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POUZITI

Souprava Vapnik 600 A se pouziva ke kvantitativnimu stanoveni koncentrace

vapenatych iontli v séru a moci.

SOUHRN

V lidském organismu je véazana pievdznd cast vapniku v kostni tkdni ve formé
hydroxyapatitu. Tato forma vyskytu vapniku slouzi jako zasoba pro extracelularni potiebu
organismu. Zbytek vapniku je obsaZen v extracelularni tekutin€, nebot’ koncentrace vapniku
Vv buiikdch je velmi nizkd. Denni pfijem vapniku je asi 25 mmol (1g). V plasmé se necela
polovina véapniku vaze na bilkoviny, pfedev§sim na albumin. Tato ¢ast vapniku je oznacovéana
jako nedifuzibilni, nebot’ nemtiZe pronikat semipermeabilnimi membranami. Asi 6 % vapniku
je v plazmé¢ ve form¢ komplexnich sloucenin rozpustnych ve vodé (citrat, laktat, bikarbonat).
Asi 50 % celkového vapniku predstavuje ionizovany vapnik. Podil ionizovaného vapniku je
zavisly na pH krve, pfi zvySeni hodnoty pH dojde k poklesu ionizovaného véapniku. Ztraty
bilkovin, pfedevSim albuminu vedou k poklesu nedifuzibilniho vapniku. Koncentrace vapniku
V plazmé je zavisla na koncentraci anorganického fosforu. Zvyseni koncentrace fosforu ma za
nasledek snizeni koncentrace vapenatych iontl, jako disledek vzniku neionizovaného
fosforeCnanu vapenatého. Pro vlastni fyziologické procesy v organismu je rozhodujici
ionizovany vapnik. Koncentrace vapniku v plazmé je ovlivnéna sttevni malabsorpci, zménami
sekrece parathormonu a kalcitoninu, zménami v kostnim metabolismu. Mens$i ucinek na
metabolismus vapniku maji dal$i hormony jako kortizol a tyreoidalni hormony. Snizenou
koncentraci véapniku v plazm& oznaCujeme jako hypokalcemii. Tézka hypokalcemie
zpiisobuje kiece. ZvysSena koncentrace vapniku v plazmé& je oznacovana jako hyperkalcemie,

ktera mtze vést k poruse ledvin (nefrokalcinoza) a ke vzniku mocovych kamenii.

PRINCIP METODY

Vépenaté ionty reaguji v prostfedi imidazolového pufru pii pH=6,80 s Arsenazo Il za

vzniku stabilniho modrého komplexuz'S, jehoz barevna intenzita je linedrné¢ zavisla na

koncentraci vapenatych iontli. Absorpéni maximum barevného komplexu je pii 650 nm.
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SLOZENi SOUPRAVY

1 CHROMOGEN  6x100 ml: Imidazolovy pufr (pH=6,80)
Arsenazo |11
Stabilizatory
Detergenty

PRIPRAVA CINIDEL

1 CHROMOGEN je ptipraven k ptfimému pouziti.

STABILITA SOUPRAVY

1 CHROMOGEN je pti teploté 2 - 25 °C stabilni az do doby expirace.

POUZITY MATERIAL

100 mmol/I
0,116 mmol/I

Ke stanoveni se pouziva krevni sérum nebo mo¢. Sérum lze skladovat pfi teploté

2 - 8 °C 5 dni a pfi teploté¢ — 20 °C 6 mésicl. Moc Ize skladovat pfi teploté 2 - 8 °C 3 dny

a pfi teploté — 20 °C 6 mésict.

POSTUP ANALYZY
VZOREK [ul] STANDARD [ul] KONTR. VZOREK [pl]
SERUM 20 - -
STANDARD _ 20 —
1 CHROMOGEN 1000 1000 1000

Vse se promichd a za 2 min. se zmé&fi absorbance testu A; a standardu A, proti

kontrolnimu vzorku. M¢éfeni se provadi pii 650 nm (eventudlné 620 - 660 nm) v 10 mm

sklenénych kyvetach. V pfipad€ bichromatického méfeni se vedlejsi vinova délka nastavi na
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hodnotu 700 nm. Vzorky moce pted analyzou nafedime 2x destilovanou vodou a analyzujeme

jako sérum, vysledek analyzy nadsobime dvéma.

VYPOCET

A
fS (Ca[mmolll]) = Cg A_l
2

Cst — koncentrace Ca ve standardu ( mmol/l)

KALIBRACE A KONTROLA
Ke kalibraci se pouzivaji komeréné¢ dodavané kalibratory napiiklad LYONORM -

kalibrator firmy ERBA-LACHEMA. Ke kontrole 1ze pouzit kontrolni séra dodavana fadou
firem, napiiklad LYONORM HUM N a HUM P firmy ERBA-LACHEMA.

REFERENCNI INTERVAL

2,10 - 2,60 mmol/I
2,50 - 7,50 mmol/den®

Sérum, plazma

Moc

ZNAKY ANALYTICKE METODY

NEPRESNOST
Odhady neptesnosti v sérii a celkové nepiesnosti byly ziskdny méfenim na zakladé

protokolu EP5-A NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory Standards)’. Celkovy

pocet pozorovani byl N=80 u kazdého séra. Vysledky v tabulce jsou platné pro méfeni na

analyzatoru ADVIA 1650, Bayer.

Pramér Smérodatna odchylka Celkova | N
Vzorek mmol/I mmol/Il CV%

uvnitf mezi mezi celkova

série sériemi dny
Nizky sérovy pool 2,025 0,0330 0,0217 0,0146 0,0422 2,1 80
Vysoky sérovy pool | 2,921 0,0171 0,0069 0,0399 0,0439 15 80
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LINEARITA
Kvantitativni mira nelinearity stanoveni® vapniku je vyjadiena jako absolutni, popf.

relativni rozdil mezi polynomem druhého fadu a pfimkou prolozenou experimentalnimi daty
ve zvolenych bodech — viz nasledujici tabulka. Velikost tohoto rozdilu je obvykle
porovnavana s piesnosti dosahovanou u kontrolnich vzorkd. V rozsahu koncentraci vapniku
0,5 — 4,0 mmol/l je testovana nelinearita vyjadiena absolutni hodnotou maximaln¢ 0,035
mmol/l, coz v krajnich bodech pracovniho rozsahu kiivky pfedstavuje chybu 7,0 resp.
0,88%. V intervalu rutinnich méfeni koncentrace vapniku v séru i moc¢i neptesahuji relativni
diference 1,3 %, coZz je mén¢, nez analytickd nepfesnost. Linearita metody neovliviiuje

klinickou interpretaci vysledku stanoveni.

Linearita stanoveni vapniku Ca 600A Linearita stanoveni vapniku - diferencni test
Q |
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Test linearity stanoveni vapniku — porovnani pfimky a polynomu II. Fadu.
P¥imka y = -0,002 + 1,011x.

Polynom druhého tadu y = -0,077 + 1,101x — 0,02x* nejvice vyhovuje experimentalnim datéim.
Maximum relativniho rozdilu je u koncentrace 0,5 mmol/l. V redlném pracovnim rozsahu stanoveni

vapniku v séru je velikost rozdilu nelinearity 1,3 % mensi nez nepfesnost metody.
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Test linearity - tabulka diferenci koncentrace vapniku vypoctenych mezi piimkou a
polynomem druhého Fadu

Koncentrace Primka, Polynom II. Diference Diference,

mmol/I mmol/I Fadu, mmol/l mmol/I %
0,5 0,503 0,468 0,035 7,0
1,0 1,009 1,004 0,005 0,5
1,5 1,514 1,529 -0,015 -1,0
2,0 2,019 2,044 -0,025 -1,25
2,5 2,525 2,550 -0,025 -1,0
3,0 3,030 3,045 -0,015 -0,5
3,5 3,535 3,530 0,005 0,14
4,0 4,041 4,005 -0,035 -0,88

Zvoleny postup kvantitativniho posouzeni nelinearity ve srovnani s dosahovanou

analytickou nepfesnosti je lepsi feSeni, nez konstatovat statistickou vyznamnost koeficientd

polynomt vysSich tada, kterd nemusi byt vyznamna hlediska praktického provadéni

stanoveni. Neptesnost metody je v laboratofi vzdy zndma z provadeéni rutinni kontroly kvality.

MEZ DETEKCE A MEZ STANOVITELNOSTI

Vypodtem z kalibracni kiivky® byla mez detekce stanovena na 0,06 mmol/l a mez

stanovitelnosti na 0,41 mmol/I.

INTERFERENCE

e Bilirubin neinterferuje az do koncentrace 400 umol/l.

e Silnd hemolyza a lipémie mohou zplsobovat falesn¢ zvysené hodnoty koncentraci

vapniku.

.. ;. . o .y v ] 1 . r ~
e Pozitivni interferenci zptsobuji médnaté ionty 0 je nutné vénovat pozornost, aby

nedoslo ke kontaminaci chromogenu biuretovym ¢inidlem pouZivanym ke stanoveni

celkové bilkoviny.

e Seznam latek, které mohou interferovat s timto stanovenim, publikoval Friedman et

al*,

Navod k pouziti

VAPNIK 600 A
kod 204

IVD

C€

Strana 6/10


http://www.skalab.cz/

fax: +420 461 530 619

SKALAB s.1.0., Slovenska 723/61, 568 02 Svitavy
tel.: +420 461 531 163, +420 777 176 107, +420 777 324 399
http://www.skalab.cz, e-mail: skalab@skalab.cz

SROVNANI S AAS

Bylo analyzovano 59 vybranych vzorki pacienti metodou AAS na atomovém

absorp¢nim spektrometru SOLAR M6 plamenovou technikou vzduch — acetylen. Stejné
vzorky byly analyzovany soupravou Ca 600 A na analyzatoru ADVIA 1650. Vysledky byly
statisticky vyhodnoceny neparametrickou metodou podle Passinga a Babloka™ a diferenéniho
grafu. Pro  vyhodnoceni byl pouZit program®®. Na hladin®  vyznamnosti
a = 0,05 neni smérnice regresniho vztahu signifikantné vyznamna od 1,00 — proporciondlni

slozka chyby neni pfitomna; signifikantni usek na ose y je potvrzenim piitomnost konstantni

chyby. Bias vypocteny z regresni rovnice je pii koncentraci 2,50 mmol/l +1,5%.

Srovnani metody Ca 600 A s metodou stanoveni vapniku AAS

Passingova- n Smérnice Intercept r*
Bablokova (95% CI) (95% CI)
regrese
59 0,985 0,076 0,963
(0,947 — 1,010) (0,015 - 0,165)

* poradovy korelaéni koeficient

Celkova povolena analytickd chyba (TEa, CLIA) pro vapnik je 0,25 mmol/l, ze
srovnavaciho grafu je zfejmé, Ze také chyby neni dosaZeno ani v nepfiznivém piipadé
kombinace ndhodné chyby a systematické chyby (bias + 3*s, tj 0,045 + 3* 0,042=0,17

mmol/I*.
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Srovnani s AAS
Diferencni graf
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