|NSTRUG6ES DE USO (Versao Ago/23)
BILIRRUBINA

(Sims-Horn) - Método Colorimétrico

FINALIDADE
O conjunto é um sistema que se destina & determinagéo da bilirrubina no soro ou
plasma humano. Exclusivo para uso em diagnéstico “in vitro”.

PRINCIPIO DE AGAO

A bilirrubina reage com o sal de diazénio do &cido sulfanilico formando um produto de
acoplamento vermelho com maximo de absorgdo em 525 nm. A bilirrubina indireta
(ligada a albumina) e a bilirrubina direta (ligada ao acido glicuronico) sdo dosadas apds
a acdo solubilizante e catalizadora da mistura cafeina/benzoato de sédio. Por outro
lado, a bilirrubina direta pode ser especificamente determinada em meio aquoso, sem a
necessidade de solubilizagdo ou catélise. A bilirrubina indireta pode ser determinada,
portanto, por diferenga.

SIGNIFICADO CLINICO

A bilirrubina é produzida durante a degradagdo, quer normal, quer anémala, de
eritrécitos no sistema reticulo-endotelial. O produto final desta tarefa é a bilirrubina
indireta (ndo conjugada) a qual é encaminhada ao figado para que este possa
transforma-la em bilirrubina direta (conjugada) para que possamos elimina-la. Em
algumas situagdes, o figado ndo consegue dar conta de metabolizar toda a bilirrubina e
entéo, esta se acumula no nosso organismo produzindo a ictericia.

As determinagdes de bilirrubina sao utilizadas no diagnéstico de doengas hepaticas, na
detecgdo de anemia hemolitica e na avaliagdo do grau de gravidade da ictericia.

REAGENTES

Apresentagao com 300 mL:

1. Acelerador: 01 frasco com 200 mL, de solugao de cafeina 130 mmol/L, benzoato de
sodio 260 mmol/L e acetato de sodio 460 mmollL. Conservar entre 2-8°C.

2. Acido sulfanilico: 01 frasco com 96 mL, de solugdo de &cido sulfanilico 5,75 mmol/L
em &cido cloridrico 180 mmol/L. Conservar entre 2-8°C.

3.Nitrito de sddio: 01 frasco com 4,0 mL, de solugdo de nitrito de sédio 72,4 mmol/L .
Conservar entre 2-8°C.

4. Padrao: 01 frasco com 0,3 mg, de bilirrubina dessecada. Conservar entre 2-8°C.

5. Solvente: 01 frasco com 3,5 mL de dimetilsulfoxido anidro. Conservar entre 2-8°C.
Nota : O solvente congela sob refrigeragao (2 -8°C). Deixar em repouso durante 10
minutos na temperatura ambiente antes do uso.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS
Espectrofotémetro

Centrifuga

Crondmetro

Vidraria

Pipetas manuais ou automaticas

Agua destilada ou deionizada

CUIDADOS NO ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DOS REAGENTES

As datas de fabricagdo e validade aparecem no rétulo da embalagem. Nao usar
reagentes cuja data de validade tenha expirado.

Antes da manipulagéo, todos os reagentes devem ser mantidos sob refrigeragéo, na
faixa de 2-8°C, podendo ser transportados na temperatura de 2-25°C, até um limite de
48 horas. A excegdo do Padrdo (4), que deve ser conservado entre 2-8°C antes do
preparo. Em caso de necessidade os demais reagentes podem ser mantidos a
temperatura ambiente, na faixa de 2-25°C.

PRECAUGOES E CUIDADOS ESPECIAIS

1.Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

2.Evitar contaminagdo com ions metélicos ou agentes oxidantes.

3.0 espectrofotémetro ou mesmo equipamentos automatizados devem ficar livres de
contaminag&o microbiana, serem calibrados corretamente e receberem manutengéo de
acordo com as instrugGes do fabricante.

4.Nao misturar ou trocar diferentes lotes de reagentes.

5.Evitar contaminag&o microbiana dos reagentes e nao utilizar reagentes que tenham
sinais de contaminag&o ou precipitagao.

6.Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis separadas para cada amostra, controle
(se utilizado) e reagente e ndo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de
evitar contaminagdo cruzada.

7.0 Padrao (4) é fonecido em concentragdo usual fixa. O desempenho do ensaio pode
ser afetado se este reagente for modificado ou ndo for armazenado nas condicées
recomendadas. Ver cuidados no armazenamento e transporte dos reagentes.

8.Ndo comer, beber, fumar, armazenar ou preparar alimentos, ou aplicar cosméticos
dentro da area de trabalho onde reagentes e amostras estiverem sendo manuseados.
9.Usar luvas descartaveis quando manusear amostras clinicas ou reagentes. Lavar
sempre as maos apos trabalhar com material potencialmente infeccioso.

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

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

AMOSTRA

Soro ou plasma ( Heparina ou EDTA).

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

Nota: Em virtude de sua sensibilidade, ndo se recomenda o método proposto para a
dosagem de bilirrubina no liquido amniético. Neste caso, é recomendavel o método
espectrofotométrico direto, em 450 nm, com corregéo espectral que inclui as leituras em
365 nm e 550 nm. Esta metodologia esta disponivel sob requisi¢éo.

PROCEDIMENTO

1.Preparo dos reagentes:

A. Diazo Reagente : Adicionar 50 pL de Nitrito de Sédio (3) a 1,5 mL do Acido
Sulfanilico (2). Misturar e usar no dia da preparacéo.

B. Padrédo: Manipular ao abrigo da luz direta. Adicionar 3,0 mL do Solvente (5) ao
frasco do Padrdo (4). Agitar. Deixar em repouso durante cinco minutos e agitar
novamente. A concentragdo do Padrdo, sera igual a 10 mg/dL. O Padrdo assim
preparado é estavel 30 dias a - 20°C. Pode ser congelado e descongelado uma dnica
vez.

2. Calibracao (Dosar o padréo em friplicata):

A. Método Macro B. Método Micro
Branco Padrao Branco Padrao
Acelerador 45mL 45mL 1,8mL 1,8mL
Acido Sulfanilico 0,5mL - 0,15 mL -
Diazo Reagente - 0,5mL - 0,15 mL
Padrao 0,3 mL 0,3 mL 0,05 mL 0,05 mL

Homogeneizar bem e aguardar 5 minutos & temperatura ambiente (15-25°C).
Determinar as absorbancias dos padrdes em 525 nm, acertando o zero com o branco.
A cor formada é estavel por 30 minutos.

3. Dosagem (Soro ou Plasma):

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

A. Método Macro B. Método Micro

Branco Direta Total Branco Direta Total
Agua destilada 45mL 45mL - 1,8 mL 1,8mL -
Acelerador - - 45mL - - 1,8mL
Acido Sulfanilico | 0,5 mL - - 0,15mL - -
Diazo Reagente - 0,5 mL 0,5 mL - 0,15 mL 0,15 mL
Amostra 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL 0,05 mL 0,05 mL 0,05 mL

Homogeneizar bem e aguardar 5 minutos na temperatura ambiente (15-25°C).
Determinar as absorbancias das bilirrubinas direta e total em 525 nm, acertando o zero
com o Branco. A cor formada é estavel por 30 minutos.

CALCULOS

Os calculos abaixo se referem as bilirrubinas total e direta. A bilirrubina indireta é
calculada pela diferenca da total menos a direta.

Deverdo ser calculados separadamente os fatores de calibragéo para os métodos
Macro e Micro.

- Bilirrubina (mg/dL) = (Abs. da Amostra + Abs. do Padrdo) x 10

- Fator de calibragdo = 10 + Média das absorbancias do padrao

- Bilirrubina (mg/dL) = Absorbancia da amostra x Fator.

- Bilirrubina (mmol/L) = mg/dL x 0,0171

Exemplo (método micro):

- Média das absorbancias do Padréo : 0,201
- Absorbancia do Teste : 0,310

- Bilirrubina (mg/dL) = (0,310 + 0,201) x 10
- Bilirrubina (mg/dL) = 15,4

- Fator de calibragdo = 10 + 0,201 = 49,75

- Bilirrubina (mg/dL) = 0,310 x 49,75 = 15,4




VALORES DE REFERENCIA
Recomenda-se que cada laboratorio estabelega sua propria faixa de referéncia na sua
populagéo atendida. Os valores abaixo s&o fornecidos como orientagéo.

Bilirrubina total (mg/dL)

RN Prematuros | RN atermo | Criangas/Adolescentes/Adultos
1 dia <8,0 14-87
1-2 dias <12,0 34-115 Até 1,2
3-5 dias <16,0 1,5-12,0

Bilirrubina direta (ma/dL
Recém-nascidos,Criangas, Adolescentes e Adultos: Até 0,4

LINEARIDADE
Areacéo é linear entre 0,3 e 18 mg/dL no método Macro, e entre 1 e 40 mg/dL no
método Micro.

DADOS ESTATISTICOS DE DESEMPENHO DO TESTE

Sensibilidade: 99%

Exatiddo: A comparagdo com método similar validado demonstrou um coeficiente de
correlagdo, r, igual a 0,98 a partir da andlise de amostras aleatorias oriundas de
pacientes de ambulatério. A equacéo de regressao obtida foi : y=0,9977x - 0,0395, para
Bilirrubina Direta e r, igual a 0,99 e equagao obtida: y=0,993x + 0,163, para Bilirrubina
Total . Esses resultados demonstram uma exatiddo de 98% para Bilirrubina Direta e
99% para Bilirrubina Total.

Preciséo
Repetibilidade: A realizagéo de 20 determinagbes de uma mesma amostra, com valor
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Bilirrubina Bilirrubina
Direta Total
Repetibilidade Amostra Amostra
Média 1,3 44
Desvio Padrdo 0,1 0,1
Coeficiente de Variacao (%) 35 3,3

Reprodutibilidade: A realizagéo de 20 determinagdes de uma mesma amostra, realizada
por operador diferente, utilizando o mesmo equipamento de medi¢do, com valores
dentro da faixa de referéncia, obtendo-se os seguintes resultados:

Bilirrubina Bilirrubina
Direta Total
Reprodutibilidade Amostra Amostra
Média 1,5 43
Desvio Padrdo 0,1 0,1
Coeficiente de Variagéo (%) 2,5 1,7

Sensibilidade analitica: O método apresenta uma variagdo de absorbancia em 525 nm
igual a 0,045 em cada acréscimo de 1mg/dL na concentragéo de bilirrubina para o
método Macro e de 0,020 para o método Micro. O limite de detecgdo dos métodos sdo
0,3 mg/dL e 1mg/dL para os métodos Macro e Micro respectivamente.

AUTOMAGAO
Aplicagdes para analisadores automaticos estao disponiveis, se solicitadas.

CONTROLE DA QUALIDADE

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

INTERFERENTES

Resultados falsamente diminuidos: Acido ascorbico acima de 7 mg/dL, Hemoglobina
acima de 800 mg/dL (hemdlise acentuada).

Resultados falsamente elevados: Hemoglobina acima de 150 mg/dL até cerca de 800
mg/dL, (hemdlise significativa), aumentando os valores em até 20%.

Hemdlise discreta néo interfere.

Drogas que podem aumentar medicGes de bilirrubina:Alopurinol, esteréides anabdlicos,
alguns antibioticos, antimalariais, azatioprina, clorpropamida, colinérgicos, codeina,
diuréticos, epinefrina, meperidina, metotrexato, metildopa, inibidores da MAO, morfina,
4cido nicotinico, contraceptivos orais, fenotiazinas, quinidina, rifampina, salicilatos,
esteréides, sulfonamidas e teofilina.

Drogas que podem diminuir medices de bilirrubina:Barbitdricos, cafeina, penicilina e
doses altas de salicilatos.
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APRESENTAGAO

300 mL Volume
1. Acelerador 1x200 mL
2. Acido Sulfanilico 1x96 mL
3. Nitrito de Sédio 1x4mL
4. Padrdo 1x0,3mg
5. Solvente 1x3,5mL

CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE DO PRODUTO

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

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

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

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

ASSESSORIA CIENTIFICA

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

e-mail: sac@katal.com.br

‘ Katal Biotecnologica Ind. Com. Ltda.

Rua: Leiria, 1.160 - CEP 31255-100.
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