UREIA UV - Liquiform

Instrugoes de Uso

Finalidade . Sistema enzimtico para determinagéo da uréia no soro,
plasma e urina por fotometria em ultravioleta usando cinética de dois
pontos (tempo fixo).

Uso profissional.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . A uréia é hidrolisada pela urease produzindo amonia e
dioxido de carbono.

Urease
Uréia + H,0 ——» 2NH, + Co,

A amonia reage com o 2-cetoglutarato e NADH em uma reagao catalisada
pela glutamato desidrogenase (GLDH), promovendo a oxidagdo do NADH
a NAD. A consequente reducao da absorbancia medida em 340 nm é
proporcional a concentragao de uréia na amostra.

GLDH
2-cetoglutarato + NH; + NADH —— L-Glutamato + NAD

Caracteristicas do sistema . Existem vérios métodos para
determinacdo da uréia, mas os que utilizam acoplamento de enzimas sao
mais convenientes e extensivamente usados nos laboratorios clinicos.

0 sistema apresenta uma linearidade até 300 mg/dL reduzindo-se
acentuadamente a repeticéo de testes em valores elevados. O produto da
Labtest ndo sofre interferéncias provocadas por valores medianamente
elevados de bilirrubina, hemoglobina e triglicérides.

As substancias utilizadas na reagdo se encontram distribuidas
adequadamente em dois reagentes, para conferir maior estabilidade na
forma liquida original e manutencao das condigoes 60timas da reagao,
permitindo a utilizagdo direta dos reagentes em sistemas automaticos.

A metodologia mono-reagente pode ser aplicada utilizando um Reagente
de Trabalho estavel 28 dias sob refrigeracao, obtendo-se desempenho
adequado mesmo em situagdes de baixas demandas do teste. O sistema
permite, ainda, preparar o volume de Reagente de Trabalho necessario
para apenas uma medicéo da concentragao da uréia.

0 método ¢ facilmente aplicado em sistemas automaticos e
semiautomaticos capazes de medir absorbancia em 340 nm.
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Ref.. 104

MS 10009010020 ’

Metodologia . Enzimético UV.
Reagentes

1. - Reagente 1 - Armazenar entre 2-8°C.
Contém tampao 20 mmol/L, pH 10,0; 2-cetoglutarato 16 mmol/L; NADH
300 umol/L; azida s6dica 30,8 mmol/L e surfactante.

2. - Reagente 2 - Armazenar entre 2-8°C.
Contém tampao 380 mmol/L, pH 8,0; urease >50000 U/L; GLDH
>3750 U/L; azida sodica 14,6 mmol/L; conservante e surfactante.

3. - Padrao - Armazenar entre 2-30°C
Ap6s 0 manuseio sugere-se armazenar bem vedado para evitar
evaporacdo. Contém uréia 70 mg/dL e azida sédica 7,7 mmol/L.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicoes
indicadas, sao estaveis até a data de expiragdo impressa no rotulo.
Durante 0 manuseio 0s reagentes estdo sujeitos a contaminagées de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.

Rastreabilidade do sistema . 0 padréo ¢ rastredvel ao Standard
Reference Material (SRM) 912 do National Institute of Standards and
Technology (NIST).

Sugerimos utilizar calibradores protéicos para a calibragao de sistemas
autométicos. Os produtos da linha Calibra - Labtest tm concentragoes
de uréiarastredveis ao SRM 912 do NIST.

Precaucoes e cuidados especiais

Nao utilizar o Reagente de Trabalho quando sua absorbancia medida
contra a 4gua em 340 nm for igual ou menor que 1,0 ou quando se
mostrar turvo ou com sinais de contaminagao.

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulagéo do reagente.

Os reagentes e 0 padréo contém azida sodica que € toxica. Deve-se tomar
cuidado para evitar a ingestao e, no caso de contato com os olhos, deve-
se lavarimediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com
tubulagoes de chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de agua para
descartar o reagente.
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Material necessario e nao fornecido

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatidao a
absorbancia em 340 nm.

2. Pipetas paramedir amostras e reagentes.
3. Cronémetro.

Influéncias pré-analiticas . A contaminacao da dgua, vidraria e
ambiente com amdnia podem produzir resultados falsamente elevados.
Evitar fumar préximo ao local das medigoes.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparagdo e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (fluoreto, heparina, EDTA) e urina. N&o usar
anticoagulantes contendo amonia. A concentracdo de fluoreto na
amostra ndo deve ser maior que 3 mg/mL pois o fluoreto em altas
concentrages € inibidor da urease.

0 uso do anticoagulante Glistab (Labtest Ref.: 29) permite a coleta de uma
s amostra para as dosagens de uréia, glicose e creatinina.

0 analito é estavel no soro ou plasma por 12 horas entre 15-25°C e 3 dias
entre 2-8°C. Nao utilizar amostras mostrando sinais de contaminagéo
microbiana.

Aurina 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
ndo transmitem infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las devem-se sequir
as normas estabelecidas para biosseguranca.

Para descartar os reagentes e 0 material biolégico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protecéo ambiental.

Interferéncias

Valores de bilirrubina até 20 mg/dL, hemoglobina até 300 mg/dL e
triglicérides até 1800 mg/dL nao produzem interferéncias significativas.

Para avaliar a concentracdo 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
absorbancia em 405 ou 415 nm, acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia,; x 601
Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia, s x 467
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Preparo do reagente de trabalho . 0 conjunto de um frasco de
Reagente 1 e um frasco de Reagente 2 permite preparar o Reagente de
Trabalho. Transferir o contetido de um frasco de Reagente 2 para um
frasco de Reagente 1 e homogeneizar por inversdo. Anotar a data de
expiragao.

Estavel 2 dias entre 15-25°C e 28 dias entre 2-8°C quando n&o houver
contaminagao quimica ou microbiana. Identificar o frasco do Reagente de
Trabalho para evitar confusao com outros frascos do Reagente 1.

Para preservar o desempenho, o reagente deve permanecer fora da
geladeira somente o tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposicao a luz solar direta.

Opcionalmente, pode-se preparar menor volume do Reagente de
Trabalho utilizando a proporgao de 4 (quatro) volumes do Reagente 1 e 1
(um) volume do Reagente 2.

0 Reagente de Trabalho contém tampao 76 mmol/L, pH 8,0; NADH
240 umol/L; urease >10000 U/L; glutamato desidrogenase >750 U/L;
2-cetoglutarato 12,8 mmol/L e azida s6dica 27,5 mmol/L.

Ver precaucoes e cuidados especiais.

Para a dosagem de uréia na urina, diluir a amostra 1:50 (0,1 mL de urina
+ 4,9 mL de 4gua destilada ou deionizada). Multiplicar o resultado obtido
por50.

1. Ajustar a temperatura do fotometro para 37 + 0,2°C e o comprimento
de ondaem 340 nm. Acertar o zero com gua deionizada.

2. Em um tubo rotulado “Teste” ou “Padrdo” colocar 1,0 mL do
Reagente de Trabalho e incubar a temperatura de trabalho durante 1
minuto.

3. Adicionar 0,01 mL de Amostra ou Padrdo, misturar e transferir
imediatamente para cubeta termostatizada a 37 +0,2°C.

4. Disparar o crondmetro e medir aabsorbancia aos 30 & 90 segundos.

5. Usara diferenca de absorbancia (AA) entre os dois tempos (Ay, - Aqy)
paracalcular os resultados.

0 procedimento sugerido para a medigéo é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugao para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificacdo da necessidade de ajuste do volume
para o fotometro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem
ser modificados proporcionalmente, mantendo-se a relagao
amostra/reagente 1:101, sem prejuizo para o desempenho do teste e 0
procedimento de calculos se mantém inalterado. Em caso de redugao
dos volumes é fundamental que se observe o volume minimo necessario
para a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL sao
criticos em aplicagoes manuais e devem ser usados com cautela porque
aumentam aimprecisao da medicao.
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Calculos
AATeste
Uréia (mg/dL) = ——————— x70
AAPadrao
Exemplo

Ay, Teste = 1,780
Ay, Teste =1,710
AATeste =1,780-1,710
AATeste = 0,070

A, Padrao =1,710
Ay, Padrao = 1,596
AAPadrédo =1,710-1,596
AAPadrao =0,114

0,070
Uréia (mg/dL) = x70=143

0,114
Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.
70
Fator de Calibragéo =
AAPadréo

Uréia (mg/dL) = AA Teste x Fator

Exemplo
70
Fator= ——— =614
0,114
Uréia (mg/dL) = 0,070x614 = 43

mg/dL x volume (mL)

Uréia em urina (mg/24 horas) =

100
Conversao da Uréia na urina para g/24h:
Uréia (mg/24 horas)
Uréia (g/24 horas) =
1000
Calibracéao

0 padrdo é rastredvel ao Standard Reference Material (SRM) 912 do
National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes Manuais

Obter semanalmente o fator de calibracao.

Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes ou quando o
controle interno da qualidade indicar.

Sistemas Automaticos

Branco de reagentes: agua ou solugao de NaCl150 mmol/L (0,85%);
Padroes: usar calibradores protéicos. As concentracées de uréia nos
produtos dalinha Calibra - Labtest sao rastreaveis a0 SRM 912 do NIST.
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Intervalo de calibragoes

Deve-se recalibrar o sistema semanalmente e nas seguintes situagoes:
Calibragdo de 2 ou 3 pontos ao mudar de lote;

Calibragdo de 2 ou 3 pontos quando o controle interno da qualidade
indicar.

0 resultado da medicao é linear até 300 mg/dL. Para valores maiores,
diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova medigéo e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigao.

Controle interno da qualidade . 0 laboratorio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente o0s
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagdes da qualidade e limites de tolerancia, aces corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a imprecisdo e desvios da calibragdo. Sugere-se que as
especificagoes para o coeficiente de variagdo e o erro total sejam
baseadas nos componentes da variaao biologica (VB)**.

Intervalo de referéncia . Os intervalos devem ser usados apenas
como orientagdo. Recomenda-se que cada laboratorio estabeleca, na
populacdo atendida, seus proprios intervalos de referéncia.

Soro ou Plasma

Criancas e Adolecentes’

Idade mg/dL
1diaa 12 meses 2234
1a13anos 8236

Soro ou Plasma
Idade mg/dL
Adultos 15245

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

Conversao: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,166 = Unidades Sl
(mmol/L)

Caracteristicas do desempenho®

Exatid@o . Em duas amostras com concentragdes de uréia iguais a
37 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito obtendo-
se recuperagoes entre 95 e 98%.

0Os erros sistematicos proporcionais estimados nos niveis de decisao de
56 mg/dL e 107,0 mg/dL sdo 1,9 mg/dL e 3,6 mg/dL, respectivamente.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 20 amostras com valores situados entre 16 e
327 mg/dL. A comparagdo resultou na equagéo da regressaoy = 0,975x
+ 2,17 e um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,999. O erro
sistemético médio € igual a 1,4% no nivel de decis@o 56,0 mg/dL e 0,5%
no nivel de decisdo 107 mg/dL. O método Labtest é substancialmente
equivalente a0 método comparativo. O coeficiente de correlagdo (0,999)
confirma aforga da relagéo entre os métodos.
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Repetitividade - imprecisao intraensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 57 0,77 1,36
Amostra 2 20 114 1,29 1,13

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 57 0,97 1,71
Amostra 2 20 114 2,90 2,53

0 erro total (erro aleatério + erro sistemético) estimado em um nivel de
decisao igual a 56 mg/dL é 2,5 mg/dL ou 4,2% e em um nivel de decisdo
igual a 107 mg/dL é 5,0 mg/dL ou 4,7%. O resultado indica que 0 método
atende a especificacdo para erro total (<15,7%) baseada nos
componentes daVB.

Sensibilidade metodolégica . Uma amostra protéica ndo
contendo uréia foi utilizada para calcular o limite de detecgdo do ensaio
tendo sido encontrado valor igual a 0,94 mg/dL, equivalente a média de
20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a absorbancia do
padrao como parametro, verificou-se que a sensibilidade fotométrica é
0,64 mg/dL, correspondendo a uma diferenca de absorbancia igual a
0,001.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 355 e 360 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas dilui¢oes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluicdo que variaram de 2 a 4 foram encontradas
recuperagoes entre 110,5 e 111,4%. Os erros sistematicos encontrados
sao significativamente menores que o erro total da especificagdo
baseada nos componentes daVB.

Significado clinico . A uréia se eleva fisiologicamente devido a
dieta hiperprotéica ou com a idade. Sua diminuigéo ocorre na gravidez
normal e nos individuos em dietas com baixo valor protéico e alto
conteudo de carboidratos. Elevagdes da uréia ocorrem também por
catabolismo elevado (febre, septicemia) e hemorragia interna.

A diminuicao da uréia, que ndo tem expresséo clinica, pode ocorrer
também na soroterapia com carboidratos devido a problemas de diluicao,
reducdo do catabolismo protéico e aumento da diurese.

Elevagoes da uréia por defeitos de excrecdo se devem a causas pré-
renais (insuficiéncia cardiaca congestiva), causas renais (nefrites,
pielonefrites e insuficiéncia renal aguda ou cronica). As causas pos-
renais ocorrem nas obstrugées das vias urinarias (célculos, carcinomas
ou polipos).

Observagoes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado séo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengao de resultados
corretos.
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2. 0 laboratorio clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagéo de agua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos. A dgua deionizada ou destilada utilizada no
laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicago. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medigOes e para uso no enxague final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentragdo de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre produgéo
de 4gua alcalina com liberagdo de varios fons, silicatos e substancias
com grande poder de oxidagao ou reducao que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle
da qualidade da agua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
<www.fxol.org/>.
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8. Labtest: Dados de arquivo.
Apresentacao
Produto Referéncia Conteido
4 x40 mL
104-4/50 4x10 mL
. Lo 1x5mL
Uréia UV Liquiform
a 2x200 mL
104-2/250 2 x50 mL
1x5mL
Uréia UV Liquiform 435 mt
Labmax 560/400 104-4/44 4x9mL
CAL 1x5mL
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0 volume por teste em aplicacdes automéaticas depende dos parametros
de programacao de cada equipamento.

Estao disponiveis aplicagdes para sistemas automaticos e
semiautomaticos.

Informacdes ao consumidor

[Termos e Condicdes de Garantia]

A Labtest Diagnéstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificagoes até a data de expiragao indicada nos rotulos, desde que os

cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrucoes sejam seguidos corretamente.
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteiido suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests

Risco bioldgico
Riesgo bioldgico

Contains sufficient for < n > tests ‘L, Biological risk
Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) Marca CE
Estable hasta (aaaa-mm-dd o mm/aaaa) Marcado CE
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) CE Mark
Material C Toxico
CAL Material Calibrador NGA Toxico
Calibrator Material B\:/E Poison
Material Calibrador Reagente
Material Calibrador ED Reactivo
Calibrator Material Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

p Autorizado na Comunidade Europeia
Representante autorizado en la Comunidad Europea

Namero do lote
Denominacion de lote

Authorized Representative in the European Community Batch code
Consultar instrugdes de uso Controle
Consultar instrucciones de uso CONTROL Control
Consult instructions for use Control

Numero do catalogo
Numero de catalogo
Catalog Number

CONTROL| — |

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Adicdes ou alteragdes significativas
Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

CONTROL

Controle positivo
Control positivo
Positive control

Produto diagnéstico in vitro Controle
Dispositivo de diagnéstico in vitro CONTROL - Control

In vitro diagnostic device Control
Liofilizado = Corrosivo
Liofilizado & 2 Corrosivo
Lyophilized & * Corrosive
Periodo apés abertura Uso veterinario

Periodo post-abertura
Period after-opening

@

Uso veterinario
Veterinary use

20 [ BVEBE~EFnr
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Instalar até
Instalar hasta
Install before

Ref.: 140214
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