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Suhrn

Ciel: Cielom studie bolo porovnat 3 rutinné imunochemické metddy stanovenia celkového 25-hydroxy-vitaminu
D [25-(OH) D] s vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou s UV detekciou. Material a metody: Sérové hladiny
25-(0OH) D boli stanovované u 109 pacientov r6znymi imunochemickymi metédami (ABBOTT, ROCHE, SIEMENS)
a metédou HPLC, ktora bola v predkladanej praci povazovana za referen¢nu. V prvom kroku boli vybrané imuno-
chemické metédy porovnané s ohfadom na metédu HPLC. V druhom kroku boli tieto metédy porovnané navzajom
medzi sebou. Na porovnanie metdd bola pouzita regresna analyza (Passing-Bablok) a Bland-Altmanova analyza di-
ferencii. Za maximalne akceptovatelné diferencie v jednotlivych vysledkoch boli povazované hodnoty v rozmedzi
+ 21,5 %. Toto kritérium bolo zvolené na zaklade CDC Vitamin D Standardization-Certification Program (VDSCP).
V poslednom kroku bola vyhodnotena miera zhody v interpretacii nameranych vysledkov 25-(OH) D. Vysledky:
Ziadna zo skimanych imunochemickych metéd stanovenia 25-(OH) D nebola porovnatelnd s metédou HPLC
a takisto neboli porovnatelné navzdjom medzi sebou. Bland-Atimanova analyza odhalila, v porovnani s HPLC, ze
metéda ROCHE vykazuje bias +28,0 %, metdda ABBOTT +0,2 % a metdda Siemens -23,4 %. Priemerny bias u metédy
ABBOTT je sice nevyznamny, avsak jednotlivé vysledky vykazovali bias v rozmedzi -89,4 % az 89,0 %. V porovnani
s metdédou HPLC bola miera zhody v klinickej interpretacii vysledkov u metédy ABBOTT 65,21 %, ROCHE 59,63 %
a SIEMENS 47,79 %. Zaver: Vysledky predkladanej prace poukazuju na slabu uroven Standardizacie metéd stanove-
nia 25-(OH) D, ako aj na moznost zvazit pouzivanie na metéde zavislych rozhodovacich limitov.
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“Snags” connected with establishing the vitamin D

Summary

Objective: The aim of proposed paper was to compare a three total 25-hydroxy-vitamin D immunoassays to that
of HPLC with UV detection. Material and methods: Serum 25-(OH) D levels were measured from blood samples of
109 patients with different immunoassays (ABBOTT, ROCHE, SIEMENS) and method of HPLC which was chosen as
the reference. In the first step immunoassays were compared to HPLC. In the second step immunoassays were com-
pared to each other. Further purpose of methods comparison the Passing-Bablok regression and Bland-Altman
analysis were used. The limits of maximum acceptable differences were set at 21.5 %, according to Vitamin D Stan-
dardization-Certification Program (VDSCP). In the last step, the concordance in the interpretation of measured re-
sults was evaluated. Results: None of the examined 25-(OH) D immunoassays was comparable to HPLC and to each
other. Bland-Altman analysis revealed, in comparison to HPLC, that ROCHE showed positive bias +28.0 %, ABBOTT
+0.2 % and SIEMENS -23.4 %. Although average bias of ABBOTT immunoassay is insignificant, particular results do
deviate significantly (-89.4 % to 89.0 %). The concordance in the interpretation of measured results, in comparison
to HPLC, was highest with ABBOTT (65.21 %), then with ROCHE (59.63 %) and lowest with SIEMENS (47.79 %). Conc-
lusion: The results of the proposed papers suggest low levels of 25-(OH) D immunoassays standardization and an
alternative to use assay-specific decision limits.

Keywords: 25-hydroxy-vitamin D - interpretation — method comparison - standardization
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Uvod

Celosvetovy narast hypovitaminézy D ma za nésledok
prudky vzostup zdujmu o jeho laboratérne stanovenie
[1,2]. Deficit vitaminu D je spajany s incidenciou mnohych
ochoreni. Znamy je vzdjomny vztah hypovitaminézy D so
vznikom osteopordzy a osteomaldcie [3-5]. V sucasnosti
sa pozornost sustreduje na koincidenciu hypovitaminézy
D s ochoreniami ako diabetes mellitus [6], kardiovasku-
ldrne ochorenia [7], imunologické a onkologické ochore-
nia [8,9]. Receptory pre vitamin D boli zistené na niekol-
kych tkanivach vratane creva, zaltdka, pecene, tukového
tkaniva, srdcového a kostrového svalstva, obliciek, imu-
nitného systému, centrdlneho nervového systému, Stit-
nej zlazy, pristitnych teliesok, nadobli¢iek a B buniek
pankreasu. Vitamin D sa stava potencidlnym klu¢ovym
hracom v rozvoji tychto ochoreni. Pod oznacenim vita-
min D sa skryva niekolko v tukoch rozpustnych kalcife-
rolov, pricom 2 hlavné formy — cholekalciferol (vitamin
D,) a ergokalciferol (vitamin D,) st vlastne prohormény,
z ktorych v peceni vznikd hydroxylaciou 25-hydroxy-
cholekalciferol (kalcidiol), resp. 25-hydroxyergokalcife-
rol, a ndsledne v obli¢ckach definitivna biologicky aktivna
forma 1,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol), resp.
1,25-dihydroxyergkokalciferol [11].

Ukézalo sa, Ze meranie 25-hydroxy-vitaminu D [25-(OH)
D] je optimdlny ukazovatel stavu saturacie vitaminu D
v organizme [12,13]. Na stanovenie 25-(OH) D sa v sucas-
nosti vyuzivaju najma 2 typy metdd: imunochemické
(rddioimunoanalyza, chemiluminiscen¢na imunoanalyza,
elektro-chemiluminiscen¢nd imunoanalyza, enzymova
imunoanalyza) a separacné (vysokoucinna kvapalinova
chromatografia, kvapalinovd chromatografia — tande-
mova hmotnostna spektrometria) [14,15]. Siroké spektrum
dodavatelov ponuka automatizované imunochemické
stanovenie, ktoré jednoznacne urychlilo stanovenie 25-
(OH) D [16,17]. Rozdiely medzi imunochemickymi stano-
veniami mézu byt markantné, ¢o moze viest k stazenej
interpretacii vysledkov [18-20]. Nasa praca informuje o vy-
sledkoch porovnania troch automatizovanych imunoche-
mickych metéd stanovenia 25-(OH) D s metédou HPLC.

Subor pacientov a metodika

Vzorky

Pre ucel tejto Studie bolo vybratych celkovo 109 proban-
dov s vekom 17-86 rokov (priemer 56,89). Z toho bolo
13 muzov s vekom 31-77 rokov (priemer 56,3) a 96 zZien
s vekom 17-86 rokov (priemer 56,9). Ziadne blizsie krité-
ria okrem rutinne stanovenej hladiny 25-(OH) D neboli
pri vybere aplikované. Na analyzu boli pouzité pacient-
ske vzorky venéznej krvi, ktoré boli odobraté za $tan-
dardnych podmienok a u ktorych bolo indikované
vysetrenie 25-(OH) D lekdarmi Narodného endokrinolo-
gického a diabetologického ustavu v Lubochni. Vzorky
boli po doruceni do laboratéria Standardne odstredené
a po vykonani analyz indikovanych lekarmi boli zvysné
séra odpipetované do alikvota¢nych skimaviek (pre
kazdu metédu osobitne), oznacené a uskladnené pri
-30 °C v laboratériu klinickej biochémie a hematolégie

v Lubochni (Alphamedical, s.r.0.). Po nazbierani dosta-
tocného poctu vzoriek boli, v zamrazenom stave, trans-
portované do cielovych pracovisk: oddelenie klinickej
biochémie firmy Klinicka biochémia, s.r.0. v Ziline, labo-
ratérium Specidlnych metdd v Bratislave firmy Alpha-
medical, s.r.o. Kazda analyza bola vykonana z cerstvo
rozmrazenej alikvotnej casti.

Metody stanovenia 25-(OH) D

Na stanovenie celkového 25-(OH) D vo vzorkach boli po-
uzité komercné chemiluminiscené¢né imunochemické
metédy od firmy Diagnostic/Architect, Siemens/Cen-
taur a Roche Diagnostic/Cobas. Zo separa¢nych metéd
bola pouzita HPLC s UV detekciou od firmy Immundiag-
nostik AG (Bensheim, Germany) - set na stanovenie 25-
(OH) D3/D2 RP — HPLC Kit (Article Nr. KC3000). Metéda
HPLC-UV bola povazovana v nasej praci za referen¢nu.
Meranie bolo vykonané na niekolkych pracoviskach.
Pracovisko Alphamedical, s.r.o. v Lubochni analyzovalo
vzorky na analyzatoroch Centaur XP (Siemens) a Cobas
e411 (Roche). Na oddeleni klinickej biochémie v Ziline
firmy Klinickd biochémia, s.r.o. boli vzorky vysetrené na
analyzatore Architect i2000 (Abbott) a laboratérium Spe-
cidlnych metdd v Bratislave firmy Alphamedical, s.r.o. za-
bezpecilo analyzu separacnou metédou HPLC.

AdviaCentaur celkovy vitamin D

Jednad sa o 18-minutovu protilatkovd kompetitivnu imu-
noanalyzu, ktord vyuziva monoklonalnu mysiu protilatku
proti fluoresceinu kovalentne spojenu s paramagnetic-
kymi ¢asticami, monoklondlnu mysiu protilatku proti 25-
(OH) D oznacenu esterom akridinu a analég vitaminu D
oznaceny fluoresceinom. Existuje recipro¢ny vztah medzi
mnozstvom vitaminu D pritomnym vo vzorke pacienta
a mnozstvom relativnych svetelnych jednotiek (RLU) zis-
tenych systémom [21]. Vyrobca udava skrizenu reakti-
vitu s inymi metabolitmi (3-epi-25(0H) vitaminu D,, pari-
kalcitol, vitamin D,, vitamin D,, 1,25(0H)2 D,, 1,25(0OH)2 D,,
ktora vsak podla jeho vyhlasenia je minimalna.

Architect 25-0OH Vitamin D

Metdda je oneskorena jednokrokova chemiluminiscen¢nd
imunoanalyza na mikrocasticiach (CMIA — Chemilumin-
scent Microparticle Immunoassay) k kvantitativnemu sta-
noveniu 25-(OH) D v fudskom sére a plazme. Tato metdda
vyuziva ov¢iu polyklonalnu protilatku proti fudskému vi-
taminu D triedy IgG v TRIS pufry. Mnozstvo vitaminu D vo
vzorke je nepriamo Umerné signélu v jednotkach RLU de-
tegovaného optikou systému ARCHITECT iSystem [22]. Aj
tu vyrobca deklaruje krizovu reaktivitu uz spominanych
metabolitov, ktora je podla jeho vyhlasenia minimalna.

Elecsys Vitamin D total

Jednd sa o kompetitivny elektrochemiluminiscen¢ny va-
zobny test. Suprava Elecsys vitamin D total vyuziva pro-
tein viazuci vitamin D (VDBP) ako vychytavajuci protein,
na ktory sa viaZe 25-(OH) D, a 25-(OH) D,. Stanoveniu
predchadza denaturicia a uvolnenie 25-(OH) D z véazby



na VDBP. Metdda je zalozena na vézbe 25-(0OH) D s ruthe-
niom znacenym VDBP. Nésledne je pridany biotinom zna-
¢eny 25-(0OH) D, dojde ku kompeticii o vdzobné miesta
na rutheinilovanom VDBP. Po pridani streptavidinom po-
tiahnutych mikrocastic prebehne interakcia biotin-strep-
tavidin. Nenaviazané zlozky su odstranené. Privedené
napétie na elektréde vyvold chemiluminscenénu emisiu
foténov. Emitované fotény si zmerané fotonasobicom
a mnozstvo 25-(OH) D vo vzorke je nepriamo Umerné
s mnozstvom emitovanych foténov [23]. Vyrobca udava
znadénu skrizenu reaktivitu s C3-epimérom-25 hydroxivi-
taminu D, a 24,25-dihydroxy vitaminom D,. Ostatné me-
tabolity vykazuju minimalnu skrizenu reaktivitu.

25-0H Vitamin D,/D, RP- HPLC

Separa¢na metéda HPLC s obratenou fazou je urcend
pre kvantitativne stanovenie 25-(OH) D, a 25-(OH) D,
v sére a plazme. Ide o test, v ktorom vlastnu analyzu
vzorky predchddza jednoduchd priprava vzorky po-
zostavajuca z kombinacie precipitacie a extrakcie. Se-
paracia HPLC prebieha v izokratickom reZime pri 30 °C
na koldéne s ,reverznou fazou”. Rozmer koldny je 125 x
4 mm, prietokova rychlost 1 ml/min. Formy 25-(OH)
D su detegované pomocou UV detektora pri 264 nm.
Limit detekcie pre 25-(OH) D, je 7 nmol/l a pre 25-(0OH)
D, 9,4 nmol/I. Linearita 25-(OH) D,/D, je do 1 250 nmol/I.
Vytaznost pre 25-(OH) D, je 109,8 % a pre 25-(OH)
D, 102,8 %. Specificita metédy bola testovana porov-
nanim reten¢nych ¢asov zmesi standardnych roztokov
25-(0OH) D,/D, s kalibratorom. Minimalne rozdiely medzi
retenc¢nymi ¢asmi (< 3 %) umoziuju spolahliva identi-
fikaciu pikov. Pridanim metabolitov [1,25-(OH)2 D,/
D,, 24,25-(OH)2 D,] nebola pozorovand interferen-
cia. Separdcia trva 15 minut pre kazdy beh. Vysledky
sa kvantifikuju podla kalibratora a vypocitavaju sa ex-
ternym S$tandardnym spdsobom stanovenim vysky
piku. Systém vyuziva jednobodovu kalibraciu a ma
2 hladiny kontrol [24]. Pri analyze pacientskych vzo-
riek, pre ucely predkladanej prace, boli pouzité kalib-
ratory vyrobcu s cielovymi koncentraciami pre 25-(OH)
D, =142 nmol/I a pre 25-(OH) D, =185 nmol/I. Pre kon-
trolu kvality boli pouzité lyofilizované kontrolné ma-
terialy vyrobcu s ciefovymi hodnotami pre 25-(0OH) D,,
L1 = 51,8, resp. L2 = 89,9 nmol/l, a pre 25-(OH) D,, L1 =
116,7, reps. L2 = 209,1 nmol/l. Celkovo bolo vykonanych
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24 kontrolnych merani, 6 kontrolnych merani pre kazdy
analytakontrolnu hladinu. Priemerna namerand koncen-
tracia pre 25-(OH) D, bola L1 = 47,1 nmol/I (bias =-9,14 %)
a L2 =875 nmol/l (bias = -2,69 %). Priemerna namerana
koncentracia pre 25-(OH) D, bola: L1 = 119,7 nmol/I
(bias = -1,30 %) a L2 = 209,1 nmol/l (bias = -3.83 %).
Ziadne z kontrolnych merani neprekro¢ilo definovany
limit £ 21,5 %.

Statisticka analyza

Na porovnanie metéd bola pouzitd regresna analyza
podla Passing-Babloka a Bland-Altmanova analyza di-
ferencii. Za maximalne akceptovatelné diferencie v jed-
notlivych vysledkoch boli povazované hodnoty v roz-
medzi + 21,5 %. Toto kritérium bolo zvolené na zaklade
CDC Vitamin D Standardization-Certification Program
(VDSCP). Kritérium tak bolo vypocitané, z podmienok
pre bias = 5 % a pre preciznost = 10 %, podla vztahu
TE,= 1,65 * CV + bias. Pre cely korela¢nej analyzy boli,
vzhladom na negaussovské rozdelenie dat, pouzité
Spearmanove korela¢né koeficienty. Za Statisticky vy-
znamné boli povazované hodnoty P < 0,05. Hodnoty
25-(0OH) D, a 25-(0OH) D, namerané pomocou HPLC boli
s¢itané a uvedené ako 25-(OH) D. Stredné koncentracie
25-(0H) D, D, a D, boli vyjadrené formou medianu spolu
s interkvartilovym rozsahom (IQR). Miera zhody v inter-
pretacii nameranych vysledkov celkového vitaminu D
bola vyhodnotena jednak na zdklade odporucanych kri-
térii pre centralnu Eurépu [26] a nasledne na zaklade
metddo-Specifickych rozhodovacich limitov, ktoré boli
ziskané prepoc¢tom odporucanych kritérii pomocou
regresnych rovnic. Na vyhodnotenie dat bol pouzity
MedCalcStatistical Software version 13.1.2 (MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgium; http:/www.medcalc.org;
2014) a Microsoft Excel (2013).

Vysledky

Najvacsia strednd koncentracia 25-(OH) D bola zazname-
nand u metéddy ROCHE (medidn =91,02 nmol/l,IQR=42,58—
123,1 nmol/l), potom u metédy HPLC (medidn=71,8 nmol/l,
IQR = 38,55-100,4 nmol/l), nasledne u metédy ABBOTT
(median = 67,93 nmol/l, IQR = 32,28-91,35 nmol/l) a nako-
niecumetddy SIEMENS (medidn=51,73 nmol/l,IQR=18,01-
70,12 nmol/l). Koncentracia 25-(OH) D bola determino-
vana takmer vylucne 25-(OH) D,. Metdda HPLC poukazala

Tab. 1. Porovnanie metdd stanovenia 25-(OH) D pomocou regresnej analyzy podl'a Passing-Babloka

kategéria n regresna rovnica 95% Cl priesecnik 95% Cl smernica korelaény koeficient P

HPLC vs SIEMENS 109 y =0,09 + 0,69x -3,08-4,69 nmol/I 0,62-0,77 0,842 <0,0001
HPLC vs ROCHE 109 y=8,32+ 1,09x 1,29-13,95 nmol/I 0,97-1,22 0,849 <0,0001
HPLC vs ABBOTT 92 y =7,46 + 0,80x 0,41-12,16 nmol/I 0,70-0,90 0,873 <0,0001
SIEMENS vs ABBOTT 89 y=4,94+1,23x 0,35-8,03 nmol/I 1,15-1,31 0,972 <0,0001
SIEMENS vs ROCHE 89 y=3,23+1,63x -3,37-11,21 nmol/I 1,48-1,81 0,904 <0,0001
ROCHE vs ABBOTT 91 y =0,46 + 0,76x -4,44-5,44 nmol/I 0,69-0,84 0,923 <0,0001

Hodnota P predstavuje $tatistickil vyznamnost korelacie. 95% Cl znamend 95% interval spolahlivosti.

405



406 ‘ Vafiuga A et al. Uskalia stanovenia vitaminu D

na strednu koncentréciu 25-(OH) D, = 71,9 nmol/l (IQR =
44,08-100,0 nmol/l). Median 25-(OH) D, z celého stiboru vy-
sledkov nebol kvantifikovatelny. Meratelnd koncentracia
25-(OH) D, bola zaznamenana iba v 7 pripadoch. Median
25-(OH) D, z tohto sdboru vysledkov bol 30,4 nmol/I (IQR =
23,45-115,8 nmol/).

Namerané vysledky 25-(OH) D pomocou 3 imunoche-
mickych metéd boli porovnané s metédou HPLC ako
aj navzajom medzi sebou pomocou regresnej analyzy
podla Passing-Babloka. Vysledky tejto analyzy su zhrnuté
vtab. 1 a graficky je zndzornuje graf 1. Spomedzi porovna-
vanych metdd bola korelacia medzi HPLC a ABBOTT naj-
lepsia (R = 0,873, P < 0,0001), potom medzi HPLC a ROCHE
(R =0,849, P < 0,0001) a nakoniec medzi HPLC a SIEMENS
(R = 0,842, P < 0,0001). Pri porovnani imunochemickych
metdd navzajom bola zistena najlepsia koreldcia medzi
SIEMENS a ABBOTT (R = 0,972, P < 0,0001), potom medzi
ROCHE a ABBOTT (R=0,923, P < 0,0001) a nakoniec medzi
SIEMENS a ROCHE (R = 0,904, P < 0,0001).

Bias medzi imunochemickymi metédami a metédou
HPLC bol vyhodnoteny pomocou Bland-Altmanovej ana-
lyzy. Vysledky tejto analyzy graficky znazoriuje graf 2.
Spomedzi porovnavanych metdd bol zaznamenany naj-
mensi priemerny bias medzi metédou HPLC a ABBOTT
(-0,2 %), potom medzi HPLC a SIEMENS (23,4 %) a nako-
niec medzi HPLC a ROCHE (-28,0 %).

Pri vzdjomnom porovnani imunochemickych metod
bol zaznamenany najmensi priemerny bias medzi meté-
dou ROCHE a ABBOTT (22,8 %), potom medzi SIEMENS
a ABBOTT (-32,1 %) a nakoniec medzi SIEMENS a ROCHE
(-53,6 %).

Graf 1. Sumarny regresny graf z porovnania

vybranych imunochemickych metéd s HPLC
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V tab. 2 je zndzornend miera zhody v klasifikacii vysled-
kov 25-(OH) D s ohladom na odporucané ako aj meto-
do-3pecifické rozhodovacie limity. Na zdklade odporuca-
nych kritérii bola medzi metédou HPLC a ABBOTT zhoda
v 65,22 %, medzi metddami HPLC a ROCHE v 59,63 %
a medzi metédou HPLC a SIEMENS 46,79 % pripa-

Graf 2. Bland-Altmanove grafy porovnania rutinnych
imunochemickych metéd stanovenia 25-(0H)
D vyjadrujuce priemerny relativny bias.
(A) HPLC-UV vs SIEMENS, (B) HPLC-UV vs

ABBOTT, (C) HPLC-UV vs ROCHE. Nepre-
ruSovana linia reprezentuje priemerny relativny
bias, preruSovana linia s bodkou regresnu
priamku diferencii a preruSované linie limity
zhody (bias + 1,96 SD)
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Tab. 2. Zhoda v klasifikacii nameranych vysledkov 25-(0H) D s ohl'adom na odporti¢ania pre centrilnu Eurépu,

resp. na metodo-Specifické rozhodovacie limity

vseobecné rozhodovacie limity

metodo-Specifické rozhodovacie limity

metéda FN [%] zhoda [%] FP [%] FN [%] zhoda [%] FP [%]
SIEMENS 50,46 46,79 2,75 19,27 65,14 15,6

ROCHE 11,93 59,63 28,44 20,18 66,06 13,76
ABBOTT 30,43 65,22 4,35 20,65 67,39 11,96

FN - falosna negativita FP - falo§na pozitivita
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dov. Miera falo$nej negativity vysledkov bola najvacsia
u metddy SIEMENS (50,46 %), potom u metédy ABBOTT
(30,43 %) a nakoniec u metédy ROCHE (11,93 %). Miera fa-
losnej pozitivity bola naopak najvyssia u metédy ROCHE
(28,44 %), potom u metdédy ABBOTT (4,35 %) a nakoniec
u metddy SIEMENS (2,75 %). Pri interpretdcii vysledkov
na zéklade metédo-3pecifickych rozhodovacich limitov
bola medzi metédou HPLC a ABBOTT zhoda v 67,39 %,
medzi metédami HPLC a ROCHE v 66,06 % a medzi me-
tédou HPLC a SIEMENS v 65,14 % pripadov. Z tohto jed-
noduchého experimentu je zrejmé, ze miera zhody sa
vylepsila u vietkych troch imunochemickych metéd
s najvyraznejsim zlepsenim u metdédy SIEMENS (46,79 %
vs 65,14 %) a je porovnatelna u vietkych 3 metdd. Po-
dobne doslo aj k rovnomernejsiemu rozlozeniu falosne
negativnych a pozitivnych vysledkov.

Diskusia
Stanovenie hladiny 25-(OH) D sa stdva predmetom
zaujmu mnohych medicinskych Specializacii. Klinické
laboratdria sa musia vysporiadat s narastajucim poc¢tom
indikacii stanovenia hladiny 25-(OH) D. | ked'sa za refe-
ren¢nd metddu povazuje metéda LC-MS/MS, ta je pre
svoju pristrojovu, ekonomickd naro¢nost a naro¢nost
na obsluhu v rutinnych podmienkach laboratérii na-
hradzovand imunochemickymi metédami, ktoré v su-
¢asnosti poskytuju viaceri vyrobcovia IVD prostriedkov
[26]. Vyber metddy je na rozhodnuti laboratérii, pricom
neexistuje jednoznacny navod, ktory by pomohol pri
vybere najvhodnejsej metddy. Situdciu vyrazne kom-
plikuje nizka urovern Standardizacie metdd, ktord spolu
so véeobecnymi cut-off hodnotami pre hodnotenie sta-
tusu 25-(OH) D méze v kone¢nom désledku skompliko-
vat klinické rozhodovanie. Uz niekolko autorov zaobe-
rajucich sa touto problematikou poukazuje na rieSenie
situdcie, pricom poukazuju na nutnost Standardizécie
metdéd s vhodnym referen¢nym materidlom [15], pri-
padne vytvorenim metddo-Specifickych referen¢nych
intervalov[16,26,27]. V tejto studii sme sa zamerali na
porovnanie 3 imunochemickych metéd stanovenia 25-
(OH) D s HPLC, ktoré sa podla nasho nazoru a skuse-
nosti, vyuzivaju v rutinnej praxi najcastejsie. Pocas tr-
vania tejto studie mali vietky pouzité imunochemické
metddy vydany certifikdt VDSCP (Vitamin D Standardi-
zation-Certification Program). Tento certifikat sa vydava
pre metddy, ktoré spinia certifika¢né podmienky, bias <
5 % a preciznost < 10 %, od CDC a University of Ghent
Vitamin D, and D, referencnych metéd v rozsahu 22,5~
275 nmol/I. Vysledky regresnej analyzy ako aj analyzy
diferencii v tejto praci poukazali na vyznamné rozdiely
medzi skimanymi metédami. K podobnym zdverom sa
dopracovali viaceré publikované studie [28-34].
Namerané vysledky 25-(OH) D sme podrobili aj inter-
pretacii s ohladom na vSeobecné rozhodovacie limity
platné pre centralnu Eurépu [26]. Tieto odporucania ro-
zoznévaju 6 pasiem koncentracie 25-(OH) D: < 50 nmol/I
(deficit), 50-75 nmol/l (suboptimum), 75-125 nmol/I
(adekvatny status), 125-250 nmol/l (nadmerna zasoba),
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250-500 nmol/l (rizikové koncentracia), > 500 nmol/Il
(toxicita). Na zaklade tychto kritérii bola medzi meté-
dami zna¢na diverzita v miere zhody ako aj v miere fa-
losne negativnych a pozitivnych vysledkov. Po pre-
pocte rozhodovacich limitov pomocou regresnych
rovnic pre kazdd metédu sa miera zhody ako aj miera
falosne negativnych a pozitivnych vysledkov ustélila na
priblizne rovnakej drovni naprie¢ vietkymi metéddami,
pricom vo vietkych pripadoch doslo k zlepseniu tychto
ukazovatelov.

| ked Standardizécia je najcastejSie skloriovanym
problémom, je nutné zmienit aj iné potencionalne
zdroje pricin diskrepancii medzi vysledkami 25-(OH) D.
Viaceri autori v literatire poukazuju na dalsie priciny,
ktoré mézu spdsobit znacné rozdiely medzi metédami
stanovenia 25-(OH) D. Podla nich sa javia ako problema-
tické metabolity vitaminu D, napr. 3-epi-25 hydroxivita-
min D, 24,25-dihydroxyvitamin D, rozdielna imunore-
aktivita 25-(OH) D, a 25-(OH) D,, heterofilné protilatky,
VDBP (Vitamin D Binding Protein) [35-37].

Zaver

Uroven $tandardizacie metod stanovenia 25-(OH) D je
i doposial nedostato¢na a spolu s dalsimi faktormi
moze skreslovat klinické rozhodovanie, ¢o moze viest
k neadekvatnym terapeutickym postupom. Nedd sa
ocakavat, Ze sa situdcia v blizkej budicnosti vyznamne
zmeni, a preto je vhodné uvazovat aspon o pouzivani
na metdde zavislych rozhodovacich limitov, ktoré mézu
pri najmensom zlepsit interpretaciu vysledkov 25-(OH)
D naprie¢ réznymi rutinne pouzivanymi metédami.
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