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Temas a cubrir
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| New York Times – Enero 2009 por Andrew Pollack

Dr. Ronald L. Hoffman, un médico nutricionista, encontró valores de la vitamina D en el ensayo 
de Quest  muy altos.

El laboratorio en las noticias
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Ergocalciferol 
= vit D 
= calciferol 
= vit D2

Cholecalciferol
= vit D3
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L. A. Minarich, and J. Silverstein, Contemporary Pediatrics (on-line; March 2011)

Metabolismo de la Vitamina D 
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Falta de vitamina D en 
niños:

RAQUITISMO
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Falta de vitamina 
D en adultos:

Osteomalacia
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Distribución de la luz ultravioleta
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Brain

Breast

Immune CellIntestine
Prostate

Ejemplos de órganos que necesitan vit D
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Calcio + Vitamina D: 
Resumen

35,000 mujeres en menopausia (50-79 años)
Carbonato de Ca = 1000 mg/día
Vitamina D = 400 IU/día
Estudio de 7 años + seguimiento de 5 años

29% reducción de fractura de cadera 
13 % reducción de fractura de vertebra
Aumento de la densidad ósea

13% reducción del cáncer de mama ‘in-situ’
9% reducción de todo tipo de cáncer

No se observo reducción en: 
Cáncer de mama invasivo
Cáncer de colon
Problemas cardiovasculares

VITAL 
TRIAL
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VIT D3: 2,000 IU/dia

Or

Omega-3 fatty acids

Cáncer
Enfermedades cardiacas
Stroke
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Medical Advisory Secretariat. Clinical utility of vitamin D testing: an 
evidence-based analysis. Ont Health Technol Assess Ser [Internet]. 
2010 Feb [cited YYYY MM DD]; 10(2) 1-95. Available from:
http://www.health.gov.on.ca/english/providers/program/mas/tech/r
eviews/pdf/rev_vitamin d_201002.pdf

Resumen del Análisis 
de Datos en Canadá

1) Estudios de la accion 
de la vitamina D indican 
que Calcio y vitamina D 
solos, pueded evitar 
fracturas.

2) No hay evidencia que 
otras enfermedades se 
puedan evitar tomando 
vitamina D solamente.
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Niveles apropiados de vitamina D

2007 M. Holick, NEJM 357:3; 2007 J. Hathcock et.al Am J Clin Nutr85:6

<50 nmol/L
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Clases de 
Vitaminas:

Ergocalciferol o D2 = 
50,000 IU/unidad
(por 8 semanas) 

Multivit. = 400 
IU/D2 o D3
Vit D3 = 400-2000 
IU/unidad
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Ensayos de vitamina D
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Que debemos saber de la vitamina D?

❑ El 95% de la vit D en circulación es vit D3

❑ En EEUU se suplementa la vitamina con D2

❑ La vit D es muy hidrofobica  

❑ Vit D circula unida a la ‘proteína unida a la vit D’ (PUVD)
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Dificultades encontradas en los ensayos inmunológicos 
automatizados:

❑ La vit D es muy hidrofobica y circula unida a la PUVD.
❑ Producir anticuerpos en contra de la vit D es muy difícil. 
❑ En EEUU el FDA requiere ensayos que detecten la vit D2 

y D3 simultáneamente.
❑ En los ensayos inmunológicos hay mucha competencia 

entre el anticuerpo y la PUVD en la muestra.
❑ Los ensayos homogéneos de 1 solo paso en general tienen 

muy poca correlación con los métodos químicos 
(LC/MS/MS) debido a la falta de separación del la PUVD. 

Ensayos de vitamina D
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Vitamina Total D o D2/D3 ?

❑ Ensayos inmunológicos solamente pueden medir 
la cantidad total de vitamina D.

❑ La medición de vitamina D total esta aceptada 
mundialmente y ha sido la medición mas popular 
en muchos de los estudios iníciales que han 
marcado la deficiencia clínica.

❑ Los ensayos químicos de alto orden pueden 
diferenciar a la vit D2 y D3.  Pero en realidad no 
es muy claro si se necesita hacer esa diferencia.

Ensayos de vitamina D
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Clasificación de los ensayos de vit D

Ensayos de 
Unión

Químico

Unión de Proteínas: Ensayo 
de unión de proteína acoplado con 
ensayo enzimático (Diazyme)

Inmunoensayos: Diasorin, 
IDS, Roche, Siemens, Abbott

HPLC-UV
GC-MS
LC-MS/MS
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HPLC

Radio-inmunoensayo

LC-MS/MS

CLIA-Diasorin

CLIA-IDS

Ez-coupled
CPBA Diazyme

20



| 

Se puede comparar valores de 
la vitamina D con los diferentes 

ensayos?

Es posible usar un rango de 
referencia clínico sin haber 
estandarizado el ensayo? 
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Primeros reportes en variación de resultados
El grupo del Dr M. Drezner@ Universidad de Wisconsin

JCEM 89 (7):3152
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ECLIA

ECLIA

ECLIA

EX + RIA

EX + RIA

HPLC

El valor de la vit D varia según el método usado
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Desarrollaron un ensayo HPLC para 
medir 25OH vit D2/3

Comparación con:
LC-tándem MS
Un ensayo de unión competitivo 

(Nichols Advantage) 
Diasorin (radio-inmuno)

Método HPLC para la medición de 
25-OH vitamina D: comparación con 

ensayos contemporarios
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Muestras con vit D2
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Muestras con vit D3
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+ D3 + D2
SubestimaSobrestima
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CONCLUSIÓN

HPLC y LC-MS/MS proveen 
resultados similares

 
Nichols Advantage sobrestima D3 y 

subestima D2 

Método HPLC para la medición de 
25-OH vitamina D: comparación con 

ensayos contemporarios
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Varios reportes han demostrado que 
algunos ensayos no pueden medir D2 

en forma veraz. 
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Esquema de Calidad Internacional 
DEQAS (2004) 

5 muestras normales cada 3 meses

Media de todos los laboratorios = 
All-laboratory Trimmed Mean (ALTM) and 
SD
(ALTM compares very well with LC/MS) 

Veracidad del metodo se calcula:

[(MM-ALTM)/ALTM] x 100
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88 muestras  

sin vitamina D2
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Muestras con vitamina D2
4 5
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CONCLUSIONES

Muestras con D3: la mayoría
de los métodos pueden medir D3 excepto el 

Nichols Advantage (sobrestima)

Muestras con D2: Nichols Advantage y el IDS 
subestima D2

El boletín informativo del reactivo del N.A. 
proclamaba detectar D2 y D3 con 100% de 

crosreactividad
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Nuevos Inmuno Ensayos en 
Instrumentos Automatizados

Siemens Centaur Abbott Architect

Roche Modular Diasorin Liaison

IDS YSIS
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Ensayos de vitamina D:  Una comparación de 
ensayos automatizados y de cromatografía 
de liquido con espectroscopia de masa al 

tándem

Methodos:
Un grupo en Australia uso 170 muestras de pacientes para 
comparar 8 metodos: 2 LC/MS/MS, un radio-inmuno 
(Diasorin) y 5 inmuno ensayos automatizados (Abbott, 
Diasorin, IDS, Roche y Siemens)

Conclusiones:
Los ensayos de LC/MS/MS son muy veraces.  Solamente el 
RIA tiene una veracidad comparada al del LC/MS/MS.  Los 
inmunoensayos tienen un rendimiento muy variable.35
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Los métodos LC-MS/MS se usaron como 
estándar para comparar a los otros métodos

Se uso la media de los valores obtenidos con los 
LC/MS/MS
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Programas de Gestión de Calidad
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� 5 muestras de suero humano sin aditivos 
distribuido c/3 meses a temperatura 
ambiente

� Los resultados se presentan por el internet, 
fax o email.

� Acceso a valores estadísticos actualizados 
está disponible on-line

� Un reporte final se manda por email al 
personal designado del laboratorio

DEQAS
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Courtesy of Graham Carter, DeQAS organizer

Porcentaje promedio de los resultados de dos 
ciclos anuales de distribución
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Programa de aseguranza de calidad del Instituto 
Nacional de la Salud (NIH – USA) o VitDQAP
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http://www.nist.gov/cstl/analytical/organic/vitdqap.cfm

VitDQAP
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Rendimiento de métodos usando 
una muestra de rendimiento de 

CAP

Colegio de Patólogos de América
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96

41

31
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Muestras adulteradas no tienen el 
mismo rendimiento

Courtesy of Graham Carter, DeQAS organizer
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El material de encuesta ‘Y-A’ y plasma 
humano congelado dan differente 

resultados

51 to 120
75% CV

24 to 30

Material de encuesta Material humano 
congelado
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Hasta hace muy poco no había calibradores 
estándar.

En el verano del 2010 el Instituto de 
Estándares y Medidas (NIST) diseño 

calibradores estandarizados.

Estandarización
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¿Hay un método perfecto?

Dos métodos se han propuesto 
como métodos de referencia.
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El método químico de alto orden 
también puede tener problemas 

si no se realiza la vigilancia 
necesaria.
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New York Times – Enero 2009 por Andrew Pollack

Dr. Ronald L. Hoffman, un medico nutricionista, encontró valores de la vitamina D en el 
ensayo de Quest  muy altos.

En 2009, problemas con el ensayo de la vit. D 
alcanzaron la cabecera del periódico N.Y. Times!!
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Inmunoensayos todavía presentan con mucha 
variación

2. El límite de referencia clínico es polémico
3. Estandarización de los inmunoensayos no está 

adaptada mundialmente
4. Inscribirse a un programa de aseguranza de 

calidad es muy importante para detectar 
problemas

5. Darse cuenta que materiales adulterados 
pueden dar una sensación de falsa seguridad.
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