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Uso deseado

La prueba rdpida VITAMINET D (sangre total o capilar) es un inmunoensayo cromatogrdfico
de flujo lateral para la deteccidon semicuantitativa de la 25 hidroxivitamina D (25(OH)D) en
muestras de sangre total o capilar.

Resumen

En la actualidad se reconoce que la Vitamina D es responsable de regular la homeostasis
calcio-fosforo y controlar el metabolismo dseo, sin embargo, diversos estudios sugieren que
también tiene un papel fundamental en la modulacion de la funcién inmunitaria [1,2]. Las
principales isoformas son la vitamina D2 (ergocalciferol, de origen vegetal) y vitamina D3
(colecalciferol, de origen animal), ambas pueden ingerirse de fuentes dietéticas y la D3 se
sintetiza en la piel después de la exposicidn a la radiacion ultravioleta [1,2,3,4]. Su
deficiencia tiene repercusiones, en ninos durante el crecimiento conduce a raquitismo, en
adultos a osteomalacia y osteoporosis [1,3]. Existen diversas formas libres de la vitamina D
para evaluar su concentracién, sin embargo, la mds aceptada es la 25(0H)D que es la
version hidrolizada, ya que tiene una concentracion sérica mds alta y una vida media mds
larga (alrededor de 3 semanas) [5]. Un valor por debajo de 30 ng/mL de concentracién
de 25(OH)D es considerado deficiencia de vitamina D por la mayoria de los autores ya
que aumenta drésticamente el riesgo de osteomalacia y raquitismo nutricional [5,6]. Con
toda la evidencia se hace notar la necesidad del monitoreo de vitamina D (25(OH)D) a
nivel individual y poblacional.

Principio

La prueba rdpida VITAMINET D para la deteccién semicuantitativa de la 25 hidroxivitamina
D (25(0OH)D) en muestra de sangre total o capilar es un inmunoensayo cromatogrdfico de
flujo lateral. La prueba consta de un cartucho, el cual contiene una membrana dividida
en dos regiones: una de prueba ‘T' que tiene impresos antigenos 25 (OH) D y una de
control ‘C' impreso con anti-ratén. La membrana también posee un conjugado
conformado por particulas de oro coloidal recubiertas con anticuerpos anti-25 (OH) D. Una
vez que la muestra es depositada en el pozo ‘S’ del carfucho con la solucién de
corrimiento, esta reaccionard con el conjugado y migrard a través de la membrana por
acciéon capilar.

Entre mayor sea la concentracién de 25 hidroxivitamina D (25(OH)D) presente en la
muestra, mds tenue se volverd la linea de color en la regién T hasta el punto de no ser
visible. La prueba tiene el control C, donde siempre debe de aparecer una linea de color,
esto indica que se agregd la cantidad apropiada de muestra y el procedimiento se realizé
exitosamente.

Reactivos

La prueba contiene un conjugado particulas de oro coloidal recubiertas con anticuerpos
anti-25 (OH) D Vitamina D y antigeno 25 (OH) D (Vitamina D) impreso en la membrana.

Precavuciones
Lea toda la informacién de este instructivo antes de realizar la prueba:

. Para uso profesional in vitro.

. Manipular todas 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 proteccion 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 resultfados.

. No mezclar componentes de diferentes lotes.

Almacenamiento y estabilidad de la prveba

. Almacene la prueba en su 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.

Materiales

Suministrados: Requeridos, pero no suministrados:

. Prueba rdpida en cartucho e Temporizador

. Solucién de corrimiento (Buffer) » Sistema de toma de muestra
. Instructivo de uso por venopuncién

. Gotero Opcionales:

. Tarjeta de color e Lanceta (Puncién capilar)
*  Almohadilla con alcohol

Recoleccidén de muestra
. Sangre
Por puncién capilar:
1. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn, después seque el drea.
I Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncidon frotando la mano hacia la
yema del dedo anular o medio.
. Perfore la piel con una lanceta estéril y limpie la primera sefial de sangre.

Iv. Frote suavemente la mano desde la muieca hasta la palma de los dedos
para formar una gota de sangre sobre el sitio de puncién.
V. Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el exiremo

inferior sobre la gota de muestra, suelte el bulbo para recolectar la muestra.
Nota: Evite generar burbujas de aire.

Por venopuncién:
a) Tome la muestra segun los criterios estdndar. Para ello puede emplear un tubo
con anticoagulantes (EDTA, heparina, citrato u oxalato) y utilizar la muestra
directamente en la prueba rdpida.

Almacenamiento vy 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 mdaximo a una
temperatura de 2-8 °C.

. No congelar las muestras de sangre.

. Las muestras obtenidas por puncidn capilar deben procesarse
inmediatamente.

. Si las muestras deben enviarse, deben empaquetarse de acuerdo con las

regulaciones locales que cubren el fransporte de agentes etioldgicos.

Instrucciones de uso

Permita que la prueba, muestra y solucién de corrimiento alcancen la temperatura
ambiente (15-30 °C) antes de realizar el ensayo. Retire el cartucho de la bolsa sellada y
utilicelo inmediatamente. Coloque el cartucho sobre una superficie limpia y nivelada, siga
los pasos que se describen a continuacién:

il Obtenga la muestra cémo se indicé en la seccién ‘Recoleccién de muestra’.
28 Transfiera una gota de muestra recolectada hasta la marca del gotero
(aproximadamente 20 L) en el pozo 'S' del cartucho.

3. Agregue 2 gotas (aproximadamente 80 L) de solucion de corrimiento en el
pozo ‘B’ del cartucho.
4. Inicie un temporizador e Interprete resultados a los 10 minutos comparando la

intensidad de la linea de color en la regién T resultante con la tarjeta de color
proporcionada. No interprete el resultado después de 15 minutos.

Nota: Debido a la susceptibiidad del buffer a ser contaminado por
condiciones ambientales, se recomienda no usarlo 3 meses después de haber
sido abierto.
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(Consulte la ilustracion y compare la intensidad de la linea T con la “Tarjeta de color de
vitamina D" proporcionada con la prueba).

Nivel de vitamina D Rango de referencia Rango de referencia
(25 (OH) D) (ng/mL) (nmol/L)
Deficiente 0-10 0-25
Insuficiente 10-30 25-75
Suficiente 30-100 75-250
Excesivo >100 >250

Nota: Considerar que los valores son de acuerdo con la poblacién en general y los valores
pueden cambiar segun las necesidades de la poblacién [4].

DEFICIENTE: Aparece una linea de color en la region C y ofra linea de color en la regién T.
La intensidad de la linea de color en la regiéon T es igual o mds oscura que la linea de <10
ng/mL que se muestra en la tarjeta de color proporcionada con el kit.

INSUFICIENTE: Aparece una linea de color en la regién C y otra linea de color en la regién
T. La intensidad de la linea de color en la regién T es igual o parecida a la linea de 10-30
ng/mL que se muestra en la tarjeta de color proporcionada con el kit.

SUFICIENTE: Aparece una linea de color en la region C y otra linea de color en la regién T.
Laintensidad de la linea de color en la regién T es igual o menos intensa a la linea de >30-
100 ng/mL.

EXCESO: Aparece una linea de color en la region C y ninguna en la region T.

Nota: Siempre compare la intensidad de la linea de color en la regién T con la “Tarjeta de
color de vitamina D" e interprete los resulfados en consecuencia.

INVALIDO: La linea de la regién C no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o
técnicas de procedimiento incorrectas, suelen ser las razones mds probables de la falla de
dicha linea. 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 region C confirmando que el volumen de muestra es suficiente y que el
procedimiento se realizd exitosamente. No se suministran controles positivos ni negativos
con esta prueba, sin embargo, se recomienda su uso como parte de las buenas précticas
de laboratorio (BPL).

Limitaciones
1. Aligual que todas las pruebas rdpidas, la funcionalidad del buffer incluido con
esta prueba puede verse afectado por la contaminacién ambiental,
considere el tiempo establecido (3 meses después de ser abierto) para
obtener resultados éptimos.

2. Como con todas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben
considerarse con otra informacién clinica disponible para el médico.
3. La prueba rdpida estd disefiada para funcionar con niveles de hematocrito

entre 25% y 65%. El andlisis de muestras con un nivel de hematocrito diferente
puede llevar a resultados erréneos.

4. La prueba rdpida VITAMINET D proporciona solo un resultado analitico
semicuantitativo. Se debe utilizar un método analitico secundario para
obtener un resultado confirmatorio.

5. Es posible que los errores técnicos o de procedimiento, asi como ofras
sustancias que interfieran en la muestra de sangre, provoquen resultados
erréneos.

Valores esperados

La prueba rdpida VITAMINET D para la deteccidn semicuantitativa de la 25 hidroxivitamina
D (25(0OH)D) fue comparada con ofra prueba rdpida vitamina D, se obfuvo una precision
global de 99.12%.

Caracteristicas de desempeno

Sensibilidad, Especificidad y Precisién
Se utilizd la prueba réapida VITAMINET D para procesar un total de 114 muestras, de las
cuales fueron categorizadas como positivas si estas tenian una concentracion de vitamina
D por debajo de 30 ng/mL (deficiencia e insuficiencia) y negativo cuando tenian por
encima de 30 ng/mL (suficiente). A continuacién, se presentan los resultados:

Método Prueba rdpida comercial Resultado
Resultados Deficiente Insuficiente Suficiente total
VITAMINET Deficiente 16 0 0 16
D Insuficiente 1 25 1 27
Suficiente 0 0 71 71
Resultado total 17 25 72 114
Método Prueba comercial Resultados
L. Resultados Positivo Negativo totales
Prueba ropida ™ posifivo 2 [ 3
Negativo 0 71 71
Resultados totales 42 72 114

Sensibilidad relativa: 100% (IC: 95.41%-100%)
Especificidad relativa: 98.61% (IC: 93.12%-99.67%)

Precision relativa: 99.12% (IC: 93.91%-99.84%) IC: Intervalo de Confianza

Precision
Intra-Ensayo
La precision intra andlisis se ha determinado mediante el uso de 3 réplicas de tres muestras:
5ng/mL, 20 ng/mLy 60 ng/mL. Las muestras se identificaron correctamente en >99% de los
andlisis.

Inter-Ensayo
La precisidon entre andlisis se ha determinado mediante 3 ensayos independientes en fres
muestras: 5 ng/mL, 20 ng/mL y 60 ng/mL de vitamina D (25(OH)D). Se probaron tres lotes
diferentes de la prueba rdpida de VITAMINET D con las concentraciones antes
mencionadas. Las muestras se identificaron correctamente en >99% de los andlisis.

Sustancias interferentes
Se evaluaron las siguientes sustancias con determinadas concenfraciones empleando
muestras de sangre, se realizaron 10 réplicas empleando las siguientes concentraciones
de vitamina D: 5, 20 y 60 ng/mL. Ninguna presenté interferencia.

« Bilirubina (1000 mg/dL)

» AlbUmina (2000 mg/dL)

« Creatina (200 mg/dL)

« Acido oxdlico (600 mg/dL)

» Cafeina (20 mg/dL)

« Acido gentisico (20 mg/dlL)

« Acido acetilsalicilico (20 mg/dL)
« Acido ascérbico (2 g/dL)

* Acetaminofén (20 mg/dL)

Reactividad cruzada
Se analizé el desempeio de la prueba rapida VITAMINET D al adicionar otras vitaminas (A,
B1, B2, B3, BS, B7, C, E, K y M) a muestras de vitamina D conocidas, los resultados no
mostraron evidencia de reactividad cruzada.
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