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La vitamina D es una vitamina liposoluble 
implicada en el metabolismo fosfocálcico 
cuyo papel es fundamental en la formación y 
mineralización ósea. Actualmente, se han 
demostrado además sus acciones inmu-
nomoduladoras,  an�prol i fera�vas y 
es�muladoras de la diferenciación celular 
que la relacionan con importantes patolo-
gías como enfermedades cardiovasculares, 
diabetes y cancer. La cuan�ficación de 
25(OH) vitamina D total en sangre es el 
marcador más preciso del estado de la 
vitamina D en un individuo, aunque su 

2metabolito ac�vo es la 1,25(OH)  vitamina 
D. El obje�vo del presente estudio fue 
comparar las concentraciones de 25(OH) 
vitamina D obtenidas mediante dos métodos 
automa�zados comerciales y estudiar la 
correlación de dichos métodos con la técnica 
de referencia - cromatogra�a líquida/es-
pectrometría de masas en tándem -.
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Resumen

Introducción: La cuan�ficación de 25(OH) 

vitamina D total en sangre es el marcador 
más preciso del estado de vitamina D en un 
individuo. La técnica patrón-oro para su 
medición es la cromatogra�a líquida/es-
pectrometría de masas en tándem (LC-
MS/MS), aunque actualmente los labo-
ratorios clínicos u�lizan de ru�na técnicas de 
quimioluminiscencia. El obje�vo del estudio 
fue comparar las concentraciones de 25(OH) 
vitamina D obtenidas mediante dos métodos 
automa�zados comerciales y estudiar la 
correlación de dichos métodos con la técnica 
de referencia LC-MS/MS.

Material y método: Se cuan�ficaron los 
niveles de 25(OH) vitamina D en 1.000 mues-
tras de suero del laboratorio de Bioquímica 
de la Fundación Jiménez Díaz mediante 2 
métodos automa�zados comerciales por 
detección de quimioluminiscencia: ADVIA 

® ® CENTAURO (SIEMENS) y LUMIPULSE
G1200 (FUJI- REBIO). Entre todas las mues-
tras analizadas, las 50 más discordantes 
entre sí se enviaron para ser evaluadas por la 
técnica de referencia LC-MS/MS.
Resultados: Los resultados obtenidos indi-
can que existe una buena correlación entre 
los dos métodos: CCI=0,923 (0,914-0,932), 

® siendo los valores de LUMIPULSE G1200 un 
®10% superiores a los de CENTAURO . Con 

respecto a las 50 muestras seleccionadas, 
podemos observar que existe una buena 
correlación entre los dos inmunoensayos 
con la técnica LC-MS/MS, aunque ambos 
métodos infraes�man considerablemente 
los resultados de 25(OH) vitamina D con 
respecto al patron-oro.
Discusión: Aunque ambas técnicas son ade-
cuadas para su u�lización, habría que 
plantearse si la “epidemia” mundial de 
hipovitaminosis D se debe a la metodología 
de análisis u�lizada. Esta variabilidad entre 
inmunoensayos se solucionaría estan-

darizando las diferentes técnicas comer-
ciales con los materiales de referencia 
elaborados por el NIST.
Palabras clave:  25(O H) vitamina D, 
FUJIREBIO, SIEMENS, comparación técnica, 
LC-MS/MS.

Introducción

La vitamina D es una vitamina 
liposoluble implicada en el metabolismo 
fosfocálcico cuyo papel es fundamental en la 
formación y mineralización ósea. Actual-
mente, se han demostrado además sus 
acciones inmunomoduladoras, an�prolife-
ra�vas y es�muladoras de la diferenciación 
celular que la relacionan con importantes 
patologías como enfermedades cardio-
vasculares, diabetes y cancer (1,2).

La cuan�ficación de 25(OH) vitamina 
D total en sangre es el marcador más preciso 
del estado de vitamina D en un individuo, 
aunque su metabolito ac�vo es la 1,25(OH)2 

vitamina D (3,4).

La técnica patrón-oro para su medi-
ción es la cromatogra�a líquida/espec-
trometría de masas en tándem (LC-MS/MS), 
pero actualmente los laboratorios clínicos 
u�lizan de ru�na inmunoensayos por 
quimioluminiscencia (5).

Los principales problemas de dicho 
(5) inmunoensayos se deben a la naturaleza 
hidrofóbica del analito, la alta concentración 
en la que se encuentra la proteína ligadora 
de vitamina D (VDPB) en el suero, y la 
existencia de reacciones cruzadas de los 
múl�ples metabolitos de vitamina D con los 
an�cuerpos u�lizados en la técnica. Por ello, 
un correcto inmunoensayo requiere un 
pretratamiento para inac�var la VDPB, una 

Comparación entre dos inmunoensayos automa�zados  por 
quimioluminiscencia para la cuan�ficación de 25(OH) vitamina D
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selección cuidadosa del an�cuerpo u�lizado 
y la estandarización de la técnica frente a los 
valores arrojados por el analizador LC-
MS/MS. Las diferentes técnicas comerciales 
para el análisis de vitamina D difieren en la 
manera de separar la proteína ligadora, en el 
porcentaje de reacciones cruzadas con otros 
metabolitos de nuestro analito, así como en 
la especificidad del an�cuerpo u�lizado 
(4,6).

Actualmente, como resultado del 
conocimiento general sobre la severa 
deficiencia de vitamina D en la población 
mundial, ha surgido la necesidad de medir 
los niveles de vitamina D en diferentes 
poblaciones, cohortes de inves�gación y 
pacientes individuales (7). Diversos estudios 
han mostrado variaciones considerables 
entre los diversos métodos analí�cos 
basados en inmunoquímica, cromatogra�a 
líquida/UV y LC-MS/MS. Se ha llegado a 
afirmar que un paciente concreto puede ser 
clasificado con niveles de suficiencia o 
insuficiencia de vitamina D dependiendo del 
laboratorio donde se haya realizado el 
análisis (7,8).

Para solucionar este problema se ha 
establecido la necesidad de la estan-
darización de los niveles de 25(OH) vitamina 
D por parte de numerosas organizaciones 
cien�ficas. En 2011, la Oficina de Suple-
mentos Dieté�cos (ODS) del Ins�tuto 
Nacional de Salud de EE.UU. (NIH) en 
colaboración con el Na�onal Ins�tute of 
Standards and Technology (NIST) creó el 
programa de estandarización de la vitamina 
D (VDSP). El NIST ha desarrollado 4 
materiales de referencia basados en suero 
con diferentes concentraciones conocidas 
de vitamina D que permiten estandarizar las 
diversas técnicas comerciales (7,9). A pesar 
de ello, no todos los métodos actuales 
empleados para cuan�ficar 25(OH) vitamina 
D están ya calibrados frente a estos 
estándares (10).

El obje�vo de este estudio fue 
comparar las concentraciones de 25(OH) 
vitamina D obtenidas mediante dos métodos 
automa�zados comerciales y estudiar la 
correlación de dichos métodos con la técnica 
LC-MS/MS.

Material y métodos

Para ello hemos u�lizado 1.000 
muestras de suero elegidas al azar entre las 
analizadas en el laboratorio de Análisis 

Clínicos de la Fundación Jiménez Díaz. Las 
muestras pertenecían a pacientes con una 
edad comprendida entre 1 y 92 años (59±18, 
media ± DE) con un 37% de mujeres y un 63% 
de hombres. Se cuan�ficaron los niveles de 
25(OH) vitamina D en el analizador ADVIA 

®  C E N TA U R O  X P ( S I E M E N S )  y  e n  e l 
LUMIPULSE G1200 (FUJIREBIO).

En todos los casos las muestras se 
han manejado de modo anónimo, por lo que 
no ha sido necesaria la obtención del 
consen�miento informado de los pacientes.

® El analizador LUMIPULSE G1200 
(FUJIREBIO) realiza un inmunoensayo no 
compe��vo �po sándwich con detección 
por quimioluminiscencia que emplea dos 
an�cuerpos, un an�cuerpo monoclonal de 
oveja que se une a la 25(OH) vitamina D2 y 
D3, y un segundo an�cuerpo monoclonal 
que se une exclusivamente al complejo 
anteriormente formado. La separación de la 
proteína ligadora de la vitamina D se realiza 
mediante un agente químico en 1ª reacción.

Según las especificaciones del 
fabricante,  la  técnica presenta una 
imprecisión intraensayo con un coeficiente 
de variación (CV) 6%, y una sensibilidad ≤

funcional de 3,491 ng/mL. Su intervalo de 
medición es de 4-150 ng/mL. La especifi-
cidad analí�ca reflejada a través del 
porcentaje de reac�vidad cruzada con otros 
metabolitos es del 100% para la 25(OH) 
vitamina D , del 100,1% para la 25(OH) 3

vitamina D , y del 19,9% para el epímero C3 2

de 25(OH) vitamina D .3

® El analizador ADVIA CENTAURO
(SIEMENS) consiste en un inmunoensayo 
compe��vo con detección por quimio-
luminiscencia que u�liza un an�cuerpo 
monoclonal murino an�fluoresceína unido 
de forma covalente a par�culas paramag-
né�cas (PMP), un an�cuerpo monoclonal 
murino an�-25(OH) vitamina D marcado con 
éster de acridinio, y un análogo de vitamina 
D marcado con fluoresceína. Como medio de 
separación de la proteína ligadora se u�liza 
un agente liberador en tampón salino.

Según las especificaciones del 
fabricante, la técnica presenta una impreci-
sión intraensayo con un CV del 4,2%-11,9% y 
una sensibilidad funcional de 4,2 ng/mL. Su 
intervalo de medición es de 4,2-150 ng/mL. 
La especificidad analí�ca reflejada a través 
del porcentaje de reac�vidad cruzada con 

otros metabolitos es del 97,4% para la 
25(OH) vitamina D , del 106,2% para la 3

25(OH) vitamina D y del 1% para el epímero 2 

C3 de 25(OH) vitamina D .3

Entre todas las muestras analizadas, 
las 50 más discordantes entre sí se enviaron 
para ser evaluadas por el método LC-MS/MS 
en el laboratorio del Dr. E�enne Cavalier 
(Departamento de Química Cl ín ica, 
Universidad de Lieja, Bélgica); con el fin de 
comparar los dos inmunoensayos por 
quimioluminiscencia con respecto a la 
técnica de referencia LC-M S/M S. La 
diferencia de resultado entre estas 50 
muestras oscilaba entre el 14% y el 133% 
(32±52%, media ± DE) con respecto a la 
media de los 2 valores obtenidos. En todos 
los casos este porcentaje era superior a los 
coeficientes de variación interanálisis de los 
2 métodos: FUJERIBIO, 6%; SIEMENS, 
11,9%. Analizamos las muestras más 
discordantes para ver si correspondían a un 
grupo determinado de pacientes, como por 
ejemplo gestantes que presentan niveles 
anormales de proteína ligadora de la 
vitamina D. Sin embargo, observamos que 
dichos pacientes pertenecían mayorita-
riamente a los servicios de Nefrología, 
Reumatología y Endocrinología, hecho no 
significa�vo, ya que estos servicios son los 
que más demandan la determinación de 
vitamina D. Por otra parte, la edad media de 
estos 50 pacientes era 63±16 años, siendo el 
34% hombres y el 66% mujeres, cifras muy 
similares a las del grupo total de 1.000 
muestras (edad 59±18 años con un 37% de 
mujeres y un 63% de hombres). Se eligieron 
las muestras más discordantes entre sí para 
enviar a analizar por gases-masas porque 
nuestro obje�vo era doble: por una parte 
comprobar su similitud con la técnica de 
gases-masas y por otra parte aclarar cuál de 
las dos técnicas se asemejaba más a la 
técnica de referencia. Este segundo punto no 
se podía clarificar si enviábamos las 
muestras cuyos resultados eran similares. 
Con respecto a la elección de un número de 
50 muestras como la adecuada para el 
estudio, se realizó porque era una can�dad 
de muestras suficiente para obtener 
resultados estadís�camente significa�vos. 
Debido al elevado coste de la determinación 
por gases-masas no fue posible enviar un 
mayor número de muestras.

Resultados

Evaluamos el grado de concordancia 
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de las medidas de vitamina D propor-
cionadas por los dos aparatos: ADVIA 

® ®CENTAURO XP y LUMIPULSE G1200 . Para 
el lo,  calculamos los coeficientes de 
correlación intraclase (CCI) junto con sus 
intervalos de confianza al  95%. Los 
resultados obtenidos indican que existe una 
buena correlación entre los dos métodos: 
C C I=0,923 (0,914-0,932). No existen 
diferencias significa�vas en el CCI si se 
dividen las muestras en los grupos con 
valores de vitamina D ≤20 ng/mL y >20 
ng/mL.

La recta de regresión obtenida entre 
ambos ensayos fue Y=1,221+1,035X, donde 
Y corresponde a los valores de LUMIPULSE 

®G1200 y X a los del CENTAURO . Se observa 
que los valores de LUMIPULSE G1200 son 

® un 10% superiores a los de CENTAURO
(Figura 1).

Con respecto al subgrupo de 50 
muestras seleccionadas para analizar por LC-
MS/MS, se ha obtenido un CCI=0,987 con el 
analizador LUMIPULSE y un CCI=0,938 con 

®el analizador CENTAURO . Aunque ambos 

son sa�sfactorios, el coeficiente de correla-
ción intraclase más elevado es el de 
LUMIPULSE, por tanto, las mediciones de 
este aparato se parecen más a las exactas 
(Figuras 2 y 3).

A con�nuación, con nuestro sub-
grupo de 50 muestras seleccionadas, 
realizamos las gráficas de Bland-Altman, 
donde el eje X corresponde a las medias de 
cada par de observaciones y el eje Y a las 
diferencias entre cada par de observaciones. 
En los gráficos hay dos líneas con�nuas 
horizontales. La línea con�nua gris está 
trazada a la altura del valor cero; si las 
medidas dadas por el aparato fueran 
idén�cas a las medidas exactas los puntos 
debería situarse justo en esta línea. La línea 
con�nua azul representa la media de las 
diferencias. Si esta línea está por debajo de la 
línea del valor 0 quiere decir que el aparato 
�ende a dar medidas inferiores al valor 
exacto, y si está por encima lo contrario.

Como podemos observar en la figura 
4, la media de las diferencias entre el 
analizador LUMIPULSE G1200 y el método 

de referencia LC-MS/MS es de un 20%; por 
tanto, dicho inmunoensayo infraes�ma los 
valores de 25(OH) vitamina D en un 20% con 
respecto al patrón-oro. En la figura 5, 
apreciamos cómo en el caso del analizador 

® CENTAURO la media de las diferencias es de 
un 42%, por lo cual los valores que arroja 
esta técnica son muy inferiores a las del 
método de referencia. Por otro lado, la 

® técnica LUMIPUL- SE G1200 presenta una 
menor dispersión en los resultados

Discusión

Ambos métodos presentan una 
buena correlación entre ellos, siendo los 
va lores  obtenidos  en e l  anal izador 

® CENTAURO aproximadamente un 10% 
inferiores a los obtenidos por el analizador 

®LUMIPULSE G1200 . 

 La correlación de ambos inmuno-
ensayos con la técnica de referencia LC-
MS/MS es buena (aunque más alta para 
LUMIPULSE que para CENTAURO), lo cual 
no excluye que los dos métodos infraes�men 
considerablemente los resultados de 25(OH) 
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vitamina D con respecto al patrón-oro. En 
esta selección de muestras, que se realizó 
escogiendo aquéllas donde la discrepancia 
e n t r e  a m b o s  m é t o d o s  f u e  m a y o r, 
LUMIPULSE G1200 infraes�ma los valores 

® en un 20%, mientras que CENTAURO arroja 
valores de 25(OH) vitamina D un 42% 
inferiores a los del método de referencia LC-
MS/MS. Esta diferencia entre ambos 
inmunoensayos viene dada por la diferente 
técnica u�lizada (ensayo compe��vo en 
SIEMENS y no compe��vo �po sándwich en 
FUJIREBIO), el pretratamiento de la muestra 
para separar la 25(OH) vitamina D de la 
VDPB y los an�cuerpos seleccionados. 

Figura 1. Recta de regresión entre LUMIPULSE 
® ® G1200 (FUJIREBIO) y CENTAURO (SIEMENS) 

u�lizando 1.000 muestras de suero de pacientes de 
la Fundación Jiménez Díaz

Figura 2. Recta de regresión calculada mediante 
® Passing-Bablok entre LU M I P U L S E G1200

(FUJIRE- BIO) y LC-MS/MS usando 50 muestras 
seleccionadas (ver Material y Métodos) 

 En la actualidad, según los estudios 
realizados, más de la mitad de la población 
mundial presenta niveles insuficientes o 

incluso franca deficiencia de vitamina D (11). 
Esto puede llegar a considerarse una 
“epidemia” mundial, pero habría que 
preguntarse si  este estado de hipo-
vitaminosis generalizada está influido en 
gran parte por la metodología de análisis 
u�lizada en la determinación de las 
concentraciones de 25(OH) vitamina D 
(8,11).

Esta variabilidad entre inmuno-
ensayos se solucionaría estandarizando las 
diferentes técnicas comerciales con los 
materiales de referencia para la medida de 
25(OH) vitamina D elaborados por el NIST 
(12).

Figura 3. Recta de regresión calculada mediante 
® Passing-Bablok entre CENTAURO (SIEMENS) y 

LC-MS/MS usando 50 muestras seleccionadas 
(ver Material y Métodos)

Figura 4. Gráficas de Bland-Altman entre 
® 

LUMIPULSE G1200 (FUJIREBIO) y LC-MS/-MS 
usando 50 muestras seleccionadas (ver Material y 
Métodos)
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Figura 5. Gráficas de Bland-Altman entre 
® CENTAURO (SIEMENS) y LC-MS/MS usan-do 50 
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