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Fremg ade til bes Ise af totalbilirubin i en biologisk preve

ved hjzlp af diazometoden samt hertil egnede reagenser.
alky! med 1-4 carbonatomer, er ligekadet eller forgrenet alkyl

med 1-10 carbonatomer; eller R2' R3 og R4 tilsammen med
nitrogenatomet danner en pyridiniumgruppe, idet der i dette
tilfeide, samt i tilfelde, hvor n = 1, og Rz er ligekmdet eller

Fremgangsmiden bestar i, at der ved bilirubinbestemmeisen anvendes
ét eller flere detergenter med den almene formel |

(Rz)“ R3 forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer, forekommer en tilsva-
! / rende anion.
Ry - N 1 o o N
~ R Fremgangsmiden til bestemmelse af bilirubin giver hejere linearitet,
4 gunstigere reaktionskinetik, der tillader anvendelse af auto-blanking-

systemet, lang brugsoplesningsstabilitet od reproducerbarhed.
hvor RI er ligekadet eller forgrenet alkyl med 10-16 carbon- 4 s s 9 %98

atomer, R, er oxygen elier ligekzdet eller forgrenet alkyl med . i
2 Detergentet med den almene formel | er isar dodecylethyldimethyl-

1-4 carbonatomer; R,, nar n = 0, er hydrogen eller ligekedet i i
3 ammoniumbromid.

eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller

-(CH,-CH,-0) H, hvor x er et heft tal fra 1 til 5, Ry, nar n
=1, og R2 er oxygen, er ligekmdet eller forgrenet alkyl med
1-4 carbonatomer eller -(CHZ-CHZ-O)XH, hvor x er et helt tal

Reagenserne til anvendelse ved bestemmelse af bilirubin kan foreligge
i vandig oplesning eller fortrinsvis i stabiliseret eller lyofiliseret

form.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til bestemmelse af
totalbilirubinindhold i en biologisk preve ved diazometoden samt her-

til egnede reagenser.

Bestemmelse af totalbilirubinindhold ved diazometoden er en for fag-
manden velkendt teknik. Dog udviser denne metode samt de hertil an-
vendte prevesat visse ulemper, idet det isar hidtil ikke har varet

muligt at gennemfeore denne metode i analyseautomater ved den sakaldte

auto-blanking-metode.

Fremgangsmaden ifelge den foreliggende opfindelse og de hertil til-
vejebragte prevesat giver en test, der udmarker sig ved felgende

overraskende fordele:

- hejere linearitet

- en for reaktionen gunstig kinetik, der tillader anvendelse
af auto-blanking-systemet

- enklere reagenstilberedning

- lang brugsoplesningsstabilitet og

- god nejagtighed og god reproducerbarhed.

Som bekendt bestar diazometoden til bestemmelse af bilirubin i, at
det i den biologiske preve indeholdte bilirubin omsazttes med en

diazoniumforbindelse til et farvestof, hvis intensitet svarer til

bilirubinmengden i preven.

I EP-A-0 087 150 foresldes det, at bestemmelse af totalbilirubin
gennemfores ved diazometoden i narvarelse af acceleratoren tetrame-
thylensulfon. Tilstedevarelse af tetralmethylensulfon muligger des-
uden anvendelse af ikke-ioniske overfladeaktive midler. Den beskrevne
metode giver linare resultater op til et indhold pa 20 mg/dl biliru-

bin.

Inden for rammerne af den foreliggende opfindelse har det nu over-
raskende vist sig, at de ovennavnte fordele kan opnas ved, at der ved
bilirubinbestemmelsen ifelge diazometoden anvendes ét eller flere

detergenter med den almene formel I
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hvor Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med 10-16 car-
bonatomer, Ry er oxygen eller ligekadet eller forgrenet
alkyl med 1-4 carbonatomer; R3, ndr n = 0, er hydrogen
eller ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer
eller- (CH2-CH2-O)XH, hvor x er et helt tal fra i til 5,
R3, ndr n = 1, og Ry er 6xygen, er ligekadet eller for-
grenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller - (CHy-GCHy-0)H,
hvor x er et helt tal fra 1-5, Ry, ndr n = 1, og Ry er
ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer, er
ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer; Ry,
nar n = 0, er hydrogen eller ligekadet eller forgrenet
alkyl med 1-4 carbonatomer eller- (CHZ-CHZ-O)XH, hvor x er
et helt tal fra 1-5, R4, nir n = 1, og Ry er oxygen, er
ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller
-(CHy-CH9-0)4H, hvor x er et helt tal fra 1-5, R4, nar n =
1, og Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbo-
natomer, er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-10 car-
bonatomer; eller Ry, R3 og R, tilsammen med nitrogenatomet
danner en pyridiniumgruppe, idet der i dette tilfalde,
samt i tilfalde, hvor n = 1, og Ry er ligekadet eller
forgrenet alkyl med 1-4 éarbonatomer, forekommer en til-

svarende anion.

Foretrukne detergenter (i det felgende ogsi betegnet acceleratorrea-
genser) med formlen I, er N,N-dimethyl-decylamin, N,N-dimethyl-do-
decylamin, N,N-dimethyl-tetradecylamin, N,N-dimethyl-hexadecylamin,
didecyldimethylammoniumchlorid, dodecyltrimethylammoniumchlorid,
dodecyltrimethylammoniumbromid, dodecylethyldimethylammoniumbromid,
dodecylpyridiniumchlorid, tetradecyltrimethylammoniumbromid samt N,N-
dimethyldodecylaminoxid. Et sarligt foretrukket detergent med den

almene formel I er dodecylethyldimethylammoniumbromid.
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1 forste aspekt angir den foreliggende opfindelse prevesat til be-
stemmelse af totalbilirubinindhold i en biologisk preve, hvilket

prevesat omfatter en beholder, som indeholder en vandig oplesning af

al) en eller flere detergenter
2) en aromatisk aminoforbindelse, der ved hjzlp af nitrit
lader sig omdanne til en ved bestemmelse af bilirubinind-
hold sadvanlig diazoniumforbindelse,
3) en stark syre,
og en beholder, som indeholder

b) en vandig nitritoplesning,

hvilket prevesat er ejendommelig ved, at detergenterne har den almene

formel I

hvor Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med 10-16 carbona-
tomer, Ry er oxygen eller ligekadet eller forgrenet alkyl med
1-4 carbonatomer; R3, ndr n = 0, er hydrogen eller ligekadet
eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller - (CHy-CHj-
0)xH, hvor x er et helt tal fra 1 til 5, Ry, nAr n = 1, og Ry
er oxygen, er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbona-
tomer eller- (CHp-CH9-O) H, hvor X er et helt tal fra 1-5,
Ry, ndr n = 1, og Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med
1-4 carbonatomer, er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4
carbonatomer; R,, nar n = 0, er hydrogen eller ligekadet

eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller -(CHy-CHp-
0)4H, hvor x er et helt tal fra 1-5, R4, ndr n = 1, og Ry er
oxygen, er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbon
atomer eller -(CHp-CHp-0)4H, hvor X er et helt tal fra 1-5,
R4, nar n = 1, og Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-
4 carbonatomer, er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-10
carbonatomer; eller Ry, Ry og R, tilsammen med nitrogenatomet

danner en pyridiniumgruppe, idet der i dette tilfazlde, samt i
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tilfalde, hvor n = 1, og Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl

med 1-4 carbonatomer, forekommer en tilsvarende anion,

I et andet aspekt angar den foreliggende opfindelse et prevesat til
bestemmelse af totalbilirubin i en biologisk preve, hvilket prevesat

indeholder

a) ét eller flere detergenter med den almene formel I,
b) en ved bilirubinbestemmelse sadvanlig diazoniumforbindelse og

c) en stark syre.

I de ovennavnte provesazt er detergentet med den almene formel I
fortrinsvis til stede i en koncentration pa 0,25-10%, isar i en

koncentration pa 1-3%.

Den aromatiske aminoforbindelse er fortrinsvis til stede i en koncen-

tration pa 0,5-40 mM, iszr en koncentration pa 1-30 mM.

Som foretrukne starke syrer kommer amidosvovlsyre, saltsyre samt

svovlsyre i betragtning.

Koncentrationen af amidosvovlsyre ligger fortrinsvis i omradet 0,025-
1 M, isar i omradet 0,10-0,25 M, og blandingen af indholdet i de to

beholdere har fortrinsvis en pH-vardi pa 1-3.

Ved anvendelse af saltsyre er koncentrationen fortrinsvis i omradet
0,01-0,5 M, isar i omradet 0,05-0,2 M, og blandingen af indholdet af

de to beholdere har fortrinsvis en pH-verdi pa 1-3.

Ved anvendelse af svovlsyre ligger koncentrationen fortrinsvis i om-
radet 0,01-0,5 M, isar i omradet 0,05-0,25 M, og blandingen af ind-

holdet af de to beholdere har fortrinsvis en pH-verdi pa 1-3.

Den aromatiske aminoforbindelse, der ved hjalp af nitritoplesningen
lader sig omsatte til den tilsvarende diazoniumforbindelse, er for-
trinsvis 4-aminobenzensulfonsyre, 2,4- eller 2,5-dichloranilin,

4-nitroanilin, 2-methoxy-4-nitroanilin eller 2-methoxy-5-nitroanilin.
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Den ovennavnte nitritoplesning har fortrinsvis en koncentration pa

4-100 mM.

For sa vidt prevesattet allerede indeholder den fardige diazoniumfor-
bindelse, drejer det sig her fortrinsvis om diazoteret aminobenzen-

sulfonsyre eller diazoteret 2,3- eller 2,5-dichloranilin eller diazo-
teret 4-nitroanilin eller 2-methoxy-4-nitroanilin eller 2-methoxy-5-

nitroanilin.

Koncentrationen af diazoniumforbindelse i den vandige oplesning
ligger fortrinsvis i omradet 0,10-5,0 g/1, isar i en koncentration pa

0,15-3,0 g/1.

De foretrukne detergenter med den almene formel I er allerede omtalt
indledningsvis, idet dog hertil kan bemzrkes, at substituenterne Rj

og R4 i den almene formel I fortrinsvis har samme betydning.

I et tredje aspekt angar den foreliggende opfindelse et stabiliseret
eller lyofiliseret reagens til brug ved fremstilling af prevesattet,
hvilket prevesat indeholder diazoteret aminobenzensulfonsyre, diazo-
teret 4-nitroanilin, 2-methoxy-4-nitroanilin, 2-methoxy-5-nitroani-
lin, 2,4-dichloranilin eller 2,5-dichloranilin, samt ét eller flere

detergenter med den almene formel I.

I et fjerde aspekt angar den foreliggende opfindelse en fremgangsmade
til bestemmelse af totalbilirubinindhold i en biologisk preve ved

diazometoden ved stark sur pH, hvilken fremgangsmidde er ejendommelig
ved, at der anvendes ét eller flere‘detergenter med den almene formel

I.

I et femte aspekt angar den foreliggende opfindelse anvendelse af et
detergent med den almene formel I ved en fremgangsmiade til bestem-
melse af totalbilirubinindhold ved diazometoden ved stark sur pH i en

biologisk preve.

I et sjette aspekt angar den foreliggende opfindelse en fremgangsmide
til bestemmelse af totalbilirubinindhold i en biologisk preve ved

diazometoden ved stark sur pH og ved autoblanking-metoden, hvilken
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fremgangsmide er ejendommelig ved, at der anvendes ét eller flere

detergenter med den almene formel I.

Afbildning 1 viser linearitetsundersegelser med et hsjkoncentreret

bilirubinkontrolserum (se eksempel 1 for narmere detaljer).

Afbildning 2 viser kinetik for reaktionen med en fortyndingsrzkke af

kontrolserumblanding (se eksempel 3 for nzrmere detaljer).

Afbildning 3 viser overensstemmelse med kontrolsera (se eksempel &

for narmere detaljer).

Afbildning 4 viser kinetik for reaktionen med en fortyndingsrakke af

kontrolserumblanding (se eksempel 5 for narmere detaljer).

Afbildning 5 viser recovery-undersegelser med kontrolserumblandinger

(se eksempel 7 for narmere detaljer).

Afbilning 6 viser linearitetsundersogelser med hejkoncentreret bi-

lirubinserum (se eksempel 8 for narmere detaljer).

Opfindelsen illustreres ved nedenstiende eksempler.

EKSEMPEL 1
- Reagensoplesninger:

Reagensoplesning 1 indeholder 20 g dodecylethyldimethylammoniumbromid
og 5,195 g sulfanilsyre oplest i 1 liter 0,05N saltsyre. Reagens 2 er
en 6,25 mM vandig natriumnitritoplesning. Reagens 1 blandes med
reagens 2 1 forholdet 5:1. Efter 1 minut ved stuetemperatur er reak-

tionsblandingen klar til brug.
- Testgennemforelse pi Cobas-Bio®

Brugsreagenset blandes med serum eller bilirubinstandard ved en for-

udbestemt temperatur (25°C, 30°C eller 37°C) i forholdet 17,5:1.
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Ekstinktionen males ved 550 nm efter nsjagtig 4,5 sekunder og igen

efter 304,5 sekunder.
- Beregning:

- ved sammenligning af ekstinktionsdifferencen med en bi-

5 lirubinstandard eller et kontrolserum:
(E9P-E4P)-RL
x bilirubinkoncentration (S)

(EoS-EqS)-RL

10 P

prove

standard eller kontrolserum.

[72]
!

Reagensblindvardi (RL) males systematisk pd instrumentet

og trazkkes fra.

- ved faktor: mg/dl = 18,09 x AE
15 : pmol/1 = 309 =x AE

Afbildning 1 viser linearitetsundersegelsen med et hejkoncentreret

bilirubinkontrolserum (42,8 mg/dl).

EKSEMPEL 2

- Reagensoplesning

20 Jfr. eksempel 1
- Testgennemferelse: manuel fremgangsmade

I kuvetter (lysvej 1 cm) blev reagensoplesningerne pipetteret pa
felgende made:
Analyse (A) Analyseblindvardi (AL)
25 - Reagensoplesning 1 - 1,0 ml
- Reagensblanding 1,0 ml -
- Preve 0,10 ml 0,10 ml
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Der blandes grundigt, hvorefter blandingen henstilles i 10 minutter
ved stuetemperatur. I de derefter folgende 60 minutter miles provens

ekstinktion mod analyseblindvardien ved 546 nm eller 550 nm.

Med frisk reagensblanding (1 dag ved stuetemperatur eller 5 dage ved

4°C) kan reagensblindvaerdien udelades.

- Bedommelse

Ved sammenligning af ekstinktionsforskellen med bilirubinstandard

eller kontrolserum:

E(A)-E(AL)
X bilirubinkoncentration (S)
E(S)-E(SL)
- ved faktor = 12,4 x AE (mg/dl)
212 x AE (pmol/l1)
EKSEMPEL 3
- Reagenser

- Lyofiliseret diazoreagens

I en 25 mM vandig amidosvovlsyreoplesning opleses felgende i den an-

givne rakkefslge:

4 g D-mannit
1 g dextran 32 og

2,4 g diazoteret sulfanilsyre-tetrafluorboratsalt.

Oplesningen fyldes op til 1 liter og fordeles i 3 ml-portioner til
lyofilisering. Nar temperaturen i lyofilisatoren nar ~40°C, indstil-
les vakuumet (0,01 mm Hg). Derefter varmes pladerne til 10°C under
vakuum i ca. 16 timer. Til sidst terres lyofilisatet i 2 timer ved

20°C under vakuum.
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- Acceleratorreagens

Til en 0,25M vandig amidosvovlsyreoplesning sattes der felgende i den

angivne razkkefolge:

75 ml dodecyldimethylaminoxid (30% vandig oplesning)
1 g methylparaben og

25 g D-mannit.
Oplesningen fyldes op til 1 liter.

Oplesningen kan anvendes som flydende reagens eller, som ovenfor,

lyofiliseres efter fordeling i 6 ml-portioner.

- Brugsreagenser

Det lyofiliserede diazoreagens opleses i 3 ml deioniseret vand. For
sd vidt acceleratorreagenset er lyofiliseret, opleses det i 6 ml

deioniseret vand.
- Testudferelse pa Cobas Bio®

Acceleratorreagensoplesningen blandes med en serumpreve (P) eller en
bilirubinstandard (S) ved en forudbestemt temperatur (25°C, 30°C
eller 37°C) i forholdet 12,5:1. Efter en inkubationstid pa 10 sek-
under méles ekstinktionen ved 550 nm (= analyseblindverdi). Derefter
szttes der 40 pl diazoreagensoplesning til kuvetten, og ekstinktionen

aflases efter 1 sekund og igen efter 301 sekunder.

- Bedemmelse

Ved sammenligning af ekstinktionsdifferencen med en bilirubinstandard

eller med et kontrolserum:

(EgP-E{P)-AL-RL

x bilirubinkoncentration (S)

(E9S-E{S)-SL-RL
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P = prove

S = standard

AL = analyseblindvardi, SL = standardblindvardi

RL = reagensblindvardi milt systematisk pa instrument og

trukket fra.

- ved faktor: 16,10 x AE for mg/dl
275 x AE for pmol/l

- Afbildning 2: Kinetik for reaktionen med en fortyndingsrakke af

kontrolserumblanding (40,4 mg bilirubin/dl).

EKSEMPEL 4
- Reagenser

- Lyofiliseret diazoreagens og

- acceleratorreagens jfr. eksempel 3
- Brugsreagenser jfr. eksempel 3
- Testudferelse: manuel fremgangsmade

I kuvetter (lysvej 1 cm) pipetteres reagensoplesningerne ved stuetem-

peratur pd felgende made:

- prove eller standard: 0,10 ml

- acceleratorreagensoplesning: 1,00 ml

Der blandes grundigt, og ekstinktion (E1) ved 546 nm eller 550 nm

afleses mod vand.
- diazoreagensoplesning: 0,20 ml

Der blandes grundigt, og efter 6 minutter aflzses ekstinktionen (Ej)

mod vand.
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- Bedemmelse

- Ved sammenligning af ekstinktionsforskellen med en bilirubinstan-

dard eller med et kontrolserum:

EoP-E1P
x bilirubinkoncentration (S)
E9S-E4S
- ved faktor: 16,3 x AE (mg/dl)

279 x AE (pmol/l)

- Afbildning 3: Rigtighed over for kontrolsera (koncentration 1

mg/dl).

EKSEMPEL 5

Reagenser

- Lyofiliseret diazoreagens og

- acceleratorreagens jfr. eksempel 3

- Brugsreagenser

- For si vidt acceleratorreagenset er lyofiliseret, opleses det i

6 ml deioniseret vand.

- Diazoreagenset opleses i 18 ml acceleratorreagensoplesning.

Testudferelse pa Cobas Bio®

Brugsreagenset blandes med serum eller bilirubinstandard ved en
forudbestemt temperatur (25°C, 30°C eller 37°C) i forholdet 17,5:1.
Ekstinktionen méles efter nejagtigt 4,5 sekunder ved 550 nm og igen

efter 304,5 sekunder.
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- Bedemmelse:

- Sammenligning med ekstinktionsforskel, jfr. eksempel 3
- Med faktor = 16,80 x AE (mg/dl)
287 =x AE (pmol/l).

It

- Afbildning 4:

Reaktionens kinetik med fortyndingsrzkken af en kontrolserumblanding

(40,4 mg/dl).

EKSEMPEL 6

- Reagenser, jfr. eksempel 5.

- Testudforelse: (manuel fremgangsmade)

I kuvetter (lysvej 1 cm) pipetteres de nedenfor angivne oplesninger

ved stuetemperatur pa felgende made:

Analyse (A) Analyseblindvardi (AL)

- Acceleratorreagensoplesning - 1,0 ml
- Brugsreagensoplssning 1,0 ml -
- Serum eller standard 0,10 ml 0,10 ml

Der blandes grundigt, hvorefter efter 6 minutter ekstinktionen mod

ekstinktion (AL) aflases ved 546 nm eller 550 nm.

For hver serie miles der en reagensblindvardi (brugsreagensoples-

ning).
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- Bedommelse

- Ved ekstinktionsforskel med en standard

E(A)-E(AL)-RL

x bilirubinkoncentration (S)

E(S)-E(SL)-RL

med faktor: 13,20 x AE (mg/dl)
226 x AE (umol/1).

EKSEMPEL 7
- Lyofiliseret monoreagens

I en 0,333M vandig amidosvovlsyreoplesning tilsazttes og blandes der

folgende i den angivne razkkefelge:
60 g dodecylethyldimethylammoniumbromid
3 g dextran 32 og

1 g diazoteret sulfanilsyre-tetrafluorboratsalt.

Oplesningen fyldes op til 1 liter og fordeles i 2 ml-portioner til

lyofilisering. Lyofiliseringen udferes som beskrevet i eksempel 3.

- Brugsreagens:

Lyofilisatet opleses i 6 ml deioniseret vand. Dette reagens er sarlig

anvendeligt til analyseautomater.
- Testudferelse pai Cobas Bio®

som beskrevet i eksempel 1.
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- Bedommelse:

- ved sammenligning med standard eller kontrolserum, jfr. ek-

sempel 1
- ved faktor: 16,95 x AE (mg/dl)
290 x AE (umol/l1).

- Afbildning 5: Recovery-undersegelser med kontrolserumblandinger
(23-366 pmol/l).
EKSEMPEL 8
Lyofiliseret monoreagens med diazoteret 2,4-dichloranilin

- Lyofiliseret monoreagens

I en 0,333 vandig amidosvovlsyreoplesning tilsattes der og blandes

der felgende i den navnte rakkefolge:
30 g dodecylethyldimethylammoniumbromid
6 g dextran 32 og
1,4 g diazoteret 2,4-dichloranilin stabiliseret med naph-

thalendisulfonsyrenatriumsalt.

Oplesningen fyldes op til 1 liter og fordeles i 2 ml-portioner til
lyofilisering (jfr. eksempel 3).

- Brugsreagens
Lyofilisatet opleses i 6 ml deioniseret vand.
- Testudferelse pid Cobas Bio®

som beskrevet i eksempel 1.
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- Bedemmelse:

- ved sammenligning med standard eller kontrolserum som

beskrevet i eksempel 1
- med faktor: 19,80 x AE (mg/dl).
- Afbildning 6:
Linearitetsundersegelse med et hgjkoncentreret bilirubinkontrolserum
(37,7 mg/dl).
EKSEMPEL 9

Lyofiliseret monoreagens med diazoteret 2,5-dichloranilin

- Lyofiliseret monoreagens

I en 0,333M vandig amidosvovlsyreoplesning tilsattes og blandes der

felgende i navnte rakkefslge:
30 g dodecylethyldimethylammoniumbromid
6 g dextran 32 og
1,4 g diazoteret 2,5-dichloranilin stabiliseret med naph-

thalendisulfonsyrenatriumsalt.

Oplesningen fyldes op til 1 liter og fordeles i 2 ml-portioner til

lyofilisering (jfr. eksempel 3).

- Brugsreagens

Lyofilisatet opleses i 6 ml deioniseret vand.

- Testudferelse pad Cobas-Bio®

Brugsreagenset blandes med serum eller bilirubinstandard ved 25°C i

forholdet 17,5:1. Ekstinktionen miles ved 550 nm efter nejagtig 4,5

sekunder og igen efter 304,5 sekunder.
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- Bedemmelse
- ved sammenligning af ekstinktionsforskellen med en bili-
rubinstandard eller et kontrolserum
- ved faktor: mg/dl = 21,11 x AE
pmol/1 = 361 x AE.

EKSEMPEL 10

Lyofiliseret monoreagens med 4-nitrobenzendiazonium-tetrafluorborat-

salt.
- Lyofiliseret monoreagens

I en 0,333M vandig amidosvovlsyreoplesning tilsattes og blandes der

folgende i navnte rakkefslge:
54 ml dodecyldimethylamin
6 ‘g dextran 32 og

0,6 g 4-nitrobenzendiazonium-tetrafluorboratsalt.

Oplesningen fyldes op til 1 liter og fordeles i 2 ml-portioner til

lyofilisering (jfr. eksempel 3).
- Brugsreagens
Lyofilisatet opleses i 6 ml deioniseret vand.
- Testudfsrelse pid Cobas-Bio®
Testudferelsen udferes som i eksempel 9.
- Bedemmelse
- ved sammenligning af ekstinktionsforskellen med en bili-
rubinstandard eller et kontrolserum

- ved faktor: mg/dl = 18,44 x AE
pmol/1 = 315,1 x AE.
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PATENTKRAV

1. Provesat til bestemmelse af totalbilirubinindhold i en biologisk

preve, hvilket prevesazt omfatter en beholder, som indeholder en

vandig oplesning af

al) en eller flere detergenter
2) en aromatisk aminoforbindelse, der ved hjzlp af nitrit lader sig
omdanne til en ved bestemmelse af bilirubinindhold sadvanlig
diazoniumforbindelse,

3) en stark syre,

"og en beholder, som indeholder

b) en vandig nitritoplesning,

kendetegnet ved, at detergenterne har den almene formel I

(Ro)p, R

v
RNy

Ry -

hvor Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med 10-16
carbonatomer, Ry er oxygen eller ligekadet eller forgrenet
alkyl med 1-4 carbonatomer; R3, ndr n = 0, er hydrogen
eller ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer
eller- (CHy-CHy-O)4H, hvor x er et helt tal fra 1 til 5,
Ry, ndr n = 1, og Ry er oxygen, er ligekadet eller for-
grenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller -(CHy-CHp-0).H,
hvor x er et helt tal fra 1-5, R3, nar n = 1, og Ry er
ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer, er
ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer; Ry,
nar n = 0, er hydrogen eller ligekadet eller forgrenet
alkyl med 1-4 carbonatomer eller- (CHy-CHp-0)4H, hvor x er
et helt tal fra 1-5, R4, ndr n = 1, og Ry er oxygen, er
ligekzdet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer eller
-(CHp-CHy-0)4H, hvor x er et helt tal fra 1-5, R4, nar n =
1, og Ry er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-4 carbo-
natomer, er ligekadet eller forgrenet alkyl med 1-10
carbonatomer; eller Ry, R3 og Ry tilsammen med nitrogen-

atomet danner en pyridiniumgruppe, idet der i dette til-
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falde, samt i tilfalde, hvor n = 1, og Ry er ligekadet
eller forgrenet alkyl med 1-4 carbonatomer, forekommer en

tilsvarende anion.

2. Provesat til bestemmelse af totalbilirubinindhold i en biologisk
preve,

kendetegnet ved, at det indeholder

a) ét eller flere detergenter med den almene formel I,

b) en ved bilirubinbestemmelse sadvanlig diazoniumforbindelse og

c) en stark syre.

3. Provesat ifelge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at detergentet med den almene formel I er

i en koncentration pa 0,25-10%.

4. Provesat ifelge krav 3,
kendetegnet ved, at detergentet med den almene formel I er

i en koncentration pa 1-3%.

5. Provesat ifslge krav 1,
kendetegnet ved, at den aromatiske aminoforbindelse er i

en koncentration pa 0,5-40 mM.

6. Prevesat ifelge krav 5,
kendetegnet ved, at den aromatiske aminoforbindelse er i

en koncentration pa 1-30 mM.

7. Provesat ifslge krav 1 eller 2,

kendetegnet ved, at den starke syre er amidosvovlsyre.

8. Prevesat ifelge krav 7,

kendetegnet ved, at amidosvovlsyren er i en koncentration
P& 0,025-1M, og at blandingen af indholdet af de to beholdere har en
pH-vardi pa 1-3.

9. Preovesat ifelge krav 8,

kendetegnet ved, at amidosvovlsyren er i en koncentration
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pa 0,10-0,25M, og at blandingen af indholdet af de to beholdere har
en pH-verdi pa 1-3. ’

10. Provesat ifelge krav 1 eller 2,

kendetegnet ved, at den starke syre er saltsyre.

11. Provesat ifelge krav 10,

kendetegnet ved, at saltsyren er i en koncentration pa
0,01-0,5M, og at blandingen af indholdet af de to beholdere har en
pH-vaerdi pa 1-3.

12. Prevesat ifelge krav 11,
kendetegnet ved, at saltsyren er i en koncentration pa

0,05-0,2M, og at blandingen af indholdet af de to beholdere har en
pH-verdi pa 1-3.

13. Prevesat ifelge krav 1 eller 2,

kendetegnet ved, at den starke syre er svovlsyre.

14. Prevesat ifelge krav 13,
kendetegnet ved, at svovlsyren er i en koncentration pa

0,01-0,5M, og at blandingen af indholdet af de to beholdere har en
pH-verdi pa 1-3.

15. Prevesat ifelge krav 14,
kendetegnet ved, at svovlsyren er i en koncentration pi

0,05-0,25M, og at blandingen af indholdet af de to beholdere har en
pH-vardi pa 1-3.

16. Prevesazt ifelge krav 2,

kendetegnet ved, at diazoniumforbindelsen er i en kon-

centration pa 0,10-5,0 g/1.

17. Prevesazt ifelge krav 16,

kendetegnet ved, at diazoniumforbindelsen er i en kon-

centration pa 0,15-3,0 g/l.
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18. Prevesat ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at nitritoplesningen er i en koncentra-
tion pa 4-100 mM/1.

19. Prevesat ifelge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at substituenterne R3 og R4 1 den almene

formel I har samme betydning.

20. Provesat ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at den aromatiske aminoforbindelse er 4-
aminobenzensulfonsyre, 2,4- eller 2,5-dichloranilin, 4-nitroanilin,

2-methoxy-4-nitroanilin eller 2-methoxy-5-nitroanilin.

21. Provesat ifelge krav 2,

kendetegnet ved, at diazoniumforbindelsen er diazoteret
aminobenzensulfonsyre eller diazoteret 2,4- eller 2,5-dichloranilin
eller diazoteret 4-nitroanilin eller 2-methoxy-4-nitroanilin eller 2-

methoxy-5-nitroanilin.

22. Provesat ifslge et hvilket som helst af kravene 1-21,

kendetegnet wved, at detergentet med den almene formel I er

N,N-dimethyl-decylamin,
N,N-dimethyl-dodecylamin,
N,N-dimethyl-tetradecylamin,
N,N-dimethyl-hexadecylamin,
didecyldimethylammoniumchlorid,
dodecyltrimethylammoniumchlorid,
dodecyltrimethylammoniumbromid,
dodecylethyldimethylammoniumbromid,
dodecylpyridiniumchlorid,
tetradecyltrimethylammoniumbromid eller

N,N-dimethyldodecylaminoxid.

23. Anvendelse af et stabiliseret og lyofiliseret reagens til brug
ved fremstilling af provesattet ifelge krav 2,
kendete g ne t  ved, at det indeholder diazoteret aminoben-

zensulfonsyre, diazoteret 4-nitroanilin, 2-methoxy-4-nitroanilin,
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2-methoxy-5-nitroanilin, 2,4-dichloranilin eller 2,5-dichloranilin
samt ét eller flere detergenter med den almene formel I ifelge krav

1.

24. Anvendelse ifelge krav 23,

kendetegnet ved, at detergentet med den almene formel I er

N,N-dimethyldodecylaminoxid,
N,N-dimethyldodecylamin,
dodecylethyldimethylammoniumbromid,
dodecyltrimethylammoniumbromid,
tetradecyltrimethylammoniumbromid eller

dodecylpyridiniumchlorid.

25. Fremgangsmdde til bestemmelse af totalbilirubinindhold i en
biologisk preve efter diazometoden ved starkt. sur pH,

kendetegnet ved, at der anvendes et prevesat ifelge krav

1.

26. Fremgangsmade til bestemmelse af totalbilirubin i en biologisk

preve efter diazometoden ved starkt sur pH,

kendetegnet ved, at der anvendes et prevesat ifelge krav

22.

27. Fremgangsmade til bestemmelse af totalbilirubin i en biologisk

prove efter diazometoden ved starkt sur pH og efter auto-blan-

kingmetoden,

kendetegnet ved, at der anvendes et provesat ifelge krav

1, fortrinsvis ét eller flere detergenter ifelge krav 22.

28. Anvendelse af et provesazt ifelge krav 1 ved en fremgangsmide til
bestemmelse af totalbilirubin efter diazometoden ved starkt sur pH i

en biologisk preve.

29. Anvendelse af et prevesat ifelge krav 22 ved en fremgangsmide til
bestemmelse af totalbilirubin efter diazometoden ved starkt sur pH i

en biologisk preve.
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Afbildning 1

AE 550 nm
S ooV nm

2.7 L
2.4 B
2.1 5
1.8 -
1.5 5
1.2 L
.9 5
.6 .

3 .

42,8 mg/dl
(732 pmol/1)
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Manuel metode:

Afbildning 3

DK 165765 B

Overensstemmelse med kontrolsera

Kontrolsera Ang%yet vaerdi Resultat
N <Roche> P 1833 1.2-1.4-1.6 1.50
P <Roche> E 0641 3.0 - 3.2 - 3.4 3.20
Moni-Trol I-E LTD 205 1.35- 1.46- 1.57 1.46
Moni-Trol II-E PTD 103 3.6 - 3.9~ 4.3 k.10
Validate N 4993073 0.96~ 1.20- 1.k 1.16
Validate A 14662033 3.40- L.20- 5.00 L.sk
BIT 969 R 18.6 -20.L -22.2 20.20
Kontrollogen 613412 17.2 -20.2 -23.2 19.ko
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DK 165765 B

(Diazoteret 2,4-dichloranilin)

Afbildning 6

550 nm
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Fortynding i % = 37,7 mg/dl
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