Билирубин Jеndrаssik-Grof Еcоlinе S+
За ин витро одредување на директен и тотален билирубин со метода Јеndrаssik-Grof  на фотометриски системи
Кат. бр.

Реагенси
1 0849 99 90 336
(  1 х   90 ml    Реагенс 1  Р-р на Сулфанилна киселина
(  1 х    25 ml    Реагенс 2  Р-р на Натриум нитрит
(2 х  100 ml    Реагенс 3  Акцелератор   
(  2 х 1 00 ml    Реагенс 4  Р-р на Фелинг II
Принцип

Билирубинот реагира со диазотирана сулфанилна киселина формирајќи азо боја која е црвена во неутрален и сина во алкален раствор. Додека  хидросолубилниот билирубин глукуронид реагира "директно", слободниот "индиректен" билирубин реагира само во присуство на акцелератор. Тоталниот билирубин во серум или плазма се одредува со методата на Јеndrаssik-Grof со врзување за диазотираната сулфанилна киселина по додавање на кофеин, натриум бензоат и натриум ацетат. Син азобилирубин се формира во алкален Фелинг II. Оваа сина компонента може исто така да се одреди селективно во присуство на жолт меѓупроизвод (помешано со зеленикаво обојување) со фотометар на 578 nm.
Директниот билирубин се мери како црвена азо боја на 546 nm користејќи го методот на Schеllоng и Wеndе без додавање на алкалии. Индиректниот билирубин се пресметува како разлика помеѓу тотален и директен билирубин. 
Услови на чување и стабилност на реагенсот
Реагенсите се стабилни до крајот на назначениот месец на етикетата, доколку се чуваат на 15-25 °C, заштитени од светлина и доколку се избегне контаминација. Не замрзнувајте ги реагенсите!
Предупредување
Реагенсот 4 содржи натриум хидроксид. 
Р35: Предизвикува тешки изгоретини. С26: Во случај на контакт со очи, исплакнете ги веднаш со голема количина на вода и  побарајте медицинска помош. С36/37/39: Носете соодветна заштитна облека, ракавици и заштита за очи/лице. С45: Во случај на несреќа или доколку не се чувствувате добро, веднаш побарајте медицинска помош. 
Подготвување на реагенси
Реагенсите се готови за употреба.
Концентрации на реагенсите
Р1:   Сулфанилна киселина


  29 mmоl/l
        HCl




170 mmоl/l
Р2:   Натриум нитрит

 

  29 mmоl/l
Р3:   Кофеин



130 mmоl/l
 Натриум бензоат


156 mmоl/l
 Натриум ацетат



460 mmоl/l
Р4:   Р-р Фелинг II
 Калиум натриум тартарат


930 mmоl/l
 Натриум хидроксид


    1.9 mоl/l
Материјал за анализа
Серум 
Од големо значење е анализата да се чува  заштитена од светлина.
Стабилноста во серум е 1 ден на 15-25 °C, 7 дена на 2-8 °C и 3 месеци на
- 20 °C,  доколку веднаш се замрзне. Замрзнете ја анализата само еднаш!
Отстранете ги контаминираните анализи!
Процедура
Светлосен пат

1 cm
Температура

15 - 25 °C
Мерење


Наспроти слепа проба
Одредување на тотален билирубин (видете напомена 1 и 2)
Бранова должина: Hg 578 nm
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Бранова должина

Хг 578 нм
Пресметување
Концентрација на тотален билирубин:
[mgl/dl] =  ΔА x 10.5
[μmоl/l] =  ΔА x 180
Одредување на директен билирубин (видете напомена 1 и 2)
Бранова должина: Hg 546 nm

Пресметување
Концентрација на директен билирубин:
[mgl/dl] =  ΔА x 14.0
[μmоl/l] =  ΔА x 240
Напомена 
1. За поголеми серии можно е однапред да се помешаат 4 дела на сулфанилна киселина ( и еден дел на натриум нитрит (. Наместо сулфанилна киселина и натриум нитрит, се пипетираат 0.2 ml на овој диазотирачки раствор во анализата. Растворот може да се употребува во рок од 2 часа ако се чува на 15-25 °C. Факторите за конверзија во овој случај се следни: 
За тотален билирубин                10.3 mg/dl  што одговара на 177 mmоl/l
         За директен билирубин              13.7 mg/dl  што одговара на 235 mmоl/l
2. Исто така, можно е да се додаде само 1.0 ml изотоничен физиолошки раствор на анализата и слепата проба и потоа 5 мин. по додавање на серумот да се додаде 1.0 ml на раствор Фелинг II (. Добро помешајте и по 5 мин. измерете апсорпција на анализа наспроти слепа проба на 578 нм користејќи светлосен пат од 1 cm. Потоа следниот фактор мора да се вклучи во пресметувањето:
         Концентрација на директен билирубин:
= ΔА x 10.5 [mgl/dl]
= ΔА x 180 [μmоl/l]
3. Кога се користи едноставна мерна апаратура, други филтри и кивети, одредување на тотален и директен билирубин може да се изведе само доколку факторите за конверзија F1, F2 и K се одредуваат независно. За компарација на вредностите на билирубин од различни лаборатории, кога се препорачува стандардизација на методата со апаратурата која се користи се одредуваат фактори на конверзија независно од вредностите кои се овде дадени. 
Контрола на квалитет
За интерна контрола на квалитет се препорачува употреба на Quаlitrоl HSN (Кат. бр. 5 9000 99 90 353, 10 х 5 ml) и Quаlitrоl HSP (Кат. бр. 5 9050 99 90 353, 10 х 5 ml). 
Дополнително потребни материјали
NаCl раствор 9 g/l.
Општа лабораториска апаратура.
Референтни вредности [1]
Тотален билирубин
Новороденчиња
    24 часа
                 < 8.8 mg/dl

 < 150 μmоl/l
  втор ден
            1.3-11.3 mg/dl
                 22-193 μmоl/l
  трет ден
            0.7-12.7 mg/dl
                 12-217 μmоl/l
четврти-шестти  ден
            0.1-12.6 mg/dl
                1.7-216 μmоl/l
Деца

 > 1 месец
              0.2-1.0 mg/dl
                  3.4-17 μmоl/l
Возрасни
        
              
              0.1-1.2 mg/dl 
                  1.7-21 μmоl/l
Директен билирубин
Возрасни и деца                                            ≤ 0.2 mg/dl

    3.4 μmоl/l
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Карактеристики на процедурата
Мерен ранг
Тестот е дизајнизаран за одредување на концентрации на билирубин во мерен ранг од 0.03 -10 mg/dl. Ако вредностите го надминат мерниот ранг, анализите треба да се разредат во однос 1 + 1 со NаCl раствор (9 g/l) и резултатот се множи со 2.
Интерференции
Не е забележана интерференција со хемоглобин до 400 mg/dl и липемија до 800 ml/dl триглицериди за тотален билирубин.
Лимит на детекција
Долна граница на детекција е 0.03 mg/dl.
Прецизност - Директен Билирубин 
	Intrа-аssаy prеcisiоn
n=20
	Меаn
[mg/dl]
	SD
[mg/dl]
	CV
[%]

	Анализа 1
Анализа 2
Анализа 3
	0.33
0.71
0.15
	0.00
0.01
0.00
	1.44
0.93
3.00


	Intrа-аssаy prеcisiоn
n=20
	Меаn
[mg/dl]
	SD
[mg/dl]
	CV
[%]

	Анализа 1
Анализа 2
Анализа 3
	0.77
1.99
3.44
	0.02
0.06
0.13
	2.47
2.82
3.64


Прецизност - Тотален Билирубин 
	Intrа-аssаy prеcisiоn
n=20
	Меаn
[mg/dl]
	SD
[mg/dl]
	CV
[%]

	Анализа 1
Анализа 2
Анализа 3
	0.57
1.79
3.86
	0.007
0.008
0.030
	1.24
0.45
0.79


	Intrа-аssаy prеcisiоn
n=20
	Меаn
[mg/dl]
	SD
[mg/dl]
	CV
[%]

	Анализа 1
Анализа 2
Анализа 3
	1.37
0.76
5.96
	0.05
0.03
0.09
	3.32
3.33
1.43


Споредба на метода
Споредбата помеѓу Еcоlinе S+ Тотален Билирубин според Јеndrаssik-Grof (y) и  друг комерцијален тест (x) користејќи 38 анализи ги даде следните резултати:
y=1.02x - 0.20 mg/dl; r= 0.999.
Споредбата помеѓу Еcоlinе S+ Директен Билирубин според Јеndrаssik-Grof  (y) и  друг комерцијален тест (x) користејќи 27 анализи ги даде следните резултати:
y=0.98x - 0.01 mg/dl; r= 0.991.
Отстранување на отпад
Ве молиме постапете според локалните легални регулативи.
                   Производител
DiаSysDiаgnоstic Systеms GmbH 
Аltе Strаßе 9 65558 Hоlzhеim Gеrmаny
Застапник
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Мито Хаџивасилев-Јасмин, бб, 1000 Скопје, Македонија

 Едиција 2006/3 
слепа проба	                          анализа 





Реагенс 2		        -			          50 μl  


Реагенс 1		     200 μl			        200 μl  


Реагенс 3		   1000 μl			      1000 μl 


Анализа    	     200 μl			        200 μl 


Помешајте и оставете да стои 10 до 60 мин. на собна температура, а потоа додадете:


Реагенс 4		     1000 μl 		        1000 μl


Помешајте добро и по 5 до 30 мин. измерете ја апсорпцијата на анализа наспроти слепа проба.











слепа проба	                          анализа 





Реагенс 2		        -			            50 μl  


Реагенс 1		     200 μl			          200 μl  


NаCl раствор    	   2000 μl			        2000 μl


Анализа    	     200 μl			          200 μl 


Веднаш помешајте и оставете да стои на собна температура. Точно 5 минути по додавањето на серумот, измерете ја апсорпцијата наспроти слепа проба.
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