BILIRUBIN UKUPAN

Ref: BLU-200; BLU-500

Lo

[/

fa

UPOTREBA
Reagens se Koristi za odredivanje koncentracije ukupnog bilirubina
u serumu.

METODA
Diazonijum jon spektrofotometrijska metoda.

KLINICKI ZNACAJ

Ukupan bilirubin predstavlja sumu nekonjugovanog i konjugovanog
bilirubina. Do povecéanog nivoa ukupnog bilirubina dolazi u uslovima
opstrukcije bilijarnih puteva, hepatitisa, ciroze jetre, kao i u uslovima
nedostatka pojedinih enzima.

PRINCIP ODREDIVANJA

Ukupan bilirubin reaguje sa diazonijum jonom sulfanilne kiseline u
prisustvu akceleratora formirajuci azo-boju Ciji je intenzitet
proporcionalan koncentraciji ukupnog bilirubina u serumu 2,

REAGENSI

Bilirubin ukupan, Ref: BLU-200 se sastoji od 2 reagensa:
Rg.1 (Pufer reagens) 2 x100 mL
Rg.2 (Stabilizovan diazonijum jon) 1x10 mL

Bilirubin ukupan, Ref: BLU-500 se sastoji od 2 reagensa:

Rg.1 (Pufer reagens) 5x 100 mL
Rg.2 (Stabilizovan diazonijum jon) 1x10 mL
SASTAV REAGENASA
Aktivne komponente :
Sulfaminska kiselina 100 mmol/L
Akcelerator 0,5 %
Stabilizovan diazonijum jon 10 mmol/L

UPOZORENJE

1. Koristiti isklju€ivo za dijagnostiku in vitro.

2. Voditi racuna o propisanoj eliminaciji otpada. Ako se odbacuje u
kanalizaciju, isprati velikom koli¢inom vode.

3. Da bi se izbegla kontaminacija koristiti Cist pribor ili laboratorijsku
opremu za jednokratnu upotrebu.

PRIPREMA REAGENSA

Rad sa 1 reagensom : Reagensse priprema tako $to se u 40 mL
Rg.1 (pufer reagens) rastvori jedna merica Rg.2 (stabilizovan
diazonijum jon).

Rad sa 2 reagensa : Kolor reagens se priprema tako $to se u 10 ml
Rg.1 (pufer reagens) rastvori jedna merica Rg.2 (Stabilizovan
diazonijum jon reagens).

STABILNOST REAGENSA

Reagens u originalnom pakovanju je stabilan do isteka oznacenog
roka, ako se ¢uva na propisanoj temperaturi.

Pripremljen reagens je upotrebljiv 5 dana na sobnoj temperaturi ili
20 dana na 2 - 8 C. Reagens je potrebno €uvati u tamnoj boci
zasticen od svetlosti.

UZORCI

Kao uzorak koristiti nehemolizovan i nelipemi¢an serum zasti¢en od
svetlosti (bilirubin je fotosenzitivan). Uzorci mogu da se Cuvaju tri
dana na 2-8°C.

DODATNI POTREBNI MATERIJALI
Opsta laboratorijska oprema i rastvori

- Multikalibrator Ref: KLB-012 4x3 mL
- Kontrolni serum N Ref: KSN-020 4x5 mL
- Kontrolni serum P Ref: KSP-020 4x5 mL
ANALITICKA PROCEDURA

Analiticki parametri testa:

Talasna duzina : 1°/2° 540/660 nm

Kiveta : 1cm

Temperatura : 20-37°C

Odnos : uzorak / reagens 1/20

Reakcija : End Point

Inicijalna A reagensa : < 0.2 Abs

Rad sa jednim reagensom- pipetirati u epruvete :

Auz Ast Aspr
Uzorak 50 uL - -
Standard - 50 uL -
Dejonizovana voda - - 50 uL
Kolor reagens 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Promesati pripremljene rastvore i posle 5 minuta izmeriti

apsorbancije uzorka (Ayz) i standarda (Asr), prema slepoj probi
reagensa (Aspr), Na A = 546 nm. Razvijena azo-boja je postojana 1

sat.

Rad sa dva reagensa - pipetirati u epruvete :

Auz1 Ast1 Asp1
Uzorak 20 uL - -
Standard - 20 uL -
Destilovanu vodu - - 20 pL
Pufer 300 pL 300 pL 300 pL

Pripremljene rastvore promeSati i posle 2 minuta izmeriti

apsorbancije uzorka (Auz1) i standarda (Ast1) na 540 nm, prema
slepoj probi (Asp1), a zatim dodati:

Auz2

Ast2

Asp2

Rg.2 Kolor reagens

100 pL

100 uL

100 pL

Promesati i posle 3 minuta izmeriti apsorbancije Auz2 i Ast2 prema

slepoj probi Asp2 na 540 nm.

KALIBRACIJA

Za kalibraciju koristiti multikalibrator.
Tip kalibracione krive : Linearan

Rekalibraciju vrsiti :

- nakon promene serije reagensa
- ukoliko su dobijene vrednosti kontrola izvan prihvatljivog opsega

KONTROLA KVALITETA

Za kontrolu kvaliteta preporucuje se koriS¢enje kontrolnih seruma.
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IZRACUNAVANJE
IzraCunavanje koncentracija bilirubina moguce je izvrsiti na sledeci
nadin:

1. KoriSéenjem bilirubin kalibratora konstruisati kalibracionu krivu

i iz jednacine prave izraunati nepoznatu koncentraciju ukupnog

bilirubina.
:w.cﬂ (umol | L)
Ast2 — Astl

2. Koriséenjem faktora izracunatog iz molarne apsorptivnosti
bilirubina:

¢ =Auz-391 (umol/L)

REFERENTNE VREDNOSTI
Odrasli : < 19,5 pmol/L ukupnog bilirubina.

ANALITICKE KARAKTERISTIKE TESTA

Parametri validacije su izraGunati na osnovu rezultata ispitivanja na

analizatorima Roche 902 i Abbott —Alcion.

Opseg merenja

Od 2 do 360 pmol/L bilirubina.

Ukoliko je koncentracija bilirubina ve¢a od 360 pmol/L, razblaZiti
uzorak (1+ 1) sa fizioloSkim rastvorom i rezultat pomnoziti sa 2.

Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ)
LoD = 0.5 ymol/L
LoQ = 2.0 pmol/L

Osetljivost odredivanja (S)
S=A/c=2,6 mAbs po umol/L

Interferencije

Na odredivanje ukupnog bilirubina ne uti¢u slede¢e supstance:
hemoglobin u koncentraciji (c) < 1000 mg/dL

trigliceridi u ¢ < 2000 mg/dL.

Tacnost odredivanja

Za odredivanje tac¢nosti koriS¢en je kalibrator ¢ija vrednost iznosi
79,0 pmol/L bilirubina, pri €emu su dobijene sledece statisticke
vrednosti:

Xsr=79,24 Sd=1,241 KV =1,566 %

Preciznost odredivanja
Reproducibilnost unutar serije

Normalan serum Xsr=16.89 Sd =0.53 KV = 3.16%

Patoloski serum Xsr = 85.96 Sd =1.46 KV =1.70%
Reproducibilnost izmedu serija

Normalan serum Xsr=16.85 Sd =0.55 KV = 3.28%

Patoloski serum Xsr = 85.03 Sd =1.64 KV =1.92%

Korelacija

Uradena je komparativna analiza®* izmedu metode firme
BIOANALYTICA i komercijalnog testa druge firme na 45 uzoraka
humanog seruma. Dobijeni su sledec¢i parametri linearne regresione

analize:

r=0,99978
y=1,0098 x +0,1519
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