DIREKT BILIRUBIN

Validity

Direkt Bilirubin konstantrasyonunun tayini igin diagnostik reaktif.
Sivi. Cift reaktif. +2/+8°C’de saklayiniz. In Vitro Diagnostik kullanim i¢indir. Dondurmayiniz.

MH-052 75 mL
MH-053 50 mL

Kullanma talimati icerisinde yapilan degisiklikler gri ile isaretlenmistir.

KULLANIM AMACI

Bu test insan serum ve plazmasindaki direkt bilirubin
konsantrasyonunun kantitatif tayini icin uygulanmaktadir.

GENEL BILGI

Bilirubin, 1849'da Virchow tarafindan kesfedildi; bu sari
pigmente "hematidin" adini verdi. Bilirubin terimi ise
1864'te Stadeler tarafindan icat edildi ve 1874'te
Tarchanoff safra pigmentlerinin Hb ile dogrudan iligkisini
gosterdi. Bilirubin, esas olarak kirmizi kan hiicresi (RBC)
déngusinin bir Grind olan hemden tiretilen turuncu-sari
pigmenttir.t  Bilirubin  molekllinin  6nemli  kimyasal
Ozellikleri suda ¢ézinmemesi ve cesitli polar olmayan
¢ozucllerde ¢dzunurligudur. Dogal kaynaklardan elde
edilen bilirubin  neredeyse tamamen (%99) IXa
izomerinden olusur. B- ve O&-meten koprilerinin
bélinmesinden kaynaklanan bilirubinler IXB ve IX3,
safradan izole edilen ve bilirubinin %0,5'den az bir kismini
olusturur. Uretilen toplam bilirubinin yaklasik %85'i,
karaciger, dalak ve kemik iligindeki retikiiloendotelyal
hicrelerde tahrip edilen yaslanmis eritrositlerden salinan
Hb'nin hem kismindan tiretilir. Geriye kalan %15'lik kisim,
kemik iliginde yikilan RBC o&ncillerinden (buna etkisiz
eritropoez denir) ve miyoglobin, sitokromlar ve
peroksidazlar gibi diger hem igeren proteinlerin
katabolizmasindan Uretilir.*

Hem  katabolizmasi  sonucunda retiklloendotelyal
hiicrelerde olugan konjuge olmayan (indirekt) bilirubin,
tasiyici molekuli albimin ile karacigere taginir ve burada
albiminden ayrisirak kolaylastiriimis difizyon yoluyla
hepatositlerin igine girer; ve hiicre ici proteinlere, 6zellikle
de ligandin proteinine baglanir. Burada bilirubine iki
molekul glukuronik asitin  eklenmesiyle bilirubinin
¢OzUnurligu arttinhr.? Reaksiyonu katalizleyen “Uridin
difosfat (UDP)-glukuroniltransferaz” enzimidir. Reaksiyon
sonucunda bilirubin diglukoronit (konjuge=direkt bilirubin)
olusur ve muhtemelen bir tasiyici yoluyla sitozole geri
donerek ligandine baglanir ve buradan safraya
salgilanmak uzere kanalikiler kutba veya plazmaya geri
salgilanmak Uizere sinlizoidal kutba diflize olur.*

Direkt bilirubin bagirsaktaki bakteriler tarafindan hidrolize
edilerek renksiz bir bilesik olan Urobilinojen olusur.
Urobilinojenin gogu bagirsak bakterileri tarafindan digkinin
karakteristik kahve rengine sahip olmasini olmasini
saglayan sterkobiline oksitlenir. Bununla birlikte,
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urobilinojenin bir kismi bagirsaktan yeniden emilir ve portal
kana girer. Bu Urobilinojenin bir kismi, karaciger tarafindan
alindigi ve daha sonra safraya yeniden salgilandigi
enterohepatik urobilinojen déngusine katilir.
Urobilinojenin geri kalani kan yoluyla bébrege tasinir,
burada idrara karakteristik sari rengini veren urobiline
donustardllr ve idrar yoluyla atihir.3

Genel olarak post-hepatik sarilik olarak tanimlanan sarilik
tipinde direkt bilirubin diizeyi artar. Bu sarilik tirinde
hepatobiliyer sistemin safra kisminda bozukluk vardir.
Posthepatik sarihidin en 6nemli nedeni ekstrahepatik
biliyer obstriiksiyondur.* Bu nedenle tikanma sariligi
olarak da bhilinir.5 Tikanikligin nedenleri dogustan ve
sonradan edinilmis olmak Uzere iki gesittir. Biliyer atrezi,
kistik fibrozis, safra kanallarinin idiopatik dilatasyonu,
pankreatik biliyer fonksiyon bozuklugu ve koledok kanali
kisti post-hepatik sarihgin dogustan nedenlerindendir.5®
Portal biliyopati, kolesistit, travma, pankreatit, sitrikttrler,
koledokolityazis, AIDS, karnici tuberkulozu, timérler ve
safra kanall tikaniklari ise edinsel post-hepatik sarilik
nedenlerine 6rnek olarak verilebilir.52 Tikanma sariliginin
klinik belirtileri koyu renkli idrar, soluk renkli digki ve yaygin
kasintidir. Ategli biliyer kolik 6ykusu, kilo kaybi, karin agrisi
ve karinda kitle de tikanma sarihiginin belirtileridir.®
Tikanma sariligi; kolanjit, pankreatit, bobrek ve karaciger
yetmezIigi gibi gesitli komplikasyonlara yol agabilir.* Artmis
direkt bilirubin, bilirubin atilimindaki konjenital kusurlarda
ve sepsis veya dider akut hastaliklarda ortaya cikan
bozulmus bilirubin atiliminda nadiren goraliir.t Direkt
bilirubin artisina neden olan dogustan kusurlara bagl
posthepatik sariliga Dubin-Johnson (DJS) ve Rotor
sendromu da Ornek verilebilir. DJS, kronik, agirlikli olarak
konjuge hemolitik olmayan hiperbilirubinemi ile
karakterizedir ve fenotipi Rotor sendromuna benzer.
Rotordan farkli olarak DJS'de safra asitleri digindaki
organik anyonlarin safra yoluyla atilimi da bozulmustur.4

TEST PRENSIBI
Kolorimetrik diazo metot

Olgiilecek numunedeki direkt bilirubin, reaktifte bulunan
diazotize 2,4- dikloroanilin ile asidik ortamda yogun kirmizi
renge sahip bir diazo molekili olan azobilirubin
olusturmak uzere reaksiyona girer. Olusan bu renk 546 nm
(520-560 nm) dalga boyundaki absorbans okumasi ile
fotometrik yontemle Olgulir ve numunedeki direkt bilirubin
konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

REAKTIF BILESENLERI
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Reaktif 1:

Sodyum klorlr :£0.01M
EDTA :<0.30M
Reaktif 2:

Diazotize 2,4-dikloroanilin :<0.12M
Hidroklorik asit :<0.22M
EDTA :<0.01M

REAKTIF HAZIRLAMA

Reaktifler kullanim igin hazirdir.

REAKTIF STABILITESI VE SAKLAMA SARTLARI

Reaktifler +2/+8°C'de kapal tutuldugu surece etikette
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir.

Acilan siseler 30 gin +2/+8°C’de optimum sartlarda
stabildir. Cihaz Ustli stabilite otoanalizér sogutma
spesifikasyonlar ve carry-over degerleri ile gugli bir
sekilde iligkilidir.

Reaktif stabilitesi ve saklama sartlari verileri, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) EP25-A protokoli
kullanilarak dogrulanmistir.1®

NUMUNE GEREKLILIKLERI

Serum ve plazma standart prosediirle toplanir. Plazma igin
Li heparin, Na heparin, K2-EDTA ya da Ks3-EDTA igeren
numune toplama tlpleri tercih edilmelidir. Isik ile temas
o6nlenmelidir. Lipemik olmayan numuneler
kullaniimalidir.Birden ¢ok numune dondurma ve ¢6zme
isleminden kaginiimalidir.

Serum ve plazmadaki direkt bilirubin stabilitesi®®3;
2 glin +20/+25°C’de
7 gun +2/+8°C’de
3 ay -20°C’'de

Bilgi Notu:

e Isiktan korunmayan serum numunelerinde serum
bilirubin konsantrasyonlarinda 6nemli disusler rapor
edilmistir; normal veya dusuk bilirubin
konsantrasyonlarina sahip numunelerde daha
belirgin degisiklikler olmugtur.t6.1

KALIBRASYON VE KALITE KONTROL

Kalibrasyon: Bu test i¢in Arcal Auto Kalibratér kullanimi
gerekmektedir.

Arcal Auto Kalibratér-Liyofilize
Ref.No: VT-003

Kalibrasyon  stabilitesi 30 glindir. Reaktif lot
numarasindaki degisiklikler kalibrasyon gerektirir. Eger
kalite kontrol sonuglari kabul edilebilir limit araliklarinda
degilse kalibrasyon yapmak gerekir.

Kontrol: Degerleri bu yéntemle belirlenmis ticari olarak
ulasilabilen kontrol malzemesi kullanilabilir. Tavsiye
edilen:
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Arcon N Seviye 1 Kontrol- Liyofilize
Ref.No: VT-001

Arcon P Seviye 2 Kontrol- Liyofilize
Ref.No: VT-002

En az iki seviye kontrol ile her 24 saatte bir calistiriimalidir.
Her laboratuvarin kendi kalite kontrol prosedurlerini
belirlemesi gerekmektedir. Daha siki kontrol takibi
gerekiyorsa, laboratuvariniz igin gelistiriimis kalite kontrol
proseddurlerine bakiniz.

REFERANS ARALIKLARI / MEDIKAL KARAR
DUZEYLERI

Yetiskinler : £0.40 mg/dL

Bilgi Notu:

e Serum bilirubin konsantrasyonlari icin referans
araliklari, ¢esitli farkli popllasyonlar arasinda
degiskenlik gosterir; en disik Afrikali Amerikalilarda
ve en yliksek, Asyall popllasyonlardadir.16.18

Her laboratuvar kendi hasta populasyonu igin beklenen
degerlerin transfer edilebilirligini aragtirmali ve eger gerekli
ise kendi referans araligini belirlemelidir.

Referans araligi, CLSI EP28-A3c protokoll kullanilarak
dogrulanmigtir.1®

Birim Doniisiim:
mg/dL x 17.1 = pmol/L

PERFORMANS OZELLIKLERI

Olgiim Arahigi (Measuring Interval)

CLSI EP34-ED1:2018% gére “Olgiim Arah@r” ilgili analitin
alt miktar tayini sinin (lower limit of quantitation; LLoQ) ile
Ust miktar tayini siniri (upper limit of quantitation; ULoQ)
arasinda yer alan, seyreltme, konsantre etme veya
herhangi bir 6n igslem olmaksizin tibbi olarak ve laboratuvar
gereksinimi  bakimindan istenilen dogrulukta analit
konsantrasyonunun 6lguildigu arah@i ifade eder.?

Direkt Bilirubin igin tespit edilen analitik 6lgim araligi 0.09-
13 mg/dL’dir.

Tayin Limitleri (Detection Capability)
Saptama siniri (Limit of Detection: LoD): 0.04 mg/dL

Miktar tayini sinin (Limit of Quantitation; LoQ): 0.09
mg/dL

Not: Bu deger belirlenirken ylzde degisim katsayisi
(%CV) degerinden < %20 degeri temel alinir.

LoD ve LoQ degerleri, CLSI EP17-A2:2012 protokolu
kullanilarak dogrulanmigtir.?!
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Dogrusallik (Linearity)

Bu yontem 13 mg/dL'ye kadar olgim dogrusalligini
gOsterir. Bu degerin Uzerindeki konsantrasyonlarda
otoanalizériin otomatik dillisyonundan faydalanabilirsiniz.
ilave bilgi icin cihazin kullanim kilavuzuna bakabilirsiniz.

Manuel dilisyon prosedurl i¢in, numuneyi 1:5 oraninda
%0.90’lik isotonik kullanarak seyreltiniz. Bu islemden
sonra tekrar galisilan numune sonucunu dilisyon faktori
ile ¢carpiniz. Dilisyon sonrasi numune sonucu lineer alt
sinirdan disuk oldugunu goOsterecek sekilde
isaretlenmisse sonucu rapor etmeyiniz. Uygun bir dilisyon
kullanarak tekrar gcalistiriniz.

Dogrusallik galigmalari CLSI EPO06-A:2003 rehberi
kullanilarak dogrulanmigtir.?2

Kesinlik (Precision)

Calisma diizeni 20%2x2 “The Single Site” protokoliine gére
olusturulmustur. Calisma sonucunda Tekrarlanabilirlik
(Repeatibility) ve Laboratuvar igi Kesinlik (Within-
Laboratory precision/Within-Device Precision) degerleri
elde edilmistir.

Kullanilan protokole gére 20 giin boyunca (ardisik gln
olma zorunlulugu yoktur) ginde 2 ayri galisma (run)
yapilmistir. Bu protokol dusik ve yiksek numuneler igin
ayri ayri uygulanmig ve her bir numune icin 80 sonug elde
edilmistir. Sonuglar istatistiksel olarak 2 faktorlii Nested-
ANOVA modeli kullanilarak elde edilmigtir.2

Direkt Bilirubin’e ait tekrarlanabilirlilik ve laboratuvar igi
kesinlik SD (standart sapma) ve %CV degerleri sirasiyla
tablo 1 ve 2'de verilmigtir:

Tablo 1. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen Direkt Bilirubin Tekrarlanabilirlilik Sonuclari

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
0.44 mg/dL 0.01 1.84 80
4.47 mg/dL 0.02 0.49 80

Not: Bu galisma dizeni 6nceki yayinlanmig CLSI EP05-
A2 rehberinde “within-run precision” olarak
adlandiriimaktadir.?*

Tablo 2. iki Ayri Konsantrasyondaki Numuneden Elde
Edilen Direkt Bilirubin Laboratuvar Igi Kesinlik
Sonuglari

Ortalama konsantrasyon SD CV% n
0.44 mg/dL 0.01 2.40 80
4.47 mg/dL 0.16 3.60 80

Not: Bu ¢alisma duizeni 6nceki yayinlanmig CLSI EP05-
A2 rehberinde “total presizyon” olarak
adlandiriimaktadir.?4

Metot Karsilagtirma
Metot kargilastirmasi verilerinin istatiksel degerlendiriimesi
sonucunda:

Passing-Bablok denklemi:2®
y=0.92x + 0.05 mg/dL
r=0.998 olarak hesaplanmistir.
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Direkt Bilirubin interferans tarama testinde kullanilan
endojen interferant ve analit konsantrasyonlari “CLSI
EP37-ED1:2018” ve “CLSI EP07-ED3:2018” kilavuzlarina
uygun olacak sekilde belirlendi.?6:27

Direkt Bilirubin interferans tarama testi sonucunda elde
edilen goézlemlenen fark deg@erinin interferans bakimindan
anlamli olup olmadigini tespit edebilmek icin kullanilacak
olan toplam kabul edilebilir hata orani +%10 olarak alind.?8

Direkt Bilirubin interferans testi sonucunda, belirlenmig
olan endojen interferant ve analit konsantrasyonlarinda,
interferantlar ve analit arasinda belirgin bir etkilesim
g6zlenmedi.

interferant- Direkt Bilirubin . Go6zlemlenmis
Konsantrasyon | Hedef (mg/dL) Geri Elde %

Hemoglobin

180 mg/dL 0.23 3 100

*Serum havuzu geklinde hazirlanmis olan kontrol ve test (icinde
interferant bulunan) numunelerinin kag¢ kez tekrarli calisilacaginin
hesaplanmasinda ilgili metot icin &nceden tespit edilmis
tekrarlanabilirlik (with-in run) SD degerleri ve interferans limiti olarak
belirlenmis  toplam kabul edilebilir hata orani  kullanildi.
Hesaplamalarda tip 1 hata (a hata) orani %5 ve tip 2 hata orani (8
hata) %10 (%90 gig) kabul edildi.?’

Bilgi Notu:

¢ Lipemik olmayan numuneler kullaniimalidir.

o Naproksen metabolitleri gibi bazi ilaglar diazo
metotunu etkileyerek hatali 6lgimlere neden
olabilir.2®

Endojen interferantlar yani sira gesitli  ilag ve
metabolitlerinin, antikoagUlanlar (6rn. Heparin, EDTA, sitrat,
oksalat) ve koruyucular (6rn. Sodyum florilr, iyodoasetat,
hidroklorik asit) gibi 6érnek katki maddelerinin, toplama ve
isleme sirasinda o6rneklerle temas edebilen maddelerin
(serum ayirici cihazlari, 6érnek toplama kaplari ve igerigi,
kateterler, kateter yikama ¢ozeltileri, cilt dezenfektanlari, el
temizleyicileri ve losyonlar, cam yikama deterjanlari, toz
eldivenler vb.), belirli testleri etkiledigi bilinen diyet
maddelerinin (kafein, beta-karoten, hashas tohumu vb.)
veya bir érnekte yabanci proteinlere (heterofilik antikorlar
vb.), otoimmin yanita (otoantikorlar vb.) veya maligniteye
bagli (6rnegin paraproteinlerin, fosfat testi ve indirekt iyon
segici elektrot yontemleri ile girisim olusturmasi) olusturan
mevcut bazi maddelerin pek ¢ok farkli nedenden 6tiru
cesitli girisimlere ve yanlis degerlendirmelere neden olacak
olumsuz etkilerinin ortaya gikabilecegi unutulmamalidir.?’

Bu performans karakteristikleri otoanalizér kullanilarak
elde edilmistir. Sonuglar farkh ekipmanlar ya da manuel
prosedurler kullanildiginda bazi degisiklikler gosterebilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

IVD: In Vitro Diagnostik kullanim i¢indir.

Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayiniz.
Farkli iki lot numarali reaktif birbirine karistirlmamalhdir.
Profesyonel kullanim igindir.

lyi Laboratuvar Uygulamalari (GLP) ilkelerine uyunuz.
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DIKKAT: Bu (iriin ile birlikte insan kaynakli érnekler isleme
alinmaktadir. insan kaynakli érneklerin tiimi potansiyel
bulagici olarak kabul edilir ve OHSAS (Is Saghg ve
Guvenligi Yoénetim Sistemi) standartlarina uygun olarak
ele alinmasi tavsiye edilmektedir.

Tehlike

EUH032 :Asitle temasta gok zehirli gaz ¢ikarir.

H317 :Alerjik cilt reaksiyonuna neden olabilir.

Onlem

P280 :Koruyucu eldiven / koruyucu giysi /
g6zliik / maske kullaniniz.

P264 :Kullandiktan sonra elinizi uygun sekilde
yikayiniz.

p272 :Kirlenmis is kiyafetinin is yeri diginda
kullanimina izin verilmemelidir.

Miidahale

P302+P352 :Deri ile temasta bol sabun ve su ile
yikayiniz.

P333+P313 :Deriyi tahris eder ya da kizarklik
meydana  gelirse  tibbi  yardima
basvurunuz.

P362+P364 :Kontamine olmus giysiyi ¢ikariniz ve
kullanmadan o6nce uygun sekilde
yikayiniz.

imha

P501 :igerikleri ve kaplari yerel diizenlemelere
gore atiniz.
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