URATO 160

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema enzimatico para dosagem do Acido Urico no soro e
demais liquidos bioldgicos.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCiPIO

O Acido Urico no soro é quantificado através das seguintes
reacdes enzimaticas:

Alantoina + CO2 + H202

1. Acido Urico + 2H,0  Uricase

2. 2H,0, + 4 Aminoantipirina + Acido 2,4 Diclorofenolsulfonato

peroxidase N (4-antipiril)-2, Cloro -
—_—

- 4 Sulfonato-p-benzoquinonamonoimina.

O produto formado pela oxidagdo da 4-Aminoantipirina na
reacdo 2 é de coloracdo avermelhada e a intensidade da cor
diretamente proporcional a concentracao de Acido Urico no
soro. A cor vermelha formada é medida em espectrofotometro
ou fotocolorimetro, com absorgdo maxima, em 510nm ou
filtro verde.

PARTICULARIDADES DO SISTEMA

O presente método reline a especificidade da uricase aliada
a simplicidade da reacdo de Trinder. Tem-se um método direto
para dosagem do Acido Urico em 10 minutos. Urato 160 é
apresentado sob forma de reagente Unico e concentracoes
otimizadas de uricase. Adigdo de surfactante impede que haja
turbidez na presenga de soros lipémicos.

METODOLOGIA
Uricase - Trinder modificado.

REAGENTES

Tampao/enzimas: cada frasco contém 0,32g de mistura
homogénea, em pd, de tampdo fosfato, 4-Aminoantipirina,
Acido 2,4- Diclorofenolsulfonato, acrescido das enzimas
Uricase e Peroxidase.

Surfactante: solugdo de Triton X-100 a 10%

Solugdo padrio 7mg/dL: solucdo padrdo de Acido Urico
7mg/dL.

APRESENTAGAO

Tampdo/enzima 8 x 0,32g
Surfactante 1x 3mL
Solugdo padrao 7mg/dL 1x 3mL

NUMERO DE TESTES

Manual - 80 testes (50uL amostra/2mL Tampao/Enzimas)
160 testes (25uL amostra/1mL Tampao/Enzimas)
Automacgao 600 testes (*)

(*) A quantidade de testes na automacdo é varidvel de
acordo com o equipamento.

" Protocolos de automacao encontram-se disponiveis
no site Doles ou através do Servico de Atendimento
ao Consumidor.

EQUIPAMENTOS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

e Espectrofotometro ou fotocolorimetro capaz de medir a
absorvancia em 520nm ou filtro verde.

Tubos de ensaio.

Pipetas graduadas.

Pipeta semiautomatica de 50uL.

Ponteiras descartaveis.

Agua destilada ou deionizada.

Banho maria (37°C).

Cronémetro.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Tampdo/enzimas: armazenar a temperatura de 2-8°C.
Estavel na forma de pd até a data de vencimento indicada no
rotulo do frasco. Apds a sua reconstituicdo armazenar a
temperatura de 2-8°C. A solugdo permanece estavel por 14
dias, obedecidas as condiges de preparo e armazenamento.
Surfactante: armazenar a temperatura de 2-8°C. Estavel
até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco.
Solugdo padrdo 7mg/dL: armazenar a temperatura de 2-
8°C. Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do
frasco.

CUIDADOS E PRECAUCOES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdo somente para uso diagnéstico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso evitando-se contato
com pele e mucosas. Em caso de contaminagdo acidental,
lavar a area afetada em agua corrente. O descarte do material
utilizado devera ser feito obedecendo-se aos critérios de

biossegurancga estabelecidos pelo laboratério, de acordo com
as normas locais, estaduais ou federais.

Observar ainda a simbologia
constante nos rétulos do produto:
Irritante

AMOSTRA

Soro, urina, liquido (sinovial, amniodtico). O acido urico
permanece estavel em soro e urina por 3 dias, entre 2-8°C
ou por 6 meses a 20°C negativos. Amostras de plasma nao
devem ser utilizadas pois fornecem resultados diminuidos.
Evitar amostras com tracos de hemolise. A amostra de urina
(24hs) deve ser colhida com uso de conservantes (sugere-
se a coleta em frasco contendo 5g de bicarbonato de sédio).
Todas as amostras biologicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Preparo da solugdao tampao/ enzimas para uso:
Adicionar a um frasco tampao/enzimas 20mL de agua
destilada e 2 gotas de surfactante. Agitar levemente até
dissolver. A solugdo permanece estavel por 14 dias, se
mantida no refrigerador (2-8°C). Absorvéancia do tampdo/
enzimas (uso) até 0,200 nao interferem nos resultados finais.
Apos reconstituicdo, obtém-se tampao fosfato 0,1M, pH 7,4,
4-Aminoantipirina 0,3mmol, Acido 2,4 Diclorofenolsufonato
2mmol, com um minimo de 120 U de uricase e 1.000 U de
peroxidase por litro. Contém estabilizadores.
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URINA

Diluir a amostra 1:10 (1mL de urina + 9mL de agua destilada
ou deionizada). Para se ter a concentragado final em mg/dL,
efetuar o procedimento técnico e multiplicar o valor
encontrado por 10.

Identificar 3 tubos de ensaio com B (branco), T (teste) e
P (padrao).

Proceder como segue:

B T P
Solugao tampao/
enzimas 2,0mL 2,0mL 2,0mL
Solugao padrao - - 50uL
Amostra - 50uL -

Misturar por agitagdao e incubar por 10 minutos, em banho
maria, a 37°C. Proceder a leitura das absorvancias em
espectrofotdometro ou fotocolorimetro, em 520nm ou filtro
verde (460-540), zerando o aparelho com o branco. A
cor desenvolvida permanece estavel por 30 minutos a
temperatura ambiente (20-30°C).

CURVA DE CALIBRACAO

0.800 —
’g 0.600 |— Padrio |Absorvancial (n?g"/':lci)
% 0400 - | 0.000 0
8 r 2 0.118 35
O o.200— 3 0.236 7
B 4 0.354 10.5
00005 é ' 1|o ' w|5 ' 2|o ' 2|5 5 0470 14
concentracdo (mg/dL) 6 0.675 21

Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o resultado
de seu ensaio.

¢ A curva de calibracdo é a representagdo grafica da relagdo
entre os valores das absorvancias com os valores das
concentragdes de um conjunto de solugdes padrdo. Sao
necessarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo
das solugbes padrao; (2) medicdo dos valores de
absorvancia das solugGes padrdao, de acordo com o
especificado no procedimento técnico da presente instrugao
de uso, e (3) montagem de um grafico, em papel especial,
linear, onde sdo relacionados os valores de absorvancia
com os de concentragao, conforme demonstrado na figura
acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em
um espectrofotometro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec,
comprimento de onda de 520nm e cubetas com passagem
de luz de 10mm.

e A curva de calibragdo demonstra a linearidade da reagdo
até uma determinada concentragdo, na qual pode ser

determinado um fator de calibragdo (F), de acordo com a
Lei de Beer.

¢ A reacao é linear até 14mg/dL (ver curva acima).
Obtendo-se valores mais elevados, diluir a amostra
com solugdo fisioldgica e proceder a nova dosagem.
Multiplicar o valor encontrado pelo fator de diluigao.

e O kit de Urato 160 Doles possui padrao no intervalo
de linearidade da metodologia adotada de Uricase-
Trinder modificado. O laboratdrio deve realizar o
ensaio com o padrao que acompanha o kit e calcular
seu fator de calibracdao (F), de acordo com o
demonstrado nos calculos.

e O fator deve ser refeito periodicamente e a cada
lote do produto.

e Os padroes utilizados na curva de calibragao foram
ajustados contra “Calibrador Roche” lote T1237A.

CALCULOS
absorvdncia teste
Acido Urico (mg/dL) = x7
absorvincia padrao
Exemplo:
Leituras:
Padrado : 0,237
Teste : 0,194
0,194
Acido Urico (mg/dL) = x7=574
0,237

Como a reagdo corada segue estritamente a lei de Beer, basta a

determinagdo de um fator (F) para cdlculo dos resultados.

Fator (F) =

absorvincia padrao

Acido Urico (mg/dL) = absorvancia teste x F
Para a determinagdo do fator, recomenda-se dosar em triplicata o

padrdo, ler as absorvancias e tirar a média aritmética das mesmas.

Exemplo:
Leituras:
Padrdo : 0,238, 0,237; 0,236

0,238 + 0,237 + 0,236
Meédia aritmética = =0,237
3
7
Fator (F) = ———— =29,54
0,237
Leitura do teste =0,194

Acido Urico (mg/dL) = 0,194 x 29,54 =5,73
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CALCULO PARA URINA

Volume urindrio de 24 horas = 1.400mL.

absorvincia teste
Acido Urico- urina (mg/dL) = absorvéncia padriio x7x10
Exemplo:
Leitura:
Absorvincia teste = 0,080
Absorvdncia padrdo = 0,237
0,080

Acido Urico- urina (mg/dL) = 337 x7x10=23,63
Cdlculo para excrecdo de Acido Urico em urina de 24h:
Acido Urico/urina de 24h =

Acido Urico (mg/dL) x vol. urina 24h (mL) = 23,63 x 1.400

100 100

Acido Urico/urina de 24h = 331.

EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM UNIDADES S.I.
Acido Urico (mmol/L) = Acido Urico (mg/dL) x 0,0595

LIMITAGOES DO SISTEMA

* Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrucdes de uso. Qualquer alteracdo podera
levar a resultados erréneos.

e Uso recente de contraste para raio x pode levar a valores
baixos de acido Urico.

e Algumas drogas como: alcool, acido ascorbico (vitamina
C), aspirina (baixas doses), cafeina, diuréticos, epinefrina,
levodopa, metildopa (aldomet) e teofilina, podem elevar
os valores de acido urico.

e Algumas drogas como: alopurinol, aspirina (altas doses),
corticoesteroides, estrogeno, infusao de glicose e manitol,
podem diminuir os valores de acido urico.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1. Alimpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado
sdao de fundamental importancia para a estabilidade dos
reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A agua utilizada na limpeza do material, no preparo dos
reagentes e na dosagem deve ser de boa qualidade.

3. Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos,
aminas e agentes oxidantes, que deterioram os reagentes.

4. As pipetagens devem ser precisas.

5. O nivel da agua do banho maria deve ser superior ao
nivel dos reagentes nos tubos de ensaio. A temperatura
(37°C) deve ser rigorosamente observada.

6. O uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratdrio. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade (soro
controle N - Doles) e outro soro controle de valor elevado
(soro controle P - Doles) .

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério estabelega sua propria
faixa de valores de referéncia na populagdo atendida. Como
orientagdo, sugerimos os seguintes valores:

Soro

Homens adultos
Mulheres adultas
Criangas
Recém-nascidos
Valores criticos

2,5-7,0mg/dL
1,6 - 6,0mg/dL
2,5-5,5mg/dL
2,0-6,2mg/dL

> 10mg/dL

Urina
Adultos/Idosos/Criangas 250 - 750mg/urina 24 horas
SIGNIFICADO CLINICO

0 Acido Urico é um metabdlito das purinas. Varias patologias
apresentam Acido Urico elevado, sendo trés as principais:
gota, aumento na renovacdo de Acido Nucleico e problemas
renais.

A gota primaria é uma doenca encontrada principalmente
em homens. Sua incidéncia é maior entre os 30 e 50 anos.
Devido as altas taxas de Acido Urico (acima de 10mg/dL),
tais pacientes sdo suceptiveis a formagdo de calculos renais.
Outra causa comum de hiperuricemia sdo as enfermidades
que aumentam a renovagao de Acido Nucleico, como:
leucemia, linfoma, mieloma multiplo ou policitemia.

A hiperuricemia é uma ocorréncia frequente na toxemia da
gravidez.

Niveis elevados podem ocorrer também apods a ingestdo de
dieta rica em purinas (figado, rins, mariscos, etc.).

A enfermidade renal crénica promove elevagdes nos niveis
de &cido Urico.

Teores reduzidos de Acido Urico (abaixo de 2mg/dL) s&o
encontrados na xantinuria apds administracao de alopurinol.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 40 testes em amostras cujo teor de Acido
Urico situava-se no intervalo de 2,3 a 13,2mg/dL. Esses
ensaios foram feitos em paralelo com uma metodologia de
referéncia (Uricase-Trinder). A comparacgdo do kit de Urato
160 Doles (Y) com a metodologia mencionada (X) deu origem
a seguinte equacgdo de regressdo linear: Y= 1,196X - 1,216,
sendo o coeficiente de correlagao 0,99.

Testes mostram uma recuperagao média de 98,5 + 2,9%.
O erro da média foi de 1,86%.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
com 3 amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragao
(mg/dL) 2,10 6,52 10,34
Desvio padrao 0,06 0,12 0,15
Coeficiente de
variagao (%) 2,76 1,91 1,47

Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens, durante
20 dias consecutivos, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1|Amostra 2| Amostra 3
Concentragao 242 701 11.00
(mg/dL) ' ' '
Desvio padrao 0,07 0,14 0,21
Coeficiente de
variagﬁo (0/0) 3,05 1,98 1,87
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Especificidade: a presente metodologia € especifica para
determinacgdo de Acido Urico, ndo havendo, dessa maneira,
reagOes inespecificas com outras substancias.

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,034,
corresponde a 1mg/dL de concentracao de Acido Urico, quando
realizados os testes em espectrofotdbmetro, a 520nm. A
sensibilidade do sistema estd diretamente relacionada com a
do aparelho utilizado pelo laboratoério.

Diluicdao da matriz: estudos sucessivos de diluigdo da matriz
mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagnostica da presente metodologia de Uricase-Trinder
modificado.

Substancias interferentes: soros hemolizados podem
causar resultados falsamente elevados. Nao utilizar essas
amostras para determinacdo de Acido Urico. Soros lipémicos
ndo interferem na presente metodologia, pois o surfactante
diminui sua turbidez, facilitando a solubilizagdao das
lipoproteinas. Certas drogas alteram os valores de Acido Urico
(ver em limitagSes do sistema). Para controle de interferéncia
dessa natureza recomenda-se que o paciente seja questionado
quanto ao uso de medicamentos.
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TERMOS E CONDIGCOES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem

estritamente as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de

setembro de 1.990 - Cédigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para

diagndstico sdo garantidos na sua performance,

reprodutibilidade e qualidade até a data de vencimento dos

mesmos, se obedecidas as condigOes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimento
técnico.

2.As condigGes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condigOes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serdao substituidos, sem 6nus

para o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios Ltda.

CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07, Chacara Retiro
Caixa Postal 1051

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

e-mail: doles@doles.com.br

M.S.: n210231810019
Revisdo: 16 (08/2009)
NBR ISO 9001

Sistema da Qualidade
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