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1. Alcance:

Esta instruccion de trabajo aplica desde la recepcion 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 prevencién y control de los defectos al
nacimiento.

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

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

° IT-CH-TN-03 Instruccién de trabajo para recepcién de muestras de tamiz neonatal metabélico.

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

* IT-CH-TN-16 Instruccion 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 dafos
graves e irreversibles antes de que estos se manifiesten, con la finalidad de tratarla evitando o
aminorando sus consecuencias.

Fibrosis quistica: Enfermedad genética mas letal, de caracter recesivo, multisistémico y progresivo,
afecta de preferencia a poblaciones caucasicas. La enfermedad se caracteriza por el espesamiento del
mucus producido por las glandulas exocrinas induciendo compromiso sino-pulmonar con dafio pulmonar
progresivo, insuficiencia pancreética y por lo tanto sindrome de mala-absorciéon, con consecuente
desnutricion, esterilidad masculina por atrofia de los conductos deferentes y elevacién de electrolitos en
el sudor. Siendo la afectacion pulmonar causante de un 95% de los fallecimientos.

Glandula exocrina: Organo que sintetiza y libera diversas sustancias (hormonas, liquidos diversos) por
fuera de la circulacién sanguinea. En efecto, las glandulas exocrinas liberan sus sustancias

directamente al exterior del cuerpo humano o en una cavidad natural del cuerpo: interior de las narinas,
de la vagina, del estbmago, etc.

Inmunoensayo: Ensayos basados en las uniones de proteinas especificas que se basan en la alta
especificidad y afinidad de la reaccién de reconocimiento entre un anticuerpo y el determinante de un
antigeno.

Ensayo enzimatico: Método de ensayo quimico para medir la actividad de una enzima especifica, o del
nivel de una enzima especifica, que se usan para evaluar la salud y riesgo de enfermedad, para la
deteccion precoz de enfermedad, o prediccion de enfermedad, diagnéstico, y cambio en el estado de la
enfermedad.

Muestra sanguinea: Porcién de sangre representativa, para realizar el posterior andlisis 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 numero que lo identifica y diferencia de los documentos similares. Esta
numeracion individual recibe el nombre de folio
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Buffer / tampén: Solucién reguladora, buffer 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 |a adicion o
eliminacion de H+ del medio, es decir se opone a las grandes variaciones del pH en una solucion
acuosa.

Prueba de Tripsinogeno Neonatal (IRT) : Inmunoensayo enzimatico para la determinacién cuantitativa
de Tripsinégeno inmunoreactivo (IRT). L a placa esta revestida con anticuerpo IRT que captura el IRT
presente en la muestra. Tras |a incubacién y un paso de lavado para eliminar el material no ligado, se
afiade un anticuerpo biotinilado anti —IRT a los calibradores y muestras. Tras un segundo lavado se
anade la estreptavidina-peroxidasa a los pocillos que se unen con la gran afinidad a Ia biotina.

Tras una tercera incubacién y un paso de lavado, se detecta el inmunocomplejo mediante la reduccion
de 3.3'-5.5'-tetrametilbenzidina (TMB) por peroxidasa de rabano (HRP). El desarrollo de un color azul es
directamente proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra standar. La reaccion enzimatica se

detiene mediante la adicién de acido sulfurico y se lee la asbsorbancia a 450nm y 405nm.

4. Material y equipo:

° Reactivos y controles para la determinacion de IRT Neonatal
° Perforador de tarjetas auntomatico

® Lavador

* Agitador de placas /incubador

° Lector de placas

° Pipetas automaticas multicanal (20.0-200.0 i)

° Pipetas automatica (0.5-5.0 ml)

° Pipetas automatica (20.0-200.0 pl)

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

® Reservorios plasticos

° Cronémetro
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5. Desarrollo:
No. | Responsables I Descripcién de la Actividad

5.1 Preparacion del material, reactivos, insumos y equipos:

511 Quimico/Laboratorista

* Realiza el acondicionamiento de todos los equipos a
utilizar.

* Realiza evaluacion del material y reactivos de laboratorio
existentes.

* Cerciora de contar con el equipo y material necesario para
realizar el analisis

5.2 Seleccion de las muestras y preparacion de la placas

5.2:1 Quimico/Laboratorista

Revisa la bitacora de Recepcién de muestras de Tamiz
Neonatal para corroborar cuales muestras deben
analizarse, las saca de su almacenamiento y ordena en
base al acomodo por folio de la tarjeta de Guthrie que
tienen en la Bitacora de Recepcion de Muestras de Tamiz

Neonatal.

5.3 Realizacion del ensayo

5.31 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 IRT Neonatal).

5.4 Lectura de la placa / obtencién de resultados

541 Quimico/Laboratorista

Mide |a fluorescencia utilizando la longitud de onda de 450
nm, maximo 20 minutos después de terminado el ensayo.

¢Resultados de controles
dentro de rango? Entonces
Si Continua en 5.4.2
No Se reanaliza la muestra

(Ver anexo 2. Valores de referencia)
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5.4.2 Quimico/Laboratorista Valida los resultados T
Procesa los resultados obtenidos en base a la IT-CH-TN-
16 Instruccién de trabajo de registro y entrega de resultados
54.3 Quimico/Laboratorista de tamiz neonatal metabodlico.
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6. Anexos:

1.- Técnica resumida para IRT Neonatal

IRT

(Zentech)

1) Taladrar calibradores. controles y musstras an placs recubiarts,

2) Agregar 100 pl de Salucién de Bxtraccidn a cada pasille y tapar con cubicrta adhesiva.

3| Incubar la placa durante 1 h 3 temparaturs smbisnts con agrssian 3900 rpm.

4) Incubar toda Is noche en refrigerazian (18-2Ch).

5| Tras la incubacién invertir ta placa pars =liminar s solucian ¥ sacudir la placa para quitar los discos de muestra.

§) Lavar 3 veces la placa con 350 pl de Salucidn de Lavade {1:10):

270 mi Aguz destiads
+ 30 misoli'n Wash
300 ml Sali'n Lavado
para todos s ocios

7) Agregar 180 pl del Anticuerps Conjugsds a cada pasills y tapar con cubierts sdhesiva. Incubar durants 2 horas a

temperstura ambients.

Preparacion delCanjugade para una placa {1:1000):

8,500 plLSoi'n Extraccion
+ | 100 ul Ac. Coniuzade Eipt/100w)
10,000 pL = 10 mi Conjugado

B) Lavar 3 vaces con 350 pl d= Sclucian da Lavada.

2) Agr=gar 100 pl de Conjugade Estreptavidina HRP 3 cada pocilic = incubar durante 30 minutss 3 temperatura

ambiente. Tapar con cubierta adhesiva,

10) Lavar 3 weces con 350 yl da Salucisn da Lavsda.

11) Agregar 100 pld= TMB 3 cada pocille {sacar el frasco sclo cuando se vaya utifizar). Tapar con cubiarta adhesiva,
12} Incubar 3 plezs durants 15 minutos s tampersturs ambisnts, protegida de laluz y 5in agitar.

15} Agregar 100 ul d= Sclucion de Paro 3 cada pacillo.

14| Le2r3d50 nm. Maximo 20 minutss daspuss.
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2.- valores de referencia

Version Vigente: 00

Pruebade IRT

- Valores de referencia

Presunto sospechoso
Presunto negativo

Mayor a 90.8 ng/ml
Menor a 90.8 ng/mi

7. Control de Cambios:

Version :
Vigente Fecha Motivo
00 Septiembre 2019 Alta de documento
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