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1. Alcance:

Desde la recepcién de muestra, su procesamiento y obtencion del resultado.

2. Documentos Aplicables:

° Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA-1993. Atencién de la mujer durante el embarazo, parto y
puerperio y del recién nacido. Criterios y procedimientos para la prestacion del servicio.

° Norma Oficial Mexicana NOM-034-SSA2-2013, Para la prevencion y control de los defectos al
nacimiento.

° Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.

® Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA3-2011, Para la organizaciéon y funcionamiento de los
laboratorios clinicos

° IT-CH-TN-03 Instruccién de trabajo para recepcion de muestras de tamiz neonatal metabolico.

° IT-CH-TN-04 Instruccion de trabajo para el secado y almacenamiento de muestras de tamiz neonatal
metabdlico

° IT-CH-TN-16 Instruccién de trabajo de registro y entrega de resultados de tamiz neonatal metabélico
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3. Definiciones:

Tamiz Neonatal: Programa de salud publica que debe realizarse a todos los nifios recién nacidos vivos
idealmente entre los 2 a 6 dias de nacidos y con ingesta de leche, para detectar aquellos
aparentemente sanos, pero que ya tienen una enfermedad que con el tiempo podria ocasionar dafios

graves e irreversibles antes de que estos se manifiesten, con la finalidad de tratarla evitando o
aminorando sus consecuencias.

Biotinidasa: Enzima que cataliza la produccién de biotina por hidrélisis de la biotina-amida. Esta
codificada por un gen situado en el cromosoma 3. La alteraciones de la biotinidasa produce un déficit de
biotina el cual, a su vez, varias enfermedades

Deficiencia de biotinidasa: Trastorno metabélico de herencia autosomica recesiva poco frecuente,
cuyo hecho fisiopatolégico central radica en una alteracion del metabolismo de la biotina que origina una
deficiencia multiple en carboxilasas. Sus consecuencias metabolicas caracteristicas son debidas al
papel que las carboxilasas juegan en la gluconeogénesis, sintesis de acidos grasos y catabolismo de
aminoacidos. Su espectro clinico es amplio e inespecifico, predominando los signos dermatolégicos y
neurolégicos. En la época neonatal se manifiesta, generalmente, con hipotonia muscular, convulsiones,
ataxia y retraso del desarrollo, y con menos frecuencia, aparecen sintomas como déficit auditivo,
dermatitis, alopecia, atrofia 6ptica e inmunodeficiencia. También se ha sugerido su papel en el sindrome
de muerte subita infantil. Suele acompafarse de acidosis lactica con cetosis

Enzimas: Biomoléculas especializadas en la catalisis de las reacciones quimicas que tienen lugar en la
celula. Son muy eficaces como catalizadores de las reacciones quimicas, son altamente especificos ya

que cada una de ellas induce la transformacion de un sélo tipo de sustancia y no de otras que se
puedan encontrar en el medio de reaccion.

Ensayo enzimatico. Son metodos de ensayo quimico para medir actividades enzimaticas para
determinar la deficiencia o aumento de las mismas.

Muestra sanguinea: Porcién de sangre representativa, para realizar el posterior analisis en el
laboratorio clinico y conocer la calidad de la misma.

Tarjeta de Guthrie: Papel filtro (SM905) que tiene 6 circulos impresos de 13 mm cada uno, sobre los
cuales deben impregnarse con la muestra sanguinea.

Folio: Cada documento tiene un nimero que lo identifica y diferencia de los documentos similares. Esta
numeracion individual recibe el nombre de folio
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Solucién amortiguadora/ buffer/ tamponada: Solucién reguladora o tampon, esta formada por un
acido o base débil y su par conjugado correspondiente, ésta combinacion tiene la capacidad de
minimizar el efecto de la adicién o eliminacion de H+ del medio, es decir se opone a las grandes
variaciones del pH en una solucién acuosa.

Prueba de Biotinidasa Neonatal: Ensayo enzimatico para |a determinacion cuantitativa de la actividad
de biotinidasa en recién nacidos.

La biotinidasa se extrae de la muestra con una solucién tamponada que contiene el acido 4
amidobenzoico libre (PABA) de B-PAB. La reaccién se detiene mediante el acido tricloroacético que
desnaturaliza la biotinidasa. Entonces se inicia la reaccién de color: el PABA producido reacciona con el
nitrato sodico para formar un compuesto diazotado (el nitrato en exceso se neutraliza con el sulfamato
de amonio); después de ello, el compuesto diazotado reacciona con el NED (N-naftiletilendiamina) para
formar el azo tinte. El color purpura producido puede medirse de forma colorimétrica con un fotométro a
550nm y es directamente proporcional a la actividad de |a biotinidasa presente en la muestra.

4. Material y equipo:

° Reactivos para la determinacién de Biotinidasa Neonatal
° Perforador de tarjetas

° Agitador de placas/ incubador

¢ Lector de placas

° Microplaca fondo en V o fondo plano

° Pipeta automatica multicanal (20.0-200.0ul)

° Pipeta automatica (20.0-200.0 Hl)

° Puntillas para pipeta automatica (de acuerdo al volumen)
° Guantes de propileno(sin talco)

° Reservorios plasticos

® Crondmetro
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5. Desarrollo:

Descripcion de la Actividad

No. Responsables
5.1 Preparacion del material, reactivos, insumos y equipos
5.1.1 Quimico/ Realiza el acondicionamiento de todos los equipos a utilizar.
U Laboratorista
5192 Quimico/ Realiza evaluacion del material y reactivos de laboratorio
o Laboratorista existentes.
Quimico/ Cerciora de contar con el equipo y material necesario para
5.1.3 Laboratorista realizar el analisis

5.2 Seleccion de las muestras

5.2

Quimico/
Laboratorista

Revisa la N/A Bitacora de Recepcion de muestras de Tamiz
Neonatal para corroborar cuales muestras deben analizarse,
las saca de su almacenamiento y las ordena en base al
acomodo por folio de la tarjeta de Guthrie que tiene en la N/A
Bitacora de Recepcion de Muestras de Tamiz Neonatal.

5.3 Realizacion del ensayo

5.3.1

Quimico/
Laboratorista

Realiza cuidadosamente todo lo descrito en el inserto que
viene adjunto al kit de reactivos para la prueba.

(Ver anexo 1. Técnica resumida para Biotinidasa)

5.4 Lectura de la placa / obtencion de resultados

541

Quimico/
Laboratorista

Mide la fluorescencia utilizando la longitud de onda de 550
nm, en un periodo maximo 10 minutos posteriores del
termino del ensayo.

| ¢Resultados de Entonces
controles dentro de
rango?
Si Contintia con 5.4.2
No Sereanalizan la
muestra
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(Ver anexo 2. Valores de referencia)

542 Quimico / Valida los resultados obtenidos por el equipo.
Laboratorista
Procesa los resultados obtenidos en base a la IT-CH-TN-16
543 Quimico / Instruccion de trabajo de registro y entrega de resultados de
Laboratorista tamiz neonatal metabdlico
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6. Anexos:
1. Técnica resumida para Biotinidasa
BIOTINIDASA
[Zentech)

1| Taladrar calibradores, controles y muestras. Colocando 2 discos de cada uno =n cada pocilio.
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2} Agregar 100 pl o2 Solucion Tamponada de Sustratoencada pocillo & incubar con agitacion de 200rpm
durante 10 minuTos. TAPAr con cubierts adhesiva. InCubar 10da la noche [15-1Bh) 3 37°C.

Mota: Cada vial de Solucion Tamponada de Sustrato se hidrata previamente con 5 ml de 3gua destilada o
con el volumen que indique el vial,
Son dos viales de S5ml por cada microplaca

3} Agregar 60 pL de Solucion O Paro [AC.Triclaroacético) 3 cada pocilio. La solucion debe estar fria para
optimizar =l precipitado.
Nota: Asegurar este paso sea lo mas breve posible para no afectar linealidad,

4} Agitar la microplaca durants 5 minutos a 1,200 rpm a temperatura ambiente.

5} Transferir 60 uL de eluido de cada pocillo al pocillo correspondients de otra placa fondo plano.
Nota: Tomar i eluido por 12 pared del pocillo para evitar transferir precipitado,

&) Agregar 30 ul de Reactivo O Color #1 a cada pocillo € incubar durants 3 minutos 3 temperatura
ambiente.

7) Agregar 30 pl de Reactivo de Color # 2 3 cada pocillo & incubar durante 3 minutos 3 temperatura
ambients.

B} Agregar 30 plL de Reactivo de Color # 3 3 cada pocilio & incubar durante 10 minutos a temperatura
ambients

9} Lectura a 550nm. Maximo 10 minutos despuss,

COPIA NO CONTROLADA
FT-1S-GC-01/Versién 02



INSTRUCCION DE TRABAJO PARA LA DETERMINACION

DE BIOTINIDASA NEONATAL

Pagina 7 de 7

Codigo: IT-CH-TN-06

Fecha de Revision:
Septiembre 2019

"DIVISION DE SERVICIOS AUXILIARES DE DIAGNOSTICO

Y TRATAMIENTO

2 Valores de referencia

Version Vigente: 00

Prueba de Biotinidasa

‘Valores de referencia

Presunto negativo
Deficiencia parcial

Mayor a 70 umol/dL
De 7 a 26 pmol/dL

Presunto sospechoso Menor a 7 ymol/dL
7. Control de Cambios:
e Fecha Motivo
igente
00 Septiembre 2019 Alta del documento
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