Glicose

Bioanalitica mmw Y AV A,

diagnéstica

Método
GOD - Trinder.

Finalidade

Sistema enzimatico para a determinacdo da glicose no sangue, liquor e
liquidos ascitico pleural e sinovial por reacdo cinética ou de ponto final.
Somente para uso diagndstico in vitro.

Principio
A Glicose oxidase catalisa a oxidagao da glicose de acordo com a seguinte
reacao:

GOD
Glicose + O, + H,O ———— Acido Glucénico + H,0.
O Peréxido de Hidrogénio formado reage com 4 - Aminoantipirina e Fenol,
sob agéo catalisadora da peroxidase, através de uma reagdo oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade
de cor é proporcional a concentragdo de glicose na amostra.

POD
2H,0; + 4-Aminoantipirina + Fenol ————3 Quinonimina + 4H,0

Significado Clinico

A homeostase glicémica é controlada pela agdo de diversos hormonios,
especialmente a insulina, que mantém o equilibrio da concentragdo de
glicose. Alteragdes hormonais e outros fatores levam a variagfes nesta
homeostase, desencadeando hiperglicemia e hipoglicemia.

A Hiperglicemia ocorre em varios tipos de Diabetes Mellitus, onde séo
frequentes retinopatias, lesdes renais, neuropatias e aterosclerose.

O Diabetes Mellitus é classificado em: Diabetes mellitus insulino
dependente (Tipo 1), Diabetes mellitus insulino ndo dependente (Tipo II),
Diabetes mellitus associado a certas condi¢es e sindromes (classificado
anteriormente como diabetes secundério) e Diabetes gestacional.

Nas Hipoglicemias (HG) os niveis glicémicos que levam as suas
manifestagfes s@o extremamente variaveis. As manifestacdes podem
ocorrer no jejum ou pés-prandial. Ocorre HG de jejum no insulinoma,
tumores ndo pancreaticos, doengas hepaticas, hipoadrenalinismo (doenga
de Addison), hipopituitarismo (doenca de Simmond), enfermidade do
armazenamento retardado do glicogénio (doenca de Von Gierke).

A hipoglicemia pés-prandial ocorre devido a causa reativa (sintomas de HG 1
a 3 horas ap6s a refeigdo), podendo ainda ser de origem alimentar ou em
consequéncia do diabetes mellitus Tipo Il e de intolerancia a Glicose.

Reagentes

Reagente n°® 1 - Reagente de Cor - Conservar entre 2 e 8°C. Contém:
Tampao Fosfato (pH 7,5) 36 mmol/L, 4 - Aminoantipirina 0,3 mmol/L, Azida
Sédica 7,7 mmol/L, Fenol 10 mmol/L, Glicose Oxidase > 10.000 UI/L,
Peroxidase > 700 U/L.

Reagente n°® 2 - Padrdo - Conservar entre 2 e 8°C. Manter vedado.
Contém: Glicose 100,0 mg/dL e Azida Sédica 0,05 g/L.

Estabilidade, Condi¢c6es de Armazenamento e Transporte

Os reagentes sdo estaveis até a data de validade impressa no rétulo do
produto, quando conservados na temperatura recomendada (2 a 8°C), bem
vedados e se evitado de contaminacdo durante o uso. Antes de serem
abertos, os reagentes podem ser transportados em temperatura que néo
exceda 30°C, até um limite de 120 horas. N&o congelar.

Cuidados Especiais e Precaucdes

» As amostras a serem analisadas devem ser tratadas como material
potencialmente infectante.

« Utilizar os EPI's de acordo com as Boas Praticas de Laboratdrio Clinico.
» O Reagente de Cor (1) e o Padréo (2) contém azida sddica que é toxica e
irritante para pele e mucosa.

* As informagdes de Descarte, Seguranga e Primeiros Socorros estdo
descritas na Ficha Individual de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ)
deste produto, disponivel em www.bioanalitica.com.br ou pelo telefone
0800 006 8111.

» Reagentes de lotes diferentes ndo devem ser misturados.

» Néo trocar as tampas dos frascos dos reagentes, a fim de evitar
contaminagao cruzada.

» Evitar deixar os reagentes fora das condigbes de armazenamento
especificadas, quando os mesmos ndo estiverem em uso.

* O tempo de reacao, pipetagens e temperatura de trabalho sdo muito
importantes para obtencéo de resultados corretos.

» Usar pipetas de vidro e ponteiras descartaveis especificas para cada
amostra, controle, padréo/calibrador e reagente.

* O nivel de 4gua do banho-maria deve ser superior ao dos tubos de ensaio
gue contém as reagoes.
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Materiais Necessarios e Ndo Fornecidos

« Analisador bioquimico automatico, semiautomatico ou espectrofotémetro;
« Pipetas de vidro e/ou automaticas;

* Ponteiras;

* Tubos de ensaio;

» Cronémetro;

» Banho-maria.

Amostra

Plasma (Fluoreto), soro, liquor, liquido (ascitico, pleural e sinovial). O soro
devera ser centrifugado imediatamente apds a colheita. Em outros liquidos
biolégicos adicionar um inibidor da glicélise na mesma propor¢ao descrita
para o sangue, centrifugando a amostra antes de iniciar a dosagem.

No plasma, soro ou outros liquidos separados das células, a glicose é
estavel por 3 dias armazenada entre 2 e 8°C, quando livres de
contaminag&o.

Para descarte dos reagentes e materiais biol6gicos deve-se seguir as
normas locais, estaduais ou federais de protecdo ambiental.

Interferéncias e Limitacbes

O uso de medicamentos como o Acido Ascorbico (Vitamina C) interferem
na reagéo, pois competem com o consumo de H,O,, fornecendo valores
falsamente diminuidos. Por esta razdo, deve-se suspender o seu uso pelos
menos 24 horas antes da coleta da amostra.

Concentragdes de bilirrubina até 13,50 mg/dL e triglicérides até 1216 mg/dL
ndo produzem interferéncias significativas. Valores de hemoglobina maior
que 200 mg/dl e acido ascorbico até 4,0 mg/dL produzem interferéncias
significativas nas amostras.

Preparacéo dos Reagentes
Reagentes prontos para uso.

Procedimento Técnico

Equipamentos Automaticos

Para uso em analisadores automaticos, verificar o protocolo de automagéo
no site www.bioanalitica.com.br ou através do SAC.

Nota: Recomendamos o uso do Calibrador — Ref. BA052 para calibracéo.
Para avaliar a preciséo das dosagens, recomendamos o uso do Controle N
— Ref. BA115 e Controle P — Ref. BA118.

Método de Ponto Final
Identificar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padrdo) e
proceder como a seguir:

Branco Amostra Padrao
Amostra - 10 pL -
Padréo (2) - --- 10 uL
Reagente de Cor (1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37°C por 10 minutos. Ler a
absorbancia da Amostra e do Padrdo em 505 nm (490 - 550 nm), acertando
0 zero com o Branco. A cor € estavel por 30 minutos.

Célculos

Glicose (mg/dL) = (Absorbancia da Amostra + Absorbancia do padréo) x
Concentracao do Padrao

Fator de Calibrag@o = Concentracio do Padréo + Absorbancia do Padréo

Exemplo com Padréo

Absorbancia da Amostra = 0,340
Absorbancia do Padrdo = 0,355
Concentrac¢ado do Padrdo = 100 mg/dL
Glicose = (0,340 + 0,355) x 100 = 95,8 mg/dL

Exemplo com Fator de Calibracéo
Fc =100 + 0,355 = 282
Glicose = 0,340 x 282 = 95,8 mg/dL

Método Cinético

Esta técnica utiliza uma cinética de dois pontos e ndo requer branco da
reacdo. Deve ser utilizado em todas as amostras lipémicas. E importante
que sejam observados rigorosamente o intervalo de tempo entre a mistura
da amostra ou padréo com o reagente e o inicio da medi¢&o no fotdmetro.
Para a reprodutibilidade dos resultados, é absolutamente fundamental e
indispensavel o controle da temperatura da reagéo. O tempo de reacao é
muito pequeno, fazendo se necessario a utilizagdo de um fotdmetro com
cubeta termostatizada com controle de temperatura a 37 °C.
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Ajustar o zero do fotdmetro em 505 nm (490 a 550) com &gua deionizada
ou destilada. Adicionar 0,01 mL da amostra ou Padréo a 1,0 mL do
Reagente de Cor (1) previamente aquecido a 37°C. Misturar e iniciar
imediatamente a medi¢cdo. Efetuar uma leitura da absorbancia aos 30
segundos e outra aos 90 segundos mantendo a rea¢cdo com temperatura
controlada em 37 °C.

Célculos
AA (Teste ou Padrao) = Absorbanciag,— Absorbanciasy

Glicose (mg/dL) = _AA da Amostra x 100
AA do Padréo

Exemplo:
Az Amostra = 0,104
Ago Amostra = 0,181

Az Padrdo = 0,095
Ago Padrao = 0,178

Glicose (mg/dL) = _0,181 — 0,104
0,178 — 0,095

x 100 =93

Caracteristicas do Desempenho

Comparacéo de Métodos

O método foi comparado com outro produto com metodologia semelhante
através de 40 amostras de soro humano. Através de modelos estatisticos,
os resultados foram analisados e resultaram na equacdo de regressao
linear onde Método Bioanalitica (y) = 0,099 + 0,996 * Método comparativo
(x) e coeficiente de correlagéo igual a 0,993.

Sensibilidade

Uma amostra proteica ndo contendo Glicose, foi utilizada para calcular o
limite de deteccdo do ensaio. A média encontrada foi 1,7900 mg/dL
equivalente a 20 determinagdes, com desvio padréo de 0,2254 mg/dL.

A sensibilidade, que indica o limite de detec¢éo do método, corresponde a
média mais 3 vezes o desvio padrdo, que é igual a 2,4661 mg/dL.

Linearidade

A reacéo ¢€ linear até 600 mg/dL. Para amostras com valores acima de 600
mg/d/L, diluir a amostra com Cloreto de Sédio 0,85%, repetir a dosagem e
multiplicar o resultado obtido pelo fator de dilui¢éo.

Repetibilidade

A repetibilidade foi calculada a partir de 20 determinacdes sucessivas,
utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes, obtendo-se os
seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragdo Média (mg/dL) 43,66 86,64 258,28
Desvio Padréo (mg/dL) 0,31 0,46 2,26
Coeficiente de Variagéo (%) 0,71 0,53 0,90

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagfes sucessivas
durante 20 dias consecutivos, utilizando 3 amostras com concentragdes
diferentes, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1l | Amostra 2 | Amostra 3
Concentragéo Média (mg/dL) 37,80 89,49 260,49
Desvio Padréo (mg/dL) 0,86 3,64 6,47
Coeficiente de Variacgéo (%) 2,28 4,07 2,49

Valores de Referéncia

Estes valores de referéncia devem ser usados apenas como orientacéo.
Sugere-se que cada laboratério estabeleca seus préprios valores para
populacao atendida. Os resultados dos testes devem ser analisados por um
profissional responséavel.

Prematuro 20 a 60 mg/dL
Oaldia 40 a 60 mg/dL
Plasma =775 50 a 80 mg/dL
Criangas e adultos 65 a 99 mg/dL
Liquor 50 a 70 mg/dL

Para converter os valores de mg/dL em mmol/L (Sl) multiplicar por 0,0556.
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Controle Interno da Qualidade

O laboratério clinico deve possuir um programa interno de controle da
qualidade, para assegurar que todos os procedimentos, normas, limites e
tolerancia para variagdes sejam claramente definidos. Ressaltamos que
todos os sistemas de medigdo apresentam uma variabilidade analitica, que
deve ser monitorada pelos laboratérios. Portanto, é recomendavel a
utilizagéo de controles, que permitem avaliar a preciséo e a exatidao das
dosagens. Sugere-se utilizar solu¢Bes estabilizadas da linha de controles e
calibradores da Bioanalitica.

Observacbes

* A limpeza e secagem adequadas do material usado s&o fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtencao de resultados
corretos.

» A agua utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de
agentes contaminantes. A limpeza da vidraria deve ser feita com detergente
neutro. O enxague deve ser exaustivo sendo os Ultimos com agua destilada
ou deionizada.

» A agua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada
aplicacdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medicdes, a agua
deve ser do Tipo Il, com resistividade > 1 megaohms/ cm ou condutividade
< 1 microsiemens /cm e concentracdo de silicatos < 0,1 mg/L. Para o
enxague inicial da vidraria, a &gua pode ser do Tipo lll, com resistividade >
0,1 megahoms ou condutividade < 10 microsiemens.

No enxague final, utilizar &gua do Tipo Il. Coluna deionizadora com sua
capacidade saturada libera agua alcalina, véarios fons e também
substancias com grande poder de oxidagdo ou reducéo que deterioram os
reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando de maneira
imprevisivel os resultados. Assim, é fundamental estabelecer um programa
de controle da qualidade da agua.
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Termos e Condi¢des de Garantia

A Bioanalitica Diagnéstica garante o desempenho e a qualidade deste
produto, dentro das especificacdes, até a data de expiragdo indicada nos
rétulos, desde que utilizados, armazenados e transportados nas condi¢des
adequadas.

Apresentacdes
Ref. Volume Reagente 1 Reagente 2
BA244-500 500 mL 2 x 250 mL 1x3mL
BA244-1000 1000 mL 4 x 250 mL 1x3mL
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