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POUZITI

Souprava Vapnik 600 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 zdsoba pro extracelularni potitebu
organismu. Zbytek vapniku je obsaZen v extracelularni tekutin€, nebot’ koncentrace vapniku
Vv burnikach je velmi nizkd. Denni pfijem vapniku je asi 25 mmol (1 g). 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. SniZzenou
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

Vapenaté ionty reaguji v alkalickém prostfedi monoetanolaminu s o-kresolftalein-

komplexonem za vzniku fialového produktu, jehoZ barevna intenzita je linearné zavislad na

koncentraci vapniku. Absorpéni maximum barevného komplexu vapniku s o-kresolftalein-
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komplexonem je pifi 578 nm. Interferenci hoiciku je zabranéno

8-hydroxychinolinu?,

SLOZENi SOUPRAVY
1 PUFR 3 x100 ml Monoetanolaminovy pufr 753 mmol/l

2 CHROMOGEN  3x100ml  Kyselina chlorovodikova 8,8 mmol/l
8-hydroxychinolin 6,9 mmol/I

o-kresolftalein — komplexon 0,044 mmol/Il

PRIPRAVA CINIDEL
1 PUFR a 2 CHROMOGEN jsou piipraveny k ptimému pouZiti.

STABILITA SOUPRAVY
1 PUFR a 2 CHROMOGEN jsou pii teploté 2-25 °C stabilni az do doby expirace.

POUZITY MATERIAL

pomoci

Ke stanoveni se pouziva krevni sérum nebo mo€. Sérum lze skladovat pii teploté

4 — 8 °C 24 h a pti teploté — 20 °C 32 tydnd. Moc¢ se doporucuje okyselit 6 mol/l HCI na

pH = 2, stabilita pfi teploté 4 — 8 °C 24 hodin®.
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POSTUP ANALYZY
VZOREK [ul] STANDARD [pul] | KONTR. VZOREK [ul]
SERUM 5 - —~
STANDARD - 5 -
1 PUFR 250 250 250

Vse se promicha a za 1 min. se zmé&fi absorbance blanku standardu Apgs; @ vzorku
Agv; proti kontrolnimu vzorku.

VZOREK [ul] STANDARD [pl] | KONTR. VZOREK [ul]

2 CHROMOGEN 250 250 250

Promicha se a za dalSich 5 minut se zméfi absorbance standardu Ast a vzorku Ays,.
Mg¢feni se provadi pii 578 nm, ptipadné v intervalu 560 — 580 nm. Pii bichromatickém méfeni
se vedlejsi vlnova délka nastavi na hodnotu 650 nm. Vzorky moce pfed analyzou nafedime 2x

destilovanou vodou a analyzujeme jako sérum, vysledek analyzy nasobime dvéma.

VYPOCET
A\/z B ABIVZ

fS (Ca[mmolll]) = CSt '

ASt - ABISt

Cst — koncentrace Ca ve standardu (mmol/l)

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

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

Sérum, plazma Moc¢

Nedonoseni 1,55 — 2,75 mmol/l Dieta bez vapniku 0,13 — 1,0 mmol/d
0-10d 1,90 — 2,60 mmol/Il S nizkym ptijmem 1,25 — 3,75 mmol/d
10 d — 24 mésici 2,25 — 2,75 mmol/l Stiedni pfijem (20 mmol/d)

212 let 2,20 — 2,70 mmol/l muzi 2,50 — 7,50 mmol/d
Dospéli 2,15 — 2,50 mmol/I zeny 10,5 - 14,0 mmol/d
Muzi > 60 let 2,20 — 2,55 mmol/l

ZNAKY ANALYTICKE METODY

NEPRESNOST

Odhady neptesnosti v sérii a celkové neptesnosti byly ziskdny méfenim na zdkladé
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 méteni na

analyzatoru HITACHI 911, ROCHE.

Priimér Smeérodatna odchylka Celkova | N
Vzorek mmol/I mmol/I CV%
uvnitf mezi Mezi celkova
série sériemi dny
Nizky sérovy pool 1,862 0,0492 |0 0,0232 |0,0543 | 2,92 80
Vysoky sérovy pool | 3,163 0,0766 |0 0,0409 |0,0868 | 2,75 80

PROFIL PRESNOSTI

Profil pfesnosti byl sestaven na zakladé opakovaného méteni vzorkd sér pacientl
a vzorkll fedénych fyziologickym roztokem s koncentraci v rozmezi 0,1- 4,0 mmol/l. Pii
koncentraci 0,2 mmol/l je variacni koeficient (opakovatelnost) 2,3 % a s rostouci koncentraci

vapniku postupné klesa az na hodnotu 0,25 % pii koncentraci 4,0 mmol/I.
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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 ptesnosti dosahovanou u kontrolnich vzorkt. V rozsahu koncentraci vapniku
0,5 — 4,0 mmol/l je testovand nelinearita vyjadifena absolutni hodnotou maximalné¢ 0,058
mmol/l, v krajnich bodech pracovniho rozsahu kiivky predstavuje rozdil 1,6 resp. 0,9 %.
V intervalu rutinnich méfeni koncentrace véapniku v séru i moci nepifesahuji relativni
diference 3,5 %, coz jsou hodnoty blizké analytické neptesnosti. Linearita metody

neovliviiuje klinickou interpretaci vysledku stanoveni.
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Test linearity stanoveni vapniku — porovnani pifimky a polynomu IV. fadu.
Piimka y = -0,042 + 1,015x.
Polynom &tvrtého Fadu y = -0,016 + 1,003x — 0,012x? +0,055x° - 0,007x* nejvice vyhovuje
experimentalnim datim. Maximum relativniho rozdilu je u koncentrace 1,5 mmol/l.

Test linearity - tabulka diferenci koncentrace vapniku vypoctenych mezi pfimkou a

polynomem ¢tvrtého fadu

Koncentrace Ptimka, Polynom IV. Diference mmol/l | Diference,
mmol/I mmol/I fadu, mmol/l %
0,5 0,459 0,466 0,008 1,6
1,0 0,959 0,932 -0,027 -2,7
1,5 1,460 1,407 -0,053 -3,5
2,0 1,961 1,903 -0,058 -2,9
2,5 2,462 2,425 -0,037 -1,5
3,0 2,962 2,962 -0,000 -0,0
3,5 3,463 3,497 0,034 1,0
4,0 3,963 3,999 0,035 0,9

Zvoleny postup kvantitativniho posouzeni nelinearity ve srovnani s dosahovanou

analytickou nepiesnosti je lepsi feSeni, neZ konstatovat statistickou vyznamnost koeficientli

polynomi vysSich tfadd, ktera nemusi byt vyznamna z hlediska praktického provadéni

stanoveni. Nepiesnost metody je v laboratofi vZdy zndma z provadéni rutinni kontroly kvality.
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MEZ DETEKCE A MEZ STANOVITELNOSTI
Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypoc¢teny na zaklad€ analyzy slepého vzorku
(mez detekce = 0 + 3,3* Spjanky, Mez stanovitelnosti 0 + 10* Spjanku , N = 20). Mez detekce je

0,04 mmol/l, mez stanovitelnosti 0,1 mmol/I.

INTERFERENCE

Experimentalné byly ovéfeny interference nize uvedenych analytii. Pro stanoveni
interferenci jednotlivych analyti bylo stanoveno kritérium podle kterého koncentrace vapniku
meéfena v zavislosti na rostouci koncentraci interferenti musi lezet uvniti intervalu praiméru
koncentrace vapniku + 5% ptvodniho vzorku bez interferentt.

¢ Bilirubin neinterferuje az do koncentrace 435 pumol/I.

e Hemoglobin neinterferuje do koncentrace 4,0 g/l

e Triacylglyceridy neinterferuji do koncentrace 16 mmol/l

e Hoicik neinterferuje do koncentrace 3,0 mmol/l

SROVNANI SE SOUPRAVOU CALCIUM LIQUID FIRMY SENTINEL

Bylo analyzovano 50 vybranych vzorkd pacientli soupravou Calcium Liquid firmy
Sentinel CH. na analyzatoru Hitachi 911. Stejné vzorky byly analyzovany soupravou Ca 600
na analyzatoru Hitachi 911. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny neparametrickou
metodou podle Passinga a Babloka® a diferencniho grafu. Pro vyhodnoceni byl pouzit
program®. Na hlading vyznamnosti a = 0,05 neni smérnice vyznamné rozdilna od hodnoty 1,0,
rovnéz usek na ose y je nevyznamny. Bias vypoéteny z regresni rovnice je pii koncentraci

2,50 mmol/l - 0,2%. Median diferenci mezi metodami je blizky nule.

Srovnani soupravy Ca 600 se soupravou Calcium Liquid firmy Sentinel CH.

Passingova- n Smérnice Intercept r*
Bablokova regrese (95% CI) (95% CI)
50 1,000 -0,005 0,976
(0,962 az1,040) (-0,102 az 0,094)

* poradovy korelacni koeficient
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Celkova povolena analyticka chyba (TEa, CLIA)® pro vapnik je +0,25 mmol/l,

biologicka variabilita' klade pozadavky asi 4 x p¥isn&jsi (2,4%), které fotometrické metody

nejsou

schopny splnit.
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