BILIRRUBINA

Instrucdes de Uso

Finalidade . Sistema para a determinagéo das bilirrubinas direta e
total em amostras de sangue, por reacao de ponto final.

Uso profissional.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . A bilirubina é dosada por diazotizagéo e formacao de
azobilirrubina vermelha com absorgdo maxima em 525 nm.
A bilirrubina direta (diglicurdnide) é dosada em meio aquoso, enquanto a
total (direta e indireta) € dosada por agao de potente solubilizador de acao
catalisadora.

Caracteristicas do sistema . 0 sistema Bilirrubina Labtest ¢ um
procedimento simples, rapido e de grande especificidade para a
determinagao das bilirrubinas direta e total, em apenas 5 minutos. 0
reagente Acelerador, composto de benzoato e cafeina tamponada,
promove répida solubilizacdo e diazotizacdo da bilirrubina indireta
possibilitando obter solugdes coradas totalmente livres de turvagdo.
A estabilizacao do nitrito de sodio constitui fator de seguranca na
dosagem permitindo o armazenamento de todos 0s reagentes a
temperatura ambiente.

A versatilidade do método permite que sejam dosados valores de até
25 mg/dL sem necessidade de dilui¢do do soro. Essa versatilidade torna
possivel a determinacao da bilirrubina em sangue de recém-nascidos
ictéricos.

0 método proposto utiliza a técnica manual e ¢ facilmente aplicavel a
maioria dos analisadores semiautomaticos capazes de medir com
exatidao uma reagao de ponto final entre 500 € 540 nm.

Metodologia . Sims-Horn.
Reagentes

1. - Acelerador - Armazenar entre 15 - 25 °C.
Contém cafeina 130 mmol/L; benzoato de s6dio 260 mmol/L; acetato de
sodio 460 mmol/L e surfactante.

2. - Acido Sulfanilico - Armazenar entre 15 - 25 °C.
Contém 4cido sulfanilico 5,75 mmol/L e estabilizador.

3. - Nitrito de Sodio - Armazenar entre 15 - 25 °C.
Contém nitrito de sodio 72,5 mmol/L e estabilizador.

Precaucdes e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagao de reagentes.

0 procedimento usado para a calibragao e para o teste deve seridéntico.
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Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigoes
indicadas, sdo estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante o manuseio, 0s reagentes estdo sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao da
estabilidade.

Material necessario e nao fornecido

1. Fotometro capaz de medir, com exatidao, a absorbancia entre 500 e
540 nm.

2. Pipetas paramedir amostras e reagentes.

3. Cronometro.

4. Produto Padrao Bilirrubina Labtest (Ref.: 32) - Para a Calibragéo.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparagdo e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (Heparina, EDTA). Quando protegido da luz, o analito
éestavel 4 diasentre 2 - 8 °C e 3meses a 20 °C negativos

Soros hemolisados podem fornecer valores falsamente diminuidos na
determinagao da bilirrubina direta.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
nao transmitem infeccoes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manuseé-las devem-se seguir
as normas estabelecidas para biosseguranga.

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

Interferéncias

Valores de triglicérides até 170 mg/dL e hemoglobina até 30 mg/dL ndo
produzem interferéncias significativas.

Valores de triglicérides entre 170 e 3500 mg/dL produzem resultados
falsamente diminuidos.

Valores de hemoglobina entre 30 e 180 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados na determinagéo da bilirrubina total e falsamente
diminuidos na determinagao da bilirrubina direta.

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.

Labtest g



Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,; x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,,; x 467

Ver observagoes 1e2.

0 procedimento usado para a calibracao e teste deve ser idéntico.

Preparo do diazo reagente . Adicionar 0,01 mL de Nitrito de
Sédio (n°3) 0,3 mL do Acido Sulfanilico (n° 2). Misturar e usar no dia da
preparagao.

Tomar 3tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Direta Total
Agua destilada ou deionizada | 1,0 mL 1,0mL
Acelerador (n° 1) 1,0mL
Acido Sulfanilico (n° 2) 0,1 mL
Diazo Reagente 0,1 mL 0,1 mL
Amostra 0,06mL | 0,06mL | 0,05 mL

Misturar e esperar 5 minutos. Determinar as absorbancias das
bilirrubinas direta e total em 525 nm ou filtro verde (500 a 540), acertando
0zero com o branco. A cor é estavel por 30 minutos.

Os procedimentos sugeridos para medicdo sdo adequados para
fotdmetros cujo volume minimo de solugao para leitura é igual ou menor
que 1,0 mL. Deve ser feita uma verificacdo da necessidade de ajuste do
volume para o fotémetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente
podem ser modificados proporcionalmente sem prejuizo para o
desempenho do teste e o procedimento de célculos se mantém
inalterado. Em caso de reducdo de volumes é fundamental que se
observe 0 volume minimo necessario para a leitura fotométrica. Volumes
da amostra menores que 0,01 mL séo criticos em aplicagoes manuais e
devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisdo da
medicao.

Calculos
Absorbancia do Teste
Bilirrubina (mg/dL) = x10
Absorbancia do Padrao
Exemplo

Absorbancia do Teste = 0,163
Absorbancia do Padrao = 0,337

0,163
Bilirrubina (mg/dL) = x10=4,84

0,337

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

Concentragao do padrao (mg/dL)
Fator de Calibragéo =

Absorbancia do padrao (média)
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Bilirrubina (mg/dL) = Absorbéncia do Teste x Fator

Exemplo

10
Fator = ——— =29,67
0,337

Bilirrubina (mg/dL) = 0,163x29,67 = 4,84

A bilirrubina indireta é obtida pela diferenca entre as bilirrubinas total
edireta.

A medicdo é linear até 25,0 mg/dL. Quando for obtido um valor igual ou
maior que 25,0 mg/dL, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%),
realizar nova medicéo e multiplicar o resultado pelo fator de diluig&o. Diluir
a amostra de tal modo que o valor encontrado se situe entre 1,0 e
10,0 mg/dL.

Controle interno da qualidade . 0 laboratério deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerdncia, agoes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a imprecisdo e desvios da calibragdo. Sugere-se que as
especificacoes para o coeficiente de variagdo e o erro total sejam
baseadas nos componentes da variagao bioldgica (VB)**.

Sugere-se utilizar as preparacdes estabilizadas da linha Qualitrol da
Labtest para controle interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Intervalo de referéncia . Os intervalos devem ser usados apenas
como orientacdo. Recomenda-se que cada laboratdrio estabeleca, na
populagao atendida, seus proprios intervalos de referéncia.

Bilirrubina Direta
Idade mg/dL
Recém-nascido® até 0,4

BilirrubinaTotal

Recém-nascido’®

Idade mg/dL
1 dia até 5,1
1a2dias até 7,2
3abdias até 10,3

Criangas, adolescentes e adultos (mg/dL)
Bilirrubina Direta até 0,4
Bilirrubina Total 1,2

Conversdo: Unidades Convencionais (mg/dL) x 17,1 = Unidades SI
(umol/L)
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Caracteristicas do desempenho’

Exatid@o . Emtrés amostras com concentragoes de bilirrubinaiguais a
1,15, 1,30 e 20,4 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do
analito obtendo-se recuperagdes entre 100 e 108%. O erro sistemético
proporcional médio obtido em um valor de 2,5 mg/dL foi igual a
0,085 mg/dL ou 3,4%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 40 amostras com valores situados entre 0,19 e
21,1 mg/dL. A comparacdo resultou na equacao da regresséo: y = 0,247
+ 0,940x e um coeficiente de correlagao (r) igual a 0,995. O erro
sistematico total (constante e proporcional) verificado no nivel de decisao
(2,5 mg/dL) foi igual a 0,097 mg/dL ou 3,9%. Como as amostras foram
selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatdrio e pacientes
hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma especificidade
metodoldgica adequada.

Repetitividade - imprecisao intraensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 1,43 0,03 2,05
Amostra 2 20 2,34 0,03 1,16
Amostra 3 20 21,9 0,22 1,01

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 1,44 0,07 4,97
Amostra 2 20 2,34 0,07 3,04
Amostra 3 20 22,0 0,69 3,15

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra protéica nio
contendo bilirrubina foi utilizada para calcular o limite de deteccao do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 0,06 mg/dL para a
bilirrubina total e 0,03 mg/dL para a bilirrubina direta, equivalente a média
de 20 ensaios mais dois desvios padrao.

Utilizando-se a absorbancia do padrdo como parametro, o limite de
deteccdo fotométrica é 0,02 mg/dL para bilirrubina total e direta,
correspondendo auma absorbanciaiguala0,001.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 18,7 e 19,5 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluicdes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluicdo que variaram de 2 a 8 foram encontradas
recuperacoes entre 100 e 105%.

Significado clinico . As causas mais comuns de aumento da
bilirrubina direta s&o as doengas hepato-celulares e da arvore biliar.

0 aumento da bilirrubina indireta indica: 1) aumento da producao
(hemdlise); Il) diminuic@o do transporte (anticorpos e medicamentos); Ill)
defeito da captacao (deficiéncia ou blogueio das lingandinas) e IV) defeito
da conjugacao (doenca de Gilbert, entre outras).
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Observacgoes

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

2. 0 laboratdrio clinico tem como obietivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagéo de 4gua de qualidade inadequada € uma causa
potencial de erros analiticos. A agua deionizada ou destilada utilizada no
laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medigdes e para uso no enxague final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentracao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora esta com sua capacidade saturada ocorre produgao
de agua alcalina com liberago de vérios ions, silicatos e substancias
com grande poder de oxidagao ou reducéo que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle
daqualidade daagua.
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7. Labtest: Dados de Arquivo.
Apresentacao
Produto Referéncia Conteado
[RT1] 1x250 mL
Bilirrubina 31 1x120 mL
[RT=] 1x5mL

Parainformagoes sobre outras apresentages comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.
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Informacdes ao consumidor
[Termos e Condigées de Garantia]

A Labtest Diagnostica garante o desempenho deste produto dentro das
especificacoes até a data de expiragdo indicada nos rétulos, desde que 0s
cuidados de utilizacdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugoes sejam seguidos corretamente.

ol Labtest Diagndstica S.A.
CNPJ: 16.516.296 / 0001 - 38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP 33240-152
Lagoa Santa . Minas Gerais Brasil - www.labtest.com.br

Servigo de Apoio ao Cliente | 0800 031 34 11 (Ligacao Gratuita)
e-mail: sac@labtest.com.br

Edicdo: Julho, 1994

Revisdo: -

Ref.: 211122(02)

Copyright by Labtest Diagnéstica S.A.
Reproducao sob prévia autorizacao

Simbolos utilizados com produtos diagnésticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnésticos in vitro . Symbols used with ivd devices

Conteddo suficiente para < n > testes Consultar instrugdes de uso Controle Toxico
Contenido suficiente para < n > tests m Consultar instrucciones de uso CONTROL Control @\ Téxico
Contains sufficient for < n > tests Consult instructions for use Control Poison
Data limite de utilizagao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) Numero do catalogo Controle negativo Reagente
Estable hasta (aaaa-mm-dd o mm/aaaa) Namero de catalogo CONTROL] —] Controlnegativo | [RT_] Reactivo
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) Catalog Number Negative control Reagent
Material Calibrador Adicdes ou ignificatit Controle positivo Fabricado por
Material Calibrador D Cambios o suplementos significativos |CONTROL| + | Control positivo ‘ Elaborado por
Calibrator Material Significant additions or changes Positive control Manufactured by
Material Calibrador Produto di in vitro Controle Nimero do lote
Material Calibrador Dispositivo de diagnostico in vitro [ [CONTROL] | Control Denominacion de lote
Calibrator Material In vitro diagnostic device Control Batch code
Limite de temperatura (conservar a) Liofilizado ) Risco bioldgico Periodo apés abertura
JR- Temperatura limite (conservar a) LYOPH| Liofilizado *\ I* Riesgo biol6gico / Periodo post-abertura
Temperature limitation (store at) Lyophilized A Biological risk @ Period after-opening
pi na i Europeia ;ﬁ Corrosivo Marca CE Uso veterinario
[EC [REP] Representante autorizado en la Comunidad Europea & Y Comosivo C € Marcado CE @ Uso veterinario
Authorized Representative in the European Community a * Corrosive CE Mark Veterinary use

Instalar até
Instalar hasta
Install before
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Fabricado em
Elaborado en
Manufactured on

®

Produto de uso inico
Producto de un solo uso
Single use product

Ref.: 280322 |
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