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Bili - DAC - CF 
BILIRUBIN  TOTALA I DIRECT  

 JENDRASSIK  I GROF    REAGENT CU COFEIN .  
 Numai pentru diagnosticare  «in vitro» 

A se p stra la   2-80  
 

Cod 3008 500             500 ml 
 

PRINCIPIUL METODEI 
Bilirubina din prob  reac ioneaz  cu acidul sulfanilic diazotat  formînd 
un compus colorat-diazobilirubin . Intensitatea culorii, m surat  la 
500-560 sau 595(±10) nm, este propor ional  concentra iei de 
bilirubin . Bilirubuna din ser (plasm ) este devizat  conven ional în 
dou  frac ii: direct  (conjugat , solubil  în ap ) i indirect  
(neconjugat , insolubil  în ap ).Bilirubina direct  se determin  în 
mediu apos, iar pentru bilirubina total  (ditect  + indirect ) în calitate 
de dizolvant se va utiliza reagentul cu cofein . 

OMPONEN A SETULUI 
Reagent 1 2x5,0 g (2x200 ml) 
Cofein  
Benzoat de sodiu  
Acetat de sodiu 

 25,75 mmol/l 
52 mmol/l 
92 mmol/l 

Reagent 2 0,4 g  
Acid sulfonilic   
Reagent 3 6 ml  
Acid clorhidric  2,45 mol/l 
Reagent 4 12,5 mg  
Nitrit de sodiu   
Reagent 5 9,0 g  
Hidroxid de sodiu   

 

STRAREA I STABILITATEA REAGEN ILOR 
Reagen ii  sînt stabili la 2-80C pîn  la data indicat  pe etichet  
Reagentul cu cofein , Diazoreactivul I i Diazoreactivul  II sînt stabili 
la 2-8  3  luni.   Reagentul  de  lucru  5  se  va  p stra  într-un  vas  de  
polietilen , este stabil la 15-30  3 luni. 
PROBE 
Ser (plasm ).Bilirubina în ser (plasm ) este stabil  la 15-30  3 ore,  
la 2-80   24 ore. Se va p stra la întuneric.  
ECHIPAMENT ADI IONAL 
nalizor,  spectrofotometru  sau  fotometru  cu  filtrul  500-560  nm  sau  

595(±10) nm. ermostat 600 . Dozatoare 100 l, 250 l, 500 l i 
1,75 ml. aimer. Standard de bilirubin . 
PRECAU II 
Setul  este destinat numai pentru diagnosticare in vitro.  
Probele pacien ilor vor fi considerate ca material poten ial contagios i 
se vor prelucra analogic celor contagioase.  
La utilizarea setului se vor respecta regulile de securitate prev zute 
pentru lucrul cu substan e toxice. 
PREPARAREA REGEN ILOR DE LUCRU 
Reagentul cu cofein on inutul flaconului cu Reagent 1 se  va  
trece cantitativ  într-o retort  cotat  care con ine 150 ml ap  distilat , 
se va dizolva la înc lzire  50-600 i se va amesteca bine. Dup  r cire 
se  va ad uga ap  distilat  pîn  la volumul  200 ml. 
Diazorectiv I: on inul flaconului cu Reagent 2 se va trece 
cantitativ într-o retort  care con ine 60 ml ap  distilat , se va dizolva 
la înc lzire. În retort  se va ad uga con inutul flaconului cu Reagent 
3, se va amesteca bine. Dup  dizolvarea complet  a acidului sulfanilic 
i  r cirii  solu iei  se  va  ad uga  ap  distilat  pîn  la  80  ml,  se  va  

amesteca bine. 
Diazoreactiv II: inutul flaconului u Reagent 4 se va dizolva în  
2,5 ml ap  distilat . 
Diazoamestec:  se  va  prepara  strict  înainte  de  utilizare,  amestecînd  
10 ml Diazoreactiv I i 0,3 ml Diazoreactiv II, sau orice alt volum 
respectînd raportul100:3 v/v. 
Reagentul de lucru 5: inul flaconului cu Reagent 5 se va 
dizolva în 30 ml ap  distilat . 

METODA DE LUCRU 
1. Se va pipeta în eprubetele marcate:  
 Direct  bilirubin Total  bilirubin 
 Control Prob  Control Prob  
Proba 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 

Reagent cu cofein  - - 1,75 ml 1,75 ml 

Solu ie fiziologic  2,0 ml 1,75 ml 0,25 ml - 

Diazoamestec - 0,25 ml - 0,25 ml 

Incubare la  
16-250  5-10 min 5-10 min 20 min 20 min 

Reagent de lucru 5 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 
2.  Se  va  nota  absorb ia  Probei  ( p)  i  Controlului  ( c)  la       
595(±10) nm contra apei distilate. 
Culoarea este stabil  1 or . 
CALCULE 
Pentru determinarea concentra iei bilirubilei directe i totale în prob  
se  va  calcula  diferen a  dintre  absorb iile   Probei  ( p)   i   Controlului  

c) pentru bilirubina direct  (BD) i total   (BT). 
Utilizînd aceste valori i curba de calibrare, trasat  dup  standarde de 
bilirubin  total , se va determina concentra ia bilirubinei totale i 
directe. 
VALORI DE REFERIN  
Maturi 3:  

Total : pîn  la  1,1 mg/dl = pîn  la  18,8 µmol/l 
Direct : pîn  la  0,25 mg/dl = pîn  la  4,3 µmol/l 

Nou- n scu i 3: 
Vîrsta scu i prematur scu i la termen 

Pîna la 
24 ore 

1,0-8,0 mg/dl=17-137 µmol/l 2,0-6,0 mg/dl = 34-103 µmol/l 

Pîn  la  
48 ore 

6,0–12,0 mg/dl=103–205 µmol/l 6,0-10 mg/dl = 103-171 µmol/l 

3-5 zile 10-14 mg/dl=171-239 µmol/l 4,0-8,0 mg/dl = 68-137 µmol/l 
Aceste  valori  sînt  orientative.  Se  recomand   stabilirea  diapazonului  
de referin  în laboratorul dat. 
CONTROLUL CALIT II 
Pentru  controlul  mersului  reac iei  i  a  procedurii  de  m surare  se  
recomand  de folosit seruri pentru control nivelul I i nivelul II (Sera 
N-DAC cod 2055S5 i Sera P-DAC cod 2057S5). 
CARACTERISTICI  METROLOGICE 
Limita sensibilit ii: 0,03 mg/dl = 0,51 µmol/l. 
Limita linearit ii:  9,92  mg/dl  =  170  µmol/l.  Pentru  valori  mai  
ridicate  proba se va dilua cu solu ie fiziologic  în raportul 1:2 i se va 
repeta m surarea.  
Coeficientul de varia ie: cel mult 7 %. 
Interferen e: hemoglobina (10 g/l) nu influen eat  rezultatul,  
lipemia (trigliceride > 5 mg/dl)  influen eaz  rezultatul.  
Se va ine cont de posibila interferen  medicamentoas , cît i de 
interferen a altor substan e4. 
Aceste caracteristici metrologice  au fost ob inute la utilizarea 
analizorului (Nota). Rezultatele pot varia în dependen  de 
echipamentul utilizat sau procedura de determinare. 
CARACTERISTICI  DIAGNOSTICE 
Bilirubina este produsul scind rii  por iunii întunecate a hemului, 
provine din degradarea  eritrocitelor îmb trînite sau lezate, care se 
distrug în sistemul reticuloendotelial. Bilirubina este transportat  în 
ficat cu albumina, reac ioneaz  cu acidul glucuronic din interiorul 
hepatocitelor, i se excreteaz  în bil . 
Bolile  înso ite  de    dereglarea  sintezei,  conjugare,  metabolism  i  
excre ia bilirubinei care in fine duc la hiperbilirubinenemia3,5 pot  fi  
eriditare cît i dobîndite. Hiperbilirubinenemia   neconjugat  se atest  
la nou-n scu i (icter fiziologic), în cazul degrad rii sporite a 
eritrocitelor (anemie hemolitic , gematome extinse), eritropoiez  cît i 
în cazul unor boli genetice (sindrom Gilbert, sintrom Crigler-Najjar). 
Hiperbilirubinenemia  conjugat   este provocat  de excre ia redus  a 
bilei în caz de afec iuni ale ficatului (hepatit , ciroz ), colestaz  intra 
sau extrahepatic .   

NOTA 
Utilizarea standardului pe baz  de ap  pentru calibrare poate provoca  
devieri,  în  acest  caz   pentru  calibrare  se  recomand  de  utilizat  
standard pe baz  de ser  (Multi St-DAC C d 2051 5). 
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Bili - DAC - CF 
BILIRUBIN TOTAL AND DIRECT 

JENDRASSIK & GROF METHOD  Caffeine reagent 
For «in vitro» use only 

Store at 2-80  
 

Cod   3008 500             500 ml 
 

PRINCIPLE  
The bilirubin in the sample reacts with diazotized sulfanilic acid with 
forming of diasobilirubin and colored complex. The intensity of coloration, 
measured  at  500-560  nm  or  595  (±10)  nm,  is  proportional  to  bilirubin  
concentration. 
The bilirubin contained in serum (plasma) is conventionally divided in two 
fractions: “direct” (conjugated, water soluble) and “indirect” 
(uncombined, insoluble). Direct bilirubin determination uses water 
medium, and total (direct+indirect) uses caffeine reagent as diluent. 
 

CONTENTS AND COMPOSITION 
Reagent 1                    2x5,0 g (2x200 ml) 
Caffeine         25.75 mmol/l 
Sodium benzoate               52 mmol/l 
Sodium acetate        92 mmol/l 
Reagent 2  0.4 g 
Sulfanilic acid 
Reagent 3  6 ml 
Hydrochloric acid                                                       2.45mol/l                  
Reagent 4  12.5 mg 
Sodium nitrite 
Reagent 5  9.0 g 
Sodium hydroxide 
 

STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS 
Reagents are stable at 2-8º  until the expiry date shown on the label. 
Caffeine Reagent, Diazoreagent I and Diazoreagent II are stable for 3 
months at 2-8ºC. Working Reagent 5 is stable for 3 months at 15-30ºC in 
polyethylene bottle. 
 

SAMPLES  
Serum (plasma).  
Bilirubin in serum (plasma) is stable within 3 hours at 15-30oC, 1 day at 
2-8oC in dark place. 
 

ADDITIONAL EQUIPMENT AND REAGENTS 
Analyzer,  spectrophotometer  or  photometer  with  filter  520-560  nm  or  
595 (±10) nm. Thermostat 60oC. Timer. Bilirubin Standard. 
Droppers for 100 l, 250 l, 500 l and 1,75 ml  
 

PRECAUTION 
The kit is for in vitro use only.  
All  specimens  must  be  considered  potentially  hazardous  and  handled  as  
infectious. Precautions established for work with caustic and toxic 
substances should be observed while using the reagents. 
 

REAGENT PREPARATION 
Caffeine Reagent: dissolve contents of the bottle with Reagent 1 
quantitatively with 150 ml of the distilled water in volumetric flask, dilute 
with the distilled water warming up to 50-600C and mix thoroughly. After 
cooling, bring volume to 200 ml with the distilled water. 
Diazoreagent I: dissolve, while heating, the contents of the bottle with 
Reagent 2 quantitatively with 60 ml of the distilled water in flask. Add 
the contents of the bottle with Reagent 3 and mix thoroughly. Only after 
complete dilution of sulphanilic acid and cooling of the solution, bring the 
volume to 80 ml with distilled water and mix thoroughly. 
Diazoreagent II:  dilute  contents  of  Reagent 4 in 2,5 ml of distileld 
water. 
Diazomixture: must be prepared immedialtely before use. Mix 10 ml of 
Diazoreagent  I  with  0,3  ml  of  Diazoreagent  II,  or  any  other  volumes  
based upon ratio 100:3 v/v. 
 

Working Reagent 5:  dilute contents of Reagent 5 bottle in 30 ml of 
distilled water. 
 

PROCEDURE 
1. Pipette into labeled test tubes:  
 Direct bilirubin Total bilirubin 
 Blank Sample Blank Sample 
Sample, ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 

Caffeine Reagent, ml - - 1,75 ml 1,75 ml 

Physiological solution 2,0 ml 1,75 ml 0,25 ml - 

Diazomixture, ml - 0,25 ml - 0,25 ml 

Incubate at 16-250  5-10 min 5-10 min 20 min 20 min 

Working Reagent 5 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 

2.  Read  the  absorbance  (AS)  of  the  Sample  and  Blank  (AB) at 
595(±10) nm against the distilled water.  
Coloration is stable for at least 60 minutes. 
CALCULATIONS 
 For the calculation of direct and total bilirubin concentrations in 
sample, calculate the difference between absorbencies of Sample (AS) 
and Blank (AB) for direct (DB) and total (TB) bilirubin. 
Using these values, and calibration curve, plotted under total bilirubin 
standards, determine values of total and direct bilirubin. 
 

REFERENCE VALUES 
Adults3:  

Total Up to 1,1 mg/dl = 18,8 µmol/l 
Direct Up to 0,25 mg/dl = 4,3 µmol/l 

Newborns3: 
Age Premature Full-term 

Up to 24 h 1,0-8,0 mg/dl = 17-137 µmol/l 2,0-6,0 mg/dl=34-103 µmol/l 
Up to 48 h 6,0–12 mg/dl=103–205 µmol/l 6,0-10 mg/dl=103-171 µmol/l 
3-5 days 10-14 mg/dl = 171-239 µmol/l 4,0-8,0 mg/dl = 68-137 µmol/l 

These values are approximate, it is recommended that each laboratory 
should establish its own reference values. 
 

QUALITY CONTROL 
It  is  recommended  to  use  the  Control  Serum level  I  end  II  (Sera  N-
DAC Cod 2055S5 and Sera P-DAC Cod 2057S5) to verify the 
performance of the measurement procedure. 
 

METROLOGICAL CHARACTERISTICS 
Sensitivity limit:   0.03 mg/dl = 0.51 µmol/l. 
Linearity limit:   9.92 mg/dl = 170 µmol/l.  
For higher values dilute sample 1/2 with saline solution and repeat 
measurement. 
Coefficient of variation  not more than 7 %. 
Interference:  
Hemoglobin (10 g/l) does not interfere. Lipemia (triglycerides > 5 g/l) 
interferes. Other drugs and substances may interfere4. 
These metrological characteristics were received using analyzer. 
Results may vary depending on equipment or procedure used. 
 

DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS 
Bilirubin is the product of disintegration of heme moiety of the 
hemoglobin released from aged or damaged erythrocytes, which are 
destroyed in the reticuloendothelial cells. Bilirubin then is transported 
to  the  liver  in  association  with  albumin.  Inside  the  hepatocytes  
bilirubin is conjugated with glucuronic acid and is excreted into bile. A 
number of inherited and acquired diseases affect production, uptake, 
metabolism, and excretion of bilirubin, resulting in 
hyperbilirubinemia3,5.  Unconjugated  hyperbilirubinemia  is  observed  in  
newborns (physiological jaundice), in increased red cell destruction 
(hemolytic anemia, extensive hematoma), in ineffective erythropoiesis 
and in some rare genetic diseases. Conjugated hyperbilirubinemia is 
associated  with  decreased  excretion  of  bile  due  to  liver  diseases  or  to  
intrahepatic or extrahepatic cholestasis.  

NOTES 
Calibration  with  the  factor  or  with  the  aqueous  standard  may  cause  
bias.  In  these  cases,  it  is  recommended  to  calibrate  using  a  serum  
based standard (Multi St-DAC cod 2051M5). 
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