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URÉIA UV-PP

FUNDAMENTO
A uréia é hidrolisada pela urease a íons amônia e CO2. A amônia reage com o 2-cetoglutarato e NADH em uma reação catalizada pela glutamato desidrogenase (GLDH), ocorrendo oxidação do NADH a NAD+. O consumo de NADH, medido pela diminuição da absorbância em 340 nm, é proporcional à concentração de uréia na amostra.
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APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem da Uréia no sangue é empregada principalmente para avaliar doenças renais e hepáticas.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro ou Plasma e Urina.
A urina de 24 horas deve ser colhida em frasco contendo 2,0 mL de HCI a 50% e centrifugada antes do uso.

Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável por 7 dias entre 2-8(C.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não utilizar amostras hemolisadas ou com sinais de contaminação bacteriana.
Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

URÉIA UV PP

CAT. 416

MS 80022230075

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar entre 2-8ºC.
1- Padrão - Contém uréia 70 mg/dL e azida sódica 7,7 mmol/L.

2- Tampão - Contém tampão 380 mmol/L pH 8,0, urease 50000 U/L, glutamato desidrogenase 3750 U/L e azida sódica 14,6 mmol/L.
3- Coenzima - Contém tampão 20 mmol/L pH 10, NADH 0,3 mmol/L, 2- cetoglutarato 16 mmol/L e azida sódica 30,8 mmol/L.
Estabilidade


Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo e na caixa quando conservados em temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.

Sinais de Deterioração dos Reagentes

1- Presença de partículas e turbidez indicam deterioração dos reagentes.

2- A absorbância do Reagente de Trabalho medida contra água em 340 nm deverá ser superior a 1,000.

Precauções e Cuidados Especiais

1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.
2- Recomendamos o uso das Boas Praticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.
3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.
4- Os reagentes e o Padrão contêm azida sódica. Evitar contato com os olhos, pele ou mucosas. Não aspirar ou ingerir.
5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.
EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro UV com cubeta termostatizada;
· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Influências Pré-Analíticas

Para controle terapêutico, deve-se colher a amostra de sangue sempre no mesmo horário devido a variações circadianas da uréia.

Os valores de uréia no sangue aumentam consideravelmente com a idade e após exercícios físicos.

Na gravidez, os níveis de uréia no sangue e na urina diminuem consideravelmente.

A contaminação da água, vidraria e ambiente com amônia podem produzir resultados falsamente elevados.

Interferências

Amostras com valores de bilirrubina até 20 mg/dL, de hemoglobina até 300 mg/dL e de triglicérides até 1800 mg/dL não produzem interferências significativas.

Preparo do Reagente de Trabalho
De acordo com o consumo, misturar suavemente os reagentes 2 e 3 na seguinte proporção: 1mL de Tampão (2) mais 4 mL de Coenzima (3). Homogeneizar. Estável por 28 dias entre 2-8°C.
PROCEDIMENTO

A - Condições de Reação

      Leitura: Comprimento de onda 340 nm
      Temperatura: 37°C
      Medida: Contra água deionizada
      Tipo de reação: Cinética de tempo fixo (2 pontos)

B-Técnica de Análise

1- Ajustar a temperatura do fotômetro para 37°C e o comprimento de onda do fotômetro em 340 nm.
2- Acertar o Zero de absorbância do equipamento com água deionizada.

3- Em um tubo rotulado Padrão ou Teste pipetar: 1000 µL de Reagente de Trabalho e incubar a 37°C por 1 minuto.

4- Adicionar ao tubo 10 µL de Padrão ou Amostra e homogeneizar.

5- Transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37°C e acionar o cronômetro.

6- Fazer uma leitura fotométrica do Padrão (AP) e do Teste (AT) aos 30 segundos (A30) e uma segunda leitura aos 90 segundos (A90).

7- Calcular diferença de absorbância entre 30 e 90 segundos (A30 - A90) para o Padrão e para o Teste.
CÁLCULOS

Ver Linearidade
∆A do Teste ou Padrão = A90 segundos - A30 segundos

Como a metodologia obedece á lei de Lambert-Beer, pode-se efetuar os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

∆P = (A30 - A90) Padrão

∆T = (A30 - A90) Teste

CP = Concentração do Padrão = 70 mg/dL

CT = Concentração do Teste e mg/dL

FC = CP ÷ ∆P
CT = FC × ∆T
Exemplo

Se A30 Padrão = 1,720

Se A90 Padrão = 1,602

∆P = 1,720 – 1,602 = 0,118

Se A30 Teste = 1,646

Se A90 Teste = 1,580

∆T = 1,646 – 1,580 = 0,066

FC = 70 ÷ 0,118 = 593

CT = FC × ∆T = 593 × 0,066 = 39 mg/dL
Dosagem na Urina

A – Coleta e Preparo da Amostra

- Instruir o paciente para coletar corretamente a urina no período de tempo estipulado pelo médico (12 -24 horas ou outro).
- A urina de 24 h deverá ser coletada em frasco contendo 2,0 mL de HCL 6M (50% v/v).

- Homogeneizar bem a amostra de urina, medir o seu volume em mL e centrifugar uma alíquota.

- Diluir a urina a 1/50 com água deionizada ou destilada.

- Exemplo: 0,1 mL de urina + 4,9 mL de água deionizada.

B-Dosagem e cálculos
Seguir a mesma metodologia para a dosagem no soro.
- Multiplicar o valor obtido por 50.

- CT em mg/dL = valor obtido na dosagem × 50.

- CT em mg/24 horas é calculado multiplicando mg/dL pelo volume de urina (mL) de 24 horas e dividindo o resultado por 100.

Exemplo

Se o volume urinário de 24h = 1750 mL

Se uréia na urina = 1542 mg/dL

CT em mg/24h = (1542 × 1750) ÷ 100 = 26985 mg/24horas = 27 g/24horas

Atenção
• Esta técnica de dosagem é adequada para fotômetros cujo volume mínimo de solução para leitura é igual ou menor do que 1000 µL.

• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Os volumes de amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem alterar o desempenho do teste e os cálculos. Em caso de redução dos volumes é necessário observar o volume mínimo de leitura fotométrica.

• Volumes da amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.

RESULTADOS

Conversão de unidades (mg/dL para SI))

mmol/L de Uréia = mg/dL de Uréia × 0,166
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código ---------  e patológico –código -------) nas  análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade : PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Soro ou Plasma
Adultos: 15 a 45 mg/dL.
Crianças e adolescentes

Idade de 1 dia a 12 meses: 2 a 34 mg/dL.

De 1 a 13 anos: 8 a 36 mg/dL

Urina: 26 a 43 g/24 horas

Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.

SIGNIFICADO CLÍNICO

O metabolismo de proteínas libera amônia que é convertida em uréia pelo fígado.

Os glicocorticoides têm um efeito antianabólico e os hormônios tireoidianos têm uma ação catabólica sobre o metabolismo das proteínas. Portanto, ambos atuam aumentando a taxa de uréia sanguínea. Já os andrógenos e o hormônio do crescimento têm uma ação anabólica sobre o metabolismo protéico, diminuindo assim a formação da uréia.

A lesão renal provoca uma retenção de substâncias tóxicas como a uréia através de distúrbios da filtração, reabsorção, secreção e excreção.

Na lesão hepática, haverá uma diminuição da conversão de amônia em uréia, causando uma hiperamoniemia.

Valores Aumentados: Um aumento na taxa de uréia sanguínea pode ser observado em dietas ricas em proteínas, insuficiência cardíaca congestiva, nefrite, insuficiência renal aguda, carcinomas do trato urinário ou com a idade.

As causas pré-renais de elevação da uréia no sangue ocorrem por deficiência na perfusão dos rins como na insuficiência cardíaca congestiva, na desidratação, choque e diminuição do volume sanguíneo (hemorragias internas).

Elevações da uréia ocorrem também por catabolismo protéico elevado; febre, septicemia, stress e queimaduras.

As causas renais de elevação da uréia são nefrites, pielonefrites e insuficiência renal aguda ou crônica. As causas pós-renais são obstruções no trato urinário (cálculos, carcinomas ou pólipos).

Valores Diminuídos: A diminuição da uréia está relacionada com insuficiência hepática grave, aumento da diurese, redução do catabolismo protéico, gravidez normal e em indivíduos submetidos a dietas com baixo valor protéico e alto teor glicídico.

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 300 mg/dL. Para valores maiores, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição utilizado.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA 
Sensibilidade Analítica
O limite de detecção é igual a 0,9 mg/dL, equivalente a média mais dois desvios padrões (DP) obtidos a a partir de 20 determinações em uma amostra protéica não contendo uréia.
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

1- Bergmeyer HU. Methodos of Enzymatic Analisis, 3ª ed, vol 8, VCH, Deerfield Beach, 1985, pp 444-449.

2- Burtis CA, Ashwood ER. Tietz Fundamento de Química Clínica, 4a Ed - Guanabara Koogan; 1998.

3- Gutmann I, Bergmeyer HU. Methods of enzymatic Analysis, ed Bergmeyer HU. Academic Press, NY, 1974; 4: 1794-1798.

4- Hallet CJ, Cook JGM. Clin Chim Acta 1971; 35:37.

5- Inmetro - Boas Práticas de Laboratório Clínico e Listas de Verificação para Avaliação, Qualimark Editora, Rio de Janeiro, 1997.

6- Talke H, Schubert GE. Klin Wochenschr 1965; 43:174

7- Westgard JO, Barry PL, Hunt MR. Clin. Chem. 1981; 27: 493-501.

8- URÉIA UV-PP, Instruções de Uso, Gold Analisa Diagnóstica.

	
	Nome
	Assinatura
	Data

	Elaborado por:
	
	
	___/___/___

	Aprovado por:
	
	
	___/___/___

	Implantado por:
	
	
	___/___/___

	Substitui POP:
	

	Revisado por:
	
	
	___/___/___

	Revisado por:
	
	
	___/___/___

	Revisado por:
	
	
	___/___/___

	Desativado por:
	
	
	___/___/___

	Razão:


	
	Número
	Destino

	Cópias
	
	


                                                                                                                                                        Revisão 04/11

                                                                                                                                                    Liberado Fernanda

_1199601181.unknown

_1199601182.unknown

