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ABSTRACT

Apart from the still-discussed extra-skeletal effects, vitamin D plays a key role in calcium and phosphate homeostasis
and its deficiency is associated with bone disorders such as rickets, osteomalacia and the increased risk of osteoporotic
fractures. 25-hydroxy vitamin D (25-(OH)D) is the circulating metabolite commonly used as a marker of vitamin D
status. The aim of this document is to express, on the basis of the available guidelines, an Intersociety consensus on
how to report the values of the main marker of vitamin D status: 25-hydroxy vitamin D (25-(OH)D). The main points of
this proposal are: to use nmol/L as the measurement units, to measure the analyte at the end of winter/beginning of
summer, and to consider an analytical variability of +10%. In addition, the decision levels to be reported in the report
are agreed upon.
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INTRODUZIONE

| vitameri del gruppo D (genericamente definiti
vitamina D), rappresentati da colecalciferolo, calcifediolo,
1,25-diidrossi vitamina D, e D, (calcitriolo) e dalla forma
24,25-diidrossilata di colecalciferolo ed ergocalciferolo,
rivestono un ruolo fondamentale nell’'omeostasi di calcio
e fosfati, rivelandosi di conseguenza fondamentali per
il corretto metabolismo di tutti i tessuti dell’organismo.
Classicamente alla vitamina D viene attribuita una
funzione essenziale nei processi di mineralizzazione
ossea, testimoniata dall’associazione causale tra stati
carenziali e condizioni quali rachitismo, osteomalacia
e aumento del rischio di fratture osteoporotiche nella
popolazione adulta (1). Non possono inoltre essere
né confermate né escluse, sulla base delle evidenze
discordanti disponibili, possibili azioni positive extra
scheletriche della vitamina D a carico, ad esempio, dei
sistemi muscolare, immunitario e cardiovascolare e nella
mortalita per cancro (2,3).

Il problema della carenza di vitamina D € di notevole
rilevanza all'interno della popolazione italiana, in
considerazione delle gia citate implicazioni patologiche
e dell’elevata prevalenza di questa condizione: & stato
infatti evidenziato in piu studi come almeno meta della
popolazione italiana possa presentare valori ematici di
25-(OH)D inferiori a 50 nmol/L (4). Alla luce di questa
crescente consapevolezza, negli ultimi anni si & assistito
ad un aumento, spesso ingiustificato, non solo della
prescrizione di supplementazioni vitaminiche ma anche
delle misurazioni dei livelli sierici di 25-(OH)D totale
(comprendente le forme 25-idrossilate di vitamina
D, e D,). Questultima & attualmente considerata il
biomarcatore piu affidabile per la valutazione dello
status vitaminico D, nonostante un’importante variabilita
legata alle differenti metodiche disponibili (con bias fra
metodi che possono superare il 20%) e all'intrinseca
imprecisione in sé della misura, di cui spesso non si tiene
conto nellinterpretazione del referto.

Al fine di rendere piu appropriata sulla base delle
evidenze disponibili, la prescrizione delle misurazioni di
25-(OH)D e delle supplementazioni con colecalciferolo
e calcifediolo, la Societa Italiana dell’Osteoporosi, del
Metabolismo Minerale e delle Malattie dello Scheletro
(SIOMMMS) ha pubblicato nel 2022 le raccomandazioni
sulla gestione della carenza di vitamina D. Per la
popolazione generale sana, si considerano carenziali
valori di 25-(OH)D <25 nmol/L, insufficienti valori tra
25-50 nmol/L e ottimali valori tra 50 e 125 nmol/L.
Si distingue poi una categoria di pazienti a rischio di
ipovitaminosi D (I'elenco & presente nella Tabella 1) o che
necessita di terapia per I'osteoporosi, in cui si definiscono
carenziali valori di 25-(OH)D <25 nmol/L, insufficienti
valori compresi tra 25 e 75 nmol/L e ottimali valori tra
75 e 125 nmol/L. In questa seconda categoria di pazienti
non si raccomanda la determinazione basale dei valori
di 25-(OH)D, ma si richiede che vengano supplementati
a prescindere dal livello di partenza, in considerazione
dell’elevato rischio di ipovitaminosi o per garantire
I'efficacia della terapia anti-fratturativa e diminuirne le
complicanze come l'ipocalcemia (5).
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Alle Linee guida SIOMMMS ha fatto seguito, a
febbraio 2023, l'aggiornamento da parte dell’Agenzia
Italiana del Farmaco (AIFA) della Nota 96, relativa
alla rimborsabilita con il SSN dei supplementi a base
di vitamina D e introdotta per la prima volta nel 2019
con il dichiarato fine di migliorare I'appropriatezza
prescrittiva e ottimizzare la spesa sanitaria pubblica
in questambito. Sulla Nota 96 societa scientifiche
come SIBioC, SIOMMMS, ELAS ltalia e AME si erano
espresse con un documento inter-societario nel 2020
sottolineando criticita riscontrate nella pratica clinica
relative alle indicazioni alla determinazione della 25-(OH)
D e ai valori soglia da considerare per la rimborsabilita
della supplementazione vitaminica (6). Nella nuova
versione della Nota 96 si € mantenuta la distinzione
tra pazienti per i quali & garantita la rimborsabilita della
supplementazione con vitamina D indipendentemente
dalla determinazione dei livelli di 25-(OH)D (persone
istituzionalizzate, con gravi deficit motori o allettate al
domicilio, donne in gravidanza o allettamento, persone
affette da osteoporosi da qualsiasi causa non candidate
a terapia remineralizzante) e soggetti che hanno diritto
alla rimborsabilita solo in relazione ai livelli ematici di 25-
(OH)D. In questultima categoria si individuano diversi
valori soglia di intervento terapeutico:

- <30 nmol/L per persone sintomatiche o asintomatiche
per carenza di vitamina D;

- <50 nmol/L in pazienti in terapia di lunga durata con
farmaci interferenti con il metabolismo della vitamina D
o persone adulte affette da malassorbimento;

- <75nmol/L per pazienti con diagnosidiiperparatiroidismo
primitivo o secondario e in pazienti affetti da osteoporosi
da qualsiasi causa o altre osteopatie candidate a terapia
remineralizzante. Viene suggerito 112 nmol/L quale
valore soglia da non superare per il rischio di tossicita
da vitamina D (7).

Aparte il mantenere importanti divergenze con quanto
raccomandato nelle linee guida SIOMMMS 2022, la Nota
96 condiziona, in molte circostanze, la rimborsabilita
della supplementazione vitaminica alla misura dei livelli di
25-(OH)D, spingendo ad aumentare il gia elevato numero
di determinazioni oggi effettuate ed a considerare livelli
decisionali discutibili alla luce appunto delle evidenze
scientifiche disponibili che hanno portato alle recenti
raccomandazioni SIOMMMS in merito.

CONSIDERAZIONI TECNICHE INERENTI
LE METODICHE DI MISURA DELLA 25-(OH)
VITAMINA D

Siale Linee Guida SIOMMMS 2022 che la Nota AIFA96
indicano quale biomarcatore per la valutazione dello stato
vitaminico D i livelli ematici di 25-(OH) vitamina D totale,
comprendente le forme 25-idrossilate di colecalciferolo
(D,) ed ergocalciferolo (D,). Per la determinazione sono
disponibili metodi immunometrici, prevalentemente
automatizzati e maggiormente diffusi nei laboratori, e
metodi in spettrometria di massa (LC-MS). Entrambi
sono gravati da una significativa variabilita analitica che
dovrebbe essere considerata in fase di interpretazione
del referto. La variabilita analitica si riferisce sia alle
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variabilita, intra ed inter-saggio, proprie di uno specifico
metodo, ma soprattutto fra metodi diversi. Quest'ultimo
punto & di assoluta rilevanza per la comparabilita inter-
metodo ed inter-laboratorio dei risultati. Va inoltre tenuta
presente I'esistenza di una fisiologica variazione delle
concentrazioni di vitamina D nel tempo, legata anche
alla stagionalita. Tale variabilita pud, nell’arco di alcuni
mesi, superare il 30% (8). Per limitare la variabilita intra-
individuale, si ribadisce la raccomandazione, contenuta
anche nelle linee guida SIOMMMS 2022, di effettuare la
determinazione nel periodo di fine inverno-inizio estate
(5,9).

Nei saggi immunometrici il coefficiente di variazione
si attesta attorno al 4-7%. Il pretrattamento del campione,
necessario per separare la vitamina D dalla principale
proteina di legame (Vitamin D Binding Protein, VDBP),
€ uno dei fattori limitanti la precisione e I'accuratezza di
questi saggi, in considerazione sia delle diverse modalita
di estrazione tra metodi, che dei livelli variabili di VDBP (ad
esempio in gravidanza). | saggi immunometrici possono
inoltre avere difficolta a distinguere in modo equimolare
tra vitamina D, e D, o la forma 24,25-idrossilata della
vitamina D (10,11).

Per i saggi in spettrometria di massa il coefficiente
di variazione & di almeno 3-4%. Tra i principali fattori
che limitano la precisione e l'accuratezza di queste
metodiche vi € I'esistenza di sterecisomeri della 25-(OH)
vitamina D, tra cui il principale € I'epimero in C3, 3-epi-25-
(OH)D, presente soprattutto in eta pediatrica e dotato di
scarsa attivita biologica. Va inoltre considerato che il gel
separatore presente all'interno delle provette di prelievo
puo ostacolare il processo di ionizzazione delle molecole,
fondamentale per questa tipologia di saggi (11,12).

Allo scopo di valutare il grado di armonizzazione dei
diversi metodi disponibili e di certificare quelli dotati di
determinati livelli di accuratezza e precisione, il Center
for Disease Control and Prevention (CDC) ha istituito
il Vitamin D Standardization Program. Dai dati relativi
al 2022, si evidenzia come, pur avendo assistito a un
progressivo miglioramento nel corso degli anni, dal 30
al 60% delle misure raccolte presentino ancora bias
superiori a quelli previsti dal programma, con valori
mediamente compresi tra il 15 e il 20% e una migliore
prestazione analitica da parte dei saggi di spettrometria
di massa. Le imprecisioni, espresse come coefficiente
di variazione, oscillano invece tra il 4 e il 10%, senza
differenze significative tra i diversi metodi.

Al netto dei miglioramenti, esistono ancora differenze
significative tra le due tipologie di saggi disponibili per
la determinazione della 25-(OH)D. La spettrometria di
massa ha prestazioni superiori dal punto di vista della
esattezza della misura, mentre in quanto ad imprecisione
non sembra migliore degli altri metodi. Alla semplicita
d’'uso, velocita e grande capacita di lavoro dei saggi
immunometrici automatizzati si contrappone una migliore
esattezza di misura dei metodi in LC-MS/MS, perlomeno
quando non applicata su larga scala. Per le misure di
routine si pud quindi optare per 'immunometria, mentre
per specifiche necessita diagnostiche (ad esempio
rachitismo, osteomalacia, sospetta tossicita) sarebbe
preferibile optare per la spettrometria di massa.

All'inesattezza del rilevamento va ad aggiungersi,
quale ulteriore criticita relativa alla refertazione della
25-(OH)D, l'esistenza di due distinte unita di misura:
nmol/L, prevista dal Sistema Internazionale, e ng/mL,
storicamente diffusa nel nostro Paese. Le due unita di
misura sono spesso coesistenti all'interno del referto,
esponendo al rischio di errore nellinterpretazione del
dato. L'espressione della misura in nmol/L appare
comunque preferibile, sia per concordanza con quanto
espresso a livello internazionale, sia per una maggior
precisione della misura con i metodi immunometrici,
che possono misurare in modo non equimolare le forme
D, e D,, aventi pesi molecolari differenti. Va comunque
ricordata I'equazione per la conversione:

nmol/L=ng/mL x 2,5

CONSIDERAZIONI RIGUARDO LE INDICAZIONI
ALLA DETERMINAZIONE DELLA 25-(OH)
VITAMINA D

Negli ultimi 15 anni si & osservato un aumento
generalizzato in Italia, come nel resto del mondo, del
numero di determinazioni della 25-(OH)D, con alla base
prescrizioni spesso inappropriate, soprattutto legate a
ripetizioni evitabili della misura, e svincolate da valutazioni
dello stato di salute ossea (13). Dall'introduzione della
Nota 96, volta a regolamentare la rimborsabilita e, di fatto,
la prescrizione della supplementazione vitaminica ma
contenente anche indicazioni riguardo I'appropriatezza
della misura della vitamina D, non si hanno dati relativi
al’andamento delle prescrizioni delle determinazioni per
la 25-(OH)D in Italia.

La Nota AIFA 96 non raccomanda lo screening dei
livelli di 25-(OH)D nella popolazione generale, fornendo
pero indicazioni sulla supplementazione in caso di
riscontro occasionale di carenza di vitamina D in soggetti
asintomatici.

Con l'aggiornamento del febbraio 2023, AIFA ha
incluso i soggetti con gravi deficit motori e allettati al
domicilionellacategoriadipazientiarischiodiipovitaminosi
e, pertanto, con indicazione alla supplementazione a
prescindere dai livelli ematici di vitamina D; i restanti
soggetti appartenenti a questa categoria sono le persone
istituzionalizzate, le donne in gravidanza o allattamento,
i pazienti affetti da osteoporosi da qualsiasi causa non
candidati a terapia remineralizzante. La rimborsabilita
della supplementazione vitaminica viene invece
subordinata al riscontro di valori di 25-(OH)D inferiori
ad una determinata soglia negli individui in terapia con
farmaci interferenti con il metabolismo della vitamina D
o affetti da malassorbimento [25-(OH)D <50 nmol/L],
nei soggetti con diagnosi di iperparatiroidismo primitivo
0 secondario e nei pazienti affetti da osteoporosi da
qualsiasi causa o altre osteopatie candidati a terapia
remineralizzante [25-(OH)D <75 nmol/L].

Le linee guida SIOMMMS 2022 concordano con la
Nota 96 nel non raccomandare lo screening dei livelli di
25-(OH)D nella popolazione generale, in considerazione
della mancanza di evidenze di un rapporto costo/
beneficio favorevole (14,15).
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A differenza della Nota 96, nelle linee guida
SIOMMMS sono considerati soggetti a rischio di
ipovitaminosi D anche soggetti obesi, anziani, persone
con condizioni associate a ridotta esposizione solare,
individui in dieta vegana, pazienti affetti da anoressia
nervosa, insufficienza renale cronica, diabete mellito tipo
2, cancro, fibrosi cistica. In questa categoria di soggetti
(Tabella 1) la misura basale dei livelli di 25-(OH)D non
viene raccomandata poiché la supplementazione con
vitamina D é ritenuta mandatoria.

Le linee guida suggeriscono piuttosto di misurare i
livelli ematici di vitamina D quando indispensabile per la
gestione clinica del paziente, ad esempio per la diagnosi
differenziale o dopo aver iniziato la supplementazione
per accertare il raggiungimento di valori ematici ottimali a
distanza di 3-6 mesi. Le raccomandazioni espresse dalle
linee guida SIOMMMS derivano da revisioni sistematiche
in cui si evidenzia come la determinazione dei livelli basali
di 25-(OH)D nei soggetti a rischio di ipovitaminosi non
ha determinato alcun vantaggio né si & dimostrato utile
per la scelta della dose da supplementare o per ridurre
il rischio di tossicita da vitamina D, mostrando quindi un
rapporto costo/beneficio incerto (16-18). Studi recenti
hanno inoltre dimostrato la capacita di alcuni algoritmi
basati su dati clinico-anamnestici di predire con buona
sensibilita (78%) la presenza di severa ipovitaminosi
D [25-(OH)D <25nmol/L], fornendo ulteriori evidenze a
sostegno dell'inappropriatezza della misura basale dei
livelli di 25-(OH)D nei soggetti con fattori di rischio per
ipovitaminosi (19).

La determinazione basale dei livelli di 25-(OH)D e
invece raccomandata dalle linee guida SIOMMMS nei
pazienti con sospetto clinico di osteomalacia, ai fini della
conferma diagnostica e della diagnosi differenziale, ed
€ raccomandata anche una successiva ripetizione ad
almeno 3-6 mesi dall’avvio della supplementazione per
valutare la correzione del deficit vitaminico, interrompendo
il monitoraggio ematochimico una volta raggiunti livelli
di 25-(OH)D >75 nmol/L. La valutazione, basale e
con controlli periodici successivi, dei livelli ematici di
vitamina D €& anche indicata nei pazienti con diagnosi o
sospetto di iperparatiroidismo primitivo, sia ai fini della
diagnosi differenziale che per valutare I'opportunita e
I'adeguatezza della supplementazione vitaminica (20).

Tabella 1

Nei soggetti che devono iniziare terapie con farmaci
per la prevenzione primaria o secondaria delle fratture
osteoporotiche e nei pazienti con altre malattie del
metabolismo minerale e scheletrico, le linee guida
SIOMMMS 2022 non raccomandano la valutazione
basale dei livelli di 25-(OH)D, essendo anche in questo
caso la supplementazione con vitamina D mandatoria. Per
qualsiasi farmaco utilizzato per la terapia anti-fratturativa,
I'efficacia allinterno dei trials clinici & stata valutata
prevedendone 'associazione con la supplementazione di
vitamina D; nella pratica clinica, per garantire ai pazienti
un’efficacia terapeutica almeno analoga a quella ottenuta
nei trial clinici, € quindi indispensabile affiancare alla
terapia anti-fratturativa un’adeguata supplementazione
vitaminica, a prescindere dai valori di 25-(OH)D
basali (21,22). Anche in questo caso, coerentemente
con quanto suggerito nei pazienti con condizioni a
rischio di ipovitaminosi D, le linee guida suggeriscono
piuttosto una determinazione successiva all’avvio della
supplementazione per verificare il raggiungimento di
livelli ottimali di 25-(OH)D.

Come gia espresso nel documento congiunto SIBioC-
SIOMMMS-ELAS-AME pubblicato nel 2020 (6), bisogna
considerare come I'aspecificita e 'elevata prevalenzanella
popolazione adulta dei sintomi attribuibili a ipovitaminosi
D riportati nella Nota 96 potrebbero comportare, in linea
con le indicazioni fornite da AIFA, uno sproporzionato e
inappropriato aumento delle misurazioni della 25-(OH)D
nella popolazione generale.

Appare inoltre evidente come la Nota AIFA 96, oltre
a non includere ancora numerose categorie di pazienti a
rischio di ipovitaminosi D, suggerisca la valutazione dei
livelli di 25-(OH)D in soggetti o in circostanze (ad esempio
livelli basali nei pazienti a rischio di ipovitaminosi D) in
cui questa risulta quantomeno di dubbia utilita clinica,
trattandosi di pazienti che dovrebbero avere indicazione
alla supplementazione vitaminica a prescindere dai valori
ematici di vitamina D. Paradigmatico in questo senso ¢ il
caso dei pazienti candidati a terapia antifratturativa, in cui
la Nota 96, vincolando la supplementazione vitaminica
alla presenza di livelli di 25-(OH)D <75 nmol/L, si pone
in contrasto con i contenuti della Nota AIFA 79, in cui
si specifica che prima di avviare qualsiasi terapia anti-
fratturativa &€ raccomandato un adeguato apporto di

Popolazioni/condizioni a rischio di ipovitaminosi D (linee guida SIOMMMS 2022)

- Anziani (eta 275 anni)

- Soggetti istituzionalizzati o condizioni associate ad un’esposizione solare inadeguata

- Obesita

- Gravidanza e allattamento

- Malattie metaboliche delle ossa e altri disturbi dello scheletro
- Dieta vegana

- Anoressia nervosa

- Insufficienza renale cronica

- Cancro (in particolare mammella, prostata, colon)

- Diabete mellito di tipo 2

- Malassorbimento intestinale e chirurgia bariatrica

- Farmaci che interferiscono con I'assorbimento p il metabolismo epatico della vitamina D (antiepilettici, glucocorticoidi, farmaci

antiretrovirali per AIDS, agenti antimicotici, colestiramina)
- Fibrosi cistica
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calcio e vitamina D, ricorrendo alle supplementazioni ove
dieta ed esposizione solare fossero inadeguati, senza
menzione di determinazione ematica (23). Le indicazioni
sulla misura della 25-(OH)D contenute nella Nota AIFA 96
si traducono quindi da un lato nel rischio di un incremento
di prescrizioni inappropriate di determinazioni della
25-(OH)D sia per la valutazione iniziale che per il
monitoraggio, con conseguente aumento della spesa
sanitaria pubblica, dall’altro nella riduzione dell’'opportuna
e raccomandata prescrizione della supplementazione
vitaminica in soggetti in cui essa andrebbe invece
garantita, esponendo i pazienti al rischio di inappropriate
sospensioni del farmaco (24).

CONSIDERAZIONI IN MERITO AGLI NTERVALLI
DI RIFERIMENTO DELLA 25-(OH) VITAMINA D

L'aggiornamento di febbraio 2023 della Nota AIFA 96
ha portato ad un cambiamento dei livelli decisionali per
la rimborsabilita della supplementazione con vitamina
D rispetto alla prima versione del 2019, suddividendoli
in 3 livelli (<30 nmol/L, <50 nmol/L e <75 nmol/L, come
descritto sopra) (7).

Andando ad analizzare i contenuti delle linee guida
sulla carenza di vitamina D delle principali societa
scientifiche internazionali, si evidenzia un generale
consenso nel ritenere valori di 25-(OH)D <30 nmol/L
indicativi di osteomalacia e quindi della necessita di una
supplementazione vitaminica. Un discreto consenso €&
anche rilevabile nel ritenere ottimali valori di 25-(OH)D
>75nmol/L, mentre visono divergenze sull'interpretazione
e gestione dei pazienti con livelli di 25-(OH)D compresi tra
30 e 75 nmol/L, allinterno dei quali in Italia & compresa
una frazione importante della popolazione adulta (35%)
e anziana (36%) (4,25).

Le evidenze a sostegno della definizione di livelli
ematici di vitamina D al di sotto dei quali avviare la
supplementazione vitaminica derivano principalmente da
studi che hanno correlato i valori di 25-(OH)D a diversi
esiti legati alla presenza di fragilita scheletrica o di
iperparatiroidismo secondario.

In uno studio trasversale post-mortem coinvolgente
675 soggetti in cui erano state escluse cause di
osteoporosi secondaria, si & evidenziato come solo per
valori di 25-(OH)D >75 nmol/L non vi sia alcun paziente
con aspetti istologici compatibili con osteomalacia alla
biopsia ossea della cresta iliaca. Viene tuttavia segnalato
come gia per valori di 25-(OH)D >50 nmol/L solamente
il 3% dei pazienti presenti caratteristiche istologiche di
osteomalacia (26).

Alcuni lavori hanno invece cercato di valutare
'andamento dei valori di PTH circolante in relazione
ai livelli di 25-(OH)D, rilevando la comparsa di
iperparatiroidismo secondario per valori di 25-(OH)D
<75-87 nmol/L suggerendo tale livello come limite di
normalita (27,28). Come dimostrato dagli studi di Adami
e Valcour, la curva dei livelli di PTH in relazione alla
25-(OH)D é tuttavia dipendente dall’apporto di calcio
e dalleta del paziente, che influenza l'efficienza dei
processi di assorbimento intestinale e la funzione renale,
per cui diventa difficile stabilire un valore soglia universale

di 25-(OH)D in base all’elevazione del PTH (28,29).

Da un punto di vista decisionale si ritiene piu
attendibile valutare I'associazione tra livelli di vitamina D
ed esiti scheletrici come ad esempio 'aumento del rischio
di fratture.

Studi prospettici hanno riscontrato un aumento
significativo del rischio di fratture per valori di 25-(OH)D

<50 nmol/L nelle pazienti in menopausa e anziane
(30,31). Coerentemente con questi risultati, una meta-
analisi del 2017 comprendente solo studi prospettici ha
dimostrato un incremento del rischio di frattura di femore
per valori di 25-(OH)D <60 nmol/L (32). Sempre per valori
di 25-(OH)D <50-62 nmol/L sono stati riscontrati anche
un aumento nel rischio di caduta e un peggioramento
in alcuni parametri di funzionalita degli arti inferiori
(33,34). Controintuitivamente, numerosi studi non
hanno osservato un miglioramento degli esiti di fragilita
scheletrica con 'aumentare dei livelli di 25-(OH)D al di
sopra dei 50-62 nmol/L (35-37).

Vi sono poi categorie di pazienti in cui la
supplementazione con vitamina D ha evidenziato effetti
benefici a prescindere dai valori basali di 25-(OH)D. Inuna
recente revisione delle metanalisi si &€ evidenziato come
la supplementazione di calcio e vitamina D nei pazienti
istituzionalizzati sia in grado di ridurre il rischio globale
di fratture e il rischio per fratture di femore, fornendo un
razionale per la supplementazione a prescindere dai
valori basali e quindi dalla determinazione laboratoristica
della 25-(OH)D in questa categoria di soggetti (38).

Nei pazienti affetti da osteoporosi da qualsiasi
causa in terapia anti-fratturativa la supplementazione
con vitamina D & necessaria poiché tutti gli studi clinici
registrativi (RCT) hanno previsto I'associazione con
supplementazione vitaminica. Nella maggioranza di
questi RCT la valutazione di laboratorio basale della
25-(OH)D non veniva fatta (22). Inoltre, per coloro che
sono in trattamento con farmaci per la riduzione del
rischio di frattura, alcuni lavori hanno riscontrato come
valori di 25-(OH)D, <75 nmol/L, possano rappresentare
un importante determinante dell'insuccesso della terapia
stessa con comparsa di fratture (21,39). La mancata
supplementazione con vitamina D e calcio nei pazienti
con fratture da fragilita in terapia remineralizzante & stata
associata non solo con un aumentato rischio di rifrattura
ma anche ad un incremento della mortalita per tutte le
cause (40).

CONSIDERAZIONI IN MERITO Al LIVELLI DI
SICUREZZA PER LA 25-(OH)D

Nella Nota AIFA 96 sifa riferimento a due studi secondo
i quali esisterebbe un andamento “a U” nella curva che
mette in rapporto i livelli di 25-(OH)D e lincidenza di
eventi avversi (compresa la mortalita), con valori di
25-(OH)D >112 nmol/L associati a un aumentato
rischio di tali eventi (41). Studi piu recenti hanno
invece documentato una progressiva riduzione della
mortalita al crescere dei livelli di 25-(OH)D fino a circa
50 nmol/L, con un successivo appiattimento della curva
fino a valori ematici di 125 nmol/L, senza individuare
allinterno di questo intervallo un valore soglia associato
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ad un progressivo incremento del rischio di morte, anche
valutando la mortalita per diverse cause (42-44). La
gran parte degli studi di valutazione degli effetti avversi
della vitamina D é stata fatta ponendo in relazione tali
risultati con la dose di supplementazione anziché con
i livelli di 25-(OH)D, per cui risulta difficile stabilire in
maniera univoca un limite di sicurezza per la 25-(OH)D.
In un recente studio prospettico per valutare gli effetti di
diversi regimi per la supplementazione di vitamina D, non
& stato riscontrato alcun aumento nel rischio di cadute,
eventi avversi, ipercalcemia o alterazioni dei parametri
di turn-over osseo per valori ematici di vitamina D
fino a 150 nmol/L (45). In uno studio longitudinale per
valutare gli effetti di diverse dosi di vitamina D in pazienti
ospedalizzati, sono stati segnalati nella maggior parte
della popolazione in studio livelli di 25-(OH)D compresi
tra 100 e 200 nmol/L senza rilevare alterazioni della
calcemia (46).

La Nota AIFA 96 segnala inoltre una presunta
associazione tra elevati livelli di vitamina D (>100 nmol/L)
e aumentato rischio di carcinoma prostatico e pancreatico
(7). | dati del recente studio VITAL mostrano invece una
riduzione del rischio di incidenza di neoplasia metastatica
o di mortalita per neoplasia di qualsiasi origine per valori
di 25-(OH)D >100 nmol/L (47). Altri studi hanno inoltre
segnalato come alcuni esiti extra-scheletrici favorevoli
(tra cui riduzione del rischio cardiovascolare, riduzione
della mortalita per tutte le cause, riduzione del rischio
di patologie auto-immuni) siano associati a livelli di 25-
(OH)D >100 nmol/L, anche se le evidenze in questo
ambito non sono definitive (2). Si ritiene pertanto, in base
alle evidenze, che i livelli “accettabili” e anzi in alcune
condizioni “auspicabili”, siano decisamente superiori a
quelli suggeriti dalla attuale versione della Nota 96, e si
possa considerare clinicamente sicuro, oltre che utile, un
valore di 25-(OH)D fino a circa 125 nmol/L, oltre il quale
non vi sono sicure evidenze di un vantaggio clinico

E comunque importante ricordare che la tossicita
della vitamina D & associata ai livelli di 1,25-(OH),D di
cui la concentrazione misurata di 25-(OH)D & un indice.
Pertanto, allo stato attuale delle conoscenze, il limite
superiore del range di riferimento non & indicazione
di un rischio diretto di tossicita ma, piuttosto, un livello
di ragionevole sicurezza che se superato, in talune
situazioni, puo associarsi ad un potenziale rischio di
tossicita.

DEFINIZIONE DELLO STATO VITAMINICO D IN
BASE ALLE LINEE GUIDA SIOMMMS 2022

Alla luce delle evidenze sopra esposte, le linee guida
SIOMMMS 2022 vanno a definire lo stato vitaminico in
relazione ai livelli di 25-(OH)D distinguendo due categorie
di pazienti (19):

- nella popolazione generale sana si considerano carenti
livelli di 25-(OH)D <30 nmol/L, insufficienti valori
<50 nmol/L, mentre viene definita come ottimale la
fascia compresa tra 50 e 125 nmol/L;

- nella popolazione a rischio di ipovitaminosi D (Tabella
1) o che necessita di terapia per osteoporosi si
considerano carenti livelli di 25-(OH)D <30 nmol/L,
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insufficienti valori <75 nmol/L, mentre & ritenuta ottimale

la fascia compresa tra 75 e 125 nmol/L;
- vengono, cautelativamente, ritenuti sicuri valori di

25-(OH)D fino a 125 nmol/L.

Sebbene sia evidente e apprezzabile I'avvicinamento

di AIFA che le rende per alcuni aspetti piu in linea con
le linee guida SIOMMMS 2022, le divergenze che
permangono riguardo le soglie di supplementazione
e i valori di tossicita determinano nella pratica
clinica problemi di inappropriata sospensione della
supplementazione vitaminica, in  considerazione
anche dell'attuale modalita di refertazione dei livelli di
25-(OH)D, che nella maggior parte dei laboratori prevede
l'indicazione di valori 250 nmol/L quali “normali” senza
distinzione tra categorie di pazienti. Questo si verifica
soprattutto per i pazienti in terapia remineralizzante
secondo Nota 79, in cui spesso si assiste alla erronea
sospensione della supplementazione con vitamina D in
presenza di valori ottimali di 25-(OH)D, che & necessario
garantire per almeno tutta la durata del trattamento anti-
fratturativo. Va inoltre segnalato come AIFA attribuisca
ad alcune categorie di pazienti evidentemente a rischio
di ipovitaminosi, quali coloro in trattamento con farmaci
interferenti con il metabolismo della vitamina D e pazienti
affetti da malassorbimento, livelli ottimali di 25-(OH)D
inferiori rispetto a quanto raccomandato dalle linee guida.
Come gia segnalato nel 2022, il calo osservato da AIFA
nei consumi di supplementazioni con vitamina D dopo
l'introduzione della Nota 96 potrebbe non coincidere con
un miglioramento dell’appropriatezza prescrittiva ma con
un suo peggioramento, e i contenuti dell’aggiornamento
di febbraio 2023 non appaiono in grado di invertire questa
tendenza (24).

PROPOSTE RELATIVE ALLA REFERTAZIONE
DI LABORATORIO

Sulla base delle considerazioni sopra esposte, il
board ha discusso la possibilita di adattare la refertazione
del laboratorio in merito ai livelli di 25-(OH)D, gia definite
nel documento congiunto del 2020 (6), anche al fine di
armonizzarlo con quanto espresso nelle recenti linee
guida SIOMMMS 2022 (19). Si e cercato inoltre di
suggerire una refertazione che fosse allo stesso tempo di
facile interpretazione da parte del clinico e del paziente.
- Un primo elemento di consensus & quello di unificare

le unita di misura con cui viene espresso il livello
di vitamina D circolante. Spesso I'espressione in
ng/mL e/o nmol/L (talvolta presenti entrambi nello stesso
referto) espone ad una erronea interpretazione del dato.
Il board concordemente suggerisce quale modalita di
refertazione ottimale I'espressione del valore di25-(OH)D
in “nmol/L”, in quanto ritenuta l'unita di misura piu
corretta metrologicamente e in concordanza con quanto
espresso a livello internazionale. Si ricorda che la
conversione da ng/ml a nmol/L si ottiene moltiplicando il
valore in ng/mL x 2,5;

- il board conferma che, in considerazione delle
oscillazioni fisiologiche dei valori di vitamina D legati
alla stagionalita, in un soggetto con uno stile di vita
normale il momento migliore per la valutazione dello
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stato vitaminico D ¢ la fine dell’inverno/inizio dell’estate.
- il board sottolinea a questo riguardo come vi sia una
discreta variabilita intra e inter-metodo legato alle
metodiche utilizzate, soprattutto per le determinazioni
effettuate in laboratori utilizzanti sistemi differenti.
Da un punto di vista pratico si suggerisce di
considerare una variazione analitica di almeno il 10%
nellinterpretazione delle determinazioni di 25-(OH)D,
con la raccomandazione perd di utilizzare lo stesso
metodo nei successivi eventuali controlli;
per quanto riguarda la modalitad di refertazione, si
conferma l'indicazione di esprimere nel referto non un
intervallo di normalita, al di sopra del quale & possibile
si verifichino inappropriate sospensioni terapeutiche,
ma valori decisionali. A modifica delle indicazioni del
Documento inter-societario 2020, i livelli decisionali
concordati sono i seguenti:

- viene proposto un valore di 25-(OH)D <30 nmol/L
(12 ng/mL) come indicativo di “carenza”, per
permettere di identificare una classe di soggetti con
alta probabilita di essere affetti da osteomalacia in
caso di valori protratti nel tempo. Questo valore &
universalmente definito come corrispondente ad una
grave carenza di vitamina D e dotato di un elevato
valore predittivo per la diagnosi di osteomalacia;
per la popolazione generale, ovvero non affetta dalle
condizioni presenti nella Tabella 1, viene definito un
intervallo di valori di 25-(OH)D tra 30 e 50 nmol/L
(12-20 ng/mL) per identificare quei soggetti che
andrebbero supplementati, in quanto valori in questo
intervallo sono associati a un aumentato rischio di
fratture, diincidenza di patologie infettive, neoplasie e
mortalita cardiovascolare. Questi soggettiandrebbero
supplementati fino ad un livello di almeno 50 nmol/L
(20 ng/mL);
viene definita per la popolazione generale una
condizione di adeguatezza per valori di 25-(OH)D
250 nmol/L (20 ng/mL), che non da quindi indicazione
ad una supplementazione;

per i soggetti affetti da osteoporosi o che sono
in condizioni che tipicamente si associano ad
ipovitaminosi D con possibile alterazione della
mineralizzazione (Tabella 1) viene definito come
ottimale un intervallo di valori di 25-(OH)D compreso
tra 75 e 125 nmol/L (30-50 ng/mL), in quanto
allinterno di questo intervallo ci si attende il massimo
livello di efficacia delle terapia per la riduzione
del rischio di fratture da fragilita o alterazioni del
metabolismo minerale;
il limite di 125 nmol/L (50 ng/ml) viene segnalato
non come valore di sicurezza o tossicita ma in
quanto gran parte degli effetti benefici scheletrici
e forse extra scheletrici non sembrano migliorare
ulteriormente in maniera significativa oltre a questo
valore. Viene considerato invece in eccesso e quindi
non fisiologico un valore di 25-(OH)D >250 nmol/L
(100 ng/mL) (1,48,49).

In conclusione, si suggerisce di predisporre il referto sui
livelli decisionali di vitamina D come segue:

Valore di 25-(OH)D Livelli decisionali da riportare nel referto
(nmol/L)

<30 Carenza
30-50 Insufficienza
>50 Adeguatezza

(e opportuno non superare 250 nmol/L)

75-125 Valore ottimale in pazienti affetti da
osteoporosi o condizioni a rischio di

ipovitaminosi D
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ABSTRACT

Apart from the still-discussed extra-skeletal effects, vitamin D plays a key role in calcium and phosphate homeostasis
and its deficiency is associated with bone disorders such as rickets, osteomalacia and the increased risk of osteoporotic
fractures. 25-hydroxy vitamin D [25-(OH)D] is the circulating metabolite commonly used as a marker of vitamin D
status.The aim of this document is to express, on the basis of the available guidelines, an Intersociety consensus on
how to report the values of the main marker of vitamin D status: 25-hydroxy vitamin D [25-(OH)D]. The main points of
this proposal are: to use nmol/L as the measurement units, to measure the analyte at the end of winter/beginning of
summer, and to consider an analytical variability of +10%. In addition, the decision levels to be reported in the report
are agreed upon.
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INTRODUCTION

D vitamers (generically referred to as vitamin D),
represented by cholecalciferol, calcifediol, 1,25-dihydroxy
vitamin D, and D, (calcitriol) and the 24,25-dihydroxy
form of cholecalciferol and ergocalciferol, play a key
role in calcium and phosphate homeostasis and are
therefore essential for the proper metabolism of all body
tissues. Classically, vitamin D is attributed an essential
function in bone mineralisation processes, evidenced by
the causal association between deficiency states and
conditions such as rickets, osteomalacia and increased
risk of osteoporotic fractures in the adult population
(1). Moreover, possible extra-skeletal positive effects of
vitamin D on, for example, the muscular, immune and
cardiovascular systems and cancer mortality cannot
be confirmed or ruled out on the basis of the available
conflicting evidence (2,3).

The issue of vitamin D deficiency is of considerable
relevance within the lItalian population, in view of the
aforementioned pathological implications and the high
prevalence of this condition: in fact, it has been shown in
several studies that at least half of the Italian population
may have blood values of 25-(OH)D <50 nmol/L (4).
In the light of this growing awareness, recent years
have seen an often unjustified increase not only in the
prescription of vitamin D supplementation but also in the
measurement of serum levels of total 25-(OH)D (including
the 25-hydroxy forms of vitamin D, and D,). The latter
is currently considered the most reliable biomarker
for assessing vitamin D status, despite an important
variability linked to the different methods available (with
bias between methods that can exceed 20%) and the
inherent imprecision of the measurement itself, which
is often not taken into account when interpreting the
laboratory report.

In order to make the prescription of 25-(OH)D
measurements and supplementation with cholecalciferol
and calcifediol more appropriate on the basis of the
available evidence, the ltalian Society of Osteoporosis,
Mineral Metabolism and Skeletal Diseases (SIOMMMS)
published recommendations on the management of
vitamin D deficiency in 2022. For the general healthy
population, values of 25-(OH)D <25 nmol/L were
considered as deficient, values between 25-50 nmol/L
as insufficient and values between 50 and 125 nmol/L
as optimal. Population groups and conditions at risk of
hypovitaminosis D are listed in Table 1; those in need of
treatment for osteoporosis can be distinguished, on the
basis of the values indicated above. In patients at risk
of hypovitaminosis D, the baseline determination of 25-
(OH)D values is not recommended, but they are required
to be supplemented irrespective of the baseline level,
in view of the high risk of hypovitaminosis or to ensure
the effectiveness of anti-fracture therapy and to reduce
complications such as hypocalcaemia (5).

The SIOMMMS Guidelines were followed, in February
2023, by the updating by the Italian Drug Agency (AIFA)
Nota 96, concerning the refundability by the National
Health System (SSN) of vitamin D supplements, and
introduced for the first time in 2019, with the declared aim
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of improving prescriptive appropriateness and optimising
public health expenditure in this area. A number of
scientific societies (SIBioC, SIOMMMS, ELAS ltalia and
AME) had expressed their opinion about the Nota 96, in
an inter-society document in 2020, underlining critical
issues encountered in clinical practice concerning the
indications for the determination of 25-(OH)D and the
threshold values to be considered for the refundability
of vitamin supplementation (6). The new version of
Nota 96 maintains the distinction between patients for
whom the refundability of vitamin D supplementation
is guaranteed irrespective of the determination of
25-(OH)D levels (institutionalised persons, persons
with severe motor deficits or those bedridden at home,
pregnant or bedridden women, persons suffering from
osteoporosis from any cause who are not candidates
for remineralising therapy) and subjects who are only
entitled to refundability in relation to blood levels of
25-(OH)D. In the latter category, different threshold
values for therapeutic intervention are identified:

- <30 nmol/L for people who are symptomatic or
asymptomatic due to vitamin D deficiency;

- <50 nmol/L in patients on long-term therapy with drugs
interfering with vitamin D metabolism or adults suffering
from malabsorption;

- <75 nmol/L in patients diagnosed with primary or
secondary hyperparathyroidism and in patients with
osteoporosis from any cause or other bone disorders
who are candidates for remineralising therapy.
112 nmol/L is suggested as a threshold value not to be
exceeded because of the risk of vitamin D toxicity (7).

Apart from maintaining important divergences with
what is recommended in the SIOMMMS 2022 guidelines,

Nota 96 rules, in many circumstances, the refundability

of vitamin supplementation on the measurement of

25-(OH)D levels, prompting an increase in an already
high number of determinations made today and to
consider ‘decision-making’ levels questionable, in light
of the available scientific evidence that led to the recent
SIOMMMS recommendations on the topic.

LABORATORY DIAGNOSTICS

Technical considerations regarding the
analytical methods

Both the SIOMMMS Guidelines 2022 and the AIFA
Nota 96 indicate blood levels of total 25-(OH) vitamin D,
including the 25-hydroxy forms of cholecalciferol (D,) and
ergocalciferol (D,), as biomarkers for the assessment
of vitamin D status. Immunometric methods, which are
mainly automated and most widely used in laboratories,
and mass spectrometry methods (LC-MS) are available for
determination. Both are burdened by significant analytical
variability that should be considered when interpreting
the laboratory report. Analytical variability refers to both
the intra- and inter-assay variability within a specific test,
and especially between different tests. The latter point is
of absolute importance for inter-test and inter-laboratory
comparability of results. It should also be borne in
mind that there is a physiological variation in vitamin D
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concentrations over time, also related to seasonality. This
variability can, over a period of several months, exceed
30% (8). To limit intra-individual variability, we reiterate
the recommendation, also contained in the SIOMMMS
2022 guidelines, to carry out the determination in the late
winter-early summer period (5,9).

Inimmunoassays, the coefficient of variation is around
4-7%. Sample pre-treatment, which is necessary to
separate vitamin D from the main binding protein (Vitamin
D Binding Protein, VDBP), is one of the limiting factors
for the precision and accuracy of these assays, in view
of both the different extraction methods of the different
assays and the varying levels of VDBP (e.g., during
pregnancy). Immunoassays may also have difficulty
distinguishing equimolarly between vitamin D, and D, or
the 24,25-hydroxylated form of vitamin D (10,11).

For mass spectrometry assays, the coefficient of
variation is at least 3-4%. Among the main factors
limiting the precision and accuracy of these methods
is the existence of stereoisomers of 25-(OH) vitamin
D, the main one being the C3 epimer, 3-epi-25-(OH)D,
which is mainly present in paediatric age and has little
biological activity. It should also be borne in mind that the
separating gel inside the sample tubes may hinder the
ionisation process of the molecules, which is essential for
this type of assay (11,12).

In order to assess the degree of harmonisation of
the different methods available and to certify those with
specific levels of accuracy and precision, the Center
for Disease Control and Prevention (CDC) established
the Vitamin D Standardisation Program. The data for
2022 show that, although there has been a gradual
improvement over the years, between 30 and 60 per
cent of the measurements collected still show biases
higher than those envisaged by the programme, with
values averaging between 15 and 20 per cent, with
mass spectrometry assays performing better. In contrast,
inaccuracies, expressed as a coefficient of variation,
range between 4 and 10%, with no significant differences
between the various methods.

Notwithstanding the improvements, there are still
significant differences between the two types of assays
available for the 25-(OH)D assay. Mass spectrometry
performs better from the point of view of measurement
accuracy, while in terms of imprecision it does not appear
to be better than the other methods. The ease of use,
speed and high throughput of automated immunoassays
is contrasted by the better measurement accuracy of LC-
MS/MS methods, at least when not applied on a large
scale. For routine measurements one can therefore opt
for immunometry, while for specific diagnostic needs
(e.g. rickets, osteomalacia, suspected toxicity) it would
be preferable to opt for mass spectrometry.

The use of two distinct units of measurement, nmol/L,
provided for by the International System, and ng/mL,
historically widespread in ltaly, further complicate the
issue, increasing the level of inaccuracy. The two units
of measurement often co-exist within the single report,
making the interpretation of the data risky. The expression
of the measurement in nmol/L appears preferable in
any case, both for concordance with what is expressed

internationally, and for greater measurement accuracy
with immunometric methods, which can measure the D,
and D, forms, which have different molecular weights,
in a non-equimolar manner. However, the equation for
conversion must be remembered:

nmol/L=ng/mL x 2.5

Considerations regarding the indications for
the determination of 25-(OH) Vitamin D

Over the last 15 years, a generalised increase has
been observed in Italy, as in the rest of the world, in
the number of tests for the determination of 25-(OH)
D, with often inappropriate prescriptions, mainly due
to avoidable repetitions of the measurement, and
disconnected from assessments of bone health status
(13). Since the introduction of Nota 96, which is intended
to regulate the refundability and, in fact, the prescription
of vitamin supplementation but also containing indications
regarding the appropriateness of the determination of
vitamin D, there is no data on the trend of 25-(OH)D test
prescriptions in Italy.

AIFA Nota 96 does not recommend screening for 25-
(OH)D levels in the general population, but does provide
guidance on supplementation in the case of occasional
detection of vitamin D deficiency in asymptomatic
individuals.

With the update of February 2023, AIFA has included
subjects with severe motor deficits and bedridden at home
in the category of patients at risk of hypovitaminosis and,
therefore, with indication for supplementation regardless
of blood levels of vitamin D; the remaining subjects
belonging to this category are institutionalised persons,
pregnant or lactating women, and patients suffering from
osteoporosis from any cause who are not candidates for
remineralising therapy. On the other hand, the refundability
of vitamin supplementation is subject to the detection of
25-(OH)D values below a certain threshold in individuals
undergoing therapy with drugs interfering with vitamin D
metabolism or suffering from malabsorption [25-(OH)D

<50 nmol/L], in individuals diagnosed with primary or
secondary hyperparathyroidism, and in patients suffering
from osteoporosis from any cause or other osteopathic
diseases who are candidates for remineralising therapy
[25-(OH)D <75 nmol/L].

The SIOMMMS 2022 guidelines agree with Nota 96
in not recommending screening for 25-(OH)D levels in
the general population due to the lack of evidence of a
favourable cost-benefit ratio (14,15).

In contrast to Nota 96, in the SIOMMMS guidelines
obese individuals, elderly people, people with conditions
associated with reduced sun exposure, individuals on
a vegan diet, patients suffering from anorexia nervosa,
chronic renal failure, diabetes mellitus type 2, cancer,
and cystic fibrosis are also considered to be at risk for
hypovitaminosis D. In these categories of subjects
(Table 1), baseline measurement of 25-(OH)D levels
is not recommended as vitamin D supplementation is
considered mandatory.
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Table 1

Populations/conditions at risk of hypovitaminosis D (SIOMMMS 2022 guidelines)

- Elderly (age 275 years)

- Institutionalised subjects or conditions associated with inadequate sun exposure

- Obesity

- Pregnancy and lactation

- Metabolic bone diseases and other skeletal disorders
- Vegan diet

- Anorexia nervosa

- Chronic renal failure

- Cancer (especially breast, prostate, colon)

- Type 2 diabetes mellitus

- Intestinal malabsorption and bariatric surgery

- Drugs that interfere with vitamin D absorption and hepatic metabolism (antiepileptics, glucocorticoids, antiretroviral AIDS drugs,

antifungal

The guidelines suggest that blood levels of vitamin
D should be measured when essential for the clinical
management of the patient, e.g., for differential
diagnosis or after starting supplementation to ascertain
the attainment of optimal blood levels 3-6 months later.
The recommendations expressed in the SIOMMMS
guidelines are derived from systematic reviews showing
that the determination of basal 25-(OH)D levels in
subjects at risk of hypovitaminosis has not resulted in
any benefit nor proved to be useful for choosing the dose
to be supplemented or for reducing the risk of vitamin D
toxicity, thus showing an uncertain cost/benefit ratio (16-
18). Recent studies have also demonstrated the ability of
certain algorithms based on clinical-anamnestic data to
predict with good sensitivity (78%) the presence of severe
hypovitaminosis D [25-(OH)D <25nmol/L], providing
further evidence in support of the inappropriateness of
baseline measurement of 25-(OH)D levels in individuals
with risk factors for hypovitaminosis (19).

Baseline determination of 25-(OH)D levels is instead
recommended by the SIOMMMS guidelines in patients
with clinical suspicion of osteomalacia, for the purpose
of diagnostic confirmation and differential diagnosis,
and a subsequent repetition at least 3-6 months after
initiation of supplementation is also recommended to
assess the correction of the vitamin deficiency, stopping
haematochemical monitoring once 25-(OH)D levels
>75 nmol/L are reached. Assessment, at baseline and
with subsequent periodic checks, of blood levels of
vitamin D is also indicated in patients diagnosed with
or suspected of primary hyperparathyroidism, both for
differential diagnosis and to assess the appropriateness
and adequacy of vitamin supplementation (20).

In subjects who are to start drug therapies for
the primary or secondary prevention of osteoporotic
fractures and in patients with other mineral and skeletal
metabolic diseases, the SIOMMMS 2022 guidelines
do not recommend baseline assessment of 25-(OH)D
levels, vitamin D supplementation being mandatory in
these cases as well. For any drug used for anti-fracture
therapy, the efficacy in clinical trials has been evaluated
by combining it with vitamin D supplementation; in clinical
practice, in order to guarantee patients a therapeutic
efficacy at least similar to that obtained in clinical trials,
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it is therefore indispensable to combine anti-fracture
therapy with adequate vitamin D supplementation,
irrespective of the basal 25-(OH)D values (21,22).
Also in this case, consistent with what is suggested in
patients with conditions at risk of hypovitaminosis D, the
guidelines rather suggest a determination after the start
of supplementation to verify the achievement of optimal
25-(OH)D levels.

As already expressed in the joint SIBioC-SIOMMMS-
ELAS-AME paper published in 2020 (6), it must be
considered that the non-specificity and high prevalence
in the adult population of symptoms attributable to
hypovitaminosis D reported in Nota 96 could lead, in line
with the guidance provided by AIFA, to a disproportionate
and inappropriate increase in 25-(OH)D measurements
in the general population.

It is also evident that the AIFA Nota 96, apart from not
yet including numerous categories of patients at risk of
hypovitaminosis D, suggests the assessment of 25-(OH)D
levels in subjects or in circumstances (e.g. basal levels
in patients at risk of hypovitaminosis D) in which this is
at least of doubtful clinical utility, since these are patients
who should be indicated for vitamin supplementation
irrespective of their blood vitamin D values. Paradigmatic
in this sense is the case of patients who are candidates
for anti-fracture therapy, in which Nota 96, by linking
vitamin supplementation to the presence of 25-(OH)D
levels <75 nmol/L, is at odds with the contents of AIFA
Nota 79, which specifies that before starting any anti-
fracture therapy an adequate intake of calcium and
vitamin D is recommended, resorting to supplementation
if diet and sun exposure are inadequate, without
mentioning blood determination (23). The indications
on the measurement of 25-(OH)D contained in the AIFA
Nota 96 therefore translate on the one hand into the risk
of an increase in inappropriate prescriptions of 25-(OH)D
determinations both for the initial assessment and for the
follow-up, with a consequent increase in public health
expenditure, and on the other hand into a reduction of
the appropriate and recommended prescription of vitamin
supplementation in subjects in whom it should instead be
guaranteed, exposing patients to the risk of inappropriate
discontinuation of the drug (24).
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Considerations regarding 25-(OH) Vitamin D
decision levels

The February 2023 update of AIFA Nota 96 led to
a change in the decision levels for the refundability of
vitamin D supplementation compared to the first version
in 2019, establishing 3 levels (<30 nmol/L, <50 nmol/L
and <75 nmol/L, as described above) (7).

Analysing the contents of the vitamin D deficiency
guidelines of the major international scientific societies,
there is a general consensus that 25-(OH)D values
<30 nmol/L are indicative of osteomalacia and thus in need
of vitamin supplementation. There is also a consensus
that 25-(OH)D values >75 nmol/L are optimal, while there
is disagreement on the interpretation and management of
patients with 25-(OH)D levels between 30 and 75 nmol/L,
which in Italy includes a significant proportion of the adult
(35%) and elderly (36%) population (4,25).

Evidence supporting the definition of blood levels
of vitamin D below which vitamin supplementation
should be initiated comes mainly from studies that have
correlated 25-(OH)D values with various outcomes
related to the presence of skeletal fragility or secondary
hyperparathyroidism.

In a post-mortem cross-sectional study involving 675
subjects in whom causes of secondary osteoporosis
had been ruled out, it was shown that only for 25-(OH)D
values >75 nmol/L were there no patients with histological
aspects compatible with osteomalacia on bone biopsy
of the iliac crest. However, it is reported that for values
of 25-(OH)D >50 nmol/L only 3% of patients present
histological features of osteomalacia (26).

On the other hand, some studies have attempted to
assess the trend in circulating PTH values in relation to
25-(OH)D levels, revealing the appearance of secondary
hyperparathyroidism for 25-(OH)D values <75-87 nmol/L,
suggesting this level as the reference limit (27,28). As
shown by the studies of Adami et al. the curve of PTH
levels related to 25-(OH)D is, however, dependent on the
patient’s calcium intake and age, which influences the
efficiency of intestinal absorption processes and renal
function, so it becomes difficult to establish a universal
threshold value of 25-(OH)D based on PTH elevation
(28,29).

From a decision-making point of view, it is considered
more reliable to assess the association between vitamin
D levels and skeletal outcomes such as increased risk of
fractures.

Prospective studies have found a significantly
increased risk of fractures for 25-(OH)D values
<50 nmol/L in postmenopausal and elderly patients,
respectively (30,31). Consistent with these findings, a
2017 meta-analysis including only prospective studies,
demonstrated an increased risk of hip fracture for
25-(OH)D values <60 nmol/L (32). Also for values of
25-(OH)D <50-62 nmol/L, an increased risk of falling
and a worsening in some lower limb function parameters
were also found (33,34). Counterintuitively, several
studies have not observed an improvement in skeletal
fragility outcomes with increasing 25-(OH)D levels above
50-62 nmol/L (35-37).

There are also categories of patients in whom
vitamin D supplementation has shown beneficial effects
regardless of baseline 25-(OH)D values. A recent review
of meta-analyses showed that calcium and vitamin D
supplementation in institutionalised patients can reduce
the overall risk of fractures and the risk for hip fractures,
providing a rationale for supplementation irrespective of
baseline values and thus of the laboratory determination
of 25-(OH)D in this category of subjects (38).

In patients with osteoporosis from any cause
undergoing  anti-fracture  therapy,  vitamin D
supplementation is necessary since all registered
clinical trials have included the association with vitamin
supplementation. In the majority of these clinical trials,
basal laboratory assessment of 25-(OH)D was not
performed (22). Furthermore, for those who are being
treated with drugs to reduce the risk of fracture, some
studies have found that 25-(OH)D values <75 nmol/L can
be an important determinant of the failure of the therapy
itself with the occurrence of fractures (21,39). Failure to
supplement vitamin D and calcium in patients with fragility
fractures undergoing remineralisation therapy has been
associated not only with an increased risk of re-fracture
but also with an increased mortality from all causes (40).

Considerations regarding safety levels for
25-(OH)D

In AIFA Nota 96 reference is made to two studies
according to which there is a U-shaped trend in the curve
relating 25-(OH)D levels and the incidence of adverse
events (including mortality), with 25-(OH)D values
>112 nmol/L being associated with an increased risk
of such events (41). More recent studies have instead
documented a progressive reduction in mortality as
25-(OH)D levels rise to around 50 nmol/L, with a
subsequent flattening of the curve up to blood values
of 125 nmol/L, without identifying within this range a
threshold value associated with a progressive increase
in the risk of death, even when assessing mortality from
various causes (42-44). Most of the studies evaluating
the adverse effects of vitamin D have been carried out by
relating these results to the supplementation dose rather
than to 25-(OH)D levels, so it is difficult to unambiguously
establish a safe limit for 25-(OH)D. In a recent
prospective study to evaluate the effects of different
vitamin D supplementation regimens, no increase in the
risk of falls, adverse events, hypercalcaemia or changes
in bone turnover parameters was found for blood values
of vitamin D up to 150 nmol/L (45). In a longitudinal study
to evaluate the effects of different doses of vitamin D in
hospitalised patients, 25-(OH)D levels between 100 and
200 nmol/L were reported in the majority of the study
population without detecting any alterations in calcaemia
(46).

AIFA Nota 96 also reports a presumed association
between high vitamin D levels (>100 nmol/L) and
increased risk of prostate and pancreatic cancer (7).
In contrast, data from the recent VITAL study show a
reduced risk of incidence of metastatic neoplasia or
mortality from neoplasia of any origin for 25-(OH)D values
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>100 nmol/L (47). Other studies have also reported that
certain favourable extra-skeletal outcomes (including
reduced cardiovascular risk, reduced all-cause mortality,
reduced risk of auto-immune diseases) are associated
with 25-(OH)D >100 nmol/L levels, although the evidence
in this area is not conclusive [2]. It is therefore believed,
based on the evidence, that the ‘acceptable’ and indeed in
some conditions ‘desirable’ levels, are significantly higher
than those suggested by the current version of Nota 96,
and a 25-(OH)D value up to around 125 nmol/L, above
which there is no definite evidence of clinical benefit, can
be considered clinically safe as well as useful.

However, it is important to remember that vitamin D
toxicity is associated with 1,25-(OH)2D levels, of which
the measured concentration of 25-(OH)D is an index.
Therefore, in the current state of knowledge, the upper
limit of the reference range is not an indication of a direct
risk of toxicity but, rather, a level of reasonable safety
which, if exceeded, may be associated with a potential
risk of toxicity in certain situations.

Definition of vitamin D status according to the
SIOMMMS 2022 guidelines

In light of the evidence presented above, the
SIOMMMS 2022 guidelines define vitamin D status in
relation to 25-(OH)D levels by distinguishing between two
categories of patients (19):

-in the general healthy population, 25-(OH)D levels
< 30 nmol/L are considered deficient, values < 50 nmol/L
insufficient, while the range between 50 and 125 nmol/L
is defined as optimal;

- in the population at risk of hypovitaminosis D (Table 1)
or requiring therapy for osteoporosis, 25-(OH)D levels
<30 nmol/L are considered deficient, values <75 nmol/L
are considered insufficient, while the range between 75
and 125 nmol/L is considered optimal;

- values of 25-(OH)D up to 125 nmol/L are conservatively
considered safe.

Although AIFA’'s approximation to the SIOMMMS 2022

guidelines is evident and appreciable, making them in

some respects more in line with these guidelines, the
divergences that remain with regard to supplementation
thresholds and toxicity values lead to problems of
inappropriate discontinuation of vitamin supplementation
in clinical practice, also in view of the current mode to
report 25-(OH)D levels, which in most laboratories
envisages the indication of values = 75nmol/L as ‘normal’
without distinguishing between categories of patients.

This is especially the case for patients undergoing

remineralisation therapy according to Nota 79, in whom

there is often the erroneous discontinuation of vitamin D

supplementation in the presence of optimal 25-(OH)D

values, which must be guaranteed for at least the duration
of anti-fracture treatment. It should also be pointed out
that AIFA attributes lower optimal 25-(OH)D levels than
recommended by the guidelines to certain categories of
patients who are clearly at risk of hypovitaminosis, such
as those being treated with drugs interfering with vitamin
D metabolism and patients suffering from malabsorption.
As already reported in 2022, the decline observed by
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AIFA in the consumption of vitamin D supplementation
after the introduction of Nota 96 may not coincide with
an improvement in prescribing appropriateness but with
a worsening of it, and the contents of the February 2023
update do not appear able to reverse this trend (24).

PROPOSALS REGARDING LABORATORY
REPORTING

Based on the above considerations, the board
discussed the possibility of adapting the laboratory
reporting regarding 25-(OH)D levels, already defined in
the joint paper of 2020 (6), also in order to harmonise
it with the recent SIOMMMS 2022 guidelines (19). An
attempt was also made to suggest a report that was both
easy to interpret for the clinician and the patient.

- a first element of consensus is to unify the units with
which the circulating vitamin D level is expressed. Often
the expression in ng/mL and/or nmol/L (sometimes
both present in the same report) exposes the data to
misinterpretation. The board unanimously suggests
as the optimal reporting method the expression of the
25-(OH)D value in ‘nmol/L’, as this is considered the
most metrologically correct unit of measurement and
in agreement with what is expressed internationally. It
might be kept in mind that the conversion from ng/mL to
nmol/L is obtained by multiplying the value in ng/mL x
2.5;

the board confirms that, in view of the physiological
fluctuations in vitamin D values linked to seasonality,
in a subject with a normal lifestyle the best time to
assess vitamin D status is the end of winter/beginning
of summer;

the board points out in this respect that there is a fair
amount of intra- and inter-assay variability linked to
the methods used, especially for assays carried out in
laboratories using different systems. From a practical
point of view, it is suggested to consider an analytical
variation of at least 10% when intepreting 25-(OH)D
determinations, with the recommendation, however, to
use the same method in any subsequent controls;

with regard to the method of reporting, we confirm the
indication to express in the report not as normal (or
reference) range, above which inappropriate therapeutic
suspensions may occur, but decision values. Modifying
the indications of the Intersociety Document 2020, the
agreed decision levels are as follows:

-a value of 25-(OH)D <30 nmol/L (12 ng/mL) is
proposed as indicative of ‘deficiency’, to allow
identification of a class of subjects with a high
probability of being affected by osteomalacia in
the case of prolonged low values. This value is
universally defined as corresponding to severe
vitamin D deficiency and has a high predictive value
for the diagnosis of osteomalacia;

- for the general population, i.e. those not affected by
the conditions listed in table 1, a range of 25-(OH)D
values between 30 and 50 nmol/L (12-20 ng/mL) is
defined to identify those individuals who should be
supplemented, as values in this range are associated
with an increased risk of fractures, incidence of
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infectious diseases, neoplasms and cardiovascular
mortality. These individuals should be supplemented
to a level of at least 50 nmol/L (20 ng/mL);

an adequate condition is defined for the general
population for values of 25-(OH)D =50 nmol/L
(20 ng/mL), which therefore does not give an
indication for supplementation;

a range of 25-(OH)D values between 75 and 125
nmol/L (30-50 ng/mL) is defined as optimal for
individuals with osteoporosis or with conditions that
are typically associated with hypovitaminosis D with
possible impaired mineralisation (Table 1), since
within this range the maximum level of effectiveness
of therapy for reducing the risk of fragility fractures or
impaired mineral metabolism is expected;

the limit of 125 nmol/L (50 ng/mL) is reported not as a
safety or toxicity value but because most of the skeletal
and perhaps extra-skeletal beneficial effects do not
appear to improve significantly beyond this value.
On the other hand, a value of 25-(OH)D >250 nmol/L
(100 ng/mL) is considered to be in excess and
therefore not physiological (1,48,49).

In conclusion, it is suggested that the report about
decision-making vitamin D levels be used according to
following scheme-

25-(OH)D value

Decision levels to be reported

(nmol/L)

<30 Deficiency

30-50 Insufficiency

>50 Adequacy (should not exceed 250 nmol/L)
75-125 Optimal value in patients with osteoporosis

or conditions at risk of hypovitaminosis D

1.

CONFLICT OF INTEREST

None

REFERENCES

Holick MF, Binkley NC, Bischoff-Ferrari HA, Gordon CM,
Hanley DA, Heaneyet RP, et al. Evaluation, treatment,
and prevention of vitamin D deficiency: An endocrine so-
ciety clinical practice guideline. J Clin Endocrinol Metab
2011;96:1911-30.

Wimalawansa SJ. Associations of vitamin D with insulin
resistance, obesity, type 2 diabetes, and metabolic syndro-
me. J Steroid Biochem Mol Biol 2018;175:177-89.
Chandler PD, Chen WY, Ajala ON, Hazra A, Cook N, Bubes
V, et al. Effect of vitamin D3 supplements on development
of advanced cancer: a secondary analysis of the VITAL ran-
domized clinical trial. JAMA Net Open 2020;3:€2025850.
Manios Y, Moschonis G, Lambrinou CP, Tsoutsoulopoulou
K, Binou P, Karachaliou A, et al. A systematic review of vi-
tamin D status in southern European countries, Eur J Nutr
2018;57:2001-36.

SIOMMMS. Sintesi delle nuove raccomandazioni 2022 del-

la Societa ltaliana dell’Osteoporosi , del Metabolismo Mi-

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

nerale e delle Malattie dello Scheletro (SIOMMMS) per la
gestione della carenza di vitamina D. https://www.siomm-
ms.it/wp-content/uploads/2023/03/Sintesi-nuove-racco-
mandazioni-SIOMMMS-2022-carenza-vitamina-D.pdf (last
access: june 2024)

Dittadi R, Corbetta S, Banfi G, Bertoldo F, Migliaccio S,
Gonnelli S, et al. Documento congiunto SIBIOC, SIOMM-
MS, ELAS, AME relativo alla nota AIFA 96 sulla prescrivibi-
lita dei farmaci per la carenza di vitamina D, e raccomanda-
zioni per la refertazione. Biochim Clin 2020;44:400-6.
Agenzia Italiana del Farmaco. Nota 96 per la prescrizione
di farmaci a base di vitamina D. Allegato 1, 2023. https://
www.aifa.gov.it/Nota-96 (last access: june 2024)

Cavalier E, Fraser CG, Bhattoa HP, Heijboer AC, Makris K,
Ulmer KZ, et al. Analytical performance specifications for
25-hydroxyvitamin d examinations. Nutrients 2021;13:431.
Cui A, Zhang T, Xiao P, Fan Z, Wang H, Zhuang Y. Global
and regional prevalence of vitamin D deficiency in popula-
tion-based studies from 2000 to 2022: a pooled analysis of
7.9 million participants. Front Nutr 2023;10:1070808.
Heijboer AC, Blankenstein MA, Kema IP, Buijs MM. Ac-
curacy of 6 routine 25-hydroxyvitamin D assays: influen-
ce of vitamin D binding protein concentration. Clin Chem
2012;58:543-8.

Carter GD. Accuracy of 25-hydroxyvitamin D assays: con-
fronting the issues. Curr Drug Targets 2011;12:19-28.
Lensmeyer G, Poquette M, Wiebe D, Binkley N. The C-3
epimer of 25-hydroxyvitamin D 3 is present in adult serum.
J Clin Endocrinol Metab 2012;97:163-8.

Caillet P, Goyer-Joos A, Viprey M, Schott AM. Increase of
Vitamin D assays prescriptions and associated factors: a
population-based cohort study. Sci Rep 2017;7:10361.
Minisola S, Colangelo L, Cipriani C, Pepe J, Cook DP, Ma-
thieu C. Screening for hypovitaminosis D: Cost-effective or
not? Eur J Endocrinol 2019;180:D1-D7.

Kahwati LC, LeBlanc E, Weber RP, Giger K, Clark R, Su-
vada K, et al. Screening for Vitamin D deficiency in adults:
updated evidence report and systematic review for the US
preventive services task force. JAMA 2021;325:1443-63.
Medical Advisory Secretariat. Clinical utility of vitamin D Te-
sting: an evidence-based analysis, Ontario health techno-
logy assessment series. 2010; 10-1-95. http://www.health.
gov.on.cal/english/providers/program/mas/tech/reviews/
pdf/rev_vitamin%20d_201002.pdf (last access: june 2024)
Shab-Bidar S, Bours S, Geusens PPMM, Kessel AGH,
van den Bergh JPW. Serum 25(OH)D response to vitamin
D3 supplementation: A meta-regression analysis. Nutrition
2014;30975-85.

Zittermann A, Ernst JB, Gummert JF, Bérgermann J. Vi-
tamin D supplementation, body weight and human serum
25-hydroxyvitamin D response: A systematic review. Eur J
Nutr 2014;53:367-74.

Viprey M, Merle B, Riche B, Freyssenge J, Rippert P, Cha-
kir MA, et al. Development and validation of a predictive
model of hypovitaminosis d in general adult population:
SCOPYD study. Nutrients 2021;13:2526.

Bertoldo F, Cianferotti L, Di Monaco M, Falchetti A, Fassio
A, Gatti D, et al. Definition, assessment, and management
of vitamin D inadequacy: suggestions, recommendations,
and warnings from the ltalian Society for Osteoporosis,
Mineral Metabolism and Bone Diseases (SIOMMMS). Nu-
trients 2022;14:4148.

Adami S, Giannini S, Bianchi G, Sinigaglia L, Di Munno
O, Fiore CE, et al. Vitamin D status and response to tre-
atment in post-menopausal osteoporosis. Osteoporos Int
2009;20:239-44.

Harvey NC, Biver E, Kaufman JM, Bauer J, Branco J, Bran-

biochimica clinica, 2024

7



DOCUMENTI SIBioC

SIBioC DOCUMENTS

8

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

di ML, et al. The role of calcium supplementation in healthy
musculoskeletal ageing: An expert consensus meeting of
the European Society for Clinical and Economic Aspects of
Osteoporosis, Osteoarthritis and Musculoskeletal Diseases
(ESCEOQO) and the International Foundation for Osteoporo-
sis. Osteoporos Int 2017;28:447-62.

Agenzia ltaliana del Farmaco. Nota 79. https://www.aifa.
gov.it/nota-79 (last access: june 2024)

Degli Esposti L, Perrone V, Sella S, Arcidiacono G, Bertol-
do F, Giustina A, et al. The Potential impact of inducing a
restriction in reimbursement criteria on vitamin D supple-
mentation in osteoporotic patients with or without fractures.
Nutrients 2022;14:1877.

Bouillon R. Comparative analysis of nutritional guidelines
for vitamin D. Nat Rev Endocrinol 2017;13:466-79.

Priemel M, Von Domarus C, Klatte TO, Kessler S, Schlie J,
Meier S, et al. Bone mineralization defects and vitamin D
deficiency: Histomorphometric analysis of iliac crest bone
biopsies and circulating 25-Hydroxyvitamin D in 675 patien-
ts. J Bone Miner Res 2010;25:305-12.

Holick MF, Binkley N, Bischoff-Ferrari HA, Gordon CM,
Hanley DA, Heaney RP, et al. Guidelines for preventing and
treating vitamin D deficiency and insufficiency revisited. J
Clin Endocrinol Metab 2012;97:1153-8.

Valcour A, Blocki F, Hawkins DM, Rao SD. Effects of age
and serum 25-OH-vitamin D on serum parathyroid hormo-
ne levels. J Clin Endocrinol Metab 2012;97:3989-95.
Adami S, Viapiana O, Gatti D, Idolazzi L, Rossini M. Re-
lationship between serum parathyroid hormone, vitamin D
sufficiency, age, and calcium intake. Bone 2008;42:267-70.
Cauley JA, Greendale GA, Ruppert K, Lian Y, Randolph
JF, Lo JC, et al. Serum 25 hydroxyvitamin D, bone mineral
density and fracture risk across the menopause. J Clin En-
docrinol Metab 2015;100:2046-54.

Buchebner D, McGuigan F, Gerdhem P, Malm J, Ridder-
strale M, Akesson K. Vitamin D insufficiency over 5 ye-
ars is associated with increased fracture risk—an obser-
vational cohort study of elderly women. Osteoporos Int
2014;25:2767-75.

Lv QB, Gao X, Liu X, Shao ZX, Xu QH, Tang L, et al. The
serum 25-hydroxyvitamin D levels and hip fracture risk: A
meta-analysis of prospective cohort studies. Oncotarget
2017;8:39849-58

Bischoff-Ferrari HA, Dawson-Hughes B, Staehelin HB,
Orav JE, Stuck AE, Theiler R, et al. Fall prevention with
supplemental and active forms of vitamin D: a meta-analy-
sis of randomised controlled trials. BMJ 2009;339:b3692.
Bischoff-Ferrari HA, Dietrich T, Orav JE, Hu FB, Zhang Y,
Karlson EW, et al. Higher 25-hydroxyvitamin D concentra-
tions are associated with better lower-extremity function in
both active and inactive persons aged =60 y. Am J Clin Nutr
2004;80:752-8.

van Schoor NM, Visser M, Pluijm SMF, Kuchuk N, Smit JH,
Lips P. Vitamin D deficiency as a risk factor for osteoporotic
fractures. Bone 2007;42:260-6.

Cauley JA, Parimi N, Ensrud K, Bauer DC, Cawthon PM,
Cummings SR, et al. Serum 25-hydroxyvitamin D and the
risk of hip and nonspine fractures in older men. J Bone Mi-
ner Res 2010;25:545-53.

Bischoff-Ferrari HA. Vitamin D-why does it matter? Defining
vitamin D deficiency and its prevalence. Scand J Clin Lab
Invest 2012;243:3-6.

Chakhtoura M, Bacha D, Gharios C, Ajjour S, Assaad M,
Jabbour Y, et al. Vitamin D supplementation and fractures
in adults: a systematic umbrella review of meta-analyses of
controlled trials. J Clin Endocrinol Metab 2022;107:882-98.
Prieto-Alhambra D, Pages-Castella A, Wallace G, Javaid

biochimica clinica, 2024

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

MK, Judge A, Nogués X, et al. Predictors of fracture while
on treatment with oral bisphosphonates: A population-ba-
sed cohort study. J Bone Miner Res 2014;29:268-74.

Degli Esposti L, Girardi A, Saragoni S, Sella S, Andretta
M, Rossini M, et al. Use of antiosteoporotic drugs and cal-
cium/vitamin D in patients with fragility fractures: impact on
re-fracture and mortality risk. Endocrine 2019;64:367-77.
Melamed ML, Michos ED, Post W, Asto B. 25-hydroxyvita-
min D levels and the risk of mortality in the general popula-
tion. Arch Intern Med 2008;168:1629-37.

Michaélsson K, Baron JA, Snellman G, Gedeborg R, By-
berg L, Sundstrém J, et al. Plasma vitamin D and mortality
in older men: A community-based prospective cohort study.
Am J Clin Nutr 2010;92:841-8.

Durazo-Arvizu RA, Dawson-Hughes B, Kramer H, Cao G,
Merkel J, Coates PM, et al. The reverse J-shaped associa-
tion between serum total 25-hydroxyvitamin D concentra-
tion and all-cause mortality: The impact of assay standardi-
zation. Am J Epidemiol 2017;185:720-6.

Sutherland JP, Zhou A, Hyppdnen E. Vitamin D deficien-
cy increases mortality risk in the UK biobank. A nonli-
near mendelian randomization study. Ann Intern Med
2022;175:1552-9.

Takacs |, Bakos B, Nemeth Z, Toth BE, Szili B, Lakatos
P. Controlled randomized open label clinical study com-
paring the safety and efficacy of loading schedules in vi-
tamin D deficient patients. J Steroid Biochem Mol Biol
2023;231:106330.

McCullough PJ, Lehrer DS, Amend J. Daily oral dosing of vi-
tamin D3 using 5000 TO 50,000 international units a day in
long-term hospitalized patients: insights from a seven year
experience. J Steroid Biochem Mol Biol 2018;189:228-39,
Leboff MS, Bischoff-Ferrari HA. The effects of vitamin D
supplementation on musculoskeletal health: the VITAL and
DO-Health Trials. J Gerontol Biol Sci Med Sci 2023;78:73-
8.

Ross AC, Manson JA, Abrams S, Aloia JF, Brannon PM,
Clinton SK, et al. The 2011 report on dietary reference inta-
kes for calcium and vitamin D from the Institute of Medici-
ne: What clinicians need to know. J Clin Endocrinol Metab
2011;96:53-8.

Hossein-Nezhad A, Holick MF. Vitamin D for health: A glo-
bal perspective. Mayo Clin Proc 2013:88:720-55.




