INSTRU(}@ES DE USO (versao Dez/24)
BILIRRUBINA TOTAL

Colorimétrico — DCA

FINALIDADE

O conjunto é um sistema que se destina & determinagéo quantitativa da bilirrubina
total no soro humano baseado por formagéo e azobilirrubina com diclorofenil
diazénio. Exclusivo para uso em diagnéstico “in vitro”.

PRINCIPIO DE AGAO

O diclorofenil diazonio reage com a bilirrubina total formando um azocomposto, de
coloragdo avermelhada, com maximo de absor¢do em 546 nm. A concentragéo de
bilirrubina é diretamente proporcional a intensidade da cor formada.

SIGNIFICADO CLINICO

A bilirrubina é produzida durante a degradag&o normal ou patologica de eritrocitos
no sistema reticulo-endotelial. O produto desta reagao ¢ a bilirrubina indireta (n&o
conjugada) que é encaminhada ao figado e convertida em bilirrubina direta
(conjugada). Algumas doengas adquiridas ou hereditarias, além do uso de certos
medicamentos podem comprometer 0 mecanismo de metabolizagao e excregao da
bilirubina, levando & ictericia, caracterizada pelo aumento de sua concentracéo
sérica. As determinagdes de bilirrubina séo utilizadas no diagnéstico de doencas
hepaticas, na detecgdo de anemia hemolitica e na avaliagéo do grau de gravidade
da ictericia.

REAGENTES

1. Tampao: Contém 2-fenoxietanol < 1mmol/L e surfactante. Conservar entre 2-
8°C. Atengéo: Reagente Corrosivo

2. Reagente de Cor: Contém diclorofenil diazénio < 10 mmol/L e acido cloridrico
30mmol/L. Conservar entre 2-8°C.

3. Calibrador: Contém bilirubina em matriz liofilizada. A concentragdo do
calibrador varia lote a lote.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotometro

Centrifuga

Crondmetro

Vidraria

Pipetas manuais ou automaticas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES

As datas de fabricagao e validade aparecem no rétulo da embalagem.

Né&o usar reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Antes da manipulagdo, todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeragao,
na faixa de 2-8°C, podendo ser transportados na temperatura de 2-25°C, até um
limite de 48 horas.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagndstico ‘“in vitro”.

2.Evitar contaminag&o com ions metalicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotometro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar livres
de contaminagdo microbiana, serem calibrados corretamente e receberem
manuteng&o de acordo com as instruges do fabricante.

4.Nao misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

5.Evitar contaminagdo microbiana dos reagentes e n&o utilizar reagentes que
tenham sinais de contaminacéo ou precipitagao.

6.Usar ponteiras descartaveis separadas para cada amostra, controle (se utilizado)
e reagente e ndo frocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminag&o cruzada.

7.Ndo comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar
cosméticos dentro da area de trabalho onde reagentes e amostras estiverem sendo
manuseados.

8.Usar luvas descartaveis quando manusear amostras clinicas ou reagentes. Lavar
sempre as maos apos trabalhar com material potencialmente infeccioso.

9.As amostras devem ser descartadas, apds o uso, em recipientes especificos. Nao
dispensar em coletores de lixo comuns ou nas redes de agua e esgotos.

10.Todo o material biolégico deve ser processado como sendo potencialmente
contaminante.

11. Evitar exposi¢ao dos reagentes ao calor, luz solar ou luz forte direta, durante
armazenagem ou Uso.

AMOSTRA

Soro e Plasma (EDTA)

A bilirrubina é um composto extremamente fotossensivel. A sua determinagéo deve
ser feita, portanto, imediatamente apds a coleta do sangue. Se isto néo for possivel,
separar o soro, envolver o frasco com papel aluminizado e manter refrigerado (2-
8°C) até 0 momento da dosagem, que deve ser realizada no mesmo dia.

PROCEDIMENTO

Preparo do calibrador

Adicionar exatamente 1,00 mL de &gua deionizada ao frasco do R3 - Calibrador.
Homogeneizar suavemente, com movimentos circulares, e aguardar 10 minutos até
completa dissolugéo. Os demais reagentes ja séo prontos para uso.

Pipetar em tubos de ensaio:

CALCULOS

Os calculos abaixo se referem a bilirrubina total. A bilirrubina indireta é
calculada pela diferenga da total menos a direta.

Corrigir o valor de A1 do Teste e do Calibrador pelo fator de diluicéo 0,81.

Teste: A1x 0,81 = Atcorigida
Calibrador: A1 x 0,81 = Atcorigida

A absorbéncia final é obtida através da subtracao do valor de Az por Ascorrigida

Bilirrubina(mg/dL) = Abs Teste (A2 — Atcorigisa) X Conc.Cal (mg/dL)
Abs Calibrador (A2 — Atcorigida)-

Exemplo:

Amostra:

A+ 0,108

Az 0,164

Atcorrigisa: 0,108 x 0,81 = 0,088

Absorbancia do Teste: 0.164 — 0,088 = 0,076

Calibrador

Concentrag&o: 5,16 mg/dL

A1: 0,144

A2 0,374

Aicorigiga: 0,144 x 0,81 = 0,117

Absorbancia do Calibrador: 0,374 - 0,117 = 0,257

Bilirrubina (mg/dL) = 0,076 x 5,16 = 1,53 mg/dL
0,257
Calculo com Fator

Fator= _Conc. Calibrador
Absorbancia do Calibrador

Bilirrubina Total (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

Homogeneizar bem e incubar em banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Determinar
somente as absorbancias do teste e do calibrador em 546 nm (530 — 550nm),
acertando o zero com agua deionizada. Essa sera a Absorbancia 1 (A1).

Branco Calibrador Teste
[ R2 - Reagente de Cor 0,2 mL 0,2mL 0,2mL

Homogeneizar bem e incubar em banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Determinar
somente as absorbancias do teste e do calibrador em 546 nm (530 — 550nm),
acertando o zero com o branco. Essa sera a Absorbancia 2 (Az).

Fator: 5,16 = 20,077
0,257

Branco Calibrador Teste
R1 - Tampao 0,8 mL 0,8 mL 0,8 mL Exemplo:
Amostra 0,025 mL
R3 - Calibrador 0,025 mL
Agua deionizada 0,025 mL

Bilirrubina Total (mg/dL) = 0,076 x 20,077 = 1,53 mg/dL

VALORES DE REFERENCIA
Recomenda-se que cada laboratério estabelega sua propria faixa de referéncia na
sua populagao atendida. Os valores abaixo sdo fornecidos como orientagao.




RN Prematuros (mg/dL) RN a termo (mg/dL)
1dia <8,0 14-87
1-2 dias <120 34-115
3-5 dias <16,0 15-12,0

Criangas, adolescentes e adultos: Até 1,2 mg/dL
Conversao para Unidade do Sistema Internacional (SI): pmol/L
Bilirrubina (mg/dL) x 17,1 = Bilirrubina (umol/L)

LINEARIDADE
A reacéo é linear até 20 mg/dL.

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE

Sensibilidade: 98%

Exatidao: A comparagéo com método similar validado demonstrou um coeficiente
de correlagéo, r, igual a 0,994 a partir da andlise de amostras aleatorias oriundas
de pacientes de ambulatério. A equagéo de regressao obtida foi y= 0,9238x - 0,043,
demonstrando uma exatidao de 99%.

Preciséao

Repetibilidade: A imprecisédo intraensaio foi verificada através da andlise de 20
replicatas em trés niveis, sendo que os valores da impreciséo de cada nivel foram
obtidos em corrida tnica no mesmo dia, obtendo-se os seguintes resultados:

Repetitividade (imprecisao intraensaio)
n Média DP CV(%)
Nivel 1 20 1,19 0,021 1,7
Nivel 2 20 4,64 0,038 08
Nivel 3 20 10,6 0,100 0,9

Reprodutibilidade: A impreciséo interensaio foi verificada através da analise de 20
replicatas em trés niveis realizada em outro dia, obtendo-se os seguintes
resultados:

Reprodutibilidade (impreciséo interensaio)
n Média DP CV(%)
Nivel 1 20 1,18 0,024 2
Nivel 2 20 4,64 0,03 0,6
Nivel 3 20 10,8 01 05

Sensibilidade analitica: 0,075 mg/dL

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automaticos estao disponiveis quando solicitadas.

CONTROLE DA QUALIDADE

O laboratério deve ter como pratica de rotina 0 uso de soros controle comerciais.
Preferivelmente deve participar de programas de controle externo de qualidade, a
exemplo daqueles oferecidos pela SBAC e SBPC.

INTERFERENTES

Concentragdes de hemoglobina até 750 mg/dL e triglicérides até 1000 mg/dL ndo
produzem interferéncias significativas.

Para outros interferentes consulte literatura pertinente.

O anticoagulante EDTA né&o interfere na dosagem de Bilirrubina, entretanto, os
anticoagulantes Heparina e Fluoreto ndo devem ser utilizados. Uma lista de drogas
e outras substancias interferentes com bilirrubina foi descrita por Mottas.
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APRESENTAGAO
Reagentes Volume
1. Tampao 1x80mL
2.Reagente de Cor | 1x24 mL
3. Calibrador 1x1mL

CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

O desempenho deste sistema diagnéstico, medido pelas propriedades descritas
nesta Instrugdo de Uso, esta garantido até a sua data de vencimento, desde que
obedecidas as seguintes condigdes:

1. A adeséo estrita, pelo usuario, ao quadro de procedimento técnico.

2.As condigdes de armazenamento estarem de acordo com o recomendado nesta
Instrucéo de Uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos com o produto, estarem em boas
condigdes de uso.

ASSESSORIA CIENTIFICA

Para esclarecimentos de dividas e Assessoria Cientifica ligue:
(31) 3157-3688 ou (11) 99217-8407

e-mail: sac@katal.com.br
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SIMBOLOS UTILIZADOS PARA PRODUTOS DIAGNOSTICOS

“IN VITRO”

Contetdo suficiente para <n> testes

Data limite de utilizag&o do produto (dd/mm/aaaa)

Material Calibrador

Limite de temperatura (conservar a)

Consultar instrugées de uso

Cadigo do Produto

Produto para Diagnéstico In Vitro

Liofilizado

Corrosivo

Risco Biologico

R~ Bleod

o) Toxico
EX| Reagente

d Fabricado por
I | Namero de Lote

BILIIRRUBINA TOTAL



