Instrugdes de uso

Bilirrubina -« sims Horn - Direta/Total

Kit para determinag¢&o da bilirrubina total e direta em amostra de

soro ou plasma.

Somente para uso diagnoéstico in vitro

IC
A Bilirrubina € um produto da degradagdo do grupo heme, onde

aproximadamente 70% do qual é derivado de células vermelhas
envelhecidas. A bilirrubina circulante é extraida pelo figado, onde é
conjugado por esterificagao.

O método de determinagéo da bilirrubina mais amplamente usado
é a reagao diazo, que distingue duas fragdes, indireta e direta. A
designacéao de bilirrubina direta e indireta & derivada de
observacdes realizadas por van den Bergh e Snapper em 1913,
onde se observou que alguma bilirrubina reagia imediatamente
com o reagente diazo de Ehrlich (reacédo direta), enquanto que a
outra forma de bilirrubina reagia somente ap6s adicionar-se alcool
ao meio da reagao (reacao indireta). As doengas hepatocelulares e
a obstrugdo das vias biliares sdo as causas mais frequentes das
alteragOes séricas da bilirrubina.

Principio do teste

A bilirrubina é dosada por diazotizagdo e formacdo de
azobilirrubina vermelha com absor¢do maxima em 525 nm. A
bilirrubina direta (ligada ao acido glicurénico) é dosada em meio
aquoso e a bilirrubina total ( direta e indireta) € dosada por agéo de
solubilizador de acdo catalizadora. A bilirrubina indireta pode ser
determinada pela diferenga entre as bilirrubinas total e direta. O
padrdo utilizado segue as especificagbes do “Joint Bilirrubin
Committee”

IR1| Acelerador: Solugdo de Cafeina 130 mmol/L, Benzoato de
sédio 260 mmol/L e Acetato de sédio 460 mmol/L[R2 JAcido
sulfanilico: Solugdo de Acido sulfanilico 5,75 mmol/L em &cido
cloridrico 180 mmol/L|R3| Nitrito de sédio: Solugdo de nitrito de
sédio 72,4 mmol/L|R4| Padrao: Bilirrubina dessecada|R5/Solvente:
Dimetilsulféxido.

cepa

Apresentacoes
Codigo R1 R2 R3 R4 R5
0026 1x250 mL 1x 125 mL 1x5mL 1x 0,3 mL 1x4 mL

Conjunto para realizagéo de 110 testes na técnica macro e 276 na

técnica micro.

Materiais necessarios nao fornecidos

- Agua destilada ou deionizada;

- Cronbmetro;

Espectrofotémetro;

Pipetas manuais ou automaticas;
- Ponteiras descartaveis;

- Vidraria.

Armazenamento, transporte e validade

Armazenar os reagentes entre 15-30°C em sua embalagem

original. Os produtos poderao ser transportados, por até 48 horas,
entre 2-30°C. A data de validade se encontra no rétulo do produto.

Precaucoes e cuidados especiais

- Na&o misturar ou trocar lotes de reagentes diferentes;

- Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e nao utilizar

reagentes que tenham sinais de contaminagao ou precipitagao;

Caso haja contato com quaisquer reagentes, lavar a area

afetada com agua em profusdo. Em caso de ingestdo de

reagentes, procurar auxilio médico imediato munidos desta

instrugéo de uso;

- Utilizar equipamentos de protecao individual segundo normas

de biosseguranca;

A agua (destilada ou deionizada) utilizada na limpeza do

material ou nos procedimentos deve ser recente e isenta de

agentes contaminantes;

Certificar-se das condi¢cdes adequadas de funcionamento dos

equipamentos de analise;

O descarte do material utilizado deve ser feito segundo os

critérios de biosseguranca;

- Lavar as maos apés trabalhar com material potencialmente
infeccioso.

Amostra biologica

Soro/plasma
O analito é estavel por 3 dias entre 2 a 8 °C e ao abrigo da luz.

Todo o material biolégico deve ser processado como sendo
potencialmente contaminante. Usar luvas descartaveis durante a
manipulagdo do material biolégico. As amostras devem ser
descartadas, ap6s o uso, em recipientes especificos para este fim.
Nao dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de
esgoto.

Acido ascorbico acima de 7 mg/dL interfere levando a resultados
falsamente diminuidos. Hemoglobina de 150 mg/dL até cerca de
800 mg/dL,
aumentando os valores em até 20%. Hemoglobina acima de 800

(hemolise significativa) interfere positivamente,
mg/dL (hemodlise acentuada) interfere negativamente. Hemodlise
discreta nao interfere.

Preparo dos reagentes

Preparo do Padrio

Devido a alta fotossensibilidade da bilirrubina, manter o padrdo ao
abrigo da luz durante seu preparo e armazenagem.

Transferir 3,0 mL do para o frasco e homogeneizar. Deixar
em repouso durante 5 minutos, agitando ocasionalmente.

O padrédo assim preparado, protegido da luz, é estavel durante 30
dias a -20°C. Congelar e descongelar apenas uma vez. Se
conservado em temperatura ambiente, e ao abrigo da luz, o padrdo
é estavel somente por 12 horas. A concentragédo do padrao, apos
preparo, € equivalente a 10 mg/dL.

Diazo Reagente: [R3+R2
Preparo do Diazo Reagente: Adicionar 50 pL do a 1,5 mL do
. Homogeneizar e usar no dia da preparagao.

Dosar o padrao em triplicata.
Pipetar, em diferentes tubos de ensaio, como a seguir:



Macro Micro
Branco Padrao Branco | Padrao
Acelerador 45 mL 4.5 mL 1,8 mL 1,8 mL
Ac. Sulfanilico 0,5 mL - 150 pL -
Diazo - 0,5 mL - 150 pL
Padrio 300 pL 300 pL 50 L 50 L

Homogeneizar bem e incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente;

Determinar as absorbancias dos padrdes em 525 nm,
acertando o zero com o branco. A cor formada é estavel por 30
minutos.

Determinar um fator para o método Macro e outro para o Micro.

Procedimento
=Sl Pipetar, em diferentes tubos de ensaio, como a seguir:

Macro Micro
Branco BD BT Branco BD BT
Ac. Sulfanilico 0,5mL 150 pL
Diazo - 0,5 mL 0,5 mL 150 pL 150 pL
Agua Destilada 4,5mL 4,5 mL 1,8 mL 1,8 mL
Acelerador 4,5 mL 1,8mL
Amostra 300 pL 300l | 300 pL 50 uL 50 uL 50 uL

Homogeneizar bem e incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente;

Determinar as absorbancias em 525 nm, acertando o zero
com o branco. A cor formada é estavel por 30 minutos.

Calculos

O fator encontrado (macro ou micro) deve ser utilizado para o
calculo da bilirrubina total e direta.

Fator de Calibragao (FC) = Absorbénc1ig do Padréao

Bilirrubina - Direta/Total (mg/dL) = Abs . da amostra x FC

Exemplo:
Concentragao do padrdo: 10 mg/dL

Absorbancia do padrédo: 0,350 D.O
Absorbancia da amostra: 0,10 D.O

Fator de Calibragéo (FC)= %

Bilirrubina (mg/dL) = 0,10 x 28,5 = 2,85 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL para umol/L, multiplicar os
resultados por 17,1.

Valores de referéncia

Soro/Plasma (mg/dL)

Recém Nascido <10,3
Bilirrubina Total

Adultos <1,2

Recém Nascido <04
Bilirrubina Direta

Adultos <04

Estes valores so apenas a titulo orientativo. E recomendavel que
cada laboratério estabeleca sua propria faixa de valores de
referéncia.

Controle de qualidade

O laboratério deve ter como pratica de rotina o uso de soros
controle comerciais. Preferencialmente deve participar de
programas de controle externo de qualidade, a exemplo daqueles

oferecidos pela SBAC e SBPC.

Caracteristicas de desempenho do produto

Sensibilidade analitica: A sensibilidade do método é de 0,2
mg/dL.

Limite de Linearidade: Os resultados sao lineares até 15 mg/dL
para o método macro e 45 mg/dL para método micro. Para valores
maiores que estes, diluir a amostra 1:5 com NaCl 0,85% (150
mmol/L) e repetir o ensaio. Multiplicar o resultado encontrado pelo
fator de diluigdo cinco (5).

Estudos comparativos: Este produto nado apresentou variagcao
sistémica significativa quando comparado com produtos de mesma

metodologia.
Repetitividade e Reprodutibilidade:
Concentracdo média n | CV%
Repetitividade 0,8 mg/dL 20 | 75
8 mg/dL 20 2,1
Reprodutibilidade | Concentracdao média n | CV%

0,8 mg/dL 20 2,9
8 mg/dL 20 3,1

Termo de garan
A MBiolog Diagnosticos Ltda garante o desempenho deste produto

até a data de expiragéo indicada no rétulo, desde que os cuidados
de utilizagdo e armazenamento indicados nos rétulos e nestas

instrugdes de uso forem seguidas corretamente.

Meio ambiente

As caixas e bulas podem ser encaminhados para coleta seletiva e
recicladas, desde que ndo contenha contaminagdes quimicas e/ou
biolégicas. Preserve o meio ambiente.
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