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Es werden 6 Methoden zur Harnsdurcbestimmung miteinander verglichen: die auf der Reduktion von Phosphorwolframsiure basierenden
Tests AccUric Macto bzw. Micro und dic Phosphorwolframat-Methode nach Uranylacetat-EnteiweiBung, sowic dic enzymatische Be-
stimmung durch dic direkte Messung des O,-Verbrauchs, der UV-Test mit Uricase und die colorimetrische Uricase-Katalase-Methode.
Hinsichtlich der Qualitit der crzielten Ergebnissc bestchen zum Teil groic Unterschiede. Der bisher als Standard-Referenz-Mcthode
dienende sehr zuvetlissige Utricase-UV-Test wird von der Uricase-Katalase-Methode hinsichtlich der besseren Reproduzierbarkeit und
groBeren Stabilitit noch tibertroffen.

Comparative studies on reductometric and eng ymic methods for the determination of uric acid

Six methods for the determination of uric acid were compared: the macro and micro AccUric tests based on the reduction of phospho-
tungstic acid; the phosphotungstic method after deproteinization with uranyl acetate, the enzymic determination by direct measurement
of O, consumption; the UV-test with uricase; and the colorimetric uricase-catalase method. There were some latge differences in the
quality of the results. With respect to reproducibility and stability, the very reliable uricase UV-test, which has hitherto been used as a

standard refcrence, was surpassed by the uricase-catalase method.

Klinische Notwendigkeit bei der anscheinend stetig
wachsenden Zahl von Gichtkranken sowic unterschied-
liche Bewertung von Ergebnissen verschiedener Be-
stimmungen der Harnsiure im Serum haben uns be-
wogen, die zur Zeit gebriuchlichsten Methoden mit-
einander zu vergleichen. AnlaB waren stark diver-
gierende Darstellungen von Untersuchern und Her-
stellern liber die Giite ihrer Methode. Die verschiedenen
Auffassungen dokumentieren sich im Ringversuch der
Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie vom
19. 2. 1973, in welchem u. a. auch der Parameter Harn-
siure von 99 Laboratorien untersucht wurde. Abgesehen
von Analysen enzymatischer Bestandteile steht die Harn-
siurebestimmung bei einer Prizision von Laboratorium
zu Laboratorium mit Variationskoeffizienten fiir die
Phosphorwolframat-Methode von 9,8, 'einem solchen
fir die Uricase-Spaltung (pH 9,5) von 8,0 und einem
Variationskoeffizienten fiir alle ibrigen Methoden von
9,9 an der unteren Skala der brauchbaren und von
Laboratorium zu Laboratorium vergleichbaren Analysen.
27%, aller Untersucher hatten Ergebnisse, die mehr als
das 3fache der Standard-Abweichung vom Sollwert ab-
weichen. Uber dhnlich schlechte Ergebnisse berichten
Kaiser et al. (1), die 1970 anliBlich einer interlaboriti-
ren Qualititskontrolle in Osterreich hinsichtlich der
Harnsdure gefunden wurden: 12 von 25 Labotatorien
lagen auflerhalb des 4 109,-Bereiches des Sollwertes.

Im wesentlichen stehen uns zwei verschiedene Methoden
zur Bestimmung der Harnsdure zur Verfiigung:

1. die Phosphorwolframsiure-Methode, die Forin und
Denis (2) aus der Phosphormolybdinsiure-Methode
von OFFER (3) entwickelten; diese Methode liegt den
Modifikationen von HeiLmeyer und Kress (4) sowie
Carorr et al. (5) zugrunde.
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2. enzymatische Methoden mit Uricase, die auf etste
Berichte von KarckarR und ScHAFRAN (6) zuriick-
fithren. Die bisher gebriuchlichsten Techniken beruhen
auf Arbeitsvorschriften von PrAETORIUS und POULSEN
(7) im Modifikationsvorschlag von MAHLER (8, 9) nach
KorrtM und KrinG (10) (Beimischung von Glycerin
zum Blindwert) oder Da Fonseca-WorrueEiM (11)
(niedrigere Enzymkonzentration). Eine Weiterentwick-
lung des UV-Testes als Farbtest gelang Kagerama (12),
iiber welche erste Erfahrungen bereits vertffentlicht
wurden (13, 14). Der Beckman-Analyzer mif3t die O,-
Umsetzungsgeschwindigkeit bei der unter Uricase-
einflul ablaufenden Reaktion von Harnsiure zu Allan-
toin (15).

Methoden

Eine {ibersichtliche Zusammenfassung ist in Tabelle 1 gegeben.

Reduktionsmethoden

Die Reduktion von Phosphorwolframsiure im alkalischen Medium
durch Harnsiiure (FoLiN und Denis (2)) ist Grundlage aller reduk-
tometrischen Harnsdurebestimmungen. Die Extinktion des ent-
sprechenden blauen Farbstoffs ist der Harnsiurekonzentration
propottional und kann im Bereich 560 bis 720 nm gemessen wert-
den. Hicrauf baut auf die Phosphorwolframat-Methode

a) nach HEILMEYER und Kress (4) sowie
b) der Testsatz AccUrict) (CaroLL (5)).

Eine EnteiweiBung des Serums ist in beiden Fillen notwendig. Sie
geschicht bei der ersten Methode durch Uranylacetat, bei AccUric
dutrch Phosphorwolframsiure, womit der nichste Schritt, die Oxi-
dation der Harnsdure, gleich miteinbezogen wird. Fiir die Be-
stimmung nach HeimeverR und Krenss (4) ist eine Filtration dcs
Ansatzes votgeschtieben, bei AccUric wird das ausgefillte Eiweil3
abzentrifugicrt. AbschlieBend wird der Ansatz durch Zugabe von

1) Testpackung der Fa. Gédecke, Freiburg.
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Tab. 1
Durchfiihrungskriterien der 6 verschiedenen, getesteten Harnsdure-Methoden (vgl. auch ,»Arbeitsvorschriften*) *RT = Raumtemperatur
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A Phosphorwolframsdure 2 20 - 578 10 30 RT ] + 0,2 4 ] Na,C0O, + @ 2
HEILMEYER
B AccUric Macro 0,2 40 560 15 30 RT + z 2 z ] Na,CO, + + N
CAROLL —720
C AccUric Micro 0,05 40 560 15 30 RT z 0,5 2 z Na,CO, + + 2z
Godecke —120
CAROLL )
D O,-Verbrauch 0,05 1 ] ] ] 34 @ 2 z 1 2 pH 2 z 4 -
Beckman +1 mg/ml
E Uricase-UV-Test 0,2 30 293 10 10 25 2 z 2 2 + Borat z + z
KoRTUM 297 mg/ml pH 9,.5 .
F Urica-quant 0,5 45 405 30 120 37 z ] z 5 + Ammonium- 2 z +
KAGEYAMA U/ml phosphat
pHT7

Na,CO, alkalisiert. Die Reduktion der Phosphorwolframsiure
ist unspezifisch und kann auch von anderen reduzierenden Sub-
stanzen, wie z. B. Ascorbinsiure, beeinfluit werden.

()

Enzymatische Reaktion

Auf einer spezifischen enzymatischen Reaktion beruht die Spaltung
der Harnsiure durch Uricase (Urate: Oxygen oxidoreductase, EC
1.7.3.3) in Allantoin und Wasserstoffperoxid (PrRaETORIUS und
Poursex (7)):
Uricase
Harnsiure + H,O + O, ————— Allantoin 4+ CO, + H,0,

Im fiir Harnsdure spezifischen Bereich von 293 nm kann die Ab-
nahme der Harnsiurekonzentration direkt gemessen werden.
Dieser UV-Test?) wutrde zuletzt durch

2) Korttam und Krixg (10) dadurch verbessert, daf3 der ,,Glycerin-
fehler durch Zusatz einer der Uricaseldsung entsprechenden
Glycerinmenge zur Blindlésung vermieden wurde.

b) von KaGevama (12) wurde dieser Test 1972 zu einem colorime-
trischen Test weiterentwickelt: das durch Harnsiurespaltung
mittels Uricase entstehende Wasserstoffperoxid oxidiert mit Hilfe
von Katalase Methanol zu Formaldehyd, welches wiederum bei
Vorhandensein von Ammonium-Ionen mit Acetylaceton eine gelb-
gefdrbte Verbindung bildet. Die Extinktion zwischen 400 und
420 nm ist der Harnsiurekonzentration proportional. Die Methode
liegt dem Testansatz Urica-quant®) zugrunde.

c) die Messung der Harnsiurekonzentration mit dem Beckman-
Analyzer Modell ERA 2001%) basiert auf der Messung des Sauer-
stoffverbrauchs wihrend der enzymatischen Oxidation in Gegen-
wart von Uricase mit Hilfe einer polarographischen Sauerstoff-
elektrode. Als MeBgréBe dient die Abnahmegeschwindigkeit der
Sauerstoffkonzentration wihtend der Katalyse, wobei der Gipfel-
wert bereits nach 10 Sekunden erreicht wird, lange vor dem
Endwert der enzymatischen Reaktion. Der Sauetstoffverbrauch,
welchem die Harnsdurekonzentration in der Probe proportional ist,
wird elektronisch umgetechnet und liefert den MeBwert in mg/
100 ml Harnsiure bezogen auf den Eichstandard. Probe und
Uricasereagenz miissen auf 34°C erwirmt werden.

Arbeitsvorschriften

.Diese entsprechen entweder der Originalliteratur (A), den Betricbs-
vorschriften der Geritehetsteller (D) oder den Reagenzien-Begleit-

2) Testpackung der Fa. Boehringer, Mannheim,

%) Testpackung der Fa. Boehringer, Mannheim. ¢

%) als Harnsiure-Bestimmungszusatz 652523 zum Glucose- Analyzexr
der Fa. Beckman, Miinchen.

zetteln (B, C, E und F). Auf Modifikationen wurde bewuBt ver-
zichtet.

A) Phosphorwolframat-Methode nach HEILMEYER und KREBS

1. 2 ml Serum + 2 ml 1,55 proz Uranylacetatldsung + 6 ml H,O
2. Gut durchschiitteln und Eiweil abfiltrieren.

3. 4 ml des klaren Filtrats + 0,2 ml Phosphorwolframsiurereagenz
(FoLm-DEenis) (100 g/l Natriumwolframat, 80 ml/l o-Phosphor-
siure) + 1,8 ml 22 proz Sodaldsung.

4. Frithestens nach 8, spitesten. nach 20 min mit Filter 578 nm
gegen dest. Wasser bei Schichtdicke 2 cm photometrieren. Berech-
nung nach Eichkurve.

B + C) AccUric Macro (Micro)

Die Angabe fiir die Mi¢ro-Methode jeweils in Klammern:

1. Phosphorwolframsiure-Reagenz 2 ml (0,5 ml) + Serum 0,2 ml
(0,05 ml) gut mischen und 15 min bei Raumtemperatur stehen
lassen. '

2. Zentrifugieren bei 3000—5000 U/min fiir 3 min (ca. 15000
U/min fiir 2 min).

3. Macro: Uberstand sofort in ein Reagenzglas abgieBen (Micro:
0,2 ml des Uberstandes in ein Reagenzglas pipettieren).

4. Natriumcarbonatlésung 1 ml (0,1 ml) zufiigen, gut mischen und
15 min bei Raumtemperatur stehen lassen.

5. Extinktion bei einer Wellenlinge zwischen 560 und 720 nmi
gegen Wasser messen. Bereclinung: Faktor oder Eichkurve.

D) Beckman Analyzer

1. Inkubation von Reagenz und Serumproben bei 34 4 1°C.

2. Eichung des Gerites durch Einpipettierung von 50 ul Standatrd-
16sung in die MeBkammer.

3. 50 ul der Probe werden in MeBkammer pipettiert. Das Etgebms
kann direkt in mg/100 ml abgelesen werden.

E) Uricase-Methode (Modifikation KorTiM und KLING)

1. Auf den Boden von Reagenzglisern 0,2 ml Serum + 10,0 ml
Boratpuffer (100 mol/l; pH 9,5) pipettieren, mischen, verdiinnte
Probe 15 min bei 20—25°C stehen lassen.

2. Zum Leerwert 0,02 ml 50 proz Glycerin; zur Probe 0,02 ml Uri-
case (2 mg Uricase/ml 50 proz Glycerin) mischen, etwa 10 min bei
20 bis 25°C stehen lassen. 4

3. Messung in Quarzkiivetten 1 cm Schichtdicke bei 293 nm gegen
Leerwert. Berechnung: ¢ = 68,4 (Extinktion Probe + Extinktion
Leerwert) = mg/100 ml.
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F) Urica Quant
Auf den Boden von Reagenzglisern pipettieren:

Standard-
leerwert

Standard Proben- Probe

leerwert

Serum — — 0,50 ml —

Standard (6 mg/100 ml)

Harnsdure 0,50 ml _ —_ —

Harnsédure-Reagenz
(0,48 mol/l Ammo-
niumphosphat-
Puffer, pH =T7;

2,5 mol/l Methanol;
20 mmol/l Acetyl-
aceton; 670 U/ml
Katalase

5,00 mi — 5,00 mi —_

Inhalt der Reagenzgldser gut mischen

Uricase (5 U/ml

50 proz Glycerin) —_ 0,02 ml —_ 0,02 mi

Aus dem Reagenz-

glas des Standard-
leerwertes

abpipettieren —
Aus dem Reagenz-

glas des Proben-

leerwertes

abpipettieren —_ — _—

2,50 ml —_ —

2,50 ml

gut mischen, Leerwerte, Standard und Probe mindestens 60 min
bei 37°C inkubieten.

Extinktion der Probe gegen den Probenleerwert (Eprove) und
Extinktion des Standards gegen den Standardleerwert (Estandara)
bei 405 nm in 1 cm Glaskiivette messen.

EProbe
100 ml]].
Estandara (mg/100 ml]

Zur Umrechnung von mg/100 ml in gmol/l wird mit dem Faktor
59,48 multipliziert.

Betechnung: c =6

Versuchsanordnung

Als Testsubstanzen dienten uns

a) selbst eingewogene Eichlésungen. Aus einer 1190 #mol/l-Stamm-
l6sung [20mg Harnsiure (2,6,8-Trihydroxy-purin, C;IHN,O,
MG 168, 11, der Fa. Fluka) wurden in 100 ml Albuminlésung (50 g/1)
geldst] wurden Eichlosungen von 119, 238, 357, 476, 595, 714,
833, 952, 1071 und 1190 umol/l Harnsiure hergestellt.

b) kiufliche Kontrollseren:

1. Precilip (Boehringer, Mannheim) C-Nr. 102, Sollwert 286+42,9
pmol/l.

12001 1200
= Acc Uric-Macra = Acc Uric-Micro
S 1000f (Carott) 21000~ (Carott)
ES =
& 800 £ 800
c . [=
g, 600} 5, 600
3 100 2 100
[=4 =
2 200k = 200

2. Monitrol I (Merz & Dade, USA) C-Nr. LTD-112 A, B, Sollwert
286 + 13,1 umol/l.

3. Monitrol II (Merz & Dade, USA) C-Nr. PTD-27A, Sollwert
506 + 20,2 umol/l.

4. Enzatrol (Merz & Dade, USA) C-ET-237 A, B Sollwert
518 4 15,5 umol/l.

5. Seronorm (Nyegaard, Oslo) C-Nr. 118, Sollwert 339 +-47,0
umol/fl '

6. Versatol (Warner-Lambert, USA) C-Nr. 2501079, Sollwert
190 + 15,5 umol/l

Zur Ermittlung der Préigision in der Serie wurde mit jeder Methode
cine Zchnfach-Bestimmung einer jeden Eichkonzentration zwi-
schen 119 und 1190 umol/l durchgefiihrt.

Doppelbestimmungen ciner 357 umol/l-Eichlésung sowie aller
angegebenen Kontrollseren dienten an 10 verschiedenen Tagen zur
Feststellung det Prigision von Tag zu Tag.

Die Abweichungen der MeBwerte vom Sollwert wurden in Prozent

‘angegeben und ergaben cinen Anbalt fiir die Richtigkest der ein-

zelnen Methoden.

Zur statistischen Auswertung der MeBreihen wurden Mittelwerte
(%), Standardabweichung (2s) und Variationskoeffizient (VK)
errechnet. Eine Regressions-(y = ax + b) und Korrelations (r)-
Analysc wurde durchgefithrt, um die Ubereinstimmung der mit
den verschiedenen Methoden gefundenen Werte zu beurteilen.

Ergebnisse

Die Abbildungen 1—7 zeigen, in wieweit die mit den
einzelnen Methoden gefundenen Werte im Bereich 119
bis 1190 umol/l den Sollwerten entsprechen und bis zu
welcher Konzentration eine lineare Abhingigkeit be-
steht.

Die Reduktionsverfahren ergeben im unteren Bereich
allgemein hohere Werte (Abb.1—3) als die enzyma-
tischen (Abb. 4—6). Linearitit iiber den ganzen Bereich

zeigen nur die Methode nach KortiiM und die KAGE-

YAMA-Methode. AccUric-Macro verliuft bis etwa 900

pumol/l linear (Abb. 1), die Micro-Methode ergibt unter

350 umol/l zu hohe, oberhalb davon zu niedrige Werte. .
Die Phosphorwolframat-Methode nach HEILMEYER zeigt

bis zu 830 wmol/l Linearitit; die Beckman-Methode bis

etwa 700 umol/l. Fiir den praktisch wichtigen Bereich

zwischen 250 und 700 umol/l wurden bei den redu-

zierenden Methoden im Schnitt 4—59%, Abweichung

vom Sollwert gefunden (Abb. 7). Die besten Ergebnisse

zeigte sowohl hier als auch in der Prizision (Abb. 8) die

A
1200~
< Phosphorwolframat
o 21000 (HeILMEVER)

2 4

’ § 800
° S

2, 600—

3 400 R

g 200

1 ]

| | ] ] ] |
0 200 400 600 800 1000 1200 0
Harnsdure, Sollwert [ixmol /4]

L ] | ] ] l
200 400 600 800 1000 1200 0
Harnsdure, Sollwert [wmol/1]

| | | |
200 400 600 800 1000 1200
Harnsture, Sollwert [fumol /1]

Abb. 1—3

Vergleich der Sollwerte von 10 verschiedenen, eingewogenen Harnsiure-Konzentrationen zwischen 119 und 1190 w#mol/l in Albuminlésung (50 g/1)
mit den Mittelwerten der gefundenen Werte aus 10-fach-Bestimmungen in der Serie
Phosphorwolframat-Methoden (AccUric-Macro und AccUric-Micro mit gleichzeitiger Phosphorwolframat-EnteiweiBung, Methode nach HEIL-
MEYER mit Uranylacetat-Enteiweilung)
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i 10 verschiedenen, eingewogenen Harnsiure-Konzentrationen zwischen 119 und 1190 umol/l in Albuminldsung (50 g/I)
Vergleich der Sollwerte von ‘r,nit den Mittelwertgen dgr gefundenen Werte aus 10-fach-Bestimmungen in der Serie X )
Uricase-Methoden (Sauerstoffmessung bei der Uricasespaltung mit einem O,-Sensor, Extinktionsabnahme bei 293 nm, Uricase-Katalase-Farb-

reaktion)
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) 1 ] 3 I 5 6 7" Regressionsgeraden 6 verschiedener Harnsaure-Methoden im Vergleich zur kolori-.
. . o metrischen Harnsdure-Bestimmung nach KAGEYAMA. Zugrundeliegende Werte
Variationskoeffizient [%] wurden als Mittelwerte aus Doppel-Bestimmungen von Tag zu Tag an 6 verschiede-
Abb. 8 . nen Testseren unterschiedlicher Konzeqit:{altgonen an 10 verschiedenen Tagen er-
. mitte . 9

Variationskoefffizienten 6 verschiedener Harnsdure-Metho- , Ml = Uricase-UV-Methode (KOoRTUM), y = 0,9978 x + 0,1452;
den, bestimmt bei 10-fach-Bestimmungen in der Serie in

& = Uricase-O,-Sensor-Methode (Beckman), tX = 1,0068 x +’0.1803;
10 verschiedenen Konzentrationsbereichen zwischen 119

O = Phosphorwolframat-Methode (AccUric-Micro), y = 1,0704 x + 0,1138;
und 1190 zmol/!l eingewogener Harns4ure in Albuminlésung = Phosphorwolframat-Methode éHEILMEYER), y = 1,2802 x — 0,8371;
) 50 g/1) @ = Phosphorwolframat-Methode (AccUric-Macro), y = 1,2776 x — 0,4436

Z. Xlin. Chem. Klin. Biocheri. / 11. Jahrg. 1973 { Heft 9
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Tab. 2

Vergleich der 6 verschiedenen Harnsdure-Methoden untereinander an

Hand von 10-fach Bestimmungen in der Serle bel 10 verschiedenen

Konzentrationen zwischen 119 und 1190 zmol/l Harns#ure in Albumin-
18sung (50g/1)

Korrelationskoeffizient (r) = errechnet aus dem Vergleich der Mittel-
werte verschiedener Harnsdure-Konzentrationen
Regressionskoetfizient (a) = Stelgung der Regressionsgeraden
Regressionskonstante (b) = Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit

der x-Achse
X y r a b
AccUric Macro AccUric Micro  0,9952 0,7907 0,9745
HEILMEYER 0,9975 0,8306 1,0320
Beckman 0,9874 0,8265 0,8104
KORTUM 0,9961 0,9713 0,1798
KAGEYAMA 0,9965 0,7705 0,1924
AccUric Micro HEILMEYER 0,9937 1,0414 0,0999
Beckman 0,9881 1,0409 0,1641
KORTUM 0,9941 1,2259 1,3166
KAGEYAMA 0,9951 1,2160 1,2746
HEILMEYER Beckman 0,9924 0,5559 0,2a75
KORTUM 0,9964 1,1632 1,3209
KAGEYAMA 0,9963 1,1638 1,2874
Beckman KORTUM 0,9883 1,1478 0,8486
KAGEYAMA 0,9874 1,1453 0,84567
KORrTUM KAGEYAMA 0,9988 0,9985 0,0065

Kagevama-Methode. Die mit Abstand grofite Streuung
der Werte wurde bei AccUric-Micro gefunden. Ab-
bildung 9 und Tabelle 2 zeigen die sehr gute Uberein-
stimmung der Uricase-UV-Methode und der Uricase-
Katalase-Methode.

Die Doppelbestimmungen einer 357 umol/l-Eichlésung
an 10 verschiedenen Tagen zeigen bei den reduzierenden
Methoden und beim Beckman-Analyzer héhere Werte
als bei der Uricase-Methode oder bei der Uricase-
Katalase-Methode. Die mit letzteren Methoden ge-
fundenen Werte bieten hinsichtlich der Streuung sowie
der Abweichung vom Sollwert die besten Ergebnisse,
wihrend die mit dem Beckman-Analyzer und AccUric-
Micro gefundenen Werte stark streuen (2s > 4 60

umol/l).

450}
s 25833
B, Lo gg 27 T 2800
%wo zsz‘g ’T 25:239 25.179
xg % 7 2607 2s=1],
S 350 / / > /
v
il
Abb. 10

357 pmol/l-Standard an 10 verschiedenen Tagen mit 6 verschiedenen
Methoden auf Harnsdure untersucht. Mittelwerte 4 2s errechnet aus
0 X 1 Bestimmungen
A = Phosphorwolframat-Methode
B = Phosphorwolframat-Methode (AccUric-Macro)
C = Phosphorwolframat-Methode (AccUrlc-Micro)
D = Uricase-O,-Sensor (Beckman)
E = Uricase-UV-Methode (KORTUM)
F = Uricase-Katalase-Methode (KAGEYAMA) (vgl. Tab. 1)

HEILMEYER)

Eine gute Reproduzierbarkeit weist dic Methode nach
HerLmeYER und KRrEBS auf (25 = 4 17,9 umol/l) (Ab-
bildung 10).

Ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der Reproduzierbar-
keit und der Streuung kénnen in der Tag-zu-Tag-Serie
(10 verschiedene Tage; Doppelbestimmungen) bei den
unterschiedlichsten kiuflichen Kontrollseren gefunden
werden (Abb. 11). Nur werden mit den durchgefiihrten
Methoden sehr unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich
der Richtigkeit erzielt. Wihrend beim Versatol und
Seronorm mit Hilfe aller durchgefithrten Methoden die
Abweichung vom Sollwert sehr gering ist, werden z. B.
bei Monitrol IT und Enzatrol seht unterschiedliche Ab-
weichungen festgestellt. Um 109, zu hohe Werte durch
die AccUric-Macro-Methode stehen um 129, zu niedrige
Werte durch die Urica-quant-Methode bei Kontrollen
mit Enzatrol gegeniiber. Dic Reduktionsverfahren
brachten im allgemeinen héhere Werte.
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Abb. 11

Bestimmung 6 verschiedener, HarnsHure-haltiger, ké#uflicher Kontrollseren an 10 verschiedenen Tagen mit 6 verschiedenen Methoden.
chratfierter Bereich: Der von den Firmen angegebenc Vertrauenbereich um den Sollwert
(1 = AccUric Macro; 2 = AccUrlc Micro; 3 = HEILMEYER; 4 = Beckman; 6 = KORTUM; 6 = KKAGEYAMA)
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Diskussion

Im Grunde genommen etfiillen alle getesteten Methoden
mit Ausnahme der AccUric-Micro-Methode die Be-
dingungen, die an eine strapazierfihige Routinemethode

fiir die Bestimmung der Harnsiure gestellt werden

miissen (VK zwischen 1,69, fiir die Uricase-Katalase-
Methode und 3,79, fiir Beckman-Analyzer). Die besten
Ergebnisse liefert auch in Hinsicht der Handhabung die
Methode nach KaGEvama. Es besteht eine ausgezeich-
nete Korrelation zu der bisher als Referenz-Methode
iiblichen Uricase-UV-Methode (r = 0,998). Diese Er-
gebnisse stimmen mit denen von MerTz (r = 0,9976)
voll iiberein. Die Methode nach KAGEvama zeichnet
sich im Vergleich zur UV-Methode jedoch durch noch
bessere Reproduzierbarkeit aus (Tab. 2).

Die Ergebnisse mit dem Beckman-Analyzer sind wesent-
lich schlechter. Hier wird der sehr geringe Zeitaufwand
fir die Analyse sowie die geringe Probenmenge durch
erhebliche Instabilitit der Analysenergebnisse kompen-
siert. Trotz Einhaltens moglichst exakter Temperatur-
konstanz weichen nach bereits 5 bis 10 Messungen die
Mef3werte nach oben hin merklich ab, und es wird eine
Kotrektur des Standard-Sollwertes am Gerit notwendig.
Dadurch erhdhen sich Zeitaufwand und die Kosten pro
Analyse erheblich. AuBerordentlich wichtig ist ein
- exaktes Einhalten der Temperatur sowohl beim Reagenz
als auch bei der Serumprobe. Durch den schwer einstell-
baren Beckman-Inkubator fiir das Serum kommt es oft
zu Temperaturschwankungen mit betrichtlich ver-
inderten Werten.

AccUric-Macro und die Phorphorwolframat-Methode
nach HEILMEYER zeigen im Gegensatz zu enzymatischen
Methoden durchweg hohere Werte (ihnlich den Ergeb-
nissen von RETTENBACHER (16) zwischen 53,6 bis 69,0
umol/l), jedoch zeichnen sie sich durch ausreichende
Reproduzierbarkeit aus. Die Micro-Methode hingegen
erweist sich als am wenigsten zuverlissig. Die kleinen
Mengen fiihren zu einer starken Erhshung der zufilligen
Fehler. Die Gefahr von Verschleppungsfehlern ist bei
den schwer zu reinigenden Micro-Kiivetten besonders
groB. Dabei ist bei allen drei Reduktionsverfahren eine
so sorgfiltige Reinigung der Kiivetten nach jeder Mes-
sung notwendig, da Natriumcarbonatriickstinde als
Kristallisationskeime dienen. Es werden zum Teil

erhebliche Extinktionsdifferenzen vor und nach Reini-
gung der Kiivetten gefunden. Die Analysendauer wird
unter diesen Bedingungen nicht unerheblich verlingert.

Bei der Methode nach HerLMeveER und KREBs ist es oft
schwierig, ein EiweiB-freies, klares Filtrat zu bekommen.
Der Arbeitsaufwand, bedingt durch 6 Pipettiervorginge
und das Filtrieren, ist hoher als bei allen anderen Me-
thoden. !

Der UV-Test hat laut Testpackungsvorschriften gegen-
iiber der Uricase-Katalase-Methode den Nachteil, da
ein exaktes Arbeiten nach Stoppuhr und groBe Arbeits-
konzentration erforderlich und eine Beschrinkung auf
10 Proben in einer Arbeitsserie unumginglich wire.
Jedoch konnten wir bei Uberpriifung der Zeitabhingig-
keit der Uricasespaltung im UV-Test bei frischen
Reagenzien eine stabile Reaktion bereits nach der
6. Minute feststellen. Im beobachteten Zeitraum iiber
eine Stunde konnten lediglich Extinktionsschwankungen
< 0,001 festgestellt werden. Ein gefordertes, exakt zeit-
gebundenes Ablesen der Extinktion ist also nicht er-
forderlich. Der Arbeitsaufwand ist somit nicht ent-
scheidend groBer als bei der KaGeEvama-Methode. Es
muf} allerdings erwihnt werden, daf3 dje erwihnte Sta-
bilitit der Reaktion nur bei absolut frischen Losungen
festgestellt werden konnte. Stabiler waren die Reak-
tionen bei der Urticase-Katalase-Methode: Hier konnte
noch bis zu 114 Monaten eine gleiche Farbentwicklung
in der Zeiteinheit festgestellt werden, die von der
30. Minute ab stabil war und innerhalb des ‘Beobach-
tungszeitraums von 2 Stunden stabil blieb. 3 Monate
nach Ansetzen des die Katalase enthaltenden Reagenzes
waren zufriedenstellende Ergebnisse nicht mehr zu
erzielen.

Lediglich diese Uberlegungen sowie die Bedienung eines
Spektralphotometers fiir die UV-Methode und weniger
die nur gering schlechtere Reproduzierbarkeit machen
den UV-Test der Uricase-Katalase-Methode geringgradig
unterlegen.
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