10 februar 2023. REVISON 1 af rapport fra 23 januar

National undersggelse af Cobalamin i lave koncentrationer
2022

Revision 1, se addendum 1 for flere oplysninger

Keere laboratorie.
Tak fordi du var med i en national undersggelse af cobalamin (herefter kaldet vitamin B12).
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Problematik og formal

Vitamin B12 anvendes til forskellige diagnostiske formal, men pernicigs anaemi er en af de vigtigste. Forskel-
lige steder i Danmark er der forskellige beslutningsgreenser for, hvornar vitamin B12 er normal eller lav. |

I DEKS Rigshospitalet - Glostrup )
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grazone-omradet, der findes imellem den laveste normale koncentration og den hgjeste lave koncentration,
er det forskelligt, om der foretages en opfglgende P-methylmalonat (MMA)-undersggelse (’reflex-test’).

Da de eksisterende kvalitetssikringsprogrammer ikke inkluderer prgver i det lave koncentrationsomrade, der
udlgser MMA-undersggelser, og analysekvaliteten og overensstemmelsen mellem laboratorier derfor ikke
kendes, blev den aktuelle undersggelse lavet som et tilbud. Det er DEKS, der efter opfordring fra Videnska-
beligt Udvalg for Kvalitet under DSKB (VUK) lavede undersggelsen.

Formal
Resultatet kan bruges til at vurdere, om det er muligt at harmonisere beslutningsgraenser og referenceinter-
valler.

Ingen internationale referencematerialer

Et veesentligt problem er, at der ved vitamin B12-malinger, ikke er nogen internationale referencematerialer
('gold standard’), sa den sande vitamin B12-koncentration kan fastlaegges og alle metoder/instrumenter der-
ved kan standardiseres. Dette betyder, at national harmonisering og nationalt niveau er det bedste, der kan
opnas.

Undersggelsen

Deltagere
Alle laboratorier i Danmark, der deltog i et eller flere kvalitetssikringsprogrammer, der inkluderer vitamin B12,
fik tilbud om at deltage gratis i undersggelsen.

Prgvemateriale

Der blev udsendt to praver maerket Prgve A og Prave B. Pragverne blev sendt pa taris fra DEKS den 15.
marts 2022 og skulle opbevares ved -80 °C indtil analyse. Der var mindst 0,3 mL i Prgve A hhv. Prgve B.
Materialet var poolet serum fra single donations prgver, fra patienter der har veeret henvist til vitamin B12
analyse. Koncentrationerne var tilnaermet omraderne naer beslutningsgraenserne under hensyntagen til at
undgé nedre mélegraense for nogle instrumenter.

Analyse

Prgverne skulle tgs op inden analyse og derefter vendes forsigtigt mindst 10 gange i handen eller pa vende-
apparat. Maling skulle vaere udfart indenfor 2 timer efter optaning som beskrevet i en medsendt handterings-
instruktion (se Bilag 1)

Malinger

Alle deltagere blev bedt om at male koncentrationen af vitamin B12 pa hver pragve flere gange, gerne 3-5
gentagne bestemmelser, da man derved minimerer den tilfeeldige fejl.

Hvis volumenet var tilstraekkeligt, blev deltagerne ogsa bedt om at male MMA 1 enkelt gang.

Resultatindberetning
Alle metodeoplysninger, oplysninger om lokale beslutningsgreenser og de gentagne malinger blev indberettet
via en medsendt formular (se Bilag 1).

Forklaring af grafik
| rapporten er der pa de sidste sider en grafisk praesentation af laboratoriets egne data saledes, at der bade
er histogrammer og Youden plot. Der er fglgende elementer:
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Histogram for malinger af vitamin B12 koncentration

Det var muligt at indberette gentagne malinger, hvilket betyder, at det er middelveerdien af egne gentagne
malinger, der er anvendt til at tegne histogrammet. Middelveerdien anvendes ogsa i beregninger af afvigelse
og i en reekke statistiske oversigter. Middelvaerdien er vist med @ grafikken. Samtidig er alle de gentagne
malinger vist med

Under histogrammet er der vist statistik for middelveerdi, spredning og antal deltagere for alle deltagere og
for egen instrumentgruppe.

Youden plot for malinger af vitamin B12 koncentration
Her er alene middelveerdien af de gentagne malinger anvendt og den er vist med <.

Histogram og Youden plot for P-CV (cobalamin) - spredning af malinger pa vitamin B12

Ud fra de gentagne malinger er den relative spredning (CV%) udregnet. Denne CV% er plottet i et histo-
gram for at vurdere, hvor god en praecision, der er hos de danske laboratorier. Praecisionen er ogsa vist i et
Youden plot.

Histogram for methylmalonat
Bemazerk, at der kun er malt MMA i enkeltbestemmelse. Der vises histogrammer som beskrevet for vitamin
B12, men med den forskel, at det er den malte vaerdi, der vises med ®.

Targetveerdier

For Vitamin B12, er den anbefalede targetveerdi, der vises i histogrammerne, angivet med et (R). Veerdien er
beregnet som et gennemsnit af alle instrumentgruppers middelveerdier. Er der blot et enkelt laboratorie i en
instrumentgruppe udelades gruppen af beregningerne. At der anvendes en instrumentgruppe middelvaerdi
skyldes at der ikke findes et internationalt referencemateriale, og det sdledes ikke er muligt at bestemme den
sande koncentration af prgverne. Der er sdledes tale om en national konsensus-target-veerdi, idet det anta-
ges at hvert instrument har sin egen sporbarhed.

Det er den samme targetveerdi, der anvendes til at opbygge Youden plottet.

For P-CV (cobalamin), altsa preecision/impraecision pa vitamin B12, saettes targetvaerdien arbitraert til 1%, da
det ideelle er, at have en lav CV uanset hvordan andre laboratoriers praecision er. Targetveerdien er angivet
med (R) og er vist i histogrammerne.

For MMA er den anbefalede targetveerdi, der vises i histogrammerne angivet med et (M). Veaerdien er bereg-
net som et gennemsnit af alle laboratoriers malinger.

Acceptgreenser

Acceptgreensen for vitamin B12 kan seettes ud fra den biologiske variation, og den skal ligge i intervallet 25-
33 pmol/Lt. Acceptgreensen skal veelges, sa hovedparten af deltagerne kan overholde den, da malet er nati-
onal harmonisering. Denne fremgangsmade betyder, at graensen reelt er baseret pa et princip ud fra biolo-
gisk variation, og hvad der er analytisk muligt safremt der benyttes godt udstyr (state-of-the-art princippet).

Acceptgraenserne for P-CV (cobalamin), skal veelges sa hovedparten af deltagerne er inden for greenserne.
Acceptgreenserne for MMA blev fastsat alene ud fra biologisk variation. Graensen er 21% (1).

1 Med udgangspunkt i et populations-referenceinterval pa 200-600 pmol/L, svarende til nyere litteratur (2),
kan dette interval findes, idet 4 x standard-deviationen pa populationen er 400 pmol/L [600-200 pmol/L],
hvorfor 1 standard-deviation svarer til 100 pmol/L. Kravet til bias er da 25-33 pmol/L, idet ¥ x 100 pmol/L =
25 pmol/L eller %3 x 100 pmol/L = 33 pmol/L (3) (4).
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Statistik og grupperinger

Middelveerdi, SD og CV% udregnes for alle resultater samt for de aktuelle metodegrupper.

Acceptinterval beregnes pa baggrund af targetveerdierne og den valgte acceptgreense.

Ud fra indberettede metodeoplysninger grupperes data pa flere mader for at se, om der er sammenhange
og forskelle. Der grupperes efter instrumenter, grazoneomrader, analytiske metodeprincipper og MMA-reflex-
procedure.

Outliers

Outliers blev identificeret alene ud fra ekspertskgn, da formalet var at vurdere overensstemmelsen nationalt.

Resultater og observationer
Analyseniveauet for Vitamin B12 i Danmark
Ud fra de indberettede oplysninger om analytisk metodeprincip, instrument, grdzoneomrade og eventuel

MMA-maling, der efterfalger vitamin B12-malingen, samt de indberettede maleresultater er fglgende resulta-
tet af undersggelsen.

Deltagere
| alt valgte 26 laboratorier at deltage

Outliers
Der blev ikke identificeret outliers.

Targetveerdier for vitamin B12

Targetveerdien for vitamin B12 er en national konsensusveerdi, og er fastsat som gennemsnittet af de fire in-
strumentgrupper, som beskrevet i Tabel 1. Der er kun et laboratorie der anvender Beckman Coulter DXI,
hvorfor Beckman Coulter instrumentgruppen ikke er medtaget i beregningen af targetveerdien

Tabel 1. Targetveerdier for vitamin B12 anvendt i rapporten for hhv. Prgve A og Prave B. Targetveerdien er
beregnet som middelveerdierne af hver instrumentgruppe og er sdledes en national konsensusvzerdi.

Sample A Sample B
Instrumentgruppe Middelveerdi Targetveerdi Middelveerdi Targetveerdi
[pmol/L] [pmol/L] [pmol/L] [pmol/L]
Abbott Alinity 1435 241
Roche Cobas 156,1 266
- . 152,3 246
Siemens Atellica 1794 250
Siemens Dimension Vista 130,2 227
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Beslutningsgreenserne er ikke ens
Det ses, at der anvendes forskellige grdzoneomrader blandt de danske laboratorier. Ved grazone forstas det
omrade der findes imellem den laveste normale koncentration og den hgjeste lave koncentration.

Tabel 2. Grazoneomrader, der anvendes i Danmark og antallet af
laboratorier, der anvender et givet grdzoneomrade.

Grazoneomrade Antal laboratorier der anvender grdzoneomradet
125-200 1
125-220 5
125-250 14
140-200 5

Ved forskellige grazoneomrader, forventes det, at de laboratorier der méler lavt har lavere graenser i deres
grazoner, end laboratorier der maler hgjere, hvis patienter skal klassificeres ens hvad angar vitamin B12
mangel. Dette undersgges i afsnittene 'Nedre beslutningsgraense’, ’ @vre beslutningsgreense’ og ' Nedre og
@vre beslutningsgraenser’, hvor der ses isoleret pa den nedre beslutningsgraenser, isoleret pa den gvre be-
slutningsgraense og begge greenser samtidig. Et laboratorie anvender ikke grazoneomrade.

Nedre beslutningsgraense i forhold til malt koncentration

Nar den malte vaerdi pa Prave A afbilledes med en gruppering efter, om man har 125 eller 140 pmol/L som
nedre graenser, fas Figur 1. Sgjlerne viser hvert laboratories malte (gennemsnits-)veerdi, arrangeret efter sti-
gende koncentration. Den grgnne linje er den nedre grazone-graense pa hhv. 125 og 140 pmol/L

250

200
150
100
50
0

Laboratorier
Figur 1. Prgve A. Gennemsnit af malinger indenfor hvert laboratorium (sgjle) mod laboratoriets egen nedre
graense for grdzonen (gren streg). Orange sgjler er dem, der er inde i egen grédzone. De rade sgjler er, hvor
malingen ifalge egne greenser tolkes som vitamin B12-mangel. Laboratoriernes reekkefalge er sorteret efter
stigende koncentration, inden for hver grazone-greense.

pmol/L

Sammenligner man maleniveauerne for nedre graense alene, synes der ikke at veere belaeg for, at der skal
veere mere end en feelles greense, da de, der har den hgjeste graense, ikke maler markant hgjere end andre,
og dem der har den laveste greense, ikke maler markant lavere end andre.
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@vre beslutningsgraense i forhold til malt koncentration

300 <
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Figur 2. Prgve B. Gennemsnit af malinger indenfor hvert laboratorium (sgjle) mod laboratoriets egen gvre
graense for grazonen (grgn streg). Orange sgjler er dem, hvor koncentrationen er inde i egen grazone. Bla
sajler er, hvor malingen ifalge egne greenser tolkes som veerende tilstraekkelig for vitamin B12. Laboratorier-
nes raekkefalge er sorteret efter stigende koncentration, inden for hver grdzone-greense.

pmol/

Laboratorier

Sammenligner man maleniveauerne for gvre greense alene, synes der ikke at veere belaeg for, at der skal
veere mere end 1 feelles greense.

Nedre og gvre beslutningsgraenser - gruppering efter grdzoneomrade

Ser man pa nedre og gvre beslutningsgraense samtidig, ses det, at dem der har grdzoneomradet 125-220
pmol/L maler lavere end de laboratorier, der anvender andre grazoneomrader (Tabel 3). For de fem labora-
torier, der anvender grazoneomradet 125-220 pmol/L, er instrumentfordelingen: 4 Siemens Dimension Vista
og 1 Siemens Atellica.

Tabel 3. For hvert grdzoneomrade for hhv. Prgve A og Prgve B ses gennemsnit (middel), spredning (SD),
relativ spredning i procent i forhold til gennemsnit (CV) og antal laboratorier (N).

Prgve, komponent Middel, pmol/L SD CV N
Prgve A, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
125-200 152,6 - - 1
125-220 132,6 19,4 14,6 5
125-250 162,4 194 12,0 14
140-200 159,8 15,0 9,4 5
Prgve B, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
125-200 243 - - 1
125-220 226 10,7 4,7 5
125-250 258 17,8 6,9 14
140-200 263 6,6 25 5

Opsummering omkring nedre og gvre beslutningsgraenser

Nar malingerne fra laboratorierne sammenlignes med grdzoneomraderne, ses den forventede sammenhaeng
imellem maleniveauet og graenserne i grdzoneomradet ikke (Figur 1 og Figur 2).

Ud fra dette er det neerliggende at foresla en faelles national greense, med den bemaerkning at de laborato-
rier, der i dag anvender grazoneomradet 125-220 pmol/L, adskiller sig ved at male lavere end gvrige labora-
torier (Tabel 3).
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Forskelle mellem instrumenter - gruppering efter instrumentgruppe
Der findes ikke et internationalt referencemateriale for vitamin B12, sa det understreges, at den sande kon-
centration ikke kendes.

Hvert laboratorie oplyste, hvilket instrument de anvendte og disse er derefter grupperet i fglgende fem instru-
mentgrupper:

Abbott Alinity med 2 instrumenter (Alinity og Alinity ci).

Beckman Coulter med 1 instrument (DXI 800)

Roche Cobas med 12 instrumenter (Cobas, Cobas 6000, Cobas 8000 og Cobas E-model).

Siemens Atellica med 6 instrumenter (Atellica, Atellica IM og Atellica Solution).

Siemens Dimension Vista med 5 instrumenter (Dimension Vista og Dimension Vista 1500).

Middelveerdien af hvert laboratories gentagne malinger er anvendt til beregningerne for instrumentgrupperne
(Tabel 4).

Siemens Dimension Vista maler lavest pa begge praver2. Prgve A maler Siemens Dimension Vista forskelligt
fra Siemens Atellica, som gennemsnitligt maler hgjst koncentration. Dette kan skyldes, at der anvendes to
forskellige analytiske metodeprincipper: Luminecent Oxygen Channeling Immunoassay (LOCI) (4 ud af 5 Di-
mension Vistas anvender LOCI) og Kemilluminescens mikropartikel immunassay (CMIA) pa Atellica. Sie-
mens Atellica maler lidt hgjere koncentrationer end de gvrige instrumentgrupper pa Prgve A. Roche Cobas
maler lidt hgjere koncentrationer end de gvrige instrumentgrupper pa Prgve B (Tabel 4 og Figur 3).

Tabel 4. For hver instrumentgruppe for hhv. Prgve A og Prgve B ses gennemsnit (middel), spredning (SD),
relativ spredning i procent i forhold til gennemsnit (CV) og antal laboratorier (N).

Prgve, komponent Middel, pmol/L SD cv N
Prgve A, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
Abbott Alinity 143,5 7,3 51 2
Beckman Coulter DXI 120,8 - - 1
Roche Cobas 156,1 5,7 3,7 12
Siemens Atellica 179,4 22,5 12,5 6
Siemens Dimension Vista 130,2 14,5 11,1 5
Prgve B, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
Abbott Alinity 241 22 9,1 2
Beckman Coulter DXI 204 - - 1
Roche Cobas 266 7 2,7 12
Siemens Atellica 250 20,1 8,0 6
Siemens Dimension Vista 227 10,9 4.8 5

Forskelle mellem analytiske metodeprincipper - gruppering efter analytiske metodeprincip
Hvert laboratorie oplyste hvilket analytisk metodeprincip de anvendte, og disse er derefter grupperet ind i tre
principgrupper. Dette er ngdvendigt, da beskrivelserne af eget analytiske metodeprincip varierer, ogsa for
samme instrumenttype. | principgruppen elektrokemilluminescensimmunassay (ECLIA) er fglgende princip-
per oplyst af laboratorierne: 'Elektrokemiluminescensimmunoassay’, ’kompetitivt’ og ’kompetitivt analyseprin-

’

cip’.

2 Laboratoriet med Beckman Coulter DXI maler lavest, men er ikke en gruppen og medtages derfor ikke, nar
gruppernes koncentrationsniveauer sammenlignes.
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| principgruppen luminecent Oxygen Channeling Immunoassay (LOCI) har alle oplyst, at de anvender 'Lumi-
necent Oxygen Channeling Immunoassay’.

| principgruppen kemilluminescens immunassay (CMIA) er fglgende principper oplyst af laboratorierne:
"Kompetitiv Immun Analyse’, lmmunoenzymatisk analyse’ og ’kemilluminescens immunassay’.

Som forventet, nar man ser pa de forskellige analytiske metodeprincipper, CMIA, ECLIA og LOCI, sa falger
de ofte instrumentgruppen idet de er confounded.

Tabel 5. For hver analytisk metodeprincipgruppe for hhv. Prgve A og Prgve B ses gennemsnit (middel),
spredning (SD), relativ spredning i procent i forhold til gennemsnit (CV) og antal laboratorier (N).

Prgve, komponent Middel, pmol/L SD CV N
Prgve A, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
Elektrokemiluminiscensimmunoassay (ECLIA) 156,1 57 3,7 12
Kemiluminiscensimmunassay (CMIA) 163,7 27,6 16,8 10
Luminiscent Oxygen Channeling immunoassay (LOCI) 1245 8,4 6,7 4
Prgve B, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
Elektrokemiluminiscensimmunoassay (ECLIA) 266 7 2,6 12
Kemiluminiscensimmunassay (CMIA) 243 21,9 9,0 10
Luminiscent Oxygen Channeling immunoassay (LOCI) 223 7,1 3,2 4

Laboratorier, der anvender LOCI, maler som gruppe lavere end gvrige (Tabel 5). Dette passer med observa-
tionen ovenfor (afsnittet 'Forskelle mellem instrumenter..."), nemlig at Siemens Dimension maler lavere end
de gvrige instrumentgruppers.

Effekt af om der laves opfaglgende metylmalonat-malinger - gruppering efter reflex-princip
Forskelle i niveauer kunne forklares ved, at der i nogle laboratorier laves opfalgende MMA-malinger for at
afklare Vitamin B12 status, mens andre laboratorier ikke laves en opfglgende MMA-maling. Der er fire for-
skellige fremgangsmader blandt laboratorierne:

o Der foretages ikke en opfglgende MMA-malinger ('ingen reflex’).

e Der foretages automatisk en MMA-maling, nar den malte vitamin B12 koncentration ligger i grdzone-
omradet ('reflex’).

e Rekvirenten kan vaelge at bestille vitamin B12 malingen, s& der enten foretages en automatisk MMA-
maling, nar den malte vitamin B12 koncentration ligger i grazoneomradet ('reflex afhaengig af rekvi-
rent’), eller at der ikke laves MMA-maling uanset vitamin B12 koncentrationen ('ingen reflex’).

o Den fijerde og sidste mulighed er, at laboratoriet selv kan veelge, om der skal foretages en opfgal-
gende MMA-maling, eller at der ikke skal laves en maling (‘reflex valgfri’).

Middelveerdier af vitamin B12 koncentrationerne er grupperet efter reflex-princip i Tabel 6.
Umiddelbart ses der ikke noget mgnster i hvordan der veelges om der udfgres reflex-test.

3 Der er kun et laboratorie med Beckman Coulter DXI, hvorfor der ikke er tale om en gruppe af laboratorier,
og der ses derfor bort fra Beckman Coulter i denne sammenhaeng.

4 Da den sande koncentration ikke kendes, er det lige sé korrekt at sige, at de andre instrumentgrupper ma-
ler hgjere end Siemens Dimension Vista.
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Tabel 6. Gruppering efter oplyst praksis for eventuelt opfalgende methylmalonat-malinger i forbindelse med
maling af vitamin B12. For hver praksis for hhv. Prgve A og Prgve B ses gennemsnit (middel), spredning
(SD), relativ spredning i procent i forhold til gennemsnit (CV) og antal laboratorier (N).

Prgve, komponent Middel, pmol/L SD CcV N
Prgve A, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
Ingen reflex 151,6 17,4 11,4 9
Reflex 155,7 4,4 2,9 5
Reflex afhaengig af rekvirent 181,5 27,7 15,2 4
Reflex valgfri 145,5 19,9 13,6 7
Prgve B, P-Cobalamin (vitamin B12); stofk.
Ingen reflex 249 18,5 7.4 9
Reflex 257 20,0 7,8 5
Reflex afthaengig af rekvirent 258 17,7 6,8 4
Reflex valgfri 249 243 9,8 7

Det er heller ikke muligt at finde et mgnster, hvis data deles op efter bade grazoneomradet, og om der laves
opfalgende MMA-maling (data ikke vist)

Hvilken acceptgreense er realistisk

Der er forskelle mellem instrumentgrupperne og den sande koncentration af prgverne kendes ikke. Baseret
pa en targetveerdi pd gennemsnittet af de fire instrumentgrupper og et acceptinterval, der bgr veere mellem
25-33 pmol/L, kan fglgende Youden plots laves. Med acceptgraense pa 30 pmol/L, som anvendt i rapporten
og grafikken herunder (Figur 3) er hovedparten af laboratorierne inden for greenserne.

Med en acceptgraense pa +30 pmol/L er der ud af 26 laboratorier:
e 3 laboratorier der er uden for acceptintervallet p& bade Prave A og Prave B.
e 2 laboratorier der er uden for acceptintervallet for Prave A, men inden for acceptintervallet for Prave
B.
o 1 laboratorie der er er uden for acceptintervallet for Prgve B, men inden for acceptintervallet for
Prgve A
Betragtes instrumentgrupperne med flere laboratorier og ikke enkelt-laboratorier, forekommer det ikke at
veere et urealistisk mal, at alle i en given instrumentgruppe, kan vaere inden for acceptgreenserne.
En sneevrere acceptgraense pa 25 pmol/L er ikke realistisk i forhold til state-of-the-art princippet (observation
af hvad der er analytisk muligt, safremt der benyttes godt udstyr) der anvendes i denne undersggelse.
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Figur 3 Youden plot for middelveerdier af vitamin B12 malinger. Hver prik viser et laboratories maling pa
Prgve A og Prgve B (middelveerdi af flere malinger). Underplot A, B, C og D viser de samme data, men
fremheever de forskellige instrumentgrupper. Cirklerne fremhaever niveauet af en given instrumentgruppe.
Lodrette og vandrette stiplede streger er en acceptgreense pa +/-30 pmol/L i forhold til den fastsatte target-
veerdi. Der er ikke vist en figur for Beckman Coulter.

A. Abbott Alinity B. Roche Cobas
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Preecision i Danmark pa vitamin B12 malinger

Ud fra de gentagne malinger pa vitamin B12 er det muligt at bestemme praecisionen (CV%) i det koncentrati-
onsomrade, der er neer grazoneomradet, idet bade Pregve A og Prgve B er repraesentanter herfor.

Ud fra histogrammerne og Youden plottet kan state-of-the-art praecisionen for danske laboratorier observe-
res.

Der ses store forskelle mellem laboratoriernes CV%. Neermere undersggelser med opdeling i analytisk meto-
deprincipper, grazoneomrader og reflex-princip viser ingen sammenhaenge (grafik ikke vist). Opdeling efter
instrumentgrupper (der er den opdeling, der er anvendt i egen grafik) paviser ikke sammenhaenge, der er
relateret til instrument-type.

For Prave A ses at praecisionen varierer mellem 1,9% og 19,9%, hvor middelveerdien er 6,5%. Spredningen
(SD) mellem laboratorierne er 4,3.
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For Prgve B ses en spredning mellem 1% og 16,3%, hvor middelveerdien er 6,2%. Spredningen mellem la-
boratorier er 3,8.

Ved observation ses, at et acceptinterval p& 0-12% vil indeholde de fleste laboratorier, idet der er 3 ud af 26
laboratorier, der har en praecision starre end 12% pa Prgve A. Ligeledes er der 3 laboratorier, der har en
preecision, starre end 12% pa Prgve B.

Figur 4. Youden plot for preecision af de gentagne malinger p& vitamin B12. Hver prik viser et laboratories
preecision pa Prgve A og Prgve B. De lodrette og vandrette stiplede streger er en acceptgraense pa maksi-
malt 12 %. Den grgnne firkant er sat for at fremhaeve omradet inden for acceptgraenserne
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Methylmalonat niveau

Det var valgfrit at male MMA. Der var kun 2 laboratorier, der malte MMA.
Arsagen til, at kun f& laboratorier mélte MMA, kan skyldes at:
e Maengden af pravemateriale kraevet til gentagne malinger af vitamin B12 gjorde, at der ikke var nok
serum til MMA-maling.
e MMA-maling kreevede, at prgven blev sendt til et andet laboratorie.

Der blev i gennemsnit malt 0,46 pmol/L pa Prave A og 0,37 umol/L pa Prgve B. Malingerne kan ses i grafik-
ken.

Mulighed for at harmonisere cut-off, beslutningsgraenser og referenceinterval

Data fra denne undersggelse kan anvendes til at besvare spgrgsmalene om eksisterende praksis og den
analytiske kvalitet giver mulighed for at have feelles referenceinterval, harmoniserer grazoneomrade / beslut-
ningsgraenser. Safremt dette skal veere muligt, skal der veere nationale krav til analysekvaliteten for bade
bias og preecision. Nar sddanne kvalitetskrav efterfalgende overholdes af laboratorierne, giver det sikkerhed
for, at der et tilstreekkeligt harmoniseret analyseniveau, der tillader feelles referenceinterval, faelles cut-off /
grazoneomrade og fzelles beslutningsgraenser. At kravene overholdes, bgr falges og dokumenteres med
eksterne kvalitetssikringsprogrammer.
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Opsummering

Ud fra data indsamlet fra deltagende laboratorier i denne undersggelse ses at:

e der er forskelle imellem grazoneomrader for vitamin B12 (Tabel 2).

e der er forskellig praksis i forhold til om der foretages MMA-maling i forbindelse med vitamin B12-ma-
linger og hvilke kriterier der anvendes for MMA-maling (Tabel 6).

e der er forskellig praksis for, om man maler MMA pa samme laboratorie, hvor vitamin B12-malingen
foretages, eller prgven skal sendes til et andet laboratorie.

e det er forskelligt, hvilke instrumenter og hvilket analytisk metodeprincip der anvendes til vitamin B12-
malingen.

Resultaterne pa de to udsendte prgver giver mulighed for at vurdere om der for vitamin B12 er bias/systema-
tiske forskelle for forskellige grupper, der kan dannes ud fra oplysninger oplyst af deltagerne.
Targetveerdierne for vitamin B12 pa de to udsendte praver er bestemt ud fra gennemsnittet af de 4 instru-
mentgrupper der hver iseer indeholder to eller flere laboratorier.

| rapporten ses fglgende systematiske forskelle for vitamin B12:

e Nar der grupperes efter grazoneomrade, ses at de 5 laboratorier, der har et grdzoneomrade pa 125-
220 pmol/L, maler lavere end andre laboratorier, uden det vides, om det er de andre, der reelt maler
for hgjere (Tabel 3). Af de fem laboratorier anvender 4 Siemens Dimension Vista og 1 Siemens Atel-
lica.

e Nar der grupperes efter analytisk metodeprincip ses at metodeprincipgruppen der anvender LOCI
maler lavere end de gvrige (Tabel 5)

e Nar der grupperes efter instrument, ses at den instrumentgruppe der indeholder Siemens Dimension
Vista-instrumenter maler lavere (Figur 3D)

e Det er reelt samme observation, der foretages i ovenstaende tre punkter, idet Siemens Dimension
Vista er eneste instrument, der anvender LOCI som analytisk metodeprincip og ogsa anvender en
grazone pa 125-220 pmol/L

e Nar der grupperes efter instrumenter, ses at instrumentgruppen med Siemens Atellica maler lidt hg-
jere end de andre instrumentgrupper pa& Prgve A (Figur 3C).

e Nar der grupperes efter instrumenter, ses at instrumentgruppen med Roche Cobas maler lidt hgjere
end de gvrige instrumentgrupper pa Prave B (Figur 3B)

e Alle observerede forskelle er beskedne, nér vi betragter hhv. instrumentgrupper, grupperinger efter
analytiske metodeprincipper, grupperinger efter grazoneomrader eller grupperinger efter MMA-re-
flex-principper.

Nar preecisionen af de gentagne bestemmelser pa vitamin B12 betragtes:
o er der forskelle mellem laboratorier, hvor nogen har meget stor praecision og andre en meget lille
preecision. Spaendet er mellem 1% og 19,9%, nar begge prever betragtes (Figur 4)
o ses deringen forskelle, der kan forklares med instrumentgrupper, grupperinger efter analytiske me-
todeprincipper, grupperinger efter grazoneomrader eller grupperinger efter MMA-reflex-principper.

Der var to laboratorier, der malte MMA, og der drages ingen konklusioner pa baggrund af de data.

Konklusion

Data i denne rapport tyder pd, at grazoneomrader kan harmoniseres til et omrade.
Der observeres ikke nogen analytisk arsag til, at der er forskelle i praksissen med at foretage MMA-maling i
forbindelse med vitamin B12-malinger.
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Data i rapporten tyder pd, at et acceptinterval pa £30 pmol/L for vitamin B12 er realistisk at overholde for alle
instrumentgrupper. Dette acceptinterval skal ses i forhold til en targetveerdi, der er fastlagt som gennemsnit
af instrumentgrupperne.

Ud fra spredningen af de gentagne malinger af vitamin B12 ses forskelle mellem laboratoriernes praecision.
Forskellen synes ikke at veere relateret til instrumentvalg. En feelles gvre greense for preecision kan derfor
indfgres. | denne rapport er der valgt en greense p& 12% som maksimal CV.

Det er derfor nzerliggende at lave en national harmonisering af grazone-omrade og referenceinterval. Dette
kraever faelles kvalitetskrav. En udmelding om krav til analysekvalitet for vitamin B12 vil komme fra DSKB
efter indstilling fra Videnskabeligt Udvalg for Kvalitet (VUK) under DSKB. Revision 1: Denne anbefaling er nu
godkendt og er tilgeengelig pd DSKB’s hjemmeside (https://dskb.dk/udvalg-for-faglige-anbefalinger/).

Spgrgsmal
Eventuelle spgrgsmal vedrgrende rapporten rettes til kemiker Morten Pedersen, Telefon: 3863 4404,
e-mail: morten.pedersen@deks.dk.

Tak

Tak til Overbioanalytiker Karin Flg Jensen, Biokemi og Immunologi, Sygehus Lillebeelt, Vejle og
Overbioanalytikere Dorthe Magaard og Lisbeth Andreasen, Klinisk Biokemisk Afdeling, Rigshospitalet, Kga-
benhavn for indsamling af serum.

Pa vegne af VUK og DEKS
Morten Pedersen, Kemiker DEKS
Sanne Schou, Bioanalytiker DEKS

Referencer

1. Moeller J, Rasmussen K, Christensen L. External quality assessment of methylmalonic acid and total
homocysteine. Clin Chem1999;45:9:1536-152.

2. Abildgaard A, et al. Reference intervals for plasma vitamin B12 and plasma/serum methylmalonic acid
in Danish children, adults and elderly. Clin Chim Acta. 2022;525:62-8.

3. Gowans EM, et al. Analytical goals for the acceptance of common reference intervals for laboratories
throughout a geographical area. Scand J Clin Lab Invest. 1988;48(8):757-64.

4. Ross JW. A theoretical basis for clinically relevant proficiency testing evaluation limits. Sensitivity anal-

ysis of the effect of inherent test variability on acceptable method error. Arch Pathol Lab Med.
1988;112(4):421-34.

— National undersggelse af Cobalamin
' — ( S i lave koncentrationer 2022. Revision 1
Side 13 af 17


mailto:morten.pedersen@deks.dk

Bilag 1 Instruktion og indrapporteringsformular.
Dette blev medsendt med prgverne til deltagerne

Keaere laboratorie.
Tak fordi du vil veere med i en national undersggelse af cobalamin (herefter kaldet vitamin B12)

Prgvemateriale og sikkerhed

Der er to prgver meerket Prgve A og Progve B.

Materialet er serumpools fra patienter der har veeret henvist til vitamin B12 analyse.
Prgverne skal handteres med samme forholdsregler som patientprgver.

Opbevaring og holdbarhed
Materialet skal opbevares ved -80 indtil analyse.

Deadlines

Praverne er sendt fra DEKS den 15. marts.

Materialet skal analyseres senest onsdag d. 23. marts.

Der kan indberettes resultater til og med fredag d. 25. marts.

Instruktion fgr maling
Pragverne skal tgs op inden analyse. Efter optaning vendes forsigtigt mindst 10 gange i handen eller pa vendeapparat. Males
indenfor 2 timer.

Malinger

Du skal male hver prave flere gange: Vi anbefaler 3-5 gentagne bestemmelser, da vi gnsker at minimere den tilfeeldige fejl i
denne undersggelse. Noter alle resultater.

Mal vitamin B12 (Cobalamin) 3 til 5 gange.

Hvis volumenet er stort nok s& méal ogs& gerne methylmalonat 1 enkelt gang, ellers udelad mélingen af methylmalonat.

Resultatindberetning

Alle gentagne malinger indberettes via den medsendte formular. P& formularen skrives dine metodeoplysninger og oplysninger
om lokale beslutningsgreenser og referenceintervaller.

Formularen sendes via mail til morten.pedersen@deks.dk.

Nar data er analyseret, vil du modtage en rapport der viser hvordan analyseniveauet er i Danmark. Senere vil der komme en
gennemgang af, om det er muligt at harmonisere cut-off og beslutningsgreenser.

Neeste udsendelse

Der er kun planlagt denne ene udsendelse.

Spargsmal

Eventuelle spgrgsmal vedrgrende materialer, analyse eller indrapportering rettes til bioanalytiker Sanne Schou, Telefon: 38 63
44 05, e-mail: sanne.schou@deks.dk eller kemiker Morten Pedersen, Telefon: 38 63 44 04, e-mail: morten.pedersen@deks.dk.
Baggrund

Vitamin B12 anvendes til forskellige diagnostiske formal, men pernicigs anaemi er en af de vigtigste. Forskellige steder i Dan-
mark er der forskellige beslutningsgraenser for, hvornar en lav vitamin B12 udlgser en opfglgende P-methylmalonat-undersg-
gelse.

Da de eksisterende kvalitetssikringsprogrammer ikke inkluderer prgver i det lave koncentrationsomrade der udlgser methylma-
lonat-undersggelser og analysekvaliteten og overensstemmelsen mellem laboratorier derfor ikke kendes, er dette tilbud lavet.

P& vegne af VUK og DEKS
Morten Pedersen, Kemiker DEKS
Sanne Schou, Bioanalytikker DEKS
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INDBERETNING
National undersggelse af Cobalamin i lave koncentrationer 2022

DEKSnummer Kontakttelefon

Kontaktperson Email

Laboratorie-

B
navn Y

Udfyld oplysningerne om jeres apparatur og nedenstaende tabel med jeres malinger
Basisoplysninger Udfyldes med oplysninger om jeres instrument
Instrument

Model

Producent

Analytisk princip

Reagens (navn, producent og LOT)

kalibrator (navn, producent og LOT

Analytisk range (hvad er maleomradet)

CV pa interne kontroller (i %)

Malinger: Cobalamin/ Vitamin B12. Udfyld med de 3-5 gentagne malinger
Enhed 1. maling 2. maling 3. maling 4. maling 5. maling

Prave A

Prove B

Eventuelle kommentarer:

Maling: Methylmalonat (kun hvis der er nok prgvematerialer)

Enhed 1. méling Eventuel kommentar
Prave A
Prgve B
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DEKSnummer

Kliniske oplysninger Udfyld med hvilke kliniske beslutningsgraenser anvender i lokalt efter maling af Vita-
min B12

Interval som omrédet Omradets betydning (fx "B12-mangel”, "Normal”)
daekker
Omréade 1
Omréade 2
Omréade 3
Omréade 4

Eventuel opfglgende undersggelse
Er der et koncentrationsomrade hvor | laver en opfelgende undersaggelse med fx MMA og er det valgfrit eller
er det en reflex-analyse?
_____(X) Vihar ikke et koncentrationsomrade hvor der laves opfalgende undersggelser
(X) Vi har et koncentrationsomrade hvor der laves opfelgende undersggelser
Beskriv omradet og hvilke opfelgende undersggelser der laves

(X) Den opfalgende undersggelser er tvungen/en reflex-analyse (dvs ikke valgfri)
(X) Den opfalgende undersagelser er valgfri

Andre kommentarer:

— National undersggelse af Cobalamin
' — ( S i lave koncentrationer 2022. Revision 1
— Side 16 af 17



Addendum 1

Ved en fejl, er resultater fra to laboratorier (to dataseaet) for vitamin B12 ikke er medtaget i farste udgave af
rapporten. Ingen af de to laboratorier har malt MMA, sa alle &endringer i denne rapport vedrgrer alene vita-
min B12.

Der ene laboratorie anvender Siemens Atellica
Derfor er flere figurer og opsummeringer revideret og de instrument-grupper, reflex-grupper og prin-
cip-grupper de er med i, har faet deres data revideret.
Der er lavet en mindre justering af targetveerdierne pa vitamin B12 pa ca 1pmol/L, da middelveerdien
af Siemens Atellica-gruppen er sendret

Targetveerdi for Vitamin B12

For (i udgave 1 af rapporten)

Nu (veerdien i denne revide-

(pmol/L) rede rapport)
Prgve A 153,4 152,3
Prgve B 247 246

e Og dermed blev acceptomradet ogsa justeret med forskellen

Det andet laboratorie anvender Beckman Coulter DXI 800.

e Dette kunne betyde, at der kom en ekstra instrumentgruppe, og targetveerdierne skulle udregnes ud
fra 5 grupper og ikke 4. Men da der skal veere flere laboratorier i en gruppe, for at gruppen er reprae-
sentativ, medtages Beckman Coulter ikke i beregningen af targetveerdien.

o Deres resultater vises i grafikkerne

e Deres resultatet indgar i beregningen af princip-grupper (det er CMIA-gruppen)

e Deres resultater indgar IKKE i beregningen af grdzoneomrader, reflexgrupper, og om de er indenfor
eller udenfor grdzoneomradet, da de ikke har et grdzoneomrade

o Der er derfor foretaget justeringer af flere figurer, tabeller og opsummeringer

Konsekvens for dem der fik den fgrste udgave af rapporten
Ovenstaende betyder, at alle laboratorier flyttes ca. 1 pmol/L i forhold til targetvaerdien og acceptgraenserne
for Vitamin B12.

Pa graferne for CV% er der kommet to ekstra datapunkter. De ligger begge sa det ikke sendre noget i for-
holdt til et nationalt krav til CV%. To ekstra datapunkter eendre intet for laboratorier der modtog farste ud-
gave af rapporten, da malet altid er at have en lav CV%.

Konsekvens for anbefalingerne fra DSKB efter VUKs indstilling
VUK har vurderet, at de reviderede data ikke pavirker de anbefalinger for vitamin B12, der var indstillet til
DSKB, og som er publiceret pA DSKBs hjemmeside (https://dskb.dk/udvalg-for-faglige-anbefalinger/)
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9997 DK - VitaminB12
SUMMARY REPORT FOR INSTRUMENTGRUPPE

Udsendelse 1 - 2022.

D)

(S

Component Mean Sd cv sem N Outliers
P-Cobalamin (Vitamin B12); stofk. ['Prgve A’]
Reference Target 152,3
Alle 154,2 21,8 14,13 4,27 26 0
Abbott Alinity 143,5 7.3 509 5,16 2 0
Beckman Coulter 120,8 1 0
Roche Cobas 156,1 5,7 3,65 1,646 12 0
Siemens Atellica 179,4 22,5 12,52 9,17 6 0
Siemens Dimension 130,2 14,5 11,14 6,48 5 0
P-Cobalamin (Vitamin B12); stofk. ['Prgve B’]
Reference Target 246
Alle 250 21,4 8,56 4,2 26 0
Abbott Alinity 241 22 9,13 15,54 2 0
Beckman Coulter 204 1 0
Roche Cobas 266 7 2,64 2,02 12 0
Siemens Atellica 250 20,1 8,02 8,19 6 0
Siemens Dimension 227 10,87 4.8 4,86 5 0
P-CV (Cobalamin) ['Prgve A’]
Reference Target 1
Alle 6,54 4,29 65,6 0,841 26 0
Abbott Alinity 13,42 9,11 67,9 6,44 2 0
Beckman Coulter 7,73 1 0
Roche Cobas 6,34 4,36 68,8 1,258 12 0
Siemens Atellica 6,06 2,89 47.8 1,182 6 0
Siemens Dimension 4,61 1,545 33,5 0,691 5 0
P-CV (Cobalamin) ['Prgve B’]
Reference Target 1
Alle 6,23 3,84 61,7 0,754 26 0
Abbott Alinity 12,72 0,0807 0,635 0,0571 2 0
Beckman Coulter 5,66 1 0
Roche Cobas 5,81 3,65 62,8 1,053 12 0
Siemens Atellica 6,3 3,19 50,7 1,303 6 0
Siemens Dimension 4,65 4,27 91,7 1,908 5 0
P-Methylmalonat; stofk. ['Prgve A’]
Alle 0,455 0,0488 10,73 0,0345 2 0
Cobas 8000 0,489 1 0
Dimension Vista 1500 0,42 1 0
P-Methylmalonat; stofk. ['Prgve B’]
Alle 0,366 0,00849 2,32 0,006 2 0
Cobas 8000 0,372 1 0
Dimension Vista 1500 0,36 1 0
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9997 DK - VitaminB12 - EKSEMPEL RAPPORT

Udsendelse 1 - 2022. Laboratorie nr. 500, resultat id. 500

=<5

P-Cobalamin (Vitamin B12); stofk. Metode: Elektrokemiluminescensimmunoassay (ECLIA) Instrumentgruppe: Roche Cobas
Instrument: Cobas 8000 Grazone: 125-250 Principgruppe: Reflex valgfri
Prove A Prove B Youdenplot
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100 150 200 250  pmol/L 200 220 240 260 280 300 pmol/L
Eget resultat: 153,75 pmol/L (afv. 1,0%). 153,75 er middel af| Eget resultat: 261,75 pmol/L (afv. 6,4%). 261,75 er middel af 2204 O .
(x) 151; 153; 154; 157 (x) 256; 260; 264; 267
Referenceveerdi (R): 152,3 pmol/L Referenceveerdi (R): 246 pmol/L
Middel sd CV% SEM N Middel sd CV% SEM N 200 T T J
Instrumentgruppe  156,1 570 37 1,6 12 | Instrumentgruppe 266 7,00 26 20 12 100 150 200 250
Alle 1542 21,78 141 43 26| Alle 250 2141 86 42 26 Pragve A (pmol/L)
P-CV (Cobalamin) Metode: Kompetitivt Instrumentgruppe: Roche Cobas
Instrument: Cobas Grazone: 140-200 Principgruppe: Ingen reflex
Prave A Prove B Youdenplot
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Eget resultat: 4,4 % (afv. 338,2%) Eget resultat: 3,3 % (afv. 227,1%) &
Referencevaerdi (R): 1 % Referencevaerdi (R): 1 %
Acceptinterval (R + 1100%): 0,00 - 12,00 % Acceptinterval (R + 1100%): 0,00 - 12,00 %
Middel sd CV% SEM N Middel sd CV% SEM N 0 T T T )
Instrumentgruppe 6,34 4,36 68,8 1,3 12| Instrumentgruppe 5,81 3,65 62,8 1,1 12 0 5 10 15 20
Alle 6,54 4,29 65,6 0,8 26 | Alle 6,23 3,84 617 08 26 Prove A (%)
P-Methylmalonat; stofk. Metode: Ikke oplyst Instrumentgruppe: Cobas 8000
Instrument: Cobas 8000 Grézone: 125-250 Principgruppe: Reflex valgfri
Prave A Prove B
I ® — E 1 ®
[= =4
< <
0,54 0,54
d.. . . . s d.. . . s
0.42 0.44 0.46 0.48 0.50 pmol/L 0.360 0.365 0.370 0.375  pmoliL
Eget resultat: 0,489 umol/L (afv. 7,6%) Eget resultat: 0,372 umol/L (afv. 1,6%)
Middelvaerdi af alle (M): 0,455 pmol/L Middelveerdi af alle (M): 0,366 pmol/L
Acceptinterval (M + 21%): 0,359 - 0,550 pmol/L Acceptinterval (M + 21%): 0,289 - 0,443 pmol/L
Middel sd CV% SEM N Middel sd CV% SEM N
Instrumentgruppe 0,489 1 | Instrumentgruppe 0,372 1
Alle 0,455 0,056 10,7 0,0 2 | Alle 0,366 0,01 23 0,0 2
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