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FINALIDADE. Reacdo colorimétrica para determinacdo de bilirrubina direta em amostras de soro ou
plasma humanos. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

PRINCIPI0. A maioria dos métodos utilizados atualmente para testar a hilirubina esta haseada na
reacdo entre a hilirrubina e as solugdes 4cidas de sulfanilico diazotizadas. Em solugdes aquosas, so-
mente a hilirrubina direta (conjugada) ird reagir desta maneira.

ABilirrubina Direta EBRAM utilizada o método de &cido diazo, onde a bilirrubina conjugada reage com
0 4cido sulfanilico diazotizado para produzir um acido azobilirrubina cuja absorbancia é proporcional a
concentracdo da hilirrubina direta na amostra e pode ser medido a 550 nm. Para analisadores hicromé-
ticos a leitura secundaria deve ser medida a 660 nm. Temos entdo a seguinte reacdo;

Ac. Sulfanilico

N ) tiazotizado . I
Bilirruhina Conjugada————— Ac. Azobilirrubina

METODOLOGIA. Diazo

SIGNIFICADO CLINICO. A hilirrubina & um pigmento resultante do catabolismo da hemoglobina, apds
a destruicdo (normal ou patoldgica) das hemécias. Ao passar pelo interior dos hepatdcitos, a hilirrubina
conjuga-se ao &cido glicurdnico, transformando-se em mono e diglicuronidio de bilirrubina, o que ocorre
soh a acdo de uma enzima especifica, a glicuroniltransferase.Somente a forma conjugada de hilirrubina
(fraco direta, solivel em agua) € eliminada pelo figado e rim; a forma indireta ndo & nem por um nem por
outro. Tal nocdo esclarece varias ocorréncias fisiopatoldgicas de consideravel importéncia clinica, como
na insuficiéncia de glicuroniltransferase ocorre hiperhilirrubinemia porque a bilirrubina indireta no se
transforma em direta e nas ictericias causadas por lesao hepatocelular ou hepatocanalicular, hem como
na obstrucao biliar externa, esta presente a eliminacéo urinaria de hilirrubina (urina escura), ja que o pig-
mento retido é de tipo direto.

No recém-nascido é muito comum o aparecimento de uma ictericia considerada como fisiologica, cau-
sada principalmente pela imaturidade do sistema enzimatico intra-hepatico. Tal ictericia, de intensidade
muito variavel (em geral 5 -10 mg/dL), ocorre por conta unicamente da fragao indireta, desaparecendo no
final da primeira semana de vida.

REAGENTES. Reagente A: Pronto para uso. Conservar entre 2 -25°C. Contém: Acido cloridrico 103 mM
e acido sulfanilico 9,8 mM.

Reagente B; Conservar entre 2- 25°C. Contém: Nitrito de sdio 145 mmol/L.

0s reagentes no abertos sdo estaveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto.
Durante 0 manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminacdo de natureza quimica e microhiana
que podem provocar reducao da estabilidade.

PREPARO DO REAGENTE PARA ANALISADOR AUTOMATICO:

Utilizar o reagente na forma hirreagente, para o Reagente 1 deve- se utilizar o reagente A puro e para
Reagente 2 deve-se adicionar

12 gotas do reagente B em 10 mL do reagente A (estavel por 7 dias se armazenado de 2 - 8°C.)

NOTA: 0 reagente normalmente desenvolve uma leve cor rosada apds o preparo.

Padréo (cod 3002): Material liofilizado contendo concentracdo padrao de hilirrubina direta rastredvel
a0 Material de Referéncia Padro 916a. Verifique a concentragdo no rotulo do frasco. Conservar entre
2 - 80C até a data de vencimento impressa no rtulo.

MODO DE PREPARO DO PADRAO.

1. Golpear o frasco levemente com os dedos para desprender o material liofilizado.

2. Utilizando uma pipeta volumétrica calibrada, adicionar exatamente 1,0 mL de 4gua destilada
no frasco.

3. Recolocar a tampa, misturar cuidadosamente e deixar em repouso de 5 a 10 minutos antes de
utilizar.

Apds reconstituicao, o padrdo deve ser armazenado em ambiente escuro e & estavel por 8 horas de 15 a
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25°C, 2 dias de 22 8°C e 28 dias a -20°C.

PRECAUCOES E CUIDADOS REQUERIDOS.

Este reagente deve ser usado somente para diagndstico “in vitro”Nao pipetar com a hoca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de 4gua e
procurar auxilio médico.Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho hem como o tempo
de reacdo para obtencao de resultados corretos.Ndo usar o reagente se estiver visualmente turvo, se
a ahsorbancia do branco ultrapassar 0.10 (convertido para 1,0 cm de espaco 6tico) quando medido a
550 nm, ou se houver dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

MATERIAL NECESSARIO NAO FORNECIDO.

1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ahsor-
héncia de 550 nm

Pipetas para medicdo de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Soros Controle e Calibradores.

Medidor de tempo.

AMOSTRA. Soro ou plasma (colhido com heparina e EDTA): as amostras devem ser protegidas da luz,
pois a hilirrubina é fotossensivel ¢, desta maneira, podem ser armazenadas por 3 dias entre 2 - 80C.

Todas as amostras e controles sao considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos ma-
nusea-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranca.

PREPARO DO PACIENTE. £ recomendado jejum minimo de 4 horas para adultos; em criangas, colher
antes da alimentacdo. Todavia, podera ser modificado segundo orientacdo médica.

INTERFERENCIAS.

NZo devem ser usadas amostras hemolisadas (hemoglobina > 300 mg/dL) ou lipémicas (triglice-
rideos > 723 mg/dL).Se o teste ndo for feito imediatamente apds a coleta, recomendamos envolver
0 tubo com papel aluminio para que ndo haja incidéncia luminosa.Para interferéncia de drogas e
outras substancias que podem interferir na dosagem de bilirrubina direta, sugerimos consultar
Young et al.

PARAMETROS DO SISTEMA:
Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 550 nm
Tipo de Reacdo Ponto final
Direcao Crescente
Relagéo Amostra/Reativo | 110
Vol. Amostra 100 pL
Vol. Reagente 1,0mL
Tempo de Incubacdo 10 minutos

CALIBRAGAO. Utilizar Quimicalib Ebram Cad.7023/12023 ou 0 padréio que acompanha o kit, para kits
com padrdo. A concentracdo de hilirrubina direta no Quimicalib é rastreével ao método de referéncia
proposto pelo CLSI e no padrdo ao Material de Referéncia Padréo 916a.

PROCEDIMENTO AUTOMATIZADO. Aplicacdo no sistema automatizado; vide manual para utiliza-
¢do do equipamento e instrucBes de uso do reagente.Aplicacdo no sistema semi-automatico: proceder
como demonstrado a seguir no procedimento manual até o item 3 (incubacéo), em seguida utilizar



0 equipamento para leitura, seguindo protocolo analitico especifico baseado no item Pardmetros do
Sistema.

PROCEDIMENTO MANUAL.
1. Preparar o Reagente 1: Utilizar o RA puro. Reagente 2: 3 gotas do RB em 10 mL do RA.
2. Separar 4 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:

Tubos 1.Branco 2. Calibrador 3. Branco 4. Amostra/S.C.
Calibrador 100p 100pL

AmostraS/C - - 100pL 100pL
Reagente 1 1,0mL - 1,0mL

Reagente 2 - 1,0mL - 1,0mL

3. Homogeneizar os tuhos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 10 minutos. 0 nivel de 4gua no
BM deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.

4. Zeraroaparelho com o branco do reagente a 550nm e proceder as leituras registrando as absor-
bancias do calibrador, amostra e soro controle (S.C.).

0bs.; Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e po-

dem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste. Salientamos que vo-

lumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a imprecisdo da medicao em aplicacies manuais.

cALcuLos.
(Abs. = Absorhancia)
(Conc. = Concentracdo)

Bilirrubina Direta da Amostra (mg/dL) =
A Abs. Amost - Abs. Branco Amost

A Abs. Calib - Abs. Branco Calib.

x concentragao Calib

EXEMPLO:

Abs. do branco da amostra=0.005

Abs. amostra=0.320

Abs. do branco calibrador = 0.009

Abs. calibrador = 0.241

Concentracdo do calibrador =1,82 mg/dL

Bilirruhina Direta da Amostra (mg/dL) =

0.320-0.005
x182
0.241-0.009

Bilirrubina Direta da Amostra (mg/dL) =

0315
x1,82
0.232

Bilirrubina Direta da Amostra (mg/dL) = 2,47 mg/dL
Obs.: mmol/L=mg/dLx17.10

LINEARIDADE. Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear até 20 mg/dL.
Amostras com valores superiores a 20 mg/dL ou muito ictéricas, devem ser diluidas com solugéo sa-
lina a ponto de seus resultados ficarem entre 0-20 mg/dL com posterior multiplicacdo pelo fator de
diluico.

CONTROLE DE QUALIDADE. Cada lahoratério deve manter um programa interno de qualidade que
defina objetivos, procedimentos, normas, limites de tolerancia e acdes corretivas. Deve-se manter
também um sistema definido para se monitorar a variacdo analitica do sistema de medicZo. Aconse-
|hamos o uso dos soros controle Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Cod. 7024/12024
e 7031/12031.

VALORES ESPERADOS.

Adultos e criancas acima de um més de idade: 0.0-0.2 mg/dL.

Estes valores sdo dados unicamente como titulo orientativo. £ recomendado que cada laboratrio esta-
beleca seu prdprio intervalo de referéncia.
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ESTUDOS COMPARATIVOS. Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia simi-
lar produziram os seguintes resultados:

Nimero de amostras 50

0,119,0 (mg/dL)
Coeficiente de correlagao | 0,9994

Intervalo dos resultados

Inclinacdo 1,026
0,01 (mg/dL)

Intercepta

PRECISAO. Estudos de precisio foram executadas com dois niveis (normal e patol6gico) sendo que
cada amostra fora processada por 40 vezes

N=40 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 0,20 298
D.P.(mg/dL) 0,00 0,00
CV. (%) 0,00 0,00

EXATIDAO. As amostras foram processadas em duplicata por 10 dias consecutivos, duas vezes por dia.
0s seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 0,20 2,98
D.P.(mg/dL) 0,00 015
CV. (%) 0,00 52

SENSIBILIDADE METODOLOGICA. 0.0 mg/dL

ESPECIFIGIDADE. Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambula-
torio e hospitalizados, pode-se inferir que 0 método tem uma especificidade metodologica adequada.

OBSERVAGUOES.

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sao fatores fundamentais para estabili-
dade dos reagentes e obtengéo de resultados corretos.

2. Adgua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada aplicacdo. Assim, para
preparar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade =1 megaohm ou condutividade
<Tmicrosiemens e concentragdo de silicatos < 0,1 mg/L (dgua tipo II).

3. Para o enxagiie da vidraria a 4gua pode ser do tipo Ill, com resistividade = 0,1 megaohms ou
condutividade < 10 microsiemens. No enxagiie final utilizar dgua tipo |l.

APRESENTAGAO.

Linha Bioguimica Geral: RA:10x10mL + RB;1x5,0mL + P:1x1,0mL
Linha Quimisat 450; R1; 3x20mL+ R2: 1x20mL + RB;1x5,0mL
Linha Bulk: 1x 200mL+1x 5mL
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