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Uso deseado

La prueba rdpida en cartucho VITAMINET D (sangre fotal o capilar) es un inmunoensayo
cromatogrdafico de flujo lateral parala deteccién semicuantitativa de la 25 hidroxivitamina
D (25(OH)D) en muestras de sangre total o capilar. Esta prueba proporciona un resultado
preliminar para detectar la deficiencia de vitamina D.

Resumen

En la actualidad se reconoce que la Vitamina D es responsable de regular la homeostasis
calcio-fésforo y controlar el metabolismo éseo, sin embargo, diversos estudios sugieren que
también tiene un papel fundamental en la modulacién 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 exposicion a la radiacion ultravioleta [1,2,3,4]. Su
deficiencia tiene repercusiones, en nifos 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 concentracion, sin embargo, la més aceptada es la 25(0OH)D que es la
version hidrolizada, ya que fiene una concentracion séricamds alta y una vida media mds
larga (alrededor de 3 semanas) [5]. Un valor por debajo de 30 ng/mL de concentraciéon
de 25(CH)D es considerado deficiencia de vitamina D por la mayoria de los autores ya
que aumenta drdsticamente el riesgo de osteomalacia y raquitismo nutricional [5,6]. Con
toda la evidencia se hace notar la necesidad del monitoreo de vitamina D (25(CH)D) a
nivel individual y poblacional.

Principio

La prueba de VITAMINET D es un inmunoensayo basado en el principio de competencia
por antigeno-anticuerpo. La membrana es impresa con antigenos 25 (OH) D en la regién
de la linea de prueba (T) de la tira y en el drea de conjugado se encuentran impresas
particulas recubiertas de anticuerpos anti-25 (OH) D. Durante el andilisis, la Vitamina D (25
(OH) D) presente en la muestra enfra en contacto con el anti-25 (OH) D conjugado,
formando un complejo, el cual migra por capilaridad hacia la membrana, dicha union
limitard lainteraccion del anticuerpo del conjugado por el antigeno en lalinea de prueba.
La cantidad de complejo formado dependerd de la concentracion de 25 (OH) D presente
en la muestra. Al llegar ala linea de prueba (T) solo los anti-25 (OH) D que no formaron el
complejo podrdn unirse al antigeno 25 (OH) D presente en la linea. Cuanto mayor sea la
concentraciéon de 25 (OH) D en la muestra, mds tenue serd la linea de prueba (T). E
resultado se leerd de acuerdo con la tarjeta de color proporcionada con la prueba.

Para servir como control de procedimiento, siempre aparecerd una linea de color en la
region de la linea de control (C) que indica que se ha agregado el volumen adecuado
de muestra y que se ha producido la migracién en la membrana.

Reactivos
La prueba contiene particulas recubiertas de antficuerpos anti-25 (OH) D Vitamina D y
antigeno 25 (OH) D (Vitamina D) impreso en la membrana.

Precauciones
Lea toda la informacion de este instructivo antes de realizar la prueba.

. Para uso profesional in vitro.

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

. No utilizar la prueba sila bolsa estd danada.

. Manipular todas las muestras como si tuvieran agentes infecciosos.

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

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

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

. No mezclar componentes de diferentes lotes.

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

Almacenamiento y estabilidad de la prueba

. Almacenar 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.

Materiales

Materiales suministrados: Materiales requeridos, pero suministrados:

. Prueba rdpida en cartucho . Temporizador
. Tarjeta de color
. Solucién  de  corrimiento
(Buffer)
. Gotero
. Instructivo de uso
Materiales opcionales:
. Lanceta (puncidn capilar)
. Almohadilla con alcohol

. Centrifuga

Recolecciéon de muestra
Por puncién capilar:
. Lave la mano del paciente con agua tibia y jabdn. Permita que se seque.
B. Masajee la mano sin tocar el sitio de la puncién frotando la mano hacia la
yema del dedo anular o medio.

C. Perfore la piel con una lanceta estéril. Limpie la primera seial de sangre.

D Frote suavemente la mano desde la palma hasta la yema de los dedos para
formar una gota de sangre sobre el sitio de puncion.
Con ayuda de un gotero: Presione el bulbo del gotero y coloque el extremo
inferior sobre la gota de muestra y suelte el bulbo para recolectar la muestra.
Nota: Evite generar burbujas de aire.

Por venopuncién:
a) Tome la muestra en base a los criterios establecidos. Para ello puede emplear
un tubo de anticoagulantes (EDTA, heparina, citrato y oxalato) y utilizar la
muestra directamente en la prueba.

Almacenamiento de la muestra

. Se recomienda redlizar 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 total pueden almacenarse por 8 horas méximo a una
temperatura de 2-8 °C.

. Las muestras obtenidas por puncidén capilar deben procesarse

inmediatamente.

Instrucciones de uso

Permita que la prueba y el buffer alcancen la temperatura ambiente (15-30 °C) antes de
realizar la prueba. Refire el cartucho de prueba de la bolsa sellada y ufilicelo
inmediatamente. Coloque el cartucho sobre una superficie limpia y nivelada, siga los
pasos que se describen a confinuacién.

1. Obtenga la muestra cémo se indico en la secciéon ‘recoleccion de muestra’.

2. Transfiera dos gotas de muestra recolectada con el gotero (aproximadamente
30 pL) en el poso 'S’ del cartucho.

3. Agregue 3 gotas (aproximadamente 120 pL) de solucién de corrimiento en el
pozo 'S’ del cartucho.

4, Inicie un temporizador e Inferprete resultfados a los 10 minutos comparando la

intensidad de la linea de prueba (T) resultante con la tarjeta de color
proporcionad. No inferprete el resultado después de 20 minutos.
Nota: No utilizar el buffer después de 3 meses 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

Exceso 30-100 75-250

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

o Deficiente: Aparecen dos lineas de color. Una estd en la regiéon de control (C) y otra en
la regién de prueba (7). La intensidad de la linea en la regién de prueba (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.

o Insuficiente: Aparecen dos lineas de color. Una estd en la regién de control (C) y ofra
en laregién de prueba (T). La intensidad de la linea en la regidn de prueba (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.

o Suficiente: Aparecen dos lineas de color. Una linea estd en la regién de control (C) y
ofra linea tenue aparece en la regidon de prueba (7). La intensidad de la linea en la
region de prueba (T) es igual o menos intensa a la linea de >30-100 ng/mL pero menos
fenue.

Nota: Siempre compare la intensidad de la linea de prueba (T) con la “Tarjeta de color
de vitamina D" e interprete los resultados en consecuencia.

e Invalido: La linea de control no aparece. Un volumen de muestra insuficiente o técnicas
de procedimiento incorrectas son las razones mds probables de la falla de la linea de
control. Revise el procedimiento y repita la prueba con un cartucho nuevo. Si el
problema persiste, deje de usar el kit de prueba inmediatamente y comuniquese con su
distribuidor local.

Control de calidad

Un control interno del procedimiento estd incluido en la prueba. Una linea de color que
aparece en la regién de la linea de control (C) es un control de procedimiento positivo
interno. Confirma un volumen de muestra suficiente, una absorcién adecuada de la
membrana y una técnica de procedimiento correcta.

Los estandares de control no se suministran con esta prueba; sin embargo, se recomienda
su uso como parte de las buenas prdcticas de laboratorio.

Limitaciones
1. La prueba rdépida VITAMINET D proporciona solo un resulfado analitico
semicuantitativo. Se debe utilizar un método analitico secundario para obtener un
resultado confimatorio.

2. Es posible que los emores técnicos o de procedimiento, asi como ofras sustancias
que interfieran en la muestra de sangre, provoquen resultados erroneos.

3. Como con fodas las pruebas de diagndstico, todos los resultados deben
considerarse con otra informacién clinica disponible para el médico.

4. Si el resultado de la prueba es deficiente y la sintomatologia persiste, se sugiere
realizar pruebas adicionales de seguimiento por ofro método diagndstico.

5. Si el resultado de la prueba es negativo y la sintomatologia persiste, se sugiere

realizar pruebas adicionales de seguimiento por ofro método diagndstico. Un
resultfado negativo no excluye la posibilidad de infeccién.

Valores esperados
La prueba rapida de VITAMINET D en muestras de sangre fue comparada con otfra prueba
rdpida vitamina D, se obtuvo una precisién relativa de 99.12%.

Caracteristicas de desempepno

La prueba rdpida VITAMINET D fue comparada con los resultados obtenidos por ofra
prueba rdpida de vitamina D comercial, para ello se emplearon 114 muestras de sangre,
mismas que 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:

Precision
Método Prueba rdpida comercial Resultado
Resultados Deficiente Insuficiente Suficiente total
Deficiente 16 0 0 16
REAVNED Insuficiente 1 25 1 27
Suficiente 0 0 71 71
Resultado total 17 25 72 114
Método Prueba rdpida comercial
Total
RESULTADO | Positivo (+) | Negativo (-)
VITAMINET Positivo (+) 42 1 43
D Negativo (-) 0 71 71
Total 42 72 114
Sensibilidad Relativa: 100% (M1C: 95.41% -100%)

Especificidad Relativa: 98.61%
Precision Relativa: 99.12%
*Intervalo de confianza

(IC: 93.12% -99.67%)
(1C: 93.91% -99.84%)

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

Inter-ensayo
La precisién entre andlisis se ha determinado mediante 3 ensayos independientes en tres
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 répida de VITAMINET D con las concentraciones antes
mencionadas. Las muestras se identificaron correctamente en >99% de los andlisis.

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

o Bilirubina (1000 mg/dL)

« AlbUmina (2000 mg/dlL)

» Creatina (200 mg/dL)

« Acido oxdlico (600 mg/dL)

» Cafeina (20 mg/dlL)

« Acido gentisico (20 mg/dlL)

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

* Acetaminofén (20 mg/dL)

Evaluacién con niveles de hematocrito
Esta prueba ha sido evaluada con el siguiente rango de hematocrito: 35.5 a 48.7%.
Los resultados obtenidos fueron correctamente identificados.

Reactividad cruzada
Se analizé el desemperio de la prueba rdpida VITAMINET D al adicionar otras vitaminas (A,
B1, B2, B3, B5, B7, C, E, K y M) a muestras de vitamina D conocidas, los resultados no
mostraron evidencia de reactividad cruzada.
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