Pesquisa neonatal

SR
f-*" -% UNIVERSIDAD
% 4@} NACIONAL
WY/ DE LA PLATA

EDITORIAL DE LA UNLP 25




PESQUISA NEONATAL

Gustavo JC Borrajo

Facultad de Ciencias Exactas

R

% UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE LA PLATA

EDITORIAL DE LA UNLP



La presente obra esta basada en la Tesis
Doctoral del autor titulada “Pesquisa Neona-
tal de Enfermedades Congénitas”, 2011.



Capitulo 1
Pesquisa Neonatal 5
Capitulo 2
Organizacion de un Programa de Pesquisa Neonatal 20
Capitulo 3
Organizacion de un Laboratorio de Pesquisa Neonatal 31
Capitulo 4
Automatizacién 63
Capitulo 5
Validacién de Métodos 69
Capitulo 6
Calidad en Pesquisa Neonatal 79
Capitulo 7
Sistema Integral de Control de Calidad 94

El autor 103




CAPITULO 1

Pesquisa Neonatal

Pesquisa Neonatal de Enfermedades Congénitas

Definicion y Objetivos

La Pesquisa Neonatal de Enfermedades Congénitas, conocida también como screening,
tamiz, tamizaje, cribado, triagem o dépistage neonatal, puede ser definida como un sistema
preventivo de la Salud Pudblica disefiado para llevar a cabo la deteccion masiva y universal y el
posterior tratamiento precoz de un grupo seleccionado de enfermedades congénitas que se
caracterizan por la ausencia de sintomas en el periodo neonatal, pero que en ausencia de
diagnéstico y tratamiento precoz resultan ser potencialmente catastréficas para los individuos
afectados, pudiendo causar principalmente dafio neurologico severo e irreversible, afectacion
discapacitante de multiples 6rganos vy tejidos, o inclusive -en algunas de ellas- la muerte del
recién nacido durante los primeros dias de vida (1-3).

La ausencia de manifestaciones clinicas durante el periodo neonatal impide que el médico
pediatra o neonatdlogo que asiste al recién nacido pueda establecer un diagndstico basado en
la clinica, razon por la cual para poder realizar una deteccion precoz se debe recurrir a la de-
terminacién de marcadores bioquimicos, moleculares o funcionales que ya se encuentran alte-
rados durante los primeros dias de vida antes de que el cuadro clinico de la enfermedad haya
comenzado a expresarse, haciendo posible asi el diagnéstico precoz y la implementacién de un
tratamiento apropiado en forma oportuna que evitara la instalacién del cuadro clinico.

De este modo, el objetivo de la Pesquisa Neonatal consiste en identificar y tratar un grupo
de enfermedades congénitas seleccionadas a efectos de reducir o eliminar la morbilidad,
mortalidad y/o discapacidad asociadas con los desérdenes investigados (3), razén por la cual
la misma ha sido reconocida recientemente por el Centers for Disease Control and Preven-
tion - CDC de los EE.UU. como uno de los diez logros méas importantes alcanzados por la
Salud Publica (4).

En la actualidad los marcadores disponibles para la realizacion de las pruebas de pesquisa
estan representados en un 90-95 % por pardmetros bioquimicos, mientras que en el 5-10 %

restante por marcadores moleculares o funcionales, debiendo destacarse que en el caso de las
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pruebas de pesquisa basadas en la determinacién de parametros bioquimicos y moleculares se
requiere la recoleccion de una muestra de sangre entera impregnada en papel de filtro obtenida
por puncién del talon del recién nacido, mientras en el caso de las pruebas basadas en la de-
terminacién de parametros funcionales se requiere la valoracién de cada neonato en la propia
maternidad antes de que el nifio sea dado de alta, empleando para ello equipamiento especifi-
co acorde al tipo de patologia pesquisada (5-7).

Dentro de este contexto, y dada la preponderancia de enfermedades que se detectan a tra-
vés de la determinacidon de marcadores bioquimicos y moleculares, el laboratorio de pesquisa
desempena un rol fundamental puesto que es el responsable de tamizar a toda la poblacién de
recién nacidos aparentemente sanos a efectos de separar a los neonatos normales de aquellos
potencialmente afectados (8). No obstante, debe quedar absolutamente en claro que la Pes-
quisa Neonatal no se trata de un evento Unico consistente en efectuar la recolecciéon de una
muestra de sangre del talon del recién nacido y en realizar una prueba de laboratorio en forma
aislada, sino que por el contrario las acciones de la Pesquisa Neonatal forman parte de un pro-
ceso (9) que incluye educacién, pesquisa, acciones de localizacién, diagndstico, tratamiento y
seguimiento y evaluacion (3, 9-10) y que, para alcanzar el objetivo preventivo de manera exito-
sa se requiere del esfuerzo cooperativo de todos los efectores involucrados los cuales incluyen
las familias de los nifios, los responsables de la recoleccién de muestras y del transporte de las
mismas, los integrantes de los equipos de laboratorio de pesquisa y confirmacién, los respon-
sables de las acciones de localizacion, los integrantes de los equipos de atencion médica es-
pecializada y seguimiento, y los responsables politicos que intervendran en la toma de decisio-
nes, grupo dentro del cual generalmente se incluye también a los financiadores (9).

En consonancia con dichos conceptos también resulta imprescindible dejar en claro que un
resultado anormal en una prueba de pesquisa no es equivalente a diagnéstico (2,8,11). Por el
contrario, la Pesquisa Neonatal no tiene por objetivo implementar acciones terapéuticas sobre
la simple base de un resultado positivo en una prueba de pesquisa (12), sino que por el contra-
rio, todo recién nacido con un resultado anormal debera ser sometido a una secuencia de ac-
ciones diagndsticas en concordancia con los algoritmos de trabajo establecidos en cada pro-

grama, a través de las cuales serd posible confirmar o descartar la patologia (2,8).

Organizacion, estructura y componentes

En virtud de lo antes expuesto, y con la finalidad de garantizar el éxito terapéutico y preven-
tivo de la Pesquisa Neonatal, la misma debe ejecutarse bajo la forma de programas organiza-
dos, geograficamente regionalizados y funcionalmente centralizados (2,13,14). Esto significa
que las distintas actividades del sistema de Pesquisa Neonatal deberan estar perfectamente
definidas, planificadas y sistematizadas como parte de un Programa de Atencién Preventivo, el
cual presentara un alcance regional -ya sea un pais, una provincia o bien un conjunto de pro-

vincias o ciudades-, es decir que el programa de pesquisa prestara servicio para una regién o
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jurisdiccién particular (10), que funcionara en forma centralizada en la mayor parte de las acti-
vidades especificas que conforman la estructura del programa, y cuyos limites de accién que-
daran definidos en base al nimero anual de recién nacidos de dicha region, a la superficie que
comprenda la misma', a sus caracteristicas geograficas’, al grado de urbanizacién’; a las poli-
ticas de salud vigentes, y al presupuesto con que se cuente para su ejecucion.

La mencionada modalidad de implementacién centralizada y regionalizada de las activida-
des de la Pesquisa Neonatal no resulta de una decisién no fundamentada sino que por el con-
trario se sustenta en principios de eficiencia y economia, puesto que a través de la misma re-
sultara posible alcanzar una adecuada optimizacion y aprovechamiento de los recursos huma-
nos y econémicos; una significativa reduccion en los costos, un incremento en la eficiencia,
rendimiento, y confiabilidad, y la estandarizacion de las diferentes tareas que conforman el
proceso de pesquisa (2,14).

En lo que respecta a la estructura del Programa, la misma debe establecerse sobre la base
de los seis componentes esenciales de la Pesquisa Neonatal, es decir educacién, pesquisa,
acciones de localizacion, diagnostico, tratamiento y seguimiento, y evaluacion (3), y su planifi-
cacién debe ser tal que permita lograr una integracién coordinada y dinamica entre sus distintos
niveles de ejecucion, con lo cual serd posible asegurar que sus tareas sean ejecutadas en for-
ma responsable, oportuna y apropiada, y por parte de efectores especificos.

Dichos niveles de ejecucion corresponden a cada una de las tareas especificas del progra-
ma de Pesquisa Neonatal y pueden ser definidos como las unidades funcionales de los com-
ponentes antes mencionados, de modo que los mismos pueden ser representados como los

eslabones de una cadena o secuencia de acciones (2,13-15). (Figura 1).
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Figura 1. Niveles de ejecucion de la Pesquisa Neonatal

' La superficie, caracteristicas geogréficas y el grado de urbanizacién ejercen una influencia directa sobre la logistica,
transporte de muestras, comunicaciones y acciones de localizacion y derivacion del programa de Pesquisa Neonatal.
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Por ultimo, se debe mencionar que por definicién la Pesquisa Neonatal forma parte de la
Atencion Primaria de la Salud Publica (2) y por lo tanto el acceso a este tipo de sistemas de
deteccion es un derecho de todos los recién nacidos del mismo modo que ocurre, por ejemplo,
con otros Programas de Acciones Preventivas como son los planes de inmunizacion, razén por
la cual, es una obligacién del Estado asegurar la implementacién y el funcionamiento continuo
y sistematico de los mismos bajo la forma de programas (2,14).

Origen de la Pesquisa Neonatal

La Pesquisa Neonatal reconoce su origen en los EE.UU. a comienzos de la década del ‘60,
cuando Robert Guthrie materializd su genial idea de recolectar las muestras de sangre de re-
cién nacidos en tarjetas de papel de filtro y puso en préactica el método de inhibicién bacteriana
qgue él mismo desarrollara (16) para la deteccién neonatal de Fenilcetonuria, empleando mues-
tras de sangre seca. Estos avances introducidos por Robert Guthrie no solo permitieron abrir
una puerta de acceso al diagnéstico precoz, sino que también introdujeron una posibilidad iné-
dita de prevenir el dafio neurolégico causado por la enfermedad, puesto que algunos anos an-
tes, Hoerst Bickel en Birmingham, habia demostrado que la implementacion precoz de una
restriccion dietaria de Phe era capaz de atenuar la expresion del cuadro clinico de la enferme-
dad en individuos no tratados (17,18).

Criterios de seleccién de enfermedades congénitas a pesquisar

Un aspecto sumamente importante a tomar en consideracion en los Programas de Pesquisa
Neonatal son los criterios utilizados para la seleccién de las enfermedades congénitas a pes-
quisar, puesto que la incorporacion de una patologia determinada a un Programa siempre debe
estar sustentada por una relacién costo/beneficio favorable que permita justificar la realizacién
de la misma.

Con esta finalidad, en 1968 Wilson y Jungner establecieron 10 criterios de seleccién como
parte de su obra “Principios y practicas del screening de enfermedades” (19) (Tabla 1), los cua-
les fueron adoptados por la Organizacion Mundial de la Salud como criterios de aplicacién uni-

versal para la Pesquisa Neonatal.
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Tabla 1. Criterios de seleccion de enfermedades de Wilson y Jungner

La enfermedad debe ser un importante problema de salud.

Debe existir un tratamiento aceptado para pacientes con enfermedad reconocida.
Debe disponerse de infraestructura para el diagndstico y el tratamiento.

Debe existir un estadio latente de la enfermedad o estadio sintomatico temprano.
Deben existir examenes o pruebas adecuados.

Los exdmenes o pruebas deben ser aceptables para la poblacién.

N o o kDb~

La historia natural de la enfermedad, incluyendo el desarrollo desde enfermedad latente a decla-
rada, debe ser conocida en forma adecuada.

©

Deben existir politicas definidas acerca de quiénes deben ser tratados como pacientes.

Los costos de deteccion de un caso (incluyendo diagnéstico y tratamiento de pacientes diagnostica-
dos) deben estar econémicamente balanceados en relacién a los costos de atencion médica completa.
10. La deteccion de casos debe ser un proceso continuo, no solo por una vez.

A partir de dichos criterios y con el transcurrir de los afios, se fue experimentando la incor-
poracion progresiva de nuevos desordenes congénitos al grupo de patologias pesquisables,
habiendo alcanzado en la actualidad mas de 30 enfermedades que pueden ser agrupadas en
dos categorias principales: el Panel Basico y el Panel Ampliado de Pesquisa Neonatal.

Dentro del Panel Bésico se incluyen aquellas enfermedades que pueden ser pesquisadas
utilizando métodos clasicos de Laboratorio?, entre los que se puede citar a los métodos bacte-
riolégicos, quimicos, enzimaticos o inmunoldgicos (RIA-IRMA, EIA, FEIA, DELFIA), y cuya pes-
quisa esta ampliamente difundida a lo largo de todo el mundo desde hace alrededor de 4 déca-
das o mas (Tabla 2) y también un grupo de patologias en las que su blsqueda esta indicada
dependiendo expresamente de la composicion étnica de la poblacién en estudio como por
ejemplo en individuos de una etnia particular.

Tabla 2. Panel basico de Pesquisa Neonatal

e Fenilcetonuria.

e Hipotiroidismo Congénito.

e Galactosemia.

e Hiperplasia Suprarrenal Congénita.

e Deficiencia de Biotinidasa.

e Enfermedad de Orina de Jarabe de Arce.

e Fibrosis Quistica.

e Hemoglobinopatias®.

e Deficiencia de Glucosa 6-fosfato-Deshidrogenasas.

2 Métodos clasicos de pesquisa son aquellos en los cuales se analiza una alicuota de una muestra de sangre con un
método particular para medir un analito determinado y detectar asi una enfermedad.

3 Hemoglobinopatias y Deficiencia de Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa se pesquisan especificamente en poblaciones
con un componente significativo de individuos de etnia afro-americana.
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Por otra parte, dentro del Panel Ampliado se incluye una gran variedad de enfermedades con-
génitas cuya incorporacién a los Programas de Pesquisa Neonatal se ha producido mucho mas
recientemente, que requieren la utilizacién de métodos altamente sofisticados y costosos como la
espectrometria de masa en tdndem o las técnicas moleculares, o cuya deteccion se realiza a
través de la determinacion de medidas funcionales como lo son la medida de otoemisiones acus-

ticas (5,9) o del nivel de saturacion de oxigeno mediante un oximetro de pulso (6,7).

Tabla 3. Panel ampliado de Pesquisa Neonatal

e  Aminoacidopatias.

e Acidurias organicas.

e Defectos de oxidacion de acidos grasos.

o Defectos de la audicién.

e Enfermedad cardiaca congénita critica (CCHD).
e Inmunodeficiencia combinada severa (SCID).

e Enfermedad de Pompe.

e Mucopolisacaridosis Tipo | (MPS ).

e Adrenoleucodistrofia ligada al X (X-ALD).

e Atrofia Muscular Espinal (SMA).

Nuevos criterios de seleccion de enfermedades a pesquisar

A lo largo de su historia, la Pesquisa Neonatal se ha caracterizado por ser un sistema extra-
ordinariamente dinamico, en el cual en el transcurso de 50 afios se evolucioné desde realizar la
pesquisa de una enfermedad aislada como la Fenilcetonuria a pesquisar actualmente para mas
de 30 desérdenes; desde testear a los recién nacidos con tecnologias relativamente simples
como los ensayos bacteriolégicos de lectura visual a realizarlos con metodologias mas comple-
jas que requieren instrumental sofisticado, informatizacion y personal altamente entrenado co-
mo la espectrometria de masa en tandem vy las técnicas genético-moleculares (20); y finalmen-
te desde utilizar formatos de analisis del tipo “1 ensayo : 1 analito : 1 patologia detectada” a
emplear plataformas de ensayo del tipo multiplex en las cuales a partir de un Unico analisis se
pueden medir multiples analitos y de esa forma, detectar multiples enfermedades (21).

Sin embargo, este proceso evolutivo no estuvo determinado solamente por el avance en las
técnicas de pesquisa, sino que también han intervenido otros factores como son el surgimiento
de nuevas alternativas para el diagnéstico y el manejo terapéutico de los casos detectados, y la
potencialidad actual que ofrecen los tratamientos modernos.

En contraposicion con esta evolucion, los criterios de Wilson y Jungner para la seleccion de
enfermedades a pesquisar se han mantenido practicamente inalterados a lo largo del tiempo, lo
cual motivo que desde fines de los '90 y durante el comienzo de los ‘2000 hayan surgido nume-
rosas publicaciones cuestionando a dichos criterios sobre la base de que los mismos requerian
una modernizacion y flexibilizacion acorde con los avances tecnoldgicos y terapéuticos obser-
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vados (22-28), y en el hecho de que los mismos estaban formulados en términos cualitativos y
sin un punto final claro, lo cual limitaba su aplicabilidad como herramienta de decisién (29-32),
hechos que ameritaron su optimizacién.

En consonancia con dichos cuestionamientos, y con la finalidad de definir un panel uniforme
de Pesquisa Neonatal para todos los estados de los EE.UU., el American College of Medical
Genetics (ACMG) coordiné en 2005 uno de los trabajos mas importantes en este sentido, el
cual fuera publicado un afo después (31-32). En dicho documento se establece que los crite-
rios de Wilson y Jungner son dificiles de cuantificar, que no permiten establecer un ranking de
prioridades entre las diferentes enfermedades en forma comparativa, y que ademas son inade-
cuados para evaluar enfermedades que presentan marcadores similares o superpuestos, o que
pueden ser detectadas utilizando tecnologias del tipo multiplex, pero que a su vez pueden va-
riar en sus rasgos analiticos y clinicos.

La modalidad seguida en dicho trabajo consistié en definir inicialmente 11 principios basicos
de la Pesquisa Neonatal y 19 criterios de evaluacion clinicos, analiticos y de diagnéstico, trata-
miento y seguimiento, a cada uno de los cuales les fue asignado un puntaje. Posteriormente,
se establecié un ranking de puntuacion sobre un grupo de 84 enfermedades congénitas de
etiologia diversa y que habian sido seleccionadas previamente, y de acuerdo con las califica-
ciones asignadas a cada patologia por parte de un grupo de 289 expertos, quienes calificaron a
las mismas haciendo uso de los criterios de evaluacion antes mencionados. Por ultimo, se re-
evalu6 cada patologia en base a las evidencias cientificas y bibliograficas disponibles con la
finalidad de que, en caso de no encontrarse una correspondencia absoluta entre el puntaje
asignado inicialmente y dichas evidencias, se efectuara una re-categorizacion de las mismas.

Los resultados finales de la evaluacién determinaron que las mas altas puntuaciones co-
rrespondieron a la Deficiencia de Acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (MCADD), al Hi-
potiroidismo Congénito y a la Fenilcetonuria, seguidos por la Deficiencia de Biotinidasa, la
Anemia Falciforme y la Hiperplasia Suprarrenal Congénita. De éste modo, fueron definidos 4
grupos o categorias (31-32):

a) Un Panel Central “recomendado” de 29 enfermedades consideradas aptas para la Pes-

quisa Neonatal y recomendadas como de realizacion obligatoria (Tabla 4).

b) Un Panel Secundario constituido por 25 enfermedades cuya deteccion se produce como
parte del diagnéstico diferencial de alguna de las enfermedades del Panel Central, y que
deberian reportarse al médico y a la familia cuando las mismas son detectadas (Tabla 5).

¢) Un grupo constituido por otras 27 enfermedades identificadas como no aptas para la rea-
lizacion de la Pesquisa Neonatal, ya sea por la ausencia de pruebas de pesquisa o por-
gue rednen muy pocos de los criterios de evaluacion definidos.

d) Otras 3 enfermedades cuya evaluacién fue diferida por no contarse con especialistas
especificos dentro del grupo de expertos consultados (HIV, Toxoplasmosis y Citome-

galovirosis).
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Tabla 4. Panel central recomendado por el ACMG de EE.UU.

Acidurias Organicas Defectos de oxidacion de acidos grasos

1. Acidemia metilmalénica (Deficiencia de mutasa). 1. Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de
2. Acidemia metilmalénica (Deficiencia de Cbl A, B). cadena media (MCAD).
3. Deficiencia de 3-metilcrotonil CoA carboxilasa. 2. Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de
4. Acidemia isovalérica. cadena muy larga (VLCAD).
5. Acidemia glutarica tipo I. 3. Deficiencia de 30OH-acil-CoA deshidroge-
6. Aciduria 3-OH 3-metil glutérica. nasa de cadena larga (LCHAD).
7. Deficiencia multiple de carboxilasas. 4. Deficiencia de proteina trifuncional.
8. Acidemia propi6nica. 5. Defecto de captura de carnitina.
9. Deficiencia de B-cetotiolasa.

Aminoacidopatias Otras enfermedades
1. Fenilcetonuria. 1. Hipotiroidismo Congénito.
2. Enfermedad de orina de jarabe de arce. 2. Deficiencia de Biotinidasa
3. Homocistinuria. 3. Hiperplasia Suprarrenal Congénita.
4. Citrulinemia. 4. Galactosemia clasica (Deficiencia de Ga-
5. Acidemia arginino-succinica. lactosa-1-fosfato uridil transferasa).
6. Tirosinemia tipo I. 5. Defectos de la audicién.

o

. Fibrosis quistica.
Hemoglobinopatias

1. Anemia falciforme.
2. Anemia falciforme/B-talasemia.
3. Anemia falciforme/Enfermedad Hb C.

Con respecto al grupo de enfermedades que fueron incluidas dentro del Panel Central re-
comendado por el ACMG, todas cumplen con los siguientes 3 criterios:
a) pueden ser detectadas en una fase en la cual no es posible el diagnéstico clinico,
b) existe disponibilidad de una prueba de deteccion con apropiada sensibilidad y es-
pecificidad, y
c) existen beneficios demostrados de la deteccion temprana, intervencién oportuna y efi-
cacia del tratamiento.
Por otra parte es importante mencionar que 20 de estas 29 enfermedades pueden ser de-
tectadas empleando una tecnologia de tipo multiplex como lo es la espectrometria de masa en
tandem, lo cual es, ademads, un claro indicador del cambio trascendente que experimentd el

rumbo de la Pesquisa Neonatal a partir de la década del 2000.
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Tabla 5. Panel secundario del ACMG de EE.UU.

Acidurias Organicas Defectos de oxidacion de acidos grasos

1. Acidemia metilmalénica (Deficiencia de Cbl C, D). 1. Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de
2. Acidemia malénica. cadena corta (SCAD).
3. Deficiencia de isobutiril-CoA deshidrogenasa. 2. Acidemia glutarica tipo Il.
4. Aciduria 2-metil 3-OH butirica. 3. Deficiencia de 30H-acil-CoA deshidroge-
5. Deficiencia de 2-metilbutiril-CoA nasa de cadena media y corta (M/SCHAD)

deshidrogenasa. 4. Deficiencia de ceto acil-CoA tiolasa de ca-
6. Aciduria 3-metil glutacénica. dena media (MCKAT).

5. Deficiencia de carnitina palmitoil transfera-
sa |l (CPT2).

Aminoacidopatias

1. Hiperfenilalaninemias persistentes. 6. Deficiencia de dienoil CoA reductasa

2. Deficiencia de biopterinas (biosintesis). 7. Deficiencia de carnitina:acilcarnitina
3. Deficiencia de biopterinas (reciclado). translocasa
4. Hipermetioninemia. 8. Deficiencia de carnitina palmitoil transfera-
5. Argininemia. sa | (CPT1) (Hepatica)
6. Tirosinemia tipo II.
7. Tirosinemia tipo Ill.
8. Citrulinemia tipo 1.
Otras enfermedades Hemoglobinopatias
1. Deficiencia de Galactokinasa 1. Variantes de hemoglobinas anormales
2. Deficiencia de UDP-Galactosa-4-epimerasa (incluyendo Hb E)

Ademas, y si bien resulta claro que los criterios empleados por el ACMG pueden presentar
algunos aspectos subjetivos, éste es el primer intento de una evaluacién comparativa y “cuanti-
tativa” que se realiza de las diferentes enfermedades congénitas potencialmente pesquisables
para una poblacion determinada, en la cual, inclusive, se recomendé la Pesquisa Neonatal
obligatoria de algunas enfermedades cuya inclusién en los paneles de pesquisa no hubiera
sido indicada en caso de que la seleccién se hubiera llevado a cabo empleando exclusivamen-
te los criterios de Wilson y Jungner.

Por ultimo, se debe destacar que, mas alla de que el objetivo primario del proyecto ejecuta-
do por el ACMG se limit6 a la definicién de un panel uniforme de enfermedades a pesquisar en
todos los estados de los EE.UU. y el mismo se concreté rapidamente en 2006, el proceso de
incorporacion de nuevas enfermedades al mencionado panel quedd abierto y sujeto a un pro-
ceso dinamico, toda vez que su pesquisa, diagndstico y tratamiento fuera factible, y que las
nuevas patologias propuestas se ajustaran a los criterios de seleccidn previamente definidos.
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En funcion de esto, el panel recomendado definido originalmente en 2006 que comprendia
un total de 29 enfermedades se expandi6 a un total de 35 condiciones al afio 2019, siguiendo
la secuencia de incorporacion de nuevas enfermedades detallada a continuacioén:

- 2010: Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID) (33).

- 2011: Enfermedad Cardiaca Congénita Critica (CCHD) (6,7).

- 2013: Enfermedad de Pompe (34,35).

- 2014: Adrenoleucodistrofia Ligada al X (X-ALD) (36) y Mucopolisacaridosis Tipo |

(MPS I) (34,35).
- 2018: Atrofia Muscular Espinal (SMA) (37).

Futuro de la Pesquisa Neonatal

La evaluacion retrospectiva de los diferentes factores que han influenciado el rumbo de la
Pesquisa Neonatal a lo largo de su historia sugiere que el surgimiento de nuevas formas de
diagnéstico, ya sea tanto a través del desarrollo de nuevas tecnologias como del hallazgo de
nuevos marcadores bioquimicos o moleculares, sumado al descubrimiento de nuevas alternati-
vas de tratamiento y de nuevas medidas preventivas, son las variables que impulsaron a eva-
luar la decisién acerca de si una enfermedad determinada resultaba apropiada para considerar
su inclusién en un programa de Pesquisa Neonatal (38), y por lo tanto estas mismas variables
seran las que determinaran la direccion que la pesquisa ha de tomar en el futuro.

Considerando estos aspectos, en la actualidad es posible plantear al menos 4 grupos de pa-
tologias que pueden ser detectadas a través de la determinacion de marcadores bioquimicos o
moleculares que incluyen la Distrofia Muscular Duchenne (DMD), el Sindrome de X-Fragil, la
Xantomatosis Cerebrotendinosa y otras Enfermedades Lisosomales como son Gaucher, Fabry,
Niemann-Pick y Krabbe, como candidatas a ser incluidas en los paneles de enfermedades a
pesquisar en un futuro cercano.

No obstante esto, no se debe ignorar que la expansién de la Pesquisa Neonatal requiere
necesariamente de una reconsideracion de su infraestructura ya sea tanto para la ejecucién de
las pruebas de pesquisa como para el diagnéstico, educacién, consejo genético, tratamiento y
seguimiento de los casos detectados, hechos que sin lugar a dudas dan lugar a que los aspec-
tos econdmicos adquieran un rol preponderante, y que consecuentemente puedan constituirse

en un factor limitante del proceso de expansion (39).

¢Pesquisa Genomica?

Por dltimo, no se debe pasar por alto que una de las principales perspectivas que se plantea
en relacion al futuro de la Pesquisa Neonatal esta relacionada al surgimiento ya hace varios

anos atras de una nueva tecnologia para el secuenciamiento completo del genoma denomina-
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da Next Generation Sequencing o Secuenciamiento de Proxima Generacion la cual se basa en
un secuenciamiento masivo, simultdneo y automatizado del material genético que permite
completar el analisis de un genoma completo en apenas algo mas de 24 horas.

De este modo, dada la disponibilidad actual de esta tecnologia a costos relativamente acce-
sibles -al menos para paises desarrollados-, y aplicando un principio de razonamiento l6gico
que establece que las mejores oportunidades para implementar acciones preventivas en un
individuo afectado por una enfermedad genéticamente determinada se presentan precisamente
inmediatamente después del nacimiento, es que se propone a la Pesquisa Neonatal como un
vehiculo para proyectar los avances gendmicos y genéticos en beneficio de la salud de la po-
blacién utilizando dicha tecnologia como método de screening primario, dando lugar asi a un
cambio sustancial en el paradigma de la Pesquisa Neonatal la cual pasaria de ser una pesqui-
sa mayoritariamente bioquimica a ser una pesquisa genémica (40).

Independientemente de estas afirmaciones, los hechos demuestran que en la actualidad
aun no estan dadas las condiciones para que este cambio se pueda llevar a cabo por las razo-
nes que se enumeran a continuacion:

a) La existencia de una clara disociacién entre lo que resulta tecnolégicamente posible, es

decir entre la factibilidad de disponer de técnicas para el secuenciamiento del genoma,

y aquello que los servicios de salud disponibles pueden ofrecer hoy dia para la atencién

de los casos detectados.

b) La necesidad de disponer de consentimientos informados para habilitar la realizacién
de estas pruebas.

c) La falta de definicién en lo que respecta a lineamientos éticos relacionados a las
implicancias que tiene la realizacién de este tipo de estudios, al menos en los si-
guientes aspectos:

- cuanta informacion debe reportarse de los hallazgos resultantes del estudio
gendmico.

- cb6mo se debe manejar la informacién en el caso de individuos portadores de mu-
taciones severas o mutaciones causantes de formas de presentacién en la edad
adulta o a edad incierta.

- el hallazgo de factores de susceptibilidad, a fin de evitar el riesgo de estigmatizacién.

- como se deben administrar informaciones relacionadas con hallazgos inciden-
tales como paternidad, consanguinidad, riesgo reproductivo e informacion far-
macogendmica.

d) La ausencia de un marco regulatorio en cuanto a la confidencialidad de los registros
médicos y al riesgo de que esta informacién se filtre llegando a los seguros de salud, o
a que de lugar a eventos de discriminacién laboral.

e) Elincremento dramatico que se produciria en el nUmero de desérdenes detectados, ya
sea metabolicos o no metabdlicos, tratables o no tratables, prevenibles o no preveni-
bles, de presentacion temprana o en la edad adulta, de origen monogénico o causadas

por multiples genes.
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fy  La necesidad de disponer de un soporte bioinformatico consistente para identificar las dife-
rentes variantes genémicas de significacién incierta (VUS) que se van a ir detectando y que
contribuya, por un lado, a definir como deben ser interpretadas las mismas vy, por el otro, al
conocimiento tanto de su impacto funcional como del potencial incremento en la tasa de
falsos positivos que un mal conocimiento de las mismas podria acarrear.

g) La necesidad de reformar el sistema de salud publica para el posterior manejo de la in-
formacién generada y para llevar a cabo la capacitacion de equipos de salud especiali-

zados en genética y gendmica.

Probablemente una de las posiciones mejor definidas y fundamentadas en relacion a la po-
tencial incorporacion del secuenciamiento completo del genoma como parte de la Pesquisa
Neonatal sea la establecida por la Global Alliance for Genomics and Health (GA4GH) a través
de una publicacién (41) en la cual se lleva a cabo la declaracién de ocho principios, de los cua-
les los cuatro primeros establecen que la pesquisa genémica sé6lo puede implementarse en la
actualidad si se garantiza la equidad de acceso a todos los individuos, si existe un claro cono-
cimiento de las diferentes variantes que se puedan llegar a detectar a través de las bases de
datos publicas que deberan ir confeccionandose con el paso del tiempo, si se aplica a enfer-
medades diagnosticables y tratables o prevenibles, y si su forma de implementacion es a través
de programas con un alcance integral.

Tomando en consideracién estas afirmaciones se puede concluir que actualmente el siste-
ma de salud aln no esta preparado para implementar la pesquisa genémica, que la misma solo
deberia utilizarse como un complemento a los programas basados en la determinaciéon de mar-
cadores bioquimicos/moleculares/funcionales, pero restringiendo su alcance al andlisis de de-
terminados genes especificos causantes de enfermedades para las cuales exista una correla-
cién fenotipo-genotipo bien entendida, una historia natural bien conocida y un balance benefi-
cios/dafos favorable, y sin olvidar que algunas enfermedades como el Hipotiroidismo Congéni-
to no puede ser detectado empleando esta tecnologia en todos aquellos casos cuya etiologia
resulta de un defecto no genéticamente determinado en la formacion de la glandula tiroides
durante la embriogénesis.

De acuerdo a este panorama, es posible presuponer que en los préximos anos se experi-
mentara una expansion en el espectro de enfermedades a pesquisar, el cual potencialmente
podré alcanzar un nimero significativo de enfermedades congénitas severas que actualmente
no tienen acceso a los beneficios de la misma. No obstante esto, no se debe perder de vista el
objetivo real de la Pesquisa Neonatal y se debe evitar abordar aspectos no previstos como
puede ser la deteccion de desérdenes con poca o ninguna significacion clinica, la bisqueda
neonatal de enfermedades de presentacion en la edad adulta, o la deteccion de factores de
susceptibilidad para padecer una enfermedad determinada tal como ya fuera establecido hace

mas de 50 afnos por Wilson y Jungner (38).
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CAPITULO 2
Organizacion de un Programa
de Pesquisa Neonatal

Introduccion

Las tareas de organizacién e implementacién de un programa de Pesquisa Neonatal requie-
ren que previamente a la puesta en marcha del mismo se realice un profundo y detallado anali-
sis de todos aquellos aspectos que han de incidir sobre las mencionadas actividades a efectos
de poder determinar con precision cuales son las fortalezas y debilidades existentes en la re-
gion en la cual tendra definido su alcance, y de posibilitar de esta forma el acceso a un correcto
diagnéstico de situacién.

A lo largo de todo el proceso de planificacion siempre se debe tomar en consideraciéon que
las estrategias de implementacién y funcionamiento de un programa de Pesquisa Neonatal
presentan una muy fuerte dependencia de factores geograficos, politicos y econémicos (1).
Los factores geogréficos juegan un rol critico a nivel logistico, es decir en lo que respecta a
las comunicaciones, transporte de muestras, localizacion y derivacién de recién nacidos
puesto que cada una de estas actividades resulta influenciada en forma directa por los acci-
dentes geogréficos, por la disponibilidad de vias de comunicacion adecuadas y por la ampli-
tud de la region; en tanto que los factores politicos y econdémicos son determinantes en lo
que se refiere a la definicién del nimero y tipo de patologias a incluir, en la definicion de las
estrategias de pesquisa a utilizar y, fundamentalmente, en el establecimiento de las fuentes
de financiamiento del programa.

La realizacién de un apropiado diagnéstico de situacion previo a la implementaciéon de un
programa permitir4 efectuar no solamente una planificacién adecuada del mismo sino también
una correcta asignacién tanto de los recursos humanos como econémicos, y fundamentalmen-
te, encontrar soluciones apropiadas y acordes a las necesidades existentes.

No obstante estos conceptos, resulta importante dejar en claro que en la actualidad no hace
falta “inventar nuevamente la rueda”, y que por lo tanto el desarrollo de un programa de Pes-
quisa Neonatal debe ser construido sobre la base y experiencia de mas de cinco décadas de
organizacién exitosa de diferentes sistemas de Pesquisa Neonatal a lo largo de todo el mundo.
Esto significa que, a pesar de que la experiencia demuestra que los obstaculos y desafios que

deben enfrentar los programas de Pesquisa Neonatal en vias de implementacion siguen exis-
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tiendo, los errores cometidos previamente por otros no deben ser repetidos y debe aprovechar-

se la experiencia de quienes han transitado y allanado el camino con anterioridad (2).

Para lograr esto resulta esencial que no se realicen acciones aisladas e individuales y que

se establezcan colaboraciones entre programas ya desarrollados y en vias de organizacion, de

forma tal de poder tener acceso al aprendizaje necesario para desarrollar estrategias exitosas

de implementacion, y de esta forma evitar un gasto infructuoso de tiempo, recursos y energia.

= w

Aspectos a considerar en la definicion del diagndstico

de situacion

Legislacion

Se debera contemplar si existe legislacion vigente a nivel nacional, estatal o provincial refe-

rida a la realizacién de las pruebas de pesquisa o a la ejecucién de los programas de Pesquisa

Neonatal, a partir de lo cual pueden presentarse diferentes situaciones:

Si al momento de organizar el programa ya existe alguna ley referida a la Pesquisa
Neonatal, se contara con un elemento importante en favor de una rapida implementa-
cién del mismo. En estos casos deberan analizarse cuales son los contenidos de dicha
ley y si existe una reglamentacién de la misma.

En algunos casos existen leyes que sélo contemplan la obligatoriedad de la realizacion
de las pruebas de Pesquisa Neonatal para determinadas patologias pero sin contem-
plar otros aspectos de la misma. En estos casos, la legislacion hard una contribucién
significativa para poder alcanzar una mayor cobertura en menor periodo de tiempo, pe-
ro, indudablemente, quedaran descubiertos aspectos relacionados con la confirmacién,
tratamiento y seguimiento de los casos detectados, lo cual a la larga redundara en una
menor eficiencia del programa en su conjunto.

La mayor utilidad de las leyes vinculadas con la Pesquisa Neonatal se presenta cuando
las mismas no so6lo contemplan la obligatoriedad de la realizacion de las pruebas de la-
boratorio, sino que también prevén la confirmacién, tratamiento y seguimiento de los
casos detectados, y el origen de los recursos financieros que seran utilizados para sol-
ventar el funcionamiento global del programa a lo largo del tiempo.

Otro punto importante a tomar en consideracién es que estas leyes pueden estar defi-
nidas solamente para dar cobertura a algunas patologias sin posibilidad de inclusién de
otras nuevas, o bien puede darse una situacién menos rigida como la que se presenta
en aquellos casos en los que la lista de enfermedades a pesquisar queda abierta a una
potencial ampliacion posterior.

En aquellos casos en los que no existe legislacion se debera tomar en consideracion

que si se va a trabajar sobre un proyecto de ley para un programa de Pesquisa Neona-
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tal, las implicancias de las leyes a formular deberan ser tales que, por un lado, ofrez-
can la mayor cantidad de beneficios en cuanto a las posibilidades de implementacion y
desarrollo del programa, pero por el otro, que el alcance de las mismas no sea excesi-
vamente ambicioso al punto de que la obligatoriedad definida exceda o comprometa las

posibilidades reales del programa.

Recursos Humanos

Se debera prever cuéles seran los recursos humanos que estaran afectados a las tareas

del programa.

En general, cuando se lleva a cabo la implementacién de un programa de Pesquisa
Neonatal son muy pocos los recursos humanos genuinos que se designan, y en la ma-
yor parte de los casos se procede efectuando una asignacién de tareas y responsabili-
dades a personal previamente designado en hospitales publicos y maternidades o labo-
ratorios del sector privado.

En vista de la aseveracién anterior y de que la Pesquisa Neonatal requiere la participa-
cion de un equipo multidisciplinario de salud, se debera evaluar si se cuenta con el per-
sonal apropiado para poder llevar a cabo las tareas especificas en los distintos niveles
de ejecucion, y establecer ademas una escala de responsabilidades segun las tareas

asignadas a cada uno de ellos (1).

Educacion y difusién

Se debera evaluar si existe una estrategia definida para llevar a cabo la educacién y difusién

del programa, y si se cuenta ademas con los elementos y el financiamiento necesarios para la

ejecucioén de la misma.

El proceso educativo debera estar dirigido al personal de salud afectado a cada una
de las tareas del programa y debera incluir tanto la capacitacién como la formacién
del mismo. Su planificacion debera efectuarse de manera tal que dicho personal ten-
ga acceso a un conocimiento detallado de todas las actividades y procedimientos del
programa, las responsabilidades que les competen y los tiempos 6ptimos de ejecu-
cion de cada tarea.

La educacion debera ser un proceso prioritario, sistematico y continuo, para cuya eje-
cucion podran emplearse distintas estrategias que incluyen charlas, videos, cursos,
seminarios y simposios de entrenamiento y concientizacién (2). Estas actividades debe-
ran complementarse ademas con manuales de procedimientos escritos que sean sufi-

cientemente claros y concisos a fin de facilitar su comprension y aplicacion.
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En el caso del personal de salud que tiene a su cargo las tareas especificas corres-
pondientes al laboratorio de pesquisa y al centro de atencién especializada encar-
gado de la confirmacién diagndstica, el tratamiento y el seguimiento de los casos
detectados, resulta recomendable la planificacién de rotaciones o pasantias en pro-
gramas de Pesquisa Neonatal afianzados y reconocidos por su trayectoria, y tam-
bién la convocatoria de expertos externos a efectos de que, a través de visitas cien-
tificas periddicas, brinden su asesoramiento y asistencia técnica (2,3).
Adicionalmente, el proceso educativo también debera estar dirigido a politicos y respon-
sables de la toma de decisiones politicas en Salud Publica, los cuales pueden resultar
sumamente importantes para asegurar la sustentabilidad del Programa. En estos casos,
y a efectos de evitar una interpretacién errénea que pueda conducir a pensar que la Pes-
quisa Neonatal se trata solamente de una prueba de laboratorio, la educacién debera en-
focarse poniendo el mayor énfasis posible en asegurar que se realice una transmision
apropiada del concepto de Pesquisa Neonatal y de sus objetivos. Por otra parte, la mis-
ma debera complementarse con documentacién que ponga en evidencia en forma con-
tundente los resultados y beneficios obtenidos por otros programas ya implementados
previamente, los propios resultados que pudieran haberse obtenido en una experiencia
piloto previa, las consecuencias de una enfermedad congénita no tratada, los beneficios
resultantes de la deteccién y tratamiento precoz ilustradas de una manera grafica y sim-
ple, y finalmente, los costos estimativos del programa desarrollados en forma concisa y
preferentemente desde el punto de vista del costo beneficio resultante.

En esta Ultima tarea puede resultar de vital importancia la asistencia de expertos exter-
nos ya sea tanto a través de visitas personales como del envio de documentos escritos,
y también la participacion de diferentes grupos de padres sensibilizados con la detec-
cion de enfermedades congénitas (4).

e En cuanto a la difusién, el programa de Pesquisa Neonatal debe ser promovido y difun-
dido en forma continua a nivel de la comunidad publica, antes de su implementacién y
una vez que el mismo ya haya sido puesto en funcionamiento, para lo cual es indispen-
sable la correcta informacion y concientizacion de la poblacion en general acerca de los

objetivos y beneficios reales del programa.

Las estrategias a utilizar para ejecutar esta tarea incluyen la entrega de folletos explicativos
a padres y madres -tanto durante los cursos de preparto como también inmediatamente des-
pués de haberse producido el nacimiento del nifio-, la presentacién de charlas y videos, y la
colocacién de posters o afiches en lugares publicos, maternidades, laboratorios y centros asis-
tenciales (2,4-5).

Por otra parte, y en caso de que se pretenda lograr una difusién de acceso masivo pue-
de recurrirse a campafas a través de medios de difusion publica como diarios, revistas de
actualidad, radio y televisién, y también a través de la emision periddica de comunicados
de prensa (2,5).
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Efectores para la recoleccidon de muestras de sangre

Se debera determinar si existe personal capacitado para llevar a cabo la recoleccion de las

muestras de sangre de los recién nacidos.

Se deberé definir claramente quienes son los responsables de la recoleccién de dichas
muestras en cada maternidad, ya sea tanto del ambito publico como del ambito priva-
do, e inclusive también en aquellos casos en los que el parto se produzca en forma
domiciliaria o fuera de algunos de los establecimientos antes mencionados.

En general se establece que la responsabilidad de la toma de muestras recae sobre el
personal de salud que se encuentra en el entorno del recién nacido en el momento del
nacimiento, y se define una escala de responsabilidades de acuerdo a las funciones
desempefadas.

De este modo, y dependiendo de la organizacion interna de cada institucion, la responsabi-
lidad puede recaer sobre obstetras, parteras, enfermeras, técnicos de laboratorio o de he-
moterapia, bioquimicos, médicos residentes, neonatélogos, pediatras o jefes de servicio.

En el caso de que se produzcan partos domiciliarios se define que la responsabilidad

de la toma de muestras recaera sobre las parteras, padres y/o tutores.

Caracteristicas de las muestras de sangre

Se debera evaluar si existe una definicion conceptual clara acerca del tipo de muestras de

sangre a utilizar, los requisitos que deben cumplir las mismas, y los tiempos 6ptimos de reco-

leccién y envio al laboratorio de pesquisa.

El tipo y condiciones de muestras de sangre a utilizar dependera fundamentalmente de
las patologias que hayan sido seleccionadas para pesquisar y de las estrategias de
pesquisa definidas por el propio programa, siendo las muestras de sangre entera im-
pregnadas en papel de filtro obtenidas por puncion de talén las muestras recomenda-
das (6). A pesar de esto, se debe mencionar que existen algunos ejemplos de progra-
mas que aun hoy dia utilizan otros materiales biol6gicos, como por ejemplo sangre en-
tera de cord6n impregnada en papel de filtro, material cuya utilidad resulta limitada
puesto que son muy pocas las patologias que pueden detectarse a partir del mismo.
Con respecto a las caracteristicas de las muestras de sangre, existen normas especifi-
cas publicadas por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) de los
EE.UU. (6) en las cuales se establecen las condiciones necesarias para una correcta
recoleccion de muestras. Estas caracteristicas, al igual que otros aspectos relaciona-
dos con las muestras de sangre seran descriptos en detalle en el Capitulo 3.

En cuanto a los tiempos de recoleccién de muestras, y tal como ocurre con el tipo de
muestras de sangre a utilizar, los mismos deberan ser establecidos en cada programa

de acuerdo a las patologias a pesquisar y a las estrategias de trabajo definidas, en tan-
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to que la frecuencia de envio de las mismas al laboratorio debera establecerse de ma-
nera tal de asegurar que las muestras lleguen rapidamente y que, en consecuencia, es-
ta etapa no resulte un factor determinante como una potencial causa de retraso en la

confirmacién diagnéstica e inicio del tratamiento.

Transporte

Se deberan evaluar las alternativas disponibles para llevar a cabo el transporte de las mues-

tras de sangre de los recién nacidos al laboratorio de pesquisa en tiempo y forma.

Dado que la logistica es un punto critico en relacién a la eficiencia que ha de alcanzar
un programa de Pesquisa Neonatal, antes del lanzamiento del mismo se debera definir
cual serd el sistema de transporte de muestras a utilizar que permitira asegurar un tras-
lado seguro y eficiente de las mismas, a un costo razonable.

En el caso de las instituciones publicas se podra establecer la utilizaciéon de algun sis-
tema de transporte oficial, o bien el uso de las propias ambulancias de los hospitales,
mientras que en el caso de las instituciones o laboratorios del sector privado se podra
recurrir a servicios de correo privado 0 a comisionistas.

Un punto importante a tomar en consideracion es la posibilidad de gestionar un acuer-
do de franqueo especial -0 en el mejor de los casos de un franqueo exento de pago-,
para el envio de las muestras de sangre de recién nacidos a través de algun sistema
de servicio postal o courier de alcance nacional que asuma la responsabilidad de brin-

dar apoyo logistico al programa de Pesquisa Neonatal (2).

Laboratorios de pesquisa y confirmacion

Se debera evaluar si se cuenta con un laboratorio de pesquisa centralizado, capacitado

para analizar eficiente y oportunamente un elevado nimero de muestras a diario, con méto-

dos de analisis y equipamiento apropiados, y dotado de un estricto sistema de control de

calidad interno y externo; y por otra parte si existe disponibilidad de un laboratorio de confir-

macién capaz de responder en tiempo y forma a la demanda resultante del panel de pruebas

requeridas a efectos de poder establecer un diagnéstico definitivo de certeza o de descartar

una patologia, respaldado por un sistema de calidad apropiado, acorde a las implicancias de

las tareas que le competen (2).

En lo que se refiere al Laboratorio de pesquisa, los requisitos y condiciones que debe cum-

plir el mismo seran discutidos en detalle en el Capitulo 3.
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Seguimiento

Se debera definir un sistema de seguimiento que asegure la continuidad del proceso de

Pesquisa Neonatal mas alla de lo que implican las pruebas de pesquisa en si mismas.

La definicion del sistema de seguimiento del programa requiere que se determine quie-
nes seran los responsables de llevar a cabo la localizacion de aquellos neonatos que
asi lo requieran, la recoleccioén de nuevas muestras de sangre, el envio de las mismas
al laboratorio de pesquisa, la derivacion de los recién nacidos al centro de atencion es-
pecializada para su confirmacién diagnostica, y la localizacion de aquellos nifios con
diagnostico ya confirmado y que por alguna razoén no estén cumpliendo con las pautas
de seguimiento de tratamiento previamente establecidas.

En general, este sistema de seguimiento debe estar conformado por un equipo de asis-
tentes sociales, de los cuales un nimero minimo debe desempenar sus funciones a ni-
vel central, es decir coordinando las acciones desde el centro de atencién especializa-
da, mientras que el resto debe realizar sus tareas distribuido a lo largo de toda el area
de alcance del programa.

Adicionalmente debe tomarse en consideracion que este sistema de seguimiento tam-
bién sera el responsable de monitorear que todas las acciones desencadenadas como
parte del algoritmo de trabajo a partir de una muestra mal colectada, del incumplimiento
de alguna o varias de las condiciones preanaliticas exigidas para la recolecciéon de
muestras, o de un resultado anormal en una prueba de pesquisa sean cumplimentadas
en tiempo y forma. En general, esta tarea no es ejecutada por el equipo de asistentes
sociales sino que, en razon de la disponibilidad de la informacién necesaria para tal fin,

es ejecutada por el propio laboratorio de pesquisa.

Tratamiento

Se debera evaluar la disponibilidad de centros de atencidén especializada que cuenten con

recursos humanos e infraestructura de diagndéstico y tratamiento apropiados para llevar a cabo

dichas tareas.

Los principios generales de la Pesquisa Neonatal establecen que para alcanzar una
maxima eficiencia en las instancias de confirmacién, tratamiento y seguimiento de los
casos detectados, es necesario que las mismas sean ejecutadas en forma centralizada
a través de centros de atencién especializada.

La conformacién de un equipo de médicos especialistas es uno de los elementos clave
a considerar para asegurar el correcto funcionamiento de dichos centros. El menciona-
do equipo médico debera incluir endocrindlogos especializados en pediatria, neurdlo-
gos especializados en el manejo de enfermedades neurometabdlicas, genetistas, nutri-

cionistas, neumondlogos, kinesidlogos y psicélogos.
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e  Por otra parte, los centros de atencién especializada deberan contar con infraestructura
y herramientas diagnosticas apropiadas de manera tal que les sea posible definir el
diagnéstico en forma rapida y eficiente, lo cual en la mayor parte de los casos implicara
la realizacion de pruebas de laboratorio.

No obstante esto, debe tenerse en cuenta que en algunos casos se requerird también
la realizacion de otro tipo de pruebas, como por ejemplo estudios de diagnésticos por
imagenes (rayos X, centellografias) o de ultrasonido (ecografias).

e Un concepto sumamente importante para destacar con referencia al manejo del trata-
miento es que no se recomienda bajo ninguna circunstancia que el mismo sea llevado
a cabo por médicos clinicos generalistas, por médicos especializados en el manejo de
algunas de estas enfermedades pero de presentacion en la edad adulta, o en forma
aislada en consultorios médicos que no forman parte de la estructura de un programa,
puesto que cualquiera de estas circunstancias puede afectar significativamente la efi-
ciencia de dicho tratamiento.

e En cuanto a los tiempos de inicio del tratamiento, los mismos deben ser definidos du-

rante la planificacion del programa de Pesquisa Neonatal, para lo cual se debe partir
de la premisa de que cuanto mas precozmente sea implementado el mismo, mayor
serd su efectividad.
Habitualmente se define como tiempo éptimo de inicio del tratamiento antes de los 15
dias de vida. Sin embargo, debe contemplarse que algunas patologias requieren ser
tratadas alun mas precozmente, puesto que en caso contrario, puede producirse la
muerte del recién nacido por una crisis metabdlica aguda o bien instalarse algun tipo de
alteracion neuroldgica irreversible a consecuencia de la existencia de una ventana de
vulnerabilidad que se pone de manifiesto durante los primeros dias de vida.

e Oftro elemento a considerar es que el programa debe asegurar la disponibilidad de una
fuente confiable para la provision continua tanto de los medicamentos necesarios para
el tratamiento, como de los productos y alimentos especiales utilizados para el manejo
terapéutico de muchas de las enfermedades metabolicas pesquisadas.

e La centralizacion del seguimiento del tratamiento a largo plazo y su evaluacion periodi-
ca, son una condicién fundamental para asegurar el éxito del programa, puesto que de
este modo se puede contar con los datos y elementos necesarios para realizar una va-
loracién objetiva de los pro y contras del tratamiento, desarrollar e implementar nuevas
alternativas terapéuticas, y contar con una cantidad de casos detectados significativos
desde el punto de vista epidemioldgico.

e La planificacion del tratamiento también debe considerar que el manejo de los casos
detectados es un proceso acumulativo, por lo cual se debera contemplar la incorpora-
cién progresiva de recursos humanos y también la factibilidad de una descentralizacién

en etapas avanzadas del seguimiento.
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La transferencia del seguimiento clinico general de los casos detectados a los pediatras
de cabecera es un procedimiento que debe ser considerado como una norma a fin de

descomprimir la carga de trabajo en el centro de atencién especializada.

Fuentes de financiamiento

Se deberd evaluar si existe una partida presupuestaria asignada al programa, por ejemplo a

través de la legislacién vigente, o bien una fuente de financiamiento estable que permita sol-

ventar no solamente las pruebas de pesquisa, sino también el tratamiento y el seguimiento de

los casos detectados, la educacién del personal, la difusion del programa, y la provisién de los

recursos humanos necesarios.

Sin lugar a dudas, el financiamiento es el problema mas dificultoso que deben enfrentar
los programas de Pesquisa Neonatal, no sélo en lo referente a la fuente de financia-
miento en si misma sino también en lo que respecta al potencial alcance del Programa
y a los métodos de reembolso a utilizar (1).

En vista de lo expresado anteriormente, el primer punto a definir es quién sera el res-
ponsable del financiamiento del mismo. Por definicion, y por tratarse de un programa
de Atencion Primaria de la Salud Publica, es el estado quién deberia hacerse cargo de
crear y proveer el presupuesto necesario para su funcionamiento.

Sin embargo, este financiamiento no necesariamente debe limitarse a los ingresos
publicos del estado (1), razén por la cual no es infrecuente encontrar situaciones en
las cuales es el sector privado quién financia a los programas, por ejemplo a través
de organizaciones no gubernamentales (ONG’s), o, inclusive, situaciones en las
cuales el estado se hace cargo de organizar y coordinar todas las actividades, pero
a través de terceros pagadores de dichas prestaciones.

Hablar de financiamiento no solamente implica crear el presupuesto para las prue-
bas de pesquisa, sino también para cubrir la educacién, difusion, y el tratamiento y
seguimiento de los casos detectados, especialmente en aquellas enfermedades en
las que el mismo implica un costo muy elevado, como es el caso por ejemplo de los
errores congénitos del metabolismo que requieren un tratamiento dietario con ali-
mentos y/o productos especiales.

También debera contemplarse el alcance que tendra el financiamiento del tratamiento y
seguimiento en cuanto al tipo de medicamentos, alimentos y/o productos especiales a
proveer, a la posible cobertura por parte de las obras sociales o la seguridad social, y al
limite de edad hasta el cual se extendera la provisién de los mismos.

Al presupuestar un programa de Pesquisa Neonatal se debe tomar en consideracién
que una vez que el programa esta instalado y funcionando correctamente, cuanto ma-
yor sea la cantidad de patologias pesquisadas menor sera el costo relativo del mismo.
Esta afirmacién se basa en el hecho de que la incorporacion de una nueva practica al

panel de pesquisa implicara principalmente la utilizacién del mismo sistema de comuni-
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caciones, equipamiento, personal e infraestructura, y los Unicos costos adicionales que
se agregaran seran aquellos que corresponden a los reactivos empleados para la reali-
zacion de las pruebas de laboratorio (pesquisa y diagnéstico) y al tratamiento requerido
para los casos detectados con la enfermedad en cuestién.

Ademas, se debe tener en cuenta que la centralizacion de los programas de Pesquisa
Neonatal no sélo se basa en un principio de eficiencia sino también en un principio de
economia, puesto que cuanto mayor sea la cantidad de muestras analizadas por un la-
boratorio de pesquisa, entonces mayor serd el rendimiento de los reactivos utilizados y

menores seran sus costos.

Expansion potencial

Se deberan prever los criterios a utilizar para llevar a cabo la seleccién e inclusion racional y

sistematica de nuevas patologias al programa de Pesquisa Neonatal.

La seleccién de las patologias que se han de incluir en el programa de Pesquisa Neo-

natal se deberd realizar tomando como base los criterios de seleccién de Wilson y

Jungner antes descriptos o eventualmente los criterios definidos por el propio Programa

o0 recomendados por organismos competentes.

Sin embargo, la decisién de incorporar definitivamente una nueva patologia al panel de

pesquisa dependera de la prevalencia de la misma -la cual deberia ser determinada

preferentemente en una prueba piloto previa-, de la composicién étnica de la poblacién

y de la estimacién del costo/beneficio establecido en base a los resultados preliminares

de la prueba piloto y a las experiencias previamente publicadas.

La estimacion del costo/beneficio es un procedimiento que en algunos casos particula-

res, muy especialmente en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo, es muy di-

ficil de realizar en la practica, fundamentalmente por 3 razones:

a) porgue en numerosas ocasiones no existen valoraciones de los costos reales que
implican la educacion diferencial especializada que requiere un individuo discapa-
citado fisica o intelectualmente, y la atencion médica y hospitalizaciones requeri-
das por individuos detectados tardiamente.

b) porque en otros casos el estado realiza inversiones minimas en este tipo de
educacién, razon por la cual prevenir la discapacidad no se traduce en un aho-
rro concreto.

c) porque no existen modelos que permitan realizar una valoracion del costo social
que implica el hecho de tener un individuo discapacitado mental en el seno de una
familia y de la pérdida de productividad ocasionada por la imposibilidad de inser-

cién de dicho individuo en la sociedad.
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CAPITULO 3
Organizacion de un laboratorio
de Pesquisa Neonatal

Introduccion

La organizacién del laboratorio de Pesquisa Neonatal es sin lugar a dudas uno de los
procesos de mayor importancia dentro del proceso global de organizacién de un programa
de pesquisa. Esta aseveracién se sustenta en el hecho de que el Laboratorio tiene como
funcién principal la identificacién de recién nacidos presuntamente afectados dentro de un
grupo de recién nacidos aparentemente sanos, lo cual a su vez determina que se trate del
unico efector centralizado que indefectiblemente va a tomar contacto con toda la poblacion
de recién nacidos.

Estas caracteristicas le confieren al laboratorio un rol protagénico dentro del sistema y le
exigen la responsabilidad de emitir resultados oportunos, confiables, seguros y de alta calidad
analitica y diagnéstica, y de asegurar que todos sus procedimientos sean ejecutados teniendo
presente que el objetivo de la Pesquisa Neonatal va mas all4 de lo que implica la obtencién de
un simple resultado en una prueba de laboratorio.

En términos précticos, tanto la organizacion como el funcionamiento del laboratorio de
Pesquisa Neonatal deben ser un fiel reflejo de la organizacion del programa en su conjunto,
es decir que el mismo debe estar funcionalmente centralizado y geograficamente regionali-
zado. Esta modalidad de trabajo implica que el laboratorio tendra un area geografica defi-
nida de alcance y que las muestras de sangre de todos los nifios que nazcan en las mater-
nidades de esa regién deberan ser remitidas a un unico laboratorio que funcionara de ma-
nera centralizada y que sera el responsable de llevar a cabo el procesamiento de las mis-
mas, hecho que a su vez le permitira acceder a una serie de beneficios concretos que se-
ran discutidos a continuacién.

Sin embargo, y tal como ya ha sido establecido y demostrado en paises desarrollados, se
debe destacar que no cualquier condicién de trabajo centralizada y regionalizada de un labora-
torio de pesquisa permitira acceder a dichos beneficios, sino que por el contrario, y para que
esto suceda, el mismo debe procesar un nimero minimo de 50.000 muestras al afo (1), es

decir un promedio del orden de 200 muestras diarias.
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Y si bien de todas las consideraciones expuestas hasta el momento queda en claro la impor-
tancia que tiene el laboratorio dentro del funcionamiento general de un programa de Pesquisa
Neonatal, también se debe reforzar el concepto de que si la pesquisa se plantea como si consis-
tiera solamente en realizar una prueba de laboratorio, obtener un resultado, emitir un informe y
entregar el mismo a los padres sin prever todas las acciones posteriores que se deben implemen-
tar para confirmar un diagndstico e implementar el tratamiento oportuno en forma apropiada, se

corre un serio riesgo de fracasar y de que no se logre alcanzar el objetivo preventivo.

Beneficios de la Centralizacion

Los beneficios de la centralizacién del laboratorio de pesquisa se pueden describir en forma
general indicando que a través de la misma es posible alcanzar un maximo rendimiento, efi-
ciencia y confiabilidad en los distintos procesos que se ejecutan en el mismo.

No obstante esto, y dado que existen una serie de beneficios especificos, concretos y men-
surables resultantes de dicha centralizacion, a continuacién se presenta una discusién de los
mismos abordada desde un punto de vista practico:

e  Optimizacion de recursos humanos: si un programa de Pesquisa Neonatal con al-
cance en una region determinada en la cual nacen anualmente un ndmero de nifios tal
que operativamente le permite funcionar con un Unico laboratorio centralizado decide
organizar su funcionamiento a través de varios laboratorios, indefectiblemente debera
disponer para ello de los recursos humanos minimos necesarios para ejecutar cada
una de las actividades que le competen en cada uno de estos laboratorios, incremen-
tando asi no solo dichos requerimientos en una proporcion directamente relacionada
con la cantidad de laboratorios que se hayan establecido, sino también los costos resul-
tantes de los mismos. En contraposicién, el mismo programa funcionando a través de
un Unico laboratorio centralizado podra resolver la misma cantidad de pruebas con un
numero mucho menor y optimizado de recursos humanos.

e Reduccion significativa de costos asociada a un maximo rendimiento de reacti-
vos: continuando con el ejemplo anterior, si las pruebas de pesquisa de dicho progra-
ma se centralizan a través de un Unico laboratorio, en la medida en que el nimero de
muestras que se van a recibir diariamente en el mismo va a ser mayor que lo que ocu-
rriria si las pruebas se ejecutaran a través de varios laboratorios, ocurrira entonces que
el nUmero de muestras analizadas en cada corrida también sera mayor. De este modo,
centralizando en un Unico laboratorio, la proporcioén de calibradores y controles respec-
to a la cantidad de muestras procesadas por corrida va a disminuir, incrementando asi
el rendimiento de los reactivos, y reduciendo como consecuencia los costos asociados.

e  Optimizacion del equipamiento y posibilidad de disponer de equipamiento espe-
cifico para pruebas de pesquisa: en el caso del equipamiento a utilizar para la ejecu-

cion de las pruebas de pesquisa, la centralizacidon no sélo permite disponer de equipa-
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miento especifico* sino que, ademas, y siguiendo un razonamiento similar al conside-
rado para los recursos humanos, permite realizar una reduccién de costos. Esta afir-
macién se basa en que si un programa determinado decide funcionar a través de varios
laboratorios en lugar de centralizar su funcionamiento en uno sélo, cada uno de esos
laboratorios debera contar con el equipamiento minimo necesario para ejecutar sus
pruebas, multiplicando asi la inversién requerida para tal fin.

e Eventual automatizacion: partiendo de la premisa de que la centralizacién de las
pruebas de pesquisa en un unico laboratorio estara asociada a un nimero de muestras
por corrida mayor que si se funcionara a través de varios laboratorios, dicha condicién
resultara suficiente para justificar la incorporacién de equipamiento automatizado espe-
cifico. El impacto de esta accion se vera reflejado no solo en la estandarizacion y nor-
matizacion de los distintos procesos que se ejecutan en el mismo, sino también en la
optimizacién de la calidad de las pruebas, permitiendo asi un incremento en el rendi-
miento, en la capacidad de trabajo y en la productividad del laboratorio, factores que a
su vez incidiran en forma directa en la optimizacién de los recursos humanos afectados
a las tareas del laboratorio.

e Posibilidad de procesamiento diario de muestras: la centralizacién de las pruebas
de pesquisa en un unico laboratorio también determinard que el nimero de muestras
que se reciban diariamente en el mismo sea mayor que en el caso de que el programa
funcione a través de varios laboratorios. De esta manera, no sera necesario reunir
muestras de varios dias consecutivos a efectos de incrementar el rendimiento de los
reactivos sino que, por el contrario, las mismas podran ser procesadas a diario hacien-
do asi una contribucién significativa y de enorme valor a la reduccién en los marcos de
tiempos requeridos hasta la llegada al diagnéstico y a la implementacion del tratamien-
to en aquellos casos que corresponda.

e  Mayor probabilidad de muestras con resultados anormales en periodos cortos de
tiempo: dado que la mayor parte de los resultados que se espera obtener en las prue-
bas de pesquisa son normales, en general en un porcentaje que ronda en el orden del
99.5 al 99.9 %; y dependiendo tanto de la cantidad de muestras que sean procesadas
por corrida como de los percentiles establecidos para definir los valores de corte, es
factible que en el caso de laboratorios descentralizados se puedan presentar reiteradas
corridas sucesivas en las cuales no se obtenga ningun resultado anormal, particular-
mente cuando el nimero de muestras a procesar por corrida sea inferior a 200.

e Deteccion de casos en numeros epidemiologicamente significativos: dada la baja
prevalencia de las patologias pesquisadas, si se estuviera trabajando en un laboratorio
descentralizado que procese por ejemplo un nimero de 2.000 muestras al afio, muy

probablemente a lo largo de todo un afo de trabajo no se tenga ni siquiera la posibili-

4 Dada la naturaleza de las pruebas y del tipo de muestras de sangre a utilizar, el equipamiento que se emplea en los
laboratorios de pesquisa es, en general, diferente del que se utiliza en cualquier laboratorio de analisis clinicos.
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dad de detectar un caso de alguna de las patologias incluidas dentro del panel de en-
fermedades a pesquisar. En contraposicién, y considerando el nUmero minimo reco-
mendado de muestras a analizar por cada laboratorio (50.000/afo), anualmente se po-
drian llegar a detectar entre 40 y 50 casos de nifios afectados con alguna de las pato-
logias pesquisadas.

e  Centralizacion de la informacion y simplificacion del manejo y disponibilidad de
la misma: la centralizacién del laboratorio permite concentrar la informaciéon de todos
los recién nacidos pesquisados en un Unico punto, facilitando asi el manejo y disponibi-
lidad tanto de los registros como de la casuistica correspondiente a datos estadisticos y
epidemiolégicos, para su posterior evaluacién y determinacién de los indicadores de
desempefio del programa. De esta manera, la centralizacion de las pruebas en un Uni-
co laboratorio elimina la necesidad de tener que recopilar la informacion desde tantos
puntos diferentes como numero de laboratorios conformen la estructura del programa
cuando se esta trabajando con una estructura descentralizada.

e  Mayores posibilidades de validacion de los métodos analiticos a utilizar: si bien el
procedimiento de validacién de los métodos de pesquisa va a ser discutido en detalle
en el Capitulo 5, se debe destacar que se trata de un procedimiento a través del cual
va a ser posible garantizar que cada uno de los métodos de medida que se estén utili-
zando en el laboratorio cumpla con la exigencias de calidad analitica y diagnéstica re-
queridas antes de la implementacion de los mismos en rutina, siendo mayor la factibili-
dad de su ejecucion toda vez que se trabaje en forma centralizada.

e  Mayores posibilidades para la definicion de valores de corte propios: la centraliza-
cién permite disponer de bases de datos poblacionales en periodos cortos de tiempo de
un tamafno tal estadisticamente hablando, que permite llevar a cabo a una apropiada de-
finicién de valores de corte propios, trabajando sobre la propia poblacién de recién naci-
dos y con las propias metodologias de analisis utilizadas por el programa de pesquisa.

e Implementacion de un estricto sistema de control de calidad interno y participa-
cion en programas de evaluacion externa de calidad: tanto la implementacion sis-
tematica de un sistema de control de calidad interno como la participacién en progra-
mas de evaluacién externa de calidad son dos elementos clave para monitorear el
desempefio analitico de los métodos a lo largo del tiempo y garantizar que el mismo se
mantenga estable y dentro de los rangos analiticos esperables. Ambas acciones resul-
tan facilitadas por la centralizacidon del laboratorio.

e Nivel controlado de falsos negativos y falsos positivos: |la ejecucion sistematica y
apropiada de los cuatro procesos descriptos anteriormente, esto es, validacion de mé-
todos, definicidon de valores de corte propios, implementacion de un estricto sistema de
control de calidad interno y la participacion en programas de evaluacion externa de ca-
lidad, permitiran alcanzar un nivel controlado de falsos negativos y falsos positivos, y de
ese modo lograr una mayor confiabilidad diagnéstica del sistema de deteccidn.
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Como es sabido, los resultados falsos positivos son los que menor preocupacién gene-
ran puesto que los nifos con este tipo de resultados siempre cuentan con una instancia
posterior que va a permitir descartar la patologia. Sin embargo, resulta importante dejar
en claro que estos falsos positivos siempre deben mantenerse dentro de limites acep-
tables puesto que si los mismos excedieran dichos limites van a dar lugar a diversos
efectos adversos asociados, causando una importante sobrecarga de trabajo en los sis-
temas de seguimiento del programa, un incremento en los costos, una innecesaria car-
ga de angustia y ansiedad en las familias de los nifios con estos resultados, e inclusive
un descreimiento o pérdida de confianza por parte de la poblacién en lo que respecta a
la confiabilidad, utilidad y beneficio de las pruebas de pesquisa.

En contraposicion, los resultados falsos negativos son los que mayor preocupacion ge-
neran dado que en estos casos los nifnos son dados de alta y hasta que no se expresa
alguna manifestacién clinica que permita sospechar la presencia de alguna de las en-
fermedades pesquisadas, nadie va a pensar en las mismas, y en general, cuando esto
ocurre, ya resulta tarde, la posibilidad de implementar un tratamiento se perdio, y de al-
guna manera se estd condenando a ese nifio a padecer un dario neurolégico o una in-
capacidad severa de por vida, o inclusive, en el caso particular de alguna de las patolo-

gias pesquisadas, a conducirlo a la muerte.

Funcionamiento del laboratorio

La planificacion del funcionamiento del Laboratorio requiere considerar dos aspectos
fundamentales, por un lado, los recursos humanos responsables de la ejecucién de las
diferentes actividades que le competen, y por el otro, los diferentes procesos que se llevan

a cabo en el mismo.

Recursos humanos

Las caracteristicas tanto del personal profesional como del personal técnico auxiliar
afectados a las tareas técnicas especificas del laboratorio constituyen uno de los principa-
les pilares sobre los que se sustenta el funcionamiento del mismo. Como norma general, se
debe tratar de personal altamente motivado, idéneo y competente, con conocimiento de
diversas areas técnicas y entrenado en Pesquisa Neonatal, consciente del impacto e im-
portancia de su trabajo, y capacitado para llevar a cabo apropiadamente la validacién de
los métodos analiticos, la definicién de los valores de corte, la interpretacion del control de
calidad, y fundamentalmente, para poder realizar una correcta interpretacién de los resul-

tados y una apropiada toma de decisiones.
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Este equipo debe estar acompafado ademas por un plantel de personal administrativo ca-
pacitado y comprometido con las tareas del laboratorio y del programa en su conjunto, las cua-

les por su propia naturaleza le exigen un alto rendimiento y eficiencia de trabajo (2).

Distribucion de Procesos

Las tareas que se llevan a cabo como parte de las actividades del laboratorio de pesquisa
se pueden agrupar en 3 tipos de procesos: procesos preanaliticos, procesos analiticos y proce-
sos post-analiticos. Los mismos estan representados esquematicamente en la Figura 2, en la
cual se pone en evidencia ademas el flujo de tareas que ocurre entre sus dos compartimientos
principales, es decir entre el area administrativa y el area de laboratorio propiamente dicha. No
obstante esto, es importante destacar que este flujo de tareas puede presentar variaciones
minimas de un laboratorio a otro, pero basicamente se ajusta a la descripcion de las tareas que

se ejecutan en la mayor parte de los laboratorios de Pesquisa Neonatal.
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Figura 2. Procesos del laboratorio de Pesquisa Neonatal

Procesos pre-analiticos
En la Tabla 6 se presentan en detalle los principales procesos preanaliticos a considerar en
el Laboratorio de pesquisa.
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Tabla 6. Procesos preanaliticos

Recepcion de muestras de sangre

Identificacion univoca de muestras

Ingreso y manejo de los datos demograficos correspondientes a los recién nacidos
Ingreso y manejo de los datos correspondientes a laboratorios, hospitales, materni-
dades y/o clinicas que deriven sus muestras al programa

e Manejo seguro y transferencia sin errores de muestras desde el sector administrati-
vo al area analitica del laboratorio

e Generacion de los elementos de control (cuadros, plantillas, esquemas, etc.) y de
las listas de trabajo necesarios para el manejo confiable y seguro de las muestras
en el area analitica del laboratorio

Idealmente cada uno de estos procesos requiere como condicién necesaria disponer de un
apropiado Sistema Informatizado de Gestion de Muestras a efectos de simplificar su ejecucion
y de lograr una méaxima eficiencia y confiabilidad, méas alla de que en determinadas circunstan-
cias, los mismos puedan ser ejecutados en forma manual.

Por otra parte, y como se puede inferir del esquema presentado en la Figura 2, una parte de
estos procesos involucran exclusivamente al personal administrativo, en tanto otros al personal

responsable de la ejecucion de las tareas de caracter técnico.

Procesos analiticos

Los procesos analiticos abarcan mas del 70 % del total de actividades que se desarrollan en
el laboratorio de Pesquisa Neonatal, y los mismos pueden dividirse en dos categorias depen-
diendo de si los mismos son ejecutados diariamente como parte del trabajo de rutina o si son

de ejecucion periddica, y de acuerdo con estos criterios son presentados en la Tabla 7.

Tabla 7. Procesos analiticos

Procesos de ejecucion diaria

Puncheo de muestras de sangre

Andlisis de muestras

Ejecucion e interpretacién de resultados del control de calidad interno
Validacion de corridas analiticas

Validacion de resultados

Interpretacion de resultados y toma de decisiones

Procesos de ejecucion periodica

Definicién de condiciones de recoleccion de muestras
Validacion de métodos analiticos

Definicién y evaluacion periddica de valores de corte

Definicion de criterios de interpretacion de resultados
Interpretacion de resultados de la evaluacion externa de calidad
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En el caso de los procesos de ejecucion periddica, y considerando que la mayor parte de los
mismos seran discutidos en forma pormenorizada en capitulos posteriores, este capitulo cen-
tralizara su atencién en realizar una descripcion detallada de las condiciones de recoleccion de
muestras y de los criterios de definicién de valores de corte, con una minima mencién acerca

de los métodos de medida y el control de calidad.

1. Muestras de sangre

Si bien la recoleccién de muestras de sangre es una tarea que corresponde a los procesos
preanaliticos del programa de Pesquisa Neonatal, el hecho de que el laboratorio sea precisa-
mente el responsable de definir las condiciones y recomendaciones para dicha recoleccion
determina que, a los fines de su descripcion, la discusién sea abordada dentro de los procesos
analiticos del laboratorio.

La recoleccion de muestras es un proceso complejo dado que el mismo involucra multiples
sitios de recoleccion descentralizados, diversidad de personal en cuanto a formacién profesio-
nal (enfermeras, médicos, bioquimicos, residentes, técnicos de laboratorio), preparacion, capa-
citacion, aptitud y motivacion personal, estando sujeto usualmente a un recambio dinamico
debido a licencias, enfermedad o jubilacion del personal.

Estas caracteristicas inherentes al propio sistema de Pesquisa Neonatal enfatizan la
importancia y necesidad de definir un procedimiento estandarizado para la recoleccién de
muestras y de implementar acciones educativas continuas dirigidas al personal de salud
involucrado en la ejecucién de estas tareas a fin de asegurar la confiabilidad y éptima cali-
dad de las muestras.

También resulta importante hacer referencia a que toda vez que el laboratorio de pesquisa
analiza una muestra de sangre determinada esta asumiendo que su calidad es adecuada y se
hace responsable de la confiabilidad de los resultados emitidos, razén por la cual el personal
encargado de la recoleccion de muestras debe ser consciente de que existen algunas situacio-
nes de incumplimientos de las condiciones de recoleccién que dan lugar a muestras no confia-
bles pero que no pueden ser detectadas por el personal de laboratorio sobre la base de sus
caracteristicas macroscépicas (anormalidades silenciosas), pudiendo dar lugar asi a la obten-
cién de resultados no confiables.

Tal como ya fuera mencionado en el Capitulo 2, existen normas especificas referidas a las
condiciones requeridas para una correcta recoleccion de muestras de sangre en papel de filtro
para programas de Pesquisa Neonatal, publicadas por el Instituto de Estdndares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI) de los EE.UU. (3), en las cuales esta basada la descripcién que se presenta

a continuacién:
1.1 Dispositivo para la recoleccion de muestras de sangre

El dispositivo de recoleccién de muestras de sangre recomendado para la realizacion de las

pruebas de Pesquisa Neonatal es aquel que fuera ideado por Robert Guthrie en los afos ‘60

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 38



PESQUISA NEONATAL — GUSTAVO JC BORRAJO

(4), basado en la utilizacién de un papel de filtro de uso diagnéstico en el cual se procede a
impregnar las muestras de sangre.

El mismo consta de una seccion especifica para la recolecciéon de la muestra conformada
por el papel de filtro y una seccién para el llenado de los datos demograficos del recién nacido.

Este tipo de sistemas de recoleccidon admite trabajar tanto con sangre entera del recién
nacido como con sangre de corddén. Sin embargo, y en vista del limitado alcance que po-
seen las muestras de sangre de corddn, el sistema recomendado y universalmente acepta-
do, es el que utiliza sangre obtenida del recién nacido por puncién del talén impregnada en
papel de filtro. En la Tabla 8 se presentan las principales ventajas resultantes del uso de
muestras de sangre entera secas impregnadas en papel de filtro para las pruebas de Pes-

quisa Neonatal.

Tabla 8. Ventajas del uso de muestras de sangre en papel de filtro

Requerimiento de minimos volimenes de sangre
Estabilidad de los analitos

Simpleza para el transporte

Facilidad para el manejo en el laboratorio

Minimo riesgo de transmision de infecciones (bioseguridad)
Facilidad para el almacenamiento de muestras residuales

Posibilidad de uso posterior en estudios retrospectivos

1.1.1 Caracteristicas del papel de filtro. E| tipo de papel de filtro que ha de ser utilizado
como soporte para la recoleccion de muestras de sangre de recién nacidos debe cumplir con
una serie de especificaciones que, en definitiva, son las que determinaran que el mismo sea
apto o no para su uso diagnostico, razon por la cual dicho papel de filtro no puede ser sustitui-
do por cualquier tipo de papel de filtro de uso corriente en el laboratorio.

Estas especificaciones deben ser respetadas en forma estricta puesto que las mismas inci-
den en forma directa tanto sobre la calidad final de las muestras como sobre el volumen de
sangre absorbido por unidad de area de papel.

En la Tabla 9 se presentan algunas de las especificaciones mas importantes que debe
cumplir el papel de filtro para que pueda ser considerado como apto para su utilizacion en

pruebas de Pesquisa Neonatal (3).

Tabla 9. Especificaciones del papel de filtro

e Composicién de las fibras: 100 % fibras puras de algodon. Libre de
aditivos que incrementen su resistencia al ser humedecido.

e Peso:179g/m?>+5%

e pH:57-75

e Contenido de cenizas: menor de 0.1 %.
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Por otra parte, también han sido definidas una serie de caracteristicas de performance (Ta-
bla 10), las cuales deben ser validadas y garantizadas por parte del propio fabricante del papel

de filtro previamente a la puesta en circulacion de cada lote de produccion (3).

Tabla 10. Caracteristicas de performance del papel de filtro®

e (Capacidad de absorcioén:
- con glébulos rojos lavados: 1.40 + 0.20 pL suero/disco 3.2 mm diametro
- con glébulos rojos no lavados: 1.54 + 0.17 pL suero/disco 3.2 mm diametro
e Homogeneidad
e Diametro del circulo de la alicuota de sangre impregnada: 16 £ 1 mm
e Tiempo de absorcion de la alicuota de sangre: 12 seg (5 — 30 seg)

Resulta importante destacar que, considerando que en las pruebas de Pesquisa Neonatal
se establece una correspondencia entre el area de papel de filtro impregnada con sangre y una
medida volumétrica, las muestras de sangre deben ser colectadas en el mismo tipo de papel de
filtro en el cual estan preparados los calibradores del método utilizado, o eventualmente en un
tipo y/o lote de papel de filiro que presente una capacidad de absorcién equivalente, puesto
que diferencias en el mismo pueden conducir a errores sistematicos (inexactitud) a consecuen-

cia sus diferentes capacidades de absorcién.

1.1.2 Informacion requerida en la tarjeta de recoleccion de muestras: Existe una bateria
minima de datos demograficos que deben ser solicitados a efectos de lograr una correcta iden-
tificacion tanto del recién nacido y de su madre como del centro asistencial que remitio la mues-
tra de sangre; y una bateria adicional de datos que resultan necesarios para poder efectuar una
correcta interpretacién de los resultados. Dentro de este ultimo grupo se encuentran algunos
datos que resultan imprescindibles y que por lo tanto siempre deben estar presentes en el for-
mulario de recoleccion de muestras, mientras que hay otros que pueden no ser solicitados de
rutina en dicho formulario pero que, cuando corresponde, necesariamente deben ser informa-
dos por los efectores de recoleccién de muestras.

En la Tabla 11 se presenta un listado de los principales datos que deben ser incluidos en la
tarjeta de recoleccion (3).

5 Las pruebas para determinar las caracteristicas de performance del papel de filtro se deben realizar trabajando con
alicuotas de sangre entera de 100 pL/mancha, con hematocrito ajustado al 55 % y glébulos rojos intactos.
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Tabla 11. Informacidn requerida en la tarjeta de recoleccion de muestras

Informacion del recién nacido

Nombre y apellido

Sexo

Fecha y hora de nacimiento

Fecha y hora de primera ingesta de leche
Fecha y hora de toma de muestra

Peso al nacimiento

Edad gestacional

12 muestra/repeticion

Informacion de la madre

Nombre y apellido
Domicilio
Localidad
Teléfono

Informacioén para la interpretacion de resultados

Antecedentes de enfermedades tiroideas maternas y tratamiento
Tratamiento del bebé con corticoides

Tratamiento de la madre con corticoides en el Gltimo mes de embarazo
Gemelares monocigéticos (*)

Administracion de dopamina (*)

Ayunado (*)

Alimentacién parenteral (*)

Transfusiones o conexién a dispositivos de circulacion extracorporea (*)
Recién nacido criticamente enfermo (*)

Ingesta de antibidticos por la mama o el bebé (*)

Informacion del centro asistencial que remite la muestra

Nombre de la Institucion y Sector o Departamento
Nombre del responsable

Domicilio

Localidad

Teléfono

(*) Informacion que habitualmente no es solicitada de rutina en la tarjeta de recoleccion
Adicionalmente todas las tarjetas de recoleccion de muestras deben incluir informacion

acerca del tipo y lote de papel de filtro utilizado, y de la fecha de vencimiento de la misma (5

anos a contar a partir de la fecha de su elaboracion).
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1.2 Tiempos de recoleccion de muestras

La definicion de los tiempos recomendados para la recolecciéon de muestras de sangre por
parte de un programa de Pesquisa Neonatal es una tarea que debe realizarse sobre la base del
analisis de cuatro elementos esenciales:

a) cudles son las enfermedades que forman parte del panel de pesquisa.

b) cudles son los analitos que se determinan como parte de las estrategias de detec-
cion utilizadas.

c) cual es la ventana 6ptima de deteccion para cada una de las enfermedades que forman
parte del mencionado panel, que va a posibilitar disponer de las mejores oportunidades
para el diagnéstico y tratamiento antes de que se expresen los sintomas o de que ocu-
rra un dafio permanente.

d) que las ventanas éptimas de deteccion de las distintas patologias a pesquisar no nece-
sariamente son coincidentes entre si y por lo tanto no se superponen temporalmente en
forma integra, sino que en algunos casos, como por ejemplo en la Galactosemia, Hi-
perplasia Suprarrenal Congénita y Enfermedad de Orina de Jarabe de Arce, estas ven-
tanas son extremadamente breves pudiendo aparecer los sintomas hacia el final de la

primera semana de vida (5).

Este dltimo hecho determina que, indefectiblemente, se deba establecer una situacion de
compromiso o equilibrio, de manera tal de lograr que los tiempos de recoleccién de muestras
definidos permitan llevar a cabo la deteccion de todas las patologias pesquisadas con el maxi-
mo grado de confiabilidad, es decir minimizando al maximo el riesgo de falsos resultados pro-
ducto de la variabilidad biolégica, en el minimo plazo de tiempo posible, y tomando la menor

cantidad de muestras a cada recién nacido, preferentemente una sola.

1.2.1 Tiempos recomendados para la recoleccion de muestras de sangre. Las re-
comendaciones para la pesquisa de un panel basico conformado por Fenilcetonuria, Hipoti-
roidismo Congénito, Fibrosis Quistica, Galactosemia (a través de la medida de Galactosa
Total), Hiperplasia Suprarrenal Congénita, Deficiencia de Biotinidasa y Enfermedad de Ori-
na de Jarabe de Arce establecen que la recoleccién de muestras debe llevarse a cabo des-
pués de que el recién nacido haya cumplimentado 24 horas de ingesta de leche contenien-
do lactosa -ya sea calostro, leche humana madura o leche maternizada-, y antes de supe-
rado el 52 dia de vida (5-7).

e  Justificacion del tiempo minimo de recoleccion: la condicion definida para el tiempo
minimo de recoleccién de muestras tiene por objetivo minimizar la variabilidad bioldgica
y reducir asi a la minima expresién posible el riesgo de resultados falsos negativos que
pueden presentarse en la pesquisa de Galactosemia cuando el recién nacido no ha al-
canzado un minimo de 24 horas de ingesta de leche conteniendo lactosa, y el riesgo de
resultados falsos negativos y falsos positivos que pueden presentarse en las pesquisas
de Fenilcetonuria (8-10) y Enfermedad de Orina de Jarabe de Arce (11), y de Hipotiroi-
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dismo Congénito (12) e Hiperplasia Suprarrenal Congénita (13) respectivamente, cuan-
do las muestras se colectan con anterioridad a las 24 horas de vida.

En este punto resulta oportuno mencionar que la exigencia de un minimo de 24 horas de
ingesta de leche previa a la toma de muestra requeridas para la Pesquisa Neonatal de Ga-
lactosemia, se debe a que al no existir una fuente endégena de galactosa de una magnitud
significativa como para que espontaneamente se pueda poner de manifiesto el defecto me-
tabolico en la sangre de los recién nacidos en las primeras horas de vida, resulta necesario
asegurar un aporte exdgeno suficiente de la misma a través de la leche o calostro. Por otra
parte el riesgo de resultados falsos negativos en la pesquisa de Fenilcetonuria y Enferme-
dad de Orina de Jarabe de Arce en muestras colectadas antes de las 24 horas de vida se
debe al hecho de que se requiere que transcurran como minimo 24 horas para que el blo-
queo metabdlico causante de la enfermedad sea puesto de manifiesto a expensas tanto del
aporte exogeno de proteinas recibido a través de la dieta como del aporte endoégeno de
aminoacidos producto de la condicién de hipercatabolismo que se presenta durante las
primeras horas de vida y de la consecuente degradacion de proteinas tisulares. Y finalmen-
te, el riesgo de resultados falsos positivos en la pesquisas de Hipotiroidismo Congénito e
Hiperplasia Suprarrenal Congénita tiene que ver con mecanismos fisiol6gicos de respuesta
accionados por el estrés del parto y la necesidad de termorregulacion por parte del propio
recién nacido que desencadenan un pico fisioldgico de TSH que cae a valores normales a
partir de las 12 horas de vida en el primer caso (3), y la movilizacién transitoria de hor-
monas adrenales a consecuencia también del estrés del parto en el segundo.

e Justificacion del tiempo maximo de recoleccion: la recomendacién de un tiempo
méaximo de recoleccién de muestras hasta el 5° dia de vida tiene por finalidad evitar
que el procedimiento de recoleccion en si mismo resulte un factor determinante de re-
traso en el inicio del tratamiento en aquellos casos en los que la patologia resulte con-
firmada. Esta situacion adquiere una vital importancia en aquellos recién nacidos afec-
tados por las formas severas de Galactosemia, Hiperplasia Suprarrenal Congénita y
Enfermedad de Orina de Jarabe de Arce a efectos de minimizar el riesgo de expresion
de los cuadros clinicos tempranos caracteristicos de estas enfermedades, los cuales
pueden causar dafio severo e inclusive la muerte de los nifios afectados durante las
primeras dos semanas de vida (5).

Un aspecto que resulta interesante comentar, es que al efectuar una revisién de los
tiempos recomendados para la recoleccién de muestras que se fueron sucediendo
a lo largo de la historia de la Pesquisa Neonatal, se pone de manifiesto que durante
el transcurso de la misma se experiment6 un proceso continuo de reduccion en el
tiempo minimo de recoleccion, el cual paso del requerimiento de 96 horas de inges-
ta de leche previas a la toma de muestras en la década del ‘80 (14), a las 24 horas
de ingesta requeridas actualmente. Este cambio fue impulsado principalmente por
el hecho de que las altas en las maternidades han mostrado una tendencia perma-

nente y progresiva a producirse en forma cada vez mas precoz a lo largo del tiempo
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(7,15,16), dando lugar a que, indefectiblemente, las muestras de sangre deban ser
colectadas con anterioridad a los plazos recomendados o a que, eventualmente, los
recién nacidos sean dados de alta sin que se haya efectivizado el mencionado pro-
cedimiento de recoleccion.

Mas alla de este fendbmeno de indole mayoritariamente social y econémico, es impor-
tante destacar que los sucesivos cambios experimentados en los tiempos recomenda-
dos para la recoleccion de muestras solo pudieron materializarse en la practica a ex-
pensas del surgimiento de métodos con mayor sensibilidad y capacidad para poder
discernir claramente dentro de las primeras horas de vida entre aquellos individuos
presuntamente afectados y los individuos normales. No obstante esto, es posible pre-
suponer de antemano que existe una limitacién operativa en cuanto a futuras posibles
reducciones en el tiempo minimo de recoleccion de muestras -excepto para aquellas
estrategias de pesquisa que puedan surgir a futuro y que utilicen a la biologia molecular
como método primario de pesquisa (17)-, determinado por el hecho de que por debajo
de las 24 horas de vida, y tal como fuera mencionado anteriormente, comienza a ejer-
cer una influencia muy significativa la variabilidad biol6gica.

e Recién nacidos con altas precoces de las maternidades (antes de las 24 horas de

ingesta de leche conteniendo lactosa o con anterioridad a las 24 horas de vida)
independientemente de las recomendaciones definidas anteriormente con respecto a
los tiempos minimos requeridos para la recoleccién de muestras, se establece que en
aquellos casos en los que el nifio sea dado de alta antes de cumplir el tiempo minimo
de ingesta de leche requerido, o con anterioridad a las 24 hs de vida, se debe proceder
a colectar la muestra igualmente inmediatamente antes del alta sin tener en cuenta su
estado alimentario, y programar la recoleccién de una segunda muestra una vez cum-
plimentadas las 24 horas de ingesta de leche conteniendo lactosa (6,7).
En estos casos, y a pesar del conocimiento del riesgo potencial de falsos resultados
que existe al procesar una muestra colectada en estas condiciones, se indica proceder
igualmente a realizar la recoleccién con la finalidad de que el recién nacido pase a for-
mar parte de los registros del programa, permitiendo asi una localizacién dirigida en
caso de que el mismo no acuda espontaneamente al centro asistencial para efectuar la
recoleccion de la segunda muestra (6,7). De esta forma, resulta posible mejorar la co-
bertura y eficiencia del sistema de pesquisa tal como reflejan de manera contundente
los niumeros de la préctica diaria que evidencian que si el recién nacido es dado de alta
sin que previamente haya sido colectada la muestra de sangre, y se retira con la indi-
cacion de que debe retornar después de haber cumplimentado las 24 horas de ingesta
de leche conteniendo lactosa, solo retorna alrededor del 20 % de los mismos, y conse-
cuentemente, el 80 % restante se pierde.

e  Recién nacidos mayores de 5 dias de vida: en estos casos no existe un argumento
desde el punto de vista del valor diagnostico de los resultados que impida que la mues-

tra sea recolectada con posterioridad al 5° dia de vida, excepto en una situacion parti-
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cular como es el caso de la Fibrosis Quistica. En esta patologia se presenta una pérdi-
da del valor diagnéstico de las pruebas cuando las muestras de sangre son colectadas
después de los 30 dias de vida, debido a que los individuos fibroquisticos sufren una
sustitucion del tejido pancreatico funcional responsable de la produccion de Tripsina
Inmunorreactiva (IRT) por tejido graso y fibroso, pudiendo presentar en consecuencia
niveles normales de IRT que no permiten descartar taxativamente la presencia de la
enfermedad. Por este motivo, la recoleccion de muestras para la Pesquisa Neonatal de
Fibrosis Quistica debe efectuarse dentro de los plazos generales recomendados, y en
caso de que el nifo haya sobrepasado el 5°dia de vida, la misma debe realizarse inde-
fectiblemente antes de los 30 dias de vida a efectos de que el resultado obtenido man-
tenga su valor diagnostico (18).

Independientemente de los conceptos anteriores, y mas all4 de que para la mayor parte de
las patologias es posible realizar la pesquisa con muestras colectadas con posterioridad al
5° dia de vida, siempre se debe recordar que la definicion del tiempo maximo de recolec-
cién de muestras responde a razones de eficiencia, puesto que la Pesquisa Neonatal es
una carrera contra-reloj en la cual, cuanto mas precoz sea el inicio del tratamiento, mas

efectivo sera el mismo.

1.3 Sitios de puncién

Dependiendo de las patologias a investigar y de las estrategias de trabajo definidas en cada
programa es posible utilizar muestras de sangre obtenidas del recién nacido a partir de diferen-
tes sitios de puncién o muestras de sangre de cordon, segiin se muestra en la Tabla 12.

Mas alla de esta observacion, se debe destacar que el procedimiento recomendado para la
recoleccion es el que implica la obtencién de muestras de sangre del recién nacido por puncién

el talon y la impregnacién directa en el papel de filtro.

Tabla 12. Sitios de puncién

e Sangre obtenida del recién nacido
- Por puncién del tal6n
o Impregnacion directa del papel de filtro
o Recoleccién en capilares y posterior impregnacion.
- Por puncién venosa
- De catéter umbilical (venoso o arterial) / femoral
e Sangre de cordon

1.3.1 Sangre de obtenida del recién nacido por puncion del talon: el procedimiento de ob-
tencion de muestras de sangre por puncion del talén también ha sido normatizado y descripto en
forma detallada por el CLSI en un documento especifico referido especificamente a las diferentes
técnicas de recoleccion de muestras de sangre por puncion de piel (19). Dicho procedimiento sera

descripto en detalle en la seccion correspondiente a Técnica de Recoleccion de Muestras.
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1.3.2 Sangre obtenida del recién nacido por puncion venosa: si bien no existe una con-
traindicacion explicita con respecto al uso de esta fuente alternativa de recoleccion de mues-
tras, la misma deberia limitarse exclusivamente a aquellas situaciones en las cuales exista una
necesidad adicional de obtener volumenes significativos de sangre para la realizacion simulta-
nea de otro tipo de pruebas de laboratorio. Esta recomendacion obedece al hecho de que; por
un lado, la puncién venosa resulta mas invasiva que la puncion del talén; y por el otro, a que
las venas deberian preservarse para aquellos casos en los que se requiera la administraciéon de
liquidos 0 medicamentos por via endovenosa (3).

Los sitios recomendados para dicha puncion son las venas del dorso de la mano o even-
tualmente las venas del pliegue del codo, siendo necesario tomar siempre la precaucién de que
la misma no sea realizada sobre una extremidad en la cual se estd o se estuvo infundiendo

liquidos o sangre por via endovenosa.

1.3.3 Sangre obtenida del recién nacido a partir de un catéter umbilical/femoral. exclu-
sivamente en el caso de recién nacidos criticamente enfermos o de muy bajo peso y edad ges-
tacional, es aceptable que la recoleccién de muestras se realice a partir de un catéter umbili-
cal/femoral venoso o arterial (3). Esta alternativa requiere tomar las precauciones necesarias a

fin de evitar una dilucion o contaminacién de la sangre con otro tipo de liquidos o soluciones.

1.3.4 Sangre de cordon: la sangre de corddn presenta algunas ventajas con respecto a la
sangre obtenida del recién nacido como lo es la posibilidad de una rapida obtencién, la simple-
za del procedimiento de recoleccién y la disponibilidad de volimenes significativos. Sin embar-
go, no resulta ser la fuente de eleccion para las pruebas de Pesquisa Neonatal debido a que
so6lo posee valor diagndstico para la deteccion de una muy limitada lista de enfermedades con-
génitas en las cuales la alteracion bioquimica investigada ya esta presente en la sangre al mo-
mento del nacimiento. Este es el caso por ejemplo del Hipotiroidismo Congénito, de la Galacto-
semia clasica cuando su pesquisa se realiza dosando la enzima Galactosa-1-fosfato uridil
transferasa, de la Deficiencia de Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o de las Hemoglobinopa-
tias (38). En contraposicién, las muestras de sangre de corddn carecen de valor diagnéstico, y
por lo tanto no deben ser utilizadas en las pruebas de Pesquisa Neonatal de aquellas patolo-
gias que requieren que haya transcurrido un cierto periodo de tiempo para que se ponga de
manifiesto bioquimicamente la acumulacién de un metabolito determinado en la sangre del
propio recién nacido, situacion que se presenta entre otros, en el caso de la Fenilcetonuria,
Enfermedad de Orina de Jarabe de Arce o de la Galactosemia cuando la misma es pesquisada
a través de la medida de galactosa total.

Por otra parte, resulta importante mencionar que aquellos programas de Pesquisa Neonatal
que utilizan muestras de sangre de cordon deben hacer frente a algunas dificultades operativas
cuando toman la decisién de expandir |a lista de enfermedades a pesquisar a otras que requie-
ren sangre del recién nacido a consecuencia de que, precisamente, la introduccién de un cam-

bio en el tipo de muestra de sangre empleado, les exige efectuar una serie de ajustes criticos
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en los procedimientos y condiciones de recoleccibn de muestras, y también un re-

entrenamiento del personal a cargo de esta tarea.

1.4 Técnica de recoleccion de muestras de sangre

Considerando que las muestras de sangre obtenidas por puncion del talén del recién nacido
e impregnadas directamente en el papel de filtro son el tipo de muestras de sangre recomen-
dadas para las pruebas de Pesquisa Neonatal (3), la descripcién que se realizara a continua-
cién esta enfocada con mayor detalle precisamente en el procedimiento a seguir para la obten-

cién de este ultimo tipo de muestras:

1.4.1 Recoleccion por puncion del talon e impregnacion directa del papel de filtro: La
técnica de recoleccidn correspondiente a este procedimiento se presenta a continuacién en
forma detallada, mediante una secuencia grafica de 8 pasos (Figuras 3 a 10) confeccionada en
base a las normas del CLSI (3,19).

\oxe
)

Se recomienda el uso de guantes
para realizar este procedimiento.
Evitar el contacto de las areas circulares

Completar los datos solicitados en
la tarjeta usando boligrafo. No usar
lapiceras a fuente ni magquinas de

escribir. No escribir sobre las areas
circulares. Separar la tapa de la chequera
y las copias correspondientes a los
padresy hospital o laboratorio.

del papel con las manos, guantes,
soluciones antisépticas, agua u otros
materiales ya que pueden afectar la
muestra y el diagnéstico.

Figura 3. Técnica de recoleccion — 1 Figura 4. Técnica de recoleccion — 2

- Confirmar la identidad del recién nacido.
- Completar los datos requeridos en la tarjeta
utilizando boligrafo.

- Respetar normas de bioseguridad.

- Usar guantes libres de polvo (talco).

- Evitar el contacto de las areas circulares
con manos, guantes, liquidos o superficies.
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Calentar el sitio de puncién para

aumentar el flujo sanguineo.
Colocar el pie del bebé en una
posicién tal de modo de incrementar
la presién venosa.

Figura 5. Técnica de recoleccion — 3

- Seleccionar el area de puncion.

- Ubicar al recién nacido de forma tal que el pie
quede dispuesto por debajo del nivel del cuerpo.

- Calentar el talén a 42 °C por 3 minu-tos em-
pleando una gasa himeda y tibia o un disposi-
tivo exotérmico de temperatura controlada.

Colocar una gota de sangre en cada

area circular de modo de impregnar
completamente el circulo. Ambas caras
del papel deben resultar saturadas con la
sangre.

Figura 7. Técnica de recoleccion — 5

- Hacer presién suave e intermitente en el talén
(“no ordenar ni exprimir”).

- Impregnar cada circulo poniendo en contacto el
papel de filtro con la gota de sangre formada.

- Colocar una gota de sangre por circulo.

- No superponer gotas de sangre.
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Desinfectar la zona de puncién

con aleohol 70%. Secar con una
gasa estéril. Realizar la puncion con una
lanceta descartable estéril. Deshechar la
primera gota de sangre.

Figura 6. Técnica de recoleccion — 4

- Desinfectar el talén (isopropanol 70 %) y
eliminar el exceso de desinfectante.

- Realizar la puncién con una lanceta descar-
table estéril (< 2,0 mm.).

- Desechar la primera gota de sangre.

Aceptable
o pez s
s
: . . =

1 ‘
‘\ ’ ‘\ JJ
- - - __l

) 'Inaceptableh

6 Cargar todos los circulos
requeridos. No colocar sucesivas
gotas de sangre en un mismo circulo.

Figura 8. Técnica de recoleccion — 6

- Verificar que las manchas de sangre en el
papel de filtro tengan una calidad apropiada.

- Verificar que la sangre haya saturado ambas
caras del papel en todas las manchas.
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Dejar secar las muestras de sangre Cuando la muestra esté seca,

al aire durante 3 horas en posicion colocar la tarjeta correspondiente a
horizontal y elevada, evitando el FBA en un sobre. No superponer una
contacto con superficies, calor directo muestra con otra. Rotar las tarjetas de
o luz solar. modo de alternar las &reas de recoleccion.

Erwiar sin demora para su anélisis.

Figura 9. Técnica de recoleccion — 7 Figura 10. Técnica de recoleccion — 8

- Colocar la tarjeta en posicidn horizontal - Ubicar las tarjetas para el envio alternando
en un soporte apropiado. las areas de recoleccion.

- No colocar en posicion vertical. - No utilizar bolsas de nylon impermeables al

- Secar al aire durante 3 horas a aire o con cierre hermético (en tal caso colo-
temperatura ambiente. car desecantes inertes junto a las muestras).

- Evitar el contacto con superficies. _ No ensobrar muestras hiimedas.

- No exponer al calor o a la luz solar directa.

1.4.2 Recoleccion por puncion del talon en capilares libres de anticoagulantes: este
procedimiento alternativo comparte los primeros 4 pasos de la secuencia grafica indicada en
las Figuras 3 a 6, pero a partir de dicho punto -y a diferencia de la técnica anterior-, se debe
proceder a cargar la sangre en capilares libres de anticoagulantes®, a razén de un capilar por
mancha, evitando la coagulacion de la sangre (3).

Una vez culminada la extraccién, y habiendo acondicionado previamente el sitio de puncién
para asegurarse que se interrumpa el sangrado, se debe proceder a impregnar la sangre en el
papel de filtro sin demoras, para lo cual el capilar debe apoyarse suavemente en posicion verti-
cal en el centro de cada circulo preimpreso, dejando que la sangre fluya libremente por capila-
ridad hasta que el circulo esté completamente impregnado.

Durante el proceso de impregnacion del papel de filtro estd absolutamente contraindicado
“pintar” el papel de filtro con la sangre desplazando el capilar sobre la superficie del mismo
puesto que, cuando el papel de filtro se humedece, se torna sumamente friable, se desprenden
fibras y se modifican su textura y espesor dando lugar asi a muestras de calidad insatisfactoria.

También esta contraindicado realizar aplicaciones “puntiformes” con el capilar puesto que

en este caso no sélo se modificard la textura del papel sino que ademas se correra el riesgo de

8 Si bien la heparina no interfiere en las pruebas de pesquisa basadas en marcadores bioquimicos, el empleo de capila-
res heparinizados esta contraindicado debido a que la misma es un inhibidor de las polimerasas empleadas en la
amplificacion del material genético, pudiendo causar asi interferencias en las pruebas de pesquisa basadas en mar-
cadores moleculares.
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que la sangre no llegue a saturar las dos caras del mismo, con lo cual el volumen de sangre

impregnado por unidad de area de papel serd insuficiente.

1.4.3 Recoleccion por puncion venosa: esta alternativa adicional para la recoleccion de
muestras requiere que la misma sea realizada preferentemente utilizando dispositivos especia-
les del tipo “butterfly”, especialmente cuando la puncidn se realiza de las venas del dorso de la
mano. Estos dispositivos permiten ademas efectuar la impregnacion del papel de filtro directa-
mente desde la guia de dicho dispositivo (3).

Alternativamente, y cuando la puncién se efectla en las venas del pliegue del codo, la ex-
traccion puede realizarse con jeringa y aguja, recomendandose en tal caso que para efectuar la
impregnacién del papel de filiro se quite la aguja de la jeringa y se gotee cuidadosamente des-
de ésta ultima en el papel de filtro a efectos de evitar una sobresaturacién del mismo.

El empleo de jeringas para la recoleccion de muestras de sangre para Pesquisa Neonatal
introduce un riesgo adicional de coagulacién de la sangre y de sedimentacion de las células
toda vez que la impregnacion del papel de filtro no sea realizada rapidamente, dando lugar asi

a especimenes de mala calidad.

1.4.4 Recoleccion a partir de un catéter umbilical (arterial o venoso)/femoral: este pro-
cedimiento requiere la obtencién de la muestra con jeringa desde la guia del catéter, previo
purgado de la misma para evitar la dilucién o contaminacién de la sangre con anticoagulantes,
medicamentos o cualquier tipo de liquidos o soluciones que se le estén administrando al recién
nacido, procedimiento que sin dudas puede ser una limitacion critica en recién nacidos de muy

baja edad gestacional o muy bajo peso.

1.5 Condiciones de secado

Tal como ya fuera mencionado en la Figura 7, el secado de las muestras de sangre debe
realizarse durante un tiempo minimo de 3 horas, colocando las mismas en posicién horizontal,
a temperatura ambiente, evitando la incidencia de la luz solar o el calor directo y el contacto
con cualquier agente externo como superficies o liquidos que pudieran alterar sus propiedades.

Como norma de cumplimiento estricto, el procedimiento de secado de las muestras nunca
debe efectuarse en posicion vertical (“colgadas”), puesto que en tal caso se pone en juego un
efecto cromatografico desencadenado por accion de la fuerza gravitacional y la resistencia a la
difusién de los glébulos rojos en la matriz del papel de filtro. En términos practicos, este efecto
se traduce en un desplazamiento diferencial del plasma y los glébulos rojos dentro de cada
mancha, dando lugar en definitiva a una muestra de sangre heterogénea caracterizada por
presentar un gradiente decreciente de hematocrito entre la posicién superior e inferior de cada
mancha segun el eje vertical en que fuera colocada la muestra para su secado, pero que ma-
croscopicamente resulta indistinguible de una muestra secada en posicion correcta.

También es importante mencionar que las muestras nunca deben ser enviadas al laborato-

rio antes de que haya concluido el proceso de secado, puesto que la humedad es un factor
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tanto o més nocivo para la estabilidad de los analitos que la propia exposicién al calor, pudien-
do alterar asi los resultados.

El secado incompleto de las muestras es un fendmeno facilmente identificable en el labora-
torio en base al color rojo intenso de las manchas de sangre, las cuales toman un aspecto de
sangre oxigenada. Sin embargo, es importante destacar que este color caracteristico desapa-
rece después de 1 0 2 horas de exposicion de la muestra al ambiente, tornandolas asi indistin-
guibles de una muestra correctamente secada. Este hecho amerita que el personal de laborato-
rio encargado de abrir los sobres que contienen las muestras de sangre registre inmediatamen-
te este hallazgo toda vez que una muestra determinada se presenta con este tipo de caracte-

risticas, en concordancia con los procedimientos establecidos en cada laboratorio.

1.6 Condiciones de envio y almacenamiento

1.6.1 Envios: El procedimiento de envio de muestras de sangre al Laboratorio de pesquisa
debe ser realizado en sobres de papel o bolsas de nylon permeables al aire y abiertas, y ase-
gurandose que al colocar las mismas en el interior de dichos sobres se alternen las areas de
recoleccion a efectos de evitar el contacto entre ellas (las muestras deben rotarse 1802 una
respecto de la otra).

Las muestras nunca deben ser colocadas en bolsas impermeables y con cierre hermético
puesto que al estar impedido el intercambio de aire se produce un aumento de la temperatura y
acumulacion de humedad en el interior de las bolsas, pudiendo resultar afectada la estabilidad
de los analitos (3).

En el caso de que indefectiblemente se requiera el uso de bolsas herméticas, por ejem-
plo por regulaciones inherentes al sistema de transporte de muestras, entonces necesaria-
mente deberédn colocarse desecantes en su interior a fin de evitar que las muestras resul-

ten afectadas.

1.6.2 Almacenamiento: En cuanto al procedimiento de almacenamiento de muestras, el
mismo debe realizarse en ambientes secos y frescos, evitando la exposicién de las mismas a
cualquiera de los factores que ya fueran mencionados anteriormente (calor, luz solar directa,
humedad) y que pueden afectar la estabilidad de los analitos.

En el caso de que el almacenamiento se realice en camara refrigerada a 4 °C, las muestras
deben ser colocadas en bolsas de plastico aluminizado de baja permeabilidad al aire, con cie-
rre hermético, y adicionadas de desecantes e indicadores de humedad. En estas ultimas condi-
ciones es posible asegurar la integridad de las muestras por periodos de hasta 2 anos, en tanto
que si se requiere asegurar dicha integridad por periodos de tiempo superiores, entonces se
recomienda el almacenamiento a — 20 °C (3).

En cualquiera de las dos condiciones antes mencionadas, siempre se recomienda mantener

la humedad por debajo del 30 % a efectos de lograr una mejor conservacion de las muestras.
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1.7 Situaciones especiales que requieren un doble muestreo:

Por ultimo, y a pesar de que la obtencidén de resultados confiables en las pruebas de pes-
quisa es funcion de que la recoleccién de muestras se realice respetando los tiempos 6ptimos
recomendados, existen ademas una serie de situaciones especiales relacionadas con las con-
diciones preanaliticas del recién nacido, de su mama, o de tratamientos que pueden estar reci-
biendo uno, otro o ambos, que le hacen perder valor diagnéstico a los resultados de algunas
pruebas y que determinan la necesidad de proceder a la recoleccién de una segunda muestra,
procedimiento que se debera ejecutar recién una vez revertida la condicién que da lugar a la
pérdida de confiabilidad de los resultados, hecho que ocurrird en un plazo de tiempo variable

dependiendo de cada situacién en particular:

e  Recién nacidos pretérmino de menos de 32 semanas de edad gestacional. colec-
tar una segunda muestra a los 21 dias de vida, o una vez que el nifio haya alcanzado
una edad correspondiente a la edad gestacional de un nifio nacido a término, con la fi-
nalidad de evitar potenciales falsos negativos en la pesquisa de Hipotiroidismo Congé-
nito ocasionados por la inmadurez del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (20,21).

e Mellizos monocigdticos: colectar una segunda muestra a los 14 dias de vida con la
finalidad de evitar potenciales falsos negativos en la pesquisa de Hipotiroidismo Con-
génito debido a la compensacion intrauterina en los niveles de hormonas tiroideas que
puede producirse en aquellos casos en los cuales uno de los gemelares es hipotiroideo
y el otro es normal (21,22).

e  Recién nacidos tratados con corticoides: colectar una segunda muestra 2 semanas
después de suspendida la administracion del farmaco a efectos de evitar potenciales
falsos negativos en las pesquisas de Hipotiroidismo Congénito e Hiperplasia Suprarre-
nal Congénita que podrian producirse a consecuencia de la accién supresora de los
corticoides tanto sobre la liberacion de TSH como sobre la secrecién de hormonas ti-
roideas y de 170H-Progesterona (5,21,22).

e Recién nacidos cuyas madres recibieron tratamiento con corticoides en el ultimo
mes del embarazo: colectar una segunda muestra a los 14 dias de vida, a efectos de
evitar falsos negativos en las pesquisas de Hipotiroidismo Congénito e Hiperplasia Supra-
rrenal Congénita ocasionados por la accién supresora de los corticoides sobre la libera-
cion de TSH y sobre la secrecién de hormonas tiroideas y de 170H-Progesterona (5).

e Recién nacidos recibiendo tratamiento con dopamina: colectar una segunda mues-
tra una vez suspendida la administracion del farmaco, con la finalidad de evitar resulta-
dos falsos negativos en la pesquisa de Hipotiroidismo Congénito debido al efecto inhibi-
torio de la dopamina sobre la liberacién de TSH (5, 20-22).

e Recién nacidos ayunados: colectar una segunda muestra una vez cumplimentadas
las 24 horas de ingesta de leche conteniendo lactosa, a efectos de evitar potenciales
falsos negativos en la pesquisas de Fenilcetonuria, Galactosemia y Enfermedad de

Orina de Jarabe de Arce (5).
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e  Recién nacidos recibiendo nutricion parenteral total: colectar una segunda muestra
al menos 4 horas después de suspender la nutricion parenteral total a efectos de des-
cartar potenciales falsos positivos en las pesquisas de Fenilcetonuria y Enfermedad de
Orina Jarabe de Arce (5, 23).

e  Recién nacidos transfundidos o conectados a dispositivos de circulacion extracor-

porea”: en estos casos se recomienda recolectar la muestra inicial segln las recomenda-
ciones generales antes de realizar cualquiera de estos dos procedimientos. Independien-
temente de esto, y en caso de que la recoleccién no se haya podido realizar de esta forma,
se debe proceder a colectar una segunda muestra 72 horas después de haber concluido el
procedimiento, a efectos de evitar potenciales falsos negativos en cualquiera de las 7 pato-
logias del panel bésico a consecuencia tanto del efecto dilucional y/o de lavado de la san-
gre, como del reemplazo de volumen producido por los procedimientos anteriores (5).
Es importante mencionar que en aquellas estrategias de pesquisa que se basan en
la medida de un analito localizado exclusivamente dentro de los glébulos rojos co-
mo es el caso de la enzima Galactosa-1-fosfato uridil transferasa para la pesquisa
de Galactosemia, o en la determinacidon de Hemoglobinas para la deteccion de He-
moglobinopatias, las pruebas quedan invalidadas durante un plazo de tiempo equi-
valente a la vida media de los glébulos rojos del donante.

e Recién nacidos criticamente enfermos: colectar una segunda muestra una vez que
el nino haya superado su estado critico de salud, a efectos de descartar disminuciones
transitorias de T4 y aumentos de TSH que habitualmente se presentan asociados a en-

fermedades no tiroideas (21,22).

En relacion a la recoleccién de segundas muestras, y a efectos de mejorar la eficiencia del sis-
tema de seguimiento del programa de Pesquisa Neonatal, se recomienda que todos los procedi-
mientos de recoleccién de segundas muestras que se deban llevar a cabo, sean programados en

cada maternidad con anterioridad a recibir su solicitud desde el laboratorio de pesquisa.

1.8 Muestras satisfactorias y muestras insatisfactorias

Como corolario a las condiciones y recomendaciones antes descriptas para la recoleccién
de muestras de sangre para las pruebas de Pesquisa Neonatal, se debe mencionar que cada
Programa debe tener claramente establecido y sin dejar lugar a ningun tipo de ambigledades o
de interpretaciones equivocas, que se entiende por muestra satisfactoria, adecuada, apropiada,
valida o correctamente colectada.

Basicamente, con esta sinonimia o terminologia equivalente se denomina a aquellas mues-

tras que cumplen las siguientes condiciones:

7 Los dispositivos de circulacion extracorpérea son empleados en el tratamiento de nifios afectados con una amplia
variedad de condiciones tales como sepsis, neumonia, hernia diafragmatica y aspiracién de meconio, a fin de aportar
circulacién y oxigenacioén de la sangre, permitiendo al corazén y pulmones recuperarse de la injuria o inmadurez.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 53



PESQUISA NEONATAL — GUSTAVO JC BORRAJO

a) Elllenado completo de toda la informacion solicitada en la tarjeta de recoleccion de
muestras.

b) La 6ptima calidad de impregnacion de la sangre en el papel de filtro tanto cualitativa (carac-
teristicas macroscépicas de la manchas) como cuantitativamente (volumen de sangre por
mancha), poniendo un especial énfasis en que cada circulo preimpreso en el papel de filtro
haya sido impregnado completamente a partir de una Unica gota de sangre, saturando
igualmente ambas caras del papel, y que ademas el procedimiento de secado y posterior
transporte de las muestras al laboratorio haya sido realizado en condiciones apropiadas.

c) Elcumplimiento de todas las condiciones preanaliticas requeridas del recién nacido.

Este hecho resulta de vital importancia para asegurar la eficiencia del programa de Pesqui-
sa Neonatal por la sencilla razén de que la calidad del resultado de un andlisis nunca puede ser
superior a la calidad de la muestra analizada, adn en aquellas condiciones de trabajo en las
gue se cuente con tecnologia de Ultima generacion, altamente automatizada y sometida a es-
trictos controles de calidad internos y externos, por lo cual si la muestra obtenida del recién
nacido es de mala calidad e igualmente se procede a procesarla, indefectiblemente el resultado
serd de mala calidad.

Estas observaciones, que a priori pueden resultar casi una obviedad, tienen implicancias de
un valor muy significativo puesto que una recoleccion inadecuada de muestras puede dar lugar
al retraso en la deteccién e inicio del tratamiento de casos positivos, a una potencial pérdida de
casos, a la generacién de un trauma innecesario al recién nacido, a desencadenar una innece-
saria carga de angustia y ansiedad en los padres, y a ocasionar una sobrecarga de trabajo en
el sistema de pesquisa en su conjunto (3). Por este motivo, resulta fundamental que el personal
responsable de llevar a cabo la recoleccién de muestras esté capacitado como para poder dis-
cernir en qué casos la impregnacion de la sangre en el papel de filtro ha sido correcta y en qué
casos no, de manera tal de proceder a la toma de una nueva muestra de calidad satisfactoria
inmediatamente antes de enviar la misma, evitando asi que sea el laboratorio de pesquisa

quien deba notificar que corresponde la recoleccién de una segunda muestra.

2. Métodos de medida

De manera similar a lo que acontece en el caso de las pruebas analiticas utilizadas en los
laboratorios generales de analisis clinicos, los métodos empleados para las pruebas Pesquisa
Neonatal deben cumplir con una serie de exigencias analiticas y diagnosticas que les permitan
garantizar la obtencion de resultados confiables y seguros.

Sin embargo, el nivel de exigencia impuesto en el caso de las pruebas de pesquisa resulta
ser mayor aun dado que las implicancias de un resultado erréneo, y en particular de un resulta-
do falso negativo, daran lugar indefectiblemente a que un individuo afectado con alguna de
estas enfermedades padezca una discapacidad fisica o neuroldgica de por vida o, eventual-
mente, a que muera en el periodo neonatal o durante su infancia temprana.

Una revision de lo ocurrido a lo largo de la historia de la Pesquisa Neonatal pone en eviden-

cia que los métodos utilizados han evolucionado en sincronia con los avances tecnol6gicos
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puestos de manifiesto en las ciencias en general. Este hecho, ha determinado entre otras co-
sas que desde hace ya mas de 10 anos se evidencie una tendencia bien definida a sustituir las
pruebas clasicas basadas en la realizacion de un test para detectar una patologia determinada,
por pruebas basadas en plataformas de tipo multiplex, en las cuales a partir de una Unica prue-
ba es posible detectar multiples patologias.

A efectos de ejemplificar dicha evolucion, en la Tabla 13 se presenta una lista de las diferen-
tes metodologias o principios analiticos empleados en la Pesquisa Neonatal, ordenados segun

un orden cronol6gico aproximado de aparicién de las mismas.

Tabla 13. Principios analiticos empleados en Pesquisa Neonatal

e Ensayos de Inhibicion Bacteriana (BIA)
e Cromatografia en capa fina (TLC)
e Métodos Fluorométricos
e Radioinmunoensayos (RIA)
e Inmunoensayos no isotopicos
- Enzimo inmunoensayos (EIA)
- Inmunoensayos Fluorométricos (FEIA)
- Fluorometria a Tiempo Resuelto (DELFIA)
e Métodos Colorimétricos
e Métodos Enzimaticos Colorimétricos
e Métodos Enzimaticos Fluorométricos
e Espectrometria de Masa en Tandem (MS/MS)
e Perfil de Multiples Analitos (Luminex™)

2.1 Criterios de seleccion de Métodos

La seleccién de los métodos a utilizar en las pruebas de Pesquisa Neonatal también re-
sulta ser un paso critico, y el procedimiento a seguir para tal fin debera estar basado en al
menos 5 aspectos:

a) El profundo conocimiento de la especificidad y la sensibilidad analitica y diagndstica de
los métodos en cuestion, parametros que deben ser conocidos previamente a la im-
plementacion de los mismos en rutina.

b) Los costos de los mismos, de forma tal de poder acceder a métodos lo mas econdémi-
cos posible, pero siempre teniendo en cuenta que el costo no puede ser el Unico criterio
de seleccion utilizado, y por lo tanto ese costo debe ir acompafado de condiciones de
performance analitica y diagnéstica acordes a las exigencias establecidas.

c) El expertise del personal de laboratorio requerido en cuanto al manejo tanto de los
principios analiticos a seleccionar como del instrumental que eventualmente pueda ser
necesario para la realizacion de las pruebas.

En general, cuando se habla de pruebas clasicas las mismas tienen una baja compleji-

dad y por lo tanto no se necesita un nivel profundo de capacitacién y entrenamiento,
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pero en cambio, cuando se habla de otras metodologias de mayor complejidad como
puede ser la espectrometria de masa en tandem o las técnicas moleculares, indefecti-
blemente se requiere una capacitacion y entrenamiento previo del personal.

d) La infraestructura del laboratorio en cuanto a la disponibilidad y caracteristicas de equi-
pamientos previamente instalados que puedan aplicarse a la realizacion de las pruebas.

e) La potencial posibilidad de automatizacion de los métodos seleccionados.

3. Valores de corte

Los valores de corte constituyen una de las variables que mayor influencia ejerce sobre la
exactitud diagnéstica del sistema de Pesquisa Neonatal, razén por la cual resulta imprescindi-
ble que la definicién de los mismos sea llevada a cabo a través de la ejecucion de estudios
poblacionales, sobre la propia poblacion de recién nacidos sobre la cual uno va a trabajar, y
sobre la base de una serie de criterios previamente establecidos.

Esta modalidad racional de trabajo permitira establecer valores de corte apropiados y con-
secuentemente llevar a cabo una correcta identificacién tanto de los individuos afectados como
de los individuos normales.

En contraposicién con esta aseveracién, una inapropiada definicion de los mismos podra
afectar de manera critica y determinante tanto la sensibilidad como la especificidad diagnostica

del sistema vy, en definitiva, la eficacia del mismo.

3.1 Criterios de definicion de valores de corte

3.1.1 Distribuciones normales o Gaussianas de individuos sanos. En aquellos casos en
los que la distribucién de los individuos sanos sea de tipo normal o Gaussiana, el criterio reco-
mendado para la definicién del valor de corte es X + 2DS, donde X es la media de la distribu-
cién y DS su desvio estandar. Empleando este criterio queda determinado que el 95.5 % de la
poblaciéon de individuos sanos presentara resultados normales y el 4.5 % resultado anormales.
Este criterio es el mas frecuentemente utilizado en Quimica Clinica. Sin embargo, en Pesquisa
Neonatal se utiliza en muy baja proporcién porque en la mayor parte de los casos las distribu-
ciones de recién nacidos sanos no se ajustan a curvas de tipo Gaussianas.

Sumado a esto, debe tomarse en consideracion que los resultados anormales en las prue-
bas de Pesquisa Neonatal vienen determinados, en general, por valores aumentados o por
valores disminuidos del analito en cuestion, pero muy rara vez por ambas situaciones en forma
simultanea. En razén de esto, el valor de corte debe ser fijado exclusivamente sobre una de las
colas de la distribucion segin sea que la deteccién de los individuos afectados se realice mi-
diendo la acumulacion o la deficiencia de un analito determinado, siendo este un concepto que

a su vez, puede extrapolarse también a distribuciones no normales.

3.1.2 Distribuciones no Gaussianas de individuos sanos: En aquellos casos en los que

la distribucion de los individuos sanos sea no Gaussiana, el valor de corte debera establecerse
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mediante la definicién de un percentilo seleccionado arbitrariamente (25,26), tomando en con-
sideracion para esto 2 factores criticos:

a) el grado de superposicién o solapamiento esperado entre las distribuciones de indivi-

duos normales y de individuos afectados.

b) la situacion de compromiso buscada entre sensibilidad y especificidad del sistema de

deteccion, de manera tal de poder asegurar que los falsos negativos sean minimizados
a un valor lo mas proximo a cero posible, pero con una tasa de falsos positivos que se
encuentre dentro de limites aceptables, que sea manejable, y que no genere una exce-
siva sobrecarga de trabajo en la instancia de seguimiento del Programa.

Esto significa que, utilizando este criterio y segun sea el percentilo seleccionado, quedara
definido de antemano el porcentaje de la poblacion normal que presentard resultados anorma-
les, 0 en otros términos el porcentaje de falsos positivos que presentard la estrategia de detec-
cién de una patologia determinada.

A efectos de ejemplificar este concepto, si se define el valor de corte en el percentilo 99.5 %,
esto significa que la tasa de falsos positivos sera del 0.5 %.

Este criterio de definicién de valores de corte empleando un percentilo determinado es el
mas frecuentemente utilizado en la pruebas de Pesquisa Neonatal.

Como dato orientador, es recomendable que el porcentaje de falsos positivos en un progra-
ma de Pesquisa Neonatal sea siempre inferior al 1.0 %, con valores aceptables del orden del
0.3 al 0.5 % y valores éptimos del 0.10 y 0.15 % o0 menores.

Esta afirmacion pone en evidencia que el criterio de la X £ 2DS descripto para el caso de
distribuciones normales excede largamente la tasa recomendada de falsos positivos para la
Pesquisa Neonatal, por lo cual en el caso de distribuciones normales también resulta apropiado
definir el valor de corte empleando una férmula similar a la descripta anteriormente pero en la
cual el factor que multiplica al DS sea de mayor magnitud (por ejemplo: X £ 3DS), o a través de
la definicién de un percentilo determinado en forma similar a lo descripto para distribuciones no
Gaussianas (25,26).

3.1.3 Distribucion de individuos afectados: En condiciones ideales, el procedimiento
a seguir para una optima definicion de los valores de corte en el sentido estricto de la pala-
bra requeriria trabajar no solamente con los datos de la distribucion correspondiente a los
individuos normales, sino también con los correspondientes a la distribucién de los indivi-
duos afectados.

Este ultimo hecho constituye una limitacién practica muy importante puesto que la prevalen-
cia de estas enfermedades es usualmente muy baja y por lo tanto es casi imposible reunir una
cantidad de datos estadisticamente significativa en un periodo de tiempo razonable, como para
permitir efectuar una evaluacién poblacional que sea representativa de la realidad.

En general, ningln programa de Pesquisa Neonatal en forma aislada cuenta con datos sufi-
cientes como para poder definir esta distribucién de manera confiable, motivo por el cual la
Unica alternativa posible para concretar este objetivo es a través de estudios colaborativos mul-

ticéntricos (27). No obstante esto, debe destacarse que dicha modalidad de trabajo sélo sera
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vdlida y satisfactoria siempre y cuando los resultados obtenidos al momento de analizar cada

muestra en los distintos centros involucrados en el mencionado estudio colaborativo sean com-

parables, es decir cuando, en promedio, cada uno de ellos les asigne un valor similar (28).

3.1.4 Premisas para la definicion de valores de corte

Los valores de corte siempre deben ser establecidos previamente a la implementacion
de la pesquisa mediante un estudio poblacional realizado en prueba piloto sobre una
poblacion de al menos 500 recién nacidos.

Los valores de corte proporcionados en los insertos de los kits comerciales deben ser
utilizados con precaucion puesto que, en general, los mismos son establecidos sobre
poblaciones muy reducidas de recién nacidos (del orden de 200 o menos), y cuya com-
posicién étnica puede distar diametralmente de la poblacion target a la cual estara diri-
gida la pesquisa (25).

Los valores de corte proporcionados por la bibliografia deben ser utilizados s6lo como
orientacién y referencia. Por otra parte, y al igual que en el caso de los valores de corte
proporcionados por los kits comerciales, se debera prestar especial atencién al hecho
de que dichos valores de corte pueden haber sido definidos sobre una poblacion con
una composicion étnica absolutamente diferente de la que se esta pesquisando o pre-
tendiendo pesquisar (25).

Adicionalmente, una alternativa valida que habilita a la utilizaciéon de valores de corte
bibliograficos, valores de corte proporcionados por los fabricantes de reactivos o valo-
res de corte obtenidos en otros centros de pesquisa, evitando asi la necesidad de defi-
nirlos en el propio laboratorio, es realizar una validacion de los mismos empleando para
ello protocolos de transferencia confeccionados especificamente para tal fin (25). Sin
embargo, debe quedar en claro que estos protocolos no han sido disefiados pensando
en pruebas de Pesquisa Neonatal y que en principio no parecen ser facilmente extrapo-
lables a las mismas.

Los valores de corte a utilizar cuando se comienza con una pesquisa determinada de-
ben ser valores de corte conservadores, debiendo mantenerse sin cambios a lo largo
del tiempo hasta tanto se amplie el nUmero de neonatos evaluados y los mismos pue-
dan ser redefinidos sobre una poblacion de recién nacidos que resulte estadisticamente
mas significativa, aun sabiendo que estos valores de corte conservadores van a gene-
rar una tasa de falsos positivos més alta que la que se deberia esperar hasta tanto sea
posible adquirir mayor experiencia.

Los valores de corte deben ser redefinidos o recalculados periédicamente a través de
nuevos estudios poblacionales, muy especialmente toda vez que se introduce una mo-
dificacion en los métodos de analisis, a medida que va aumentando el nimero de re-
cién nacidos pesquisados, y con una mayor o menor frecuencia dependiendo de la
complejidad de cada patologia.

Los valores de corte podran definirse siguiendo distintas modalidades segun los anali-

tos que se estén evaluando y las caracteristicas analiticas y diagnésticas de los méto-
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dos de medida utilizados. De esta forma podran definirse valor de corte fijos -
invariables corrida a corrida- como los utilizados por ejemplo en la medida de fenilala-
nina o TSH; o valor de corte fluctuantes -establecidos para cada corrida en forma parti-
cular utilizando un percentilo definido previamente- como los empleados en algunos
programas en la medida de IRT o T4 (29).

e Por otra parte, y dependiendo de la influencia ejercida por determinadas variables bio-
l6gicas sobre los valores de referencia de ciertos analitos, como son por ejemplo la
edad del recién nacido al momento de la toma de muestras, la edad gestacional o el
peso al nacimiento, podran seleccionarse valores de corte independientes de dichas
variables -como los utilizados por ejemplo en las medidas de fenilalanina o TSH- o va-
lor de corte ajustados segun algunas de esas variables -como por ejemplo los utilizados

en la medida de 170H-Progesterona.

4. Control de Calidad
El Control de Calidad es otro de los pilares sobre los cuales debe sustentarse el Laboratorio de
Pesquisa Neonatal, puesto que a través de la implementacién de un apropiado sistema de
control de calidad seréa posible llevar a cabo, por un lado, el monitoreo permanente del desem-
peno analitico de los métodos en uso y de los diferentes procedimientos que se ejecutan dentro
del Laboratorio, y por el otro, la ejecucion de todas las acciones correctivas que corresponda
realizar antes de que la performance de dichos métodos resulte afectada.
Basicamente, el control de calidad en el Laboratorio de pesquisa puede dividirse en 3 areas,
las cuales seran descriptas en detalle en los Capitulos 6 y 7:
a) Implementacién sistematica de un estricto Sistema de Control de Calidad Interno.
b) Participacion en al menos un Programa de Evaluacién Externa de Calidad para cada
uno de los analitos evaluados, y preferentemente en dos.
c) Implementaciéon de un Sistema Integral de Control de Calidad en todos los procesos
que se llevan a cabo como parte del programa, es decir que involucre también tanto a

los procesos preanaliticos como a los post-analiticos.

Procesos post-analiticos

Con respecto a los procesos post-analiticos, y al igual que lo que acontece en el caso de los
procesos preanaliticos, 1os mismos requieren idealmente y como condicidon necesaria disponer
de un apropiado Sistema Informatizado de Gestion de Muestras a fin de lograr el manejo efecti-
vo, seguro y confiable de los resultados, més all4 de que en determinadas circunstancias los
mismos podrian ser ejecutados en forma manual. En la Tabla 14 se presenta un listado de los

principales procesos Post-analiticos a considerar en el Laboratorio de pesquisa.
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Tabla 14. Procesos post-analiticos

e (Carga de resultados

e Emision y envio de informes de resultados

e Comunicacién de solicitudes de 2° muestras
- Por calidad inadecuada de la muestra
- Por incumplimiento de condiciones preanaliticas
- Por resultados anormales (resultados dudosos)

e Comunicacion de solicitudes de derivacion de RN al centro de aten-
cion especializada (resultados patolégicos)

e Seguimiento de llegada de 2° muestras solicitadas

e Seguimiento de concurrencia de neonatos derivados

e Reposicion de tarjetas de recoleccién de muestras

e Apropiado archivado de datos, resultados y documentacion de valor
legal del Programa

e Apropiado almacenamiento de muestras de sangre residuales
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CAPITULO 4
Automatizacion

Definicion y objetivos

Técnicamente hablando, la automatizacion consiste en la aplicacion de la computarizacion,
informacion, robética, electrénica y tecnologias de la ingenieria mecanica a los problemas del
laboratorio (1).

Desde el punto de vista de sus objetivos la automatizacién se puede definir como un proce-
so cuya finalidad consiste en incrementar la eficiencia y el rendimiento del Laboratorio con una
concomitante simplificacién operativa y disminucion de errores humanos, tiempos de operacion
y costos, a través de la estandarizacién y optimizacién de las diferentes tareas que se llevan a
cabo en el mismo.

El disefio de un sistema automatizado de trabajo requiere como condiciones necesarias el
acceso a la informatizacion y la disponibilidad del equipamiento de laboratorio especifico reque-
rido para automatizar las diferentes tareas que le competen, incluyendo entre éstas tanto a los

procesos analiticos como a los pre y post-analiticos (2).

Beneficios generales de la automatizacion

e Asistir al personal del laboratorio en la realizacién de tareas repetitivas.

e Lograr un mayor aprovechamiento de los recursos humanos a partir de una reduccion
del tiempo/hombre de andlisis, incrementando concomitantemente la capacidad de tra-
bajo y permitiendo al personal involucrarse en tareas que estan mas alla de lo que im-
plica la resolucién de la rutina diaria.

e  Reducir costos.

e Mejorar la calidad de los datos y la reproducibilidad de los resultados a través de la es-
tandarizacién de procesos.

e  Disminuir errores.

e  Proveer mejores herramientas para llevar a cabo el trabajo del laboratorio.

e  Simplificar el manejo de datos e informacion.
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Optimizar los distintos sistemas de seguimiento que se requieren como parte de las ta-

reas de laboratorio.

Ofrecer mejores prestaciones para los “clientes” del laboratorio en cuanto a la accesibi-

lidad a los resultados y al tiempo requerido para la disponibilidad de los mismos.

Procesos a automatizar

Procesos preanaliticos

Objetivos

Minimizar o eliminar los errores que mas frecuentemente se presentan en las tareas

que forman parte de los procesos preanaliticos, fundamentalmente aquellos relaciona-

dos con el ingreso de datos al Sistema Informatizado de Gestién de Muestras.

Simplificar aquellos procesos administrativos que, de alguna manera, pueden dificultar

la interconexidn fluida y dindmica entre el area administrativa y el area de laboratorio.

Elementos requeridos para la automatizacion de procesos preanaliticos

Tarjeta de recoleccion de muestras disefiada bajo normas estandar, que incluya una

numeracién preimpresa con codigos de barras (3).

Cédigos de barras para identificacion del remitente.

Sistema de doble numeracion:

Numeracion preimpresa: se trata de un elemento de identificacion univoca propia
de cada recién nacido y propio de cada tarjeta de recoleccion de muestras, que
permite simplificar y asegurar el flujo de informacion entre el laboratorio de pesqui-
sa y los centros asistenciales que remiten las muestras de sangre.

Numeracion diaria: se trata de una numeracion de uso interno del laboratorio, que
se conforma sobre la base de la estructura AAMMDDXXXX, donde AA correspon-
de a los 2 ultimos digitos del afio en curso, MM corresponde al mes, DD corres-
ponde al dia, y XXXX corresponde a la secuencia correlativa de numeracion de las
muestras de acuerdo al orden de ingreso al Laboratorio, comenzando cada dia
con el 0001 hasta el nimero maximo que se alcance ese mismo diad. El uso de
este tipo de numeracion ofrece numerosas ventajas a nivel de los procesos analiti-
cos dado que resulta ser una referencia ordenada y secuencial de la identificacién
de las muestras que se va a utilizar para el manejo de las mismas no sélo a lo lar-

go de todos los procesos que se ejecutan dentro del propio Laboratorio, sino tam-

8 Eventualmente la numeracion diaria puede confeccionarse empleando la fecha juliana conformando la estructura
AADDDXXXX, donde DDD corresponde al niumero de orden de los dias a lo largo del afio, comenzando el primer dia
del afio en 001 y concluyendo el Gltimo en 365.
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bién a nivel de los procesos post-analiticos, permitiendo definir asi un sistema su-
mamente simple para el archivado y localizacion de las muestras de acuerdo al
ano, mes y dia de ingreso (2).

Dispositivos para la asignacién de la numeracion diaria a cada tarjeta al momento de la

recepcidn de las mismas.

Ingreso automatico y secuencial de la numeracién diaria al Sistema Informatizado de

Gestion de Muestras.

Tarjetas para identificacion de segundas muestras o repeticiones.

Tarjetas para identificacion de muestras destinadas al monitoreo del tratamiento.

Listas de trabajo para la identificacion de muestras en las diferentes corridas analiticas®.

Plantillas de distribucion de muestras’©.

Equipamiento requerido para automatizar los procesos pre-analiticos

Soporte informatico.

Lectoras de cddigos de barras.

Maquina numeradora automatica secuencial o impresora de etiquetas de codigos de
barras para la asignacién de numeracion diaria.

Soporte Web para la potencial transferencia electrénica de datos de los recién nacidos
desde el centro asistencial de origen al laboratorio de pesquisa y para el seguimiento

de envios.

Procesos analiticos

Objetivos
e Incrementar la capacidad operativa de trabajo.
e  Optimizar los recursos humanos.
e  Simplificar los procedimientos operativos.
e  Optimizar los procedimientos analiticos.
e Incrementar el rendimiento de los reactivos disminuyendo consecuentemente sus costos.
e Eliminar la necesidad de recurrir a procedimientos manuales tanto para el calculo de

resultados como para la validacién de las corridas.

9 Se entiende por lista de trabajo a una planilla o archivo conteniendo informacion organizada, minima y suficiente de
cada una de las muestras que han de ser analizadas en una corrida determinada para un analito en particular, orde-
nada de acuerdo al orden en que se han de procesar las mismas, y a través de la cual, a posteriori, resultara posible
establecer una vinculacién directa, univoca y sin errores entre los resultados obtenidos en cada corrida y el nimero
de identificacion de la muestra a partir de la cual se obtuvieron dichos resultados.

10 Se entiende por plantilla de distribucion de muestras a un mapa o esquema en el cual se representa e identifica la
posicién correspondiente a cada una de las muestras que han de ser procesadas en las distintas microplacas que
forman parte de una corrida determinada.
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Procesos a automatizar
e  “Puncheo”o corte de discos conteniendo la sangre de los recién nacidos y distribucion
en las microplacas de ensayo correspondientes.
e Dispensado de reactivos.
e  Agitacion de microplacas.
e Transferencia de eluidos.
e  Remocion de discos de papel de filtro.
e  Centrifugado de microplacas.
e Lavado de microplacas.
e Incubacién de ensayos.
e Lectura de ensayos.
e  (Calculo de resultados, validacién de corridas, seguimiento del control de calidad interno

y seguimiento del desempefio de los métodos.

Equipamiento requerido para automatizar los procesos analiticos
e  Soporte informatico.
e Lectoras de cddigos de barras.
e  Punchers autométicos.
e  Equipamiento modular:
-  Dispensadores de reactivos.
- Agitadores.
- Centrifugas de microplacas.
- Dispositivos para la transferencia de eluidos por vacio.
- Incubadores.
- Removedores de discos.
- Lavadores de microplacas.
- Lectores UV-Visible, Fluorémetros, Fluorometros a tiempo resuelto.
e Equipamiento automatizado:

- Autoanalizadores.

Sin lugar a dudas, el paso limitante o cuello de botella que se presenta cuando se intenta
planificar la automatizacion del laboratorio de pesquisa resulta ser el proceso de puncheo o
corte de discos y distribucion en las diferentes plataformas de ensayo.

Este paso limitante se torna mas critico cuando se trabaja con métodos clasicos en los cua-
les se realiza un analisis para medir un analito y de esa manera detectar una patologia en par-
ticular, puesto que se requeriran tantos discos de cada recién nacido como patologias formen
parte del panel de pesquisa del programa. Por ejemplo para las 7 patologias definidas definidas
como parte del panel béasico, esto es Fenilcetonuria, Hipotiroidismo Congénito, Hiperplasia
Suprarrenal Congénita, Fibrosis Quistica, Galactosemia, Deficiencia de Biotinidasa y Enferme-

dad de Orina de Jarabe de Arce se deben realizar pruebas especificas para la medida de feni-
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lalanina, TSH, 170H-Progesterona, IRT, galactosa total, biotinidasa y aminoacidos de cadena
ramificada respectivamente requiriéndose el corte de 7 discos, uno para cada prueba.

Esta situacién se simplifica de manera significativa cuando se introducen plataformas de
andlisis de tipo multiplex como la que provee la espectrometria de masa en tandem, en la cual,
a partir del analisis de un disco conteniendo la sangre del recién nacido se puede llevar a cabo
la determinacién de multiples analitos, y de esa manera detectar multiples patologias.

Otras plataformas multiplex estan representadas por los métodos del tipo isoelectroenfoque
o HPLC empleados en la pesquisa de Hemoglobinopatias, o la tecnologia Luminex empleada
para la medida simultadnea de T4, TSH, IRT y 170H-Progesterona a través de inmunoensayos
basados en el uso de microesferas de poliestireno de colores especificos para cada analito y
recubiertas con anticuerpos de captura -también especificos para cada medida-, y la medicién

de las senales correspondientes empleando dos sistemas laser (4).

Procesos post-analiticos

Objetivos
e Eliminar la necesidad de carga manual de resultados.
e Reducir la necesidad de una supervision pormenorizada, muestra a muestra, durante
los procesos de validacion de resultados y de emision de informes.
e  Agilizar la disponibilidad de los resultados en los centros asistenciales.
e  Simplificar los procesos de solicitud de segundas muestras, de seguimiento de recepcion

de las mismas, de solicitud de derivaciones y de reposicidon de materiales de trabajo.

Procesos a automatizar

e (Carga de resultados.

e Validacion de resultados a través de la aplicacion de reglas automatizadas de acepta-
cion y rechazo.

e  Emisién y envio de informes de resultados.

e  Solicitud de recoleccién de segundas muestras o de derivacién de recién nacidos al
centro de atencidn especializada, por resultados anormales.

e  Solicitud de recoleccién de segundas muestras por recoleccién inadecuada o por in-
cumplimiento de las condiciones preanaliticas de recoleccion.

e  Seguimiento de llegada de segundas muestras.

e Reclamo de llegada de segundas muestras (en caso que no hayan sido recibidas).

e  Reposicién de tarjetas de recoleccion de muestras y materiales de trabajo.

Equipamiento requerido para automatizar los procesos pre-analiticos
e  Soporte informatico.
e  Soporte Web para el acceso personalizado a los resultados por parte de cada centro

asistencial de origen.
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Beneficios especificos de la automatizacion del laboratorio de pesquisa

Como corolario a este capitulo se presenta a continuacion un detalle de los principales be-
neficios especificos resultantes de la automatizacion del laboratorio de Pesquisa Neonatal:

e Eliminacién de errores en el proceso de tipeo de numeros de identificacién de muestras
y de codigos de identificacion de remitentes.

e  Procesamiento simultaneo de un numero significativo de muestras por corrida.

e Réapida disponibilidad de resultados.

e Identificacion segura de muestras en corridas segun listas de trabajo.

e Minimizacion de errores por transposicion de muestras y por corrimiento del marco
de lectura.

e  Acceso a lectura instrumental y a registros impresos de las mismas.

e  Eliminacién de célculos manuales y facil manejo de bases de datos.

e Eliminacién de errores en la transcripcion de resultados.

e Eliminacion de errores por omision de resultados anormales.

e Reduccidn en los tiempos de supervisién de resultados y procesos.

e  Reduccidn del tiempo-hombre de analisis y aumento en la capacidad de trabajo.

e Mayor aprovechamiento de recursos humanos.

e  Optimizacion de los sistemas de seguimiento.
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CAPITULO 5
Validacion de métodos

Introduccion

Se entiende por Validacién de Métodos al proceso utilizado para confirmar que el procedi-
miento analitico bajo consideracién presenta caracteristicas de performance consistentes con
el uso para el cual ha sido disefiado (1).

En un sentido mas amplio, la Organizacién Mundial de la Salud ha definido a la Valida-
cion de Métodos como la accion o proceso de demostrar que un procedimiento, proceso,
sistema, equipamiento o método en uso, funciona tal como lo esperado y cumple con los
resultados previstos (2).

En consecuencia, y tal como se puede inferir a partir de las definiciones anteriores, el objeti-
vo del proceso de Validacion consiste en asegurar la produccion de resultados confiables y de
alta calidad para analisis diagnésticos (3), resultando necesaria su ejecucion toda vez que se
requiera verificar que los parametros de performance de un método son los esperados.

A continuacion se listan 4 de las principales situaciones que en la practica diaria ameritan la
validacion de un método:

a) Toda vez que se introduce una nueva tecnologia o un nuevo principio analitico en el

Laboratorio.

El cumplimiento de esta condiciéon resulta fundamental para garantizar a su vez el
cumplimiento de las exigencias de calidad analitica y diagnostica, requerimiento
que implica que ningin método de pesquisa debe ser puesto en rutina sin haber si-
do validado previamente.

b) Toda vez que se efectlia un cambio en el procedimiento seguido por alguno de los mé-

todos en uso —aln cuando dichos métodos ya hayan sido validados previamente—, co-
mo por ejemplo al realizar un cambio en el instrumental de lectura.
En estos casos, la extensidon que ha de requerir este proceso de validacién o revalida-
cion dependera de la naturaleza de los cambios que hayan sido realizados y de las cir-
cunstancias en las cuales el método esta siendo utilizado (1).

¢) Cuando los resultados del control de calidad indican que el desempefo de un método

determinado esta cambiando con el tiempo.
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En estos casos, a través del proceso de validacion de métodos se va a intentar detectar
cuales son las causas de los cambios observados en el desemperfio del método, y a
partir de alli implementar las acciones correctivas que corresponda.

Para demostrar la equivalencia entre 2 métodos, procedimiento denominado estudio de

comparacion de métodos.

Validacion de métodos de Pesquisa Neonatal

Abordaje

En el caso de la Pesquisa Neonatal un proceso de Validacién de Métodos apropiadamente

ejecutado requiere ser abordado desde 5 puntos de vista:

Analitico.
Diagnostico.
Operativo.
De diseno.

De costos.

Limitaciones practicas

Si bien la exigencia de validacion de los métodos de pesquisa no puede ser ignorada, es

importante destacar que en la préactica dicho procedimiento no resulta ser una tarea de sencilla

resolucion puesto que cuando se intenta llevar a cabo el mismo se debe hacer frente a diversas

dificultades resultantes de la escasa disponibilidad y limitado acceso a las herramientas nece-

sarias para su ejecucion, fundamentalmente en lo que se refiere a la validaciéon de algunos

parametros analiticos y diagndésticos, dificultades a las que se detalla a continuacién:

Ausencia de métodos de referencia.

Escasa disponibilidad de estandares de referencia preparados en sangre entera im-
pregnada en papel de filtro, y aplicabilidad relativa en el caso de los materiales de refe-
rencia existentes dependiendo de la capacidad de absorcion del papel de filtro utilizado,
del hematocrito de la sangre empleada en la preparacion, y del volumen de sangre em-
pleado para la obtencién de las manchas (4).

Ausencia de protocolos de validacién especificamente disenados para pruebas de
Pesquisa Neonatal, dando lugar a una necesidad de tener que extrapolar los protocolos
generales de validacion disefiados para el laboratorio de andlisis clinicos, o eventual-
mente, a que sea el propio usuario quien defina qué tipo de materiales utilizar para ha-
cer la validacion, el nimero de niveles de concentracion y de replicados a utilizar, y el

nimero de corridas a realizar.
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Escasez de recomendaciones o normativas referentes a los criterios de aceptacion a
utilizar, hecho que determina que una vez mas sea el usuario quien defina la modalidad
a seguir para el analisis de los resultados, los criterios estadisticos a emplear y la forma
en que va llevar a cabo la interpretacion de los mismos.

Limitaciones para acceder a paneles de sensibilidad apropiados.

Parametros a validar

Parametros analiticos

1.

Especificidad: se define a la especificidad como la capacidad de un método de medir
solamente aquel analito para el cual ha sido disefiado (1,5).
En un sentido més amplio puede definirse también como la capacidad de determinar
inequivocamente un analito en presencia de componentes que puede esperarse que
estén presentes, los cuales tipicamente pueden incluir impurezas, degradantes, ele-
mentos propios de la matriz y otros.
En funcién de esta Ultima definicion, la especificidad puede ser referida como un para-
metro que evalla la confiabilidad de las medidas en presencia de interferencias (1).
Exactitud: la exactitud es una medida de la concordancia entre el valor medido expe-
rimentalmente y el valor verdadero o de referencia del analito en cuestién (1,5-9).
Habitualmente la exactitud es utilizada como un indicador que refleja la presencia de erro-
res sistematicos. Sin embargo, cuando se aplica a una serie de resultados de una prueba
determinada, la misma refleja una combinacion de errores sistematicos y aleatorios (1,7).
La exactitud no posee un valor numérico (6,8), siendo la inexactitud -conocida también
como bias- el parametro que permite su cuantificacién (7):

Inexactitud = [Valor experimental — Valor verdadero]
Precision: la precision es una medida de la concordancia entre replicados indepen-
dientes de una serie de medidas obtenidas bajo condiciones estipuladas (1,6-9). En
otros términos, es un indicador de la variabilidad o dispersién de una medida en torno a
su valor central que denota la presencia de errores aleatorios (1).
La precisién es un parametro independiente del valor verdadero o especificado del ana-
lito en cuestién (1) y no posee un valor numérico (6,9), por lo cual su expresién cuanti-
tativa se realiza en términos de imprecisién a través de dos parametros que son el
Desvio Estandar (DS) y el Coeficiente de Variacion (CV) (7).
Por otra parte, al hablar de precisién es importante establecer una diferenciacion entre
los conceptos de repetibilidad y reproducibilidad de un método. De este modo, cuando
se habla de repetibilidad se hace referencia a los resultados de una serie de medidas
obtenidos en condiciones de repetibilidad, es decir con el mismo método, en el mismo
laboratorio, con el mismo operador, utilizando el mismo equipamiento y en intervalos

cortos de tiempo; mientras que cuando se habla de reproducibilidad se hace referencia
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a los resultados de una serie de medidas obtenidos en condiciones de reproducibilidad,
es decir con el mismo método, en diferentes laboratorios, con diferentes operadores y
utilizando equipamiento diferente (1).

4. Sensibilidad analitica: se define la sensibilidad analitica como el cociente entre el
cambio en la respuesta de un instrumento de medida y el correspondiente cambio en la
cantidad del analito medido (1). En otros términos, es un parametro que queda definido
por la pendiente de la curva de calibracion (8), de manera tal que cuanto mayor sea di-
cha pendiente, mayor serd la sensibilidad analitica del método.

En funcién de esta definicién, se dice que un método posee una sensibilidad analitica
apropiada cuando es capaz de responder dando lugar a pequefios cambios en la con-
centracién del analito medido a partir de pequefios cambios en la sefal de lectura.

5. Linealidad: se define la linealidad como la capacidad de un método de obtener resul-
tados proporcionales a la concentracion del analito medido (1,5).

Por caracter transitivo, el rango de linealidad es el rango de concentraciones en el cual
un método determinado da resultados proporcionales a la concentracién del analito (1).

6. Recuperacion analitica: se entiende por recuperacién analitica a la fraccion de analito
adicionada a una muestra antes de su analisis (1,5). Es una medida de la eficiencia de
un método para detectar todo el analito presente en una muestra (1), o mas especifi-
camente para detectar o “recuperar” todo el analito afadido exdgenamente a una ma-
triz biolégica y extraido desde la misma (9).

El parametro utilizado para su cuantificacién es la recuperacion analitica porcentual
(R%), la cual se determina segun la siguiente férmula:
R% = [(CME — CMNE)/CA] x 100

donde CME es la concentracion medida en la muestra enriquecida, CMNE es la

concentracién medida en la muestra no enriquecida, y CA es la concentracion de

analito anadida exbégenamente a la muestra enriquecida.
La recuperacién analitica es una propiedad que depende de la matriz de la muestra, del
procedimiento de analisis de la misma y de la concentracién del analito medido (5), ra-
z6n por la cual no necesariamente debe ser del 100 %, sino que la extensién de la
misma debe ser consistente, precisa y reproducible (9).
Por otra parte, siempre se debe tener en cuenta que el analito introducido exdgena-
mente muy probablemente no se encuentre “vinculado o asido” al resto de los compo-
nentes de la matriz de la misma forma que el analito naturalmente presente, por lo cual
la estrategia de enriquecimiento exdgeno de la muestra puede aportar una impresion
no real de la capacidad de recuperacién analitica del método (1).

7. Rango: es el intervalo de concentraciones dentro del cual un método determinado de-
muestra tener caracteristicas analiticas apropiadas (5).

8. Robustez: se define la robustez como la capacidad de un método de mantener inalte-

radas sus propiedades ante pequenos pero deliberados cambios en los parametros del
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método, siendo por lo tanto un indicador de la confiabilidad que ha de presentar un mé-
todo determinado cuando el mismo es utilizado a lo largo del trabajo diario (1,5).

9. Limite de Deteccion: es la minima concentracion de analito presente en una muestra
que puede ser detectada aunque no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones
establecidas de una prueba (1,5).

Segun otros organismos también puede definirse como el minimo contenido de analito
que puede ser medido con razonable certeza estadistica (1).
Experimentalmente se determina realizando una serie de 10 medidas independientes
de los blancos de muestras, y empleando el siguiente criterio de célculo:
LD = Xstanco + 3DS

donde LD es el limite de deteccién, X la media de los replicados del blanco y DS el

desvio estandar de dichas mediciones.
Por otra parte, y considerando que tanto la media como el desvio estandar son proba-
blemente dependientes de la matriz del blanco, se debe tener en cuenta que el limite
de deteccién también sera dependiente de las caracteristicas de dicha matriz (1).
Conocer el limite de deteccidon de un método es una exigencia de real importancia, par-
ticularmente en aquellas medidas que se realizan a bajas concentraciones directamen-

te vinculadas o asociadas a la toma de decisiones criticas.

Parametros diagnosticos

Para un mejor entendimiento de los parametros diagnosticos que deben ser validados en las
pruebas de Pesquisa Neonatal, es recomendable utilizar una tabla de doble entrada en la cual
por un lado, se presenta la interpretacién del resultado obtenido en la prueba de pesquisa v,
por el otro, el estado de salud o enfermedad que caracteriza a cada individuo (10) (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de las pruebas de pesquisa vs. estado de enfermedad

Estado de enfermedad
Resultado Total
Ausente Presente
Normal NV FN (NV + FN)
Anormal FP PV (PV + FP)
Total (NV + FP) (PV + FN) (PV+NV+FN +FP)

NV: Negativo Verdadero. PV: Positivo Verdadero. FN: Falso Negativo. FP: Falso Positivo.

1. Sensibilidad (S): se define como la probabilidad de que un individuo enfermo presente
un resultado anormal (5):
S = PV/(PV + FN) x 100.
La sensibilidad es un parametro que expresa la capacidad de un método de identificar
correctamente a aquellos individuos que padecen la enfermedad e, indirectamente, da

una idea del porcentaje de falsos negativos que presentara el mismo.
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Especificidad (E). se define como la probabilidad de que un individuo sano presente
un resultado normal (6):
E = NV/(NV + FP) x 100.
La especificidad es un pardmetro que expresa la capacidad de un método de identificar
correctamente a aquellos individuos que no padecen la enfermedad e, indirectamente,
da una idea del porcentaje de falsos positivos que presentara el mismo.
Exactitud Diagndstica (ED). es la probabilidad de que un individuo sano o enfermo
sea correctamente clasificado:
ED = (NV+PV)/(PV+NV+FN +FP) x 100.
Valor Predictivo Positivo (VPP)'": es la probabilidad de que un individuo padezca
realmente la enfermedad cuando el resultado de la prueba es anormal (6):
VPP = PV/(PV+FP) x 100.
Se trata de un parametro que da una medida del rendimiento que tiene la prueba de
deteccién (10).
Valor Predictivo Negativo (VPN)'2: es la probabilidad de que un individuo sea sano
cuando el resultado de la prueba es normal (6):
VPN = NV/(NV+FN) x 100.
Prevalencia (P): es el numero de casos detectados en la poblacion total (6):
P = (PV+FN)/(PV+NV+FN+FP) x 100.

Parametros operativos

Considerando que las pruebas de Pesquisa Neonatal son pruebas de aplicacién masiva que

requieren que cada Laboratorio analice diariamente un ndmero significativo de muestras, en-

tonces resulta incuestionable afirmar que los aspectos operativos de los métodos de medida

van a jugar un rol critico en lo que se refiere a la factibilidad de realizaciéon de las mencionadas

pruebas en tiempo y forma. En consecuencia, los parametros operativos més importantes a

validar deben ser los siguientes:

1.

Sencillez y simpleza: como una condicion estrictamente necesaria se requiere que los
protocolos de ensayo de los métodos de medida a utilizar no involucren procedimientos
complejos que dificulten la realizacion de las pruebas sino que, por el contrario, presen-
ten caracteristicas tales que hagan una contribucion a la simplificacion operativa de las
mismas. De este modo, al realizar la validacién de un método debera prestarse espe-
cial atencién a los siguientes aspectos:

a) Volumen, grado de manipulacién y de preparacién de muestras requeridos.

" El valor predictivo positivo de una prueba depende de la sensibilidad y especificidad de la misma como asi también
de la prevalencia de la enfermedad (12), encontrandose que el mismo aumenta a medida que se incrementan la es-
pecificidad y la prevalencia.

12 E| valor predictivo negativo también depende de la sensibilidad y especificidad de la prueba y de la prevalencia de la
enfermedad (12), por lo que el mismo aumenta a medida que se incrementa la sensibilidad y disminuye la prevalencia.
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b) Tamarno de las corridas a realizar, en cuanto a la existencia de posibles limitaciones
en relacién al nUmero maximo de muestras que pueden ser procesadas por corrida.

c) Procedimientos sencillos.

d) Habilidad técnica y condiciones de seguridad exigidas (6).

e) Tiempos de incubacion de las pruebas, preferentemente ajustados para permitir su re-
solucién en un Unico turno de trabajo, o eventualmente post-incubacién “overnight”.

Numero de pasos:

a) Protocolos de ensayo con la menor cantidad de pasos y procedimientos posibles.

b) Preparacién de los reactivos simple y sencilla, estableciéndose como situacién
ideal que los mismos sean provistos listos para usar.

Formato de ensayo:

a) Formato de ensayo apropiado, facilmente manejable y, de ser factible, generaliza-
ble a todas las pruebas (por ejemplo, microplacas de 96 pocillos).

Factibilidad de automatizacion: si bien la automatizacion no resulta ser una condicion

de trabajo estrictamente necesaria dado que la mayor parte de los procedimientos ana-

liticos que se realizan en el mismo pueden ser ejecutados en forma manual, se reco-

mienda evaluar la factibilidad de la misma a efectos de abrir una posibilidad para au-

mentar el rendimiento de las pruebas y para la estandarizacion de las mismas.

Parametros de disefio

1.

Caracteristicas del método: es recomendable que los métodos a utilizar sean mé-
todos disefiados especificamente para trabajar sobre muestras de sangre entera
colectadas en papel de filtro.

Por otra parte, y si bien no se trata de una exigencia excluyente, es importante prio-
rizar el uso de métodos cuantitativos sobre el de métodos cualitativos o semicuanti-
tativos. Cumplir con esta ultima recomendacién permite acceder a una mayor capa-
cidad de diferenciacion entre individuos afectados e individuos normales, detectar
formas moderadas o leves de las patologias pesquisadas que de otra forma serian
perdidas, y contar con un registro informatizado y/o impreso de las lecturas obteni-
das a través de instrumentos especificos.

Este tipo de registros instrumentales no sélo resultan importantes desde el punto de
vista analitico y diagndstico sino también desde el punto de vista legal, puesto que con-
tar con los mismos ofrece un respaldo de trazabilidad y verificabilidad del trabajo reali-
zado, que de otra forma no podria ser cumplimentado en igual magnitud en el caso de
que las lecturas se efectien en forma visual o manual.

Caracteristicas de los calibradores: otro aspecto que resulta de fundamental impor-
tancia es que los calibradores a utilizar estén preparados en una matriz lo mas similar
posible a la de las muestras de sangre de los recién nacidos.

En relacion a este punto, es importante destacar que en la practica no es infrecuente

encontrar situaciones en las cuales algunos calibradores estan preparados con glébu-
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los rojos de origen animal en lugar de glébulos rojos de origen humano, o que en lugar
de suero o plasma han sido adicionados de una solucién de albamina o de solucién fi-
siolégica, y como es de suponer, estas diferencias de matriz pueden dar lugar a res-
puestas analiticas diferenciales entre los calibradores y las muestras de los recién na-
cidos, haciendo asi una contribucion adicional a la variabilidad analitica y a la genera-
cién de potenciales errores diagndsticos.

3. Adaptaciones de métodos concebidos para trabajar sobre muestras liquidas: es re-
comendable que los métodos de medida a utilizar en las pruebas de pesquisa no sean mé-
todos concebidos originalmente para trabajar sobre muestras de suero o plasma.
Eventualmente, y en caso de que no se cumpla con la recomendacién anterior, resulta
imprescindible que los mismos hayan sido sometidos previamente a las modificaciones,
adaptaciones y evaluaciones necesarias a efectos de asegurar su correcto desemperio
analitico y diagndstico en todo el rango de concentraciones de interés clinico.

Como se puede inferir a partir del concepto anterior, la adaptacién de este tipo de mé-
todos para su empleo sobre muestras de sangre entera colectadas en papel de filtro,
no es un procedimiento contraindicado. No obstante, el mismo requiere esencialmente
que dicha adaptacion sea realizada con mucho criterio, para lo cual en primer lugar de-
be introducirse indefectiblemente el uso de calibradores preparados en la misma matriz
que las muestras de sangre de los recién nacidos que han de analizarse.

Esta primer consideracién resulta de vital importancia puesto que en caso de que se
continten utilizando los calibradores liquidos originales del método, preparados ya sea
en solucién acuosa o proteica, éstos no requeriran su elusion del papel de filtro, y con-
secuentemente el proceso de elusion de las muestras de recién nacidos carecera de
una contraparte en los calibradores que permita tener todo el proceso bajo control y
asegurar que no se produjeron cambios en la respuesta a expensas de una variacion
en la eficiencia de la elusién.

Ademas de lo mencionado precedentemente, también debe tomarse en consideracién
que la respuesta analitica de un calibrador liquido estara sujeta a diferentes factores de
reaccién con respecto a los que ejercen su accién cuando se analizan muestras de
sangre colectadas en papel de filtro, es decir que en tal caso entrara en juego un efecto
de matriz, el cual, dependiendo de las caracteristicas del método, podra tener mayor o
menor influencia en los resultados finales.

Parametros de costos

Partiendo de las mismas premisas que fueron tomadas en consideracion en el caso de los
parametros operativos, los métodos de pesquisa deben cumplir con la condicién de que las
pruebas deben ser econémicas o, al menos, tener un costo accesible

De esta forma sera posible garantizar su implementacion masiva en toda la poblacién neo-
natal, haciendo asi una contribucién a la equidad en el acceso de todos los individuos al Siste-
ma de Atencién de Salud.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 76



PESQUISA NEONATAL — GUSTAVO JC BORRAJO

Problemas detectados a través del procedimiento de validacion de métodos

e Inapropiada especificidad analitica:
- Reacciones cruzadas con anticuerpos empleados en diferentes inmunoensayos.
- Reaccién inespecifica con sustancias estructuralmente relacionadas o con sus-
tancias interferentes.
e Inadecuada sensibilidad analitica.
e Falta de exactitud asociada a una incorrecta asignacién de valores a los calibradores,
presentandose las siguientes situaciones posibles:
- Sobre o subestimacion constante a lo largo de todo el rango de trabajo.
- Sobre o subestimacion directa o inversamente proporcional a la concentracion
del analito.
- Comportamiento dual por encima y por debajo de una concentracién critica de-
terminada.
e Recuperacion analitica inadecuada asociada a la inexactitud del método.
e Incrementada imprecision.
e Pérdida de linealidad a concentraciones elevadas.
e Falta de robustez.
e Inapropiada tasa de falsos negativos: baja sensibilidad diagnéstica.
e Elevada tasa de falsos positivos: inapropiada especificidad diagnéstica.
e Diferencias entre la matriz de los calibradores y la matriz de las muestras.
e (Calibradores preparados empleando un volumen de sangre por mancha inferior al re-

comendado para las muestras de recién nacido.
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CAPITULO 6
Calidad en Pesquisa Neonatal

Introduccion

Las tecnologias utilizadas en el laboratorio de Pesquisa Neonatal estan representadas por
un conjunto de procesos analiticos basados en diferentes principios metodolégicos e instru-
mentales de caracteristicas diversas, los cuales -independientemente de las limitaciones a las
cuales se deba hacer frente en lo que respecta a recursos disponibles- requieren que la calidad
de las pruebas sea monitoreada, sostenida y mejorada en forma permanente a medida que
dichas tecnologias se expanden y evolucionan (1).

Por otra parte, y en vista de los objetivos especificos de la Pesquisa Neonatal, resulta estric-
tamente necesario que todos los laboratorios de pesquisa posean la capacidad tanto de pro-
veer prestaciones de alta calidad analitica, como de analizar una gran cantidad de muestras en
forma simultdnea, de reportar rdpidamente los resultados y de cumplimentar estas tareas a un
costo adecuado y lo més accesible posible (2). Y si bien estos requerimientos se corresponden
con las condiciones exigibles a los laboratorios de andlisis clinicos generales y mayormente no
difieren de estas Ultimas, resulta muy importante dejar en claro que los laboratorios de Pesqui-
sa Neonatal deben ser considerados como una categoria especial de laboratorios puesto que
en ellos entran en juego una serie de variables que les son propias y especificas (Tabla 16) y
que pueden afectar los resultados en forma diferente, ya sea tanto desde el punto de vista cuali

como cuantitativo (2).

Tabla 16. Variables propias y especificas de laboratorios de Pesquisa Neonatal

Matriz y soporte de las muestras de sangre

Técnica, tiempos y condiciones de recoleccion de muestras
Condiciones de secado, transporte y conservacion de muestras
Caracteristicas intrinsecas de las muestras:

- Tipo de papel de filtro

- Volumen de sangre por mancha

- Hematocrito

e Zona de corte o “puncheo”: efecto cromatografico

e Elusion de muestras

e Mayor imprecision relativa en los métodos de medida
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Variables propias y especificas de los laboratorios
de Pesquisa Neonatal

Matriz y soporte de la muestras de sangre

Los especimenes que se utilizan para la realizacion de las pruebas de Pesquisa Neonatal
no son muestras liquidas sino que se trata de muestras de sangre entera seca impregnadas en
papel de filtro. Este hecho determina que el andlisis de las mismas no se realice a partir de una
medida volumétrica sino a partir de un area definida de papel de filtro impregnada con la san-
gre y que, consecuentemente, resulte necesario establecer una correlacién o correspondencia
entre dicha area de papel y la mencionada medida volumétrica.

De este modo, toda vez que se procese una muestra impregnada insuficientemente se estara in-
troduciendo un factor de variabilidad adicional equivalente a cometer un error de pipeteo por defecto

cuando se trabaja en un laboratorio de andlisis clinicos empleando muestras liquidas.

Técnica, tiempos y condiciones de recoleccion de muestras

Tanto el procedimiento empleado para llevar a cabo la recoleccion de muestras como los
tiempos y condiciones recomendados para la misma introducen una variabilidad adicional en
las pruebas, la cual en algunos casos resulta ser de indole analitica mientras que en otros,
particularmente en aquellos casos en los que las muestras son colectadas antes de las 24 ho-
ras de vida, resulta ser de indole bioldgica, pudiendo dar lugar tanto a resultados falsos negati-
vos como a resultados falsos positivos.

Dicha variabilidad queda definida, entre otros, por factores como la adherencia a los tiempos
y condiciones de recoleccion previamente definidos, a la preparacion del recién nacido, al cui-
dado y habilidad del extraccionista para realizar la puncion, y a la calidad de impregnacion de la

sangre en el papel de filtro (2).

Condiciones de secado, transporte y conservacion de muestras

Una estricta adherencia a las normas definidas para la ejecucién y cumplimentacion de es-
tos procedimientos constituye otro elemento clave a tomar en consideracién a efectos de mini-
mizar y/o eliminar determinadas variables vinculadas a los mismos, entre las cuales, las condi-
ciones de temperatura y humedad juegan un rol fundamental.

De este modo, ajustandose a las recomendaciones establecidas (3) seréd posible realizar
una contribucién adicional a fin de garantizar una éptima calidad de las muestras, evitar el efec-

to cromatogréfico que puede presentarse cuando las muestras son secadas en posicion verti-
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cal, evitar una fijacion indeseada de las proteinas al papel de filiro, y asegurar que los analitos

se mantengan estables hasta el momento de su analisis.

Caracteristicas intrinsecas de las muestras

Tipo de papel de filtro

En relacién al tipo de papel de filtro utilizado para la recoleccion de muestras se debe men-
cionar que el volumen de sangre absorbido por unidad de area de papel es funcién del tipo y
lote del mismo (4-6) y que ademas su capacidad de absorcion esta fuertemente influenciada
por su uniformidad. Esta propiedad determina que, indefectiblemente, todo lote de papel de
filtro que ha de ser puesto en circulacion deba ser previamente validado en relacién a sus ca-
racteristicas de absorcion.

En tal sentido, el Centers for Disease Control and Prevention - CDC de los EE.UU. (3) ha
desarrollado un protocolo que permite determinar la capacidad de absorcién del papel de filtro
expresada como volumen de suero absorbido por unidad de area de papel, habiéndose esta-
blecido que el rango aceptable de volumen de suero por cada disco de = 3.2 mm de diametro
(1/8”), cuando la mancha de sangre es obtenida a partir de una alicuota de 100 pl de sangre
entera, de hematocrito 55 %, con glébulos rojos intactos lavados es de 1.44 + 0.20 ul; mientras
que dicho rango es de 1.54 + 0.17 pl cuando la mancha de sangre es obtenida en las mismas
condiciones anteriores pero con glébulos rojos intactos no lavados.

En la practica, y en vista de que este procedimiento de validacion excede el alcance de los
laboratorios de Pesquisa Neonatal, y de que el mismo deberia ser efectuado en forma objetiva
por un organismo independiente de la industria, el Newborn Screening Quality Assurance Pro-
gram del Centers for Disease Control and Prevention (NSQAP-CDC) de EE.UU realiza periodi-
camente dicha validacién a aquellos papeles de filiro comercializados mayoritariamente a nivel
mundial, y emite anualmente un informe que refleja la capacidad de absorcién de cada nuevo

lote que es puesto en circulacion (1,4,7).

Volumen y hematocrito de la sangre

El primer concepto que debe mencionarse en relacion a estas dos variables es que los re-
sultados obtenidos en las pruebas de pesquisa son influenciados en forma directa tanto por el
“tamano” de la gota de sangre con que se impregna el papel de filtro como por el hematocrito
de la misma, encontrandose que a mayor volumen de sangre por mancha mayor sera la con-
centracién del analito medido, mientras que a mayor hematocrito la concentracion sera mayor
solamente si el analito a medir se localiza exclusivamente en glébulos rojos o en gldbulos rojos
y plasma (8) .

La influencia del volumen de sangre por mancha y del hematocrito de la sangre resulta muy
claramente ilustrada por las experiencias de Adam B. y colaboradores (9) quienes realizaron un

estudio comparativo entre 2 materiales de referencia para fenilanina -uno preparado por el Eu-
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ropean Working Standard (EWS-01) y otro preparado por el CDC (AARM)-, los cuales diferian
en el volumen de sangre utilizado para impregnar las manchas en el papel de filtro (35 ul vs
100 pl) y también en el hematocrito de la misma (50.1 % vs 53.0 %).

En dicho estudio pusieron en evidencia por un lado, que la recuperacion analitica de fenila-
nina en muestras de sangre de hematocrito 55 %, enriquecidas con 8.0 mg/dl de Phe y dispen-
sadas en papel de filtro Schleicher & Schuell # 903 en voliumenes de 35 y 100 pl, fue un 10.9 %
superior en el caso de las manchas de mayor volumen y, por el otro, que una diferencia del
orden del 3 % en el hematocrito como la que se presentaba entre ambos materiales de referen-
cia se traducia en una diferencia en la recuperacién analitica del 3.1 %.

Adicionalmente, el efecto del hematocrito también ha sido puesto en evidencia en otras ex-
periencias, en este caso sobre los niveles de aminoacidos y acilcarnitinas determinados por
espectrometria de masa en tdndem, aunque en proporciones variables dependiendo del analito
evaluado (10,11).

Por otra parte, se debe mencionar que el efecto del volumen y el hematocrito también
puede ser puesto en evidencia a simple vista determinando el didmetro alcanzado por la
mancha de sangre en el papel de filtro, aunque en este caso se encuentra que dicho didme-
tro serd mayor cuanto mayor sea el volumen de sangre, pero sera menor cuanto mayor sea
el hematocrito. Esta ultima caracteristica se debe al hecho de que a medida que la sangre se
enriquece en el componente celular (“particulado”) con respecto al componente liquido
(plasma), la misma se torna mas viscosa y se pone en juego una mayor resistencia a su difu-

sion en la matriz del papel de filtro.

Zona de corte o puncheo de muestras

Un aspecto sumamente importante que debe ser tomado en consideracion en relacion a la
zona de corte 0 “puncheo” de las muestras es que los resultados obtenidos al dosar un analito
determinado pueden presentar diferencias estadisticamente significativas dependiendo de si el
disco para el analisis es tomado de una posicién central o de una posicion periférica de la man-
cha, y de si el analito en estudio se encuentra localizado exclusivamente en el plasma -como
ocurre por ejemplo con la TSH-, o exclusivamente en los glébulos rojos -como se observa por
ejemplo con la enzima Galactosa-1-fosfato uridil transferasa.

Este fenomeno es debido a la presencia de un efecto cromatografico que se traduce en una
difusion diferencial entre los compartimientos liquido (plasma) y particulado (células sangui-
neas) de la sangre en el papel de filtro, determinando que la mancha de sangre presente una
mayor concentracion de células en la zona central de la misma con respecto a su periferia.

En las Tablas 17 y 18 se presentan los resultados obtenidos en el laboratorio de la Funda-
cién Bioquimica Argentina al analizar 5 manchas de sangre de hematocrito 50 % correspon-

dientes a 3 materiales de control preparados con diferentes niveles de TSH y fenilalanina, los
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cuales fueron procesados tomando 5 discos de cada mancha, 4 de ellos de posiciones periféri-
cas (N, S, Ey O) y 1 de la posicion central (C) (12).

Sobre cada uno de estos discos se llevd a cabo la medida de TSH y fenilalanina en una uni-
ca corrida empleando la metodologia AutoDELFIA y un método Fluorométrico de Preparacion
propia para uno y otro analito respectivamente, y posteriormente se realizd un andlisis estadis-
tico de comparacién de medias con un test de Student, agrupando por un lado, los resultados
correspondientes a las posiciones periféricas y, por el otro, los correspondientes a las posicio-

nes centrales.

Tabla 17. Efecto de la zona de corte en la medida de TSH

TSH (uU/ml)
Posiciones periféricas Posiciones Centrales
Nivel N X + DS N X +DS p
#1 20 144 +£1.20 5 12.3 £0.69 < 0.005
#2 20 39.1 £2.83 5 34.2+1.26 < 0.005
#3 20 58.3 +4.08 5 53.2+2.15 < 0.05
Tabla 18. Efecto de la zona de corte en la medida de fenilalanina
Fenilalanina (mg/dl)
Posiciones periféricas Posiciones Centrales
Nivel N X +£DS N X +£DS P
#1 20 3.2+£0.24 5 3.2+0.23 ns
#2 20 5.7+0.33 5 54+0.18 ns
#3 20 7.3 +£0.55 5 7.5+£0.25 ns

Tal como era de esperar, los resultados obtenidos permiten demostrar que en el caso de
TSH se presentan diferencias significativas entre los niveles del analito medido, encontrandose
que la concentracion de TSH resulta mas alta en las posiciones periféricas a consecuencia de
la mayor proporcién de plasma que presentan las mismas con respecto a las posiciones centra-
les, lo cual a su vez certifica la presencia del efecto cromatografico antes descripto (12).

En contraposicion, en el caso de fenilalanina, dichas diferencias no resultan significati-
vas debido al hecho de que este aminoacido se distribuye igualmente entre el comparti-
miento plasmatico y los glébulos rojos (13), haciendo imperceptible la presencia del men-
cionado efecto.
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Independientemente de estos Ultimos resultados, una de las experiencias a las cuales se hi-
zo referencia al describir la influencia del hematocrito sobre la medida de amino&cidos y acil-
carnitinas por espectrometria de masa en tadndem (10) también incluyé una evaluacién de la
influencia de la zona de corte de los discos sobre los resultados de los mismos. De este modo
se encontro un efecto directo sobre los niveles de varios analitos, el cual resulté especialmente
significativo dentro de un subgrupo determinado de ellos a valores bajos de hematocrito, po-
niendo en evidencia ademas la interaccion que existe entre ambos factores.

Por ultimo, es importante destacar que la magnitud del efecto cromatografico también resul-
ta influenciada por el volumen de sangre utilizado para impregnar el papel de filtro, observan-

dose que el mismo toma mayor relevancia cuanto mayor es el volumen de sangre por mancha.

Elusion de las muestras

Dependiendo del analito a evaluar y del principio analitico del método de medida utilizado se
pueden presentar dos alternativas en relacién al proceso de elusién de muestras, las cuales

son descriptas a continuacion:

Elusion total de la sangre del papel de filtro
En estos casos se requiere llevar a cabo la elusion completa de la sangre utilizando para
ello un buffer de elusién determinado, como se realiza por ejemplo en las medidas de TSH,

IRT, 170OH-Progesterona y biotinidasa.

Elusion selectiva de alguno de sus componentes

En estos casos es necesario realizar una primera etapa de desnaturalizacién o fijacién dife-
rencial de las proteinas plasmaticas y la hemoglobina al papel, proceso que a su vez puede ser
realizado siguiendo dos estrategias diferentes:

e  Por accion quimica: en esta alternativa la fijacién de las proteinas al papel se realiza
empleando un agente fijador como Etanol 70 %, Metanol/Acetona/Agua, Etanol/SO4Zn,
Acido Tricloroacético, etc.: y posteriormente se lleva a cabo la elusién del analito de in-
terés, en algunos casos con la misma solucion fijadora, o en otros con H20 o un buffer
determinado, previa evaporacién del agente fijador. Este procedimiento se utiliza entre
otros, por ejemplo, en la determinacion de fenilalanina, galactosa y aminoacidos de ca-
dena ramificada empleando métodos fluorométricos o colorimétricos.

e  Por accion fisica: en esta segunda alternativa la fijacién se realiza empleando un tra-
tamiento térmico en autoclave durante 3 min a 110 2C, como ocurre en la determina-
cién de aminoacidos por el método de inhibicién bacteriana de Guthrie (14), en el cual
después de la fijacion, los analitos de interés difunden al medio de cultivo desde el dis-

co impregnado con la sangre.
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Independientemente de la forma en que se lleven a cabo la fijacién y elusion de las mues-
tras, este ultimo proceso puede resultar afectado de manera sensible ya sea tanto por factores
inherentes a las propias muestras como son la técnica de recoleccién y las condiciones de
secado, transporte y conservacion de las mismas, como por las variables que entran en juego a
lo largo del proceso de elusién, determinando asi que la eficiencia y el rendimiento del mismo
resulten inferiores a lo esperable, dando lugar consecuentemente a resultados caracterizados

por una subestimacion del analito en cuestion.

Mayor imprecision de los métodos de medida

En relacién a este concepto debe resaltarse que si bien la mayoria de los métodos emplea-
dos en las pruebas de pesquisa cumplen con la exigencias de precisién requeridas para un
método cuantitativo, el hecho de que las mismas se ejecuten sobre muestras de sangre entera
colectadas en papel de filtro, que presentan una variabilidad intrinseca asociada con sus pro-
pias caracteristicas y también una variabilidad adicional relacionada con los diferentes proce-
dimientos a los cuales se hallan sujetas, determina que sea esperable que los métodos de
pesquisa presenten una mayor imprecision que los métodos que han sido disefiados para tra-
bajar sobre muestras liquidas (7); y que los rangos de tolerancia a utilizar en cuanto a la maxi-

ma imprecisién admitida sean mas amplios que en estos ultimos casos.

Control de Calidad Interno

Introduccion

Antes de comenzar con el desarrollo de los aspectos inherentes al control de calidad es im-
portante hacer referencia a una premisa que aplica al control de calidad en todos los aspectos
de los sistemas de salud, la cual establece que la calidad no es un producto de meras coinci-
dencias sino que es el resultado de un ejercicio de planificacién. Esto significa que el mejora-
miento de la calidad de un sistema de trabajo no se va a producir espontdneamente y al azar,
sino que por el contrario, para que esto ocurra, se debera llevar a cabo la planificacion de las
actividades inherentes al sistema de calidad y fijar una estrategia a través de la cual va a ser
posible acceder al mejoramiento buscado en la calidad.

Por otra parte también se debe destacar que la calidad no se trata de una propiedad a la
cual se pueda acceder de forma gratuita, sino que para que ello ocurra se requiere una
inversién que va a implicar mayores costos, pero que redundard en la prestacién de un
servicio calificado.

Se define al Control de Calidad como el conjunto de técnicas y actividades operativas que

son utilizadas para cumplimentar los requerimientos de calidad (15), mientras que el Control de
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Calidad Interno se define como el conjunto de procedimientos establecidos por el laboratorio
para el monitoreo continuo del funcionamiento y los resultados de las medidas, a fin de decidir
si dichos resultados son suficientemente confiables como para ser reportados (15).

En términos précticos, el Control de Calidad Interno es un procedimiento en el que se lleva a
cabo el analisis de muestras estables a efectos de verificar que el procedimiento analitico de
medida esta funcionando dentro de limites aceptables, siendo su objetivo asegurar la precision
requerida y detectar tendencias antes de que los procesos analiticos estén fuera de control (1).

De este modo, para garantizar que dicho objetivo pueda ser alcanzado exitosamente, el
Control de Calidad Interno debe ser ejecutado en forma sistemética, tiene que estar perfecta-
mente planificado, organizado y definido, es decir que no puede ser ejecutado al azar y de ma-
nera esporadica; y ademas debe estar apropiadamente documentado y contemplar la educa-
cién y el entrenamiento de todo el personal que va a estar afectado a la ejecucién de las distin-

tas pruebas de laboratorio (1).

Implementacion de un sistema de Control de Calidad Interno
en el laboratorio de Pesquisa Neonatal

Caracteristicas de los materiales de control

e  Composicion: un requerimiento imprescindible en relacién a la matriz de los materiales

de control a utilizar es que la misma debe ser lo mas similar posible a la de las mues-
tras de recién nacidos (1), es decir que debe tratarse de sangre entera humana, con
hematocrito ajustado al 50-55 % e impregnada en un papel de filtro de uso diagnéstico
de las mismas caracteristicas que el utilizado para la recoleccién de muestras y para la
preparacioén de los calibradores.
A pesar de esto, y tal como ya fuera mencionado anteriormente cuando se hizo refe-
rencia a la naturaleza y composicion de algunos calibradores, en la practica es posible
encontrar materiales de control cuyas matrices difieren notablemente de la matriz de
una muestra de recién nacido, como se observa por ejemplo en aquellas preparaciones
que utilizan glébulos rojos de origen animal o en aquellas que emplean una solucion de
albumina o solucién fisioldgica para sustituir al plasma humano (19).

e  Homogeneidad: en cuanto a esta caracteristica se requiere que los materiales de con-
trol sean suficientemente homogéneos de manera tal que su variabilidad intrinseca no
contribuya sustancialmente a la variabilidad del sistema analitico, y por lo tanto esta
propiedad debe ser validada previamente a su inclusion en la rutina diaria (1,16).

e  Estabilidad: con la finalidad de garantizar una vida util apropiada de los diferentes lo-
tes de produccion, se requiere que los materiales de control sean estables en las con-
diciones de trabajo diario (4 °C) y de almacenamiento prolongado (-20 °C) (1,16) en

bolsas herméticas adicionadas de desecantes e indicadores de humedad.
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Niveles de los analitos

Otro punto importante a considerar a fin de asegurar un 6ptimo desemperio del sistema de
Control de Calidad Interno es que los materiales de control a utilizar deben cubrir todo el rango
de concentraciones de interés clinico (1). De esta forma, en cada corrida se deberan incluir
necesariamente al menos 3 niveles distintos de concentracién -normal, borderline y elevado-,
guedando la posibilidad de desdoblar a este ultimo nivel en un control moderadamente elevado
y en otro francamente elevado si existe disponibilidad de materiales de control apropiados.

Por otra parte, los diferentes materiales de control deberan ser procesados distribuidos a lo
largo de toda la corrida y recibir un tratamiento idéntico al de las muestras de recién nacidos
que se analicen a diario (1).

Eventualmente, los mismos podran ser colocados en posiciones fijas y predeterminadas a
efectos de que, en aquellos métodos que utilizan el formato de microplacas, permitan asegurar

también la identidad de éstas ultimas (16).

Fuentes de materiales de control

Es recomendable que para cada analito evaluado se utilicen materiales de control prove-
nientes de al menos dos fuentes diferentes a fin de asegurar una maxima capacidad de detec-
cién de errores.

La implementacién de un sistema de Control de Calidad Interno utilizando exclusivamente
materiales de control de una Unica fuente y calibradores que reconocen un mismo origen repre-
senta un riesgo importante de error y por lo tanto su uso en la practica esta contraindicado (1).
Esta recomendacion responde al hecho de que, en general, tanto los controles como los cali-
bradores provenientes de una misma fuente son preparados siguiendo idénticos protocolos de
preparacion, de manera tal que, ante un error en la asignacién de valores a los calibradores,
dichos controles no seran capaces de detectar el defecto de calibracion antes mencionado.

Esta situacién puede presentarse en la practica tanto cuando se trabaja en forma exclusiva
con materiales de control y calibradores provistos por equipos de reactivos comerciales, como
cuando se trabaja exclusivamente con materiales de control y calibradores preparados en el
propio laboratorio (16).

En la actualidad es posible acceder a materiales de control para Pesquisa Neonatal de al
menos 3 fuentes diferentes:

a) Materiales de control provistos como parte de los equipos de reactivos comerciales.

b) Materiales de control provistos por Programas de Evaluacion Externa de Calidad, como

por ejemplo por el Newborn Screening Quality Assurance Program - Centers for Disea-
se Control and Prevention de Atlanta — EE.UU. (4).

c) Materiales de control preparados en el propio laboratorio.

Con respecto a esta ultima alternativa, es decir a la preparacion de materiales de control
en el propio laboratorio, y a pesar de que no se trata de un procedimiento complejo, en el

caso de algunos analitos es muy dificil de concretar a consecuencia de la escasa disponibili-
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dad de las fuentes de analitos necesarias para efectuar el enriquecimiento de dichos materia-

les y a costos accesibles.

Acciones de implementacion

Para la implementacién del Control de Calidad Interno en el laboratorio de Pesquisa Neona-
tal los materiales de control previamente seleccionados deben ser procesados a diario en un
minimo de 20 corridas analiticas sucesivas e independientes, se debe verificar graficamente la
simetria en la distribucion de los puntos, calcular la media (X) y la mediana (M) a efectos de
comprobar si dicha distribucion es normal, y finalmente determinar el desvio estandar (DS) y el
coeficiente de variacién (CV) (1,17,18).

El valor obtenido de la media sera funcion del valor verdadero del analito en estudio y de la
inexactitud del método utilizado, mientras que el desvio estandar y el coeficiente de variacion
—por ser ambos parametros dependientes tanto de la variabilidad del proceso analitico como de
la homogeneidad de los materiales de control—, daran una idea de la imprecision corrida a co-
rrida del método de medida, o en otras palabras, de la presencia de errores aleatorios que
pueden estar afectando al mismo, los cuales en la practica pueden ser atribuidos a errores de
pipeteo o medida, a un inconsistente mezclado de reactivos y muestras, o a la variabilidad de
los instrumentos de medida, incubadores, centrifugas o tiempos de incubacién (1).

En funcion de ésta ultima afirmacién, para lograr una correcta interpretacion de los resulta-
dos, resulta indispensable el registro de todas las condiciones de trabajo como reactivos, pipe-
tas, instrumental, operador, temperaturas de incubacion y lotes de calibradores y reactivos,
concepto que refuerza la exigencia de que el Control de Calidad Interno tiene que estar apro-
piadamente documentado.

Finalmente, y como Ultima exigencia a cumplimentar a efectos de poder dar inicio a la etapa de
control propiamente dicha se requiere que el coeficiente de variacién del método en uso se ajuste a
las especificaciones de calidad previamente definidas (16), esto implica que si al momento de im-
plementar el control de calidad interno los coeficientes de variacion no cumplen con la especifica-
ciones de calidad antes mencionadas, fallé el procedimiento de validacion de métodos o bien el

método no ha sido validado y ha sido puesto en rutina sin una evaluacién previa del mismo.

Seguimiento diario del control de calidad interno
El seguimiento diario del Control de Calidad Interno puede realizarse haciendo uso de 2 es-
trategias diferentes que permitiran verificar dia a dia que los métodos estan funcionando en
forma estacionaria y que no estan sujetos a cambios bruscos no predecibles, posibilitando asi
mantener la consistencia analitica y eliminar cualquier tipo de subjetividad en la interpretacion y
evaluacion de dicho desempeno analitico (1,16):
e  Cartas de Control de Levey-Jennings: se trata de un sistema grafico de seguimiento en
el cual los resultados son expresados como nimero de desvios estandar (NDS) (17).
La principal limitacion de este tipo de sistema grafico de seguimiento del Control de Ca-

lidad Interno, es que por tratarse de un sistema minimo, las reglas de control definidas
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poseen un poder estadistico limitado cuando son tomadas en forma individual y utili-
zando solamente un Unico material de control por corrida.

En razdn de estas caracteristicas, las mencionadas reglas presentan una baja sensibilidad
para la deteccion de errores y una alta probabilidad de falsas alarmas, propiedades que sin
lugar a dudas atentan en forma significativa contra la efectividad del sistema de control (16).
Por otra parte, debe destacarse que, si bien el uso de replicados de un Unico material
de control incrementa la probabilidad de detectar errores aleatorios, esta medida toma-
da en forma aislada también incrementa la probabilidad de falsos rechazos.

En la préactica, para minimizar el nimero de falsos rechazos y maximizar la deteccion
de errores, se deben analizar 2 o mas materiales de control de diferentes concentracio-
nes y por duplicado (1). Adicionalmente, una medida mucho mas efectiva en tal sentido
consiste en la implementacion de un sistema de control Multi-Regla.

e Sistema de Control Interno Multi-Regla de Westgard: se trata de un sistema de se-
guimiento que permite llevar a cabo una optimizacién en la interpretacion de los resul-
tados del Control de Calidad Interno mediante la combinacion de reglas de decision se-
leccionadas que presentan una baja probabilidad de falsos rechazos y una alta probabi-
lidad de deteccién de errores (19).

El sistema Multi-Reglas de Westgard es aplicable a sistemas de control con un minimo
de dos materiales de control por corrida, en el cual se combinan seis reglas que al ser
analizadas permiten contar con una orientacion acerca de si los errores detectados son

de tipo sistematico o aleatorio (17-19)

Evaluacion Externa de Calidad

Introduccion

Se entiende por Evaluacion Externa de Calidad al sistema disefiado para la comparacion
objetiva de los resultados obtenidos por los laboratorios participantes a través de una agencia
externa, ya sea entre si o con respecto a valores de referencia, y cuyo objetivo principal es
establecer la exactitud (20).

A diferencia de lo que se observa en el caso de las Pruebas de Suficiencia (Proficiency
Testing), las cuales estan vinculadas con actividades de tipo regulatorias, de caracter puni-
tivo y con consecuencias econdémicas, la Evaluacion Externa de Calidad persigue un fin
educativo tendiente a lograr la armonizacién de los laboratorios para una mejora global de
la red de laboratorios.

En relacion a los objetivos, y si bien como se menciond anteriormente el objetivo principal de la
Evaluacion Externa de Calidad es establecer la exactitud, a través de la misma se persiguen tam-
bién objetivos generales, comunes a cualquier tipo de laboratorio, y objetivos especificos, propios
de los laboratorios de Pesquisa Neonatal (16), los cuales se detallan en la Tabla 19.
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Tabla 19. Objetivos de la Evaluacion Externa de Calidad

Objetivos generales

e Establecer la exactitud
e Determinar el desempefio de los laboratorios participantes
e Detectar errores y establecer las posibles causas de los mismos

Objetivos especificos en Pesquisa Neonatal

e Propiciar el mejor conocimiento de las mediciones

e Lograr la correcta expresion de los resultados

e Normatizar y unificar las terminologias utilizadas en la descripcion y evaluacion
de los métodos y programas de Pesquisa Neonatal

e Asesorar a los participantes para la correcta interpretacion de los resultados
individuales y globales de la Evaluacion Externa de Calidad

e Lograr el correcto entendimiento de los conceptos estadisticos utilizados tanto
en la Evaluacién Externa de Calidad como en el Control de Calidad Interno

e Promover la implementacion de un sistema de Control de Calidad Interno

La participacion activa en Programas de Evaluacién Externa de Calidad permite realizar el
seguimiento del desempeno de los métodos utilizados en la rutina diaria, verificar su estabilidad
a largo plazo, y sacar conclusiones objetivas acerca de la comparabilidad de los resultados
reportados por los Laboratorios participantes (1).

Como regla general, siempre resulta recomendable la participacion en al menos un Progra-
ma de Evaluacion Externa de Calidad para cada analito, y preferentemente en dos, a efectos
de contar con una evaluacion mas objetiva del desempefio de los métodos en uso (16).

Las actividades de la Evaluacion Externa de Calidad son complementarias a las activi-
dades del Control de Calidad Interno, razén por la cual ambas constituyen dos piezas fun-
damentales e imprescindibles del sistema de Aseguramiento de la Calidad del laboratorio
de Pesquisa Neonatal.

A continuacién se presenta una breve descripcion de los principales aspectos que hacen al

funcionamiento de un Programa de Evaluacion Externa de Calidad.

Caracteristicas de los materiales de control

Como norma de aplicacién general, los materiales de control provistos por los Programas de
Evaluacion Externa de Calidad deben ser lo mas similar posible a las muestras de recién naci-
dos y deben cubrir todo el rango de valores clinicamente relevantes.

Por otra parte, y a efectos de poder llevar a cabo una correcta interpretaciéon de los resulta-
dos obtenidos resulta fundamental que cada laboratorio participante cuente con informacién
concreta acerca de la naturaleza y composicion de la sangre utilizada para la preparacién de

los mismos, la fuente de los analitos empleados para realizar su enriquecimiento (1), el volu-
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men de sangre empleado para obtener cada mancha, el hematocrito, el lote y marca del papel
de filtro (9), la homogeneidad y estabilidad de los mismos, y los criterios utilizados para la asig-
nacién de los valores (1,16).

De estas exigencias se deduce que cuanto mas significativas sean las diferencias entre las
caracteristicas de los calibradores y las muestras de los recién nacidos con respecto a los ma-
teriales de control provistos por los Programas de Evaluacién Externa de Calidad, entonces
mas complejo y dificultoso sera obtener conclusiones objetivas acerca del desempefio de los

métodos evaluados a través de dichos Programas.

Modalidad de participacion

Todos los materiales de control provistos por los Programas de Evaluacion Externa de Cali-
dad deben ser analizados por los operadores que habitualmente realizan las pruebas de rutina
como parte de la carga diaria de trabajo del Laboratorio (1).

Una vez realizadas las pruebas, cada Laboratorio debe informar sus resultados tanto en
forma cuali como cuantitativa al Programa de Evaluaciéon Externa de Calidad, el cual efectuara
una evaluacion estadistica con los resultados de todos los participantes.

En dicha evaluacién, y dependiendo de las caracteristicas del Programa, los resultados
cuantitativos de cada laboratorio seran comparados con respecto al valor asignado utilizando
un método de referencia, o con respecto al valor de la media o la mediana de consenso global
y/o con respecto al valor de la media o la mediana de consenso de cada método agrupado por
principio analitico, en tanto que los resultados cualitativos (interpretacién clinica) seran compa-
rados con la clasificacion realizada por el propio Programa de Evaluacién Externa de Calidad
de acuerdo a la concentracion esperable de cada analito en cada material de control (16).

A través del reporte de resultados generado por los Programas de Evaluacion Externa de
Calidad cada Laboratorio podra comparar su desempefio con el del total de los participantes y
con el de aquellos Laboratorios que emplean su mismo principio analitico, pudiendo asi obtener
informacion acerca de la confiabilidad de los métodos utilizados, del desemperio de los siste-
mas de calibracion y del cumplimiento de los objetivos especificos de calidad analitica (1).

Los errores sistematicos detectados ya sea tanto a través de la participacion en Programas
de Evaluacion Externa de Calidad, como también a través de la revisién a largo plazo del Con-
trol de Calidad Interno, frecuentemente reconocen su origen en factores tales como la presen-
cia de impurezas, asignacién errénea de valores a los calibradores, funciones de calibracién no
lineales; o reactivos contaminados, inestables o mal preparados (1).

Por ultimo se debe destacar que la simple participacidon en un Programa de Evaluacion
Externa de Calidad no es capaz de generar por si misma una mejoria en el desempefio de
un laboratorio sino que solamente a través de la implementacion de un estricto sistema de
Control de Calidad Interno sumado a la informacién recibida desde los Programas de Eva-
luacién Externa de Calidad, cuyas actividades son complementarias a las de Control de

Calidad Interno, méas las actividades de resolucién de problemas que sean ejecutadas por
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parte del propio laboratorio permitiran alcanzar la mejoria esperada en el desempeno de

los métodos analiticos (16).
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CAPITULO 7
Sistema integral de control de calidad

Introduccion

La implementacion de un Sistema Integral de Control de Calidad para un programa de Pes-

quisa Neonatal es un proceso que se sustenta en la aplicacién de una serie de conceptos muy

frecuentemente utilizados en el area de salud entre los cuales se incluyen Calidad, Control de

Calidad, Aseguramiento de la Calidad, Gestion de Calidad, Sistema de Gestiéon de Calidad y

Sistema Integral de Gestion de Calidad.

En funcién de esto, y a efectos de lograr una mejor y mas simple comprensién de los princi-

pios y fundamentos tedricos requeridos, dichos conceptos seran definidos a continuaciéon en

forma detallada.

Calidad: es el conjunto de caracteristicas de un producto o servicio que le confieren al
mismo la aptitud necesaria para satisfacer e, incluso superar, las necesidades y expec-
tativas del cliente o usuario (1,2).

Control de Calidad: es el conjunto de técnicas y actividades operativas que son utili-
zadas para cumplimentar los requerimientos de calidad (1). En otros términos se puede
decir que el Control de Calidad es la parte de la Gestiéon de Calidad orientada a exami-
nar y conocer el grado de cumplimiento de los requisitos establecidos o requeridos por
los procesos, productos o servicios del laboratorio (2), y dado que el mismo se realiza
al final de cada uno de estos procesos es de naturaleza reactiva.

Aseguramiento de la Calidad: es el conjunto de acciones planeadas y sistematicas
incluidas en el sistema de calidad, necesarias para proporcionar confianza de que se
cumplen los requisitos de calidad determinados o exigidos (1-3).

El Aseguramiento de la Calidad es también una parte de la Gestion de Calidad (2), y
dado que el mismo se aplica durante cada uno de los procesos, es de naturaleza pre-
ventiva o proactiva.

Gestion de Calidad: es el conjunto de actividades necesarias para el control, asegu-
ramiento y mejora de la calidad de acuerdo con la politica de calidad y las responsabili-

dades fijadas en el Sistema de Gestion de Calidad (2).

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS | UNLP 94



PESQUISA NEONATAL — GUSTAVO JC BORRAJO

e Sistema de Gestion de Calidad: es la estructura organizativa establecida para regir y
actualizar el conjunto de responsabilidades, procesos, acciones y recursos que exige la
Gestion de Calidad (2).

e Sistema Integral de Gestion de Calidad: es el conjunto de medios, recursos y activi-
dades del Sistema de Gestion de Calidad integrados en la organizacion, estructura y

gestion del Laboratorio (2).

De este modo, cuando el concepto de Aseguramiento de la Calidad es aplicado a un pro-
grama de Pesquisa Neonatal, “proporcionar confianza de que se cumplen las condiciones de
calidad exigidas por las necesidades del usuario” implica que el mencionado programa debe
asegurar tanto la deteccién como el tratamiento oportuno y apropiado de todos los individuos
afectados, y también garantizar el desarrollo de cada uno de ellos con sus capacidades fisicas,
psiquicas e intelectuales intactas a lo largo de toda su vida.

En consecuencia, toda vez que se hace referencia al concepto de Calidad aplicado a la
Pesquisa Neonatal -y a semejanza de lo que ocurre en practicamente todas las actividades del
area de la salud-, el mismo no debe quedar estrictamente circunscripto o limitado a la etapa
analitica del Laboratorio, sino que por el contrario debe ser mucho més amplio y abarcativo,
involucrando también a las etapas pre y post-analiticas (4-6).

Esta exigencia no resulta un hecho casual sino que, por el contrario, la misma surge como
una consecuencia directa de que la Unica forma posible de garantizar un éptimo desempefio de
cada uno de los efectores involucrados en los distintos niveles de ejecucion de un programa de
Pesquisa Neonatal es a través de la implementacién de un Sistema de Control de Calidad de
alcance integral, actividad que en definitiva redundara en una méxima eficacia y eficiencia del
sistema de pesquisa en su conjunto’3,

Por las razones antes expuestas, y a efectos de que todo programa de Pesquisa Neonatal pue-
da dar cumplimiento a las condiciones de calidad exigidas, resulta necesario que cada uno de ellos
evalule su eficacia y eficiencia en forma continua y permanente a lo largo del tiempo, ya sea tanto en
lo que se refiere a su desemperio global como también en lo que respecta al desempefio especifico
de cada uno de sus efectores, puesto que, solo de esta forma, sera posible determinar cual es la
contribucién de cada uno de ellos al cumplimiento de los objetivos generales.

En la préactica, la concrecion de estos objetivos es un proceso complejo que requiere de 3
elementos fundamentales:

a) El monitoreo permanente de la calidad del sistema por parte de los responsables del

mismo (5,7-8).
b) El esfuerzo cooperativo de todos los efectores involucrados en los distintos niveles de
ejecucion (8).

¢) Ladisponibilidad de los datos e informacién aportados por cada uno de ellos.

'3 La eficacia es un concepto que expresa la relacion entre los resultados obtenidos y los objetivos predeterminados,
mientras que la eficiencia es un concepto que expresa la relaciéon entre los resultados obtenidos y los medios utiliza-
dos para ello (2).
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Elementos a considerar en el disefio de un Sistema Integral
de Control de Calidad para Pesquisa Neonatal

El proceso de disefio y desarrollo de un Sistema Integral de Control de Calidad para Pes-
quisa Neonatal requiere definir en primera instancia quienes seran los efectores del sistema,
cuales seran sus alcances y responsabilidades, y cudles seran los indices o indicadores que
han de ser utilizados a efectos de poder cuantificar el desempefio de cada uno de ellos en for-

ma puntual, el de los diferentes niveles de ejecucion, y el del propio programa en su conjunto.

Efectores del sistema de Pesquisa Neonatal

Los efectores del sistema de Pesquisa Neonatal estan representados por el conjunto de ins-
tituciones, organizaciones, servicios 0 equipos de trabajo responsables de ejecutar las tareas
inherentes al programa de Pesquisa Neonatal en sus diferentes niveles de ejecucion. Los mis-

mos pueden ser agrupados en 4 categorias:

Centros Asistenciales

Son los encargados de ejecutar las siguientes tareas (4, 9-11):

e Instruccién, educacién y provision de informacion correcta y actualizada a los padres.

e Aseguramiento de que todos los recién nacidos son pesquisados.

o Obtencidon de consentimientos o disentimientos informados en aquellos casos en los
que los mismos sean requeridos.

o Recoleccion de muestras de sangre satisfactorias y envio de las mismas al laboratorio
de pesquisa en tiempo y forma.

o Recepcién de resultados y entrega de informes de resultados a los padres.

e Implementacion inmediata de las acciones de localizacion de aquellos neonatos con
muestras inadecuadas, incumplimiento de condiciones preanaliticas o resultados
anormales, ya sea para la toma de una segunda muestra o para su derivaciéon a un

centro de atencién especializada.

Esta categoria de efectores, a los cuales habitualmente se conoce con el nombre de
“efectores de recoleccion de muestras”, estd representada por maternidades publicas y pri-
vadas, hospitales, clinicas, sanatorios, unidades sanitarias y laboratorios de analisis clinicos,
siendo los responsables de la ejecucién de las tareas asignadas a la misma todos aquellos
integrantes del equipo de salud que se encuentran en el entorno del recién nacido en el mo-
mento del nacimiento, y también aquellas personas afectadas al cuidado del mismo durante
el periodo neonatal.

Como se desprende de los conceptos expresados anteriormente las responsabilidades

asignadas a este grupo de efectores comienzan con el nacimiento de un nifio o con el ingreso
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del mismo a un centro asistencial, y culminan una vez que se recibe y documenta el resultado
de las pruebas de pesquisa en los registros médicos del paciente (4).

En relacion al procedimiento de recoleccién de muestras resulta importante dedicarle un pa-
rrafo aparte, puesto que cada uno de los responsables a cargo de dicho procedimiento en los
diferentes centros asistenciales debe asegurar que las muestras de sangre sean colectadas de
acuerdo con las normas o recomendaciones establecidas por el propio programa y que, ade-
mas, estas muestras se ajusten a los requerimientos de calidad exigidos en cuanto a sus carac-
teristicas, uniformidad, impregnacién y volumen de sangre por mancha (6,12).

Por otra parte, estos efectores también son responsables de asegurar que los datos demo-
graficos de todos los recién nacidos sean completados de manera correcta, puesto que un
inadecuado llenado de los mismos puede conducir a dificultades y/o errores tanto en el andlisis

e interpretacion de los resultados, como en la localizacién del propio recién nacido (6-7,10).

Laboratorio de pesquisa

Es el encargado de ejecutar las siguientes tareas (4, 9-11):

o Documentacién precisa de todas las actividades que involucran muestras de sangre de
recién nacidos.

o Definicion y puesta en préactica de criterios de recoleccion de muestras.

e  Educacion de los efectores de recoleccién de muestras.

e Andlisis de muestras de sangre de todos los recién nacidos y reporte de resultados en
forma oportuna.

o Comunicacion a los centros asistenciales y al centro de atencién especializada de los
datos de todos aquellos recién nacidos que requieren su localizacion.

e Comunicacion de las directivas e indicaciones pertinentes en relacioén a la conducta a
seguir con aquellos recién nacidos que requirieron su derivacién al centro de atencién
especializada.

e Almacenamiento de datos y registros.

e Implementaciéon y documentacién de un apropiado sistema de Aseguramiento de Calidad.

e Seguimiento de la llegada de segundas muestras solicitadas por resultados anormales

0 por recoleccién inadecuada.

Esta segunda categoria de efectores esta representada por laboratorios centralizados, alta-
mente desarrollados y especializados en Pesquisa Neonatal, siendo los responsables de la
ejecucién de sus tareas el personal administrativo, técnicos de laboratorio y bioquimicos que
forman parte de la planta de recursos humanos de los mismos.

Las responsabilidades del laboratorio de pesquisa comienzan con la recepcion de las mues-
tras de sangre de los recién nacidos y culminan cuando todas las pruebas han sido completa-
das, los resultados reportados y el control de calidad documentado; los resultados anormales o
de muestras insatisfactorias han sido apropiadamente comunicados a los responsables de
ejecutar las acciones de localizacién (4); las segundas muestras solicitadas han sido recibidas,

analizadas y reportadas; y los neonatos referidos al centro de atencién especializada han con-
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currido a los mismos. Eventualmente en aquellos casos en los cuales se han completado y
agotado todas las instancias de seguimiento definidas por el programa con resultados negati-

vos, las responsabilidades culminan documentando apropiadamente las acciones realizadas.

Centro de Atencion Especializada

Es el encargado de las siguientes tareas (4, 9-11):

e Confirmacion diagnéstica en nifios con resultados anormales.

¢ Implementacion inmediata del tratamiento.

¢ Tratamiento y seguimiento a largo plazo de los neonatos afectados.

e Comunicacion de la informacién final del diagnéstico a los centros asistenciales y al
médico pediatra encargado de la atencion general del paciente.

e Evaluacion de la efectividad de las acciones terapéuticas implementadas.

e Coordinacién centralizada de las acciones de localizacién de los recién nacidos que asi
lo requieran.

e  Provisién de resultados para la evaluacién del funcionamiento del programa a largo plazo.

En general, los centros de atencion especializada estan representados por instituciones de
alta complejidad, especializadas y capacitadas para llevar a cabo el diagnostico de las enfer-
medades en cuestion, siendo los responsables de las tareas que les competen diferentes inte-
grantes del equipo de salud entre los que se incluyen bioquimicos, médicos especializados en
el manejo de las diferentes enfermedades congénitas pesquisadas, genetistas, nutricionistas,
psicélogos y asistentes sociales.

Las responsabilidades del centro de atencion especializada comienzan con la recepcion de
la comunicacion de que un recién nacido con resultados anormales en las pruebas de pesquisa
ha sido referido al mismo, y finalizan con la documentacion de que el diagnéstico ha sido con-

firmado o descartado y de que, en aquellos casos en que corresponda, esté siendo tratado (4).

Sistema de Transporte
Es el encargado de las siguientes tareas:
o Retiro de muestras de sangre de los recién nacidos en los diferentes centros asistenciales.
e Traslado y entrega de las mismas en el laboratorio de pesquisa.
e Transporte de informes de resultados y del material de trabajo necesario para la
continuidad del programa desde el laboratorio de pesquisa hacia los diferentes cen-

tros asistenciales.

Tal como ya fuera definido en el Capitulo 2, este sistema de transporte puede presentar di-
ferentes caracteristicas dependiendo de lo establecido por cada programa y, en consecuencia,
y en funcién de estas caracteristicas variaran los responsables de las tareas que le competen.

Las responsabilidades del mismo comienzan cuando las muestras de sangre correspondien-
tes a un determinado centro asistencial fueron recepcionadas para su transporte y culminan

una vez que las mismas han sido entregadas en el laboratorio de pesquisa.
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Indicadores de desempeiio

En términos generales los indices o indicadores de desempefo pueden ser definidos
como informacién seleccionada y asociada a un fendmeno determinado, destinada a ob-
servar periédicamente la evolucién de dicho fenémeno con respecto a objetivos periddica-
mente establecidos (13).

A través de estos indicadores es posible conocer el nivel de calidad inicial de un proceso, fijar
los objetivos de un modo cuantitativo, medir la eficacia de las soluciones adoptadas, monitorear la
evolucion de los resultados conseguidos, verificar si se han podido alcanzar los objetivos plan-
teados vy, en caso de que los resultados sean satisfactorios, incorporar las soluciones antes men-
cionadas al Sistema de Gestién de Calidad y monitorear las mismas a lo largo del tiempo (13).

A los fines practicos, resulta una condicién necesaria que los indicadores de desempero
presenten las siguientes caracteristicas (13):

a) simples en cuanto a la factibilidad de recoleccion de datos, elaboracién, célculo y

comprension.

b) aceptables y creibles.

c) pertinentes y especificos, es decir capaces de ofrecer un dato cuantitativo que refleje
claramente la evidencia que se pretende controlar y Unicamente para la variable que se
esta evaluando.

d) reproducibles, esto es que sean capaces de reproducir a lo largo del tiempo, los valores
de una medida realizada en condiciones idénticas.

e) fiables, veraces y precisos.

Indicadores de desempefio de un programa de Pesquisa Neonatal
La implementacion de un Sistema Integral de Control de Calidad para un programa de Pes-
quisa Neonatal es un proceso que requiere no solamente la selecciéon de indicadores apropiados
que reflejen de manera cierta y objetiva el funcionamiento del mismo, sino también el disefio de
un plan adecuado de Aseguramiento de la Calidad y la confeccién de un Manual de Calidad.
Hablando especificamente de los diferentes indicadores de desempefio a utilizar, la mayor
parte de ellos, excepto aquellos que estiman la eficiencia del tratamiento y del seguimiento a
largo plazo, pueden ser determinados a partir de la informacion de cada recién nacido y de los
resultados de los analisis correspondientes que se encuentran disponibles en el laboratorio de
Pesquisa. De este modo, y de acuerdo al tipo de informacion que ofrece cada uno de ellos, los
diferentes indicadores pueden ser clasificados en al menos 6 categorias, las cuales se descri-
ben a continuacién:
e Indicadores que estiman la cobertura:
- Numero de recién nacidos evaluados.
- Numero de nacidos vivos.
- Tasa de cobertura: [(NUumero de recién nacidos evaluados/Numero de nacidos

vivos) x 100].
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e Indicadores que estiman el cumplimiento del marco de tiempo optimo establecido

para cada etapa:

Edad de recoleccion de muestras: [Fecha de toma de muestra — Fecha de na-
cimiento].

Tiempo de transito de las muestras al laboratorio: [Fecha de ingreso al labora-
torio — Fecha de toma de muestral.

Frecuencia de envios de muestras al laboratorio.

Tiempo de andlisis: [Fecha de andlisis — Fecha de ingreso al laboratorio].

Edad de primera consulta al centro de atencion especializada: [Fecha de con-
sulta — Fecha de nacimiento].

Edad de diagndéstico e inicio de tratamiento: [Fecha de inicio de tratamiento — Fe-

cha de nacimiento].

e Indicadores que estiman la calidad de las muestras:

Numero y porcentaje de muestras satisfactorias.

Numero y porcentaje de muestras insatisfactorias.

Con respecto a éste ultimo indice, el mismo resulta de la evaluacion de diver-

s0s aspectos inherentes a las muestras de sangre, razén por la cual es habi-

tual que el mismo sea desglosado en los diferentes componentes que contribu-
yen al mismo, a saber:

a) Porcentaje de muestras con llenado incompleto de datos demograficos.

b) Porcentaje de muestras con calidad inapropiada de recoleccién: volumen, uni-
formidad, grado de impregnacion del papel, hemdlisis, presencia de coagulos,
exposicion a agentes potencialmente interferentes, secado, etc.

c) Porcentaje de muestras que no cumplen con las condiciones preanaliticas de
recoleccion establecidas: tiempos minimos y maximos recomendados de re-
coleccién, tiempo minimo de ingesta de leche previo a la toma de muestras,

administracién de corticoides, etc.

e Indicadores que estiman la eficiencia del sistema de deteccion:

Prevalencia de cada una de las patologias pesquisadas.
Tasa de falsos negativos.

Sensibilidad.

Tasa de falsos positivos.

Especificidad.

Tasa de recitacion.

Valor predictivo positivo.

e Indicadores que estiman la eficiencia de las acciones de seguimiento en el cor-

to plazo:

Numero de segundas muestras solicitadas segun analito y causa (ya sea por re-

coleccién inadecuada, incumplimiento de condiciones preanaliticas o por resul-

tados anormales).
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- Numero de segundas muestras recibidas con sus respectivos tiempos de recolec-
cién, transito y analisis.

- Numero de recién nacidos derivados al centro de atencidn especializada para con-
firmar o descartar el diagndstico.

- Numero de recién nacidos que concurren al centro de atencidn especializada.

e Indicadores que estiman la eficiencia del tratamiento y seguimiento a largo plazo:

- Indicadores de morbilidad especificos para cada enfermedad: coeficiente de desa-
rrollo/coeficiente intelectual, nimero y duracion de las hospitalizaciones, porcentaje
con complicaciones especificas, etc.

- Indicadores de cumplimiento del tratamiento: adherencia a los monitoreos de labora-
torio, adherencia a las consultas preestablecidas por el centro responsable del tra-
tamiento y seguimiento, registros de dietas.

- Indicadores de resultados a largo plazo y funcionalidad: escolaridad alcanzada, em-

pleo, adaptacién psicosocial, posibilidades de éxito reproductivo (4,8).

Como conclusion, la implementacion de un Sistema de Gestion de Calidad para un progra-
ma de Pesquisa Neonatal va a permitir detectar el tipo y la magnitud de los errores que se es-
tan cometiendo, detectar aquellos efectores que requieren asistencia, establecer el impacto de
las acciones educativas y de asesoramiento, optimizar el desempenfo de los distintos efectores

y maximizar la eficacia y eficiencia del programa en su conjunto.
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