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SOUHRN

Cil: Porovnat stanoveni celkového bilirubinu metodou pfimé spektrofotometrie v plné ziini krvi a metodou Jendrassik-Grof
v séru zilni krve u 437 novorozenct narozenych v Krajské nemocnici T. Bati ve Zling (KNTB).

Typ studie: retrospektivni prarezova.

Metody: Prima spektrofotometrie pIné Zilni krve na analyzatoru ABL 835 firmy Radiometer a spektrofotometrickeé stanoveni
v séru zilni krve metodou Jendrassik-Grof na analyzatoru Architect firmy Abbott. Obé metody maji metrologickou navaznost
mereni na referencni material NIST SRM 916a.

Vysledky: Median (mezikvartiloveé rozpéti) seroveho bilirubinu byl 228 pmol/I (186-263), median (mezikvartilove rozpeti) bili-
rubinu v pIné krvi byl 237 pmol/l (192-287). Wilcoxon(v pérovy test prokdzal mezi medidny statisticky vyznamny rozdil
(p<0,0001). Blandtv-Altman(v rozdilovy graf a Passing Bablokova regrese ukazuji, Ze predevsim v oblasti koncentraci nad
280 pmol/I méri pfima spektrofotometrie celkoveho bilirubinu v pIné Zilni krvi vySsi vysledky nez stanoveni v séru zilni krve
(p<0,0001).

Zaver: Pri koncentraci bilirubinu nad 280 umol/I méfi pfima spektrofotometrie v plné zilni krvi vyrazné vyssi vysledky nez
stanoveni v séru (p<0,0001). Hodnoty nad 280 pmol/l je tedy nutné potvrdit mefenim v séru ziini krve v biochemické labo-
ratori.
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SUMMARY

Salek T., Macko J., Safafik P., PSenéik M.: Comparison of two most frequent methods for the determination of
total bilirubin in newborns.

Aim: The aim of the study is to compare determination of total bilirubin by direct spectrophotometric method in whole venous
blood and by indirect Jendrassik-Gréf method in venous serum in 437 newborns born in Tomas Bata hospital in Zlin.
Design: retrospective cross section design.

Methods: Determination of total bilirubin by direct spectrophotometric method in whole venous blood was performed on
Radiometer ABL 835 analyzer. Determination of total bilirubin in venous serum by indirect Jendrassik-Grof was performed
on Abbott Architect analyzer. Both methods are metrologically traceable to reference material NIST SRM 916a.

Results: The median (interquartile range) of serum venous bilirubin was 228 pmol/L (186-263). The median of venous whole
blood total bilirubin was 237 umol/L (192-287). The significant difference between medians was found (p<0,0001). Bland-
Altman plot and Passing-Bablok regression show that direct spectrophotometric method of whole venous blood gave
higher results than Jendrassik-Grof test in venous serum mainly in the concentration range above 280 pmol/l (p<0,0001).
Conclusions: Direct spectrophotometric results of total bilirubin in whole venous blood in the concentration range above
280 umol/I should be confirmed by indirect serum determination in clinical biochemistry laboratory.

Keywords: bilirubin, neonatal jaundice, hemolysis, interferences.

Uvod

Bilirubin je linedrni tetrapyrol, ktery vznika v orga-
nismu pfi katabolismu latek obsahujici hem. Jedna
se predevsim o hemoglobin, myoglobin, cytochromy
a katalazu.

Vysoké plazmatické koncentrace celkového biliru-
binu mohou poskodit mozek novorozence. Vznikne
jadrovy ikterus, jeho incidence v Ceské republice je vel-
mi nizka, nicméné stdle tato diagndza existuje. Jadrovy
ikterus byl v poslednich letech referovan v industrializo-
vanych zemich Evropy u déti, porozenych do 28. tydne
gestace [1,2].

Stanoveni celkového bilirubinu hraje zakladni roli
v detekci novorozenecké zloutenky a nasledné také
v monitorovani jeji terapie [3].

Ke stanoveni se v praxi nejCastéji pouziva nektera
z modifikaci metody dle Jendrassika a Grdfa publiko-
vana poprvé v roce 1938. Jedna se o kopulaci biliru-
binu s diazotovanou kyselinou sulfanilovou za vzniku
azobilirubinu, jehoz schopnost absorbovat svétlo se
vyuziva pri fotometrickém stanoveni.

Bilirubin samotny také absorbuje svétlo, proto se
vyvinuly také metody pfimé spektrofotometrie v piné
krvi, jejichz vyhodou je potfeba malého mnozstvi krve,
coz je u novorozencl obzvlasté vyznamné [4].

Pro pourziti v klinickych laboratofich jsou k dispozici
také enzymové metody na stanoveni bilirubinu, pfi kte-
rych dochazi k oxidaci bilirubinu na biliverdin.

Snaha o minimalizaci bolestivych viem( u novoro-
zencl vedla k vyvoji transkutannich méricich jednotek,
tedy neinvazivnich, rychlych a bedside pouzitelnych
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pristrojd. Na trhu je dostupna rada bilirubinometrd (Bili-
check, Bilitest, JM -103, Bilimed ). Recentni prace [5-8]
popisuiji korelaci transkutanniho méreni bilirubinu s hod-
notami, namérenymi v séru, a to jak u donosenych, tak
i pfedCasné narozenych déti. Obecné zavéry zni, ze
transkutanni bilirubinometrie je spolehlivou metodou
stanoveni bilirubinu u hodnot do 250 umol/l a u zralych
donoSenych déti. Validita transkutanniho méreni bili-
rubinu nebyla spolehlivé prokazana u déti predSasné
narozenych (do 35. tydne gestace), u hodnot sérového
bilirubinu nad 250 pmol/l, u rychlého vzestupu hod-
not v prvnich 24 hodinach zivota. Zde se dominantné
uplatfiuje vySetreni hladiny bilirubinu ze séra (viz. také
NHS National Institute for Health and Clinical Excelen-
ce: Neonatal Jaundice, 2010, www.nice.org.uk).

V literatufe neni mnoho informaci o srovnani Jen-
drassikovy-Grofovy  metody, provadéné v klinickych
laboratorich, a pfimé spektrofotometrie v piné krvi, ktera
zacind byt dostupna v klinické praxi u I0izka pacienta.

Stanoveni celkového bilirubinu v plné zZilni krvi
metodou pifimé spektrofotometrie

Pred viastnim méfenim provadi analyzator hemolyzu
krve ultrazvukem. Méreni se provadi na 128 vinovych
délkach v rozpéti 478-672 nanometrd na analyzatoru
ABL 835 od firmy Radiometer pfi 37 stupnich Celsia.
Kazda vinova délka ma svij vlastni detektor. Vyrobce
Radiometer srovnaval tuto metodu se standardem,
kterym bylo stanoveni v plazmé na automatickém bio-
chemickém analyzatoru Hitachi, na kterém byl pouzit
kalibrator s metrologickou navaznosti méreni na certifi-
kovany referencni material NIST SRM 916a. Ke kalibra-
ci naSeho méreni byl pouzit kalibrator firmy Radiometer
katalogové Cislo 944-128,9 nazev Calibration Solution
lall, s &isly Sarzi LW02, LWO05 a RI02. Vyhodou této
metody je potrfeba pouze 35 pl krve.

Analytické parametry obou metod jsou shrnuty
v Tabulce 1.

Table1: Analytical performace characteristics of two methots for determination of total bilirubin

Name of analyzer Architect ci4100 Radiometer ABL 800-835
Assigned concentration of total bilirubin in the reference material 171 291 60 299
(umol/1)
Measurement repeatability (coefficient of variation, %) 0.3 0.5 0 0.1
Intermediate measurement precision (coefficient of variation, %) 0.7 0.7 1.2 0.1
Bias (%) 0.9 0.4 0 0.1
Combined standard measurement uncertainty (%) 1.3 1.1 3.2 1.7
Laboratorni testy Statistické testy
Pacienti D’Agostino-Pearson test odmitl normalni rozlozeni

Studie, ktera zapocala od poloviny prosince 2013,
porovnavala obé metody stanoveni celkového bilirubi-
nu z jednoho vzorku Zilni krve u 437 novorozencd. Pro
minimalizaci vlivu preanalytické faze doba obou ana-
lyz byla do 30 minut od odbéru. Studie byla schvélena
Etickou komisi Krajské nemocnice T. Bati a. s.

Stanoveni celkového bilirubinu v séru zilni krve
metodou Jendrassik-Grof

Jednd se o metodu na principu kopulace bilirubinu
s diazocCinidlem v kyselém prostredi. Diazocinidlem je dia-
zotovana kyselina sulfanilova, ktera vznika reakci kyseliny
sulfanilové s dusitanem sodnym v prostredi kyseliny sol-
né. Nekonjugovany bilirubin je nejprve uvolnén pomoci
akceleratoru z vazby na albumin. Akceleratorem je kofein,
benzoan sodny, chelaton 3 a octan sodny. Celkovy bili-
rubin poté kopuluje v siiné kyselém prostiedi s diazoto-
vanou kyselinou sulfanilovou za vzniku ¢erveného azobi-
lirubinu, jehoz absorbance se méfi pfi 546 nanometrech.
Jako kalibrator byl pouzit kalibrator od firmy Abbott s met-
rologickou navaznosti méreni na certifikovany referenéni
material NIST SRM 916a, katalogové C&islo 1E66-04,
nazev Bilirubin Calibrator, scisly Sarzi 27267M500
a 35194M500. Reagencie jsou od firmy Erba Lachema
katalogové &islo BLTO0012, nazev Bilirubin total Jendras-
sik Grof, Cisla Sarzi 112812 a 115113. Méfeni se prova-
délo na analyzatoru Architect firmy Abbott.

Na analyzu je potfebny objem 150 ul piné krve.

stanovenych koncentraci bilirubinu (P<0,0001), proto
byly pouZity neparametrické testy. K porovnani median(
byl pouzit parovy Wilcoxondv test. Blanddv-AltmanCv
rozdilovy graf a Passing-Bablokova regrese byly pouzi-
ty ke grafickému zobrazeni rozdilli mezi dvéma meto-
dami mérent bilirubinu. Spearman(yv porfadovy koreladni
koeficient byl pouzit pro korelacni analyzu.

Vysledky

Median (mezikvartilové rozpéti) sérového bilirubinu
byl 228 pmol/l (186-263), median (mezikvartilové roz-
péti) bilirubinu v plné krvi byl 237 umol/l (192-287). Wil-
coxonlv parovy test prokdzal mezi mediany statisticky
vyznamny rozdil (p<0,0001). Mezi metodami byl nale-
zen Spearman(v koreladni koeficient 0,939 (p<0,0001).
Bland@v-Altmandlyv rozdilovy graf (obr. 1) a Passing
Bablokova regrese (obr. 2) ukazuii, ze v oblasti koncen-
traci nad 280 umol/I mérfi pfima spektrofotometrie cel-
kového bilirubinu v pIné Ziini krvi vyrazné vySsi vysledky
nez stanoveni v séru ziini krve (p<0,0001).

Diskuse
Je znamou skutecnosti, Ze hemoglobin negativ-

né ovliviiuje méfeni koncentrace celkového bilirubi-
nu metodami zaloZzenymi na diazo reakci [9]. Ve své
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Fig. 1. Bland-Altman plot for comparison of serum venous
total bilirubin and whole blood venous total bilirubin
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Fig. 2. Passing-Bablok regression for comparison of serum
venous total bilirubin and whole blood venous total bilirubin

Table 2: Strengths and limitations of measurement systems

av pribéhu kazdého bolestivého vykonu, kterym kapi-
larni &i Zilni odbér bezesporu je. PFi stanoveni bilirubinu je
nutné mit na pameéti, Ze bilirubin se rozklada na dennim
svétle, a proto je nutné provést stanoveni co nejdrive od
odbéru. Okamzité provedeni analyzy ihned po odbéru
je ddvodem, pro¢ neni metoda primé spektrofotome-
trie ovlivnéna svétlem. V komplexnim pohledu na bez-
pedi pacienta je nutné brat v Uvahu cely proces, véetné
spravného oznaceni odbérovych nadobek, aby nedoslo
k zaméne identifikace pacienta [12]. Zajimavym zjisténim
v této praci je nalez vyrazné pozitivniho bias pfimé spek-
trofotometrie u pacientd s hodnotami bilirubinémie nad
280 pmol/l. V literature jsme podobné vysledky nenasli.
Protoze byla obé& méreni provedena zjednoho vzor-
ku ziini krve a méfeni byla provedena do 30 minut, je
pravdépodobné, Ze rozdil mezi vysledky méreni je spiSe
analyticky. Vyrobce nam blizSi vysvétleni nebyl schopen
poskytnout. Na rozdilnost vysledkd obou metod mdize
mit urCity viiv také strmé&jSi smérnice kalibracni kiivky na
analyzatoru Radiometer ABL oproti druhé metodg. V pfi-
padé diagnostiky a monitorovani novorozenecké hyper-
bilirubinémie je tedy nutné si uvédomit vyhody a nevyho-
dy jednotlivych metod, které shrnuje Tabulka 2.

Zaveér

V oblasti bilirubinémie nad 280 pmol/l dava méreni pfi-
mou spektrofotometrii z piné Zilni krve Casto vyrazné pozi-
tivni vysledky. Takto vysoké koncentrace je nutné oveérit
stanovenim v séru zilni krve v biochemicke laboratofi.

Method Radiometer, whole venous blood Architect, venous serum
Results availability Immediate Less than 30 minutes
Sample volume 35 ul 150 ul

Measuring range

Possible errors over 280 pmol/L

Full concentration range

Influence of light on total bilirubin

No influence

Decreased concentration

plvodni védecké praci dosli ke stejnym vysledkdm
také Cesti autori [10].

V nasi kohorté novorozencl byl vétsi median z piné
zilni krve. Tuto skuteCnost nase vysledky vysvétlit nedo-
kazou. Pricinou mize byt jiz oblast vysokych mérenych
koncentraci bilirubinémii.

Pro novorozence je obrovskou vyhodou odbér
malého objemu krve. Na stanoveni hladiny bilirubinu
na analyzatoru ABL 835 Flex od firmy Radiometer je
potfeba pouhych 35 mikrolitrd krve. Nevyhodou kapi-
larniho odbéru krve je mozna pifimeés tkarového moku
s naslednym zkreslenim vysledkd. Je také diskuto-
vano, zda neni ziini odbér méné bolestivy [11]. Mensi
bolestivost zZilniho odbéru je také divodem tohoto typu
odbéru v KNTB.

Na novorozeneckém oddéleni KNTB je od roku
2007 zaveden protokol prevence proceduralni bolesti
podanim roztoku sachardzy v koncentraci 25 % pred
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