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BILIRRUBINA (DIRECTA)
DICLOROFENILDIAZONIO

USO PREVISTO

Reactivo para la medicion de la concentracién de bilirrubina directa en suero o plasma humano.
Los valores obtenidos son Utiles como ayuda en el diagnéstico y control de la evolucién de la
ictericia.

Este reactivo debe ser utilizado en los analizadores A25 y A15 de BioSystems o en otro
analizador de prestaciones similares.

SIGNIFICADO CLINICO

La bilirrubina es un producto de desecho derivado del grupo hemo de la hemoglobina de los
eritrocitos dafiados o senescentes, que son destruidos en las células reticuloendoteliales. Una
vez producida, la bilirrubina se transporta al higado en asociacion con la albimina. La bilirrubina
en el hepatocito se conjuga con el acido glucordnico y se excreta en la bilis. Existen una serie
de enfermedades heredadas o adquiridas que afectan a la produccion, captacion, metabolismo
y excrecion de bilirrubina, resultando en una hiperbilirrubinemia’2.

Se observa hiperbilirrubinemia no conjugada en recién nacidos (ictericia fisiolégica), en un
aumento de la destruccion de eritrocitos (anemia hemolitica, hematoma extenso), en
eritropoyesis defectuosa asi como en algunas enfermedades genéticas poco frecuentes
(sindrome de Gilbert, sindrome de Crigler-Najjar).

La hiperbilirrubinemia conjudada se asocia a una disminucion en la excrecion de bilis debida a
enfermedades hepéticas (hepatitis o cirrosis) o bien a una colestasis intra o extrahepatica.

La ictericia es una manifestacion clinica de la hiperbilirrubinemia, que consiste en una
deposicion de los pigmentos biliares en la piel, originando coloracion amarillenta de la piel y
mucosas.

El diagnéstico clinico no debe realizarse teniendo en cuenta el resultado de un Gnico ensayo,
sino que debe integrar los datos clinicos y de laboratorio.

FUNDAMENTO DEL METODO

La bilirrubina directa en la muestra reacciona con la sal de 3,5-diclorofenildiazonio formando un
complejo coloreado que puede ser medido mediante espectrofotometria a 535 nm3. La
cetrimida solubiliza la bilirrubina indirecta permitiendo su reaccion junto con la fraccion directa*®.
Los términos “directa” y “total” se refieren a las caracteristicas de reaccion en presencia o
ausencia de solubilizantes (aceleradores). La bilirrubina “directa” e “ indirecta” equivale sélo de
forma aproximada a las fracciones conjugada y no conjugada.

CONTENIDO Y COMPOSICION
A.  Reactivo: 5 x 40 mL. Acido fosforico 90 mmol/L, HEDTA 4,5 mmol/L, cloruro de sodio 50
mmol/L, pH 1,5.

PELIGRO: H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol. P280: Llevar
guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. P303+P361+P353: EN CASO DE
CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las prendas
contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse. P305+P351+P338: EN CASO DE
CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Sequir aclarando.
B. Reactivo: 5 x 10 mL. 3,5-diclorofenildiazonio 1,5 mmol/L.

PELIGRO: H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.
P260: No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol. P280: Llevar
guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. P303+P361+P353: EN CASO DE
CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente las prendas
contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse. P305+P351+P338: EN CASO DE
CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

Para mas advertencias y precauciones, ver la ficha de datos de seguridad del producto (SDS).

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Conservar a 2-8°C.

Los componentes son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del kit,
siempre que se conserven bien cerrados y se evite la contaminacién durante su uso.

Estabilidad a bordo: Los reactivos abiertos y conservados en el compartimento refrigerado del
analizador son estables 2 meses.

Indicaciones de deterioro: Absorbancia del blanco superior al limite indicado en “Parametros del
Ensayo”.

MATERIALES ADICIONALES REQUERIDOS (NO SUMINISTRADOS)

Calibrador de Bioguimica (BioSystems cod. 18011) o Calibrador de Bioquimica Humano (BioSystems cod.
18044).

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Ejerza las precauciones habituales requeridas para manipular todos los reactivos de laboratorio.
Las fichas de seguridad estan disponibles para el usuario bajo peticion. La eliminacion de todos
los residuos debe ser conforme a las normativas locales.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Los reactivos estan listos para su uso.

MUESTRAS

Suero y plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Utilizar heparina y EDTA como
anticoagulantes.

La concentracion de bilirrubina en suero y plasma es estable 2 dias a 20-25°C, 7 dias a 4-8°C y
6 meses a -20°C siempre que se proteja de la luzS.

CALIBRACION

Debe realizarse un blanco de reactivo cada dia y calibrar al menos cada 2 meses, después de
un cambio de lote de reactivo o cuando lo requieran los procedimientos de control de calidad.
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CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda el uso de los Sueros Control Bioguimica niveles | (cod. 18005, 18009 y 18042) y Il (cod. 18007,
18010y 18043), para verificar la funcionalidad del procedimiento de medida.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como procedimientos
de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.

VALORES DE REFERENCIA
Adultos’:

| Directa: | Hasta 0,4 mg/dL = 6,8 umol/L

Estos valores se dan Unicamente a titulo orientativo; es recomendable que cada laboratorio
establezca sus propios intervalos de referencia.

CARACTERISTICAS METROLOGICAS

Las prestaciones metroldgicas que se describen a continuacion, han sido obtenidas utilizando un analizador
A25 y siguiendo las guias del Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Los resultados son similares a
los del A15.

— Limite de deteccion: 0,07 mg/dL = 1,15 umol/L. Limite de cuantificacion: 0,37 mg/dL = 6,32 umol/L.

— Limite de linealidad: 15 mg/dL = 257 pumolL.

— Precision:
Concentracion media Repetibilidad (CV) Imprecision total (CV)
0,492 mg/dL = 8,42 pmollL 58% 84 %
1,09 mg/dL = 18,6 pumol/L 2,8% 63%
2,01 mg/dL = 34,4 pmollL 21% 54%

— Veracidad: Los resultados obtenidos con este procedimiento no mostraron diferencias sistematicas cuando
se compararon con un procedimiento de referencia. Los detalles de los experimentos de comparacion estan
disponibles bajo solicitud.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- Interferencias: la hemolisis (hemoglobina 25 mg/dL) y la lipemia (triglicéridos 1300 mg/dL) interfieren. Otros
medicamentos y sustancias pueden interferir®.

— Ocasionaimente, en aquellas muestras en las que la concentracion de bilirrubina directa y total son muy
similares, pueden obtenerse algunos valores mas altos para la bilirrubina directa que para la bilirrubina total.
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PARAMETROS DE LA PRUEBA

R1: Utilizar el Reactivo A
R2: Utilizar el Reactivo B

A25 A15

GENERAL

Nombre BILIRUBIN DIRECT BILIRUBIN DIRECT

Tipo muestra suero / plasma suero / plasma

Modo de anélisis diferencial bireactivo diferencial bireactivo

Unidades mg/dL mg/dL

Test de turbidimetria no no

Decimales 2 2

Tipo de reaccion creciente creciente
PROCEDIMIENTO

Modo de lectura bicromético bicromético

Filtro principal 535 535

Filtro de referencia 670 670

Muestra 14 14

Vol. R1 240 240

Vol.R2 60 60

Lavado 1,2 1,2

Lectura 1 (ciclo) 6 3

Lectura 2 (ciclo) 10 7

Reactivo 2 (ciclo) 7 5

Factor predilucion - -
CALIBRACION Y BLANCO

Tipo de calibracion multiple mltiple

Ntmero de calibradores 1 1

Curva de calibracion - -
OPCIONES

Limite absorbancia blanco 0,04 0,04

Limite blanco cinético - -

Limite linealidad 15 15

Sustrato consumido - -
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