CE

LINEA LIQUIDA

Urea (WIN

cinética AA

Para la determinacién de urea en suero, plasma u orina

SIGNIFICACION CLINICA

La urea constituye la fraccion de nitrégeno no proteico mas
importante en la mayoria de los liquidos bioldgicos. En el
hombre es el principal producto final del metabolismo pro-
teico. Se produce en el higado y es excretada por la orina
a través de los rifiones.

Una elevacion de la concentracion sérica de urea, se inter-
preta generalmente como una posible disfuncién renal. Sin
embargo, no debe dejarse de lado el hecho de que los valo-
res séricos de urea se encuentran intimamente relacionados
con la dieta y el metabolismo proteico, por lo que cualquier
alteracién en estas variables se traducira en un cambio de
la concentracion de urea en suero.

FUNDAMENTOS DEL METODO
Basado en el siguiente esquema reaccionante:
ureasa
urea + H,0 > 2 NH, + CO,
GLDH
> |-glutamato +
NAD* + H,0

NH, + NADH + H* + 2-oxoglutarato

REACTIVOS PROVISTOS

S. Standard*: solucién de urea 0,60 g/l (equivalente a 28,04 mg/di
de BUN).

A. Reactivo A: solucion conteniendo buffer Good pH 7,6,
2-oxoglutarato, ureasa y glutamato deshidrogenasa (GLDH).
B. Reactivo B: solucion conteniendo NADH.

Concentraciones finales

Buffer Good .........ceeeiiiiiiiie e 250 mmol/l
2-Oxoglutarato........ccceeiiiiieiiiieeee e 7,5 mmol/l
NADH L. 0,28 mmol/l
Ureasa (Jack bean) .......ccocoeiiiiiiniiieee. > 5000 U/I
GLDH (microbiana).........cccccevviriienieniieieeseeee > 800 U/I

REACTIVOS NO PROVISTOS
Calibrador A plus de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard : listo para usar.

Reactivos A y B: listos para usar. Estos pueden usarse
separados o como Reactivo tnico mezclando 4 partes de
Reactivo A + 1 parte de Reactivo B (ej.: 4 ml Reactivo A +
1 ml Reactivo B).

PRECAUCIONES
Los Reactivos son para uso diagnoéstico "in vitro".

* No provisto en todas las presentaciones

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. Una vez
abiertos, no deben permanecer destapados y fuera del
refrigerador durante lapsos de tiempo prolongados. Evitar
contaminaciones.

Reactivo unico (premezclado): en refrigerador (2-10°C)
es estable 30 dias a partir del momento de su preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

La turbidez es indicio de deterioro de los Reactivos.
Cuando el espectrofotometro ha sido llevado a cero con agua,
lecturas de Absorbancia del Blanco inferiores a 1,000 D.O. (a
340 nm) son indicio de deterioro del mismo.

MUESTRA

Suero, plasma u orina

a) Recoleccion: obtener suero de la manera usual o plasma
recolectado con anticoagulantes comunes. Separar de los
glébulos rojos dentro de las 24 horas de obtenida.

Si la muestra es orina, utilizar preferentemente fresca.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea
plasma, se recomienda el uso de heparina o EDTA (Anti-
coagulante W de Wiener lab.) para su obtencién. Noutilizar
heparinato de amonio.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por bilirrubina hasta 150 mg/l, hemoglobina
hasta 350 mg/dl y triglicéridos hasta 7 g/I.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la
urea en suero es estable 7 dias a 20-25°C 0 a 2-10°C o 1 afio
a -20°C, sin agregado de conservantes. En orina es estable
2 dias a 20-25°C, 7 dias a 2-10°C o0 4 semanas a -20°C sin
agregado de conservantes.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas

- Cronémetro
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CONDICIONES DE REACCION

(disminucion de la absorbancia)

- Longitud de onda: 340 nm (Hg 334 6 366)

- Temperatura de reaccién: 37°C

- Tiempo de reaccion: 2 minutos

- Volumen de muestra: 10 ul

- Volumen final de la reaccién: 1,01 ml

Los volumenes de Muestra y de Reactivo pueden variarse
proporcionalmente a fin de acomodarlos a los requerimientos
de los distintos espectrofotdometros.

PROCEDIMIENTO

|- TECNICA CON REACTIVOS SEPARADOS
Llevar a cero el espectrofotometro con agua destilada.
En una cubeta mantenida a la temperatura de trabajo,

colocar:
Reactivo A 1 ml
Muestra o Standard 10 ul

Mezclar sin invertir. Incubar aproximadamente 1 minuto
a 37°C. Luego agregar:

Reactivo B 250 ul

Mezclar inmediatamente (sin invertir) y disparar simul-
tdneamente un cronémetro. Alos 60 segundos exactos
medir la absorbancia (D, 0 S,) y continuar la incubacion.
Medir nuevamente la absorbancia (D, 0 S,) a los 120
segundos (60 segundos después de la 1° lectura).

II- TECNICA CON REACTIVO UNICO
Llevar a cero el espectrofotometro con agua destilada.
En una cubeta mantenida a la temperatura de trabajo,

colocar:
Reactivo Unico 1ml
Muestra o Standard 10 ul

Mezclar inmediatamente (sin invertir) y disparar simul-
tdneamente un cronémetro. Alos 60 segundos exactos
medir la absorbancia (D, 0 S,) y continuar la incubacion.
Medir nuevamente la absorbancia (D, 0 S,) a los 120
segundos (60 segundos después de la 1° lectura).

Ill- TECNICA EN ORINA
Utilizar la misma técnica (I o 1) diluyendo la orina con-
venientemente con agua o solucion fisiolégica. Para
el calculo de los resultados, multiplicar por el factor de
dilucién utilizado.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
0,60 g/l

Urea (g/l) =fx(D,-D,) E—
(S1 - Sz)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de urea, con cada determinacion.

) Marca registrada de Ciba Corning Diagnostics

VALORES DE REFERENCIA
Suero o plasma
0,10 - 0,50 g/l como urea (4,7 - 23,4 mg/dl como BUN)

Este rango se obtuvo de muestras provenientes de 120 in-
dividuos habitantes de la ciudad de Rosario (Argentina), de
ambos sexos (entre 20 y 45 afios), sin sintomas de disfuncion
renal u otra enfermedad aparente.

Orina

Normalmente, la eliminacion de urea esta sujeta a grandes
variaciones dependientes de la dieta. Por término medio, y
con una dieta mixta corriente, se excretan unos 30 g en 24
horas, con oscilaciones comprendidas entre 20 g y 40 g.
En la literatura (Tietz, N.W.) se menciona el siguiente rango
de referencia:

Suero o plasma: 13 - 43 mg/dl (2,1 - 7,1 mmol/l)

Orina: 26 - 43 g/24 hs (0,43 - 0,72 mol/24 horas)

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES
Urea (g/l) x 46,7 = BUN (mg/dl)
Urea (mg/dl) x 0,1665 = Urea (mmol/l)
Urea (mg/dl) x 0,467 = BUN (mg/dI)
BUN (mg/dl) x 2,14 = Urea (mg/dl)
Urea (g/24 hs) x 0,0167 = Urea (mol/24 hs)
Para convertir valores de urea (en g/l) a valores de BUN (en
mg/dl), se debe utilizar el siguiente factor de conversion:
1 1000

X
2,14 10

factor = =46,7

donde:

1/2,14 = factor de conversién entre la urea y el nitrégeno
ureico en sangre (BUN)

1000 = factor de conversién entre gramo y miligramo

1/10 = factor de conversion entre litro y decilitro

Ejemplo:

0,50 g/l de urea x 46,7 = 23,4 mg/dl de BUN

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.
Para preservar la integridad de los reactivos debe emplearse
material volumétrico perfectamente limpio y seco.

PERFORMANCE

Los ensayos fueron realizados en analizador Express Plus”
a) Reproducibilidad: procesando simultaneamente 20
replicados de una misma muestra, en un mismo dia, se
obtienen los siguientes resultados:

Precision intraensayo

Nivel D.S. C.V.
0,283 g/l +0,0057 g/l 2,01 %
1,13 g/l +0,0136 g/l 1,20 %
Precision interensayo
Nivel D.S. C.V.
0,28 g/l +0,0066 g/l 2,36 %
1,13 g/l +0,0148 g/l 1,31 %
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b) Sensibilidad: la sensibilidad analitica de Urea UV cinética
AA liquida es 0,071 g/l (7,1 mg/dl) de urea o 3,32 mg/dl de
BUN vy el limite de deteccién es 0,0383 g/l (3,83 mg/dl) de
urea o 1,79 mg/dl de BUN.

c) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 3 g/l (300 mg/dl) de
urea y hasta 140 mg/dl como BUN. Para valores superiores,
diluir la muestra original 1:2 con agua destilada y repetir la
determinacion. Corregir los calculos multiplicando el resul-
tado por el factor de dilucion empleado.

d) Correlacion: se determind el valor de urea en 158 mues-
tras usando Urea UV cinética AA liquida y otro kit comercial
basado en el mismo principio. El coeficiente de correlacion
obtenido fue el siguiente:

r =0,9995; pendiente b = 1,0093; interseccion a = 0,0985

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Consultar las instrucciones de programacion en el Manual
del Usuario del analizador en uso.

Para la calibracion, se debe utilizar Calibrador A plus de
Wiener lab., de acuerdo a los requerimientos del analizador.

PRESENTACION

- 225 ml (3 x 60 ml Reactivo A + 3 x 15 ml Reactivo B),
sin Standard (Cod. 1009319).

- 250 ml (1 x 200 ml Reactivo A + 5 x 10 ml Reactivo B),
Standard incluido (Céd. 1810326)*.

- 250 ml (2 x 100 ml Reactivo A + 5 x 10 ml Reactivo B),
Standard incluido (Céd. 1810331)*.

- 300 ml (4 x 60 ml Reactivo A + 1 x 60 ml Reactivo B),
sin Standard (Cod. 1009634).

- 300 ml (4 x 60 ml Reactivo A + 1 x 60 ml Reactivo B),
sin Standard (Cod. 1009942)*.

- 400 ml (8 x 40 ml Reactivo A + 4 x 20 ml Reactivo B),
sin Standard (Cod. 1009275).

- 500 ml (4 x 100 ml Reactivo A + 4 x 25 ml Reactivo B),
Standard incluido (Cod. 1810324).

- 1000 ml (4 x 200 ml Reactivo A + 1 x 200 ml Reactivo B),
Standard incluido (Cod. 1810328).

- 100 ml (4 x 20 ml Reactivo A + 2 x 10 ml Reactivo B),
sin Standard (Cod. 1009807)*.

BIBLIOGRAFIA

- Searcy, R.L. - "Diagnostic Biochemistry" McGraw-Hill, New
York, NY 1969.

- Talke, H.; Schubert, G.E. - Klin Wochschr 43:174, 1965.

- Tiffany, T.O.; Jansen, J.M.; Burtis, C.A.; Overton, J.B.; Scott,
C.D. - Clin. Chem. 18:829, 1972.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.

- Tietz Fundamentals of clinical chemistry - Burtis, C., Ash-
wood, E. (5° Edition) WB Saunders, 2001.

*Marcado CE pendiente

SiMBOLOS
Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de
reactivos para diagnéstico de Wiener lab.

por la Directiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios
para el diagnostico "in vitro"

c € Este producto cumple con los requerimientos previstos
Representante autorizado en la Comunidad Europea
Uso diagnostico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura (conservar a)

No congelar

Riesgo biolégico

Volumen después de la reconstitucion

Contenido

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar instrucciones de uso

Calibr. | |  Calibrador

Control

EE|@®@®‘-EEV@3%&MQ@

Control Positivo

Control Negativo

Y

Numero de catalogo
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C€

LINHA LIQUIDA

Urea (W

cinética AA

Para a determinacao de ureia em soro, plasma ou urina

SIGNIFICADO CLIiNICO

A ureia constitui a fragdo de nitrogénio nédo proteico mais
importante na maioria dos liquidos bioldgicos. No homem
€ o principal produto final do metabolismo proteico.

E produzida pelo figado e excretada pela urina através
dos rins.

Uma elevagao da concentracéo sérica da ureia, interpreta-
se geralmente como uma possivel disfung¢éo renal. Porém,
ndo se deve esquecer o fato de que os valores séricos da
ureia encontram-se intimamente relacionados com a dieta e
o metabolismo proteico, portanto qualquer alteragéo nestas
variaveis implica uma alteragdo da concentragéo da ureia
no soro.

FUNDAMENTOS DO METODO
Baseado no seguinte esquema de reagao:

urease
ureia + H,0 ——— > 2 NH, + CO,

GIDH
NH, + NADH + H* + 2-oxoglutarato — = I-glutamato +
NAD* + H,0

REAGENTES FORNECIDOS

S. Padrao*: solugéo de ureia 0,60 g/l (equivalente a 28,04 mg/di
de BUN).

A. Reagente A: solugdo contendo tampéo Good pH 7,6,
2-oxoglutarato, urease e glutamato desidrogenase (GIDH).
B. Reagente B: solucdo contendo NADH.

Concentragdes finais

Tampao GOOd .......cccuveeiiiie e e 250 mmol/l
2-Oxoglutarato.........ccceeiiieiiiiieeieeeee e 7,5 mmol/l
NADH ..o 0,28 mmol/l
Urease (Jack bean).... .>5000 U/l

GIDH (microbiana)..........ccccevviiiieneciie e > 800 U/I

REAGENTES NAO FORNECIDOS
Calibrador A Plus da Wiener lab.

INSTRUGOES DE USO

Padrao: pronto para uso.

Reagentes A e B: prontos para uso. Podem ser utilizados
separadamente ou como Reagente Ginico misturando-se 4
partes de Reagente A + 1 parte de Reagente B (ex. mistu-
rando 4 ml Reagente A + 1 ml Reagente B).

PRECAUGOES
Os Reagentes s&o para uso diagnoéstico "in vitro".

* Néo fornecido em todas as apresentacées

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais
de trabalho no laboratério de analises clinicas.

Todos os reagentes e as amostras devem ser descartados
conforme a regulagao local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob refrigeragao (2-
10°C) até a data do vencimento indicado na embalagem.
Uma vez abertos ndo devem permanecer destampados nem
fora do refrigerador durante periodos de tempo prolongados.
Evitar contaminagdes.

Reagente unico (pré-misturado): estavel sob refrigeragéo
(2-10°C) por 30 dias a contar da data de sua preparagao.

INDICIOS DE INSTABILIDADE OU DETERIORAGAO
DOS REAGENTES

A turbidez ¢ indicio de deterioragdo dos Reagentes.
Quando o espectrofotdmetro € zerado com agua, leituras de
Absorbancia do Branco inferiores a 1,000 D.O. (a 340 nm)
s&o indicios de deterioragdo do mesmo.

AMOSTRA

Soro, plasma ou urina

a) Coleta: obter soro da maneira habitual ou plasma coletado
com anticoagulantes comuns. Separar dos eritrécitos dentro
das 24 horas ap6s a obtengao da amostra.

Se a amostra for urina, utilizar preferencialmente fresca.
b) Aditivos: caso a amostra a ser utilizada seja plasma,
recomenda-se o uso de heparina ou EDTA (Anticoagulante
W de Wiener lab.) para sua obteng¢ado. Nao utilizar heparinato
de aménio.

c) Substancias interferentes conhecidas: ndo séo obser-
vadas interferéncias por bilirrubina até 150 mg/I, hemoglobi-
na até 350 mg/dl nem triglicerideos até 7 g/l.

Referéncia bibliografica de Young para efeitos de drogas
neste método.

d) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a ureia
em soro é estavel 7 dias a 20-25°C ou a 2-10°C ou 1 ano a
-20°C, sem acréscimo de conservantes. Em urina é estavel
2 dias a 20-25°C, 7 dias a 2-10°C ou 4 semanas a -20°C
sem acréscimo de conservantes.

MATERIAL NECESSARIO (nao fornecido)

- Espectrofotémetro

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas

- Cronémetro
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CONDIGCOES DE REAGAO

(diminuicéo da absorbancia)

- Comprimento de onda: 340 nm (Hg 334 ou 366)

- Temperatura da reagao: 37°C

- Tempo de reagdo: 2 minutos

- Volume de amostra: 10 ul

- Volume final da reagéo: 1,01 ml

Os volumes de Amostra e de Reagente podem variar pro-
porcionalmente a fim de adapta-los aos requerimentos dos
diferentes espectrofotdmetros.

PROCEDIMENTO

I- TECNICA COM REAGENTES SEPARADOS
Zerar o aparelho com agua destilada.
Em uma cubeta mantida a temperatura de trabalho,

colocar:
Reagente A 1ml
Amostra ou Padrao 10 ul

Misturar sem inversdo. Incubar por aproximadamente
1 minuto a 37°C. Apds acrescentar:

Reagente B 250 ul

Misturar imediatamente (sem inversao) e disparar si-
multaneamente o crondmetro. Ler a absorbancia apés
60 segundos (D, ou P,) e continuar a incubagéo. Medir
novamente a absorbancia (D, ou P,) aos 120 segundos
(60 segundos depois da 1° leitura).

Il- TECNICA COM REAGENTE UNICO
Zerar o aparelho com agua destilada.
Em uma cubeta mantida a temperatura de trabalho

colocar:
Reagente unico 1ml
Amostra ou Padrao 10 ul

Misturar imediatamente (sem inversao) e disparar si-
multaneamente o crondmetro. Ler a absorbancia apos
60 segundos (D, ou P,) e continuar a incubagéo. Medir
novamente a absorbancia (D, ou P,) aos 120 segundos
(60 segundos depois da 1° leitura).

Il- TECNICA EM URINA
Utilizar a mesma técnica (I ou Il) diluindo a urina
convenientemente com agua ou solugao fisiologica.
Para o calculo dos resultados, multiplicar pelo fator
de diluigado utilizado.

CALCULO DOS RESULTADOS
0,60 g/l
Ureia (g/l) =fx (D, - D,) fz—
(P1 - Pz)

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com concentragdes conhecidas
de ureia, com cada determinag&o.

) Marca registrada da Ciba Corning Diagnostics

VALORES DE REFERENCIA
Soro ou plasma: 0,10 - 0,50 g/l como ureia (4,7 - 23,4 mg/dI
como BUN)

Esta faixa foi obtida a partir de amostras provenientes de 120
habitantes da cidade de Rosario (Argentina), pertencentes
a ambos os sexos (entre 20 e 45 anos), sem sintomas de
disfuncao renal ou outra doenga aparente.

Urina

Normalmente, a eliminagdo de ureia esta sujeita a grandes
variaveis que dependem do habito alimentar. Tendo uma
dieta balanceada e equilibrada s&do eliminados 30 g em 24
horas com oscilagdes entre 20 g e 40 g.

A literatura (Tietz, N.W.) faz mengéo da seguinte faixa de
referéncia:

Soro ou plasma: 13 - 43 mg/dl (2,1 - 7,1 mmol/l)

Urina: 26 - 43 g/24 hs (0,43 - 0,72 mol/24 horas)

Recomenda-se que cada laboratério estabelega seus pro-
prios valores de referéncia.

CONVERSAO DE UNIDADES

Ureia (g/l) x 46,7 = BUN (mg/dl)

Ureia (mg/dl) x 0,1665 = Ureia (mmol/l)

Ureia (mg/dl) x 0,467 = BUN (mg/dl)

BUN (mg/dl) x 2,14 = Ureia (mg/dl)

Ureia (g/24 hs) x 0,0167 = Ureia (mol/24 hs)

Para converter valores de ureia (em g/l) a valores de BUN

(em mg/dl), deve-se utilizar o seguinte fator de conversao:
1 1000

X
2,14 10

fator = =46,7

onde:

1/2,14 = fator de converséo entre a ureia e o nitrogénio
ureico no sangue (BUN)

1000 = fator de conversao entre grama e miligrama

1/10 = fator de converséo entre litro e decilitro

Exemplo:

0,50 g/l de ureia x 46,7 = 23,4 mg/dl de BUN

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

- Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.

- Para preservar a integridade dos regentes deve ser utilizado
material volumétrico perfeitamente limpo e seco.

DESEMPENHO

Os ensaios foram realizados no analisador Express Plus‘
a) Reprodutibilidade: processando simultaneamente 20
duplicatas das mesmas amostras no mesmo dia, foram
obtidos os seguintes dados:

Precisao intra-ensaio

Nivel D.P. C.V.
0,283 g/l +0,0057 g/l 2,01 %
1,13 g/l +0,0136 g/l 1,20 %
Precisao inter-ensaio
Nivel D.P. C.V.
0,28 g/l +0,0066 g/l 2,36 %
1,13 g/l +0,0148 g/l 1,31 %
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b) Sensibilidade: a sensibilidade analitica de Urea UV ci-
nética AA é de 0,071 g/l (7,1 mg/dl) de ureia ou 3,32 mg/dI
de BUN e o limite de deteccao € 0,0383 g/l (3,83 mg/dl) de
ureia ou 1,79 mg/dl de BUN.

c) Linearidade: a reagéo € linear até 3 g/l (300 mg/dl) de
ureia e até140 mg/dl como BUN. Para valores superiores,
diluir a amostra original 1:2 com agua destilada e repetir a
determinacéo. Corrigir os calculos multiplicando o resultado
pelo fator de diluigdo empregado.

d) Correlagdo: o valor de ureia foi determinado em 158
amostras, utilizando Urea UV cinética AA liquida da Wie-
ner lab. e outro kit comercial baseado no mesmo principio,
obtendo-se o seguinte coeficiente de correlagéo:
r=0,9995, pendente b = 1,0093, intersegéo a = 0,0985

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Consultar as instrugdes de programacgéo no Manual de Uso
do analisador a utilizar.

Para a calibragéo deve-se utilizar um calibrador baseado
em soro (Calibrador A plus da Wiener lab.).

APRESENTAGAO

- 225 ml (3 x 60 ml Reagente A + 3 x 15 ml Reagente B),
sem Padrao (Céd. 1009319).

- 250 ml (1 x 200 ml Reagente A + 5 x 10 ml Reagente B),
com Padrao (Céd. 1810326)*.

- 250 ml (2 x 100 ml Reagente A + 5 x 10 ml Reagente B),
com Padrao (Céd. 1810331)*.

- 300 ml (4 x 60 ml Reagente A + 1 x 60 ml Reagente B),
sem Padrao (Céd. 1009634).

- 300 ml (4 x 60 ml Reagente A + 1 x 60 ml Reagente B),
sem Padréo (Cod. 1009942)*.

- 400 ml (8 x 40 ml Reagente A + 4 x 20 ml Reagente B),
sem Padrao (Céd. 1009275).

- 500 ml (4 x 100 ml Reagente A + 4 x 25 ml Reagente B),
Padrao incluso (Céd. 1810324).

- 1000 ml (4 x 200 ml Reagente A + 1 x 200 ml Reagente B),
Padréo incluso (Céd. 1810328).

- 100 ml (4 x 20 ml Reagente A + 2 x 10 ml Reagente B),
sem Padrao (Céd. 1009807)*.

REFERENCIA

- Searcy, R.L. - "Diagnostic Biochemistry" McGraw-Hill, New
York, NY 1969.

- Talke, H.; Schubert, G.E. - Klin Wochschr 43:174, 1965..

- Tiffany, T.O.; Jansen, J.M.; Burtis, C.A.; Overton, J.B.; Scott,
C.D. - Clin. Chem. 18:829, 1972..

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.

- Tietz Fundamentals of clinical chemistry - Burtis, C., Ash-
wood, E. (5° Edition) WB Saunders, 2001.

* Marcagao CE pendente

SIMBOLOS
Os seguintes simbolos sao utilizados nos kits de reagentes
para diagnodstico da Wiener lab.

98/79 CE para dispositivos médicos de diagnostico "in
vitro"

c € Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia
Representante autorizado na Comunidade Europeia
Uso médico-diagnéstico "in vitro"

Conteudo suficiente para <n> testes

Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

N&o congelar

Risco bioldgico

Volume apos a reconstituigao

Conteudo

Numero de lote

Elaborado por:

Nocivo

Corrosivo / Caustico

Irritante

Consultar as instrucdes de uso

o
g
g

-] ] Calibrador
Controle
Controle Positivo

Controle Negativo
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LIQUID LINE

Urea N

cinetica AA

For urea determination in serum, plasma or urine

SUMMARY

Urea constitutes the most important fraction of non-protein
nitrogen present in most biological fluids. It is the main end
product of protein metabolism in human beings. Itis produced
in the liver and is eliminated from the body by urine through
the kidneys.

An increase in the concentration of serum urea is generally in-
terpreted as a possible renal dysfunction. However, it should
be considered that urea serum values are closely related
to diet and protein metabolism, therefore any alteration in
these variables will result in a change in the concentration
of serum urea.

PRINCIPLE
The reaction system is as follows:

urease
urea+H,O0 —— = 2NH, +CO,

GIDH
NH, + NADH + H* + 2-oxoglutarate ——— I-glutamate +
NAD* + H,0

PROVIDED REAGENTS

S. Standard*: 0.60 g/l urea solution (equivalent to 28.04 mg/dI
BUN).

A. Reagent A: solution containing Good buffer pH 7.6, 2-oxo-
glutarate, urease and glutamate dehydrogenase (GIDH).
B. Reagent B: NADH solution.

Final concentrations

Go0d BUFfEr......eviiiiiiiiiiicc e 250 mmol/l
2-Oxoglutarate.........cccooviveeiiiieeiiieee e 7.5 mmol/l
NADH ..o 0.28 mmol/l
Urease (Jack bean) .........cccoooiiiiiiieiiiiiiciieens > 5,000 U/I
GIDH (microbial) .........ccecveriiieiiiieeeseeeseeeee > 800 U/I

NON-PROVIDED REAGENTS
Wiener lab.'s Calibrador A Plus.

INSTRUCTIONS FOR USE

Standard: ready to use.

Reagents A and B: ready to use. They can be used sepa-
rately or as a Monoreagent mixing 4 parts of Reagent A +
1 part of Reagent B (e.g. 4 ml Reagent A+ 1 ml Reagent B).

WARNINGS

Reagents are for “in vitro” diagnostic use.

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories.

* Non-provided with all kit sizes

The reagents and samples should be discarded according
to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents: stable in refrigerator (2-10°C) until
the expiration date shown on the box. Once opened, they
should not remain opened and outside the refrigerator for
long periods of time. Avoid contamination.

Monoreagent (premixed): stable in refrigerator (2-10°C) for
30 days from preparation date.

INSTABILITY OR DETERIORATION OF REAGENTS
Turbidity indicates deterioration of reagents.

When spectrophotometer has been set to zero with distilled water,
Blank absorbance readings bellow 1.000 O.D. (at 340 nm) indicate
the reagent deterioration.

SAMPLE

Serum, plasma or urine

a) Collection: obtain serum in the usual way, or plasma col-
lected with ordinary anticoagulants. Separate from red blood
cells within 24 hours from the sample collection. If urine is
used, it should be preferably fresh.

b) Additives: if plasma is used as sample, collection with
heparin or EDTA (Wiener lab.’s Anticoagulante W), is
recommended.

c) Known interfering substances: no interferences are
observed from: bilirubin up to 150 mg/l hemoglobin up to
350 mg/dl and triglycerides up to 7 g/l.

See Young, D.S. in References for effect of drugs on the
present method.

d) Stability and storage instructions: serum urea is stable
for up to 7 days at 20-25°C or 2-10°C or up to 12 months at
-20°C without preservatives. Urine urea is stable for up to 2
days at 20-25°C, 7 days at 2-10°C or up to 4 weeks at -20°C
without preservatives.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer

- Micropipettes and pipettes for measuring the stated volumes
- Spectrophotometric cuvettes

- Stopwatch

ASSAY CONDITIONS

(absorbance decrease)

- Wavelength: 340 nm (Hg 334 or 366)
- Reaction temperature: 37°C

- Reaction time: 2 minutes

864109524/ 00 p. 7/12



- Sample volume: 10 ul

- Final reaction volume: 1.01 ml

Sample and Reagent volumes may be varied proportionally in
order to meet the requirements of different spectrophotometers.

PROCEDURE

|- SEPARATE REAGENTS' TECHNIQUE
Set spectrophotometer to zero O.D. with distilled water.
In a cuvette at the selected temperature, place:

Reagent A 1 ml

Sample or Standard 10 ul

Mix without inversion. Incubate for approximately 1
minute at 37°C. Then add:

Reagent B 250 ul

Mix without inversion and simultaneously start the
stopwatch. Read absorbance (U, or S,) at exactly 60
seconds and continue incubation. Read absorbance
again (U, or S,) at exactly 120 seconds (60 seconds
after first reading).

II- MONOREAGENT TECHNIQUE
Set spectrophotometer to zero O.D. with distilled water.
In a cuvette at the selected temperature, place:

Monoreagent 1 ml

Sample or Standard 10 ul

Mix without inversion and simultaneously start the
stopwatch. Read absorbance (U, or S,) at exactly 60
seconds and continue incubation. Read absorbance
again (U, or S,) at exactly 120 seconds (60 seconds
after first reading).

I1- URINE TECHNIQUE
Follow the above technique (I or Il) diluting the sample
properly with water or saline. Calculate the results,
multiplying by the dilution factor used.

CALCULATIONS
0.60 gl
Urea (g/l) = fx (U, - U) fz= ——
1 2 (81 _ SZ)
QUALITY CONTROL METHOD

Each time the test is performed, analyze two levels of a qual-
ity control material (Standatrol S-E 2 niveles) with known
urea concentration.

REFERENCE VALUES
Serum or plasma
0.10 - 0.50 g/l as urea (4.7-23.4 mg/dl as BUN)

This range was obtained from sera of 120 fasting individuals
from both sexes, with ages ranging from 20 and 45 years,
living in or near Rosario (Argentina), with no symptoms of
renal dysfunction or other apparent disease.

864109524/ 00 p. 8/12

Urine

Normally, urea elimination shows great variations depending
on diet. On average and with an ordinary mixed diet, 30 g are
excreted in 24 hours, with oscillations ranging from 20 g to 40 g.

In the literature (Tietz, N.W.) the following reference value
range is mentioned:

Serum or plasma: 13 - 43 mg/dl (2,1 - 7,1 mmoll/l)

Urine: 26 - 43 g/24 hs (0,43 - 0,72 mol/24 horas)

It is recommended that each laboratory establishes its own
reference values.

UNITS CONVERSION

Urea (g/l) x 46.7 = BUN (mg/dl)

Urea (mg/dl) x 0.1665 = Urea (mmol/l)

Urea (mg/dl) x 0.467 = BUN (mg/dl)

BUN (mg/dl) x 2.14 = Urea (mg/dl)

Urea (g/24 hs) x 0.0167 = Urea (mol/24 hs)

To convert Urea values (in g/l) to BUN values (in mg/dl) a
conversion factor must be used.

1 1000
X
2.14 10

Conversion factor = =46.7

where:

1/2.14 = conversion factor between urea and blood urea
nitrogen (BUN)

1000 = conversion factor between gram and milligram
1/10= conversion factor between liter and deciliter

Example: Urea 0.50 g/l x 46.7 = BUN 23.4 mg/d|

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known interfering substances under SAMPLE.

In order to preserve the reagent’s integrity, perfectly clean
and dry volumetric material should be used.

PERFORMANCE

The assay were performed in an Express plus analyzer (*)
a) Reproducibility: when 20 replicates from the same
sample were simultaneously assayed, the following results
were obtained:

Intra-assay
Level S.D. C.V.
0.283 g/l +0.0057 g/l 2.01%
1.13 g/l +0.0136 g/l 1.20 %
Inter-assay
Level S.D. C.V.
0.28 g/l +0.0066 g/l 2.36 %
1.13 g/l +0.0148 g/l 1.31 %

b) Sensitivity: the analytical sensitivity of Urea UV cinética
AAliquidais 0.071 g/l (7.1 mg/dl) of urea or 3.32 mg/dl BUN
and the detection limit is 0.0383 g/l (3.83 mg/dl) of urea or
1.79 mg/dl BUN.

c) Linearity: reaction is linear up to 3 g/l (300 mg/dl) as urea
and up to 140 mg/dl BUN. For higher values dilute original
sample 1:2 with distilled water and repeat assay. Correct

* TM Ciba Corning Diagnostics



calculations multiplying the result by the dilution factor used. SYMBOLS

d) Correlation: urea levels of 158 specimens were deter- The following symbols are used in the packaging for Wiener
mined using the Wiener lab's Urea UV cinética AA liquida lab. diagnostic reagents kits.

kit af‘d a commer0|al kl_t based on same principle. The cor- This product fulfills the requirements of the European
relation coefficient was: . Directive 98/79 EC for "in vitro" diagnostic medical devices
r=0.9995, slope b = 1.0093 and intercept a = - 0.0985.

Authorized representative in the European Community
PARAMETERS FOR AUTOANALYZERS

For programming instructions check the user’s manual of the Vo "In vitro" diagnostic medical device
autoanalyzer in use. For calibration, it must be used Wiener

lab.'s Calibrador A plus. Contains sufficient for <n> tests

WIENER LAB. PROVIDES Use by

- 225 ml (3 x 60 ml Reagent A + 3 x 15 ml Reagent B),
non-included Standard (Cat. N° 1009319).

- 250 ml (1 x 200 ml Reagent A + 5 x 10 ml Reagent B),
included Standard (Cat. N° 1810326)*.

- 250 ml (2 x 100 ml Reagent A + 5 x 10 ml Reagent B),
included Standard (Cat. N° 1810331)*.

- 300 ml (4 x 60 ml Reagent A + 1 x 60 ml Reagent B),
non-included Standard (Cat. N° 1009634).

- 300 ml (4 x 60 ml Reagent A + 1 x 60 ml Reagent B),
non-included Standard (Cat. N° 1009942)*.

- 400 ml (8 x 40 ml Reagent A + 4 x 20 ml Reagent B),
non-included Standard (Cat. N° 1009275).

- 500 ml (4 x 100 ml Reagent A + 4 x 25 ml Reagent B),
included Standard (Cat. N° 1810324).

- 1000 ml (4 x 200 ml Reagent A + 1 x 200 ml Reagent B),
included Standard (Cat. N° 1810328).

- 100 ml (4 x 20 ml Reagent A + 2 x 10 ml Reagent B),
non-included Standard (Cat. N° 1009807)*.

Temperature limitation (store at)
Do not freeze
Biological risks

Volume after reconstitution

E\‘/@%.—[C@

Contents

Batch code

,_
o
1

Manufactured by:
Harmful
Corrosive / Caustic

Irritant

Consult instructions for use

I HO O R
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- Czas reakcji: 2 minuty

- Objetos¢ materiatu badanego: 10 ul

- Objetosc reakcji koncowej: 1,01 ml

Objetosci Materiatu badanego i Odczynnika mogg by¢
zmieniane proporcjonalnie celem spetnienia wymogow dla
réznych spektrofotometrow.

PROCEDURA

I- METODA ODDZIELNYCH ODCZYNNIKOW
Ustawi¢ spektrofotometr na zero O.D na wodzie des-

tylowane;j.

W kuwecie o wybranej temperaturze umiescic:
Odczynnik A 1ml
Materiat badany lub Préba wzorcowa 10 ul

Zamiesza¢ bez odwracania. Inkubowac¢ okoto 1 minute
w temp. 37°C. Nastepnie dodac:

Odczynnik B 250 ul
Zamiesza¢ bez odwracania i rownoczesnie wtaczy¢
stoper.

Odczyta¢ absorbancje (U, lub S,) doktadnie w 60
sekundzie i kontynuowa¢ inkubacje. Odczytac
absorbancje ponownie (U, lub S,) doktadne w 120
sekundzie (tj. 60 sekund po pierwszym odczycie).

II- METODA Z MONOODCZYNNIKIEM
Ustawi¢ spektrofotometr na zero O.D na wodzie des-
tylowane;j.
W kuwecie o wybranej temperaturze umiescic:

Monoodczynnik 1 ml

Materiat badany lub Préba wzorcowa 10 ul

Zamiesza¢ bez odwracania i rownoczesnie wtaczy¢
stoper.

Odczyta¢ absorbancje (U, lub S,) doktadnie w 60
sekundzie i kontynuowa¢ inkubacje. Odczytac
absorbancje ponownie (U, lub S,) doktadnie w 120
sekundzie (tj. 60 sekund po pierwszym odczycie).

IlI- METODA DO MOCZzU
Stosowac tg samag metode (I lub Il) rozcienczajgc
prébke moczu z woda lub solg fizjologiczng. Do
obliczania wynikéw, pomnozy¢ przez wspotczynnik
rozcienczenia.

OBLICZENIA

@ =fx( )t 0,60 g/l
Mocznik (g/l) = fx (U, - U = —

1 2 (81 _ Sz)

METODA KONTROLI JAKOSCI
W trakcie przeprowadzania badania, za kazdym razem,
nalezy przeprowadzac analize jakosci na dwoch poziomach
(Standatrol S-E 2 niveles) ze znanym poziomem stgzenia
mocznika.

WARTOSCI REFERENCYJNE
Surowica krwi lub osocze
0,10 - 0,50 g/l jako mocznik (4,7-23,4 mg/dl jako BUN)

Zakres ten otrzymano na podstawie przeprowadzonych
oznaczen surowicy krwi pobranej na czczo od 120 oséb
obojga ptci, w wieku od 20-45 roku zycia, zyjgcych w Rosario
(Argentina) lub okolicy, bez objawdw zaburzen funkcji nerek
i jakichkolwiek innych chorob.

Mocz

Przewaznie, usuwanie mocznika podlega duze réznice w
zalezno$ci od diety. Srednio, przy spozyciu normalnej diety,
wydalane sag 30 g w ciggu 24 godzin, z réznicami pomiedzy
20gdo40g.

W literaturze (Tietz, N.W.) wymieniono nastepujgce wartosci
referencyjne:

Surowica lub osocze: 13 - 43 mg/dl (2,1 - 7,1 mmol/l)
Mocz: 26 - 43 g/24 godz. (0,43 - 0,72 mol/24 godz.)

Zaleca sie dla kazdego laboratorium ustalenie wtasnych
wartosci referencyjnych.

KONWERSJA JEDNOSTEK SI

Mocznik (g/l) x 46,7 = BUN (mg/dl)

Mocznik (mg/dl) x 0,1665 = Mocznik (mmol/l)

Mocznik (mg/dl) x 0,467 = BUN (mg/dl)

BUN (mg/dl) x 2,14 = Mocznik (mg/dl)

Mocznik (g/24 godz.) x 0,0167 = Mocznik (mol/24 godz.)

OGRANICZENIA PROCEDURY

Zobacz znane interakcje w rozdziale MATERIAL BADANY.
Celem utrzymania jakosci odczynnika nalezy utrzymaé w
doskonatej czystosci i suchosci sprzet do pomiaru objetosci.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

Badanie wykonano w analizatorze Express plus®

a) Powtarzalnosé: wykonano 20 powtdrzen badania tego
samego materiatu badanego réwnoczesnie i otrzymano
nastepujagce wyniki:

W trakcie badania

Poziom S.D. C.V.

0,283 g/l +0,0057 g/l 2,01 %

1,13 g/l +0,0136 g/l 1,20 %
Pomiedzy badaniami

Poziom S.D. C.V.

0,28 g/l +0,0066 g/l 2,36 %

1,13 g/l +0,0148 g/l 1,31 %

b) Czutosé: analityczna czuto$¢ Urea UV cinética AAliquida
wynosi 0,071 g/l (7,1 mg/dl) dla mocznika lub 3,32 mg/dl dla
BUN a granica wykrywalnosci wynosi odpowiednio 0,0383 g/l
(3,83 mg/dl) dla mocznika lub 1,79 mg/dl dla BUN.

c) Linijnosé: reakcja jest linijna do 3 g/l (300 mg/dl) dla
mocznika i do 140 mg/dl dla BUN. Dla wyzszych wartosci
nalezy rozcienczy¢ materiat badany 1:2 wodg destylowang
i powtorzy¢ badanie. Uwzgledni¢ w OBLICZENIACH
wspotczynnik zastosowanego rozcienczenia.

d) Korelacja: oznaczono poziomy mocznika w 158 probkach
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przy zastosowaniu zestawu Urea UV cinética AA liquida
Wiener lab i podobnego zestawu dostepnego na rynku,
opartego na tej samej zasadzie dziatania. Wspotczynnik
korelacji wynosit:

r=0,9995, wspotczynnik regresji slope b = 1,0093 and wyraz
wolny intercept a = - 0,0985.

PARAMETRY DLA ANALIZATOROW AUTOMATYCZNYCH
Celem programowania zapozna¢ sie z instrukcjg obstugi
uzywanego analizatora automatycznego.

Do kalibracji: nalezy zastosowac¢ Calibrador A plus Wiener
lab.

WIENER LAB. DOSTARCZA

- 225 ml (3 x 60 ml Odczynnik A + 3 x 15 ml Odczynnik B),
nie zawiera Proby wzorcowej (Nr kat. 1009319).

- 250 ml (1 x 200 ml Odczynnik A + 5 x 10 ml Odczynnik B),
zawiera Probe wzorcowa (Nr kat. 1810326).

- 250 ml (2 x 100 ml Odczynnik A + 5 x 10 ml Odczynnik B),
zawiera Probe wzorcowg (Nr kat. 1810331).

- 300 ml (4 x 60 ml Odczynnik A + 1 x 60 ml Odczynnik B),
nie zawiera Proby wzorcowej (Nr kat. 1009634).

- 300 ml (4 x 60 ml Odczynnik A + 1 x 60 ml Odczynnik B),
nie zawiera Proby wzorcowej (Cat. N° 1009942).

- 400 ml (8 x 40 ml Odczynnik A + 4 x 20 ml Odczynnik B),
nie zawiera Proby wzorcowej (Nr kat. 1009275).

- 500 ml (4 x 100 ml Odczynnik A + 4 x 25 ml Odczynnik B),
zawiera Probe wzorcowa (Nr kat. 1810324).

- 1000 ml (4 x 200 ml Odczynnik A+ 1 x 200 ml Odczynnik B),
zawiera Probe wzorcowa (Nr kat. 1810328).

- 100 ml (4 x 20 ml Odczynnik A + 2 x 10 ml Odczynnik B),
nie zawiera Proby wzorcowej (Nr kat. 1009807).

ZRODLA

- Searcy, R.L. - "Diagnostic Biochemistry" McGraw-Hill, New
York, NY 1969.

- Talke, H.; Schubert, G.E. - Klin Wochschr 43:174, 1965.

- Tiffany, T.O.; Jansen, J.M,; Burtis, C.A.; Overton, J.B.; Scott,
C.D. - Clin. Chem. 18:829, 1972.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4" ed., 2001.

- Tietz Fundamentals of clinical chemistry - Burtis, C.,
Ashwood, E. (5° Edition) WB Saunders, 2001.
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Oznaczenia

Nastepujgce symbole sg zastosowane na opakowaniach

zestawdw odczynnikéw diagnostycznych.

c € Ten produkt spetnia wymagania Dyrektywy Europej-
skiej 98/79 EC dla wyrobéw medycznych uzywanych
do diagnozy "in vitro"

Autoryzowany przedstawiciel we Wspolnocie Europejskiej

Wyréb do diagnostyki "in vitro"
W Zawarto$¢ wystarczajgca dla <n> badan

Uzy¢ przed

Ograniczenie dopuszczalnych temperatur
Nie zamrazaé

Ryzyko biologiczne

Objetos¢ po rozpuszczeniu

Zawartosé

numer serii
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Substancja szkodliwa
Substancja zrace
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Proba kontrolna

Préba kontrolna dodatnia
Préba kontrolna ujemna
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