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Berthelot. Enzymatique colorimétrique

Détermination quantitative d’urée
IVD

Conserver a 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
L'uréase catalyse I'hémolyse de Il'urée, présente dans [I'échantillon, en
ammoniac (NH3;) et en anhydride carbonique (CO,).
Les ions ammonie réagis avec salicylate et hypoclorithe (CIONa), en présence
du catalyseur nitroprisuate, pour former un indophénol vert ::
) Uréase .
Urée —————— > (NH;"), + CO;

. X Nitroprusiate ,
NH," + Salicylate + ClIONa —————— > Indophénol

L’intensité de couleur formé est proportionnel a la concentration d'urée en le
test a diminuton de la concentration de NAD® dans la méthode est
proportionnelle a la concentration d’'urée dans I'échantillon testé.

SIGNIFICATION CLINIQUE

L'urée est le résultat final du métabolisme des protéines; elle se forme dans le
foie a partir de sa destruction.

Il peut apparaitre un taux d’urée élevé dans le sang (urémie) dans le cadre de
régimes excessives en protéines, de maladies d'insuffisances cardiaques,
d’hémorragies, d’hypovolémie et d’ obstructions rénales “*°.

La diagnostique clinique doit tenir compte des données cliniqgues et des
données de laboratoire.

REACTIFS
Tampon phosphates pH 6,7 50 mmol/L
R1 EDTA 2 mmol/L
Tampon Salicylate de sodium 400 mmol/L
Nitroprusiate de sodium 10 mmol/L
R2 Hypochlorite de sodium (CIONa) 140 mmol/L
CIONa Hydroxyde de sodium 150 mmol/L
R3 Uréase 30000 U/L
Enzymes
UREA CAL Patron primaire de détection d’'urée 50 mg/dL

PRECAUTIONS

R2: Corrosif (C): R35: provoque des brilures graves.

S26 En cas de contact avec les yeux, laver a grande eau claire immédiatement
et se rendre chez un médecin. S37/39 Utiliser des gants adaptés et des
protections pour les yeux/les mains.

S45 En cas d'accident ou de malaise se rendre au plus chez le médecin (si
possible, lui montrer I'étiquette).

PREPARATION

- Réactif de travail (RT): Dissoudre (— ) une tablette de R3 dans le flacon de
R1. Refermer et mélanger doucement jusqu'a dissolution compléte du
contenu.
Stabilité: 4 semaines a 2-8°C ou 7 jours a température ambiante (15-25°C).

- Le R2 CIONa prét a 'emploi.

CONSERVATION ET STABILITE

Tous les composants du kit sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée
sur I'étiquette de la capsule, et si les capsules sont maintenus hermétiquement
fermés a 2-8°C, a I'abri de la lumiére et des sources de contamination. Ne pas
utiliser les réactifs en dehors de la date indiquée.

Indices de détérioration des réactifs:

- Présence de particules et turbidité.

- Absorbation (A) du blanc a 580 nm >0,32.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
- Spectrophotomeétre ou analyseur pour lectures a 580 nm.
- Cuvettes de 1,0 cm d’éclairage.

- Equipement classique de laboratoire

ECHANTILLONS

- Sérum ou plasma héparinisé’: Ne pas utiliser de sels d’ammonium ni de
fluorure comme anticoagulants.

- Urine®: Diluer I'échantillon a 1/50 dans de I'au distillée; mélanger. Multiplier le
résultat obtenu par 50 (facteur de dilution). Eviter le développement de
bactéries, en réglant le pH < 4.

L'urée est stable 5 jours a 2-8°C.

(Remarque2).

PROCEDURE

1. Conditions de test:
Longueurdondes: .. ......... ... ... 580 nm
Cuvette: .. ... 1 cm d’éclairage
Température: . ... 37/15-25°C

2. Régler le spectrophotométre sur zéro en fonction de I'eau distillée
3. Pipetter dans une cuvette:

Blanc Etalon Echantillon
RT (mL) 1’0 1’0 1’0
Etalon(Remarque 1,34) (P-L) N 10 __
Echantillon (uL) - - 10

4. Mélanger et incuber 5 min a 37°C ou 10 min a température ambiante.

5.  Pipeter:
Blanc Etalon Echantillon
R 2 (mL) 1,0 1,0 1,0
6.  Mélanger et incuber 5 min. & 37°C ou 10 min. A température ambiante.
7. Lire I'absorbation (A) du patron et I'échantillon, en comparaison avec le blanc

du réactif. La couleur reste stable pendant au moins 30 minutes a 15-25°C.

CALCULS
(A) Echantillon — (A)Blanc

- x 50 (Etalon conc.) = mg/dL d’'urée dans I'échantillon testé
(A)Etalon - (A)Blanc

10 mg/L d’urée BUN divisé par 0,466 = 21 mg/L d'urée = 0,36 mmol/L d'urée’.

Facteur de conversion: mg/dL x 0,1665 = mmol/L.

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseillé d’analyser conjointement les échantillons de sérum dont les valeurs ont
été controlées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120 et 1002210).

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser l'instrument, les
réactifs et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre controle de qualité et déterminer les
mesures correctives a mettre en place dans le cas ou les vérifications ne
correspondraient pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE

Sérum: de 15 a 45 mg/dL (2,49-7,49 mmol/L)

Urine: de 20 a 35 gr/24 heures

Ces valeurs sont données a titre d’information. Il est conseillé a chaque laboratoire de
définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesures: Depuis la limite de détection de 0,3 mg/dL jusqu’a la limite de
linéarité de 200 mg/dL.

Si la concentration de I'échantillon est supérieure a la limite de linéarité, diluer 1/2
avec du CINa 9 g/L et multiplier le résultat final par 2.

Précision:
Intra-série (n=20) Inter-série (n=20)
Moyenne (mg/dL) | 40,0 139 40,0 142
SD 1,27 3,50 1,86 3,75
CV (%) 3,17 2,50 4,64 2,63

Sensibilité analytique: 1 mg/dL = 0,00505 A.

Exactitude: Les réactifs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences
systématiques significatives lorsqu’on les compare a d’autres réactifs commerciaux (x).
Les résultats obtenus avec 50 échantillons ont été les suivants:

Coefficient de corrélation (r): 0,9941.

Equation de la Coubre de régression: y=0,9972x + 0,011.

Les caractéristiques de la méthode peuvent varier suivant I'analyseur employé.

INTERFERENCES

Comme anticoagulants, il est conseillé d'utiliser de I'héparine. Ne jamais utiliser de
sels d’ammonium ou de fluorure®.

Différentes drogues ont été décrites ainsi que d’autres substances pouvant interférer
dans la détermination de 'urée*

REMARQUES

1. UREA CAL: Etant donné la nature du produit, manipuler avec précaution. Peut
étre contaminé tres facilement.

2. Le Tatériel utilisé et I'eau distillée ne doivent ni contenir d'ammonium, ni de
sels™.

3. Le calibrage au moyen du patron de détection peut donner lieu a des erreurs
systématiques lors de méthodes automatiques. Dans de tels cas, il est conseillé
d'utiliser des calibrages sériques

4. Utiliser des embouts de pipettes jetables propres pour diffuser le produit.

5. SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce
réactif dans différents analyseurs.
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PRESENTATION

Ref: 1001331 R1: 2 x 150 mL,R2: 2 x 150 mL, R3: 2— 150 mL,
~ | CAL:1x5mL

Ref: 1001329 R1: 5 x 560 mLR2: 5 x 50 mL, R3: 5— 50 mL,
CAL: 1 x5mL
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