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1.1.2.- Homeostasis en el organismo

����

���� �� �
������������.
���� �
�������� ������
��'��� ��
	������� �������



�.���

������������"����
��
	������
�����
�
�#�0
���� �
�����"��������� ���
��	
�
�� �����
�

����� ����'����
����
��
	��������
����
�������� ����
�����	����
�
��
���
��
	
K��� ����

������� ������������ ����� ����

�� �
���������	��������� ����
������ ����������	
�����

��
��'�������������
�����
����	
������'����
����
��
	�� ���
.
��	
�������
� �� 3=�����
E�

A@@S5� �� �'����
����� ��� �����

�
��	 ������� ����� 
������� �
�

���
	
� � �� ��
�
��	
��

 �
���
�#

��� 	
��
	

���� �
�

���
	��� ��� �

�� �� �� �
���� ��� � �� �������� �� � �
���  �

�
�	�������� ����! �,
�������	���
������ �� ������
����
��
��������
.
������������

@�JT��	
�� ���	
�	�����	
������
.
������������������A�?��&���
���
��� ��� ����+�

�� ������# D���� ���
�
��� ����+�� ���� 
�����
�
� ��	�����
� ��� � � ���
�	
���� � �����  �

������
��
���������������� ��	
��������

������� �
���������6�	 �
���! ����
	
��! ���
���

���9?<8IT�����
���
��
�������'���
�! ���
�������������+������7@T�������
,���	
�� ��BT#

����������������
���! ���
 ������������+����� � ST� ���
�� �
��� ���
���������
������

25



�����
���
��

�
� �	
����������
	������
���
��
�� �
���
�����+���
���
"����� �����������
�'������
�

��� �����
"�������	
������������	
�����������"��
�	
���
����"����������
���� �
�������

�����������
���� �
�
���
� ��������� ������"�������������	��
��
��
��
��+�
	
�����
�

�� 3*	�
"��� A@@75# ���
�� �����
�� ����
	
���� ��� ��� ������
�
���
� ���� �

�� ��� ���

������
����
��������
�
��� �
���� ����
����
�
�����������
�	
�
��� �.����
#

0
����	�
����! ��
����"
�����������������
�
���
��������
��
����
�������
��'���

���� �
� ��
�	
�������� 3L
 ����7IIB�5�

- *'����
����
��
	�� ���+���� ����� � ��������������� ����
��
��	���

��������

	
�	�����	

����	�� ����������� 	
�
��
��	���

�������������
�����
��
�
��	
��

��� ��	�
���� 
�
	
��
����� �
���� �
�
� ��� ��� ����� ��� 
�
	
�	
��� �� �� ���� 		
��#

����+�� �����
��
�������+��'��
��������
���
	���������
��	���

���
����
	
��

��������
��
��� ��	
���
������������	�
�	
���
����������� 		
��#

- $������	
��� ��� ��
��'���� ��� ���� 	�� ���� � 	��

����� ���� ��
��'���� �
�

	
��
� �������������������������������������������	���

�
�1� ��
"��2����+


���
	��
����� ���
����� �	

������� ���
�
���1
��"
"
2�	
�
�����������	
�����

��
��'����	
��	
��
���	

������
�������
� �� �+�
����������	
����������
�
�

��� ���
�����������
����#�����+�������! �����������	 �����! �������
	��
���

�������	
��� ��
��
	�� ��� � �� 	
��
�
� ������ ��� � ��
� ��� "
���� �������
	
�

��! 
�
���
� ��� �
����
�
�� ��� ������ 	���
������ ��� �D4�� ���
���
� 
���
	�	

���

���������� ��
����"
����� ��
	

���#

- O.
��	
��� ��� ��
�
+	
�
�� ��� 
����
"
� ��� ��� 
.
��	
��� ��� �� �� ��
� 	
�


�������
��

�� ���� 	
	�
� ��� �
�� +	
�
�� ��
	���
.'�
	
��� ! �� ��
������ ���� "'��

�������
	���! ����
�
�	

���������'�#�0
��	���

��������
.
��	
�������
����

�+�
�������������������	
����������
�������� ���
�
������������	
�������������
���


���
	�����! ���
�
�
	���� ��	�
"
��� ���
	���������	
�� �������
��
�
�
�
������

� �����
�����	������� ����	�
����� ���
�

���
�
��
��# ������	�
���
������
������
�

���! ������
����������	
����"�	
�������� ������
������
�	 ���
�����
�����������

������������
�"����������
��������������
�������� ���
������
�	 ���
����	
�� �


����� ������#

26



�������	
�	������

�
	
�	���	��	���
��	���

��
�����	�
�
	������
����	�	�
��	
�	��
������
��

- 4�
� 		
������ ��������	
	�
������� ����� ��������	
��
�����
�	
�
����"'��	
�6�

���
��������� ��
�
��	
��������
������
���
	�����������
���� �
����
�
�����
����

���
�
��������������� ���������������� �����������	
�	�����	

��������
������


���
���
����	 �������������	������
��<�����	
�������������! ���
��'���	� ��

	��
�  �� ��	��
��
� ���� 	
����"��� ��� �
������
� 	 ���
� ��� �������� ��� ��

��
	���������������
�����
��� 	�
����
����! ��������	��
�������
�

���
	�����

�
���
��
� 3M
� �� A5#

+�,-���.� N���������	
�������
���
��������

! '�
	
������
���������������
��
����
����
��
��'�����������
�
��
 �� ��
�
+	
�
��1�������2#

&��
��
��
����	
��	 ���
���
"���
���� ����������� �����
�
��	
�������� ������
�
��

������'����
��������
"��
������
����#�0
��	���

���������"��
	
��������������
��
�����"'��

��� ����� �
������ ���� � ���� �� �
�
�
	�	

���� �����������	���
��
�����
�� ��� �
��		
����


�����
��������	���

#

���������
��������� �����������
����� ����
	��
������������	�
"
������ ���
�! �

��
�
�	

��� �� ����
� ����� ��� �'����
�� ��
��
	�� 	
�
� ����� ��� ������
��
� ��� � �	

���

����	'�
	��#�����
"
�
���
����
������ �����������������
��
�

���
	
���� ��
	

�������

������� ! �� ��� �
� �	
��� �
�������
���� ��� ����
�
� �
�
������ ���� �� �
� "�� ������ ��

27



�����
���
��


�����
�
���	
���������
�������
�
���
�������! ������
� �	
�������� �
� ��
�	
��������

�����
� 	������������6�	 �
���	
������'���
����
,�� 3U�
������A@@95# $ ����������� �
�

��� ��
� 	�� ��� �������
��	
��� �� �� ���
�
	��
�� ��
� 	
���
�  �� �� �
� ��� �
������


����������6�	 �
�����
������ ���������# �����
�
+	
�
 ��� ���	�����
��
������'���
�

�
���� �
�� ���		
��� ��� �������
��	
��� �� �
����

�� ��� 		
���� ��� � ���� �� ��	���
�

�������
 ������"'� �� 	
��
���
	�#�0� ��� ���	���������������������� �
�����
�����
�
�

�
������
 ���� � ����
����
������
,�������	 ��� �� ��� ���������.	��	
��������
�

��� �


��
������������������ ��	
���+	
�
<�����������
������������� 	
��
�����
�#�0���"'�����

������
��������
� �� �������
���
��
��
�������
�����+���.����������������
� ����
� 
����

3M
� �� 95#

��� ������
���� �� �� �
�� ��� ������� ���+� 	
��
	

���
� �
�� ��� �������� ��� 	���


�������#�* �"
������
������ ��	
��� ��� �	
�	�����	
�����! �,� 3A#?��&5���
������

! ��� �	���
����	
��
��������
���������
��'������ ���
.
����������  ����9@@�"�	��

���
�#

+�,-���/#�D�����
���������
�
+	
�
�������������
��3�������
����L
 �����#N#� 7IIB5# �� ��+	
�
��� �+�
	
K
������� ���
��K���������
�
��K����������
��K�D������
������
K�4�������
�����
��#�*�������	��3���	����������5
��������� 	��"����� ��������������� � �� 
��������	

����	
�� �
����
�
+	
�
�� ���
�
	��
���� ��
	

��������

��
����������������+�������� �
��
��
�����
��������'���
���6�	 �
����
,��#

28



�������	
�	������

�
	
�	���	��	���
��	���

��
�����	�
�
	������
����	�	�
��	
�	��
������
��

1.1.3.- Ruta catabólica normal de la fenilalanina
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1.1.4.- Catabolismo defectuoso: fenilcetonuria
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1.2.- METABOLISMO PROTEICO EN EL EMBARAZO
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1.2.1.- Transporte materno fetal de aminoácidos
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1.2.2.- Actividad del sistema fenilalanina hidroxilasa
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1.3.- METABOLISMO PROTEICO EN EL NEONATO
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1.3.1.- Cambios post-ingesta en los niveles de aminoácidos.
Variación biológica
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1.4.- DIFERENCIAS SEGÚN TIPO DE ALIMENTACIÓN
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1.6.- CRIBADO NEONATAL DE
HIPERFENILALANINEMIAS: VALORES DE
NORMALIDAD
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4.2.- DETERMINACIONES ANALÍTICAS

4.2.1.- Cuantificación de Phe  en sangre desecada en papel
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4.2.2.- Controles de calidad en el entorno de los valores de la
normalidad

4.2.2.1.- Control interno
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4.2.2.2.- Evaluación externa de la calidad
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4.3.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO
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5.1.- DESCRIPCIÓN DE LA MUESTRA

5.1.1.- Variable Phe
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5.1.2.- Caracterización del resto de variables
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5.1.2.1.- Variable “días a la toma de muestra”
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5.1.2.2.- Variable “peso al nacimiento”
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5.1.2.3.- Caracterización de las variables cualitativas
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5.2.- VARIACIÓN SEGÚN EL SEXO
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5.3.- VARIACIÓN CON LOS DIAS A LA TOMA DE LA
MUESTRA
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5.4.- VARIACIÓN CON EL TIPO DE LACTANCIA
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5.5.- VARIACIÓN CON LA EDAD GESTACIONAL
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5.5.1.- Variación con la edad gestacional en función del tipo de
lactancia
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6.1.- DISEÑO DEL ESTUDIO Y TAMAÑO MUESTRAL
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6.2.- CARACTERÍSTICAS DE LA MUESTRA
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6.3.- VARIACIÓN SEGÚN EL SEXO
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6.4.- VARIACIÓN SEGÚN DIAS A LA TOMA DE LA
MUESTRA
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6.5.- VARIACIÓN SEGÚN EL TIPO DE LACTANCIA
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6.7.- ANÁLISIS MULTIVARIANTE
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ANEXO 1

SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

COPIA Nº:

FECHA DE ENTREGA: 30/03/2012

SERVICIO: ANÁLISIS CLÍNICOS

DESTINATARIO:

CARGO:

CONTROL de MODIFICACIONES

Descripción Edición Fecha
Edición

Se añade lo derivado de la realización de anemia falciforme y
fibtrosis quística

1 30/03/2012

REVISADO: Responsable de Calidad APROBADO: Jefe de Servicio

Fecha de Revisión: Fecha de Aprobación:

Firma: Firma:
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

1. OBJETO

2. ALCANCE

3. REFERENCIAS Y DEFINICIONES

4. DESARROLLO

5. RESPONSABILIDADES

6. FORMATOS
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

1. Objeto
El objeto del presente documento es describir las actividades

desarrolladas por el LABORATORIO de ANÁLISIS CLÍNICOS DEL HOSPITAL

GENERAL DE ALICANTE para definir  el proceso que se sigue para la recepción

de las muestras de cribado neonatal y el registro de la petición.

2. Alcance
Describir las actividades empleadas en el LABORATORIO DE ANÁLISIS

CLÍNICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para la recepción y

registro de  todas las muestras para Cribado Neonatal de los recién nacidos de

la Provincia de Alicante remitidas por los hospitales, centros de salud de la

misma o por los representantes de los recién nacidos.

3. Referencias y definiciones
– UNE-EN-ISO 9001:2008: Sistemas de Gestión de la Calidad (SGC) -

Requisitos.

– UNE-EN-ISO 9000:2000: SGC - Fundamentos y Vocabulario.

– UNE-EN-ISO 9004:2000: SGC - Guía de la Mejora Continua.

– Decreto 108/2000 para la Autorización de los Laboratorios Clínicos.

– Manual de la Calidad

– Protocolos de Cribado Neonatal en vigor de la Dirección de Salud Pública de

la Consellería de Sanidad.
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

– Documento Calidad Preanalítica: “Procedimiento para la obtención y

recogida de especimenes de sangre sobre papel de filtro en los

Programas de detección Precoz Neonatal de Errores Congénitos del

Metabolismo”. M. Espada. E. Dulín. Química Clínica 2001; 20(2) 81-88.

4. Desarrollo
4.1. Recepción y control de la calidad de las muestras.
Las fases previas de recogida de muestras y fichas con los datos de filiación

del recién nacido, así como el envío a la Sección están especificados en la

documentación que se adjunta y que es emitida por la Consellería de Sanidad

de la Comunidad Valenciana.

La recepción de las muestras de sangre desecada impregnada en papel se

realiza sobre una mesa despejada, en la cual se van abriendo los sobres de las

muestras y las fichas, comprobándose la recepción de cada muestra con los

listados remitidos, éstos son fechados y firmados si hay conformidad.

Si existen errores, omisiones o falta de muestras se comunica

inmediatamente la incidencia por teléfono al centro de envío y se registra en la

ficha informatizada del recién nacido en MetaB.

Se codifican las muestras y las fichas del niño con la fecha del día de

recepción y un número correlativo iniciado en 1.

Se separan las muestras de HIPOTIROIDISMO y ANEMIA FALCIFORME

(fichas y papel de filtro con distintivo color verde, en documentos referidos) de

las muestras para HIPERFENILALANINEMIAS y FIBROSIS QUISTICA (ficha y

papel de filtro con distintivo color rojo, en documentos referidos).
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

Se anotan en la ficha del reciën nacido en MetaB aquellas muestras que

son insuficientes, deficientes o incluso sin sangre impregnada (Documento

Calidad Preanalítica).

Se llama telefónicamente a los padres o tutores de los niños con muestras

deficientes para que remitan una nueva muestra, indicándoles el centro más

cercano al que pueden acudir. Si no hay teléfono consignado se envía carta con

esta misma finalidad.

Se registra en la ficha informatizada del recién nacido en MetaB.

Las fichas pasan a su registro informático y archivo, y las muestras se

guardan en cajas herméticas en la cámara frigorífica (BG-5) hasta su

procesamiento y durante un periodo de, al menos, 2 años. Su conservación y

uso posterior está descrito el PNT-CN-05.

Se aceptarán todas las muestras en las que el papel de filtro este

impregnado de sangre por los dos lados en cantidad suficiente para poder

extraer un disco totalmente impregnado, con el taladro de muestras. Se

rechazaran las que no cumplan este requisito. También se rechazaran aquellas

muestras de niños que ya tengan las pruebas realizadas

4.2. Registro informático
Se utiliza para todo el proceso del cribado neonatal el Programa de la

Consellería de Sanidad “MetaB”, al que se accede mediante un password

personal.

El sistema informático está diseñado para permitir a todos los usuarios

entrar en los campos de introducción de datos del recién nacido y muestras, no

así en el de resultados, validación de los mismos e informes a los que

únicamente tiene acceso el personal facultativo.
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

Se introduce el número SIP del recién nacido o lectura del número de

referencia barrado de la ficha, que es único y común a los dos volantes posibles

del mismo niño.

En el caso de que éste no sea reconocido, se introduce el nombre y

apellidos del niño, cuidando la duplicidad de niños con los mismos nombres y

apellidos y diferenciándolos mediante el día de nacimiento. Después se

introducen todos los demás datos presentes en las fichas y la muestra.

Debido a que el sistema de numeración de la muestra en el programa no

permite la misma numeración correlativa para segundas muestras de una misma

determinación en el mismo niño, el sistema de informatización de segundas

muestras (por deficiente la primera, resultados dudosos, etc.) se realiza

mediante los dígitos de día de recepción, mes, dos dígitos del año seguido por

el número asignado en la recepción (ddmmaanºref). Esta numeración deberá de

tenerse en cuenta para la introducción informática de los resultados de las

mismas.

4.3. Conservación de fichas y soporte informático.
Las fichas, por su contenido en datos personales, se guardarán en el

laboratorio de forma controlada, archivándose en las estanterías del laboratorio

al menos durante cinco años, y bajo las condiciones de seguridad de todo el

Laboratorio General. Su destrucción se efectuará de forma que no puedan ser

identificados ni recogidos los datos de las mismas, no siendo necesaria su

conservación después de transcurrido dicho tiempo al estar los datos archivados

en soporte informático.

La destrucción se efectuará siempre de más antigua a actual, por periodos

de años completos.
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN- 01 Recepción de muestras, identificación

y  registro informáticoEdición 1

5. Responsabilidades
Es responsabilidad del personal administrativo y técnico de la sección la

realización de la recepción, control de las muestras y registro informático según

este documento.

La asignación de password es función del Facultativo Responsable de la

Sección que lo solicita a los Servicios Informáticos de la Consellería de Sanidad

y es responsabilidad del usuario su utilización personal.

Es responsabilidad del Facultativo la supervisión y el cumplimiento de éste

procedimiento.

6. Formatos
� Programa de la Consellería de Sanitat “MetaB”
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ANEXO 2

SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN-03 Determinación de fenilalanina (Phe)

En sangre desecada en papel de filtroEdición 1

COPIA Nº:

FECHA DE ENTREGA: 04/02/2011

SERVICIO: ANÁLISIS CLÍNICOS

DESTINATARIO:

CARGO:

CONTROL de MODIFICACIONES

Descripción Edición Fecha
Edición

Revisión del procedimiento 1 06/03/12

REVISADO: Responsable de Calidad APROBADO: Jefe de Servicio

Fecha de Revisión: Fecha de Aprobación:

Firma: Firma:
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN-03 Determinación de fenilalanina (Phe)

En sangre desecada en papel de filtroEdición 1

1. OBJETO

2. ALCANCE

3. REFERENCIAS Y DEFINICIONES

4. DESARROLLO

5. RESPONSABILIDADES

6. FORMATOS/ESPECIFICACIONES

7. INDICADORES

8. FORMATOS

9. ANEXOS
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN-03 Determinación de fenilalanina (Phe)

En sangre desecada en papel de filtroEdición 1

1. Objeto
Describir las actividades desarrolladas por el LABORATORIO de ANÁLISIS

CLÍNICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para la determinación

cuantitativa de fenilalanina (Phe) en especimenes de sangre desecada en papel

de filtro.

2. Alcance
Se aplica a todas las muestras que lleguen al LABORATORIO DE ANALISIS

CLÍNICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para la determinación de

Fenilalanina (Phe) dentro del programa de Cribado Neonatal de la Consellería

de Sanidad

3. Referencias y definiciones
1 UNE-EN-ISO 9001:2008: Sistemas de Gestión de la Calidad (SGC) -

Requisitos.

2 UNE-EN-ISO 9000:2000: SGC - Fundamentos y Vocabulario.

3 UNE-EN-ISO 9004:2000: SGC - Guía de la Mejora Continua.

4 Decreto 108/2000 para la Autorización de los Laboratorios Clínicos.

5 Manual de la Calidad

6 Cuadernillo del protocolo establecido en el kit de reactivos para la

determinación de Phe neonatal, en el que figuran la bibliografía más

relevante, certificado del control de calidad de los estándares y controles

internos.
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SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN-03 Determinación de fenilalanina (Phe)

En sangre desecada en papel de filtroEdición 1

4. Desarrollo
4.1. Principios del método

El ensayo está basado en la técnica de fluorescencia por excitación del complejo

formado por el aminoácido Phe con ninhidrina, en presencia del péptido L-Leucil-

L-Alanina e ión de Cobre II. Se utiliza como longitud de onda de excitación 390

nm y de emisión 486 nm.

4.2. Características analíticas del método

Se aplica a especimenes de sangre recogidos sobre papel de filtro en un

intervalo de trabajo entre 0,5-30 mg/dl de fenilananina en sangre.

El valor de referencia discriminante se ha establecido en 2,5 mg/dl en sangre,

por consenso internacional y de la Asociación Española de Cribado Neonatal

(AECNE).

Los resultados de precisión y límite de determinación se encuentran en los

informes de validación suministrados por la casa comercial y son comprobados

continuamente en el laboratorio.

4.3. Material y Equipos
- Flurómetro Delfia 1232 (CN-1)

- Agitadores automáticos de placas microtitter (CN-5 y CN-6)).

- Taladros manuales de 3mm.

- Pipetas automáticas para dispensar entre 40-1000 �l.

- Pipetas automáticas entre 1-10 ml.

- Pipetas graduadas de 10 ml.

- Probetas graduadas de 250 y 100 ml.

- Cámara Frigorífica regulada a la temperatura de 5±3 ºC.(BG-5)
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- Reloj cronómetro avisador.

- Vaso de precipitados.

- Incubador de 60±5 ºC (CN-2).

- Microplacas de 96 pocillos inertes, transparentes.

- Microplacas de 96 pocillos inertes, opacas. Cubre placas.

4.4. Reactivos, Calibradores y Controles

Los reactivos son específicos y exclusivos para la realización del análisis de

la Phe neonatal y son suministrados por Perkin Elmer Life Sciences, bajo la

forma comercial de Kit Neonatal Phenylalanine, referencia NP 1000.

4.4.1. Reactivos
- Reactivo de Sulfato de Zinc. 1 botella de 30 ml preparado para el uso.

Mantener en la Cámara Frigorífica  BG-5 a 2-8ºC.

- Reactivo Ninhidrina PKU (tóxico). 10 botellas con reactivo seco a

reconstruir con 6,5 ml de buffer de reconstitución. Se debe de reconstruir el

día anterior y conservar en la Cámara Frigorífica BG-5 a 2-8ºC hasta su

uso.

- Buffer de reconstitución. 1 botella de 118 ml preparado para su uso.

Conservar en la Cámara Frigorífica a 2-8ªC.

- Reactivo de cobre. 1 botella de 240 ml preparada para uso. Conservar en

la Cámara Frigorífica a 2-8ºC.

- Agua de calidad reactivo desionizada.

El control de los lotes de reactivo en uso se registra en el R2-PGS-CN
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4.4.2. Calibradores.
Contiene 5 curvas de calibración, con concentraciones aproximadas de:

0,4; 1,6; 2,8; 5,2; 10 y 15 mg/dl de Phe en sangre, con pequeñas variaciones

según lotes.

En la especificación E1-PNT-CN-03 están definidos los materiales de

calibración que se utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia de utilización, el

tratamiento de los datos y los criterios de aceptación y evaluación de resultados.

Conservar todos los componentes del kit de Phe neonatal en la Cámara

Frigorífica (BG-5)  5±3 ºC  hasta la fecha de caducidad indicada en el envase.

4.5. Requisitos específicos de seguridad
Debido a que no siempre se puede establecer que especimenes pueden

resultar infecciosos, todas las muestras de sangre deberán tratarse siguiendo las

“Precauciones universales” recogidas en las guías para la manipulación de

especimenes publicadas por la U.S. Centres for Disease and Control y la

NCCLS.

4.6. Realización de la técnica
Habitualmente se van completando placas hasta tener 3, momento en el que

se procede a su realización. Ello supone una secuencia de realización del

método, salvo semanas con días festivos, de al menos 3 análisis semanales, de

forma que en el peor de los casos, ninguna muestra está más de 5 días para

conocer su resultado.

146



�������	
�	������

�
	
�	���	��	���
��	���

��
�����	�
�
	������
����	�	�
��	
�	��
������
��

SERVICIO DE ANÁLISIS CLÍNICOS
DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL
PNT-CN-03 Determinación de fenilalanina (Phe)

En sangre desecada en papel de filtroEdición 1

4.6.1. Características de las muestras.
La Sección de Cribado Neonatal recibe los especimenes de sangre sobre

papel de filtro obtenidos mediante punción en el talón. El procedimiento de

extracción y envío de las muestras  están descritos en la normativa de la

Consellería de Sanidad, la recepción de las muestras está descrita en el

documento PNT-CN-01.

Las muestras se conservan en recipientes herméticos en la Cámara Frigorífica

BG-5 a 5±3 ºC hasta la realización del análisis.

4.6.2. Operaciones previas
Todos los reactivos deben de estar a temperatura ambiente.

Una hora antes de medir la fluorescencia se debe encender el Contador

de fluorescencia Delfia 2D 1420 (CN-1)  que realiza un autotest para comprobar

las condiciones de funcionamiento y en caso de no cumplir los requisitos

necesarios indica que se comunique al servicio técnico para su corrección

Se mantiene contrato de mantenimiento de Contador de fluorescencia

Delfia 2D 1420 (CN-1) con la casa comercial que suministra el kit Phe neonatal,

Perkin Elmer  Life Sciences.

Preparación de la Hoja de trabajo de Phe (R1-PNT-CN-03), sobre la

plantilla, identificando la posición de cada uno de los puntos de la curva de

calibrado, controles y muestras.
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4.6.3. Realización

� Obtener discos de aproximadamente 3mm de diámetro, usando

taladradores homogéneos, de la curva de calibrado, muestras y

controles según su situación en la hoja de trabajo, depositándolos en

los pocillos de la placa, para ello utilizar las placas de plástico inerte

transparente.

� Añadir 15 μl de solución de extracción (Solución de sulfato de zinc).

Mezclar suavemente y tapar. Comprobar que el disco esté bañado.

� Incubar 30-60 min. a t. ambiente o durante toda la noche en la Cámara

Frigorífica BG-5 a 2-8ºC. Tapar para minimizar evaporación.

� Añadir 40 μl de agua desionizada o destilada. Tapar y agitar

suavemente durante 2  min.

� Transferir 25 �l del contenido de cada pocillo a nuevas placas, estas

placas opacas, cuidando que se correspondan los lugares de los

pocillos entre las placas inicial y final. Usar pipetas multicanales.

� Añadir 50 �l de reactivo de ninhidrina PKU y cubrir para evitar la

evaporación. Agitar suavemente.

� Incubar de 30 a 40 min a 60ºC en Incubador CN-2. Atemperar antes

del siguiente paso.

� Añadir 200 �l por pocillo de reactivo de sulfato de cobre.

� Tapar y agitar durante un instante en agitador automático para placas.

� Incubar 30-90 min a temperatura ambiente.

� Leer la fluorescencia en el Contador de fluorescencia Delfia 2D 1420

(CN-1) con el protocolo 85 de PKU usando longitud de onda de 350

nm para la excitación y 480 nm para la emisión.
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� La fluorescencia se mantiene estable durante aproximadamente 1

hora.

4.6.4. Cálculos
Los datos se procesan automáticamente en el programa informático Multical,

el cual traslada la información a modo registro gráfico e informático al programa

MetaB .

4.7. Control de la calidad

4.7.1. Control Interno.
En la especificación E2-PNT-CN-03 están definidos los materiales de

control interno que se utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia de utilización,

el tratamiento de los datos y los criterios de aceptación y evaluación de

resultados.

En cada serie analítica se introducen dos controles por duplicado, uno de

concentración media (1.3 mg/dl de Phe en sangre, según lote) y otro de

concentración alta (5,2 mg/dl de Phe en sangre, según lote), dichos valores se

van introduciendo en el programa Medlab QC y se imprimen cada vez que se

cambia de lote, guardando la gráfica en la carpeta de controles internos.

Criterios de repetición
Una vez revisados los controles y aceptada la serie se evalúan todos los

resultados de muestras para comprobar que ninguno de ellos tiene un valor

significativamente diferente de la media. En caso que esto ocurra, la muestra
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se repetirá en la serie siguiente, anotando en la hoja de trabajo como

repeticiones.

Estas repeticiones se registraran en el R3-PGS-CN

Solicitud de nueva muestra: Si se confirma el valor, se comunica a los

familiares por teléfono o correo la necesidad de repetir el análisis. Si el valor está

por encima del valor de seguridad se comunica al centro de seguimiento que le

corresponda para la puesta en tratamiento inmediato, según protocolo de la

Consellería que se acompaña. Registrando las llamadas y el centro de referencia

al que se envía en la ficha informatizada de MetaB.

4.7.2. Evaluación externa de la calidad.
Como evaluación externa de la calidad, el laboratorio,participa en los

siguientes ejercicios de intercomparación:

- “Infant Screening Quality Assurance Program”. Center for Disease

Control (CDC) Atlanta. USA. Evaluación trimestral con cinco problemas

de distintas concentraciones por envío, cuyos resultados se imprimen y

guardan en carpeta de controles externos.

- Programa de “Evaluación Externa de la Calidad en la Detección

Precoz Neonatal” llevada a cabo entre todos los centros de cribado

neonatales nacionales por la Asociación Española de Cribado Neonatal

(AECNE) con tres niveles de concentraciones mensuales, cuyos

resultados se imprimen y guardan en carpeta de controles externos.
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En la especificación E3-PNT-CN-03 están definidos los materiales de control

externo que se utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia de

utilización, el tratamiento de los datos y los criterios de aceptación y evaluación

de resultados.

4.8. Registro de los resultados y comunicación de los mismos

Los resultados se expresan en mg/dl de fenilalanina (Phe) en sangre.

El reflejo del resultado en la ficha informatizada del recién nacido se

introduce, en el caso de todos los análisis normales, mediante el procedimiento

del programa Metab de “integración de resultados”, así como los de resultados

dudosos y altos. Las listas de trabajo, con sus correspondientes resultados (R2-

PNT-CN-03 Calibraciones, controles y resultados del Cribado Neonatal de Phe)

se imprimen y guardan en papel durante al menos tres años, eliminándose

consecutivamente.

Una vez introducidos los resultados, éstos han de ser validados,

apareciendo para su validación individual, todos aquellos casos en que se haya

dado algún caso dudoso, repetición de muestras por cualquier motivo, etc.

Los casos patológicos son comunicados inmediatamente a los padres y

centros de seguimiento, según PNT-CN-04, para que sean sometidos a análisis

de confirmación diagnóstica y tratamiento, registrando las llamadas y el centro

de referencia al que se envía en la ficha informatizada de MetaB. De los casos

positivos se imprime una ficha, conservándose en papel en R5-PGS-CN.

Carpeta registros positivos.
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5. Responsabilidades

Es responsabilidad del personal técnico de la sección el desarrollo del método

en todas sus fases bajo la supervisión del personal facultativo.

Es responsabilidad del personal facultativo de la sección la medida y el

control de calidad, el registro y la validación de los resultados.

La llamada para cita y petición de nuevas muestras una vez indicada por el

personal facultativo puede realizarla cualquiera de los estamentos del personal,

únicamente cuando los padres soliciten una información adicional, será el

personal facultativo el encargado de la misma.

Se procurará no realizar en viernes o días previos a festivos la comunicación

de valores dudosos o altos para no intranquilizar a los padres.

La comunicación de resultados positivos a los centros de seguimiento será

realizada por el personal facultativo o bajo su supervisión.

6. Formatos/Especificaciones
� E1-PNT-CN-03 Calibración de Phe  en sangre desecada

� E2-PNT-CN-03 Control de calidad interno de Phe en sangre desecada

� E3-PNT-CN-03 Control de calidad externo de Phe en sangre

desecada

7. Indicadores
8. Formatos

Programa de la Consellería de Sanitat . MetaB

� F1-PNT-CN-03 Calibraciones, controles y resultados del Cribado

Neonatal de Phe
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� F2-PGS-CN Control de reactivos

� F3-PGS-CN “Dietario del año en curso”. Registro de repeticiones

� F5-PGS-CN. Carpeta positivos

� F7-PGS-CN- Hoja de trabajo para técnicas de cribado neonatal.

9. Anexos

� Anexo I. Esquema de trabajo de la técnica de fenilalanina

� Anexo II.Esquema de uso del incubador

� Anexo III. Esquema de realización de lista de trabajo en

Multicall

� Anexo IV. Esquema de lectura de placas en Multicall

� Anexo V. Algoritmo funcionamiento fenilalanina
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ANEXO I
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ANEXO II

INCUBADOR WALLAC PARA PKU

- ENCENDER del botón situado a la izquierda.

- PRESIONAR las placas hacia dentro.

- PRECALENTAR  las placas a utilizar a 60º (desde Ready):

- TEMP 1 START
- TEMP 2 START
- TEMP 3 START (La luz parpadeará en naranja).

- Cuando la luz naranja se quede fija.

- SACAR las bandejas negras (abrirlas con cuidado en ángulo de

45º).

- INTRODUCIR las placas blancas dentro de las bandejas.

- COLOCAR las bandejas a incubar, en el incubador.

- PRESIONAR las bandejas hacia dentro.

- PRESIONAR la tecla C, para volver a ready.

- 1 START
- 2 START
- 3 START
- LUZ ROJA encendida durante 40 minutos a 60º.

- LUZ VERDE Y PITANDO, ha terminado la incubación.

- SACAR LAS PLACAS.
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ANEXO III: LISTA DE TRABAJO

- Entrar en el ordenador contiguo al aparato VICTOR^2D:

- Usuario: 19cribado
- Contraseña: cribado

- Ir a aplicaciones de equipo y entrar en DVICTOR MULTICALC
- F3: WORK LIST

- F2: CREATE

- ELEGIR PRUEBA:  85 PKU, ENTER
- Con la lista manual delante, ir a la placa uno:

- No hay que meter los calibradores, ni los controles de la primera placa.

- Comenzar a identificar directamente por la primera muestra precedida por

la fecha,    dd-mm-aa-Nº, o ddmmaaNº ( SI SON REPETICIONES) a partir

de la lista de trabajo manual en la que están indicadas las fechas encima

del nº del pocillo.

- Continuar por las placas siguientes identificando los controles una sola

vez cada uno: CN y CA.

- Si las muestras son consecutivas (ej. dd-mm-aa-01 y la siguiente dd-mm-aa-

02….03….04….) al terminar de escribir la primera damos F7, que irá

incrementando el número de la muestra sucesivamente mientras vayamos

tecleando INTRO.

- Si no son consecutivas, pero son de la misma fecha también podemos

aplicar la técnica del F7 variando las últimas cifras, poniéndonos  con el

cursor (flechas del teclado) bajo las cifras que queremos cambiar.

- Cuando se hayan metido todos los números de las muestras: ESCAPE
- F1: QUIT Y SAVE (*)

- ESCAPE HASTA PANTALLA PRINCIPAL

- A: IMPRIMIR, ENTER, ENTER
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- →: PLATEPRI, ENTER
- La lista sale impresa automáticamente. Se comprueba que coincida con la

plantilla manual

- OJO¡¡ EN CASO DE NO COINCIDIR CON PLANTILLA, SE MODIFICA:
- F3 ( WORK LIST)
- F1 (EDITAR)

- Seleccionar la lista a modificar, con el cursor ir a la posición equivocada,

modificarla

- Si falta alguna muestra, colocar cursor al inicio de la posición posterior y

con la tecla de insert (teclado) introducir la nueva muestra.

- ESCAPE Y REPETIR DESDE (*), hasta impresión de lista.
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ANEXO IV
LECTURA DE PLACAS

- OJO, SIEMPRE SE COMIENZA A LEER CON LA LISTA DE TRABAJO

MÁS ANTIGUA DE LA TÉCNICA ESCOGIDA.

- Entrar en el ordenador contiguo al aparato VICTOR^2D:

- Usuario: 19cribado
- Contraseña: cribado
- Seleccionar en el programa Multical la posición COUNTER.
- Entrar en WALAC 1240 MANAGER

- Picar en varita mágica.

- NEXT

- ELEGIR PRUEBA:  PKU o NTSH,

- NEXT

- Indicar el número de placas picando en la parte superior en el signo

placa+. Si alguna placa no está completa colocar el cursor en el vértice

inferior de la posición última ocupada hasta el final de la placa,

seleccionar EMPTY.

- Observar que los pocillos quedan en blanco,
- NEXT, NEXT
- Colocar las placas en el lector y FINISH.

- Si hay más de una placa, cambiar cuando el botón LOAD del VICTOR 2

parpadee. Una vez cambiada la placa presionar la tecla LOAD.

- Repetir con las placas a leer.
- Los resultados salen impresos automáticamente.
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ANEXO V

.

PHE

<2.5 mg/dl

NORMAL

DUDOSO POR
DISCREPANCIA

ENTRE
VALORES

REPETIR EN LA
MISMA MUESTRA

(dd-mm-aa-nº)

2.5 - 4 mg/dl

NUEVA
MUESTRA

PAPEL
(ddmmaanº)

H 2.5 mg/dl

NORMAL

>2.5 mg/dl

AVISAR
SERVICIOS
CLINICOS

>4 mg/dl

AVISAR
SERVICIOS
CLINICOS
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F7-PGS-CN- Hoja de trabajo para técnicas de cribado neonatal
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