VIDA

biotecnologia
BILIRRUBINA D + T

INSTRUCOES DE USO

METODO :
Colorimétrico, Sims-Horn.

FINALIDADE:
Kit para a determinacdo quantitativa da Bilirrubina Direta e
Total em soro.

FUNDAMENTO :

A bilirrubina acopla com o Acido Sulfanilico Diazotado formando um
complexo de coloracdo vermelha, a Azobilirubina. A bilirrubina
total (direta e indireta) ¢é dosada em uma mistura de cafeina e
benzoato, que solubiliza a Bilirrubina Indireta (ndo cojugada),
que é insoluvel em meio aquoso. A Bilirrubina Direta (conjugada) é
soliivel em meio aquoso, sendo dosada diretamente. A cor vermelha
formada é diretamente proporcional a concentracdo de bilirrubina e
apresenta ponto maximo de absorgdo em 530 nm.

SIGNIFICADO CLINICO:

A degradacdo do heme da hemoglobina, leva a formacdo da
Bilirrubina. A bilirrubina formada, ou bilirrubina indireta, que é
insoluvel em 4&gua, ¢ carreada pela albumina até o figado. No
figado ela se liga ao éacido glicurdnico, formando a bilirrubina
conjugada ou direta. A Bilirrubina conjugada ¢é entdo excretada
pelas vias biliares até o intestino. No intestino a bilirrubina se
transforma em estercobilinogénio por agdo da flora bacteriana
residente.

A Bilirrubina total é a soma das fracgcbes direta e indireta. A
dosagem da Bilirrubina total e das suas respectivas fracdes é de
extrema valia no diagndéstico e acompanhamento das hepatopatias,
quadros hemoliticos, obstrucdo das vias biliares e ictericia do
recém-nascido. Diversas outras condigdes patoldgicas como
deficiéncia de Glicose-6-fosfato desidrogenase, esferocitose,
galactosemia, sifilis, toxoplasmose, citomegalia e rubéola podem
causar ictericia no recém-nascido.

IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DOS REAGENTES:
Conservar entre 15 e 30 °C.

Rl - ACELERADOR: Cafeina 0,2 mmol/L, Benzoato de Sédio 0,4 mol/L e
Acetato de Sédio 0,7 mol/L

R2 - SULFANILICO: Contém Acido Sulfanilico
Cloridrico 130 mmol/L.

R3 - NITRITO: Contém nitrito de sédio 70 mmol/L;
R4 - PADRAO: Bilirrubina de concentracdo determinada no rétulo do
frasco. Armazenar entre 2 e 8 °C;

R5 — DILUENTE DO PADRAO: Dimetilsulféxido 99,5%.

6 mmol/L e Acido

ESTABILIDADE:

Os reagentes individuais s&o estdveis até sua data de validade,
mesmo apds abertos se mantidos em temperatura de 15 a 30 °C. Os
frascos devem ser imediatamente tampados apds seu uso. Ndo deixar
os frascos expostos ao ar por periodos maiores que o necessario.

O reagente de uso (Diazoreagente) deve ser preparado e utilizado
no mesmo dia. Sobras de reagentes devem ser descartadas apds a
conclusédo da bateria de testes.

Apds a reconstituicdo, o PADRAO DE USO é estavel por até 12 horas
se conservado entre 15 e 25 °C ou até 2 meses a temperatura de -20
°C protegido da luz. Descongelar apenas uma vez.

PREPARO DO REAGENTE DE USO:
Padrdo de USso: Reconstituir utilizando exatamente o volume de RS

-Diluente do Padrdo, indicado no rétulo do padrdo. Homogeneizar
e aguardar 30 minutos a temperatura ambiente. Homogeneizar bem
antes do uso. O reagente é estavel por até 12 horas entre 15 e
25 °C ou até 2 meses a temperatura de -20 °C protegido da luz.
Descongelar apenas uma vez.

Diazo: Calcular o volume a ser utilizado e preparar um volume
aproximado. Adicionar uma gota (50 pL) do R3- Nitrito a 1,5 mL
do R2 - Reagente Sulfanilico, homogeneizar bem e utilizar no dia
do preparo.

TRANSPORTE:

O kit ndo é afetado pelo transporte desde que seja entregue ao
destinatdrio no periodo méximo de 07 dias e em uma temperatura
de até 37 °C.

TERMOS E CONDIC@ES DE GARANTIA:

O fabricante garante a qualidade do produto, se este for
armazenado sob as condigdes de temperatura descritas acima e em
sua embalagem original.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS:

. Aplicar os cuidados habituais de segurang¢a na manipulagdo do
reagente.

. Recomendamos a aplicagdo das Boas Praticas de Laboratdrios
Clinicos para a execucdo do teste;

. De acordo com as instrucdes de biosseguranca, todas as
amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente
infectantes;

. Para o descarte seguro dos reagentes e materiais bioldgicos,

sugerimos utilizar as regulamentacdes normativas locais,
estaduais ou federais para a preservagdo ambiental;

. N&o misturar reagentes de lotes diferentes;

. N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes, evitando
contaminacdo cruzada;

. Hemélise mesmo que discreta interfere na dosagem.

MATERIAIS NECESSARIOS E NAO FORNECIDOS:

. Espectrofotémetro UV/VIS;
. Tubos e pipetas;
. Crondémetro;

AMOSTRAS BIOLOGICAS

. SORO, PLASMA (EDTA, HEPARINA) e LIQUIDO AMNIOTICO

As amostras devem ser protegidas da luz imediatamente apds a
coleta. A Bilirrubina é estavel por até 8 horas se a amostra for
armazenada em temperatura de 10 a 30 °C, 12 horas se conservada
entre 2 e 8 °C ou 24 horas em temperaturas abaixo de 0 °C.

INTERFERENCIAS
Mesmo pequenas quantidades de hembélise podem interferir na
dosagem do reagente

PROCEDIMENTO DO TESTE

1. Observacgdes

. A observagdo minuciosa da limpeza e secagem da vidraria, da
estabilidade dos reagentes, da pipetagem, da temperatura e
do tempo de reacdo é de extrema importdncia para se obter
resultados precisos e exatos;

. A 4gua utilizada nos laboratdérios clinicos deve ser
purificada utilizando-se métodos adequados para as
finalidades de uso. Colunas deionizadoras saturadas liberam
diversos ions, aminas e agentes oxidantes que deterioram os
reativos.

2.Leitura do teste
Comprimento de onda: 530nm;
Cubeta: lcm;

Temperatura: 15 a 25 °C;
Medigdo: Para cada tubo
realizado.

teste, um tubo branco deverd ser

3.Método de Analise
3.1. Curva de Calibragéo

Faca cada tubo padrdo em triplicata. Identificar seis tubos com
Pl, P2, P3 - Padrdo e Bl, B2, B3 - Branco.

Tubo Concentracgédo Reagente
mg/dL R4 USO R1 R2 Diazo
Pl 1,0 0, 030mL 4,5 mL - 0,5 mL
Bl - 0,030mL 4,5 mL 0,5 mL -
P2 5,0 0,150mL 4,5 mL - 0,5 mL
B2 - 0,150mL 4,5 mL 0,5 mL -
P3 10,0 0,300mL 4,5 mL - 0,5 mL
B3 - 0,300mL 4,5 mL 0,5 mL -

Homogeneizar bem, e aguardar 5 minutos entre 15 e 25 °C. Efetuar
as leituras fotométricas em 530 nm, acertado o zero com cada tubo
branco para cada tubo padrdo. Tracar a curva de calibracdo usando
a média de cada absorcéo.

3.2. Fator de Calibragdo
3.2.1. Técnica Macro

Realize triplicatas do tubo P - Padrdo. Identificar dois tubos de
ensaio como B - Branco e P - Padrdo
Reagente B - Branco P - Padréo
R4 USO 0,300 mL 0,300 mL
R1 - Acelerador 4,5 mL 4,5 mL
R2 - Sulfanilico 0,5 mL -
Diazo - 0,5 mL

Homogeneizar bem, aguardar 5 minutos e efetuar as leituras
fotométricas em 530, acertando o zero com o tubo B - Branco.
Ober a média das absorbéncias.

3.2.2. Técnica Micro
Realize triplicatas do tubo P - Padrdo. Identificar dois tubos de
ensaio como B - Branco e P - Padrédo

Reagente B - Branco P - Padréo
R4 USO 0,050 mL 0,050 mL
R1 - Acelerador 1,8 mL 1,8 mL
R2 - Sulfanilico 0,150 mL -
Diazo - 0,150 mL

Homogeneizar bem, aguardar 5 minutos e efetuar as leituras
fotométricas em 530, acertando o zero com o tubo B - Branco.
Obter a média das absorbéncias.

3.2.3. Calculo

FC = 10/Ap;
FC = Fator de Calibracéo;
10 = Concentracgdo do Padrao;

Ap = Absorbancia do Padréao.

4. Método de Analise:
4.1. Dosagem no plasma ou soro:

Se o plasma ou soro estiverem lipémicos ou hemolisados, adicionar
1,0 mL do reagente de Fehling II a todos os tubos, aguardar 5
minutos e efetuar nova leitura fotométrica a 630 nnm, acertando o
zero com o tubo “B” - Branco.

4.1.1. Técnica Macro
4.1.1.1. Colorimetria

Identificar trés tubos de ensaio “B” - Branco, “D” - Direta e “T”
— Total e proceder:
Reagente B - Branco Direta Total
Agua 4,5 mL 4,5 mL -
R1 - Acelerador - - 4,5 mL
R2 - Sulfanilico 0,5 mL - -
Diazo - 0,5 mL 0,5 mL
Plasma/Soro 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL
Homogeneizar bem. A fracdo “D” - Direta deve ser lida
exatamente com 5 minutos a 530 nm, acertando o zero com “B” -
Branco. A fracdo “T” - Totalpode ser lida com até 30 minutos,
também em 530 nm, acertando o zero com o “B” - Branco.

4.1.1.2. Calculos

FC = 10/Ap;

FC = Fator de Calibracéo;
Ap = Absorbadncia do Padréo;
At = Absorbancia da Total;



Ad = Absorbadncia da Direta;
Bilirrubina Total (mg/dL) = At X FC
Bilirrubina Direta (mg/dL) = Ad X FC

Bilirrubina Indireta (mg/dL) = Total - Direta
Exemplo:

Ap = 0,500

At = 0,039

Ad = 0,018

FC = 10/Ap = 10/0,500 = 20;

Bilirrubina Total = At X FC = 0,039 X 20 = 0,78 mg/dL;
Bilirrubina Direta = Ad X FC = 0,018 X 20 = 0,36 mg/dL;
Bilirrubina Indireta = Total - Direta = 0,78 - 0,36 = 0,42 mg/dL;

3. Sensibilidade

0,12 mg/dL

4. Repetibilidade e reprodutibilidade
Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para
a avaliagdo da repetibilidade e reprodutibilidade do kit. Os
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INFORMAGCOES AO CONSUMIDOR:

A VIDA Biotecnologia garante o desempenho deste produto dentro das
especificacdes até a data de expiragdo indicada nos rdétulos, desde
que cuidados de utilizag¢do e armazenamento indicados nos rétulos e
nessa instrucdo sejam seguidos corretamente.

N° DO LOTE, DATA DE FABRICACAO, DATA DE VALIDADE VIDE ROTULO DO

PRODUTO.

PRODUZIDO E DISTRIBUIDO POR:VIDA Biotecnologia
CNPJ:11.308.834/0001-85

Avenida José Candido da Silveira 2100 - Horto Florestal - CEP
31035-536; Belo Horizonte. Minas Gerais -
www.vidabiotecnologia.com.br

4.1.2. Técnica Micro 4.1. Repetibilidade Bilirubina Direta
4.1.2.1. Colorimetria Soro N Média dos valores DP cv Departamento de Servigos Associados | (31)34663351;
Identificar trés tubos de ensaio “B” - Branco, “D” - Direta e “T” Controle obtidos dsa@vidabiotecnologia.com.br
- Total e proceder: SC1 30 0,22 0,01 3,61
Reagente B - Branco Direta Total sc2 30 0,84 0,01 0,94 Resp Técn.: Renato Silva CRBIO4 -57360/04-D
Agua 1,8 mL 1,8 mL = Reg. M.S.: 80785070028
R1 - Acelerador - - 1,8 mL 4.2. Repetibilidade Bilirubina Total
R2 - Sulfanilico 0,15 mL - - Soro N Média dos valores bP ov Rev.: 02/2016
Diazo - 0,15 mL 0,15 mL Controle obtidos
Plasma/Soro 0,05 mL 0,05 mL 0,05 mL SC1 30 0,43 0,01 2,23 . ,
Homogeneizar bem. A fragdo “D” - Direta deve ser lida exatamente sc2 30 3,23 0,01 0,37 SIGNIFICADO DOS SIMBOLOS UTILIZADOS NO ROTULO DO PRODUTO
com 5 minutos a 530 nm, acertando o zero com “B” - Branco. A
fracdo “T” - Total pode ser lida com até 30 minutos, também em 4.3. Reprodutibildiade Bilirrubina Direta K;7 Contetido suficiente para <n> testes
530 nm, acertando o zero com o “B” - Branco. Soro Média dos valores
Controle N obtidos DP v Eg Data limite de utilizacdo do produto
4.1.2.2. Calculos sc1 10 0,22 0,01 2,59 (dd/mm/aaaa)
Seguir o exemplo da técnica macro. Sc2 10 0,84 0,01 0,69 ; ;
- Material Calibrador
5. Dosagem no Liquido Amniético 4.4. Reprodutibildiade Bilirrubina Total —
A amostra deve ser protegida da agcdo da luz e centrifugada a 2000 Soro Média dos valores -K» Limite de temperatura (conservar a)
rpm por 5 minutos. Utilizar o sobrenadante para a dosagem. Controle N obtidos DP cv
. . Sc1 10 0,85 0,039 7,59 m] Consultar instrucdes de uso
5.1. Colorimetria sC2 10 1,59 0,051 3,21
Marcar 2 tubos de ensaio como “B” - Branco, “T” - Total e proceder 4 L L Cédigo do Produto
Reagente B - Branco T - Total 5. Controle de qualidade
R1 - Acelerador 1,5 mbL 1,5 mbL Foram utilizados soros controle comercialmente disponiveis para Produto para Diagnéstico In Vitro
Amostra 3,0 mL 3,0 mL a avaliagdo do kit. Os soros foram reconstituidos e/ou
R2 - Sulfanilico 0,5 mL - preparados seguindo as recomendagdes do fabricante. Dez Liofilizado
Diazo - 0,5 mL determinagdes dos soros controle foram realizadas com o kit de
Homogeneizar bem. Deve ser lida em até 30 minutos em 530 nm, Bilirrubina Direta e Total da VIDA Biotecnologia. As médias das ESZ; Corrosivo
acertando o zero com o “B” - Branco. determinac¢des foram calculadas e comparadas com os valores alvo. .ii

Sozo Valor alvo Média dos % de Recuperagédo
5.2. Calculos: Controle valores obtidos P ¢
Seguir o exemplo utilizado na técnica para dosagem em sSOro ou SC1 1,1 1,1 100,0%
plasma e dividir por 10 o valor obtido. sc2 4,6 4,8 104,3%
- Todo soro controle com valores determinados para Bilirrubina
CARA?TERI?TICAS DO DESEMPENHO Direta, pelo métodode Sims-Horn, pode ser utilizado.
1. Linearidade da reagdo:
Ailinearidade go método é de até 15 mg/dL na técnica macro. Na APRESENTACAO DO KIT
técnica micro é de 45 mg/dL. Para amostras com concentrag¢des mais - NUMERO DE
elevadas, diluir as amostras com 1 + 1 com solucdo salina a 0,9% e CATALOGO REAGENTE VOLUME DETERMINACOES
repetir a determinacdo. Multiplicar o resultado por 2. Rl — ACELERADOR 1 X 250 mL
) R2 - SULFANILICO 1 X 120 mL
. Valores de referéncia -
S 100/165-110 RS - NITRITO 1X50m 110 a 275
rro R4 - PADRAO 1 X3 a4mL
Direta: Até 0,4 mg/dL R5 - DILUENTE DO
7 % 1X 3,5 4,5 mL
Total: [ ate 1,2 mg/dL PADRAO et
Liquido Amniético
Idade Gestacional (semanas) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
15: Até 0,13 mg/dL 1- HIJMANS VAN DEN BERGH, A. A.: MULLER, P. Ubereinedirecte und
25: Até 0,14 mg/dL eineindirectedizoreaction auf bilirubin. Biochem.Z. v.77, p.90-
40 Até 0,04 mg/dL 103, 1916.

Valores Criticos no Soro

Recém nascidos a termo: | >15 mg/dL

Recém nascidos pré-termo: | 10 - 15 mg/dL
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