
0,375 г
1,125 смз

до 75 см]

0,100 г

2,5 г
3,75 г
6,25 г

2,25 г
до 10 смз

1 . Щиазореактив I-75 смЗ:

- сульфаниловая кислOта
- соляная кислота (конч.)
- вода дистиллированная

2. .ЩиазореаItтив II:

- нитрит натрия
З. Кофеиновый реактив:

- кофеин
- бензоат натрия
- ацетат натрия

4. Концентрат физиологическо-
го раствора (22,5%)- 10 смЗ:

- натрий хлористый
дистиллированная

Кат Ng

1.082.0.05

Инструкuия по применению
<<Набора реагентов для определения билирубина

в крови по йендрашикуr>
(<<Бил и рубин-диазо>))

принцип метода
В основу метода положена реакция взаимодействия диазоти-

рованной сульфаниловой кислоты со связанным билирубином
сыворотки. По интенсивности образующейся окраски судят о

концентрации билирубина, вступающего в прямую реакциIо. При
добавлонии к сыворотке крови кофеинового реактива, несвязан-

--чый билирубин переходит в растворимое диссоциированное со-
ояние, благодаря чему он также вызывает окрашивание раство-

ра со смесью диазореактивов. По интенсивнOсти этой окраски

фотометрически определяют концентрацию общего билирубина.
По разнице мея(ду общим и связанным билирубином находят
содержание несвязанного билирубина,

образцы
Сыворотка крови, свободная от гемолиза, липемии.

Приготовление растворов
luазореакmuс 1: поставляется в готовом к использованию

виде. Раствор устойчив.
,Щuазореакmuв II: во флакон с диtlзореактивом II внести 20

см3 дистиллированной воды и перемешать до полного растворе-
ния соли. Раствор нестоЙкиЙ, хранится 2-3 недели в темном про,

хладном месте. Признак непригодности - появление я(елтого

оттенка.
Кофеuновый peanmuBi содержимое флакона растворить в г0,

рячей (70-80" С) листиллированной воде, охладить, перенести в

Mepнylo колбу вместимостью 250 см3 и довести до метки дистил-
--лированной водой, Отфильтровать раствор через бумая<ный

ильтр. Раствор годен 3-4 недели при условии хранения 5-15" С,
Конценmрпm tРuзuолоеuttеско?о росmвора (22,5%): для при-

готовления физиологического раствора содержимое флакона (10

смЗ) перенести в мерную колбу вместимостью 250 см] и довести
до метки дистиллированной водой.

проведение анализа

.Щ,лина волны: 500-560 нм (зеленый светофильтр), кювета 1 см.

Перол работой смешивают l0 смЗ диазореактива I и 0,3 см3

диазороактива II и получают диазосмесь.

Соотношение компонентов в реакционной

Расчет
Расчет проводят по градуировочному графику. Находят со-

держание общего и связанного билирубина в мкмоль/дмЗ. ,Щля

определения уровня несвязанного (своболного) билирубина из

цифры общего его содержания выtIитают показатель связанного

билирубина (прямого).

ноDмальные значения
Общий билирубин
Связанный билирубин
Свободный билирубин

8,55 *20,52 мкмоль/дм3
2,| - 5,1мкмоль/дмЗ
6,45 - |5,42 мкмоль/дмЗ

Примечания
о При работе на спеrtтрофотометре ксолар> либо миttроко-

лориметре используют микровариант. Щля этого объемы всех

реактивов и сыворотки крови уменьшаlот в 2,5 раза. Аналогич-
ным способом строят калибровочный график.

r В слу.Iае помутнения рекомендуется после развития
окраски (перед колориметрированием) добавить в пробы по 3

капли ЗOО% NaOH. IJ,BеT раствора при этом изменяется на золе-
ный и необходимо использовать красный светофильтр (длина
волны 625 - 750 нм).

о Содержание билирубина (в мкмоль/дм3) находят по ка-

либровочному графику, построенному по калибровочным рас-
творам билирубина. Можно использовать калибровочный рас,
твор билирубина (билирубин-стандарт) ра:}личных зарубежных
производителей, разрешенный МЗ РБ к применению на террито-

рии Республики Беларусь и который поставляется отдельно.

условия хранения и эксплуатации набора
Набор долlкен храниться при температуре l5,25"C в упаковке

предприятия-изготовителя в точение всего срока годности (l2
месяцев от даты производства) в темном месте.

Преdохраняпlь оm свеmа ч заzрязненuй!

компонентов в реакционной смеси

Раствор
общий били-

рчбин. см3

связанный
билирубин, смЗ

Контрольная
проба. см3

щfu.

ж

Сыворотка 0,50 0,50 0,50

Ко(lеиновый
Dеактив

|,,75 l,,75

Физраствор 1.75 0,25

диазосмесь 0,25 0,25

Прtt опреdеленtш обtцеео бuлuрубuна пробу dля развllпlllя окраскч
осп,Lавляюпl спюяmь 20 MtlH. Прu dальнейLцем спlоянlllt пробьl

okpackcl не LlзJilеняеmся.,щля ltсслеdованLtя связанноzо бuлuрубuна

колорuмепlрuрованuе осуu|есmвляеmся спусmя 5-]0 лtuн после 0о,
бавленuя dttазосмесu, mак как прч dлumельном сmоянLtll пробьl в

DeaKLlLпo сспlупаеm свобоdньlй бuлuрубlш, Конпtрольнуtо пробу на

муmноспlь сьlворопlкч сmавяпх dля капсdой опьtпlной
liдй'
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Инструкция по применению
<<Набора реагентов для определения общего билирубино>

(<<Билирубипа-ДФД>)

ПDинцип метода
Непрямой билирубин высвобождается при поIчlощи детергента. Об-
щий билирубин реагирует с 3,5- дихлорфенил-диазолин-
тетра(lторборатом (ЩФЩ) с образованием соответствуюцего азоби-
лирубина. Абсорбuия этого окрашенного соединения при 546 нм
прямо пропорционаJIьна концентрации в исследуемом образце обще-
го билирубина.

подготовка и стабильность ]rеагентов
Реагенты готовы к использованию. Реагенты в невскрытых флаконах
сохраняIотся при 2-8 ОС до указанного срока годности. После откры-
тия, реагенты сохраняются на борту анализаторов лри 2-12 ОС в те-
чение 30 суток. Реагент 2 хранить в защищённом от света I\,IecTe.

исследyемый матеDиал
Сыворотка или гепаринизированная плазма,
избегать гемолиза !

Пробу хранить в защищённом от света месте!

Щбильность: Билирубин в сыворотке или плазме в защищённом от
га месте стабилен в течение З суток при 2-8"С, либо вплоть до 3

ГчlсСЯЦеВ ПРИ - 20ОС.

Методика анализа

.Щлина волны: 546 нм (520 - 560 нм)

.Щлина оптического пути: 1 см
Температура: 25"С или 3'7ОС

Изгчrерение проводят относительно бланка реагента.

Ьfl рч uспользованuч мLlкрокювеm объемьl, Mo)rcHo уменьLцлlпlь

Расчет
AAsqo = ДА опытной пробы/ калибратор - АА холостой пробы

Конц.общего билирубина (мг/ддм3): АА пробы * Фактор
Фактор 546 нм = 91,6

Фактор 546 нм = Скалибратор / АА калибратор

Концентрация общего билирубина (мкмоль/лм3) =

концентрация 0бщего билирубина(мг/ллм3) х 17,1

хаDактеристика
Линейность до 30 мг/ддмЗ.
При более высокой концентрации общего билирубина исследуемую
пробу необходимо разбавить: к l см3 пробы прибавить 4 смЗ физио-
логического раствора хлористого натрия (0,9%) и повторить опреде-
ление, результат умножить на 5.

нормальные значения

общий би

24 часадо :

После 2 суток
После 3 cyTolt

ПDимечание
1, Билирубин является светочувствительным) поэтому пробы должнь
находиться в темноте.
2. Воздействие света на пробу может ложно снизить концентрацию ]

ней билирубина. При исследовании гемолизированных проб в ни]

булет наблюдаться лOжн0 сниженные концентрации билирубина
поскольку геплоглобин тормозIfг диазо-реакцию.
3. Тест может быть выполнен и с добавлением 50 мкдм3 пробы илl
калибратора, но это приведёт к снижению линейности реагента до 2:

мг/ддмЗ.

условия хранения и эксплyатации набора
Набор должен храниться при температуре 2-8"С в упаковке пред

приятия-изготовителя в течение всего срока годности (12 месяцев о,

даты произволства) в темном месте.
Преdохраняпtь оп1 свепlа tt заzрюненuй!
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В кюветы пипетировать
холостая проба опытная проба

Проба или калибратор 20 мкдм3

Дистиллированная вода 20 мкдмЗ

Реагент l l000 мкдм3 1000 мкдм3

Осrтовательно перемешать и 5 минут инкубировать при 37ОС или 10

минут при 25ОС

Измерить абоорбцию А1
Реагент 2 250 мкдм3 250 мкдм]
Перемешать, инкубировать 5 мин при 3'7"С или l 0 минут при 25ОС.

Измерить поглощение А2. 
^А 

= А2 - Al

.Що 8,7
1,3-1 1,3

0"7-1,2"7

0,\-12,6

150
22 - 19з
|2 - 217
2 _2lб4-6
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