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Albumine-analyse in plasma: vergelijking tussen de broomcresolgroen,
broomcresolpurper en een immunoassay bij volwassen patiénten
met en zonder hemodialyse

J.S. KAMPHUISY, H.JM. SALDEN! en EM.J. ZUIJDERHOUDT?

Binnen ons laboratorium zijn drie methoden verge-
leken voor het bepalen van albumine in plasma van
27 volwassen hemodialysepatiénten en 15 volwassen
niet-hemodialysepatiénten. Het doel van dit onder-
zoek was tweeledig: onderzoeken of een factor aan-
wezig is in het plasma van een van de patiéntengroe-
pen die interfereert met de albuminebepaling en hoe
de resultaten van de diverse albouminemethoden zich
tot elkaar verhouden. De gebruikte methoden zijn:
broomcresolgroen (BCG), broomcresolpurper (BCP)
en een turbidimetrische immunoassay (1A; referentie
methode). In de hemodialysegroep liet de BCP-me-
thode een goede correlatie zien met de 1A. De gemid-
delde BCG-albuminewaarde was significant hoger
dan de gemiddelde IA-albuminewaarde (p< 0.001).
De onderlinge verschillen tussen de albuminemetho-
den in de hemodialysegroep kwamen tevens tot
uiting in de niet-hemodialysegroep.

Dit onderzoek toont geen interfererende factor aan in
plasma van deze onderzochte patiéntengroepen en
laat zien dat de BCP-methode de meest accurate
colorimetrische albuminemethode is voor deze pa-
tiéntengroepen.

Trefwoorden: hemodialysepatiénten; albumine; immu-
noassay; BCP; BCG

Voor het meten van de albumineconcentratie in
plasma wordt tegenwoordig in de klinisch-chemische
laboratoria gebruik gemaakt van verschillende metho-
den, waaronder de broomcresolpurper (BCP) (1),
broomcresolgroen (BCG) (2) en een keuze uit ver-
schillende immunoassays, waarbij de turbidimetri-
sche immunoassay door ons als referentiemethode
werd beschouwd. Eerder gepubliceerde resultaten van
vergelijkingen van meetmethoden voor albumine lie-
ten zien dat de BCG-kleurstof een aspecifieke bin-
ding aangaat met eiwitten (globulines), resulterend in
een overschatting van de albumineconcentratie (3,4).
In een studie waarbij de resultaten van bovenstaande
methoden werden vergeleken bij pediatrische hemo-
dialysepatiénten bleek dat de BCP-methode signifi-
cant lagere albuminewaarden opleverde dan de im-

Correspondentie: Dr. J.S. Kamphuis, Deventer Ziekenhuis!,
Klinisch Chemisch Laboratorium, HIP Fesevurstraat 7, 7400
GC Deventer.

E-mail: Kamphuis@dz.nl

Ned Tijdschr Klin Chem 2001, vol. 26, no. 1

munoassay, terwijl de BCG-methode juist significant
hogere albuminewaarden liet zien (5,6). Aangezien er
binnen ons ziekenhuis een grote dialyse-afdeling is,
waren wij geinteresseerd in de recente vergelijking
van de drie hierboven beschreven methoden in plas-
ma van volwassen hemodialyse -en niet-hemodialyse-
patiénten. Dit met als doel te bekijken of er een
interfererende factor aanwezig is in plasma van de
dialysepatiénten voor een van de genoemde metho-
den.

MATERIAAL en METHODEN

BCG-albumine

De analyse werd uitgevoerd op de Hitachi 917 analy-
ser (Roche) gebruikmakend van de colorimetrische
methode ontwikkeld door Roche (1). Plasma (2,0 )
werd gemengd met 270 pl reagens 1 (75,0 mmol/I
succinaat buffer pH 4,2 en 0,14 mmol/l BCG). Een 2-
punts kalibratie werd uitgevoerd met de “calibrator
for automated systems’ (Cfas) zoas voorgeschreven
door Roche. De absorptie werd afgelezen bij 600 nm.

BCP-albumine

De analyse werd uitgevoerd op de Hitachi 917 analy-
ser gebruikmakend van de colorimetrische methode
ontwikkeld door Roche (2). Plasma (2,2 W) werd ge-
mengd met 180 ul buffer en 108 pl kleurreagens (526
pmol/l BCP). De absorptie werd afgelezen bij 600
nm. Een 2-punts kalibratie werd uitgevoerd met Cfas.
Daar de abumineconcentratie in Cfas niet door
Roche werd opgegeven voor deze methode, is deze
waarde door onszelf bepaald. De albuminewaarde van
Cfas was bepaald met een nefelometrische immuno-
assay (BN-100 anayser; Behring) die was geijkt op
een standaard van Behring (gekalibreerd op CRM-
470). Nieuwe lotnummers van Cfas, waarbij Roche
geen albuminewaarde leverde werden telkens geijkt
op onze oude Cfas, die was geijkt op de Behring-
standaard. De albumineconcentratie in de kalibrator
Cfas werd 10 keer bepaald m.b.v. de BCP-methode,
waarna de gemiddelde waarde werd gebruikt als
nieuwe abuminewaarde voor het nieuwe lothummer
van Cfas.

I A-albumine

Deze turbidimetrische bepaling werd uitgevoerd op
de Hitachi 917 analyser (Roche). Plasma (4,0 )
werd gemengd met 250 pl reagens 1 (50 mmol/l Tris
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Tabel 1. Algemene karakteristieken van geincludeerde patiénten

Hemodialyse Niet-hemodialyse
L eeftijd Ureum (mmol/l) L eeftijd Ureum (mmol/l)
(jaren) pre post (jaren)
Gemiddelde 64,1 27,7 93 64,1 11,8
sD 11,3 6,4 3,0 18,9 91
Min 32,3 153 4,4 18,7 2,8
Max 779 37,8 14,5 84,0 331

SD: standaarddeviatie; Min: minimum; Max: maximum; Pre: predialyse; Post: postdiayse.

Tabel 2. Plasma albumineconcentraties en data regressie-analyse van hemodialyse- en niet-hemodialysepatiénten

Hemodialyse Niet-hemodiayse
Pre Post

Albumine (g/1) 1A BCP BCG 1A BCP BCG 1A BCP BCG
Gemiddelde 36 35 39* 11 40 43+ 25 26 30*
SD 4 4 4 6 6 5 9 9 7

r** 0,93 0,97 0,98 0,98 1,00 0,98
Sy.x 1,00 0,61 1,28 1,55 0,56 0,74
Y-asintercept 6 9 3 10 <1 10

SD: standaarddeviatie; r: correlatiecoéfficiént; Sy.x: standaardafwijking van punten t.o.v. de berekende regressielijn; Pre: Predialyse;
Post: Postdialyse; *: significant verschillend (p<0,001) t.o.v. de desbetreffende IA; **: p<0,001 voor alle r-waarden.

pH 8,0, 4,2% PEG en 3,7 g/l EDTA) en 50 pl reagens
2 (100 mmol/l Tris pH 7,2 en polyclonale abumine-
antilichamen). Een 5-punts kalibratie m.b.v. Cfas werd
uitgevoerd zoal s voorgeschreven door de fabrikant. De
absorptie werd gemeten bij 340 nm. De abuminecon-
centratie in Cfas is volgens Roche bepaald m.b.v. een
referentiemethode (gekalibreerd op CRM-470). De 1A
is om deze reden in deze studie gebruikt as referentie-
methode. De kwaliteit van de IA voor albumine werd
gecontroleerd middels een tweemaandelijkse externe
kwaliteitsrondzending georganiseerd door de Stichting
Kwaliteitshewaking Ziekenhuis Laboratoria (SKZL)
(7). Binnen dit programma werden de resultaten van 4
externe controlemonsters van participerende laborato-
ria met onze resultaten vergeleken. Hierbij vielen onze
gemiddelde waarden binnen de gemiddelde waarde +
2xSD van dle participerende |aboratoria voor wat be-
treft dezelfde methodegroep.

Patiénten en monsters

Binnen de studie is gebruik gemaakt van twee pa
tiéntengroepen. De eerste groep bestond uit klinische
hemodialysepatiénten (n=27), waarbij voor en na dia-
lyse een bloedmonster is afgenomen. De tweede groep
bestond uit niet-hemodialysepatiénten (n=15). Alge-
mene bijzonderheden van de geincludeerde patiénten
zZijn opgenomen in tabel 1. Bloed werd afgenomen in
buizen met lithiumheparine (Becton Dickinson, Ply-
mouth, UK).

Statistische analyse

Lineaire regressie analyse werd uitgevoerd volgens
Passing& Bablok en de statistische analyse werd uit-
gevoerd middels de Student t-test (ongepaard, twee-
zijdig).
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RESULTATEN

In de hemodialysegroep kwam de gemiddelde BCP-
waarde pre- en postdialyse (35 g/l en 40 g/l respectie-
velijk) sterk overeen met de gemiddelde |A-waarde
pre- en postdialyse (36 g/l en 41 g/l respectievelijk;
figuur 1A en tabel 2). De gemiddelde BCG-waarde
was significant hoger zowel voor as na dialyse wan-
neer deze vergeleken werd met de corresponderende
gemiddelde |A-waarde (p<0,001; tabel 2). Tabel 2
laat eveneens zien dat voor de hemodialysegroep de
BCP-methode en de BCG-methode beide goed corre-
leren met de |A, maar dat de BCG-methode een hoge
y-as intercept laat zien (zowel prediayse (9 g/l) als
postdialyse (10 g/l)). De BCP-methode daarentegen
laat een lagere y-as intercept zien (voor dialyse: 6 g/l;
na diayse: 3 g/l). Uit tabel 2 blijkt eveneens dat de
gemiddelde BCG-waarde zowel pre- als postdialyse
hoger ligt dan de gemiddelde BCP-waarde pre- en
postdialyse. Dialyseren resulteert in een marginae
verbetering van het y-as intercept (BCP-methode).
Bij een vergelijking van figuur 1A en 1B blijkt o.a
uit het y-as intercept dat de BCP-methode beter cor-
respondeert met de IA dan de BCG-methode. Uit
tabel 2 volgt ook dat de verstrooiing rondom de
regressielijn (Sy.x) minder is voor de BCG-methode
vergeleken met de BCP-methode (voor dialyseren);
na dialyse verandert dit beeld, waarbij de verstrooiing
voor de BCG-methode sterk is toegenomen en groter
is dan de verstrooiing voor de BCP-methode.

In de niet-hemodialysegroep vertoonden de uitkomsten
van zowel de BCP-methode as de BCG-methode een
goede correlatie met de 1A. Uit figuur 2 en tabel 2
blijkt dat de BCG-methode een hoge y-as intercept
laat zien (10 g/l), terwijl het y-as intercept voor de
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BCP-methode beduidend lager ligt (<1 g/l). De ge-
middelde BCP-waarde (26 g/l) correspondeert zeer
goed met de gemiddelde |A-waarde (26 g/l), terwijl
de gemiddelde BCG-waarde (30 g/l) significant ver-
schilt van deze | A-waarde (p<0,001). De verstrooiing
rondom de regressiélijn is voor beide methoden nage-
noeg gelijk.

DISCUSSIE

Colorimetrische meting van albumine in plasma of
serum voor routine gebruik gebeurt in de meeste
klinisch-chemische laboratoria met de BCG-methode.
In de hier beschreven studie zijn drie verschillende
methoden voor het bepalen van albumine met elkaar
vergeleken, waarbij de |A as referentiemethode werd
gehanteerd. In plasma van pre- en posthemodialyse-
patiénten alsmede in plasma van niet-hemodialyse-
patiénten werd een goede correlatie waargenomen
tussen de waarden verkregen met |1A en de BCP (ads
mede BCG)-methode. Het meest opvallend was de
hoge y-as intercept voor de BCG-methode voor beide
patiéntengroepen met daarbij ook een hoger gemid-
delde voor albumine gemeten met de BCG-methode
t.0.v. de BCP-methode en |A. Daarnaast bleek dat de
spreiding rondom de regressielijn voor de BCP-
methode hoger is dan die voor de BCG-methode
bij hemodialysepatiénten vaér dialyse. De spreiding
rondom de berekende regressielijn nam toe na dialyse
zowel voor de BCP- als de BCG-methode. Een moge-
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Figuur 1. A: Regressieanalyse van BCP-methode en immuno-

assay in de groep van hemodialysepatiénten; F: pre-dialyse;

O: postdialyse. B: Regressie analyse van BCG-methode en

immunoassay in de groep van hemodialysepatiénten; : pre-

dialyse; O: postdialyse.
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lijke verklaring voor deze constatering moeten wij
schuldig blijven. Een mogelijke verklaring voor de
significant hogere gemiddelde BCG-waarde is het feit
dat zowel de BCG- als BCP-methode gebaseerd zijn
op binding van een kleurstof, waarbij beide methoden
verschillen op de manier waarop ze gekalibreerd wor-
den. De BCG-methode is gekaibreerd m.b.v. Cfas
met een bekende abuminewaarde gegeven door
Roche. Dit in tegenstelling tot de BCP-methode, die
tevens gekalibreerd is op Cfas, maar waarvan de albu-
minewaarde bepaald is door ons m.b.v. de IA, daar
tijdens het onderzoek geen door Roche opgegeven
waarde voorhanden was voor albumine in Cfas.
Momenteel heeft de fabrikant Cfas voorzien van een
albuminewaarde die gebruikt wordt in ons labora-
torium. Deze waarde is toegekend door gebruik te
maken van het controleserum CRM-470. Nader
onderzoek wees uit dat de albuminewaarden van pa-
tiéntenmonsters en controlemonsters, gemeten met de
BCP-methode gekalibreerd op onze Cfas-waarde, de-
zelfde resultaten laten zien als wanneer gekalibreerd
werd met de huidige Cfas-waarde van Roche. Hieruit
kan geconcludeerd worden dat de albuminewaarde
die door ons aan Cfas was gegeven de juiste was en
dat de manier van kalibreren geen invloed heeft op de
waargenomen verschillen tussen de BCG-methode en
IA, er van uitgaande dat de opgegeven Cfas-waarden
correct zijn. Zowel de IA as de BCP-methode wor-
den dagelijks gecontroleerd middels interne controle-
monsters en tweemaandelijks aan de hand van een
aantal externe controlemonsters voor de 1A en de
BCP-methode (respectievelijk 4 en 8). De BCG-
methode is niet in routinegebruik binnen ons labora-
torium en wordt dus ook niet meegenomen in deze
kwaliteitscontroles. De resultaten van de gebruikte
controles bepaald met de BCP-methode en de 1A
komen goed overeen met de gemiddelde waarde
(= 2xSD) bepaald uit de resultaten van andere |abora-
toria voor dezelfde methode (7). De |A en de BCP-
methode zijn daarom juiste en reproduceerbare bepa-
lingen. Een andere mogelijke verklaring voor het
hoge y-as intercept voor de BCG-methode is de in-
vloed van heparine as gevolg van een toename van
de turbiditeit. Heparine vormt echter geen probleem
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Figuur 2. Regressie anayse van zowel BCP- as BCG-me-
thode versus immunoassay in de groep van niet-hemodialyse-
patiénten; F: BCP-abumine; O: BCG-albumine.
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voor de BCG-methode, daar de eindconcentratie van
heparine na bloedafname in de in deze studie ge-
bruikte heparinebuizen geen interferentie vertoont
(8). Het kan mogelijk een probleem geven voor de
BCP-methode. Dit kan echter voorkomen worden
door de molariteit te verhogen van de acetaatbuffer
tot 0,25 mmol/I of bij gebruik van 0,1 mmol/l acetaat-
buffer met daarin 0,15 mmol/l NaCl (9). In onze
situatie is echter gebruik gemaakt van een gemodifi-
ceerde assay (1) met eindpuntmeting en een monster-
blanco. De mogdlijke interferentie van heparine wordt
zo vermeden.

Onze resultaten komen niet overeen met de eerder ge-
publiceerde artikelen betreffende dialysepatiénten.
Resultaten van Postlethwaite et al. (5) laten zien dat
de BCP-methode resulteert in lagere abumine-
concentraties vergeleken met de 1A in pediatrische
hemodialysepatiénten. Gesuggereerd werd dat er een
interfererende factor in het serum van deze kinderen
aanwezig zou zijn die de binding van BCP aan abu-
mine zou beinvloeden, terwijl dit niet zou gelden
voor de BCG-methode. Dit werd gezien bij enkele
patiénten. Dezelfde onderwaardering voor de abu-
mineconcentratie werd gezien bij volwassen dialyse-
patiénten (6). Andere studies laten tevens een onder-
waardering zien van de abumineconcentratie in
plasma van dialysepatiénten (10,11). Een mogelijke
verklaring voor deze resultaten was de aanwezigheid
van een factor in het serum van deze patiénten die
gebonden voorkomt aan albumine of dat een van
structuur veranderd abuminemolecuul de binding aan
BCP wijzigt. In onze studie werden geen verschillen
gevonden tussen hemodiayse- en niet-hemodialyse-
patiénten en ook geen invioed gezien van een mo-
gelijke interfererende factor in plasma van de
hemodialysepatiénten. Het gebruik van een andere
referentiemethode is mogelijk een bron die een oor-
zaak zou kunnen zijn voor het verschil tussen onze
studie en de hierboven beschreven studie. In een an-
dere studie waarbij de BCP-methode tevens werd ver-
geleken met een turbidimetrische immunoassay, werd
een invlioed van dialyseren aangetoond (12). Bij twee
patiénten verdween het aanwezige verschil tussen de
albuminewaarde gemeten met de BCP-methode en de
albuminewaarde gemeten met de immunoassay naar-
mate de dialyse vorderde. Volgens de auteurs is hier
mogelijk sprake van een interfererende factor die te
verwijderen is met dialyse. Deze studie vertoont geen
overeenkomstige resultaten met onze studie. Het be-
treft hier echter een waarneming geconstateerd bij
een beperkt aantal patiénten. Een andere verklaring
voor dit verschil isvoor ons onbekend.

De conclusie van deze studie is dat beide colorimetri-
sche methoden goed te gebruiken zijn binnen ek Kli-
nisch-chemisch laboratorium, maar dat de referentie-
waarden wel aangepast moeten worden aan het type
methode. Bij gebruik van de BCG-methode in combi-
natie met de juiste referentiewaarden behorende bij
de BCP-methode kan een hypoabuminemie gemas-
keerd worden. Een aanpassing van de kalibratie is te-
vens een oplossing. Onze voorkeur bij de keuze voor
een colorimetrische bepaling gaat daarom uit naar de
BCP-methode, mede door het feit dat deze juister
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meet dan de BCG-methode in het lage albuminecon-
centratiebereik. Verder is gebleken dat er geen factor
kan worden aangetoond in plasma van volwassen he-
modiaysepatiénten, die interfereert met een van de
al buminemethoden.
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Summary

Albumin analysis in plasma: comparison between bromocresol
green, bromocresol purple and immunoassay in adult (non)
hemodialysis patients. Kamphuis JS, Salden HIM and Zuijder-
houdt FMJ. Ned Tijdschr Klin Chem 2001; 26: 9-12.

We compared three methods used to measure the albumin con-
centration in plasma from 27 adult hemodialysis patients and
15 adult non-hemodialysis patients. The methods used were
bromaocresol purple (BCP), bromocresol green (BCG), and a
turbidimetric immunoassay (IA, our reference method). A
good correlation was observed in the hemodialysis group be-
tween the IA and both the BCP- and BCG-methods. The mean
BCG-abumin concentration was significantly higher than the
mean | A-albumin concentration (p<0.001).

No differences were observed between the hemodialysis group
and the non-hemodialysis group concerning the mean albumin
values measured by the three tested methods.

We conclude that the BCP-method is the most accurate colori-
metric method to measure albumin in plasma and that we
could not establish an influence of an interfering factor in
plasma of adult hemodialysis patients in our situation.
Key-words: hemodialysis patients, albumin; immunoassay;
BCP; BCG.
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