VIDA

biotecnologia
UREIA UV

INSTRUCOES DE USO

METODO :
Teste Enzimdtico para a determinacdo Cinética da Ureia.

FINALIDADE:
Kit para a determinacdo quantitativa da Uréia em soro, plasma
e urina.

FUNDAMENTO:

Em presenca de &gua, a uréia é hidrolisada pela enzima

urease. O resultado dessa reagdo é a formagdo de amdnia e
didéxido de carbono. A amdnia formada reage com O O-
cetoglutarato e o NADH. Essa reacdo ¢ catalisada pela

glutamato desidrogenase (GLDH) e tem o glutamato e o NAD' como
produtos. O decréscimo na absorbdncia em 340nm é proporcional
4 concentracdo de uréia.

Uréia + 2 H,0__U5°¢ 2 NH,++ CO,

NH, '+ a-cetoglutarato + NADH + H' W““mm°““’”°@"§°L—Glutamato + NAD

SIGNIFICADO CLINICO:

A uréia é produzida no figado e passa para a circulagédo
sanguinea, onde posteriormente é degradada a nivel
intersticial e eliminada pelo suor, trato gastrointestinal e
rim. Ela é livremente filtrada pelos glomérulos dependendo do
estado de hidratacdo grande parte da uréia filtrada é
passivamente reabsorvida nos tubulos proximais.

Sua concentracdo varia em individuos sadios e é influenciada
por diversos fatores, entre os principais estdo grau de
hidratacdo, ingestdo de proteinas e funcdo renal.

Sua principal relevancia clinica é na avaliacéo do
funcionamento renal do paciente.

A uremia ¢é observada em pacientes com dietas rica em
proteinas, insuficiéncia cardiaca congestiva, nefrite,
insuficiéncia renal aguda e carcinomas no trato urindrio.

A  redugdo da uréia estéd relacionada a insuficiéncias
hepadticas graves, reducdo do catabolismo proteico e elevacado
acentuada da diurese. Lesdo renal pode ocasionar a retencédo
de wuréia devido aos disturbios da filtracdo, reabsorcéo,
secrecdo e excregdo.

Pacientes com lesdo hepatica, apresentam reducdo da conversao
de aménia em uréia, o que leva a hiperamoniemia. Durante o
periodo gestacional, também pode ocorrer reducdo dos niveis
de uréia.

Condigdes que elevam os niveis de uréia
1 - Pré-renal
Desidratac¢do, choque, hipovolemia, insuficiéncia cardiaca
congestiva.
2 - Renal
Doenca renal aguda ou crdnica, desidratacdo e edema, efeito
antianabélico geral dos glicocorticoides e catabolismo
proteico elevado.
3 - Pbés-renal
Obstrucdo do trato urindrio

IDENTIFICAGCAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 2 a 8°C.

Rl - TAMPAO: Tampdo TRIS 115 mol/L pH 7,6;
7,5mmol/L; Azida sédica 0,09% p/v.

R2 - SUBSTRATO: NADH 0,25 mmol/L;
glutamato desidrogenase 2 800 U/L;
sbédica 0,09% p/v.

Urease > 8
ADP 1,2 mmol/L;

R3 - PADRAO: uréia em concentracdo equivalente & 70mg/dL.

ESTABILIDADE:
Os reagentes individuais s&o estéaveis até sua data
validade, apds abertos se mantidos sob temperatura de 2

a-cetoglutarato

KU/L,
Azida

de
a 8

°C. O reagente de uso é estavel por 4 semanas se mantido sob

temperatura de 2 a 8 °C.

TRANSPORTE :

O kit n&o é afetado pelo transporte desde que seja entregue

ao destinatdrio no periodo maximo de 07 dias e em uma
temperatura de até 37 °C.

TERMOS E CONDIC@ES DE GARANTIA:

O fabricante garante a qualidade do produto, se este for

armazenado sob as condig¢des de temperatura descritas acima e

em sua embalagem original.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de seguranca na
manipulagdo do reagente. O reagente ©possui azida
sbédica. Nao ingerir ou aspirar. Evitar contato com a
pele e mucosa;

. Os reagentes Rl e R2 possuem 0,09% de azida sdédica como
conservante;

. Recomendamos a aplicacéao das Boas Praticas de
Laboratérios Clinicos para a execugdo do teste;

. De acordo com as instrucg¢des de biosseguranca, todas as
amostras devem ser manuseadas como materiais
potencialmente infectantes;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais
biolégicos, sugerimos utilizar as regulamentacdes
normativas locais, estaduais ou federais para a
preservagdo ambiental;

. Ndo misturar reagentes de lotes diferentes;

. Ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes,

evitando contaminacdo cruzada;

. Né&o usar o reagente quando este

apresentar

caracteristica visual em desacordo com o especificado

na FISPQ do produto.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:
. Espectrofotémetro UV/VIS;

. Tubos e pipetas;

. Banho-maria ou termostatizador na temperatura constante
de 37 °C;

. Crondémetro;

AMOSTRAS BIOLOGICAS

. SORO, PLASMA (heparinizado ou EDTA)
O soro deve ser separado até 2 horas
armazenado sob refrigeracdo 2 a 8 °C, a uréia é estéavel
até 7 dias.

L] URINA
A Urina colhida no horas.

deve ser periodo de 24

apdés a coleta.

por

Se

armazenada sob refrigeracdo entre 2 e 8 °C a uréia é estavel

por 5 dias. Homogeneizar a amostra de urina e separar
amostra de 50 mL. Adicionar uma gota (50uL)
homogeneizar. Apbds a adicéao,

uma

de HCl1 6N e
centrifugar por 10 minutos a

3000 rpm. Apds centrifugagdo, diluir uma aliquota da urina
centrifugada na proporgdo de 1:50 com &gua deionizada (quando
necessario, a diluig¢do da urina deverd ser alterada para se
obter resultado dentro do intervalo do método) .
Utilizar a urina diluida para proceder o ensaio.
o resultado obtido pelo fator de diluicdo aplicado.

Multiplicar

INTERFERENCIAS

Citrato, Fluoreto, Oxalato e anticoagulantes que contenham
sais de aménio podem produzir resultados alterados.
Sorosictéricos, hemoliticos e lipémicos. Hemoglobina >

200mg/dL e Bilirrubina 220mg/dL Triglicérides 2 1500 mg/dL,
podem causar resultados alterados.
Hidroclorotiazida, &cido Etacrinico, furosemida,
cefalosporina, gentamicina, cloranfenicol, meticilina,
neomicina, vancomicina, metildopa, guanetidina, morfina,
litio, salicilato, propranolol e sulfonamidas podem causar
falsos valores elevados.

Fenotiazidase timol podem causar falsos valores diminuidos.

bacitracina,

PROCEDIMENTO DO TESTE
1. Observagdes

. O nivel de &gua no banho-maria deve ser superior ao dos
reagentes nos tubos;
. A observagdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria,

da estabilidade dos reagentes, da pipetagem, da
temperatura e do tempo de reacdo é de extrema importéncia
para se obter resultados precisos e exatos;

. A agua utilizada nos laboratdérios clinicos deve ser
purificada utilizando-se métodos adequados para as
finalidades de uso. Colunas deionizadoras saturadas
liberam diversos 1ions, aminas e agentes oxidantes que

deterioram os reativos.

2. Termostatizar o reagente

Ajustar a temperatura do banho-maria ou termostatizador para
37 °C. A temperatura deve permanecer constante durante a
realizacdo do teste.

3.Leitura do teste

Comprimento de onda: 340nm;

Cubeta: lcm;

Temperatura: 37 °C;

Medigdo: Zerar a absorbancia contra branco (&dgua deionizada) .
E necessario apenas um branco por bateria de testes.

4. Procedimento

Preparo do reagente: O reagente
preparado na proporcdo de 4 partes de RI1
de R2 - SUBSTRATO, homogeneizar suavemente.
0 reagente de teste é estdvel por 4 semanas entre 2 e 8 °C.
Zerar o equipamento com uma leitura de agua deionizada.

para o teste deve ser
- TAMPAO e 1 parte

Pipetar na cubeta Padrao (P) Amostra (A)
PAD 10pL -
Amostra 10puL
RGT 1000pL 1000pL

O reagente deve ser homogeneizado e imediatamente incubado a
37 °C. A absorbancia deve ser lida dentro de 30 segundos
(A1,Pl) e apds 120 segundos (A2, P2) a 340nm.

5. Calculos:
Uréia UV (mg/dL) =
Padrédo (mg/dL)

(A1-A2AMOSTRA/P1-P2 PADRAO) X Concentracio

5.1 Exemplo com Padréo
Concentracdo do Padrdo: 70,0mg/dL
Absorbancia Al da Amostra: 1,365



Absorbidncia A2 da Amostra: 1,225
Absorbidncia Al do Padrdo: 1,351
Absorbidncia A2 do Padrado: 1,241

Uréia UV(mg/dL) = (1,365-1,255/1,351-1,251) x 70,0 = 89,
mg/dL

5.2 Exemplo com Fator de Calibragido

Fc = conc padrdo/P1-P2 do padrdo = 69,89 mg/dL

Uréia U.V. (mg/dL)=(Al-A2 da amostra) x Fator de Calibracédo
12,473 mg/dL

5.3 Exemplo com urina
Urina (mg/24 horas) = (mg/24dL x volume urindrio mL) /100
Valor corrigido pelo fator de diluicéo.

5.4 Conversdo da Uréia na urina para g/24h
Uréia (g/24 horas) = Uréia (mg/24 horas) /1000

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO
1. Linearidade da reagédo:

09

A linearidade do método é de até 300 mg/dL. Para amostras com
concentracdes mais elevadas, diluir as amostras com 1 + 2 com

solugdo salina a 0,9% e repetir a determinag¢do. Multiplicar o
resultado por 3.
2. Valores de referéncia

Amostra Valor (mg/dL) | mmol/L

Soro/ Plasma 15 - 45mg/dL | 2,49 - 7,49mmol/L

Urina 26 a 43 g/24 horas
Estes valores devem ser utilizados como orientacdo. E
recomendado que cada laboratério estabelegca seus proprios
valores de referéncia.
3. Sensibilidade
0,2412 mg/dL
O kit para o dosagem de uréia foi comparado com outros kits
comercialmente disponiveis. Amostras diversas foram

utilizadas na comparacdo dos testes dentre essas soros
controle e amostras de pacientes. Os resultados obtidos

mostraram boa concordéncia.

5. Repetibilidade e reprodutibilidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponive
para a avaliagdo da repetibilidade e reprodutibilidade ki
Os soros foram reconstituidos e/ou preparados seguindo

is
t.
as

recomendag¢des do fabricante. Trinta determinacdes dos soros

controle foram realizadas com o kit de Uréia UV da VI
Biotecnologia para a determinacdo da repetibilidade e
determinacdes por soro controle para a reprodutibilidade.
médias das determinacdes foram calculadas e comparadas com
valores alvo.

5.1 Repetibilidade

DA
10
As
os

Soro Média dos

Controle N valores obtidos bP cv
SC1 30 26,45 0,47 1,78
SC2 30 57,9 0,83 1,43
SC3 30 241,2 1,52 0,63

5.2 Reprodutibildiade

Soro Média dos

Controle N valores obtidos bP cv
SC1 10 27,23 0,53 1,95
SC2 10 58,32 0,92 1,58

SC3 10 237,5 2,45 1,03

6. Controle de qualidade

Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis
para a avaliacdo do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou
preparados seguindo as recomendacbes do fabricante. Dez
determinacdes dos soros controle foram realizadas com o kit
de Uréia da VIDA Biotecnologia. As médias das determinacdes

SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO

W/

Conteudo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizacdo do produto

foram calculadas e comparadas com os valores alvo. (dd/mm/aaaa)
Soro Valor Média dos % de c Material Calibrador
Controle alvo valores obtidos Recuperacgdo Jr L. d
scl 8 27,3 97,5 Limite de temperatura (conservar a)
SC2 59 60,7 102,3 E]E] . ~
1
53 2a1 2395 59,4 Consultar instrucgdes de uso
Rl

Todo soro controle com valores determinados para uréia, pelo
método U.V., pode ser utilizado.

APRESENTAGAO DO KIT

. NUMERO DE
CATALOGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
R1 - TAMPAO 2 X 80 mL
100/630-200 R2 - SUSBTRATO 2 X 20 mL 200
R3 - PADRAO 1 x 3 mL
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INFORMAGOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto
dentro das especificagdes até a data de expiragdo indicada
nos rbétulos, desde que cuidados de utilizacgéo e
armazenamento indicados nos rétulos e nessa instrugdo sejam
seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICACAO, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO
DO PRODUTO.
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