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GLICOSE HK LIQUIFORM

INDICAÇÃO MÉDICA DO EXAME

A determinação da glicose em amostras de sangue é útil na avaliação do metabolismo de carboidratos. Sua determinação em líquidos biológicos auxilia na distinção entre processos inflamatórios e infecciosos.

PRINCÍPIO

A adenosina trifosfato promove a fosforilação da glicose em uma reação catalisada pela Hexoquinase, de acordo com a seguinte reação:

                                HK

Glicose + ATP    

Glicose-6-P  + ADP

A Glicose-6-Fosfato, produzida na reação anterior, é oxidada a 6-Fosfogluconato na presença da Nicotinamida Adenina Dinucleótide (NAD), em reação catalisada especificamente pela G-6-PDH. Ocorre a produção de um mol de NADH para cada mol de glicose-6-fosfato que é oxidado. A absorbância resultante, medida em 340 nm, é diretamente proporcional à concentração da glicose na amostra.

                                   G-6-PDH

Glicose-6-P + NAD  

       6-Fosfogluconato + NADH

AMOSTRA

Preparo do paciente

Glicemia de jejum: recomenda-se jejum mínimo de 8 horas.

Tipos de amostra

Usar plasma, soro ou urina. Realizar a colheita do sangue utilizando um anticoagulante contendo um inibidor da glicólise. O uso do anticoagulante Glistab (Labtest ref. 29) permite a colheita de uma só amostra para as dosagens de creatinina, glicose e uréia. Nas amostras de sangue tratadas com antiglicolítico a concentração da glicose permanece estável até 8 horas. As amostras de sangue não contendo antiglicolítico devem ser centrifugadas imediatamente após a colheita e o plasma ou soro separados das células ou coágulo.

No líquor e líquidos (ascítico, pleural e sinovial) adicionar anticoagulante contendo antiglicolítico na mesma proporção usada para a amostra de sangue e devem ser centrifugados antes de iniciar a medição. 

As amostras de urina devem ser armazenadas entre 2 – 8 ºC para evitar interferências por contaminação bacteriana.

Armazenamento e estabilidade da amostra

O analito é estável por 8 horas em amostras colhidas com antiglicolítico. No plasma, soro e outros líquidos separados das células, a glicose permanece estável por 3 dias entre 2 – 8 ºC, quando não ocorre contaminação bacteriana.

Volume mínimo

(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise)

Volume ideal

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise)

Critérios para rejeição da amostra

Presença de coágulo.

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

PRODUTO UTILIZADO

Glicose HK Liquiform,    Referência: 137-2/100

ANVISA - 10009010052

Labtest Diagnóstica
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600

Lagoa Santa, MG, 33400-000

Reagente 1: Armazenar entre 2 – 8 ºC. Contém tampão pH 7,8, ATP ( 1,0 mmol/L, NAD ( 1,0 mmol/L, cloreto de magnésio ( 10  mmol/L e azida sódica 7 mmol/L.

Reagente 2: Armazenar entre 2 – 8 ºC. Contém Hexoquinase (1000 U/L, G-6-PDH ( 6000 U/L e azida sódica 15 mmol/L.

Padrão - 100 mg/dL: Armazenar entre 2 – 30 ºC. Após o manuseio, sugere-se armazenar bem vedado para evitar evaporação. O estabilizador do padrão pode precipitar-se em baixas temperaturas, fato que não interfere na qualidade do mesmo. 

Preparo do Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. 

Opcionalmente pode-se preparar menor volume do Reagente de Trabalho utilizando a proporção de 4 (quatro) volumes do Reagente 1 e (um) volume do Reagente 2. 

Indicar o modo de preparação a ser utilizado no laboratório e o modo de identificação do Reagente de Trabalho.  
Estável 60 dias entre 2 – 8 ºC; 

Precauções e cuidados especiais

1. Os cuidados habituais de segurança devem ser aplicados na manipulação do reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

2. Os reagentes não abertos, quando armazenados nas condições indicadas são estáveis até a data de expiração impressa no rótulo. Durante o manuseio, os reagentes estão sujeitos à contaminação de natureza química e microbiana que podem provocar redução da estabilidade. O laboratório deve estabelecer a estabilidade em suas condições operacionais.
3. O Reagente 1 contêm azida sódica, que é tóxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestão e, no caso de contato com os olhos, lavá-los imediatamente com grande quantidade de água e procurar auxílio médico. A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulações de chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de água para descartar o reagente. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.

4. Um forte indício de deterioração é indicado por uma absorbância maior que 0,350 quando o Reagente de Trabalho é medido em 340 nm contra água.

EQUIPAMENTOS

Procedimento manual

1. Banho-maria mantido à temperatura constante (37 ºC).

2. Fotômetro capaz de medir, com exatidão, a absorbância em 340 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Medidor de tempo em minutos.

Procedimento automatizado 

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

Procedimento alternativo

Indicar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Enumerar as diferenças esperadas quando procedimentos manuais substituem procedimentos automatizados.

CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais para controle interno e externo da qualidade (fabricante, número de catálogo), instruções de preparo e frequência da utilização dos mesmos.

Limites de tolerância

Descrever o procedimento para definição dos limites de tolerância, o sistema adotado para utilização do mapa de Levey-Jennings e das regras de controle e as providências a serem tomadas diante de valores que ultrapassem tais limites. Fazer referência ao manual ou POP para utilização dos materiais de controle.

Verificação de novo lote de controles e/ou reagentes

Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e de reagentes.

Gerenciamento dos dados 

Definir como os dados relativos ao controle da qualidade são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

PROCEDIMENTO

Procedimento manual

1. Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

	
	Branco
	Teste
	Padrão

	Amostra
	-----
	0,01 mL
	-----

	Padrão 
	-----
	-----
	0,01 mL

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


Misturar e incubar em banho-maria a 37 ºC durante 5 minutos. O nível da água no banho deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbâncias do teste e padrão em 340 nm, acertando o zero com o branco. A absorbância é estável por 60 minutos.

Procedimento automatizado

Fazer referência ao manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Precauções e cuidados especiais

1. Para manusear e descartar reagentes e material biológico, aplicar as normas estabelecidas de segurança. Fazer referência ao manual ou POP de segurança.
2. A limpeza e secagem adequadas do material são fatores fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtenção de resultados corretos. Fazer referência ao manual ou POP de limpeza e verificação da qualidade da limpeza dos materiais.
3. A água utilizada no laboratório deve ter a qualidade adequada a cada aplicação. Assim, para preparar reagentes e usar nas medições, deve ter resistividade (1 megaohm ou condutividade (1 microsiemens e concentração de silicatos (0,1 mg/l (água tipo II). Para o enxágüe da vidraria a água pode ser do tipo III, com resistividade (0,1 megaohms ou condutividade (10 microsiemens. No enxágüe final utilizar água tipo II. Quando a coluna deionizadora está com sua capacidade saturada ocorre a produção de água alcalina com liberação de vários íons, silicatos e substâncias com grande poder de oxidação ou redução que deterioram os reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisível. Assim, é fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da água. Fazer referência ao manual ou POP de água reagente.
CÁLCULOS
Ver linearidade.

Absorbância do teste 

Glicose (mg/dL)     = 



x 100

 

            Absorbância do padrão
Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a metodologia, o método do fator pode ser empregado.

100

Fator de calibração =

Absorbância do padrão

Glicose (mg/dL) = Absorbância do teste x Fator
 mg/dL x volume (em mL)

Urina (mg/24 horas)  =                                         .
                                                      100

RESULTADOS

Unidade de medida

mg/dL = 


Conversão de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556

Valores de referência

Plasma: (jejum de 8 horas):

70 a 99 mg/dL – Glicemia de jejum normal

100 a 125 mg/dL – Glicemia de jejum alterada

Maior ou igual a 126 mg/dL – Provável Diabetes Mellitus

Líquor: 2/3 da glicemia quando a medição é realizada em amostras colhidas simultaneamente.

Urina: menor que 20 mg/dL ou até 250 mg/24 horas.

Valores críticos

Plasma:

>400 mg/dL

<40 mg/dL

Incluir o procedimento a ser adotado diante de um resultado crítico. 
LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO

Linearidade

A reação é linear até 700 mg/dL. Para valores maiores, diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova determinação e multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição. Indicar o procedimento de diluição utilizado no laboratório.
Interferências

1. Para metodologia birreagente, valores de bilirrubina até 20mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e triglicérides até 1000mg/dL não produzem interferências significativas.

2. Para metodologia monorreagente, valores de bilirrubina até 10mg/dL, hemoglobina até 50mg/dL e triglicérides até 350mg/dL não produzem interferências significativas.

3. Valores de bilirrubina até 20mg/dL, hemoglobina até 200mg/dL e trigicérides até 1000mg/dL produzem interferências que podem ser minimizadas utilizando o branco de amostra.

SIGNIFICADO CLÍNICO

Valores elevados de glicose ocorrem nos vários tipos de diabetes primárias, nos estados de intolerância à glicose e no diabetes secundário a várias doenças (hipertireoidismo, hiperpituitarismo,  hiperadrenocorticismo, etc.).

Valores diminuídos de glicose ocorrem nas hipoglicemias devido a várias causas. Quando a ocorrência de sintomas de hipoglicemia é relacionada à alimentação, duas formas de hipoglicemia podem ser definidas: hipoglicemia do jejum e pós-prandial.

As causas mais comuns de hipoglicemia do jejum são: hiperinsulinismo endógeno (insulinoma e sulfonilurea), hiperinsulinismo exógeno (factício), tumores extrapancreáticos, síndrome auto-imune (formação espontânea de anticorpos para receptores da insulina), insuficiência supra-renal e ou hipofisária, doença hepática grave e alcoolismo.

A hipoglicemia pós-prandial, dependendo da história clínica e da resposta ao teste oral de tolerância à glicose, é classificada em hipoglicemia alimentar, hipoglicemia ao diabético tipo II e do paciente com intolerância à glicose e hipoglicemia funcional ou reativa.

Para uma revisão dos critérios diagnósticos e classificação do diabetes mellitus consultar American Diabetes Association. Diabetes Care 2012; (suppl): 1 S64-S71 ou: http://care.diabetesjournals.org/content/35/Supplement_1/S64.full
A redução da concentração de glicose nos líquidos corporais encontra-se usualmente relacionada a processos inflamatórios ou infecciosos. A determinação da concentração de glicose no líquor representa um dos parâmetros para a distinção entre meningite bacteriana e virótica, tendo, porém, sensibilidade inferior à avaliação da celularidade no mesmo material.
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