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USO PREVISTO
Este reactivo esta pensado para la determinacion cuantitativa in vitro de la urea
(BUN) en el suero, en el plasma, o en la orina humanas.

RELEVANCIA CLINICA

La urea es el principal producto final del metabolismo del nitrégeno proteico en
humanos. Constituye la mayor fraccién del componente de nitrégeno no proteico
de la sangre. La urea se produce en el higado y se excreta a través de los rifiones
en la orina. Como consecuencia, los niveles circulatorios de urea dependen de la
absorcion proteica, del catabolismo de las proteinas y de la funcién renal. Pueden
aparecer niveles de urea elevados debidos a cambios en la dieta, a enfermedades
que empeoren la funcion renal, a enfermedades hepaticas, a un fallo cardiaco
congestivo, a diabetes y a infecciones.’

METODOLOGIA

La metodologia enzimética empleada en este reactivo est4 basada en la reaccién
descrita por primera vez por Talke y Schubert.?2 Para abreviar y simplificar el
ensayo, los célculos se basan en el descubrimiento de Tiffany, y col.® de que la
concentracién de urea es proporcional al cambio de absorbancia a lo largo de un
intervalo de tiempo fijo.

Ureasa

Urea + H,0 2NH, + CO,

NH, + o-KG + NADH —CEPH | Glutamato + NAD

1. Laurea se hidroliza en presencia de agua y de ureasa para producir amoniaco
y diéxido de carbono.

2. En presencia de glutamato deshidrogenasa (GLDH) y de dinucleétido de
nicotinamida adenina (NADH), el amoniaco se combina con a-cetoglutarato
(a-KG) para producir L-glutamato.

La reaccion se sigue midiendo la velocidad de disminucién de la absorbancia a 340
nm ya que el NADH se convierte en NAD.

COMPOSICION DEL REACTIVO

Ingredientes activos Concentracion

a-cetoglutarato 5,2 mmol/L
NADH > 0,14 mmol/L
Ureasa (Jack Bean) > 5600 U/L
GLDH (Microorganismo) > 400 U/L
Tampon Tris 70 mmol/L

También contiene estabilizantes y cargas no reactivos.
pH 8,50 + 0,1 a 20°C.

AVISO: No ingerir. Evite el contacto con la piel y con los ojos. En caso de contacto,
lave abundantemente las dreas afectadas con agua. El reactivo contiene Azida de
Sodio que puede reaccionar con las tuberias de cobre o de plomo. Afiada una gran
cantidad de agua antes de verterlo. Para informacién adicional consulte la Hoja
de Datos de Seguridad del reactivo de Urea (BUN). El envase de este producto
contiene caucho natural seco. Tenga precaucién al manipular los viales con boca
para cépsulas metalicas y los viales de vidrio rotos, dado que los bordes afilados
podrian herir al usuario.

R22 Nocivo por ingestion.

R36/38 Irrita los ojos y la piel.

S26 En caso de contacto con los ojos, ldvense inmediata y
abundantemente con agua y acudase a un médico.

S28 En caso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente

con jabén y agua.

PREPARACION DEL REACTIVO
Reconstituya el reactivo con el volumen de agua destilada o de agua desionizada
indicado en la etiqueta del vial. Mezcle suavemente hasta que se disuelva.

ESTABILIDADY ALMACENAMIENTO

Antes del uso:

Cuando se almacena a 2-8°C, el reactivo es estable hasta la fecha de caducidad

indicada en la etiqueta del vial y de la caja del kit.

Reactivo reconstituido:

Cuando se almacena bien cerrado a 2-8°C, el reactivo es estable durante al menos

3 meses.

Indicios del deterioro del reactivo:

. Turbidez,

. Absorbancia del reactivo < 1,0 (340 nm, paso de luz de 1 cm), y/o

. Imposibilidad de obtener los valores de control dentro del intervalo
asignado.

TOMAY MANEJO DE LAS MUESTRAS

Suero: Use suero no hemolizado. NO utilice suero conservado con fluoruro.
Plasma: Utilice heparina sédica o EDTA.

Orina: Normalmente se requiere una disolucién 1:20 de la orina con agua libre de
amoniaco antes del analisis.*

Almacenamiento: Debido a la susceptibilidad de la urea a la contaminacion
bacteriana, se recomienda que todas las muestras se almacenen a 2-8°C hasta
el andlisis. Las muestras de suero son estables durante varios dias a 2-8°C, y
durante 6 meses congeladas (-20°C).* Las muestras de orina son estables durante
2-3 dias a 2-8°C.5

EQUIPOS ADICIONALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS

. Un analizador quimico clinico capaz de mantener una temperatura constante
(37°C) y de medir la absorbancia a 340 nm.

. Consumibles especificos del analizador, por ejemplo: copas de muestra.

. Agua destilada o desionizada para la preparacion de los reactivos y equipos
relacionados, por ejemplo: pipetas.

. Material de control de ensayos normales y anormales.

. Un calibrador o un patrén de urea (BUN) adecuado.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO
Se recomiendan los siguientes parametros del sistema. El Grupo de Soporte
Técnico suministra aplicaciones para los instrumentos individuales tras solicitud.

PARAMETROS DEL SISTEMA

Temperatura 37°C
Longitud de onda primaria 340 nm
Longitud de onda secundaria 405 nm (405 - 410 nm)
Tipo de ensayo Velocidad fija
Direccion Disminucién
Muestra: Proporcién de reactivo 1:100
p.ej. Vol de muestra 3pL

Vol de reactivo 300pL

Primer tiempo de lectura

Tiempo de retraso

Ultimo tiempo de lectura

Limites de absorbencia del reactivo
(340nm, paso de luz de 1cm)

30 segundos
60 segundos
90 segundos
Bajo 1,00 AU
Alto 2,00 AU

Linealidad 0,34 - 40 mmol/L
(consulte la seccién de Linealidad) (1,0 - 112 mg/dL)
Sensibilidad 4,4AmA/min por mmol/L

(340nm, paso de luz de 1cm) 1,6AmA/min por mg/dL

CALCULOS
En general, el instrumento calcula los resultados de forma automética, como
sigue:
AAbs/min de desconocido
AAbs/min del calibrador

Urea = x Valor del calibrador
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AA/mIN. = (A2 - A1)

donde: A1 = Absorbancia en el primer tiempo de lectura
A2 = Absorbancia en el tltimo tiempo de lectura

Ejemplo:

Absorbancia del calibrador
Absorbancia de desconocido
Valor del calibrador

0,06 AAbs/min

0,12 AAbs/min

14,3 mmol/L de urea; o0 40 mg/dL de BUN
(Véase la nota 2.)

Urea = _012 x 14,3 = 28,6 mmol/L
0,06

Urea = _012 x 40 = 80 mg/dL
0,06

NOTAS

1. Los volumenes del reactivo y de la muestra se pueden alterar de forma
proporcional para acomodarse a los diferentes requerimientos del
espectréometro.

2. Las muestras con unas concentraciones de urea mayores de 40 mmol/L
(112 mg/dL) se deberian diluir con agua libre de amoniaco y volverse a analizar.
Multiplique los resultados por el factor de dilucion.

3. Unidades: Cuando sea aplicable, los valores de este folleto que se expresen
como mg/dL son valores de nitrégeno ureico.
mmol/L de Urea x 2,802 = mg/dL de nitrégeno ureico
mmol/L de Urea x 6,02 = mg/dL de urea

CALIBRACION

Es necesario calibrar. Se recomienda un patrén acuoso o un calibrador basado en

suero, con un valor asignado comparable con un patrén primario (p.ej. NIST o IRMM).

Para la frecuencia de calibracion de los instrumentos automatizados, consulte las

especificaciones del fabricante del instrumento.

No obstante, la estabilidad de la calibracién depende del funcionamiento éptimo

del instrumento y del uso de reactivos que se hayan almacenado segun las

recomendaciones de la seccién de estabilidad y almacenamiento de esta hoja

de datos. Se recomienda recalibrar en cualquier momento si ocurre alguno de

estos sucesos:-

. El nimero de lote del reactivo cambia.

e  Se realiza un mantenimiento preventivo o se sustituye un componente
critico.

¢  Los valores de control han cambiado o se encuentran fuera de escala y un
nuevo vial de control no rectifica el problema.

CONTROL DE CALIDAD

Para asegurar un control de calidad adecuado, se deberian introducir controles

normales y anormales como muestras desconocidas:-

¢ Al'menos cada ocho horas.

¢ Cuando se use una nueva botella de reactivo.

¢ Después de realizar un mantenimiento preventivo o de sustituir un componente
critico.

Los resultados de control que caen fuera de los limites superior o inferior de los

intervalos establecidos indican que el ensayo puede estar fuera de control.

En tales situaciones se recomiendan las siguientes acciones correctoras:

¢ Repetir los mismos controles.

*  Silos controles repetidos estan fuera de los limites, preparar suero de control
fresco y repetir la prueba.

. Si los resultados aun estan fuera de control, recalibrar con calibrador fresco,
y después repetir la prueba.

. Si los resultados aun estan fuera de control, realizar una calibracién con
reactivo recién preparado, y después repetir la prueba.

. Si los resultados atn estan fuera de control, contacte con el Servicio Técnico
o con su distribuidor local.

LIMITACIONES
1. Se llevaron a cabo estudios para determinar el nivel de interferencia debida
a la hemoglobina, bilirrubina, lipemia y acido ascérbico. Se obtuvieron los
siguientes resultados:
Hemoglobina: No se observa interferencia debida a la hemoglobina hasta
1000 mg/dL.
Bilirrubina no conjugada: No se observa interferencia debida a la bilirrubina
no conjugada hasta 1000 pmol/L (60 mg/dL).
Bilirrubina conjugada: No se observa interferencia debida a la bilirrubina
conjugada hasta 1000 pmol/L (60 mg/dL).
Lipemia: No se observa interferencia debida a la lipemia, medida como
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triglicéridos, hasta 22,6 mmol/L (2000 mg/dL).
Acido ascérbico: No se observa interferencia debida a la hemoglobina hasta
20mg/dL (1,14 mmol/L).

2. Young DS® ha publicado una amplia lista de medicamentos y sustancias que
pueden interferir con este ensayo.

VALORES ESPERADOS

Suero' Urea: 2,5-6,4 mmol/L (15-38 mg/dL)
BUN: 7-18 mg/dL

Orina* Urea: 0,25-0,57 mol/24 h (1,5-3,4 mg/24 h)
BUN: 7-16 g/24 h

Los valores indicados son representativos del intervalo esperado para este
procedimiento y Uinicamente deberian servir como guia. Se recomienda que cada
laboratorio verifique este intervalo o determine un intervalo de referencia para la
poblacién que atiende.”

DATOS DE FUNCIONAMIENTO

Los siguientes datos se obtuvieron usando el reactivo de de urea (BUN) en un
analizador quimico clinico automatizado con un buen mantenimiento. Los usuarios
deberian establecer las caracteristicas de funcionamiento del producto en su
analizador especifico usado.

IMPRECISION
La imprecisién se evalué a lo largo de un periodo de 20 dias usando dos niveles de
controles comerciales y siguiendo el procedimiento NCCLS EP5-T.2

Dentro de un ensayo: NIVEL | NIVEL Il
Numero de puntos de datos 80 80

Media (mmol/L / mg/dL) 515/14,4 18,19/51,0
SD (mmol/L / mg/dL) 0,28/0,8 0,36/1,0
CV (%) 53 2,0

Entre dias: NIVEL | NIVEL Il
Numero de puntos de datos 80 80

Media (mmol/L / mg/dL) 515/14,4 18,19/51,0
SD (mmol/L / mg/dL) 0,41/1,1 0,76 /2,1
CV (%) 8,1 4,2
EXACTITUD

Los estudios de comparacién se llevaron a cabo usando un reactivo de urea
disponible comercialmente similar como referencia. Se ensayaron las muestras
de suero y de plasma en paralelo y los resultados se compararon mediante una
regresion de cuadrados. Se obtuvieron las siguientes estadisticas:

Numero de pares de muestras 60
Intervalo de los resultados de las muestras 1,50 - 46,7 mmol/L
(4,2 -130,9 mg/dL)
Media de los resultados del procedimiento 20,45 mmol/L (57,3 mg/dL)
de referencia
Media de los resultados del reactivo
de urea (BUN)

19,82 mmol/L (55,5 mg/dL)

Pendiente 0,96

Ordenada en el origen 0,18 mmol/L (0,5 mg/dL)
Coeficiente de correlacién 0,99

LINEALIDAD

Cuando se realiza segun las recomendaciones, el ensayo resulta lineal entre 0,34
y 40 mmol/L de urea (1,0 y 112 mg/dL de BUN).

SENSIBILIDAD
Cuando se realiza segun las recomendaciones, la sensibilidad de este ensayo es de
4,4 AmA/min por mmol/L o 1,6AmA/min por mg/dL (paso de luz 1cm, 340nm).
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No de Catalogue Configuracion

1770-200 20x 10mL
TR12015 20x 20 mL
TR12003/1770-500 10x 50 mL
TR12004 10 x 200 mL
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