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CONFLICTO DE INTERES

No se presentaron conflictos entre las partes que realizaron el protocolo.

INTRODUCCION

En este documento se abordan temas sobre la calidad de la muestra, interpretacion de los valores limite,
sera de utilidad en muchas situaciones de duda en la practica rutinaria y orientaciéon para resolver otros
inconvenientes comunes.

El 4 objetivo del milenio para la ONU es reducir la mortalidad infantil en las 2/3 partes entre 1990 y 2015,
Segun estadisticas sociales y demogréficas 11.000.000 nifios menores de 5 afios mueren cada afio por
causas evitables, entre ellas los defectos congénitos, por lo cual la 63 asamblea mundial de la salud en el
afio 2010 insta a poner en marcha programas de prevencion, apoyo y asistencia para anomalias
estructurales o funcionales incluidos trastornos metabdélicos presentes desde el nacimiento.

El tamizaje de hipotiroidismo congénito constituye avances en la prevencion de las anomalias congénitas.

DEFINICION

Hipotiroidismo Congénito: Es un sindrome clinico y bioquimico que resulta de una disminucion en la
produccion de hormonas tiroideas en el periodo critico del desarrollo del nifio, y que afecta principalmente el
sistema nervioso central y el sistema esquelético. Al no ser detectada y tratada oportunamente lleva a un
retardo mental grave e irreversible. Se considera la causa prevenible mas comun del retraso mental y
mientras mas tardio sea el diagndstico y el inicio del tratamiento, mayor sera el grado de retraso mental y la
aparicion de secuelas fisicas y neurolégicas. La causa mas comun del hipotiroidismo congénito es la
disgenesia tiroidea, que produce la deficiencia de hormonas tiroideas (hipotiroidismo primario) (3); su
tratamiento consiste en la suplencia de la hormona tiroidea. Es la alteracion funcional mas comun de la
glandula tiroides. Se presenta en uno de cada 3.500 a 5.000 recién nacidos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del tamizaje Neonatal, es detectar las enfermedades al momento del nacimiento para
desarrollar las acciones pertinentes que conduzcan a las disminucion, de la discapacidad, la morbilidad
la mortalidad por tal evento, mediante el inicio del tratamiento en forma oportuna

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Muestras con calidad
e Recoleccién adecuada de la muestra

AMBITO DE APLICACION

Las auxiliares de laboratorio, auxiliares de enfermeria y bacteriélogos encargados de procesar la
muestra revisan la calidad de las muestras y establecen si pueden ser recibidas o rechazadas
segun los criterios establecidos.

POBLACION OBJETO

Las muestras son tomadas y recolectadas por personal auxiliar de Laboratorio clinico y de
enfermeria debidamente capacitado, para realizar dichas funciones de acuerdo a las normas
establecidas en el protocolo de toma de muestras.

PERSONAL QUE INTERVIENE
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'BACTERIOLOGOS

e Supervisa la calidad de la muestras
e Rechaza o admite la muestra para su procesamiento y su reporte con calidad

AUX DE LABORATORIO:

REVISA LA CALIDAD DE LAS MUESTRA

SOLICITA NUEVA MUESTRA

DEJA UN REPORTE DEL RECHAZO EN LA CARPETA
ANUNCIA EL RECHAZO DE LA MUESTRA.

MATERIALES Y EQUIPO

Elementos de proteccién
Formato de rechazo de muestras
Telefono

Computador

INDICACIONES

e Calidad de la muestra se debe verificar

e Rechazar la muestra y registrar en formato de rechazo de muestras con el nombre de quien
recibe la informacioén

e Solicitar nueva muestra

e Informar la causa del rechazo de la muestra

PROCEDIMIENTO
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TSH NEONATAL

TECNICA: MICROELISA

CASA COMERCIAL: MONOBIND INC

PRINCIPIO DEL METODO:

Los reactivos esenciales requeridos para el ensayo secuencial inmunoenzimometrico
incluyen anticuerpos con una alta afinidad y especificidad (conjugado enzimatico
inmovilizado), con diferente reconocimientos de epitomes, en exceso, asi como
antigenos nativos. En este procedimiento, la inmovilizacion tomar lugar durante el
ensayo en la superficie del pozo de la microplaca mediante la interaccion de la
estreptavidina que cubre el pozo y los anticuerpos monoclonales biotinilados anti-TSH
que fueron adicionado exdgenamente.

Después de la mezcla del buffer de elucién con anticuerpos biotinilados, con la mancha
de sangre seca que contiene el antigeno nativo, los resultados de la reaccion entre el
antigeno eluido y el anticuerpo forman un complejo de antigeno anticuerpo.

REACTIVOS:

MATERIALES SUMINISTRADOS:

A: Calibradores de Neo-TSH — gotas secas de sangre (dos filas por seis niveles punta —
2X6)

Seis (6) niveles de antigeno TSH en gotas de sangre secas en concentraciones
aproximadas de 0 (A), 3.80 (B), 11.10 (C), 30.3 (D), 61.10 (E), y 138.8 (F) ulU/ml.
Almacenar de 2-8°C, con el conservante adicionado.

NOTA 1 El lote especifico de los calibradores, basados en sangre total humana. Fueron
calibrados utilizando una preparacién de referencia la cual fue ensayada contra el WHO
2nd IRP 80/558

NOTA 2 Los valores exactos estan impresos en el exterior de las bolsas de aluminio.
Pero la casa comercial establecié un factor de correccion de 1.8 para calibradores y
controles.

B: controles NEO N-TSH-gotas de sangre seca (dos filas por tres puntos — 2x3)

Tres niveles de sangre total humana con diferentes concentraciones de antigenos TSH
colocadas en papel filtro S&S tipo 903. Almacenar de 2-8°C. Un conservante ha sido
adicionado.

NOTA 1: Los controles hechos a base de sangre total humana, fueron fabricados para
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caer dentro de los rangos clinicos significativos usando la misma referencia WHO para
preparacion de calibradores (ver arriba)

NOTA 2: Los valores exactos estan impresos en el exterior de las bolsas de aluminio.

C. Reactivo enzimético NTSH-13ml/vial

Un (1) vial que contiene IgG policional, de cabra, anti-TSH purificada, a fin. En tapon y
marcada enziméaticamente. Almacenar al 2-8°C.

D Reactivo NTSH Biotina-13ml vial

IgG monoclonal anti-TSH marcada con Biotina con buffer, colorante verde y preservativo.
Almacenar a 2.8°C

E Placa revestido con estreptavidina-96 pozos.

Una placa de 96 pozos revestida con estreptavidina y empacada en bolsa de aluminio
con un agente secante. Almacenar de 2-8°C

F. Solucién concentrada de lavado-20ml
Un vial que contiene el detergente en tampoén salino. Un persevante acido adicionado.
Almacenar a 2-8°C

G. Solucioén de sustrato A-12ml/vial
Una (1) botella que contiene tetrametilbenzidina (TMB) y perdxido de hidrogeno (H202)
en buffer. Almacenar de 2.8°C

H. Solucién de parada de reaccion (Stop)-8.0ml/vial-icono
Una (1) botella que contiene un acido fuerte (1N H2SO4) ALMACENAR DE 2-30°C

AGENTES CONSERVANTES:

El kit contiene azida de sodio, Thiomersal y Bronidox L. son potencialmente téxicos
durante su manejo hay que tener cuidado para evitar la ingestiébn o el contacto con la
piel. La azida de sodio puede reaccionar con el plomo y tuberias de cobre formando
azidas potencialmente explosivas. Evitar el contacto con la piel con la solucién de
parada.

RECOGIDA Y MANEJO DE LAS MUESTRAS:

Muestra de sangre Neonatal recogida mediante la toma capilar por puncién del talén y
secada en papel de filtro. Sin embargo la sangre de Cordon se puede usar tras la
validacion del proceso. El papel de filtro debe ser Schleicher and Schuell Grande 903 de
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manera que las muestras sean equivalentes a los calibradores.

La sangre de talén se recoge 3-5 dias después del nacimiento. Tomar una gota de
sangre de talon pinchando al nifio. Obteniéndose una mancha de sangre que recubre un
area circular sobre el papel de filtro. Debe ser cubierta entera y completamente
impregnada de sangre. Después de recogidas las muestras dejar secar horizontalmente
(2 horas o mas) temperatura ambiente de (20-25°C) las muestras secas pueden
almacenarse de 2-8°C.

MATERIALES Y EQUIPO:
e Agua destilada o desionizada
Cortadora mecanica de discos (3 mm) “perforadora”
Pinzas
Pipetas
Papel absorbente
Agitador para microplacas
Lavador de microplacas
Lector de microplacas
Puntas nuevas

PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

Antes de proceder con el andlisis lleve todos los reactivos, los sueros de referencia y los
controles a temperatura ambiente (2°-27-C)

1. Marcar los pozos de la microplaca para cada calibrador, muestra de control y de
paciente para que sean ensayadas.

2. Perfore un punto de sangre de cada calibrador, control y muestra dentro de los pozos
asignados

NOTA: No perforar puntos de sangre de las areas que estén impresas o cercanas al
borde de la mancha de sangre.

3. Agregue 0.100 ml (100ul) de reactivo NTSH Biotin (verde) dentro de los pozos.

4. Agitar la microplaca suavemente durante 20-30 segundos para mezclar

NOTA: Asegurarse que todos los puntos de sangre estén completamente sumergidos en
el liquido y no queden atascados en las paredes de los pozos.

5. Tapar con una cubierta la microplaca y dejar rotando durante 90 minutos a
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temperatura ambiente usando la configuracion 4. Stat fax 2200

6. Descartar los contenidos de la microplaca por decantacion o aspiracion. Si se realiza
decantacion, golpee y seque la placa con papel absorbente.

NOTA: Asegurarse que todo el papel filtro sean removidos en ese momento. No deben
guedar puntos dentro de los pozos

7. Agregar 350ul de tapon de lavado (véase la seccién de preparacion de reactivo),
decantar (tapar y secar) o aspirar. Repetir cuatro (4) veces adicionales para un total de
cinco (5) lavados. Lavar los pocillos con el equipo con el programa 4. Stat fax 2600

8. Agregue 100ul de of reactivo enziméatico NTSH a cada pozo (Amarillo).

9. Cubrir la microplaca y rotar por 45 minutos a temperatura ambiente usando una
configuracion 4. Stat fax 2200

10. Repetir el paso # 7
11. Agregar 0.100ml (100ul) de solucion de sustrato a cada pozo.
12. Cubrir la microplaca y rotar durante 45 minutos a temperatura ambiente utilizando
una configuracion 4.
13. Adicionar 0.050ml (50ul) de solucion de parada dentro de cada pozo y mezclar
fuertemente durante 15=20 segundos.
NOTA: Siempre adicionar los reactivos en el mismo orden para minimizar las diferencia
de los tiempos de reaccién dentro de los pozos.
14. Realizar la lectura dentro de los 5 minutos siguientes de la parada de la reaccion. La
reaccion es estable por 30 minutos.
PARAMETROS DE CONTROL DE CALIDAD
Con el fin de considerar validos los resultados del ensayo se deben cumplir los
siguientes criterios.
Desempefio del ensayo:
1. Es importante que el tiempo de reaccion en cada pozo sea sostenido en forma
constante para resultados reproducibles
2. El pipeteo de las muestras no se extenderdn mas de diez (10) minutos para evitar
derivaciones.
3. No se deben emplear
contaminadas
4. Es esencial un pipeteo preciso y exacto asi como conseguir el tiempo exacto y la
temperatura requerida. Cualquier desviacion de las instrucciones de uso puede
arrojar resultados inexactos.
5. Es importante calibrar todos los equipos por ejemplo pipetas, lectores, lavadores

muestras altamente lipémicas, hemolizadas o
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u otros instrumentos automatizados con este reactivo y realizar un mantenimiento
preventivo rutinario.

. Usar componentes del mismo lote, no mezclar los reactivos de diferentes lotes.

Es importante que los tiempos de reaccion de cada pozo sea sostenido en forma
constante para resultados reproducibles.

FAVOR TENER EN CUENTA LOS SIGUIENTES ASPECTOS:

> El fabricante sugiere velocidad de agitacion a 150 RPM agitador de Manzini para

procedimiento de prueba manual. El departamento de servicio técnico de ANNAR
Diagnostica Import S.A.S. a realizado pruebas para evaluar el desempeiio del
producto para nuestra poblacion, observando que cuando se realiza agitacion a
una velocidad aproximada de 800+/- 100 se alcanzan resultados 6ptimos. Si en su
laboratorio se encuentra instalados el agitador STAT FAX 2200, se debe
programar velocidad de agitacién opcion 4.

De acuerdo a estudios de validacion ejecutado de manera paralela con el
fabricante y teniendo en cuenta que el rango de referencia informado en el inserto
es muy amplio con respeto al punto de corte establecido por el instituto nacional
de salud, se ha establecido un factor de correccion de 1.8 para calibradores y
controles. Al programar el protocolo de lectura de los lectores para microelisa, se
deberé ingresar el valor que se obtiene al dividir la concentracion informada en el
estuche de calibrador y/o controles entre 1.8

En caso realizar procedimiento manual y con el fin de mejorar el desempefio del
ensayo se sugiere llevar a cabo una exhaustica decantacién y secado de los
pocillos.

CALIBRADORES
CALIBRADORES | CALIBRADORES/1.8
0 0
7.0 3.8
20.0 11.1
54.0 30.0
110.0 61.1
250.0 138.8
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CONTROLES
INTERRETACION DE RESULTADOS: CONTROLES CONTROLES/1.8
% Los resultados de laboratorio por si
solos son Unicamente un aspecto ! 20.95 11.63
para determinar el cuidado del | 34.12 18.95
paciente y no deben ser la Unica
base para una terapia, I 66.6 37.0

particularmente si los resultados
estan en conflicto con otros determinantes.

% Para resultados de pruebas validas, los controles adecuados y otros parametros
deben estar dentro de los rangos listados y requerimientos del ensayo.

% Si los kits del ensayo estan alterados, ya sean por mezcla de parte de diferentes
kits lo cual puede producir resultados de pruebas falsos o si los resultados son
interpretados incorrectamente.

% Si se utiliza el sistema de reduccion de datos controlados por computador para
interpretar los resultados del ensayo, es necesario que los valores de prediccion
para los calibradores se ubiguen dentro del 10% de las concentraciones
asignadas

% La concentracion de TSH, en la circulacion, es dependiente debido a una
multiplicidad de factores: funcion glandular del hipotalamo funcional glandular de
la tiroides y la capacidad de respuesta de la pituitaria a La TRH. Asi que la
concentracion de tirotropina sola no es suficiente para evaluar el estatus clinico.

% Los valores de TSH pueden elevarse por intervencién farmacolbgica. La
domperiodona, amiodazona, yoduro, fenobarbital y fenitoina han sido reportados
por elevar los niveles de TSH

% Una disminucién de los valores de tirotropina ha sido reportada por la
administracion de propanolol, metimazol, dopamina y d-tirosina (4)

PARA CREAR UN ENSAYO

Vaya al menu de pruebas y elija. Crear el ensayo de la ventana nueva (parametros

basicos del ensayo) escribir el nombre del ensayo en este caso TSH-NEO, elija la

longitud de onda primera, 450nm vy el filtro secundario 630nm, en la modalidad del

ensayo elija punto a punto, se habilita el nimero de estandares en este caso son 6

(introducir concentraciones de c/u luego darle click en calibrar

En la siguiente ventana aparecen ya los calibradores con sus respectivas

concentraciones y mas abajo esta la opcion para afiadir nuestros dos controls.se puede
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afiadir los que aparecen en la siguiente ventana o crear nombres nuevos.
Luego ir a la parte de abajo a la opcién interpretacion para escoger las unidades de
medida (Mu/L) y escoger rangos positivos 0 negativos y luego guardar.

PARA EDITAR EL ENSAYO:

(Cuando se cambia de lote y cambian valores calibradores o controles)
1. Ir al menu de prueba, editar ensayo, luego selecciono ensayo a modificar y click

en abrir la ventana de parametros basicos del ensayo.

2. Modifique los valores necesarios segun el nimero de lote de TSH-NEO guardar.

3. En caso pos se reporta al Centro de Salud y a la Coordinadora de P y D para la

nueva toma de la muestra

VALORES ESPERADOS
% Bebe 3-5dias
En sangre de talén:

En sangre de Cordon:

0 - 10 mlu/L calibrado
0 — 15mlu/L Sensibilidad

En caso de presentarse valores en sangre de cordén entre 10 y 15 o valores mayores, se
informa como resultado alterado, y se le debe tomar una nueva muestra de sangre para
TSH Y T4 LIBRE por electroquimioluminiscencia en el equipo COBAS E 411.

Valores de referencia por electroquimioluminiscencia

TSH

RECIEN NACIDOS DE 1 A 5 DIAS:
NINOS DE 6 DIAS A 3 MESES:
NINOS DE 4 A 12 MESES:

NINOS DE 1 A 6 ANOS:

NINOS DE 7 A 11 ANOS:

ADOLECENTES DE 12 — 20 ANOS:

ADULTOS SANOS:
T4 LIBRE

RECIEN NACIDOS DE 1 A 5 DIAS:
NINOS DE 6 DIAS A 3 MESES:
NINOS DE 4 A 12 MESES:

NINOS DE 1 A 6 ANOS:

NINOS DE 7 A 11 ANOS:

ADOLECENTES DE 12 — 20 ANOS:

ADULTOS SANOS HOMBRES:
ADULTOS SANOS MUJERES:

0.70-15.2
0.72-11.0
0.73-8.35
0.70-5.97
0.60-4.84
0.51-4.30
0.27 -4.20

0.86 —2.49
0.89-2.20
0.92-1.99
0.96 -1.77
0.97 - 1.67
0.98 -1.63
1.0-1.70

1.0-1.60
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LIMITACIONES:

Esta prueba no debe ser usada para detectar hipotiroidismo en quienes han sido
transfundidos con anticuerpos, o en recién nacidos prematuros.

En casos especiales donde no se puede tomar la muestra en el momento del parto, se
debe citar el paciente 48 horas después para volver a tomarla del talon.

CARATERISTICA DE DESEMPENO

PRECISION

La precision intra e inter ensayo del sistema de prueba Neo —TSH Accubind fue
determinado por el analisis de tres niveles diferentes de pooles de suero control.

SENSIBILIDAD

La sensibilidad (limite de deteccién) fue determinada determinando la variabilidad del
calibrador O ulU/mly mediante el uso de la estadistica 2° (95% de certeza) para calcular
la dosis minima.se determino una dosis minima detectable de 1.0ulU/ml.

EXACTITUD

El sistema de prueba Neo — TSH Accubind se comparé con un método de
inmunoanalisis de quimioluminiscencia .se utilizaron muestras biol6gicas de poblaciones
hipotiroideas, eutiroideas e hipertiroideas (los valores oscilaron entre 1.0ulU/ml —
124ulU/ml) el nuimero total de estas muestras fue de 156 .la menor ecuacién de
regresion y el coeficiente de de correlacion fueron calculados para este sistema Neo-
TSH Elisa en comparacion con el método de referencia.

ESPECIFICIDAD

La reactividad cruzada del método Neo —TSH Accubind a sustancias seleccionadas fue
evaluada por medio de adicion de sustancia interferentes a un pool de matriz de sangre a
varias concentraciones .la reactividad cruzada fue calculada mediante la derivacién de
un radio entre la dosis de la sustancia de interferencia con la dosis de tirotropina
necesaria para producir la misma absorbancia

Elabor6: Laboratorio Reviso: Comité de Archivo Aprobé: Gerente
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COMPLICACIONES
¢ Procesamiento de muestras inadecuadas que generan resultados errados
¢ Fallas de los equipos
¢ Resultados no confiables
e Diagnosticos errados
[}

EDUCACION AL USUARIO Y SU FAMILIA

MECANISMOS DE SOCIALIZACION Y VERIFICACION DE ADHERENCIA.

e Se realizara socializacion a todo el

personal que interviene en la ejecucién de toma de
muestras, recepcion y preparacion de las mismas, procesamiento y validacion de resultados.

e Aplicacion de listas de chequeo en cumplimiento a la adherencia del protocolo.
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1. http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/CSR%20Trspt%20Doc%20sp.pdf

2. http://www.duerolab.com/transportemuestras/index.htm

ANEXOS

1. FORMATO DE REGISRO DE RECHAZO DE MUESTRAS
2. LISTA DE CHEQUEO DE EVALUACION A LA ADHERENCIA DEL PROTOCOLO
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