BILI-T Liquiform

Instrugoes de Uso

Bilirrubina Total

Finalidade . Sistema bi-reagente para determinagdo de bilirrubina
total, por reacao de ponto final, em amostras de soro e plasma.

Uso profissional.

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . A bilirrubina indireta da amostra é desligada da albumina e
solubilizada por acao de um acelerador e as bilirrubinas direta e indireta
sdo medidas por formacdo de azobilirrubina com dicloroanilina
diazotada. A cor formada € proporcional @ concentragdo de bilirrubina
total naamostra.

Caracteristicas do sistema . Bili-T Liquiform ¢ um conjunto de
reagentes que permite um procedimento simples e rapido para
determinagdo da bilirrubina total em amostras de soro ou plasma.
0 Reagente 1 contém um acelerador capaz de desligar a bilirrubina
indireta da albumina promovendo sua solubilizagao em meio aquoso. 0
Reagente 2 contém dicloroanilina diazotada (DCA), que é um diazo-
reagente estavel em forma liquida pronta para uso.

Como as metodologias utilizando mono-reagente sofrem interferéncias
da amostra e incrementam a inexatidao dos resultados, a Labtest
Diagnéstica desenvolveu uma aplicacao bi-reagente com utilizacao de
branco da amostra que aumenta a especificidade metodoldgica e
minimiza a interferéncia da amostra transferindo excelente exatidao aos
resultados.

A especificidade do sistema BIili-T Liquiform garante rastreabilidade a
referéncias internacionais porque o método demonstra excelente
correlagdo e associagao com o método de Jendrassik e Grof, proposto
como candidato a referéncia para dosagem de bilirrubina.™?

0 sistema Labtest permite que sejam dosadas concentragdes de
bilirrubina total até 30 mg/dL sem a necessidade de diluicdo da amostra,
0 que o torna extremamente Util para a determinacao de bilirrubina em
amostras de sangue de recém-nascidos.

0 desenvolvimento do método foi direcionado para automacéo,
tornando-o facilmente aplicavel em analisadores automaticos capazes de
medir com exatidao uma reacao de ponto final em 546 nm. Entretanto, o
sistema Bili-T Liquiform pode ser utilizado com sucesso em aplicacoes
manuais utilizando fotbmetros ou instrumentos semiautomaticos.

Metodologia . Labtest DCA.
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Reagentes

1. - Reagente 1 - Armazenar entre 2-8 °C.
Contém 2-fenoxietanol 0,8 mmol/L e surfactante.

2. - Reagente 2 - Armazenar entre 2-8 °C.
Contém 4cido cloridrico 30 mmol/L e dicloroanilina diazotada
1,0mmol/L.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condicoes
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.

Precaucoes e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranca devem ser aplicados na
manipulacao dos reagentes, 0s quais nao devem ser pipetados com a
boca. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestéo e no caso de contato
com os olhos, deve-se lavar imediatamente com grande quantidade de
4gua e procurar auxilio médico.

Material necessario e nao fornecido

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

2. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre 530 e
550 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Cronometro.

5. Calibradores dalinha Calibra - Labtest.

Usar soro ou plasma (Heparina, EDTA). Quando a amostra é protegida da
luz, 0 analito é estavel 4 dias entre 2-8 °C e 3 meses a 20 °C negativos.

As bilirrubinas conjugada (direta) e ndo conjugada (indireta) sao
oxidadas por acao da luz branca ou ultravioleta. Portanto, as amostras de
sangue devem ser protegidas da exposicao direta a luz artificial ou solar
logo apésacoleta.

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.
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Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgoes, 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 prote¢ao ambiental.

Interferéncias

Concentragoes de triglicérides at¢é 1500 mg/dL ndo produzem
interferéncias significativas. A presenca de hemoglobina (hemolise) em
qualquer concentracao na amostra de individuo adulto interfere no
resultado do teste. Hemdlise discreta (< 50 mg/dL) nao interfere
significativamente em amostras de recém-nascidos.

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 o0 zero com agua deionizada
ou destilada.

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

Este procedimento nao se aplica aos analisadores semiautomaticos que
utilizam unicamente cubeta de fluxo. Estéo disponiveis aplicagées para
sistemas automaticos e semiautomaticos.

VerObservacoes 1,2e3.

Tomar 3 cubetas do fotbmetro e proceder como a seguir:

Branco Teste Calibrador
Reagente 1 0,8 mL 0,8 mL 0,8 mL
Amostra 0,06 mL
Calibrador 0,05 mL
Agua deionizada 0,05 mL

Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 5 minutos. 0
nivel da dgua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos
de ensaio. Determinar somente as absorbancias do teste e calibrador em
546 nm (530 a 550 nm), acertando o zero com &gua deionizada. Obtém-
seaabsorbanciaA,.

Branco Teste Calibrador
Reagente 2 [ 02mL 0,2mL 0,2mL

Homogeneizar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 5 minutos.
Determinar as absorbancias do teste e calibrador em 546 nm (530 a
550 nm), acertando o zero com o branco. Obtém-se a absorbancia A,.
Acor é estavel por 30 minutos.
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0 procedimento sugerido para a medicao é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugéo para leitura é igual ou menor que 0,8 mL.
Deve serfeita uma verificagao 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 0 procedimento de célculos se mantém inalterado. Em caso de
reducao dos volumes é fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que
0,01 mL sdo criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com
cautela porque aumentam aimprecisao da medigao.

Calculos . Verlinearidade.

Aleitura A, do Teste e do Calibrador deve ser corrigida para o volume final

dareagao obtendo-se A, .

Teste A, = Teste A, x0,81
Calibrador A, = Calibrador A, x 0,81

1cor

Para obter a absorbancia final subtrair o valor A
Teste e do Calibrador:

1cor 4@ absorbancia A, do

Absorbanciado Teste = A, - A,

Absorbancia do Calibrador = A, - A, -

Absorbancia do Teste
Bilirrubina total = xCcal
Absorbancia do Calibrador

CCal: concentracao do calibrador
Exemplo

Teste:
A, =0,054 A
A,=0,082

=0,054x0,81 =0,044

1cor

Absorbancia do Teste: 0,082- 0,044 = 0,038

Calibrador:

CCal: 3,37mg/dL

A, =0,072 A
A,=0,187

=0,072x0,81=10,058

1cor

Absorbéncia do Calibrador: 0,187 - 0,058 = 0,129

0,038
Bilirrubinatotal (mg/dL) = x3,37=0,99

0,129

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

Ccal
Fator =

Absorbancia do Calibrador

Bilirrubina total (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator
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Exemplo

3,37
Fator = ———  =26,1
0,129

Bilirrubina total (mg/dL) = 0,038 x26,1= 0,99

Calibracao

As concentragoes de bilirrubina dos produtos da linha Calibra - Labtest
sdo rastredveis ao Standard Reference Material (SRM) 916 do National
Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibracoes manuais
Usar Calibrador CalibraH - Labtest.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: agua deionizada ou solugdo de cloreto de sadio
150mmol/L (0,85 %);

Usar calibrador CalibraH - Labtest.

Intervalo de calibracoes
Calibragao ao mudar de lote ou quando o controle interno da qualidade
indicar.

0 resultado da medicéo € linear até 30 mg/dL. Para valores maiores que
30 mgy/dL, diluir aamostra com NaCl 150 mmol/L (0,85 %), realizar nova
medicao e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluigéo.

Controle interno da qualidade . 0 laboratcrio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente 0s
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacoes da qualidade e limites de tolerancia, acoes 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).E'g

Sugere-se utilizar as preparacoes estabilizadas dos 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 orientacao. Recomenda-se que cada laboratorio estabeleca seus
proprios intervalos de referéncia na populagdo atendida.

Caracteristicas do desempenho™

Exatidao . Em amostras com concentragoes conhecidas de bilirrubina
total foram adicionadas diferentes quantidades do analito, obtendo-se
recuperagdes entre 98 e 100 %. O erro sistematico proporcional médio
obtido em um valor de 1,4 mg/dL foiigual a0,02 mg/dL ou 1,2 %.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com método de
Jendrassik e Grof, sendo obtidos 0s seguintes resultados:

Método Método
Comparativo Labtest
Numero de amostras 40 40
Intervalo de concentracoes 0.16-17.04 0.20- 17,55
(U/L)
Média das estimativas
) 3,15 3,36

Método Labtest = 1,033

Equagdo da regressao Método Comparativo + 0,099 mg/dL

Coeficiente de correlagao 0,998
Erro sistematico médio 0.21
(mg/dL) '

Foram estimados erros sistematicos iguais a 10,0 %, 7,3 % € 3,8 %, nos
niveis de decisao de 1,5; 2,5 e 18,0 mg/dL, respectivamente. Confirma-
se a hipétese nula de que as diferengas entre o método Bili-T Liquiforme o
método comparativo nao se desviam em mais que o desvio provocado
pelas imprecisoes inerentes, caracterizando a identidade ou relagdo
funcional entre os métodos.

0Os erros totais (erro aleatdrio + erro sisteméatico) estimados nos niveis
de decisdo 1,5,2,5 e 18,0 mg/dL sao 13,4 %, 11,0 % € 5,2 %. Assim, Bili-
T Liquiform € substancialmente equivalente a0 método comparativo. O
coeficiente de correlagao (0,998) confirma a forga da relagao entre os
métodos.

Repetitividade - Imprecisao intraensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 1,5 0,02 1,04
Amostra 2 20 2,3 0,03 0,68
Amostra 3 20 18,1 0,07 0,51

Reprodutibilidade - Imprecisao total

N Média DP CV (%)
Recém-nascidos'’ Amostra 1 20 15 0,04 2,95
Bilirrubina Direta até 0,4 mg/dL Amostra 2 20 2,3 0,06 2,67
1 dia: até 5,1 mg/dL Amostra 3 20 18,1 0,09 0,68

Bilirrubina Total 1a2dias: até 7,2 mg/dL

3 a5 dias: até 10,3 mg/dL

Criancas, Adolescentes e Adultos
Bilirrubina Direta
Bilirrubina Total

até 0,4 mg/dL
até 1,2 mg/dL

Conversdo: Unidades Convencionais (mg/dL) x 17,1 = Unidades SI
(umol/L).
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Sensibilidade metodologica . Uma amostra de NaCl
150 mmol/L (0,85 %) foi utilizada para calcular o limite de deteccao do
ensaio, tendo sido encontrado um valor igual a 0,09 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrao. Verificou-se que o limite
de deteccdo fotométrica é de 0,03 mg/dL, correspondendo a uma
absorbénciaigual a0,001.
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Efeitos da diluicao da matriz . Amostras com valores iguais a
6,1 e 23,4 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do sistema as
diluicoes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando fatores de
diluicao correspondentes a 1:2, 1:4 e 1:8 foi encontrada recuperagao
média de 109%.

Significado clinico . Algumas doencas adquiridas e hereditarias e
diversos medicamentos sdo capazes de afetar uma ou mais etapas
envolvidas na produgéo, captagdo, armazenamento, metabolismo e
excrecdo da bilirrubina. Dependendo do disturbio, a bilirrubina ndo-
conjugada (indireta), a conjugada (direta) ou ambas (total), sdo as
principais contribuintes da hiperbilirrubinemia.

Aforma mais comum de aumento da bilirrubina indireta é aquela vista em
recém-nascidos e referida como ictericia fisioldgica. Este aumento é
causado por uma produgao aumentada de bilirrubina como resultado da
hemolise das hemdcias e da maturagao incompleta dos mecanismos do
metabolismo e excrecao da bilirrubina. Em 5% dos neonatos, os valores
de bilirrubina ndo-conjugada sdao maiores que 15 mg/dL e podem
desencadear o quadro de encefalopatia bilirrubinica (Kernicterus).

A destruicdo prematura das hemdcias - anemia hemolitica e a
eritropoiese ineficaz sao importantes causas de hiperbilirrubinemia, com
predominio de bilirrubina ndo-conjugada, na auséncia de qualquer
anormalidade hepatica.

Dentre as causas hereditarias de hiberbilirrubinemia nao-conjugada,
destacam-se as sindromes de Crigler-Najjar e de Gilbert que estao
associadas a deficiéncia da enzima uridina difosfato (UDP)
glicuroniltransferase. A Sindrome de Gilbert & mais comum e parece
haver, também, defeito no transporte da bilirrubina através da membrana
do hepatacito.

As causas mais comuns de aumento da bilirrubina direta séo as doengas
hepatobiliares e obstrucao da arvore biliar (colestase). Na realidade,
ambas as bilirrubinas estdo aumentadas e pode-se observar uma
variagdo ampla das concentragoes séricas de cada forma de bilirrubina.
Hepatite e cirrose sao exemplos de doengas que podem causar colestase
intra-hepatica.

A colestase pode também ser induzida por medicamentos e horménios
esterdides. A obstrugdo extra-hepdtica da érvore biliar devido a
carcinoma ou fibrose de cabega do pancreas, carcinoma ou constricoes
do canal biliar comum e coledocolitiase, produzem concentragoes
séricas aumentadas de bilirrubina direta.

Observagoes

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

2. 0 laboratorio clinico tem como obietivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagao de agua de qualidade inadequada € uma causa
potencial de erros analiticos. A 4gua deionizada ou destilada utilizada no
laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicag&o. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medigoes e para uso no enxagiie final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentragéo de silicatos <0,1 mg/L.
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Quando a coluna deionizadora esta com sua capacidade saturada ocorre
produgao de &gua alcalina com liberagéo de varios ions, silicatos e
substancias com grande poder de oxidacéo ou redugéo que deterioram
0s reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, é fundamental estabelecer um programa de
controle da qualidade da agua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de

interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
www.fxol.org/.
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Apresentagao
Produto Referéncia Conteado

o 1X80mL

Bili-T Liquiform -
a 94-1/104 2X12mL
Bili-T Liquiform 94-4/44 4X35mL
Labmax 560/400 4X9mL
Bili-T Liquiform [RT7] 3X35mL
Linha Audmax i 94-3/45 3X10mL

Parainformagoes sobre outras apresentagdes comerciais consulte o site
www.labtest.com.br ou entre em contato com o SAC.

Estao disponiveis aplicagoes para sistemas automaticos e
semiautomaticos.
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0 volume de reagente em aplicagdes automaticas depende dos
parametros de programacao de cada equipamento.

Informacdes ao consumidor

[Termos e Condigées de Garantia]

A Labtest Diagnostica 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 diagnésticos in vitro
Simbolos usados con productos diagnosticos in vitro
Symbols used with IVD devices

Risco bioldgico
Riesgo bioldgico

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

30
S

Contains sufficient for < n > tests * Biological risk
Data limite de utilizacao (aaaa-mm-dd ou mm/aaaa) ,31 Corrosivo
Estable hasta (aaaa-mm-dd o mm/aaaa) ° y Corrosivo
Use by (yyyy-mm-dd or mm/yyyy) % * Corrosive

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

Toxico
Téxico
Poison

pi i na i Europeia
F autorizado en la Ct idad Europea
Authorized Representative in the European Community

Marca CE
Marcado CE
CE Mark

inogeéni éni ibili a iraga Atengao
C éni énico y/o ibili respiratorio Atencion
C i itizingto breathing Attention

EC |REP

Toxico para os organismos aquaticos
Toxico para los organismos acuaticos
Toxic for aquatic organisms

Fabricado em
Elaborado en
Manufactured on

Gases/liquidos comburentes
Gases/liquidos oxidantes
Oxidizing gases/liquids

Fabricado por
Elaborado por
Manufactured by

Uso veterinario
Uso veterinario
Veterinary use

Substancia inflamavel
Sustancia inflamable
Flammable substance

Periodo apés abertura Liofilizado
Periodo post-abertura Liofilizado
Period after-opening Lyophilized
Produto de uso inico Reagente
Producto de un solo uso Reactivo
Single use product Reagent

Nimero do lote
Denominacion de lote
Batch code

Consultar instrugdes de uso
Consultar instrucciones de uso
Consult instructions for use

Instalar até Namero do catalogo
Instalar hasta Numero de catélogo

Install before Catalog Number

ChEIINEAR AR I

Material Calibrador/Padrao Controle

Material Calibrador/Estandar CONTROL Control

Calibrator/Standard Material Control

Produto diagnéstico in vitro Controle negativo

IVD Dispositivo de diagnéstico in vitro CONTROL = Control negativo

In vitro diagnostic device Negative control

Reagente Controle positivo
Reactivo CONTROL Control positivo

Reagent Positive control

contendo

I M I I Reactivo con microparticulas

Reagent with microparticles
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