A D-vitamin 25-hidroximetabolitok laboratoriumi vizsgalati modszereinek
osszehasonlitasa analitikai es klinikai szempontok alapjan
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Bevezetés Modszerek

A D-vitamin szerepe egyre tobb élettani és korélettani folyamattal kapcsolatban A 250HD vizsgalatokat 162 anonimizalt maradék klinikai laboratoriumi szérum mintan végeztuk, a vonatkozo etikal és jogszabalyi eldirasok betartasaval. A DL AA RE BA | SA
meril fel, ezért a laboratériumi meghatarozasok iranti igény folyamatosan  DiaSorin Liaison® 25 OH vitamin D TOTAL (Buda Labor Kft.), az Abbott Architect 25-OH Total Vitamin D (Abbott Laboratories (Magyarorszag) Kft.), a Roche 100%! | i | i ) 1N
novekszik. Az elmult években ugyanakkor bebizonyosodott, hogy a D-vitamin Elecsys® Vitamin D Total (Roche Kft.), az Access 25(OH) Vitamin D Total (Beckman Coulter Magyarorszag Kft.), az IDS-iISYS 25-Hydroxy Vitamin DS (IDS- o 95%

vegyuletek (hazankban els8sorban a D3-vitamin) 25-hidroximetabolitjainak Medical Kft.) és a Siemens Advia Centaur Vitamin D Total (Diagon Kft.) kerult 0sszehasonlitasra (n=162, Siemens Advia Centaur: n=114). € 90%

(250HD) automatizalt vizsgalati modszerei nem adnak ekvivalens eredmeényeket Az LC-MS/MS meérésekre az SE Laboratoriumi Medicina Intézet és a Bionikal Innovacios Kozpont Nonprofit Kft. (Budapest) egyuttmikodésében kerult 5 85% ﬂ

[1]. A D-vitamin standardizacios program (VDSP) keretében referencia eljaras sor. A méréseket belsd standard modszerrel, folyadék-folyadék extrakciot €s oldoszercserét kovetéen, Perkin Elmer Flexar FX-10 UPLC-vel kapcsolt Sciex § 80%  AA

(RMP) all rendelkezésre, amely szérumban a valos 25-hidroxiergkalciferol 5500QTRAP tandem tomegspektrométerrel végeztuk pozitiv elektrospray ionizacioval, tobbszoros reakciokovetés (MRM) modban [3]. A modszer segitségével ® RE RE

(250HD2) eés 25-hidroxikolekalciferol (250HD3) koncentraciokat a legjobb a 250HD2 és 250HD3 koncentraciokat szelektiven hataroztuk meg. = 1k 26 SA BA I SA |c- BA | |
teljesitmény jellemz6kkel kozeliti meg [2]. Ez a modszer folyadékkromatografiaval Az analitikai szempontu Osszehasonlitast Passing-Bablok regresszioval, szazalékos Bland-Altman analizissel és a Lin-féle konkordancia korrelacios {;)—’ 70% MS/MS SA Lc. SAmé?n-ns LC-
kapcsolt tandem tomegspektrometria (LC-MS/MS) méréseken alapul, igy a hozza egyutthatd kiszamitasaval végeztuk. Az eredmények eloszlasat Wilcoxon-féle eldjeles rangprobaval hasonlitottuk ossze. A Kklinikai szempontu vizsgalatokat a § 65% e MS/MS MS/MS
kapcsolodo koltségek miatt adaptalasa a legtobb klinikai laboratorium szamara a klasszifikacid paronkénti 0sszehasonlitasaval végeztuk. Az elemzeésekhez a Microsoft Excel 2013, az R (,beeswarm”, ,mcr’, ,epiR”, ,exact2x2”, ,stats” 5 60% MS/MS g ;

realitasokon tulmutat. csomagok, https://cran.r-project.org/), és a GraphPad QuickCalcs (GraphPad Software Inc, La Jolla, USA) alkalmazasokat hasznaltuk. A hipotézis-vizsgalat 3 -

A Kkulonbozb vizsgalati modszerekkel kapott 250HD szinteket szamos soran szignifikans eltérést p<0,05 ertékek esetében allapitottunk meg. I SA
tanulmany vetette 0Ossze korabban. Ezek Ileginkabb az analitikai A Cohen-féle kappa statisztikakbol Monte-Carlo szimulacioval szamitottuk ki a minimalis szazalékos egyezeéseket. Ehhez sajat fejlesztés, R 50°/f o ) ) o
osszehasonlitasra hagyatkoztak, a klinikai szempontu vizsgalatokra elvétve,  kérnyezetben futd scriptet hasznaltunk. A szimulaciot a tényleges vizsgalati elemszamokkal, 1 millié szimulalt futassal végeztik. 1. abra: A kulonboz6 modszerekkel kapott eredmeények klinikal

klasszifikaciojanak szazalekos egyezései, paronkent oOsszehasonlitva

kKiegészitéskent kerult sor.

Jelen munkankban a szérum 250HD szinteket 6 korszer( automatizalt és
egy sajat fejlesztesi LC-MS/MS modszerrel hataroztuk meg (1. tablazat).
Vizsgalataink célja a kulonb6z6 eljarasok 0sszehasonlithatdosaganak jobb
megertése volt az eredmeények klinikai szempontu elemzésén keresztul.

1. tablazat: A vizsgalataink soran hasznalt automatizalt modszerek fobb
jellemz6i. CLIA: kemilumineszcens immunoassay, CMIA: kemilumineszcens

mikropartikularis Immunoassay, ECLIA: elektro-kemilumineszcens
Immunoassay.
AA BA DL
k110619 k142373 k112725
CMIA CLIA CLIA
13-96 7-120 4-150
nem igen nem
| RE SA
k140554 k113546 k133156
CLIA ECLIA CLIA
7-125 5-60 4,2-150
igen nem igen
Eredmények

Az analitikai 0sszehasonlitasok eredményeit a 2. tablazat mutatja. A 250HD
szintek klinikai klasszifikaciojanak szazalékos egyezései €s a Cohen-féle kappa
ertéekekbOl szamitott minimalis szazalekos egyezesek az 1. abran, az egyes
modszerparok esetében egymassal szemben egyoldaluan kapott pozitiv
eredmenyek aranya eés ezek statisztikal ertekeléese a 2. abran lathato. A 162
minta kozul kettbben mutattunk ki 250HD2-t (1,25 Iilletve 2,05 ng/mL
toménysegben).

A hipovitaminozis kategoriaba (<20 ng/ml) es6 eredmények aranya az AA,
BA, DL, Il, RE, SA és LC-MS/MS moddszerek eseteben 29,6%, 29,0%, 39,5%,
13,6%, 34,0%, 29,0%, 28,1%. és 18,5% volt.
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148
0.8893 (0.8008 — 1.000)
1.028 (-1.920 — 3.230)
0.794
4.6 (-41.6 — 50.8)
0.785 (0.716 — 0.839)
0.3487

148
1.215 (1.136 — 1.293)

-0.3757 (-2.263 — 1.711)

0.940
-18.0 (-45.7 — 9.6)
0.828 (0.783 — 0.864)
0.0001

161
1.065 (1.000 — 1.145)

1.625 (0.1473 — 3.081)

0.887
-16.1 (-55.1 — 22.9)
0.828 (0.778 — 0.868)
0.0022

2. tablazat: Az alkalmazott vizsgalati eljarasokkal kapott 250HD koncentraciok analitikal
eredményei. CCC: konkordancia korrelaciés egyutthaté. PB:. Passing-Bablok analizis. p: a Wilcoxon-préba soran kapott p érték.
Bablok analizis soran kapott Pearson-féle korrelaciés egyutthaté.

148
1.188 (1.086 — 1.314)
1.294 (-2.435 — 4.508)
0.863
-22.7 (-62.9 - 17.5)
0.718 (0.649 — 0.775)
<0.0001

161
1.385 (1.268 — 1.492)
-1.285 (-4.435 — 1.196)
0.845
-25.6 (-70.3 - 19.2)
0.666 (0.595 — 0.726)
<0.0001

161
1.437 (1.350 — 1.529)
1.565 (-0.5032 — 3.697)
0.910
-41.8 (-78.0 — -5.6)
0.572 (0.506 — 0.630)
<0.0001

148
1.225 (1.114 — 1.322)
-7.163 (-9.708 — -4.207)
0.888
6.8 (-42.1 — 55.8)
0.876 (0.835 — 0.908)
0.4348

158
0.7273 (0.6800 — 0.7740)
6.177 (4.780 — 7.495)
0.821
5.5 (-67.1 - 56.1)
0.795 (0.736 — 0.842)
0.6611

158
1.434 (1.337 — 1.544)
-6.058 (-8.309 — -3.963)
0.886
-9.7 (-62.5 — 43.0)
0.795 (0.744 — 0.836)
0.0249

158
0.9922 (0.9119 — 1.087)
8.783 (5.558 — 10.84)
0.810
-31.2 (-92.3 — 30.0)
0.684 (0.607 — 0.748)
<0.0001

107
0.930 (0.827 — 1.057)
-0.4461 (-3.684 — 2.094)
0.714
4.5 (-41.6 — 50.5)
0.703 (0.594 — 0.786)
0.2419

114
0.9978 (0.8864 — 1.109)
-0.2962 (-3.069 — 2.785)
0.733
0.8 (-46.7 — 48.3)
0.730 (0.631 — 0.805)
0.8424

112
1.105 (1.004 — 1.203)
0.422 (-1.907 — 2.706)
0.834
-13.1 (-44.0 - 17.8)
0.761 (0.681 — 0.824)
0.0035

114
0.7307 (0.6469 — 0.8190)
0.2811 (-2.304 — 2.919)
0.710
27.0 (-1.9 - 73.9)
0.499 (0.394 — 0.590)
<0.0001

114
0.6889 (0.6037 —0.7911)
6.617 (4.631 — 8.807)
0.604
6.6 (-77.6 — 64.5)
0.576 (0.449 — 0.680)
0.8479

osszehasonlitasanak és eloszlas-vizsgalatanak
r. a Passing-

148
1.270 (1.136 — 1.402)
-1.755 (-5.052 — 2.078)
0.832
-17.9 (-58.4 — 22.5)
0.733 (0.662 — 0.792)
<0.0001

161
1.368 (1.270 — 1.471)
-3.225 (-5.413 — -1.059)
0.878
-20.0 (-58.7 — 18.6)
0.740 (0.679 — 0.790)
<0.0001

162
1.483 (1.384 — 1.587)

-0.5603 (-2.455 — 0.8553)

0.908
-36.1(-67.3 — -4.9)
0.625 (0.561 — 0.682)
<0.0001

161
1.020 (0.9296 — 1.1188)

-2.360 (-5.080 — 0.5977)

0.878
5.9 (-35.4 — 47.3)
0.872 (0.830 — 0.904)
0.3831

158
1.011 (0.9172 — 1.104)
5.365 (3.335 — 7.766)
0.821
-26.0 (-82.7 - 30.6)
0.730 (0.658 — 0.789)
<0.0001

114
1.419 (1.240 — 1.587)

-3.579 (-7.358 — 0.3949)

0.747
22.4(-19.7 — 64.4)
0.563 (0.462 — 0.650)
<0.0001

Palyazati forras: ED 14-1-2014-0002, Magyar Tudomanyos Akadémia ,Lendulet 2013” Palyazat

(vilagos oszlopok), valamint a Cohen-féle kappa statisztikakbol szamitott
minimalis szazalekos egyezes értékek, szinten paronkent osszehasonlitva
(sotet oszlopok). Az oszlopokon belili vonalak az atlagos egyezést, az
oszlopok also és fels6 szélei a 95%-0s konfidencia intervallumok hatarait
jelolik. A roviditeseket |d. az 1. tablazatban.

% of false positives vs the paired
method
b .\ N
C O Q < S
=2 S o~ o~ S= S~
; (S *

C . >
== .
i
gy ——————————u g
I
[Z=————————————— iy

--- - - .

O

- CH
*
*
»

Il SA I Il

50 BA ; Il

RE SA | BA SA |

BA E E SA |
10% . RE : : ? | _]
: LC- LC- LC- LC- LC-

15% MS/M MS/MS MS/MS MS/IMS || MS/MS
20% SA

2. abra:. A kiilonb6zé6 modszerekkel kapott Kklinikai klasszifikaciok
egymassal, paronként torténo osszehasonlitasanak eredményei. A *
szignifikans eltérést jelol (p<0,05). A roviditéseket |d. az 1. tablazatban.

Kovetkeztetések

1. A kulonb6z6 250HD vizsgalati eljarasokkal kapott eredmények nem tekinthetok
egymassal ekvivalensnek, emellett matematikai uton nem tehetdk egymassal
ekvivalenssé az eredmények kozotti jelentds sztochasztikus eltéresek miatt.

2. Kulonb6zd modszerek hasznalatakor a hipovitamindzis esetek

el6fordulasi gyakorisaga jelentésen eltérhet, a kiilonbség két modszer kozott
akar haromszoros is lehet (DL vs II).

3. Az analitikai Osszehasonlitas modszereinek alkalmazhatésaga a jelenleg
elerhetd 250HD vizsgalati modszerek esetében az ekvivalencia hianyanak
megallapitasara korlatozodik. Az eredmények eloszlasanak statisztikai
azonossaga nem mutat oOsszefuggest a modszerek analitikai vagy Kklinikal
egyezésevel. A klinikai klasszifikacido szazalékos egyezése (2. abra) ugyanakkor
kOzepes mintaszammal vegzett modszer-osszehasonlitasok soran az egyezes
alkalmas mutatéja. Hasznalatat a szikebb konfidencia intervallumok és a
kozvetlen értelmezhetbseg elényosebbée teszik a Cohen-féle kappa statisztikaval
szemben.

4. A klinikai klasszifikacio szazalékos egyezése, illetve a modszerparokon
belil egyoldalian kapott pozitiv eredmények aranyainak statisztikai
vizsgalata (3. abra) egyltt alkalmasak a rutin diagnosztikai vizsgalatokhoz
hasznalt modszerek kozotti valtas kovetkezményeinek felmérésere, valamint a
kulonb6z6 modszerekkel kapott 250HD eredmények klinikai szempontu
osszehasonlitasara.

5. ABA, Il és SA modszerek osszehasonlitasanak eredményei azt mutatjak, hogy
a VDSP RMP szerinti standardizacio nem garantalja a két vizsgalati modszer
kozotti ekvivalenciat.



