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Dieses Reagenz ist fur die quantitative in-vitro-Bestimmung von Ammoniak (NH,)
in menschlichem Plasma auf automatischen Systemen vorgesehen.

KLINISCHE BEDEUTUNG 122

Ammoniak entsteht durch den Katabolisumus von Aminoséure und der Aktion von
Darmbakterien auf diatetisches Eiweif3; es wird in den Leberzellen zu Harnstoff
umgewandelt und wird auf diese Weise ungiftig. Unter normalen Umsténden ist die
Konzentration von Ammoniak im Kreislauf niedrig, typischerweise weniger als 50
pmol/L (85ug/dL). Studien haben ergeben, dass ein Uberschuss an Ammoniak auf
das zentrale Nervensystem vergiftend wirkt, und die klinischen Manifestierungen
zeigen sich typischerweise als neurologische Stérungen.

Erhéhte Ammoniakwerte kdnnen die folgenden Ursachen haben:

(i) angeborene Stoffwechselstérungen; oder

(i) Sekundére bzw. andere Erkrankungen.

Angeborene Stoffwechselstérungen sind bei Neugeborenen die Hauptursache
fur erhdhte Ammoniakwerte und gewodhnlich auf eine Enzymdefizienz des
Harnstoffzyklus zuriickzufihren. Erbliche Erkrankungen, die eine Beeintréchtigung
des Stoffwechsels der zweibasischen Aminosauren (Lysin und Ornithin) oder des
Stoffwechsels organischer Sauren verursachen, kdnnen auch zu erhéhten Werten
von zirkulierendem Ammoniak fiihren. Erhéhte Ammoniakwerte kdnnen auch bei
schwerem Leberversagen, wie es bei Reye’s Syndrom, viraler Hepatitis oder Zirrhose
auftritt, beobachtet werden.

METHODE '

Fur die Schatzung von Plasma-Ammoniak wurden mehrere Methoden enwickelt,
die grob in indirekte oder direkte Methoden eingeteilt werden kénnen.

Bei den indirekten Methoden wird Ammoniak zuné&chst isoliert, zum Beispiel
durch die Zugabe von Alkali bzw. die Vewendung von Kationenaustauschern,
und anschlieBend durch das Nessler-Verfahren oder die Berthelot-Methode
kolorimetrisch gemessen. Diese Prozeduren kénnen nicht auf einfache Weise
automatisiert werden und benétigen spezielle Geréte.

Direkte Prozeduren, wie zum Beispiel Enzymtests, werden in normalen Labors
haufiger verwendet, da sie vor der Analyse keine Abspaltung des Ammoniaks von
der Probe erfordern. Direkte Prozeduren kénnen daher einfacher automatisiert
werden.

Das Infinity Ammoniak-Reagenz ist eine direkte enzymatische Prozedur und basiert
auf dem folgenden Ablauf:-

NH, + a-Ketoglutarat + NADH

\J

Glutamat + NAD + H,O

Glutamatdehydrogenase (GLDH)

Das Reagenz enthélt einen Uberschuss an LDH, so dass endogene Pyruvate schnell
reduziert werden und das Testsystem nicht beeintréchtigen.

Das Infinity Ammoniak-Reagenz enthélt auch einen patentierten Stabilisierungsprozess,
der das Reagenz in der flissigen Phase stabilisiert.

REAGENZZUSAMMENSETZUNG

Aktive Bestandteile Konzentration

a-Ketoglutarat 7,5 mmol/L
NADH >0,2 mmol/L
GLDH (Mikroorganismus) >4000 U/L
LDH (Mikroorganismus) >30000 U/L
Tris-Puffer 100 mmol/L

pH 8,7 + 0,1 bei 20°C

WARNUNG: Nicht Einnehmen! Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Im Falle
des Verschiittens die betroffenen Flachen griindlich mit Wasser waschen. Das
Reagenz enthalt Natriumazid und kann deshalb mit kupfer- oder bleihaltigen
Leitungen reagieren. Wir empfehlen, nach dem WeggieBen mit viel Wasser
nachzuspulen. Fur zuséatzliche Informationen konsultieren Sie bitte das Material-
und Sicherheitsdatenblatt mit dem Titel “Infinity Ammoniak Fliissiges Stabiles
Reagenz”.

REAGENZVORBEREITUNG
Das Reagenz wird gebrauchsfertig geliefert.

Vor der Verwendung:

Das Reagenz ist bei Lagerung in 2-8°C bis zum auf dem Fléschchen und der
Schachtel angegebenen Verfallsdatum stabil.

Nach Offnen des Reagenz:

Das Reagenz ist bei verschlossener Aufbewahrung in 2-8°C bis zum Verfallsdatum
stabil. Es wird empfohlen, das Reagenz zu verschlieBen und gekuhlt bei 2-8°C zu
lagern, falls es fir langere Zeit (z.B. iber Nacht) nicht verwendet wird.
Indikationen einer Verschlechterung des Reagenz.

. Tribung;

. Absorptionsvermégen des Reagenz <1,3 AU bei 340 nm (1 cm); und/oder

¢  Beobachtete Kontrollwerte sind auBBerhalb des erlaubten Bereichs.

PROBENSAMMLUNG UND HANDHABUNG '

Plasma: Es wird empfohlen, dass Plasma mit EDTA oder Heparin (nicht Ammoniak-
Heparin) in ein entleertes Sammelréhrchen gegeben wird. Idealerweise sollte das
Sammelrdhrchen komplett mit Blut gefllt und sofort auf Eis gelegt werden. Die
Probe ist so bald wie mdglich (kalt) zu zentrifugieren und das Plasma zu trennen
und bis zur Analyse bei 2-4°C aufzubewahren.

Aufbewahrung: Ammoniakproben sind bei 2-4°C fiir drei Stunden, bzw. bei —20°C
flir 24 Stunden stabil.

ZUSATZLICH BENOTIGTE, JEDOCH NICHT GELIEFERTE AUSRUSTUNG

o Ein klinisches Chemie-Analysegerat, das eine konstante Temperatur (37°C)
und Messabsorptionsvermdgen bei 340 nm (334 nm, 365 nm) aufrechterhalten
kann.

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

¢ Ammoniak-Standard(s).

¢ Normales und abnormales getestetes Kontrolimaterial.

TESTVERFAHREN (ASSAY VERFAHREN/PROZEDUR)

Die folgenden Testparameter werden empfohlen: Einzelne Anwendungen des
Instruments kénnen auf Anfrage von der Technischen Unterstitzungsgruppe
erhalten werden.

TEST PARAMETER

Temperatur 37°C
Priméare Wellenlédnge 340 nm (334, 365 nm)
Sekundére Wellenléange 600 nm
Test Typ Anteil/Kinetisch
Richtung Abnahme
Probe : Reagenz ratio 1:11
z.B. Probe Volumen 30 pL

Reagenz Volumen 330 pL

30 Sekunden
90 Sekunden
120 Sekunden

Erste Lesung
Verzdégerung
Letzte Lesung

Leeres Reagenz-Kontrollbereich Niedrig 1,3 AU

(1cm Lichtweg, 340 nm) Hoch 2,5 AU
Linearitat 1000 pmo/L (1700 pg/dL)
(siehe Abschnitt Linearitat)

Sensitivitat 0,20 AmA pro pmol/L

(1cm Lichtweg, 340 nm) (0,11 AmA pro pg/dL)

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

Ammoniak = x Kalibratorwert

Beispiel:

Absorption von Kalibrator
Absorption von Unbekannt
Kalibratorwert

0,04 AAbs/min
0,10 AAbs/min
200 pmol/L (340 pg/dL)

0,10

Ammoniak = ———— x 200 = 500 pmol/L
0,04
0,10

Ammoniak = ————— x 340 = 850 pg/dL
0,04
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BEMERKUNGEN

1. Die Reagenz und Probemengen kdnnen proportional geéndert werden, um
sie verschiedenen Photospektrometern anzupassen.

2. Proben mit Ammoniakkonzentrationen von mehr als 1000 pmol/L (1700 pg/dL)
sollten mit ammoniakfreiem Wasser verdiinnt und erneut getestet werden. Die
Ergebnisse sind mit dem Verdiinnungsfaktor zu multiplizieren.

3.  Einheitsumrechnung: pmol/L x 1,7 = pg/dL

KALIBRIERUNG

Die Kalibrierung ist erforderlich. Es wird ein auf wassriger Losung, der Uber einen

zugeordneten, auf einen Primarbezugsstandard zuriick zu flilhrenden Wert verfugt,

empfohlen. Bezliglich der Haufigkeit der Kalibrierung fiir automatische Instrumente

verweisen wir auf die Spezifikationen des Herstellers.

Die Zuverléassigkeit der Kalibrierung hangt jedoch von der optimalen

Instrumentenleistung sowie der Verwendung von Reagenzien ab, die geméan der

Empfehlungen im Abschnitt tiber Stabilitat und Aufbewahrung dieser Paketbeilage

aufbewahrt wurden. Eine erneute Kalibrierung wird immer dann empfohlen, wenn

eines der folgenden Ereignisse eintrifft:

¢ 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 Losung des Problems fiihrt.

QUALITATSKONTROLLE

Um eine adaquate Qualitatskontrolle zu gewéhrleisten, sollten normale und

abnormale Kontrollen mit getesteten Werten als unbekannte Proben getestet

werden:

. Mindestens alle acht Stunden oder, wie durch das Labor festgestellt.

¢ 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 ungliltig ist.

Fur 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 Standard
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 lhrer lokalen Verkaufer kontaktieren.

BESCHRANKUNGEN
Hamolilsierte Proben sollten nicht verwendet werden, da Erythrozyten
gegentlber Plasma ungeféahr die dreifache Menge an Ammoniak enthalten.’

2. Eswurde bis zu einem Wert von 0,75 mmol/L (0,01 mg/dL) keine Beeinflussung
von Pyruvaten beobachtet.

3. Es wurde bis zu einem Wert von 4000 U/L keine Beeinflussung von ALT
beobachtet.

4. Zuverlassige Ammoniakschatzungen kénnen nur dann gemacht werden, wenn
die erforderlichen Schritte unternommen werden, um eine Kontaminierung
mit Ammoniak zu vermeiden. Zu den Kontaminierungsquellen gehéren das
Rauchen von Zigaretten (Patienten und Sammelpersonal), Laboratmosphare
und Laborglasgerate.

5.  Young DS* hat eine umfassende Liste von Wirkstoffen und Substanzen, die
diesen Test beeintrachtigen kénnen, verdffentlicht.

ERWARTETE WERTE?®

16 - 53 pmol/L (27 - 90 pg/dL)

Die angegebenen Werte wurden von einer normalen Bevélkerungsgruppe
abgeleitet und sollten nur als Richtwerte dienen. Es wird empfohlen, dass jedes
Labor diesen Bereich Uberprift, bzw. ein Referenzintervall fur die von ihm bediente
Bevolkerungsgruppe ableitet.
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LEISTUNGSDATEN

Die folgenden Daten wurden mittels des Infinity Ammoniak Flussiges Stabiles
Reagenz auf einem sich in guten Zustand befindlichen automatischen klinischen
Chemie-Analysegerat erhoben. Benutzer sollten die Produktleistung des von ihnen
verwendeten Analysegerates festlegen.

UNGENAUIGKEIT
Ungenauigkeit wurde Uber einen Zeitraum von 20 Tagen unter Verwendung von zwei
Kontrollstufen und Befolgung der NCCLS EP5-T Prozedur bewertet.”

Innerhalb des Testlaufs: Stufe | Stufell

Zahl d. Daten Punkte 76 76
Durchschnitt (umol/L / pg/dL) 61,1/103,9 115,5/196,4
SD (pmol/L / pg/dL) 3,6/6,1 8,5/14,5
CV (%) 6,0 7.4
Insgesamt: Stufe | Stufe Il

Zahl d. Daten Punkte 76 76
Durchschnitt (umol/L / pg/dL) 61,1/103,9 115,5/196,4
SD (pmol/L / pg/dL) 8,7/14,8 9,8/16,7
CV (%) 14,3 8,5

EXAKTHEIT (GENAUIGKEIT)

Es wurden unter Verwendung eines anderen im Handel erhaltlichen &hnlichen
Ammoniak-Reagenz Vergleichsstudien erstellt. Es wurden Plasmaproben
nebeneinander getestet und die Ergebnisse mit der Regressionsmethode der
kleinsten Quadrate verglichen. Das Ergebnis war die folgende Statistik.

Zahl der Probenpaare 42

Bereich der Proben 8 -799 pmol/L (13 -1359 pg/dL)
Durchschnitt der Referenzmethode 312 pmol/L (530pg/dL)
Durchschnitt Infinity Ammoniak 316 pmol/L (536 pg/dL)

Steigung 1,002

Schnittpunkt 1,55 pmol/L (2,6 pg/dL)
Korrelations Koeffizient 0,9974

LINEARITAT

Bei empfohlener Durchfiihrung verlauft der Test zwischen 0 und 1000 pmol/L
Ammoniak (0-1700 pg/dL) linear.

Die Linearitat kann sich auf anderen automatischen Geraten von diesem
Wert unterscheiden. Der Benutzer sollte die spezifische Infinity Anwendung
konsultieren.

SENSITIVITAT
Bei empfohlener Durchfiihrung ist die Sensitivitat dieses Tests 0,2 AmA pro pmol/L
oder 0,11 AmA pro pg/dL (1cm light path, 340 nm).
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