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PADRÃO DE BILIRRUBINA

FUNDAMENTO
A bilirrubina contida no Padrão reage com ácido sulfanílico diazotado (Diazo Reagente), formando azobilirrubina de coloração vermelha cuja absorbância, medida em 525 nm, é diretamente proporcional á concentração de bilirrubina na amostra.
APLICAÇÃO CLÍNICA

Não Aplicável.
AMOSTRA

Padrão do kit dissolvido no diluente (1).

REAGENTE UTILIZADO

PADRÃO DE BILIRRUBINA

CAT. 332

MS 80022230156
GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363

Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

1- Diluente – Conservar em temperatura ambiente.

Contém dimetilsulfóxido (DMSO). O diluente se solidifica em baixas temperaturas. Neste caso, aquecer a 37°C e homogeneizar até a completa liquefação.
2- Padrão de Bilirrubina – Conservar entre 2 -8°C.

Contém 0,3 mg de bilirrubina que fica aderida de forma homogênea na parede do frasco. A concentração do padrão é de 10,0 mg/dL quando dissolvido no Diluente (1). O Padrão de Bilirrubina (2) é rastreável ao Standard Reference Material (SRM) 916 do National Institute of Standards and Technology (NIST).
Reagente Não Fornecido

Kit de bilirrubina ( Gold Analisa Cat. 331). Contém os regentes necessários para a dosagem da bilirrubina.

Deverá ser adquirido separadamente.

Estabilidade
Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.
A bilirrubina é muito sensível á luz direta ou indireta.
Manter o frasco de Padrão bem vedado a ao abrigo da luz.

Precauções e Cuidados Especiais
1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica. 

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste. 

3- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.

4- O Diluente (1) contém dimetilsulfóxido( irritante). Não ingerir ou aspirar. Evitar contato com a pele e mucosa.

5- Descartar os reagentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.
Calibração – Determinação do Fator de Calibração

Preparo dos Reagentes

1- Padrão de Uso de 10 mg/dL
• Transferir o Diluente (1) contido na ampola para um tubo de ensaio limpo e seco. 
• Medir 3,0 mL e adicionar ao frasco do Padrão (2), que contém 0,3 mg de bilirrubina aderida ás paredes do frasco.

• Homogeneizar e deixar 5 minutos na temperatura ambiente para completa solubilização. Homogeneizar novamente antes de usar.

• A concentração do Padrão de Uso, assim preparado é de 10, mg/dL.

• Protegido da ação da luz, o Padrão dissolvido é estável por 12 horas entre2-8°C e 1 mês a 20°C negativos.

• Congelar e descongelar somente uma vez.

2- Diazo Reagente
Preparar o Diazo Reagente de acordo com o consumo da seguinte maneira: 
• Adicionar 10 µL do nitrito (3) a 0,3 mL do Sulfanílico (2).

• Misturar e usar no dia da preparação.

• Os volumes dos reativos podem ser modificados proporcionalmente.

Notas

1- Manter o Padrão ao abrigo da luz durante a sua preparação e manuseio porque a bilirrubina é degradada sob ação da luz direta ou indireta.

2- Os reativos Nitrito e Sulfanílico são componentes do Kit de Bilirrubinas (Gold Analisa Cat. 331).

3- Nova calibração deverá ser feita quando houver troca de lote dos reagentes ou quando o Controle de Qualidade indicar.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro (leitura entre 500 e 540 nm);
· Tubos e Pipetas;
· Reagentes do Kit Bilirrubinas – Cat. 331;

· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático

PROCEDIMENTO

Procedimento Técnico Manual

Técnica de Análise

• Dosar o Padrão de Uso em triplicata, da seguinte maneira:

	Tubos
	Branco
	Padrão

	Acelerador (1do Kit de Bilirrubinas)
	1000 µL
	1000 µL

	Sulfanílico (2 do Kit de Bilirrubinas)
	100 µL
	---------

	Diazo Reagente 
	----------
	100 µL

	Padrão de Uso
	50 µL
	50µL


• Homogeneizar bem. Esperar 5 minutos na temperatura ambiente. 

• Determinar as absorbâncias do tubo Padrão em 525 nm ou filtro verde (500 a 540), acertando o Zero com o Branco.
CÁLCULOS 

Calcular a média das absorções do Padrão e o Fator de Calibração (FC)

CP = Concentração do Padrão = 10,0 mg/dL

FC = CP ÷ AP + 10,0 ÷ AP
Exemplo

Se AP = 0,342

FC = 10,0 ÷ 0,342 = 29,2

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código ---------  e patológico –código -------) nas  análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

SIGNIFICADO CLÍNICO

Não Aplicável.

LINEARIDADE 

Não Aplicável
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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