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Zweckbestimmung 
Wako NEFA-HR(2) Test ist ein enzymatischer Farbtest zur quantitativen In-vitro-Bestimmung
der freien Fettsäuren (NEFA) im Serum.

Zusammenfassung und Erklärung des Tests
Albumingebundene freie Fettsäuren (NEFA) im Serum sind ein wichtiger Energielieferant im
peripheren Gewebe. Die NEFA-Konzentration im Serum ist abhängig von einem Aufnahme-
gleichgewicht zwischen Leber und peripheren Gewebe und einer Freisetzung aus dem Fett-
gewebe. Bei körperlicher Anstrengung fällt der NEFA Gehalt ab und er steigt an bei Nahrungs-
karenz, Unterkühlung, bei Stresspanik oder beim Rauchen. Anstieg und Abnahme werden
auch beobachtet bei Diabetes, Leber- und endokrinen Erkrankungen.

NEFA wurde mit der Extraktionsmethode bestimmt, die durch den Einsatz organischer
Lösungsmittel schwierig durchzuführen war. Weitverbreitet hat sich die enzymatische
Methode mit Acyl-CoA-Oxidase (ACOD) wegen der exzellenten Spezifität und der präzisen
Durchführung. NEFA-HR(2) ist ein Reagenzkit für die Bestimmung Freier Fettsäuren und
basiert auf einer enzymatischen Methode mit 3-Methyl-N-Ethyl-N-(β-Hydroxyethyl)-Anilin
(MEHA) als violettes Farbagens. Es werden verlässliche Ergebnisse ohne Interferenzen durch
Ascorbinsäure und Bilirubin erzielt.

Testprinzip
Unveresterte Fettsäuren (NEFA) in der Probe werden durch Acyl-CoA Synthetase (ACS) zu
Acyl-CoA, AMP und Phoshorsäure (PPi) umgestzt unter Mitwirkung von Coenzym A (CoA) und
Adenosin-5-Triphosphat-Dinatriumsalz (ATP).

Es entsteht Acyl-CoA was unter Einwirkung von Acyl-CoA-Oxidase (ACOD) zu 2,3-trans-
Enoyl-CoA und Wasserstoffperoxid umgewandelt wird. In Anwesenheit von Peroxidase (POD),
wird unter Einwirkung von 3-Methyl-N-Ethyl-N-(β-Hydroxyethyl)-Anilin (MEHA) und 4-
Aminoantipyrin (4-AA) durch oxidative Kupplung ein blau-violetter Farbkomplex gebildet.

Durch die Messung der Absorbtion der blau-violetten Farbe kann die NEFAKonzentration
bestimmt werden.

Reaktionen

Physikalische und chemische Anzeichen von Instabilität
Das Vorhandensein eines Niederschlags im Reagenz oder Kontrollwerte außerhalb des vom
Hersteller angegebenen Bereichs sind ein Hinweis auf die Instabilität des Reagenzes.

Geräte
Das Reagenz ist zur Verwendung auf kommerziell erhältlichen Analysenautomaten vorge-
sehen. Bezüglich einer Beschreibung der Gerätebedienung und -spezifikation verweisen wir
auf das Handbuch des Geräteherstellers. Eine praktische Validierung des Verfahrens vom
Anwender am Einsatzort durch Bestimmung einer ausreichenden Anzahl adäquater Kontroll-
und Patientenseren ist unerlässlich.

Reagenzien
Inhalt und Lagerbedingungen

R1 Set: R1a Farbreagenz A Lagerung bei 2–10 °C
R1: Lösung A

R2 Set: R2a: Farbreagenz B Lagerung bei 2–10 °C
R2: Lösung B

Bestandteile

R1 Set:

R1a: Farbreagenz A (nach Rekonstitution)
ACS 0,53 U/ml
CoA 0,31 mmol/l
ATP 4,3 mmol/l
4-AA 1,5 mmol/l
AOD 2,6 U/ml
Natriumazid 0,062 %
(Farbreagenz lyophilisiert) (0,8 %)

R1: Lösung A Phosphat-Puffer, pH 7,0 50 mmol/l
Natriumazid 0,05 %

R2 Set:

R2a: Farbreagenz B (nach Rekonstitution)
ACOD 12 U/ml
POD 14 U/ml

R2: Lösung B MEHA 2,4 mmol/l

Herstellung der Reagenzien
R1: Den Inhalt einer Flasche Farbreagenz A (R1a) mit der Lösung A (R1) gut mischen. Die

Gebrauchslösung bei 2–10 °C lagern und innerhalb 1 Monats verbrauchen.

R2: Den Inhalt einer Flasche Farbreagenz B (R2a) mit der Lösung B (R2) gut mischen. Die
Gebrauchslösung bei 2–10 °C lagern und innerhalb 1 Monats verbrauchen.

Probengewinnung und -aufbewahrung
Für die Bestimmung sollten Serumproben verwendet werden. Es wird empfohlen die Werte
unmittelbar nach der Blutabnahme zu bestimmen, denn Enzyme wie Lipoproteinlipase, Phos-
pholipase hydrolysieren die Fette und es bilden sich Fettsäuren. Zur Lagerung die Serum-
proben bitte einfrieren. Stabilität: 2 Tage bei 4 °C.1

Heparin bewirkt eine Stimulierung der Lipoprotein Lipase, was zu einem Anstieg der Freien
Fettsäuren unter Heparintherapie führt. Das Blut dieser Patienten kann nur mittels einer Vorbe-
handlung bestimmt werden.2

Standard-Verfahren
Temperatur: 37 °C (Hitachi® 737)

Kalibrator: Wako NEFA Standard (separat lieferbar)

Berechnung der NEFA-Konzentration
Die NEFA-Konzentration wird mit Hilfe einer Kalibrationskurve bestimmt.

Umrechnungsfaktoren: mg/dl = mmol/l x 28,2
(bezogen auf Oleinsäure, MW (Mol. Gew.) = 282)
mmol/l (mval/l = mEq/l) = mg/dl x 0,035

Anwendung auf verschiedenen Analysenautomaten
Geben Sie die Parameter entsprechend der Gebrauchsanweisung des Geräteherstellers ein.
Applikationen für Analysenautomaten versenden wir auf Anfrage.

Ergebnisse
Die Endergebnisse werden automatisch berechnet und in Konzentrationseinheiten mEq/l
ausgedruckt. Benutzen Sie immer auch die gleiche Maßeinheit für den Kalibrator.

Referenzbereiche3

Männer: 0,1–0,60 mmol/l (2,8–16,9 mg/dl)
Frauen: 0,1–0,45 mmol/l (2,8–12,7 mg/dl)

Da die Werte von Alter, Geschlecht, Ernährung, Land und anderen Faktoren abhängig sind,
sollte jedes Labor seine eigenen Werte für dieses Verfahren bestimmen.
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Leistungsdaten des Tests 
(1) Richtigkeit

Wird eine Kontrollserumprobe bekannter Konzentration im Test eingesetzt, liegt der Mess-
wert im Bereich von ±15 % der bekannten Konzentration.

(2) Sensitivität
a) Wird reines Wasser als Probe eingesetzt, beträgt die Absorption nicht mehr als 0,140.
b) Wird ein Standard bekannter Konzentration (Ölsäure 1 mEq/l) eingesetzt, liegt die

Absorption im Bereich von 0,100–0,380.

(3) Präzision
Wird eine Probe in einem Lauf 5-mal oder häufiger getestet, liegt der VK nicht höher als
1,5 %.

(4) Meßbereich
0,01–4,00 mEq/l NEFA (Bei Anwendung der Standard-Verfahren)

Korrelation

Probenmaterial Serum

Korrelationskoeffizient r = 0,997 (n = 50)

Regressionsgleichung y = 1,013x - 0,043

y Wako NEFA-HR(2) (ACS – ACOD-Methode, mEq/l)

x Wako NEFA C (ACS – ACOD-Methode, mEq/l)

Interferenzen
a) Bilirubin kann zu einer leichten Verminderung der Werte führen.
b) Ascorbinsäure und Hämolyse haben keinen bedeutenden Einfluss auf die Werte.
c) Zitrat, Oxalat, EDTA und Natriumfluorid in den üblichen Mengen haben keinen wesent-

lichen Einfluss auf das Messergebnis.

Warnungen und Vorsichtsmaßnahmen
• Nur für In-vitro-Anwendungen.
• Die Anwendung dieses Tests ist ausschließlich ausgebildetem Fachpersonal vorbe-

halten. Es gelten die einschlägigen nationalen und regionalen Vorschriften und Gesetze.
• Darf beim Menschen oder Tier nicht In-vivo angewendet werden.
• Die Reagenzien sind ausschließlich für das hier beschriebene Verfahren zu verwenden.

Eine Leistung kann nicht garantiert werden, wenn die Reagenzien in anderen Verfahren
oder für andere Zwecke eingesetzt werden.

• Bei der Gerätebedienung bitte das Benutzerhandbuch des Herstellers beachten!
• Lagerung der Reagenzien unter den angegebenen Bedingungen. Reagenzien nach dem

auf der Packung angegebenen Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
• Irrtümlich eingefrorene Reagenzien nicht mehr verwenden! Solche Reagenzien können

zu falschen Ergebnissen führen.
• Längere Aufbewahrung der angebrochenen Reagenzien wird nicht empfohlen. Nach

dem Anbruch bitte wieder gut verschließen und bei der angegebenen Temperatur lagern.
• Die Behälter und andere Materialien nur für den beschriebenen Testzweck verwenden.
• Die Flaschen sind unter Vakuum verschlossen. Den Stopfen bitte langsam entfernen

damit kein Material entweichen kann.
• Wenn das NEFA Reagenz zusammen mit einer Cholesterin oder Triglyzeridbestimmung

verwendet wird, kann es vorkommen, dass die Enzyme Cholesterol Esterase und Lipo-
protein Lipase in den anderen Reagenzien an der Küvette anhaften und die Werte der
NEFA Bestimmung beeinflussen.

• Den NEFA Standard für die Kalibration benutzen.
• Dieser Assay sollte nicht alleinige Grundlage für die Erstellung einer Klinischen Diagnose

sein.
• Die Reagenzien nicht an Mund, Augen, oder Haut bringen! Bei Kontakt mit der Haut oder

den Augen umgehend mit viel Wasser spülen.
• Vorsicht! Nicht mit dem Aluminiumverschluss schneiden, wenn dieser entfernt wird.
• Bei der Entsorgung der Reagenzien sind die regionalen und nationalen Vorschriften zu

beachten. Lösung A enthält 3 mg/l Kaliumeisenzyanid. (1 mg/l als Zyan).
• Alle Materialien die mit Probe in Berührung kommen sollten als potentiell infektiös

betrachtet werden. Der Umgang mit diesen Materialien sollte in Übereinstimmung mit
den Leitlinien guter Laborpraxis und in einer Weise erfolgen, die den geltenden natio-
nalen und internationalen Bestimmungen entspricht.

• Natriumazid kann mit Kupfer oder Blei explosive Gemische bilden. Auch wenn die
Reagenzien nur minimale Mengen Natriumazid enthalten, sollten die Abflüsse ausgiebig
mit Wasser gespült werden, nachdem die Reagenzien entsorgt wurden.

Kennzeichnung gemäß Verordnung (EG) Nr. 1272/2008
• Das Produkt ist gemäß CLP-Verordnung eingestuft und gekennzeichnet.
• Das Produkt enthält keine SVHC nach Reach Artikel 57 >0,1 %.

Gefahrbestimmende Komponenten zur Etikettierung
• Acyl Coenzyme A Oxidase
• Peroxidase

Gefahrenpiktogramme

Gefahr

Gefahrenhinweise
• Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen.
• Schädlich für Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Sicherheitshinweise
• Einatmen von Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden.
• [Bei unzureichender Belüftung] Atemschutz tragen.
• BEI EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen und für ungehinderte

Atmung sorgen.
• Bei Symptomen der Atemwege: GIFTINFORMATIONSZENTRUM/Arzt anrufen.
• Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
• Enthält Ascorbate Oxidase. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.
• Enthält Gemisch aus: 5-Chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-on und 

2-Methyl-2H-isothiazol-3-on, Maleimid. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

Qualitätskontrolle
Ein Qualitätskontrollprogramm wird für alle klinischen Laboratorien empfohlen. 
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Bestellinformation
Best.-Nr. Produkt Packung

434-91795 NEFA-HR(2) R1 Set R1a: 4 x für 50 ml
R1: 4 x 50 ml

436-91995 NEFA-HR(2) R2 Set R2a: 4 x für 25 ml
R2: 4 x 25 ml

270-77000 NEFA Standard CAL: 2 x 10 ml



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


