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GLICOSE
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Enzimática Colorimétrica – GOD - PAP
 A Glicose é oxidada enzimaticamente pela Glicose-oxidase (GOD ) de acordo com a seguinte reação:

Glicose + O2 + H2O     GOD            Ácido Glucônico + H2O2
O Peróxido de hidrogênio, em presença da Peroxidase (POD) reage com a 4 Aminoantipirina e Fenol, formando um cromógeno vermelho cereja cuja intensidade de cor é proporcional à concentração de Glicose.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A homeostase glicêmica é controlada pela ação de diversos hormônios, especialmente a insulina, que mantém o equilíbrio da concentração de glicose. Alterações hormonais e outros fatores levam à variações nesta homeostase, desencadeando hiper e hipoglicemia.

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro, plasma, líquor e outros líquidos biológicos. Anticoagulantes como heparina, oxalato, fluoreto ou EDTA, não interferem. 

Estabilidade e armazenamento da amostra

A amostra é estável por 7 dias entre 2 e 8 ºC.

Deve se separar o soro ou plasma dos elementos celulares no prazo máximo de 1 hora.

Para melhorar a preservação da amostra, adicionar fluoreto como inibidor de glicolise.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

GLICOSE LÍQUIDO ESTÁVEL

CATÁLOGO: K054

ANVISA: 10269360064
QUIBASA QUÍMICA BÁSICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil

Tel.: (31) 3427.5454 - Fax (31) 3427.2999

e-mail: bioclin@bioclin.com.br
site: www.bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Indústria Brasileira

Componentes do kit

Número 1 - Padrão - conservar entre 2 e 8°C, bem vedado. Contém: Glicose 100,0 mg/dL (5,56 mmol/L) Ácido benzóico 20,47 mmol/L. Em baixas temperaturas o Ácido benzóico pode precipitar, fato que não interfere na qualidade do Padrão.

Número 2 - Tampão - conservar entre 2 e 8°C. Contém: Tampão fosfato (pH 7,0) 100 mmol/L, Fenol 10 mmol/L.

O Tampão em baixas temperaturas pode cristalizar. Neste caso, colocar o Reagente (em sua embalagem original e bem vedada) em banho- maria a 37º C, agitando até a completa dissolução dos cristais.

Número 3 - Reagente Enzimático Líquido Estável – conservar entre 2 e 8 ºC. Contém: Tampão 100 mmol/L (pH 7,0), 4- Aminoantipirina 0,3 mmol/L, Azida sódica 15,38 mmol/L, Glicose Oxidase > 10.000 U/L, Peroxidase > 700 U/L.
Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar vinte e quatro (24) partes do Reagente Nº 2 com uma (01) parte do Reagente Nº 3. Por exemplo: 24 mL do reagente Nº 2 + 1 mL do reagente Nº 3.O Reagente de Trabalho é estável durante 30 dias entre 2 e 8 ºC e 7 dias entre 15 e 30 ºC.

Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

Sinais de Deterioração dos Reagentes

Presença de partículas, turbidez e absorção do Reagente de Trabalho superior a 0,250 em 500 nm.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada na limpeza do material e na preparação dos reagentes deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - O nível de água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio;

6 - Manusear com cuidado os reagentes. O Reagente No 1 contém Ácido benzóico, causador de irritações alérgicas cutâneas em pessoas sensíveis. O Reagente No 3 contém Azida sódica, irritante

para pele e mucosas;

7 - Determinar o fator periodicamente e a cada lote do produto;

8 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.

EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 500 nm 

· Cubeta termostatizada a 37 ºC caminho óptico de 1 cm
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
Procedimento Técnico Automatizado

Inserir nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento; Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Inserir o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

Condições de reação: é condição indispensável o uso de cubeta termostatizada a 37º com caminho óptico de 1cm e leitura em 500 nm.

Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padrão) e proceder como a seguir:

	
	Branco
	Padrão
	Amostra

	Amostra
	-------
	-------
	10 (L

	Reagente N° 1
	-------
	10 (L
	-------

	Reagente de Trabalho
	1,0 mL
	1,0 mL
	1,0 mL

	
	
	
	


Homogeneizar bem e colocar em banho-maria 37 °C por 10 minutos.Ler a absorbância da Amostra e do Padrão em 500 nm (490-550), acertando o Zero com o Branco. A cor é estável por 60 minutos.
Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.

CÁLCULOS

Glicose (mg/dL ) = Absorbância da amostra x 100

                                   Absorbância do padrão
Como a reação segue a Lei de Lambert-Beer, o Fator de calibração pode ser usado.

Fator de calibração = Concentração do padrão (100 mg/dL )

                                       Absorbância do padrão
mg/dL = Absorbância da amostra x Fator de calibração

Os resultados serão expressos em mg/dL.

Exemplo

Concentração do Padrão = Cp = 100 mg/dL               Concentração do Teste = Ct

Absorbância do Padrão = Ap                                       Absorbância do Teste = At

Conc. padrão = 100 mg/dL        Abs. Padrão = 0,220        Abs. teste = 0,208


FC = 455                Ct  = At  x  FC = 0,208  x  455 = 94,64 mg/dL

RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Conversão de Unidades (mg/dL para SI): mg/dL de Glicose x  0,0555 = mmol/L de Glicose 
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 
Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

Citar POP para controle interno.
Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade.
Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA (37(C)

Os valores de referência em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da determinação de Glicose em populações sadias do sexo masculino e feminino.

Plasma ...................................................... 60 a 99 mg/dL

Líquor ........................................................ 50 a 70 mg/dL

Recém-nascidos a termo .............................. 30 a 80 mg/dL

Prematuros ................................................. 20 a 50 mg/dL

Estes valores devem ser usados como orientação, sendo que cada laboratório deverá criar sua faixa de valores de referência, de acordo com a população atendida.

SIGNIFICADO CLÍNICO

A hiperglicemia ocorre em vários tipos de diabetes mellitus, onde são freqüentes retinopatias, lesões renais, neuropatias e aterosclerose. O diabetes mellitus é classificado em: diabetes mellitus insulino dependente (Tipo I), diabetes mellitus insulino não dependente (Tipo II), diabetes mellitus associado a certas condições e síndromes (classificado anteriormente como diabetes secundário) e diabetes gestacional.

Nas Hipoglicemias (HG) os níveis glicêmicos que levam às suas manifestações são extremamente variáveis. As manifestações podem ocorrer no jejum ou pós prandial. Ocorre HG de jejum no insulinoma, tumores não pancreáticos, doenças hepáticas, hipoadrenalinismo (doença de Addison), hipopituitarismo (doença de Simmond), enfermidade do armazenamento retardado do glicogênio (doença de von Gierke). A hipoglicemia pós-prandial ocorre devido a causa reativa (sintomas de HG 1 a 3 horas após a refeição); podendo ainda ser de origem alimentar ou em conseqüência do diabetes mellitus Tipo II e de intolerância à Glicose.

LINEARIDADE 

Linearidade

A reação é linear até 400 mg/dL. Para amostras com valores acima de 400 mg/dL ou densidade óptica acima de 0,8, diluir a amostra com Cloreto de sódio 0,85%, repetir a dosagem e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

O método proposto não é indicado para dosagem de Glicose na urina.

Interferências

Amostras com concentração até 20 mg/dL de Bilirrubina, 750 mg/dL de Triglicérides e 160 mg/dL de Hemoglobina não produzem interferência significativa. Nos casos de interferências produzidas pela amostra, realizar também um Branco da Amostra, a fim de minimizar a ação dos interferentes. Proceder como a seguir:

Marcar 1 tubo como Branco da Amostra e colocar 1,0 mL de Cloreto de sódio 0,85% com 10 μL da Amostra. Determinar a sua absorbância em 490-550 nm, acertando o zero com água destilada ou deionizada.

Subtrair a absorbância assim obtida, da absorbância do tubo da Amostra. Calcular a concentração multiplicando o resultado pelo Fator de calibração.

O uso de medicamentos altamente redutores como o Ácido ascórbico (Vitamina C) interferem na reação, pois competem com o consumo de H2O2, fornecendo valores falsamente diminuídos.

Por esta razão, deve-se suspender o seu uso pelo menos 12 horas antes da coleta da amostra.
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Fc  = Cp   =      100   


        Ap          0,220   














