BILIRRUBINA

\
BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para determinagao das bilirrubinas no
soro ou plasma.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCiPIO

A bilirrubina presente no soro é constituida por 4 fragées:
Bilirrubina livre ndo conjugada - a bilirrubina;

Bilirrubina monoconjugada - B bilirrubina;

Bilirrubina diconjugada - y bilirrubina;

Bilirrubina ligada covalentemente a albumina - § bilirrubina.
As fragdes B, y e & sdo hidrossolliveis e reagem, diretamente,
com o diazo reagente e sdao chamadas no conjunto de
bilirrubina direta.

A fracdo o da bilirrubina é insoluvel na agua. Sua solubilidade
é alcangada com aditivos (cafeina, alcool, cetrimide, etc) cha-
mados de aceleradores e representa o que se chama de
bilirrubina indireta.

A bilirrubina dosada na presenca de solugdo aceleradora é
chamada de bilirrubina total pois representa a soma das
bilirrubinas direta e indireta.

PARTICULARIDADES DO SISTEMA

Bilirrubina Doles é uma modificagdo da técnica de Sims-
Horn permitindo a determinacgdo da bilirrubina total e fragbes
em apenas 3 minutos. Os reagentes sdo todos estaveis a tem-
peratura ambiente. A simplicidade da técnica permite que o
diazo-reagente seja preparado dentro do proéprio tubo de re-
acdo, através de um sistema de conta gotas.

METODOLOGIA
Sims-Horn

REAGENTES

Solugdo aceleradora: solugdo de Benzoato de Cafeina
tamponada. Contém por litro: Benzoato de Sddio 0,13M e
Cafeina 0,13M.

Reagente sulfanilico: solucdo de Acido Sulfanilico 0,04M em
Acido Cloridrico 0,45M.

Nitrito de Sédio: cada frasco contém 0,45mmol de Nitrito de
Saédio.

Solugdo padrdao 10mg/dL: cada frasco contém
0,00346mmol de N-1-naftiletilenodiamina liofilizado.

APRESENTAGAO

Solugdo aceleradora 1 x 210mL
Reagente sulfanilico 1 x 30mL
Nitrito de Sodio 1 x 20mL
Solugdo padrdo 10mg/dL  (ap6s reconstituicdo) 1 x 5mL

NUMERO DE TESTES
Técnica Macro - 104 testes
Técnica Micro - 208 testes

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
DE USO

Solucgao aceleradora: armazenar a temperatura de 20-30°C.
Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco,
se obedecidas as condigdes de armazenamento.

Reagente sulfanilico: armazenar a temperatura de 20-30°C.
Estavel até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco,
se obedecidas as condigbes de armazenamento.

Nitrito de Sodio: armazenar a temperatura de 20-30°C. Es-
tavel até a data de vencimento indicada no rétulo do frasco,
se obedecidas as condigbes de armazenamento.

Solucao padrao 10mg/dL: na forma liofilizada, armazenar
a temperatura de 20-30°C. Estavel até a data de vencimento
indicada no rétulo do frasco. Apos a reconstituicdo, estavel por
8 dias, se armazenada entre 2-8°C.

CUIDADOSE PRECAUC()ES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdo somente para uso diagndstico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se o con-
tato com pele e mucosas. Em caso de contaminagao aciden-
tal, lavar a area afetada em agua corrente. O descarte do
material utilizado devera ser feito obedecendo-se aos critéri-
os de biosseguranga estabelecidos pelo laboratério, de acor-
do com as normas locais, estaduais ou federais.

Observar ainda a simbologia

Iy b
constante nos rétulos do produto: &
L > ]
Corrosivo Irritante

AMOSTRA

Soro ou plasma (colhido com heparina), isento de hemdlise e
lipemia. Até a realizagao do teste, o soro deve ser mantido
refrigerado e ao abrigo da luz. Se protegida da luz, a
bilirrubina permanece estavel por 3 dias, entre 2-8°C, e por 3
meses a 10°C negativos.

Todas as amostras bioldgicas devem ser considera-
das como sendo potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO

Solugao padrao 10mg/dL: reconstituir a solugdo pela adi-
¢do de 5mL de agua destilada e agitar. Ap6s 10 minutos, a
solugdo esta pronta para uso. Estavel por 8 dias, sob refrige-
ragdo (2-8°C).

DETERMINAGAO DO FATOR (F)

Como a diluigdo do soro é diferente nas técnicas macro
e micro, faz-se necessaria a determinagdo de um fa-
tor para cada modalidade logo que a solugao padrao
seja preparada.

TECNICA MACRO
EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO Rotular um tubo de ensaio com P (padrao) e adicionar:
FORNECIDOS
e Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro capaz de medir a | Nitrito de Sédio 2 gotas
absorvancia em 530nm ou filtro verde.
e Tubos de ensaio. Reagente sulfanilico 4 gotas
e Pipetas graduadas.
e Pipetas semiautomaticas 50uL ou 200pL. Agua destilada 4 mL
e Ponteiras descartaveis.
e Agua destilada ou deionizada. Solucdo Padréo 200uL
e CronOémetro.
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Misturar, deixar repousar por 3 minutos e ler o tubo P, zerando
o aparelho com agua destilada, em 530nm ou filtro ver-
de.

TECNICA MICRO

Rotular um tubo de ensaio com P (padrao) e adicionar:
Nitrito de Sodio 1 gota
Reagente sulfanilico 2 gotas
Agua destilada 2 mL
Solugdao Padrao 50uL

Misturar, deixar repousar por 3 minutos e ler o tubo P, zerando
o aparelho com agua destilada, em 530nm ou filtro ver-
de.

DETERMINACAO DA AMOSTRA

TECNICA MACRO

Antes de iniciar as dosagens ler atentamente os itens
a seguir:

¢ A ordem de adigdo dos reagentes é de fundamental
importancia para a obtencdo de resultados satisfatérios. A
alteragdo da adicdo dos reagentes compromete a formagao
do diazo-reagente tendo como consequéncia resultados
falsamente diminuidos.

¢ No gotejamento dos reagentes nitrito de sddio e sulfanilico,
o frasco deve ser mantido na posicao vertical, afim de se
evitar que a gota caia pelas paredes do tubo, o que levara ao
comprometimento da formagdo do diazo-reagente.

Identificar 3 tubos de ensaio com B (branco), BD
(bilirrubina direta), BT (bilirrubina total).

Proceder como segue:

B BD BT
Nitrito de Sédio - 2 gotas | 2 gotas
Reagente sulfanilico 4 gotas | 4 gotas |4 gotas
Agua destilada 4 mL 4 mL -
Solugao aceleradora - - 4 mL
Amostra 200puL 200uL 200uL

Misturar por agitacdao o contelido dos 3 tubos e deixar repou-
sar por 3 minutos (20-30°C). Ler as absorvancias de BD e BT,
em espectrofotOmetro ou fotocolorimetro, ajustando o zero
do aparelho com o respectivo branco em 530nm ou filtro
verde. A cor final permanece estavel por 30 minutos, a
temperatura de 20-30°C.

A sensibilidade do sistema esta diretamente relacio-
nado com a sensibilidade do equipamento de leitura.

TECNICA MICRO

Antes de iniciar as dosagens ler atentamente os itens
a seguir:

e Utilizar a técnica micro somente para dosagens em amos-
tras com bilirrubinas elevadas (amostras ictéricas).
Atencdo! A técnica micro é inadequada para dosagem de
bilirrubinas em amostras de soro com aspecto fisico normal.

e A ordem de adicdo dos reagentes é de fundamental
importancia para a obtengdo de resultados satisfatdrios. A
alteragdo da adigdo dos reagentes compromete a formagao
do diazo-reagente tendo como consequéncia resultados
falsamente diminuidos.

¢ No gotejamento dos reagentes nitrito de sddio e sulfanilico,
o frasco deve ser mantido na posicao vertical, afim de se
evitar que a gota caia pelas paredes do tubo, o que levara ao
comprometimento da formagdo do diazo-reagente.
Identificar 3 tubos de ensaio com B (branco), BD (bilirrubina
direta), BT (bilirrubina total).

Proceder como segue:

\

B BD BT
Nitrito de Sédio - 1 gota 1 gota
Reagente sulfanilico 2 gotas | 2 gotas | 2 gotas
Agua destilada 2 mL 2mL -
Solugcao aceleradora - - 2 mL
Amostra 50uL 50pL 50uL

Misturar por agitagdo o contetido dos 3 tubos e deixar repou-
sar por 3 minutos (20-30°C). Ler as absorvancias de BD e BT,
ajustando o zero do aparelho com o respectivo branco em
530nm ou filtro verde. A cor final permanece estavel por
30 minutos, a temperatura de 20-30°C.

CURVA DE CALIBRA(}I\O
~ .. | Conc.
1.000 — Padrao| Absorvancia
L gm/dL
o ¥ 1 0.000 0
(é) 0.600 |— 2 0.078 2
> L
S 0400 |— 3 0.198 5
B . 4 0.395 10
0200 = 5 0.590 15
0.000 1 1 1 1 1 6 0.800 20
0 5 10 15 20 25
concentragcdo (mg/dL) 7 0.910 25

Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o resul-

tado de seu ensaio.

e A curva de calibracdo é a representacgao grafica da relagdo

entre os valores das absorvancias com os valores das con-
centragdes de um conjunto de solugbes padrao. S3o neces-
sarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo das so-
lugbes padrdo; (2) medicdo dos valores de absorvancia das
solugdes padrdo, de acordo com o especificado no procedi-
mento técnico da presente instrucdo de uso, e (3) monta-
gem de um grafico, em papel especial, linear, onde sdo
relacionados os valores de absorvancia com os de concen-
tragdo, conforme demonstrado na figura acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em um
espectrofotémetro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec, com-
primento de onda de 530nm e cubetas com passagem de
luz de 10mm.

e A curva de calibragdo demonstra a linearidade da reagdo
até uma determinada concentracdo, na qual pode ser de-
terminado um fator de calibragdo (F), de acordo com a Lei
de Beer.

* A reacgao é linear entre 0 e 20mg/dL (ver curva aci-
ma). Obtendo-se valores mais elevados, dilui-se a
amostra com solugao fisioldgica e procede-se a nova
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dosagem. Multiplicar o valor encontrado pelo fator de
diluigao.

e O kit de Bilirrubina Doles possui padrao no intervalo
de linearidade da metodologia de Sims-Horn. O labo-
ratério deve realizar o ensaio com o padrdo que acom-
panha o kit e calcular seu fator de calibragao (F), de
acordo com o exemplo estabelecido nos calculos.

e O fator deve ser refeito a cada lote do produto.

CALCULOS
10
Fator (F) =
absorvincia P

Bilirrubina total(mg/dL) = absorvincia BT x F
Bilirrubina direta (mg/dL) = absorvancia BD x F
Bilirrubina indireta (mg/dL) = BT - BD

Exemplo:

Leituras:

10

Padrdo: 0,395 F= = 25,31

0,395

Teste:

BD: 0,010

BT: 0,040

Bilirrubina total(mg/dL) = 0,040 x 25,31 = 1,01
Bilirrubina direta (mg/dL) = 0,010 x 25,31 = 0,25
Bilirrubina indireta (mg/dL)= 1,01 - 0,25 = 0,76

EXPRESSAO EM UNIDADES S.I.
Bilirrubina (umol/L) = Bilirrubina (mg/dL) x 17,1

LIMITAGCOES DO SISTEMA

e Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido con-
forme instrugdes de uso. Qualquer alteragdo podera levar a
resultados erréneos.

e A bilirrubina indireta ndo é hidrossollvel e para reagir com o

diazo-reagente é necessario a adigdo de um componente
que a torne hidrossolivel. A solugdo aceleradora torna a
fracdo indireta hidrossoltvel, possibilitando a reagdo com o
diazo-reagente. Além da aceleradora fatores interferentes
podem torna-la hidrossollvel antes mesmo de proceder a
reacdo, o que levaria neste caso uma BD alterada nao por
motivos bioldgicos. Os interferentes mais conhecidos séo luz
e temperatura.
A literatura relata que a bilirrubina o possui uma estrutura
conformacional chamada trans. Na presenca de luz a
conformacdo desta molécula muda de trans para cis
(posicao que torna a bilirrubina hidrossolluvel). Nestas con-
digdes, porcdes de bilirrubina indireta, solubilizadas, reagem
de maneira idéntica a bilirrubina direta. Em pacientes
anictéricos pode haver um aumento artificial da bilirrubina
direta, tendo resultados finais de bilirrubina direta préoxima
ou até superior a total.

e Amostras com teor de Triglicérides entre 170 - 3500mg/dL
produzem resultados falsamente diminuidos.

e Amostras com teor de Hemoglobina entre 30 e 180mg/dL
produzem resultados falsamente elevados na Bilirrubina to-
tal e falsamente diminuidos na determinagdo da Bilirrubina
direta.

e Avaliacdo da concentragdo de Hemoglobina em uma amos-
tra hemolisada:

1- Adicionar 50uL da amostra em 2,0mL de solugéo fisiologi-
ca.

2-Ler a absorvancia em 405 ou 415nm. Zerar o aparelho
com &gua deionizada ou destilada.

Hb (mg/dL) Absorvancia ,, x 601

Hb (mg/dL) Absorvancia , ; x 467

e Algumas drogas podem elevar o nivel de bilirrubina. Entre
elas estdo: o alopurinol, esterdides anabolizantes, acido
ascorbico, clopramida, colinérgicos, codeina, dextran,
diuréticos, epinefrina, metrotexate, metildopa, inibidores
da MAO, morfina, quinidina, rifampicina, salicilatos,
sulfonamidas, teofilina e vitamina A.

e Algumas drogas podem diminuir o nivel de bilirrubina to-
tal. Entre elas estdo: os barbituricos, cafeina, penicilina e
salicilatos em altas doses.

e A bilirrubina é extremamente fotossensivel,devendo o soro
ser mantido ao abrigo da luz e refrigerado.

e O uso de plasma cujo sangue foi colhido com anticoagulante
a base de EDTA & contra-indicado. O sal EDTA reage com
Benzoato de Sdédio formando-se Acido Benzdico. Este, in-
sollvel, precipita-se e turva a solugdo. A leitura, no
espectrofotémetro, teremos resultados falsamente eleva-
dos.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1. A limpeza e a secagem adequada do material a ser utili-
zado sdo de fundamental importancia para a estabilidade
dos reagentes e obtencdo de resultados corretos. Resqui-
cios de produtos de limpeza nos tubos de ensaio po-
dem ocasionar resultados falsamente elevados

2. A agua utilizada na limpeza do material, no preparo dos
reagentes e na dosagem, deve ser de boa qualidade.

3. Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos,
aminas e agentes oxidantes, que deterioram os reagentes.
4. As pipetagens devem ser precisas.

5. O uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro con-
trole com valor na faixa de normalidade (soro controle N -
Doles) e outro soro controle de valor elevado (soro con-
trole P - Doles).

6. A sensibilidade do sistema esta diretamente relacio-nada
com a sensibilidade do equipamento de leitura.

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério estabelega sua propria
faixa de valores de referéncia na populagdo atendida.
Como orientagao sugerimos os seguintes valores:
Bilirrubina direta até 0,4mg/dL

Bilirrubina total até 1,2mg/dL

SIGNIFICADO CLINICO

A bilirrubina é o produto final da degradacdo da hemoglobina.
Como esse processo ocorre nas células hepaticas, niveis
alterados de bilirrubina indicam alteragdes hepatocelulares,
obstrugdo biliar ou ictericia hemolitica.

A hiperbilirrubinemia ocorre nas seguintes condigbes: no
recém nascido, podendo atingir 12mg/dL, na ictericia
obstrutiva, na ictericia hepatocelular (parenquinatosa), nas
hepatites por virus e na necrose hepatica aguda, havendo
predominancia da bilirrubina direta (BD).

As ictericias por hemdlise sdo secundarias a anemia
hemolitica, hemoglobinudria paroxistica, policitemia, ma-
laria, transfusdo de sangue incompativel e anemia hemolitica
do recém nascido (eritroblastose fetal). Nessas situagdes a
BD esta pouco elevada, havendo nitida predominancia da
bilirrubina indireta (BI).

A determinacgdo da bilirrubina no liquido amnidtico é de im-
portancia fundamental no diagnéstico pré natal da enfermi-
dade hemolitica. Valores menores que 0,1 mg/dLsdo consi-
derados normais, enquanto que valores entre 0,1 e 0,27mg/
dL sdo encontrados somente em presencga de eritroblastose
fetal.

\
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 44 testes em amostras cujo teor de bilirrubina
se situava no intervalo de 0,45 a 23mg/dL. Esses ensaios fo-
ram realizados em paralelo com uma metodologia de referén-
cia. A comparagdo do kit de Bilirrubina Doles (Y) com a
metodologia mencionada (X) deu origem a seguinte equacao
de regressao linear: Y= 0,30 + 1,01X, sendo o coeficiente de
correlagdao 0,99.

Testes de recuperagdo mostraram indice de recuperacgdo equi-
valente a 97 £+ 3,5%.

O erro da média foi de 1,96%.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
com 2 amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragao (mg/dL) 1,21 16,00
Desvio padrao 0,06 0,32
Coeficiente de variagao (%) 4,96 2,00

Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens, durante
20 dias consecutivos, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 | Amostra 2
Concentragao (mg/dL) 1,21 17,90
Desvio padrao 0,06 0,54
Coeficiente de variagao (%) 4,96 3,01

Especificidade: a presente metodologia é das mais especi-
ficas entre as utilizadas na determinacao da bilirrubina. A
metodologia de Sims-Horn é especifica para determinagdo
de bilirrubina, sendo a mesma detectada em baixas concen-
tragoes.

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,005,
corresponde a 0,125mg/dL de bilirrubina direta e a
absorvancia encontrada, de 0,010, corresponde a 0,25mg/
dL de bilirrubina total, quando realizados os testes em
espectrofotémetro, a 530nm. A sensibilidade do sistema esta
diretamente relacionada com a do aparelho utilizado no la-
boratoério.

Diluicao da matriz: estudos sucessivos de diluicdo da ma-
triz mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagnostica da presente metodologia de Sims-Horn.

Substancias interferentes: a dosagem de bilirrubina to-
tal em plasma contendo EDTA apresenta resultados eleva-
dos. O EDTA existente no plasma reage com Benzoato de
Sédio, com formacdo de Acido Benzdico. Este, insoltvel, fica
em suspensdo na amostra, gerando graus variados de
turbidez, responsavel pelo aumento artificial da bilirrubina
total. Acentuada hemolise pode levar a resultados falsamen-
te elevados.
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TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem estrita-

mente as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de setembro de

1.990 - Cédigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para diag-

néstico sdo garantidos na sua performance, reprodutibilidade

e qualidade até a data de vencimento dos mesmos, se obe-

decidas as condicdes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimen-
to técnico.

2.As condigGes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdao estar
em boas condigGes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas téc-

nicos comprovados serdo substituidos, sem onus para

o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratdérios Ltda.
CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07,Chacara Retiro

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

Caixa Postal 1051

e-mail: doles@doles.com.br

M.S.: n° 10231810035
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