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QUALE METABOLITA DELLA VITAMINA D MISURARE?QUALE METABOLITA DELLA VITAMINA D MISURARE?

~80%~80%

~20%~20%

Supplementazione/

integrazione

Il miglior indice dello stato vitaminico D è rappresentato dai livelli di:

25(OH)D = 25(OH)D3 + 25(OH)D2 
Fornisce informazioni sulle riserve di vitamina D apportate dall’esposizione al 

sole, dalla dieta e dalla supplementazione.
Webb AR et a. Am J Clin Nutr (1990) 51: 1075-81; Reichel H et al. N Engl J Med (1989) 320:981-91.



25(OH)D3 1,25(OH)2D3

vsCALCIDIOLOCALCIDIOLO
CALCITRIOLOCALCITRIOLO

HO

OH

OHHO

OH

• Forma attiva
• Emivita breve: 5-8 h 
• [ematiche] ridotte: pg/mL
• influenzato dai livelli di 

PTH e Ca2+ (in modo 
piuttosto rapido) 

• Precursore
• Emivita: 2-3 settimane
• [ematiche]: ng/mL , ossia 

1000 volte quelle della 
1,25(OH)2D3

• Risente poco di PTH e 
Ca2+

Mazzaferro S, et al. Curr Vasc Phar-macol 2014;12:339-49.Proietti A. et al., G Gerontol 2014;62:142-149

PERCHPERCHÉÉ LA  25(OH)D?LA  25(OH)D?
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QUALI METODICHE PER MISURARE LA 25(OH)D?QUALI METODICHE PER MISURARE LA 25(OH)D?

VANTAGGI SVANTAGGI

• Alta precisione e 

accuratezza

• l’estrazione minimizza 

l’effetto matrice

• riescono a discriminare 

simultaneamente 25(OH)D2 

da 25(OH)D3

• strumenti costosi (bassi 

costi per i reagenti)

• buon know-how del 

personale utilizzatore

• Elevati volumi di campione 

(LC-MS/MS)

• non automatizzabili e per 

grandi volumi di lavoro

• difficoltà a separare il 3-epi

25(OH)D da 25(OH)D

• alta sensibilità

• automatizzabili e per grandi 

volumi di lavoro

• tecnicamente semplici

• volumi ridotti di campione

• non riescono a discriminare 

simultaneamente 25(OH)D2 

da 25(OH)D3

• variabilità tra lotti (per i kit 

che usano Ab policlonali)

Cromatografici
(diretti)

Immundosaggi
(indiretti)

Dirks NF et al. Nutrients2018,10, 482 modified

Deqas, review october 2017

Carter GD, Current Drug Targets 2011, 12, 19-28



VITAMINA D STANDARDIZATION PROGRAM (VDSP) VITAMINA D STANDARDIZATION PROGRAM (VDSP) -- 20102010

Che cos ’è? 
un programma per la standardizzazione della misura della Vitamina D grazie alla collaborazione di Enti diversi 

(NIH-CDC-NCEN-NIST-DEQAS-…) – SRM972

Obiettivo: 
fornire una misura della 25(OH)D accurata e confrontabile nel tempo, indipendentemente dal laboratorio e dal 
metodo utilizzato.

Wise et al., Journal of AOAC International 2017 100 (5) 1244-1252

VDSP



PROBLEMATICHE PROBLEMATICHE IMMUNOIMMUNODOSAGGIO 25(OH)D  DOSAGGIO 25(OH)D  

Utilizzata nel trattamento di patologie a carico del SN 
(sclerosi multipla); donne in gravidanza (favorisce il 
corretto sviluppo fetale), persone con alopecia, 
aggiunta in prodotti per la cura di capelli, pelle e 
unghie → negli ultimi anni ad un progressivo 
dell'assunzione di biotina (anche senza prescrizione o 
suggerimento medico), senza apparenti effetti 
collaterali.

La biotina forma legami ad alta affinità con varie 
molecole (senza alterarne le proprietà strutturali o 
antigeniche), es. streptavidina e avidina (componenti 
essenziali di molti immunodosaggi).

Gli Ab mono- o policlonali vengono coniugati con 
biotina e fatti reagire con un campione del paziente. 
L’Ab biotinilato è poi catturato da una fase solida, 
contente streptavidina.

In pz che abbiano assunto alte dosi di biotina, il 
legame tra Ab biotinilato e la streptavidina in fase 
solida viene influenzato (immunodosaggi non
competitivi la [25(OH)D] ↓, nei competitivi invece 

Maggiore è la [biotina] libera nel campione, maggiore 
è l’interferenza.  

BIOTINABIOTINAAnticorpi ETEROFILIAnticorpi ETEROFILI
Sono Ab umani endogeni detti eterofili, 
perché capaci di legare Ig di altre specie 
animali (es. Ab umani diretti vs pt animali, FR, 
crioglob. e auto Ab).

Possono dare risultati inattesi nei test di 
laboratorio (prevalenza: ~0,5-10%), con un 
impatto clinico-diagnostico importante.

Perché molti sist. di dosaggio in laboratororio si 
basano su reazioni immunologiche tra Ag e 
Ab (gli Ab policlonali prodotti in diverse specie 
animali, i monoclonali sono per lo più murini).

L’uso di calibratori e controlli non allerta in 
alcun modo il laboratorista sull’esistenza del 
problema. È solo la richiesta di aiuto del 
clinico richiedente per l’interpretazione di un 
risultato non atteso, che fa attivare un 
campanello d’allarme e può evidenziare il 
fenomeno.

Perché non sono state dimostrate differenze
significative nella distribuzione del fenomeno 
attribuibili a caratteristiche demografiche e/o 
stili di vita

EFFETTO MATRICEEFFETTO MATRICE
“25(OH) vitamina D: 
un analita difficile”

Carter GD. Clin Chem 2012;58:486-8.

La vitamina D è:
per sua natura idrofobica ,
esiste in diverse forme 

molecolari,
strettamente legata alla sua 

proteina di trasporto (VDBP),

siero umano è una matrice 
complessa, ricca di lipidi di 
varia natura, che possono 
portare a differenze di 
associazione con la proteina 
di trasporto (VDBP) della 
vitamina D e quindi influenzare il 
risultato del test.

pertanto necessario un 
pretrattamento del campione in 
modo da staccare la vitamina D 
dalla sua proteina di trasporto, 
per una determinazione 
accurata.



PROBLEMATICHE DOSAGGIO 25(OH)D PROBLEMATICHE DOSAGGIO 25(OH)D -- VDBP VDBP 

La vitamina D viene trasportata in circolo legata a 
proteine plasmatiche: 
•~15% all’albumina,
•~85% ad una glicoproteina circolante denominata 
Vitamin D Binding Protein o VDBP

Per poter effettuare il dosaggio della vitamina D 
libera è necessario separarla dalla sua proteina di 
trasporto VDBP, attraverso metodi di estrazione 
preliminare con:
•con acetonitrile o altre sostanze organiche, che ne 
migliorano il recupero di vitamina 
•denaturazione attraverso una ∆ di pH negli 
immunodosaggi automatizzati (provoca una 
sottostima delle [vitamina D])

La [VDBP] può essere ≠ a seconda del pz in esame: 
•le donne in gravidanza, le persone di colore hanno 
valori più ↑
•i pz dializzati e quelli in terapia intensiva hanno 
invece concentrazioni più ↓.

Keane KN et al., Reproduction 2017,153:R29–R42 modificata  

VitD
ALB~85% ~15% 

Heureux N. Advances in Clinical Chemistry 78:59-101

VDBP



VITAMINA D VITAMINA D –– CONCETTO DI NORMALITCONCETTO DI NORMALIT ÀÀ

Norm
ale

Carente

Insufficiente
No consensus

25(OH)D unità di misura:  ng/mL - nmol/L (SI)

Fattore di conversione 25(OH)D: ng/mL x 2,5 = nmol/L

• 20 ng/mL (50 nmol/L) appropriate nella popolazione generale

• 30 ng/mL (75 nmol/L)  appropriate per le categorie a rischio
(Cesareo R. et al., Nutrients 2018, 10, 546)



INTERPRETARE I DOSAGGI DELLA VITAMINA DINTERPRETARE I DOSAGGI DELLA VITAMINA D

20 ng/mL il limite oltre il quale 
viene garantito l’assorbimento 
ottimale di Ca dall’intestino e il 
controllo dei livelli di PTH nella 

quasi totalità del campione               
studiato

Livelli superiori a

20 ng/mL 
NON conferiscono 

vantaggi clinici 
apprezzabili

Presso il Laboratorio Unico Provinciale (LUP) 
sono stati pertanto adottati i seguenti cut-off per  i 
livelli sierici per definire le condizioni patologi che 

legate alla vitamina D:

AZIENDA OSPEDALIERO-UNIVERSITARIA
LABORATORIO DI ANALISI UNICO PROVINCIALE – Direttore Dr.ssa Enrica Montanari

SC LABANALISI CHIM.CLIN e MICROBIOLOGIA
Segreteria Arcispedale S. Anna-CONA Tel. 0532  236250 (dalle 10:00-alle 12:00)-Segreteria Centro prelievi San Rocco Tel. 0532235655

Sig.ra NOME COGNOME
Via  XXXXXXXXXX, X
CITTÀ XXX

Id: nnnnnnn Tes. Sanitario: XXXX

Richiesta: XXXX  del: GG/MM/AAAA

Provenienza:    346 DAY SERVICE ENDOCRIN. (34.6)

[0] VITAMINA D (come 25-idrossi):         CLIA                                       21.8                   ng/ml       < 20   Carenza

>100  Tossicità

GG/MM/AAAA

Sesso:  X

Data Nascita: GG/MM/AAAA

Codice Fiscale: XXXXXXXXXXXXXXXX



SITUAZIONE DOSAGGI VITAMINA D NELLA PROVINCIA DI FE RRARA?SITUAZIONE DOSAGGI VITAMINA D NELLA PROVINCIA DI FE RRARA?

H
CONA

Laboratorio Unico
Provinciale
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+ 58% in 2 anni

N°RICHIESTE DOSAGGIO VITAMINA D – LUP (2013-2019)

+ 73% in 6 anni

Popolazione residente in 

provincia di FE

(dati ISTAT)

355.101 354.073 351.436 348.362 346.975 345.691 ?

+30% in 3 anni

Gruppo Tecnico Interaziendale (GTI)Gruppo Tecnico Interaziendale (GTI)



Popolazione residente in provincia di FE (dati ISTAT)

UOMINI 168.148 166.883 166.605 166.099 ?

DONNE 183.288 181.479 180.370 179.592 ?

N°RICHIESTE DOSAGGIO VITAMINA D – LUP (2015-2019)

-- 16%16%

-- 12%12%

+31%+31%

+24%+24%
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età

Popolazione residente in provincia di FE (dati ISTAT 2018)

Uomini 12.167 10.050 14.950 17.383 26.841 27.610 22.640 18.816 10.331 1.489

11.871 13.050 13.559 17.272 26.824 28.779 25.352 22.453 16.128 4.214

N°DOSAGGI VITAMINA D PER  ET À E GENERE (2018)



VITAMINA D: COSA CI PROSPETTA IL FUTURO?



TAKE HOME MESSAGETAKE HOME MESSAGE ……..
Criteri di appropriatezza dosaggio 25(OH)DCriteri di appropriatezza dosaggio 25(OH)D

•SOLO in pazienti con condizioni associate a rischio di carenza

•NON risulta indicata come esame di routine o per screening generalizzato in 
individui non appartenenti a categorie a rischio

•NON ci sono indicazioni per una sua determinazione nella valutazione clinica 
delle varie condizioni extra-scheletriche , identificate negli studi più recenti

Quando ripetere il dosaggio?Quando ripetere il dosaggio?

•NON prima di 3/6 mesi dall’inizio della supplementazione . Una volta ottenuta
la normalizzazione e impostato il trattamento adeguato, non è necessario 
ripetere il dosaggio (basta 1 singola determinazione), salvo diversa 
prescrizione clinica. 

il metodo misuri ambedue le forme, sia 25(OH)D2 che 25(OH)D3, espresse come 25(OH)D totale ;
i risultati siano espressi in ng/ml e non nmol/l (fattore di conversione 0,4).
IMP. consapevolezza circa la possibilità, l’incidenza e le possibili interferenze che si possono presentare nel 
dosaggio della vitamina D – ma soprattutto il dialogo tra il clinico e il laboratoristail dialogo tra il clinico e il laboratorista .

importante che: 



Coffe 

break

THANK YOUTHANK YOU


