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POPIS KRATICA

5-Br-PAPS = 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(N —propil-N-sulfopropilamino)-fenol
95% CI = eng. 95% confidence interval = 95%- tni interval pouzdanosti

AAS = eng. atomic apsorption spectroscopy = atomska apsorpcijska spektrofotometrija
AFS = eng. atomic fluorescence spectroscopy

Bias = mjera sustavne pogreske u ispitivanju to¢nosti

CRIP = eng. cystein rich intestinal protein = cisteinom bogat intestinalni protein
CV = eng. coefficient of variation = koeficijent varijacije

Difference plot = razlikovni dijagram

DRI = eng. dietary reference intake = Prenhrambeni referentni unos

EMZ = elektromagnetsko zracenje

KBC = Klinicki bolnicki centar

KZLD = Klini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku

LOQ = eng. limit of quantification = granica kvantifikacije

r = koeficijent korelacije u ispitivanju linearnosti

RI = referentni interval

Sb = validacijska medupreciznost ( standardna devijacija izraunata iz aritmetickih sredina

svakog dana ponavljanja)
SD = standardna devijacija

Sr = ponovljivost (skupna standardna devijacija izracunata iz standardnih devijacija dobivenih

svakog dana tokom 10 dana mjerenja)
Threshold = prag

WHO = eng. World Health Organization = Svjetska zdravstvena organizacija
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1. UVOD

1.1. Elementi u tragu

Ljudsko tijelo se najve¢im dijelom sastoji od Cetiri elementa; kisik, ugljik, vodik 1 dusik. U
manjim postotcima su zastupljeni i kalcij, fosfor, kalij, sumpor, natrij, klor i magnezij.
Preostalih 0,1% tjelesne mase Covjeka Cine elementi u tragu tj. oligoelementi (Slika 1). To su
veéinom elementi s atomskim brojem do 34. mjesta u periodnom sustavu elemenata, s
iznimkom molibdena 1 joda koji imaju atomski broj 42, odnosno 53, te svaki ¢ini manje od

0,01% tjelesne mase Zivog organizma (Straus i Rumora, 2009).
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Slika 1. Sastav elemenata u ljudskom tijelu ( Preuzeto sa
http://bodell.mtchs.org/OnlineBio/BIOCD/text/chapter4/04images/04-01.gif )

Oligoelemente dijelimo na esencijalne i na neesencijalne. Esencijalni oligoelementi su
uklju€eni u odrZzavanje normalne funkcije organizma. Dio su mnogih metabolickih procesa,
ukljuceni su u imunoloSki odgovor a bitni su i za proces rasta. Kao takvi potrebni su za Zivot.
Smatra se da je oligoelement esencijalan ukoliko se simptomi nastali uslijed njegove
deficijencije ne povuku u potpunosti nakon adekvatnog unosa. Za sve zive organizme

esencijalni oligoelementi su bakar (Cu), cink (Zn), kobalt (Co), mangan (Mn) molibden (Mo),

1
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1 zeljezo (Fe). Sisavcima su potrebni jos 1 fluor (F), jod (I), krom (Cr), selen (Se) 1 stroncij
(Sr) te prema nekim literaturama i nikal (Ni) i vanadij (\Va). Neesencijalni oligoelementi nisu
potrebni za zivot medutim ljudsko ih tijelo ipak sadrzi u niskim koncentracijama. Kada im
koncentracija u tijelu poraste vecina neesencijalnih elemenata, pogotovo kadmij (Cd), olovo
(Pb) i ziva (Hg), postaju potencijalno toksi¢ni. Razlikujemo dva bitna patofizioloSka stanja
koja nastaju uslijed promjene u koncentracijama oligoelemenata; manjak esencijalnih
elemenata te nakupljanje neesencijalnih elemenata u tragu. Do smanjene koncentracije
esencijalnih elemenata u tragu dolazi zbog neadekvatnog unosa, poremecene ravnoteze ili
uslijed neke bolesti. Ukoliko dode do nakupljanja neesencijalnih oligoelemenata oni mogu iz
tijela istisnuti esencijalne oligoelemente ali i djelovati toksi¢no na razne organe/stanice. Na
primjer, kadmij u povisenim koncentracijama istiskuje cink iz spojeva u tijelu te se talozi u
stijenkama aorte uzrokujuci arterijsku hipertenziju.. Manjak esencijalnih kao i toksi¢nost
neesencijalnih oligoelemenata dijagnosticira se u laboratoriju ispitivanjem koncentracije

oligoelemenata u uzorku seruma ili plazme, u eritrocitima ili u mokraci.

1.2. Cink

1.2.1. Biokemija

Cink je esencijalan element u tragu s atomskim brojem 30 i relativnom atomskom masom
65,39. Drugi je najzastupljeniji oligoelement u tijelu nakon Zeljeza i najzastupljeniji stanicni
oligoelement. Prisutan je u obliku Zn?" iona koji u fizioloskim uvjetima stupaju u neutralne
redoks reakcije kao elektron akceptori to jest jake Lewisove kiseline. Zbog toga je cink vazna
strukturna, kataliticka i signalna komponenta Zivih organizama (Kambe i sur., 2005). Poznato
je vise od 300 metaloenzima za €iju je aktivnost potreban cink 1 koje mozemo razvrstati u svih
Sest razreda enzimskog sustava. Karboanhidraza koja sudjeluje u eliminaciji ugljicnog
dioksida iz tkiva i u odrZzavanju acido bazne ravnoteze u krvi, DNA polimeraza koja je glavni
enzim replikacije 1 transkripcije te alkalna fosfataza koja defosforilira razli¢ite molekule u
optimalnom pH rasponu od 9,8 - 10,5 samo su tri od mnogih bitnih enzima koji sadrze cink
kao kofaktor. Valja napomenuti da cink uglavnom ima aktivacijsko svojstvo u niskim
koncentracijama dok alkalnu fosfatazu npr. inhibira pri poviSenim koncentracijama, dok neke
enzime kao §to je ribonukleaza inhibira u cijelom svom koncentracijskom rasponu. Do danas
je otkriveno 1 viSe od 500 proteina ukljuc¢enih u replikaciju i ekspresiju gena koji sadrze
motiv cinkova prsta. Pojam zinc finger tj. cinkov prst prvi je puta uveden 1983. godine kada
je dokazano da je cink bitan za strukturnu stabilnost i funkciju transkripcijskog faktora 1A
(TFIIIA) Africke kandzaste zabe. Cinkov prst opisuje mali, proteinski strukturni motiv koji

2



preko svojih cisteinskih 1 histidinskih ostataka koordinira tj. veZe tetrahedralni cinkov ion.
Ovaj cinkov ion pridonosi strukturnoj stabilnosti ali i funkciji mnogih transkripcijskih
proteina zato $to moze stupati u interakcije s raznim makromolekulama kao $to su nukleinske
kiseline i tako pomaze u vezanju TF na DNA ili RNA. Cink je prepoznat i kao drugi glasnik
mnogih signalnih kaskada u tijelu. Na primjer, nedavno je dokazano da su cink i njegovi
transporteri bitni za sintezu, sekreciju i funkciju inzulina u homeostazi glukoze. Cinjenica da
cink moze utjecati na aktivnost inzulina otvara cijelo novo polje istrazivanja o ¢imbenicima

rizika i nastanku dijabetes mellitusa.

1.2.2. Unos i apsorpcija

Dnevno se u tijelo hranom, vodom pa &ak i zrakom unosi 10-15 mg cinka ( Straus i Rumora,
2009). Kao najbolji izvor cinka nekad su se navodili brasno, Secer i zitarice medutim
rafiniranjem ove namirnice gube na svojoj nutritivnoj vrijednosti pa se danas kao najbolji
izvor navode meso, riba i orasi. Cink se iz hrane apsorbira u duodenumu i proksimalnom
jejunumu gdje se najprije veze na receptore u mukozi a potom transcelularnim prijenosom
prolazi kroz membrane vezan na CRIP. Apsorpciju pospjeSuju neke aminokiseline poput
histidina i triptofana te zasi¢ene, dugolancane masne kiseline. Kalcij i zeljezo s druge strane
mogu kompetitivno istisnuti cink s odredenih proteina ukljucenih u apsorpciju. Fitati i citrati
keliraju s cinkom stvarajuci netopljive komplekse koji sprje€avaju vezanje na receptore u

intestinalnoj mukozi pa se apsorpcija cinka takoder smanjuje.

1.2.3. Raspodjela i izlu¢ivanje

U tijelu odrasle osobe nalazimo 2 do 2,5 g cinka (Shenkin 1 Baines, 2008), ve¢ina kojeg se
nalazi u stanicama metabolicki aktivnih tkiva vezan na proteine. U bubrezima na primjer cink
stvara kompleks s proteinom metalotioneinom koji sadrzi veliki broj cisteinskih ostataka
putem kojih reverzibilno veze cink. Osim u bubrezima nalazimo ga i u prostati, slezeni,
gusteraci, plu¢ima, srcu, 1 dr. Najveca koliCina se ipak nalazi u mekim tkivima, nesto viSe od
50% u misi¢ima i oko 30% u kostima. Sto se ti¢e krvi, u eritrocitima nalazimo 10 puta veéu
koli¢inu cinka nego u plazmi zbog velike koncentracije karboanhidraze ¢iji je cink kofaktor.
60% cinka u plazmi je vezano na albumin a preostalih 40% na a2 makroglobulin i slobodne
aminokiseline. Cink koji se uopée ne apsorbira ili se reapsorbira u crijeva izlucuje se u
najvecem postotku fecesom. Dnevno se faccesom eliminira oko 9,6 mg cinka u odnosu na 0,4
mg koji se eliminira mokra¢om. Doduse, ekskrecija mokra¢om raste u stanju ketoze i kod
katabolickih bolesti jer se cink otpusta iz skeletnih misSi¢a. Cink se nalazi i u drugim tjelesnim

teku¢inama kao $to su suze, slina i znoj pa se gubi i kod na primjer pretjeranog znojenja.
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Slika 2. Sazetak metabolizma cinka ( Preuzeto od Shenkin i Baines, 2008).

1.2.4. Hipercinkemija i deficijencija cinka

S obzirom na raspodjelu cinka po svim metaboli¢ki aktivnim tkivima i njegovu funkciju u
mnogim biokemijskim procesima u tijelu ne iznenaduje Cinjenica da se promjene u
koncentraciji cinka klinicki o€ituju kao razni, nespecifiéni simptomi. Hipercinkemija ili
poviSena koncentracija cinka u serumu je rijetka i nastaje kao posljedica eozinofilije,
hipertenzije ili multiplog mijeloma dok je smanjena koncentracija, to jest deficijencija cinka,
puno cesca pojava koja najcesce nastaje uslijed neadekvatnog unosa ali moze biti i posljedica
terapije kelatorima cinka kao $to je npr. penicilamin. Koncentracija cinka se smanjuje i uslijed
nekih bolesti kao S§to su Acrodermatitis enteropathica, jetrena ciroza, hepatitis, akutna
tuberkuloza, leukemija, 1 dr. Vegetarijanci 1 vegani su rizi¢na skupina jer se zbog njihove
prehrane obilne vlaknima i fitatima smanjuje apsorpcija cinka. Neki od simptoma
deficijencije cinka su povecana podloZznost infekcijama, atrofija testisa, slabo zacjeljivanje
rana, dijareja, kozne lezije, hepatosplenomegalija te zastoj u rastu. Jetrenu cirozu i nefrotski
sindrom karakterizira 1 pojac¢ano izlu¢ivanje cinka mokracom to jest cinkurija. Kod primjene
oralnih kontraceptiva dolazi do smanjenja koncentracije cinka u serumu medutim
koncentracija u eritrocitima raste, to jest dolazi do preraspodjele cinka u krvi. Unato¢ brojnim
simptomima i komplikacijama deficijencija cinka jo§ uvijek nije prepoznata i lijeCena
suplementima u onoj mjeri u kojoj se primjenjuju suplementi zeljeza (Shenkin 1 Baines, 2009;

Straus i Rumora, 2009).



1.2.5. Referentni interval za cink

U Sjedinjenim Americkim Drzavama DRI za cink je 11 mg/dan za muskarce i 8mg/dan za
zene (Shenkin i Baines, 2008). Okvirni referentni interval je 9,9 — 17,9 umol/L. Prema
smjernicama Hrvatske komore medicinskih biokemicara referetni interval za cink u serumu za
djecu od 1 — 5¢ je 10,3 — 18,1 umol/L, a za djecu od 6 — 7g 11,8 — 16,4 umol/L. Referentni
interval za dobnu skupinu od 8 — 18g je 12,1 — 19,5 umol/L a za odrasle muskarce i Zene 9,9 —
17,9 umol/L (https://www.hkmb.hr). Bitno je napomenuti da je koncentracija u serumu 5 —

15% veca od one u plazmi jer se cink otpusta iz krvnih stanica tijekom zgrusavanja. Dokazane
su 1 dnevne oscilacije u koncentraciji cinka. Koncentracija je najviSa ujutro a najniza navecer,
te je niska nakon unosa hrane i puno visa nakon kratkog gladovanja. S obzirom na to da je
koncentracija 10 puta veca u eritrocitima nego u plazmi mjerenja se ne bi smjela vrSiti u
hemoliziranim uzorcima. Takoder valja napomenuti da koncentracija cinka u serumu nije
uvijek realno stanje cinka u organizmu s obzirom na to da je 60% cirkulirajuceg cinka vezano

na albumin pa stoga do deficijencije cinka moze do¢i i uslijed hipoalbuminemije.

1.2.6. Odredivanje cinka

Cink se najces¢e odreduje u tjelesnim teku¢inama; u serumu ili plazmi, u krvnim stanicama,
slini ili mokraci. Koncentracija cinka u serumu korelira s koli¢inom cinka u tkivima dok se
odredivanjem cinka u mokraci prati eliminacija 1 gubitak cinka iz organizma s obzirom na to
da kod deficijencije organizam Stedi cink tako da smanji njegovu ekskreciju. Preporuc¢ena
metoda za odredivanje cinka u serumu i u mokraci je atomska apsorpcijska spektrofotometrija
(AAS), medutim u mnogim se laboratorijima cink jos§ uvijek odreduje kolorimetrijski ( Straus

i Rumora, 2009).

1.3. Spektrofotometrije

U pocetku se pojam spektroskopije tj. spektrofotometrije odnosio na granu znanosti koja se
bavila interakcijom cCestica (atomi i molekule) s vidljivom svjetlo§¢u razlucenom na odredene
valne duljine koje Cine spektar. Medutim, danas, uz vidljivu svjetlost, spektroskopija
obuhvaca i proucavanje interakcija Cestica s drugim vrstama elektromagnetskog zracenja kao
Sto su X zrake, ultraljubicast, infracrveno, mikrovalno i radio zracenje. Pod spektroskopske se
metode ubrajaju Cak i tehnike koje ne ukljucuju elektromagnetsko zracenje kao Sto su masena
i elektronska spektroskopija ( Skoog i sur., 1999). Postoje dva modela elektromagnetskog
zracenja (EMZ). Dualizam je fizikalno svojstvo EMZ da pokazuje i valna 1 ¢esticna svojstva.
Kao 1 svaki val, EMZ se moze definirati pomoc¢u osnovnih parametara kao $to su amplituda,

valna duljina, brzina i frekvencija ( Slika 2).
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Slika 3. Valna svojstva elektromagnetskog zracenja ( Preuzeto sa

https://www.quora.com/How-does-frequency-affect-loudness ).

Tijekom svojih eksperimenata, pocetkom 20. Stolje¢a, Albert Einstein je opazio da se neka
ponasanja EMZ ipak ne mogu objasniti valnim modelom te je predlozio prvi model fotona.
On je pretpostavio da EMZ ima i ¢esti¢no svojstvo tj. da se moZe smatrati kao strujanje
Cestica ili 'paketa’ energije koje nazivamo fotonima. Oslanjajuci se na Einsteinov teorem, Max
Planck je 1900. godine opisao interakciju atoma i zracenja u svojoj jednadzbi (slika 3).
Pretpostavio je da je energija fotona proporcionalna frekvenciji zracenja te da ne moze

poprimiti bilo koju vrijednost ve¢ je kvantizirana.

Planckova jednadZba: E = hv = %

e= Energija zracenja

hv= kvantna energija fotona

h= Planckova konstanta (6.63 x 10 -34 J-s)

v= Frekvencija zracenja

c= Brzina svjetlosti u vakuumu (3.00 x 10 8 m/s)

A= Valna duljina zracenja

Na temelju vlastitih 1 prethodnih istrazivanja svojih kolega, Bohr je 1913. zakljucio da atomi
ne postoje u nasumi¢nim energetskim stanjima. (Welz, 1999) Prema najjednostavnijem
modelu, svaki atom se sastoji od male, pozitivne nabijene jezgre (protoni i neutroni) te
specificnog broja negativnih elektrona . Elektroni orbitiraju oko jezgre na to¢no odredenim

udaljenostima, tj. prema strogo definiranim pravilima raspodijeljeni su po orbitalama
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(ljuskama odredene energije). Takva definirana konfiguracija, s najniZzom energijom, naziva
se osnovnim energetskim stanjem. Kada se atomu dovede energija zracenja, dolazi do
apsorpcije onih fotona (hv) koji odgovaraju razlici u energiji izmedu osnovnog stanja i ljuske
viSe energije tj. pobudenog stanja. Pobudeno stanje je nestabilno pa se zbog toga elektron
nakon 10° do 10®s vraéa u osnovno energetsko stanje emitirajuéi fotone iste (atomska
apsorpcijska spektroskopija, AAS) ili razliite (atomska fluorescencijska spektroskopija,

AFS) valne duljine (slika 4).

EXCITATION DECAY .
Energy + —_— $ 2) + I"\J
Ground Excited Excited Ground Light
State State State State Energy
Atom Atom Atom Atom

Slika 4. Ekscitacija i povratak u osnovno stanje (preuzeto od Beaty i Kerber, 1993).



1.3.1. Atomska apsorpcijska spektrofotometrija

Fenomen apsorpcije zracenja poznat je joS od pocetka 19. stolje¢a kada je Frauenhofer
zapazio crne linije na odredenim pozicijama u spektru sunceve svjetlosti (Van Loon JC,
1980). Medutim, tek je 1955. godine Sir Alan Walsh ( Slika 5) otkrio metodu atomske

apsorpcijske spektrofotometrije koja se danas primjenjuje u razli¢itim podru¢jima kemije.

Slika 5. Sir Alan Walsh (1916-1998) sa svojim atomskim apsorpcijskim spektrofotometrom

(Preuzeto sa https://web.nmsu.edu/~esevosti/walsh.htm)

AAS je brza, selektivna i precizna metoda koja se cCesto koristi za odredivanje
zemnoalkalijskih i prijelaznih metala (atomi i elementni ioni). Prvi korak je nebulizacija
uzorka u kojem se uzorak isparava tj. atomizira te se potom raspriuje (nebulizira) u obliku
fine vodene pare (Skoog i sur., 1999). Za AAS se koristi plinska ili elektroplinska vrsta
atomizacije. Plinovita para se potom mijesa s plinovitim gorivom (zrak i plin acetilen na
temp. 2200 do 2400 °C) te se ovako obraden uzorak potom obasja izvorom UV-VIS svjetlosti
(najcesce deuterijeva lampa ili Suplja katodna cijev/lampa). Kada apsorbiraju foton ¢iji kvant
energije odgovara razlici u energiji izmedu osnovnog i pobudenog stanja, elektroni prelaze u
nestabilno, pobudeno stanje gdje se zadrzavaju 10 do 10°s. Potom se iz pobudenog stanja
relaksiraju natrag u osnovno stanje emitiraju¢i fotone iste valne duljine tj. frekvencije
(Kirchhoffov zakon). Emitirano zracenje se skuplja na fokusiraju¢im le¢ama i fokusira na
monokromator. Samo fotoni odredene valne duljine se propustaju prema detektoru i prevode

u elektricne signale koji se amplificiraju 1 analiziraju na raCunalu. (Slika 6).
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Slika 6. Shema AAS ( Preuzeto i prilagodeno sa https://image.slidesharecdn.com/aas1stgroup-

131106135116-phpapp01/95/atomic-absorption-spectroscopy-aas-aka-spektroskopi-serapan-
atom-ssa-6-638.jpg?cbh=1383747408).

1.4. Kolorimetrija

Kolorimetriju mozemo definirati kao spektroskopsku metodu kojom kvantificiramo boju.
Mnoge tvari, a pogotovo prijelazni elementi, stvaraju obojene komplekse sa specificnim
ligandima. Sto je ve¢a koncentracija nastalog kompleksa to je intenzitet obojenja otopine jaéi.
Koncentracija obojenog produkta se odreduje na temelju Beer Lambertovog zakona koji kaze
da je koncentracija proporcionalna apsorbanciji svjetla odredene valne duljine.
Kolorimetrijskim metodama mjerimo apsorbanciju svjetla u vidljivom dijelu spektra. lzvor
vidljivog svjetla pada na difrakcijsku reSetku ili filter koji propusSta samo svjetlost odredene
valne duljine na kivetu s uzorkom definiranih dimenzija tj debljine. Dio se svjetlosti apsorbira

a transmitancija tj. koli¢ina svjetla koja prolazi kroz uzorak pada na detektor te se prevodi u

digitalni signal.
A =c¢cl

_ It _ -4
T = 0= 10

A=apsorbancija

e=molarni ekstinkcijski koeficijent
I=debljina kivete

T=transmitancija

It= Intenzitet svjetla propustenog kroz uzorak

I0=Intenzitet svjetla koji pada na uzorak
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Slika 7. Jednostavni prikaz kolorimetra (Preuzeto i prilagodeno sa
https://image.slidesharecdn.com/colorimetry-160617153135/95/colorimetry-9-
638.jpg?ch=1466177509).

1.5. Validacija

S obzirom na to da neka istrazivanja (Badrick, 2013) upuéuju na to da se vise od 70%
dijagnoza postavlja na temelju laboratorijskih nalaza a pogreske u vrijednostima mogu
ugroziti zdravlje pa Cak i1 Zivot pacijenata, od iznimne je. Dobra laboratorijska praksa
ukljucuje koriStenje standardiziranih i preporucenih tj. referentnih metoda i1 tehnika. Ako
laboratorij Zeli uvesti novu ili poboljSati staru metodu, metodu je potrebno procijeniti,
provjeriti i potvrditi. Evaluacija obuhvaca procjenu metode dok se procesom validacije
potvrduje da je odabrana metoda prikladna za odgovaraju¢u namjenu. Svjetska zdravstvena
organizacija opisuje validaciju kao postupak kojim se ispituje odgovara li metoda odredenim
zahtjevima te ostvaruje li odgovarajuce rezultate (WHO, 1999). Plan i proces validacije ovise
o vrsti analiticke metode (kvantitativna, polukvantitativna, kvalitativna), namjeni metode u
klini¢koj praksi, raspolozivosti i stabilnosti kontrolnih uzoraka. Naj¢eSce se ispituju parametri
kao Sto su preciznost, to¢nost, linearnost i granica detekcije/kvantifikacije, ali se moraju

provjeriti i referentni intervali te napraviti usporedba s drugom metodom.
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Tablica 1. Pojmovi i mjerenja u postupku validacije

Validacija (validation)

Ovjera da su specifi¢ni zahtijevi prikladni za utvrdenu uporabu

Ovjera (verification)

Osiguranje objektivnog dokaza da dani element zadovoljava utvrdene
zahtijeve

Mijerna metoda
(measurement method)

Op¢i opis smislene organizacije postupaka koji se upotrebljavaju u
mjerenju

Mijerni postupak
(measurement procedure)

Podroban opis mjerenja u skladu s jednim ili viSe mjernih nacela i
danom mjernom metodom, na temelju mjernog modela i ukljucujuéi
svaki izracunkako bi se dobio mjerni rezultat

Referentni mjerni postupak
(reference measurement
procedure)

Mjerni postupak prihvaéen za osiguranje prikladnosti mjernih
rezultata za njihovu namjeravanu uporabu u ocjeni istinitosti mjerenja
vrijednosti mjerne veli¢ine dobivenih iz drugih mjernih postupaka za
veli¢ine iste vrste ili u karakterizaicji referentnih tvari

Mjerna to¢nost
(measurement accuracy)

Bliskost slaganja izmedu izmjerene vrijednosti velicine i istinite
vrijednosti mjerene veliCine

Mijerna istinitost
(measurement trueness)

Bliskost slaganja izmedu prosjecne vrijednosti beskonacna broja
izmjerenih vrijednosti veli¢ine dobivenih opetovanim mjerenjem
referentne vrijendosti veli¢ine

Mjerna preciznost
(measurement precision)

Bliskost slaganja izmedu pokazivanja ili izmjerenih vrijednosti
veli¢ine dobivenih opetovanim mjerenjem na istim ili slicnim
predmetima pod utvrdenim uvjetima

Mjerna pogreska
(measurement error)

Razlika izmedu izmjerene vrijednosti veli¢ine i referentne vrijednosti
veli¢ine

Sustavna mjerna pogreska
(systematic measurement
error)

Sastavnica mjerne pogreske koja pri opetovanim mjerenjima ostaje
stalna ili se mijenja na predvidiv na¢in

Slu¢ajna mjerna pogreska
(random measurement
error)

Sastavnica mjerne pogreske koja se pri opetovanim mjerenjima
mijenja na nepredvidiv nacin

Uvjet ponovljivosti mjerenja
(repeatibility condition of
measurement)

Mjerni uvjet iz skupa uvjeta koji ukljucuje isti mjerni postupak, iste
rukovoditelje, isti mjerni sustav, iste radne uvjete, isto mjesto i
mjerenja koja se ponavljaju na istim ili slicnim predmetima u kra¢em
razdoblju

Mjerna ponovljivost
(measurement
repeatability)

Mjerna preciznost pod skupom uvjeta ponovljivosti mjerenja

Uvjet medupreciznosti
mjerenja (intermediate
precision condition of
measurement)

Mjerni uvjet iz skupa uvjeta koji ukljucuje isti mjerni postupak, isto
mjesto 1 mjerenja koja se ponavljaju na istim ili slicnim predmetima u
duljem razdoblju, ali mogu ukljucivati i druge uvhete koji izazivaju
promjene

Medupreciznost mjerenja
(intermediate measurement

Mjerna preciznost pod skupom uvjeta medupreciznosti mjerenja
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precision)

Uvjet obnovljivosti mjerenja | Uvjet mjerenja iz skupa uvjeta koji ukljucuje razli¢ita mjesta,
(reproducibility condition of rukovatelje i mjerne sustave, i mjerenja opetovana na istim ili sli¢nim
measurement) predmetima

Mijerna obnovljivost Mijerna preciznost pod uvjetima obnovljivosti
(measurement mjerenja
reproducibility)

Preuzeto i prilagodeno iz Medunarodnog mjeriteljskog rje¢nika- osnovni 1 opéi pojmovi i
pridruzeni nazivi (VIM), Joint Committee for Guides in Metrology (JCGM) 200:2008,

Izdava¢ Mirko Vukovié¢, Drzavni zavod za mjeriteljstvo, Zagreb, 2008

Medupreciznost

Preciznost

Ponovljivost

Tocnost

Linearnost

Validacija

Usporedbass
drugom
metodom

Granica
kvantifikacije

(LoQ)

Provjera
referentnog
intervala

Slika 8. Parametri ispitivani u validaciji AAS za cink u serumu

1.5.1. Preciznost

Preciznost se definira kao bliskost slaganja izmedu neovisnih rezultata mjerenja dobivenih u
postavljenim uvjetima. Tocnije bi bilo govoriti o nepreciznosti, te tako razlikujemo
nepreciznost u seriji tj. ponovljivost i nepreciznost iz dana u dan tj. medupreciznost (Kubiak i
Benbow, 2009). Ponovljivost govori o slaganju niza uzastopnih mjerenja odradenih u
identi¢nim, nepromijenjenim uvjetima dok medupreciznost ukazuje na bliskost slaganja u

mjerenjima tijekom duzeg vremenskog razdoblja, pri ¢emu moze doc¢i do promjene u nekim
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od uvjeta (promjena temperature, reagensa, analitiCara, itd.). Preciznost ne govori o stvarnoj
vrijednosti ve¢ samo ukazuje na distribuciju slucajne pogreske. Precizno mjerenje ne mora

nuzno biti 1 to¢no ( slika 10).

@) | (@)

g k«-fj / \\

Lass More
Pracision
Slika 9. Preciznost i to¢nost: gornja lijeva slika predstavlja neprecizne ali to¢ne rezultate,
gornja desna slika precizne 1 to¢ne rezultate, donja lijeva slika neprecizne 1 neto¢ne rezultate

dok donja desna slika predstavlja precizne ali netoéne rezultate. (Kubiak i Benbow, 2009)

1.5.2. To¢nost
Toc¢nost ili istinitost se definira kao odstupanje izmjerene vrijednosti 1 prave vrijednosti
mjerene veliine te je mjera sustavne pogreske (engl. bias). Najces¢e se prikazuje kao

postotak odstupanja ( % bias).

1.5.3. Granica kvantifikacije
Granica kvantifikacije (engl. limit of quantification- LOQ) se definira kao najniza

koncentracija koja se moZe odrediti tj. kvantificirati s prihvatljivom preciznoscu 1 to¢noscu.

1.5.4. Usporedba dviju metoda

Najces¢i razlog za uvodenje nove metode je neka njezina prednost (bolja osjetljivost,
specificnost, selektivnost, to€nost...) u usporedbi s metodom koja je u trenutnoj uporabi.
Usporedba 'stare' 1 'nove' metode koje mjere isti analit je s toga vazan dio validacijskog

postupka koji za cilj ima dokazati slaganja u mjerenjima na oba analizatora. Za usporedbu se
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najceS¢e primjenjuju Passing i Bablok te Bland i Altman analize kojima se dobivaju

informacije o slaganjima ili eventualnim sustavnim pogreskama izmedu 2 metode.

1.5.5. Linearnost

Linearnost se definira kao sposobnost analiticke metode da bez dodatnog razrjedenja uzorka
daje rezultate ispitivanja proporcionalne koncentraciji analita. Linearna povezanost izmedu
dvije varijable se moze prikazati jednadZbom pravca. Porastom vrijednosti na apscisi

proporcionalno raste vrijednost na ordinati. (Azman i sur., 2006)

10 T

Response

0.00 5.00 10.00 15.00
Concentration

Slika 10. Linearna ovisnost izmedu razliCitth razrjedenja uzorka 1 mjerenja
(Chan i sur., 2004).

1.5.6. Provjera referentnog intervala

Referentni intervali su najc¢eS¢e koriSten alat u interpretiranju laboratorijskih mjerenja. Oni
predstavljaju raspon vrijednosti nekog mjerenja kod zdravih osoba i koriste se kod
odlu¢ivanja da li je pacijent zdrav ili ima odredenu bolest (Boyd, 2010). Cak 70% dijagnoza
se postavlja na temelju laboratorijskinh nalaza te je stoga bitno da su referentni intervali
pazljivo definirani. Kod definiranja referentnih intervala za neku pretragu potrebno je odabrati
dovoljno veliku skupinu zdravih ljudi ( > 120) razli¢ite dobi, spola, i drugih parametara Kkoji
mogu utjecati na rezultate. Rezultati mjerenja se prikazu graficki pomoc¢u Gaussove krivulje,
koja se jo$ naziva i normalna raspodjela. Definira se prag (eng. threshold) unutar kojeg pada
95% zdravih ispitanika $to rezultira isklju¢enjem njih 5% tj. 2,5% ispitanika s najnizim i 2,5%

ispitanika s najviSim vrijednostima (slika 8).
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Slika 11. Gaussova krivulja za odredivanje referentnih intervala (Boyd, 2010)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, Klinickog bolnickog centra Zagreb, cink
u serumu se rutinski odreduje kolorimetrijskom metodom na analizatoru Cobas 6000 c501. U
laboratoriju je nabavljen novi uredaj za atomsku apsorpcijsku spektrofotometriju AA-7000
tvrtke Shimadzu na kojem je bilo potrebno postaviti metodu za odredivanje cinka u serumu
kao referentnu metodu za ovu pretragu. Stoga je cilj ovog rada bio validirati novi uredaj i

metodu za mjerenje cinka u serumu. Kao dio postupka validacije provedena je:
Procjena preciznosti (ponovljivost i medupreciznost)

Procjena to€nosti

Usporedba s drugom metodom (Cobas 6000 c501)

Procjena analiticke osjetljivosti (granica kvantifikacije, LOQ)

Procjena mjernog podrucja (linearnost)

Provjera referentnog intervala
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci bioloSkog materijala
U istrazivanju su koriSteni ostatni uzorci bioloSkog materijala (seruma) pacijenata koji su

preostali nakon rutinske obrade i to:

e 20 uzoraka zdravih osoba za provjeru referentnih intervala. Odabrani ispitanici nisu
bolovali od bolesti koje su povezane s metabolizmom cinka ili imaju utjecaja na
vrijednosti cinka u serumu. Uzorci su uzorkovani u sterilne epruvete s podtlakom i
sintetskom smolom, bez antikoagulansa.

e 40 uzoraka pacijenata, razli¢ite dobi i spola, odabrana tako da pokrivaju Sirok raspon
referentnih i patoloskih koncentracija cinka za usporedbu AA -7000 i Cobas 6000
c501 analizatora. Uzorci su uzorkovani u sterilne epruvete s podtlakom i sintetskom
smolom, bez antikoagulansa. Antikoagulansi poput EDTA mogu interferirati s

rezultatom mjerenja.

3.2. Reagensi, kalibratori, kontrole
e Mati¢na otopina Zn za izradu kalibratora, 1000 mg/L Zn u 2 % HNO3 ( Proizvodac
PerkinElmer)
e Kalibrator 1, konc. Zn 3,06 umol/L
e Kalibrator 2, konc. Zn 7,65 umol/L
e Kalibrator 3, konc. Zn 12,23 umol/L
e Kalibrator 4, konc. Zn 22,94 umol/L
e Kalibrator 5, konc. Zn 38,24 umol/L
e Komercijalni kontrolni uzorak, Randox level 2, konc. Zn 21,5 umol/L

e Komercijalni kontrolni uzorak, Randox level 3, konc. Zn 31,6 umol/L

3.3. Metode

3.3.1. Kolorimetrijsko odredivanje cinka
Princip metode: cink iz uzorka (serum, plazma, urin ili likvor) se kelira s 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-(N  —propil-N-sulfopropilamino)-fenolom  (Skraceno  5-Br-PAPS). Ova

dinatrijeva sol s cinkom stvara crveni kompleks koji se mjeri kolorimetrijski na 560nm.
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Slika 12. Struktura 5-Br-PAPS 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(N —propil-N-sulfopropilamino)-
fenola (Preuzeto sa https://www.dojindo.com/Images/Product%20Photo/B026_figl.jpg ).

3.3.2. Odredivanje cinka metodom atomske apsorpcijske spektrofotometrije

Princip metode objasnjen je u poglavlju 1.3.1.

3.4. Uredaji
3.4.1. Biokemijski analizator Cobas 6000 c501, Roche

3.4.2. Atomski apsorpcijski spektrofotometar AA — 7000, Shimadzu (slika 13.)

Slika 13. AAS AA-7000 proizvodac¢a Shimadzu (Preuzeto sa
https://www.researchgate.net/figure/Atomic-Absorption-Spectrophotometer-AA-7000-Flame-
Model fig2 284716673)

3.5. Postupak validacije

Postupak validacije za pretragu cinka u serumu na AA-7000 atomskom apsorpcijskom
spektrofotometru proveden je u skladu s protokolom za validaciju vlastitih (in house),
kvantitativnih, analitickih metoda. Protokol je izraden od strane ovlastenih VSS djelatnika u

Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb (interni dokument OP-5.5-
000-1).
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3.5.1. Ispitivanje preciznosti

Tri uzorka razlic¢itih koncentracija (niske, srednje i visoke) analizirano je na AA-7000
atomskom apsorpcijskom spektrofotometru, u duplikatu, u seriji od 10 ponovljenih mjerenja.
S obzirom na to da barem jedan uzorak mora imati koncentraciju blizu granice kvantifikacije,
kao uzorak niske koncentracije koristen je kalibrator 1 sa koncentracijom cinka 3,06 umol/L.
Kao uzorak srednje koncentracije koristena je kontrola Randox level 2 (koncentracija cinka
21,5 umol/L) a kao uzorak visoke koncentracije kontrola Randox level 3 (koncentracija cinka
31,6 umol/L). Uzorci su se nakon svakog odradenog radnog dana pohranjivali na 4°C do
idu¢eg jutra. Na temelju dobivenih rezultata odredena je nepreciznost iz dana u dan
(medupreciznost) te nepreciznost u seriji (ponovljivost) koje su izrazene kroz standardnu
devijaciju i1 koeficijent varijacije. Usporedbom dobivenih rezultata s dozvoljenim

vrijednostima prema Westgard-u (www.westgard.com/biodatabasel.htm) donesena je odluka

0 preciznosti metode.

3.5.2. Ispitivanje to¢nosti

Koriste¢i srednje vrijednosti kontrolnih uzoraka dobivenih iz mjerenja ponovljivosti racunski
se odredi bias tj. sustavna pogreSka. Usporedbom dobivenog rezultata sa deklariranim
dopustenim vrijednostima prema Westgard-u donesena je odluka o tocnosti tj. istinitosti

metode.

3.5.3. Ispitivanje analiti¢ke osjetljivosti (granice kvantifikacije)

Uzorak najnize koncentracije, u ovom slucaju najniza tocka kalibracijske krivulje tj. kalibrator
1 s deklariranom koncentracijom cinka 3,06 umol/L , analiziran je u duplikatu u 10
ponovljenih mjerenja. Koriste¢i rezultate mjerenja izraCunata je standardna devijacija,
koeficijent varijacije i bias koji moraju zadovoljiti kriterije definirane za preciznost 1 tocnost

prema Westgard-u kako bi se dokazala donja granica kvantifikacije.

3.5.4. Usporedba dviju metoda

Usporedba dvije metode je vazan dio validacijskog postupka kojemu je cilj dokazati slaganja i
eventualne sustavne pogreske izmedu dvije metode. Uzorci 40 pacijenata razlicite dobi 1 spola
su analizirani na Cobas 6000 c501 analizatoru a netom kasnije i na AA-7000 atomskom
apsorpcijskom spektrofotometru. Uzorci su odabrani tako da pokrivaju S$irok raspon
referentnih ali 1 patoloskih koncentracija cinka te su zbog mogucih interferencija iskljuceni
lipemicni, iktericni 1 hemolizirani uzorci. Vremenski razmak u mjerenju na dva razliita

analizatora bio je do 4 sata te su mjerenja izvrSena tijekom 5 radnih dana.
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3.5.5. Ispitivanje linearnosti

Kod ispitivanja mjernog podru¢ja za metode ¢iji je odnos izmedu mjernog signala i
koncentracije analita linearan potrebno je u definiranom rasponu odrediti 5 koncentracija u 3-
6 ponovljenih mjerenja. Ako odnos nije linearan potrebno je viSe to¢aka za odredivanje
kalibracijske krivulje. S obzirom na linearan odnos, u ovom su sluc¢aju, uzorci kalibratora
1,2,3,4 1 5 s relativnim koncentracijama 3,06 umol/L, 7,65 umol/L, 12,23 umol/L, 22,94
umol/L, te 38,24 umol/L analizirani u triplikatu u 5 ponovljenih mjerenja. 1z izmjerenih
vrijednosti izraCunate su srednje vrijednosti za svako od 5 mjerenja koje su potom vizualno
usporedene s deklariranim vrijednostima putem linijskog grafikona. Izracunata je jednadzba

pravca, nagib, odsjecak i koeficijent korelacije koji mora biti r>0,990 kako bi se dokazala

linearnost metode.

3.5.6. Provjera referentnih intervala

Prema internom dokumentu OP-5.5-000-1/5 ako su referentni intervali preuzeti iz literature
potrebno je deklarirane vrijednosti ispitati na 20 zdravih pacijenata razlic¢ite dobi i spola. U
ovom ispitivanju se na AA-700 analizatoru odredila koncentracija cinka u 20 uzoraka te su se
dobivene vrijednosti potom graficki prikazale pomocu Gausove krivulje. Iz krivulje se
odredio prag (eng. threshold) unutar kojeg pada 95% zdravih ispitanika $to rezultira
isklju¢enjem njih 5%, tj. 2,5% ispitanika s najnizim 1 2,5% ispitanika s najviSim
vrijednostima. Smatra se da su deklarirani referentni intervali ispravni ako i niZza i1 viSa

referentna vrijednost padaju unutar praga od 95%.

3.6. Statisticka obrada

Za statisticku obradu rezultata koriSteni su program Microsoft Office Excel 2010 i statisticki

softver Med Calc.

Microsoft Office Excel 2010 je koriSten za obradu rezultata preciznosti, tocnosti 1 granice

kvantifikacije te za provjeru linearnosti.

Za statisticku obradu rezultata usporedbe metode AAS na AA-7000 s kolorimetrijskom
metodom na Cobas 6000-c501 te za provjeru referentnih intervala koristen je Med Calc
program i to Passing i Bablok te Bland i Altman analize kojima se dobivaju informacije o
slaganju dvije metode i mogucoj sistemskoj pogresci izmedu njih (Bili¢-Zulle, 2011). Passing
1 Bablok analiza daje tockasti dijagram s pravcem regresije 1 jednadzbom pravca gdje
odsjecak ukazuje na konstantno, a nagib pravca na proporcionalno odstupanje u mjerenjima.

Tocke koje jako odskacu na grafickom prikazu ukazuju na mogucu nelinearnost tj. neslaganje

20



izmedu mjerenja putem dvije metode. Alternativni izbor za usporedbu dvije metode je Cesto
Bland i Altman analiza koja daje manje robustan razlikovni dijagram (engl. Difference plot).
Ovakav dijagram koji nije prikladan za ponavljana mjerenja prikazuje odnos izmedu
neproporcionalnih razlika u mjerenju na dva analizatora (na ordinati) te vrijednosti mjerenja

na referentnom analizatoru koji je u ovom sluc¢aju AAS (na apscisi) (Giavarinan, 2015).
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3.6.1. Jednadzbe

JednadZzbe za medupreciznost (Galjani¢ i sur., 2010)

n

_7)2 _72 _33 _312
SD = J(xl X)2+(x2-%)%2+(x3—x)3..+(xn—Xx)

— X1+x2+4x3..xn
X = ——mm m———

CV % = 100 x 2
X

JednadZbe za izraCunavanje ponovljivosti

—3)2 _7)2 _3)3 _3\2
Sp = \/(xl xX)?+(x2-x)%+(x3—-x)3..4+(xn—-Xx)

n

= _ XL+F2+X3.3n
X=——

Sd12+5d22+5d32...+Sdn?
Sr =
n

CV % =100 x <&

X
JednadZbe za izraCunavanje tocnosti

=  x14+x2+4x3..xn
X = —n

BIAS = ? — true value

0% BIAS = 100 x —25__ _ 100 x &=truevalue)

true value true value
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ispitivanje preciznosti

4.1.1. Medupreciznost

Tablica 2. Rezultati ispitivanja medupreciznosti za uzorak s niskom koncentracijom cinka na
AA-7000 analizatoru.

KALIBRATOR KAL 1 (Prava vrijednost 3,06 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. mjerenje (umol/L)| 3,04 | 3,07 | 304 | 309 | 308 | 301 | 306 | 302 | 3,05 3,03
2. mjerenje (umol/L)| 3,06 | 307 | 301 | 307 | 305 | 298 | 300 | 300 | 3,00 3,04
%d (umol/L) 3,050 | 3,070 | 3,025 [ 3,080 | 3,065 | 2,995 | 3,075 | 3,010 | 3,070 | 3,035
sd 0,010 | 0,000 | 0,015 | 0,010 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,010 | 0,020 | 0,005

“x (umol/L) 3,048

Sh " 0,030

Vv (%) 0,098%

Tablica 3. Rezultati ispitivanja medupreciznosti za uzorak sa srednjom koncentracijom cinka

na AA-7000 analizatoru.

KONTROLA- RANDOX LEVEL 2 (Prava vrijednost 21,5 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/L)| 21,85 | 21,49 | 22,02 | 21,99 | 21,03 | 21,17 | 22,05 | 21,60 | 22,02 | 21,75
2. mjerenje (umol/L)| 21,74 | 21,59 | 21,89 | 21,77 | 21,32 | 21,33 | 21,97 | 21,65 | 21,90 | 21,56
%d (umol/L) 21,795 [ 21,540 | 21,955 [ 21,880 [ 21,175 [ 21,250 [ 22,010 [ 21,625 [ 21,960 [ 21,655
sd 0,055 | 0,050 | 0,065 | 0,110 | 0,245 | 0,080 | 0,040 | 0,025 | 0,060 | 0,005

"X (umol/L) 21,685

Sb " 0,779

CV (%) "3,503%

Tablica 4. Rezultati ispitivanja medupreciznosti za uzorak s visokom koncentracijom cinka na
AA-7000 analizatoru.

KONTROLA- RANDOX LEVEL 3 (Prava vrijednost 31,6 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/L)| 31,43 | 32,04 | 31,49 | 31,30 | 32,04 | 31,94 | 31,62 | 31,98 | 31,24 | 31,97
2. mjerenje (umol/L)| 31,20 | 31,94 | 31,51 | 31,56 | 31,88 | 31,68 | 31,83 | 31,72 | 3145 | 31,70
%d (umol/L) 31,315 [ 31,990 | 31,500 [ 31,430 | 31,960 | 31,810 | 31,725 | 31,850 | 31,345 | 31,835
sd 0,115 | 0,050 | 0,010 | 0,130 | 0,080 | 0,130 | 0,205 | 0,230 | 0,205 | 0,135

X (umol/L) 31,676

Sh " 0,587

Vv (%) "1,853%
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4.1.2. Ponovljivost

Tablica 5. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za uzorak s niskom koncentracijom cinka na
AA-7000 analizatoru.

KALIBRATOR KAL 1 (Prava vrijednost 3,06 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/L)| 3,04 | 3,07 | 304 | 309 | 308 | 301 | 306 | 302 | 305 | 303
2. mjerenje (umol/L)| 3,06 | 3,07 | 301 | 307 | 305 | 298 | 300 | 300 | 300 | 304
%d (umol/L) 3,050 | 3,070 [ 3,025 [ 3,080 [ 3,065 [ 2,995 [ 3,075 [ 3,010 [ 3,070 [ 3,035
sd 0,010 | 0,000 | 0,015 | 0,010 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,010 | 0,020 | 0,005

“x (umol/L) 3,048

Sr " 0,107

Vv (%) 3,518%

Tablica 6. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za uzorak sa srednjom koncentracijom cinka na
AA-7000 analizatoru

KONTROLA- RANDOX LEVEL 2 (Prava vrijednost 21,5 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/L)| 21,85 | 21,49 | 22,02 | 21,99 | 21,03 | 21,17 | 22,05 | 21,60 | 22,02 | 21,75
2. mjerenje (umol/L)| 21,74 | 21,50 | 21,89 | 21,77 | 21,32 | 21,33 | 21,97 | 21,65 | 21,90 | 21,56
xd (umol/L)  [21,795[ 21,540 [ 21,955 | 21,880 [ 21,175 [ 21,250 [ 22,010 | 21,625 | 21,960 [ 21,655
sd 0,055 | 0,050 | 0,065 | 0,110 | 0,145 | 0,080 | 0,040 | 0,025 | 0,060 | 0,095

"X (Umol/L) 21,685

Sr " 0,269

CV (%) "1,242%

Tablica 7. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za uzorak s visokom koncentracijom cinka na

AA-7000 analizato

ru

KONTROLA- RANDOX LEVEL 3 (Prava vrijednost 31,6 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/L)| 3,43 | 32,04 | 31,49 | 31,30 | 32,04 | 31,94 | 31,62 | 31,98 | 31,24 | 31,97
2. mjerenje (umol/L)[ 31,20 | 31,94 | 31,51 | 31,56 | 31,88 | 31,68 | 31,83 | 31,72 | 31,45 | 31,70
xd (umol/L)  [31,315[ 31,990 [ 31,500 | 31,430 [ 31,960 [ 31,810 [ 31,725 [ 31,850 [ 31,345 [ 31,835
sd 0,115 | 0,050 | 0,010 | 0,230 | 0,080 | 0,130 | 0,205 | 0,130 | 0,205 | 0,135

“x (umol/L) 31,676

Sr " 0,315

CV (%) "0,993%
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4.2. Ispitivanje to¢nosti

Tablica 8. Rezultati ispitivanja tocnosti (istinitosti) za

na AA-7000 analizatoru

uzorak s niskom koncentracijom cinka

KALIBRATOR KAL 1 (Prava vrijednost 3,06 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/U)| 3,04 | 3,07 | 304 | 309 | 308 | 301 | 306 | 302 | 305 | 303
2. mjerenje (umol/L)| 3,06 | 307 | 301 | 307 | 305 | 298 | 309 | 300 | 300 | 304
%d (umol/L) 3,050 | 3,070 [ 3,025 [ 3,080 [ 3,065 [ 2,995 [ 3,075 | 3,010 [ 3,070 [ 3,035
sd 0,010 | 0,000 | 0,015 | 0,010 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,010 | 0,020 | 0,005
“x (umol/L) 3,048
Bias " 0,012
% Bias 0,392%

Tablica 9. Rezultati ispitivanja tocnosti (istinitosti) za uzorak sa srednjom koncentracijom

cinka na AA-7000 analizatoru

KONTROLA- RANDOX LEVEL 2 (Prava vrijednost 21,5 umol/L)

1

2

3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/U)| 21,85 | 21,49 | 22,02 | 21,99 | 21,03 | 21,17 | 22,05 | 21,60 | 22,02 | 21,75
2. mjerenje (umol/L)| 21,74 | 21,50 | 21,89 | 21,77 | 21,32 | 21,33 | 21,97 | 21,65 | 21,90 | 21,56
xd (umol/L)  [21,795[ 21,540 [ 21,955 | 21,880 [ 21,175 [ 21,250 [ 22,010 | 21,625 [ 21,960 [ 21,655
sd 0,055 | 0,050 | 0,065 | 0,110 | 0,145 | 0,080 | 0,040 | 0,025 | 0,060 | 0,095
"X (umol/L) 21,685
Bias " 0,185
%Bias "0,860%

Tablica 10. Rezultati ispitivanja tocnosti (istinitosti) za uzorak s visokom koncentracijom

cinka na AA-7000 analizatoru

KONTROLA- RANDOX LEVEL 3 (Prava vrijednost 31,6 umol/L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. mjerenje (umol/L)| 31,43 | 32,04 | 31,49 | 31,30 | 32,04 | 31,94 | 31,62 | 31,98 | 31,24 | 31,97
2. mjerenje (umol/L)| 31,20 | 31,94 | 31,51 | 31,56 | 31,88 | 31,68 | 31,83 | 31,72 | 31,45 | 31,70
xd (umol/L)  [31,315[ 31,990 [ 31,500 [ 31,430 [ 31,960 [ 31,810 | 31,725 | 31,850 [ 31,345 | 31,835
sd 0,115 | 0,050 | 0,010 | 0,130 | 0,080 | 0,130 | 0,205 | 0,130 | 0,105 | 0,135

“x (umol/L) 31,676

Bias " 0,076

% Bias '0,241%
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4.3. Dokazivanje donje granice kvantifikacije

Tablica 11. Rezultati ispitivanja donje granice kvantifikacije za uzorak s najnizom

koncentracijom cinka (najniza tocka kalibracijske krivulje)

Ponavljanje 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. mjerenje (umol/L) 309 | 3,07 | 301 | 301 | 302 3,06 | 305 305 | 3,06 3,03
2. mjerenje (umol/L) 3,05 | 3,08 | 3,06 | 304 | 3,02 | 3,09 | 304 | 3,08 | 3,02 | 3,08
X (umol/L) 3,070 | 3,075 | 3,035 | 3,025 | 3,020 | 3,075 | 3,045 | 3,065 | 3,040 | 3,055
Sd 0,020 | 0,005 | 0,025 | 0,015 | 0,000 | 0,015 | 0,005 | 0,015 | 0,020 | 0,025
“x (umol/L) 3,051
Sr 0,120
cV 3,95%
Prava Vrijednost (umol/L) 3,06
Bias 0,009
% Bias 0,294%
4.4. Usporedba dviju metoda
Tablica 12. Rezultati mjerenja cinka u serumu metodom AAS na AA - 7000 i
kolorimetrijskom metodom na Cobas 6000 c501
REDNI IME | DOB AAS COBAS
BROJ DATUM PREZIME (godine) | SPOL | (umol/L) (umol/L)
1 10.4.2018 7.1 59 V4 16,3 17,2
2 10.4.2018 M.K. 43 Vi 11,4 14,9
3 10.4.2018 B.U. 44 Vi 10,3 13,4
4 10.4.2018 J.Z-F. 43 M 9,1 12,0
5 11.4.2018 M.M. 22 Vi 13,1 15,6
6 12.4.2018 M.B. 74 Vi 7,8 10,4
7 12.4.2018 B.B. 18 M 10,4 12,4
8 13.4.2018 M.G. 74 Vi 12,0 14,1
9 13.4.2018 D.K. 30 Vi 13,6 16,0
10 17.4.2018 AR-C. 43 V4 8,5 8,0
11 18.4.2018 AK. 12 M 11,6 13,8
12 18.4.2018 N.S. 30 V4 11,1 12,7
13 18.4.2018 J.Z. 64 M 12,0 14,5
14 23.4.2018 F.C. 73 V4 12,6 12,9
15 23.4.2018 B.C. 56 Vi 11,1 13,8
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16 23.4.2018 D.S. 51 Z 10,9 14,4
17 24.4.2018 V.B. 24 M 12,2 12,3
18 24.4.2018 LK. 68 M 14,8 14,9
19 24.4.2018 G.P. 58 Z 14,2 13,0
20 9.5.2018 AM. 82 Z 5,0 53
21 10.5.2018 A.B. 48 Z 19,3 19,7
22 15.5.2018 J.B. 62 M 12,9 14,0
23 15.5.2018 AK. 20 Z 10,2 11,5
24 15.5.2028 JL. 32 Z 11,0 12,8
25 15.5.2018 D.M. 66 M 8,1 9,2
26 16.5.2018 H.B. 37 M 12,5 14,7
27 16.5.2018 V.T. 30 Z 13,2 15,7
28 21.5.2018 B.N. 49 M 7,8 11,3
29 22.5.2018 RA. 57 Z 10,3 10,0
30 22.5.2018 z.C. 37 Z 12,4 12,0
31 22.5.2018 A.R-D. 57 Z 10,9 11,0
32 22.5.2018 J.S. 57 Z 7,6 8,3
33 22.5.2018 K.S. 10 Z 9,7 9,7
34 23.5.2018 V.D. 49 Z 12,1 12,6
35 23.5.2018 I.H. 68 V4 9,7 11,0
36 23.5.2018 P.P. 8 M; Z 11,3 12,1
37 23.5.2018 M.P. 21 M 13,7 16,3
38 23.5.2018 L.S. 5 M 11,9 13,0
39 23.5.2018 M.V. 41 M 13,2 14,1
40 23.5.2018 M.Z. 74 M 12,1 12,7
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Slika 14. Passing - Bablokova regresijska analiza. Na apscisi su prikazane vrijednosti
koncentracije cinka u serumu izmjerene na starom analizatoru (Cobas 6000 c501) a na

ordinati vrijednosti koncentracije cinka u serumu izmjerene na novom AA — 7000 analizatoru.

Broj uzoraka= 40

Jednadzba pravca= y=-0,124675+0,896104x

Odsjecak na ordinati= 0,1247

95% Cl=-2,3591 do 1,4324

Nagib pravca= 0,8961

95% Cl=0,7568 do 1,0909

P (CUSUM test linearnosti)= 0,8 = Nema odstupanja od linearnosti jer je 0,8 >> 0,05
pa se nul hipoteza odbacuje
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Slika 15. Bland- Altmanov grafikon za usporedbu dvije metode. Na apscisi su prikazane
vrijednosti mjerenja dobivena na novom, AA - 7000, analizatoru a na ordinati je prikazana

razlika u mjerenjima dobivenim na AAS i Cobas analizatorima.
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4.5. Ispitivanje linearnosti

Tablica 13. Rezultati ispitivanja linearnosti AAS metode za odredivanje cinka u serumu

Kal. 1 Kal. 2 Kal. 3 Kal. 4 Kal. 5
1. mjerenje 3,09 7,90 11,90 22,98 38,70
2. mjerenje 3,05 7,78 12,17 23,21 38,57
3.mjerenje 3,02 7,81 12,03 22,90 38,38
xd (umol/L) 3,053 7,830 12,033 23,030 38,550
Sd 0,029 0,051 0,110 0,131 0,131
Ocekivana vrijednost 3,06 7,65 12,23 22,94 38,24
Bias 0,007 0,18 0,197 0,09 0,31
Bias (%) 0,229% 2,353% 1,611% 0,039% 0,811%
Comparison Plot

-
<~

Ocekivana vrijednost

Slika 16. Graficka usporedba ocekivanih i izmjerenih vrijednosti za analizu cinka u serumu na
AA - 7000 analizatoru. Na apscisi su prikazane deklarirane vrijednosti 5 kalibratora a na

ordinati izmjerene vrijednosti na AAS uredaju.

Jednadzba pravca= y=0,26+0,9442x
Odsjecak na ordinati= 0,26

Nagib pravca= 0,9442

r=0,9991
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4.6. Provjera referentnih intervala

Tablica 14. Provjera referentnih intervala za analizu cinka u serumu AAS metodom.

Broj uzorka | Datum Ime i prezime | Dob (godine) | Spol | AAS (umol/L)
1 10.04.2018 | Z.J. 59 Z 16,3
2 11.4.2018 | M.M. 22 Z 13,1
3 13.4.2018 | D.K. 30 Z 13,6
4 18.4.2018 | AK. 12 M | 11,6
5 18.4.2018 | J.Z. 64 M |12,0
6 23.4.2018 | F.C. 73 Z 12,6
7 23.4.2018 | D.S. 51 Z 10,9
8 24.42018 | V.B. 24 M [12,2
9 2442018 | LK. 68 M | 148
10 24.42018 | G.P. 53 Z 14,2
11 10.5.2018 | A.B. 48 Z 19,3
12 22.5.2018 | R.A. 57 Z 10,3
13 2252018 | Z.C. 37 Z 12,4
14 22.5.2018 | AR-b. 57 Z 10,9
15 2252018 | K.S. 10 V4 9,7
16 2352018 | V.D. 49 Z 12,1
17 23.5.2018 | P.P. 8 Mj V4 11,3
18 2352018 |L.S. 5 M |11,9
19 2352018 | M.V. 41 M |13.2
20 23.5.2018 | M.Z. 74 M 12,1

31



6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Slika 17. Gaussova krivulja koja prikazuje normalnu raspodjelu vrijednosti cinka u serumu za

20 zdravih pacijenata

Donja granica= 8,4357

95% Cl=7,0173 do 9,9541
Gornja granica= 17,0143
95% Cl= 15,5959 do 18,4327

4.7. Rasprava
Kada laboratorij Zeli u rutinski rad uvesti novu ili poboljSati staru metodu, metodu je
potrebno evaluirati i validirati. Validacija je postupak kojim se ispituje odgovara li metoda

odredenim zahtjevima te ostvaruje li odgovarajuce rezultate (WHO, 1999).

U ovom radu je validirana metoda za odredivanje cinka u krvi na novom atomskom
apsopcijskom spektrofotometru AA — 7000 tvrtke Shimadzu. Postupak validacije obuhvatio je
ispitivanje preciznosti, istinitosti, granice kvantifikacije i linearnosti, usporedbu s dosad
koriStenom metodom 1 provjeru deklariranih referentnih intervala. Postupak validacije je

proveden je u skladu s protokolom za validaciju vlastitih (in house) metoda (OP-5.5-000-1).

Za analizu cinka u serumu, kriterij prihvatljivosti za nepreciznost prema Westgardu je
4,7%. Za analizu preciznosti analizirana su 3 uzorka s niskom, srednjom i visokom

koncentracijom cinka u duplikatu tijekom 10 dana. Koriste¢i jednadzbe navedene u poglavlju
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3.6.1. i rezultate prikazane u tablicama 2 — 7 izraCunata je medupreciznost i ponovljivost za
svaki od odabrana tri uzorka. Kao uzorak niske koncentracije cinka odabran je kalibrator 1
(konc. 3,06 umol/L). Izracunata medupreciznost iznosi 0,098% a izraCunata ponovljivost
3,518%. Kao uzorak srednje koncentracije cinka odabran je komercijalni kontrolni uzorak,
Randox level 2 (konc. 21,5 umol/L). Izracunata medupreciznost iznosi 3,593% a izraCunata
ponovljivost 1,242%. Kao uzorak visoke konc. cinka odabran je komercijalni kontrolni
uzorak, Randox level 3 (konc. 31,6 umol/L). Izracunata medupreciznost iznosi 1,853% a
izraCunata ponovljivost 0,993%. Koeficijent varijacije za medupreciznost i ponovljivost, za
svaki od tri odabrana uzorka, zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti koji prema Westgardu
iznosi do 4,7%, te se moze zaklju¢iti da AA — 7000 analizator daje precizne rezultate

mjerenja cinka u serumu.

Koristec¢i rezultate dobivene za ispitivanje ponovljivosti i jednadzbe iz poglavlja 3.6.1.
izraCunata je sustavna pogreska tj. bias za svaki od odabrana 3 uzorka (tablice 8 — 10). Kriterij
prihvatljivosti za bias, prema Westgardu iznosi do 3,3%. Izracunati bias za kalibrator 1 je
0,392%, za Randox level 2 komercijalnu kontrolu 0,860% a za Randox level 3 kontrolu
0,241%. Dobivene vrijednosti biasa su unutar kriterija prihvatljivosti pa se moze zakljuciti da

uz precizna, analizator AA — 7000 daje i to¢na mjerenja cinka u serumu.

Za ispitivanje donje granice kvantifikacije (najniza koncentracija analita koja se moze
odrediti s pouzdanom tocnoS¢u i1 preciznoS¢u), analizirana je najniZa toCka kalibracijske
krivulje tj. kalibrator 1 s koncentracijom cinka 3,06 umol/L u duplikatu u 10 ponovljenih
mjerenja (Tablica 11). Koriste¢i rezultate mjerenja izraCunata je nepreciznost te sustavna
pogreska tj. bias. [zmjerena nepreciznost za uzorak najniZe koncentracije cinka iznosi 3,947%
te je unutar kriterija prihvatljivosti do 4,7%. Odstupanje izmjerenih vrijednosti od oc¢ekivane
vrijednosti iznosi 0,294% te je unutar kriterija prihvatljivosti do 3,3%. Na temelju rezultata
moze se zakljuCiti da se na analizatoru AA — 7000 mogu pouzdano odrediti koncentracije

cinka u serumu > 3,06 umol/L

Kako bi se utvrdilo slaganje izmedu AAS i kolorimetrijske metode analizirano je 40
uzoraka pacijenata razlicitih dobi 1 spola, sa Sirokim rasponom koncentracije cinka, pomocu
obje metode unutar 5 radnih dana Rezultati su usporedeni koriste¢i MedCalc statisticki
program tj. Paasing i Bablok (Slika 14) te Bland i Altman (Slika 15) analize. Ako ne postoji
statistiCki znacajna razlika izmedu dvije metode, odsjecak na ordinati je O a nagib pravca je 1.

U praksi se medutim koriste 95%-tni intervali pouzdanosti (engl. 95% confidence interval).
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Kada bi se istrazivanje ponovilo vise puta, u 95% slucajeva bi prava ili prosjecna vrijednost
bila unutar ovog intervala. Kako bi se sa sigurno$¢u potvrdilo slaganje izmedu 2 metode
vrijednosti 0 i 1 za odsjecak na ordinati i nagib pravca moraju biti unutar 95%-tnih intervala
pouzdanosti. Ako nula nije unutar 95% CI, za odsjeCak na ordinati postoji konstantna razlika
u metodama, a ukoliko vrijednost 1 nije unutar 95% CIl za nagib pravca postoji
proporcionalno odstupanje. U ovom su istrazivanju navedeni kriteriji zadovoljeni. 95% CI za
odsjeCak na ordinati je -2,3591 do 1,4324 $to ukljucuje nulu, a 95% CI za nagib pravca je
0,7568 do 1,0909 sto ukljucuje vrijednost 1. Stoga se moze zakljuciti da ne postoji konstantna
ali ni proporcionalna razlika izmedu dvije metode. Bland i Altman analiza daje manje
robustan razlikovni dijagram. 95% CI srednje razlike sadrzi nulu pa se ovom analizom moze
dodatno potvrditi da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu kolorimetrijske metode i

metode AAS za mjerenje cinka u serumu.

Za ispitivanje linearnosti analizirano je pet kalibratora razli¢itih koncentracija, u
triplikatu u pet ponovljenih mjerenja (Tablica 13). Rezultati su se, koriste¢i Med Calc
statisticki program, vizualno usporedili sa deklariranim vrijednostima putem linijskog
grafikona (Slika 16) iz kojeg se izracunao koeficijent korelacije koji u ovom slucaju iznosi
0,9991. S obzirom da je r>0,990 dokazana je linearnost metode. Analizator AA — 7000 daje

rezultate mjerenja proporcionalne koncentraciji analita bez dodatnog razrjedenja uzorka.

Za provjeru referentnih intervala, analizirano je 20 uzoraka zdravih pacijenata (Tablica
14). U MedCalc statistickom programu je iz dobivenih vrijednosti derivirana Gaussova
krivulja (Slika 17) sa naznacenim pragom (eng. threshold) unutar kojeg pada 95% zdravih
pacijenata. 95% CI za donju granicu RI je 7,0173- 9,9541 a za gornju granicu RI je 15,5959 -
18,4327 umol/L. Referentni interval za cink u serumu je 9,9 — 17,9 umol/L. Gornja i donja
referentna vrijednost se nalaze unutar 95% CI te se na temelju rezultata mogu potvrditi
referentni intervali. Prema tome, metoda AAS na analizatoru AA-7000 daje rezultate mjerenja

cinka u serumu kod zdravih osoba unutar deklariranih referentnih intervala.

Na temelju dobivenih rezultata zaklju¢eno je da parametri validacije zadovoljavaju
kriterije prihvatljivosti te se atomski apsorpcijski spektrofotometar AA — 7000 moze uvesti u

rutinsku primjenu za analizu koncentracije cinka u serumu.
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. ZAKLJUCCI

Nepreciznost (u seriji te iz dana u dan) analizatora AA — 7000 analizatora za odredivanje
cinka u serumu u skladu je s kriterijima prihvatljivosti prema Westgardu. Dokazana je
prihvatljiva bliskost slaganja izmedu neovisnih rezultata mjerenja dobivenih u odredenim

uvjetima

Sustavna pogreska tj. bias za odredivanje cinka u serumu na analizatoru AA — 7000 u
skladu je s kriterijima prihvatljivosti prema Westgardu. Odstupanja izmjerenih vrijednosti

od pravih vrijednosti su minimalna te je dokazana to¢nost tj. istinitost metode.

. Najniza koncentracija cinka u serumu tj. najniza toc¢ka kalibracijske krivulje odredena je s
prihvatljivom precizno$¢u i tocno$¢u. Dokazana je donja granica kvantifikacije te se

koncentracije cinka do 3,06 umol/L mogu pouzdano odredivati na analizatoru AA — 7000.

Usporedbom rezultata dobivenih mjerenjem cinka na analizatoru AA — 7000 s rezultatima
mjerenja cinka na analizatoru Cobas 6000 c501 te statistickom obradom podataka
ustanovljeno je da ne postoje konstantne niti proporcionalne razlike izmedu dvije
navedene metode. Rezultati mjerenja cinka u serumu pacijenata razli¢itih dobi 1 spola na

oba analizatora mogu se smatrati jednakim

Grafickom usporedbom dobivenih i1 o¢ekivanih vrijednosti za pet kalibratora dokazana je
linearnost metode. AA — 7000 analizator daje rezultate ispitivanja proporcionalne

koncentraciji analita bez dodatnog razrjedenja uzorka.

Odredivanjem cinka u serumu 20 zdravih pacijenata te statistickom analizom rezultata

mogu se potvrditi referentni intervali za cink u serumu ( 9,9 — 17,9 umol/L).

Svi parametri validacije zadovoljavaju kriterije prihvatljivosti te se atomski apsorpcijski
spektrofotometar AA — 7000 moze uvesti u rutinsku primjenu za analizu koncentracije

cinka u serumu.
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7. SAZETAK

Cink je jedan od najbitnijih oligoelemenata u ljudskom tijelu koji djeluje kao kofaktor
u vise od 300 metaloenzima. Do deficita cinka u organizmu uglavnom dolazi zbog smanjenog
unosa, keliranja lijekovima ili razli¢itih bolesti dok je hipercinkemija puno rjeda. Mjerenjem
koncentracije cinka u krvi moze se pratiti njegov sadrzaj u tijelu. Referentna metoda za
mjerenje cinka u krvi je atomska apsorpcijska spektrofotometrija, no zbog veée dostupnosti i

jednostavnosti se u vecini laboratorija cink rutinski odreduje kolorimetrijskim metodama.

Cilj ovog istrazivackog rada bio je validirati metodu za odredivanje cinka u krvi na
novom atomskom apsopcijskom spektrofotometru AA — 7000 tvrtke Shimadzu u Klinickom
zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb. Postupak validacije obuhvatio je
ispitivanje preciznosti, istinitosti, granice kvantifikacije i linearnosti, usporedbu s dosad

koriStenom metodom i provjeru deklariranih referentnih intervala.

Dobiveni rezultati za nepreciznost (iz dana u dan i u seriji) te sustavnu pogresku (bias)
u skladu su s kriterijima prihvatljivosti prema Westgardu. Rezultati ispitivanja granice
kvantifikacije su pokazali da se metodom atomske apsorpcijske spektrofotometrije na uredaju
AA — 7000 moze pouzdano myjeriti koncentracije cinka u serumu od 3,06 umol/L S$to je
prihvatljivo za rutinski rad. Ispitivanje linearnosti napravljeno pomocu pet kalibratora
pokazalo je da uredaj AA — 7000 daje rezultate ispitivanja proporcionalne koncentraciji
analita bez dodatnog razrjedenja uzorka ¢ime je potvrdena dobra linearnost. Rezultati
usporedbe ispitivane metode s ranije koriStenom kolorimetrijskom metodom su pokazali da ne
postoje konstantne niti proporcionalne razlike izmedu dvije navedene metode i da se rezultati
mjerenja cinka u serumu pacijenata razlicitih dobi 1 spola na oba analizatora mogu smatrati
jednakim Odredivanjem cinka u 20 uzoraka seruma zdravih pacijenata metodom atomske
apsorpcijske spektrofotometrije na uredaju AA-7000 provjereni su referentni intervali, a iz

Gaussove krivulje je vidljivo da se dobivene vrijednosti nalaze unutar o¢ekivanog raspona.

Na temelju rezultata ovog istraZzivanja moze se zakljuciti da se uredaj AA — 7000

tvrtke Shimadzu moZze uvesti u rutinsku primjenu za analizu cinka U serumu
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8. SUMMARY

Trace elements (also called oligoelements) make up 0,1% of an organisms body mass.
They can be divided into essential oligoelements which are crucial for the normal body
function and non-essential oligoelements which can become toxic in high concentrations. One
of the main oligoelements is Zinc (Zn) which acts as a cofactor for more than 300
metalloenzymes. Zinc deficiency is more common than hyperzincemia, and it is mostly
caused by a low uptake and chelating drugs. It is also a symptom of many diseases. Although
many clinical laboratories still use, colorimetric methods to determine the serum
concentration of zinc because of their availability and simplicity, atomic apsorption

spectroscopy is considered the standard, reference method.

The main purpose of this research was to validate the AA-7000 atomic apsorption
spectrophotometer in order to confirm that it can be used in the rutine testing of serum Zn
concentrations at the Department of Laboratory Diagnostics at the University Hospital Center
Zagreb. AAS method validation included tests of precision, trueness, linearity and limits of
quantification (LOQ) as well as comparing the AA — 7000 analyser to the older Cobas 6000

¢501 analyser and checking the reference intervals for serum Zn concentrations.

The calculated imprecisions and bias are in accordance with the desireable
specifications according to Westgard. Through testing the lower limit of quantification it was
confirmed that concentrations of serum Zinc as low as 3,06 umol/L can be determined with a
high degree of precision and trueness. Comparing the two analysers using the Passing-
Bablock and Bland-Altman plots it was concluded that no constant or proportional differences
can be found between the two methods and that we can cosider the results obtained by these
two analysers equal. The correlation coefficient was calculated to be greater than 0,990 and
therefore the linearity of the method was confirmed. The generally accepted reference

intervals were also confirmed by reading from the Gauss curve.

Based on this research it was confirmed that the atomic apsorption spectrophotometer
AA — 7000 analyser from Shimadzu can be incorporated into the routine laboratory practice

for the analysis of serum zinc concentrations.
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