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1 Umweltprobenbank des
Bundes

Die Umweltprobenbank des Bundes (UPB) ist
ein Instrument der Umweltbeobachtung des
Bundesministeriums fir Umwelt, Naturschutz,
Bau und Reaktorsicherheit (BMUB) unter fach-
licher und administrativer Koordinierung des
Umweltbundesamtes (UBA). Die UPB sammelt
Okologisch reprasentative Umweltproben sowie
Humanproben, lagert sie ein und untersucht
sie auf umweltrelevante Stoffe (BMUB 2008).

Die Langzeitlagerung erfolgt unter Bedingun-
gen, die eine Zustandsveranderung oder einen
Verlust chemischer Eigenschaften lber einen
Zeitraum von mehreren Jahrzehnten weitest-
gehend ausschlieen. Damit stellt das Archiv
Proben fiir die retrospektive Untersuchung
solcher Stoffe bereit, deren Gefahrdungspoten-
tial fur die Umwelt oder die menschliche Ge-
sundheit heute noch nicht bekannt ist.

Umfassende Informationen zur UPB sind unter
www.umweltprobenbank.de verflugbar.

2 Zielsetzung dieser
Richtlinie

In dieser Richtlinie werden alle notwendigen
Arbeitsschritte zur photometrischen Bestim-
mung ausgewahlter klinisch-chemischer Pa-
rameter in 24h-Sammelurin und Blutplasma
beschrieben.

2014 wurde flur den vom Fraunhofer-Institut fur
Biomedizinische Technik (IBMT) betriebenen
Bereich der UPB, der die Sammlung, Lagerung
und Eingangscharakterisierung der Human-
proben umfasst, ein Qualitdtsmanagementsys-
tem nach DIN EN ISO/IEC 17025 etabliert
(Lermen et al. 2014). Folgende Richtlinie stellt
einen nicht gelenkten Auszug aus diesem QM-
System hinsichtlich der Analyse ausgewahlter
klinisch-chemischer Parameter dar. Sie ist in
dieser Form kein integrierter Bestandteil dieses
QM-Systems.

3 Anwendungsbereiche

Diese Richtlinie beschreibt das Vorgehen zur
photometrischen Bestimmung der Konzentrati-
onen an Cholesterin (CHO), Gesamt-Protein
(TP) und Triglyceriden (TRIGLY) in Blutplasma
und an Kreatinin in Blutplasma (CRE) und 24h-
Sammelurin (CRE-U) der UPB.

Die fur die jeweiligen Analyten definierten An-
wendungsbereiche und Nachweisgrenzen sind
in Tabelle 1 dargestellt.

Humane Probenmaterialen, deren Infektions-
status nicht weiter charakterisiert ist, gelten
generell als potentiell infektids. Beim Umgang
mit diesen sind die Vorgaben der Verordnung
Uber Sicherheit und Gesundheitsschutz bei
Tatigkeiten mit Biologischen Arbeitsstoffen
(BioStoffV) strikt zu befolgen. Die Arbeiten sind
daher in einem Labor der Biologischen Sicher-
heitsstufe 2 (BSL2) durchzufihren und die
entsprechende Schutzkleidung ist zu tragen.

4 Beschreibung der Methodik

Die Bestimmung der klinisch-chemischen Pa-
rameter erfolgt photometrisch mittels Cobas
c111 Analyzer der Fa. Roche.

Das Cobas c111l System bestimmt den Ab-
sorptionswert in der Probenfliissigkeit durch
Absorptionsphotometrie. Anhand der Absorpti-
on wird die Konzentration des gesuchten
Analyten in der Ldsung berechnet. Der Be-
stimmung liegen folgende chemisch-
physikalische Prinzipien zugrunde.

Cholesterin (CHO)

CHOD-PAP Methode - Die Cholesterinester
werden unter Einwirkung der
Cholesterinesterase in freies Cholesterin und
Fettsdaure gespalten. Die Cholesterinoxidase
katalysiert die Oxidation von Cholesterin zu
Cholest-4-en-3-on und Wasserstoffperoxid.
Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet mit
Aminoantipyrin und Phenol unter katalytischer
Wirkung der Peroxidase einen roten Farbstoff.
Die Intensitat des gebildeten Farbstoffes ist
direkt proportional zur Cholesterinkonzentrati-
on.
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Gesamt-Protein (TP)

Biuret Methode - Zweiwertiges Kupfer reagiert
in alkalischer Losung mit den Peptidbindungen
von Proteinen zum charakteristischen purpur-
farbenen Biuret-Komplex. Zur Verhinderung
der Ausfallung von Kupferhydroxid wird der
Reaktion Kaliumnatriumtartrat zugefiihrt. Die
Zugabe von Kaliumiodid verhindert die Autore-
duktion von Kupfer.

Die Intensitat der Biuret-Farbreaktion ist direkt
proportional zum Gesamtproteingehalt.

Kreatinin (CRE, CRE-V)

Jaffe Methode - In alkalischer Lésung bildet
Kreatinin mit Pikrinsaure einen gelb-orange
gefarbten Komplex. Die Bildungsgeschwindig-
keit des Farbstoffes ist proportional zur
Kreatininkonzentration.

Triglyceride (TRIGLY)

GPO-PAP Methode - Lipoproteinlipase
hydrolysiert Triglyceride zu Glycerin. Eine an-
schlielende Oxidation fuhrt zur Bildung von
Dihydroacetonphosphat und Wasserstoffpero-
xid. Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet
unter der katalytischen  Wirkung der
Peroxidase mit 4-Aminophenazon und 4-
Chlorphenol in einer Endpunktreaktion nach
Trinder einen roten Farbstoff. Die Intensitat
des gebildeten roten Farbstoffs ist direkt pro-
portional zur Triglyceridkonzentration.

Tabelle 1: Anwendungsbereiche

5 Geréate, Reagenzien und
Materialien

5.1 Analysegerat

Cobas Analysesystem, Modell: c111
Hersteller: Roche Diagnostics GmbH

5.2 Reagenzien und Materialien

Cobas c 111 spezifische Materialien
Cobas c 111 Microkiivetten-Segment
RD Standard False Bottom Tube
Screw Cap for False Bottom Tube

Testspezifische Reagenzien

Die testspezifischen Reagenzien sind ge-
brauchsfertige Loésungen der Fa. Roche. Fur
die Bestimmung der o0.g. Analyten werden
folgende Reagenzien verwendet:

e Cholesterin (Ref.-Nr.: 04718917190)

e Gesamtprotein (Ref.-Nr.: 04657586190)
e Kreatinin (Ref.-Nr.: 05401755190)

e Triglyceride (Ref.-Nr.: 04657594190)

Nullkalibrator
Als  Nullkalibrator wird Reinstwasser (>
18,2 MQ*cm) verwendet.

Kalibrator
Calibrator f.a.s., Best.Nr. 10759350

Analyt Matrix Messbereich Un.tere Nach- Normalbereich
weisgrenze
Triglyceride Blutplasma 8,85 - 885 mg/dL | 8,85 mg/dL < 150 mg/dL
Gesamtprotein Blutplasma 2,0-120¢g/L 2,09/L 66 — 87 g/L
Cholesterin Blutplasma 9,7 — 800 mg/dL 9,7 mg/dL < 200 mg/dL
0,50 — 0,90 mg/dL (w)
Blutpl 0,2-12,4mg/dL | 0,2 mg/dL
N Hiplasma Mg Mg 0,70 — 1,20 mg/dL (m)
Kreatinin 740 - 1570 mg/24 h (w)
24h-S lurin | 0,31 — 368 mg/dL | 0,31 mg/dL
ammetunn mg mg 1040 — 2350 mg/24 h(m)
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Qualitatskontrolle
Precinorm U, Best.Nr. 10171735
Precipath U, Best.Nr. 10171760

6 Durchfihrung

Der Cobas c111 Analyzer ist nach den Anwei-
sungen des Herstellers in Betrieb zu nehmen
und einzustellen.

6.1 Messung von Analyten

Zur Messung eines Analyten in einer Matrix
sind ca. 1 mL der Matrix in ein vorbereitetes
Cobas-Probenrdhrchen (RD Standard False
Bottom Tube) zu pipettieren. Das Probenrdhr-
chen ist in den Cobas c111 Analyzer einzuset-
zen, der gewinschte Test im Bedienmeni
auszuwahlen und die Messung zu starten. Die
Messung erfolgt vollautomatisch.

6.2 Kalibration und interne
Qualitatskontrolle

Zur Sicherung der Messgenauigkeit ist arbeits-
taglich vor jeder Messserie eine Kalibration
des Gerates durchzufihren.

Um die Richtigkeit der Messergebnisse zu
prifen und abzusichern, sind dartber hinaus
vor jeder Messserie und nach Abschluss jeder
Messserie interne Qualitatskontrollmessungen
aller Messparameter durchzufihren.

Liegen die Messwerte der Qualitatskontrollen
nach Abschluss einer Messserie aufRerhalb
des Toleranzbereiches oder treten sonstige
UnregelmaRigkeiten auf (z.B. gehaufte Feh-
lermeldungen des Cobas c111 Analyzer), so
ist die Analyse der Proben dieser Messserie zu
wiederholen und der Laborleiter zu informie-
ren.

6.3 Methodenvalidierung

Die Validierung der Methode richtet sich nach
den Anforderungen aus der Norm DIN EN
ISO/IEC 17025:2005 und der darauf basieren-
den DAKKS-Richtlinie 71 SD 4 019 (Revision:

1.1, 14. Januar 2015). Hierzu sind in einem
Validierungsplan die zu ermittelnden Verfah-
renskenngrofRen festzulegen. Fir die Bestim-
mung klinisch-chemischer Parameter sind
folgende Verfahrenskenngréf3en zu ermitteln:
Préazision

- Wiederholpréazision

- Laborprazision

- Vergleichsprazision
Richtigkeit
Robustheit
Spezifitat/Selektivitat
Die ermittelten Verfahrenskenngréfen sind in
einem Validierungsbericht darzustellen und zu
bewerten. Die Methode bedarf nach erfolgter
Bewertung fur den Anwendungsbereich der
Freigabe durch den Laborleiter.

6.4 Externe Qualitatskontrolle

Zur Uberpriifung und externen Qualitatssiche-
rung der ermittelten Messwerte der Klinisch-
chemischen Parameter ist die Teilnahme an
Eignungsprifungen unerlasslich. Die Teilnah-
me an einer externen Qualitatskontrolle richtet
sich nach den Vorgaben der RiLiBak. Hierzu
wird einmal jahrlich vor Beginn der Probenah-
men (im Oktober) an einem organisierten
Ringversuch (Instand e.V.) teillgenommen.
Daruber hinaus werden jahrlich Vergleichspru-
fungen organisiert. Hierbei werden nach Ab-
schluss einer Probenahme ca. 20 % der noch
nicht eingefrorenen Proben (25 Proben pro
Matrix) gekidhlt (2-8°C) an ein akkreditiertes
Labor zur Vergleichsprifung gesendet.

7 Dokumentation

Die Ergebnisse der Kalibrationen und Quali-
tatskontrollmessungen sind zu dokumentieren.
Zu erfassen sind hierbei Datum und Uhrzeit
der Kalibration/Messung, eventuelle Abwei-
chungen, zusatzliche Bemerkungen und der
Bearbeiter. Alle Aufzeichnungen sind zu archi-
vieren.

Die im Cobas ¢ 111 gespeicherten Analyseer-
gebnisse sind nach jeder Messserie aus dem
Gerét auszulesen, auf Plausibilitat zu prifen
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und redundant zu sichern. Parallel zur digitalen
Datensicherung druckt das Cobas ¢ 111 Ana-
lysesystem automatisch jeden Messwert aus.
Die Ausdrucke der Analysenergebnisse sind
zusatzlich zu archivieren.

Da die Analyse klinisch-chemischer Parameter
von Humanproben der UPB im Rahmen der
Probenahmen vor Ort am Probenahmestandort
und unmittelbar nach Eintreffen der Proben im
mobilen Labor erfolgen, sind Abweichungen
von der geltenden Richtlinie im Bericht zur
jeweiligen Probenahme zu dokumentieren. Die
Berichte sind zu archivieren.
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