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Streszczenie

Wstep. Niedobdér organizmu w witaming D wigze si¢ ze wzrostem ryzyka rozwoju wie-
lu choréb, w tym autoimmunologicznych, uktadu sercowo-naczyniowego, nowotworéw,
cukrzycy. Stezenie 25(0OH)D w surowicy krwi stanowi wskaznik zaopatrzenia organizmu
w witamine D. Biologicznie czynny metabolit witaminy D — 1,25(0H),D, jest jednym z gtéw-
nych czynnikéw regulujgcych metabolizm wapnia i fosforu.

Cel pracy. Poréwnanie metod oznaczania stezenia 25(0OH)D (automatycznych CLIA na ana-
lizatorach IDS-iSYS i LIAISON) oraz 1,25(0H),D (pétautomatycznej CLIA na analizatorze IDS-
-iSYS i manualnej RIA) w surowicy krwi w materiale pediatrycznym oraz kontroli jakosci DEQAS.

Materiat i metody. Okreslono: 1. powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é metody CLIA ozna-
czania stezen 25(0OH)D i 1,25(0OH),D na analizatorze IDS-iSYS w materiale pediatrycznym,
2. doktadno$¢ metody CLIA oznaczen stezen 25(0OH)D na analizatorze IDS-iSYS w mate-
riale kontroli jako$ci DEQAS w odniesieniu do metod HPLC i LC-MS/MS, 3. poréwnano
metode CLIA pomiaru stezen 25(0H)D i 1,25(0OH),D na analizatorze IDS-iSYS z metodami
odpowiednio: automatyczng CLIA na analizator LIAISON oraz manualng RIA.

Wyniki. Metody CLIA pomiaru stezenia 25(0OH)D i 1,25(0H),D na analizatorze IDS-
-ISYS charakteryzowaty sie wysoka powtarzalno$cia (odpowiednio 2,6 i 6,4%) i odtwarzal-
noscig (odpowiednio 9,1 i 9,6%) oznaczen. Odnotowana réznica pomiedzy oznaczeniami
stezenia 25(0OH)D wykonywanymi w systemach LIAISON i IDS-iSYS w materiale pediatrycz-
nym (bias 25,7%) oraz materiale kontrolnym DEQAS (bias 49,4%) moze wynika¢ z réznic
w specyficznosci testow wzgledem metabolitdw witaminy D. Poréwnanie metod pomiaru
stezen 1,25(0H),D wykazato ich dobrg zgodno$¢ w materiale pediatrycznym (bias 11,0%).

Whioski. Uzyskane wyniki wskazujg na wysoka precyzje oznaczen metabolitéw wita-
miny D przy uzyciu analizatora IDS-iSYS. Jednocze$nie odnotowana zgodno$¢ tych me-
tod z metodami rutynowo stosowanymi w Zaktadzie Biochemii, Radioimmunologii i Medy-
cyny Doswiadczalnej sugeruje mozliwos$¢ ich zastosowania w klinicznej praktyce szpitala
pediatrycznego z zachowaniem najwyzszych standardéw diagnostyki laboratoryjne;.

Summary

Introduction. Vitamin D insufficiency coincides with increased risk of several diseases,
including cancer, diabetes, autoimmune and cardiovascular disorders. Serum 25(0OH)D is
areliable biomarker of vitamin D status that is used in everyday clinical practice. 1,25(0OH),D
is hormonal active vitamin D metabolite stimulating intestinal absorption of both calcium
and phosphorus. It also encourages bone resorption and mineralization.

Aim. Comparison of the methods for serum determination of 25(0OH)D (automatic CLIA
on IDS-iSYS and LIAISON analyzers) and 1,25(0H),D (semi-automatic CLIA on IDS-iSYS
analyzer and manual RIA) in pediatric and DEQAS samples.

Material and methods. The intra- and intervariability of 25(OH)D and 1,25(0H),D
measurements on the IDS-iSYS platform in pediatric samples were calculated. The ac-
curacy of the CLIA method of 25(0OH)D quantification on the IDS-iSYS was evaluated using
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DEQAS HPLC and LC-MS/MS data. The comparison of the CLIA method of 25(0OH)D and
1,25(0OH),D determinations on IDS-iSYS platform with the CLIA method on LIAISON ma-
chine and manual RIA method, respectively, was performed.

Results. The CLIA methods of 25(0H)D and 1,25(0H),D determinations on the IDS-
iSYS platform were characterized by high repeatability (2.6 and 6.4%, respectively) and
reproducibility (9.1 and 9.6%, respectively). The disagreement noted between methods
in 25(0OH)D results in pediatric and DEQAS samples (the bias 25.7 and 49.4%, respec-
tively) may be due to differences in the cross-reactivity with the vitamin D metabolites. The
comparison of methods of 1,25(0H),D determination showed their good compatibility in
pediatric samples (the bias of 11.0%).

Conclusions. The study indicate high precision of serum 25(0OH)D and 1,25(0OH),D
determinations using CLIA methods on the IDS-iSYS platform. The comparison of these
methods with the methods routinely used in the Department of Biochemistry, Radioimmu-
nology and Experimental Medicine made the possibility of their use in the clinical practice

of pediatric hospital with maintenance of the highest diagnostic standards.

WPROWADZENIE

Wiasciwe zaopatrzenie organizmu w witamine D
odgrywa fundamentalng role nie tylko w regulacji go-
spodarki wapniowo-fosforanowej, ale takze zapewnia
prawidtowe funkcjonowanie niemal wszystkich tkanek
i narzadéw. Wykazano, ze niedobory i deficyty witami-
ny D sg czynnikiem ryzyka wystapienia i rozwoju choréb
nowotworowych, autoimmunologicznych, sercowo-na-
czyniowych oraz cukrzycy (1, 2). Udokumentowano, ze
pozanerkowa synteza aktywnego metabolitu witami-
ny D, czyli 1,25-dihydroksywitaminy D [1,25(0OH),D] ma
kluczowe znaczenie dla funkcji uktadu immunologicz-
nego i wewnatrzwydzielniczego, a takze dla réwnowagi
miedzy proliferacja, réznicowaniem sie i apoptoza ko-
mérkowa (3-8). 25-hydroksywitamina D (25(0OH)D) ze
wzgledu na dtugi okres pottrwania (okoto 3 tygodni jest
gtéwnym parametrem oceny zaopatrzenia organizmu
w witamine D (9). Pomiar stezenia 25(0OH)D w surowi-
cy informuje o ilosci substratu dostepnego dla nerkowej
syntezy aktywnego hormonalnie 1,25(0H),D.

1,25(0OH),D jest jednym z gtéwnych czynnikow re-
gulujacych metabolizm wapnia i fosforu, oddziatuja-
cym przez stymulacje wchfaniania wapnia w jelitach
i zwiekszenie resorpcji kosci. Jednoczesnie hamuje
produkcje parathormonu zaréwno przez bezposrednie
oddziatywanie na gruczoty przytarczycowe, jak i po-
$rednio, podnoszac poziom wapnia we krwi. Wytwarza-
nie 1,25(0OH),D jest stymulowane przez parathormon,
co skutkuje powstaniem efektywnej petli sprzeze-
nia zwrotnego (10). Wytwarzany przez kosci czynnik
FGF23 hamuje natomiast synteze 1,25(0OH),D (11).

Oznaczanie stezenia 25(0OH)D oraz 1,25(0H),D w su-
rowicy jest procedurg trudng z kilku podstawowych
przyczyn: (1) duzej hydrofobowosci 25(0OH)D oraz
1,25(0H),D, co wiaze sie z zagrozeniem interferencii licz-
nych sktadnikdw surowicy (tzw. efekt matrix); (2) wyste-
powania w surowicy pochodnych witaminy zaréwno D,
jak i D,; (3) wystgpowania w surowicy stereoizomeru
3-epi-25(0OH)D,; (4) stezenia 1,25(0H),D w surowicy
na poziomie pg/ml (12, 13). Notowane ostatnio znacza-
ce zwiekszenie zapotrzebowania na ocene zaopatrzenia
w witamine D u pacjentow z wielu grup ryzyka spowodo-
wato konieczno$¢ opracowania nowych i tatwo dostep-
nych metod oznaczania stezenia 25(0OH)D w surowicy.

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami (1, 2) automatyczne
platformy IDS-iSYS i LIAISON wprowadzity procedury row-
noczesnego oznaczania 25(0H)D, i 25(0H)D, (25(0H)D
total) w surowicy, ktére wykorzystujemy do badan w ma-
teriale pediatrycznym Instytutu ,Pomnik — Centrum Zdro-
wia Dziecka” (IPCZD). W systemie IDS-iSYS mozliwe jest
rowniez oznaczanie 1,25(0H),D metoda potautomatycz-
ng. Oba badania podlegajg miedzynarodowej kontroli
jakosci oznaczeh metabolitow witaminy D w systemie
certyfikujgcym DEQAS (The International External Quality
Assessment Scheme for Vitamin D Metabolites) (14-16).

CEL PRACY

Celem pracy byta analiza precyzji i doktadnosci oraz
poréwnanie metod oznaczen stezeh metabolitow wita-
miny D w surowicy krwi: automatycznej chemilumine-
scencyjnej (CLIA) metody pomiaru stezenia 25(0OH)D na
analizatorze IDS-iISYS wzgledem metody automatycznej
CLIA na analizatorze LIAISON oraz pétautomatycznej
metody CLIA pomiaru stezen 1,25(0H),D na analizatorze
IDS-iSYS wzgledem metody manualnej radioimmunolo-
gicznej (RIA) z wykorzystaniem materiatu pediatrycznego
IPCZD oraz prébek kontrolnych systemu DEQAS.
MATERIAL | METODY
Protokoét badania

Do badan precyzji oznaczen stezen 25(0OH)D to-
tal (25(0OH)D, + 25(0OH)D,) oraz 1,25(0OH),D wykorzy-
stano mieszanine surowic (surowica zlewkowa) po-
zostatych po rutynowych oznaczeniach 25(0OH)D oraz
1,25(0H),D u pacjentéw IPCZD. Do badan powtarzal-
nosci oraz odtwarzalnosci surowice zlewkowa dzielono
na porcje odpowiadajgce jednemu badaniu. Badania
powtarzalno$ci wykonywano w trakcie jednego dnia
prowadzenia oznaczen, natomiast oznaczenia pozwa-
lajgce oceni¢ odtwarzalno$¢ prowadzono w odrebnych
cyklach uruchamiania analizatora. Do oceny zgod-
nosci wynikéw oznaczen 25(0OH)D total wykonanych
automatyczng metodg CLIA na analizatorze IDS-iSYS
wzgledem automatycznej metody CLIA na analizatorze
LIAISON wykorzystano 100 prébek surowicy pochodza-
cej od pacjentéw IPCZD. Do oceny zgodnosci wynikéw
oznaczen 1,25(0OH),D wykonanych metodg poétauto-
matyczng CLIA na analizatorze IDS-iSYS wzgledem
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metody manualnej RIA wykorzystano 70 prébek suro-
wicy pochodzacej od pacjentéw IPCZD.

Do analizy doktadnosci automatycznej metody CLIA
oznaczen stezen 25(0OH)D total na analizatorze IDS-iSYS
wykorzystano 40 prébek kontrolnych systemu kontroli
jakosci DEQAS (numery 411-450) i poréwnano z wyni-
kami oznaczeh wykonanymi metodami wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz tandemowej
spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig cieczo-
wa (LC-MS/MS) stanowigcymi ,.ztoty standard” oznaczen
stezenia 25(0OH)D. Te same probki kontrolne postuzyty
dodatkowo do oceny zgodnosci metod oznaczania ste-
zenia 25(0OH)D na analizatorze IDS-iSYS wzgledem LIA-
ISON. Wartosci stezen 25(0OH)D mierzonych metodami
HPLC i LC-MS/MS stanowig warto$¢ $rednig wynikow
oznaczenh wykonanych przez uczestnikdw kontroli jakosci
DEQAS i pochodza z informacji dostarczanych osrodkom
bioracym udziat w tejze kontroli. Miedzynarodowa kontro-
la jakosci DEQAS prowadzona jest w Zakiadzie Biochemii,
Radioimmunologii i Medycyny Do$wiadczalnej (ZBRiMD)
IPCZD od 2009 roku (certyfikat DEQAS) dla metod rutyno-
wo stosowanych do pomiaru stezeh metabolitow witami-
ny D, to jest metody automatycznej CLIA oznaczen stezen
25(0OH)D na analizatorze LIAISON oraz metody manual-
nej RIA oznaczen stezen 1,25(0H),D.

Analizy przeprowadzone na posiadanym materiale
zostaly wykonane w ramach badan statutowych po-
szerzonej kontroli jakosci w ZBRiMD IPCZD. Badania
nie wymagaty zgody Komisji Bioetycznej. Badacze nie
mieli dostepu do danych osobowych pacjentéw.

Test IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin D

IDS-iISYS 25-Hydroxy Vitamin D (IDS-iSYS, Immuno-
diagnostic Systems) jest testem kompetycyjnym wyko-
rzystujgcym zjawisko chemiluminescenciji. We wstepnej
fazie oznaczenia, przy uzyciu odczynnika zawierajacego
NaOH, nastepuje uwolnienie zawartej w prébce 25(0OH)D
z biatka wigzacego witamine D (DBP). Kolejnym etapem
jest inkubacja badanej prébki ze swoistymi przeciwcia-
tami skierowanymi przeciwko 25(0OH)D wyznakowanymi
akrydyna. Nastepnie do mieszaniny dodawane sg czgstki
magnetyczne zwiazane z 25(0H)D, ktére wigza sie z kom-
pleksem przeciwcialo-25(0OH)D powstalym w czasie
pierwszej inkubacji w pozostatych wolnych miejscach. Po
inkubacji mieszanina reakcyjna zostaje przeniesiona do
komory pomiarowej, gdzie, na zasadzie oddziatywan ma-
gnetycznych pomiedzy elektrodg a czgstkami magnetycz-
nymi, caty kompleks jest wychwytywany przez elektrode.
Nastepuie inicjacja reakcji z udziatem akrydyny, ktérej pro-
dukt stanowig fotony $wiatta zliczane przez fotopowielacz
we wzglednych jednostkach luminescencii (ang. relative
light unit — RLU). Ich ilo$¢ jest odwrotnie proporcjonalna
do ilo$ci 25(0OH)D znajdujacej sie w prébce badanej. Ste-
zenie 25(0OH)D odczytywane jest z krzywej kalibracyjnej.

Test 1,25-Dihydroxy Vitamin D

Test IDS-iSYS 1,25-Dihydroxy Vitamin D (IDS-iSYS, Im-
munodiagnostic Systems) to kompletny pétautomatyczny
system umozliwiajgcy oznaczenie stezenia 1,25(0OH),D
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w surowicy. Pierwszy etap oznaczenia wykonywany jest
manualnie i polega na immunologicznym oczyszczeniu
badanej probki z uzyciem kapsutki z zelem zwigzanym
z monoklonalnymi przeciwciatami skierowanymi prze-
ciwko 1,25(0OH),D. Przed naniesieniem na zel, badang
probke poddaje sie delipidacji siarczanem dekstranu
i chlorkiem magnezu. Niezwigzane z zelem substancje
usuwane sg przy uzyciu metanolu, natomiast wymywanie
zabsorbowanego 1,25(0CH),D odbywa sig przy pomocy
etanolu. Eluaty poddaje sie nastepnie odparowaniu w at-
mosferze azotu w temperaturze 40°C. Kolejne etapy ozna-
czenia wykonywane sg automatycznie przez analizator
IDS-iISYS, poczawszy od inkubacji oczyszczonej probki
z biotynylowanym przeciwciatem owczym skierowanym
przeciwko 1,25(0OH),D. W nastepnym etapie dodawana
jest 1,25(0OH),D znakowana akrydyna, ktéra wspotzawod-
niczy o miejsca wigzania przeciwciat. W koncowej fazie
oznaczenia pokryte streptawidyna magnetyczne czgstki
wigzg, na zasadzie oddziatywan z biotyna, powstaty kom-
pleks, ktéry po odptukaniu z niezwigzanego materiatu
wytapywany jest przez elektrode. Dodanie odczynnikéw
wyzwalajacych inicjalizuje reakcje chemiluminescencyj-
na. Mierzony przez fotopowielacz w jednostkach RLU
sygnat $wietiny jest odwrotnie proporcjonalny do ilosci
1,25(0OH),D zawartego w probkach badanych. Stezenie
1,25(0OH),D odczytywane jest z krzywej kalibracyjne;.

Test 25(OH) Vitamin D Total

Liaison 25(0OH) Vitamin D Total (LIAISON, Biomedi-
ca Gruppe) jest kompetycyjnym testem wykorzystuja-
cym zjawisko chemiluminescencji, gdzie do identyfikacji
25(OH)D zastosowano specyficzne przeciwciato. W trak-
cie pierwszej inkubacji odczynnik zawierajgcy etanol
oraz detergent powoduje uwolnienie 25(0H)D zawartej
w probce badanej z DBP. Wolna 25(0OH)D ulega wigzaniu
z przeciwciatem optaszczajgcym czagstki paramagnetycz-
ne. W nastepnym etapie dodawana jest znakowana izo-
luminolem 25(OH)D, ktéra wspdtzawodniczy z 25(0H)D
zawartg w probce badanej o wigzanie z przeciwciatem.
Po inkubacji materiat niezwigzany usuwany jest w trakcie
ptukania. W koncowej fazie oznaczenia dodawany jest
odczynnik inicjujacy reakcje, ktorej produktem sg fotony
Swietine zliczane za pomocg fotopowielacza w jednost-
kach RLU. Ich ilos¢ jest odwrotnie proporcjonalna do ste-
zenia 25(0OH)D w prébce badanej odczytywanego z krzy-
wej kalibracyjne;.

Test 1,25(0OH),-Vitamin D-RIA-CT

Test 1,25(0OH),-Vitamin D-RIA-CT (DIASource) jest
manualnym testem RIA. Zasadg metody jest wspétza-
wodnictwo statej ilosci 1,25(0H),D znakowanej radio-
aktywnym 1'*® ze zmienng iloécig 1,25(0OH),D pocho-
dzaca z probki badanej o statg ilo$¢ miejsc wigzacych
na specyficznych przeciwciatach optaszczajgcych
wewnetrzng powierzchnie probdéwek. Probki surowi-
cy badanej sa wstepnie ekstrahowane i wieloetapo-
WO Cczyszczone przy uzyciu rozpuszczalnikéw orga-
nicznych (eter dwuizopropylowy, cykloheksan, octan
etylu, etanol bezwodny, dwuchlorometan). Stezenia
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1,25(0H),D odczytywane sg z krzywej kalibracyjnej wy-
konywanej rownoczes$nie przy kazdej serii oznaczen.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy
programu Statistica 8.0 PL (Statsoft, USA) oraz 30-dniowej
wersiji testowej programu XLSTAT 2016 (Addinsoft, USA).
Korelacje oceniono testem Pearsona, a wspdtczynnik de-
terminacji obliczono metoda regres;ji liniowej opartej o do-
pasowanie krzywej regresji metodg najmniejszych kwa-
dratéw. Liniowos$¢ zaleznosci badano przy uzyciu analizy
Passing-Bablok. Kierunki réznic miedzy poszczegdlnymi
metodami okreslono przy pomocy wykresu Blanda-Altma-
na. Za poziom istotnosci przyjeto wartos¢ p < 0,05 (17-20).

WYNIKI

Oznaczenia stezenia 25(OH)D total w surowicy
krwi metoda automatyczng CLIA na analizatorze
IDS-ISYS

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ oznaczen w materiale
pediatrycznym przedstawiono w tabeli 1. Automatyczna
metoda CLIA oznaczen stezen 25(0H)D total na analiza-
torze IDS-ISYS wykazuje wysoka powtarzalnos¢ w mate-
riale pediatrycznym. Zmienno$¢ wewnatrzoznaczeniowa
byta okoto dwukrotnie nizsza w poréwnaniu z danymi
producenta dla oséb dorostych. Odtwarzalno$¢ oznaczen
w materiale pediatrycznym byfa rowniez wysoka i zbiezna
z danymi producenta u oséb dorostych. W poréwnaniu
z automatyczng metoda CLIA oznaczenh stezen 25(0OH)D
total na analizatorze LIAISON (dane producenta) wyzna-
czony dla analizatora IDS-iSYS wspétczynnik zmiennosci
wewnatrzoznaczeniowej nie roznit sie, natomiast miedzy-
oznaczeniowej byt okoto 1,4-krotnie wyzszy.

Rycina 1 przedstawia poréwnanie oznaczen steze-
nia 25(0OH)D total na analizatorze IDS-iSYS wzgledem
LIAISON w materiale pediatrycznym, a w materiale kon-
troli jakosci DEQAS - na rycinie 2. Poréwnanie ozna-
czen stezen 25(0H)D total metodami automatycznymi
CLIA na analizatorach IDS-iSYS i LIAISON wykonano
na podstawie oznaczeh w materiale pediatrycznym
oraz materiale kontroli jako$ci DEQAS. Analiza regres;ji
liniowej Pearsona wykazata wysoka korelacje wynikow

oznaczeh wymienionymi metodami w materiale pedia-
trycznym (r = 0,911; p = 0,000; y = 1,09 x + 4,55) oraz
w materiale kontroli jako$ci DEQAS (r = 0,962; p = 0,000;
y = 1,51 x + 2,59). Analiza wykresu Blanda-Altmana ujaw-
nita natomiast $redni bias miedzy metodami wynoszacy
w materiale pediatrycznym 25,7% (95% CI: 21,8-29,5%)
oraz w materiale DEQAS 49,4% (95% Cl: 46,4-52,4%).
Przeprowadzona analiza regresji Passing-Bablok wyka-
zata zalezno$¢ y = 1,26 x + 0,66 w materiale pediatrycz-
nym. Nie stwierdzono znaczacego odchylenia od liniowo-
ci (p = 0,711). Podobnie w materiale kontrolnym DEQAS
nie stwierdzono odchylenia od liniowosci (p = 0,526),
natomiast zalezno$¢ miedzy metodami ksztattowata sie
nastepujaco: y = 1,63 x + 0,42.

Na rycinach 3 i 4 przedstawiono: poréwnanie oznaczen
stezenia 25(0OH)D total na analizatorze IDS-iSYS wzgle-
dem metody HPLC (ryc. 3) oraz metody LC-MS/MS (ryc. 4)
w materiale kontroli jakosci DEQAS - doktadno$¢ ozna-
czen. Porbwnanie oznaczen stezenia 25(0OH)D total
automatyczng metoda CLIA na analizatorze IDS-iSYS
wzgledem metod HPLC i LC-MS/MS uwazanych za ,zloty
standard” w materiale kontroli jakosci DEQAS potrakto-
wano jako ocene doktadnosci tejze metody. Wykazano
na podstawie analizy regresji liniowej Pearsona wysoka
korelacje miedzy wynikami oznaczenh stezenia 25(0H)D
total na analizatorze IDS-iSYS a wynikami oznaczen otrzy-
manych metodami HPLC (r = 0,972; p = 0,000; y = 1,20
X + 2,94) oraz LC-MS/MS (r = 0,972; p = 0,000; y = 1,25
X + 2,82). Analiza regresji Passing-Bablok wskazata
na liniowos¢ zaleznosci wynikdw oznaczen wzgledem
metody HPLC (p = 0,526; y = 1,25 x + 1,94) oraz
LC-MS/MS (p = 0,972; y = 1,29 x + 2,32). Jednoczesnie
wykres Blanda-Altmana ujawnit dodatnie procentowe od-
chylenie wynikéw oznaczen 25(0OH)D total na analizatorze
IDS-iISYS wynoszace $rednio 29,4% (95% Cl: 26,0-32,7%)
wzgledem metody HPLC oraz 33,1% (95% Cl: 29,6-36,6%)
wzgledem metody LC-MS/MS.

Oznaczenia stezenia 1,25(0OH),D w surowicy krwi
metoda potautomatyczna CLIA na analizatorze
IDS-iSYS

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é oznaczeh w ma-
teriale pediatrycznym zaprezentowano w tabeli 2.

Tab. 1. Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢é oznaczen stezeh 25(0OH)D total metoda automatyczng CLIA na analizatorze IDS-iSYS

w materiale pediatrycznym

IDS-iSYS LIAISON
ZBRiMD IPCZD Dane producenta Dane producenta

Liczba oznaczen 10 80 80

Srednia (ng/ml) 35,3 36,2 35,0
Powtarzalno$é¢

Odchylenie standardowe 0,9 2,0 1,0

Wspotczynnik zmiennosci (%) 2,6 5,5 2,9

Liczba oznaczen 10 80 80

Srednia (ng/ml) 39,4 36,2 35,0
Odtwarzalno$¢

Odchylenie standardowe 3,6 3,3 2,2

Wspétczynnik zmiennosci (%) 9,1 9,2 6,3

ZBRiMD IPCZD — Zaktad Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny Doswiadczalnej Instytutu ,,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”
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Ryc. 1. Poréwnanie oznaczen stezenia 25(0OH)D total automatycz-
nymi metodami CLIA na analizatorze IDS-iSYS wzgledem LIAISON
w materiale pediatrycznym: a) krzywa regresji liniowej, b) wykres
Blanda-Altmana, c) krzywa regresji Passing-Bablok

Pétautomatyczna metoda CLIA oznaczania stezenia
1,25(0OH),D na analizatorze IDS-iISYS wykazuje zaréwno
wysokag precyzje wewnatrzoznaczeniowsa, jak i miedzy-
oznaczeniowg w materiale pediatrycznym. Jednoczesnie
wyznaczony dla metody CLIA btgd odtwarzalnosci w ma-
teriale pediatrycznym nie r6znit sie znaczaco od danych
producenta dla oséb dorostych. W poréwnaniu z danymi
producenta dla metody manualnej RIA precyzja oznaczen
stezenia 1,25(0OH),D na analizatorze IDS-iSYS byta wigk-
sza, szczegdblnie wewnatrzoznaczeniowa.

Poréwnanie oznaczen stezenia 1,25(0OH),D na
analizatorze IDS-iSYS wzgledem metody manualnej
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Ryc. 2. Poréwnanie oznaczen stezenia 25(0OH)D total na analizatorze
IDS-iSYS wzgledem LIAISON w materiale kontroli jako$ci DEQAS:
a) krzywa regres;ji liniowej, b) wykres Blanda-Altmana, c) krzywa re-
gresji Passing-Bablok

RIA w materiale pediatrycznym pokazuje rycina 5.
Wykazano satysfakcjonujaca korelacje w materiale
pediatrycznym miedzy wynikami oznaczen stezenia
1,25(0H),D otrzymanych pétautomatyczng metodg
CLIA oraz metodg manualng RIA (r = 0,878; p = 0,000;
y = 0,85 x + 14,22). Srednie odchylenie miedzy me-
todami oceniane na podstawie analizy wykresu Blan-
da-Altmana wyniosto 11,0% (95% CI: 5,8-16,2%).
Analiza regresji Passing-Bablok ujawnita zalezno$é
y = 0,99 x + 6,74 miedzy metodami. Jednoczes$nie nie
stwierdzono odchylenia od liniowosci tejze zalezno-
$ci (p = 0,999).
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Ryc. 3. Poréwnanie oznaczen stezenia 25(0OH)D total na analiza-
torze IDS-iSYS wzgledem metody HPLC w materiale kontroli jako-
éci DEQAS: a) krzywa regresji liniowej, b) wykres Blanda-Altmana,
c) krzywa regresji Passing-Bablok

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaty, ze metody CLIA
oznaczania stgzenia 25(0OH)D total oraz 1,25(0OH),D
w surowicy krwi przeznaczone na platforme analitycz-
ng IDS-iSYS charakteryzujg sie wysoka precyzjg ozna-
czen w materiale pediatrycznym. Udokumentowana
wysoka powtarzalnosé i odtwarzalno$¢ metody CLIA,
automatycznej w przypadku 25(0OH)D total i pétauto-
matycznej w przypadku 1,25(0OH),D, przetamuje pro-
blem niskiej wiarygodnosci oznaczen metabolitow
witaminy D metodami manualnymi, gdzie btgd meto-
dy wynosit 20-30% (21). Rozpowszechnienie metod

Ryc. 4. Poréwnanie oznaczen stezenia 25(0OH)D total na analizato-
rze IDS-iSYS wzgledem metody LC-MS/MS w materiale kontroli ja-
kosci DEQAS: a) krzywa regresji liniowej, b) wykres Blanda-Altmana,
c) krzywa regresji Passing-Bablok

automatycznych spowodowato poprawe precyzji ozna-
czen odnotowang w systemie DEQAS (15). Zmiennos$é
analityczna obu metod w uzytym w badaniu materiale
pediatrycznym jest poréwnywalna lub nawet lepsza od
wynikéw otrzymanych dla oséb dorostych (22-24).
Poddajac ocenie poréwnanie metod oznaczania ste-
zenia 25(0OH)D total w systemach IDS-iSYS i LIAISON
w materiale pediatrycznym, wykazano ich duzg kore-
lacje. Pomimo nieznacznych réznic technologicznych
analiza Blanda-Altmana ujawnita okoto 25% odchyle-
nie wynikéw oznaczen miedzy metodami. W materiale
kontrolnym DEQAS bias miedzy wynikami otrzymanymi
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Tab. 2. Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ oznaczen stezen
1,25(0H),D metodg pétautomatyczng CLIA na analizatorze
IDS-iISYS w materiale pediatrycznym

IDS-iSYS RIA
ZBRiMD Dane Dane
IPCZD producenta | producenta
Liczba oznaczen 10 80 20
0
é’ Srednia (pg/ml) 452 64,1 24,5
© .
N | Odchylenie
S stand;rdowe 29 4.6 2.3
E
o . .
o | Wspotczynnik
zmienno$ci (%) 6.4 7.2 9.3
Liczba oznaczen 10 80 10
O
'S | $rednia (pg/mi) 52,6 64,1 33,4
© .
N | Odchylenie
g | standardowe 5.0 59 3.6
8 Wspotczynnik 96 92 113
zmienno$ci (%) ’ ’ ’

ZBRiMD IPCZD — Zaktad Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny Do-
$wiadczalnej Instytutu ,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”

tymi metodami wyniést niespetna 50%, cho¢ analiza re-
gresji wskazywata na ich dobrg zgodno$¢. Obie meto-
dy wykorzystujg technologie chemiluminescencyjnych
testéw immunologicznych (CLIA), a sygnat $wietlny
mierzony w jednostkach RLU jest odwrotnie propor-
cjonalny do stezenia 25(0OH)D w prébce badanej, lecz
uzywajg roznych znacznikéw (IDS-iSYS — przeciwciato
znakowane akrydyng, LIAISON - 25(0OH)D zwigzana
z pochodng izoluminolu). Jak juz wcze$niej wspomnia-
no, obie metody réwnoczesnie oznaczajg 25(0OH)D,
oraz 25(0OH)D,, spetniajgc standardy okreslone w ostat-
nich zaleceniach (1, 2). Metoda oznaczen na analiza-
torze LIAISON wykorzystuje przeciwciato, ktérego
specyficznoé¢ wzgledem 25(0OH)D,; 25(0H)D,; wita-
miny D, (cholekalcyferolu); witaminy D, (ergokalcyfe-
rolu); 1,25(0OH),D,; 1,25(0CH),D,; 24,25(0OH),D, oraz
3-epi-25(0OH)D, wynosi odpowiednio: 100%; 104%;
< 1%; < 1%; 17%; 40%; brak danych oraz < 1% (dane
producenta). Metoda oznaczeh w systemie IDS-iSYS
réwniez wykorzystuje przeciwciato, a jego specyficz-
nos¢ wynosi wzgledem 25(0OH)D,; 25(0OH)D,; witami-
ny D, (cholekalcyferolu); witaminy D, (ergokalcyfe-
rolu); 1,25(0OH),D,; 1,25(0CH),D,; 24,25(0OH),D, oraz
3-epi-25(0OH)D, (kolejnos¢ jak wyzej) odpowiednio:
97%; 120%; 0%; 0%; -23%; 9%; 124% oraz 1% (dane
producenta). W efekcie opisanej powyzej charaktery-
styki obu metod, wskazujacej na ich podobienstwo
metodologiczne, oczywista jest ich wysoka zbieznos¢
widoczna w analizie regresji liniowej. Niewielkie réznice
w specyficznosci wzgledem metabolitéw witaminy D
mogty zawazy¢ na zaobserwowanej w analizie wykresu
Blanda-Altmana réznicy miedzy wynikami oznaczenh.
Na uwage zastuguje niska specyficzno$¢ obu metod
wzgledem C3-epimeru-25(0OH)D,, ktory w surowicy
ludzkiej wystepuje w ilosci od 2-20% (12, 13, 21, 23).
Doktadnos$¢ automatycznej metody CLIA oznacza-
nia stezenia 25(0OH)D na analizatorze IDS-iSYS ocenio-
no w materiale kontroli jako$ci DEQAS wzgledem me-
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Ryc. 5. Poréwnanie oznaczen stezenia 1,25(0H),D na analizatorze
IDS-iSYS wzgledem metody manualnej RIA w materiale pediatrycz-
nym: a) krzywa regresji liniowej, b) wykres Blanda-Altmana, c) krzy-
wa regresji Passing-Bablok

tod bezposrednich uznawanych za ,zioty standard”,
jakimi sg metoda HPLC i LC-MS/MS. Majg one moz-
liwos¢ oceny stezenia osobno 25(0H)D, i 25(0H)D,,
ale nie wszystkie umozliwiaja rozréznienie C3-epime-
ru-25(0OH)D, od 25(0OH)D, (27, 28). Przyjmuje sig, ze
ich specyficznos¢ w stosunku do 25(0H)D,, 25(CH)D,
oraz C3-epimeru-25(0OH)D, wynosi 100%. Automa-
tyczna metoda CLIA oznaczania stezenia 25(0OH)D na
analizatorze IDS-iSYS wykazuje satysfakcjonujaca do-
ktadno$¢ (dodatni bias rzedu 30%) wzgledem metod
referencyjnych. Obserwacja ta jest zgodna z danymi
opublikowanymi w pi$miennictwie (16, 23, 25).
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Do rutynowego oznaczania stezenia 1,25(0OH),D
w ZBRiMD do roku 2014 stosowana byta metoda ma-
nualna RIA firmy DIASource, gdzie wykorzystywano
1,25(0OH),D znakowane izotopem 1I'*. Metoda ta cha-
rakteryzuje sie duzg praco- i czasochtonnoscig. Dodat-
kowym problemem jest narazenie na promieniowanie
jonizujace X (izotop 1'#) oraz duze zuzycie toksycznych
rozpuszczalnikdw organicznych (cykloheksan, dichlo-
rometan). Badania powtarzalno$ci oraz odtwarzalnosci
oznaczen stezenia 1,25(0H),D pétautomatyczng me-
toda CLIA na analizatorze IDS-iSYS wykazaty jej wy-
soka precyzje. Uzycie tej metody w rutynowej pracy
laboratorium pozwolito na skrocenie czasu oczekiwa-
nia na wynik oraz ograniczenie materiatu potrzebnego
do wykonania oznaczenia, co jest szczegolnie istotne
w szpitalu pediatrycznym, przy zachowaniu, a nawet
polepszeniu standardéw diagnostycznych.

Specyficzno$¢ metody RIA wzgledem metabolitéw
witaminy D ksztattuje sie nastepujgco: 100%; 70%;
0,0004%; brak danych; 0,0027%; 0,007%; brak da-
nych oraz brak danych dla 1,25(0OH),D,; 1,25(0OH),D
25(0H)D,; 25(0OH)D,; 24,25(0H),D,; 24,25(0H),D,;
1,24,25(0H),D, oraz 3-epi-25(0OH)D,, odpowiednio (dane
producenta). Dla pordéwnania, metoda potautoma-
tyczna na analizatorze IDS-iSYS wykorzystuje swo-
iste przeciwciato, ktérego specyficzno$¢ wzgledem
1,25(0H),D,; 1,25(0H),D,; 25(0OH)D,; 25(0OH)D

22’

23’ 22’
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