QUIMIBIL - D - Bilirrubina Direta

Método Diazo
ANVISA: 10159820249

Finalidade
Reagdo colorimétrica para determinagdo de bilirrubina direta em amostras de soro ou plasma huma-
nos. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

Principio

A maioria dos métodos utilizados atualmente para testar a bilirrubina esté baseada na reagdo entre a
bilirrubina e as solugdes acidas de sulfanilico diazotizadas. Em solugdes aquosas, somente a bilirrubi-
na direta (conjugada) ira reagir desta maneira.

A Bilirrubina Direta EBRAM utilizada o método de acido diazo, onde a bilirrubina conjugada reage com
o 4cido sulfanilico diazotizado para produzir um acido azobilirrubina cuja absorbancia é proporcional
aconcentragdo da bilirrubina direta naamostra e pode ser medido a 550 nm. Para analisadores bicro-
maticos a leitura secundaria deve ser medida a 660 nm. Temos entdo a seguinte reagéo:

Ac. Sulfanilico diazotizado ;
P Ac. Azobilirrubina

Bilirrubina Conjugada

Metodologia

Diazo

Significado Clinico

A bilirrubina é um pigmento resultante do catabolismo da hemoglobina, apds a destruigédo (normal
ou patoldgica) das hemécias. Ao passar pelo interior dos hepatécitos, a bilirrubina conjuga-se ao aci-
do 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,
soltvel em &gua) é eliminada pelo figado e rim; a forma indireta ndo é nem por um nem por outro. Tal
nogdo esclarece vérias ocorréncias fisiopatolégicas de consideravel importancia clinica, como na insu-
ficiéncia de glicuroniltransferase ocorre hiperbilirrubinemia porque a bilirrubina indireta ndo se trans-
forma em direta e nas ictericias causadas por lesdo hepatocelular ou hepatocanalicular, bem como na
obstrugao biliar externa, esté presente a eliminagao urinaria de bilirrubina (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 fisiolégica, cau-
sada principalmente pela imaturidade do sistema enzimético intra-hepatico. Tal ictericia, de intensida-
de muito varidvel (em geral 5 -10 mg/dL), ocorre por conta unicamente da fragdo indireta, desaparecen-
do no final da primeira semana de vida.

Reagentes

Reagente A: Pronto para uso. Conservar entre 2 -25°C. Contém: Acido cloridrico 103 mM e 4cido sul-
fanilico 9,8 mM.

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

Os reagentes ndo abertos s3o estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto.
Durante o manuseio, os reagentes est&o sujeitos a contaminagdo de natureza quimica e microbiana
que podem provocar redugdo da estabilidade.

Preparo do Reagente para Analisador Automatico:

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

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

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

Padrao (c6d 3002): Material liofilizado contendo concentragéo padréo de bilirrubina direta rastreével
ao Material de Referéncia Padréo 916a. Verifique a concentragdo no rétulo 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 4gua destilada
no frasco.

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

Apbs reconstitui¢éo, o padréo deve ser armazenado em ambiente escuro e é estavel por 8 horas de 15
425°C, 2dias de 22 8°C e 28 dias 4 -20°C.

Precaucoes e Cuidados Requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagndstico “in vitro”.N&o pipetar com a boca. Evitar con-
tato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade de dgua e
procurar auxilio médico.Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem como o tem-
po de reagdo para obtengéo de resultados corretos.Ndo usar o reagente se estiver visualmente turvo,
se a absorbancia do branco ultrapassar 010 (convertido para 1,0 cm de espago 6tico) quando medido
a550 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 ab-
sorbancia de 550 nm

Pipetas para medigdo de amostras e reagente.

Agua destilada/deionizada.

Consumiveis do analisador quando usado.

Soros Controle e Calibradores.

Crondémetro.
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Amostra
Soro ou plasma (colhido com heparina e EDTA): as amostras devem ser protegidas da luz, pois a bilir-
rubina é fotossensivel e, desta maneira, podem ser armazenadas por 3 dias entre 2 - 8°C.

Todas as amostras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos
manused-las seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do Paciente
E recomendado jejum minimo de 4 horas para adultos; em criangas, colher antes da alimentag&o. To-
davia, podera ser modificado segundo orientagdo médica.

Interferéncias

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
o 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 Reagdo Ponto final
Diregédo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1:10

Vol. Amostra 100 uL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubagao 10 minutos

Calibragao

Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padrao que acompanha o kit, para kits com padrdo. A
concentragdo de bilirrubina direta no Quimicalib é rastredvel a um calibrador mestre correlacionéavel a
um método de referéncia e no padrdo ao Material de Referéncia Padréo 916a.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagado do equipamento e instrugdes de uso
do reagente.Aplicagdo no sistema semi-automaético: proceder como demonstrado a seguir no proce-
dimento manual até o item 3 (incubagdo), em seguida utilizar o 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 - -
Amostra S/C - - 100uL 100pL
Reagente 1 1,0mL - 1,0mL -
Reagente 2 - 1,0mL - 1,0mL
3. Homogeneizar os tubos e deixar em Banho-Maria (BM) 37°C por 10 minutos. O nivel de 4gua
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 ab-

sorbancias do calibrador, amostra e soro controle (S.C.).
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotémetros 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 10 L aumentam a imprecisdo da medigdo em aplicagdes ma-
nuais.

Calculos
(Abs. = Absorbancia)
(Conc. = Concentragao)

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

A Abs. Calib - Abs. Branco Calib.



Exemplo:

Abs. do branco da amostra = 0.005

Abs. amostra = 0.320

Abs. do branco calibrador = 0.009

Abs. calibrador = 0.241

Concentragéo do calibrador =182 mg/dL

Bilirrubina Direta da Amostra (mg/dL) =

0.320 - 0.005
x 182
0.241-0.009

Bilirrubina Direta da Amostra (mg/dL) =

0315
x182
0.232

Bilirrubina Direta da Amostra (mg/dL) = 2,47 mg/dL
Obs.: mmol/L = mg/dL x 1710

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é 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 multiplicagdo pelo fator de
diluigdo.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimen-
tos, normas, limites de tolerancia e ag&es corretivas. Deve-se manter também um sistema definido
para se monitorar a variagao analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos o uso dos soros controle
Quimicontrol Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados

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

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio intervalo de referéncia.

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

NUmero de amostras 50

Intervalo dos resultados 0,119,0 (mg/dL)

Coeficiente de correlagdo 09994

Inclinagéo 1,026

Intercepta 0,01 (mg/dL)
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amostra
fora processada por 40 vezes

N=40 Nivel 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 0,20 2,98

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. Os seguin-
tes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel1 | Nivel2
Média (mg/dL) 020 298
D.P. (mg/dL) 0,00 015
CV. (%) 0,00 52

Sensibilidade Metodolégica
0.0 mg/dL
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Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitalizados,
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodoldgica adequada.

Observagoes

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado s&o fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengado de resultados corretos.

2. A agua utilizada no laboratdrio deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para

preparar reagentes e usar nas medicdes, deve ter resistividade >1 megaohm ou condutividade
<1microsiemens e concentragdo de silicatos < 0,1 mg/L (agua tipo II).

3. Para o enxague da vidraria a &gua pode ser do tipo lll, com resistividade > 0,1 megaochms ou
condutividade <10 microsiemens. No enxague final utilizar &gua tipo II.

Apresentagao
Linha Bioquimica Geral: RA:10x10mL + RB:1x5,0mL + P:1x1,0mL
Linha Bulk: 1x 200mL +1x 5mL
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QUIMIBIL - D - Direct Bilirubin

Diazo Method
ANVISA: 10159820249

Purpose
Colorimetric reaction for the determination of direct bilirubin in human serum or plasma samples. For
"in vitro" diagnostic use only.

Principle

Most of the methods currently used to test bilirubin are based on the reaction between bilirubin and
diazotized sulfanilic acid solutions. In aqueous solutions, only direct (conjugated) bilirubin will react
in this way.

Direct Bilirubin EBRAM uses the diazo acid method, where conjugated bilirubin reacts with diazotized
sulphanilic acid to produce an azobilirubin acid whose absorbance is proportional to the concentra-
tion of direct bilirubin in the sample and can be measured at 550 nm. For bichromatic analyzers, the
secondary reading should be measured at 660 nm. We then have the following reaction:

Diazotized sulphanilic acid

Conjugated Bilirubin P Ac. Azobilirubin
Methodology

Diazo

Clinical Significance

Bilirubin is a pigment resulting from the catabolism of hemoglobin, after the destruction (normal or pa-
thological) of red blood cells. As it passes through the hepatocytes, bilirubin is conjugated to glucuronic
acid, becoming bilirubin mono- and diglycuronide, which occurs under the action of a specific enzyme,
glucuronyltransferase. Only the conjugated form of bilirubin (the direct, water-soluble fraction) is eli-
minated by the liver and kidney; the indirect form is eliminated by neither. This notion clarifies several
pathophysiological occurrences of considerable clinical importance, such as in glycuronyltransferase
insufficiency, hyperbilirubinemia occurs because indirect bilirubin is not transformed into direct bili-
rubin and in jaundice caused by hepatocellular or hepatocanalicular injury, as well as in external biliary
obstruction, urinary elimination of bilirubin (dark urine) is present, since the retained pigment is of the
direct type.

In newborns, the appearance of jaundice considered to be physiological is very common, caused mainly
by the immaturity of the intrahepatic enzyme system. This jaundice, which varies greatly in intensity
(generally 5-10 mg/dL), is caused solely by the indirect fraction and disappears by the end of the first
week of life.

Reagents

Reagent A: Ready for use. Store at 2 -25°C. Contains: 103 mM hydrochloric acid and 9.8 mM sulpha-
nilic acid.

Reagent B: Store at 2 - 25°C. Contains: Sodium nitrite 145 mmol/L.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label.

During handling, reagents are subject to contamination of a chemical and microbial nature which can
cause a reduction in stability.

Preparation of Reagent for Automatic Analyzer:

Use the reagent in bireagent form, for Reagent 1 pure reagent A should be used and for Reagent 2 add
12 drops of reagent Bin 10 mL of reagent A (stable for 7 days if stored at 2 - 8°C)

NOTE: The reagent usually develops a slight pink color after preparation.

Standard (code 3002): Lyophilized material containing standard concentration of direct bilirubin tra-
ceable to Standard Reference Material 916a. Check concentration on vial label. Store at 2 - 8°C until

the expiration date printed on the label.

How to prepare the standard

1. Tap the vial lightly with your fingers to loosen the lyophilized material.
2. Using a calibrated volumetric pipette, add exactly 1.0 mL of distilled water to the vial.
3. Replace the cap, mix thoroughly and leave to stand for 5 to 10 minutes before use.

After reconstitution, the standard should be stored in a dark environment and is stable for 8 hours at
15 to 25°C, 2 days at 2 to 8°C and 28 days at -20°C.

Precautions and Cautions Required

This reagent should only be used for "in vitro" diagnostics.Do not pipette by mouth. Avoid contact
with skin and clothing. In case of contact with eyes, rinse with plenty of water and seek medical atten-
tion.The temperature of the working environment and the reaction time should be monitored in order
to obtain correct results.Do not use the reagent if it is visually turbid, if the absorbance of the blank
exceeds 010 (converted to 1.0 cm of optical space) when measured at 550 nm, or if there is difficulty
in achieving the values established for the fresh control serum.

Material Required not Supplied
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and capable of mea-
suring absorbance at 550 nm

2. Pipettes for measuring samples and reagent.
3. Distilled/deionized water.

4. Analyzer consumables when used.

5. Control sera and calibrators.

6. Stopwatch.

Sample

Serum or plasma (collected with heparin and EDTA): the samples must be protected from light, as
bilirubin is photosensitive and can therefore be stored for 3 days at 2 - 8°C.

All samples and controls are considered potentially infectious, so we suggest handling them following
the established Biosafety standards.
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Patient preparation
A minimum fast of 4 hours is recommended for adults; in children, take before feeding. However, this
may be modified according to medical advice.

Interferences

Hemolyzed (hemoglobin > 300 mg/dL) or lipemic (triglycerides > 723 mg/dL) samples should not
be used. If the test is not carried out immediately after collection, we recommend wrapping the
tube in aluminum foil so that there is no light.For interference from drugs and other substances that
may interfere with direct bilirubin dosage, we suggest consulting Young et al.

System Parameters:

Temperature 37°C
Wavelength 550 nm
Reaction Type Endpoint
Direction Increasing
Sample/Reagent Ratio 110
Sample Vol. 100 uL
Reagent Vol. 1.0 mL
Incubation Time 10 minutes

Calibration

Use Quimicalib Ebram Cod.7023/12023 or the standard that comes with the kit, for kits with a stan-
dard. The concentration of direct bilirubin in the Quimicalib is traceable to a master calibrator correla-
table to a reference method and in the standard to the Standard Reference Material 916a.

Automated Procedure

Application in the automated system: see manual for use of the equipment and instructions for use of
the reagent.Application in the semi-automated system: proceed as shown below in the manual pro-
cedure up to item 3 (incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical
protocol based on the System Parameters item.

Manual Procedure
1. Prepare Reagent 1: Use pure RA. Reagent 2: 3 drops of RBin 10 mL of RA.

2. Separate 4 test tubes and carry out the procedures below:
Tubes 1. Blank 2. Calibrator 3.Blank 4. Sample/S.C.
Calibrator 100p 100pL - -
Sample S/C - - 100pL 100uL
Reagent1 10mL - 10mL -
Reagent 2 - 1.0mL - 1.0mL
3. Homogenize the tubes and leave in a water bath (WB) at 37°C for 10 minutes. The water level in
the water bath should be higher than the reagent level in the test tubes.
4. Zero the device with the reagent blank at 550nm and take the readings, recording the absor-

bance of the calibrator, sample and control serum (SC).
Note: This procedure is suggested for spectrophotometers which require a minimum volume of 1.0
mL and can be adjusted proportionally without affecting the performance of the test. Please note
that sample volumes smaller than 10 pL increase measurement inaccuracy in manual applications.

Calculations
(Abs. = Absorbance)
(Conc. = Concentration)

Direct Bilirubin Sample (mg/dL) =
A Abs. Amost - Abs. White Sample

x Calib concentration
A Abs. Calib - Abs. White Calib.

Example:

Abs. of sample blank = 0.005

Abs. sample = 0.320

Abs. of calibrator blank = 0.009

Abs. calibrator = 0.241

Calibrator concentration = 1.82 mg/dL

Direct Bilirubin Sample (mg/dL) =
0.320 - 0.005

x182
0.241-0.009



Direct Bilirubin Sample (mg/dL) =

0.315
x182
0.232

Direct Sample Bilirubin (mg/dL) = 2.47 mg/dL
Note: mmol/L = mg/dL x 1710

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 20 mg/dL.

Samples with values higher than 20 mg/dL or very icteric samples should be diluted with saline solu-
tion to the point where the results are between 0-20 mg/dL and then multiplied by the dilution factor.

Quality Control

Each laboratory should maintain an internal quality program that defines objectives, procedures,
standards, tolerance limits and corrective actions. A defined system for monitoring the analytical
variation of the measurement system should also be maintained. We recommend the use of the
Quimicontrol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram control serums Codes 7024/12024 and
7031/12031.

Expected Values

Adults and children over one month of age: 0.0-0.2 mg/dL.

These values are given for guidance purposes only. It is recommended that each laboratory establi-
shes its own reference range.

Comparative Studies
Studies carried out between this procedure and a similar methodology produced the following re-
sults:

Presentation
General Biochemistry Line: RA:10x10mL + RB:1x5.0mL + P:1x1.0mL
Bulk Line: 1x200mL +1x 5mL
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Universal symbols used on packaging
in vitro diagnostics

See instructions Manufactured
I.!ﬂJ for use |E|:| Reagent ‘ by
Contents are .
; : ; - Expiry date (last
sufficient for LOT Batch number
2n> tests ! day of the month)
i Product for
Temperature limit - ! . Catalogue
_f (keep at) IVD gﬁ%ﬁgs“cs number

Number of samples 50

Range of results 0,119.0 (mg/dL)

Correlation coefficient 0.9994

Slope 1026

Intercept 0.01(mg/dL)
Precision

Precision studies were carried out with two levels (normal and pathological) and each sample was
processed 40 times

N=40 Level1 Level 2

Mean (mg/dL) 0.20 298

D.P. (mg/dL) 0.00 0.00

CV. (%) 0.00 0.00
Accuracy

The samples were processed in duplicate for 10 consecutive days, twice a day. The following statis-
tical data was found:

N=40 Level1 Level 2
Average (mg/ 0.20 298
dL)

D.P. (mg/dL) 0.00 015
CV. (%) 0.00 52

Methodological sensitivity
0.0 mg/dL

Specificity
As the samples were randomly selected from outpatients and hospitalized patients, it can be inferred
that the method has adequate methodological specificity.

Observations

1. Proper cleaning and drying of the material used are fundamental factors for the stability of the
reagents and obtaining correct results.

2. The water used in the laboratory must be of the appropriate quality for each application. Thus,

to prepare reagents and use in measurements, it must have resistivity >1 megaohm or conduc-
tivity <1microsiemens and silicate concentration < 01 mg/L (type Il water).

3. For rinsing the glassware, the water can be type Ill, with resistivity > 0.1 megaohms or conduc-
tivity <10 microsiemens. Use type |l water for the final rinse.
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