Atlas Medical

Bilirrubina Total
DMSO. Colorimétrico.
Para uso In-Vitro solamente.
Almacenar a 2-8°C.
Uso Previsto
Para la determinacion cuantitativa de la concentracién de bilirrubina total en suero

humano o plasma.

Principio del Método
La bilirrubina es convertida a azobilirrubina coloreada por el acido sulfanilico diazotizado y

medida fotométricamente. De las dos fracciones presentes en el suero, la bilirrubina-
glucuromide y la bilirrubina libre holgadamente unida a la albumina, sélo la primera
reacciona directamente en solucion acuosa (bilirrubina directa), mientras la bilirrubina
libre requiere solubilizacién con dimetilsulféxido (DMSO) para reaccionar (bilirrubina
indirecta). En la determinacion de bilirrubina indirecta, la directa es también determinada,
los resultados corresponden a la bilirrubina total.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracidn de bilirrubina en la
muestra 123,

Significado Clinico
La Bilirrubina es un producto de degradacidén de la hemoglobina, insoluble en agua. Es

transportada desde el bazo al higado y excretrada en la bilis. La hiperbilirrubinemia es
resultado del incremento de concentraciones de bilirrubina en el plasma.

Causas de hiperbilirrubinemia:

Bilirrubina Total: Incremento de hemolisis, errores genéticos, ictericia neonatal,
eritropoyesis inefectiva y drogas.

Bilirrubina Directa: Colestasis hepatica, errores genéticos, dafio hepatocelular.

El diagndstico clinico no debe ser realizado a partir de un solo resultado de una prueba;
deberia integrar datos clinicos y de otros datos de laboratorio.

Reactivos

R1 Acido sulfanilico 30mmol/L
Acido hidroclérico (HCI) 50mmol/L
Dimetilsulféxido (DMSO) 7mmol/L

R2 Nitrato de sodio 29mmol/L

Precauciones
e Dimetilsulféxido (DMSO): Es irritante a los ojos y la piel. En caso de contacto con
los ojos, enjuagar inmediatamente con abundante agua y busque consejo
médico.
e  El acido hidroclérico (HCL): Es irritante a los ojos, el sistema respiratorio y la piel.
En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con abundante agua
y busque consejo médico.

Preparacion
e  Todos los reactivos estan listo para usarse.

Almacenaje y Estabilidad

e Todos los componentes del kit son estables hasta la fecha de expiracién en la
etiqueta cuando se almacenan estrechamente cercanos a 2-8°C, protegidos de la
luz y previniendo la contaminaciéon durante su uso.

e No utilizar los reactivos después de la fecha de expiracion.

e  Signos de deterioracion del reactivo:
= Presencia de particulas y turbiedad.
= Desarrollo de color en R3.

Equipos Adicionales
e  Espectrofotdmetro o colorimetro a 555nm.
e  Cubetas emparejadas a 1.0cm de espesor (entrada de luz).
e  Equipo general de laboratorio.

Muestras
Suero o plasma, libre de hemolisisl. Muestras protegidas de la luz directa. Estabilidad: La
Bilirrubina es estable a 2-8°C por 4 dias y 2 meses a 20°C.

Procedimiento
1. Condiciones de Ensayo:
Longitud de onda.......c.cceeveeerrererenenennns 555nm (530-580)




CUbEta..cci e 1cm espesor (entrada de luz).
Temperatura.....c.oeeveveceeececsenresieneennnn. 15-25°C.

2. Ajustar el instrumento a cero con agua destilada.

3. Pipeta en una cubeta:

Precisidn
Intra-ensayo (n=20) Inter-ensayo (n=20)
Promedio (mg/dL) 1.12 5.36 1.01 5.28
SD 0.02 0.12 0.03 0.12
CV (%) 2.33 2.27 2.70 2.32

En blanco B. Total
R1 (ml) 1.5 1.5
R3 (ul) -- 50
Muestra (pl) 100 100

e  Mezclar e incubar por exactamente 5 minutos a temperatura ambiente.
e Leer la absorbencia (A).

Calculos
(A) Muestra — (A) Muestra en blanco x 19.1 = mg/dL bilirrubina en la muestra.

Factor de conversion: mg/dL x 17.1=umol/L.

Control de calidad
Si los valores de control son encontrados fuera del rango definido, chequear el

instrumento, los reactivos y el calibrador por problemas.

Cada laboratorio debe establecer su propio esquema de Control de Calidad y acciones
correctivas si los controles no cumplen las tolerancias aceptables.

Valores de referencia?

Bilirrubina Total a 1.10 mg/dL = a 18.81 umol/L

Estos valores tienen un propdsito de orientacion; cada laboratorio debe establecer su
propio rango de referencia.

Caracteristicas de la Ejecucion
Rango de medida:

Desde el limite de deteccién de 0.099mg/dL al limite de linealidad de 18mg/dL.

Si los resultados obtenidos fueran mayores que el limite de linealidad, diluir % de la
muestra con 9g/L de NaCl y multiplique el resultado por 2.

Sensibilidad: 1mg/dL=0.01540 A.

Exactitud:

Los resultados obtenidos utilizando reactivos ATLAS (y) no muestran diferencias
sistematicas cuando son comparados con otros reactivos comerciales (x). Los resultados
obtenidos utilizando 50 muestras fueron los siguientes:

Coeficiente de correlacion (r): 0.996.
Ecuacion de regresion: y=0.0208 + 0.9884 x.
Los resultados de las caracteristicas de rendimiento dependen del analizador utilizado.

Interferencias.
La hemdlisis causa valores reducidos de bilirrubina®.23.

Una lista de drogas y otras substancias que interfieren con la bilirrubina ha sido reportada
por Young et. al*>.

Notas

1. Para la determinacion de bilirrubina en recién nacidos, pipetear 50ul de la
muestra. Multiplicar resultados por 2.
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