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SOUHRN

Cil: Aktualizace problém( mérenim 25-hydroxyvitaminu D v séru

Metoda: Informace z webovych stranek a dokument mezinarodniho programu standardizace vitaminu D (VDSP) a prehled
recentnich praci, tykajicich se tématu.

Vysledky: Prozatimni pozitivni efekt vysledk( standardizace vitaminu D v programu VDSP neni po cca jednom roce vyrazny
ani v preciznosti, ani v hodnotach bias méreni. Vcelku podle ocekavani maji vétsi problémy s analytickou kvalitou imunoche-
mické metody neZ separacni. Proces standardizace pokraduje v roce 2016 testovanim komutability kontrolnich materialC
CAP USA a DEQAS UK, které jsou planovany jako nastroje verifikace standardizacniho procesu v rutinnich klinickych labo-
ratorich. Velké Usili je vénovano negativnim vlivim na kvalitu a ovlivnéni imunochemickych metod, kterych je cela fada. Tyto
vlivy jsou o to sloZitéjsi, Ze jsou velmi rozdilné u rliznych imunochemickych metod. Patii sem rdizna Uroven kiiZzovych reakcf
u 25-hydroxyvitaminu D2, interference 24, 25-dihydroxyvitaminu D, vliv vazebného proteinu pro vitamin D (VDBP) a rozdilna
reaktivita imunochemickych metod pro 3-epi-25-hydroxyvitamin D3.

Diskuse: Diference hodnot bias zptsobuiji vyznamné diference v poctech jedinct pfi klasifikaci deficience vitaminu D, viiv
3-epi-25-OH D3 miZe délat problémy pii méfeni a klasifikaci u déti a ovlivnéni vysledkd VDBP problematizuje pouzivani
imunochemickych metod u dialyzovanych pacientd.

Kiicova slova: VDSP, VDBP, 25-hydroxyvitamin D, 25-hydroxyvitamin D2, 24, 25-dihydroxyvitamin D, 3-epi hydroxyvitamin D3

SUMMARY

Friedecky B., Vavrova J.: Actualization of knowledge about the state of measurement of 25-hydroxyvitamin D
in serum. A mini-review 2015 - 2016.

Objective: Actualization of statement in 25-hydroxyvitamin D measurement

Method: Information from websites and other documents of international vitamin D standardization program VDSP and
from recent publications deals with 25-hydroxyvitamin D measurements in human serum

Results: After 1 year we can see that effect of international standardization program VDSP is negligible both in precision and
bias values. Significantly higher problems with analytical quality show immunochemical methods than separate measurements.
Standardization process VDSP continues in 2015-2016 by study of the commutability experiments.Their target is to create highly
commutable control materials for CAP and DEQAS programs, assured reliable verification of standardization level in routine and
research clinical laboratories. Many recent publications are devoted to assessment of components, negatively influenced the re-
sults of 25-hydroxyvitamin D measurements in serum samples. Objects of interest are namely 25-hydroxyvitamin D2 and its level
of cross immunoreaction, influence on bias level by 24, 25-dihydroxyvitamin D content, problems with 3-epi-25-hydroxyvitamin
D3, and also with vitamin D bound protein (VDSP). These influences, resulted to elevated bias values are much more frequented
in immunochemical methods than in separate methods and are in different immunochemical methods very different.
Discussion: Risk of increased bias values namely in immunochemical methods can decreased reliability of classification of
deficiency by vitamin D in individual patients. It also can be the source of problems in analysis of children due to high con-
centration of 3-epi-25-hydroxyvitamin D3 and in analysis of dialyzed patients due to problems with VDBP.

Keywords: VDSP; VDBP; 25-hydroxyvitamine D; 25-hydroxyvitamine D2; 24, 25-dihydroxyvitamine D; 3-epi hydroxyvitamin
DS.

Mezinarodni standardizaéni program
VDSP/VDSCP (Vitamin D standardization
program/vitamin D standardization
certification program)

Poznatky o mezinarodnim standardizanim procesu
pii méfeni vitaminu D jsou k nalezeni na volné piistupném
a obsahoveé aktualizovaném webu https://ods.nih.gov.

Z obsahu stranek vyjimame pro nase sdéleni né-
ktera data.

Reference
Systém VDSP pouziva dvou referencnich metod. Meto-
dy NIST [1] a metody GHENT [2]. Metoda Ghent dosahu-

je preciznosti 1 - 2,56% a kombinované nejistoty 3 - 4%,
metoda NIST uvadi preciznost v intervalu CV= < 1 - 2%.
Metody stanovuiji soubézné 25-hydroxyvitamin D3 a 25-
hydroxyvitamin D2. Certifikovanymi referencnimi materi-
aly, na kterych je zalozena kalibrace referenénich metod
systému VDSP jsou SRM 972a NIST a SRM 2972 NIST.

Cile VDSP

- Tvorba referencniho méficiho systému

- Kalibrace komercénich kitd pomoci referenéniho
méficiho systému

- Verifikace standardizace v laboratofich pomoci
systém0 EQA/PT CAP a DEQAS (na oba uvedené
systémy EQA/PT by mély navazat i ostatni narodni
systémy a byt s nimi kompatibilni)
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Hlavni organizatofi
- NIH ODS (National Institutes for Health-Office for
Dietary Supplements
- NIST
- CDC (Centers for Diabetes Control and Prevention)
- DEQAS
- AACC
- IFCC
- adalsf
Organizatofi predstavuji velmi autoritativni mezina-
rodni instituce a jejich zavéry by meély byt brany s odpo-
vidajici pozornosti.

Komutabilita-Studie 2

Cilem studie je ziskani komutabilnich kontrolnich
material( programt EHK, jmenovité programd EQA/PT
CAP US a DEQAS UK. Vysledky studie maji byt po-
dle planu zverejnény v zari-fijnu 2016 na webech NIST
(http://www.nist.gov) a NIH-ODS (https://www.ods.
nih.gov). Provedeni studie je podrobné popsano na
https://federalregister.gov a v praci [3].

VDSCP (Vitamin D standardizacni
certifikacni program)

Kritéria certifikace jsou prevzata z prace [4]. Pozado-
vana hodnota bias b% < 5,0 (od referenénich metod
NIST a GHENT), hodnota preciznosti CV% < 10,0. Nize
uvedené Udaje se zdaji byt v praxi rutinnich laborato-
fi momentalné nedosazitelné. V soucasné dobé byly
vydany kromé rfady méreni metodami LC-MS/MS také

certifikaty pro imunochemické automatizované meto-
dy Abbott Architect, DiaSorin Liaison, Siemens Advia
Centaur, Roche, IDL iSYS (Abbott pro koncentrace
nad 32,5 nmol/l).

Platnost certifikatd imunochemickych metod konci
v unoru 2016. Je vhodné zminit se, Ze certifikace se
nevztahuje na zménu Sarzi reagencii. Integrita vysledk(
pfi zméneé je veéci laboratofe a ddle se nevztahuje na
koncentrace mimo rozmezi 22,5 - 275 nmol/l. Neni tedy
udéleni certifikatu automatickou zarukou kvality vysled-
kd laboratore, ktera certifikovanou metodu pouzivé.

Vliv VDSP na vysledky v programu
DEQAS u metod s certifikatem VDSCP

Preciznost 2015

Uvedené hodnoty preciznosti jsou prevzaty z pro-
gram@ EHK RfB Némecko a SEKK Ceské republika.
Vysledky SEKK prezentuji preciznost ve skupinach CV
=10 - 28%. VSe nad 10%. Preciznost u programu
DEQAS v fijnu 2015 (tedy jiz po zahdjeni certifikacniho
procesu VDSCP) byla po vyhodnoceni 5 vzorkd, 7 sku-
pin metod (z toho 6 automatizovanych imunochemic-
kych) CV% > 10. U programu RfB 2015 v roce 2015
byla celkova preciznost (mezilaboratorni reprodukova-
telnost cca CV% = 20, hodnoty CV% jednotlivych sku-
pin metod byly vzdy > 10 % (vCetné LC-MS/MS).
Pravdivost 2014 - 2015

Hodnoty bias pred zahdjenim Cinnosti VDSP jsou
uvedeny v Tabulce 1, v obdobi prvni certifikaéni perio-
dy (2014 - 2015) v Tabulce 2.

Table 1. Bias (%) 2012 - 2014 (before the participation of manufacturers on the VDSP)

Surveys with groups differences
Maximal Minimal

Roche -28/32 -10/0
iDSISYS -17/35 0/12
DiaSorin -2/-30 -6/-17
Siemens -12/35 -12/2
LC-MS/MS -5/15 1/6
ALTM -7.2/11 Not introduced

Table 2. Bias (%) in October 2015 after certification of manufacturers in VDSP (DEQAS results)

AL 2 - (spiking bsya:;ﬂggﬁsic D2+D3)
Abbott 2.8/13 -24.9
Beckman Unicel -10.4/0.5 -19.9
DiaSorin -8.1/3.6 -31.2
iSYS -1.1/6.9 -17.3
Roche -18.5/25.7 -19.4
Siemens Advia -2.3/-111 -20.3
LC-MS/MS 2.8/6.4 -8.8
ALTM -3.1/3.3 -20.8
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Zmény hodnot bias v obdobi 2012-2015
nejsou navzdory probihajicimu VDSP
vyrazné.

Imunochemické metody a diference mezi nimi

K dosavadnim jiz zavedenym imunochemickym
metodam pribyly dvé nové: VIDAS BioMérieux a Fuiji-
rebo. Vysledky testovani byly nedavno publikovany.
Metoda VIDAS v praci [5], metoda Fujirebo v préci
[6]. Testovani dvou novych imunochemickych metod
meéfeni poskytla pfilezitost k posouzeni Urovné srov-
natelnosti mezi rutinnimi metodami a k potvrzeni exis-
tence fady problémd analytickych a z nich plynoucich
problémU interpretacnich. Diference jednotlivych imu-
nochemickych metod Fujirebo, Roche, Abbott a Bec-
kman od metody LC-MS/MS v dobé provadénych
experimentd programu VDSP jsou stéle velmi vyznam-
né. Ciselng v intervalu -16 az 10 % u sér pacientti a -14
az 4 % u kontrolnich materialt. Vysledk(’ pod 50 nmol/|
(deficitni hodnoty) bylo podle metody v intervalu 11 -
- 21%. P¥i testovani VIDAS metody se korelacni koe-
ficienty imunochemickych metod s LC-MS/MS meto-
dou pohybovaly v intervalu 0,85 - 0,95 a smérnice kali-
bracnich funkci v intervalu 0,90 - 1,01.

Diference mezi rutinnimi metodami se zavaznymi
klinickymi ddsledky jsou v rutinnich laboratorich pozo-
rovany i mezi imunochemickymi a separa¢nimi meto-
dami. V praci [7] je vyhodnoceno, ze hodnoty bias mezi
rutinni metodou LC-MS/MS (12,8 mmol/l) a imuno-
chemickou metodou DiaSorin (-10,6 mmol/l), vypocte-
né jako diference od referencni ID-LC-MS/MS meto-
dy zménily hodnotu frekvence deficience vitaminu D
Zz 12 % (rutinni LC-MS/MS) na 41 % (DiaSorin)

Zdroje systematickych diferenci

24,25-dihydroxyvitamin D3

Pridavek 24,25-dihydroxyvitaminu D pUsobi pozitivni
bias pfi méreni 25-hydroxyvitaminu D. Jeho hodnota je
u jednotlivych imunochemickych metod velmi odlisna.
U separacnich metod neni tento vliv pozorovan. V pro-
gramu DEQAS (vzorek 465 z fijna 2014) byla hodnota
celkového bias po spikovani vzorku 24,25 dihydroxyvi-
taminu D 0 48 % vy38i, nez u vzorkd bez spikovani (obr.
1). Graf vSak ukazuje, nakolik byl viiv tohoto pridavku
rozdiny u rdznych metod. Vv vyjadren rliznosti hodnot
bias. Pomér 24,25-dihydroxyvitamin D / 25-hydroxyvita-
min D ma byt udajné cennym ukazatelem stavu nedo-
statku vitaminu D pfi sledovani jeho suplementace [8].
Samotné stanoveni 24,25-dihydroxyvitaminu dosahuje
zatim podle Udaje z programu DEQAS (duben 2015,
fiien 2015) nedostatecné urovné preciznosti (CV% = 25
- 55 v dubnu 2015 a 27 - 33 v fijnu 2015).

3-epi-25-OH D3

3-epi-25-hydroxyvitamin D3 je znamym interfe-
rentem stanoveni 25-hydroxyvitaminu D. Z vysledk(
DEQAS v obdobi 2014 - 2015, kdy byly koncentra-
ce 3-epi-hydroxyvitaminu D3 ve vzorcich znamé, Ize
usoudit, ze do cca hodnot 6 nmol/l neni viiv na bias

bias %
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Fig. 1. Influence of spiking the samples by 24.25-dihydroxy-
vitamin D on different methods

meéfeni 25-hydroxyvitaminu D vyznamny. Problémem
mohou byt materidly déti s typicky vySSimi hodnotami
3-epi, dosahujicimi nékdy az 50 % hodnoty celkového
25-hydroxyvitaminu D. Imunochemické metody prak-
ticky na pfidavek 3-epi-25-OH D3 nereaguiji, pro sepa-
racni metody neni pfitomnost 3-epi problémem, Ize ji
vyresit usporadanim separace. Napriklad zplisobem,
popsanym v referenéni metodé Ghent [2].

25-hydroxyvitamin D2 vs 25-hydroxyvitamin D3

Pridavek smési endogenniho 25-hydroxyvitaminu
D2 a 25-hydroxyvitaminu D3 ve vzorcich DEQAS zpU-
sobil zvySeni hodnoty bias celkem az na 48 % (diference
praméru v8ech méreni proti hodnoté referencni meto-
dy), ovéem s obrovskou variabilitou u rdznych metod
aiuvzorkd. Vysledky u vzorku z fijna 2015 jsou uvede-
ny v grafu (obr. 2) (-9 az -31%). Vysledky u vzorku z fij-
na 2014 dokonce ukazaly interval bias -17 az 123 %:
metody LC-MS/MS na tento pfidavek vyznamné nere-
aguiji. Protoze rfizné imunochemické metody maji velmi
rlznou Uroven kiizovych imunoreakci u vitaminu D2, Ize
predpokladat pomér vitamind D2/D3 za daldi vyznamny
faktor hodnoty bias u imunochemickych metod.

bias %
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Fig. 2. Cross immunoreactivity of vitamin D2 in different im-
munochemistry methods

VDPB

Dalsi pozorovanou a potvrzenou pri¢inou diferenci
bias imunochemickych metod vici referenéni LC-MS/
MS metodg je vazebny protein VDSP, jak jeho koncen-
trace, rliznd u rdznych pacientd, tak i efektivita uvolfio-
vani vitaminu D z této vazby!
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Imunochemické metody vykazuji vivem VDBP [9]

velmi vyznamné diference u dialyzovanych pacient( ve
srovnani s ostatnimi [10]. Autofi pozorovali nar(st bias
u Abbottu v prdméru o 49 %. NarCsty uiSYS a Roche
byly nizsi, ale rovnéz vyznamné.

Zaver

Program standardizace VDSP probiha a pokracuje.
Vliv standardizace je zatim nedostateCny.

Je fada faktor( nepriznivé ovliviujicich analytickou
kvalitu imunochemickych metod.

Imunochemické metody mohou zkreslovat klinické
zavery, napf. pfi klasifikaci nedostatku u déti, nebo
u dialyzovanych pacient(.

Separaéni metody vykazuji podstatné vyssi analy-
tickou robustnost.
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