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RESUMEN 

Introducción: Para la determinación de 25 hidroxivitamina D, (25OHD) existen varias opciones metodoló-
gicas. La falta de estandarización entre las mismas puede arrojar resultados disímiles que podría acentuarse 
en el caso de pacientes suplementados con distintas formas de la vitamina D. 
Objetivo: comparar tres metodologías para la cuantificación de 25OHD y evaluar los resultados de 25OHD 
de sujetos sin tratar con los que reciben ergocalciferol (D2), colecalciferol (D3), o ambos. 
Materiales y métodos: Se analizaron 82 muestras por QLIA de Abbott Diagnostics (Architect i1000), EQLIA 
de Roche Diagnostics (Cobas 601) y RIA DiaSorin. Las muestras se distribuyeron en cuatro grupos: G1: sin 
tratamiento previo; G2: tratados con D2; G3: tratados con D3 y G4: tratados con D2 + D3. 
Resultados: En el total de las muestras se observó una diferencia significativa entre las medias de 25OHD 
evaluadas por los tres métodos (F: 14,80, p < 0,0001), siendo similares entre RIA y EQLIA, pero menores 
con QLIA (p < 0,05). En los cuatro grupos estudiados las medias con RIA y EQLIA fueron comparables en 
presencia o no de tratamiento. En G2 se observó una tendencia significativa a niveles más bajos con QLIA, 
respecto de los otros dos métodos (p = 0,0003), y en G4 también (p < 0,02). En G3 dicha diferencia, aunque 
significativa (p < 0,05), fue menos marcada. En los gráficos de diferencias, Bland y Altman, QLIA subestimó  
las concentraciones medidas en comparación con EQLIA, Δ media de RIA: – 5,69 a – 14 ng/mL). Esto no se 
visualizó en la comparación de EQLIA y RIA (Δ: – 3,45 a 0,47 ng/mL). 
Conclusiones: Existen diferencias metodológicas en el diseño y especificidad de los inmunoensayos que 
reconocen en distinta proporción la 25OHD y sus metabolitos. Se podría clasificar de manera diferente la 
suficiencia o insuficiencia de vit D, dependiendo de la metodología utilizada. Los resultados sugieren que 
RIA y EQLIA arrojan mediciones comparables en pacientes sin tratamiento, tratados con vitamina D2, D3 
o ambas. Rev Argent Endocrinol Metab 51:15-24, 2014

Los autores declaran no poseer conflictos de interés.
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ABSTRACT

Introduction: There are several methodological options for 25 hydroxyvitamin D (25OHD) measurement. 
The lack of standardization across methods can lead to discrepant results, which could be accentuated in 
the case of patients supplemented with different forms of vitamin D. 
Objective: To compare three methods for 25OHD quantification and to compare the 25OHD results from 
untreated subjects with those obtained from subjects receiving ergocalciferol (D2), cholecalciferol (D3), or both. 
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Materials and Methods: We analyzed 82 samples by QLIA of Abbott Diagnostics (Architect i1000), EQLIA 
Roche Diagnostics (Cobas 601) and RIA DiaSorin. Samples were divided into four groups: G1: untreated; G2: 
treated with D2, G3 treated with D3 and G4: treated with D2 + D3. 
Results: Considering all samples, there was a significant difference between mean 25OHD results obtained by 
the three methods (F: 14.80, p < 0.0001), being similar with RIA and EQLIA but lower with QLIA (p < 0.05). 
In the four groups studied, RIA and EQLIA results were similar in the presence or absence of treatment. In 
G2, there was a significant trend to lower levels with QLIA, compared to the other two methods (p = 0.0003), 
and the same trend was observed in G4 (p < 0.02). This difference in G3, albeit significant (p < 0.05), was 
less marked. Bland and Altman showed that QLIA underestimated the measured concentrations compared 
with EQLIA, average Δ RIA: – 5.69 to – 14 ng/mL). This was not observed when comparing EQLIA vs. RIA 
(Δ: – 3.45 to 0.47 ng/mL). 
Conclusions: There are methodological differences in the design and specificity of  immunoassays, which 
recognize 25OHD and its metabolites in different proportions. Therefore, patients might be classified as 
25OHD sufficient or insufficient depending on the methodology used. Results suggest that RIA and EQLIA 
measurements are comparable in untreated patients and in patients treated with vitamin D2, D3 or both. 
Rev Argent Endocrinol Metab 51:15-24, 2014

No financial conflicts of interest exist. 
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INTRODUCCIÓN

La valoración del estatus de vitamina D me-
diante la determinación de los niveles séricos 
de 25 (OH) Vitamina D (25OHD) ha cobrado 
importancia creciente en la práctica clínico-
endocrinológica, tanto en la población general(1), 
como en pacientes osteopénicos(2), permitiendo 
la detección de insuficiencia o deficiencia  de la 
misma, seleccionando así los sujetos pasibles 
de tratamiento sustitutivo(3). La medición de 
25OHD es también útil para el diagnóstico di-
ferencial del hiperparatiroidismo secundario, 
el raquitismo y la osteomalacia, entre otras 
afecciones del metabolismo mineral(4).  Por otra 
parte, el descenso de los niveles de vitamina D 
se asocia epidemiológicamente a un aumento del 
riesgo de ciertos cánceres(4-8) y de enfermedades 
cardiovasculares(9). Si bien, no existe una cifra 
universalmente aceptada para definir el estatus 
de 25 hydroxivitamina D (25OHD) en una pobla-
ción determinada(10), se suele aceptar como defi-
ciencia cifras menores a 20 ng/mL (50 nmol/L) 
e insuficiencia a cifras comprendidas entre 20 
y 29 ng/mL(5). Para la mayoría de los autores 
se considera suficiencia de vitamina D a cifras 
mayores a 30 ng/mL (75 nmol/L)(2,4).

Existe suficiente evidencia clínica para afirmar 
que, en pacientes con osteopenia u osteoporosis, 
un tratamiento con dosis iguales o mayores a 700 
UI por día de vitamina D reduce la pérdida de 
masa ósea y la incidencia de fracturas(11-16). Así, el 
monitoreo del tratamiento con vitamina D2 (er-

gocalciferol) o D3 (colecalciferol) puede también  
requerir de la medición  de 25OHD. 

En la medición de la vitamina D, pueden influir 
variables tanto preanalíticas(17) como analíticas que 
afecten la interpretación de los resultados(18,19). 
No obstante los avances recientes en este campo, 
existen varios aspectos conceptuales y metodoló-
gicos a definir: 
– Diferentes metodologías de laboratorio para su 

determinación ya que en la última década se han 
desarrollado varios inmunoensayos automati-
zados orientados a medir Vitamina D en forma 
más rápida y económica, en comparación con 
el tradicional RIA. Igual que con el  RIA, estos 
nuevos inmunoensayos representan desafíos 
metodológicos no resueltos aún, por ejemplo mé-
todo de referencia, estándares internacionales, 
trazabilidad, especificidad, etc.(19).

– Disparidad en la afinidad de las proteínas de 
captura de los ensayos por los metabolitos 
séricos de la vitamina D, de disímil actividad 
biológica y reactividad, lo que genera diferencias 
en la especificidad de los métodos utilizados.

– Múltiples fórmulas terapéuticas disponibles 
(D3, D2 o ambas), complican aún más la si-
tuación, en función de las diferencias antes 
mencionadas.
Dada la existencia de distintos inmunoensayos 

para la medición de 25OHD, resulta apropiado 
conocer las eventuales diferencias metodológicas 
entre los mismos, con el fin de emplearlos de modo 
eficiente, en el contexto clínico adecuado, tanto en 
pacientes sin o con tratamiento con D2, D3 o ambas.
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OBJETIVOS

Comparar tres metodologías para la determinación 
de 25OHD en sujetos sin tratamiento previo y en 
aquellos que reciben ergocalciferol (D2), colecal-
ciferol (D3) o ambos.

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se analizaron 82 muestras de pacientes por tres 
metodologías: 25- OH Vitamina D por Quimiolumi-
niscencia (QLIA) de Abbott Diagnostics (Architect 
i1000) revisado en junio de 2011, vitamina D Total 
Electroquimioluminiscencia (EQLIA) de Roche 
Diagnostics (Cobas 601) y radioinmunoensayo ma-
nual (RIA) de DiaSorin, considerado como método 
de comparación por ser utilizado habitualmente en 
nuestro medio y con el que se obtuvieron los valo-
res de corte actualmente propuestos. Los métodos 
automatizados de Abbott y Roche Total son de pre-
sentación reciente en el mercado. La formulación 
de EQLIA vitamina D total es distinta al diseño 
de 2007 que solo reconocía 25OHD3 utilizando 
anticuerpo policlonal y sin extracción previa. Las 
muestras por RIA se midieron por duplicado. 

Las tres metodologías tienen un paso de extrac-
ción previo, distinta especificidad de anticuerpos 
y diseño. (Tabla I y II) 

Se incluyeron pacientes sin y con tratamiento 
(mínimo de dos meses) con vitamina D y  se dis-
tribuyeron en cuatro grupos: 
– grupo 1 (G1): pacientes sin tratamiento previo 

(n = 19) 
– grupo 2 (G2): pacientes suplementados con D2 

(n = 21)
– grupo 3 (G3): pacientes suplementados con D3 

(n = 21)
– grupo 4 (G4): pacientes suplementados con D2 

+ D3 (n = 21). 

Las muestras, una vez extraídas en tubos con 
gel, fueron centrifugadas dentro de la hora y alma-
cenadas hasta su procesamiento a – 20 °C.

Los datos fueron evaluados por análisis de 
varianza (ANOVA) con ajuste de Bonferroni(20). 
ANOVA determina si las diferencias que exis-
ten entre las medias de tres o más grupos son 
estadísticamente significativas. Si las medias 
difieren por ANOVA, el ajuste de Bonferroni  
de comparaciones múltiples, determina cuáles 
grupos son homogéneos entre sí con una deter-
minada significancia estadística. La correlación 
se obtuvo por la  regresión lineal de Passing 
Bablok(21), sin requerimientos especiales con 
respecto a la distribución de las muestras y los 
errores de medición. El resultado no depende de 
la asignación de los métodos a X e Y. La pendiente 
e intersección se calculan con un intervalo de 
confianza del 95 %. 

Los promedios versus las diferencias  se obtuvie-
ron por Bland y Altman(22), que  evalúa la concor-
dancia entre dos métodos de medida. Consiste en 
representar la diferencia entre cada par de valores 
versus su media. En el caso de que no haya error 
sistemático, los puntos se distribuirán de forma 
aleatoria a uno y otro lado de la recta correspon-
diente a la diferencia cero entre medidas. Los 
programas estadísticos utilizados fueron Method 
Validator Software: comparison plots y Statistix 
Analytical Software 1985-2000.

RESULTADOS

Resultados del total de las muestras
En la Tabla III se muestran los resultados de to-
dos los pacientes (del grupo 1 al 4), sin distinción 
del tipo de tratamiento recibido, ya que ésta es la 
modalidad con que se reciben las muestras en el 
laboratorio. 

Tabla I. Características principales de tres ensayos de 25 (OH) vitamina D según indicación de los fabricantes

 Diseño RIA QLIA EQLIA

Extracción previa Acetonitrilo Metanol-TEA -ANSA Ditiotreitol
Captura Policlonal Policlonal Proteína de unión de vitamina D
Separación 2° Anticuerpo Ac Monoclonal Antibiotina Micropartículas Estreptavidina
Marca 125I  Vitamina  D Acridina Vitamina D Prot de unión Rutenilada + Biotina Vitamina D
Rango de medición 5-100 ng/mL 8-160 ng/mL 3-70 ng/mL
CV % entre ensayos  8,2 % (22,7 ng/mL) 4,6 % (19,5 ng/mL) 8,5 % (17,1 ng/mL)
según fabricante 11,0 % (49,0 ng/mL) 2,8 % (38,0 ng/mL) 5,8 % (29,4 ng/mL)
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Se observó una diferencia significativa entre las 
medias de 25OHD obtenidas por los tres métodos  
(F: 14,80, p < 0,0001). Las medias y los percentilos 
de los métodos RIA y EQLIA no difirieron signi-
ficativamente, pero ambos fueron disímiles a la 
medición por QLIA (p < 0,05). Los datos obtenidos 
por QLIA y EQLIA respecto al RIA mostraron que, 
si bien la correlación es similar (r: 0,692 y 0,704 
respectivamente), las pendientes difirieron signi-
ficativamente. EQLIA mostró mayor similitud con 
RIA, como se aprecia en la Tabla IV y Gráfico 1. 
Con Bland y Altman la diferencia media QLIA vs. 

RIA fue de – 8,64 (– 1,06 a – 6,72) ng/mL mientras 
que en el caso de EQLIA vs. RIA fue de – 0,987 
(– 2,94 a 0,963) ng/mL, confirmando esta diferen-
cia entre ambas metodologías.

Tabla II. Especificidad de los tres ensayos para las distintas formas de vitamina D según 
indicación de los fabricantes

Especificidad RIA % QLIA % EQLIA %

25 OH Vitamina  D3 100 105 98
25 OH Vitamina D2 100 82* 81
24,25 (OH)2 Vitamina D3 100 112 121
24,25 (OH)2 Vitamina D2 100 – –
1,25 (OH)2 Vitamina D3 11 12,6 5
1,25 (OH)2 Vitamina D2 11 -- 6
Colecalciferol (Vitamina D3) 0,8 0,3 5
Ergocalciferol  (Vitamina D2) 0,8 0,1 6
Epímero C3 de 25 (OH) vitamina D – 2,7 93

Ref.: *82 % calculado por método no convencional a dosis bajas.

La especificidad se calcula habitualmente como:

 valor obtenido muestra con agregado  (ng/mL) -
 - valor obtenido  muestra sin agregado (ng/mL) 
% Reactividad Cruzada =  X 100
 concentración agregada  (ng/mL)

En el caso particular de la metodología de QLIA (*) la estimación fue realizada de otra manera: 
se utilizaron muestras sin agregado  y que cumplían la relación 25-OH vitamina D3 /25-OH 
vitamina D2 > 10,0 y concentración de 25-OH vitamina D3 < 5,0 ng/mL. 

 25-OH Vitamina D Total (Architect)- 25- OH vitamina D3 (LC-MS/MS)
% Reactividad Cruzada D2  =    X100
 25-OH vitamina D2 (LC-MS/MS) 

Tabla III. Resultados de todos los pacientes por las tres metodologías:

 Media Desv est Mínimo Máximo p 25 p 50 p 75
 (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

RIA  N = 82 34,1 12,1 8,9 67,9 24,1 32,8 43,0
QLIA  N = 82 25,9 7,7 11,1 48,9 20,7 24,4 31,9
EQLIA  N = 82 33,1 11,2 3,6 53,3 24,4 32,9 42,1

Ref.: Anova: F =14,80; p < 0,0001; Bonferroni p < 0,05

Tabla IV. Parámetros de la curva de comparación de QLIA 
y EQLIA con RIA

 Pendiente Intersección (ng/mL) r

QLIA 0,59 4,93 0,692
EQLIA 0,92 2,09 0,704
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Resultados de los grupos según tratamiento

Se muestran los resultados de 25OHD (ng/ml) de 
los 4 grupos (Tabla V), es decir para los pacien-
tes sin tratamiento, G1; tratados con D2, G2; 

con D3, G3 y medicados con D2 + D3, G4. Las 
medias de 25OHD obtenidas midiendo con RIA y 
EQLIA fueron similares, independientemente de 
la presencia o no de tratamiento. En el grupo G1, 
se observó una tendencia a valores más bajos con 

Tabla V. Resultados de 25OH D (ng/ml) de los grupos

  RIA QLIA EQLIA F p

G1 Media 26,1 20,9 24,8 1,57 0,2175
 DS 8,5 7,3 11,6  
 Rango 16,4-45,2 11,1-38,5 3,6-45,9  
G2 Media 37,9 25,1 34,9 9,08 0,0003
 DS 13,5 6,6 9,5  
 Rango 10,3-67,0 14,5-39,6 20,7-52,9  
G3 Media 36,2 29,8 36,7 3,28 0,0443
 DS 10 7,8 11,2  
 Rango 18,3-57,6 18,5-48,9 15,7-53,3  
G4 Media 35,1 26,9 34,9 4,55 0,0147
 DS 12,5 6,6 13,7  
 Rango 8,9-56,4 13,7-38,0 18,7-48,6  

Ref.: F: estadístico de ANOVA. p: valor de p.

Gráfico 1. Resultados del total de muestras.  Comparación de metodologías QLIA y EQLIA vs. RIA. Gráficos de a) Bland y 
Altman. Línea continua representa la diferencia media entre ambas metodologías. Líneas punteadas representan el intervalo 
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologías b) Passing- Bablok. Análisis de regresión: línea 
punteada: recta teórica; línea continua: recta obtenida de la comparación de los métodos. 
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QLIA no significativa (p = 0,2175), respecto de 
los otros dos métodos. La diferencia se acentuó en 
G2 (p = 0,0003), y algo menos en G4 (p < 0,02). 
En G3 dicha diferencia, aunque significativa 
(p < 0,05), fue menos marcada.

La concordancia de QLIA y EQLIA con RIA 
(Tabla VI) fue similar (r: > 0,67) en los grupos 
G1 a G3, pero disminuyó en  G4 (r: ~0,5). Los 
grupos 2 y 4 mostraron menor pendiente para am-
bas metodologías, siendo más marcado en QLIA. 
(Gráfico 2 al 5).

El análisis de las diferencias por Bland y Altman 
mostró que QLIA subestimaría las concentraciones 
medidas en comparación con EQLIA sobre todo en 
los pacientes tratados con D2 (G2 y G4) (diferen-
cia media de QLIA y RIA = – 5,69 a – 14,0 ng/mL 
según el grupo).  Así, se observó con QLIA que en 
el G1 el 71 % de los pacientes tuvieron valores infe-
riores al promedio de RIA, esta diferencia ascendió 
a 90,5 % en el G2. En cambio, la diferencia media 
EQLIA y RIA fue de – 3,45 a 0,47 ng/mL según el 
grupo (Gráficos 2 al 5).

DISCUSIÓN

En los últimos años se ha incrementado la eva-
luación de los niveles séricos de 25OHD debido 
al avance del conocimiento de los efectos clásicos 
y  no clásicos de la hormona en su asociación con 
distintas patologías. Tradicionalmente el ensayo 
RIA del fabricante DiaSorin fue el más emplea-
do, pero  el mismo es operador dependiente y los 
tiempos de procesamiento son prolongados. A los 
fines de acelerar la obtención de los resultados se 
han desarrollado varias metodologías que utilizan 
plataformas automatizadas. 

Los diseños de las metodologías de medición de 
25OHD considerados en este trabajo tienen simili-
tudes y diferencias a conocer a la hora de evaluar el 
desempeño de cada uno. Para interpretar los resul-
tados en la muestra total, es importante analizar 
las  características que se muestran en la Tabla 1. 

La proteína transportadora de vitamina D 
(VDBP)(23) liga entre el 85 y 88 % de la 25OHD y 
sus metabolitos séricos mientras que la albúmina 

Gráfico 2. Resultados del Grupo 1 (G1) Comparación de metodologías QLIA y EQLIA vs. RIA. Gráficos de a) Bland y Al-
tman. Línea continua representa la diferencia media entre ambas metodologías. Líneas punteadas representan el intervalo 
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologías b) Passing- Bablok. Análisis de regresión: línea 
punteada: recta teórica; línea continua: recta obtenida de la comparación de los métodos. 
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del 12 al 15 %; solo el 0,03 % circula libre.  Para 
poder medir la vitamina D es indispensable liberarla 
de dichas proteínas mediante el pretratamiento 
del suero. Los tres métodos considerados utilizan 
distintos reactivos para su separación; se supone 
que los tres realizan una extracción completa(24-26).

Además de 25OHD, en circulación plasmática 
se encuentran otros metabolitos tales como el cole-
calciferol (vitamina D3), calcitriol y los 24 hidroxi-
lados, así como la vitamina  D2 (ergocalciferol) si 
el paciente la estuviera recibiendo. El reactivo de 
captura es el componente más importante para 
otorgar especificidad a un inmunoensayo y su reac-
ción cruzada definirá este parámetro. En dos de los 
inmunoensayos evaluados se utilizan anticuerpos 
policlonales (de distinta especificidad) mientras 
que el reactivo de EQLIA es la misma proteína 
transportadora, VDBP (Tabla 2). 

De acuerdo a los fabricantes, las especificidades 
de los diferentes métodos son similares (aunque 
no idénticas). En función de nuestros resultados, 

podrían no ser comparables, como también se su-
giere en(27). Al analizar las muestras en conjunto 
se observa que QLIA arroja valores significativa-
mente más bajos (ANOVA) en todo el rango de 
concentraciones (Tabla III). QLlA se diferencia 
significativamente del resto al aplicar el ajuste por 
Bonferroni. Los métodos Bland y Altman como 
Passing Bablok lo confirman. Sería de interés re-
plicar y ampliar estas observaciones con un mayor 
número de muestras. 

 Al presente, la definición del status poblacional 
de vitamina D es universal e independiente de 
la metodología empleada(2,5). En función de las 
diferencias observadas en nuestro estudio po-
drían surgir dificultades al momento de  evaluar 
pacientes, los que podrían ser clasificados como 
insuficientes por una metodología y suficientes 
por otra, particularmente en niveles cercanos al 
valor de corte. 

Cuando dividimos las muestras en los cuatro 
grupos, considerando la suplementación recibida, 

Gráfico 3. Resultados del Grupo 2 (G2) Comparación de metodologías QLIA y EQLIA vs. RIA. Gráficos de a) Bland y Altman. 
Línea continua representa la diferencia media entre ambas metodologías. Líneas punteadas representan el intervalo de con-
fianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologías b) Passing- Bablok. Análisis de regresión: línea punteada: 
recta teórica; línea continua: recta obtenida de la comparación de los métodos. 
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Gráfico 4. Resultados del Grupo 3 (G3) Comparación de metodologías QLIA y EQLIA vs. RIA. Gráficos de a) Bland y Al-
tman. Línea continua representa la diferencia media entre ambas metodologías. Líneas punteadas representan el intervalo 
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologías b) Passing- Bablok. Análisis de regresión: línea 
punteada: recta teórica; línea continua: recta obtenida de la comparación de los métodos. 

Gráfico 5. Resultados del Grupo 4 (G4) Comparación de metodologías QLIA y EQLIA vs. RIA. Gráficos de a) Bland y Al-
tman. Línea continua representa la diferencia media entre ambas metodologías. Líneas punteadas representan el intervalo 
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologías b) Passing- Bablok. Análisis de regresión: línea 
punteada: recta teórica; línea continua: recta obtenida de la comparación de los métodos. 
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estas diferencias entre metodologías se acentuaron 
(Tabla V). En el grupo de pacientes no tratados 
(G1) se verificó la tendencia de lo observado en el 
total de las muestras. Es probable que la ausencia 
de significación estadística se deba al número de 
muestras. En el grupo de pacientes tratados con 
vitamina D3 (G3) la tendencia a medir valores in-
feriores con QLIA alcanzó el nivel de significación. 
En los  pacientes tratados con D2 (G2 y G4), la  
aparente subestimación de los niveles de 25OHD 
fue aún mayor (Tabla VI). 

En nuestra opinión, los hallazgos en su conjun-
to podrían atribuirse a diferencias mayores en la 
especificidad de los métodos,  que las descriptas 
por los fabricantes en sus insertos. 

Estos conceptos también son relevantes en el 
monitoreo de la terapia sustitutiva,  donde por 
el QLIA considerado en este trabajo, podrían no 
verse reflejado el verdadero cambio del estatus de 
vitamina D. 

En nuestro medio existen otros inmunoensayos 
cuya detección se realiza por QLIA. Por ejemplo, 
comparando los dos ensayos de DiaSorin, RIA 
con QLIA (LIAISON)(28) si bien hubo una buena 
concordancia entre sí, se observó con el último, un 
bias positivo en la población estudiada. 

Finalmente, consideramos de importancia que 
el laboratorio al informar un resultado de 25OHD, 
indique la especificidad del método utilizado para 
ergo y colecalciferol, con el fin de que el  médico 
tratante pueda monitorear correctamente la tera-
pia sustitutiva. 
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