HbA1c Cualitativa

(Sangre total o capilar)
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Uso deseado

La prueba rdpida HbAlc Cualitativa es un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral
para la deteccién de hemoglobina glicada (HbAlc) humana en sangre total o capilar,
identificando niveles superiores a 6.5%, asociado a Diabetes Mellitus. La prueba es ideal
para: detectar Diabetes Mellitus, evaluar el fratamiento/dieta, e identificar Diabetes
gestacional.

Resumen

La Diabetes Mellitus es una enfermedad créonica que se puede producir por una
deficiencia en la produccién o uso de la insulina, hormona encargada de regular los
niveles de glucosa en la sangre [1]. Se estima que en México existen mds de 12 millones
de personas con esta enfermedad, la cual puede ocasionar problemas de visién, renales
o cutdneas [2]. Una de las mejores formas para prevenir la diabetes es el diagndstico
precoz [3], es aqui donde la HbAlc (hemoglobina glicada) juega un papel crucial, pues
gracias a su proceso de glicosilacion incorpora a su estructura la glucosa del torrente
sanguineo, lo que permite utilizarla como un marcador de la concentracion de glucosa
en sangre durante los Ultimos 90 dias [4]. Los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) recomiendan realizar la prueba de HbAlc en personas mayores de
45 anos, con sobrepeso, embazadas u otro factor de riesgo a desarrollar Diabetes Mellitus.
De acuerdo a la CDC, una concentraciéon de HbAlc menor a 5.7% es normal, mientras
que 6.5% o mayor es asociado a diabetes [5]. De entre los diferentes métodos que existen
para medir la HbAlc se destacan los inmunoensayos de flujo lateral debido a su facilidad
de uso y de nula infraestructura [4].

Principio

La prueba réapida HobAlc Cuadlitativa es un inmunoensayo cromatogrdfico de flujo lateral.
El carfucho confiene una membrana de nitrocelulosa a la que se le ha impreso
anticuerpos de captura antfi-HbAlc (regién de prueba ‘T'), asi como anticuerpos anti-
ratén (regién control ‘C’), siendo este Ultimo usado como control de calidad de la prueba.
Ademds, una almohadilla de conjugado donde se localizan anticuerpos de detecciéon
anti-HbATc. Una vez que la muestra es depositada en el pozo ‘S’ del cartucho, ésta migra
por accién de capilaridad sobre la almohadilla de conjugado. Si la muestra contiene
HbATc superiores a 6.5%, serd reconocida por los anticuerpos de deteccién conjugados,
formando un inmunocomplejo que a su vez migra hacia la membrana de nitrocelulosa,
sobre ésta el inmunocomplejo serd reconocido por los anticuerpos de captura, lo cual
resulta en una coloracion rojiza sobre la regién de prueba (T). Si la concentracién de
HbATc presente en la muestra es mayor a 6.5% se observard una linea en la regién de
prueba (T). Como control de calidad, la linea de color en la regién control (C) siempre
deberd aparecer, lo cual se debe a la interaccion del anficuerpo de deteccién
conjugado con oro coloidal que al pasar por dicha regién es reconocido por el anti-ratén.
De no presentarse la linea en la regidn control, el resultado de la prueba no es vdlido y la
muestra deberd ser reanalizada.

Reactivos
La prueba contiene particulas de oro recubiertas con anticuerpos anti-HbATc, asi como

anticuerpos anti-HbATc y anti-ratén impresos en la membrana.

Precavuciones

. Lea toda la informacion de este instructivo antes de realizar la prueba para
uso profesional in vitro.

. Manipular fodas las muestras como si tuvieran agentes infecciosos.

. No utilizar la prueba después de la fecha de caducidad.

. No comer, beber ni fumar en el drea donde se manejan las muestras y las
pruebas.

. No utilizar la prueba sila bolsa estd dafada.

. Utilizar bata, guantes desechables y protecciéon para los ojos cuando las
muestras se estén procesando.

. La prueba utilizada debe desecharse de acuerdo con las regulaciones
aplicables.

. La humedad y la temperatura pueden afectar adversamente los resultados.

. No mezclar componentes de diferentes lotes

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacene la prueba en la bolsa sellada a temperatura ambiente (15-30°C).
Nota: No congele la prueba.
. La prueba es estable hasta la fecha de caducidad impresa en la bolsa.

Almacenamiento y estabilidad de la mvuestra

. Se recomienda realizar la prueba inmediatamente después de que las
muestras han sido recolectadas.

. No dejar las muestras a temperatura ambiente durante mds de 3 horas.

. Las muestras de sangre pueden almacenarse por dos dias méximo a una
temperatura de 2-8 °C.

. No congelar las muestras de sangre.

. Las muestras obtenidas por puncidn capilar deben procesarse

inmediatamente.
. Utilizar muestras claras no hemolizadas.
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Materiales
Materiales suministrados:

. Prueba rdpida en cartucho
. Gotero capilar
. Lanceta (puncion capilar)
o Almohadilla con alcohol (puncién capilar)
o Tubo de extraccion con solucién de corrimiento (Buffer)
. Instructivo de uso
Materiales requeridos, pero no proporcionados
. Cronémetro
Materiales opcionales
. Sistema para recoleccién por venopuncién

Recoleccién de la muestra

Permita que la prueba, muestra y buffer alcancen la temperatura ambiente (15-30°C) antes
de utilizarlos. Retire el cartucho de su bolsa sellada y utilicelo lo antes posible. Los mejores
resultados se obtienen si el ensayo se realiza dentro de una hora.

o Recolete la muestra cémo se describe a continuacion:

Por puncién capilar:
A. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.
B. Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncidn frotando la mano hacia la
yema del dedo anular o medio.
[ Limpie el drea con una almohadilla con alcohol.
Perfore la piel con una lanceta estéril y impie la primera sefal de sangre.
Frote suavemente la mano desde la muieca hasta la palma de los dedos
para formar una gota de sangre sobre el sitio de puncién.
F. Coloque el tubo capilar sobre la gota formada y permita que se llene por
completo (aproximadamente 10 pL).

m o

Por venopuncién

a. Tome la muestra segun los criterios estdndar. Empleé un tubo de
antficoagulantes (EDTA).

b. Homogenice suavemente.

ch Con una micropipeta tome 10 L de sangre.

Instrucciones de uso
25 Retire la tapa blanca del tubo de extraccion.
3. Para sangre capilar: Deposite una gota de sangre (aproximadamente 10 L)
dentro del tubo de extraccion.
Para sangre total: Deposite 10 uL de la sangre en el fubo de extraccion.

4. Tape el tubo de extraccién con la tapa en forma de gotero que cuelga de él.
Presione fuertemente para evitar derames.
5. Agite vigorosamente a mano por aproximadamente 20 segundos, con la

finalidad de que se mezclen bien la solucién de corrimiento con la muestra y
que los erifrocitos se lisen.

6. Deje reposar la muestra diluida por 1 minuto a temperatura ambiente.

7. Transfiera 3 gotas (120 pL aproximadamente) de la muestra preparada al pozo
‘S" del cartucho. Inmediatamente inicie un cronémetro.

8. Interprete el resultado a los 8 minutos.

Nota: No interprete el resultado después de 10 minutos.

e

~N
"
Silgs
0- =
Il




Interpretacidén de los resultados

c c c c c
T T T T T
<6% >65% Invdlido
(Consulte la ilustracién anterior)
Menor a 6%
. Se visualiza una linea de color en la zona de la linea de control (C).
Mayor o igual a 6.5%
. Se visualiza una linea de color en la zona de la linea de control (C).
. Se visualiza una linea de color en la zona de la linea de prueba (T). Cualquier

tonalidad deberd ser considerada como positiva.
Invalido: La linea de control no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o técnicas
de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables de la falla de la linea
de confrol. Revise el procedimiento y repita la prueba, si el problema persiste deje de usar
el cartucho inmediatamente y comuniquese con su distribuidor mds cercano.

Control de calidad

Un control interno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color
aparece en la regién de conftrol (C) confirmando que el volumen de muestra es suficiente
y que el procedimiento se realizd exitosamente. No se suministran controles positivos o
negativos con esta prueba, sin embargo, se recomienda su uso como parte de las buenas
practicas de laboratorio.

Limitaciones

1. La prueba rdpida HbA1c Cualitativa solo indica una concentracion por arriba de
6.5 % de HbAlc o abajo del 6 % de HbAlc presente en la muestra, no debe ser
usada como un criterio Unico para evaluar Diabetes Mellitus.

2. Como con todas las pruebas de diagnéstico, todos los resultados deben ser
interpretados junto con ofra informacién clinica disponible para el médico.

3. La prueba rdpida HbAlc Cudlitativa estd disefada para funcionar con niveles
de hematocrito entre 25-65%. El andlisis de muestras con un nivel de hematocrito
diferente puede llevar a resultados errébneos

4. Si el resultado de la prueba no concuerda con los hallazgos clinicos se sugiere
realizar pruebas adicionales de seguimiento por otro método diagndstico.

Valores esperados
Segun la ADA los valores de HbAlc esperados en un individuo sano son <5.7%, para un
individuo con prediabetes entre 5.7% y 6.4% y con diabetes >6.5% [2].

Caracteristicas de presentacién

Limite de Deteccién

La concentracién minima positiva de HbAlc detectada por la prueba rdpida de
HEMOGLINET es 6.5 % en sangre total o capilar.

Sensibilidad y Especificidad

Se evaluaron 294 muestras con la prueba rdpida HbAlc Cudlitativa procedentes de
pacientes diabéticos y no diabéticos, mismas que fueron analizadas por un método CLIA
para HbAlc. Los resultados de la comparacion se presentan en la siguiente tabla:

Método CLIA
Total
, RESULTADO >6.5% <6%
Prueba rapida
HbA1c Cudlitativa 265% 225 I 230,
<6% 1 63 64
Resultados totales 230 64 294

Sensibilidad Relativa: 99.57% (95% IC*: 95.65% - 99.91%)
Especificidad Relativa: 98.44% (95% IC*: 96.27% ~ 99.35%)
Precision Global: 99.32% (95% IC*: 95.28% ~ 99.81%)
*Intervalo de Confianza

Precisién
Intra-Ensayo
Un mismo lote fue analizado con 3 niveles de concentracién: 5% de HbAlc, 7% de
HbAlc y al 10% de HbAlc. Cada ensayo se realizd con 20 réplicas para cada
concentracién. Las muestras fueron correctamente identificadas >99% de las veces.

Inter-Ensayo
Tres lotes independientes fueron analizados en dos dias diferentes con 3 niveles de
concentracion: 5% de HbAlc, 7% de HbAlc y al 10% de HbAlc. Cada ensayo se realizd
con 20 réplicas para cada concentracién. Las muestras fueron correctamente
identificadas >99% de las veces.

Reactividad cruzada
La prueba rdpida HbA1c Cualitativa se ha probado con muestras positivas a:

« Antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg)
« Anticuerpos anti-HCV (virus de la hepatitis C)

* Antficuerpos anti-TP (Treponema pallidum/Sifilis)
« Anticuerpos IgG anti-T. gondiii)

« Anticuerpos IgG anti-CMV (citomegalovirus)

« Anticuerpos anti-VIH

« Anticuerpos anti-factor reumatoide
« Anticuerpos anti-Helicobacter pylori
« Anticuerpos IgG anti-Rubeola

No se observé reactividad cruzada, lo que indica que el rendimiento de la prueba
rdpida HbA1c Cudlitativa es estable en presencia de estos factores.

Sustancias interferentes
Los siguientes componentes fueron afadidos a muestras de sangre a distintas
concentraciones de HbAlc (5%, 7% y 10%).

Bilirrubina 1000 mg/dL
Albumina 2000 mg/dL
Hemoglobina 1000 mg/dL
Creatina 200 mg/dL
Acido oxdlico 600 mg/dL
Cafeina 20 mg/dL
Acido gentisico 20 mg/dL
Acido Acetilsaliclico 20 mg/dL
Acido ascérbico 2.g/dL
Acetaminofén 20 mg/dL

No se presentd interferencia en los resultados obtenidos con la prueba rdpida HbAlc
Cuadlitativa, cuando se afadieron los interferentes a las concentraciones indicadas.
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