
Finalidade . Sistema enzimático para determinação da uréia no soro,

plasma e urina por fotometria em ultravioleta usando cinética de dois

pontos (tempo fixo).

Uso profissional.

[Somente para uso diagnóstico in vitro.]

Princípio . A uréia é hidrolisada pela urease produzindo amônia e

dióxido de carbono.

Urease

Uréia + H O                            2 NH + Co
2 3 2

A amônia reage com o 2-cetoglutarato e NADH em uma reação catalisada

pela glutamato desidrogenase (GLDH), promovendo a oxidação do NADH

a NAD. A consequente redução da absorbância medida em 340 nm é

proporcional à concentração de uréia na amostra.

GLDH

2-cetoglutarato + NH + NADH                      L-Glutamato + NAD
3

Características do sistema . Existem vários métodos para

determinação da uréia, mas os que utilizam acoplamento de enzimas são

mais convenientes e extensivamente usados nos laboratórios clínicos.

O sistema apresenta uma linearidade até 300 mg/dL reduzindo-se

acentuadamente a repetição de testes em valores elevados. O produto da

Labtest não sofre interferências provocadas por valores medianamente

elevados de bilirrubina, hemoglobina e triglicérides.

As substâncias utilizadas na reação se encontram distribuídas

adequadamente em dois reagentes, para conferir maior estabilidade na

forma líquida original e manutenção das condições ótimas da reação,

permitindo a utilização direta dos reagentes em sistemas automáticos.

A metodologia mono-reagente pode ser aplicada utilizando um Reagente

de Trabalho estável 28 dias sob refrigeração, obtendo-se desempenho

adequado mesmo em situações de baixas demandas do teste. O sistema

permite, ainda, preparar o volume de Reagente de Trabalho necessário

para apenas uma medição da concentração da uréia.

O método é facilmente aplicado em sistemas automáticos e

semiautomáticos capazes de medir absorbância em 340 nm.

Metodologia . Enzimático UV.

Reagentes

1. -� Reagente 1 - Armazenar entre 2-8ºC.

Contém tampão 20 mmol/L, pH 10,0; 2-cetoglutarato 16 mmol/L; NADH

300 mol/L; azida sódica 30,8 mmol/L e surfactante.�

2. -� Reagente 2 - Armazenar entre 2-8ºC.

Contém tampão 380 mmol/L, pH 8,0; urease 50000 U/L; GLDH�

�3750 U/L; azida sódica 14,6 mmol/L; conservante e surfactante.

3. -� Padrão - Armazenar entre 2-30ºC

Após o manuseio sugere-se armazenar bem vedado para evitar

evaporação. Contém uréia 70 mg/dL e azida sódica 7,7 mmol/L.

Os reagentes não abertos, quando armazenados nas condições

indicadas, são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo.

Durante o manuseio os reagentes estão sujeitos a contaminações de

natureza química e microbiana que podem provocar redução da

estabilidade.

Rastreabilidade do sistema . O padrão é rastreável ao Standard

Reference Material (SRM) 912 do National Institute of Standards and

Technology (NIST).

Sugerimos utilizar calibradores protéicos para a calibração de sistemas

automáticos. Os produtos da linha Calibra - Labtest têm concentrações

de uréia rastreáveis ao SRM 912 do NIST.

Não utilizar o Reagente de Trabalho quando sua absorbância medida

contra a água em 340 nm for igual ou menor que 1,0 ou quando se

mostrar turvo ou com sinais de contaminação.

Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na

manipulação do reagente.

Os reagentes e o padrão contêm azida sódica que é tóxica. Deve-se tomar

cuidado para evitar a ingestão e, no caso de contato com os olhos, deve-

se lavar imediatamente com grande quantidade de água e procurar auxílio

médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com

tubulações de chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de água para

descartar o reagente.
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Precauções e cuidados especiais



Material necessário e não fornecido

1. Fotômetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatidão a

absorbância em 340 nm.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronômetro.

Influências pré-analíticas . A contaminação da água, vidraria e

ambiente com amônia podem produzir resultados falsamente elevados.

Evitar fumar próximo ao local das medições.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrão (POP) que

estabeleça procedimentos adequados para coleta, preparação e

armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos à amostra

podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento

analítico.

Usar soro ou plasma (fluoreto, heparina, EDTA) e urina. Não usar

anticoagulantes contendo amônia. A concentração de fluoreto na

amostra não deve ser maior que 3 mg/mL pois o fluoreto em altas

concentrações é inibidor da urease.

O uso do anticoagulante Glistab (Labtest Ref.: 29) permite a coleta de uma

só amostra para as dosagens de uréia, glicose e creatinina.

O analito é estável no soro ou plasma por 12 horas entre 15-25ºC e 3 dias

entre 2-8ºC. Não utilizar amostras mostrando sinais de contaminação

microbiana.

A urina de 24 horas deve ser colhida em frasco contendo 2,0 mL de HCl a

50% (v/v) e centrifugada antes de usar.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue

não transmitem infecções, todas elas devem ser consideradas como

potencialmente infectantes. Portanto, ao manuseá-las devem-se seguir

as normas estabelecidas para biossegurança.

Para descartar os reagentes e o material biológico sugerimos aplicar as

normas locais, estaduais ou federais de proteção ambiental.

Valores de bilirrubina até 20 mg/dL, hemoglobina até 300 mg/dL e

triglicérides até 1800 mg/dL não produzem interferências significativas.

Para avaliar a concentração aproximada da hemoglobina em uma

amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL

da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a

absorbância em 405 ou 415 nm, acertando o zero com água deionizada

ou destilada.

Hemoglobina (mg/dL) Absorbância x 601�
405

Hemoglobina (mg/dL) Absorbância x 467� 415

Preparo do reagente de trabalho . O conjunto de um frasco de

Reagente 1 e um frasco de Reagente 2 permite preparar o Reagente de

Trabalho. Transferir o conteúdo de um frasco de Reagente 2 para um

frasco de Reagente 1 e homogeneizar por inversão. Anotar a data de

expiração.

Estável 2 dias entre 15-25ºC e 28 dias entre 2-8ºC quando não houver

contaminação química ou microbiana. Identificar o frasco do Reagente de

Trabalho para evitar confusão com outros frascos do Reagente 1.

Para preservar o desempenho, o reagente deve permanecer fora da

geladeira somente o tempo necessário para se obter o volume a ser

utilizado. Evitar exposição à luz solar direta.

Opcionalmente, pode-se preparar menor volume do Reagente de

Trabalho utilizando a proporção de 4 (quatro) volumes do Reagente 1 e 1

(um) volume do Reagente 2.

O Reagente de Trabalho contém tampão 76 mmol/L, pH 8,0; NADH

240 mol/L; urease 10000 U/L; glutamato desidrogenase 750 U/L;� � �

2-cetoglutarato 12,8 mmol/L e azida sódica 27,5 mmol/L.

Ver precauções e cuidados especiais.

Para a dosagem de uréia na urina, diluir a amostra 1:50 (0,1 mL de urina

+ 4,9 mL de água destilada ou deionizada). Multiplicar o resultado obtido

por 50.

1. Ajustar a temperatura do fotômetro para 37 0,2ºC e o comprimento�

de onda em 340 nm. Acertar o zero com água deionizada.

2. Em um tubo rotulado ‘‘Teste’’ ou ‘‘Padrão’’ colocar 1,0 mL do

Reagente de Trabalho e incubar à temperatura de trabalho durante 1

minuto.

3. Adicionar 0,01 mL de Amostra ou Padrão, misturar e transferir

imediatamente para cubeta termostatizada a 37 0,2ºC.�

4. Disparar o cronômetro e medir a absorbância aos 30 e 90 segundos.

5. Usar a diferença de absorbância ( A) entre os dois tempos (A - A )� 30 90

para calcular os resultados.

O procedimento sugerido para a medição é adequado para fotômetros

cujo volume mínimo de solução para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.

Deve ser feita uma verificação da necessidade de ajuste do volume

para o fotômetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem

ser modificados proporcionalmente, mantendo-se a relação

amostra/reagente 1:101, sem prejuízo para o desempenho do teste e o

procedimento de cálculos se mantém inalterado. Em caso de redução

dos volumes é fundamental que se observe o volume mínimo necessário

para a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL são

críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque

aumentam a imprecisão da medição.
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Intervalo de calibrações

Deve-se recalibrar o sistema semanalmente e nas seguintes situações:

Calibração de 2 ou 3 pontos ao mudar de lote;

Calibração de 2 ou 3 pontos quando o controle interno da qualidade

indicar.

O resultado da medição é linear até 300 mg/dL. Para valores maiores,

diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova medição e

multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.

Controle interno da qualidade . O laboratório deve manter um

programa de controle interno da qualidade que defina claramente os

regulamentos aplicáveis, objetivos, procedimentos, critérios para

especificações da qualidade e limites de tolerância, ações corretivas e

registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para

avaliar a imprecisão e desvios da calibração. Sugere-se que as

especificações para o coeficiente de variação e o erro total sejam

baseadas nos componentes da variação biológica (VB) .4,6

Intervalo de referência . Os intervalos devem ser usados apenas

como orientação. Recomenda-se que cada laboratório estabeleça, na

população atendida, seus próprios intervalos de referência.

Urina: (Todas as Idades): 26 a 43 g/24 horas

Conversão: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,166 = Unidades SI

(mmol/L)

Características do desempenho8

Exatidão . Em duas amostras com concentrações de uréia iguais a

37 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito obtendo-

se recuperações entre 95 e 98%.

Os erros sistemáticos proporcionais estimados nos níveis de decisão de

56 mg/dL e 107,0 mg/dL são 1,9 mg/dL e 3,6 mg/dL, respectivamente.

Especificidade . O método proposto foi comparado com um método

similar utilizando 20 amostras com valores situados entre 16 e

327 mg/dL. A comparação resultou na equação da regressão y = 0,975x

+ 2,17 e um coeficiente de correlação (r) igual a 0,999. O erro

sistemático médio é igual a 1,4% no nível de decisão 56,0 mg/dL e 0,5%

no nível de decisão 107 mg/dL. O método Labtest é substancialmente

equivalente ao método comparativo. O coeficiente de correlação (0,999)

confirma a força da relação entre os métodos.

Cálculos

A Teste�

Uréia (mg/dL) = x 70

A Padrão�

Exemplo

A Teste = 1,780 A Padrão = 1,710
30 30

A Teste = 1,710 A Padrão = 1,59690 90

� �A Teste = 1,780 - 1,710 A Padrão = 1,710 - 1,596

� �A Teste = 0,070 A Padrão = 0,114

0,070

Uréia (mg/dL) = x 70 = 43

0,114

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a

metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

70

Fator de Calibração =

A Padrão�

Uréia (mg/dL) = A Teste x Fator�

Exemplo

70

Fator = = 614

0,114

Uréia (mg/dL) = 0,070 x 614 = 43

mg/dL x volume (mL)

Uréia em urina (mg/24 horas) =

100

Conversão da Uréia na urina para g/24h:

Uréia (mg/24 horas)

Uréia (g/24 horas) =

1000

Calibração
O padrão é rastreável ao Standard Reference Material (SRM) 912 do

National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibrações Manuais

Obter semanalmente o fator de calibração.

Obter o fator de calibração ao usar novo lote de reagentes ou quando o

controle interno da qualidade indicar.

Sistemas Automáticos

Branco de reagentes: água ou solução de NaCl150 mmol/L (0,85%);

Padrões: usar calibradores protéicos. As concentrações de uréia nos

produtos da linha Calibra - Labtest são rastreáveis ao SRM 912 do NIST.
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Linearidade

Soro ou Plasma

Crianças e Adolecentes7

Idade

1 dia a 12 meses

1 a 13 anos

mg/dL

2 a 34

8 a 36

Soro ou Plasma

Adultos

Idade mg/dL

15 a 45



O erro total (erro aleatório + erro sistemático) estimado em um nível de

decisão igual a 56 mg/dL é 2,5 mg/dL ou 4,2% e em um nível de decisão

igual a 107 mg/dL é 5,0 mg/dL ou 4,7%. O resultado indica que o método

atende à especificação para erro total ( 15,7%) baseada nos�

componentes da VB.

Sensibilidade metodológica . Uma amostra protéica não

contendo uréia foi utilizada para calcular o limite de detecção do ensaio

tendo sido encontrado valor igual a 0,94 mg/dL, equivalente à média de

20 ensaios mais dois desvios padrão. Utilizando-se a absorbância do

padrão como parâmetro, verificou-se que a sensibilidade fotométrica é

0,64 mg/dL, correspondendo a uma diferença de absorbância igual a

0,001.

Efeitos da diluição da matriz . Duas amostras com valores

iguais a 355 e 360 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do

sistema nas diluições da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando

fatores de diluição que variaram de 2 a 4 foram encontradas

recuperações entre 110,5 e 111,4%. Os erros sistemáticos encontrados

são significativamente menores que o erro total da especificação

baseada nos componentes da VB.

Significado clínico . A uréia se eleva fisiologicamente devido a

dieta hiperprotéica ou com a idade. Sua diminuição ocorre na gravidez

normal e nos indivíduos em dietas com baixo valor protéico e alto

conteúdo de carboidratos. Elevações da uréia ocorrem também por

catabolismo elevado (febre, septicemia) e hemorragia interna.

A diminuição da uréia, que não tem expressão clínica, pode ocorrer

também na soroterapia com carboidratos devido a problemas de diluição,

redução do catabolismo protéico e aumento da diurese.

Elevações da uréia por defeitos de excreção se devem a causas pré-

renais (insuficiência cardíaca congestiva), causas renais (nefrites,

pielonefrites e insuficiência renal aguda ou crônica). As causas pós-

renais ocorrem nas obstruções das vias urinárias (cálculos, carcinomas

ou pólipos).

Observações

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado são fatores

fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtenção de resultados

corretos.

2. O laboratório clínico tem como objetivo fornecer resultados exatos e

precisos. A utilização de água de qualidade inadequada é uma causa

potencial de erros analíticos. A água deionizada ou destilada utilizada no

laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para

preparar reagentes, usar nas medições e para uso no enxágue final da

vidraria, deve ter resistividade 1 megaohm.cm ou condutividade�

�1 microsiemens/cm e concentração de silicatos <0,1 mg/L. Quando a

coluna deionizadora está com sua capacidade saturada ocorre produção

de água alcalina com liberação de vários íons, silicatos e substâncias

com grande poder de oxidação ou redução que deterioram os reagentes

em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo

imprevisível. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle

da qualidade da água.

3. Para uma revisão das fontes fisiopatológicas e medicamentosas de

interferência nos resultados e na metodologia sugere-se consultar

<www.fxol.org/>.
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Apresentação

Referência

104-4/50

104-2/250

104-4/44

Produto

Uréia UV Liquiform

Uréia UV Liquiform
Labmax 560/400

Conteúdo

4 x 10 mL

2 x 50 mL

4 x 9 mL

4 x 40 mL

2 x 200 mL

4 x 35 mL

1

1

1

1 x 5 mL

1 x 5 mL

1 x 5 mL

2

2

2

Média

57

114

DP

0,77

1,29

CV (%)

1,36

1,13

N

20

20Amostra 2

Amostra 1

Repetitividade - imprecisão intraensaio

Média

57

114

DP

0,97

2,90

CV (%)

1,71

2,53

N

20

20Amostra 2

Amostra 1

Reprodutibilidade - imprecisão total



O volume por teste em aplicações automáticas depende dos parâmetros

de programação de cada equipamento.

Estão disponíveis aplicações para sistemas automáticos e

semiautomáticos.

Informações ao consumidor

[Termos e Condições de Garantia]

A Labtest Diagnóstica garante o desempenho deste produto dentro das

especificações até a data de expiração indicada nos rótulos, desde que os

cuidados de utilização e armazenamento indicados nos rótulos e nestas

instruções sejam seguidos corretamente.
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