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Sammenfatning og anbefalinger

Internationalt anvendes B12, MMA, Hcy og holoTC og det afledte indeks ¢B12 til diagnostik af B12-mangel.
Analyser til udredning af arsagen til B12-mangel er fa og omfatter fgrst og fremmest autoantistoffer mod

intrinsic faktor og parietalceller.

Diagnostisk anvendes i Danmark stort set kun B12 og MMA. Anvendelse af Hcy synes ikke alene at
veere relateret til B12-diagnostik og holoTC anvendes stort set ikke. Kun B12 og MMA er daekket i det
felgende.

HoloTC anses internationalt for at vaere en bedre biomarkgr end B12, og der bgr overvejes forsgg med
indfgrelse af denne parameter.

Min-max per 1000 indbyggere i 2017 viser store udsving mellem regionerne, bade i antal udfgrte
analyser for B12 (170-318), og for MMA (8-22) og i antal patienter med patologiske vaerdier.

Der er behov for udarbejdelse af kliniske retningslinjer, sG ensartet brug af analyserne kan sikres pa
tveers af landet.

Analyserne rekvireres overvejende fra primarsektoren.

Det vil veere vigtigt at inddrage primaersektoren i udarbejdelse af kliniske retningslinjer.

Fordeling af analyser pa kgn og alder viser ingen vaesentlige kgnsforskelle, men der ses hgje B12-
veerdier for bgrn i alderen 2-10 ar, samt hgje vaerdier for MMA navnlig i gruppen +60 ar. Der er mindre
forskelle i referenceintervaller mellem regionerne.

Referenceintervaller bgr ensrettes pd tveers af regioner. Bgrnereferenceintervaller for B12 bgr indfares i
alle regioner. Referenceinterval for MMA bgr vurderes for + 60 ar.

B12 diagnostik med automatisk udfgrelse af MMA for B12-vaerdier i intervallet 125-250 pmol/L udfgres
alene i Region Midt. Brug af 2cB12, der udregnes ud fra B12, MMA og alder, har endnu ikke vundet
udbredelse i klinikken.

Kliniske retningslinjer bgr forholde sig til brug af B12 diagnostik/2cB12.

Analyser til udredning af arsagen til vitamin B12-mangel (autoantistoffer og B12-absorptionstesten
CobaSorb) anvendes i yderst begraenset omfang.

Kliniske retningslinjer bgr forholde sig til udredning af arsager til B12-mangel.

Omkring 25 % af de udfgrte B12-analyser er gentagne analyser pa samme patient inden for aret 2017.
Kliniske retningslinjer bgr forholde sig til brug af gentagne analyser, herunder specielt brug af analyser i
forbindelse med behandlingsopfalgning.

Laboratoriernes vejledninger til rekvirenter varierer bade mellem og indenfor de enkelte regioner.

Nar kliniske retningslinjer foreligger, vil der veere behov for ensretning af disse informationer.
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Baggrund og rapportens omfang

DSKB nedsatte i foraret 2018 en arbejdsgruppe bestaende af Ebba Nexg (formand) og en yngre leege fra hver af
de fem regioner: Ho: Fie Juhl Vojdeman, Mi: Anne Winther Larsen, Sy: Lene Rosenberg, Sj: Anders Berg Wulff
og No: Morten Mgrk. De yngre laeger blev udpeget efter indstilling fra YLKB (Yngre laeger i klinisk biokemi).

Arbejdsgruppen blev bedt om at skabe en oversigt over analyser (art og antal), analysepakker og lokale
vejledninger udbudt i de enkelte regioner. Arbejdet skal kunne danne grundlag for, at DSKB i samarbejde med
andre kliniske selskaber kan udarbejde retningslinjer for diagnostik og opfglgning af patienter mistaenkt for
B12-relaterede sygdomme.

Rapporten gennemgar brug af B12-relaterede analyser i Danmark i arene 2015-2017 og praesenterer
detaljerede resultater for fgrste analyse udfgrt pa den enkelte patient i ar 2017.

Kort introduktion til B12-relaterede laboratorieanalyser.

Vitamin B12 (B12) blev oprenset i 1948 efter at vaere opdaget som det vitamin, der kan helbrede pernicigs
anzmi, en autoimmun sygdom hvor produktionen af intrinsic faktor i ventriklen heemmes. Intrinsic faktor er
ngdvendig for optagelse af B12 (1).

Blandt de tidligste analytiske veerktgjer var den i dag obsolete Schillings test (2), der undersggte patientens
evne til at optage vitaminet. Ogsa analyse af autoantistoffer mod intrinsic faktor eller parietalcellerne sa
tidligt dagens lys (1). Analyserne kan i dag udfgres pa automatiseret udstyr.

De fgrste analyser for B12 i plasma dukkede op i 1950’erne og var baseret pa bakterievaekst (3). | Igbet af de
folgende artier fulgte in-house proteinbindingsanalyser, der malte summen af B12 og inaktive former af
vitaminet (4,5). De blev aflgst af in-house-analyser specifikke for B12 (6), som blev anvendt indtil
automatiserede analyser i midt halvfemserne tog over (7).

| halvfemserne blev analyse af de to metabolitter, der ophobes ved B12-mangel introduceret. Methyl-
malonsyre (MMA) analyseres med MS-baserede metoder (8). Homocystein (Hcy) analyseres med MS / HPLC
eller automatiserede immunologiske metoder (9).

I nullerne blev en ELISA til analyse af den del af B12, der kan komme ind i cellerne, holoTC (aktivt B12),
introduceret. Den diagnostiske sensitivitet blev vurderet at vaere bedre end for B12 (10). Ogsa denne analyse er
i dag automatiseret. Tabel 1 giver en summarisk oversigt over de B12-relaterede analyser, B12, holoTC, MMA
og Hcy, herunder deres diagnostiske sensitivitet og specificitet overfor 4cB12 som guldstandard (se naeste
afsnit).

Metoder til bedre udnyttelse af to eller flere af de naevnte analyser er udviklet i form af en diagnostisk strategi
med brug af B12 og MMA (11,12). Strategien indebaerer at meget lave B12 vaerdier (< 125 pmol/L) understgtter
B12 mangel. Patienter med B12 vaerdier i grazoneomradet (125-250 pmol/L) anbefales undersggt for MMA. En
hgj MMA (>0,75 umol/L) understgtter B12-mangel, medens patienter med MMA-vaerdier i grazoneomradet
anbefales genundersggt efter 1 ar. Ved resultatvurderingen er det vigtigt at vaere opmaerksom pa, at MMA
@ges ved nedsat nyrefunktion. Kombineret brug af flere analyser er forsggt med brug af et indeks, (cB12), der
kan udregnes pa basis af to, tre eller fire malte parametre, og som ogsa inddrager patientens alder.
Klassificering af patienterne pa baggrund af 4cB12 (B12, holoTC, MMA og Hcy) anses i dag af fgrende
internationale eksperter for den sikreste diagnostik, der kan tilbydes fra laboratoriets side (1, 13). Den udbydes
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fra et laboratorium i England under navnet Fedosov Factor (https://nutris.viapath.co.uk ), men endnu mangler

mere omfattende erfaring med rutine brug. 4cB12 er selvsagt en "laboratoriediagnose”, men der findes i dag
ikke nogen bedre “guldstandard” for diagnosen B12-mangel. 4cB12 er derfor anvendt som “sandheden” ved
udregning af tal for den diagnostiske sensitivitet og specificitet i tabel 1.

Tabel 1.
Karakteristik af analyser anvendt til diagnostik af vitamin B12-mangel.
Analyse | Metoder Pris Cut-off Diagnostisk | Diagnostisk
granser sensitivitet* | specificitet*
B12 Diverse platforme Lav <125 80 97
pmol/L <200 97 77
HoloTC Diverse platforme | Middel <25 93 94
pmol/L <40 99 76
MMA Massespektrometri | Hgj >0,75 86 98
umol/L (MS) >0,40 96 90
Hecy Diverse platforme | Hgj/middel >20 88 96
wmol/L >15 97 87
>12 99 74

*Beregning er baseret pa klassificering af patienter med 4cB12 og cut-off -1.5 (13), og angiver vaerdier, hvis den anfgrte analyse var
anvendt som den eneste. Beregninger er foretaget af Sergey S Fedosov og er baseret pa tal fra (13), n=5.498.

Som erstatning for den obsolete Schillings test blev CobaSorb udviklet i nullerne. Den er baseret pa maling af
holoTC f@r og efter indtag af vitamin B12 (15).

Udover de naevnte analyser er der over arene udviklet en raekke forskningsanalyser, der ogsa kan anvendes til
udredning af patienter med sjeeldne B12-relaterede sygdomme. Disse analyser omfatter fgrst og fremmest
madling af de B12-bindende proteiner i plasma (15, 16).

Fra laboratoriets side er malet at kunne udbyde de analyser, der "cost-effectivt" kan finde alle, der har
behandlingskreevende B12-mangel, kan fastsla om disse patienter skal have livslang farmakologisk behandling
og som kan fglge behandlingsresponset.

Metoder

Arbejdsgruppen har holdt tre mgder, det fgrste den 9.5.2018 og det sidste 4.12.2018. Arbejdsgruppen har
supplerende arbejdet via mail.

Arbejdet bygger pa dataindsamling fra de enkelte regioner. Fokus er de hyppigst anvendte analyser, B12, MMA
og Hcy, men ogsa mere sjeldent anvendte analyser, holoTC, CobaSorb, B12-bindende proteiner og
autoantistoffer er inddraget.

De overordnede tal for 2015-2017 er hentet fra laboratoriernes analysestatistikker og laboratoriedatasystemer
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og omfatter totalt antal rekvirerede analyser.

Indbyggertal er hentet fra Danmarks Statistik (www.statistikbanken.dk/statbank5a/default.asp?w=1920).
Detaljeret dataindsamling fra Ho, Mi, Sy og No for B12, MMA og Hcy for aret 2017 er gennemfgrt via
anonymiserede udtraek fra laboratoriedatasystemer. For Sj har sadanne data ikke vaeret tilgaengelige. For en
reekke af talbehandlingerne er der alene anvendt fgrste udfgrte analyse pa den enkelte patient i 2017.

Kommenterede resultater

Information til brugerne og referenceintervaller

Information til brugerne viser i varierende grad intra- og interregionale forskelle. Arbejdsgruppen finder det
hensigtsmaessigt, at evt. tilpasning udskydes til der i samspil med andre kliniske selskaber er udarbejdet kliniske
retningslinjer.

Referenceintervaller og beslutningsgraenser for B12, MMA og Hcy viser mindre forskelle (tabel 2). Det skgnnes,
at referenceintervallerne med de nedenfor anfgrte forbehold umiddelbart kan samordnes. Beslutnings-
greenser, der i de enkelte regioner vil medfgre rad om yderligere analyser, skgnnes ikke at kunne ensrettes. Det
vil kraeve kliniske retningslinjer samt en lokal ”cost-effectiveness” overvejelse.

Rekvirerede analyser for B12, MMA og Hcy

Antal analyser udfgrt i de enkelte regioner i arene 2015-2017 er vist i tabel 3 og figur 1. Alene Region Mi har
rekvisitionen “B12 diagnostik”, der indebaerer at MMA automatisk udfgres for veerdier af B12, som ligger i
intervallet 125-250 pmol/L. Denne rekvisitionsform tegner sig for ca. halvdelen af de udfgrte B12-analyser i
regionen.

B12 rekvireres i 2017 i gennemsnit (min-max for regioner) 218 (170-318) pr. 1000 indbyggere. Tilsvarende tal
for MMA er 14 (8-22) og for Hcy 4 (2-6). Rekvisitioner for B12 viser svagt stigende tendens, for MMA bade
stigende og faldende tendens, medens Hcy viser faldende tendens for perioden 2015-17. Gentagne analyser pa
samme patient udggr ca. 25 % for B12 og ca. 15 % for MMA.



DSKB’s arbejdsgruppe — B12-relaterede analyser, 2018-19.

Tabel 2.

Referenceintervaller og (grdzone interval) for de hyppigste B12-relaterede analyser i danske regioner.

Region B12 pmol/L MMA-umol/L Bemaerkninger
Ho >200 <0.28
(140-200)
Mi 200-600 <0.29 B12 diagnostik: MMA males hvis
(125-250) (0.29-0.75) 125<B12<250 pmol/L
Sy MMA udfgres efter rekvisition alene hvis
130-700 <0,29 B12 har ligget mellem 125 og 250 pmol/L
indenfor de sidste 3 maneder
Sj 150-800* <0,29
(125-220) (0,29-0,75)
No 200-600 <0.29
(125-250) (0,29-0,75)
Bemaerkninger | Hgjere veerdier hos Behov for alders
2-10 arige** justering?

*Bgrn og unge op til 19 ar har andre selvstaendige referenceintervaller.

**Se ref. (17)

Tabel 3.

Rekuvisition og analyse af B12, MMA og Hcy i drene 2015-2017 i danske regioner.
Tal for rekvisitioner er angivet pr. 1000 indbyggere.

Rekvisitioner Ho Mi Sy Sj No Total
2015 100* 163 200 247 276 178
N 2016 186 169 212 274 306 214
@ 2017 182 170 226 283 318 218
Gent. %** 27 24 - 29
2015 7 27 Sxk* 12 16 13
g 2016 9 26 e 14 19 15
S 2017 8 22 5 kE* 14 20 14
Gent. %* 15 12 18
2015 5 9 2 9 3 6
> 2016 4 7 2 8 3 5
T 2017 2 6 2 6 3 4
Gent. %* 31 14 - 7
Indb. (2017), mio 1,81 1,31 1,22 1,22 0,59 5,76

* Rekvisitionstal omfatter ikke analyser udfgrt pa de praktiserende laegers laboratorium (KPLL). Disse analyser blev overtaget af

regionen i 2016.

** Angiver % af analyser, der stammer fra gentagne analyser udfgrt pa samme patient.

***Angiver antal, som er bestilt. Analysen udfgres dog alene for B12-veerdier i grazoneomradet (125-250 pmol/L) malt indenfor de

sidste 3 maneder.
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Figur 1.

Antal rekvisitioner for B12, MMA og Hcy i drene 2015-2017 fordelt pa danske regioner.

Tallene er angivet som rekvisitioner pr. 1000 indbyggere i regionen. Regionerne er benaevnt med: Ho: Hovedstaden, Mi: Midt, Sy: Syd,
Sj: Sjelland, No: Nord. For Mi er anfgrt bade totalt antal rekvirerede B12-analyser og den delmaengde, der er rekvireret som B12
diagnostik (B12 diag). @verst udviklingen over tid. Nederst rekvisitioner for 2017. For Sy er ikke alle rekvirerede analyser for MMA
udfert, se tabel 3.
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B12 og MMA. Fgrste analyse udf@rt pa patienten i 2017.

De efterfglgende figurer viser resultater for analyser renset for gentagne analyser pa samme patient i 2017 for
regionerne Ho, Mi, Sy og No. Alene resultater for B12 og MMA prasenteres, da den indledende gennemgang
af resultaterne viser, at Hcy anvendes langt sjeeldnere end de to gvrige og med markant flere rekvisitioner fra
hospitalssektoren. Det blev derfor konkluderet, at Hcy ikke alene anvendes til diagnostik af B12-mangel.
Fordelinger af B12 og MMA viser ikke stgrre variationer for de enkelte dataanalyser pa tveers af regioner. Der
vises derfor kun grafer for en enkelt region. Grafer for alle analyserede regioner kan ses i det supplerende
materiale.

Figur 2 og supplerende data til figur 2 viser fordeling af de opnaede resultater. Den understaende tabel viser tal
for de fire regioner. Der er forskel i antal personer pr. 1000 indbyggere, der kan klassificeres som havende B12-
mangel (B12<125 pmol/L og/eller MMA>0.75 umol/L). Da dette antal med rimelighed kan antages at veere det
samme pa tveers af regioner, setter fundet spgrgsmalstegn ved geeldende rekvisitionspraksis/tolkning af data.

Figur 3 viser distribution af veerdier fordelt pa alder, figur 4 fordelt pa kgn og figur 5 fordelt pa rekvirenter. Der
ses ikke for nogen af analyserne st@grre kgnsvariation eller stgrre forskel i veerdier for prgver rekvireret fra
praksis og hospital.



DSKB’s arbejdsgruppe — B12-relaterede analyser, 2018-19.

Figur 2.
Resultater for forst udfarte analyse for B12 og MMA i 2017 for Ho og fordeling af vaerdier for Ho, Mi, Sy, No.
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Figur 3.

Fordeling af opndede resultater som funktion af alder for Mi.

@verste figur viser antal rekvisitioner og nederste de opnaede resultater. Pa nederste figur viser boksen 25-75 %
intervallet og stregen viser 5-95 % intervallet. Skraveret omrade viser referenceintervallets graenser.
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Figur 4. Figur 5.
Kansfordeling af opndede resultater, Sy. Analyser fordelt pa rekvirent, No.
For figurforklaring se tekst til figur 3. HO: hospital, PR: primaer sektor. For
figurforklaring, se figur 3.
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B12-analysen rekvireres helt overvejende fra primaersektoren, udfgres hyppigere pa kvinder end pa maend og
hyppigst pa personer i 60-70 arsalderen.

Der ses relativt hgje vaerdier for gruppen 0-10 ar i overensstemmelse med publicerede vardier for CALIPER
bgrnereferenceintervallet (17) (som anbefales anvendt af arbejdsgruppe under DSKB og pa Sundhed.dk).
Desuden ses en stgrre spredning i vaerdier med stigende alder. Der ses ikke markante andringer i middelvaerdi
eller i nederste 5 % graense som funktion af alder. Den gzldende opfattelse, at B12-mangel ses hos op til 20 %
af +60-arige (1) finder vi ikke bekraeftet i vores data for B12. Dette til trods for at data stammer fra personer,

hvor det antageligt er stgrstedelen, som er mistaenkt for B12-mangel, hvorfor der forventeligt ville have vaeret
>20 % med nedsat B12 blandt de +60-arige.

Resultaterne for bgrn er yderligere opdelt i figur 6. Beregnet pa veerdier for Ho, Mi og No er 5-95 [10-90]

percentilerne 260-1000 [310-860] pmol/L (n=3.467). Referenceinterval pa Sundhed.dk er opgivet iht. ref (17)
som 1-10 ar: 209-1000 pmol/L.
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Figur 6.
Resultat- og aldersfordeling for B12 for bgrn 0-11 ar.
Baseret pa fgrst udfgrte analyse i 2017 for Ho, Mi og No (0-10 ar for No).

750 _
< 500 Ho+Mi+No
250
0
1400+
<,1000A
g
S 600+
200+ ‘ :
0 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Alder, 10 ars intervaller

MMA-analysen viser samme rekvisitions- og k@nsvariation som B12. Ogsa her ses spredning af vaerdier at stige
med alderen. Med alderen ses op til 25 % af veerdierne at ligge over den i dag anvendte referencegraense, bade
for en region med hgjt analysetal (Mi) og en region med lavt analysetal (Ho). Resultatet kan vare drevet af
patienter med nedsat nyrefunktion (medfgrer gget MMA) og af en langt snaevrere indikation for MMA end for
B12. Dette bgr naermere udredes, og der skgnnes at veere behov for at fa verificeret referenceintervallet og
dets mulige aldersafhaengighed.

B12-diagnostik. Fordeling af resultater for B12-diagnostik i Mi fremgar af figur 7 og supplerende tabel S1.
Korrelation mellem B12 og MMA er vist i supplerende figur S1-A. Det ses, at langt hovedparten af patienter
med MMA>0.75 umol/L har B12-veerdier <250 pmol/L.

Supplerende tabel S2 viser konsekvenserne for Ho ved indfgrelse af B12 diagnostik efter de samme
retningslinjer som i Mi.

2¢B12;;55/mma. Indekset inddrager udover B12 og MMA ogsa patientens alder. Indekset er udregnet som
beskrevet i reference (13) pa B12 diagnostik resultater fra Mi. Resultater er vist i figur 7 og supplerende tabel
S3. Sammenlignet med klassificering af B12-mangel pa baggrund af B12- og MMA-veaerdier viser 2cB12 flere
patienter med sveer (2cB12<-1,5) til moderat (2cB12-1,49- - -1,0) B12-mangel i gruppen med B12-vaerdier pa
125-225 pmol/L, men finder feerre patienter i disse to grupper hos patienter med B12>225 pmol/L. Faerre
patienter ender i grazoneomradet med mulig negativ B12-status (2cB12 — 0.99- -0,5) og flere patienter
klassificeres som havende en normal B12-status (2cB12>-0,5). | gruppen med B12 pa 250-600 findes ingen
patienter med 2cB12<-1,0.

Supplerende figur S1-B og S1- C viser sammenhang mellem B12 og 2cB12 samt MMA og 2cB12.

10



DSKB’s arbejdsgruppe — B12-relaterede analyser, 2018-19.

Figur 7.

B12 diagnostik og 2cB12g1:/mma

Figuren viser fordeling af plasma-MMA og 2cB12 for forskellige veerdier af B12 i intervallet mellem 125-600
pmol/L for fgrstegangsrekvisition af B12-diagnostik/samtidig B12 og MMA i Mi, 2017.

Rede tal over figuren angiver i gverste reekke antal patienter med MMA>0.75 pumol/L og i nederste reekke antal
patienter med 2cB12<-1,5/-1,49- -1,0 (regnes som svaer/moderat B12-mangel). 2cB12 -0.99- -0,5 regnes som
let B12-mangel, medens vaerdier >-0,5 forbindes med normal B12-status (13). Tal med hvidt angiver det totale
antal analyserede prgver indenfor de forskellige intervaller for B12. For gvrig forklaring henvises til tabel S1.

11
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De sjaeldent udfarte analyser

Tal for rekvisition af de mindre anvendte B12-relaterede analyser er samlet i tabel 4. De relaterer sig alle til
naermere udredning af patienter med diagnosticeret B12-mangel/uafklaret diagnose. En del af analyserne
udfg@res alene ved Aarhus Universitetshospital, der af Sundhedsstyrelsen er tildelt hgjt specialiseret funktion
indenfor B12-omradet.

Tabel 4.
Rekvisition af sjaeldne B12-relaterede analyser.
Absolutte tal for rekvisitioner er anfgrt.

2015 2016 2017 Analysesteder*
Anti parietal celler - - 1053 Ho, Mi,Sy, No
Anti intrinsic - - 1309 Ho, Mi, Sy, No
faktor
B12-bindende 186 204 150 Mi
proteiner (apoTC
og apoHC)
CobaSorb 95 76 59 Mi

-Analysetal kan ikke oplyses
*Autoantistoffer udfgres enten pa klinisk biokemisk eller klinisk immunologisk afdeling.

Afsluttende bemaerkninger

Naervaerende rapport kan fgrst og fremmest tjene som baggrund for udarbejdelse af kliniske retningslinjer for
B12-omradet i et samarbejde mellem DSKB og relevante andre kliniske selskaber. Nar sddanne retningslinjer
foreligger, vil der vaere behov for ensretninger af udbud og tolkning af de relevante analyser indenfor B12-
omradet pa tveers af regioner.

Parallelt med dette arbejde er der behov for projekter, der kan undersgge veerdien af indfgrelse af nyere
koncepter for udredning af patienter misteenkt for B12-mangel. Det drejer sig om brug af holoTC, indekset cB12
og B12-absorptionstesten CobaSorb.
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