QUIMIBIL - T - Bilirrubina Total
Método Diazo

Finalidade:

Reagao colorimétrica para determinagéo de bilirrubina total em
amostras de soro ou plasma humanos. Uso somente para
diagnéstico "in vitro".
Principio:
O método mais comum para a determinacéo clinica da bilirrubina &
a jungéo do soro com o &cido sulfanilico diazotizado (acido p-
diazobenzenesulfénico) para produzir uma cor. A reagao foi
inicialmente descrita por Ehrlich em 1884 e foi usada por Van den
Bergh e Snaper posteriormente para demonstrar a presenca da
bilirrubina no soro normal. A forma direta reage com diazo sem a
presenca de alcool (acelerador). A bilirrubina que foi conjugada
com &cido glucorénico pelo figado € entédo soluvel em agua. A
forma ndo conjugada esta firmemente ligada a albumina, este
complexo bilirrubina-albumina n&o € soltvel em agua e portanto
exige um acelerador , ou um agente solvente, para separar a
bilirrubina da albumina e reagir com o acido sulfanilico diazotizado.
O método da bilirrubina total é baseado em uma modificagédo do
método de Pearimem e Lee, no qual o surfactante é usado como
um solubilizante. O nitrito de sddio é adicionado ao acido sulfanilico
para formar o acido sulfanilico diazotizado. A bilirrubina na amostra
reage com o acido sulfanilico diazotizado para produzir a
azobilirrubina que € lida a 550 nm. A absorbancia medida é
diretamente proporcional & concentragéo da bilirrubina total na
amostra.

Ac. Sulfanilico diazotizado

Bilirrubina Total > Ac. Azobilirrubina

Metodologia:

Diazo

Significado Clinico:

A bilirrubina € um pigmento resultante do catabolismo da
hemoglobina, apos a destruicdo (normal ou patologica) das
hemacias. Ao passar pelo interior dos hepatdcitos, a bilirrubina
conjuga-se ao acido glicurénico, transformando-se em mono e
diglicuronidio de bilirrubina, o que ocorre sob a agdo de uma
enzima especifica, a glicuroniltransferase. Somente a forma
conjugada de bilirrubina (fragéo direta, solivel em agua) é
eliminada pelo figado e rim; a forma indireta nZo o € nem por um
nem por outro. Tal nogéo esclarece varias ocorréncias
fisiopatoldgicas de consideravel importancia clinica. No recém-
nascido € muito comum o aparecimento de uma ictericia
considerada como fisiolégica, causada 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 sulfanilico 4.9 mmol/L,HCL 104 mmol/L.

Reagente B: Conservar entre 2 - 25°C. Contém nitrito de sodio 145
mmol/L.

Os reagentes ndo abertos sdo estaveis até a data de vencimento
impressa no rétulo do produto. Durante o manuseio, os reagentes
estédo sujeitos a contaminacé@o de natureza quimica e microbiana
que podem provocar redugdo da estabilidade.

PREPARO DO REAGENTE PARA ANALISADOR AUTOMATICO:
Utilizar o reagente na forma Bireagente, para o Reagente 1 deve-
se utilizar o reagente A puro e para Reagente 2 deve-se adicionar
6 gotas do reagente B em 10 mL do reagente A (estavel por 10
dias se armazenado de 2 - 8°C.)

NOTA: O reagente normalmente desenvolve uma leve cor
amarelo/alaranjada apds o preparo.

Padréo (cod 3003): Bilirrubina liofilizada em matriz proteica. O valor
de concentragéo € rastreavel ao Material de Referéncia Padrao
916a. Verifique a concentragéo no rotulo do frasco. Conservar
entre 2 - 8°C até a data de vencimento impressa no rétulo.

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 agua destilada no frasco.

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

Apos reconstituigdo, o padrao deve ser armazenado em ambiente
escuro e € estavel por 8 horas de 16 a 25°C, 2 diasde 2 a 8°C e 28
dias & -20°C.

Precaugdes e Cuidados Requeridos:

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico "in
vitro".Nao pipetar com a boca. Evitar contato com a pele e roupa.

No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de
agua e procurar auxilio médico.Deve-se monitorar a temperatura

do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagdo para
obtencéo de resultados corretos. Evitar exposicéo direta ao sol.Nao
usar o reagente se estiver visualmente turvo, se a absorbancia do
branco ultrapassar 0.100 (convertido para 1,0 cm de espago ¢tico)
quando medido a 550 nm, ou se houver dificuldade em conseguir
os valores estabelecidos para o soro controle fresco.

Material Necessario ndo Fornecido:

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

2. Pipetas para medigdo de amostras e reagente.

3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Soros Controle e Calibradores.

6. Medidor de tempo.

Amostra:

Soro e plasma (colhido com heparina ou EDTA). As amostras
devem ser protegidas da luz, pois a bilirrubina é foto sensivel e
desta maneira podem ser armazenadas por 12 horas entre 2 - 8°C.
Para periodos mais longos, recomendamos o congelamento das
amostras. A bilirrubina no soro € estavel por 3 meses se
armazenada congelada (-20°C) e protegida da luz.

Preparo do Paciente:

E recomendado jejum minimo de 4 horas para adultos; em
criangas, colher antes da alimentagdo. Todavia, podera ser
modificado segundo orientagdo médica.

Interferéncias:

N&o devem ser usadas amostras hemolisadas (hemoglobina > 100
mg/dL) ou lipémicas (triglicerides > 82,5 mg/dL).Se o teste ndo for
feito imediatamente apds a coleta, recomendamos envolver o tubo
com papel aluminio para que n&o haja incidéncia luminosa. A
Incidéncia de luz direta na amostra pode causar diminui¢éo de até
50% de bilurrubina dentro de 1 hora. Para interferéncia de drogas e
outras substancias que podem interferir na dosagem de bilirrubina
total, veja Young, DS.

Parametros do Sistema:

Temperatura: 37°C
Comprimento de Onda: 550 nm
Tipo de Reacé&o: Ponto final
Diregéo: Crescente

Relagdo Amostra/reativo: 1:20
Vol. Amostra: 50 uL

Volume Reagente: 1.0 mL
Tempo de Incubagdo: 5 minutos

Calibragao:
Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padréo que
acompanha o kit do céd 3003. A concentragéo de bilirrubina total

Quimicalib é rastreavel ao método de referéncia proposto pelo CLSI
e no padrédo ao Material de Referéncia Padrao 916a.

Procedimento Automatizado:

Aplicagao no sistema automatizado: vide manual para utilizagéo do
equipamento e instrugdes de uso do reagente. Aplicagéo no
sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no
procedimento manual até o item 3 (incubagdo), em seguida utilizar
0 equipamento para leitura, seguindo protocolo analitico especifico
baseado no item Parametros do Sistema.

Procedimento Manual:

1.Preparar o Reagente 1:Utilizar o RA puro.

Reagente 2: 03 gotas do RB em 10 mL do RA.

2. Separar 4 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme
abaixo:

Branco Calibrador Branco Amostra/S.C.
Calibrador 50 ul 50 ul - -
Amostra/S.C. - - 50 ul 50 ul
Reagente 1 1.0 mL - 1.0mL -
Reagente 2 - 1.0mL - 1.0 mL

3. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por
5 minutos.O nivel de agua no BM deve ser superior ao nivel de
reagente nos tubos de ensaio.
4. Zerar o aparelho com o branco do reagente a 550nm e proceder
as leituras registrando as absorbancias dos brancos e do
calibrador, amostra/soro controle (S.C.).Obs.: Procedimento
sugerido para espectrofotdometros que requerem volume minimo de
1,0 mL e podem ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no
desempenho do teste. Salientamos que volumes de amostra
menores do que 10puL aumentam a imprecisdo da medigdo em
aplicagbes manuais.
Caélculos:
(Abs.=Absorbancia)
Concentracéo)
Bilirrubina Total  (Abs. Amost - Abs. Branco Amost) Conc.do
Amostra (mg/dL) = x Calibrador
(Abs. Calib. - Abs. Branco Calib.)

(Conc. =

Exemplo:

Abs. do branco da amostra = 0.003
Abs. amostra = 0.253

Abs. do branco calibrador = 0.008

Abs. calibrador = 0.558

Concentragéo do calibrador = 2.0 mg/dL

Bilirrubina 0.253 - 0.003
Total Amostra = ----------memememeoeeeeee x 2.0
0.558 - 0.008
Bilirrubina 0.250

Total Amostra = -----—---- x 2.0
0.550

Bilirrubina Total Amostra = 0.9 mg/d|

Obs.: mmol/L = mg/dL x 17.10

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 solugdo salina a ponto de
seus resultados ficarem entre 0 - 20 mg/dL com posterior
multiplicagéo pelo fator de diluigéo.

Controle de Qualidade:

Cada laboratério 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 variagéo analitica do sistema de medigéo.
Aconselhamos o uso dos soros controle Quimicontrol Normal e
Quimicontrol Anormal Ebram Caod. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados:

Adultos e criangas acima de um més de idade: 0,2 - 1,0 mg/dL
RN Prematuros: Até 24 horas: 1 - 8 mg/dL
Até 48 horas: 6 - 12 mg/dL
3 - 5 dias: 10 - 14 mg/dL
Até 24 horas: 2 - 6 mg/dL
Até 48 horas: 6 - 12 mg/dL
3 - 5 dias: 4 - 8 mg/dL
Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E
recomendado que cada laboratério estabeleca seu proprio intervalo
de referéncia.

Estudos Comparativos:

Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia
similar produziram os seguintes resultados:

Numero de Amostras: 30

Intervalo dos resultados 0,31 - 2,35 (mg/dL)

RN a termo:

Coeficiente de Correlagao: 0,990
Inclinagdo: 0.973
Intercepta: 0.075 (mg/dL)
Precisdo:

Estudos de preciséo foram executados com dois niveis (normal e
patolégico) sendo que cada amostra fora processada por 10 vezes
e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 2,09 8,12
D.P. (mg/dL) 0,12 0,21
C.V. (%) 57 2,3
Exatidao:

As amostras foram processadas por 10 dias consecutivos, uma vez
por dia e em duplicata. Os seguintes dados estatisticos foram
encontrados:

N=10 Nivel 1 Nivel 2
Média (mg/dL) 2,14 7,26
D.P. (mg/dL) 0,12 0,26
C.V. (%) 5,6 36
Sensibilidade Metodolégica:

0.0 mg/dL

Especificidade:

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em
pacientes de ambulatério e hospitalizados, pode-se inferir que o
método tem uma especificidade metodolégica adequada.

Observagoes:

1. Alimpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo
fatores fundamentais para estabilidade dos reagentes e obtengao
de resultados corretos.

2. A agua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a
cada aplicagéo. Assim, para preparar reagentes e usar nas
medigoes, deve ter resistividade 21 mega ohm ou condutividade <
1 microsiemens e concentragdo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo
II). Para o enxague da vidraria a agua pode ser do tipo I, com
resistividade 2 0,1 megaohms ou condutividade < 10 microsiemens.
No enxagtie final utilizar agua tipo II.

Apresentacio:

Linha Bioquimica Geral: RA:10x10mL + RB:1x5,0mL + P:1x1,0mL
Linha Quimisat 450: R1: 3x20mL + R2: 2x20mL + RB:1x5,0mL
Linha Bulk: 1 x 200mL + 1 x 5mL

Para mais informagdes sobre sistemas automaticos, entrar em
contato com o SAC EBRAM - tel. (011) 2291-2811,
sac@ebram.com ou www.ebram.com
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APLICAGCAO PARA COBAS MIRA APLICAGAO PARA SELECTRA APLICACAO PARA BTR 810
|GENERAL Name: Bilimubinatotal | Nome: Bilimub Tota
Mode: ABSORR Abbr Name: BIL-T Ponto Final:
Made: R-S-SR1 Mode: Twoooint Unidade: - ma/dl
Calil Mode: Modo Leltura;
. (W 546 nm Filtro: 550
Blank: Reaa/Dil Units: ma/dl Temno Estab: 3
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| W 550 nm . Temoo de
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e oo 200 Samcla Dl Name Intorval: . APLICAGAO PARA QUICK LAB
Samole: Cvele: 1 Cut off: NO Modo: Ponto Final
Volume: 12ul Dil: 20ul /Prozone Check: =~ |NO Leitura;
Cvele: 1 'Ref Male Low: 0.2 Filtro: 550
Volume: 150u |Ref Male Hiah: 1.0 3rc
Volume Asp: 400
Start 1: Cvcle: 3 RefFemalelow: 02 = e madl
Volume: 90ul Dil: Ref Female High: 1.0 Limite Lin: 20
|Start 2: Cvcle: Ref Ped Low: *
Volume: Dil: Ref Ped Hiah: - Calculo: Padréio
Control 1: . Padrio: =
Samole Limit: No Control 2: hd
" Delav Inicial:
Point: Control 3 * Quant Inferv:
Di Correlat Factor: 11.000 Temoo Interv:
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[of Factor: 1.00000
. aclor ———DUAL MODE APLICAGAO PARA BIO 2000
Offset _ g gnnm Name: BIL-T :
Test Ra"“H:;‘::' 200 |Sample Blank: NO ey o
Norm Ranae Low: NO {R1 Bottle: n Zzgﬂmull Blank: Nao
. . Nommal Volume: | Blk Amos Pad: Sim./ Sim
Hiah NO Rerun Volume: |228ul Temo: s7°c
Number of Steps 1 SAMPLE Vol Asoir 400
|Calculation Sten A: n Ret: 003
i First: 2 - Nomal Volume: Ml @ [0 |
Last: 12 Rerun Volume: Tul | Padrdio: Sim |
Limit: NO |R2 Bottle: 5ml Pad: UNICA
Point: | NommalVolume: ~ [130ul Pad: -
Calib. Interval: . RerunVolume: 130wl :::' 'znﬂlﬂl
|CALIBRATION on Prediluti NO [intCin: |
Blank: 'Slope Blank: n® Int: |
Ranae: |Delay_Min Time: [aaMIN: |
|Reanent Rance Low: -0.1000  |Blank Ranoe  Low: -0.1000 Linearitv Limit: %Lim Lin:
| Hioh:0.2000 Hiah: 0.1000 PointOne.Two:  |-3.236 sec [ir |
Factor: ion Time: Lim Lin - Min/Max: 0000 / 0020
" \AbsReat-MinMax:  |0000/1000 |
Ci Pos: * Low -0.100 Abs Pad - Min/Max: 0.000 / 1.000
STD1: (= :m High 3.000 ViV - Min/Max: 0.2/1.000
i . P ¥
ST ey T T —T | APLICACAO PARA RA-XT ‘
\RABSHLmit. |
. i Name: T-T
stor.__ sT8 Substr D 2,000 (i R \
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i i . MONOMODE Factor:
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(*  Colocar o valor do soro . Bic Limit 2:
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[} Colocar a concentragéo do calibrador Rerun Volume: Delav Time: 5:00
R1= RA puro e R2= 10mL do RA + 06 gotas RB | SAMPLE IBh": LW!' NO BLANK
= Volume: Incubate:
APLICACAO PARA EXPRESS 550 Normal Volume % Recent Volume: 50 (2500
Rerun Volume 2nd Reagent: YES
{Test Name: Total Bilimubina  TestTHBii | Delav Min Time: 2nd Reaaent Volume: 30 (150ub
Test Bar Code: Linearitv Limit: A2 Delay: 4:00
Test Tvoe: Curve Tvoe: Blanked Linear Prediluti Units: maldi
Units: ma/dl N° of Decimal Places:2 Time Unit Factor: 1.0000
|Primary W 540 v Wi NONE Point One. Two: E;I-:-I Point: 2
Rﬁad ]ij Iﬂtﬂﬂﬂ . 20 sﬂmnlﬁ E ank: xss OW;
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Test Name: Total Bilirubina Test T Bil Cal Hih Limit: Py 0.000
Test Bar Code: Factor: C2*10E-6:
|Samole Volume: 20ul Sample Diluent: ™ Dados colocados pelo usudrio. | D1*10E-6:
Rerun Dilution Ratio: 5 Ratio: 1 (&) Colocar o valor correspondente do calibrador Deita &
Dilution: (**  Dados calculados pelo analisador. Linear Pactor
Reagent Bar Code Diluent Lag Time 2o 10 : 08 Firat Limit: 00
= = +
Volume Volume i R1=RA puro e R2= 10mL do RA + 06 gotas RB 9  Colocaro valor comespondente do calibrador
1 250 YB1A 30sec | {*)  Ri1=RA puroe R2= 10mL do RA + 06 gotas RB
2 150 YB2A 290sec |
3 APLICACAO PARA AIRONE
4
Ci z ‘ Measure Unit: mg/dL Decimals: 2 Reaction Type: Endpoint
R1= RA puro e R2= 10mL do RA + 06 gotas RB Volume (u): Serum: 12 Plasma: 12 Urine:
t1: 160 t2: 160
Ebram Prods.Laboratoriais Ltda®. Abs Range (m Abs): Reagen Min: -1000 '::a ‘s';oo
Rua Julio de Castilhos, n° 500 - Belenzinho Linearity Limit: 20.00 Reagent Blanking: NO
S&o Paulo - SP - Cep: 03059-001 ‘F:I";"""'"'“"W :‘08 :"l:;"‘:'i YES
. ri: r 2: None
TeI..'(1 1_) 2291?2§11 Time (sec): Mix 1: 2.00 Incubation 1: 60 Lag Phase: 2
IndUstria Brasileira Mix 2: 0.00 Incubation 2: 300 Measure: 1
CNPJ.: 50.657.402/0001-31 Measurement Type: Standard Factor: 0.00
www.ebram.com Normal Range
sac@ebram.com Homens Mulheres
Age (yrs) Min. Max. Min. Max.
SAC.: (11) 2291-2811 Below 10: 0.00 0.00
Resp.Téc.: Nadjara Novaes Longen From 10 to 60: 0.20 1.00 0.20 1.00
CRF-SP - 37.451 Over. 0.00 0.00
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