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BILIRUBIN TOTAL JENDRASSIK GROF
(with STANDARD)

Cat. No. Pack Name Packing (Content)
R1:1x250 ml, R2: 1 x 90 ml, R3: 1 x 3 ml,
SRR0013 (BILTJG 350 S R4 STD: 1 x4 ml, R5: 1 x 8 ml

C€ L]
INTENDED USE

Diagnostic reagent for quantitative in vitro determination of Total Bilirubin in human serum and
plasma.

CLINICAL SIGNIFICANCE

Bilirubin is a breakdown product of haemoglobin. Bilirubin formed in the reticulo endothelial sys-
tem is transported bound by albumin to the liver. This bilirubin is water insoluble and is known
as indirect or unconjugated bilirubin. In the liver, bilirubin is conjugated to glucuronic acid to form
direct bilirubin. Conjugated bilirubin is excreted via the biliary system into the intestine. Here it is
metabolised by bakteria to urobilinogen and stercobilinogen.

TOTAL BILIRUBIN = INDIRECT BILIRUBIN + DIRECT BILIRUBIN

Total Bilirubin is elevated in obstructive conditions of the bile duct, hepatitis, cirrhosis, in haemoly-
tic disorders and several inherited enzyme deficiencies.

Indirect Bilirubin is elevated by pre-hepatic causes such as haemolytic disorders or liver diseases
resulting in impaired entry transport or conjugation within the liver.

Monitoring of indirect bilirubin in neonates is of special importance as it is the indirect (or free)
bilirubin bound to albumin that is able to cross the blood brain barrier more easily increasing the
danger of cerebral damage.

PRINCIPLE

Reagent kit for determination of Total bilirubin in human serum and plasma according to Jen-
drassik-Gréf modif. method, convenient for use on automatic analysers.

Nonconjugated (free) bilirubin is released from the bound to albumin in the presence of accele-
rator. Bilirubin (free and direct) then react in strongly acid medium with diazotized sulfanilic acid
forming red coloured azobilirubin, useful for photometric determination.

REAGENT COMPOSITION
R1 (ACCELERATOR)

Sodium benzoate 387 mmol/l
EDTA 2.7 mmol/l
Caffeine 192 mmol/l
Sodium acetate 680 mmol/l
R2

Hydrochloric acid 2170 mmol/l
Sulfanilic acid 29 mmol/l
R3

Sodium nitrite 72.5 mmol/l

R4 Standard
for the preparation of bilirubin solution a pmol/I
R5 (ALBUMIN) for the preparation of albumin solution 20 g/I

REACTION MIXTURE

Sodium benzoate 285.1 mmol/l
EDTA 2.0 mmol/l
Caffeine 141.8 mmol/l
Sodium acetate 501.4 mmol/l
Hydrochloric acid > 34.7 mmol/l
Sulfanilic acid 5.9 mmol/l
Sodium nitrite 0.48 mmol/l

REAGENT PREPARATION

Reagents R1, R2 and R3 are liquid, ready to use.

Reagent 1 is liquid ready to use.

Preparation of working solution:

mix reagents R2 and R3 in ratio 31+1.

Stability: 1 week at 2-8°C in the dark
5hours at 15-25°C in the dark

STABILITY AND STORAGE

If stored at 2-8°C, the kit is stable until expiry date, that is stated on the package.
Reagents R1, R2 and R3 are liquid. After opening, this reagents are stable until expiry date
at 2-8°C if stored at appropriate temperature conditions, closed carefully and without any
contamination.

Preparation and stability of working solutions for calibration — see below.

SPECIMEN COLLECTION & HANDLING
Use serum, plasma (heparin, EDTA). Protected from the light!
It is recommended to follow NCCLS procedures (or similar standardized conditions).

Stability

2 days at 15-25°C
7 days at 2-8°C
3 months  at -20°C

FREEZE ONLY ONCE!
Discard contaminated specimens.
CALIBRATION

Calibration with the standard included in the kit or the calibrator Lyonorm CALIBRATOR is
recommended.

QUALITY CONTROL
For quality control it is recommended to use following materials: Lyonorm HUM N, Lyonorm HUM P.

UNIT CONVERSION
mg/dl x 17.1 = pmol/l

EXPECTED VALUES *
newborn <17
adults and children (older then 1 month) 34-171

It is recommended that each laboratory verify this range or derives reference interval for
the population it serves.

PERFORMANCE DATA
Data contained within this section is representative of performance on ERBA XL systems. Data
obtained in your laboratory may differ from these values.
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PROCEDURE

Wavelength 546 (540-560) nm
Cuvette 1cm
Temperature (+15—-+25) 37 °C
Serum/reaction mixture ratio 119

Reagents and sample volume can be modified, by respecting reagents/sample volume ratio.

Reagent Blank Sample Blank Sample
Reagent R1 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml
Distilled water 0.05 ml - -
Sample - 0.05 ml 0.05 ml
Mix immediately and incubate for 5 minutes in the dark, then add
Working solution 0.2 ml - 0.2 ml
Reagent R2 - 0.2 ml -

Mix and after 5 minutes incubation in the dark read the absorbance of the sample
blank A,, the absorbance of the sample A,, against reagent blank. The coloration is
stable 30 minutes protected from the light.

PREPARATION OF WORKING SOLUTIONS FOR CALIBRATION

Bilirubin solution

Dissolve the content of the vial with Reagent 4 in 4.00 ml of dist. water. Solution contains exactly
a pmol/l of bilirubin. Stable for approx. 3 days at 2-8°C in dark.

Albumin solution

Dissolve the content of the vial with Reagent 5 in 8.00 ml of dist. water. Solution contains albu-
min 20 g/I. Stable for min. one week at 2-8°C.

Limit of quantification: 1.37 pmol/l Calibration solutions
Linearity: 500 pmol/l - — - - - - —
Measuring range: 1.37 — 500 pmol/l Solution Bilirubin solution Albumin solution Resulting bilirubin
No. a pmol/l (ml ml concentration (umol/l
Intra-assay precision Mean SD cv y au 1 (mi) : ) o )
Within run (n=20) (umolll) (umolll) (%) 0.10 -90 0.050.2
Sample 1 24.63 0.34 1.38 2 025 1.75 0.125.a
3 0.50 1.50 0.250 . a
Sample 2 89.1 0.96 1.08 —
4 0.75 1.25 0.375.a
Inter-assay precision Mean SD cv 5 1.00 1.00 0.500. a
ey 0,
Run to run (n=20) (umol/l) (umol/l) (%) where a is the bilirubin concentration given on the label of Reagent 4.
Sample 1 24.5 0.86 3.52 Solutions for calibration are handled as well as sample, only in the case of reagent blank, albu-
Sample 2 86.6 1.59 1.83 min is used instead of distilled water (R5 reagent solution). Plot a calibration curve as the de-
pendence of absorbance (A2 —A1) on the content of bilirubin in the calibration solution (umol/l).
COMPARISON

A comparison between BIL T JG 350 (y) and a commercially available test (x) using 40 samples
gave following results: y =1.022 x + 0.360 pmol/l r=0.997

INTERFERENCES
Following substances do not interfere:
triglycerides up to 750 mg/dl, haemoglobin up to 10 g/I.

WARNING AND PRECAUTIONS

For in vitro diagnostic use. To be handled by entitled and professionally educated person.
Reagents of the kit are not classified like dangerous, but contain sodium nitrite in low concen-
tration, toxic substance dangerous for environment.

FIRST AID
In case of an accidental ingestion, wash up the mouth and drink about 0.5 | of water. On eye
contact rinse the eye quickly and thoroughly with the jet of tap of water. Contaminated skin
should be washed with warm water and soap. In all serious cases of health damage consult
a physician.

WASTE DISPOSAL

All tested samples should be treated as potentially infectious and with an eventual rest of re-
agents should be disposed in accordance with the internal regulations for dangerous waste,
in compliance with local and national regulations relating to the safe handling of dangerous
materials.

Paper packing and others should be handed over for recycling or discarded as sorted waste
(paper, glass, plastic).

CALCULATION

Concentration of bilirubin in the sample, read from the calibration graph.

Use for calculating, the difference the absorbance of the sample A2 and the absorbance of the
sample blank A, (A, —A,).

NOTE

1. It is recommended to use 0.9% saline for reagent blank for automatic procedure, in case of
manual measurement can be used distilled water.

2. The analysis are to be carried out in a dark place. In the light, the coloration of azobilirubin drops
of about 10% during 15 minutes.

3. In case of manual procedure, measure at 15-25°C.

4. Without measurement of sample and standard (calibrator) blank, false higher concentration of
bilirubin might be found, by about 2-14 pmol/l in dependence of the nature of the sera.

Applications for automatic analysers will be supplies on request.

M Erba Lachema s.r.o., Karasek 1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbalachema.com, www.erbamannheim.com
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BUIIUPYBUH OBLLMWA JENDRASSIK GROF

(co CtaHpapTom)

Kart. Ne HasBaHue Ha ynakoBke | ®acoBka

R1: 1 x 250 mn, R2: 1 x90 mn, R3: 1 x 3 mn,
013 |BWITOB JG350C R4 STD: 1 x4 mn, R5: 1 x 8 mn
MpumeHeHue

Habop peareHTOB npeaHasHaueH Tonbko Ans in vitro anarHocTukn obuiero GunupybuHa B
CbIBOPOTKE U NNa3me Yernoseka.

KnuHnyeckoe 3HaueHue

Bunupy6uH — npogykT pacnaga remornobuHa. bunvpy6uH nnoxo pacTBOpuM B BoAe, MOITOMY
B CBOGOAHOM BUAE He MpUCYTCTBYET B NnasMe KpoBu. [1ns TPaHCMOPTUPOBaHWSI B KPOBU OT
cerne3eHku K neYeHn oH 06pasyeT KOMMIEKC C anbOyMUHOM U Ha3biBAETCH HEKOHLIOTMPOBAHHbII
(Henpsimon) GunupybuH. B neyeHn npoucxoauT KoHblorauus 6GunupybuHa c rnioKypoHOBOM
kucnoTon, obpasyetrcs NpsiMOA  (KOHBIOTMPOBAHHbLIN) — BUnMpy6uH, KOTOpbI  Janblue
9KCKPETUPYETCS! B XKEMYHbIE MPOTOKM.

06w BunupybuH = Henpamow Bunupy6ut + Mpamoi Bunupy6bux

O6LWui BUnNMpy6uH MoBbILLIAETCS MPY 3aKyMOPKe BHYTPU 1 BHEMEYEHOUHbIX XKEM4YHbIX MPOTOKOB,
MOBPEXAEHNSIX MEYEHOUHBIX KMETOK, Mpy (hU3MOMOrMYECKON XENTyXe Yy HOBOPOXAEHHbIX M3-
-3a YBENWYEHHOro MOCMEPOAOBOro PaspyLUEHUsl dPUTPOLIMTOB W HEAOPa3BUTON CUCTEMOI
epmeHTOB Ansi metabonuama 6GunupybuHa. MoHUTOpUHT Henpsimoro GunupybuHa o4eHb
BaXKEH B HEOHATOMNOMU, T.K. 3TO MOXET NPUBOANTL K MOBPEXAEHWUSIM MO3ra.

MpsimMoii BunMpy6uH MoBbILLIAETCS MPU 3aKYMOpKe BHYTPU W BHEMEYEHOYHbIX HKEMYHbIX
MPOTOKOB, MOBPEXAEHMSIX MEYEHOUHBIX KMETOK (0COBEHHO Ha MO3AHMX CTaausix 3aboneBaHust),
xorecTase.

MpuHUMN peakumn

CBsA3aHHbIi € anbbymuHoM OGunupy6uH ocBoGoxaaeTcss B MPUCYTCTBUM akceneparopa.
Bununpy6uH (HEKOHBLIOTVPOBAaHHBIV U NPSIMOW) pearvpyet ¢ Ana3oTUPOBAHHOW CynbdaHUNoBon
K1CnoTon ¢ obpasoBaHneM asocoeuHeHNs KpacHoro LiBeTa. MIHTEHCMBHOCTL OKpacky KOTOporo
nponopLyoHanbHa KoOHLeHTpauum obLuero 6unupybuHa n nsmepsietcsi hoToMeTpU4ECKN.
CocTaB peareHToB

R1 (Akcenepartop)

BeHsoat HaTpust 387 mmons/n

SATA 2,7 mmons/n
KodenH 192 mmonb/n
Auetart HaTpus 680 Mmonb/n
R2

ConsHas kucnota > 170 mmonb/n
CynbdaHunosas kucnora 29 Mmons/n

R3

Hutput Hatpus 72,5 mmonb/n

R4 CraHpapt (1 donakoH)

[ins npurotoBneHns pacteopa GunupybrHa a MKMornb/n
R5 (Anb6ymuH) (1 donakoH)

[ins npurotoBneHust pacteopa ansbymuna 20 r/n

CocTaB peakUMOHHOW cmecu

BeHsoar HaTpusi 285,1 mmonb/n

OATA 2,0 mmonb/n

KodbenH 141,8 mmonb/n

Auertat HaTpus 501,4 mmonb/n

ConsHas kucnota > 34,7 mmonb/n

CynbaHunosas kucnora 5,9 mmonb/n

HutpuT HaTpusi 0,48 mmonb/n

MoarotoBka peareHToB

PeareHTbl R1, R2 1 R3 xuakue, rotoBble K UCMOMNb30BAHUIO.

PeareHT 1 Xuakuii, roToBbI K MCMOMb30BAHMIO.

MoprotoBka paboyero peareHTa:

Cwmewaiite peareHtbl R2 1 R3 B cooTHowweHnn 31+1.

CrabunbHocTb: 1 Hegena npu 2—-8°C B 3alLMLLEHHOM OT CBETa MECTE.
54acoB npu 15-25° C B 3al4MLLEHHOM OT CBETa MeCTe.

XpaHeHue 1 cTabunbLHOCTL Paboumnx peareHToB

Ecnu paboune peareHTbl xpaHsitca npu 2-8°C, HaGop ctabuneH [0 OKOHYaHUsi cpoka
FOAHOCTW, YKa3aHHOTO Ha yNaKoBKe.

PearenTbl R1, R2 n R3 xwupkue. lNocne BCKPbITUSA, peareHTbl CTabuibHbl A0 yKa3aHHOro
cpoka rofiHOCTHW, eCnu XpaHaTcst npu 2—25°C, B TLATeNbHO 3aKpbIThbiX riakoHax, usberas
MCNapeHUs UNu KOHTaMUHALUKU peareHToB.

O6pasubl

HeremonuaunpoBaHHas CbIBOPOTKa Unu renapuHusvnposarHas, A TA nnasma.
WccneposaHue npoeoanTh B cooTBeTcTBUM ¢ npoTokoriom NCCLS (unu aHanoros).
CTabunbHOCTL:

2 OHs npu 15-25°C

7 nHew npy 2-8°C

3 mecaua npu  -20° C.

3amopaxuBaTb TOMbLKO 0AWH pas!

3arpsisHeHHble 06pa3Libl He MCNoMNb30BaTh.

Kanu6poBka

[ns kannbpoBKku pekoMeHayeTCs Ucrnonb3osate bunupybuH ctanaapt unu JlinoHopm Kannbpatop.
KoHTponb kayectBa

[ina npoBeaeHNst KOHTPONS Ka4ecTBa PEKOMEH/1yeTCst KOHTPONbHAs CbIBOPOTKA:

JlnoHopm 'YM H 1 [luoHopm MYM 11

KoadbdmumeHT nepecyeta

mr/an x 17,1 = MkMonb/n
HopmanbHbie BeNUYMHbI
Bunupy6uH o6wmin (Mkmonb/n)

4

HoBopoxaeHHble <171
Bapocnbie n aetu (ctapwel mecsua) 3,4 —17,1
n 1 1) 1 AlyeT paccMaTpuBaTb KaK OPUEHTUPOBOYHbLIE. Ka)x,qoﬁ

na6opaTtopumn Heo6xoAMMO onpeaensiTb CBOM AUana3oHbl.

3HaueHus BeNUUYnH

311 3HaYEHNs1 HOpMArbHbIX BEMUYMH Gbinv Mony4YeHbl HA aBTOMaTUYECKUX aHanM3aTopax cepum
ERBA XL. Pesynbratbl MOTyT OTNMYaThCsl, €Chv OMpeAeneHvue NpoBOAUNM Ha APYrom Tune
aHanusaropa.

Pa6ouune xapaKkTepucTuku

YyecTBuTenbHocTb: 1,37 Mkmonb/n

JnHenHoCTk: 10 500 Mkmonb/n

Aunana3oH namepenuin: 1,37 — 500 mkmonb/n

€rba

MNpoBeaeHune aHanusa

[nnHa BoMHbI: 546 (540-560) Hm

OnTuyecknii nyTb: 1cm

Temnepatypa: (+15—+25) 37 °C

Ob6paseL/peakumoHHas cMecb 1/19

O6Gbembl Obpasua M peareHToB MOryT ObiTb W3MEHEHbl MPU COXPAHEHUU COOTHOLUEHUS!
peareHTbl / obpaseLl.

PeareHT 6naHk O6pas3el, GnaHk O6pasel,
PeareHT 1 0,7 mn 0,7 mn 0,7 mn
[Auctun.sona 0,05 mn - -
Ob6pazsel - 0,05 mn 0,05 mn

CMeLLIaTb, MHKyGMpOBaTb npn KOMHaTHOW Temnepartype 5 MWH B 3aumuieHHoM OT cBeTa
mecTe. [Jo6aBuTh:

Pab6ounii pacTBop
PeareHT 2 -

0,2 mn - 0,2 mn
0,2 mn -

CwmeLuaThb, MHKYGMPOBaTL 5 MUH MPU KOMHATHOW TEMMNEpaType B 3aLMLLEHHOM OT CBETa MECTE.

N3vepuTe nornowenve Gnaqka oGpasua A,, nornolyeHre obpasua A,, normnolieHne Gnaxka
cTaHaapTa A, 1 MormoLyeH1e cTaHaapTa A, OTHOCUTENbHO Gnaka peareHTa.
Okpacka ctabunbHa 30 MVH B 3aLLMLLEHHOM OT CBETa MecTe.

MpurotoBneHue pabo4nx pacTBOPOB ANA KannMGpoBKK

PactBop 6unupy6uxa

Bo ¢hnakoH ¢ peareHToM 4 (CTaHaapT GunupyGrHa) TOYHO OTMEPUTL 4 M AUCTUNNMPOBaHHON
BOAbl, PacCTBOPUTb OCTOPOXHO MepemelumBasi. PacTBop COAEPXUT TOYHO a MKMOMb/n
6unupybuHa. CtabunbHocTb: 3 AHs npu 2—8°C B TEMHOM MecTe.

PacTBop anb6ymuHa

Bo chnakoH ¢ peareHTom 5 (CTaHaapT anbOymuHa) TO4HO OTMEpPUTb 8 M ANCTUNNMPOBaHHON
BOAbI, PACTBOPUTL OCTOPOXHO Nepemelumnsas. Pacteop cogepxut 20 r/n anbbymuHa.
CrabunbHocTb: 1 Heaensi npu 2—8°C B TEeMHOM MecTe.

BocnpoussogumocTts
MpurotoBneHne KaNnMGPOBOYHbLIX PaCTBOPOB
BHYTOMCEDUIiHAS N CpepHeapudmeTmyeckoe SD Ccv
yTpucepl 3HaueHne  (MKMOMb/M) (MKMonB/n) (%) Pacteop PacTBop 6unmpy6uHa PacTBop anbbymuHa | KoHeuHasi KoHLeHTpauus
No. a MKMOosb/n (mn) | (mn) 6unupybuHa (MKMonb/m)
O6pasen 1 20 24,63 0,34 1,38 1 010 1.90 0050 .2
O6pazey 2 20 89,1 0,96 1,08 > 0.25 175 0125 .a
) 0,50 1,50 0,250 .a
Ve e N CpepHeapudmeTnyeckoe SD (.EV a
3HayeHue  (MKmonb/n) (MKmonb/n) (%) 4 075 1.25 0375.a
O6pasey 1 20 24,5 0,86 3,62 5 1,00 1,00 0,500 . a
O6paszey 2 20 86,6 1,59 1,83 a — KOHLEHTpauua 6unupybuHa, ykasaHHas Ha aTukeTke riakoHa ¢ peareHToM 4 (cTaHaapT
CpaBHeHue MeToA0B 6unupybuna).

CpaBHeHve 6bino npoBedeHo Ha 40 obpasuax C Mcrnonb3oBaHWeM peareHToB cepumn BIT:
BunupybuH obwmii JG 350 S(y) v umelowMxcs B MNPOAAKe peareHToB C KOMMEpYecku
[[OCTYMHOW METOANKOIA (X).

Pesynbrathl: y = 1,022 x + 0,360 (MKmonb/n)
C ¢muHocTh / Br BellecTsa

He BnusIOT Ha pe3ynbTathl aHanmsa:

Femorno6uH go 10 r/n, Tpurnuuepuasl Ao 750 mr/an.

Mephbl NpeaoCTOPOXHOCTH

Ha6op peareHToB NpeaHasHa4eH Ana in vitro AMarHocTk1 NpoeccMoHanbHO 0by4eHHbIM
nabopaHToMm.

PeareHTbl, BXxoasiLme B Habop He coepxaTt onacHble BellecTsa.

MepBas nomolyb

Mpun npueme BHYTpb crieayeT Nponosiockate POT BOAOW, BbIMUTL 0,5 N BoAb! 1 BbI3BaTh poTY. MMpn
nonaaaHvm B rmaaa 6bICTPO MPOMBITL X MPOTOHHONM BoAoMW. MNpy nonagaHuy Ha Koy Heobxoanmo
NPOMbITb TENMOV BOZOW C MbIrioM. Bo Bcex cepbe3Hbix criydasix 06patuTbCst K Bpady.
YTVIHVISaLWIﬂ UCNOoNb30BaHHbLIX MaTepuanos

Bce 06pa3lel TecTa AO/MKHbI pacCMaTpuBaTbCA Kak NoTeHUunarnbHo VIH(t)I/ILLIApOEaHHbIe nBMecTe
C OCTalnbHbIMW peareHTamMun OOSDKHbI 6ObITb YHUYTOXEHbl B COOTBETCTBUN C CYLLECTBYOLLMMU B
Ka)K,qOVI CTpaHe npasunamMmv Ansa AaHHOro BMaa matepuanos.

Eyma>KHas| ynakoeka n apyroe (6ymara, CTeKno, I'IJ'IaCTI/IK) OOMKHbI BObITb paccopTtupoBaHbl Ana
BbIGpoca ¢ MycopoM UK OTNpaBneHust Ha nepepaboTky.

r=0,997

[MpoaHanuaupyiite kannMbpoBoYHble pacTBOpbl GUNMpy6uHa Takke kak obpaslbl, UCMOoMnb3yst
Ansa peareHTa 6rnaHka pacTeop anbbymuHa (peareHT 5), BMECTO AMUCTUMNMPOBAHHOW BOAbI.
MocTpoiiTe kKanMBPOBOYHbIN rpadhnK 3aBUCUMOCTM BEMUYMHBI ONTUYECKOW NNOTHOCTU (A2 - A1)
OT copepxaHus Gunupy6rHa B kannbpoBOYHOM pacTBOpE B MKMOMb/M.

PacueTb!

Paccuutainte KoHUeHTpauuio GunvpybrHa B obpasue Mo KanubpoBo4HOMY rpadwmky. Ons
pacyeTa WCMOMb3ynTe BEMMYMHY PasHWLbl OMTUYECKON MIIOTHOCTW Mexzay MOrmoLeHnem
obpasua 1 bnaHka obpasua (A2 -A1).

MNpumeyaHue

1.PekomeHnayetcsa ucnons3oeate 0,9% pactBop NaCl ana GnaHka peareHta npu
aBTOMaTM4YeCKOM WCCIEAOBaHUM, B Crlyyae Py4YHOrO W3MEpEHWs MOXHO WCMonb30BaTh
[UCTUNNMPOBAHHYIO BOAY.

2. AHanu3 Heo6xoAVMO BLIMOMHATL B 3aLLMLLEHHOM OT cBeTa Mecte. Okpacka a3obunupybuHa
MOXeET cHukaTtbesi Ha 10% B TedeHue 15 MuH, ecnm o6pasLibl AONTO HAaXOAUIUCH Ha CBETY.
3.Tpu py4yHOM MeTofe aHanusa NpoBOAUTL OMpeAerneHne ¢ cobniogeHneM TeMnepaTypHoro
pexuma 15-25°C.

4.Mpn nsmepenun obpasua u ctaHgapta (kanubpatopa) 6e3 GnaHka obpasua v GnaHka
cTaHAapTa GbInm Nomny4YeHbl NOXHO 3aBbILUEHHbIE Pe3ynbTaThl Ha 2-14 MKMOMbL/MN B 3aBUCUMOCTH
OT MPUPOALI CbIBOPOTOK.

MpoTokonbl AnNsA MCMONb30BaHUA Ha aBTOMAaTUYECKUX aHanmusaTopax MOryT O6bITb
nomny4eHbl Mo 3anpocy.

!

Erba Lachema s.r.o., Karasek 1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbalachema.com, www.erbamannheim.com
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BILIRUBIN TOTAL JENDRASSIK GROF
(with STANDARD)

Kat. ¢. Nazev baleni Obsah baleni
R1:1x250 ml, R2: 1 x 90 ml, R3: 1 x 3 ml,
EaR0013 | BILT JG 350 8 R4 STD: 1 x4 ml, R5: 1 x8 ml
© 3
POUZITI

Diagnosticka souprava pro kvantitativni in vitro stanoveni celkového bilirubinu v lidském séru
a plazmé.

KLINICKY VYZNAM

Bilirubin je $tépny produkt hemoglobinu. Volny, nekonjugovany bilirubin je extrémné apolarni
a témér nerozpustny ve vodé, a tak pro transport v krvi ze sleziny do jater vytvari komplex s
albuminem. V jatrech je bilirubin konjugovan s kyselinou glukuronovou a vysledné ve vodé
rozpustné bilirubin glukuronidy jsou vylucovany zlu¢ovodem.

Pricinou hyperbilirubinémie maze byt zvySena produkce bilirubinu, zptisobena hemolyzou (pre-
-hepaticka Zloutenka), parenchymalnimi poskozenimi jater (intra-hepaticka Zloutenka) nebo
okluzi Zlu¢ovodu (post-hepaticka Zloutenka).

Chronicka kongenitalni (pfevazné nekonjugovana) hyperbilirubinémie, nazyvana Gilberttv syn-
drom, se u populace vyskytuje dosti ¢asto. Vysoké hladiny celkového bilirubinu Ize pozorovat u
60 —70 % novorozencu, coz je zplsobeno zvySenym poporodnim $tépenim erytrocytu a zpoz-
dénou funkci enzymu pro degradaci bilirubinu.

Bézné metody stanovovani bilirubinu stanovuiji budto celkovy bilirubin nebo pfimy bilirubin. PFi
stanoveni pfimého bilirubinu se méfi zejména konjugovany, ve vodé rozpustny bilirubin. Nekon-
jugovany bilirubin Ize proto stanovit jako rozdil mezi celkovym bilirubinem a pfimym bilirubinem.

PRINCIP METODY

Metoda dle Jendrassik-Gréfa v modifikaci vhodné pro pouziti na automatickych analyzatorech.
Nekonjugovany bilirubin se v pritomnosti akceleratoru uvolni z vazby na albumin. Bilirubin (vol-
ny a ptimy) pak kopuluje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou v silné kyselém prostredi za
vzniku ¢ervené zbarveného azobilirubinu, ktery je vhodny k fotometrickému stanoveni.

SLOZENI CINIDEL
R1 (AKCELERATOR)

Benzoan sodny 387 mmol/l
Chelaton 3 2,7 mmol/l
Kofein 192 mmol/l
Octan sodny 680 mmol/l
R2

Kyselina chlorovodikova 2170 mmol/I
Kyselina sulfanilova 29 mmol/l
R3

Dusitan sodny 72,5 mmol/l

R4 Standard
k pripravé roztoku a pmol/|
R5 (Albumin)

Slozeni reakéni smési

k pripravé roztoku 20 g/l

Benzoan sodny 285,1 mmol/l
Chelaton 3 2,0 mmol/l

Kofein 141,8 mmol/l
Octan sodny 501,4 mmol/|

Kyselina chlorovodikova 2 34,7 mmol/l
Kyselina sulfanilova 5,9 mmol/l
Dusitan sodny 0,48 mmol/l

PRIPRAVA PRACOVNICH ROZTOKU

Cinidla R1, R2 a R3 jsou kapalna, pfipravena k pouziti.

Cinidlo R1 je uréeno k pfimému pouziti.

Pracovni ¢inidlo se pfipravi smichanim cinidel R2 a R3 v poméru 31+1. Pracovni ¢inidlo

je stabilni:
1tyden pifi 2-8°C v temnu
5 hodin pfi 15-25°C vtemnu

SKLADOVANI A STABILITA PRACOVNICH ROZTOKU

Je-li dodrzena teplota skladovani pfi 2—8°C, je souprava stabilni do data exspirace, uvede-
ného na obalu.

Cinidla R1, R2 a R3 jsou kapalna a po otevieni stabilni pfi 2-25°C do data exspirace, uza-
viena a chranéna pred kontaminaci.

Priprava a stabilita roztokt pro kalibraci viz. nize.

VZORKY

Sérum, plazma (EDTA, heparin) Chranit pfed svétlem!
Doporuéujeme postupovat dle NCCLS (nebo podobnych standardu).
Stabilita bilirubinu v séru, plazmé:

2 dny pfi 15-25°C
7 dni pfi 2-8°C
3 mésice pfi -20°C

Vzorek nesmi byt opakované zamrazovan!
Nepouzivejte kontaminované vzorky.

KALIBRACE
Ke kalibraci se doporucuje Lyonorm Kalibrator nebo standard, ktery je sou¢asti soupravy.

KONTROLA KVALITY
Ke kontrole se doporucuje Lyonorm HUM N, Lyonorm HUM P.

PREPOCET JEDNOTEK
mg/dl x 17,1 = pmol/l

REFERENCNi HODNOTY *

fS bilirubin (pmol/l)

novorozenci <17

dospéli a déti (starSi nez 1 mésic) 3,4-171

Referencni rozmezi je pouze orientacni, doporucuje se, aby si kazda laboratoi ovéfila
rozsah referenc¢niho intervalu pro populaci, pro kterou zajistuje laboratorni vysetieni.

VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY
Vykonnostni charakteristiky byly ziskany na automatickych analyzatorech ERBA XL. Data
ziskana ve vasi laboratofi se mohou od téchto hodnot liSit.

€rba

POSTUP MERENI

Vinova délka: 546 (540-560) nm
Kyveta: 1cm

Teplota: (+15 az +25) 37 °C

Objemovy pomér sérum/reakéni smés 1/19
Objem pracovnich roztok( a vzorku Ize ménit, pro garanci analytickych parametr(i v8ak jejich
vzajemny pomér musi byt zachovan.

Reagen¢ni blank Blank vzorku Vzorek
Cinidlo R1 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml
Destilovana voda 0,05 ml - -
Vzorek - 0,05 ml 0,05 ml
Ihned se promicha a po 5 minutach stani ve tmé se prida
Pracovni ¢inidlo 0,2ml - 0,2 mil
Cinidlo R2 - 0,2ml -
Promicha se a po 5 minutach stani ve tmé se zméfi absorbance blanku vzorku A1 a absor-
bance vzorku Az proti reagen¢nimu blanku. Zbarveni je za nepfistupu svétla stalé 30 minut.

Pfiprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Roztok bilirubinu

Do lahvicky s ¢inidlem R4 (standard bilirubinu) se odméfi pfesné 4,00 ml destilované vody,
lahviCka se uzavie a jeji obsah se rozpusti za mirného promichavani. Roztok obsahuje pfesné
a pmol bilirubinu/I. Pfi teploté 2—-8°C a v temnu je roztok staly asi 3 dny.

Roztok albuminu
Do lahvicky s ¢inidlem R5 (albumin) se odméfi pfesné 8,00 ml destilované vody a jeji obsah se

Dolni mez stanovitelnosti: 1,37 pmol/l rozpusti za mirného promichavani. Roztok obsahuje asi 20 g albuminu/l. Pfi teploté 2-8°C je
Linearita: 500 pmol/l roztok staly nejméné 1 tyden.
Pi i h: 1,37 — 500 /]
|:acovn| rozsa e Priprava kalibracnich roztoku
PRESNOST Roztok bilirubi Vysledna k t
. oztok bilirubinu . ysledna koncentrace
Intra-assay (n=20) Pramér sD cv Roztok €. a umoll (ml) Roztok albuminu (ml) bilirubinu (umoll)
y (umol/l) (Hmol/l) (%) 1 0,10 1,90 0,050.a
Vzorek 1 24,63 0,34 1,38 2 0,25 175 0,125 . a
~ - ; : 3 0,50 1,50 0,250 . a
zore 89, 0,96 ,08 4 075 1,25 0,375.a
Inter-assay (n=20) Pramér SD €y > 1% 1.0 0.5%.2
y (umol/l) (umol/l) (%) a — koncentrace bilirubinu uvedena na etiketé lahvicky s ¢inidlem R4
Kalibraéni roztoky se zpracuiji stejné jako vzorek, pouze se u reagen¢niho blanku pouZzije misto
Vzorek 1 24,5 0,86 3,52 destilované vody roztok albuminu (roztok &inidla R5).
Sestroji se kalibracni kfivka jako zavislost absorbance (Az' A1) na obsahu bilirubinu v kalibra¢-
Vzorek 2 86,6 1,59 1,83 nim roztoku v ymol/l.

SROVNANI S KOMERCNE DOSTUPNOU METODOU
Linearni regrese:
N =40 r= 0,997

INTERFERENCE
Nasledujici analyty neinterferuji:
hemoglobin do 10 g/l, triglyceridy do 7,5 g/I.

BEZPECNOSTNI CHARAKTERISTIKY

Urceno pro in vitro diagnostické pouZiti opravnénou a odborné zptisobilou osobou.

Cinidla soupravy nejsou klasifikovana jako nebezpe&na, avéak obsahuiji v nizké koncentraci
dusitan sodny, ktery je toxicky a nebezpeény pro Zivotni prostredi.

PRVNi POMOC

PFi ndhodném poziti vyplachnout Usta a vypit asi 0,5 | vody, pfi vniknuti do oka provést rychly a
dukladny vyplach proudem Eisté vody. Pfi potfisnéni omyt pokozku teplou vodou a mydlem. Ve
vaznych pfipadech poskozeni zdravi vyhledat |ékafskou pomoc.

NAKLADANI S ODPADY

Na vSechny zpracované vzorky je nutno pohlizet jako na potencionalné infekéni a spolu s pfi-
padnymi zbytky cinidel je likvidovat podle vlastnich internich predpist jako nebezpecny odpad
v souladu se Zéakonem o odpadech.

Papirové a ostatni obaly se likviduji podle druhu materidlu jako tfidény odpad (papir, sklo,
plasty).

y = 1,022 x +0,360 pmol/l

VYPOCET
Obsah bilirubinu ve vzorku se odeéte z kalibraéniho grafu. K vypoctu se bere rozdil absorbance
vzorku a absorbance blanku vzorku (A2 - A1).

POZNAMKA

1. Pri stanoveni na analyzatoru doporucujeme k pfipravé reagenc¢niho blanku pouzit 0,9 %
roztok NaCl, u manualniho stanoveni Ize pouzit destilovanou vodu.

2. Analyzu je nutné provadét za nepfistupu svétla. Na svétle klesa zbarveni azobilirubinu az o
10% béhem 15 minut.

3.V pripadé manualniho stanoveni se méfi pfi teploté 15-25°C.

4. Pokud nejsou pfi analyze méreny vlastni blanky vzorku a standardu (kalibratoru), mohou byt
ve vzorku nalezeny falesné vyssi hodnoty bilirubinu, podle typu séra o 2—14 pmol/l.

Aplikace na automatické analyzatory jsou dodavany na vyzadani.

M Erba Lachema s.r.o., Karasek 1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbalachema.com, www.erbamannheim.com
N/109/14/A/INT Datum revize: 15.8. 2014
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BILIRUBIN TOTAL JENDRASSIK GROF
(with STANDARD)

Kat. €. Nazov balenia | Obsah balenia
R1:1x250 ml, R2: 1 x 90 ml, R3: 1 x 3 ml,
BaR0013 | BILTJG3508 R4 STD: 1 x4 ml, R5: 1 x8 ml
) 3
POUZITIE

Diagnosticka suprava na kvantitativne in vitro stanovenie celkového bilirubinu v fudskom sére
a plazme.

KLINICKY VYZNAM

Bilirubin je Stiepny produkt hemoglobinu. Volny, nekonjugovany bilirubiin je extrémne apolarny
a takmer nerozpustny vo vode, a tak na transport v krvi zo sleziny do pecene vytvara komplex
s albuminom. V peceni je bilirubin konjugovany s kyselinou glukuronovou a vysledné vo vode
rozpustné bilirubin glukuronidy st vylu¢ované zlcovodom.

Pricinou hyperbilirubinémie méze byt zvySena produkcia bilirubinu, spésobena hemolyzou
(prehepaticka Zltacka), parenchymalnymi poSkodeniami pecene (intra-hepaticka Zltacka) alebo
okluziou ZlGovodov (post-hepaticka Zltacka).

Chronicka kongenitalna (prevazne nekonjugovana) hyperbilirubinémia, nazyvana Gilbertov
syndrém, sa u populacie vyskytuje pomerne ¢asto. Vysoké hladiny celkového bilirubinu je moz-
né pozorovat u 60 =70 % novorodencov, ¢o je sposobené zvySenym popdérodnym Stiepenim
erytrocytov a oneskorenou funkciou enzymov na degradaciu bilirubinu. Bezné metédy stanovo-
vania bilirubinu stanovuji bud celkovy bilirubin alebo priamy bilirubin. Pri stanoveni priameho
bilirubinu sa meria hlavne konjugovany, vo vode rozpustny bilirubin. Nekonjugovany bilirubin je
mozné preto stanovit ako rozdiel medzi celkovym bilirubinom a priamym bilirubinom.

PRINCIP METODY

Metdéda podla Jendrassik-Gréfa v modifikacii vhodnej na pouZitie na automatickych analy-
zatoroch.

Nekonjugovany bilirubin sa v pritomnosti akceleratora uvolni z vazby na albumin. Bilirubin
(volny a priamy) potom kopuluje s diazotovanou kyselinou sulfanilovou v silno kyslom prostre-
di za vzniku ¢erveno sfarbeného azobilirubinu, ktory je vhodny na fotometrické stanovenie.

ZLOZENIE CINIDIEL
R1 (AKCELERATOR)

Benzoan sodny 387 mmol/l
Chelaton 3 2,7 mmol/l
Kofein 192 mmol/l
Octan sodny 680 mmol/l
R2

Kyselina chlorovodikova = 170 mmol/l

Kyselina sulfanilova 29 mmol/l
R3
Dusitan sodny 72,5 mmol/l

R4 Standard

na pripravu roztoku a pmol/l
R5 (Albumin)

na pripravu roztoku 20 g/l

ZLOZENIE REAKCNEJ ZMESI

Benzoan sodny 285,1 mmol/l
Chelaton 3 2,0 mmol/l

Kofein 141,8 mmol/l
Octan sodny 501,4 mmol/l

Kyselina chlorovodikova = 34,7 mmol/l
Kyselina sulfanilova 5,9 mmol/I
Dusitan sodny 0,48 mmol/l

PRIPRAVA PRACOVNYCH ROZTOKOV

Cinidla R1, R2 a R3 su kvapalné, pripravené na pouZzitie.

Cinidlo R1 je uréené na priame pouZzitie.

Pracovné ¢inidlo sa pripravi zmieSanim ¢inidiel R2 a R3 v pomere 31+1. Pracovné ¢inidlo
je stabilné:

1tyzden pri 2-8°C vtme

5 hodin pri 15-25°C v tme

SKLADOVANIE A STABILITA PRACOVNYCH ROZTOKOV

Ak je dodrzana teplota skladovania pri 2-8°C, je sUprava stabilna do datumu expiracie,
uvedeného na obale.

Cinidla R1, R2 a R3 su kvapalné a po otvoreni stabilné pri 2-25°C do datumu expiracie,
uzatvorené a chranené pred kontaminaciou.

Priprava a stabilita roztokov na kalibraciu vid'. nizsie.

VZORKY

Sérum, plazma (EDTA, heparin) Chranit pred svetlom!

Doporuéujeme postupovat podla NCCLS (alebo podobnych $tandardov).
Stabilita bilirubinu v sére, plazme:

2 dni pri 15-25°C
7 dni pri 2-8°C
3 mesiace pri -20°C

Vzorka nesmie byt opakovane zmrazena!
Nepouzivajte kontaminované vzorky.

KALIBRACIA
Na kalibraciu sa doporucuje Lyonorm Kalibrator.

KONTROLA KVALITY
Na kontrolu sa doporuéuje Lyonorm HUM N, Lyonorm HUM P.

PREPOCET JEDNOTIEK
mg/dl x 17,1 = pmol/l

REFERENCNE HODNOTY *

fS bilirubin (umol/l)

novorodenci <17

dospeli a deti (starSie nez 1 mesiac) 3,4-171

Referencné rozmedzie je iba orientac¢né, doporucuje sa, aby si kazdé laboratérium ove-
rilo rozsah referenéného intervalu pre populaciu, pre ktoru zabezpecuje laboratérne
vysetrenie.

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY )
Vykonnostné charakteristiky boli ziskané na automatickych analyzatoroch ERBA XL. Udaje zis-
kané vo vasom laboratériu sa mézu od tychto hodnét lisit.
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POSTUP MERANIA

Vinova dizka: 546 (540-560) nm
Kyveta: 1cm

Teplota: (+15 az +25) 37 °C

Objemovy pomer sérum/reakéna zmes 1/19
Objem pracovnych roztokov a vzorky je mozné menit, pre garanciu analytickych parametrov
v8ak ich vzajomny pomer musi byt zachovany.

Reagencény blank Blank vzorky Vzorka
Cinidlo R1 0,7 ml 0,7 ml 0,7 ml
Destilovana voda 0,05 ml - -
Vzorka - 0,05 ml 0,05 ml
Ihned sa premiesa a po 5 minutach statia v tme sa prida
Pracovné ¢inidlo 0,2ml - 0,2 mil
Cinidlo R2 - 0,2ml -
Premies$a sa a po 5 minutach inkubéacie v tme sa zmeria absorbancia blanku vzorky A1,
absorbancia vzorky A2, oproti reagenénému blanku.
Zafarbenie v nepritomnosti svetla je stale 30 minut.

PRIPRAVA PRACOVNYCH ROZTOKOV NA KALIBRACIU

Roztok bilirubinu

Do frasticky s ¢inidlom R4 (Standard bilirubinu) sa odmeraju presne 4,00 ml destilovanej vody,
flasticka sa uzavrie a jej obsah sa rozpusti za mierneho premie$avania. Roztok obsahuje
presne a pmol bilirubinu/l. Pri teplote 2—8°C a v tme je roztok staly asi 3 dni.

Roztok albuminu
Do flasticky s cinidlom R5 (albumin) sa odmeria presne 8,00 ml destilovanej vody a jej obsah

Dolna medza stanovitefnosti: 1,37 umol/l sa rozpusti za mierneho premieSavania. Roztok obsahuje asi 20 g albuminul/l. Pri teplote 2—-8°C
Linearita: 500 pmol/l je roztok staly najmenej 1 tyzder.
gracovnvliozsah 1387 = =D el Priprava kalibraénych roztokov
PRESNOST
SNOS . Roztok bilirubinu . Vysledna koncentracia
Roztok ¢. Roztok albuminu (ml) PN
0 (n=20) Priemer sSD cVv a pmol/l (ml) bilirubinu (umol/l)
ntra-assay (n=
y (umol/l) (pmol/l) (%) 1 0,10 1,90 0,050 . a
Vzorka 1 24,63 0,34 1,38 2 0,25 1,75 0125.a
3 0,50 1,50 0,250 . a
Vzorka 2 89,1 0,96 1,08 4 0.75 125 0375 .a
_ 5 1,00 1,00 0,500 . a
Int =20 Priemer SD Ccv
flegassavi(nz20) (umolll) (umolll) (%) a— koncentracia bilirubinu uvedena na etikete flasticky s cinidlom R4
Kalibraéné roztoky sa spracuju tak isto ako vzorka, iba u reagen¢ného blanku sa pouzije na-
Vzorka 1 24,5 0,86 3,52 miesto destilovanej vody roztok albuminu (roztok ¢inidla R5).
Zostroji sa kalibraéna krivka ako zavislost' absorbancie (A2 - A1) na obsahu bilirubinu v kalib-
Vzorka 2 86,6 1,59 1,83 raénom roztoku v pmol/l.

POROVNANIE S KOMERCNE DOSTUPNOU METODOU
Linedrna regresia:
N =40 r= 0,997

INTERFERENCIE
Nasledujuce analyty neinterferuju:
hemoglobin do 10 g/l, triglyceridy do 750 mg/dl.

BEZPECNOSTNE CHARAKTERISTIKY

Uréené na in vitro diagnostické pouzitie opravnenou a odborne spdsobilou osobou.

Cinidla stpravy nie su klasifikované ako nebezpeéné, avdak obsahuju v nizkej koncentracii
dusitan sodny, ktory je toxicky a nebezpeény pre Zivotné prostredie.

PRVA POMOC

Pri nahodnom poziti vyplachnut usta a vypit asi 0,5 | vody, pri vniknuti do oka vykonat rychly a
dokladny vyplach pridom cistej vody. Pri postriekani umyt pokozku teplou vodou a mydlom. Vo
vaznych pripadoch poskodenia zdravia vyhladat lekarsku pomoc.

NAKLADANIE S ODPADMI

Vsetky spracované vzorky je nutné povazovat ako potencidlne infekéné a spolu s pripadnymi
zvySkami Cinidiel ich likvidovat podra vlastnych internych predpisov ako nebezpecny odpad v
sulade so Zakonom o odpadoch.

Papierové a ostatné obaly sa likviduju podia druhu materialu ako triedeny odpad (papier, sklo,
plasty).

y = 1,022 x +0,360 pmol/l

VYPOCET
Obsah bilirubinu vo vzorke sa odéita z kalibraéného grafu. Na vypocet sa berie rozdiel absor-
bancie vzorky a absorbancie blanku vzorky (A2 —A1).

POZNAMKA

1. Pri stanoveni na analyzatore doporucujeme na pripravu reagenéného blanku pouzit' 0,9 %
roztok NaCl, u manualniho stanovenia je mozné pouzit destilovanu vodu.

2. Analyzu je nutné vykonavat bez pristupu svetla. Na svetle klesa zafarbenie azobilirubinu az o
10 % v priebehu 15 minut.

3. V pripade manuélneho stanovenia sa meria pri teplote 15-25°C.

4. Pokial nie su pri analyze merané vlastné blanky vzorky a Standardu (kalibratora), méze vzorka
vykazovat falo$ne vyssie hodnoty bilirubinu, podla typu séra o 2—14 umol/l.

Aplikacie na automatické analyzatory su dodavané na vyziadanie.

M Erba Lachema s.r.o., Karasek 1d, 621 00 Brno, CZ
e-mail: diagnostics@erbalachema.com, www.erbamannheim.com

N/109/14/A/INT Datum revizie: 15.8. 2014
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