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Disclosure belangen

• Geen (potentiële) belangenverstrengeling



Inleiding - casus

• Neonaat vanuit 1
e

lijn

• Mogelijke wissel, totaal bili 435 µmol/L, WT-grens 

420 µmol/L

• Geen plek, doorverwijzing elders, bili 387 µmol/L

• Intensieve fototherapie en ontslag na 1 dag

• Controle bili Rijnstate: 380 µmol/L

• Heropname elders, bili 304 µmol/L

Forse discrepanties in totaal bilirubine met 

gevolgen voor klinisch beleid



Methodeverschillen

• Roche Cobas vs Siemens Atellica

• Totaal bilirubine: diazo vs vanadaat oxidase assay

Overgang Roche  Siemens in Rijnstate

• Verificatie OK

• Echter, na implementatie:

• Neonatologen: soms alle FT-lampen in gebruik

• Toename onderzoek AB0-antagonisme

• Cases
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Gemiddelde bias

Neonaten (n=72): +17,4%

Volwassenen (n=33): +3,7%

Oostendorp et al, Arch Pathol Lab Med, 2023 (accepted)



SKML Neonatale bilirubine

2021.3

Oostendorp et al, Arch Pathol Lab Med, 2023 (accepted)



Effect op FT behandeling

• Analyse opname en FT obv HiX data met CTcue software

Oostendorp et al, Arch Pathol Lab Med, 2023 (accepted)



Speelt bij meerdere methoden

• Voorbeeld 2

• Radiometer ABL bili 337 µmol/L

• Abbott Architect bili 407 µmol/L

• Voorbeeld 3

• Abbott Architect bili 360 µmol/L

• Roche Cobas bili 280 µmol/L

• Siemens Atellica bili 338 µmol/L

Co-oximetrie

Diazo

Diazo

Diazo

Vanadaat



Historie in NL – 2010

- Geen standaardisatie

- Abbott en Roche grootste interlab CV (mogelijk ivm 

herstandaardisatie beide methoden)

- Beckman-Coulter en Siemens/Bayer relatief hoog

Cobbaert et al. Clin Chem 2010



Historie in NL – 2019 en 2020

• Verbetering interlab CV (overall 3 – 6%)

• Opvallende verschuiving assays tov ref method

Hulzebos et al. Pediatr Res 2021



De bilirubine assay - historie

• Diazo reactie van Ehrlich – 1884

• Direct vs totaal bili door Hijmans vd Bergh - 1915



Beschrijving in NTvG 1901



Diazo volgens Doumas

• Gebaseerd op Jendrassik-Gróf principe (1983)

• Caffeïne-benzoate accelerator

• Diazo reactie, vorming azobilirubine

• Alkalische tartraatoplossing

• Meten bij 598 nm

• NIST SRM 916a als standaard

• Gebaseerd op specifieke extinctie coëfficiënt (e) van 

azopigmenten

• Hog bile bilirubin

Doumas et al. Clin Chem 1985



Referentiemethode Hannover

• Doumas methode

• Resultaten gebaseerd op e ipv kalibrator

• Zonder SRM 916a

• Niet meer beschikbaar

• Bevat 2 andere isomeren



Diazo vs vanadaat oxidase

Ngashangva et al. J Pharm Biomed Anal 2019

Meting 

rode kleur 

azobilirubine

Meting 

gele kleur 

bilirubine



Wat meten we eigenlijk?

Ngashangva et al. J Pharm Biomed Anal 2019

a b

gd



Isomeren ongeconjugeerde bili

Stereo isomeren Structurele isomeren

(lumibilirubines)

Fevery et al. Liver Int 2008



Foto-isomeren bij neonaten

Neonaat

+ FT

SRM

Volwassene

Neonaat

‒ FT

Heem

McDonagh et al. Pediatrics 2006

27%





Hoe zit het met de FT en WT grenzen?

• AAP richtlijn 2004: Bhutani 1999 + andere studies

• Bhutani: Hitachi 747 analyzer, diazo methode

• Echter, getallen ook al in AAP richtlijn 1994



AAP Guideline 2022

• Grenzen verhoogd met 1 of 2 mg/dL (17 of 34 µmol/L)

• Gebaseerd op andere risico afweging en expert opinion

• Geen info over analytische methoden en verschillen

Kemper et al. Pediatrics 2022



Bilirubine assays in NL

• Enquête september 2022

• Respons 90%

Aantal van Type analyzer

Abbott Architect

Beckman Coulter AU

Beckman Coulter DxC

Leica

Pfaff Bilimeter

Radiometer ABL

Roche Cobas

Siemens Advia

Siemens Atellica

Aantal van Type assay

Diazo met
dichloroanaline

Diazo met sulphanilic
acid

Dichlorophenyl
diazonium (DPD)

Spectrofotometrie

Vanadate oxidase



Herleidbaarheid kalibrator

Assay Ja Nee

Abbott Architect 4

Beckman Coulter AU 2

Beckman Coulter DxC 2

Leica 1

Pfaff Bilimeter 2

Radiometer ABL 3 4

Roche Cobas 23 15

Siemens Advia 2

Siemens Atellica 6

Siemens Dimension 1 1

TOTAAL 43 23

Is de assay herleidbaar naar een hogere orde standaard?

Informatie uit IFU mbt

herleidbaarheid is 

vermoedelijk onduidelijk



Wat staat er in de IFU?

Roche Cobas

Abbott Architect

Beckman AU

Siemens Atellica

Radiometer ABL90

Feb 2023: herstandaardisatie kalibrator met NIST 

SRM 916b  bias omlaag



Correctiefactoren

Gebruikt u een correctiefactor?

Assay Ja Nee

Abbott Architect 4

Beckman Coulter AU 2

Beckman Coulter DxC 2

Leica 1

Pfaff Bilimeter 2

Radiometer ABL 2 5

Roche Cobas 3 35

Siemens Advia 2

Siemens Atellica 4 2

Siemens Dimension 2

TOTAAL 12 54

Helling Asafsnede

Leica 0,91 -1,8

Radiometer ABL 1,04

(1,03 – 1,04)

0

Roche Cobas 1,05

(1,03 – 1,09)

0

Siemens Advia 0,87

(0,85 – 0,88)

0

Siemens Atellica 0,85

(0,82 – 0,86)

0

Gemiddelde factoren (range)



Correctiefactoren

• 18% corrigeert neonatale bili (12/66)

• 8 deelnemers corrigeren alle resultaten

• 4 deelnemers corrigeren alleen neonaten

• Hoe is de factor vastgesteld?

• SKML klinische chemie bloed

• SKML klinische chemie bloed + interne QC

• SKML klinische chemie bloed + eigen methodevergelijk

• SKML neonatale bili

• SKML neonatale bili + SKML klinische chemie bloed

• SKML neonatale bili + eigen methodevergelijk



Hoe nu verder?

• Oprichting landelijke werkgroep

• Doel: harmonisatie totaal bilirubine neonaten



Acties werkgroep

• Overzicht bilirubine assays in NL enquête

• Onderzoek assay verschillen met neonataal materiaal

• Analyse SKML data

• Commuteerbaar EQA materiaal ontwikkelen

• Deelname aan IFCC werkgroep (2 leden)



Tipje van de sluier

• Natief neonataal materiaal

• Voor, tijdens en na FT

• Restmateriaal WT  toekomst als EQA?

• Pilot rondzending in NL

• Alle grote platforms in duplo

• Referentiemethode Hannover

• LC-MSMS en HPLC voor isomeren

• SKML neo bili samples en NIST SRM 916b



Samengevat

• Totaal bilirubine assays zijn niet geharmoniseerd

• Onduidelijkheid over

• Measurand verschillende assays

• Effect stereo- en foto-isomeren

• Herkomst behandelgrenzen en relatie tot huidige 

assays

• Consequenties voor behandeling neonaten

• (Inter)nationale initiatieven voor harmonisatie

• Gebruik neonatale monsters bij verificatie



Dankwoord

Contact: 

moostendorp@rijnstate.nl

MCA lab Winterswijk

Cas Weykamp

Hans vd Vuurst

Marieke te Winkel

Werkgroep neonatale bilirubine

Miranda van Berkel

Christian Hulzebos

Marieke Frasa

Jenny Kootstra

Christa Cobbaert

Paul Schenk

Jolande Vis

Andrei Tintu

Christian Schoenmakers

Lauren Westenberg

Iedereen die de enquête heeft ingevuld

Analisten Radboudumc, UMCG en 

RHMDC (LangeLand) voor verzamelen 

neonatale monsters





Kittanakom et al. CCLM 2023



IIIa, IXa en XIIIa bilirubine

• Van nature komt vooral het IXa isomeer voor

• Andere 2 isomeren ontstaan waarschijnlijk bij isolatie en 

zuivering van commerciële bilirubine preparaten



Verschillen tussen diazo assays

Abbott Architect

Beckman AU

Roche Cobas

Siemens Dimension





Itoh et al. Pediatr Int 2017



• Measurand: definitie volgens BIPM


