P TEmtEmt e - =gt

ebram

QUIMIURIC - ACIDO URICO

Uricase | Peroxidase
REG. MS: 10159820226

FINALIDADE. Reacao enzimatica para determinacao quantitativa de 4cido trico em amostras de soro,
plasma e urina humanos. Somente para uso diagndstico “in vitro”,

PRINCIPI0. 0 método usa a uricase, peroxidase e cromégeno DCFS (diclorofenolsulfonato) para pro-
duzir o produto final colorimétrico.
0 4cido drico é oxidado pela uricase a alantoina e per6xido de hidrogénio. 0 DCFS + 4 - aminoanti-
pirina + peroxido de hidrogénio, na presenca da peroxidase, produz o corante quininoneimina que &
medido a 520 nm. A intensidade de cor & proporcional a concentracdo do 4cido (rico na amostra. 0
esquema da reacdo é o seguinte;

Acido trico + 024-H20 —izase—*> Mantoina + C0z + Ha0;

2H202+4-aminoantipirina+DCFS ——————> Quinoneimina+ 4H20
peroxidase

METODOLOGIA. Uricase/Peroxidase

SIGNIFICADO CLIiNICO. 0 4cido drico no plasma ¢ filtrado pelos glomérulos e aproximadamente
90% reabsorvido em pelos tibulos. Representa no homem o produto final do metabolismo das purinas.
0 teor de 4cido rico no plasma é muito influenciado por fatores extra-renais, além dos renais. Sua
dosagem & muito wtil no diagndstico da gota, na qual os niveis no soro de &cido lrico sdo altos. Ha
ocasides, nessa doenca, em que se encontram niveis normais no soro, mas acredita-se que a repeticdo
das dosagens revele sempre hiperuricemia em alguma fase da moléstia.

Observa-se também hiperuricemia, sempre que exista aumento do metabolismo das nucleoproteinas,
como na leucemia e policitemia. 0 aumento dos niveis de acido Grico no soro & um achado constante
na hiperuricemia idiopatica familiar, da qual parece haver pelo menos dois tipos (um ligado a produc@o
aumentada, outro, a excregao diminuida).

REAGENTES. Reagente tinico 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, ascorhato oxidase > 1
KU/L, 4-aminoantipirina 0,5 mmol/L, DCPS 2 mmol/L, tensioativos ndo ionicos 2 g/L. Biocidas.

Padréo (cod 3000); Conservar entre 2 - 8C. Solugdo aguosa contendo concentracéo padrdo de acido
(rico. Verifigue a concentracao do padrao no rétulo do frasco.

0s reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rotulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamente
30 dias, sendo que os mesmos devem ser armazenados protegidos da luz. Durante o manuseio, 0s rea-
gentes estdo sujeitos a contaminacdo de natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo
da estahilidade.

PRECAUCOES E CUIDADOS REQUERIDOS. Este reagente deve ser usado somente para diagnds-
tico “invitro”. Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os
olhos, lavar com grande quantidade de agua e procurar auxilio médico. Deve-se monitorar a tempera-
tura do ambiente de trahalho bem como o tempo de reacdo para obtencéo de resultados corretos. Nao
usar se a ahsorhancia do branco ultrapassar 0,200 quando medido em 520 nm (cubeta de 1cm) ou se
houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para 0 soro controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperaturade 37°C e capaz de medir absor-
bancia em 520 nm (510 - 530nm).

Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Calibradores e soros controle.

Crondmetro.
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AMOSTRA. £ recomendado a utilizagio de soro livre de hemdlise, plasma obtido com Heparina ou
EDTA e urina. 0 &cido drico no soro e no plasma é estavel por 5 dias se mantido entre 2 - 8°C e por até
6 meses a-20°C.

Urina; No recehimento da amostra de urina o pH dever ser verificado. Se o pH for menor que 8.0, deve-se
ajusta-lo com solugdo de NaOH 0,0IN, para evitar a precipitacdo de urato. E necessario realizar uma
diluicdo de 1:20 na urina, com &gua destilada, antes de realizar analise.

Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos
manusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado um jejum de 8 horas. Todavia, podera ser modificado se-
gundo orientacdo médica.

INTERFERENCIAS. Bilirruhina até 10 mg/dL, hemoglobina 20 g/L, lipemia até 20 g/L e 4cido as-
corbico até 20 pM ndo interferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substancias
afetam a concentracdo do cido Grico, sugerimos consultar Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 3700
Comprimento de Onda 520 nm (510 - 530nm)
Tipo de Reacdo Ponto final
Diregdo Crescente
Relacdo Amostra/Reativo | 1:40
Vol. Amostra 25uL
Vol. Reagente 1,0mL
Tempo de Incubacdo 5 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram Cdd.7023/12023 ou 0 patréo que acompanha o kit, para kits
com padrao. A concentracdo de &cido trico no Quimicalib é rastreavel ao método de referéncia proposto
pelo CLSI.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢ao do equipamento e instrucdes de uso do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento manual
até o item 2 (incubacdo), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo analitico
especifico haseado no item pardmetros do sistema.

PROCGEDIMENTO MANUAL.
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo;
. Amostra/
Branco Padrdo
S.C.

Agua destilada 250L

Padrdo 250

Amostra /S.C. 2510

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

2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 5 minutos. 0 nivel de 4gua no
BM deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.

3. Zeraroaparelho com o branco do reagente a 520nm (510 - 530 nm), proceder as leituras regis-
trando as absorbancias do padrdo, amostra e soro controle (S.C.).
A reacdo é estavel por 30 minutos protegida da luz. * Soros fortemente lipémicos exigem um branco
(e amostra. Adicione 0.025 mL(25 pL) de amostra a 1.0mL de solucdo salina, homogeneizar e ler a
absorhancia contra agua. Subtraia este valor da ahsorbancia do paciente para obter a leitura corrigida.
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0bs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mLe
podem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos
que volumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a impreciso da medicao em aplica-
¢Oes manuais.

cALcuLos.
(Abs.=Absorhancia)
(Conc. = Concentragdo)

Acido Urico da Amostra (mg/dL) =
Absorbancia da amostra

. — xconcentracdo do padrdo (mg/dL)
Absorhéncia do padrdo

CGalculo para Urina de 24 horas:
Urina = Acido Urico Amostra (mg/L) X fator diluicdo X Volume (L)

0bs.: mg/L=mg/dLx10

EXEMPLO:

Absorbancia Amostra = 0.071
Absorbancia Padrao = 0.30
Concentracdo Padrdo =12.1 mg/dL
Volume urinario 24 hs=0,95L
0BS: mg/L=mg/dLx10

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

Ac. Uricona Urina=28x10x 0,95
Ac. Urico na Urina = 266 mg/24hs

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste & linear até 30 mg/dL
Amostras com valores superiores a 30 mg/dL devem ser diluidas com solugdo salina a ponto de ficarem
entre 0,028 e 30 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluicao.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratdrio deve manter um programa interno de gualidade que
defina ohjetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variagdo analitica do sistema de medicéo. Aconse-
Ihamos 0 uso dos soros controle Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cod. 7024/12024
£7031/12031.

VALORES ESPERADOS.
2,0-5,5mg/dL
3,5-72mg/dL
Adulto feminino | 2,6 - 6,0 mg/dL
Urina 250-750mg/24h

Criancas

Adulto masculino

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério esta-
beleca seu proprio intervalo de referéncia.

ESTUDOS COMPARATIVOS.
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes re-
sultados estatisticos:

Nimero de amostras 30

Intervalo dos resultados 2,9-11,3mg/dL
Coeficiente de correlagao 0,99
Inclinacao 1,04
Intercepta 0,80 (mg/dL)

PRECISAO. Estudos de precisao foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que
cada amostra fora processada por 10 vezes e 0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 6,3 11,2
D.P.(mg/dL) 0,36 0,30
D.P.(mg/dL) 57 21

"h = wniCemi’C .an SR su-BR &G

EXATIDAO. As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez por dia em duplicata.
0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 6,6 1,6
D.P. (mg/dL) 0,40 0,54
D.P.(mg/dL) 61 41

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 0,028 mg/dL

ESPECIFICIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem uma especificidade metodologica adequada.

OBSERVAGOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. Adguautilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacao. Assim, para pre-
parar reagentes e usar nas medices, deve ter resistividade =1 mega ohm ou condutividade <1
microsiemens e concentracao de silicatos < 0,1 mg/L (4gua tipo ). Para 0 enxagiie da vidraria
a4gua pode ser do tipo I1l, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsie-
mens. No enxague final utilizar o aguatipo Il.

APRESENTAGAO.

Linha Bioguimica Geral: 1x 200mL+1x1,0mL
Linha Bulk: 1x 500mL

Linha Quimisat; 4 x 45mL
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