ADVIA Centaur Total Vitamin D vizsgalat

Szempontok, melyeket figyelembe kell venni a biztos,
megbizhato valaszt ado D-vitamin teszt kivalasztasahoz

Klinikai hasznalhatésag

A D-vitamin egy zsiroldékony szteroid hormon, melynek a
bélrendszerbdl  torténd  kalcium  abszorpcidéban, a
kalcium és foszfor hemosztazis szabdlyozasaban van
jelentésége. Alapvet6 szerepet jatszik az erés és egészséges

csontok kialakitasdban és fenntartdsdban a vesén
keresztili kalcium abszorpcié  segitése  révén.
A D-vitamin hidny gyermekek esetén régoéta az

angolkorral, felnéttek esetén az oszteomaldcidval hozhatéd
Osszefliggésbe, tovabba a hosszutavu kalcium és D-vitamin
elégtelenség oszteoporoézishoz vezethet. Ezen tul, az
utébbi években szamos tanulmany 0Osszefliggésbe hozta
az D-vitamin hidnyt kiilonb6zé kérképekkel is, mint a rak,
kardiovaszkuldris betegségek, diabétesz és autoimmun
betegségek. A  D-vitamin-hidny  diagnosztizélasanak
legjobb moddja a szérumbodl torténd 25(OH)vitamin D
szintek - a cirkulald D, és D, formak-mérése, szemben
mas D-vitamin metabolitok mérésével, mivel a 25(OH)
vitamin D szintek a test tartalék D-vitamin statuszat
tikrozik és a hidnyallapotok klinikai tiineteivel korreldlnak.
A D-vitamin  taplalékkiegésziték D, (ergokalciferol,
novényi eredet) és D,-vitamin (kolekalciferol, allati eredet
és napfény) formdkat tartalmaznak. Szlkségszerlen
fontos, hogy egy D-vitamin teszt képes legyen mérni
a 25(OH)vitamin D, és D, formainak &sszmennyiségét.

D-vitamin mérés komplexitasa

A D-vitamin nagy affinitdssal, 100%-ban fehérjékhez
kotédve taldlhaté a human szérumban, igy azt mérés
elétt a kotéfehérjéktdl fel kell szabaditani. A folyadék-
kromatografids - tandem tomeg-spektrometrids (LC-MS/
MS) modszerek esetén a fehérjéket el6szor kicsapjak,
majd egy szerves extrakcidval nyerik ki a D-vitamint. A
kalonb6z6 gyartok immunkémiai vizsgélataik esetén a
D-vitamin kotéfehérje eltavolitasa kilonb6zé6 modokon
torténik. Az ADVIA Centaur teszt esetén 20 pl minta és
200 pl feloldé agens 6 percig inkubalédik a kivettaban,
mely alatt a fehérjék denaturdlédnak, masrészt egy
vegytlet kimozditja a D-vitamint a fehérje fragmentumok
kozul, ezaltal szabad formaba és oldatba hozva azt. Az
eljaras alatt az antitestek hozzdaddédnak a kiivettdba, igy
azonnal megkezddédnek a komplexek létrejotte. A Siemens
szabadalmaztatta ezen felszabaditasi technoldgidjat.

D-vitamin méréséhez kivalasztott antitestek

A kecske és juh eredetl poliklonalis antitesteket hasznald
teszteknek nagyobb a heterofil interferencidja a kecske és juh
élelmiszerek kovetkeztében, mint pl. tej, sajt és hustermékek.
A poliklonalis antitestek rendelkezésre allasa limitalt lehet a
termel6 allatok miatt, és a specificitas valtozhat a lotok kozott.

Egy monoklondlis antitesteket haszndlé tesztnek jobb a
lot-to-lot allanddséga, mivel a monoklondlis antitestek
nem mutatnak akkora variabilitast. Az ADVIA Centaur
Vitamin D Total teszt monoklonalis antitestjei specifikusan,
ekvimolaris 25(OH)vitamin D, és D, felismerésére, és
heterofil  antitestekkel valé legkevésbé interferdlas
szerint lettek kivalasztva. Az ADVIA Centaur Vitamin D
Total teszt lot-to-lot és késziilékek kozotti teljesitménye:
a meredekség tipikusan 0,95-1,05, a tengelymetszet
kevesebb, mint 3 ng/ml, a korrelaciés koefficiens
0,95-0,97 (készulékek kozott) és 0,97-0,98 (lot-to-lot).

Médszerek kozotti kiilonbségek

Szamos, in vitro diagnosztikai eszkozoket gyarté cég,
kereskedelmi laboratérium, kutaté laboratorium fejlesztett
25(OH)vitamin D total teszteket. A tesztek eredményei kozott
jelent6s eltéréseket tapasztaltak, mely feltette a kérdést,
hogy a metabolikusan relevans szintek esetén, mely modszer
ad megbizhato, pontos eredményeket. Taldn még nagyobb
jelent6sége van, hogy nemzetkozileg elfogadott referencia-
anyagok hidnydban az ismételt, idében és helyszinben
eltér6 mérések még inkdbb érintettek a moddszerek
kozotti kilonbségek miatt. A gydrtok kozotti vizsgalat-
0sszehasonlitdsok szérédasa nyilvéanvald, melynek oka lehet
- a referencia-anyag hianyan tul - a D-vitamin mérésének
gyartonként kilonb6zé modja, mint pl.  kilonbozé
D-vitamin felszabaditasi eljarasok és heterofil interferenciak.
Modszer 6sszehasonlitdsokndl ezek hozzajarulnak a kisebb
korrelaciés koefficienshez. Az elvart, gyartok kozotti
korrelacios koefficiensek >0,9 és 0,8-1,2 meredekség, ha
a teljes méréstartomanyban keriiltek mérésre mintak.! Az
immunkémiai tesztek kozotti disszonanciak feloldasanak
legjobb mdédja az LC-MS/MS moédszerhez vald hasonlitas,
mivel ennek a moédszernek nincs heterofil interferencidja.?
A visszavezethet6ség, pedig olyan LC-MS/MS médszerrel
szemben kell, hogy torténjen, amelyet - nemzetkozi
standard hidnydban - a NIST (National Institute of Standards
and Technology) SRM2972 standard referens preparatumra
standardizéltak. Viszont az eredmények variancidja
tapasztalhaté annak fliggvényében, hogy a laboratérium a
NIST referencia-anyagara hogyan standardizélja a médszerét.



A D-vitamin standardizacios program (VDSP)

A Vitamin D Standardization Program (VDSP) elinditasat a
NIH Office of Dietary Supplements (ODS) kezdeményezte,
mely a National Institute of Standards and Technology
(NIST), a Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) intézetekkel és a Ghenti Egyetemmel (Ghent,
Belgium) egytttmikodve torekszik a célja elérésére, mely
a laboratériumok és gyarték szamara referencia protokollt
nyujtani a D-vitamin mérés standardizaldsahoz.>” A program
kiegészitéseként a laboratériumok és gyartok részt vehetnek
egy, a CDC altal vezetett tanusitasi eljarasban is, a Vitamin
D Standardization — Certification Programban (VDSCP). A
Siemens Healthcare Diagnostics egy korai alkalmazéja a
VDSP-nak, mert a vallalat felismerte a jelent6ségét annak,
hogy olyan tesztet nyujtson, ami metrolégiailag a VDSP
25(OH)vitamin D referencia mérési médszerét (RMP) koveti
nyomon. Ezért az ADVIA Centaur Vitamin D Total teszt
referencia modszere Prof. Linda Thienpont (Ghent/Belgium)
ID-LC/MS/MS médszere. A Ghenti Egyetem izotéphigitasos
folyadék-kromatogréfia — tandem tomegspektrometria (ID-
LC/MS/MS) moédszere a NIST Standard SRM2972°° referencia
anyagra vezethetd vissza, kozismerten pontosan méri csak
a 25(0OH)D, és D, formakat, és nem detektalja sem a 3-epi
25(0OH) sem a 24,25 dihydroxy Vitamin D metabolitokat.
A Siemens a tanusitdsi programban (VDSCP) is részt
vesz. VDSCP-tanusitottd valdshoz a résztvevék négy,
egymast koveté negyedévben vakmintdkat kapnak
egy 40 mintdbdl all6 kalibralasi periédust kovetben.
Minden fazis mintajat a CDC biztositja, melyek véarhatd
értékeit a ghenti Reference Method Procedure (RMP)
hatadrozza meg. A mért eredmények analizaldsata CDC végzia
CLSI EP9-A2 dokumentuma szerint a torzitds, precizio és total
error meghatarozdsahoz'"'%. A tanusitvany megszerzéséhez
az atlagos torzitdsnak (Osszesen 160 eredményre) 5%-
on belil, a teljes imprecizionak 10% alatt kell lennie™. A
Siemens azon kevés gyarték kozé tartozik, aki rendelkezik
a Vitamin D Total tesztjéhez a tanusitassal. A program
folyamatos, és a tanusitds évente felllvizsgalatra kerdl.
Az ADVIA Centaur VitD vizsgélat eredményei és a CDC-RMP
altal meghatarozott értékek kivaléan korrelaltak mindegyik
negyedévben (1. dbra). Az atlagos torzitds 0,3% volt
(SD=16,8; 95% Cl=-5,0-5,6), az atlag CV 5,5%-nak adodott
(SD=3,2; 10 percentilis=1,6%, 90 percentilis=9,8%). A mintak
86%-a a javasolt +21,5% total hiban belll volt (2. dbra).
A CDC tanusitja az ADVIA Centaur VitD teszt pontossagat és
a ghenti referencia modszerre valé visszavezethetéségét.
A tanusitas, a teszt teljesitmény-jellemzéi és a modszer-
0sszehasonlitasok eredményei bizonyossdgot adnak, hogy
az ADVIA Centaur Vitamin D Total teszt pontos, megbizhaté
vélaszt ad a pdciens D-vitamin statuszanak megitéléséhez.

Percent Difference of Individual Values
[(Indiv. Value - Ref. Value)/Ref. Value]*100

VitD-RMP: Individual Values (ng/mL)
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2. abra: Total error a CDC VDSCP mintaival




Modszer-osszehasonlitasok az ADVIA Centaur VitD és az ID-LC/MS/MS kozott

Médszer-6sszehasonlitd tanulmanyok vizsgaltdk az Osszefliggést az ADVIA Centaur Vitamin D Total teszt és a ghenti
25(0OH)vitamin D ID-LC/MS/MS médszer kozott. Az egyik tanulményban 177 humdn szérum mintat vizsgéltak. Ezek dézisai
el6zetesen meghatdrozasra keriiltek: 90 mintaé a NIH vagy CDC 4ltal, 60 mintdé egy kereskedelmi forgalomban kaphatd,
Ghent RMP-vel 6sszehangolt LC-MS moddszerrel, 27 mintdé a Ghenti Egyetem altal. Deming regresszidval tortént az
el6zetesen meghatarozott értékek 6sszehasonlitdsa az ADVIA Centaur Vitamin D Total eredményekkel, egy ADVIA Centaur
XP késziiléken, 2 kiilonb6zd reagens lottal végezve®®. A korrelacié az ADVIA Centaur VitD és az ID-LC/MS/MS maédszer kdzott
96%, a meredekség pedig 0,99 volt mindkét reagens lottal. A torzitds a két modszer kozott atlagosan -1% volt (3. dbra).
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3. 4bra: Deming regresszié analizissel valé 6sszehasonlitas
az RMP és az ADVIA Centaur VitD (VitD-RMP) kozott

Egy masik kiértékelésben 122 szérum (116 nativ, és 6 kevert) mintat vizsgaltak. A mintak értékeit a Ghenti Egyetem
ID-LC/MS/MS 25(OH)vitamin D RMP modszerével hataroztak meg. Az értékek 7,8 ng/ml és 148,1 ng/ml kozott voltak.
A mintdak egy ADVIA Centaur késziléken, egy Vitamin D Total reagens lottal keriltek lemérésre. Az eredmények
Deming regresszidval torténtek kiértékelésre (4. dbra). Bland-Altman analizist hasznéltak a torzitds meghatarozasahoz.
Habar a nagyobb koncentracié tartomanyban nagyobb torzitas volt tapasztalhaté, a torzitds nem haladta meg a
12 ng/ml-t a ghenti értékek és az ADVIA Centaur VitD eredmények kozott (5. dbra). A teljes torzitas -0,09 ng/ml volt.
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4. 4bra: Centaur VitD vs. Ghent ID/LC/MS/MS 5. dbra: Bland-Altman differencia plot




Az ADVIA Centaur Vitamin D Total teszt specifikacioi

Elonyok

«  visszavezethet6ség a 25(0OH)vitamin D Referencia Modszer Eljarasra (RMP)

- aVitamin D Standardization - Certification Program (VDSCP) szerint kiértékelt és tanusitott teszt
«  klinikai pontossdg a total 25(0OH) D-vitamin értékekkel

«  reprodukélhaté eredmények

«  szérum és plazma minta is hasznalhaté

Egyediilallé teljesitmény-jellemz6k

- equimolaris mérése az 6ssz 25(0H)vitamin D, és D, formaknak
+  25(0H) D,-vitamin: 104,5% reaktivitas

+ 25(OH) D,-vitamin: 100,7% reaktivitas

«  minimalis (1,1%) keresztreaktivitas 3-epi 25(0OH) D3—vitaminnal
«  LoB (limit of blank): 1,7 ng/ml

«  széles mérési tartomany: 4,2-150 ng/ml

«  kivald precizio

« inter-assay precizid: 3,0 - 5,3 CV%

+ intra-assay precizid: 4,2 - 11,9 CV%

«  gyors mérésiid6: 18 perc

CAP (College of American Pathologists) és DEQAS (Vitamin D External Quality Assessment Scheme) felmérésben valé
részvétel

Mindkét szervezet altal a megjeldlt megfeleléségi kritérium, hogy a mintdk eredményeinek 80%-a essen a felmérésben
meghatarozott atlag koncentracié 25%-os torzitasan beliil. A visszakiildott ADVIA Centaur Vitamin D Total eredmények
95%-a volt a kritériumon belil.

Rendelési informaciok

10699201 1 ReadyPack® primary reagent pack of ADVIA Centaur VitD (kalibratorral) 100 teszt

10699533 5 ReadyPack® primary reagent pack of ADVIA Centaur VitD (kalibratorral) 500 teszt

10699200 ADVIA Centaur VitD quality control material 3x2x2 ml
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