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POINTE  SCIENTIFIC                                                                        BILIRRUBINA TOTAL
BILIRRUBINA TOTAL SET DE REACTIVOS

USO:

Para la determinación cuantitativa de Bilirrubina total en suero.

HISTORIA DEL METODO:

Una reacción en la cual la Bilirrubina es unida con Acido Sulfanilico Diazotizado (Acido p-diazobencensulfonico) para producir un tinte Diazo, fue descrito por primera vez por ehrlich en 1884. El color de este derivado es rosa en un medio ácido y azul en un medio alcalino. La medida del azul ha sido mas popular debhido a mayor sensibilidad, etc. Se pueden distinguir y cuantificar dos tipos de suero de bilirrubina por la reacción diazo. La forma directa consiste de bilirrubina libre, no conjugada, ligada a suero albúmina. Esta forma reacciona en la presencia de un agente acelerador o estabilizador. La forma indirecta consiste de bilirrubina libre, no conjugada, ligadaa suero albúmina. Esta forma reacciona en la presencia de un agente acelerador. La suma de estas dos formas es llamada Bilirrubina total. La diferencia entre las formas de bilirrubina directa e indirecta es importante en el diagnóstico de las causas de hiperbilirrubinemia.

Muchas sustancias promueven el acoplamiento de los reactivos Diazo con bilirrubina no conjugada. El metanol fué el primero sugerido por Evelyn y Malloy en los 30 s. Con cafeina/benzoato de sodio de Jendrassik y Grof un poco mas tarde se han reportado muchas modificaciones y mejoras a los dos métodos descritos arriba. (4,5,6)

Otros agentes solubilizadores y aceleradores tambien han sido tratados, incluyendo el 2-metoxyetanol y la urea. El dimetulfoxido (DMSO) se investigó como un posible solvente para la bilirrubina total en 1969. El procedimiento actual usa el DMSO basado en una modificación de Walters y Gerarde. El método es sensitivo, preciso, y facil de implementar. Tiene un nivel muy favorable comparado con el de Evelyn y Malloy y el de Jendrassik y Grof.

PRINCIPIO:

El acido sulfanilico reacciona con el nitrito de sodio para producir ácido sulfanilico diazotizado (Diazo). La bilirrubina directa e indirecta se acopla con el Diazo para producir azobilirrubina en presencia de DMSO. la intensidad del color producido es directamente proporcional a la cantidad de la concentración de bilirrubina total presente en la muestra.

REACTIVOS:

1.
Reactivo Bilirrubina total: Acido sulfanilico 16 mM., Acido clorhidrico 164mM., dimetilsulfonico 4.4mM Surfactactante.

2.
Reactivo de Nitrito de sodio: Nitrito de Sodio 0.6 mM.

PRECAUCIONES:

1.
Los reactivos son tóxicos y corrosivos. No los pipetee con la boca. Evite el contacto con la piel y ropa.

2.
El reactivo se usa solo para reactivo "In Vitro"

PREPARACION DEL REACTIVO:

Reactivo de trabajo de Bilirrubina total: Agregue 0.01 (10ul) de reactivo nitrito por 1.0 ml. de reactivo de bilirrubina total, mezcle. Ejemplo: 0.01 ml. de nitrito/100 ml. de reactivo de bilirrubina total ó 1 ml. de nitrito/100 de reactivo de bilirrubina total, etc.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO:

1.
Los paquetes de reactivos son almacenados a temperatura ambiente.

2.
Los reactivos de trabajo combinado pueden ser almacenados en una botella ámbar por mas de 48 hrs. a temperatura ambiente y 30 dias en refrigeración.

3.
No congele los reactivos

4.
Evite la exposición directa con la luz solar.

DETERIORO DE LOS REACTIVOS: NO USE SI:

1.
El reactivo de nitrito de sodio tiene una devcoloración amarilla obscura.

2.
El reactivo de trabajo falla al comparar contra los valore saignados para el ensayo de control de sueros frescos.

NOTA:

Normalmente el reactivo de trabajo decolora un tono amarillo/naranja claro.

RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS:

1.
Se recomienda suero fresco y no hemolizado

2.
Las muestras deben de ser analizadas dentro de las dos horas de su recolección si se mantienen a temperatura ambiente y en la oscuridad y dentro de las doce horas si se mantiene en refrigeración de 2 a 8ºC y protegido de la luz.

3.
La bilirrubina en sueri es estable por tres meses cuando se almacena congelada a -20ºC y se protege de la luz.

4.
La luz del sol directa puede causar un decremento superior al 50% en la bilirrubina en una hora.

INTERFERENCIAS:

Cierta cantidad de drogas y substancias afectan los resultados de la Bilirrubina. Consultar a Young el al.

MATERIALES PROPORCIONADOS:

Pipetas graduadas

Cronómetro

Tubos de ensaye/Gradilla

Espectrofotómetro con capacidad para leer 555 nm (de 540 a 560nm)

PROCEDIMIENTO A (AUTOMATICO):

Consulte las instrucciones del instrumento específico.

PROCEDIMIENTO M (MANUAL):

                                                  PRUEBA  BLANCO

Reactivo de bilirrubina (ml)            1.0            ---

Reactivo de bilirrubina total (ml)     ---           1.0 

Muestra (ml)                                  0.05         0.05

1.
Etiquete los tubos prueba, paciente, etc. Cada tubo requiere también un tubo blanco.

2.
Pipetee 1.0 ml. de reactivo de bilirrubina total a todos los tubos blanco.

3.
Prepare el reactivo de trabajo. Consulte "Preparación de reactivos"

4.
Pipetee 1.0 ml. de reactivo de trabajo a todos los tubos prueba.

5.
Agregue 0.05 ml. (50 ul) de muestra a los tubos respectivos. Mezcle.

6.
Coloque todos los tubos en una gradilla por cinco minutos a temperatura ambiente (un minuto a 37ºC.)

7.
Calibre el espectrofotómetro a cero con el reactivo blanco en 555nm. (540-560nm)

8.
Lea y registre la absorción de todos los tubos.

9.
Consulte "Calculos" para obtener resultados.

NOTAS DEL PROCEDIMIENTO:

1.
El color final es estable por treinta minutos.

2.
Para instrumentos que requieren un volumen superior a 1.0 ml. para lecturas exactas, use 3.0 ml. de reactivo y 0.200 ml. (200 ul) de muestra.

Siga las instrucciones de arriba.

VOLUMENES PEDIATRICOS:

Para muestras pediatricas con bilirrubina superior a 3.0 mg/dl deben de ser diluidos en proporción 1:1 con salina isotónica. Corra de nuevo y el resultado final multipliquelo por dos.

Los niveles de hemoglobina en el suero superiores a 1.0 g/dl no interfieren son los resultados.

CALIBRACION:

Use un standard apropiado o suero calibrador.

CONTROL DE CALIDAD:

La integridad de la reacción debe de ser monitoreada mediante el uso de sueros de control (normal y anormal) con concentraciones de bilirrubina conocidas.

CALCULOS:
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VALORES ESPERADOS:

Total= Adultos de 0.2-1.2 mg/dl

LIMITACIONES:

Sueros con valores superiores a 20 mg/dl deben de ser diluidos en proporción 1:1 con salina Isotónica. Corra de nuevo y el resultado final multipliquelo por dos.

Los niveles de hemoglobina en el suero superiores a 1.0 g/dl no interfieren con los resultados.

DESEMPEÑO:

1.
Lineridad: 20 mg/dl

2.
Comparación: La implementación entre este método y otro similar arrojó un coeficiente de correlación de 0.987 con una ecuación de regresión de y=0.98x+0.02

3.
Precisión:

           Entre Pruebas

Conc.        D.E.        C.V.%

    0.9           0.05          5.6

    7.7           0.05          1.8

        Prueba a prueba

Conc.        DE.        C.V.%

   0.9         0.05          5.6

   7.7         0.14          1.8
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