - - 0,23
ADP. mmol/l 0,45 0,45 1,0
Lactat-Dehydrogenase, U/l - - 1640
Glutamat-
Dehydrogenase, U/l >4500 >4500 >2100
Oxypolyethoxydodecan,
g/l 5,4 ? ?

1 *= Angabe nach Tanganelli et al. (3)
2 = Angabe nach Carlo Erba, Testkit nicht mehr erhältlich
3 = evaluierte Methode
(Hinweis: Ein direkter Konzentrationsvergleich ist nicht möglich, da teilweise keine An-
gaben über die Meßtemperatur der Enzyme gemacht wurde.)

Tab. 2: Parameter Listing für den Cobas Bio zur Bestimmung der
Creatinin-Konzentration im Serum mit einer UV-Methode.

Reaktionsrichtung
UNITS
CALCULATION FACTOR
STANDARD 1 CONC
STANDARD 2 CONC
STANDARD 3 CONC
LIMIT
TEMPERATURE (DEG. C)
TYPE OF 'ANALYSIS
WAVELENGTH (NM)
SAMPLE VOLUME (UL)
DILUENT VOLUME (UL)
REAGENT VOLUME (UL)
INCUBATION TIME (SEC)
START REAGENT VOLUME (UL)
TIME OF FIRST READING (SEC)
TIME INTERVAL (SEC)
NUMBER OF READINGS
BLANKING MODE
PRINTOUT MODE

(Abnahme)
UMOL/L

0
177
177
177

1200
25,0

3
340

50
40

240
180
05

10,0
20
10
1
1

nem Eppendorf Photometer M 1011 (Eppendorf Geräte-
bau, Hamburg), erfolgte manuell (12).
2. Enzymatische Creatinin-PAP-Methode mitträgergebun-
denen Reagenzien (8, 9), (Single-slide, Generationsnum-
mer 05). Die Durchführung dieses Tests erfolgte am Ekta-
chem 700 (Kodak, Stuttgart).

Kalibration:
Die Fullererde- und die UV-Methode wurden unter Verwen-
dung desselben wässrigen Standards mit einer Creatinin-
Konzentration von 177 / , die Ektachem-Methode mit
Hilfe von PAV-Daten (primary assigned values) kalibriert
(9). Diese Kalibrationsparameter wurden von Kodak aus
Creatinin-Konzentrationsbestimmungen auf der Basis ei-
nes HPLC-Verfahrens abgeleitet. Im Unterschied zu den al-
ternativ verfügbaren SAV-Daten (supplementary assigned
values), zeichnet sich die Kalibration auf der Basis von PAV-
Daten dadurch aus, daß übereinstimmende Messungen
der Creatinin-Konzentrationen mit spezifischen Analysen-
verfahren wie z. B. Fullererde- oder UV-Methode erzielt wer-
den können.

| Patientenproben:
Für den Methodenvergleich wurden überwiegend Seren
von intensiv-medizinisch behandelten Patienten ausge-
wählt. Proben dieser Patienten enthalten erfahrungsge-
mäß einen hohen Anteil an Störfaktoren, wie Bilirubin,
freies Hämoglobin, hohe Konzentrationen endogener Me-
tabolite sowie eine große Anzahl von Arzneimitteln und de-
ren Abbauprodukte. Es wurden insgesamt 165 Seren mit al-
len drei vorgenannten Methoden analysiert.

l Ermittlung der Präzision:
\ Für die Ermittlung der Präzision in der Serie (n = 20) wur-

den Analysen aus drei Patientenseren mit unterschiedlich
j hoher Creatinin-Konzentration durchgeführt. Für die Be-
] Stimmung der Präzision von Tag zu Tag (n = 10) wurden

zwei Kontrollseren verwendet (Tab. 3).

Überprüfung der Richtigkeit:
Vier Kontrollseren mit ausgewiesenen Referenzmethoden-
werten (13, 14) wurden begleitend zu den Analysen von Pa-

tientenproben eingesetzt, um die Richtigkeit der UV-Me-
thode zu überprüfen.

Linearität und obere Meßbereichsgrenze:
Die Linearität der Testmethode wurde unter Verwendung
von 2 Seren mit Creatinin-Konzentrationen von 60 , /
bzw. 2300 , / in 11 verschiedenen Mischungsverhält-
nissen (Volumenanteile: 0 + 10,1 + 9,2 + 8, etc.) geprüft.

Aufzeichnung der Reaktionskinetik:
Der zeitliche Verlauf der kinetischen Reaktion wurde von 0
bis 600 Sekunden überprüft. Hierzu wurden mehrere Pa-
tientenproben mit unterschiedlichen Creatinin-Konzentra-
tionen (90 /xmol/l, 160 / und 950 /^rnol/l), sowie der Ka-
librator und der Reagenzienleerwert untersucht. Die indivi-
duellen Reaktionsverläufe wurden durch jeweils 31 Meß-
punkte erfaßt und graphisch dargestellt.

Interferenzstudien:
Die möglichen Interferenzen durch Bilirubin, Hämolyse
und Trübung wurden in Vergleichen zur störunanfälligen
Fullererde- bzw. Ektachem-Methode überprüft. Hierzu wur-
den jeweils 10 Seren mit hohen Konzentrationen dieser
Störfaktoren analysiert. Der Einfluß der Hämolyse wurde

Tab. 3: Ergebnisse de'r Präzisionsstudie

Präzision in der Serie (n = 20)

Patienten-
probe \\

a
b
c .

(/xmol/l)

35
151
528

rs (%)

6,5
3,1
2,1

Präzision von Tag zu Tag (n = 10)

Kontrollserum ( / ) rs (%)

Kontrollogen L
Kontrollogen LP

129
280

3,9
3,5
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dar ber hinaus durch In-vitro-Zusatz von H molysat ber·
pr ft (15). Die jeweilige H moglobin-Konzentration wurde
in diesen Proben zus tzlich mit Hilfe eines Zweiwellenl n-
gen-Verfahrens (16) gemessen. M gliche St rungen der
UV-Methode durch Ammoniak (NH4 * ) und Pyruvat wurden
in Patientenproben nach In-vitro-Zusatz von Ammo-
niumchlorid bzw. Natriumpyruvat gepr ft. Die Konzentra-
tion von Ammoniak und Pyruvat wurde in den aufgestock-
ten Proben photometrisch gemessen (17,18). Die Auswer-
tung der gemessenen Creatinin-Konzentration in Abh n-
gigkeit von Ammoniak- bzw. Pyruvatkonzentration erfolgte
graphisch in lnterferogrammen (19), wenn die gemesse-
nen Creatinin-Konzentrationen in den aufgestockten Seren
gegen ber den nicht aufgestockten Proben tendenziell Ab-
weichungen um mehr als ±10% aufwiesen.

Statistische Auswertung:
Die statistischen Auswertungen der Methodenvergleiche
erfolgte unter Verwendung der standardisierten Haupt-
komponentenanalyse (20).

Ergebnisse
Pr zision, Richtigkeit, Linearit t und Me bereich:
Die Pr zision der enzymatischen UV-Methode war zufrie-
denstellend. Bei Creatinin-Konzentrationsbestimmungen
in der Serie am Cobas Bio wurde eine relative Standard-
abweichung von 6,5% im unteren (35 ptmol/l) bzw. von
2,1 % im oberen (528/zmol/l) Konzentrationsbereich erzielt.
Die Ermittlung der Pr zision von Tag zu Tag ergab relative
Standardabweichungen von 3,9% bzw. 3,5% f r zwei Kon-
trollseren mit Creatinin-Konzentrationen von 129 μ,ητιοΙ/Ι
bzw. 280 μηηοΙ/Ι (Tab. 3). Die Abweichung der gemessenen
Creatinin-Konzentration vom entsprechenden Referenzme-
thodenwert lag in vier verschiedenen Kontrollmaterialien
zwischen -6,7% und +2,8% (Tab. 4). Aus diesen Verglei-
chen wurde auf eine befriedigende Richtigkeit der Testme-
thode geschlossen. Die aufgezeichneten Reaktionskineti-
ken f r den enzymatischen Creatinin-Abbau verlaufen in
verschiedenen Testans tzen im Zeitintervall von 10 bis 210
Sekunden nach Reaktionsbeginn linear (Abb. 1). Innerhalb
der Me bereichsgrenzen von > 35 μ,πηοΐ/l bzw. < 1200
μ,ρηοΙ/Ι waren Creatinin-Konzentrationsbestimmungen mit
der UV-Methode linear und ausreichend reproduzierbar
(Abb. 2).

Methodenvergleiche:
Die statistischen Auswertungen der Creatinin-Vergleichs-
messungen in Patientenproben ergab eine gute berein-
stimmung zwischen UV-, Ektachem- und Fullererde-Me-
thode (Tab. 5, Abb. 3-6). Alle drei Methoden korrelierten

Tab. 4: Vergleich von Kontrollseren mit Referenzmethodenwert
(8, 9).

Kontrollserum Referenz- UV-Methode1 Abweichung
methodenwert

/xmol/l μπιοΙ/Ι %

A
B
C
D

123,5
137,9
293
301

127
138
291
281

2,8
. 0,0

-0,7
-6,7

1 = Mittelwert aus Doppelbestimmung
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Serum

Reagenz-
. leerwert
Standard

* Serum
(160 μπιοΙ/Ι)

Serum 950
. (ptmol/l)

Zeit (s)
Abb. 1: Darstellung der Reaktionskinetik der U V·Methode.

9 10 l!

Verd nnungssiufe
Abb. 2: Darstellung des linearen Me bereiches der UV-Methode.

sehr gut miteinander, vorausgesetzt, da die Me werte
ber den gesamten Me bereich ausgewertet wurden

(Abb. 3+5, Tab. 5; l-lll). Die Auswertung von Creatinin-Ver-
gleichsmessungen im unteren Me bereich (< 1Ί5μηηοΙ/Ι)
ergab keine zufriedenstellende Korrelation zwischen der
UV-Methode und den Vergleichsmethoden (Tab. 5; IV+VI
und Abb. 4+6).

Interferenzstudien:
Bei systematischen Untersuchungen auf Interferenzen er-
wies sich die UV-Testmethode anf llig gegen ber den po-
tentiellen St rsubstanzen bzw. St rfaktoren Pyruvat, Am-
moniak und Tr bungen. Pyruvat f hrte ab einer Konzentra-
tion von 1,4 mmol/l zu einer erniedrigten Wiederfindung
der Creatinin-Konzentration als Folge des erh hten Ver-

Tab. 5: Creatinin-Vergleichsmessungen im Serum mit der enzy-
matischen UV-Methode (UV), der Ektachem Methode (E-700)
und der Fullererde-Methode (FE).

vs = ax

Creatinin-Konzentration < 1000 μπιοΙ/Ι
(I) UV vs FE 165 y=1,06x - 8,1
(II) E-700 vs FE 165 y = 1,03x - 4,3
(III) UV vs E-700 165 y = 1,04x - 3,6

209,0 214,5 18,49 0,9918
209,0 209,8 11,58 0,9965
209,8 214,5 14,95 0,9947

Creatinin-Konzentration < 115 μΐηοΙ/Ι
(IV) UV vs FE 72 y = 1,19x-17,6 66,8 62,1 11,420,7458
(V) E-700 vs FE 72 y = 1,06x- 4,9 66,8 65,8 5,560,9233
(VI) UV vs E-700 72 y = 1,13x - 12,1, 65,8 62,1 9,680,8175

* Standardisierte Hauptkomponentenanalyse
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i Abb. 3: Vergleich von 165 Patientenseren (gesamter Me be-
| reich), x-Achse: Fullererde-Methode, y-Achse: UV-Methode. Die
l statistischen Daten sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
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Abb. 4: Vergleich von 72 Patientenseren (< 115μηηοΙ/Ι), x-Achse:
Fullererde-Methode, y-Achse: UV-Methode. Die statistischen Da-
ten sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
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Abb. 5: Vergleich von 165~Patientenseren (gesamter Me be-
reich), x-Achse: Ektachem-Single-Slide-Methode, y-Achse: UV-
Methode. Die statistischen Daten sind in Tabelle 5 zusammenge-
stellt.
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Abb. 6: Vergleich von 72 Patientenseren (< 115 μΓηοΙ/Ι), x-Achse:
Ektachem-Single-Slide-Methode, y-Achse: UV-Methode. Die sta-
tistischen Daten sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

brauchs von Coenzym (Abb. 7). Aus demselben Grund trat
eine erniedrigte Wiederfindung bei Proben mit einer Am-
moniak-Konzentration > 1000 μ mol/l auf (Abb. 8). Die Inter-
ferenzen durch Pyruvat bzw. Ammoniak lie en sich da-
durch einschr nken oder beseitigen, da die Proben vor-
verd nnt wurden, Tr be oder lip mische Proben mitTrigly-
cerid-Konzentrationen > 2,5 mmol/l erzeugten am Cobas
Βίο einen Absorbance-Fehler, d. h. die Anfangsabsorbance
war zu hoch. Solche Proben m ssen vor der Messung ver-
d nnt oder mit einem Kl rungsmittel vorbehandelt wer-
den. Bilirubin bis zu einer Konzentration von 800 /xmol/l
und H molyse bis zu einer H moglobin-Konzentration von
2 g/l verursachten keine St rung der UV-Methode. Bei H -
moglobin-Konzentrationen > 2 g/l nahm die Wiederfin-
dung von Creatinin ab (Abb. 9).

Pyruvat (mmol/l) . .
Abb. 7: Einflu von Pyruvat auf die neue UV-Methode.
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Ammoniak (^mol/l)
Abb. 8: Einfluß von Ammoniak auf die neue UV-Methode.

0.0 .5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.3

Hämoglobin (g/l)
Abb. 9: Einfluß von Hämolyse-auf die neue UV-Methode. Serum
von Patienten mit a) niedriger und b) hoher Creatininkonzentra-
tion.

Diskussion
Die enzymatische UV-Methode zur Bestimmung der Creati-
nin-Konzentration im Serum ist ein zufriedenstellendes
Analysenverfahren mit vergleichbarerSpezifitätwie Fuller-
erde- und Ektachem-Methode. Die neue UV-Methode un-
terliegt nicht den bekannten Interferenzen der PAP-Me-
thode (4, 5, 21). Selbst extrem erhöhte Bilirubin-Konzentra-
tionen bis zu 800 / verursachten keine Störung. Nur in
Proben mit sehr hoher Konzentration von Ammoniak, Pyru-
vat bzw. in stark hämolytischen Proben (Hämoglobin-Kon-
zentration > 2 g/l) wurde ein relevante Erniedrigung der ge-
messenen Creatinin-Konzentration beobachtet. Trübe Se-
ren können photometrische Probleme verursachen, da im
Test ein relativ hohes Probenvolumen eingesetzt wird. In
diesen Fällen muß das Serum vor der Analyse verdünnt
bzw. die Trübung durch Vorbehandlung mit Klärungsmittel
beseitigt werden.
l m Testansatz entsprach dem enzymatischen Creatinin-Ab-
bau in einer Probe mit einer Creatinin-Konzentration von
50 , / einer Extinktionsdifferenz von nur ca. 6 Milli-Ex-
tinktionseinheiten pro Minute. Eine hochwertige Photome-
tereinheit war erforderlich, um eine angemessene Präzi-
sion bei Creatinin-Konzentrationsbestimmungen im unte-
ren Meßbereich zu erzielen. Diese Voraussetzungen waren
mit der Adaptierung der UV-Methode auf das Cobas Bio
Analysensystem erfüllt. Andere Evaluatoren hatten bei Ver-
wendung eines anderen Analysensystems unbefriedi-
gende Resultate mit der UV-Methode erzielt (22).
Bei Vergleichen der Creatinin-Konzentration < 115
in Patienten probe n korrelierte die UV-Methode unzurei-
chend mit der Fullererde- bzw. Ektachem-Methode, jedoch
stimmten die Mittelwerte aller drei Methoden gut überein.
Die Ursachen für die vergleichsweise große Streuung (sy.x)
der Meßergebnisse der UV-Methode konnten im Rahmen
der vorliegenden Studie nicht eindeutig ermittelt werden.
Die zufriedenstellende Präzision der UV-Methode im nied-
rigen Konzentrationsbereich widersprach der beobachte-
ten Streuung in den Methodenvergleichen. Alle untersuch-
ten Interferenzen verursachten eine Erniedrigung der Crea-
tinin-Konzentration im Vergleich zu Fullererde- und Ekta-
chem-Methode. Sie waren deshalb nicht allein als Gründe
für die beobachtete Streuung verantwortlich zu machen. Es
ließ sich nicht ausschließen, daß in einzelnen Patientenpro-
ben als Folge unspezifischer kinetischer Reaktionen falsch
hohe Creatinin-Konzentrationen gemessen wurden. Sol-

che Störungen wurden bereits früher bei der Bestimmung
der Glutamat-Dehydrogenase-Aktivität im Serum beob-
achtet (23, 24). Die Creatinin-Konzentrations- und die GD-
Enyzmaktivitäts-Bestimmung beruhen auf derselben Indi-
katorreaktion.

Schlußfolgerung
Die enzymatische UV-Methode ist für die spezifische Be-
stimmung von Creatinin gut geeignet. Voraussetzung für
eine befriedigende Präzision ist eine Adaptierung der Me-
thode an ein Analysensystem mit einem hochwertigen
Photometer. Bei Proben mit einer niedrigen Creatinin-Kon-
zentration sind in einzelnen Fällen falsch erhöhte Meßer-
gebnissen nicht auszuschließen. Die Creatinin-Clearance
und eine Beurteilung ihres Verlaufs sind vorsichtig zu inter-
pretieren, wenn niedrige Creatinin-Konzentrationen in die
Berechnungen einfließen.

Hinweis
Nach Fertigstellung der Evaluation wird jetzt von der Firma
Biomed eine sogenannte Endpunkt-Version für 2-Punkt-
Messungen mit verbesserter Präzision angeboten. Erfah-
rungen mit dieser Test-Kombination liegen uns nicht vor.
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