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1 Anwendungsbereich und Zweck

Diese Norm gilt fir die Bestimmung der Hamoglobinkonzen-
tration im Blut mit der Cyanmethamoglobinmethode als Refe-
renzmethode. Sie gilt nur fur die analytische Phase.

Die Einhaltung der in dieser Norm festgelegten Anforderun-
gen an die Gerate- und Meftechnik sowie an die benétigten
Reagenzien bzw. Reagenz- und Referenziésungen bei der
Durchfilhrung der Referenzmethode soll sicherstellen, daB
Referenzwerte der Hamoglobinkonzentration im Blut mit
einer quantifizierbaren, den medizinischen Erfordernissen
genigenden MeBgenauigkeit bestimmt werden.

2 Begriffe

2.1 Hamoglobin

Das Hamoglobin ist der rote Blutfarbstoff, der in den Erythro-
zyten (roten Blutkdrperchen) enthalten ist.

ANMERKUNG: Nach IUPAC [1] wird fiir Himoglobin
das Kurzzeichen Hb und fir die monomere Form das
Kurzzeichen Hb(Fe) verwendet.

2.2 Probe
Probe im Sinne dieser Norm ist das dem Probanden entnom-

mene, mit Antikcagulans versetzte Nativ-Blut oder ein Kon-
trollblut nach DIN 58934-1.

2.3 Reagenzldsung
Reagenzlésung im Sinne dieser Norm ist eine Ldsung, die
Erythrozyten in der Probe hamolysiert und das Hamoglobin
in Cyanmethamoglobin (auch: Cyanhamiglobin; Hamiglobin-
cyanid) Uberfahrt.
ANMERKUNG: Nach IUPAC [1] wird fir Cyanmethé-
moglobin das Kurzzeichen HIiCN und fiir die mono-
mere Form das Kurzzeichen HiCN(Fe) verwendet.

3 Referenzmethode

3.1 Grundlage des Verfahrens

Ein definiertes Blutvolumen wird mit einem definierten Volu-
men der Reagenzldsung nach Abschnitt 3.4 versetzt. Dabei
wird nach Hamolyse der Erythrozyten die gesamte Hamoglo-

binmenge, d. h. alle Hamoglobinvarianten bzw. -derivate mit
Ausnahme des Verdoglobins, in Cyanmethamoglobin (HiCN)
im Stoffmengenverhaltnis 1 : 1 umgewandelt.

3.2 MeBgroBe und Einheit

MeBgroBe ist entweder die Massenkonzentration S(Hb(Fe))
oder die Stoffmengenkonzentration c(Hb(Fe)) des monome-
ren Hamoglobins im Blut.

Einheit der Massenkonzentration ist g/L. oder deren dezimale
Teile.

Einheit der Stoffmengenkonzentration ist moUL oder deren
dezimale Teile.

ANMERKUNG: Die molare Masse M(Hb(Fe)) des
monomeren Hamoglobins Hb(Fe) im Blut betragt auf-
gerundet 16 125 g/mol. Es gilt die Umrechnungsglei-
chung

B(Hb(Fe)) = M(Hb(Fe)) - c(Hb(Fe)) (1)

3.3 Gerite

3.3.1 VolumenmeBgerite

Zur Herstellung der Verdinnungen mussen kalibrierte Volu-
menmefgeréte, z. B. Pipetten oder Dilutoren, mit einer Feh-
lergrenze von 0,3 % verwendet werden. Volumenmefgeréate
mussen den Anforderungen der Eichordnung [2] gentigen.

3.3.2 Absorptionsphotometer

Zur Bestimmung des spektralen AbsorptionsmaBes missen
Absorptionsphotometer verwendet werden, die eine Mes-
sung des spekiralen AbsorptionsmaBes einer Lésung im
Wellenlangenbereich von 530 nm bis 560 nm mit einer Wel-
lenlangenunsicherheit von 1 nm, einer spektralen Halowert-
breite von 10 nm, einem Fehlstrahlungsanteil von 0,5 % und
einer relativen photometrischen MeBunsicherheit bei Ver-
wendung von 10-mm-Prézisions-Rechteckkiivetten nach
DIN 58963-2 von héchstens 0,5 % des MeBwertes ermégli-
chen. Die direkte Anzeige der Konzentration mit Hilfe eines
eingegebenen Umrechnungsfaktors fir das gemessene
spektrale AbsorptionsmaB ist zuldssig. Absorptionsphoto-
meter missen den Anforderungen der Eichordnung [2]
genugen.
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3.4 Reagenziésung
3.4.1 Zusammensetzung

Die Reagenzlésung (siehe Abschnitt 2.3) muB3, in destillier-
tem Wasser geldst, mindestens die folgenden Bestandteile
enthalten:

- 2 0,8 mmol/L Cyanid-lonen (CN") (& = 53 mg/L KCN).

ANMERKUNG 1: Alkalicyanide wandeln sich bei
Zutritt maBig feuchter, kohlendioxidhaltiger Luft unter
Massenzunahme teilweise in Carbonate oder Hydro-
gencarbonate um. Wesentlich fiir den Gehalt der
Reagenzldsung ist nicht die Einwaage, sondern die in
der Lésung vorhandene Konzentration an Cyanid.

ANMERKUNG 2: Kaliumcyanid ist (wie alle anderen
Alkalicyanide) eine hochtoxische Substanz. Hinweise
fir den Umgang mit Kaliumcyanid, zu therapeuti-
schen MaBnahmen bei Vergiftungen sowie zu Dekon-
taminations- und Entsorgungsvorschriften sind zu
beachten [3].

- 0,61 mmol/L (2 0,20 g/L) Kaliumhexacyanoferrat (IIl)
(K5[Fe(CN)g])-

ANMERKUNG 3: Kaliumhexacyanoferrat (lll) ist eine
toxische Substanz. Hinweise fiir den Umgang mit
Kaliumhexacyanoferrat (Il1}, zu therapeutischen MaB-
nahmen bei Vergiftungen sowie zu Dekontamina-
tions- und Entsorgungsvorschriften sind zu beach-
ten [3].

— Puffersubstanzen, wie z.B. Dinatriumhydrogen-
phosphat (Na,HPQ,). Die Reagenzlésung muf3 einen
pH-Wert von 7 bis 9 aufweisen.

ANMERKUNG 4: Bei zu niedrigem pH-Wert ent-
weicht fliichtige Blauséure, so daB3 sich die Cyanid-
Konzentration vermindermn kann. Ein zu hoher
pH-Wert fihrt zu langeren Umwandlungszeiten und
zu Tribungen.

— Die Reagenzlésung kann weitere Substanzen wie
z. B. Neutralsalze zur Erhéhung der Osmolalitdt, Deter-
gentien zur Reaktionsbeschleunigung sowie bakterizid
und fungizid wirkende Mittel enthalten. Diese Bestand-
teile diirfen das MeBergebnis nicht beeinflussen.

Das spekirale (dekadische) AbsorptionsmafB der fertigen
Reagenzldsung darf im zur Messung verwendeten Bereich,
gemessen gegen destilliertes Wasser, 0,002 nicht uber-
schreiten.

3.4.2 Anforderungen

Die Reagenzlésung muB die Probe in einer Verdiinnung bis
zu einem Verhalinis von 1:11 volistindig h&molysieren
kénnen, wobei keine Fallung der Proteine auftreten darf.
Wenn das Blut mit der Reagenzlésung im Verhéltnis 1 : 51
verdinnt wird, miissen nach Ablauf der Reaktionszeit minde-
stens 99% des im Ansatz vorhanden gewesenen Hamo-
globins in HICN ubergefihrt worden sein.

Die Reaktionszeit wird durch die Konzentration der unter
Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Stoffe in der Reaktionslésung
sowie durch den pH-Wert und die Temperatur bestimmt. Die
Reaktionszeit einer Lésung mit der unter Abschnitt 3.4.1
beschriebenen Zusammensetzung muf3 fur die verwendete
Verdiinnung bekannt sein.

ANMERKUNG 1: Die Reaktionszeit ist je nach
pH-Wert der Reaktionslésung verschieden. Zu
beachten ist au3erdem, daB die praktisch vollstan-
dige Umwandlung von Hamogiobinvarianten bzw.
-derivaten wie fetalem Hamoglobin oder Carboxyha-
moglobin in das Reaktionsprodukt HICN unter den
durch die Reagenzien nach Abschnitt 3.4.1 vorgege-
benen Bedingungen etwa 90 min dauert.

Wird eine Probe mit der Reagenzlésung im Verhdaltnis von
1: 251 verdiinnt, so darf das nach Ablauf der Reaktionszeit
bei 540 nm gemessene spektrale Absorptionsmafi wahrend
24 h keine gréBere Abweichung als + 1% aufweisen, wenn
die angesetzte Probe bei einer Temperatur von 18°C bis
24°C unter Vermeidung direkter Sonnenbestrahlung sowie
mikrobieller Kontamination verschlossen aufbewahrt worden
ist. Die erzeugte MeBIésung muf3 vor der spektrometrischen
Messung (nach Ablauf der Reaktionszeit) zentrifugiert wer-
den. Der Zahlenwert des Produktes aus relativer Zentrifugal-
beschleunigung (RZB) und Zentrifugationszeit in Minuten
muf mindestens 15 000 betragen.

ANMERKUNG 2: Bestandteile aus der Blutprobe
(Erythrozytenstromata, Leukozyten, Thrombozyten,
Triglyceride und Proteinausflockungen) kdénnen
systematische MeBabweichungen verursachen, ins-
besondere dann, wenn pathologisch erhéhte Werte
ihrer Konzentrationen vorliegen. Dies trifft insbeson-
dere bei Partikelkonzentrationen der Leukozyten
> 20 10%L, der Thrombozyten > 500-10%L und
beim Vorliegen von Paraproteindmien zu.

3.4.3 Lagerung

Die Reagenzlésung ist luftdicht, vor Licht geschitzt, bei
Raumtemperatur oder im Kuihlschrank aufzubewahren. Sie
darf nicht eingefroren werden.

Die Reagenzlésung mufB3 den gestellten Anforderungen auch
dann genlgen, wenn sie nach dem vorschriftsmaBigen
Ansatz 2 Monate bei einer Temperatur ¢+ <25°C in halb-
geflliten, verschlossenen und mit Lichtschutz versehenen
Flaschen (z. B. braunen Glasflaschen) gelagert wurde.

Die Reagenzlésung kann uneingeschriankt verwendet wer-
den, solange die Bedingungen nach Abschnitt 3.4.1 erfillt
sind.

3.5 Durchfiihrung

Die Temperaturen der Probe und der Reagenzlésung mus-
sen vor dem Vermischen an die Raumtemperatur zwischen
18 °C und 24 °C angeglichen werden.

Die Probe wird im Verhéltnis 1 : 251 mit der Reagenzlésung
verdinnt, das heiB3t, der Volumenanteil der Probe in der
MeBldsung betragt ¢ =1/251. Bei Proben mit niedriger
Hamoglobinkonzentration kénnen auch Volumenanteile von
1/151 oder 1/101 benutzt werden, um im Bereich kleiner
MeBunsicherheit des Absorptionsphotometers zu messen.

Nach Ansetzen der Verdiinnung muB3 abgewartet werden, bis
die Erythrozyten durch die Reagenzldsung volistandig hamo-
lysiert sind und bis die Hdmoglobinvarianten bzw. -derivate
mindestens zu 99 % in HICN umgewandelt worden sind. Die
zum Ablauf dieser Vorgange notwendige Reaktionszeit muf3
fur die verwendete Reagenzldsung bekannt sein. Sie betréagt
in der Regel 5 min, kann aber wesentlich gréBer sein. Die
vollstdndige Umwandiung sollte durch eine Endpunktbestim-
mung dokumentiert werden. Die erzeugte MeBlésung muf3
jeweils unmittelbar vor der spektrometrischen Messung zen-
trifugiert werden.

Nach Beendigung der Reaktion verdndert sich die Farbe
unter Umsténden mehrere Monate nicht, wenn die Lésung
steril ist und vor Umwelteinflissen (Sonnenlicht usw.)
geschiitzt wird.

Die Bestimmung des spektralen AbsorptionsmaBes A(A) der
MeBlésung erfolgt mit einem Absorptionsphotometer nach
Abschnitt 3.3.2 bei einer Wellenlange von 540 nm und bei
einer Temperatur zwischen 18°C und 24 °C gegen die Rea-
genzldésung nach Abschnitt 3.4. Es sind Prézisions-Recht-
eckklvetten nach DIN 58963-2 zu verwenden.
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