
Finalidade
Reação enzimática para determinação quantitativa de ácido úrico em amostras de soro, plasma e urina 
humanos. Somente para uso diagnóstico “in vitro”.

Princípio do Teste
O método usa a uricase, peroxidase e cromógeno DCFS (diclorofenolsulfonato) para produzir o pro-
duto final colorimétrico.
O ácido úrico é oxidado pela uricase à alantoina e peróxido de hidrogênio. O DCFS + 4 – aminoanti-
pirina + peróxido de hidrogênio, na presença da peroxidase, produz o corante quininoneimina que é 
medido a 520 nm. A intensidade de cor é proporcional à concentração do ácido úrico na amostra. O 
esquema da reação é o seguinte:

Ácido úrico + O2+H2O  Alantoína + CO2 + H2O2

2H2O2+4-aminoantipirina+DCFS   Quinoneimina+ 4H2O

Metodologia
Uricase/Peroxidase

Significado Clínico
O ácido úrico no plasma é filtrado pelos glomérulos e aproximadamente 90% reabsorvido em pelos 
túbulos. Representa no homem o produto final do metabolismo das purinas. O teor de ácido úrico no 
plasma é muito influenciado por fatores extra-renais, além dos renais. Sua dosagem é muito útil no 
diagnóstico da gota, na qual os níveis no soro de ácido úrico são altos. Há ocasiões, nessa doença, 
em que se encontram níveis normais no soro, mas acredita-se que a repetição das dosagens revele 
sempre hiperuricemia em alguma fase da moléstia.
Observa-se também hiperuricemia, sempre que exista aumento do metabolismo das nucleopro-
teínas, como na leucemia e policitemia. O aumento dos níveis de ácido úrico no soro é um achado 
constante na hiperuricemia idiopática familiar, da qual parece haver pelo menos dois tipos (um ligado 
à produção aumentada, outro, à excreção diminuída).

Reagentes
Reagente único pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. 
Contém: Fosfato 100 mmol/L, pH 7,8, uricase > 0,5 KU/L, peroxidase > 0,5KU/L, ascorbato oxidase 
> 1 KU/L, 4-aminoantipirina 0,5 mmol/L, DCPS 2 mmol/L, tensioativos não ionicos 2 g/L. Biocidas.

Padrão (cód 3000): Conservar entre 2 - 8ºC. Solução aquosa contendo concentração padrão de ácido 
úrico rastreável ao Material de Referência Padrão LNE CRM Bio301a e LNE CRM Bio302a. Verifique a 
concentração do padrão no rótulo do frasco .

Os reagentes não abertos são estáveis até a data de vencimento impressa no rótulo do produto e on 
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamen-
te 30 dias, sendo que os mesmos devem ser armazenados protegidos da luz. Durante o manuseio, 
os reagentes estão sujeitos a contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar 
redução da estabilidade.

Precauções e cuidados requeridos
Este reagente deve ser usado somente para diagnóstico “in vitro”. Não pipetar com a boca. Evitar 
contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de água 
e procurar auxílio médico. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o 
tempo de reação para obtenção de resultados corretos. Não usar se a absorbância do branco ultra-
passar 0,200 quando medido em 520 nm (cubeta de 1 cm) ou se houver dificuldade em conseguir os 
valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material necessário não fornecido
1.	 Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperaturade 37ºC e capaz de medir ab-

sorbância em 520 nm (510 - 530nm).
2.	 Pipetas para medição de amostras e reagente.
3.	 Água destilada/deionizada.
4.	 Consumíveis do analisador quando usado.
5.	 Calibradores e soros controle.
6.	 Cronômetro.

Amostra
É recomendado a utilização de soro livre de hemólise, plasma obtido com Heparina ou EDTA e urina. O 
ácido úrico no soro e no plasma é estável por 5 dias se mantido entre 2 - 8ºC e por até 6 meses à -20°C.
Urina: No recebimento da amostra de urina o pH dever ser verificado. Se o pH for menor que 8.0, de-
ve-se ajustá-lo com solução de NaOH 0,01N, para evitar a precipitação de urato. É necessário realizar 
uma diluição de 1:20 na urina, com água destilada, antes de realizar análise.
Todas as amostras e controles são considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos 
manuseá-las seguindo as normas estabelecidas de Biossegurança.

Preparo do paciente
É recomendado um jejum de 8 horas. Todavia, poderá ser modificado segundo orientação médica.

Interferências
•	 Bilirrubina até 10 mg/dL, hemoglobina 20 g/L, lipemia até 20 g/L e ácido ascórbico até 20 μM 

não interferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substâncias afetam a con-
centração do ácido úrico, sugerimos consultar Young et al.

Parâmetros do Sistema:

Temperatura 37ºC

Comprimento de Onda 520 nm (510 - 530nm)

Tipo de Reação Ponto final

Direção Crescente

Relação Amostra x Reativo 1:40

Vol. Amostra 25 μL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubação 5 minutos

Calibração
Utilizar Quimicalib Ebram Cód.7023/12023 ou o padrão que acompanha o kit, para kits com padrão. A 
concentração de ácido úrico no Quimicalib é rastreável ao método de referência proposto pelo NIST 
909c e no padrão ao LNE CRM Bio301a e LNE CRM Bio302a.
 
Procedimento Automatizado
Aplicação no sistema automatizado: vide manual para utilização do equipamento e instruções de uso 
do reagente.
Aplicação no sistema semi-automático: proceder como demonstrado a seguir no procedimento 
manual até o item 2 (incubação), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo 
analítico específico baseado no item parâmetros do sistema. 

Procedimento Manual
1.	 Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

1. Branco 2. Padrão 3. Amostra/S.C.

Água destilada 25µL - -

Padrão/S.C - 25µL -

Amostra - - 25µL

Reagente 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

2.	 Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37ºC por 5 minutos. O nível de água no 
BM deve ser superior ao nível de reagente nos tubos de ensaio.

3.	 Zerar o aparelho com o branco do reagente a 520nm (510 - 530 nm), proceder as leituras regis-
trando as absorbâncias do padrão, amostra e soro controle (S.C.).

4.	 A reação é estável por 30 minutos protegida da luz. * Soros fortemente lipêmicos exigem um 
branco de amostra. Adicione 0.025 mL(25 μL) de amostra a 1.0mL de solução salina, homo-
geneizar e ler a absorbância contra água. Subtraia este valor da absorbância do paciente para 
obter a leitura corrigida. 

5.	 Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotômetros que requerem volume mínimo de 1,0 
mL e podem ser ajustados proporcionalmente sem influência no desempenho do teste. Sa-
lientamos que volumes de amostra menores do que 10 μL aumentam a imprecisão da medição 
em aplicações manuais.

Cálculos
Ácido Úrico da Amostra (mg/dL) =
                  
                          Absorbância da amostra 		
                          x concentração do padrão (mg/dL)
                           Absorbância do padrão

Cálculo para Urina de 24 horas:
Urina =  Ácido Úrico Amostra (mg/L) X fator diluição X Volume (L)

Obs.: mg/L = mg/dL x 10

Exemplo:
Absorbância Amostra = 0.071
Absorbância Padrão = 0.30
Concentração Padrão = 12.1 mg/dL
Volume urinário 24 hs = 0,95 L
OBS: mg/L = mg/dl x 10

Ac Úrico Amostra = (0,071 / 0,3) x 12,1 = 2,8 mg/dl
Ac Úrico Amostra = 2,8 mg/dl = 28,0 mg/L

Ac. Úrico na Urina = 28 x 10 x 0,95
Ac. Úrico na Urina = 266 mg/24hs

Linearidade
Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 30 mg/dL
Amostras com valores superiores a 30 mg/dL devem ser diluídas com solução salina a ponto de 
ficarem entre 0,028 e 30 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluição.
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Controle de Qualidade
Cada laboratório deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerância e ações corretivas. Deve-se manter também um sistema definido 
para se monitorar a variação analítica do sistema de medição. Aconselhamos o uso dos soros controle 
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cód. 7024/12024 e 7031/12031.
 
Valores Esperados

Crianças 2,0 - 5,5 mg/dL

Adulto masculino 3,5 - 7,2 mg/dL

Adulto feminino 2,6 - 6,0 mg/dL

Urina 250 - 750 mg/24 h

Estes valores são dados unicamente como título orientativo. É recomendado que cada laboratório es-
tabeleça seu próprio intervalo de referência.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes 
resultados estatísticos:

Número de amostras 30

Intevalo dos resultados 2,9-11,3mg/dL

Coeficiente de Correlação 0,99

Inclinação 1,04

Intercepta 0,80 (mg/dL)

Precisão
Estudos de precisão foram executados com dois níveis (normal e patológico) sendo que cada amostra 
fora processada por 10 vezes e os seguintes dados estatísticos foram encontrados:

N=10 Nível 1 Nível 2

Média (mg/dL) 6,3 11,2

D.P. (mg/dL) 0,36 0,30

D.P. (mg/dL) 5,7 2,7

Exatidão
As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia em duplicata. Os seguintes 
dados estatísticos foram encontrados:

N=10 Nível 1 Nível 2

Média (mg/dL) 6,6 11,6

D.P. (mg/dL) 0,40  0,54

D.P. (mg/dL) 6,1 4,7

Sensibilidade Metodológica
0,028 mg/dL

Especificidade 
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatório e hospitalizados, 
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodológica adequada.

Observações
1.	 A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado são fatores fundamentais para estabili-

dade dos reagentes e obtenção de resultados corretos.
2.	 A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para pre-

parar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade ≥1 mega ohm ou condutividade ≤ 1 
microsiemens e concentração de silicatos < 0,1 mg/L (água tipo II). Para o enxágue da vidraria 
a água pode ser do tipo III, com resistividade ≥ 0,1 megaohms ou condutividade ≤ 10 microsie-
mens. No enxague final utilizar o água tipo II.

Apresentação
Linha Bioquímica Geral: 1 x 200mL + 1 x 1,0mL
Linha Bulk: 1 x 500mL
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Purpose
Enzymatic reaction for quantitative determination of uric acid in human serum, plasma and urine sam-
ples. For "in vitro" diagnostic use only.

Test principle
The method uses uricase, peroxidase and the chromogen DCFS (dichlorophenolsulphonate) to pro-
duce the colorimetric end product.
Uric acid is oxidized by uricase to allantoin and hydrogen peroxide. DCFS + 4 - aminoantipyrine + 
hydrogen peroxide, in the presence of peroxidase, produces the quininoneimine dye which is measu-
red at 520 nm. The color intensity is proportional to the concentration of uric acid in the sample. The 
reaction diagram is as follows:

Uric acid + O2+H2O  Allantoin + CO2 + H2O2

2H2O2+4-aminoantipyrine+DCFS  Quinoneimine+ 4H2O

Methodology
Uricase/Peroxidase

Clinical Significance
Uric acid in plasma is filtered by the glomeruli and approximately 90% reabsorbed by the tubules. 
In humans, it represents the end product of purine metabolism. The uric acid content in plasma is 
greatly influenced by extra-renal factors, in addition to renal ones. Its measurement is very useful in 
the diagnosis of gout, in which serum uric acid levels are high. There are occasions in this disease 
when normal serum levels are found, but it is believed that repeated measurements always reveal 
hyperuricemia at some stage of the disease.
Hyperuricemia is also observed whenever there is an increase in nucleoprotein metabolism, as in leu-
kemia and polycythemia. Increased serum uric acid levels are a constant finding in familial idiopathic 
hyperuricemia, of which there appear to be at least two types (one linked to increased production, the 
other to decreased excretion).

Reagents
Single reagent ready for use. Store at 2 - 8 °C. 
Contains: Phosphate 100 mmol/L, pH 7.8, uricase > 0.5 KU/L, peroxidase > 0.5KU/L, ascorbate oxidase 
> 1 KU/L, 4-aminoantipyrine 0.5 mmol/L, DCPS 2 mmol/L, non-ionic surfactants 2 g/L. Biocides.

Standard (code 3000): Store at 2 - 8ºC. Aqueous solution containing a standard concentration of uric 
acid traceable to the LNE CRM Bio301a and LNE CRM Bio302a Standard Reference Material. Check 
the concentration of the standard on the vial label.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label and on board (in 
a refrigerated compartment of the analyzer) have a stability of approximately 30 days, and should 
be stored protected from light. During handling, the reagents are subject to chemical and microbial 
contamination which can reduce their stability.

Precautions and precautions required
This reagent should only be used for in vitro diagnostics. Do not pipette by mouth. Avoid contact with 
skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical attention. 
The temperature of the working environment and the reaction time must be monitored in order to 
obtain correct results. Do not use if the absorbance of the blank exceeds 0.200 when measured at 
520 nm (1 cm cuvette) or if it is difficult to achieve the values established for the fresh control serum.

Material required not supplied
1.	 Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37ºC and capable of mea-

suring absorbance at 520 nm (510 - 530nm).
2.	 Pipettes for measuring samples and reagents.
3.	 Distilled/deionized water.
4.	 Analyzer consumables when used.
5.	 Calibrators and control sera.
6.	 Stopwatch.

Sample
It is recommended to use hemolysis-free serum, plasma obtained with Heparin or EDTA and urine. 
Uric acid in serum and plasma is stable for 5 days if kept at 2 - 8°C and for up to 6 months at -20°C.
Urine: When the urine sample is received, the pH should be checked. If the pH is lower than 8.0, it 
should be adjusted with a 0.01N NaOH solution to avoid urate precipitation. It is necessary to dilute the 
urine 1:20 with distilled water before carrying out the analysis.
All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them in accor-
dance with established biosafety standards.

Patient preparation
An 8-hour fast is recommended. However, this may be modified according to medical advice.

Interferences
•	 Bilirubin up to 10 mg/dL, hemoglobin 20 g/L, lipemia up to 20 g/L and ascorbic acid up to 20 

μM do not significantly interfere with the result. Some drugs and substances affect the con-
centration of uric acid, we suggest consulting Young et al.

System Parameters:

Temperature 37ºC

Wavelength 520 nm (510 - 530nm)

Reaction Type Endpoint

Direction Increasing

Sample x Reagent Ratio 1:40

Vol. Sample 25 μL

Vol. Reagent 1.0 mL

Incubation time 5 minutes

Calibration
Use Quimicalib Ebram Code 7023/12023 or the standard that comes with the kit, for kits with a stan-
dard. The concentration of uric acid in Quimicalib is traceable to the reference method proposed by 
NIST 909c and in the standard to LNE CRM Bio301a and LNE CRM Bio302a.
 
Automated Procedure
Application in the automated system: see the manual for use of the equipment and instructions for 
use of the reagent.
Application in the semi-automated system: proceed as shown below in the manual procedure up to 
item 2 (incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical protocol ba-
sed on the system parameters item. 

Manual Procedure
1.	 Separate 3 test tubes and carry out the procedures below:

1. Blank 2. Standard 3. Sample/S.C.

Distilled water 25µL - -

Standard/S.C - 25µL -

Sample - - 25µL

Reagent 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

2.	 Homogenize the tubes and leave in a water bath (WB) at 37ºC for 5 minutes. The water level in 
the water bath should be higher than the reagent level in the test tubes.

3.	 Zero the device with the reagent blank at 520nm (510 - 530 nm), take the readings and record 
the absorbance of the standard, sample and control serum (CS).

4.	 The reaction is stable for 30 minutes protected from light. * Strongly lipemic sera require a 
sample blank. Add 0.025 mL (25 μL) of sample to 1.0 mL of saline solution, homogenize and 
read the absorbance against water. Subtract this value from the patient's absorbance to obtain 
the corrected reading. 

5.	 Note: This procedure is suggested for spectrophotometers which require a minimum volume 
of 1.0 mL and can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. 
Please note that sample volumes smaller than 10 μL increase measurement inaccuracy in ma-
nual applications.

Calculations
Uric Acid Sample (mg/dL) =
                  
 Absorbance of sample 		
 x concentration of standard (mg/dL)
 Absorbance of standard

Calculation for 24-hour Urine:
Urine = Uric Acid Sample (mg/L) X dilution factor X Volume (L)

Obs.: mg/L = mg/dL x 10

Example:
Sample Absorbance = 0.071
Standard Absorbance = 0.30
Standard Concentration = 12.1 mg/dL
24-hour urine volume = 0.95 L
NOTE: mg/L = mg/dl x 10

Uric Ac Sample = (0.071 / 0.3) x 12.1 = 2.8 mg/dl
Uric Ac Sample = 2.8 mg/dl = 28.0 mg/L

Uric Ac. Uric Ac in Urine = 28 x 10 x 0.95
Ac. Uric Ac in Urine = 266 mg/24hs

Linearity
When performed as recommended, the test is linear up to 30 mg/dL
Samples with values above 30 mg/dL should be diluted with saline solution to between 0.028 and 30 
mg/dL and the results multiplied by the dilution factor.
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Quality Control
Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures, 
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical 
variation of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the 
Quimicontrol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and 
7031/12031.
 
Expected Values

Children 2.0 - 5.5 mg/dL

Adult male 3.5 - 7.2 mg/dL

Adult female 2.6 - 6,0 mg/dL

Urine 250 - 750 mg/24 h

These values are given for guidance purposes only.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following 
statistical results:

Number of samples 30

Range of results 2.9-11.3mg/dL

Correlation Coefficient 0.99

Slope 1.04

Intercept 0.80 (mg/dL)

Precision
Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) with each sample proces-
sed 10 times and the following statistical data were found:

N=10 Level 1 Level 2

Mean (mg/dL) 6.3 11.2

D.P. (mg/dL) 0.36 0.30

D.P. (mg/dL) 5.7 2.7

Accuracy
The samples were processed for 10 consecutive days, once a day in duplicate. The following statistics 
were found:It is recommended that each laboratory establishes its own reference range.

N=10 Level 1 Level 2

Average (mg/dL) 6.6 11.6

D.P. (mg/dL) 0.40  0.54

D.P. (mg/dL) 6.1 4.7

Methodological sensitivity
0.028 mg/dL

Specificity 
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred 
that the method has adequate methodological specificity.

Observations
1.	 Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for the stability of the 

reagents and obtaining correct results.
2.	 The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus, to 

prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity ≥1 mega ohm or conductivity 
≤ 1 microsiemens and silicate concentration < 0.1 mg/L (type II water). For rinsing the glassware, 
the water can be type III, with resistivity ≥ 0.1 megaohms or conductivity ≤ 10 microsiemens. For 
the final rinse, use type II water.

Presentation
General Biochemistry Line: 1 x 200mL + 1 x 1.0mL
Bulk Line: 1 x 500mL
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