Harnstoff-Reagenz
(BUN-Reagenz)

KURZBESCHREIBUNG DES PRODUKTS

Stabilitat 3 Monate bei 2-8°C

Linearer Bereich 0,34 - 40 mmol/L (1,0 - 112 mg/dL)
Probe Typ Serum, Plasma oder Urin

Methode Festwert

Reagenz-Vorbereitung

Hinzufligen der angegebenen
Menge destillierten oder
deionisierten Wassers
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VERWENDUNGSZWECK
Dieses Reagenz dient der quantitativen in-vitro-Bestimmung von Harnstoff (BUN)
in menschlichem Serum, Plasma oder Urin.

KLINISCHE BEDEUTUNG

Harnstoff ist der Hauptausscheidungsstoff des Protein-Stickstoff-Stoffwechsels im
Menschen. Er macht den gréBten Anteil der nicht-proteinhaltigen Stickstoffkomponente
im Blut aus. Harnstoff wird in der Leber produziert und Gber die Nieren im Urin
ausgeschieden. Folglich hangen die sich im Umlauf befindlichen Harnstoffmengen
von Proteinaufnahme, Proteinabbau und Nierenfunktion ab. Erh6hte Harnstoffwerte
kénnen bei Ernahrungsumstellungen auftreten, sowie bei Krankheiten, welche die
Nierenfunktion beeintrachtigen, Lebererkrankungen, kongestivem Herzversagen,
Diabetes und Infektionen.!

METHODE

Die in diesem Reagenz angewandte Enzymmethode basiert auf der erstmals von
Talke and Schubert beschriebenen Reaktion.2 Zur Verkirzung und Vereinfachung
des Tests basieren die Berechnungen auf der Entdeckung von Tiffany, et al®, dass
die Harnstoffkonzentration tiber einen festen Zeitraum proportional zur Veranderung
des Absorptionsvermdgens ist.

Urease

Harnstoff + H,0 2NH, + CO,

NH, + a-KG + NADH % L-Glutamat + NAD

1. Harnstoff wird in Gegenwart von Wasser und Urease hydrolisiert, um Ammoniak
und Kohlendioxid zu produzieren.

2. Im Beisein von Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) und reduziertem
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH), verbindet sich das Ammoniak mit
a-Ketoglutarat (a-KG) und produziert L-Glutamat.

Die Reaktion wird durch die Messung der Abnahmegeschwindigkeit der Absorption
bei 340 nm beobachtet, wahrend NADH in NAD umgewandelt wird.

REAGENZZUSAMMENSETZUNG

Aktive Bestandteile Konzentration

a-Ketoglutarat 5,2 mmol/L
NADH > 0,14 mmol/L
Urease (Jack Bean) > 5600 U/L
GLDH (Mikroorganismus) > 400 U/L
Tris Puffer 70 mmol/L

Enthélt auch nichtreaktive Full- und Stabilisierstoffe.
pH 8,50 + 0,1 bei 20°C

WARNUNG: Nicht Einnehmen! Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Im Falle
des Verschittens die betroffenen Flachen griindlich mit Wasser waschen. Das
Reagenz enthélt Natriumazid und kann deshalb mit kupfer- oder bleihaltigen
Leitungen reagieren. Wir empfehlen, nach dem WeggieBen mit viel Wasser
nachzuspulen. Fur zusatzliche Informationen konsultieren Sie bitte das Material- und
Sicherheitsdatenblatt mit dem Titel “ Harnstoff (BUN)-Reagenz”. Die Verpackung
dieses Produkts enthélt trockenen Naturkautschuk. Vorsicht beim Umgang mit
Metallfalzungen und zerbrochenen Glasphiolen, da durch die scharfen Kanten
Verletzungsgefahr besteht.

R22 Gesundheitsschédlich beim Verschlucken.

R36/38 Reizt die Augen und die Haut.

S26 Bei Bertihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen
und Arzt konsultieren.

S28 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Seife und
Wasser.

REAGENZVORBEREITUNG

Das Reagenz ist mit der auf dem Schild angegebenen Menge von destilliertem oder
deionisiertem Wasser zu rekonstituieren. Bis zur Auflésung behutsam schtteln.

STABILITAT UND LAGERUNG

Vor der Benutzung:

Das Reagenz ist bei Lagerung von 2-8°C bis zum auf der Flasche und dem
Schachteletikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Rekonstituiertes Reagenz:

Das Reagenz ist bei verschlossener Lagerung in 2-8°C fir wenigstens 3 Monate
stabil.

Indikationen einer Verschlechterung des Reagenz:

. Tribung

. Reagenzabsorption < 1,0 (340nm, 1 cm Lichtweg) und/oder;

¢ Kontrollwerte liegen auBerhalb des erlaubten Bereichs.

PROBENSAMMLUNG UND HANDHABUNG

Serum: Nicht-hdmolysiertes Serum verwenden. Verwenden Sie KEIN mit Fluorid
konserviertes Serum.

Plasma: Sodium-Heparin oder EDTA verwenden.

Urin: Eine 1:20 Verdiinnung von Urin mit ammoniakfreiem Wasser ist gewéhnlich
vor der Analyse erforderlich.

Lagerung: Wegen der bakteriellen Kontaminationsgefahr von Harnstoff wird
empfohlen, dass alle Proben bis zur Analyse bei 2-8°C gelagert werden.
Serumproben sind bei 2-8°C flir mehrere Tage, und in gefrorenem Zustand (-20°C)
fir 6 Monate stabil.* Urinproben sind bei 2-8°C fiir 2 - 3 Tage stabil.®

ZUSATZLICH BENOTIGTE, JEDOCH NICHT GELIEFERTE AUSRUSTUNG

. Klinisches Chemie-Messgerat, das eine konstante Temperatur (37°C) sowie
ein Mess-Absorptionsvermégen von 340 nM beibehalten kann.

. Geratespezifische Materialien, z.B. Probebehalter, usw.

. Destilliertes oder deionisiertes Wasser fir die Aufbereitung des Reagenz und
entsprechende Hilfsgeréte (z.B. Pipette).

. Bereits gemessenes, normales und abnormales Kontrollmaterial.

e Kalibrator oder ein geeigneter wassriger Harnstoff (BUN)-standard.

TESTVERFAHREN (ASSAY VERFAHREN/PROZEDUR)

Die folgenden Systemparameter werden empfohlen. Individuelle
Instrumentanwendungen sind auf Anfrage von der Technischen Unterstitzungsgruppe
erhéltlich.

TESTPARAMETER

Temperatur 37°C
Primé&re Wellenlédnge 340 nm
Sekundare Wellenlange 405nm (405 - 410nm)
Test Typ Festwert
Richtung Abnahme
Probe : Reagenz ratio 1:100

z.B. Probe Volumen 3pL

Reagenz Volumen 300 pL

30 Sekunden
60 Sekunden
90 Sekunden
niedrig 1,00 AU
hoch: 2,00 AU

Erste Ablesung
Verzégerungszeit

Letzte Ablesung

Leeres Reagenz-Kontrollbereich
(340nm, 1cmLichtweg)

Linearitat 0,34 - 40 mmol/L
(siehe Abschnitt Linearitat) (1,0 - 112 mg/dL)
Sensitivitat 4,4AmA/min pro mmol/L

(340nm, 1cm Lichtweg) 1,6AmA/min pro mg/dL

BERECHNUNGEN
Die Resultate werden - normalerweise automatisch vom Instrument - wie folgt
berechnet:
AAbs/min von Unbekannt

x Kalibratorwert
AAbs/min von Kalibrator

Harnstoff =
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AA/mIN. = (A2 - A1)

wobei: A1
A2

= Absorption bei erster Lesung
= Absorption bei letzter Lesung
Beispiel:

Absorptionsvermogen Kalibrator
Absorptionsvermdgen von unbek
Kalibratorwert

0,06 AAbs/min

0,12 AAbs/min

14,3 mmol/L Harnstoff;
oder 40 mg/dL BUN
(Siehe Anmerkung 2.)

Harnstoff = _012 x 14,3 = 28,6 mmol/L
0,06

Hamstoff = —212 y 40 = 80 mg/dL
0,06

ANMERKUNGEN

1. Die Reagenz- und Probenmengen kénnen proportional geédndert werden, um
sie verschiedenen Photospektrometern anzupassen.

2. Proben mit Harnstoffkonzentrationen tiber 40 mmol/L (112 mg/dL) sollten mit
ammoniakfreiem Wasser verdiinnt und erneut getestet werden. Die Ergebnisse
sind mit dem Verdlinnungsfaktor zu multiplizieren.

3. Einheiten: Wo anwendbar, sind die Werte in dieser Beilage, die als mg/dL
ausgedrickt werden, Harnstoff-Stickstoff-Werte.
mmol/L von Urea x 2,802 = mg/dL von Harnstoff-Stickstoff
mmol/L von Urea x 6,02 = mg/dL von Harnstoff

KALIBRIERUNG

Die Kalibrierung ist erforderlich. Es wird ein auf wassriger Lésung bzw. Serum

basierender Kalibrator, der Uber einen zugeordneten, auf einen Priméarstandard

(z.B. NIST oder IRMM) zuriick zu fiilhrenden Wert verfigt, empfohlen. Bezliglich

der Haufigkeit der Kalibrierung fuir automatische Instrumente verweisen wir auf die

Spezifikationen des Instrumentherstellers. Es ist zu beachten, dass die Stabilitat der

Kalibrierung sowohl von der optimalen Leistung des Instruments als auch von der

Verwendung gemén den unter Stabilitt und Lagerung beschriebenen Empfehlungen

fur die Handhabung der Reagenzien abhéngt. Fur die folgenden Félle empfehlen

wir erneute Kalibrierung des Instruments:

. Neue Losnummer

¢ Nach Wartung oder nach dem Austausch einer wichtigen Komponente.

. Falls die Kontrollwerte auBerhalb des Normalbereichs liegen und das
Auswechseln des KontrollgefaBes nicht zur Ldsung des Problems fihrt.

QUALITATSKONTROLLE

Um eine adaquate Qualitatskontrolle sicherzustellen, sollten normale und abnormale

Kontrollen als unbekannte Proben wie folgt durchgefiihrt werden:-

. Mindestens alle acht Stunden

¢  Beim Gebrauch einer neuen Reagenzflasche

. Nach Wartung oder nach dem Austausch einer wichtigen Komponente

Kontrollresultate, die auBerhalb der niedrigen oder hohen Grenzwerte des normalen

Bereichs fallen, deuten darauf hin, dass der Test ungiiltig ist.

Fir solche Situationen empfehlen wir die folgenden korrektiven MaBnahmen:

. Die selben Kontrollen wiederholen.

*  Falls die wiederholten Kontrollergebnisse auBerhalb der Grenzwerte liegen,
frisches Kontrollserum zubereiten und den Test wiederholen.

. Falls die Ergebnisse nach wie vor nicht stimmen, mit frischem Kalibrator
rekalibrieren und den Test wiederholen.

*  Falls die Ergebnisse immer noch falsch sind, mit frischem Reagenz kalibrieren
und den Test wiederholen.

. Falls die Ergebnisse immer noch auBer Kontrolle sind, die Technische
Unterstltzung oder Ihrer lokalen Verkaufer kontaktieren

BESCHRANKUNGEN

1. Eswurden Studien zur Bestimmung der Interferenz von Hadmoglobin, Bilirubin,
Lipamie und Askorbinsdure durchgeflhrt. Es entstanden die folgenden
Ergebnisse:
Hamoglobin: Keine Interferenz von Hamoglobin bis zu 1000 mg/dL.
Unkonjugiertes Bilirubin: Keine Interferenz von unkonjugiertem Bilirubin bis
zu 1000 pmol/L (60 mg/dL).
Konjugiertes Bilirubin: Keine Interferenz von konjugiertem Bilirubin bis zu
1000 pmol/L (60 mg/dL).
Lipamie: Keine Interferenz von Lipamie, als Triglyzeride gemessen, bis zu
22,6 mmol/L (2000 mg/dL).
Askorbinsdure: Keine Interferenz von Askorbinsdure bis zu
20 mg/dL (1,14 mmol/L).
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2. Young DS® hat eine umfassende Liste von Medikamenten und Substanzen,
die diesen Test beeintrachtigen kénnten, herausgegeben.

ERWARTETE WERTE

Serum’ Harnstoff:  2,5-6,4 mmol/L (15-38 mg/dL)
BUN: 7-18 mg/dL

Urin* Harnstoff:  0,25-0,57 mol/24 Std. (1,5-3,4 mg/24 Std.)
BUN: 7-16 g/24 Std.

Die angegebenen Werte reprasentieren den erwarteten Bereich fir diese
Methode und dienen nur als Orientierungshilfe. Es wird jedem Labor
empfohlen, diesen Bereich zu verifizieren oder ein Referenzintervall fir die
entsprechende Bevélkerungsgruppe einzurichten.”

LEISTUNGSDATEN

Die folgenden Daten wurden unter Verwendung des Harnstoff (BUN)-Reagenz
auf einem sich in gutem Zustand befindlichen automatischen klinischen Chemie-
Analysegerat erhalten. Der Benutzer muss die Produktleistung fir sein spezifischen
Gerét festlegen.

UNGENAUIGKEIT

Die Ungenauigkeit wurde Uber einen Zeitraum von 20 Tagen mit Hilfe zweier
Kontrollstufen ausgewertet. Dabei wurde die NCCLS EPS-T Kontrollprozedur
befolgt.®

Innerhalb des Testlaufs: Stufe | Stufe Il
Anzahl der Datenpunkte 80 80
Durchschnitt (mmol/L / mg/dL) 515/14,4 18,19/51,0
SD (mmol/L / mg/dL) 0,28/0,8 0,36/1,0
CV (%) 53 2,0
Zwischen Tag: Stufe | Stufe II
Anzahl der Datenpunkte 80 80
Durchschnitt (mmol/L / mg/dL) 515/14,4 18,19/51,0
SD (mmol/L / mg/dL) 0,41/1,1 0,76 /2,1
CV (%) 8,1 4.2

EXAKTHEIT (GENAUIGKEIT)
Zur Bezugnahme wurden mit einem &hnlichen im Handel erhéltlichen Harnstoff-
Reagenz Vergleichsstudien durchgefiihrt. Serum- und Plasmaproben wurden parallel
getestet und die Ergebnisse mit der Methode der kleinsten Quadrate verglichen. Es
entstand die folgende Statistik:

Zahl der Probenpaare 60

Bereich der Proben 1,50 - 46,7 mmol/L (4,2 - 130,9 mg/dL)
Durchschnitt der Referenzmethode 20,45 mmol/L (57,3 mg/dL)
Durchschnitt der Harnstoff (BUN)-

Reagenz-Ergebnisse 19,82 mmol/L (55,5 mg/dL)

Steigung 0,96

Schnittpunkt 0,18 mmol/L (0,5 mg/dL)
Korrelations-Koeffizient 0,99

LINEARITAT

Bei empfohlener Durchfiihrung verlauft der Test zwischen 0,34 und 40 mmol/L von
Harnstoff (1,0 und 112 mg/dL von BUN) linear.

SENSITIVITAT
Bei empfohlener Durchfiihrung betragt die Sensitivitat dieses Tests 4,4AmA/min pro
mmol/L oder 1,6AmA/min pro mg/dL (1cm Lichtweg, 340nm).
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Nachbestellinformation

Katalog Nr. Konfiguration
1770-200 20x 10mL
TR12015 20x 20 mL
TR12003/1770-500 10x 50 mL
TR12004 10 x 200 mL
7500-024A 4 x 500 mL




