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Bilirrubina Total
AA

Método DPD para la determinacion de bilirrubina total
en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La bilirrubina, compuesto de degradacion de la hemoglobi-
na, es captada por el higado para su conjugacién y excre-
cion en la bilis. Las alteraciones hepatocelulares u obs-
trucciones biliares pueden provocar hiperbilirrubinemias.
La eritroblastosis fetal o anemia hemolitica del recién naci-
do es una patologia provocada por incompatibilidad mater-
no-fetal en la que se produce una destruccion excesiva de
glébulos rojos. Esto resulta en un severo aumento de la
bilirrubina sérica con el consecuente riesgo de difusion del
pigmento al sistema nervioso central produciendo toxici-
dad, por lo que la determinacién de la bilirrubina en estos
nifios recién nacidos resulta sumamente importante.

FUNDAMENTOS DEL METODO

La bilirrubina indirecta, unida a la albimina, es liberada por
un tensioactivo. La bilirrubina total reacciona con la sal de
diclorofenildiazonio (DPD) formando un azocompuesto de
color rojo en solucion acida.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién acuosa conteniendo acido clorhi-
drico 150 mmol/l y tensioactivo.

B. Reactivo B: solucion acuosa conteniendo sal de dicloro-
fenildiazonio 1,5 mmol/l en acido clorhidrico 150 mmol/I.

REACTIVOS NO PROVISTOS
Calibrador A plus de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivos Provistos: listos para usar. Antes de utilizar, mez-
clar por inversion.

El Reactivo B puede presentar una ligera turbidez que no
afecta su reactividad.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagndéstico "in vitro".

Los reactivos son corrosivos. R34: provoca quemaduras.
S24/25: evitar el contacto con los ojos y la piel. S26: en caso
de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundante-
mente con agua y acidase a un médico. S28: en caso de
contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente
con agua. S37/39: usar guantes adecuados y proteccion
para los ojos/la cara.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habitua-
les de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE

ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: estables en refrigerador (2-10°C) has-
ta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener de la manera habitual. Proteger de
la luz natural o artificial envolviendo el tubo con papel negro.
b) Aditivos: en caso de que la muestra sea plasma, debe
usarse heparina o EDTA para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por hemdlisis hasta una concentracion de
hemoglobina de 500 mg/dl (0,5 g/dl) ni lipemia hasta una
concentracion de 500 mg/dl (5 g/l) de triglicéridos. No obs-
tante, muestras hiperlipémicas o con hemolisis moderada
pueden conducir a resultados erréneos.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: la
muestra debe ser preferentemente fresca. En caso de no
efectuarse el ensayo en el momento, el suero puede con-
servarse hasta 48 horas en refrigerador (2-10°C).

La accion de la luz es capaz de destruir hasta un 50% de la
bilirrubina presente en la muestra, por lo que debe prote-
gerse cuidadosamente.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro

- Micropipetas y pipetas para medir los volimenes indicados
- Cronémetro

- Analizador automético

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 546 nm (520 - 550 nm)

- Temperatura de reaccion: 25°C (30°C o 37°C)
- Tiempo de reaccion: 5 minutos 30 segundos
- Volumen de muestra: 80 ul

- Volumen final de reaccién: 1,28 ml

PROCEDIMIENTO

En 3 tubos marcados BR (Blanco de Reactivos), BM (Blan-
co de Muestra/Calibrador/Control) y M (Muestra/Calibra-
dor/Control), colocar:

BR BM M
1,2 ml 1ml

Reactivo A 1ml
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Aguadestilada 80 ul - -
Muestra - 80 ul 80 ul

Mezclar e incubar exactamente 30 segundos. Luego
agregar:

Reactivo B 0,2 ml - 0,2 ml

Mezclar e incubar 5 minutos. Inmediatamente después,
leer en espectrofotémetro a 546 nm (520 - 550 nm), llevan-
do a cero el aparato con el Blanco de Reactivo (BR). Lec-
tura 1 (DO,): BM (Blanco de Muestra o BC (Blanco de
Calibrador). Lectura 2 (DO,): M (Muestra) o C (Calibrador).

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de la reaccion es estable durante 30 segundos, por lo
que la absorbancia debe ser leida dentro de ese tiempo.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Bilirrubina Total (mg/l) = (DO, ,, - DO, ) x f
donde:

X mgl/l

DO

2¢c” 1BC

DO

® concentracion de bilirrubina total en el Calibrador A plus
de Wiener lab.

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de bilirrubina total, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
Bilirrubina total en suero o plasma:

- Adultos: hasta 10 mg/I
- Recién nacidos:

Nacidos a término Prematuros
Sangre de cordén <20 mg/l <20 mg/l
hasta las 24 hs 14 - 87 mgl/l <80 mg/l
hasta las 48 hs 34 - 115 mg/l <120 mg/l
del 3° al 5° dia 15-120 mg/l <160 mgl/l

Los valores comienzan luego a disminuir para alcanzar el ni-
vel promedio del adulto al mes del nacimiento.

En los prematuros, los niveles tardan mas en alcanzar la nor-
malidad, dependiendo del grado de inmadurez hepatica.

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Bilirrubina (umol/l) = Bilirrubina (mg/l) x 1,71

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

La accién de la luz, tanto sobre las muestras como sobre las
soluciones standard, es capaz de destruir en una hora hasta
el 50% de la bilirrubina presente.

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: se aplico el protocolo EP15-A del CLSI.
Se analizaron tres niveles de concentracién, cada uno por
cuadruplicado durante 5 dias. Con los datos obtenidos, se
calcularon la precisién intraensayo y total.

Precision intraensayo (n = 20)

Nivel D.S. C.V.

8,5 mg/l +0,28 mg/l 3,29 %

46,1 mg/l + 0,31 mgl/l 0,67 %

164,5 mgl/l +1,21 mg/l 0,74 %

Precisién total (n = 20)

Nivel D.S. C.V.

8,5 mg/l + 0,30 mg/l 3,53 %

46,1 mg/l +0,77 mg/l 1,67 %

164,5mgl/l + 3,15 mg/l 1,92%

b) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 250 mg/I de bilirru-
bina. Para valores superiores, repetir la determinacion em-
pleando muestra diluida 1:2 6 1:4 con solucion fisiolégica,
multiplicando el resultado obtenido por 2 6 4 segun el caso.
c) Limite de deteccién: depende del fotometro empleadoy de la
longitud de onda. En espectrofotémetros con cubetas de caras
paralelas de 1 cm de espesor, para un AA de 0,001 el minimo
cambio de concentracion detectable sera de 0,031 mg/dl.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso. Para la calibracion, debe
usarse Calibrador A plus de Wiener lab.

PRESENTACION

240 ml: 4 x 50 ml Reactivo A
2 x 20 ml Reactivo B

(Cod. 1120008)

240 ml: 4 x 50 ml Reactivo A
2 x 20 ml Reactivo B
(C6d. 1009334)

240 ml: 4 x 50 ml Reactivo A
2 x 20 ml Reactivo B
(C6d. 1009244)

240 ml: 4 x 50 ml Reactivo A
2 x 20 ml Reactivo B
(C6d. 1009605)
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Simbolos

Los siguientes simbolos se utilizan en todos los kits de reactivos para diagnéstico de Wiener lab.

Este producto cumple con los requerimientos pre-
vistos por la Directiva Europea 98/79 CE de pro-
ductos sanitarios para el diagndstico "in vitro"

CE

Representante autorizado en la Comunidad Eu-
ropea

Uso diagndstico "in vitro"

Contenido suficiente para <n> ensayos

Limite de temperatura (conservar a)
No congelar

Riesgo biolégico

[vo]

\%

g Fecha de caducidad
{

&

Volumen después de la reconstitucion

Contenido

@ NuUmero de lote

Nocivo

‘ Elaborado por:
Xn
-—

il Corrosivo / Caustico

Xi

Irritante

Consultar instrucciones de uso

Calibrador

FEL

Control

Control Positivo

Control Negativo
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