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Reagencie pro stanoveni koncentrace bilirubinu.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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BILIRUBIN
Diazotovana kyselina sulfanilova

PRINCIP METODY

PFimy bilirubin ve vzorku reaguje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou
za vzniku barevného komplexu, ktery se méfi spektrofotometricky. Oba —
pfimy (konjugovany) i nepfimy (nekonjugovany) bilirubin reaguji s diazo-
slou¢eninou v pfitomnosti cetrimidu?. Oznaceni "pfimy" a "celkovy" se
vztahuje k reakénim vlastnostem sérového bilirubinu za pfitomnosti, nebo
absence rozpoustécich (akceleracnich) reagencii a pfiblizné odpovidaji
konjugovanym a nekonjugovanym frakcim.

OBSAH
Reagencie AT Reagencie AD Reagencie BT Reagencie BD
KOD 11515 2 x40 ml 2 x40 ml 2x10ml 2x10ml
KOD 11555 400 ml 400 ml 1 x 100 ml 1 x 100 ml
KOD 11510 | 4 x 40 ml - 4x10ml -
KOD 11544 | 2 x 400 ml - 2 x 100 ml -
KOD 11511 - 4 x40 ml - 4x10ml
KOD 11545 - 2 x 400 ml - 2 x 100 ml
SLOZENI

Bilirubin celkovy (BT)

AT Reagencie. Kyselina sulfanilova 29 mmol/l, kys.chlorovodikova 0,2
mol/l, cetrimid 50 mmol/l.
Nebezpeéi : H314 — Zplsobuje tézké poleptani kize a poskozeni
oCi.P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy tit.P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo
s vlasy): Veskeré kontaminované &asti odévu okamzité sviéknéte.
Oplachnéte kizi vodou/osprchujte.

BT Reagencie. Dusitan sodny 11,6 mmol/l.

Bilirubin pfimy (BD)
AD. Reagencie. Kys. sulfanilova 35 mmol/l, kys. chlorovodiko-
va 0,24 mol/l.
Nebezpeéi : H314 — Zplsobuje tézké poleptani kize a poSkozeni
oCi.P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné
bryle/obli¢ejovy §tit.P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZi (nebo
s vlasy): VeSkeré kontaminované Casti odévu okamzité sviéknéte.
Oplachnéte kizi vodou/osprchujte.

BD Reagencie. Dusitan sodny 3,5 mmol/l.

Pro dal$i varovani a upozornéni — viz Karta bezpe¢nostnich udaju (SDS).

SKLADOVANI
Skladujte pfi 2-30°C. Reagentcie jsou stabilni do data expirace uvedené
na Stitku, pokud jsou tésné uzaviené a je zabranéno jejich kontaminaci
béhem jejich pouziti.
Znamky zhorseni kvality:
Reagencie: pfitomnost ¢astic, zakal, absorbance blanku vétsi jak 0,05 pfi
540 nm (v 1 cm kyveté).

DOPLNUJICi REAGENCIE

S. Bilirubin standard (k6d 11 513). Obsah lahvicky rozpustte v 5,0 ml
destilované vody (Poznamka 1). Koncentrace bilirubinu je uvedena na
etiketé lahvicky. Jeho koncentrace byla ovéfena proti Standardnimu
Referen¢nimu Materidlu 916a (National Institute of Standards and
Technology, USA). Zabrarite pfistupu svétla na rozpustény standard.
Roztok je stabilni 4 hodiny pfi 15-30°C, nebo 2 mésice pfi zamrazeni
alikvotnich €asti na teplotu -18°C.

PRIPRAVA REAGENCII
Pracovni reagencie: Kvantitativné prelejte obsah lahvicky BT do
lahvi¢ky AT pro stanoveni celkového bilirubinu, nebo obsah lahvicky BD
do lahvicky AD pro stanoveni pfimého bilirubinu (Poznamka 2). DGkladné
promichejte. Ostatni objemy Ize pfipravit smichanim: 1 ml Reagencie BT
+ 4 ml Reagencie AT, nebo Reagencie BD + 4 ml Reagencie AD.
Stabilita pracovnich roztokl je 20 dni pfi 2-8°C.
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PRIDAVNA ZARIZENI
m Analyzator, spektrofotometr, nebo fotometr termostabilni pfi 37°C a s
filtrem 540 nm 20 nm.
m Kyveta s 1 cm svételnou délkou (jestlize pfi vypoctu pouzivate faktor)

VZORKY
Sérum odebrané standardnim zplsobem. Bilirubin je stabilni 7 dni pfi
2-8°C, kdyz byl vzorek skladovan ve tmé.®

POSTUP PRO CELKOVY BILIRUBIN
1.Pipetujte do oznac¢enych zkumavek: (Poznamka 1, 3)

Reagencie Blank Vzorek | Standard
Blank vzorku

Destilovana voda 100 pl - - -
Vzorek - 100 ul 100 pl -
Standard (S) - - - 100 pl
Reagencie (AT) - 1,0 ml - -
Pracovni 1,0ml - 1,0ml 1,0ml
reagencie

2. Promichejte a nechte stat 2 minuty pfi pokojové teploté.

3. Odectéte absorbanci (A) vzorku blanku pfi 540 nm proti destilované
vodé.

4. Odectéte absorbanci (A) vzorku a standardu pfi 540 nm proti reagencii
blanku.

POSTUP PRO PRIMY BILIRUBIN
1. Pipetujte do oznaenych zkumavek: (Poznamka 1, 3).
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Reagencie | Blank vzorku Vzorek
Blank
Destilovana voda 100 pL - -
Vzorek - 100 uL 100 uL
Reagencie (AD) - 1,0 ml -
Pracovni reagencie 1,0ml - 1,0ml

2. Promichejte a nechejte stat presné 5 minut pfi 37°C.

3. Odectéte absorbanci (A) blanku vzorku pfi 540 nm proti destilované
vodé.

4. Odectéte absorbanci (A) vzorku a standardu pfi 540 nm proti
reagencii blanku.

VYPOCET
Koncentrace bilirubinu ve vzorku se vypocita podle vzorce:

A Vzorku — A Blanku vzorku

X C standardu = C vzorku
A standardu

PFi vypoctu pfimého bilirubinu pouzijte absorbanci standardu ziskanou pfi
meéfeni celkového bilirubinu.

Jestlize jste pro odecitani pouzili 1 cm kyvetu, aplikujte nasledujici faktor
(Poznamka 4):

Objemova koncentrace(mg/dl) x 17,1 = latkova koncentrace (umol/L).

REFERENCNi HODNOTY

Dospéli:
Celkovy*: | do 2,0 mg/dl = 34 umol/l
PFimy®: do 0,3 mg/dl =5 umol/l

Novorozenci (celkovy bilirubin):

Vék Pred¢asné narozeni V terminu

Do 24 h |1,0-8,0 mg/dl = 17-137 ymol/l | 2,0-6,0 mg/dl = 34-103 pmol/l
Do 48 h |6,0-12,0 mg/dI=103-205umol/l | 6,0-10 mg/dl =103-171 pymol/l
3-5dni | 10-14 mg/dl = 171-239 pmol/l | 4,0-8.0 mg/dl = 68-137 pmol/l
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Tyto hodnoty jsou pouze orientacni. Kazda laborator by si méla stanovit
své vlastni referencni hodnoty.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporuuje pouzit Biochemické
kontrolni sérum hladina | (kéd. 18005, 18009 a 18042) a hladiny Il (kdd.
18007,18010 a 18043).
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu kvality a
postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou v toleranénim
rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
- Detekéni limit (Celkovy bilirubin): 0.003 mg/dL = 0.05 pmol/L
- Detekéni limit (PFimy bilirubin): 0.02 mg/dL = 0.34 umol/L
- Linearita: 20 mg/dl = 343 pmol/l. Pfi vy$Sich hodnotach zfedte vzorek
1/3 destilovanou vodou a opakujte méreni.
- Opakovatelnost (within run):

Celkovy bilirubin CV% n Pfimy bilirubin CV% n
0,59 mg/dl =10,1umol/l | 3,0 |20 | 0,77 mg/dl = 13,2 umol/l | 1,2 | 20
6,74 mg/dI=115,2umol/l | 1,0 | 20 | 1,36 mg/dl = 23,2umoal/l | 0,5 | 20
Reprodukovatelnost (run to run):

Celkovy bilirubin CV% n PFimy bilirubin CV% n
0,59 mg/dl =10,1umol/l | 3,6 |25 | 0,77 mg/dl = 13,2 umol/l | 2,3 | 25
6,74 mg/dI=115,2umol/l | 3,3 | 25 | 1,36 mg/dl = 23,2umoal/l | 0,9 | 25

- Citlivost (celkovy bilirubin): 88 mA.dL/mg = 5,15 mA.L/umol

- Citlivost (pfimy bilirubin): 100 mA-dL/mg = 5,85 mA-L/umol

- Spravnost: Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily pfi porovnani s referenénimi
reagenciemi. (Poznamka 4).
Porovnavaci zkousky jsou k dispozici na vyzadani.

- Interference: Hemoglobin (10 g/L) neinterferuje. Lipemie (triglyceridy
> 15 g/L) mohou interferovat. Nékteré léky a latky mohou interferovat®.

Tyto metrologické charakteristiky byly ziskany na analyzatoru. Vysledky
se mohou lisit pfi pouziti riznych analyzator(i, nebo pfi manualni metodé.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Bilirubin je odpadnim produktem ziskanym z hemové ¢asti hemoglobinu
uvolnéné ze starnoucich nebo poskozenych erytrocytd, které jsou
odstranovany v retikuloendotelialnich burikach. Poté je bilirubin
transportovan do jater v pfitomnosti albuminu. Uvnitf hepatocytu je
bilirubin konjugovan s glukoronidovou kyselinou a vylu€uje se do Zluce.
Mnozstvi dédi¢nych a ziskanych onemocnéni ovliviuje jeho produkci,
absorpci, metabolismus a vylu¢ovani, vysledkem je hyperbilirubinemie*”.
Nekonjugovana hyperbilirubinemie se nachazi u novorozenct
(fyziologicka — novorozenecka zloutenka), u zvySené destrukce
Servenych krvinek (hemolyticka anemie, rozsahlé hematomy), u neucinné
tvorby Cervenych krvinek a u nékterych vzacnych genetickych
onemocnéni (Gilbertav syndrom, Crigler-Najjartiv syndrom). Konjugovana
hyperbilirubinemie se nachazi u snizeného vylu€¢ovani zlu€e z divodu
onemocnéni jater (hepatitida nebo cirhoza), nebo intrahepaticka ¢&i
extrahepaticka cholestaza. Zloutenka je klinicky projev
hyperbilirubinemie,spocivajici v ukladani zlu€ového pigmentu do kize.
Vysledkem je Zlutavé zabarveni kGize a mukéznich membran.
Klinicka diagn6za by v§ak neméla byt uzavfena jen na zakladé tohoto
vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni vysledky.

POZNAMKY
1.P¥i stanoveni bilirubinu u novorozencu rekonstituujte standard s 1,0 ml
destilované vody. Koncentraci standardu ziskate vynasobenim
koncentrace uvedené na etiketé lahvicky Cislem 5. Snizte objem vzorku
(vody, standardu, séra) na 50 L a pouzijte koncentrovany
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standard. Linearita je v tomto pfipadé dvojnasobna (do 40 mg/dl =
686 pmol/l).

2. Pro kvantitativni pfevedeni obsahu lahvicky B se doporucuije jeji
opakované promyti malym mnozstvim jiz pfipravené pracovni
reagencie.

3. Tanto reagencie muze byt pouzita v rdznych analyzatorech. Aplikaéni
protokoly jsou k dispozici u distributora

4. Kalibrace provadéna s vodnym standardem muize zpUsobit vychyleni
(bias) a to specialné na nékterych analyzatorech. Pro tyto pfipady se
doporucuje provadét kalibraci za pouziti sérového standardu.
(Kalibracni sérum, kéd. 18011 a 18044).
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