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Streszczenie

Abstract

Witamina D pelni bardzo wazna funkcje w procesach regulacji wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej. Celem
niniejszej pracy byla ocena surowiczego stezenia metabolitu witaminy D - 25(OH)D - u dzieci z czgstymi infekcjami drog
oddechowych. Badanie objelo 296 czesto chorujacych dzieci w wieku od 1. do 18. roku zycia, ktore byly hospitalizowane
na Oddziale Klinicznym Interny Dzieciecej i Alergologii w celu poszerzenia diagnostyki nawracajacych infekcji. W badanych
surowicach oznaczano watrobowy metabolit witaminy D - 25(OH)D - w réznych porach roku. U 61% dzieci stwierdzono
niskie stezenie 25(OH)D. Wykazano odwrotna korelacje stezenia oznaczanej witaminy D z wiekiem pacjenta: im miodsze
dziecko, tym wyzsze surowicze stezenie kalcydiolu. Nie stwierdzono zalezno$ci miedzy stezeniem 25(OH)D a plcig i pora
roku, w jakiej dokonywano oznaczen. Uzyskane wyniki wskazuja, ze niedobdr witaminy D (surowicze st¢zenie ponizej
30 ng/ml) jest czesty u dzieci z regionu t6dzkiego z nawracajacymi infekcjami uktadu oddechowego.

Stowa kluczowe: witamina D, dzieci, nawracajace infekcje

Vitamin D plays an important role in regulation of innate and acquired immunity. The aim of the study was to assess the
serum concentration of a vitamin D metabolite - 25(OH)D - in children with recurrent respiratory tract infections.
Two hundred and ninety-six children with recurrent infections, aged 1-18 years, who were hospitalised in the Department
of Paediatrics and Allergy for an extended diagnosis of recurrent infections were recruited. The hepatic metabolite
of vitamin D, namely 25(OH)D was determined in the analysed sera in different seasons of the year. Sixty-one per cent
of the children had a low concentration of 25(OH)D. The vitamin D level was shown to be inversely correlated with the age
of the patient; the younger the child, the higher the serum concentration of calcidiol. There was no correlation between the
concentration of 25(OH)D and gender or season of the year in which the measurements were done. The results showed
that vitamin D deficiency (serum concentration below 30 ng/mL) is common in children with recurrent respiratory tract
infections from the region of L6dz.
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© Medical Communications Sp. z o.0. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivatives License
(CC BY-NC-ND). Reproduction is permitted for personal, educational, non-commercial use, provided that the original article is in whole, unmodified, and properly cited.

183



184

Ewelina Stepien, Joanna Jerzynska, Katarzyna Woicka-Kolejwa, Iwona Stelmach

WSTEP

iedobory witaminy D mogg by¢ przyczyna nie tyl-
| \ | ko zaburzen gospodarki fosforanowo-wapniowej,

ale réwniez schorzen ukladu oddechowego i cho-
réb atopowych?. W metaanalizach badan bazy Cochrane,
w ktérych wzieto pod uwage réwniez wyniki badan prowa-
dzonych w osrodku autoréw, potwierdzono duze znaczenie
witaminy D w zapobieganiu zaostrzeniom astmy i infek-
cjom uktadu oddechowego u dzieci®*.
Witamina D, wytwarzana w skorze pod wptywem promie-
niowania ultrafioletowego, jest prohormonem. W organi-
zmie ulega podwdjnej hydroksylacji - w watrobie i nerkach,
w wyniku czego powstaje 25-hydroksycholekalcyferol [kal-
cydiol, 25(OH)D, forma najczesciej oznaczana w testach la-
boratoryjnych] oraz 1,25-dihydroksycholekalcyferol, zwany
kalcytriolem [1,25(0OH),D]®. Drugim Zr6dlem dostarcze-
nia witaminy D do organizmu jest jej podaz doustna, istot-
na w europejskiej strefie klimatycznej, gdzie klimat i nasto-
necznienie nie sprzyjaja syntezie skornej®®.
Do gtéwnych przyczyn niedoboréw witaminy D zalicza si¢
obnizong synteze skorna, niedostateczng podaz w diecie i su-
plementach Zywieniowych oraz otylo$¢. Rzadziej przyczyna
niedoboru witaminy D moze by¢ defekt receptora dla wita-
miny D, co skutkuje uposledzong wrazliwoscia tkanek do-
celowych na 1,25(0OH),D. Dzigki odkryciu receptoréw
dla witaminy D na komdrkach narzagdéw niezwigzanych
z procesami mineralizacji koéci ujawniono jej nieklasyczne
dziatanie. Gen odpowiedzialny za synteze bialek receptora
witaminy D cechuje si¢ polimorfizmem i wtasnie tej rézno-
rodnosci wariantow przypisuje sie zwigzek z wystepowaniem
takich schorzen, jak cukrzyca, osteoporoza, astma czy nowo-
twory. Udowodniono wplyw witaminy D na modulacje od-
powiedzi immunologicznej i na hamowanie wytwarzania
mediatoréw zapalnych w drogach oddechowych, jak réwniez
wykazano jej role w prewencji astmy®. W o$rodku autoréw
okreslono zwigzek niedoboru witaminy D z nadreaktywno-
$cig oskrzeli, gorsza kontrolg astmy i steroidoopornoscig®.

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena surowiczego stezenia metabolitu wi-
taminy D - 25(OH)D - u czgsto chorujacych dzieci z regionu
tédzkiego, hospitalizowanych na Oddziale Klinicznym Interny
Drzieciecej i Alergologii Osrodka Pediatrycznego im. J. Korczaka.

MATERIAL

W badaniu wzieto udzial 296 czesto chorujacych dzieci
(126 dziewczynek i 170 chtopcéw) w wieku od 1. do 18. roku
zycia, ktdre byly hospitalizowane na Oddziale Klinicznym
Interny Dziecigcej i Alergologii w okresie od 01.10.2016 do
01.11.1017 roku w celu poszerzenia diagnostyki nawraca-
jacych infekcji. W badanych surowicach oznaczano wa-
trobowy metabolit witaminy D - 25(OH)D"? - w réznych
porach roku: w okresie od stycznia do marca u 94 dzieci,
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INTRODUCTION

itamin D deficiency may not only distort phos-
N / phate and calcium metabolism, but also cause re-

spiratory tract disorders and atopic diseases(?.
Cochrane meta-analyses, which also included studies con-
ducted in the authors’ centre, have confirmed the signifi-
cance of vitamin D in the prevention of asthma and respi-
ratory tract infections in children®?.
Vitamin D, which is produced in the skin from ultravio-
let radiation, is a prohormone. In undergoes double hy-
droxylation in the body: in the liver and in the kidneys.
This results in the production of 25-hydroxycholecalcifer-
ol [calcidiol, 25(OH)D, a form usually assayed in laborato-
ry tests] and 1,25-dihydroxycholecalciferol, called calcitriol
[1,25(0OH),D]™. Another source of vitamin D is its oral ad-
ministration, very important in the European climatic zone,
where the climate and sunlight exposure do not favour its
synthesis in the skin®®.
The main causes of vitamin D deficiency include lower syn-
thesis in the skin, insufficient dietary intake or supplemen-
tation and obesity. Vitamin D receptor defect, which im-
pairs target tissue sensitivity to 1,25(OH),D, is another,
though a rare, cause of deficiency”. The discovery of vita-
min D receptors on cells of organs that are not related with
bone mineralisation has revealed the non-classical action
of vitamin D. A gene responsible for the synthesis of vita-
min D receptor-related proteins is characterised by poly-
morphism. It is this diversity of variants that is believed to
be associated with the occurrence of diabetes, osteoporo-
sis, asthma or cancer. Evidence has been found that vita-
min D impacts the modulation of the immune response
and inhibition of proinflammatory mediator production
in the airways. Moreover, it has been shown to have a role
in asthma prevention®. In the authors’ centre, it has been
found that vitamin D deficiency is associated with bron-
chial hyperresponsiveness, worse asthma control and
steroid-resistance®.

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was to assess the serum concentration
of a vitamin D metabolite — 25(OH)D - in children with fre-
quent respiratory tract infections from the region of £L4dz,
Poland. The children were hospitalised at the Department
of Paediatrics and Allergy of Korczak Paediatric Centre.

MATERIAL

Two hundred and ninety-six children (126 girls and
170 boys) with recurrent infections, aged 1-18 years, who
from 1 October 2016 to 1 November 2017 were hospital-
ised in the Department of Paediatrics and Allergy for an
extended diagnosis of recurrent infections were recruited.
The serum level of the hepatic vitamin D metabolite, i.e.
25(OH)D"?, was determined in different seasons of the
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Grupy wiekowe Liczba dzieci | Dziewczynki Chtopcy
Age groups Number of children Girls Boys
/"fg_‘;y':;fs 118 38 80
i gyer 7 8 5
//I/{I}Z%Z:s 4 2 2
1012y 2 3 :
1515 s 1 10 :
st | 2 7 1

Tab. 1. Podziat badanych dzieci na grupy z uwzglednieniem
wieku i plci
Tab. 1. Groups of examined children according to age and gender

od kwietnia do czerwca u 55, od lipca do wrzeénia u 41,
od pazdziernika do grudnia u 106. Pacjentéw podzielono
na sze$¢ grup wiekowych (tab. 1).

METODY

Oznaczenia witaminy prowadzono przy uzyciu apara-
tu IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin DS. Zestaw do oznaczen
25(OH)D opierat si¢ na technice chemiluminescencji. Probke
uzyskang od pacjenta poddawano etapowi wstepnej obrob-
ki umozliwiajacej denaturacje bialka wigzacego witamine D
(vitamin D binding protein, VDBP). Tak przetworzone prob-
ki byly neutralizowane w buforze oznaczenia, a nastepnie do-
dawano do nich swoiste przeciwciata, skierowane przeciwko
25(OH)D i wyznakowane akrydyna. Po etapie inkubacji do-
dawano czastki magnetyczne zwigzane z 25(OH)D. Po kolej-
nym etapie inkubacji czastki magnetyczne byly ,,wychwytywa-
ne” z uzyciem magnesu i przeprowadzano etap ptukania w celu
usuniecia niezwigzanego analitu. Ilo$¢ $wiatta emitowanego
przez znacznik akrydynowy byta odwrotnie proporcjonalna
do stezenia 25(OH)D w prébee wyjsciowej. Jako interpretacje
wyniku przyjeto wartosci stezen witaminy D podane w tab. 2.
W opracowaniu statystycznym wynikéw wykorzystano jed-
noczynnikowg analize wariancji (ANOVA) Kruskala—Wallisa
dla pomiaréw powtarzalnych oraz — w celu oceny korelacji li-
niowych - nieparametryczny test Spearmana. Za prog istot-
nosci statystycznej przyjeto p = 0,05.

WYNIKI

Sposrdéd wszystkich hospitalizowanych 296 dzieci u 179
(61%) stwierdzono niskie stezenie witaminy D, u 111 (37%)
byto ono optymalne, a u 6 (2%) wysokie (ryc. 1). Nie wyka-
zano istotnego wplywu pory roku na st¢zenie witaminy D
(ryc. 2). Nie odnotowano istotnej statystycznie zaleznosci
miedzy stezeniem witaminy D a plcig dzieci.

Uzyskano istotng statystycznie odwrotng korelacje pomie-
dzy wiekiem dzieci a surowiczym stezeniem witaminy D:
u mlodszych dzieci obserwowano wyzsze stezenia 25(OH)
D (p < 0,01, R =-0,85) (ryc. 3 AiB).
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Interpretacja wyniku Stezenie witaminy D
Interpretation Vitamin D level
Niskie <30ng/ml
Low <30ng/mL
Optymalne 30-50 ng/ml
Optimal 30-50ng/mL
Wysokie >50 ng/ml
High <50ng/mL

Tab. 2. Interpretacja wartosci stezert witaminy D u badanych
dzieci™
Tab. 2. Vitamin D values in the studied children

year: from January to March in 94 children, from April to
June in 55 children, from July to September in 41 children
and from October to December in 106 children. The pa-
tients were divided into six age groups (Tab. 1).

METHODS

Vitamin D assays were performed with the use of the IDS-
iSYS 25-Hydroxy Vitamin D® system. The 25(OH)D assay
was based on the chemiluminescence technology. A sam-
ple from the patient was initially pre-treated for vitamin D
binding protein (VDBP) denaturation. Such samples were
neutralised in an assay buffer, and specific anti-25(OH)D
antibodies labelled with acridinium were added. After an
incubation stage, magnetic particles linked to 25(OH)D
were added. Following another incubation stage, the mag-
netic particles were captured using a magnet, and a wash-
ing stage was performed to remove any unbound analyte.
The light emitted by the acridinium label was inversely pro-
portional to the concentration of 25(OH)D in the original
sample. The results were interpreted based on vitamin D
concentration values presented in Tab. 2.

Liczba obserwagji
Liczba obserwagji

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 I
Optymalne Niskie Wysokie
Optimal Low High

Interpretacja stezenia
Interpretacja stezenia

Ryc. 1. Interpretacja wyniku oznaczenia stezenia witaminy D
u hospitalizowanych dzieci
Fig. 1. Vitamin D values in the hospitalised children

DOI: 10.15557/PiMR.2018.0019

185



186

Ewelina Stepien, Joanna Jerzyriska, Katarzyna Woicka-Kolejwa, lwona Stelmach
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Concentration [ng/mL]
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Ryc. 2. Stezenie 25(OH)D u dzieci w wieku od 1. do 18. roku zy-
cia w poszczegolnych porach roku

Fig. 2. Concentration of 25(OH)D in children aged 1-18 years
according to the season of the year

OMOWIENIE

Witamina D wplywa plejotropowo na komorki organizmu,
bierze udzial w regulacji gospodarki wapniowo-fosforano-
wej, moduluje odpowiedZ immunologiczng. W wielu donie-
sieniach zwracano uwage na niedostateczne stezenie wita-
miny D u dzieci®'?. W opisywanym badaniu odnotowano
niski poziom oznaczanej 25(OH)D u wigkszosci hospitali-
zowanych dzieci czesto chorujacych. Na stezenie witami-
ny D moze wplywaé wiele czynnikéw: dieta, pora dnia, eks-
pozycja na stonice, pora roku, polozenie geograficzne, wiek,
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Ryc. 3 A. Zalezno$¢ stezenia witaminy D od wieku pacjenta
w latach w calej grupie badanych dzieci (wyniki po-
szczegblnych pacjentow)
Fig. 3 A. Concentration of 25(OH)D according to the age of chil-
dren (data of individual patients)
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The statistical calculations were performed with the use
of the Kruskal-Wallis analysis of variance (ANOVA) for re-
peated measurements and the non-parametric Spearman’s
test for the assessment of linear correlations. The level
of statistical significance was p = 0.05.

RESULTS

Of all hospitalised patients (296), the level of vitamin D was
low in 179 (61%) children, optimal in 111 (37%) children
and high in 6 (2%) children (Fig. 1). No significant influ-
ence of the season on vitamin D levels was noted (Fig. 2).
There was no statistically significant correlation between
the vitamin D level and gender.

A statistically significant negative correlation was found be-
tween age and the serum vitamin D level: younger children
had higher 25(OH)D concentrations (p < 0.01, R = —0.85)
(Fig. 3 A and B).

DISCUSSION

Vitamin D has a pleiotropic effect on the cells in the body;
it participates in the regulation of the calcium and phos-
phate metabolism and modulates the immune response.
Numerous authors have underlined too low vitamin D lev-
els in children®'?. In the present study, the 25(OH)D levels
were low in most of the hospitalised children who frequent-
ly caught infections. Vitamin D levels may depend on vari-
ous factors: diet, time of the day, sunlight exposure, season
of the year, geographical region, age, using sunscreens and
(or) protective clothing as well as skin pigmentation!>!%.

Stezenie [ng/ml]

Concentration [ng/mL]
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I Il v v Vi
Grupa wiekowa
Age group

Ryc. 3 B. Wartos¢ stezen witaminy D w zaleznosci od grupy wie-
kowej, w jakiej byly oznaczane
Fig. 3 B. Concentration of 25(OH)D according to the age groups
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stosowanie kreméw z filtrem i (lub) odziezy ochronnej,
a takze pigmentacja skory'>'¥. W obserwacjach wtasnych
nie stwierdzono istotnej zaleznosci surowiczych stezen wi-
taminy D od pory roku, w jakiej dokonywano oznaczen, ani
od plci dzieci. Wykazano natomiast korelacje miedzy steze-
niem oznaczanego parametru a wiekiem dziecka: im miod-
sza grupa wiekowa, tym wyzsze st¢zenie kalcydiolu. Moze
sie to wigza¢ z faktem, ze najmtodsze dzieci s3 poddawane
suplementacji cze$ciej niz dzieci starsze, oraz tym, ze ktadzie
sie coraz wiekszy nacisk na suplementacje kobiet w cigzy™!V.
Nalezy podkresli¢, ze oznaczanie witaminy D w surowicy
jest procedurg trudng; wplywa na to duza hydrofobowo$¢
witaminy D, co oznacza mozliwos¢ interferencji licznych
skladnikéw surowicy i wystepowanie we krwi pochodnych
witaminy D. Przeprowadzone w opisywanym badaniu ozna-
czenie przy uzyciu IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin D® zostato
wystandaryzowane z zastosowaniem metody chromatogra-
fii cieczowej z rozcienczaniem izotopow, sprzezonej z tande-
mowa spektrometrig mas [isotope dilution-liquid chromato-
graphy-tandem mass spectrometry (ID-LC-MS/MS) 25(0OH)D
reference method procedure (RMP)]. Metode ID-LC-MS/MS
25(OH)D RMP cechuje spdjnoé¢ z materialem odniesienia
National Institute of Standards and Technology Standard
Reference Material (NIST SRM) 29720019 Metoda ozna-
czania witaminy D zastosowana w prezentowanym badaniu
jest bardzo nowoczesna, wykazuje wysokg i poréwnywalng
powtarzalnos¢ i odtwarzalnoé¢ w materiale pediatrycznym,
charakteryzuje sie niskim btedem oznaczen (<8%), dlatego
tez nalezy przyjacé, ze wyniki oznaczen stezenia witaminy D
uzyskane w niniejszej pracy s3 wiarygodne.

Biorac pod uwage czeste wystepowanie zakazen uktadu
oddechowego u badanych pacjentéw, nalezaloby odpowie-
dzie¢ na pytanie, czy obserwowany u nich niedobér wita-
miny D jest przyczyna, czy tez skutkiem licznych infekcji
drég oddechowych. Uzasadnione wydaje sie dalsze badanie
konsekwencji niedoboru witaminy D w réznych chorobach.

WNIOSKI

1. U 61% dzieci z regionu 16dzkiego z nawracajacymi infek-
cjami uktadu oddechowego hospitalizowanych w osrod-
ku autoréw stwierdzono niskie stezenie 25(OH)D w su-
rowicy krwi (<30 ng/ml).

2. Wykazano odwrotng korelacje stezenia oznaczanej witami-
ny D w zaleznosci od wieku pacjenta — im mlodsze dziec-
ko, tym wyzsze stezenie kalcydiolu w pobranej surowicy.

3. Nie odnotowano zaleznosci miedzy stezeniem 25(OH)
D a plcig i porg roku, w jakiej dokonywano oznaczen.
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Our observations showed no significant correlations be-
tween the serum vitamin D level and the season of the year
in which assays were made or patients’ gender. However,
correlations were noted between age and the concentra-
tion of the studied parameter: the younger the patients, the
higher the calcidiol levels. This may be associated with the
fact that the youngest children are given vitamin D sup-
plementation more often than older children and that
supplementation during pregnancy is more and more
often emphasised®!V.

It should be underlined that the vitamin D assay from the
serum is a difficult procedure. This is related with high vi-
tamin D hydrophobicity which translates into potential
interference of various serum components and the pres-
ence of vitamin D derivatives in blood. The assay with
IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin DS has been standardised
using isotope dilution-liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (ID-LC-MS/MS) 25(OH)D reference
method procedure (RMP). The ID-LC-MS/MS 25(OH)
D RMP method is characterised by consistency with the
reference material of the National Institute of Standards
and Technology Standard Reference Material (NIST SRM)
29720015 The method of vitamin D assay employed in the
presented study is innovative. It exhibits high and compa-
rable reproducibility and repeatability in the paediatric ma-
terial and is characterised by a low assay error (<8%). That
is why, the assay results presented in this study should be
deemed reliable.

Taking into account the frequency of respiratory tract in-
fections in the investigated patients, one should consider
whether the observed vitamin D deficiency is a cause or an
effect of numerous respiratory tract infections. Further in-
vestigations addressing the consequences of vitamin D de-
ficiency in different diseases seem justified.

CONCLUSIONS

1. Low serum 25(OH)D levels (<30 ng/mL) were observed
in 61% of the children with recurrent respiratory tract
infections from the region of £6dz, Poland, who were
hospitalised at the authors’ centre.

2. The vitamin D level was shown to be inversely correlat-
ed with the age of the patient; the younger the child, the
higher the serum concentration of calcidiol.

3. There was no correlation between the concentration
of 25(OH)D and gender or season of the year in which
the measurements were done.
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