Gesamthilirubin-Reagenz
Séure Diazo Methode

KURZBESCHREIBUNG DES PRODUKTS

Stabilitat bis Verfallsdatum bei 2-25°C
Linearer Bereich bis zu 340 pmol/L (20 mg/dL)
Probe Typ Serum

Methode Endpunkt

Reagenz-Vorbereitung Natriumnitrit (NIT) im Verhéltnis

von 1:50 hinzufligen.
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Gesamtbilirubin-Reagenz Natriumnitrit-Reagenz

VERWENDUNGSZWECK
Dieses Reagenz ist fir die quantitative in-vitro-Bestimmung von Gesamtbilirubin
in menschlichem Serum bestimmt.

KLINISCHE BEDEUTUNG

Rote Blutkérperchen werden am Ende ihres Lebens im Blutkreislauf im
retikuloendothelialen System, hauptséchlich der Milz, abgebaut. Das
resultierende H&m wird nach der Entfernung von Eisen zu Bilirubin
umgewandelt. Dieser Prozess macht etwa 80 Prozent des taglich gebildeten
Bilirubin (500 pmol (300 mg)) aus. Zu den anderen Entstehungsquellen von
Bilirubin gehéren der Abbau von Myoglobin und Zytochromen, sowie der
Katabolismus unreifer roter Blutkérperchen im Knochenmark.

Nach der Bildung wird Bilirubin an Albumin gebunden zur Leber transportiert,
da es wasserunldslich ist. Dieser Teil des Bilirubins wird als indirekt oder
unkojugiert bezeichnet. In der Leber wird Bilirubin zu Glukoronséure
(Mono- und Diglukoronide) konjugiert, und es entsteht mit dem Enzym
UDP-Glucoronyltransferase konjugiertes Bilirubin. Konjugiertes bzw.
Direktes Bilirubin wird Uber den Gallentrakt in den Darm ausgeschieden,
wo es von Bakterien in eine Gruppe von Produkten mit dem Sammelbegriff
Stercobilinogen metabolisiert wird. Die Eliminierung ist nahezu vollstandig
und Plasmawerte sind gewdhnlich unbedeutend.

Gesamtbilirubin ist die Summe der unkonjugierten und konjugierten Anteile.
Gesamtbilirubin ist bei Krankheiten erhdht, die eine Stérung des Gallentrakts
verursachen, Hepatitis, Zirrhose, in hdmolytischen Stérungen und einer Reihe
von angeborenen Enzymdefizienzen.

Indirektes Bilirubin wird durch préhepatische Ursachen erhéht, wie z.B.
hamolytische Stérungen oder Lebererkrankungen, was zu Problemen beim
Eintritt, Transport oder Konjugierung innerhalb der Leber fihrt.

Die Beobachtung von Bilirubin bei Neugeborenen, insbesondere bei
Frihgeburten, ist von besonderer Bedeutung. Da die hepatische Verarbeitung
von Bilirubin in solchen Féllen oft unausgereift ist, ist das Auftreten von
Gelbsucht aufgrund einer Erhéhung von unkonjugiertem Bilirubin weit
verbreitet. Unkonjugiertes Bilirubin kann, wenn es nicht an Albumin gebunden
ist, die Blut-Gehirn-Grenze leichter durchbrechen und die Gefahr von
Gehirnschaden erhdhen.!

METHODIK

Die meisten derzeit verwendeten Methoden zum Testen von Bilirubin basieren
auf der Reaktion zwischen Bilirubin und diazotisierten Sulfanilsaurelésungen.
In einer wassrigen Lésung reagiert nur das direkte (konjugierte) Bilirubin auf
diese Weise.

Fur die Schatzung des Gesamtbilirubin muss also das unkonjugierte Bilirubin
von Albumin geldst und wasserloslich gemacht werden. Dies wird erreicht,
indem ein Beschleuniger oder L&sungsmittel hinzugefligt wird. In der oft
verwendeten Malloy-Evelyn? Methode wird Methanol eingesetzt, wahrend
Koffein/Natrium-Benzoat fir die Jendrassik-Grof® Methode verwendet wird.
Das Gesamtbilirubin-Reagenz beruht auf einer Modifizierung der Pearlman
and Lee* Methode, bei der ein Tensid als Lésungsmittel verwendet
wird. Konjugiertes und lésliches unkonjugiertes Bilirubin reagieren mit
diazotisierter Sulfansaure, wobei ein saures Azobilirubin entsteht, dessen
Absorptionsvermégen zur Bilirubinkonzentration in der Probe proportional ist
und bei 550 nm gemessen werden kann. Firr bichromatische Analysegerate
sollte die Lesung des Leerwerts bei 660nm erfolgen.

REAGENZZUSAMMENSETZUNG
Aktive Bestandteile
Gesamtbilirubin-Reagenz

Konzentration

Tensid 1%
HCI 100 mmol/L
Sulfaniliséure 5 mmol/L
Natriumnitrit-Reagenz

Natriumnitrit 144 mmol/L

WARNUNG: Pipette NICHT in den Mund nehmen. Falls verschiittet,
die betroffenen Flachen griindlich mit Wasser abwaschen. Fir weitere

Informationen konsultieren Sie bitte das Material- und Sicherheitsdatenblatt
mit dem Titel Gesamtbilirubin-Reagenz.
Gesamtbilirubin-Reagenz: Reizend!

R38 Reizt die Haut.

R41 Gefahr ernster Augenschéden.

S24/25 Beriihrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

S26 Bei Berlihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser

abspilen und Arzt konsultieren.
Natriumnitrit-Reagenz: Gesundheitsschédlich!

R22 Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

S45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn méglich,
dieses Etikett vorzeigen).

REAGENZVORBEREITUNG

Dem Gesamtbilirubin-Reagenz im Verh&ltnis von 1:50 Natriumnitritreagenz
hinzufligen. Zum Beispiel werden 10mL direktem Bilirubinreagenz 0,2mL
Natriumnitrit hinzugefligt (Dies entspricht ungeféhr 6 Tropfen — es wird jedoch
empfohlen, dass dies von der testenden Person gepriift wird).

Fir Anweisungen zu Proben-Blindproben nehmen Sie bitte auf die
entsprechende Instrumentenanwendung Bezug.

STABILITAT UND LAGERUNG

Das Reagenz ist bei Lagerung von 2-25°C bis zum auf derFlasche und dem
Schachteletikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

Aktives Reagenz:

Aktives Reagenz ist bei 2-8°Cwenigstens 21 Tage lang stabil.
Indikationen einer Verschlechterung des Reagenz:

+  Tribung;

+  Reagenz-Absorptionsvermégen > 0,1 AU bei 550nm; und/oder

+  Kontrollwerte sind auBerhalb des erlaubten Bereichs.

PROBENSAMMLUNG UND HANDHABUNG

Serum: nicht-hemolysiertes Serum verwenden.

Aufbewahrung: Proben sollten vor grellem Licht geschiitzt werden, da Bilirubin
photolabil ist. Proben kdnnen gekihlt 3 Tage lang aufbewahrt werden.®

ZUSATZLICH BENOTIGTE, JEDOCH NICHT GELIEFERTE AUSRUSTUNG

»  Falls erforderlich, Pipetten zur akkuraten Mengenentnahme.

» Ein klinisches Chemie-Analysegerét, das eine konstante Temperatur
(30/37°C) aufrechterhalten undAbsorption bei 550 nm messen kann.

*  Analyse-spezifische Materialien, z.B.: Probebecher.

* Normales und abnormales getestetes Kontrolimaterial.

+  Kalibrator oder geeigneter wéssriger Gesamtbilirubin-Standard.

TESTVERFAHREN (ASSAY VERFAHREN/PROZEDUR)

Die folgenden Test Parameter werden empfohlen: Einzelne Anwendungen des
Instruments kdnnen auf Anfrage von der Technischen Unterstiitzungsgruppe
erhalten werden.

TEST PARAMETER

Temperatur 30/37°C
Primare Wellenldnge 550 nm
Sekundare Wellenlange 660 nm
Testtyp Endpunkt
Richtung Zunahme
Probe: Reagenz-Verhaltnis 1:20

z.B.: Probemenge 10 uL

Reagenzmenge 200 pL

Inkubationszeit 600 Sekunden
Reagenz-Blindgrenzen niedrig 0,0 AU
(550nm, 1cm Lichtweg) hoch 0,1 AU

Linearitat
Analytische Sensitivitat
(550nm, 1cm Lichtweg)

340 umol/L (20 mg/dL)
2,5 AmAbs pro pmol/L
43 AmAbs pro mg/dL
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BERECHNUNGEN
Die Ergebnisse werden, gewdhnlich vom Instrument automatisch, wie folgt
berechnet:

Absorption von Unbekannt

x Kalibratorwert
Absorption von Kalibrator

Gesamtbilirubin

Beispiel:
Absorption von Kalibrator = 024
Absorption von Unbekannt = 0,13

Kalibratorwert 95 umol/L (5,6 mg/dL)

Gesamtbilirubin = 0.13 x 95 = 52 ymol/L
0,24
Gesambilirubin = —213_ y 56 = 3,0 mg/dL
T 0,24 R

ANMERKUNGEN

1. Proben mit Werten tber 340 umol/L (20 mg/dL) sollten verdinnt und
erneut getestet werden. Die Ergebnisse sind mit dem Verdliinnungsfaktor
zu multiplizieren.

2. Umrechnung: umol/L x 0,0585 = mg/dL

KALIBRIERUNG
Die Kalibrierung ist erforderlich. Es wird ein auf wéssriger Lésung bzw. Serum
basierender Kalibrator, der Giber einen zugeordneten, auf einen Primarstandard
(z.B. NIST oder IRMM) zuriick zu fihrenden Wert verfiigt, empfohlen.
Bezlglich der Haufigkeit der Kalibrierung fir automatische Instrumente
verweisen wir auf die Spezifikationen des Instrumentherstellers. Es ist zu
beachten, dass die Stabilitdt der Kalibrierung sowohl von der optimalen
Leistung des Instruments als auch von der Verwendung geméas den unter
Stabilitdt und Lagerung beschriebenen Empfehlungen fir die Handhabung
der Reagenzien abhéngt. Fir die folgenden Félle empfehlen wir erneute
Kalibrierung des Instruments:
*  Neue Losnummer
*  Nach Wartung oder nach dem Austausch einer wichtigen Komponente.
* Falls die Kontrollwerte auBerhalb des Normalbereichs liegen und das
Auswechseln des KontrollgefaBes nicht zur Lésung des Problems
fahrt.

QUALITATSKONTROLLE

Um eine adaquate Qualitatskontrolle zu gewahrleisten, sollten normale und

abnormale Kontrollen mit getesteten Werten als unbekannte Proben getestet

werden:-

»  Mindestens einmal taglich oder wie durch das Labor festgelegt.

*  Wenn eine neue Reagenzflasche verwendet wird.

* Nach einer Wartung oder dem Austausch einer wichtigen Komponente.

*  Mit jeder Kalibrierung.

Kontrollergebnisse, die hdher oder niedriger als die festgelegten Grenzwerte

sind, deuten an, dass der Test aus der Kontrolle geraten ist. In solchen

Situationen werden die folgenden Korrekturen empfohlen:-

»  Die selben Kontrollen wiederholen.

+ Falls die wiederholten Kontrollergebnisse auBerhalb der Grenzwerte
liegen, frisches Kontrollserum zubereiten und den Test wiederholen.

+  Falls die Ergebnisse nach wie vor nicht stimmen, mit frischem Kalibrator
rekalibrieren und den Test wiederholen.

+ Falls die Ergebnisse immer noch falsch sind, mit frischem Reagenz
kalibrieren und den Test wiederholen.

+  Falls die Ergebnisse immer noch auBer Kontrolle sind, die Technische
Unterstlitzung oder lhrer lokalen Verkaufer kontaktieren.

BESCHRANKUNGEN

1. Es wurden Studien zur Bestimmung der Interferenz von Lipamie
durchgefiihrt, und die folgenden Ergebnisse entstanden:
Lipamie: Keine Interferenz von Lipamie, als Triglyzeride gemessen, bis
zu 3,2 mmol/L (280 mg/dL).

2. Hamolyse sollte vermieden werden, da es hier mit Diazomethoden zu
falschen niedrigen Werten kommt. ®

3. Young DS® hat eine umfassende Liste von Arzneien und Substanzen
verdffentlicht, welche diesen Test beeintrachtigen kénnen.

ERWARTETE WERTE®

Erwachsene und Kleinkinder Gber 1 Monat:
3,4-17,1 pmol/L (0,2 - 1,0 mg/dL)
Frihgeborene Neugeborene:

Bis zu 24 Stunden 17 - 137 pmol/L
Bis zu 48 Stunden 103 - 205 pmol/L
Tage 3-5 171 - 239 pmol/L

(1 -8 mg/dL)
(6 - 12 mg/dL)
(10 - 14 mg/dL)
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Voll entwickelte Neugeborene:

Bis zu 24 Stunden 34 - 103 pmol/L (2- 6 mg/dL)
Bis zu 48 Stunden 103 - 171 pmol/L (6 - 10 mg/dL)
Tage 3-5 68 - 137 umol/L (4 - 8 mg/dL)

Die angegebenen Werte sind stellvertretend flir den erwarteten Wertebereich
bei dieser Methode und sollten nur als Richtlinie gelten. Es wird empfohlen,
dass jedes Labor diesen Bereich verifiziert oder flir die von ihm betreute
Bevélkerungsgruppe ein Referenzintervall ableitet.”

LEISTUNGSDATEN

Die folgenden Daten wurden mithilfe des Gesamtbilirubin-Reagenz auf einem
sich in gutem Zustand befindlichen automatischen klinischen Analysegerat
erhalten. Benutzer sollten die Produktleistung fiir ihr spezifisches Analysegerat
festlegen.

UNGENAUIGKEIT
Die Ungenauigkeit wurde mit zwei Werten kommerzieller Kontrollen und im
Anschluss an die NCCLS EP5-T Prozedur ermittelt.?

Innerhalb des Testlaufs: Stufe | Stufe Il
Anzahl der Proben 80 80
Durchschnitt (umol/L / mg/dL) 23/1,33 46 /2,71
SD (umol/L / mg/dL) 0,5/0,03 0,7 /0,04
CV (%) 2,6 1,5
Insgesamt: Stufe | Stufe Il
Anzahl der Proben 80 80
Durchschnitt (umol/L / mg/dL) 23/1,33 46 /2,71
SD (umol/L / mg/dL) 1,0/0,06 2,4/0,14
CV (%) 4,8 5,0
METHODENVERGLEICH

Es wurden mit einem &hnlichen, im Handel erhaltlichen Gesamtbilirubin-
Reagenz Vergleichsstudien durchgefiihrt. Serumproben wurden parallel
getestet und die Ergebnisse mittels der Methode der kleinsten Quadrate
verglichen. Es entstand die folgende Statistik.

Anzahl der Probenpaare 929

Bereich der Probenergebnisse 0,5-485 umol/L
(0,03-28 mg/dL)

Durchschnitt der Bezugsmethoden-Ergebnisse 21 pmol/L (1,2 mg/dL)

Durchschnitt der Gesamtbilirubin-Ergebnisse 21 pmol/L (1,2 mg/dL)

Neigung 1,10

Intercept -2,09 pymol/L (-0,12 mg/dL)
Korrelationskoeffizient 1,00

LINEARITAT

Bei empfohlener Durchflihrung ist der Test bis zu 340 umol/L (20 mg/dL).

ANALYTISCHE SENSITIVITAT
Bei empfohlener Durchfilihrung liegt die Sensitivitét dieses Tests bei 2,5 AmAbs
pro umol/L oder 43 AmAbs pro mg/dL (1cm Lichtweg, 550nm).
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Nachbestellinformation

Katalog Nr. [ReaG] [ NIT |

TR32321 2x125mL 1x 8mL
TR32326 2x 250 mL 2x10mL
TR32398 2 x 500 mL 1x20 mL
TL32301 (ILab 600) 6 x 100 mL 1x20 mL
TH32301 (Hitachi) 4x 50 mL 1x10mL
TY32301 (Hitachi) 4x 50mL 1x10mL




