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Wybrane metody oznaczania bilirubiny w
surowicy krwi cz.I

Bilirubina jest produktem degradacji czesci porfirynowej hemu,ktory uwalniany jest
z hemoglobiny w sledzionie, watrobie lub szpiku kostnym. Czes¢ bialkowa hemu (globina)
degradowana jest do pojedynczych aminokwasow. W wyniku tej reakcji atom zelaza
z porfiryny zostaje wlaczony do ogolnej puli zelaza organizmu, zas hem ulega
przeksztalceniu w biliwerdyne (linearna czasteczka), ktora nastepnie redukowana jest do
bilirubiny [4].
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Bilirubina jest pomaranczowo-zottym barwnikiem bedacym ubocznym produktem normalnego
rozpadu krwinek czerwonych w organizmie. Bilirubina przechodzi przez watrobe i wydalana jest
z organizmu gtéwnie z kalem i w matej ilosci w moczu. W watrobie bilirubina taczy sie z pewnymi
cukrami tworzac rozpuszczalna w wodzie forme zwang bilirubing zwigzana. Zwigzana bilirubina
przechodzi z watroby do okreznicy gdzie przeksztalcana jest z powrotem w forme niezwigzana, ktéra
to nastepnie wydalana jest z organizmu.

W wiekszosci laboratoriow stezenie bilirubiny oznaczane jest za pomoca tzw. testu bezposredniego.
W wyniku odjecia wartosci bilirubiny bezposredniej od bilirubiny catkowitej otrzymuje sie wartosc
bilirubiny wolnej (zwanej posrednia)[3].
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Zdjecie: wzor bilirubiny, http://www.daviddarling.info/encyclopedia/B/bilirubin.html

Bilirubina posrednia (tj. bilirubina niesprzezona) jest produktem katabolizmu hemu. Zwiazek ten
powstaje gtéwnie z rozpadu krazacych erytrocytow. Bilirubina posrednia jest lipofilna i nie
rozpuszcza sie w wodzie. Krazac we krwi wiaze sie z albuminami i w postaci zwigzanej jest ona dalej
transportowana. W przypadku wysokich stezen bilirubiny, kwasicy, niedotlenienia, hipoglikemii,
hipotermii badZ obecnosci niektéorych zwiazkéw chemicznych (np. penicylin) zdolnos¢ wigzaca
albumin ulega zmniejszeniu, co prowadzi do wzrostu procentowego udziatu bilirubiny krazacej we
krwi, niezwiazanej z biatkami (frakcja ta wykazuje wtasciwosci neurotoksyczne dla organizmu).

Do przeksztatcenia bilirubiny niesprzezonej (posredniej) w bilirubine sprzezona (bezposrednia)
dochodzi w komdrkach watrobowych pod wplywem zwiazku znanego jako
urydylo-difosfo-glukuronylotransferazy (UDPG-T). Bilirubina sprzezona jest zwiazkiem
rozpuszczalnym w wodzie, ktdry z z6tcig wydalany jest do przewodu pokarmowego, a nastepnie przy
udziale enzymoéw wytwarzanych przez endogenna flore bakteryjna przeksztalcana jest do
urobilinogenu i sterkobiliny [2]. Obecna w blonie Sluzowej jelita B-glukuronidaza ma zdolnosc
hydrolizowania bilirubiny sprzezonej do niesprzezonej, ktéra nastepnie moze ulec reabsorbcji do
krwi i ponownej koniugacji w watrobie (tzw. krazenie jelitowo-watrobowe bilirubiny) [2].

Neurotoksyczne dzialanie bilirubiny

Po przekroczeniu wartosci krytycznych bilirubina posrednia (tj. forma niezwigzana z biatkami osocza)
moze przenika¢ przez bariere krew-mézg w wyniku czego dochodzi do uszkadzania komoérek
nerwowych. Z kolei, bilirubina zwigzana z albuminami moze przekraczac bariere krew-mézg jedynie
w przypadku, gdy dojdzie do jej uszkodzenia. Nie do konca jest znany zwiazek pomiedzy
uszkodzeniem osrodkowego ukitadu nerwowego (OUN) a czasem trwania i poziomem
hiperbilirubinemii. Jednakze uwaza sie, ze stezenie bilirubiny niezwigzanej z albuminami ma duzo
wiekszy wpltyw na ryzyko powstania encefalopatii bilirubinowej niz stezenie bilirubiny catkowitej [2].



Zaburzenia neurologiczne powstajace wskutek toksycznego dziatania bilirubiny zazwyczaj
charakteryzuja sie zréznicowanym nasileniem. Moga one przybiera¢ forme od tagodnej do
przejsciowej encefalopatii, a nawet do trwatego uszkodzenia jader podkorowych mézgu. Wsréd
objawow uszkodzenia neuronow u noworodkow w wyniku hiperbilirubinemii najczesciej wymienia sie
objawy niespecyficzne (nieche¢ do ssania, apatia, spadek napiecia miesniowego), ktére stopniowo
przechodza w bardziej zaawansowana forme (m.in. wzrost napiecia miesni prostownika, hipertermia,
zaburzenia wzroku i stuchu). U dzieci, ktore przezyja dochodzi do trwalego uszkodzenia uktadu
nerwowego [2].
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Zdjecie: metabolizm bilirubiny, http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/bilirubin

Oznaczanie bilirubiny w surowicy metoda Jendrasika (wg Kokot F., 1969) [9].

Bilirubina zawarta w surowicy krwi w obecnosci kofeiny i pod dziataniem diazowanego kwasu
sulfanilowego ulega reakcji azowania, ktéra przebiega w odpowiednim pH. W wyniku tej reakcji
powstaje zwiazek o rézowym zabarwieniu, ktérym jest azobilirubina. W przypadku braku kofeiny
w reakcji, z odczynnikiem diazowym reaguje jedynie bezposrednia forma bilirubiny. W wyniku



odjecia wartosci stezenia bilirubiny bezposredniej od bilirubiny catkowitej (czyli tej oznaczonej
w obecnosci kofeiny) mozna oznaczy¢ stezenie tzw. bilirubiny posredniej.

Przygotowanie odczynnika diazowego:

Roztwor A: rozpusci¢ 5 g kwasu sulfanilowego w ok. 950 ml wody, doda¢ 15 ml stezonego roztworu
HCI, po czym uzupeini¢ woda do objetosci 1000 ml (roztwor trwaty).

Roztwor B: 0,5% roztwdr NaNO, (roztwor nietrwaty).

Bezposrednio przed uzyciem odczynnika zmiesza¢ 10 ml roztworu A i 0,25 ml roztworu B.
Odczynnik kofeinowy: 20 g kofeiny, 30 g benzoesanu sodu i 50 g CH,;COONa nalezy rozpuscic¢
w wodzie (ogrzewajac roztwor), a nastepnie catos¢ uzupemlic¢ do objetosci réwnej 400 ml za pomoca

woda.

Etanolowy roztwor wodoroweglanu: 0,6 g NaHCO, i 3 g NaCl rozpusci¢ w 1000 ml 70% roztworu
etanolu.

Wykonanie oznaczenia:

W przypadku wykonywania oznaczenia na surowicy zéttaczkowej (kolor bursztynowy) prébke przed
oznaczeniem nalezy kilkakrotnie rozcienczy¢ 0,9% roztworem NaCl. Rozcieficzenie nastepnie
uwzglednia sie w obliczeniu stezenia bilirubiny.

Do przygotowanych 4 probéwek odmierzy¢ ilosci roztwordw (ml) wg podanej tabeli:

Nr probowki Wrorzec Surowica O dezynnik Noacl {0.5% Odczynnik
kafeinowy roztwar] digzowy

1 - 1 5 - 1

2 - 1 - 5 1

3 - 1 5 1

4 1 5 1

Po 5-minutowej inkubacji préobek nalezy odczyta¢ wartos¢ absorbancji przy diugosci fali rownej
A=540 nm wobec préobki kontrolnej (woda).

WartOSC Aabsorbancji dla blhrUblny CalkOWitej = A (absorbancja probéwkinr 1) ~ A (absorbancja probéwki nr 3)

Wartosc¢ A dla bilirubiny bezposredniej = A A,

(probéwki nr 2) ~ probowki nr 3)

Przygotowanie roztworu wzorcowego:

1 ml roztworu wzorcowego odparowac¢ do sucha w lazni o temperaturze 70°C. Otrzymana sucha
pozostatos¢ rozpusci¢ w 1 ml etanolowego roztworu wodoroweglanu (tj.: 0,6 g NaHCO, i 3 g NaCl
rozpusci¢ w 1000 ml 70% roztworu etanolu). Do roztworu doda¢ bezposrednio odczynnik kofeinowy
oraz diazowy (bez uprzedniego odparowywania w tazni). Nastepnie odczyta¢ wartos¢ absorbancji
(wobec wody).



Obliczenia: mg/100 ml = (A,,/A,) * 2
Gdzie:

A,,- wartos¢ absorbancji bilirubiny posredniej otrzymanej przez odjecie stezenia bilirubiny
bezposredniej od bilirubiny catkowitej

A,- wartos¢ absorbancji wzorca [1], [9].

Prawidlowe poziomy bilirubiny - diagnostyka zéttaczki

Zwiekszenie stezenia bilirubiny we krwi powyzej 17 umol/1 (1 mg/dl) oznacza hiperbilirubinemie.
Hiperbilirubinemia moze by¢ wynikiem wytwarzania wiekszej ilosci bilirubiny niz wydala zdrowa
watroba lub tez skutkiem niewydolnosci uszkodzonej watroby do wydalania bilirubiny powstajacej
w ilosciach prawidtowych. Wsrod przyczyn powstania hiperbilirubinemii wymienia sie rowniez
uszkodzenia watroby czy zaczopowanie przewoddéw zoétciowych watroby, co uniemozliwia wydalanie
z6kci. Zatrzymana bilirubina gromadzi sie we krwi, a po przekroczeniu pewnego stezenia dyfunduje
do tkanek, czego wynikiem jest ich zazoélcenie- znane jako zottaczka [5].

Ilosciowy pomiar zawartosci bilirubiny w surowicy - test Ehrlicha

Oznaczanie stezenia bilirubiny jest nieodzownym elementem w badaniach klinicznych zéttaczek. Jako
pierwszy metode iloSciowego pomiaru zawartosci bilirubiny w surowicy wprowadzit Van den Bergh.
W oznaczeniu wykorzystano test Ehrlicha na bilirubine w moczu.

Test Ehrlicha polega na reakcji diazowanego kwasu sulfanilowego (tzw. odczynnik diazowy Ehrlicha)
i bilirubiny, w wyniku czego dochodzi do utworzenia czerwono-purpurowego zwiazku azowego.
W oryginalnej metodzie Ehrlicha do rozpuszczenia bilirubiny i odzynnika diazowego
wykorzystywano metanol, jednakze przypadkowe pominiecie przez Van den Bergha metanolu
podczas oznaczania barwnikéw zétciowych w zétci doprowadzito do wykrycia, ze reakcja barwna
zachodzi ,bezposrednio". Stad tez bilirubina, ktéra reaguje w nieobecnosci metanolu okreslona jest
bilirubina bezposrednia. Doswiadczalnie stwierdzono, ze identyczna reakcja zachodzi réwniez
w surowicy chorych z zéttaczka mechaniczna. Stosowanie dodatku metanol w tej metodzie byto nadal
konieczne w przypadku oznaczania bilirubiny w surowicy prawidtowej i bilirubiny wystepujacej
w zwiekszonej ilosci w surowicy u chorych z zo6taczka hemolitycznag, u ktérych to nie stwierdzono
niedroznosci przewodow zétciowych. Bilirubina, ktéra moze by¢ oznaczona jedynie po dodaniu do
prébki metanolu, okreslana jest bilirubing posrednia [5].

Prawidtowy poziom bilirubiny catkowitej w surowicy krwi cztowieka waha sie w zakresie od 0,3 do
1,0 mg/dl lub od 5,1 do 17,0 pmol/l. Przekroczenie stezenia 2 -2,5 mg/100 ml krwi powoduje, ze
bilirubina dyfunduje do tkanek, czego wynikiem jest rozwoj zottaczki. Wzrost stezenia bilirubiny
w osoczu okreslany jest mianem hiperbilirubinemii, ktéra moze by¢ spowodowana zwiekszonym
wytwarzaniem bilirubiny w wyniku:

- z6ttaczki mechanicznej (brak nieprawidlowosci w pracy watroby, brak zaburzen zwiazanych
z rozpadem czerwonych krwinek, ten rodzaj zéttaczki rozwija sie w wyniku np. zwezenia lub
zamkniecia drég zétciowych od wewnatrz, w wyniku czego z6t¢ nie moze prawidtowo sptywac
do dwunastnicy),



- zespotu Dubina-Jansona (zaburzony transport sprzezonej bilirubiny do kanalikow zotciowych),
- schorzenia drdg zétciowych lub pecherzyka zdtciowego,

- niezdolnoscia wydzielania bilirubiny powstajacej w prawidtowych ilosciach przez uszkodzona
watrobe [4], [6].

Oznaczanie bilirubiny calkowitej i bezposredniej (z wykorzystaniem gotowego zestawu
odczynnikow do pomiaru stezenia bilirubiny, BioSystems S.A., procedura ze strony:
http://chemklin.sum.edu.pl/uploaded/BILIRUBINA.pdf)

Zasada metody: w wyniku reakcji z dwuazowym kwasem sulfanilowym bilirubina bezposrednia
w probce badanej tworzy barwny kompleks, ktéry moze by¢ zmierzony spektrofotometrycznie.
Bilirubina bezposrednia i posrednia w obecnosci cetrymidu tworza zwiazek dwuazowy [7].

Odczynniki zestawu:

- standard bilirubiny: rozpusci¢ w 5 ml wody destylowanej. Standard jest stabilny przez 4 godziny
w temp. 15-30°C lub 2 miesiace w temp. -18°C,

- odczynnik AT (bilirubina catkowita): kwas sulfanilowy 29 mmol/L, kwas chlorowodorowy 0,2 mol/L,
cetrimid 50 mmol/L,

- odczynnik BT (bilirubina catkowita): azotyn sodowy 11,6 mmol/L,

- odczynnik AD (bilirubina bezposrednia): kwas sulfanilowy 35 mmol/L, kwas chlorowodorowy 0,24
mol/L,

- odczynnik BD (bilirubina bezposrednia: azotyn sodowy 3,5 mmol/L,

- odczynnik roboczy (dla okreslenia bilirubiny catkowitej): zawartos¢ fiolki odczynnika BT nalezy
przenies¢ do butelki odczynnika AT, lekko wstrzasnac,

- odczynnik roboczy (dla okreslenia bilirubiny bezposredniej): zawartosé fiolki odczynnika BD
przenies¢ do butelki odczynnika AD (lekko wstrzasnac),

- materiat do badan: surowica pobrana zgodnie ze standardowymi procedurami (bilirubina
w surowicy stabilna jest przez 2 dni w temp. 2-8°C jezeli chroniona jest przez dostepem swiatta [7].

Wykonanie oznaczenia bilirubiny catkowitej:

1) Do oznaczonych probéwek odpipetowac odpowiednie ilosci odczynnikow (wg ponizszej tabeli):

Proba slepa odczynnikowa Préba slepa surowicy | Proba badana Standard
Woda destylowana 100 i
Proba badana 100 pl 100 pl
| Standard (S) 100 pi
Odczynnik (AT) 1.0 mi
E Odczynnik roboczy 1.0ml 1.0ml 1.0mi

Zdjecie: http://chemklin.sum.edu.pl/uploaded/BILIRUBINA.pdf



1) Zawartos$¢ probowek doktadnie wymieszac i pozostawi¢ na 2-minutowa inkubacje w temperaturze
pokojowej

2) Zmierzy¢ wartosci absorbancji (A)préb Slepych surowicy przy diugosci fali rownej A=540 nm
wzgledem wody destylowanej

3) Zmierzy¢ absorbancje préb badanych i standardu przy A=540 nm wobec préby slepej
odczynnikowej [7].

Wykonanie oznaczenia bilirubiny bezposredniej:

1) Do oznaczonych probek odpipetowac odczynniki wg kolejnosci podanej w tabeli:

i Proba Slepa odczynnikowa Proba Slepa surowicy Proba badana
2 ! £l i
Woda destylowana | 100 pl ;
Froba badana 100 pl 100 i
Odczynnik (AD) | = 1.0ml
L-ﬂdnnnmh roboczy ! 1.0 mi - J 1.0 mi
A e i A B i S o o L

Zdjecie: http://chemklin.sum.edu.pl/uploaded/BILIRUBINA.pdf
1) Zawartos¢ probdwek wymieszac, po czym zostawiC je na dokladnie 5 minut w temperaturze 37°C
2) Odczytac¢ absorbancje (A) préb slepych surowicy przy A= 540 nm wobec wody destylowanej

3) Nastepnie zmierzy¢ absorbancje (A) préob badanych przy A=540 nm wobec préoby Slepej
odczynnikowej [7].

Na podstawie uzyskanych wynikéw absorbancji nalezy obliczy¢ stezenie bilirubiny w probce wg
WZzOoru:

A proby = A préby s'lepej/A standardu X C standardu = C proby

Uwagi:

W obliczeniach bilirubiny bezposredniej nalezy wykorzystaé wartos¢ absorbancji uzyskanej dla
standardu w procedurze oznaczania bilirubiny catkowite;j.

Stezenie wagowe (mg/dl) x 17,1 = stezenie molowe (umol/L) [7].

Wartosci referencyjne dla dorostych: bilirubina catkowita powinna miesci¢ sie w granicach do 1,0
mg/dl = 17 umol/l, zas bilirubina bezposrednia w granicach do 0,2 mg/dl = 3,4 ymol/l [7].

Pomiary fotometryczne bilirubiny



Obecne technologie pozwalaja na okreslanie wartos¢ bilirubiny przy uzyciu kilku metod, zaréwno
inwazyjnych jak i inieinwazyjnych. Metody inwazyjne opieraja sie na pomiarze stezenia bilirubiny
np. w krwi zylnej, plynie owodniowym czy ptynie mézgowo-rdzeniowym [8].

Bezposrednie pomiary fotometryczne bilirubiny oparte sa na pomiarze jej stezenia w rozpuszczonej
surowicy przy dtugosci fali réwnej A=455 nm (tj. maksymalna absorpcja bilirubiny). Pomiar
bezposredni moze byé wykonywany u noworodkéw, poniewaz w przypadku dzieci i dorostych
surowica moze zawiera¢ wiele dodatkowych pigmentéw o podobnych kolorach i reakcjach jak
bilirubina, co znacznie utrudnia pomiar. Ponadto pomiar bezposredni moze byé¢ zaktdécony przez
opalescencje, ktéra wynika z rozcienczenia surowicy lub obecnosci oksyhemoglobiny w surowicy
noworodkow. Zakldcenia te moga by¢ sttumione przez wykonanie odpowiedniej korekty w trakcie
oznaczania stezenia polegajacej na pomiarach przy dwoch dtugosciach fali tj. 455 nm i 575 nm [8].

Spektrofotometryczna metode oznaczania zawartosci bilirubiny w pelnej krwi opracowano pod
koniec 1990r. Wykorzystywane w tym celu analizatory wyposazone sa w CO-oksymetr, ktory
umozliwia okreslenie stezenia bilirubiny i réznych form hemoglobiny (catkowita hemoglobine,
oksyhemoglobine, methemoglobine). Pomimo réznicy w spektrach absorpcji dla bilirubiny
i hemoglobiny, duza réznica w stezeniach obu parametréw wymaga skomplikowanego procesu
pomiarowego. Analizator musi by¢ w stanie iloSciowo okresli¢ poszczegdlne postacie bilirubiny,
ktére réznia sie miedzy soba zakresami maksimum absorpcji:

- 459 nm - niezwigzana bilirubina
- 42?2 nm - bilirubina zwigzana

- 433 nm - delta-bilirubina (frakcja bilirubiny sprzezonej, zwiazanej kowalencyjnie z albuminami- nie
wystepuje u 0oséb zdrowych)[8].

Na rynku dostepne jest bardzo nowoczesne urzadzenie wykorzystywane do pomiaru przewidywanych
wartosci bilirubiny w mg/dl lub pmol/l, znane jako ,Bilirubinometr BiliChek”. Analizator stezenia
bilirubiny BiliChek jest nieinwazyjnym przezskoérnym bilirubinometrem, ktérego wyniki stanowia
wskaznik predyktywny poziomu bilirubiny w surowicy u noworodkéw przed fototerapia, w jej trakcie
i po zakonczeniu. Badania przeprowadzone na bilirubinometrze potwierdzity, ze wyniki otrzymywane
z jego zastosowaniem odpowiadaja danym uzyskiwanym za pomoca wysokiej klasy analizatorow krwi
(opartych na technologii HPLC), ktorych doktadnosé ksztattuje sie na poziomie +/- 1,5 mg/dl.

Bilirubinometr dokonuje pomiaru w zakresie dtugosci fali od 380 do 760 nm, wykorzystujac wiecej
niz 100 punktéw odczytu. Ponadto w trakcie pomiaru dokonywana jest korekta wynikéw zmienionych
przez czynniki zaktdcajace takie jak: hemoglobina, melanina czy grubos¢ skory [8].

Bilirubinometr BiliChek zyskat akceptacje w zastosowaniach medycznych w wielu badaniach
klinicznych, co potwierdza jego przydatnos¢ w ocenie pozioméw ryzyka hiperbilirubinemii
u noworodkow. Zalecany jest do stosowania przez caly czas prowadzenia fototerapii u noworodkéw
(od 27. do 42. tygodnia wieku cigzowego i do 20. dnia okresu poporodowego) [10].

Przygotowanie probek krwi do pomiaru stezenia bilirubiny

Pobieranie krwi do badania nie wymaga zadnych specjalnych procedur. Najwiekszy wptyw na wyniki
ma niewlasciwe przechowywanie probek, co czesto jest przyczyna btedéw. Zazwyczaj zle
przechowywanie objawia sie nizszymi wynikami. Bilirubina jest bardzo wrazliwa na swiatto, tak wiec
badane osocze krwi lub surowica nie moga by¢ narazone na bezposrednie dzialanie swiatta. Ponadto



rozktad prébek przyspieszany jest przez podwyzszona temperature, dlatego tez pobrane prébki
nalezy od razu poddawac oznaczeniu lub przechowywac je w chtodnym i ciemnym miejscu nie dtuzej
niz 12 godzin [8].

Autor: Lidia Koperwas
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