GLICOSE Liquiform

Instrugoes de Uso

Finalidade . Sistema enzimético para a determinacéo da glicose no
sangue, liquor e liquidos ascitico, pleural e sinovial por método cinético
ou de ponto final.

[Somente para uso diagndstico i vitro.]

Principio . A glicose oxidase catalisa a oxidagao da glicose de acordo
coma seguinte reagao:

GOD )
Glicose + 0, + H,0 — » Acido Gluconico + H,0,

0 peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
sob agdo catalisadora da peroxidase, através de uma reagao oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja
intensidade de cor é proporcional @ concentragdo da glicose na amostra.

POD
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0

Caracteristicas do sistema . 0 reagente ¢ apresentado pronto
para uso e utiliza metodologia enzimatica de grande especificidade
analitica, de simples e facil aplicagao no laboratorio clinico.

A Labtest desenvolveu o sistema Glicose Liquiform otimizando as
concentragoes de enzimas do reagente visando fornecer o melhor
desempenho analitico e maior estabilidade.

Os dados de repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o sistema
Glicose Liquiform demonstram que o método é capaz de fornecer
resultados que superam as metas de desempenho para as medidas de
glicose estabelecidas pela American Diabetes Association (ADA). A
comparagao entre as imprecisoes encontradas na repetitividade e na
reprodutibilidade demonstra que o sistema de medigao é bastante
robusto nas regioes de concentracoes significativas para uso clinico,
indicando que tem um desempenho muito estavel no dia a dia.

0 sistema permite que a determinacdo seja realizada em método cinético
de tempo fixo obtendo-se resultados em apenas 90 segundos de reagéo e
também em método de ponto final, que proporciona mais agilidade para
determinados analisadores bioquimicos.

0 método pode ser utilizado em técnica manual e é facilmente aplicavel
em analisadores semi-automaticos e automaticos capazes de medir com
exatidao a absorbancia entre 490 e 520 nm.
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Metodologia . GOD-Trinder.
Reagentes

1. [EIT - Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.

Contém tampao fosfato 30 mmoy/L, pH 7,5; fenol =1 mmol/L; glicose
oxidase =>12500 U/L; peroxidase =800 U/L; 4-aminoantipirina
=290 pmol/L; azida sodica 7,5 mmol/L; e surfactantes.

2. - Padrao calibrador - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém: glicose 100 mg/dL e biocida ndo toxico. Apds 0 manuseio
sugere-se armazenar bem vedado para evitar evaporagao.

0 estabilizador do padrao pode precipitar em baixas temperaturas, o que
nao interfere em seu desempenho.

Os reagentes nao abertos, quando armazenados nas condigOes
indicadas, sdo estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao da
estabilidade.

Precaucoes e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulacao do reagente.

0 Reagente contém azida sédica que € toxica. Deve-se tomar cuidado
para evitar a ingestao e no caso de contato com os olhos, deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com
tubulagdes de chumbo e cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de
agua para descartar o reagente.

N&o utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia medida contra a dgua
em 505 nm for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou
com sinais de contaminagao.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Banho-maria mantido 2 temperatura constante (37 °C ).

2. Fotometro capaz de medir com exatidao a absorbéncia entre 490 e
520 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Cronométro.
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Influéncias pré-analiticas . Por ser uma substincia com
caracteristica redutora o 4cido ascorbico impede a formacdo do
cromadgeno levando a obtengdo de resultados falsamente diminuidos.
Pacientes que fazem uso de 4cido ascorbico (Cebion ®, Energil C ®,
Redoxon ®, dentre outros) devem ser aconselhados a interromper seu
us0 por 24 horas antes da realizagao do exame®.

Nas 24 horas que sucedem a ingestdo aguda de dalcool ocorre
significativa reducéo da glicemia. As redugdes podem também ser
significativas nos individuos submetidos a jejum prolongado ou em
obesos tratados com dietas com baixo valor calérico.

Pacientes diabéticos em uso continuado de clorpropamida podem
desenvolver hipoglicemias importantes que sao muito dificeis de corrigir.

A variacdo bioldgica intra-individual da glicose é 5,7% e a variagao
biolégica intragrupo € 6,9%".

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrdo (POP) para
colheita, preparagao e armazenamento da amostra. Enfatizamos que o0s
erros devidos @ amostra podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos
durante o procedimento analitico.

Aamostra de sangue deve ser obtida ap6s jejum de no minimo 8 horas ou
em menor tempo de acordo com recomendacao médica.

Usar plasma ou soro tomando as precaugoes a seguir:

Realizar a colheita do sangue utilizando um anticoagulante contendo um
inibidor da glicélise. O uso do anticoagulante Glistab (Labtest Ref. 29)
permite a colheita de uma s6 amostra para as dosagens de creatinina,
glicose e uréia.

As amostras de sangue ndo contendo antiglicolitico devem ser
centrifugadas imediatamente apds a colheita, e 0 plasma ou soro
separados das células ou coagulo.

Em outros liquidos bioldgicos (liquor e liquidos ascitico, pleural e sinovial)
adicionar anticoagulante contendo antiglicolitico na mesma proporgao
usada para a amostra de sangue, e centrifugar antes de iniciar a
medigao®.

Nas amostras de sangue tratadas com antiglicolitico a concentragao da
glicose permanece estavel até 8 horas. No plasma, soro e outros liquidos
separados das células, a glicose permanece estavel 3 dias entre 2 - 8 °C,
quando ndo ocorre contaminagdo bacterianae fungicas.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manused-las deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material biologico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegdo ambiental.
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Interferéncias

Método de ponto final . Concentragoes de bilirrubina até
2,5 mg/dL e hemoglobina até 200 mg/dL ndo produzem interferéncias
significativas. Concentragoes de bilirrubina maiores que 2,5 mg/dL
produzem interferéncias negativas.

Concentragdes de triglicérides até 1000 mg/dL ndo produzem
interferéncia significativa quando se utiliza branco de amostra.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm, acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina (mg/dL) O Absorbancia,gs x 601
Hemoglobina (mg/dL) CJAbsorbanciay; x 467

Branco da amostra . Este procedimento é aplicavel quando houver
acao positiva de interferentes. Misturar 1,0 mL de NaCl 150 mmol/L
(0,85%) com 0,01 mL da amostra. Medir a absorbancia em 505 nm,
acertando o zero com d4gua destilada ou deionizada. Diminuir a
absorbancia assim obtida, da absorbancia do teste e calcular a
concentragao.

Método cinético . Concentracdes de bilirrubina até 2,5 mg/dL,
hemoglobina até 200 mg/dL e triglicérides até 1000 mg/dL néo produzem
interferéncias significativas.

Método de ponto final . Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como
aseguir:

Branco Teste Padrao
Amosta | ----- 001mL | ----
Padrdo | - | e 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0 mL

Misturar vigorosamente e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10
minutos. O nivel da dgua no banho deve ser superior ao nivel dos
reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbéncias do Teste e
Padrao em 505 nm (490 a 520), acertando o zero com o branco. A cor &
estavel 30 minutos.

0 procedimento sugerido para a medicdo é adequado para fotémetros
cujo volume minimo de solucdo para medicdo € igual ou menor que
1,0 mL. Deve ser feita uma verificacdo da necessidade de ajuste do
volume para o fotdmetro utilizado.

Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o
procedimento de calculo se mantém inalterado. Em caso de redugéo dos
volumes é fundamental que se observe o volume minimo necessario para
a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL sao
criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com cautela porque
aumentam aimprecisao da medicao.
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Calculos . Verlinearidade.

Absorbancia do Teste
Glicose (mg/dL) = x100
Absorbancia do Padréo

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, o resultado também pode ser obtido utilizando fator de
calibragdo.

100

Fator de Calibragdo =
Absorbancia do Padrao

Glicose (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator de calibragao
Exemplos
0s dados apresentados a seguir sdo ilustrativos.

Absorbancia do Teste = 0,362
Absorbancia do Padrao = 0,340

0,362
Glicose (mg/dL) = ——— x100 = 106
0,340
ou
100
Fator de Calibragdo = ———— =294
0,340

Glicose (mg/dL) = 0,362x294 = 106

Método cinético . Deve ser utiizado em todas as amostras
lipémicas. O procedimento utiliza uma cinética de 2 pontos e nao requer o
branco da reacdo. O controle da temperatura é absolutamente
indispensével para a reprodutibilidade dos resultados. E fundamental
também que as operagoes com amostras e padroes sejam realizadas
mantendo-se rigorosamente constante o intervalo de tempo entre a
mistura da amostra ou padrao com o reagente e 0 inicio da medigao no
fotdmetro. Como o tempo de reagao é muito pequeno, € necessario
utilizar um fotémetro que tenha controle de temperatura a 37 °C na cubeta
(cubeta termostatizada).

Acertar o zero do fotdmetro em 505 nm (490 a 520) com 4gua destilada
ou deionizada. Adicionar 0,01 mL da amostra ou Padrao a 1,0 mL do
Reagente 1 previamente aquecido a 37 °C. Misturar e iniciar
imediatamente a medida fotométrica. Realizar uma medicao da
absorbancia aos 30 segundos e outra medicdao aos 90 segundos
mantendo a reagao com temperatura controlada em 37 °C.

Calculos
AA (Teste ou Padrdo) = Absorbanciag, - Absorbancia,,
AAdo Teste

Glicose (mg/dL) = ————  x100
AAdoPadrao
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Exemplo

A4 Teste = 0,104
AgTeste = 0,181

A4, Padrao = 0,095
A g, Padrdo =0,178

0,181-0,104
Glicose (mg/dL) = x100 =93

0,178-0,095

Calibracéo . 0 padréo ¢ rastreavel ao Standard Reference Material
(SRM) 917 do National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragées manuais
Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes ou quando o
controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: &gua ou solucao de cloreto de sodio 150 mmol/L
(0,85%);

Padroes: usar calibradores protéicos. A concentragao de glicose no
calibrador dalinha Calibra - Labtest é rastreavel ao SRM 917 do NIST.

Intervalo de calibracoes

Calibragéo do branco ao usar novo frasco de reagente;

Calibragéo de 2 pontos ao mudar de lote;

Calibragéo de 2 pontos quando o controle interno da qualidade indicar.

0 resultado da medicao ¢ linear até 500 mg/dL. Quando for obtido valor
igual ou maior que 500 mg/dL, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L,
realizar nova medi¢ao e multiplicar o resultado obtido pelo fator de
diluicdo. Sugerimos a verificacdo da linearidade metodoldgica e
fotométrica, no minimo semestralmente utilizando amostra com valores
até 500 mg/dL.

Controle interno da qualidade . 0 laboratério deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
objetivos, procedimentos, normas, critérios para limites de tolerancia,
acoes corretivas e registro das atividades. Materiais de controle devem
ser utilizados para monitorar a imprecisdo da medigdo e desvios da
calibragao. Sugere-se que as especificagoes para o coeficiente de
variagéo e erro total sejam baseadas nos componentes da variagao
bioldgica (VB).

Sugere-se utilizar os produtos da linha Qualitrol - Labtest para controle
interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Intervalo de referéncia . Os intervalos devem ser usados apenas
como orientagdo. Recomenda-se que cada laboratorio estabeleca sua
propria faixa de valores de referéncia na populagao atendida.

Plasma (jejum de 8 horas)

Idade mg/dL
Prematuro 20260
0aldia 40a60

> 1 dia 50280
Criancas e Adultos 65299
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Os critérios para diagnéstico de pré diabetes podem ser obtidos em:
American Diabetes Association. Diabetes Care 2006; (suppl 29):
$43-548.

Liquor . 2/3 da glicemia quando a medigdo é realizada em amostras
colhidas simultaneamente.

Em individuos sadios, a pequena quantidade de liquido presente nas
cavidades articular, pleural e peritoneal é originada do ultrafiltrado do
plasma. Portanto, pode-se considerar que, praticamente, a glicose ali
presente estd namesma concentragao do plasma.

Conversao . Unidades convencionais (mg/dL) x 0,0556 = Unidades
SI(mmol/L)

Caracteristicas do desempenho™

Exatidao . Em duas amostras com concentracdes de glicose iguais a
78 e 150 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito,
obtendo-se no método de ponto final recuperacoes entre 98 € 99%. 0 erro
sistematico proporcional médio obtido em um valor de 120 mg/dL é igual
a1,8mg/dLou1,5%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar apresentando os resultados abaixo:

Método
Comparativo

Numero de amostras 40
Intervalo de 44 - 606 mg/dL

concentragoes (mg/dL)

Método Labtest (mg/dL) = 0,9637 x
Comparativo + 2,8
Coeficiente de correlagao 0,999

Método Labtest

Equacao da regressao

Utilizando a equacao da regressao, o erro sistematico total (constante e
proporcional) verificado no limite de decisdo (120 mg/dL) foi igual a
1,58 mg/dL ou 1,32%.0 erro total obtido no mesmo nivel de decisao é
4,32%. Os resultados do estudo comparativo atendem a especificagao
paraErro Sistematico Total de 6,9% para a Variagéo Biologica.

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de
ambulatorio e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem
uma especificidade metodolégica adequada e atende aos requisitos
especificados pela American Diabetes Association (ADA)®.

Estudos de precisao . 0s estudos de preciséo foram realizados

utilizando 80 amostras com concentragdes médias iguais a 47, 129 e
194 mg/dL.

Repetitividade - imprecisao intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 80 47 0,60 1,25
Amostra 2 80 129 1,86 1,08
Amostra 3 80 194 2,81 0,62
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Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 80 47 1,04 2,19
Amostra 2 80 129 1,47 1,82
Amostra 3 80 194 1,88 1,66

0 erro total (erro aleatério + erro sistematico) estimado em
concentragoes iguais a 45 mg/dL, 120 mg/dL e 180 mg/dL é igual a
6,17%,4,32% e 4,83%, respectivamente.

Os resultados indicam que o método atende a especificagdo desejavel
para o erro total (<6,9%) baseada nos componentes da Variagdo
Bioldgica.

Sensibilidade metodoldgica . uma amostra protsica contendo
44 mg/dL de glicose foi utilizada para calcular o limite de detec¢ao do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 1,77 mg/dL, equivalente a
3 vezes 0 desvio padrdo das replicatas da amostra. Utilizando-se a
absorbancia do padrao como parametro, o limite de detec¢ao fotométrica
€0,28 mg/dL correspondendo a uma absorbanciaigual a0,001.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 634 e 625 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluicoes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%).
Utilizando fatores de diluicao que variaram de 2 a 8 foram encontradas
recuperacoes entre 95 e 99%.

Significado clinico . valores elevados de glicose ocorrem nos
varios tipos de diabetes primarias, nos estados de intolerancia a glicose e
nas diabetes secunddrias a vérias doengas (hipertireoidismo,
hiperpituitarismo, hiperadrenocorticismo, etc.).

Valores diminuidos de glicose ocorrem nas hipoglicemias que podem ser
devidas a varias causas. Quando a ocorréncia de sintomas de
hipoglicemia é relacionada a alimentagao, duas formas de hipoglicemia
podem ser definidas: hipoglicemia do jejum e pds-prandial.

As causas mais comuns de hipoglicemia do jejum sao: hiperinsulinismo
enddgeno (insulinoma e sulfonilurea), hiperinsulinismo exégeno
(facticio), tumores extrapancredticos, sindrome auto imune (formagao
espontanea de anticorpos para receptores da insulina), insuficiéncia
supra-renal e ou hipofisaria, doenga hepatica grave e alcoolismo.

A hipoglicemia p6s-prandial dependendo da histdria clinica e da resposta
ao teste oral de tolerancia a glicose, é classificada em hipoglicemia
alimentar, hipoglicemia do diabético tipo Il e do paciente com intolerancia
aglicose, hipoglicemia funcional ou reativa.

Para uma revisao dos critérios diagnosticos e classificacao do diabetes
mellitus consultar Diabetes Care 2004; 27 (SUPLL 1):S5-S10 ou:
http:/care.diabetesjournals.org/cgi/content/full/27/suppl_1/s5.

Areducao da concentragao de glicose nos liquidos corporais encontra-se
usualmente relacionada a processos inflamatorios ou infecciosos. A
determinagao da concentracao de glicose no liquor representa um dos
parametros para a distingao entre meningite bacteriana e virética, porém
tendo sensibilidade inferior & avaliagdo da celularidade no mesmo
material.
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Observagoes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado so fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

2. 0 laboratorio clinico tem como obijetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagao de 4gua de qualidade inadequada € uma causa
potencial de erros analiticos. A dgua utilizada no laboratério deve ter a
qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para preparar reagentes,
usar nas medicoes e para uso no enxdge final da vidraria, a dgua deve ter
resistividade =1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentragao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre liberagao de varios ions, silicatos e
substancias com grande poder de oxidacdo ou redugdo que deterioram
0s reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, € fundamental estabelecer um programa de
controle da qualidade da agua.

3. varias publicagoes demonstram que a urina contém numerosas
substancias, principalmente o &cido arico, que interferem nos métodos
utilizando a reacdo GOD-POD, levando a resultados falsamente
diminuidos.
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Apresentagao
Produto Referéncia Conteado
133-1/500 1x500 mL
. - CAL 1x5mL
Glicose Liquiform 27X 500 L
133-2/500 X m

CAL 1x5mL

Estdo disponiveis aplicagoes para sistemas automaticos e semi-
automaticos.

0 numero de teste em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programagao.

Informacoes ao consumidor

[Termos e Condigdes de Garantia]

A Labtest Diagnéstica garante o desempenho deste produto, dentro das
especificacoes, até a data de expiracao indicada nos rétulos, desde que
0s cuidados de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e
nestas instrucoes sejam seguidos corretamente.
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Simbolos utilizados com produtos diagndsticos in vitro
Simbolos usados con productos diagndsticos in vitro
Symbols used with ivd devices

Conteudo suficiente para < n > testes
Contenido suficiente para < n > tests

AR

Risco biolégico
Riesgo bioldgico

Contains sufficient for < n > tests L Biological risk
Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) Marca CE
Estable hasta (aaaa-mm-dd 0 mm/aaaa) Marcado CE
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) CE Mark
Material Calibrador Toxico

- Material Calibrador IN(YA Toxico
Calibrator Material D\::/ S Poison
Material Calibrador Reagente
Material Calibrador ED Reactivo
Calibrator Material Reagent

Limite de temperatura (conservar a)
Temperatura limite (conservar a)
Temperature limitation (store at)

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

na Comunidade Europeia

]
Representante autorizado en la Comunidad Europea

Nimero do lote
Denominacion de lote

Authorized Representative in the European Community Batch code
Consultar instrucdes de uso Controle
Consultar instrucciones de uso CONTROL Control
Consult instructions for use Control

Nimero do catalogo
Namero de catalogo
Catalog Number

Controle negativo
Control negativo
Negative control

Adicdes ou alteragdes significativas
Cambios o suplementos significativos
Significant additions or changes

Controle positivo
Control positivo
Positive control

Produto diagnéstico in vitro Controle
Dispositivo de diagndstico in vitro CONTROL - Control
In vitro diagnostic device Control
Liofilizado = Corrosivo

[ LYOPH| Liofilzado o Y Corrosivo
Lyophilized M =y Corrosive
Periodo apés abertura Uso veterinario

~ g EVEBE~E

Periodo post-abertura
Period after-opening

Uso veterinario
Veterinary use

%
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Instalar até
Instalar hasta
Install before
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