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Przeznaczenie

Do ilociowego oznaczania bilirubiny bezposredniej w surowicy za pomocq
analizatoréw Yumizen C230 i Yumizen C240. Wytacznie do diagnostyki in vitro.
Rx Only.

Historia meetody

Od czasu wprowadzenia metody diazowej do oznaczania bilirubiny przez
Ehrlicha w 1883 r.! zaproponowano kilka modyfikacji usprawniajacych reakcje.
Metoda Malloya i Evelyn2 wykorzystuje metanol do katalizowania reakcji
sprzegania azowego posredniej bilirubiny, jak réwniez do utrzymywania
azobilirubiny w roztworze. Powazng wadq tej metody jest to, ze biatko moze
zosta¢ wytracone przez roztwér metanolowy, co daje fatszywie zanizone wyniki.
W 1938 r. Jendrassik i Grof.3 przedstawili test, ktéry dat wiarygodne wyniki.
Sposob ten jest jednak kiopotliwy i obejmuje kilka etapdw pipetowania.
Przedstawiona tutaj metoda zostata opracowana przez Wahlefelda i wsp.4
Odczynnikiem diazowym jest tetrafluoroboran 2,5-dichlorofenylodiazoniowy
(DPD), ktory bardzo szybko reaguje sprzegajac z bilirubing w $rodowisku
kwasnym. Otrzymana procedura jest prosta, ale wykazuje dobra korelacje w
poréwnaniu z metoda Jendrassika i Grofa.

Zasada metody
Bilirubina bezpo$rednia jest sprzegana z solg diazoniowg (DPD) w silnie
kwasnym $rodowisku (pH 1 - 2).
kwas
Bilirubina + DPD —————Azobilirubina
Intensywnos$¢ koloru wytwarzanej azobilirubiny jest proporcjonalna do stezenia
bilirubiny bezpo$redniej i moze by¢ mierzona fotometrycznie.

Odczynniki

1. Odczynnik Direct Bilirubin R1: bufor kwasowy 50 mmol/L

2. Odczynnik Direct Bilirubin R2: bufor kwasowy >30 mmol/L, >2,0 mmol/L
DPD i stabilizatory

Srodki ostroznosci

1. Odczynniki sg toksyczne i zrace. Nie pipetowaé¢ ustami. Unika¢ kontaktu
ze skorg i odzieza.

2. Ten odczynnik jest przeznaczony wytacznie do diagnostyki in vitro.

Przygotowanie odczynnika
Dostarczane odczynniki sa gotowe do uzycia.

Przechowywanie odczynnika

1. Zapakowane odczynniki mozna przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C.
Odczynnik jest stabilny do daty wazno$ci podanej na etykiecie, o ile jest
przechowywany zgodnie z zaleceniami.

2. Nie zamraza¢ odczynnikéw.

3. Unika¢ wystawiania na bezposrednie dziatanie promieni stonecznych.

Degradacja odczynnika

1. Nie uzywac, jesli odczynniki wykazujg oznaki zanieczyszczenia
mikrobiologicznego (metnos¢).

2. Jesli z R2 wytraca sig bardzo nieznaczny osad, ktory rozpuszcza sie
ponownie po delikatnym ogrzaniu R2, mozna uzy¢ odczynnika.

3. Nie nalezy uzywac¢ odczynnika R2 zawierajacego osad, ktory nie ulega
ponownemu rozpuszczeniu i powoduje odbarwienie produktu.

4. Nie uzywac, jesli odczynnik nie osigga przypisanych wartosci testu
$wiezych surowic kontrolnych.

Pobieranie i przechowywanie prébek

1. Zalecana jest $wieza, niezhemolizowana surowica.5

2. Prébki nalezy podda¢ analizie w ciggu dwéch godzin od pobrania, jesli byty
przechowywane w temperaturze pokojowej w ciemnos$ci, oraz w ciggu
dwunastu godzin, jesli byly przechowywane w lodéwce (2-8°C) i chronione
przed $wiatlem.®

3 Bilirubina w surowicy jest stabilna przez trzy miesigce, jesli jest
przechowywana w stanie zamrozonym (-20°C) i chroniona przed $wiattem.6

4. Bezposrednie Swiatto stoneczne moze spowodowac spadek bilirubiny
nawet 0 50% w ciagu godziny.”
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5. Pobieranie prébek nalezy przeprowadzié zgodnie z NCCLS M29-T2. Zadna
metoda nie daje catkowitej pewnosci, ze prébki krwi ludzkiej nie przeniosg
infekcji. Dlatego wszystkie probki krwi nalezy traktowaé jako potencjalnie
zakazne.

Interferencje

1. Wszystkie badania interferencji przeprowadzono zgodnie z procedurami
zalecanymi w wytycznych NCCLS nr EP7-P dotyczacych badan interferencji w
chemii klinicznej.8

2. Poziomy hemoglobiny w surowicy do 100 mg/dl nie wptywajg na wyniki.

3. Stezenie triglicerydéw w surowicy do 500 mg/dl nie wptywa na wyniki.

4. Wiele lekéw i substancji wptywa na wyniki bilirubiny. Patrz Young i wsp. ¢

Materialy zapewnione
Odczynniki bezposredniej bilirubiny R1i R2

Materialy wymagane ale niedostarczane

1. Analizator Yumizen C230 / Yumizen C240.

2. Instrukcja obstugi Yumizen C230 / Yumizen C240.

3. Kalibrator chemii Pointe, numer katalogowy C7506-50

4. Kontrola Pointe Chemistry, numer katalogowy C7592-100

Parametry testu
Test: DBIL Nazwa chem:  Direct Bilirubin
Numer: 205 Wydruk: Direct Bilirubin
Typ reakcji: Punkt koricowy Kierunek reakcji: Rosnacy
Dt. Fali I: 546 nm Dt Falill 670 nm
Miejsca dziesigtne: 0.1 Typ probki: Surowica
Proba $lepa: 2 -1 Cykle reakcji: 18 19
Jednostka: mg/dL Cykl inkubacji: 3
Obj.

Obj. prébki  Aspiracja Rozciefczalnik  odczynnika Rozciefczalnik
Prawidtowa: 4 uL uL uL 180 uL uL
Zmnigjszona: uL uL uL 47
Zwigkszona: uL uL uL
Zakres liniowosci (Prawidtowy); 0.1-10 Limit liniowosci:

Zakres liniowosci (Zmniejszony): Zuzycie substratu:

Mieszana abs. proby

PN -40000 40000
$lepej:

Zakres liniowosci (Zwigkszony):

Abs. R1/proba $lepa:  -40000 40000 Stabilnos¢ na poktadzie: 30 Dni
Préba $lepa -40000 40000 Alarm limitu odczynnika: g
Chemia blizniacza:
Efekt Prozone:
Q1 Q2: Q3:
Q4: PC: ABS:
Uzyj wyniku jako$ciowego:
Zakres: Flagi:
Przesunigcie i nachylenie:
Przesuniecie Nachylenie Jednostka
1 0 mg/dL
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Przygotowanie:

Objetosc probki.: uL

Zakres referencyjny:
Typ probki:

Parametry kalibracji

Objetos¢ odczynnika.:

Pte¢: Zakres dla wieku: Zakres ref.:

Wartosci krytyczne: Jednostka:

uL

Chem: D. Bili
Ustawienia kalibragji Kalibrator _[Stezenie | Poz Nr serii
Model: dwupunktowa liniowa Woda 00 Lil
Factor: Powtérzenia: 2 ChemCal 1 ° .

Akceptowalne limity

Wazno$¢ kalibraji: 336 godz.

Rdznica nachylenia: SD:

Czutosc¢: Powtarzalno$¢: * Zdefiniowane przez uzytkownika

Wsp6tczynnik determinacii:
Automatyczna kalibracja
0 Po uptywie waznosci kalib.

Kalibracja

Uzyj kalibratora surowicy identyfikowalnego przez NIST. Postepuj zgodnie z
instrukcjami aplikaciji przyrzadu w celu kalibracji. Zapoznaj sie z instrukcjq obstugi
przyrzadu, aby zapozna¢ sie z procedurami kalibracji i czestotliwoscia. Zaleca
sie, aby kazde laboratorium okreslito wiasng czestotliwos¢ kalibracii.

Kontrola jakosci

Waznos¢ reakcji nalezy monitorowa¢, stosujac surowice kontrolne ze znanymi
prawidtowymi i nieprawidtowymi wartosciami bilirubiny bezpo$redniej. Kontrole te
nalezy przeprowadza¢ co najmniej podczas kazdej zmiany roboczej, podczas
ktorej wykonywane sg oznaczenia bilirubiny bezpo$redniej. Zaleca sig, aby kazde
laboratorium ustalito wtasng czestotliwo$¢ oznaczania kontroli. Kontrole jakosci
nalezy przeprowadza¢ zgodnie z lokalnymi, stanowymi ilub federalnymi
przepisami lub wymaganiami dotyczacymi akredytacji.

Obliczenia (przyktad)
Abs. = Absorbancja

Unk. = Nieznane

Cal. = Kalibrator

Abs. Unk. — Abs. Unk. Blank x Conc. of Cal. (mg/dl) = Bilirubina bezpo$rednia
(mg/dI) Abs. Cal. - Abs. Cal. Blank

Prébka: Jesli Abs. nieznane = 0.35, Abs. of Unknown Blank = 0.01, Abs.
Kalibratora 0.25, Abs. of Calibrator Blank = 0.01, stezenie kalibratora = 4.0 mg/dl

Witedy: 0.35-0.01 x4 =0.34 x4 =5.7 mg/dl
0.25-0.01 0.24

Wartosci oczekiwane (bezposrednio)”!
Dorosli i niemowleta (powyzej miesigca): 0 — 0,5 mg/dl
Stanowczo zaleca sig, aby kazde laboratorium ustalito swoj wiasny zakres normy.

Ograniczenia

1. Probki o wartosci powyZzej 10 mg/dl nalezy rozcienczy¢ izotonicznym
roztworem soli w stosunku 1:1, ponownie oznaczy¢, a wynik koncowy
pomnozy¢ przez dwa.

2. Poziomy hemoglobiny w surowicy do 100 mg/dl i triglicerydéw do 500 mg/dl
nie wptywajg na wyniki.

Charakterystyka

1. Liniowo$¢: 10,0 mg/di

2. Granica wykrywalno$ci (czuto$¢): 0,1 mg/dl

3. Porownanie: przeprowadzono badanie analizatorow serii Yumizen 200 i
podobnego analizatora przy uzyciu tej metody, uzyskujac wspdtczynnik
korelacji 0,999 z réwnaniem regres;ji y=0,985x - 0,12.

4. Precyzja: Badania precyzji wykonano analizatorami serii Yumizen 200 po
modyfikacji wytycznych zawartych w dokumencie NCCLS EP5-T2.10

) W ciagu dnia
Srednia  S.D. C.V.%
0.48 0.05 10.1
1.92 0.09 45
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Tel: (32)2.732.59.54  Fax:(32)2.732.60.03  email: mail@obelis.net

Certyfikacja

Odczynniki Pointe sg certyfikowane zgodnie z okre$lonymi parametrami.
Kazdy odczynnik Pointe, ktory nie spetnia specyfikacji w podanym terminie
wazno$ci, zostanie natychmiast i bezptatnie wymieniony.
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