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POUŽITÍ 

Souprava Fosfor 600 UV A se používá ke kvantitativnímu stanovení koncentrace 

fosforu v krevním séru a moči na automatických analyzátorech. 

 

SOUHRN 

 V séru je anorganický fosfor vázán ve formě směsi hydrogenfosforečnanů  

a dihydrogenfosforečnanů. Při pH 7,4 je jejich poměr 4:1. Fosfor spolu s dalšími látkami tvoří 

součást kostní tkáně, dále se podílí na stavbě řady životně důležitých organických látek, jako 

jsou nukleové kyseliny, fosfolipidy a další. Většinu organicky vázaného fosforu tvoří 

fosfolipidy. Fosfor se rovněž podílí na esterifikaci cukrů, což umožňuje průběh jejich 

metabolismu, příkladem takové reakce je glykolýza cukrů. Anorganické fosforečnany v séru  

a moči jsou součástí pufrujícího systému. Intracelulární fosfor představují z velké části 

organické estery kyseliny fosforečné, extracelulárně uložený fosfor je ve formě 

anorganických fosforečnanů.  

S hyperfosfatémií se setkáváme u následujících onemocnění: fyziologická 

hyperfosfatémie v době růstu, selhání ledvin, kdy vázne glomerulární filtrace fosfátů, při 

hypoparatyreóze je zvýšena tubulární resorbce fosfátů a při intoxikaci vitaminem D je 

zvýšena absorpce ze střeva a zpětná resorpce v tubulech ledvin. 

Hypofosfatémie může nastat u hyperparatyreózy, hypovitaminózy D a po infuzi 

glukózy, neboť inzulin zvyšuje ukládání fosforu do buněk
1
. 

 

 

 PRINCIP METODY 

Fosforečnany reagují v kyselém prostředí s heptamolybdenanem amonným za vzniku 

kyseliny dodekamolybdátofosforečné, jejíž absorbance měřená při 340 nm je lineárně závislá 

na koncentraci fosforečnanů ve vzorku. Použitý detergent zvyšuje rozpustnost komplexu 

v roztoku
2
. 
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SLOŽENÍ SOUPRAVY 

1 ČINIDLO 4 x 100 ml:  Kyselina sírová   360 mmol/l 

Detergenty, stabilizátory 

    

 2 ČINIDLO 2 x 100 ml:  Kyselina sírová   360 mmol/l 

Heptamolybdenan amonný  3,0 mmol/l 

 

PŘÍPRAVA ČINIDEL 

1 ČINIDLO a 2 ČINIDLO jsou připraveny k přímému použití. 

 

STABILITA SOUPRAVY 

1 ČINIDLO a 2 ČINIDLO jsou při teplotě 2–25 
o
C stabilní až do doby expirace. 

 

POUŽITÝ MATERIÁL 

Ke stanovení se používá krevní sérum a moč. Sérum lze skladovat při teplotě +20 až +25 °C 

2 dny, při + 2 až +8 °C 7 dnů a při teplotě –20 °C 1 rok
3
. Moč lze skladovat při teplotě +20 až 

+25 °C 2 dny, při +2 až +8 °C 3 dny a při teplotě –20 °C 12 týdnů
3
. 

  

  

POSTUP ANALÝZY 

 

 VZOREK [l] STANDARD [l] KONTR. VZOREK [l] 

SÉRUM 5 – – 

STANDARD – 5 – 

1 ČINIDLO 250 250 250 

 

Vše se promíchá a za 5 min. se změří absorbance blanku standardu ABlSt a vzorku 

ABlVz  proti kontrolnímu vzorku. 
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 VZOREK [l] STANDARD [l] KONTR. VZOREK [l] 

2 ČINIDLO 125 125 125 

 

Promíchá se a za dalších 5 minut se změří absorbance standardu ASt a vzorku AVz.  

Měření se provádí při 340 nm v 10 mm skleněných nebo plastových kyvetách. V případě 

bichromatického měření se vedlejší vlnová délka nastaví na hodnotu 410 nm. Vzorky moče 

před analýzou naředíme 10x destilovanou vodou a analyzujeme jako sérum, výsledek analýzy 

násobíme deseti. 

 

VÝPOČET 

fS P c
A A

A Ammol l St

Vz BlVz

St BlSt

( )[ / ]  



 

 

CSt – koncentrace fosforu ve standardu (mmol/l) 

 

KALIBRACE A KONTROLA 

Ke kalibraci se používají komerčně dodávané kalibrátory například LYONORM 

kalibrátor firmy ERBA-LACHEMA. Ke kontrole lze použít kontrolní séra dodávaná řadou 

firem, například LYONORM HUM N a HUM P firmy ERBA-LACHEMA. 

 

REFERENČNÍ INTERVAL
4
 

Sérum 
Pupečník   1,20 – 2,62 mmol/l  

0 – 10 d   1,45 – 2,91 mmol/l 

10 d – 24 m   1,45 – 2,16 mmol/l 

24 m – 12 r   1,45 – 1,78  mmol/l 

Dospělí > 60 r 

 muži   0,74 – 1,20 mmol/l 

 ženy   0,90 – 2,26 mmol/l   
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Moč 

Dieta 29 – 48 mmol P a 0,25 mmol Ca/kg < 32,3 mmol/d 

neomezeno   12,9 – 42 mmol/d 

 

 

ZNAKY ANALYTICKÉ METODY 

NEPŘESNOST  

 Odhady nepřesnosti v sérii a celkové nepřesnosti byly získány měřením na základě 

protokolu EP5-A NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory Standards)
5
. Celkový 

počet pozorování byl N=80 u každé koncentrace séra. Výsledky v tabulce jsou platné pro 

měření na analyzátoru ADVIA 1650, Bayer. 

 

 

Vzorek 

Průměr 

mmol/l 

Směrodatná odchylka 

 mmol/l 

Celková  

CV % 

N 

uvnitř 

série 

Mezi 

sériemi 

mezi 

dny 

celková   

Nízký sérový pool 0,997 0,013 0,011 0,013 0,021 2,14 80 

Vysoký sérový pool 2,040 0,022 0,021 0,018 0,036 1,76 80 

 

 

PROFIL PŘESNOSTI 

Profil přesnosti byl sestaven na základě opakovaného měření vzorků sér nebo 

naředěných sér fyziologickým roztokem s koncentrací fosforu v rozmezí 0,05 – 5,37 mmol/l. 

Zatímco směrodatná odchylka opakovaných stanovení se zvyšuje s rostoucí koncentrací jen 

velmi mírně (tečkovaná čára), opakovatelnost vyjádřená jako variační koeficient (plná čára) 

prudce narůstá v oblasti pod 0,09 mmol/l, což dobře koresponduje s odhadnutou mezí 

stanovitelnosti (0,07 mmol/l) vypočtené z dvaceti opakovaných měření blanku a přesností 

zjištěnou v experimentu EP5-A.  
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LINEARITA 

Linearita stanovení fosforu byla testována v oblasti koncentrací 0,05 – 5,37 mmol/l. 

V tomto intervalu korelační koeficient dosahuje hodnoty 0,9999, přímka prochází počátkem, 

což svědčí o uspokojivém proložení přímky měřenými body
6
. Residua nevykazují žádný 

významný trend. Statisticky jsou odchylky od linearity významné na hladině významnosti 

0,05 (F(8,60) test = 3,07, lineární regrese, program
7
), prakticky však jsou odchylky malé, 

zvláště pokud je porovnáme s velikostí žádoucí bias z biologické variability (< 3,2 %)
8
.
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Test linearity stanovení fosforu   

A. Regresní přímka y = 1,000*x – 0,002, r = 0,9999, s y/x=0,018 mmol/l, n = 70. 

Intercept statisticky nevýznamný od nuly p >0,05. 

B. Graf residuí. Residua nevykazují žádný významný trend. 

 

MEZ DETEKCE A MEZ STANOVITELNOSTI  

 Výpočtem z dvacetkrát opakovaného měření blanku byla stanovena mez detekce  

0,02 mmol/l (3s) a mez stanovitelnosti
 
0,07 mmol/l (10s). 

 

INTERFERENCE 

Hemolytická séra jsou pro stanovení koncentrace fosforu nevhodná. Hemoglobin 

neinterferuje do koncentrace 1,5 g/l, bilirubin výsledky měření neovlivňuje až do koncentrace 

200 mol/l , triacylglyceroly interferují od koncentrace vyšší než 5,0 mmol/l. Seznam látek, 

které interferují při stanovení fosforu, publikoval Young DS.
9 

Látky, které mohou tvořit 

komplexní sloučeniny s molybdenem jako citráty, fluoridy, oxaláty, tartrát a EDTA snižují 

vývoj zbarvení. Preferované antikoagulační činidlo je heparin. 
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SROVNÁNÍ S COBAS  INTEGRA 400 PLUS 

Bylo analyzováno 50 vybraných vzorků pacientů na analyzátoru firmy ROCHE Cobas 

Integra 400 Plus s použitím diagnostické soupravy Phosphate
10

 (Inorganic) ver. 2 od stejné 

firmy. Shodné vzorky byly analyzovány soupravou SKALAB P UV 600 A na analyzátoru 

Hitachi 911. Výsledky byly statisticky vyhodnoceny neparametrickou metodou podle 

Passinga a Babloka
6 

a diferenčním grafem za použití programu
7
. 

 

Srovnání metody P 600 UV A s metodou stanovení fosforu na ROCHE, INTEGRA 400 

 

Passingova-

Bablokova 

regrese 

n Směrnice 

(95% CI) 

Intercept 

(95% CI) 

r * 

 50 1,000 0,040 0,995 

  (0,998 až 1,008) (0,032 až 0,043)  

 

* pořadový korelační koeficient 

 

Srovnání stanovení fosforu 

A. Passingova-Bablokova regrese. Regresní rovnice y = 1,000 x + 0,040, r = 0,995. Intervaly 

spolehlivosti v tabulce. 

B. Diferenční graf. Průměrná diference 0,039 mmol/l je signifikatní na hladině významnosti  

α = 0,01 (párový t-test). 
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