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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

Guia de Procedimiento para Determinacion de Aminoacidos y
Acilcarnitinas por Espectrometria de Masas en Tandem
para Tamizaje neonatal ampliado.

Determinacién de Aminodacidos y Acilcarnitinas por espectrometria de masas
en tandem (MS/MS) para tamizaje neonatal ampliado.

Documentar los procedimientos técnicos, preanaliticos, analiticos y
postanaliticos en la determinacién de aminoacidos y acilcarnitinas en el
tamizaje neonatal ampliado.

Estandarizar procedimiento para Tamizaje Neonatal ampliado, para
determinaciones de aminoacidos y acilcarnitinas.

b.1 Estandarizar el procedimiento para la determinaciéon de aminoacidos
en sangre seca en papel de filtro por espectrometria de masas en tdndem
para el tamizaje neonatal ampliados (errores innatos del metabolismo).
b.2 Estandarizar el procedimiento para la determinacion de acilcarnitinas
en sangre seca en papel de filtro por espectrometria de masas en tdndem
para el tamizaje neonatal ampliados (errores innatos del metabolismo).

El presente procedimiento sera aplicado por el area de Bioquimica
Especializada del Instituto Nacional del Nifio - San Borja.

Tamizaje Neonatal de Aminoacidos y Acilcarnitinas.
Cédigo CPT: 80099.01
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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

VI. Consideraciones Generales

a. Definiciones Operativas

1. Definicion del Procedimiento
Medicidn cuantitativa de la presencia de aminoacidos y acilcarnitinas en
muestras de sangre seca neonatal, empleando técnica de espectrometria de
masas en tandem.

2. Consentimiento Informado
Ver Anexo N° 01

b. Conceptos Basicos

» Acilcarnitinas: Las carnitinas son derivados de aminodacidos que tienen un
rol central en el transporte de la energia a partir del metabolismo de los
acidos grasos. Al unirse a determinada molécula lllamada AcilCoA se
forman las acilcarnitinas. Ante la deficiencia de un grupo de enzimas
encargadas de dividir la acilcarnitina, ése compuesto se acumula,
aumentando sus niveles y dafiando entre otros, tejidos musculares y del
sistema nervioso.

» Aminoacidos: Son la unidad minima bioquimica que forman las proteinas.
Existen alrededor de 20 en el humano y de ellos, se consideran 10
esenciales, es decir, deben ser consumidos debido a que no es posible
sintetizarlos. En la determinaciéon de éstos en sangre seca neonatal, se
intenta cuantificar su presencia y descartar valores altos cuya acumulacién
podria conducir a dafos neuroldgicos irreversibles.

» Errores innatos del metabolismo: Grupo de enfermedades de baja
frecuencia, pero cuyas consecuencias de no ser detectadas acarrean
lesiones irreversibles, sobretodo en el area neuroldgica. Las causas son
variadas y generalmente asociadas a déficits congénitos o innatos que
afectan una serie de procesos quimicos, todos ellos relacionados a procesos
metabdlicos.

» Espectrometria de masas: Técnica de laboratorio muy sensible que permite
detectar e identificar pequefias moléculas dentro de una sustancia o
muestra, valiéndose de la masa y carga eléctrica inherentes y especificos de
cada una de estas moléculas. En el caso presente, la técnica permite
cuantificar y separar los distintos aminoacidos y acilcarnitinas cuyas
representaciones en forma de picos (espectrograma) es caracteristico de
cada uno de ellos.

» Tamizaje neonatal: Procedimiento de evaluacion y deteccion de trastornos
congénitos (entre ellos los errores innatos del metabolismo) que pueden
causar dafos irreversibles o incluso mortales.

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

» Se practica utilizando sangre de recién nacidos, obtenida del talon y

depositada en forma de gotas en circulos disefiados en tarjetas

acondicionadas para este fin. Lo usual es realizar la toma de muestra

posterior al inicio de la lactancia materna y el nimero de analitos a
detectar hara la diferencia entre un tamizaje basico (4 a 5 analitos) y otro
ampliado, cuya capacidad de analisis sobrepasa la detecciéon de mas de 20
patologias asociadas.

c. Requerimientos Basicos

Recursos Humanos

>

>

Médico patdlogo Clinico capacitado y entrenado en técnicas de
espectrometria de Masa.

Quimico especialista capacitado y entrenado en Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y Espectrometria de Masas
(EM)

Técnico de Laboratorio capacitado y entrenado en
procedimientos de Toma de Muestra en Tamizaje Neonatal.

Equipos Biomédicos.

VVVVVVVVY VVVVVVVYVYY

Espectrémetro de Masa en tandem (3200Q Trap).

Software de calculo.

Sistema de HPLC:

Desgasificador de alto rendimiento 1260 Infinity.

Bomba Binaria 1260 infinity .

Inyector automatico de alto rendimiento 1260 Infinity.
Compartimento de columna termostatizado 1290 Infinity.
Bandeja de Solventes.

Perforador Automatico Hudson para puncionar la muestra (3 mm
diametro).

Balanza Analitica de alta precision.

Un agitador de placas para la extraccion de la muestra 20-600rpm.
Refrigeradora de Reactivos de 2-8°C.

Conservadora de -20°C.

Rotador digital 20-250 rpm.

Vortex.

Pipeta Automatica.

Computadora.

Impresora.

Fecha: Marzo 2019
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Materiales Médicos no Fungibles.

Rodillo de cierre de goma para sellar las placas con las laminas.
Pipeta Volumétrica de 5 ml.

Micropipetas automatica de 100 pl.

Puntas de pipeta (Tips) con filtro.

Matraz aforado (fiola) de 25 ml.

Botellas de Solvente de 1L.

Botellas de Solvente de 500 ml .

Botellas de Solvente de 250 ml.

Botellas de Solvente de 1L dmbar.

Crondémetro

VVVVVYVYVVYVYYY

Materiales Médicos Fungibles.

» Plumon marcador indeleble, resistente al agua.
» Plumoén indeleble resistente a -20°C.
» Papel absorbente.

Medicamentos.

» Etanol Absoluto.
» Agua HPLC.

» Metanol HPLC.

» Etanol al 70%.

» Isopropanol.

» Acetonitrilo.

> Parafilm.

» Papel de aluminio.

VII. Consideraciones Especificas

a. Descripcion detallada del Proceso o Procedimiento:

Sistema LC-MS/MS

1. Equipamiento y parametros del equipo de HPLC para el andlisis de los
aminoacidos, acilcarnitinas y carnitina libre se precisa un sistema con
bomba de HPLC, un inyector y un espectrémetro de masas en tandem
con la suficiente sensibilidad. Es necesario mantener la fase movil
cerrada o tapada también durante el funcionamiento. No se requiere
ni columna HPLC, ni horno para columnas. Para acoplar el equipo
HPLC con el sistema MS/MS se requiere un Restrictor Capillary
(capilar restrictor) con un prefiltro PEEK.

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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Ajustes del equipo:

e Auto-inyector: Volumen de inyeccion 10 pl

e Duracion del analisis: 1,7 min
e Gradiente de flujo: de 20 a 600 pul/min

e Fluido de limpieza de la aguja del inyector: Rinsing Solution
(solucion de enjuague)

Gradiente:

e El gradiente debera ajustarse, eventualmente, debido a los
diferentes voliumenes muertos de los sistemas de HPLC. Por eso,
el gradiente indicado debe tomarse como base para la
optimizacion.

e Hay que situar la ventana temporal de medicion del sistema MS
en tandem durante el intervalo temporal en el que las
intensidades de sefal alcanzan el nivel maximo (aprox. 0,25 a

1,25 min).
Tiempo (min) 0 0,24 0,25 1,24 1,25 1,50 1,51
Flujo (ul/min 200 200 20 20 600 200 200

Si el sistema de HPLC no puede mantener un flujo constante de 20
ul/min, se puede trabajar entonces de forma isocratica a 100-150
pl/min. Sin embargo, hay que tener en cuenta que con el método

isocratico la sensibilidad sera menor.

100+

o

TIC
1.95e6

oo | oao | os0 0 oao 100 A

T T
20 1

a0

T T
1.60

T Time

Figura 1: Cromatograma con una gradiente de flujo
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2. Medicion MS/MS
2.1. Principio del proceso de medicion:

Las moléculas son analizadas en el espectrémetro de masas
mediante la relacién masa-carga (m/z). Para ello hay que ionizar
primero las moléculas. El uso de la ionizacién por electrospray
en la técnica LC-MS ha demostrado ser un método especialmente
suave para generar iones moleculares. La espectrometria de
masas en tandem utiliza dos espectrometros de masas
conectados consecutivamente. En el primero (MS 1), los iones
son separados segun la relacién masa-carga. A continuacion, los
iones llegan a una celda de colisién en la que son fragmentados
mediante la colisién comun gas inerte (argén o nitrégeno). En el
segundo espectrometro (MS 2) se vuelven a analizar los
fragmentos caracterizados seglin su relacion masa-carga. En la
técnica MS/MS se contemplan varios tipos de medicion segin el
patrén de fragmentacion como el neutral loss scan, parent ion
scan y MRM, este ultimo se utiliza en este manual de
procedimiento.

Multiple Reaction Monitoring (MRM):

En el modo MRM ambos espectrometros estdn ajustados
estaticamente a una masa determinada. MS 1 selecciona
Unicamente el i6n molecular, mientras que los iones de diferente
masa son suprimidos. El i6n molecular se fragmenta a
continuacién en la celda de colision y el fragmento caracteristico
es detectado por MS 2. El modo MRM garantiza la mayor
selectividad, junto con wuna alta sensibilidad. Por ello
recomendamos cuantificarlos aminoacidos y también las
acilcarnitinas en modo MRM.

3. Funcionamiento

3.1. Antes de iniciar la serie de analisis
e Antes de iniciar una secuencia de analisis, las bombas de
vacio del sistema
e LC- MS/MS deben llevar 8 horas en funcionamiento.

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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e 2. A continuacioén, hay que lavar el equipo con unos 10 ml
de fase movil, con una velocidad de flujo de 200 pl/min.

e Después, inyectar varias veces los dos controles
procesados hasta que dos cromatogramas por cada uno de
los controles sean casi idénticos en sus valores de
concentracion e intensidades de sefial.

e Posterior a lo descrito, se puede iniciar los analisis por el
personal capacitado.

3.2. Pausas en el funcionamiento

Durante las pausas en el funcionamiento se puede apagar la
bomba de HPLC, dejando que la fase movil permanezca en el
sistema de HPLC. Es imposible que se produzca una
cristalizacion salina en las guarniciones del émbolo de la
bomba de HPLC. Las bombas de vacio del sistema LC-MS/MS
deberian estar constantemente en funcionamiento. Para
proteger la fuente de ionizacién y el multiplicador, el sistema
MS/MS debe conectarse en modo Standby.

4. Transferencia de masas de los analitos y del estandar interno
Las siguientes tablas contienen las transiciones recomendadas y

modos de medicién de los analitos y de los estandares internos
marcados isotépicamente.

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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Aminoacidos:
Sustancia Modo de medicién Transicién
Alanina MRM 90 > 44
Alanina-D4 MRM 94 > 48
Arginina MRM 175> 70
Arginina-D7 MRM 182>77
Acido aspartico MRM 134> 116
Acido aspartico -D3 MRM 137> 119
Citrulina MRM 176> 113
Citrulina -D2 MRM 178> 115
Acido glutémico MRM 148 > 130
Acido glutémico -D5 MRM 153> 135
Glicina MRM 76 = 30
Glicina -"*C2-"°N MRM 79> 32
Lleucina MRM 132 = 86
Leucina-D3 MRM 135> 89
Metionina MRM 150> 133
Metionina -D3 MRM 153> 136
Ornitina MRM 133>70
Ornitina -Dé MRM 139> 76
Fenilalanina MRM 166 > 120
Fenilalanina -D5 MRM 171> 125
Prolina MRM 116 > 70
Prolina-D7 MRM 123> 77
Tirosina MRM 182 > 136
Tirosina -D4 MRM 186 > 140
Valina MRM 118 > 72
Valina-D8 MRM 126 > 80

Las masas indicadas deben tomarse como punto de partida para la
optimizacién. La situacion exacta del maximo de la sefial varia
ligeramente en cada sistema MS, y debe determinarse con exactitud
dentro del marco de la afinacién de la maquina (por lo menos en un
decimal). Para ello se puede emplear el Tuning Mix , que contiene
todos los analitos y estandares internos.

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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Acilcarnitinas y carnitina libre:

Sustancia Modo de medicién Transicién
Carnitina MRM 162 > 85
Carnitina-D9 MRM 171 > 85
C2-Carnitina MRM 204 > 85
C2-Carnitina-D3 MRM 207 > 85
C3-Carnitina MRM 218 > 85
C3-Carnitina-D3 MRM 221 > 85
C4-Carnitina MRM 232 > 85
CA-Carnitina-D3 MRM 235> 85
C5-Carnitina MRM 246 > 85
C5-Carnitina-D? MRM 255> 85
C5DC-Carnitina MRM 276 > 85
C5DC-Carnitina-Dé MRM 282 > 85
C6-Carnitina MRM 260 > 85
Cé6-Carnitina-D3 MRM 263 > 85
C8-Carnitina MRM 288 > 85
C8-Carnitina-D3 MRM 291 > 85
C10-Carnitina MRM 316 > 85
C10-Carnitina-D3 MRM 319 > 85
C12-Carnitina MRM 344 > 85
C12-Carnitina-D3 MRM 347 > 85
C14-Carnitina MRM 372 > 85
C14-Carnitina-D3 MRM 375> 85
C16-Carnitina MRM 400 > 85
C16-Carnitina-D3 MRM 403 > 85
C18-Carnitina MRM 428 > 85
C18-Carnitina-D3 MRM 431 > 85

La cuantificacion de los analitos se realiza mediante la comparacion
de la intensidad de las sefiales con el correspondiente estandar
interno marcado isotépicamente. Ademads, este kit de reactivos
permite el analisis de numerosas acilcarnitinas, interesante desde el
punto de vista diagnoéstico, para las que actualmente no existen
estandares internos marcados isotOpicamente. Las acilcarnitinas que
poseen la misma longitud de cadena presentan factores de respuesta
casi idénticos. Cuantificar estos marcadores de enfermedad con los
estandares deuterados de la misma longitud de cadena, cabe sefialar
que el kit de reactivos estd validado para aquellos analitos que van
acompafiados por un estandar interno deuterado idéntico (ver
tabla).

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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La tabla siguiente contiene mas acilcarnitinas, sus transiciones y los
estandares internos marcados isotopicamente recomendados. Estos
datos son una recomendacién basada en la practica diaria de varios
laboratorios de tamizaje (3) . El kit de reactivos no ha sido validado
para estos analitos.

Acilcarnitinas sin estandares explicitos:

Sustancia Transicién Estandar interno recomendado
C3DC-Carnifina 248 > 85 C3-Camitina-D3
C40H-Carnitina 248> 85 C4-Camitina-D3
C4DC-Carnifina 262> 85 C4-Camitina-D3
C5:1-Camiting 244 > 85 C5-Carnitina-D9
C50H-Carnitina 262> 85 C5-Camitina-D9
C8:1-Carnitina 286 > 85 C8-Carnitina-D3
C10:1-Carnitina 314 > 85 C10-Carnitina-D3
C14:2-Camnitina 368 > 85 Cl4-Carnitina-D3
C14:1-Carnitina 370> 85 Cl4-Carnitina-D3
C140H-Carnitina 388 > 85 C14-Carnitina-D3
C16:1-Carnitina 398> 85 C16-CarnitinaD3
C16:10H-Camitina 414> 85 C16-Carnitina-D3
C160H-Carnifina 416> 85 C16-Carnitina-D3
C18:1-Carnitina 426 > 85 C18-CarnitinaD3
C18:20H-Camitina 440> 85 C18-Carnitina-D3
C18:10H-Camitina 442 > 85 C18-Carnitina-D3
C180H-Carnitina 444 > 85 C18-Carnitina-D3

5. Preparacion de la muestra
5.1. Obtenciony conservacion de muestras de pacientes

El momento de extraccion de sangre para el tamizaje neonatal
ampliado debe situarse entre las 48 y 72 horas de vida.
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5.2.

La sangre total se deja gotear y secar sobre una tarjeta de papel
filtrante aprobado por la FDA o similar (por ejemplo tipo
Whatman 903).

La muestra de sangre debe extraerse del talén del recién
nacido. No se puede usar sangre con EDTA o con heparina, ya
que entonces no se puede descartar la apariciéon de falsos
negativos o falsos positivos en los resultados de la prueba.
Después de la extraccion la sangre debe secar por al menos 4
horas a temperatura ambiente sobre una superficie horizontal,
seca y no absorbente.

Las tarjetas de papel de filtro secas se envian a laboratorio a las
siguientes 24 horas. Las muestras de sangre seca se conservan
estables a temperatura ambiente (+20 a +25 °C) o refrigeradas
(+2 a +8 °C) hasta 21 dias. En caso de almacenamiento mas
prolongado, las muestras deben conservarse congeladas y
protegidas frente a la humedad a temperaturas de menos de -
18 °C. Evite temperaturas de mas de 37 °C debido que puede
provocar la reducciéon de la concentracion de algunos
aminoacidos.

Reconstitucion del estandar interno

El estandar interno sirve como calibrador de cada muestra
individual. Es trazable a patrones de sustancias puras marcadas
isotopicamente obtenidas con certificado. El estdndar interno
se afiade, tras su reconstitucion, en cantidades definidas a cada
muestra y es sometido a todo el proceso de preparacion de
muestras.

1. El estandar interno liofilizado se reconstituye con
exactamente 25 ml de Extraccion Buffer.

2. Para ello es necesario abrir un frasco de estandar interno y
disolver el contenido en 5 ml de Extraccion Buffer.

3. Dejar reposar unos 5 min. a temperatura ambiente, agitando
ocasionalmente el frasco. Introducir el contenido de la
botella en un matraz aforado de 25 ml.

4. Enjuagar 2 veces mas el frasco de estandar interno con 5 ml
de Extraccion Buffer y verter en el matraz.

Fecha: Marzo 2019
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5. Llenar el matraz con Extracciéon Buffer hasta los 25 ml y
mezclar. jEvitar la luz del sol directa!

6. Las concentraciones dependen del lote de fabricacion y
deben consultarse en la hoja de informacién del estandar
interno correspondiente.

Estabilidad del estandar interno reconstituido: es estable hasta

3 semanas, si se protege de la luz, se cierra herméticamente y

se almacena en frio (+2 hasta +8 °C).

5.3. Manipulacion de los controles de sangre seca

1. Los controles de Dried Blood Spot Level I y Level II, son
sometidos a los mismos procesos de preparacién de
muestras que las muestras de los pacientes. Con ellos se
controla la exactitud y la precision del sistema.

2. Una vez abierto el embalaje del material de control, verificar
el indicador de humedad. Se debe controlar el nivel de
humedad cada vez que se abre el embalaje. Si el indicador de
humedad cambia su color de azul a rosado al 50 % de nivel,
entonces hay que regenerar el desecante calentandolo
durante 4 horas a 60 °C.

3. El embalaje debe abrirse cuando los controles congelados se
hayan calentado a temperatura ambiente, para protegerlo
del agua de condensaciéon. Hay que introducir el material de
control sobrante en el embalaje al terminar de usarlo, cerrar
la cremallera y almacenarlo a temperaturas de menos de -18
°C.

4. El embalaje esta provisto de un indicador de temperatura, la
coloracién irreversible del indicador de blanco al negro
indica que se ha alcanzado la temperatura correspondiente.

5. Evitar temperaturas de mas de 37 °C. Esto puede provocar la
reduccion de la concentracion de algunos analitos
(aminoacidos). Evitar la luz del sol directa sobre los
controles.

Las concentraciones dependen del lote de fabricacion, por tanto

debe consultarse en la hoja de informacién del control

correspondiente.
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5.4. Proceso de preparacion de muestras
5.4.1. Preparacion de muestras sin placa filtrante

e Punzonado de la muestra:
Recortar el punto de sangre seca de la tarjeta con un
didmetro de 3 mm sobre una placa de pocillos.

e Extraccion:
Afiadir 100 pl del estandar interno reconstituido.
Cubrir la placa con una ldmina protectora y agitar
durante 20 min a temperatura ambiente a 600 rpm.

e Trasvase:
Retirar la lamina de la placa y pasar la fraccién
sobrenadante a una nueva placa. Sellar la placa con
una lamina adhesiva perforable.

¢ Inyeccion:
Inyectar 10 pl del eluato en el sistema de LC-MS/MS.

e Control de calidad:
En cada serie de andlisis se deberian realizar
controles para documentar la  precision y la
exactitud.

5.4.2. Estabilidad de las muestras preparadas

Los eluatos/muestras procesadas se conservan hasta 10
dias a temperatura ambiente (+20 °C hasta +25°C) o en
el refrigeracion (+2 hasta +8 °C) (en recipientes
herméticos y protegidos de la luz).

6. Registro de datos y calculo

El estandar interno sirve como calibrador individual para cada
muestra, de forma que los efectos de matriz se reduzcan a un
minimo. Proceder a afiadir a la muestra (control, muestra del
paciente) una cantidad definida del estandar interno. Las
concentraciones de los compuestos marcados isotépicamente en el
estdndar interno dependen del lote de fabricacién, por tanto se
consultara de la hoja de informacion del lote que este en uso.

Para poder cuantificar la muestra se requiere el volumen de sangre
empleada. El volumen de sangre que hay en un disco de papel

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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filtrante depende del didametro punzonado, del hematocrito de la
muestra y del material del papel filtrante. El didmetro que utilizamos
es de 3 mm de punzonado, un hematocrito de 0,35 a 0,45 y un papel
filtrante de la marca Whatman 903, el volumen medio de sangre es
de 3,1 ul. Dado que el volumen varia en cada muestra, este tamizaje
es un proceso de andlisis semicuantitativo. Por ello, para confirmar
resultados de tamizaje positivos se debe realizar pruebas de
laboratorio adicionales.

Antes de analizar muestras de pacientes hay que realizar ciclos de
prueba. Para ello, se inyecta varias veces una alicuota de los
controles procesados, hasta que dos espectros de masas
consecutivos sean casi idénticos en sus valores de concentracion e
intensidades de sefial. Dependiendo del software, se necesitaran la
concentracion del estdndar interno y el volumen de sangre o las
concentraciones del estandar interno referidas a la muestra.

En el cuadro de calculo, introducir las concentraciones
correspondientes del estandar interno:

Aminoacidos:
Concentracién Concentracién referida a la muestra
Internal Standard para 100 pl 15/3,1 pl de sangre
(pmol/I) (pmol/I)
CO-Carnitina-D9 ver hoja informativa ver hoja informafiva

C2-Carnitina-D3 - 9.
C3-Carnitina-D3 - S
C4-Carnitina-D3 o =92
C5-Carnitina-D9 575 =92
C5DC-Carnitina-Dé - =92
Cé-Carnitina-D3 - =92
C8-Carnitina-D3 - 29
C10-Carnifina-D3 - 9.
C12-Carnifina-D3 - 9.
C14-Carnitina-D3 o =92
C16-Carnitina-D3 o =92
C18-Carnitina-D3 - =92

Codigo: GP-010/INSN-SB/USDXT-
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Acilcarnitinas y carnitina libre:

Concentracion Concentracién referida a la muestra
Internal Standard para 100 pl IS/3,1 pl de sangre
(pmol/l) (pmol/1)

CO-Camifina-D9 ver hoja informativa ver hoja informativa
C2-CamitinaD3 - 5
C3-Camitina-D3 == )
C4-Carmitina-D3 Wt S
C5-Camitina-D9 =7 5
C5DC-Carnitina-D6 == )
C6-Carmitina-D3 Wt S
C8-Carmitina-D3 - S
C10Carnitina-D3 - S
C12-CamnitinaD3 - e
C14-Carnitina-D3 - S
C16Carnitina-D3 - S
C18-CamnitinaD3 - e

El calculo de las concentraciones de los analitos en las muestras se
calcula de acuerdo al siguiente principio:

— Intensidad de sefial de la sustancia A en el espectro de la muestra
=Amuestra

— Intensidad de sefial del estandar interno en el espectro de la
muestra =El muestra

— Concentracion C del estandar interno referida a la muestra =
Cestandar

La concentraciéon del C analito , en la muestra se calcula de la

siguiente forma:

Canalito, muestra (umol/l)=_Amuestra x CEstandar
IS Muestra

Cada laboratorio de tamizaje debe establecer sus propios valores de
corte en un estudio piloto.

En el anexo 2 se indica los factores de conversién entre
concentraciones en masa y concentraciones molares, y a la inversa.
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7. Interferencias conocidas

a. Laisoleucina interfiere con la leucina. La concentracién medida
en la muestraes una suma de ambos compuestos.

b. La hidroxiprolina interfiere con la leucina. Los valores
normales de hidroxiprolina son despreciables frente a los de la
leucina. Por ello, en las mediciones de rutina la hidroxiprolina
no deberia ocasionar niveles de leucina falsamente elevados.

c. La metioninsulfona interfiere con la tirosina. La
metioninsulfona es un producto de la descomposicién de la
metionina. El nivel normal de metionina en recién nacidos
alrededor de los 20 pmol/l. Las concentraciones de
metioninsulfona se deberian hallar en este rango como
maximo. El nivel patolégico de la tirosina es de
aproximadamente 300 pmol/l. Por ello, en las mediciones de
rutina la metioninsulfona no deberia contribuir en exceso a
obtener niveles de tirosina falsamente elevados.

d. El metionin-sulféxido interfiere con la tirosina y la fenilalanina.
El metionin-sulféxido es un producto de la oxidaci6on de la
metionina. El nivel normal de metionina en recién nacidos
ronda los 20 pmol/l. Las concentraciones de metionin-
sulféxido se deberian hallar en este rango como maximo. El
nivel patologico de la tirosina y fenilalanina es de
aproximadamente 100-300 pmol/l. Por ello, en las mediciones
de rutina el metionin-sulféxido no deberia contribuir en exceso
a obtener niveles falsamente elevados.

e. La asparagina interfiere con la ornitina. Los niveles normales
de asparagina en recién nacidos alcanzan un maximo de 140
umol/l. Es necesaria una concentracién de asparagina de mas
de 300 pmol/l para provocar un aumento del 20% en Ila
concentraciéon de ornitina. Por ello, en las mediciones de rutina
la asparagina no deberia ocasionar niveles de ornitina
falsamente elevados

f.  La sarcosina interfiere con la alanina. Los valores normales de
sarcosina son despreciables frente a los de la alanina. Por ello,
en las mediciones de rutina la sarcosina no deberia ocasionar
concentraciones falsamente elevadas. La creatina, un
suplemento alimenticio para el desarrollo muscular, interfiere
con la alanina y la leucina.
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g. 4-aminoantipirina, un metabolito del analgésico Metamizol (p.
ej. Novalgina®), interfiere con C2- carnitina.

h. Las acilcarnitinas isobaras con fragmentaciéon idéntica se
calculan como una suma. Aqui corresponden los siguientes
pares de acilcarnitinas: C3DC/C40H; C4DC/C50H; C5DC/C60H
etc.

i.  Los aditivos en recipientes de plastico (placas, laminas) que son
usados en la preparacion de muestras pueden interferir
considerablemente con algunas acilcarnitinas y arrojar asi
falsos positivos entre los resultados. Por este motivo, este kit de
reactivos contiene todos los reactivos y recipientes de
preparacion de muestras necesarios para realizar una analitica
libre de interferencias.

j.  En aquellos pacientes que reciben alimentacién parenteral, en
la que la tirosina es sustituida por acetiltirosina, la
concentracion de tirosina puede ser baja. Esto puede elevar el
cociente Phe/Tyr, aparentando ser una fenilcetonuria, aunque
la concentracién de fenilalanina esté dentro de un rango
normal.

k. En los pacientes que han recibido tratamiento antibiético a
base de acido pivalico, la formacién de pivalilcarnitina, un
isbmero de la isovalerilcarnitina, puede provocar un aumento
de la concentracion de C5-carnitina. Esto puede llegar a
interpretarse erréneamente como una acidemia isovalérica
(IVA), aunque no haya ningun trastorno metabdlico.
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8.

Problema

Mo se pue-de genesrar BI

PBI'ﬁI 9 r{:dunl

Sefiales de interferencia

Mo hay sefales

Disminucién en la

sensibilidad

Baja intensidad de
sefial

Mo hay vacio

Mo hay gas

Localizacion y resolucion de problemas

Causa posible

Bomba de HPLC
Airs en el sistoma

La velocidad de flujo no es
constante

Sistema ds inysccién sucio
Viales dsl autcinyector sucios

Septum dsl recipisnte de mussiras
Inysctor averado
Bomba averiado

El sistema LC-MS/MS no esta liste
para su uso

Fusnts de ionas sucia
Espectrémetro de masas sucie

La valvula de inysccidn fisns

fugas

El multiphicador ssta visjo

Desplazomisnto ds masas en sl
espacirdmetro de masas

Bomba de wacio averiada
Fuga en sl sistema de vacio
Gensrador de nifrdgenc averado

Compresor averidodo
Bombona de gas vacia

La presion de entrada de gas no
estd dentro del range nominal

9. Seguridad en el Laboratorio
El personal del area debe tener un conocimiento sobre

manipulaciéon de productos

quimicos,

Solucidn

Comprobar la bomba (aire,
estanqueidad)

Desqgasificar [purgar] &l equipo de
HFLC

Comprobar la bomba
Limpiar con matancl, o inyectar
10 veces Mobils Phass

Usar viales nusves o limpiaros
con mstanocl

Utilizar ofre septum
Comprobar el inyector
Comprobar la bomba

Comprobar el sistema MS/MS

Limpiar la fuents ds ionss
Massenspektrometer reinigen

Comprobar el inyector

Cambiar el mulfiplicador
Calibracidn dsl sspectromstro
Comprobar las bambas anterior v
supsrior ds vacio

Comprobar los tubos v
conexicnes de vacic

Comprobar el generador de
nifrogeno

Comprobar el compresor
Cambiar la bombona ds gas

Eegular la presion de entrada de
gcls

se entiende por

la

las

propiedades del material y de los posibles peligros que emanan de él.
Debe tenerse presente, que pueden producirse reacciones peligrosas

inesperadas.
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Debe tomarse las medidas de seguridad necesarias en el manejo de
productos quimicos, sobre todo del material peligroso. Tener en
cuenta las indicaciones en las etiquetas sobre los riesgos y los
consejos de manipuleo segtin anexo 3.

Cuando se trate de una sustancia cuyas propiedades toxicolégicas se
desconozcan, la misma ha de ser manipulada con los cuidados
usuales para productos quimicos peligrosos.

Considerar a los controles internos de riesgo biologico debido que se
producto de un pool de sangre humana, cuyos andlisis han salido
negativos para enfermedades infecciosas (anticuerpos de VIH 1/2,
ADN de VIH, VCH y VBH (PCR), antigenos HBs, anticuerpos HBc y
ensayo TPHA). Sin embargo, no es posible descartar totalmente un
riesgo de infeccion al usar este producto. Al usar estos productos se
tienen que cumplir las mismas medidas de precauciéon que en el
manejo de muestras de pacientes potencialmente infecciosas.

El tratamiento de los residuos de la Mobile Phase, Rinsing Solution,
Extraction Buffer y Tuning Mix, asi como los restos de las muestras
extraidas, contienen solventes organicos y deben ser eliminadas
correctamente segin establezcan el manual de residuos del INSN-SB.

b. Indicaciones

1.

Indicaciones Absolutas
Detecciéon de errores innatos del metabolismo, asociado a alteraciones

cuantitativas en aminoacidos y acilcarnitinas.

Indicaciones Relativas

Todos aquellos casos en los que se requiera la deteccion y cuantificacion
de distintos aminoacidos y acilcarnitinas, para deteccion o prevencion de
complicaciones en desordenes metabodlicos, independientemente de la
edad.

Puede ser usado como tamizaje complementario al tamizaje basico.

c. Riesgos o Complicaciones Frecuentes:
Ninguna

Fecha: Marzo 2019
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d. Contraindicaciones

Ninguna.

La toma de muestra debe realizarse al menos 24-36 horas posterior al inicio
de la lactancia materna.
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XI. Anexos
ANEXO 1:

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TAMIZAJE NEONATAL
AMPLIADO

(DS.N°027-2015-SA. Reglamento de la Ley N°29414. Ley que establece los Derechos de las Personas Usuarias de los
Servicios de Salud. Ley General de Salud N° 26842 .RD N°....../20...../INSN-SB)

El proposito de esta ficha de consentimiento es proveer a usted la explicaciéon de esta prueba de
laboratorio, y autorice la realizacién de la misma a su menor hijo.

La prueba de tamizaje neonatal ampliado por espectrometria de masa en tindem permitira
tamizar enfermedades llamadas Errores Innatos del Metabolismo (EIM) o enfermedades
metabélicas hereditarias, y son patologias bioquimicas que, en la mayoria de los casos, afectan al
metabolismo de los aminoacidos, de los acidos grasos o de los acidos organicos. Quiere decir que
podremos detectar a bebés con problemas en el metabolismo de los alimentos. Estas
enfermedades no muestran sintomas al nacer, por tanto lo ideal es diagnosticarlas a temprana
edad, antes que avance y ocurra dafio cerebral entre otros. El tamizaje neonatal ampliado tiene por
objetivo la deteccién precoz de dichos errores, radicando su importancia en reducir la morbi-
mortalidad y prevenir dafos irreversibles.

Si usted accede a la autorizacion para la realizacion de la prueba a su menor hijo, se le solicitara el
permiso para que se realice la toma de muestra de sangre de talén de su menor hijo en minimas
cantidades (4 gotas aprox.). Este tipo de muestra es considerada de riesgo menor al minimo es
decir un riesgo similar al de las tomas de muestra de sangre rutinarias en recién nacidos. Estas
muestras son procesadas en el laboratorio de espectrometria de masas -Servicio de Patologia
Clinica del INSN-SB.

Las pruebas de tamizaje no son pruebas diagndsticas definitivas; en caso de obtener un resultado
positivo, los nifios deben someterse a segundas determinaciones para confirmar o descartar la
enfermedad. Es asi que puede requerirse una nueva toma; pudiendo solicitarse, ademas, una
muestra de orina.

La autorizaciéon para esta prueba es voluntaria, la informacién que se recoja sera
confidencial y se usard para fines del resultado de la prueba y realizaciéon de estudios
complementarios de requerir y en caso haya disponibilidad. Cabe sefialar que la muestra una vez
analizada sera almacenada por el periodo de un afio y posteriormente sera descartada o utilizada
para fines de investigacion sin fines de lucro.

Cualquier consulta podra acercarse al laboratorio del Servicio de Patologia Clinica del INSN-SB.
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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO

Yo , identificado (a) con DNI ( ), C.E.
( ), Pasaporte ( ) N° , en calidad de Madre (), Padre ( ), Apoderado/Tutor Legal (
) del (la) paciente , con
de edad, identificado con DNI N° , Historia Clinica N°
con el
Diagnostico
Declaro :
Que el Médico con CMP N° , ¥ RNE N° ,

me ha explicado que es conveniente/necesario, debido al diagndstico de mi familiar, la realizacion
de la prueba de tamizaje neonatal en sangre seca sobre los cuales he sido informado(a). Asi mismo
he comprendido los beneficios de la prueba de tamizaje, este tipo de muestras es considerada de
riesgo menor al minimo similar al de las tomas de muestras rutinarias, y entiendo que la custodia
de la muestra por es por 1 afio, después del cual se descartard o sera utilizado en fines de
investigacion.

Por lo tanto con la informacién completa, oportuna y sin presion; yo, voluntaria y libremente:

Doy mi Consentimiento para la realizacion de la prueba de Tamizaje neonatal ampliado por
MS/MS

San Borja, .......d€ .cooireiee del 20.......
Huella Digital
Firma del Representante Legal Firma del Médico Responsable
Nombre CMP
NO
DNIN° RNE
NO
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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO

Yo , identificado (a) con DNI ( ), C.E.
(), Pasaporte ( ) N° , en calidad de Madre (), Padre ( ), Apoderado/Tutor Legal (
) del (1a) paciente , con de
edad, identificado con DNI N° , Historia Clinica N° , de

forma libre y consciente he decidido Revocar el Consentimiento firmado en fecha
para la realizaciéon de la prueba de Tamizaje neonatal ampliado por
MS/MS y asumo las consecuencias que de ello puedan derivarse para la salud de mi representado.

San Borja, ....... d€ oo del 20.......
Huella Digital
Firma del Representante Legal Firma del Médico Responsable
Nombre CMP
NO
DNI N° RNE
NO
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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

Anexo 2: Factores de conversion

La siguiente tabla contiene los factores de conversién entre concentraciones en
masa y concentraciones molares, y a la inversa.

Aminoacidos:
Analito pmol/l en mg/| mg/l en pmol/l
Alanina x 02,0891 x 11,223
Arginina x 0, 1742 x 5,7405
Acide aspértico x 0,1331 x 7.5124
Citrulina x0,1752 x 5,7081
Acido glutamico x0,1471 x 5, 7967
Glicina x 0,0751 x 13,321
Leucina x0,1312 x F,8237
Mefionina x 0,1492 x 6, 7020
Ornitina x0,1322 x 7, 5666
Fenilalanina x0,1652 x 5,0536
Prolina x0,1151 x 8,6B858
Tirosina x0,1812 x5,5191
Valina x 0, 1172 x 8,5361

Acilcarnitinas y carnitina libre:

Analito pmel/l en mg/l mg/l en pmaol/I
CO-Carnitina x0,1612 x 6,2019
C2-Carnitina x 0,2032 x 4,9203
C3-Carnitina x0,2172 x 4,6032
CA4-Carnitina x0,2312 x 4,3245
C5-Carnitina x 0,2452 x 4,0776
C5DC-Carnitina x 0,2753 x 3,6319
Cé-Carnitina x 0,2593 x 3,8559
C8-Carnitina x 0,2874 x 3,4789
C10-Carnitina x0,3154 x 3,1701
C12-Carnitina x 0,3435 x 2,9109
C14-Carnitina x0,3715 x2,6915
C16-Carnitina x 0,3996 x 2,5023
C18-Carnitina x 00,4276 x 2,3384
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GUIA DE PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Y ACILCARNITINAS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM PARA TAMIZAJE NEONATAL AMPLIADO.

Anexo 3 : Sustancias peligrosas.

Simbolos de peligro | FrasesRy S

Mobile Phase [n® de pedido 57001, 57002)

R11-20/21/22-36

Facilmente inflamable.

Macive por inhalacién, por ingestién y en contacto con la piel.
Irrita los ojos.

51636/37
Conservar alejado de toda llema o fuente de chispas - Mo fumar.
Usense indumentaria y guonies de proteccién adecuados.

43
B
S

F IFacilmente inflomable)

Rinsing Solution (n® de pedido 57007)

R11-20/21/22-36

Facilmente inflamable.

Macivo por inhalacién, por ingestién y en contacto con la piel.
Irrita los ojos.

Xn

516-36/37
Conservar alejado de toda llema o fuente de chispas - Mo fumar.
Usar indumentaria y guantes de proteccion adecuados.

Z
8
. i

F |Facilmente inflomable)

Extraction Buffer (n® de pedido 57008)

R11-23/24/25-39/23/24/25

Facilmente inflamable.

Téxico por inhalacién, por ingestién y en contacto con la piel.

[Téxica) Téxico: peligro de efectos ireversibles muy graves por inhalacién, contacto con la
piel e ingestién.

-

57.16-36/37-45

Mantener el recipiente bien cerrado.

Conservar alejado de foda llama o fuente de chispas - Mo fumar.

F [Fécilmente inflamable) Usar indumentaria y guantes de proteccién adecuados.

En caso de accidente o malestar, acudir inmediatamente al médico (si es posible,
maosirar |a efiqueta).
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Simbolos de peligro | FrasesRy S

Tuning Mix (n® de pedido 57099)

R11-20/21/22:36
Féacilmente inflamable.
MNocive por inhalacién, por ingestién y en contacio con la piel.

n Irrita los ojos.
[Mociva)

$16-36/37

Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas - No fumar.
. Usar indumentaria y guantes de proteccién adecuados.

F |Facilmente inflamable)

Estos elementos han sido clasificados como no peligrosos acorde a la legislacién de la Unién
Eurcpea:

Internal Standard (n® de pedido 57004)
Mass(heck® Dried Blood Spot Controls [n® de pedide 0191, 0192, 0193)
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