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INSTRU(}()ES DE USO (versao Dez24)
UREIA COLOR

(Urease, Berthelot) - Método enzimatico colorimétrico

FINALIDADE
O conjunto é um sistema que se destina & determinagéo da uréia no soro, plasma e
urina humano. Exclusivo para uso em diagndstico “in vitro”.

PRINCIPIODEAGAO

A determinagdo da uréia por métodos enzimatcos combina a elevada
especificidade de agdo das enzimas com a simplicidade operacional envolvida. No
presente método, a uréia da amosta é hidrolisada pela enzima urease com
produgdo de gas carbonico e ions amdnio. Estes em presenca de salicilato,
hipoclorito e nitroprussiato (reacdo de Berthelot modificada) produzem o corante
azul de indofenol o qual possui um maximo de absorgéo em torno de 600 nm. A cor
formada € proporcional a concentragdo de uréia presente.

SIGNIFICADOCLINICO

A ureia € o produto de degradagdo final do metabolismo das proteinas e
aminodcidos. No catabolismo das proteinas, estas sdo fragmentadas em
aminoacidos e desaminases. A amdnia formada neste processo € sintezada em
ureia no figado. Esta é a via catabélica mais importante de eliminagéo do azoto em
excesso no organismo humano.

A determinacdo de ureia consiitui o teste mais amplamente utlizado para avaliagéo
da fungdo renal. Este teste é frequentemente usado em conjunto com a
determinagdo de creatinina para o diagnéstico diferencial de hiperuremia pré-renal
(descompensagdo cardiaca, desidratagdo, aumento do catabolismo das proteinas),
hiperuremia renal (glomerulonefrite, nefrite cronica, rins policisticos, nefroesclerose,
necrose tubular) e hiperuremia poés-renal (obstrugdo do aparelho urinario).
Fisiologicamente a ureia se eleva devido dieta hiperproteica ou com a idade,
particularmente apés 40 anos. Sua diminuicdo que ndo tem expresséo clinica pode
ocorrer em consequéncia a infusdo endovenosa de solugdes com carboidratos,
reducdo do catabolismo protéico e aumento da diurese, ocorre na gravidez normal
e nos individuos em dietas com baixo valor proteico e alto conteldo glicidico.

REAGENTES
Apresentagdo com 150 mL (solugdes concentradas):

1.Tampéo-Estoque: 01 frasco com 100 mL de solugéo tamponada em pH 7,00, 5X
concentrada, contendo salicilato de sodio 300 mmoliL, nitoprussiato de sédio 17,5
mmol/L, EDTA 25 mmol/L e p-hidroxibenzoato de mefla 6,5 mmollL. Conservar
entre 2 - 8°C.

2. Reagente Enzimatico: 01 frasco com 25 mL de solugdo tamponada em pH
7,00, 20X concentrada, contendo urease > 160 KUJL, p-hidroxibenzoato de metila
3,2 mmol/L e EDTA 5 mmol/lL. Conservar entre 2 - 8°C.

3. Reagente de Cor-Estoque: 01 frasco com 25 mL de solugdo 20X concentrada,
contendo hipoclorito de sodio 220 mmollL e hidréxido de sédio 3500 mmol/L.
Conservarentre 2 -8°C.

4. Padrdo: 01 frasco com 3,0 mL de solugdo aquosa de uréia 70 mg/dL (11,67
mmol/L), contendo &cido benzéico 20 mmol/L. Conservar entre 2 - 8°C.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro

Centrifuga

Banho-maria

Crondémetro

Vidraria

Pipetas manuais ou automéaticas

Agua destlada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES

As datas de fabricacdo e validade aparecem no rétulo da embalagem. N&do usar
reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeragéo, na faixa de 2-8°C. Ndo
congelar. Manter ao abrigo da luz. Os reagentes devem permanecer fora do
refrigerador apenas o ftempo necessario para as dosagens. Antes de serem
abertos, os reagentes podem ser fransportados em temperaturas na faixa de
15-25°C, até um limite de 48 horas.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2.0 uso de &gua deionizada na diluicdo do Tampé&o-Estoque oriunda de colunas
saturadas pode provocar a contaminagéo irreversivel do reagente.

3.0 Reagente de Cor Estoque é caustico.

4.Eviar o contato. Em caso de ingestdo acidental, procurar auxiio médico
imediato. N&o provocar vomitos.

5.0 Padrao(4) contém é&cido benzdico, causador de irritagdes alérgicas cutineas
em pessoas sensiveis. Caso haja contato, lavar imediatamente a area afetada com
agua em profuséo.

6.0 Padrdo é fornecido em concentragdo usual fixa. O desempenho do ensaio
pode ser afetado se este reagente for modificado ou n&do for armazenado nas
condigdes recomendadas.

7.Ver Cuidados no armazenamento e transporte dos reagentes.

8.Evitar contaminagdo com ions metélicos ou agentes oxidantes.

9.0 espectrofotdmetro ou mesmo equipamentos automatzados devem ficar livres
de contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente e receber
manutengdo de acordo com as instrugdes do fabricante.

10.Nao misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

11.Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e ndo utlizar reagentes que
tenham sinais de contaminagdo ou precipitagdo.

12.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartiveis separadas para cada amostra,
controle (se utlizado) e reagente e ndo tocar as tampas dos frascos dos
reagentes, a fim de evitar contaminagéo cruzada, o que poderia causar resultados
erroneos. Nao dispensar os reagentes em tubulagdo contendo ferro galvanizado.
13.Usar luvas descartaveis quando manusear reagentes e amostras.

14.Nao comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar
cosméticos dentro da area de trabalho onde reagentes e amostras estiverem sendo
manuseados.

15.As amostras devem ser descartadas, apds o uso, em recipientes especficos.
16.N&o dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de &gua e esgoto.
17.Lavar sempre as maos apds trabalhar com material potencialmente infeccioso.
18.Todo o material bioldgico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

AMOSTRA
Soro ou Plasma (fluoreto, heparina, EDTA)

A uréia no soro ou plasma, sob refrigeragdo(2-8° C), é estavel por 7 dias.

Urina

A urina de 24 horas deve ser colhida em frasco contendo 2 mL de HCla 50% (v/v).
Centrifugar antes de processar e diluir a amostra 1:50 (0,1 mL de urina + 4,9 mL de
agua destlada ou deionizada).

Multiplicar o resultado obtido por 50.

PROCEDIMENTO
Preparo dos reagentes:

A. Tampéo de Uso: Transferir o conteido do frasco Tampao-Estoque para um
baldo volumético de 500 mL e completar o volume com &gua destlada ou
deionizada. Armazenar em frasco ambar.

O Tampao de Uso é estavel 12 meses entre 2-8°C.

B. Reagente Enzimatico de Uso: Adicionar 50 mL do conteudo do frasco
Reagente Enzimatico a 100 mL de Tampao de Uso e homogeneizar bem.
Armazenar em frasco de vidro ambar. Nao armazenar em frasco de plastico.
Este reagente é estavel por 21 dias, se mantdo fora da geladeira apenas o tempo
necessario para as dosagens, ao abrigo da luz.

Podem-se preparar volumes menores do Reagente Enzimdico de Uso
transferindo-se o0 volume desejado de Tampdo de Uso para um frasco de vidro
ambar, adicionando-se o volume equivalente de Reagente Enzimatico, sempre na
proporcéo de 20 mL de Tamp&o de Uso para 1,0 mL de Reagente Enzimatico.

Nota: o Reagente Enzimatico de Uso é extremamente fotossensivel; manté-lo ao
abrigo da luz solar direta.

A 4gua utilizada no preparo do Tampéo de Uso deve ser de alta qualidade. Resinas
deionizadoras saturadas liberam substéncias oxidantes na agua que podem alterar
de modo imprevisivel o Reagente Enzimatico de Uso.

C. Reagente de Cor de Uso: Transferir o contetdo do frasco Reagente de Cor-
Estoque para um baldo volumétrico de 500 mL e completar o volume com &gua
destlada ou deionizada. Armazenar em frasco de plastico. Nao armazenar em
frasco de vidro.

Este reagente é estavel 12 meses entre 2-8°C.

Dosagem (soro ou plasma e urina diluida):

Separar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco | Teste | Padrdo
Amostra - 0,01 mL -
Padrao - - 0,01 mL

Reag. Enzim. Uso| 10mL [ 1,0mL | 1,0mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria a 37° durante 5 minutos.

Branco | Teste | Padrdo
[Reag.de CordeUso | 1,0mL [1,0mL [ 1,0mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria _a 37°C durante 5 minufos.
Determinar as absorbancias do Teste e do Padrdao em 600 nm acertando o zero
com o Branco. A cor formada é estavel por 2 horas.




cALcuLos

1. Uréia (mg/dL) = (Abs.doTeste + Abs.do Padrao) x70

2. Fator de calibragéo =70 + Absorbancia do Padrao

3. Uréia (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

4. Uréia (mg/24 horas, urina) + (mg/dL x volume de 24 horas em mL)+100
5. Uréia (g/24h, urina) = mg/24h + 1000

6. Uréia (mmol/L) = mg/dL x 0,167

Exemplo:

Soro:

- Absorbancia do teste = 0,280 Absorbancia do padréo = 0,590
- Uréia (mg/dL) = (0,280 + 0,590) x 70 = 33,2

- Fator de calibragdo = 70 + 0,590 = 118,6

- Uréia (mg/dL) = 118,6 x 0,280 = 33,2

- Absorbancia do teste = 0,500

- Volume urinario = 1200 mL/24h
- Uréia (mg/dL) = (0,500 + 0,590) x 70 x 50 (fator de diluicdo) = 2966
- Uréia (mg/24h ) = (2966 x 1200 ) + 100 = 35592.

- Uréia (g/24h) = 35592 + 1000 = 35,59

Absorbancia do padrdo = 0,590

VALORES DE REFERENCIA

Soro ou plasma 15 a 40 mg/dL
Urina 25 a 43 g/24 horas

LINEARIDADE
A reagdo é linear entre 7 e 250 mg/dL. Para valores acima de 250 mg/dL, diluir a
amostra com &gua destilada. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluicéo.

DADOS ESTATiSTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE
Sensibilidade: 99%.

Exatiddo: A comparacdo com método similar validado (que também utliza a
metodologia da urease) demonstrou um coeficiente de correlagéo, r, igual a 0,998 a
partir da andlise de amostras aleatorias oriundas de pacientes de ambulatorio.

A equacéo de regressdo obtida foi: y = 0,961x -1,055, que demosntra uma exatddo
de 99%.

Precisdo:

Repetibilidade: realizagdo de 20 determinagdes de uma mesma amostra com valor
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Repetibilidade Amostra
Média 89
Desvio Padrao 1,0
Coeficiente de Variagdo 11

Reprodutibilidade: A realizagdo de 20 determinagbes de uma mesma amostra,
realizada por um operador diferente, uflizando o mesmo equipamento de medigéo,
com valor dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:
Reprodutibilidade Amostra
Média 92
Desvio Padréo 14
Coeficiente de Variagéo 15

Sensibilidade analitica: O método apresenta uma variagdo de absorbancia em
600 nm igual a 0,0084 em cada acréscimo de 1 mg/dL na concentragdo de uréia. O
limite de deteccdo do método € igual a 7 mg/dL.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratorio deve ter como pratica de roina o uso de soros controle comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de controle externo de qualidade, a
exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

INTERFERENTES

Acido ascorbico mesmo em concentragdes elevadas (acima de 20 mg/dL),
hemoglobina att 400 mg/dL, hiperlipemia e bilirrubina att 20 mg/dL néo
interferem.

N&o usar anticoagulantes contendo sais de aménio.
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APRESENTAGAO
150 mL Volume
1. Tampao-estoque 1x 100 mL
2. Reagente Enzimatico 1x25mL
3. Reagente de Cor-Estoque | 1x25mL
4. Padrdo 1x3ml

CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO
O desempenho deste sisttma diagndstico, medido pelas propriedades descritas
nesta Instrugdo de Uso, estd garantdo até a sua data de vencimento, desde que

obedecidas as seguintes condigdes:

1.A adeso estrita, pelo usuério, ao quadro de procedimento técnico.

2.As condicbes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado nesta
Instrugdo de Uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos com o produto, estarem em boas
condigdes de uso
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SIMBOLOS UTILIZADOS PARA PRODUTOS DIAGNOSTICOS

IN VITRO

Contetido suficiente para <n> testes

Data limite de utlizagdo do produto (dd/mm/aaaa)

Material Calibrador

Limite de temperatura (conservar a)

Consultar instrugdes de uso
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