
Klinički zavod za kemiju 

KBC Sestre milosrdnice, Zagreb 

30. Simpozij HDMBLM-a 

ANALITIČKI IZAZOVI U 

ODREĐIVANJU VITAMINA D 



Zašto 25(OH)D kao biomarker???  
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 Funkcionalni indikator vit D statusa 

 Procjena statusa nutricije 

 

  

 

 

 

 

 

Metabolit Koncentracija % sl. oblika Poluvijek 

Vitamin D 
<0.5-52 

nmol/L 
− 1-2 dana 

25-

hidroksivitamin 

D 

25-162 

nmol/L 
0.03 2-3 tjedna 

1,25-

dihidroksivita

min D 

36-144 

pmol/L 
0.4 4-6 sati 

24,25-

dihidroksivita

min D 

2-7.2 nmol/L ? NA 



Klinički značaj 
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↓ 25-(OH)D 

• Nedovoljno izlaganje sunčevoj svjetlosti 

• Deficijentna prehrana 

• Malapsorpcijski sindromi  

• Teška jetrena bolest 

• Primjena antikonvulziva  

• Nefrotski sindrom  

↑ 25-(OH)D 

• Intoksikacija uslijed ingestije Vit D ili 
25-(OH)D  



Koga rutinski testirati? 
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Indikacije u HR 
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 1. NE preporučuje se mjerenje u krvi zdravih osoba 

bez rizičnih čimbenika! 

2. Ponovljeno određivanje 3 mjeseca nakon 

uvođenja liječenja pripravcima! 

3. Kontrolno mjerenje važno pri liječenju visokim 

dozama vitamina, na terapiji bifosfonatima i u 

osoba s rizikom od prijeloma kuka 

4. U rizičnih skupina mjerenje na kraju zimskog 

razdoblja 



“Težak analit’’ 

t25(OH)D Hidrofobna 
priroda 

Visoki afinitet 
za VDBP 
(90%) 

Vezanje za 
albumin 
(10%)  

Vezanje za 
lipide 

Stvaranje At 
na male 
antigene 
molekule U serumu 

različiti omjeri 
25(OH)D2 i 
25(OH)D3 

Relativno 
niske 

cirkulirajuće 
konc. 

U krvotoku 
>40 različitih 
metabolita 
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Metodologija 
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Table 1. Currently used vitamin D methods 



Analitička varijabilnost 
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Različite metode 
ekstrakcije i 

deproteinizacije 

Križna reaktivnost 
At s epimerima 

i/ili ostalim 
metabolitima 

Prisutnost 
izobarnih spojeva 

Interferencije 
matriksa 

Čimbenici 



Prednosti i nedostaci u kliničkoj praksi 
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Granado Lorencio F, Blanco-Navarro I, Pérez-Sacrsitán B. Critical evaluation 

of assays for vitamin D status. Curr Opin Clin Nutr Metab 

Care. 2013;16:734-40.doi: 10.1097/MCO.0b013e328364ca96. 



1. Metode temeljene na kromatografskom 

razdvajanju 
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Odvojena kvantifikacija 
25(OH)D2 i 25(OH)D3  

Implementacija izotopnih 
standarda vitamera – 

interni standardi 

↑osjetljivost (<2.5 nmol/L), 
točnost i ponovljivost (CV 

2 – 7-8%) 

In-house metode i 
pročišćavanje seruma 

prije analize 

Ko-eluirani 
spojevi u 

ekstraktu uzorka 
– ionska 
supresija 

C3-epi-
25(OH)D i 7-
α-hidroksi-4-
kolesten-3-

on 



2. Imunometode temeljene na vezanju At i 

proteina 
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Specifičnost At i 
neekvimolarni 
odgovor na 

25(OH)D2 i 25(OH)D3    

Križna reaktivnost  s 
ostalim metabolitima 

(24,25(OH)D3 do 
13nmol/L)    

Razlike u 
standardizaciji 

Vezanje 25(OH)D za 
VDBP – lažno ↓konc. 

Interferencije 
matriksa 

Fig 3. Correlation of the DBP concentration and the difference between the results of each of 6 routine 

25(OH)D assays and the results of the ID-XLC-MS/MS assay. 

Heijboer A.C., Blankenstein M.A., Kema I.P., Buijs M.M. Accuracy of 6 Routine 25-Hydroxyvitamin D Assays: Influence of Vitamin D Binding 

Protein Concentration. Clinical Chemistry. 2012;58:543–548.doi: 10.1373/clinchem.2011.176545. 



Klinički zavod za kemiju  
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Presječno istraživanje 

Siječanj – veljača 2019. 

N = 200 (ambulantni pacijenti) 

Medijan dobi = 62 god (9-83) 



Bland-Altmanova analiza 
13 

Figure 1. Comparison of 25(OH)D measured with Abbott Architect i2000 SR and Mindray CL-1000i in all participants. A mean 

difference of 4.6 nmol/L (Figure 1A) or 14.2% (Figure 1B) in 25(OH)D concentration was statistically significant. Solid line 

(mean) – mean difference. Dashed lines (SD) – standard deviation. Dotted line - 95% CI of mean of difference 
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Slaba Osrednja  Minimalna podudarnost 



Razlike u imunotestovima?! 
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Architect i2000SR 

• Zečje monoklonsko At 

Mindray CL-1000i  

• ??? 



VDSP 
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VDSCP 

±5% sr. 
bias 

<10% 
preciznost 

 Retrospektivna standardizacija 2 

nacionalnih studija: The Third National 

Health and Nutrition Examination 

Survey (1988-1994) i The German 

Health Interview and Examination 

Survey for Children and Adolescents 

(2003-2006) 



Na horizontu… 
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POCT (FDA, 2013.) 



HVALA NA PAŽNJI! 


