QUIMIGLIC - OX

Glicose Oxidase
ANVISA: 10159820254

Finalidade
Reagdo enziméatica para determinagdo de glicose em amostras de soro, plasma, liquor e urina huma-
nos. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

Principio

Os métodos enziméticos proporcionam uma especificidade méxima para as determinagées da glico-
se. A glicose pode ser determinada por sua reagédo com a glicose oxidase, na qual sdo gerados o 4cido
glicurénico e o peréxido de hidrogénio (H,0,). O peréxido de hidrogénio entéo reage com um aceptor
de oxigénio, como o fenol ou outros aceptores de oxigénio cromogénicos, numa reagdo catalisada
pela peroxidase para formar uma cor:

Glicose Oxidase

D-Glicose +H,0+ O, H,0, + D-Gluconato

. - Peroxidase X L
H,0, + 4 - Aminoantipirina + Fenol ——————— Quinoneimina + H,0

Metodologia

Oxidase

Significado clinico

Valores elevados de glicose ocorrem nos vérios tipos de diabetes primarias, nos estados de intole-
rancia a glicose e nos diabetes secundérios, a vérias doengas como hiperpituitarismo, sindrome de
Cushing, feocromocitoma, doenga de Von Gierke (hiperglicemia pés-prandial), traumatismos cra-
nianos, tumores cerebrais, acidentes vasculocerebrais, hiperglicemia fisiolégica (excitagéo psiquica,
esforgo muscular), hiperglicemia de urgéncia (choque, asfixia, intervengdes cirdrgicas).

A hipoglicemia é vista em pan-hipopituitarismo, insuficiéncia cértico-supra-renal aguda, doenga de
Addison, doenga de Von Gierke (hipoglicemia em jejum), galactosemia, frutosemia, sensibilidade a
leucina, adenoma das ilhotas de Langerhans, hepatopatias graves, desnutri¢do, hipoglicemia funcio-
nal (reativa, espontanea, neurogénica).

Reagentes

Reagente Unico pronto para uso. Conservar entre 2 - 8 °C. Contém: Glicose oxidase >15.000 U/L, Pe-
roxidase > 1.000 U/L, 4-aminoantipirina 0,3 mM, fenol 0,5 mM, tampao fosfato pH 7,3, azida de sédio
0,02%.

Padréo (cod. 3034): Conservar entre 2 - 8 °C. Solugéo aquosa contendo concentragao padrao de gli-
cose. Verifique a concentragdo do padrdo no rétulo do frasco.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e em on
board (em um compartimento refrigerado do analisador ) possuem estabilidade de aproximadamente
30 dias, sendo que os mesmos devem ser armazenados protegidos da luz. Durante o manuseio, os rea-
gentes estdo sujeitos a contaminagdo de natureza quimica e microbiana que podem provocar redugao
da estabilidade.

Precaucgoes e cuidados requeridos

Este reagente deve ser usado somente para uso de diagnéstico “in vitro”. Ndo pipetar com a boca.
Evitar contato com a pele e roupa. No caso de contato com os olhos, lavar com grande quantidade
de &gua e procurar auxilio médico. Deve-se monitorar a temperatura do ambiente de trabalho bem
como o tempo de reagdo para obtengéo de resultados corretos. O desenvolvimento de discreta colo-
ragdo “rosada” no reagente de Glicose oxidase podera ser observado e demonstra uma simples aco-
modacgéo dptica do sistema cromogénico do reagente e ndo interfere em nenhuma hipdtese na per-
formance cinética ou na alteragdo de sensibilidade e linearidade da reag&o. N&o usar se a absorbancia
do branco ultrapassar 0150 (convertido para 1,0 cm de espago ético) quando medido a 505 nm, se o
reagente apresentar-se turvo 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 em 505 nm (490 - 510nm).

2. Pipetas para medigédo de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Calibradores e soros controle.

6. Crondémetro.

Amostra

Soro ou plasma (fluoreto): A glicose é estéavel no soro por 3 dias de 2 a 8°C ou 2 meses a -20°C. Cen-
trifugar até no maximo uma hora apds a coleta para evitar glicélise.

Liquor: Utilizar o sobrenadante da amostra centrifugada e realizar a dosagem imediatamente apds a
coleta. Se o atraso na dosagem for inevitavel a amostra deve ser centrifugada (3000rpm) e o sobre-
nadante deve ser separado e armazenado de 2 a 8°C por no maximo 24 horas.

Urina: A amostra deve ser colhida no periodo de 24 horas, mantendo-a armazenada em frasco fecha-
do de 2a8°C. A glicose é estavel no urina por no maximo 6 horas.

Utilizar o sobrenadante da amostra centrifugada para realizar a dosagem. Quando necessério, a urina
devera ser diluida para se obter resultado dentro do intervalo operacional do método.

Todas as amostras s&o consideradas potencialmente infectantes, portanto sugerimos manuseéa-las
seguindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do paciente
E recomendado um jejum de 12 horas. Todavia, podera ser modificado segundo orientagio médica.

Interferéncias

A Hemoglobina até 0,2g/dL, bilirrubina até 40 mg/dL, &cido ascérbico até 5 mg/dL e lipemia até
400 mg/dL, medido como triglicérides, ndo interferem significativamente (+/- 10%) nos resultados.
Os anticoagulantes como citrato, EDTA, Heparina e oxalato interferem na reagdo, podendo produzir
resultados falsamente diminuidos. Um niimero de drogas e substancias afetam a concentragéo da
glicose, sugerimos consultar Young et al.

Parametros do sistema:

Temperatura 37°C

Comprimento de Onda 505 nm (490 - 510nm)

Tipo de Reagdo Ponto final

Diregédo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 1100

Vol. Amostra 10 pL

Vol. Reagente 10 mL

Tempo de Incubagao 10 minutos

Calibragao
Utilizar Quimicalib Ebram 7023/12023 ou o padrdo que acompanha o kit do céd 3034. A concentra-
¢do de glicose no Quimicalib é rastredvel ao NIST917c/NIST965b e no padrédo ao SRM 917b.

Procedimento automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagédo do equipamento e instrugdes de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento
manual até o item 2 (incubag&o), em seguida utilizar o equipamento para leitura, seguindo protocolo
analitico especifico baseado no item Parametros do Sistema.

Procedimento manual
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Padrdo Amostra/S.C.
Agua destilada 10uL - -
Padrédo - 10pL -
Amostra / SC. - - 10uL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL
2. Homogeneizar os tubos e deixar em Banh-Maria (BM) 37°C por 10 minutos. O nivel de d&gua no BM
deve ser superior ao nivel de reagente nos tubos de ensaio.
3 Zerar o aparelho com o branco do reagente a 505 nm (490 - 510nm) , proceder as leituras regis-

trando as absorbancias do padrdo, amostra e soro controle (SC.).
* Soros fortemente lipémicos exigem um branco de amostra. Adicione 0.01mL(10 pL) de amostra a10mL
de solugdo salina, homogeneizar e ler a absorbancia contra &gua.
Subtraia este valor da absorbancia do paciente para obter a leitura corrigida.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros 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 uL aumentam a imprecisdo da medig¢do em aplicagdes manuais.

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

Glicose da Amostra (mg/dL) =

A Abs /min (amostra)

x concentragdo Calib (U/L)
A Abs /min (Calib)

Calculo para Urina de 24 horas:
Glicose na urina (mg/24 horas) = mg/dL x volume urinario (em mL) / 100

Exemplo:

Abs. Amostra =0.30

Abs. Padrdo = 040

Conc. Padrégo: 100 mg/dL.

Glicose Amostra =
0.30
X100
040

Glicose Amostra = 75 mg/dL



Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste € linear até 500 mg/dL. Amostras com
valores superiores a 500 mg/dL devem ser diluidas com solug&o salina a ponto de ficarem entre 1e
500 mg/dL e os resultados devem ser multiplicados pelo fator de diluig&o.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimentos,
normas, limites de toleréncia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido para se
monitorar a variagdo analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos o uso dos soros controle Quimi-
control Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados
Os seguintes valores sdo baseados nas medi¢des desempenhadas a 37°C.

Soro ou plasma:

70 - 99 mg/dL: Glicemia de jejum normal
100 - 125 mg/dL: Glicemia de jejum alterada
>126 mg/dL: Provavel Diabetes Mellitus

Liquor: 40 - 75 mg/dL
Urina: <20 mg/dL ou <250 mg/24 horas

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio range de referéncia. Convers&o para Unidade do Sistema Internacional (SI):
mmol/L

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resul-
tados estatisticos:

Nimero de amostras 40

Intervalo dos resultados 50 -430 (U/L)

Coeficiente de correlagédo 0999

Inclinagao 098
Intercepta 4.6 (mg/dL)
Precisao

Estudos de precisdo 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=20 Nivel1 | Nivel2

Média (U/L) 88 326

CV. (%) 12 09
Exatidao

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

N=25 Nivel1 Nivel 2
Média (U/L) 88 326
CV. (%) 27 19

Sensibilidade Metodolégica
1mg/dL

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 sdo fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A &gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para

preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutivida-
de <1 microsiemens e concentragdo de silicatos < 01 mg/L (agua tipo II). Para o enxague da
vidraria a 4gua pode ser do tipo lll, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade <10
microsiemens. No enxague final utilizar &gua tipo Il.

Apresentacao
Linha Bioquimica Geral: 1x 200mL +1x1,0mL
Linha Bulk: 1x 500mL

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel.: +551122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37.451

SAC Ebram

Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (9112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br
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QUIMIGLIC - OX

Glucose Oxidase
ANVISA: 10159820254

Purpose
Enzymatic reaction for the determination of glucose in human serum, plasma, cerebrospinal fluid,
and urine samples. For in vitro diagnostic use only.

Principle

Enzymatic methods provide maximum specificity for glucose determinations. Glucose can be de-
termined by its reaction with glucose oxidase, which generates gluconic acid and hydrogen peroxide
(H,0,). The hydrogen peroxide then reacts with an oxygen acceptor, such as phenol or other chromo-
genic oxygen acceptors, in a reaction catalyzed by peroxidase to form a color.

Glucose Oxidase

D-Glucose +H,0 + O, H,0, + D-Gluconate

Peroxidase

H,0, + 4 - Aminoantipyrine + Phenol ————————® Quinoneimine + H,0

Metodology

Oxidase

Clinical Significance

Elevated glucose levels occur in various types of primary diabetes, states of glucose intolerance, and
secondary diabetes due to several conditions such as hyperpituitarism, Cushing’s syndrome, pheo-
chromocytoma, Von Gierke’s disease (postprandial hyperglycemia), head trauma, brain tumors, ce-
rebrovascular accidents, physiological hyperglycemia (psychic excitement, muscular exertion), and
emergency hyperglycemia (shock, asphyxia, surgical interventions).

Hypoglycemia is observed in panhypopituitarism, acute adrenal cortical insufficiency, Addison’s di-
sease, Von Gierke’s disease (fasting hypoglycemia), galactosemia, fructosemia, leucine sensitivity,
Langerhansisletadenoma, severe liver diseases, malnutrition, and functional hypoglycemia (reactive,
spontaneous, neurogenic).

Reagents
Ready-to-use single reagent. Store between 2 - 8 °C. Contains: Glucose oxidase > 15,000 U/L, Pe-
roxidase > 1,000 U/L, 4-aminoantipyrine 0.3 mM, phenol 0.5 mM, phosphate buffer pH 7.3, sodium
azide 0.02%.

Standard (code 3034): Store between 2 - 8 °C. Aqueous solution containing a standard concentration
of glucose. Check the standard concentration on the bottle label.

Unopened reagents are stable until the expiration date printed on the product label. When stored on
board (in a refrigerated compartment of the analyzer), they remain stable for approximately 30 days,
provided they are stored protected from light. During handling, the reagents are subject to chemical
and microbial contamination, which may reduce their stability.

Precautions and Required Care

This reagent is for *in vitro* diagnostic use only. Do not pipette by mouth. Avoid contact with skin
and clothing. In case of contact with eyes, rinse thoroughly with water and seek medical assistance.
The temperature of the working environment and the reaction time should be monitored to ensure
accurate results. A slight “pinkish” coloration in the Glucose oxidase reagent may be observed, whi-
ch indicates a normal optical adjustment of the reagent’s chromogenic system and does not affect
the kinetic performance, sensitivity, or linearity of the reaction. Do not use if the blank absorbance
exceeds 0150 (converted to a 1.0 cm optical path) when measured at 505 nm, if the reagent appears
cloudy, or if it is difficult to achieve the established values for fresh control serum.

Required Materials Not Provided
1. Water bath or analyzer capable of maintaining a temperature of 37°C and measuring absor-
bance at 505 nm (490 - 510 nm)

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

4. Analyzer consumables when used

5. Calibrators and control sera

6. Timer

Sample

Serum or plasma (fluoride): Glucose is stable in serum for 3 days at 2 to 8°C or 2 months at -20°C.
Centrifuge within a maximum of one hour after collection to prevent glycolysis.

Cerebrospinal fluid (CSF): Use the supernatant of the centrifuged sample and perform the assay im-
mediately after collection. If a delay in testing is unavoidable, the sample should be centrifuged (3000
rpm), and the supernatant should be separated and stored at 2 to 8°C for a maximum of 24 hours.
Urine: The sample should be collected over a 24-hour period, stored in a closed container at 2 to 8°C.
Glucose is stable in urine for a maximum of 6 hours. Use the supernatant of the centrifuged sample for
the assay. If necessary, dilute the urine to obtain results within the operational range of the method.
All samples are considered potentially infectious; therefore, we recommend handling them following
established Biosafety guidelines.

Patient Preparation
A 12-hour fast is recommended. However, this may be modified according to medical advice.

Interferences
Hemoglobin up to 0.2 g/dL, bilirubin up to 40 mg/dL, ascorbic acid up to 5 mg/dL, and lipemia up to
400 mg/dL (measured as triglycerides) do not significantly interfere (+/- 10%) with the results.

Anticoagulants such as citrate, EDTA, heparin, and oxalate may interfere with the reaction, potentially
producing falsely decreased results. A number of drugs and substances affect glucose concentra-
tions; we recommend consulting Young et al. for further information.

System Parameters:

Temperature 37°C

Wavelength 505 nm (490 - 510nm)
Reaction Type Endpoint

Direction Increasing
Sample/Reagent Ratio 1100

Sample Volume 10 pL

Reagent Volume 1,0 mL

Incubation Time 10 minutes

Calibration

Use Quimicalib Ebram 7023/12023 or the standard provided with the kit (code 3034). The glucose
concentration in Quimicalib is traceable to NIST 917¢/NIST 965b, and in the standard, it is traceable
to SRM 917b.

Automated Procedure
Application in automated systems: Refer to the equipment manual for usage instructions and rea-
gent handling.

Application in semi-automated systems: Follow the steps outlined in the manual procedure up to
item 2 (incubation), then use the equipment for reading, following the specific analytical protocol

based on the System Parameters.

Manual Procedure

1. Prepare 3 test tubes and perform the steps as follows:
Blank Standard Sample/Control
Distilled Water 10pL - -
Standard - 10pL -
Sample/Control - - 10pL
Reagent 1,0mL 1,0mL 1,0mL

2. Mix the tubes and place them in a water bath (BM) at 37°C for 10 minutes. The water level in the
BM should be higher than the reagent level in the test tubes.

3. Zero the instrument with the reagent blank at 505 nm (490 - 510 nm), then proceed with the
readings, recording the absorbances of the standard, sample, and control serum (S.C.).

Strongly lipemic sera require a sample blank. Add 0.01 mL (10pL) of sample to 1.0 mL of saline
solution, mix, and read the absorbance against water.

Subtract this value from the patient’s absorbance to obtain the corrected reading.

Note: Suggested procedure for spectrophotometers that require a minimum volume of 1.0 mL
and can be adjusted proportionally without affecting test performance. We emphasize that sam-
ple volumes smaller than 10uL increase measurement imprecision in manual applications.

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

Glucose in Sample (mg/dL) =

A Abs/min (sample)

x Concentration Calib (mg/dL)
A Abs /min (Calib)

Calculation for 24-Hour Urine:
Glucose in urine (mg/24 hours) = mg/dL x Urine volume (in mL) / 100

Example:

Abs. Sample =0.30

Abs. Standard = 040

Conc. Standard: 100 mg/dL

Glucose in Sample:

0.30
X100
040

Glucose Sample =75 mg/dL

Linearity

When performed as recommended, the test is linear up to 500 mg/dL. Samples with values above
500 mg/dL should be diluted with saline solution to fall within the range of 1to 500 mg/dL, and the
results should be multiplied by the dilution factor.



Quality Control

Each laboratory must maintain an internal quality control program that defines objectives, procedures,
standards, tolerance limits, and corrective actions. A defined system should also be in place to monitor
the analytical variation of the measurement system. We recommend using the control sera Quimicon-
trol Normal and Quimicontrol Abnormal Ebram (Codes 7024/12024 and 7031/12031).

Expected Values
The following values are based on measurements performed at 37°C.

Serum or Plasma:

70 - 99 mg/dL: Normal fasting blood glucose
100 - 125 mg/dL: Impaired fasting glucose
>126 mg/dL: Probable Diabetes Mellitus
Cerebrospinal Fluid (CSF): 40 - 75 mg/dL
Urine: <20 mg/dL or <250 mg/24 hours

These values are provided for guidance only. It is recommended that each laboratory establishes its
own reference range. Conversion to International System of Units (SI): mmol/L

Comparative Studies
Studies conducted between this procedure and a similar methodology produced the following statistical
results:

Number of samples 40

Result range 50 - 430 (U/L)

Correlation coefficient 0.999

Slope 098

Intercept 4.6 (mg/dL)
Precision

Precision studies were conducted at two levels (normal and pathological), with each sample proces-
sed 10 times. The following statistical data were obtained:

N=20 Level1 Level 2

Mean (U/L) 88 326

CV. (%) 12 0.9
Accuracy

Samples were processed for 10 consecutive days, once per day and in duplicate. The following statis-
tical data were obtained:

N=25 Level1 Level 2
Mean (U/L) 88 326
CV. (%) 27 19

Methodological Sensitivity
1mg/dL

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

Notes:

1 Proper cleaning and drying of the materials used are fundamental factors for reagent stability
and obtaining accurate results.

2. The water used in the laboratory must meet the appropriate quality for each application. For

reagent preparation and measurements, it should have a resistivity of >1 megaohm or con-
ductivity <1 microsiemens, with a silicate concentration <01 mg/L (Type Il water).

3. For glassware rinsing, Type Ill water may be used, with a resistivity of >01 megaohms or con-
ductivity <10 microsiemens. In the final rinse, use Type Il water.

Presentation
General Biochemistry Line: 1x 200 mL +1x 1.0 mL
Bulk Line: 1x 500 mL
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