Der economic Glucoseanalyser — Evaluationsergebnisse

The economic glucose analyzer — results of evaluation
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Einleitung

Ziel aller Automatenentwicklungen fiir das klinisch-che-
mische Laboratorium ist eine Verringerung der Proben-
volumina und Analysenkosten bei Steigerung von Ana-
lysenfrequenz und Analysenqualitét. Die Realisierung die-
ses Ziels trifft insbesondere fiir die Blutzuckerbestimmung
zu, denn dieserAnalyt wird hiufig mit niedrigem Proben-
volumen (Kapillarblut) bestimmt. Eigentiimlicherweise
gibt es nur wenige Systeme auf dem Markt zur Analyse
des Blutzuckerspiegels aus Kapillarblut.

Der nachfolgende Beitrag stellt die Leistungsdaten ei-
nes vollmechanisierten Glucoseanalysators vor, der die
Erfahrungen der Bio-Sensorik mit den technischen Mog-
lichkeiten der Elektronik vereinigt. Die Bestimmung der
Glucosekonzentration im Hamolysat erfolgt in einer Durch-
fluB3zelle mit Hilfe membrangebundener Glucoseoxidase.
Das bei der Reaktion entstehende Wasserstoffperoxid wird
amperometrisch erfat und dient als MaB fiir die Glucose-
konzentration. Zum Vergleich wurde das bestehende Ana-
lysensystem ACP 5040 mit der Hexokinasemethode ver-
wendet. Auflerdem wurden Richtigkeitskontrollproben,
deren Zielwerte durch die Referenzmethode bestimmt
worden waren, zur Uberpriifung des Systems eingesetzt.

Methoden
Geriite

Das Funktionsprinzip des economic' beruht auf einem
Enzymsensor, der aus einer mit einer diinnen Membran
bespannten Elektrode besteht, die gebundene Glucoseoxid-
ase (GOD) enthilt. Die Enzymmolekiile sind in Polyurethan
eingeschlossen. Das immobilisierte Enzym kann aus der
Membran nicht herausgewaschen werden, und nur nieder-
molekulare Verbindungen wie Glucose, Wasserstoffperoxid
und Sauerstoff konnen aus der Probelésung durch die
enzymbhaltige Membran diffundieren. Das Enzym GOD
katalysiert die Umwandlung von B-D-Glucose in
D-Gluconolacton und Wasserstoffperoxid. Das entstehen-
de Wasserstoffperoxid wird an der Elektrode gespalten und
gibt zwei Elektronen pro Molekiil ab. Es fliefit ein Strom,
welcher der H,0,-Konzentration proportional ist.
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Vor der Glucosebestimmung in Patientenproben wird
die Enzymelektrode zunichst mit einer Losung bekann-
ter Glucosekonzentration kalibriert.

Nach der Messung wird dic Enzymmembran mit neu-
traler, salzhaltiger Pufferlosung gesplilt. Dadurch wischt
man alle vorher eindiffundierten Substanzen und auch
Produkte der GOD-Reaktion aus. Der Sensor ist damit
regeneriert und erneut mefibereit.

Am ACP 5040 wurde das Prinzip der enzymatischen
Messung von Glucose in einer gekoppelten Reaktion mit
Hexokinase und Glucose-6-phosphat-dchydrogenase an-
gewendet. Nach diesem Verfahren wird die Glucose in
Anwesenheit von Hexokinase mit ATP zu Glucose-6-
phosphat (G-6-P) phosphoryliert. G-6-P reagiert mit NA-
DP unter Bildung von 6-Phosphogluconat und NADPH,
die Reaktion wird durch die G-6-P-Dehydrogenase
katalysiert. MeBgrofic ist NADPH, die NADPH-Zunah-
me wird spektrophotometrisch bei 334 nm verfolgt. Die
ermittelte Zunahme der Absorbanz ist proportional der
Glucosekonzentration im Testansatz. Die Methode ist bei
Abwesenheit von G-6-P spezifisch fiir D-Glucose. Vor
der Messung wird das Geridt mittels eines Glucose-
standards iiberpriift.

Untersuchte Personen

Fiir die Vergleichsmessungen wurden 368 Patienten-
proben aus derAmbulanz und von den Stationen des Dia-
betes-Forschungsinstituts eingesetzt. Die Proben wurden
mittels 20 ul-Kapillarrohrchen aus der Fingerbeere abge-
nommen, in 1,0 ml Hamolyselosung gegeben und die
Analyse im Hamolysat vorgenommen. Zur Herstellung
des Hamolysats wurde das Kapillarblut mit Hamolyse-
reagenz der Fa. Care, bestehend aus einem Dextran-Phos-
phat-Puffer mit Fluorid-Ionen als Glykolysehemmer, ver-
setzt. Das Mischungsverhiltnis betrug 50+1. Die Analy-
sen wurden mit beiden Analysengeriten innerhalb von
2 h vorgenommen.

Prazision und Richtigkeit

Fiir die Ermittlung von Prizision und Richtigkeit wur-
den Kontrollproben (Precinorm U und Precipath P; Fa.
Boehringer Mannheim) in zwei Konzentrationsbereichen
eingesetzt. Fiir die Ermittlung der Prizision im hohen
Konzentrationsbereich wurde die Kontrollprobe mit ei-
ner wiflrigen Glucosestammlsung aufgestockt, wihrend
sie fiir den niedrigen Konzentrationsbereich entsprechend
verdiinnt wurde.

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurden Ringver-
suchsproben eingesetzt und die Unrichtigkeit anhand der
Abweichung von den Referenzmethodenwerten erfafit.
Zur Bestimmung der Prizision in der Serie wurden 40
Wiederholungsmessungen bei beiden Konzentrationen
vorgenommen. Die Ermittlung der Prizision zwischen den
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Serien erfolgte durch 55 Messungen an 14 Untersuch-
ungstagen in einem Zeitraum von 28 Tagen. Fiir die stati-
stische Auswertung der Ergebnisse des Geratevergleichs
wurde das Verfahren der linearen Regressionsrechnung
eingesetzt,

Ergebnisse

ggz%leichsmessungen von economic und ACP

Die Vergleichsmessungen von 368 Patientenproben wur-
den mit den zwei Analysesystemen mit voneinander un-
terschiedlichen Mefimethoden durchgefiihrt. Neben der
Auswertung der Gesamtdaten wurden die Werte im
hypoglykdmischen und unteren Referenzbereich separat
ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 und in den
Abbildung 1und 2 dargestellt. Der Vergleich der Analy-
senwerte ergab eine gute Korrelation iiber den gesamten
Mefbereich (r= 0,99 bzw. 0,97).

Tabelle 1. Methodenvergleich economic gegen ACP 5040. Be-
rechnung der linearen Regression.

gesamter MeBbereich unterer MeBbereich

Steigung 1,013 1,014
Achsenabschnitt (mg/dl) 9,641 2,191
Korrelationskoeffizient 0,992 0,973
Anzahl der Proben 368 41
Glucose (mg/dl)

0 0 » 0 =
ACP

Abb. 1. Vergleichsmessungen economic gegen ACP
5040. r = 0,99.
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Abb. 2. Vergleichsmessungen economic gegen ACP 5040
im hypoglykémischen bzw. unteren Referenzbereich. r=0,97.

Prazision in der Serie

Die Prizisionsmessungen (n = 82) wurden an je 41 Pro-
ben bei den Konzentrationen von 717 mg/dl und 34 mg/
dl vorgenommen. Tabelle 2 fait die Daten zur Prézision
in der Serie zusammen. Es wurden Variationskoeffizienten
von 0,70 % bis 1,51 % gefunden.

Tabelle 2. Glucosebestimmung mit dem economic-System. Pré-
zision in der Serie und Prézision zwischen den Serien

Parameter Prazision in der Prézision zwiéchen den
Serie Serien

n 41 41 55

X (mg/dl) 77 34 127

s (mg/dl) 4,99 0,51 3,75

Vk (%) 0,70 1,51 2,95

Prazision von Tag zu Tag

Die Daten zur Prizision zwischen den Serien sind eben-
falls in Tabelle 2 dargestellt. Die iiber eine Zeitspanne
von 28 Tagen beobachtete Unprézision zeigt einen Varia-
tionskoeffizienten von 2,95 %.

Richtigkeit

Die Bestimmung der Richtigkeit wurde an Ringversuchs-
proben in zwei Konzentrationsbereichen ermittelt und als
Abweichung des Mittelwertes vom Referenzmethoden-
wert ausgedriickt . Die Daten sind inTabelle 3 zusammen-
gefaBt. Durch diese Untersuchung wurden keine grofe-
ren Unrichtigkeiten aufgezeigt.

Tabelle 3. Ermittlung der Richtigkeit mit Kontrollproben.

Probe 1 Probe 2
Mittelwert (mg/dl) 118,3 246,9
Referenzmethodenwert (mg/dl) 114 247
Abweichung (%) - 3,8 0,04
Linearitat

Zur Bestimmung des Linearititsbereichs wurde eine na-
tive Probe mit einer Glucoselosung entsprechend dem
Standard-Additions-Verfahren hergestellt und analysiert.
Die hochste Testkonzentration von 800 mg/dl und die
niedrigste von 12,5 mg/dl lagen noch im Linearitits-
bereich. Die graphische Auswertung ist in Abbildung 3
dargestellt.
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Abb. 3. Linearititspriifung der Glucosebestimmung. Vergli-
chen wurden die emechneten und die gemessenen Werte.

Carry-over Effekt

Die Analyse von Proben mit hoher Konzentration kann
mit der von Proben mit niedriger Konzentration interfer-
ieren bzw. umgekehrt. In Anlehnung an Broughten [1]
wurde dieser Effekt quantifiziert, indem 2 aufeinander
folgende Proben mit hoher Konzentration gefolgt von
2 aufeinander folgenden Proben mit niedriger Konzen-
tration analysiert wurde. Der carry-over wurde nach fol-
gender Formel berechnet:

K=l (n=19)
= n=
hz—lz ’

Abkiirzungen: 1, = Probe 1 niedriger Konzentration
1, = Probe 2 niedriger Konzentration
h, = Probe 2 hoher Konzentration
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Aus 19 Sequenzen wurde der Mittelwert fiir K bestimmt
und als Interaktion in % (I % = K*100) ausgedriickt. Der
carry-over-Effekt unserer Untersuchungen betrug dem-
nach 0,1 %. Die Daten sind in Tabelle 4 zusammenge-
faBt. Es ergab sich somit kein praktisch rclevanter
VerschleppungsefTekt.

Tabelle 4. Carry-over Effekt

Glucose
Hohe Konzentration (mg/dl) 749
Niedrige Konzentration (mg/dl) 31
Carry-over-Ratio (%) 0,1

Kosten

Ein nicht zu unterschétzender Aspekt bei der Konzeption
des economic liegt in der Wirtschaftlichkeit. Neben dem
giinstigen Anschaffungspreis wurde das Gerét so entwik-
kelt, da der Verbrauch der zur Messung notwendigen
Hilfsstoffe, wie Pufferlosung, Standardlésung, Membran
und Reinigungsstabe, niedrig ist, wodurch der Betriebs-
kostenanteil minimal wird. Es wird zwar empfohlen die
Verbrauchsmaterialien direkt vom Vertreiber zu beziehen,
grundsitzlich jedoch ist der economic ein offenes System.

Arbeitsaufwand

Die Bedienung des economic ist komfortabel und sehr
einfach. Die Bedienung, Messung und Uberwachung im
Gerit wird durch einen Mikroprozessor gesteuert. Alle
Signale der eingesetzten Sensoren werden im Mikropro-
zessor verarbeitet, Fehlermeldungen und Informationen,
wie z. B. das notwendige Ersetzen von Verbrauchs-
materialien, werden dem Anwender durch Klartextan-
gaben in Deutsch angezeigt. Die Wartung ist auf ein Mi-
nimum reduziert. Das Auswechseln der Membran ist sehr
einfach und erfolgt nach friihestens 4 Wochen.
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Diskussion

Das Gerit economic erstellt zuverlissige und prazise
Analysenergebnisse und entspricht in seiner Leistungs-
féhigkeit langjahrig am Markt eingefiihrten Systemen. Die
von uns erhobenen Daten zur Prizision und Richtigkeit
sind unter Beriicksichtigung der verbindlichen Vorgaben
im Sinne der Anlage 1 der Richtlinien der Bundesirzte-
kammer als gut zu bewerten. Die Messungen anhand von
Ringversuchsproben von INSTAND ergaben fiir die Pra-
zision einen VK von 0,7 % und fiir die Richtigkeit eine
mittlere Abweichung vom Referenzmethodenwert von
3,8 % bzw. 0,04 % (s.Tabelle 3). die Vergleichsmessungen
zum ACP 5040 ergaben eine gute Vergleichbarkeit der
Methoden (Korrelationskoeffizient = 0,99).

Der Mefibereich des economic erstreckt sich iiber ei-
nen so weiten Bereich, dafl alle uns zur Verfiigung ste-
henden Blutproben von Diabetikern bedenkenlos gemes-
sen werden konnten. Weiterhin zeichnet sich der economic
durch eine extrem niedrige Verschleppung aus. Selbst bei
unmittelbarer Aufeinanderfolge von Proben mit hoher
Konzentration und niedriger Konzentration muf nicht mit
Verfalschungen des nachfolgenden Mefergebnisses ge-
rechnet werden.

Das economic-System ist ein kompaktes Gerit mit
wenig Platzbedarf im Labor. Die Bedienung ist komfor-
tabel und sehr einfach. Eilproben lassen sich jederzeit
messen. Das Gerit kehrt nach jeder Eilprobe direkt zur
Routine zuriick. Die Probengefalie werden bei geschlos-
senem Deckel abgearbeitet. Die Reagenzienbeschickung
ist unproblematisch.

Durch Produktion zuverlassiger, verschleppungsfreier,
reproduzierbarer Ergebnisse bei schneller Ergebniser-
stellung, niedrige Kosten und Wartungsfreundlichkeit rea-
lisiert der economic die an eine Routine-Methode gestell-
ten Anforderungen fiir eine moderne Diabetes-Therapie-
sprechstunde und die Erfordernisse des Klinikalltags.
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