Fluitest® UREA

UREA

Order information:

Catalog No. Contents

H9705 Hit | (ILab*) R1 6x 40ml R2 3x 49ml
H9703 Hit 917 (AU*) R1 6x 60ml R2 6x 40ml
AU9703 AU R1 6x 60ml R2 6x 40ml

(*) Kit contains only reagent barcode for Hitachi systems.

System information:
Hitachi 911/912/917:
Hitachi 917:

ACN 418 (Serum/Plasma)
ACN 470 (Urine)

Intended use:
Enzymatic in vitro test for the quantitative determination of urea in human serum,
plasma and urine.

Summary:

The determination of urea is the most widely used test for the evaluation of kidney
function. The test is frequently used in conjunction with the determination of
creatinine for the differential diagnosis of prerenal hyperuremia (cardiac
decompensation, water depletion increased protein catabolism), renal hyperuremia
(glomerulonephritis, chronic nephritis, polycystic kidney, nephrosclerosis, tubular
necrosis) and postrenal hyperuremia (obstructions of the urinary tract).

Urea is the final degradation product of protein and amino acid metabolism. In
protein catabolism the proteins are broken down to amino acids and deaminated.
The ammonia formed in this process is synthesized to urea in the liver. This is the
most important catabolic pathway for eliminating excess nitrogen in the human
body. In 1914 Marshall introduced an assay based on the enzyme urease for
determining urea in blood. The ammonia released from urea by urease was
measured titrimetrically. Numerous other techniques have since been employed to
measure the ammonia produced. These include Bertholot’s indophenol assay and
the reaction of ammonia with Nessler's reagent. Subsequent modifications have
been published by Fawcett and Scott and by Chaney and Marbach. In 1995, Talke
and Schubert published a totally enzymatic procedure for the determination of urea
using the coupled urease/glutamate dehydrogenase (GLDH) enzyme system. The
Analyticon UREA/BUN assay is based on the completely enzymatic method. It has
been optimized for automatic analyzers that permit kinetic measurements.

Test principle:

Urea is hydrolysed in presence of urease to produce ammonia and CO,. The
ammonia produced combines with 2 — oxoglutarate and NADH in presence of
GLDH to yield glutamate and NAD.

Urea + HoO +2H" —Y®3€ 5 oNH; +CO,

2NHg +2 - Oxoglutarate + 2NADH —CPH s 1,0 1+ 2NAD* + Glutamate

The decrease in absorbance due to consumption of NADH is measured kinetically.

Reagent concentration:

R1:

BICIN* buffer pH 7.6 50 mmol/l
GLDH 20.80 U/
Urease =12 U/ml
R2:

TRIS** buffer pH 9.6 100 mmol/l
2-oxoglutarate 8.3 mmol/l
NADH 2 0.23 mmol/l

* BICIN = N,N-bis(2-hydroxyethyl)-glycine
** TRIS = Tris (hydroxymethyl)-aminomethane

Preparation and stability:

R1: ready for use

R2: ready for use

The reagents are stable up to the expiry date on the label when stored at +2°C to
+8°C.

Onboard stability: R1 28 days
R2 28 days

Specimen:

Serum

Collect serum using standard sampling tubes.
Li-heparin, Na- heparin or K-EDTA plasma. Do not use ammonium heparin.

Stability: 7 days at +20°C to +25°C
7 days at +2°Cto +8°C
1 year at-20°C

Urine

Collect urine without using preservatives.

Stability: 2 days at +20°C to +25°C
7 days at +2°Cto +8°C

1 month at-20°C
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« Urine samples are automatically diluted 1 + 19 with 0.9% NaCl or distilled water in
the analyzer. The respective dilutions are taken into account in the calculation of
results.

« Analyzers without automatically sample dilution

Manually dilute urine samples with 0.9 % NaCl or distilled water

(e.g. 1 + 10). Multiply the result by the appropriate dilution factor (e.g. 11).

Centrifuge samples containing precipitate before performing the assay.

Notes:
For in vitro diagnostic use.

X

Exercise the normal precautions required for handling all laboratory reagents.

Xn - Harmful
Reagents R1 and R2 both contain harmful components (sodium
azide). R22: Harmful if swallowed.

Limitations - interference:

Criterion: Recovery within £10% of initial value.

Icterus: No significant interference up to an | index of 100 (approximate conjugated
and unconjugated bilirubin concentration 100 mg/dl)

Hemolysis: No significant interference up to an H Index of 800 (approximate
hemoglobin concentration: 800 mg/dl).

Lipemia (Intralipid): No significant interference up to an L index of 1200
(approximate triglycerides concentration: 2400 mg/dl).

There is poor correlation between turbidity and triglycerides concentration

Ammonia produced on the cuvette during a GLDH or lactate UV determination
interferes with the UREA/BUN assay. The urea/BUN must therefore not be installed
on the analyzers together with reagents for the GLDH or lactate UV test. In urine
endogenous ammonium ions interfere with the urea/BUN assay. Elevated
concentrations can occur under acidic conditions (e.g. acidosis.)

Great care must be taken to prevent ammonia contamination of the specimens and
calibrators to be analyzed for urea/urea nitrogen.

Testing procedure:
Applications for automated systems are available on request.

Materials provided

» Working solutions as described above
Additional materials required

« Calibrators and controls as indicated below
*0.9% NaCl

Manual procedure:
For this presentation is no manual procedure available. If the use of a manual
procedure is necessary, please use Fluitest UREA UV Art, #4705 or #4701.

Conversion into Sl-units, relation between urea and urea-nitrogen:
mg/dl x 0,166 = mmol/l (urea)
mg/dl urea x 0,467 = mg/dl urea-nitrogen

Measuring/reportable range

Serum/plasma

5 - 400 mg/dl (0.83 to 66.4 mmol/l) urea or 2 — 186 mg/dl urea nitrogen.

Determine samples with higher concentrations via the rerun function. On instru-
ments without rerun function, manually dilute samples with 0.9% NaCl or distilled
water (e.g. 1+2). Multiply the result by the appropriate dilution factor (e.g. 3).
Calculated extended ranges with rerun for 900-series analyzer:

» Roche/Hitachi 904/911/912:

Up to 800 mg/dl (133 mmol/l) urea or 374 mg/dl urea nitrogen.

* Roche/Hitachi 917/MOD P/MOD D:

Up to 600 mg/dl (99.6 mmol/l) urea or 280 mg/dl urea nitrogen.

Urine
+ Roche/Hitachi 904/911/912/917/Modular

50 — 8000 mg/dI (8.3-1328 mmol/l) urea or 23-3736mg/dl urea nitrogen.
* Roche/Hitachi 717/747/902/914:

50 — 4400 mg/dI (8.3-730 mmol/l) urea or 23-2055 mg/dl urea nitrogen.

Determine samples with higher concentrations via the rerun function. On instru-
ments without rerun function, manually dilute samples with 0.9% NaCl or distilled
water (e.g.1 + 2). Multiply the result by the appropriate dilution factor (e.g. 3).

Expected values:

Serum/plasma

10 - 50 mg/dl (1.7 — 8.3 mmol/l) urea

Reference ranges for children are given in the brochure "Reference ranges for
adults and children; preananlytical considerations” by Heil W. Koberstein R, Zawta
B. (published by Boehringer Mannheim GmbH 1997).

Morning urine

847 — 2967 mg/dl (141 — 494 mmol/l)

24-hour urine

10 — 35 g/24h (170 — 580 mmol/24h), corresponding to

670 — 2300 mg/dl (110 — 390 mmol/l)
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The expected values are influenced by daily take—up of proteins on relation to the
body weight.

Each laboratory should investigate the transferability of the expected values to its
own patient population and if necessary determine its own reference range. For
diagnostic purposes the urea results should always be assayed in conjunction with
the patient's medical history, clinical examinations and other findings.

Analytical sensitivity (lower detection limit)

Detection limit: 5 mg/dl (0.83 mmol/l)

The lower detection limit represents the lowest measurable urea activity that can be
distinguished from zero.

Precision:
Reproducibility within run was determined using human samples and controls (n =
20). The following results were obtained:

Serum Within run
Sample Mean SD Ccv
mg/dl mg/dl %
Sample1 41.8 1.34 3.21
Sample2 98.4 1.63 1.66
Sample3 142 3.03 2.13
Serum Between day
Sample Mean SD Ccv
mg/dl mg/dl %
Sample1 43.5 1.34 3.07
Sample2 65.6 2.05 3.12
Sample3 140.2 3.26 2.32

Method comparison:
A comparison of the Analyticon Fluitest® UREA/BUN (y) with a commercial
obtainable assay (x) gave the following result:

y =0,993 x + 0,389; r=0,998

Quality Control:

Human Control Serum

Contronorm® Plus 5x5ml #1205
20 x5 mil #1220
Contropath® Plus 5x5ml #1305
20 x5 ml #1320

The control intervals and limits must be adapted to the individual laboratory and
country-specific requirements. Values obtained should fall within established limits.
Each laboratory should establish corrective measures to be taken if values fall
outside the limits.

Calibration:

S1: 0.9% NaCl

S2: Bio Cal® 20 x 3 ml #1420
Bio Cal® E 10 x 3 ml #1430

Disposal:
Please note the legal regulations.
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Bestellinformation:

Katalog-Nr. Inhalt

H9705 Hit | (ILab*) R1 6x 40ml R2 3x 49ml
H9703 Hit 917 (AU*) R1 6x 60ml R2 6x 40ml
AU9703 AU R1 6x 60ml R2 6x 40ml

(*) Kit enthalt nur Reagenzien-Barcodes fur Hitachi Systeme.

Systeminformation:
Hitachi 911/912/917:
Hitachi 917:

ACN 418 (Serum/Plasma)
ACN 470 (Urin)

Anwendungszweck:
In vitro Test zur quantitativen Bestimmung von Harnstoff in Humanserum, -plasma,
und -urin.

Zusammenfassung:

Die Bestimmung von Harnstoff ist der am weitesten verbreitete Test zur Bewertung
der Nierenfunktion. Der Test wird hdufig zusammen mit der Creatinin-Bestimmung
anwendet und dient zur Differenzialdiagnose von prarenaler (Herzsuffizienz, Was-
serausscheidung, erhdhter Protein-Katabolismus), renaler (Glomerulinephritis,
chronische Nephritis, polycystische Niere, tubuldre Nekrose) und postrenaler (Ver-
stopfung der Harnwege) Hyperuramie. Harnstoff ist das Endprodukt des Eiwei3 und
Aminoséaure-Stoffwechsels. Beim EiweiBabbau werden die Proteine in Aminosauren
zerlegt und desaminiert. Der dabei gebildete Ammoniak wird in der Leber zu Harn-
stoff umgewandelt. Dies stellt den wichtigsten Abbauweg fir Uberschissigen Stick-
stoff im menschlichen Kérper dar. Im Jahr 1914 fihrte Marshall einen Test zur Be-
stimmung von Harnstoff im Blut unter Verwendung des Enzyms Urease ein. Der
durch die Urease freigesetzte Ammoniak wurde titrimetrisch gemessen. Zahlreiche
weitere Methoden wurden seitdem etabliert, um den freigesetzten Ammoniak zu
bestimmen. Dazu zahlen der Indophenol Test von Berthelot und Die Reaktion von
Ammoniak mit Nesslers Reagenz. Nachfolgende Modifikationen wurden von
Fawcett und Scott sowie Chaney und Marbach publiziert. Talke und Schubert
verbffentlichten 1965 eine vollenzymatische Methode zur Be-stimmung von Harn-
stoff unter Verwendung des gekoppelten Enzymsystems Urease/Glutamat-Dehydro-
genase (GLDH). Der voliegende Test basiert auf dieser enzymatischen Methode
und eignet sich besonders fir Vollautomaten, die kinetische Messungen erlauben.

Testprinzip:

Harnstoff wird durch Urease zu Ammoniak und CO. hydrolysiert. Der Ammoniak
reagiert mit 2-Ketoglutarat und NADH in Gegenwart von Glutamat-Dehydrogenase
zu Glutamat und NAD.

Harnstoff + H,0 +2H" —Y8%e , oNHS +CO,

2NH;, +2 - Ketoglutarat + 2NADH —S-P% 5 H.0 + 2NAD"* + Glutamat

Die Rate der Absorptionsabnahme durch die Verringerung der NADH Konzentration
ist proportional zur Harnstoffkonzentration.

Konzentration der gebrauchsfertigen Lésung:

Ri:

BICIN* Puffer pH 7.6 50 mmol/l
GLDH 20.80 U/
Urease 212 U/ml
R2:

TRIS** Puffer pH 9.6 100 mmol/l
2-Ketoglutarat 8.3 mmol/l
NADH 2 0.23 mmol/l

* BICIN = N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-Glycin
** TRIS = Tris (hydroxymethyl)-Aminomethan

Herstellung und Haltbarkeit:
R1: Inhalt ist gebrauchsfertig.
R2: Inhalt ist gebrauchsfertig.
Ungedffnete Packungsbestandteile sind bei +2°C bis +8°C bis zum aufgedruckten
Verfallsdatum haltbar.
Onboard Stabilitat: R1 28 Tage
R2 28 Tage

Untersuchungsqut:

Serum

entnommen mit Standard-Probenentnahmerdhrchen.

Li-, Heparin, NaHeparin, oder K-EDTA-Plasma. Ammoniak-Heparin ist nicht zu
verwenden.

Haltbarkeit: 7 Tage bei +20 bis +25°C
7 Tage bei +2 bis +8°C
1 Jahr bei -20°C

Analyticon® Biotechnologies AG
Am Mihlenberg 10, 35104 Lichtenfels / Germany

&

analyticon

Urin

Urin ohne Zusatz von Konservierungsstoffen sammeln

Die Urinproben werden im Analyzer automatisch 1 + 19 mit 0.9% NaCl oder dest.
Wasser verdiinnt.

Bei Analysegeraten ohne automatische Verdlnnung sind die Proben manuell mit
0.9% NaCl oder dest. Wasser zu verdlnnen (z.B. 1+10). Ergebnis mit dem
entsprechen-den Verdiinnungsfaktor multiplizieren (z. B. Faktor 11).

Haltbarkeit: 2 Tage bei 20-25°C
7 Tage bei 2-8°C
1 Monat bei -20°C

Proben, die Prézipitate enthalten, miissen vor dem Test zentrifugiert werden.

In vitro Diagnostikum.

X

Die beim Umgang mit Laborreagenzien ublichen VorsichtsmaBnahmen beachten.

Xn - Gesundheitsschéadlich

Reagenzien R1 und R2 enthalten beide gesundheitsschadliche
Komponenten (Natriumazid). R22: Gesundheitsschadlich beim
Verschlucken.

Einschréankungen des Verfahrens - Interferenzen:

Als Bewertung gilt: Wiederfindung + 10% vom Ausgangswert.

lkterus: Keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index | von 100 (ca. 100 mg/dl
Bilirubin).

Hamolyse: Keine wesentliche Beeinflussung bis zum Index H von 800 (ca. 800
mg/dl Hamoglobin). Lipamie (Intralipid): Keine wesentliche Beeinflussung bis zum
Index L von 1200(ca. 2400 mg/dl Triglyceride). Es besteht keine zufriedenstellende
Ubereinstimmung zwischen Tribung und Triglyceridkonzentration.

Ammoniak das bei der GLDH- oder Lactat UV-Test-Bestimmung in der Kivette
entsteht, stort die Harnstoff/Harnstoff-Stickstoff- Bestimmung. Das UREA/BUN-
Reagenz darf deshalb nicht zusammen mit GLDH- oder Lactat UV-Test-Reagenz
auf den Geraten installiert werden. Im Urin wird die Harnstoff/Harnstoff-Stickstoff-
Bestimmung durch endogene Ammoniumionen gestért. Erhdhte Konzentrationen
kénnen bei Saurebelastung (z.B. Acidose ) auftreten.

Um Kontaminationen von Ammoniak auf Proben und Kalibratoren fiir die Harnstoff/
Harnstoff-Stickstoff-Bestimmung zu vermeiden, muss sorgféltig gearbeitet werden.

Testverfahren:
Applikationen fiir automatisierte Systeme sind auf Anfrage erhaltlich.

Gelieferte Materialien

+ Gebrauchsfertige Lésungen wie vorher angegeben. Zusétzlich
bendtigte Materialien

« Kalibrations- und Kontrolimaterial wie nachfolgend beschrieben.

+ Natriumchlorid-Lésung (0,9%)

Manuelle Testdurchfiihrung:
Fir diesen Test ist keine manuelle Durchflihrungsvorschrift erhaltlich. Bitte fur eine
manuelle Testdurchfiihrung Fluitest UREA UV Art. #4705 oder #4701 verwenden.

Berechnung:

Umrechung in Sl-Einheiten, Verhéltnis zwischen Harnstoff und Harnstoff-Stickstoff:
mg/dl x 0,166 = mmol/l (Harnstoff)
mg/dl Harnstoff x 0,467 = mg/dl Harnstoff-Stickstoff

Messbereich:

Serum/plasma

5 - 400 mg/dI (0.83 to 66.4 mmol/l) Harnstoff oder 2 — 186 mg/dl Harnstoff-Stickstoff.
Proben mit héheren Konzentrationen mit der rerun-Funktion bestimmen.

Fur Gerate ohne rerun-Funktion die Proben manuell mit 0.9% NaCl oder
destillierten Wasser verdiinnen (z.B. 1 + 2). Das Ergebnis mit dem entsprechenden
Faktor multiplizieren (z.B. 3).

Erweiterte Messbereiche mit rerun-Funktion fir Analyzer der 900-Serie:

» Roche/Hitachi 904/911/912:

Bis zu 800 mg/dl (133 mmol/l) Harnstoff oder 374 mg/dl Harnstoff-Stickstoff.

* Roche/Hitachi 917/MOD P/MOD D:

Bis zu 600 mg/dl (99,6 mmol/l) Harnstoff oder 280 mg/dl Harnstoff-Stickstoff.

Urine
» Roche/Hitachi 904/911/912/917/Modular

50-8000mg/dl (8,3-1328mmol/l) Harnstoff oder 23-3736mg/dl Harnstoff-
Stickstoff.
* Roche/Hitachi 717/747/902/914:

50-4400mg/dl (8,3-730mmol/l) Harnstoff oder 23-2055mg/dl Harnstoff-
Stickstoff
Proben mit héheren Konzentrationen mit der rerun-Funktion bestimmen
Fur Geréte ohne rerun-Funktion die Proben manuell mit 0.9% NaCl oder dest.
Wasser verdinnen (z.B. 1+2). Das Ergebnis mit dem entsprechenden Faktor
multiplizieren (z.B. 3).
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Referenzbereich:

Serum

10 — 50 mg/dl (1,7 — 8,3 mmol/l) Harnstoff

Referenzbereiche fir Kinder bitte der Broschilre "Referenzbereiche fir Kinder und
Erwachsene, Praanalytik" entnehmen. Heil W, Koberstein R, Zawta B (Hrsg.
Boehringer Mannheim GmbH 1997).

Morgenurin
847 — 2967 mg/dl (141 -494 mmol/l)

24-Stunden-Urin
10-35g/24h (170 — 580 mmol/24h), entsprechend
670 — 2300 mg/dl (110 — 390 mmol/l

Die Normalwerte werden von der taglichen Proteinzufuhr im Verhaltnis zum
Korpergewicht beeinflusst.

Jedes Labor sollte die Ubertragbarkeit der Referenzbereiche flir die eigenen
Patientengruppen Uberprifen und gegebenenfalls eigene Referenzbereiche
ermitteln. FUr diagnostische Zwecke sind die Harnstoff/Harnstoff-Stickstoff
Ergebnisse stets im Zusammenhang mit der Anamnese, der klinischen
Untersuchung und anderen Untersuchungsergebnissen zu werten.

Sensitivitat (analytische Nachweisgrenze):

5 mg/dl (0.83 mmol/l)

Die Nachweisgrenze entspricht der niedrigsten messbaren Harnstoff Aktivitat, die
von Null unterschieden werden kann.

Imprézision:

Serum

Die Reproduzierbarkeit von Tag zu Tag wurde mit Kontrollproben (n = 20) bestimmt
und ergab folgende Ergebnisse:

Tag / Tag
Probe MW SD VK

mg/dl mg/dl %
Probe 43,5 1,34 3,07
Contronorm 65,6 2,05 3,12
Contropath 140,2 3,26 2,32

In der Serie

MW SD VK
Probe mg/dl mg/dl %
Probe 41,8 1,34 3,21
Contronorm 98,4 1,63 1,66
Contropath 142 3,03 2,13

Methodenvergleich:
Bei einem Vergleich von Analyticon Fluitest® UREA/BUN (y) mit einem kommerziell
erhéltlichen Test (x) wurde folgendes Ergebnis erzielt:

y = 0,993 x + 0,389; r=0,998
Qualitatskontrolle:
Humane Kontrollseren:
Contronorm® Plus 5x5ml #1205
20 x5 ml #1220
Contropath® Plus 5x5ml #1305
20 x5 ml #1320

Die Kontrollintervalle und Kontroligrenzen sind den individuellen Anforderungen
jedes Labors und den landerspezifischen Richtlinien anzupassen. Die Ergebnisse
muissen innerhalb der festgesetzten Bereiche liegen. Jedes Labor sollte Korrektur-
mafBnahmen flr den Fall beschreiben, dass Werte auBerhalb des Bereichs liegen.

Kalibration:

S1: 0.9% NaCl

S2: Bio Cal®
Bio Cal® E

20 x 3 ml #1420
10x3 ml #1430

Entsorqung:
Bitte beachten Sie die jeweiligen gesetzlichen Vorschriften.
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