
 BILIRRUBINA DIRECTA (DIAZO ÁCIDO) 
 Reac�vo líquido para la determinación fotométrica de 
 Bilirrubina Directa en suero o plasma. 

 Para uso en el diagnós�co  in Vitro  .  Apto para usar  en autoanalizador  . 

 SIGNIFICANCIA CLÍNICA 

 La  bilirrubina  es  producto  de  la  degradación  de  la  hemoglobina  en  el 
 sistema  re�culo  endotelial,  la  cual  es  transportada  al  hígado  unida  a 
 albúmina.  Esta  bilirrubina,  conocida  como  bilirrubina  indirecta  o  libre,  es 
 insoluble  en  agua  y  es  conjugada  en  el  hígado  con  ácido  glucurónico, 
 siendo  excretada  hacia  el  intes�no  por  vía  biliar,  donde  es  metabolizada 
 por  la  flora  bacteriana.  La  bilirrubina  total  corresponde  a  la  suma  de  la 
 bilirrubina  indirecta  o  libre,  y  la  bilirrubina  conjugada  o  directa.  Un 
 aumento  en  la  bilirrubina  total  es  producto  de  una  obstrucción  en  la  vía 
 biliar;  hepa��s;  cirrosis;  enfermedad  hemolí�ca  y  algunas  deficiencias 
 enzimá�cas  hereditarias.  La  bilirrubina  indirecta  o  libre,  se  encuentra 
 elevada  por  causas  pre-hepá�cas,  tales  como  enfermedades 
 hemolí�cas,  o  bien  problemas  metabólicos  intra-hepá�cos  que 
 involucran  el  proceso  de  conjugación.  En  neonatos  es  importante  el 
 control  de  la  bilirrubinemia,  ya  que  la  bilirrubina  indirecta  o  libre  es 
 neurotóxica. 

 FUNDAMENTOS DEL MÉTODO 

 La  mayoría  de  los  métodos  u�lizados  para  la  determinación  de 
 bilirrubina  directa  u�lizan  ácido  sulfanílico  diazo�zado,  formándose 
 azobilirrubina coloreada. 
 En  medio  acuoso  sólo  reacciona  la  bilirrubina  conjugada  o  directa.  En 
 presencia  de  ácido  sulfanílico  diazo�zado,  los  glucurónidos  de 
 bilirrubina  y  la  bilirrubina-delta  reaccionan,  formándose  azobilirrubina 
 que en pH ácido presenta un peak de absorción a 560 nm. 
 La  azobilirrubina  formada  es  medida  fotométricamente  entre  540  y  600 
 nm,  siendo  la  intensidad  del  color  formado  directamente  proporcional  a 
 la can�dad de bilirrubina directa presente en la muestra. 

 REACTIVOS 

 •  Reac�vo  1  (R1):  solución  estabilizada  de  ácido  sulfanílico  29  mM  en 
 HCl 0.170 M 
 • Reac�vo 2 (R2): solución estabilizada de nitrito de sodio 72m M. 

 Conservados  entre  2º  y  8ºC.,  protegidos  de  la  luz,  sin  abrir,  estables 
 hasta  la  fecha  de  caducidad  indicada  en  la  e�queta.  Una  vez  abiertos 
 son  estables  40  días  conservados  entre  2º  y  8ºC  si  permanece 
 refrigerada en el analizador o en un frigorífico. 

 PREPARACIÓN REACTIVO DE TRABAJO: 
 R1 y R2 Están listos para su u�lización. 
 Evite la contaminación de los reac�vos. No congelar. 

 MUESTRAS 

 U�lizar  suero  o  plasma  (EDTA)  libre  de  hemólisis.  U�lice 
 preferentemente  suero  recién  extraído.  Mantener  las  muestras 
 protegidas de la luz. 

 Centrifugue  las  muestras  que  con�enen  precipitados  antes  de  realizar  el 
 ensayo. 

 MATERIAL NECESARIO NO INCLUIDO 

 Analizador  automá�co  capaz  de  medir  absorbancia  a  546  nm  (rango 
 520-550 nm), suero fisiológico, calibrador y sueros controles. 

 TÉCNICA 

 Llevar el reac�vo a 37° C antes de realizar el ensayo. 

 Desconocido  Blanco reac�vo 
 Muestra o Calibrador  (µL)  16  ---- 
 R1  (µL)  160  160 
 Agua des�lada  (µL)  ----  16 
 Mezclar,  incubar  durante  5  minutos  a  37°  C,  leer  la  absorbancia  del 
 blanco y, a con�nuación, añadir: 
 R2  (µL)  40  40 
 Mezclar  en  profundidad,  incubar  durante  5  minutos  a  37°  C  y  volver  a 
 leer  la  absorbancia.  Calcule  la  absorbancia  de  la  muestra  restando  el 
 blanco reac�vo. 

 La absorbancia del blanco del reac�vo a 546 nm debe ser < 0.2 A. 
 Adaptaciones  para  la  aplicación  de  este  reac�vo  en  autoanalizadores 
 están  disponibles  a  solicitud.  Es  responsabilidad  del  laboratorio  validar 
 esta aplicación. 

 CALIBRACIÓN 

 ●  En  la  calibración  se  recomienda  u�lizar  calibrador  sérico 
 VALTROL-C  ll  (código  210-130A)  y  suero  fisiológico  para  realizar 
 calibración  de  2  puntos.  Proceder  de  igual  forma  que  con  las 
 muestras. 

 ●  Se  recomienda  recalibrar  en  cualquier  momento  que  se  evidencie 
 alguno de estos acontecimientos: 
 ●  El lote de reac�vo cambia. 
 ●  Se realiza un mantenimiento del equipo. 
 ●  Los  valores  de  control  han  cambiado  o  se  encuentran  fuera 

 de rango. 

 CÁLCULOS 

 Factor =  Concentración Calibrador (mg/dL) 
 Abs. Calibrador 

 Bilirrubina Directa (mg/dL)=  Factor x Abs. Muestra 

 El  autoanalizador  calcula  automá�camente  la  concentración  de 
 bilirrubina directa de cada muestra. 

 Factor de conversión: mg/dL * 17.1 = µmol/l 

 CONTROL DE CALIDAD 

 ●  Es  conveniente  analizar  junto  con  las  muestras  sueros  controles 
 valorados  para  Bilirrubina  Directa  por  este  método.  Se  recomienda 
 la  u�lización  de  los  sueros  controles  VALTROL-N  (código  210-100)  y 
 VALTROL-P (código 210-110)  o MULTIVALTROL (código 210-300). 

 ●  Si  los  valores  obtenidos  para  los  controles  se  encuentran  fuera  del 
 rango  de  tolerancia,  revisar  el  instrumento,  el  reac�vo  y  el 
 calibrador. 

 ●  Cada  laboratorio  debe  disponer  de  su  propio  Control  de  Calidad  y 
 establecer  las  correcciones  necesarias  en  caso  de  que  no  se 
 cumpla con las tolerancias permi�das para los controles. 

 Valtek S.A.  Rodrigo de Araya 1025, Macul, San�ago  de Chile / Tel. + (562) 2654 1100 
 www.valtek.cl / info@valtek.cl 



 ADVERTENCIAS Y MEDIDAS DE PRECAUCIÓN: 

 ●  Proteger  las  muestras  de  la  luz  directa,  ya  que  puede  ocasionar  un 
 descenso  de  hasta  un  50%  de  la  bilirrubina  presente  en  la  muestra 
 en 1 hora (4). 

 ●  Consultar  en  nuestra  página  WEB  la  ficha  de  seguridad  de  este 
 reac�vo  y  observar  todas  las  medidas  de  precaución  necesarias 
 para la manipulación y eliminación de residuos. 

 ●  U�lizar  los  reac�vos  guardando  las  precauciones  habituales  de 
 trabajo en el laboratorio de análisis clínicos. 

 ESPECIFICACIONES DE DESEMPEÑO: 

 - Precisión (de acuerdo a CLSI EP05-A2): 

 Precisión total  Precisión intralaboratorio 

 Media 
 (mg/dL) 

 SD 
 (mg/dL) 

 CV %  Media 
 (mg/dL) 

 SD 
 (mg/dL) 

 CV % 

 0,77  0,001  0,75  0,77  0,014  1,84 

 3,45  0,026  0,77  3,45  0,063  1,83 

 Entre día  Entre corrida 

 Media 
 (mg/dL) 

 SD 
 (mg/dL) 

 CV %  Media 
 (mg/dL) 

 SD 
 (mg/dL) 

 CV % 

 0,77  0,009  1,23  0,77  0,009  1,14 

 3,45  0,044  1,26  3,45  0,037  1,09 

 - Linealidad: La linealidad de este método es de 0.06 a 15.2 mg/dL. 

 Para  valores  superiores  a  15.2  mg/dL  diluir  la  muestra  por  ejemplo  1:5 
 con suero fisiológico y el resultado obtenido se mul�plica por cinco. 

 -  Interferencias:  Para  este  método  de  análisis  de  la  bilirrubina  directa,  se 
 evaluó  la  interferencia  producida  por  el  ácido  ascórbico  en  un 
 analizador  de  la  serie  Mindray,  aplicando  un  límite  de  aceptabilidad  de 
 un 10% de desviación de la media de control. 

 Concentración 
 del analito 

 Sustancia 
 analizada 

 Efecto observado 

 20 mg/dL  Ácido 
 Ascórbico 

 Sin  interferencia  significa�va 
 (dentro de ± 10%) 

 Muestras  altamente  lipémicas  (Triglicéridos  ≥500  mg/dL)  interfieren  en 
 el  ensayo.  La  interferencia  puede  corregirse  preparando  un  blanco  de 
 muestra antes de aplicar la fórmula general de cálculo 

 -  Comparación  de  métodos:  Los  resultados  de  este  método  (y)  se 
 compararon  con  los  de  un  método  de  referencia  (x)  empleando  un 
 analizador  de  la  serie  Mindray.  Con  40  muestras  se  obtuvo  la  siguiente 
 correlación: 

 y = 09342x+2.437 

 R  2  = 0.9984 

 Todas  las  marcas  de  fábrica,  nombres  de  productos  y  nombres 
 comerciales son de propiedad de sus respec�vas empresas. 

 -  Límites  de  detección:  La  concentración  de  Bilirrubina  Directa  mínima 
 detectable con un aceptable nivel de precisión (99.7%) es de 0.06 mg/dL 

 Todos  los  datos  de  desempeño  han  sido  obtenidos  u�lizando  un 
 autoanalizador  MINDRAY  de  la  serie  BS.  Los  resultados  pueden  variar  al 
 cambiar de instrumento o al realizar el procedimiento manualmente. 

 RANGOS DE REFERENCIA 

 Cada  laboratorio  debe  establecer  sus  propios  rangos  de  referencia  en 
 función  de  la  población  de  pacientes.  Los  rangos  de  referencia  que  se 
 enumeran a con�nuación están tomados de la bibliogra�a existente. 

 Bilirrubina  Directa:  0 a 0.3 mg/dL 

 PRESENTACIONES DISPONIBLES 
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 CÓDIGO  CONTENIDO 
 DBI0102  Reac�vo 1  4 x 20 ml 

 Reac�vo 2                                                        1 x 20ml 
 DBI0103  Reac�vo 1  4 x 32 ml 
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