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Reagente diagnostico per la determinazione quantitativa in vitro del calcio
in siero, plasma e urine mediante colorimetria.

Versione dell'applicazione

Siero, plasma: Ca_AS
01.xx

Urina: Ca_AS
01.xx

Uso previsto 2

Il reagente ABX Pentra Calcium AS CP ¢ destinato alla
determinazione quantitativa diagnostica in vitro del calcio
in siero, plasma e urina umani mediante un metodo
colorimetrico.

Uso nei laboratori di analisi.

La misurazione del calcio viene utilizzata nella diagnosi e
nel trattamento delle malattie paratiroidee, di una serie di
disturbi alle ossa, della disfunzione renale cronica e della
tetania (contrazioni o spasmi muscolari intermittenti).

La misurazione delle variazioni fisiologiche e patologiche
del calcio in siero, plasma e urina umani e utile nello
screening o nel follow-up di tali patologie e anche nella
valutazione dell’omeostasi elettrolitica e dell’equilibrio
acido-basico del corpo.

Interesse clinico (1, 2, 3)

Il calcio ha un ruolo fondamentale in numerose funzioni
cellulari: intracellulare nella contrazione muscolare e nel
metabolismo  del glicogeno, extracellulare nella
mineralizzazione ossea, nella coagulazione del sangue e
nella trasmissione degli impulsi nervosi. Il calcio €
presente nel plasma in tre forme: libero, legato alle

proteine o in complessi con anioni quali fosfato, citrato e
bicarbonato. In condizioni fisiologiche, I'equilibrio del
calcio € determinato dal rapporto tra la sua assunzione, il
suo assorbimento e la sua eliminazione. L'escrezione
urinaria € un importante fattore di ritenzione corporea del
calcio. Una diminuzione del livello totale di calcio puo
essere associata a malattie dell'apparato osseo (in
particolare osteoporosi), disturbi renali (in particolare in
condizioni di dialisi), assorbimento intestinale alterato e
ipoparatiroidismo. Un aumento del livello totale di calcio
pud essere riscontrato in caso di iperparatiroidismo,
patologie maligne con metastasi e sarcoidosi. La
misurazione dei livelli del calcio pud aiutare nel
monitoraggio dell'integrazione di calcio principalmente
nella prevenzione dell'osteoporosi.

Metodo (4, 5, 6, 7)

In passato, vari metodi colorimetrici sono stati utilizzati
per determinare i livelli di calcio. Connerty e Briggs hanno
descritto metodi basati sull'uso di alizarina 3-solfonato (4)
e cresolftaleina complessone (5), mentre Gindler e King
hanno descritto un metodo basato sul blu di timolo (6). In
seguito, questi metodi hanno subito diverse modifiche. Il
metodo qui utilizzato si basa sull'uso di arsenazo Ill. Gli
ioni calcio (Ca2*) reagiscono con l'arsenazo Il (2,2'-[1,8-
diidrossi-3,6-disulfonaftilene-2,7-bisazo]-acido
bisbenzenearsonico) a pH 6,75 formando un cromoforo di
intenso colore viola. L'assorbanza del complesso Ca-
Arsenazo Il viene misurata bicromaticamente a
660/700 nm.

L'aumento dell'assorbanza della miscela di reazione che
ne deriva e direttamente proporzionale al concentrato di
calcio nel campione. L'arsenazo Il ha una elevata affinita
(K® = 1 x 107) per gli ioni calcio (7) e non presenta

aModifica: modifica del marchio CE.
bModifica: nuova forma del foglio illustrativo.
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interferenze da altri cationi normalmente presenti nel
siero, nel plasma o nelle urine.

pH 6,50

Ca** + Arsenazo lll < » Complesso Ca-Arsenazo lll (viola)

Reagenti

ABX Pentra Calcium AS CP ¢ pronto per |'uso.

Reagente:
MES pH 6,50 100 mmol/L
Arsenazo llI 200 pmol/L

ABX Pentra Calcium AS CP deve essere utilizzato in
conformita alle presenti indicazioni. Il produttore non
garantisce le prestazioni in caso di utilizzo non conforme.

Manipolazione

1. Rimuovere il coperchio della cassetta.

2. Eliminare I'eventuale schiuma utilizzando una pipetta di
plastica.

3. Collocare la cassetta nel comparto reagenti refrigerato.

Calibratore

Ai fini della calibrazione, utilizzare gli elementi descritti di
seguito.

ABX Pentra Multical (A11A01652) (non incluso)

10 x 3 mL (liofilizzato)

Controllo

Ai fini del controllo qualita interno, utilizzare gli elementi
descritti di seguito:

m ABX Pentra N MultiControl (1300054414) (non
incluso)
10 x 5 mL (liofilizzato)

m ABX Pentra P MultiControl (1300054415) (non
incluso)
10 x 5 mL (liofilizzato)

® Yumizen C Urine Level 1 Control (1300023946) (non
incluso)
6 x5 mL

® Yumizen C Urine Level 2 Control (1300023947) (non
incluso)
6 x5mL
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Analizzare ogni controllo quotidianamente e/o dopo una
calibrazione.

La frequenza dei controlli e i limiti di fiducia devono
essere conformi alle istruzioni di laboratorio e alle direttive
specifiche del singolo paese. Per I'analisi dei materiali di
controllo della qualita, attenersi alle disposizioni nazionali,
regionali e locali. | risultati devono essere compresi nel
range dei limiti di fiducia definiti. Ciascun laboratorio &
tenuto a fissare una procedura da seguire nel caso in cui i
risultati oltrepassino detti limiti di fiducia.

Materiali necessari non in dotazione

m Analizzatore  automatico di  chimica clinica:
Pentra C200

m Calibratore: ABX Pentra Multical (A11A01652)

m Controlli:
ABX Pentra N MultiControl (1300054414)
ABX Pentra P MultiControl (1300054415)
Yumizen C Urine Level 1 Control (1300023946)
Yumizen C Urine Level 2 Control (1300023947)

m Attrezzature standard per laboratorio.

Campione (8)

La popolazione da sottoporre a test con l'ausilio del
presente dispositivo € una popolazione generale.

Tipi di campioni

= Siero.
m Plasma in litio eparina.
m Urina.

Non utilizzare plasma EDTA: L'anticoagulante EDTA non &
adatto per questa analisi, poiché questo composto
provoca una chelazione con il calcio, impedendogli di
reagire con il reagente.

Gli anticoagulanti non riportati nell'elenco non sono stati
testati da HORIBA. Il loro utilizzo con questa analisi &
pertanto sconsigliato.

| campioni di urina delle 24 ore devono essere raccolti
con HCI 6N (9). Le urine non acidificate che sono state
refrigerate devono essere acidificate e/o riscaldate a 56°C
per 15 minuti per dissolvere nuovamente qualsiasi
precipitato.
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Stabilita (8)
Siero, plasma

m A 20-25°C: 7 giorni
m A 4-8°C: 3 settimane
m A -20°C: 8 mesi

Urina
m A 20-25°C: 2 giorni

m A 4-8°C: 4 giorni
m A -20°C: 3 settimane

Range di riferimento (2

Ogni laboratorio deve determinare i propri range di
riferimento. | valori forniti in questo documento sono
puramente indicativi.

Siero, plasma
2,15 - 2,57 mmol/L (8,6 - 10,3 mg/dL)

Urina (10)
Donne: < 6,24 mmol/24h (< 250 mg/24h)
Uomini: < 7,49 mmol/24h (< 300 mg/24h)

La sensibilita e la specificita clinica, il valore predittivo
positivo e il valore predittivo negativo non vengono
comunemente riportati per questo analita. Questo € in
gran parte dovuto al fatto che questo analita non & I'unico
indicatore per lo scopo previsto e la decisione di
trattamento del paziente. Per arrivare a una diagnosi € a
un corso di trattamento, & necessario utilizzare i risultati di
altri esami clinici di laboratorio di routine insieme ad altre
informazioni diagnostiche e alla valutazione delle
condizioni del paziente da parte del medico curante.

Conservazione e stabilita

Stabilita prima dell'apertura:

Stabile fino alla data di scadenza riportata sull'etichetta se
conservato a una temperatura di 2-8°C. Conservare
lontano dalla luce.

Stabilita dopo I'apertura:
Vedere il paragrafo "Prestazioni con Pentra C200".

Gestione dei rifiuti

Attenersi alle disposizioni locali.
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Precauzioni di carattere generale

m || reagente pud essere utilizzato esclusivamente da
esperti a fini diagnostici in vitro.
Per uso in laboratorio.

m Solo per I'uso previsto.

m Questo reagente € classificato come non pericoloso in
conformita alla direttiva (CE) 1272/2008.

m Poiché il calcio & uno ione onnipresente, adottare tutte
le precauzioni necessarie per evitare qualsiasi
contaminazione accidentale.  Utilizzare  soltanto
materiali monouso.

m Rispettare le precauzioni per l'uso standard di
laboratorio.

m |e cassette di reagenti sono monouso e devono essere
eliminate in conformita alle disposizioni locali.

m Consultare la scheda di sicurezza specifica del
reagente.

m Non utilizzare il prodotto se vi sono segni evidenti di
deterioramento biologico, chimico o fisico.

m Non utilizzare il prodotto in caso di mancato rispetto
delle condizioni di conservazione raccomandate,
inclusa la temperatura.

m | 'operatore deve essere formato da un rappresentante
HORIBA prima di provare a utilizzare il dispositivo.

m |'utente & tenuto a verificare che il presente
documento faccia riferimento al reagente utilizzato.
m Per l'assistenza tecnica, contattare il numero

+33 (0)4 67 14 15 16.

m Qualsiasi incidente grave verificatosi in relazione al
dispositivo dovra essere segnalato al produttore e
all'autorita competente dello stato in cui si trova
I'operatore €/0 il paziente.

Prestazioni con Pentra C200

Variabilita da un lotto all'altro

Il recupero di campioni (siero e plasma) eseguito durante
il rilascio QC di tre lotti consecutivi di reagente mostra
che la variabilita tra i lotti rientra entro i limiti delle
specifiche.

Siero, plasma

| dati sulle prestazioni di seguito elencati sono stati
ottenuti sull'analizzatore Pentra C200.

Numero di analisi: approssimativamente 265 test
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Stabilita del reagente caricato

Una volta aperta, la cassetta dei reagenti collocata nel
comparto refrigerato di Pentra C200 & stabile per 70
giorni.

Volume del campione: 4,8 plL/test

Limite di rilevabilita

Il limite di rilevabilita viene determinato in base al
protocollo CLSI (NCCLS), EP17-A2 (11) ed equivale a
0,002 mmol/L (0,010 mg/dL).

Limite di quantitazione

Il limite di quantitazione viene determinato in base al
protocollo CLSI (NCCLS), EP17-A2 (11) ed equivale a
0,35 mmol/L (1,40 mg/dL).

Accuratezza e precisione

Ripetibilita (precisione intra-serie)

Ripetibilita in conformita alle indicazioni fornite nel
protocollo Valtec (12) con campioni testati 20 volte:

m 2 controlli
m 3 campioni (livelli bassi / medi / alti)

Valore medio | Valore medio o
mmol/L mg/dL CV %
Campione di 2,26 9,06 1,18
controllo 1
Campione di 3,21 12,85 1,11
controllo 2
Campione 1 1,68 6,75 0,89
Campione 2 2,30 9,24 0,79
Campione 3 3,37 13,50 0,95

Riproducibilita (precisione complessiva)

Riproducibilita in conformita alle indicazioni fornite nel
protocollo CLSI (NCCLS), EP5-A2 (13) con campioni
analizzati in duplice test per 20 giorni (2 serie al giorno):

m 2 controlli
m 3 campioni (livelli bassi / medi / alti)

Valore medio | Valore medio o
mmol/L mg/dL Cv%
Campione di 2,18 8,73 1,3
controllo 1
Campione di 3,27 13,10 1,3
controllo 2
Campione 1 1,74 6,98 1,3
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Valore medio | Valore medio o

mmol/L mg/dL CV %
Campione 2 2,37 9,52 1,4
Campione 3 3,25 13,03 1,3

Intervallo di misurazione

L'analisi ha confermato un intervallo di misurazione
compreso tra 0,35 mmol/L (1,40 mg/dL) e 4,50 mmol/L
(18,05 mg/dL).

Con la post-diluizione automatica, lintervallo di
misurazione viene esteso fino a 13,50 mmol/L
(54,15 mg/dL).

La linearita del reagente & stata valutata fino a 4,5 mmol/L
(18,05 mg/dL) secondo le raccomandazioni del protocollo
CLSI (NCCLS), EP06-Ed2 (14).

Correlazione

Campioni di pazienti: Siero

Numero di campioni paziente: 183

| campioni sono stati messi a confronto prendendo come
riferimento un reagente disponibile in commercio in
conformita alle indicazioni fornite nel protocollo CLSI
(NCCLS), EPQ9c (15).

| valori presentano variazioni comprese tra 0,47 mmol/L
(1,88 mg/dL) e 4,03 mmol/L (16,16 mg/dL).

Di seguito é riportata I'equazione per la linea allometrica
ottenuta mediante la regressione di Passing-Bablok (16):
Y =1,011 X-0,0275 (mmol/L)

Y =1,011 X-0,1092 (mg/dL)

con coefficiente di correlazione r2 = 0,992.

Interferenze

Emoglobina: Nessuna influenza significativa fino a
290 pmol/L (500 mg/dL).

Trigliceridi: Nessuna influenza significativa fino a

una concentrazione di ftrigliceridi di
4,56 mmol/L (399 mg/dL).

Bilirubina totale: Nessuna influenza significativa fino a
788 umol/L (46,1 mg/dL).

Bilirubina Nessuna influenza significativa fino a
diretta: 445 pmol/L (26 mg/dL).
Acido Nessuna influenza significativa fino a
ascorbico: 3,4 mmol/L (60 mg/dL).
Magnesio: Nessuna influenza significativa fino a

4,40 mmol/L (11,2 mg/dL).
Young fornisce altri limiti sotto forma di elenco di variabili
preanalitiche e farmaci noti che possono influenzare
questa metodologia (17, 18).

Stabilita della calibrazione

Il reagente viene calibrato il giorno 0. Per controllare la
stabilita della calibrazione, vengono analizzati 2 campioni
di controllo.
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La durata della stabilita della calibrazione € di 21 giorni.
Nota: si consiglia di effettuare nuovamente la calibrazione
quando si cambiano i lotti di reagente e quando i risultati
dei controlli della qualita non rientrano nell'intervallo
stabilito.

Fattore di conversione

mmol/L x 4,01 = mg/dL

Urina

| dati sulle prestazioni di seguito elencati sono stati
ottenuti sull'analizzatore Pentra C200.

Numero di analisi: approssimativamente 265 test

Stabilita del reagente caricato

Una volta aperta, la cassetta dei reagenti collocata nel
comparto refrigerato a temperatura ambiente di
Pentra C200 é stabile per 70 giorni.

Volume del campione: 4,8 plL/test

Limite di rilevabilita

Il limite di rilevabilita viene determinato in base al
protocollo (NCCLS), EP17-A2 (11) ed -equivale a
0,002 mmol/L (0,010 mg/dL).

Limite di quantitazione

Il limite di quantitazione viene determinato in base al
protocollo CLSI (NCCLS), EP17-A2 (11) ed equivale a
0,45 mmol/L (1,80 mg/dL).

Accuratezza e precisione

Ripetibilita (precisione intra-serie)

Ripetibilita in conformita alle indicazioni fornite nel
protocollo Valtec (12) con campioni testati 20 volte:

m 2 controlli
m 3 campioni (livelli bassi / medi / alti)

Valore medio | Valore medio o

mmol/L mg/dL OV
Campione di 1,73 6,94 1,12
controllo 1
Campione di 2,57 10,32 1,05
controllo 2
Campione 1 1,83 7,34 0,89
Campione 2 2,45 9,84 0,97
Campione 3 3,33 13,36 1,62
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Riproducibilita (precisione complessiva)

Riproducibilita in conformita alle indicazioni fornite nel
protocollo CLSI (NCCLS), EP5-A2 (13) con campioni
analizzati in duplice test per 20 giorni (2 serie al giorno):

m 2 controlli
m 3 campioni (livelli bassi / medi / alti)

Valore medio | Valore medio o
mmol/L mg/dL CV %

Campione di 1,79 747 2,2
controllo 1
Campione di 2,60 10,41 2,0
controllo 2
Campione 1 1,88 7,55 2,0
Campione 2 2,50 10,03 2,0
Campione 3 3,49 13,99 1,8

Intervallo di misurazione

L'analisi ha confermato un intervallo di misurazione
compreso tra 0,45 mmol/L (1,80 mg/dL) e 4,50 mmol/L
(18,05 mg/dL).

L'intervallo di misurazione viene esteso fino a
13,50 mmol/L (54,15 mg/dL) con la post-diluizione
automatica.

La linearita del reagente & stata valutata fino a
4,50 mmol/L (18,05 mg/dL) secondo le raccomandazioni
del protocollo CLSI (NCCLS), EP06-Ed2(14).

Correlazione

Campioni di pazienti: urina

Numero di campioni di pazienti: 141

| campioni sono stati messi a confronto prendendo come
riferimento un reagente disponibile in commercio in
conformita alle indicazioni fornite nel protocollo CLSI
(NCCLS), EPO9C (15).

| valori presentano variazioni comprese tra 0,45 mmol/L
(1,80 mg/dL) e 4,29 mmol/L (17,20 mg/dL).

Di seguito & riportata I'equazione per la linea allometrica
ottenuta mediante la regressione di Passing-Bablok (16):
Y =0,9786 X - 0,0314 (mmol/L)

Y =0,9786 X - 0,1258 (mg/dL)

con un coefficiente di correlazione r2 = 0,994.

Interferenze

Emoglobina: Nessuna influenza significativa fino a
290 pmol/L (500 mg/dL).

Trigliceridi: Nessuna influenza significativa fino a

una concentrazione di una
concentrazione di  trigliceridi  di
3,59 mmol/L (314 mg/dL).
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Bilirubina Nessuna influenza significativa fino a

diretta: 418 pmol/L (24,5 mg/dL).

Acido Nessuna influenza significativa fino a

ascorbico: 3,40 mmol/L (60 mg/dL).

Magnesio: Nessuna influenza significativa fino a
4,95 mmol/L (12,0 mg/dL).

pH: L'urina non deve essere alcalinizzata.

Young fornisce altri limiti sotto forma di elenco di variabili
preanalitiche e farmaci noti che possono influenzare
questa metodologia (17, 18).

Stabilita della calibrazione

Il reagente viene calibrato il giorno 0. Per controllare la
stabilita della calibrazione, vengono analizzati 2 campioni
di controllo.

La durata della stabilita della calibrazione & di 21 giorni.
Nota: si consiglia di effettuare nuovamente la calibrazione
quando si cambiano i lotti di reagente e quando i risultati
dei controlli della qualita non rientrano nell'intervallo
stabilito.

Fattore di conversione:

mmol/L x 4,01 = mg/dL
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