Uréia UV

) Liquid Stable
Finalidade
Para a determinagdo de ureia em soro, plasma ou urina.

Significado clinico

A ureia constitui a fragdo de nitrogénio ndo protéico mais importante na maioria dos liquidos
bioldgicos. No homem é o principal produto final do metabolismo protéico.

E produzida pelo figado e excretada pela urina através dos rins.

Uma elevagdo da concentragdo sérica da ureia, interpreta-se geralmente como uma possi-
vel disfungdo renal. Porém, ndo se deve esquecer o fato de que os valores séricos da ureia
encontram-se intimamente relacionados com a dieta e o metabolismo protéico, portanto
qualquer alteragdo nestas variaveis implica uma alteragdo da concentragdo da ureia no soro.

Fundamentos do método
Baseado no seguinte esquema de reagdo:

ureiase

ureia + H,0 2NH, +CO,

GIDH
NH, + NADH + H* + 2-oxoglutarato

I-glutamato + NAD* + H,0
Reagentes fornecidos

A. Reagente A: solugdo contendo tampdo Good pH 7,6, 2-oxoglutarato, ureiase e glutamato
desidrogenase (GIDH).

B. Reagente B: solugdo contendo NADH.

S. Padrdo: solugdo de ureia 60 mg/dL (equivalente a 28,04 mg/dL de BUN).

Concentragdes finais

Tampdo Good .. .250 mmol/L
2-Oxoglutarato R e wvvevenes 7,5 mmol/L
NADH...coeiiiiiiiiies e 0,28 mmol/L
Ureiase (Jack bean) ettt > 5000 U/L
GIDH (MICrODIANE) c..veuievieieieiieieteteie ettt esesneneneas >800 U/L

Reagentes nao fornecidos
Laborcal da Laborlab.

InstrugGes de uso

Padrdo: pronto para uso.

Reagentes A e B: prontos para uso. Podem ser utilizados separadamentes ou como Reagente
Unico misturando 4 partes de Reagente A + 1 parte de Reagente B (ex. 4 mL Reagente A +
1 mL Reagente B).

Precaugdes

Os Reagentes sdo para uso diagnostico "in vitro".

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho no laboratério de
andlises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme a regulagdo local vigente.

Estabilidade e instrugdes de armazenamento

Reagentes fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragdo (2-8°C) até a data do vencimento indi-
cado na embalagem. Uma vez abertos ndo devem permanecer destampados nem fora do
refrigerador durante periodos de tempo prolongados. Evitar contaminagdes.

Reagente Unico (pre-misturado): estavel sob refrigeragdo (2-8°C) por 30 dias a contar da
data de sua preparagdo.

Indicios de instabilidade ou deterioragdo dos reagentes

A turbidez é indicio de deterioragdo dos Reagentes.

Quando o espectrofotdmetro é zerado com agua, leituras de Absorbancia do Branco inferiores a
1,000 D.O. (a 340 nm) sdo indicios de deterioragdo do mesmo.

Amostra

Soro, plasma ou urina

a) Coleta: obter soro da maneira habitual ou plasma coletado com anticoagulantes comuns.
Separar dos eritrdcitos dentro das 24 horas de obtida a amostra.

Se a amostra for urina, utilizar preferencialmente fresca.

b) Aditivos: caso a amostra a ser utilizada seja plasma, recomenda-se o uso de heparina ou
EDTA como anticoagulante para sua obtengdo. Ndo utilizar heparinato de aménio.

c) Estabilidade e instrugbes de armazenamento: a ureia em soro € estavel 7 dias a 20-25°C
ou a 2-8°C ou 1 ano a -20°C, sem acréscimo de conservantes. Em urina é estavel 2 dias a 20-
25°C, 7 dias a 2-8°C ou 4 semanas a -20°C sem acréscimo de conservantes.

Interferéncias

N3o sdo observadas interferéncias por bilirrubina até 150 mg/L, hemoglobina até 350 mg/dL
nem triglicerideos até 700 mg/dL.
Referéncia bibliogréfica de Young para efeitos de drogas neste método.

Material necessario (ndo fornecido)
- Espectrofotémetro
- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.

- Cubetas espectrofotométricas
- Crondmetro

CondicGes de reagcao

(diminuig¢do da absorbancia)

- Comprimento de onda: 340 nm (Hg 334 ou 366)

- Temperatura da reagdo: 37°C

- Tempo de reagdo: 2 minutos

- Volume de amostra: 10 uL

- Volume final da reagdo: 1,01 mL

Os volumes de Amostra e de Reagente podem variar proporcionalmente a fim de adapté-los
aos requerimentos dos diferentes espectrofotometros.

Procedimento

I- Técnica com reagentes separados
Zerar o aparelho com 4gua destilada.
Em uma cubeta mantida a temperatura de trabalho, colocar:

Reagente A 1mL

Amostra ou Padrao 10 uL

Misturar sem inversdo. Incubar por aproximadamente 1 minuto a 37°C. Apds acrescentar:

Reagente B 250 uL

Misturar imediatamente (sem inversdo) e disparar simultaneamente o cronémetro. Ler
a absorbancia apés 60 segundos (D, ou P.) e continuar a incubagdo. Medir novamente a
absorbancia (D, ou P,) aos 120 segundos (60 segundos depois da 1° leitura).

11- Técnica com reagente Unico
Zerar o aparelho com agua destilada.
Em uma cubeta mantida a temperatura de trabalho colocar:

Reagente Unico 1mL

Amostra ou Padrdo 10uL

Misturar imediatamente (sem inversdo) e disparar simultaneamente o cronémetro. Ler
a absorbancia apés 60 segundos (D, ou P.) e continuar a incubagdo. Medir novamente a
absorbancia (D, ou P,) aos 120 segundos (60 segundos depois da 1° leitura).

11I- Técnica em urina
Utilizar a mesma técnica (I ou Il) diluindo a urina convenientemente com agua ou solugédo
fisioldgica. Para o célculo dos resultados, multiplicar pelo fator de diluigdo utilizado.

Calculo dos resultados
60 mg/dL
Ureia (mg/dL) =fx (D,-D,) f=
(P,-P)
Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sao ilustrativos)

Amostra
D,: 1,350
D,: 1,295

Absorbancia da amostra: 1,350 — 1,295: 0,055

Padrao
S,:1,250
S,:1,168

Absorbancia do Padrdo: 1,250 — 1,168: 0,082

60 mg/dL
Fator=  ———— =732
0,082

Ureia (mg/dL) = 0,055 x 732 = 40 mg/dL
Método de controle de qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade (Laborcontrol 1 e Laborcontrol 2
da Laborlab) com concentrag@es conhecidas de ureia, com cada determinagdo.

Valores de referéncia

Soro ou plasma
10 - 50 mg/dL como ureia (4,7 - 23,4 mg/dL como BUN)

Esta faixa foi obtida a partir de amostras provenientes de 120 individuos pertencentes a am-
bos sexos (entre 20 e 45 anos), sem sintomas de disfung&o renal ou outra doenga aparente.

Urina

Normalmente, a eliminagdo de ureia estd sujeita a grandes varidveis que dependem do
habito alimentar. Tendo uma dieta misturada e corrente se elimina 30 g em 24 horas com
oscilagdes entre 20 ge 40 g.
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A literatura (Tietz, N.W.) faz meng&o da seguinte faixa de referéncia:
Soro ou plasma: 13 - 43 mg/dL (2,1 - 7,1 mmol/L)
Urina: 26 - 43 g/24 hs (0,43 - 0,72 mol/24 horas)

C€

Recomenda-se que cada laboratdrio estabelega seus prdprios valores de referéncia.

[ EC [REP]
Conversdo de unidades
Ureia (g/L) x 46,7 = BUN (mg/dL)

Ureia (mg/dL) x 0,1665 = Ureia (mmol/L)
Ureia (mg/dL) x 0,467 = BUN (mg/dL)

BUN (mg/dL) x 2,14 = Ureia (mg/dL)

Ureia (g/24 hs) x 0,0167 = Ureia (mol/24 hs)

Para convertir valores de ureia (em mg/dL) a valores de BUN (em mg/dL), deve-se utilizar o
seguinte fator de conversao:

1
fator = = 0,467

2,14

onde:
1/2,14 = fator de conversdo entre a ureia e o nitrogénio uréico no sangue (BUN)

Exemplo:
50 mg/dL de ureia x 0,467 = 23,4 mg/dL de BUN

19)

E%%IH@QéhmEv@%*m@

Limitagdes do procedimento

Vide “Interferéncias”.

Para preservar a integridade dos regentes deve ser utilizado material volumétrico perfeita-
mente limpo e seco.

Desempenho

Os ensaios foram realizados no analisador Express Plus® (Ciba Corning Diagnostics).
a) Reprodutibilidade: processando simultaneamente 20 duplicatas das mesmas amostras no
mesmo dia, foram obtidos os seguintes dados:

Precisdo intra-ensaio

Nivel D.P. C\V.
ve Calibr. ||
28,3 mg/dL +0,57 mg/dL 2,01%
113 mg/dL +1,36 mgd/L 1,20%
Precisdo inter-ensaio

Nivel D.P. CV.
28 mg/dL +0,66 mg/dL 2,36 % REF
113 mg/dL +1,48 mg/dL 1,31%

b) Sensibilidade: a sensibilidade analitica de Ureia UV Liquid Stable é de 7,1 mg/dL (0,071 g/L)
de ureia ou 3,32 mg/dL de BUN e o limite de detecgdo é 3,83 mg/dL (0,0383 g/L) de ureia
ou 1,79 mg/dL de BUN.

¢) Linearidade: a reagdo ¢ linear até 300 mg/dL (3 g/L) de ureia e até 140 mg/dL como BUN. Para
valores superiores, dissolver a amostra original 1:2 com agua destilada e repetir a deter-
minagdo. Corrigir os calculos multiplicando o resultado pelo fator de diluigdo empregado.
d) Correlagdo: o valor de ureia foi determinado em 158 amostras, utilizando Ureia UV Liquid
Stable e outro kit comercial baseado no mesmo principio, obtendo-se o seguinte coeficiente
de correlagdo:

r=0,9995, pendente b = 1,0093, interseg¢do a = 0,0985

Parametros para analisadores automaticos
Consultar as instrugdes de programagdo no Manual de Uso do analisador a utilizar.
Para a calibragdo deve-se utilizar um calibrador baseado em soro (Laborcal da Laborlab).

Apresentacao

2 x 80 mL Reagente A
2 x 20 mL Reagente B
1 x4 mL Padrdo
(Cdd. 1770300)

4 x 60 mL Reagente A
4 x 60 mL Reagente B
1 x4 mL Padrdo
(Cod. 1779634)

Referéncia

- Searcy, R.L. - "Diagnostic Biochemistry" McGraw-Hill, New York, NY 1969.

- Talke, H.; Schubert, G.E. - Klin Wochschr 43:174, 1965..

- Tiffany, T.0.; Jansen, J.M.; Burtis, C.A.; Overton, J.B.; Scott, C.D. - Clin. Chem. 18:829, 1972..

- Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", AACC Press, 4" ed., 2001.

- Tietz Fundamentals of clinical chemistry - Burtis, C., Ashwood, E. (5° Edition) WB Saunders,
2001.

Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro do prazo de validade e
seja comprovado pelo Departamento Técnico da Laborlab Produtos para Laboratdrios Ltda. que
ndo houve falhas técnicas na execugéio e manuseio deste kit, assim como em sua conservagéo.
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SiMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE para
dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"

Representante autorizado na Comunidade Européia
Uso médico-diagndstico "in vitro"
Conteudo suficiente para <n> testes
Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)
Né&o congelar

Risco bioldgico

Volume apds da reconstituigdo
Conteudo

NUmero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrugdes de uso
Calibrador

Controle

Controle Positivo

Controle Negativo

Numero de catédlogo



6

Finy uso
Para la determinacion de urea en suero, plasma u orina

Liquid Stable

Significacion clinica

La urea constituye la fraccion de nitrégeno no proteico mas importante en la mayoria de los
liquidos bioldgicos. En el hombre es el principal producto final del metabolismo proteico. Se
produce en el higado y es excretada por la orina a través de los rifiones.

Una elevacion de la concentracion sérica de urea, se interpreta generalmente como una posible
disfuncion renal. Sin embargo, no debe dejarse de lado el hecho de que los valores séricos
de urea se encuentran intimamente relacionados con la dieta y el metabolismo proteico, por
lo que cualquier alteracion en estas variables se traducirad en un cambio de la concentracion
de urea en suero.

Fundamentos del método

Basado en el siguiente esquema reaccionante:
ureasa

urea + HZO _— 2 NH3 + COZ

GLDH

NH, + NADH + H*+ 2-oxoglutarato —_— I-glutamato + NAD* + H,0

Reactivos provistos

S. Standard: solucién de urea 60 mg/dl (equivalente a 28,04 mg/dl de BUN).

A. Reactivo A: solucion conteniendo buffer Good pH 7,6, 2-oxoglutarato, ureasa y glutamato
deshidrogenasa (GLDH).

B. Reactivo B: solucion conteniendo NADH.

Concentraciones finales

BUFFEI GOOM ...ttt et e e e e sannas 250 mmol/I

2-OXOGIULATAtO .ovveveuiieieteieteeeieie ettt nenees 7,5 mmol/|

.. 0,28 mmol/I
...>5000 U/I

>800 U/I

Ureasa (Jack bean)....
GLDH (microbiana)

Reactivos no provistos
Laborcal de Laborlab.

Instrucciones para su uso
Standard : listo para usar.
Reactivos Ay B: listos para usar. Estos pueden usarse separados o como Reactivo tinico mez-
clando 4 partes de Reactivo A + 1 parte de Reactivo B (ej.: 4 ml Reactivo A + 1 ml Reactivo B).

Precauciones

Los Reactivos son para uso diagndstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales de trabajo en el laboratorio de
analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de acuerdo a la normativa local vigente.

Estabilidad e instrucciones de almacenamiento

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-8°C) hasta la fecha de vencimiento indi-
cada en la caja. Una vez abiertos, no deben permanecer destapados y fuera del refrigerador
durante lapsos de tiempo prolongados. Evitar contaminaciones.

Reactivo tnico (premezclado): en refrigerador (2-8°C) es estable 30 dias a partir del momento
de su preparacion.

Indicios de inestabilidad o deterioro de los reactivos

La turbidez es indicio de deterioro de los Reactivos.

Cuando el espectrofotdmetro ha sido llevado a cero con agua, lecturas de Absorbancia del Blanco
inferiores a 1,000 D.O. (a 340 nm) son indicio de deterioro del mismo.

Muestra

Suero, plasma u orina

a) Recoleccion: obtener suero de la manera usual o plasma recolectado con anticoagulantes
comunes. Separar de los gldbulos rojos dentro de las 24 horas de obtenida.

Si la muestra es orina, utilizar preferentemente fresca.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plasma, se recomienda el uso de heparina
o EDTA para su obtencion. No utilizar heparinato de amonio.

c) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la urea en suero es estable 7 dias a 20-25°C
0a2-8°Co1afioa-20°C, sin agregado de conservantes. En orina es estable 2 dias a 20-25°C,
7 dias a 2-8°C 0 4 semanas a -20°C sin agregado de conservantes.

Interferencias

no se observan interferencias por bilirrubina hasta 150 mg/l, hemoglobina hasta 350 mg/dl y
triglicéridos hasta 700 mg/dl.
Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las drogas en el presente método.

Material requerido (no provisto)

- Espectrofotémetro

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas

- Cronémetro

Condiciones de reaccién

(disminucidn de la absorbancia)

- Longitud de onda: 340 nm (Hg 334 ¢ 366)

- Temperatura de reaccién: 37°C

- Tiempo de reaccion: 2 minutos

- Volumen de muestra: 10 ul

- Volumen final de la reaccién: 1,01 ml

Los volimenes de Muestra y de Reactivo pueden variarse proporcionalmente a fin de aco-
modarlos a los requerimientos de los distintos espectrofotdometros.

Procedimiento

|- TECNICA CON REACTIVOS SEPARADOS
Llevar a cero el espectrofotometro con agua destilada. En una cubeta mantenida a la tem-
peratura de trabajo, colocar:

Reactivo A 1ml

Muestra o Standard 10 ul

Mezclar sin invertir. Incubar aproximadamente 1 minuto a 37°C. Luego agregar:

Reactivo B 250 ul

Mezclar inmediatamente (sin invertir) y disparar simultdaneamente un cronémetro. A los 60
segundos exactos medir la absorbancia (D, 0S,) y continuar la incubacién. Medir nuevamente
la absorbancia (D,0S,) a los 120 segundos (60 segundos después de la 1° lectura).

1I- TECNICA CON REACTIVO UNICO
Llevar a cero el espectrofotdmetro con agua destilada. En una cubeta mantenida a la tem-
peratura de trabajo, colocar:

Reactivo unico 1ml

Muestra o Standard 10 ul

Mezclar inmediatamente (sin invertir) y disparar simultdaneamente un cronémetro. A los 60
segundos exactos medir la absorbancia (D, 0S,) y continuar la incubacién. Medir nuevamente
la absorbancia (D,0S,) a los 120 segundos (60 segundos después de la 1° lectura).

I1l- TECNICA EN ORINA
Utilizar la misma técnica (I o Il) diluyendo la orina convenientemente con agua o solucién
fisioldgica. Para el calculo de los resultados, multiplicar por el factor de dilucién utilizado.

Calculo de los resultados
60 mg/dl

Urea (mg/dl) =fx (D,-D,) f= —
(s,-S,)

Ejemplo:

(Los datos presentados a continuacion ilustrativos)

Muestra

D,: 1,350

D,: 1,295

Absorbancia de la muestra: 1,350 — 1,295: 0,055

Standard
51: 1,250
S,:1,168

Absorbancia del Standard: 1,250 — 1,168: 0,082

60 mg/dL
Fatcor= ——— =732
0,082

Urea (mg/dl) = 0,055 x 732 = 40 mg/dI
Método de control de calidad

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Laborcontrol 1y Laborcontrol 2 de
Laborlab) con concentraciones conocidas de urea, con cada determinacién.

Valores de referencia

Suero o plasma
10 - 50 mg/dl como urea (4,7 - 23,4 mg/dl como BUN)
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Este rango se obtuvo de muestras provenientes de 120 individuos de ambos sexos (entre 20
y 45 afios), sin sintomas de disfuncién renal u otra enfermedad aparente.

Orina

Normalmente, la eliminacion de urea esta sujeta a grandes variaciones dependientes de la
dieta. Por término medio, y con una dieta mixta corriente, se excretan unos 30 g en 24 horas,
con oscilaciones comprendidas entre 20 gy 40 g.

En la literatura (Tietz, N.W.) se menciona el siguiente rango de referencia:

Suero o plasma: 13 -43 mg/dl (2,1 - 7,1 mmol/l)

Orina: 26 - 43 g/24 hs (0,43 - 0,72 mol/24 horas)

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia.

Conversién de unidades

Urea (g/1) x 46,7 = BUN (mg/dl)

Urea (mg/dl) x 0,1665 = Urea (mmol/l)
Urea (mg/dl) x 0,467 = BUN (mg/dl)

BUN (mg/dl) x 2,14 = Urea (mg/dl)

Urea (g/24 hs) x 0,0167 = Urea (mol/24 hs)

Para convertir valores de urea (en mg/dl) a valores de BUN (en mg/dl), se debe utilizar el
siguiente factor de conversion:

1

factor = =0,467

2,14

donde:
1/2,14 = factor de conversion entre la urea y el nitrégeno ureico en sangre (BUN)

Ejemplo:
50 mg/dl de urea x 0,467 = 23,4 mg/dl de BUN

Limitaciones del procedimiento

Ver Interferencias.

Para preservar la integridad de los reactivos debe emplearse material volumétrico perfec-
tamente limpio y seco.

Performance

Los ensayos fueron realizados en analizador Express Plus'” (Ciba Corning Diagnostics).!
a) Reproducibilidad: procesando simultdneamente 20 replicados de una misma muestra, en
un mismo dia, se obtienen los siguientes resultados:

Precision intraensayo

Nivel D.S. CV.
28,3 mg/dl +0,57 mg/dl 2,01%
113 mg/dl + 1,36 mgd/dl 1,20%

Precision interensayo

Nivel D.S. CV.
28 mg/dl +0,66 mg/dl 2,36 %
113 mg/dl +1,48 mg/dl 1,31%

b) Sensibilidad: la sensibilidad analitica de Uréia UV Liquid Stable es 0,071 g/I (7,1 mg/dl)
de urea 0 3,32 mg/dl de BUN y el limite de deteccidn es 0,0383 g/l (3,83 mg/dl) de urea o
1,79 mg/dl de BUN.

c) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 3 g/I (300 mg/dl) de urea y hasta 140 mg/dl como BUN.
Para valores superiores, diluir la muestra original 1:2 con agua destilada y repetir la determi-
nacion. Corregir los célculos multiplicando el resultado por el factor de dilucion empleado.
d) Correlacion: se determind el valor de urea en 158 muestras usando Uréia UV Liquid Stable
y otro kit comercial basado en el mismo principio. El coeficiente de correlacion obtenido
fue el siguiente:

r=0,9995; pendiente b = 1,0093; interseccién a = 0,0985

Parametros para analizadores automdticos
Consultar las instrucciones de programacion en el Manual del Usuario del analizador en uso.
Para la calibracion se debe utilizar un calibrador a base de suero (Laborcal de Laborlab).

Presentacion

2 x 80 mL Reactivo A
2 x 20 mL Reactivo B
1 x4 mL Standard
(Céd. 1770300)

4 x 60 mL Reactivo A
4 x 60 mL Reactivo B
1 x4 mL Standard
(Cod. 1779634)

Bibliografia

- Searcy, R.L. - "Diagnostic Biochemistry" McGraw-Hill, New York, NY 1969.

- Talke, H.; Schubert, G.E. - Klin Wochschr 43:174, 1965.

- Tiffany, T.O.; Jansen, J.M.; Burtis, C.A.; Overton, J.B.; Scott, C.D. - Clin. Chem. 18:829, 1972.

- Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests", AACC Press, 4" ed., 2001.
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Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Directiva
Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagndstico "in vitro"

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Uso diagnéstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos
Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)
No congelar

Riesgo bioldgico

Volumen después de la reconstitucién
Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Cdustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso
Calibrador

Control

Control Positivo

Control Negativo

Numero de catédlogo
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