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5. RESUMEN

La hiperplasia suprarrenal congénita incluye un grupo de trastornos congeénitos
que producen un déficit de una de las 5 enzimas que participan en la sintesis del
cortisol.'El cuadro clinico varia de acuerdo a la enzima comprometida y a la
severidad del déficit enzimatico. La incidencia de HSC varia de acuerdo a la
regidn geogréafica y caracteristicas étnicas, se considera que en México la HSC en
su forma clasica se presenta en 1 de cada 12,000 nacidos. Es detectable a través
del tamiz neonatal con la cuantificacion de la 17 OH progesterona para
enfermedades metabdlicas, su estudio se realizd por primera vez en 1973, fue
hasta el afio 1995 en que se establecid con caracter obligatorio en la NORMA
Oficial Mexicana NOM-034-SSA2-2002 para la prevencion y control de los
defectos al nacimiento. >*El tamiz neonatal en México ha sido un programa
Optimo para la deteccidon oportuna de recién nacidos portadores de alguna
patologia a consecuencia de errores innatos del metabolismo antes de que la
enfermedad se manifieste lo que ayuda a la prevencion de alguna discapacidad
fisica, mental o incluso la muerte, por lo que es indispensable la estandarizacién
de valores de referencia para la poblacibn en el estado de Michoacan.
OBJETIVO. Estandarizar un valor de referencia especifico para HSC de la
poblacién de recién nacidos en el Estado de Michoacan a través del tamizaje
neonatal con la cuantificacion de la 17 hidroxiprogesterona por
fluoroinmunoensayo competitivo. MATERIAL Y METODOS. En el Laboratorio
Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan se analizaron 48188 muestras
de sangre seca depositadas en papel filtro de septiembre del 2011 a febrero del
2013 por flouroinmunoensayo competitivo para la determinacion de la 17 a OH
progesterona, obtenidas por puncién de talén de recién nacidos provenientes de
las 8 diferentes jurisdicciones sanitarias del Estado de Michoacan como prueba
de tamizaje neonatal, con apoyo del programa SPPS Inc Pasw 18.0 con
percentiles, histogramas logaritmicos y R2, estudios confirmatorios y clinica.
RESULTADOS. En el Estado de Michoacan uno de cada 6023 recién nacidos
(1:6023 R/N), presenta alguna de las formas de Hiperplasia Suprarrenal
Congénita. Con el valor de referencia establecido (30.0 ng/ mL) para la poblacion
en el Estado de Michoacan, se logra la deteccion oportuna de casos sospechosos
y disminucién de secuelas de dicha patologia.
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6. INTRODUCCION

La hiperplasia suprarrenal congénita incluye un grupo de trastornos genéticos
que producen un déficit de una de las 5 enzimas que participan en la sintesis del
cortisol. El cuadro clinico varia de acuerdo a la enzima comprometida y a la
severidad del déficit enzimatico. Las variedades clinicas de hiperplasia
suprarrenal congénita se clasifican en formas clasicas, habitualmente las mas
severas que pueden dar caracteristicas de ambigliedad en genitales o muerte por
shock hipovolémico, y en formas no clasicas, que son generalmente leves y de
inicio tardio con pubertad precoz en varones y clitoromegalia en mujeres. Los
primeros casos de Hiperplasia Suprarrenal Congénita se describieron en 1887, su
estudio se ha profundizado desde 1950 cuando Wilkins y colaboradores
demostraron que la cortisona suprimia la excesiva produccion de andrégenos y

era (til en el tratamiento de estos enfermos.*

El tamizaje neonatal en México ha sido un programa Optimo para la deteccién
oportuna de recién nacidos portadores de alguna patologia endocrina o errores
del metabolismo antes de que la enfermedad se manifieste lo que ayuda a la
prevencion de alguna discapacidad fisica, metal o inclusive la muerte. Por lo que
es indispensable la estandarizacion de valores de referencia para la poblacién del
estado de Michoacdn que nos permita establecer de manera personalizada un

umbral detectable para un paciente sano de uno que no lo es.
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7. ANTECEDENTES

Es grandioso e impresionante, que la casi totalidad de las células de los seres
vivos comparten los mismos tipos de reacciones quimicas. La seleccion natural ha
observado a través de la evolucion biolégica las vias metabodlicas que en forma
mas eficiente permiten a los seres vivos adaptarse al entorno que los rodea. La
historia de los recién nacidos para identificar errores del metabolismo inicié con
las ideas del Médico Inglés Sir Archibald Garrod (Fig. 1) en el afio 1902, quien
sefalé la posibilidad de la herencia de defectos quimicos especificos en el

metabolismo.>®

Fig. 1 Médico Inglés Sir Archivald Garrod

Fuente: http://www.whodiscoveredit.com/who-discovered-albinism.html consultada
18 de junio del 2013 a las 13:59 horas.
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En 1961, el Dr. Robert Guthrie (Fig. 2) desarroll6 la prueba de tamiz mediante la
recoleccion de gotas de sangre en papel filtro para la deteccién de fenilcetonuria.
La prueba fue basada en un ensayo de inhibicion bacteriana, utilizando un
antimetabolito analogo de la fenilanalina. Posteriormente, el mismo principio fue
empleado para identificar otras anormalidades del metabolismo de histidina y

aminoacidos como: metionina, lectina y tirosina.>®"

Fig. 2 Dr. Robert Gutrhie

Fuente: http://www.isns-neoscreening.org/htm/guthrie_award.htm Consultada 18
de junio del 2013 a las 14:56 horas.

En el aio de 1963, Guthrie y Susi reportaron los resultados del diagnostico de
errores congénitos del metabolismo en la etapa perinatal con el uso de un método
rapido que se podria utilizar como prueba de escrutinio. A raiz de estos hallazgos,
tomé interés la implementacion de las pruebas de tamizaje neonatal. La prueba
de tamiz neonatal se inici6 en los Estados Unidos de Norteamérica ese mismo

ano.
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En el afio de 1865 en ltalia se publicé el primer caso de HSC; se trataba de una
persona con genitales aparentemente masculinos, aunque con hipospadias de
primer grado, en el que se descubrid la existencia de trompas de falopio, ovarios,
asi como un agrandamiento de ambas suprarrenales. Por ello mucho tiempo se

les denomino sindromes adrenogenitales.®

7.1 ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

Los errores innatos del metabolismo son un conjunto de enfermedades causadas
por una mutacion genética que produce una alteracion en la estructura o en la
funcion de una enzima. Los avances en los conocimientos de las bases
bioguimicas de los EIM han permitido un mayor nimero de diagnésticos y la
posibilidad de iniciar tratamientos precoces, sobre todo en la infancia.>’ Muchos
de los errores congénitos comportan consecuencias clinicas y patolégicas que
son consecuencia directa de una alteracion bioquimica especifica, pero la
importancia de estos procesos en el estudio de la biologia humana, trasciende
considerablemente en su impacto clinico. El estudio de determinados errores
congénitos del metabolismo ha sido imprescindible para definir las vias y

mecanismos bioquimicos normales.*®
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7.2 TAMIZAJE NEONATAL

El Tamiz Neonatal para la deteccién de Errores Innatos del Metabolismo (IEM) es
una medida de salud publica dirigida a identificar de manera temprana los
trastornos en el recién nacido aparentemente sano, antes de que se manifieste
una enfermedad y establecer el diagndstico oportuno de enfermedades graves o
irreversibles.'? 33 Tamiz significa “colar” o “filtrar” en una poblacién con el objeto
de separar a los individuos que presentan alguna caracteristica distinta a los
demas. Se practica en gotas de sangre capilar, usualmente obtenidas del talon y
colectadas en papel filtro especifico llamado “Tarjeta de Gutrhie”. Ha sido efectivo
para el diagnostico precoz de enfermedades que cursan con retraso mental y
otras manifestaciones graves como: Hipotiroidismo Congénito, Fenilcetonuria,

Galactosemia e Hiperplasia Suprarrenal Congénita.*?

Los métodos analiticos adaptados al estudio de sangre impregnada en papel
filtro, son susceptibles de ser afectados por factores externos que alteran los
resultados. Los problemas que ocurren con mayor frecuencia en la realizacién de
las pruebas de laboratorio se relacionan con: obtencion y conservacion de las
muestras e interferencias analiticas ocasionadas por los farmacos de las
muestras de los pacientes que permanecen en tratamiento afectan el resultado (el
laboratorio debe de conocer el tratamiento que recibe cada individuo). Es
importante la conservacion, el transporte y la distribucion de las muestras; las

variantes en este proceso son de gran valor en la calidad del ensayo analitico.
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7.3 HISTORIA DE TAMIZ EN MEXICO

El estudio para 17a-hidroxiprogesterona se encuentra disponible desde 1977.En
México, el tamiz neonatal para enfermedades metabolicas se realizé por primera
vez en 1973. Inicialmente estaba dirigido para la deteccidbn neonatal de
fenilcetonuria, galactosemia, enfermedad de orina de jarabe de maple,
homocistinuria y tirosinemia. Este programa fue cancelado en 1977, a pesar de
que se demostré su factibilidad y de que tuvo como resultado el descubrimiento y
tratamiento oportuno de varios nifios con estas enfermedades. Se establece un
nuevo programa en 1986, esta vez dirigido a la deteccion de hipotiroidismo
congeénito y fenilcetonuria. A partir de 1988, la Secretaria de Salud emitié la norma
técnica que estableci6 la prevencion del retraso mental causado por
hipotiroidismo congénito a través de la realizacién del examen de tamiz a todos
los recién nacidos, y quedo incorporada con caracter de obligatoriedad en la
Norma Oficial Mexicana en 1995 NOM-034-SSA2-2002 Para la prevencion y

control de los defectos al nacimiento. >>**
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7.4 HISTORIA DEL TAMIZ EN MICHOACAN

En 1993 inicia programa piloto en el Estado de Michoacan, tomando muestras y
enviandolas al Instituto Nacional de Pediatria (México, D.F.). En 1994 se
establece como programa de prevencion de la discapacidad causada por errores
innatos del metabolismo, para el afio de 1998 se inicia el proceso de analisis de
muestras en el Estado, en el Hospital Infantil de Morelia para la Prueba de TSH.
En el aflo 2008 inicia funciones el Laboratorio Estatal de Salud Publica,
incorporando el Laboratorio de Tamiz Neonatal como parte de su estructura (TSH)
y fue en el afio 2010 cuando se inici6 con las pruebas para deteccion de
fenilcetonuria, hiperplasia suprarrenal congénita y galactosemia Unicamente con
el financiamiento estatal, ya en el 2011 se continda con los cuatro marcadores

con financiamiento federal del CNEGySR.®

Dada la importancia del diagnostico oportuno de los IEM, para reducir la
morbilidad y prevenir la presencia de retraso mental, en la mayoria de los paises

desarrollados lleva a cabo programas de Tamizaje Neonatal.'*

p-Q.F.B. Anahi Viridiana Garcia Campos 14



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

7.5 ESTABLECIMIENTO DE VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia pueden definirse como los valores de una variable
obtenidos de un grupo de individuos en un determinado estado de salud. El
proceso de obtencién de valores de referencia incluye: 1) definicibn de la
poblacién de sujetos, 2) seleccion de sujetos, 3) obtencion, procesamiento y

evaluacién de especimenes y 4) anélisis estadistico de datos.*°
Los valores de corte nos hacen estar al tanto de riesgos de dichas evaluaciones.™

Para evitar un numero elevado de falsos positivos es necesario ajustar los niveles
de corte a las variables de edad del recién nacido, tiempo de llegada al

laboratorio, calidad de la muestra y peso al nacer.}* 1>

El punto de corte dependera de la técnica utilizada. El punto de corte de cada
laboratorio se obtiene por la evaluacion estadistica con el calculo de los
percentiles 97 (muestra menor o igual a 1000 recién nacidos tamizados) y 99
(muestra mayor a 1000 recién nacidos tamizados) de los grupos analizados. El
estudio de las muestras fue llevado a cabo mediante controles de calidad internos
del laboratorio, el cual esta adscrito a los Programas de Control y Aseguramiento
de la Calidad para tamiz neonatal del Centro de Control de Enfermedades de
Atlanta (CDC), que evalla cada cuatro y seis meses a los laboratorios
participantes y por el Programa de evaluacion externa de calidad de argentina
(PEEC).%°
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8. HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA (HSC)

La hiperplasia suprarrenal congénita es un conjunto de trastornos genéticos en
que las glandulas suprarrenales no funcionan correctamente, las glandulas
suprarrenales, ubicadas encima de cada riiion, producen hormonas esenciales
para las funciones corporales.®

La HSC es una enfermedad hereditaria que se transmite con caracter recesivo

autosémico. 0%

ofrece el primer ejemplo de error congénito del metabolismo
heredado por el feto.**3* Es un conjunto de enfermedades cuya caracteristica
comin es un defecto enzimatico en la via de biosintesis de cortisol.’ La
disminucion en la produccion de cortisol determina un aumento en la secrecion de
ACTH y la consecuente hiperplasia de la corteza suprarrenal, junto con
hiperproduccioén de todos los esteroides cuya sintesis no esta bloqueada. La HSC
se manifiesta clinicamente por distintos grados de ambigledad y/o alteraciones

hidroeléctricas.*®

La 17-Hidroxiprogesterona (17-OH progesterona o 170HP) es una hormona
esteroidea producida en la glandula adrenal y génadas durante la sintesis de
glucocorticoides y esteroides sexuales. Esta hormona es precursora del cortisol y
de las hormonas sexuales testosterona y estradiol. No se ha definido su papel
excepto como una molécula precursora. Los niveles de suero 17a -OHP son
dependientes de la edad. La 17a-hidroxiprogesterona es el marcador bioquimico
mas utilizado para el diagndstico y monitoreo de la Hiperplasia Suprarrenal
Congénita debida a la deficiencia en la actividad de la enzima 21-hidroxilasa. Los
prematuros, especialmente los menores de 31 semanas, tienen concentraciones
muy elevadas de 17-OHP sin alteracion en la biosintesis de esteroides que se

debe a una expresioén retardada de la enzima 11-beta-hidroxilasa.?
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Cortisol es la principal hormona glucocorticoide humana producida por la corteza
suprarrenal, es esencial para el mantenimiento de la vida. El cortisol es un
esteroide con un peso molecular de 363,5 Dalton, es el glucocorticoide humano

mas importante.*

Los glucocorticoides intervienen regulando en procesos importantes fisioldgicos
del metabolismo de hidratos de carbono, proteinas vy lipidos, los glucocorticoides

juegan un papel importante en reacciones de estrés del cuerpo humano.?
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8.1 GLANDULAS SUPRARRENALES

Aunque las glandulas suprarrenales habian sido claramente descritas por
Eustaquio en 1552, no se establecié ninguna correlacion entre estos érganos y la
salud hasta la descripcion de Addison en 1855 sobre los efectos clinicos de la
insuficiencia suprarrenal.?®

Las glandulas suprarrenales son érganos que ocupan la parte superior y posterior
de la cavidad abdominal, situados encima del rifion como su nombre lo indica. El
aspecto de las suprarrenales varia segun la edad pero en términos generales es
el de una gruesa coma o de un gorro frigido dispuesto en la parte superior del
borde interno del rifion (Fig. 1). Miden por término medio 30 milimetros de altura
por 25 de anchura y 7-8 milimetros de espesor?® tienen un peso de unos 4
gramos. Las glandulas suprarrenales son esenciales para la supervivencia, sin
ellas las alteraciones del metabolismo electrolitico y de carbohidratos producen la

muerte por colapso circulatorio y coma hipoglucémico.?

Giindiubi upseamsnales
o

Fig. 3 Glandulas Suprarrenales

Fuente: http://www.icarito.cl/herramientas/despliegue/laminas/2009/12/376-
605522-3-glandulas-suprarrenales.html Consultada 18 de junio del 2013 a las 13:40
horas.
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8.2 PARTES DE LAS GLANDULAS SUPRARRENALES

La glandula suprarrenal sintetiza a partir del colesterol tres tipos de hormonas:
Glucocorticoides (zona fascicular), mineralcorticoides (zona glomerular) y andré-
genos (zona reticular). En esta sintesis participan una serie de enzimas, algunas

de las cuales son comunes y otras especificas de cada una de ellas.>*®

ZONA GLOMERULAR A PR

ZONAFASCICULAR £l \
ZONA RETICULAR 2

Fig. 4 Partes de las Glandulas Suprarrenales

Fuente: http://drako062.blogspot.mx/2013/03/corteza-suprarrenal.html consultada
18 de junio del 2013 a las 13:50 horas.
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8.3 CLASIFICACION DE HSC

e Variedad perdedora de sal
e Variedad simple

e Virilizacion prenatal

e Virilizacion posnatal

e Forma tardia “no clasica”

Variedad perdedora de sal

Ocurre en el 66-75% de los casos afectados por la forma clasica. La insuficiencia
suprarrenal se puede presentar desde los primeros dias de vida, pero es mas
comun en la segunda semana, el cuadro clinico es de pérdida de peso, vomitos,
diarrea y shock hipovolémico, de no tratarse conduce a la muerte, en productos
femeninos los genitales externos anormales son el indicio para el diagnostico, en
los nifios varones es dificil debido a que presentan genitales normales por lo que

en ellos la mortalidad es mayor.
Variedad simple

Es la otra forma clasica, en la cual no se presenta pérdida de sal, los productos
femeninos muestran grados variables de virilizacion de genitales externos y en los
varones el diagndstico es mas dificil debido a que la presencia de sintomas es
tardio, hasta varios afios cuando el exceso de andrégenos produce signos de

virilizacion.
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Virilizaciéon prenatal

Las dos formas clasicas perdedoras de sal y virilizante simple en productos
femeninos se manifiesta con genitales ambiguos por la presencia de andrégenos
en exceso desde la etapa fetal temprana. El grado de masculinizacion de los

genitales externos es variable, las estructuras genitales internas son normales.
Virilizacion postnatal

Constituye el cuadro clinico predominante de las formas clasicas en ambos sexos.
El hiperandrogenismo se manifiesta por crecimiento rapido o lento y maduracion
Oseas aceleradas, aparicion de vello sexual y acné, a pesar de presentar estas
caracteristicas durante la infancia la fusion prematura de la epifisis determina una

estatura final corta.
Forma tardia o “no clasica”

Ocurre cuando el déficit enzimatico es leve y se manifiesta en la infancia o
pubertad. En las nifias no hay ambigiedad de genitales externos, pero existen
datos clinicos de hiperandrogenismo progresivo leve a moderado, como

hirsutismo, acné, edad ésea acelerada e hipertrofia discreta del clitoris®°.

La variedad mas frecuente en la etapa neonatal, es la forma clasica perdedora de

sal. La forma clasica representa los casos méas severos de este déficit.??

Los avances cientificos actuales permiten la posibilidad de llevar a cabo una
deteccion temprana de la patologia mediante la prueba de tamiz neonatal,
principalmente en aquellos pacientes que no manifiestan en forma evidente la

enfermedad.?®
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8.4 DIFERENTES GRADOS DE VIRILIZACION SEGUN PRADER

El grado de ambigiedad puede ser clasificado de acuerdo a los 5 estadios de
Prader:
1. Clitoromegalia
2. Clitoromegalia y fusion labial posterior
3. Mayor grado de clitoromegalia con fusion labial casi completa y presencia
de un seno urogenital
4. Clitoris con apariencia falica, orificio uretral ubicado en la base del mismo y
fusion labial completa

5. Fenotipo masculino son génadas en bolsa

Fig. 5 Estadios de Prader.””?*

Fig.6 Recién nacido con genitales Fig.7 Recién nacido con genitales
ambiguos. Estadios de Prader 4.7 ambiguos. Estadios de prader 2.%
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8.5 FISIOPATOLOGIA

Las manifestaciones clinicas de la HSC son una consecuencia de deficiencias en
cualquiera de las enzimas que intervienen en la transformacién del colesterol a
cortisol.

El déficit de cortisol consecuentemente incrementa la produccion de hormona
adrenocorticotropina (ACTH) y secundariamente, se produce una
hiperestimulacion de la corteza adrenal, aumentando el tamafio de las glandulas
suprarrenales (hiperplasia) y provocando un incremento en la produccion de

precursores de los esteroides previos al bloqueo enzimatico.
Enzimas implicadas en la patogénesis de la HSC:

STAR (proteina esencial para el transporte del colesterol al interior de la

mitocondria y su posterior transformacion en pregnenolona).

17 alfa hidroxilasa (17a-OH).

3 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD).

21 hidroxilasa (21-OH).

11 beta hidroxilasa (1113-OH).

En el caso de deficiencia de 21-hidroxilasa, el bloqueo ocurre a nivel de la
progesterona y de la 17-hidroxiprogesterona, desviando la ruta metabdlica hacia

un incremento de los precursores para la produccién de andrégenos.*®
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8.6 DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE HSC

Defecto Enzimatico

21-hidroxilasa (Forma
clasica perdida de sal)

21-hidroxilasa( Forma
clasica virilizante
simple)

21-hidroxilasa (forma
no clasica de
presentacion tardia)

3-B hidroxiesteroide
deshidrogenasa
11-B hidroxilasa

17a hidroxilasa 17-20
liasa

Hiperplasia lipoidea:
Star

( steroidogenic acute
regulatory pretein)

Clinica en nifios

-Genitales normales
-Sindrome perdida de sal
en periodo neonatal
-Posible infertilidad

-Genitales normales
-Pene alargado
-Aceleracion del
crecimiento y edad 6sea
-Posible infertilidad
-Genitales normales
-Adrenarquia prematura
-Posible infertilidad

-Genitales ambiguos
-Sindrome perdida de sal
-Hipertension

-Pene alargado
-Aceleracion del
crecimiento y edad 6sea
-Genitales ambiguos o de
aspecto completamente
femenino

-Hipertension
-Hipopotasemia
-Genitales ambiguos o
de aspecto
completamente femenino
-Sindrome perdida de sal

p-Q.F.B. Anahi Viridiana Garcia Campos

Clinica en nifas

-Genitales ambiguos
-Sindrome perdida de sal
en periodo neonatal

-Genitales ambiguos
-Aceleracion del
crecimiento y edad 6sea
-Posible infertilidad

-Genitales normales
-Clitoromegalia
-Adrenarquia prematura
-Posible infertilidad
-Genitales ambiguos
-Sindrome perdida de sal
-Genitales ambiguos
-Hipertension
-Adrenarquia prematura
-Posible infertilidad
-Pubertad retrasada
-Amenorrea primaria
-Hipertension
-Hipopotasemia

-Sindrome perdida de sal
-Retraso  puberal y
amenorrea primaria
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8.7 BIOSINTESIS DE HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA

El hipotdlamo secreta el factor de liberacion de corticotropina , que actia sobre la
adenohipofisis liberando corticotropina (ACTH). Esta hormona controla la
esteroidogénesis en la glandula suprarrenal; ya que estimula las diferentes
enzimas implicadas en la sintesis de cortisol y aldosterona. Por otra parte, el
cortisol regula la secrecion de CRF y ACTH a través de un mecanismo de

retroalimentacion, actuando tanto en hipotalamo como en hipdfisis.

El bloqueo en la accion de alguna de las enzimas implicadas produce una
disminucién de la sintesis del cortisol y, secundariamente, un aumento de la
secrecion de ACTH. Este aumento intenta compensar la deficiente produccion de
cortisol y, paralelamente, activa al resto de enzimas funcionantes, estimulando la
sintesis de otros esteroides que daran lugar a diversas manifestaciones clinicas.

El defecto en un determinado paso se manifestara clinicamente, no sélo por la
falta de produccion de cortisol y aldosterona, sino también porque se producira un
exceso de precursores. Estos precursores se acumulan y buscan vias
metabdlicas alternativas que, fundamentalmente, conduciran a la sintesis de

andrégenos.?’
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Fig. 8 Sintesis de aldosterona, cortisol y testosterona (Esteroidogenesis

Suprarrenal).
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8.8 EPIDEMIOLOGIA

La experiencia de estudios multinacionales basados en el tamiz neonatal de HSC
realizados en Francia, Italia, Japon, Nueva Zelanda, Escocia y Estados Unidos;
estima que la incidencia de la forma clasica de HSC es de 1: 14,199 RNV, la
incidencia de la variante perdedora de sal es de 1:18,850 RNV Yy la de la forma
virilizante simple de 1:57,543. Evidenciando que la variante perdedora de sal es 3
veces mas frecuente que la forma virilizante simple. 8

Otro estudio de incidencia de casos por tamiz que incluye a Canada y Brasil
reporta una incidencia de 1:15,000 nacidos vivos para la forma clasica, la variante
perdedora de sal correspondié a 67% de los casos y la de la variante no
perdedora de sal, un 33%.®

La incidencia de HSC varia de acuerdo a la region geogréfica y caracteristicas
étnicas. Las tasas mas altas de HSC se han observado en dos poblaciones
particulares y aisladas geograficamente: Esquimales Yupic de Alaska (1:282) y la
isla francesa de la Reunion (1:2141).*®

Se considera que en México la HSC en su forma clasica se presenta en 1 de cada
12,000 nacidos vivos.*®

En otro estudio de reporte de incidencia de casos en el estado de Sonora de
100,433 egresos en 20 afios del Hospital Infantil de dicho estado, se reporta una
incidencia estimada de 1.9:10,000 RNV, con una predominancia mayor en

mujeres.®
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8.9 DIAGNOSTICO

La sospecha diagnéstica de la HSC se establece por los signos clinicos y por la
prueba de tamiz neonatal, confirmandose mediante pruebas de laboratorio que
utilizan otras técnicas analiticas y genéticas como la Espectrometria de Masas en
Tandem, Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién y la Biologia Molecular.*®

Se realiza por la presencia de signos y sintomas resultantes de la deficiencia
enzimatica.™®

p-Q.F.B. Anahi Viridiana Garcia Campos
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8.10 TRATAMIENTO

El tratamiento tiene como finalidad sustituir los esteroides faltantes derivados de

las deficiencias enzimaticas.

e Aporte de glucocorticoides en dosis de estrés:
Deber4d administrarse un bolo intravenoso inicial de 100mg/m2 por dosis de
hidrocortisona, para continuar con 50-80 mg/m2 al dia en goteo continuo (lo mas
deseable) o dividido cada 6 u 8 horas durante uno o dos dias.
Después de la fase aguda es necesario iniciar el tratamiento sustitutivo que debe
incluir glucocorticoides y mineralocorticoides,

> El tratamiento es para toda la vida y tiene los siguientes objetivos :

1. Mantener las concentraciones de esteroides en rangos fisiologicos altos.
2. Frenar la hipersecrecion de ACTH y el hiperandrogenismo concomitante:

3. Evitar la pérdida salina:

La aldosterona se suple con la administraciéon de la fludrocortisona via oral en una
dosis diaria de 0.1 a 0.3 mg por dia en menores de un afio, posteriormente la
dosis requerida varia de 0.05 a 0.2 mg diarios. Se debe considerar que la
hidrocortisona por via intravenosa a dosis de 50 mg/m? al dia, también
proporciona la cantidad de mantenimiento de mineralocorticoide requerido.

4. Seguimiento y control médico.

El paciente con diagndstico confirmado de hiperplasia suprarrenal congénita debe
ser idealmente valorado clinica y bioquimicamente, controlado y observado por un
especialista en endocrinologia.'®*®
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9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el laboratorio de tamiz neonatal del LESP Michoacan se inicid el diagnostico
de 17 OHP con un valor de referencia (punto de corte) de 20.0 ng/mL de sangre
seca en papel filtro, sin embargo se encontraban un gran niumero de casos falsos
positivos al ser confirmados por masas tamdem, por lo que se ve la necesidad de
evaluar estadisticamente los resultados a través de percentiles para el
establecimiento de un valor especifico de referencia en la poblacién de recién

nacidos en el Estado de Michoacan conforme a él lineamiento técnico de EIM.
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10. JUSTIFICACION

El presente proyecto se justifica principalmente por la demanda y necesidad del
sistema sanitario implicado con los programas de prevencion de la discapacidad
causada por los errores innatos del metabolismo (EIM), para estandarizar y
proponer un valor de referencia para la poblacion michoacana detectando
oportunamente la hiperplasia suprarrenal congénita y se dé inicio al tratamiento
en edades tempranas evitando secuelas irreversibles o la muerte, ademas de
disminuir los resultados falsos sospechosos.

Debido a la inexistencia de un valor de referencia exclusivo para la poblacion
Mexicana, en este caso, especificamente a la poblaciébn en el Estado de
Michoacén y con apoyo de estudios médicos realizados en los recién nacidos nos
vemos en la necesidad de elevar el valor de referencia a 30 ng/mL, ya que
utilizando el valor limite sugerido por el proveedor se reportaba un numero
elevado de recién nacidos falsos sospechosos.

Lo anterior repercute en un costo econdémico importante para las diferentes
instituciones de salud y para el pais en general por lo que representa a nivel
social, familiar e individual.

Con esta intervencién se espera la eliminacion de los costos multifactoriales de la
discapacidad y los gastos que genera en las familias y en los servicios de salud
los conceptos por estancia hospitalaria, atencion de las secuelas y la
rehabilitacion; coadyuvando también de forma directa en la disminucion de la

morbilidad y la mortalidad neonatal en el Estado de Michoacan. 3* 3!
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11. HIPOTESIS

Al proponer un valor de referencia en la poblacién del estado de Michoacan en el
diagnostico de 170HP de 30 ng/mL de sangre seca en papel filtro, para la
deteccidn precoz de hiperplasia suprarrenal congénita en edades tempranas se

evitaran secuelas irreversibles o la muerte
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12. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un valor de referencia especifico para HSC de la poblacién de recién
nacidos en el Estado de Michoacan a través del tamizaje neonatal con la

cuantificacion de la 17 hidroxiprogesterona por fluoroinmunoensayo competitivo.

12.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar las zonas con mayor frecuencia de recién nacidos tamizados.
Localizar las zonas con mayor frecuencia de casos sospechosos.

3. Detectar los casos de recién nacidos de término y prematuros con
elevadas concentraciones de 17 hidroxiprogesterona.

4. Generar un analisis estadistico de chi cuadrada y percentiles que nos
permitan establecer un valor de referencia para 17 OHP.

5. Detectar oportunamente los casos probables a Hiperplasia Suprarrenal
Congénita y disminucion de mortalidad asi como las complicaciones

secundarias a esta patologia.
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13. TIPO DE ESTUDIO

El presente es un estudio longitudinal, experimental y retrospectivo que fue
realizado en la ciudad de Morelia Michoacan en el Laboratorio Estatal de Salud
Publica, el universo de trabajo se incluyen muestras de enero del 2011 a febrero
del 2013.

CRITERIOS DE INCLUSION:
Muestras de recién nacidos de poblacién abierta provenientes de las 8 diferentes

jurisdicciones de Estado de Michoacan.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Muestras inadecuadas y que no eluyeron.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

Muestras de recién nacidos tomadas antes de 72 horas de nacimiento.

Fuentes de informacién utilizada:
Base de datos electrénicas y bitdcoras de andlisis del laboratorio tamiz neonatal.

METODOLOGIA ESTADISTICA
Se realizé un estudio estadistico y la captura de datos con los programas

e Microsoft Excel: Captura de base de datos y resultados.
e SPPS inc Pasw 18.0: Andlisis Estadistico de percentiles, histogramas

logaritmicos y R2.
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14. MATERIAL Y METODOS
En el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan se recibieron

muestras de sangre seca depositadas en papel filtro, para la cuantificaciéon de 17
a hidroxiprogesterona, obtenidas por puncién del talén de recién nacidos

provenientes de las 8 jurisdicciones del estado de Michoacan.

DIAGRAMA DE ACTIVIDADES

Recepcién de muestras en el LESP

\Z

Recepcidn y registro en Laboratorio de Tamiz Neonatal

\Z

Revisién de folios y seleccidon de muestras adecuadas

\Z

Armado de placa de 80 muestras

\Z

Captura de folios en el software del equipo

\Z

Rotular placas de proceso con el numero asignado

\Z

Cuantificacion de 17 OH mediante la técnica de inmunofluorescencia
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CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS
Toma de muestra

La muestra es obtenida por puncion de talon de recién nacido, realizado por el
personal de las unidades de salud del Estado de Michoacan y capacitado para
este procedimiento. Las muestras se toman a partir de la porcion media lateral de
la superficie de la planta del talon. No se debe utilizar sitios previos de puncion o

la curvatura del talon.*®

Transporte de muestras

El transporte de las muestras se realiza colocando las muestras en papel dextrasa
o en su defecto hoja de papel bond, en una bolsa de cierre hermético que
contiene sobres desecantes a una temperatura aproximada de 2-8 °C, las
muestras no deben de colocarse Unicamente en contenedores herméticamente
sellados debido a que la carencia de intercambio de aire en el medio ambiente
interno de un contenedor sellado causa incremento de calor y acumulacion de la
humedad. El calor, la luz directa, la humedad y la condensacion son dafiinos para

estabilizar las manchas de sangre seca y recuperar el analito.*

Seleccion de muestras

Las muestras se reciben en el area de recepciéon de muestras del Laboratorio
Estatal y se entregan al Laboratorio de Tamiz Neonatal en donde se procede a su
revision y clasificacion en muestras adecuadas e inadecuadas. Las muestras
adecuadas se procesan. Las inadecuadas se rechazan avisando de manera

inmediata para que se tome una nueva muestra.
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MATERIAL REQUERIDO PARA EL PROCEDIMIENTO DE LA TECNICA

e Cubre bocas

e Guantes

e Microplaca (96 pocillos cada una)

e Perforador de discos con un diametro de 3 mm para cortar discos de papel
de sangre seca de los controles, calibradores y muestras (ponchador DBS)

e Agitador-incubador de microplacas

e Lavador de microplacas

e Dispensador automatico (multidrop)

e Bomba de vacio

e Fluorémetro de microplaca

e Matraz erlenmeyer

e Probetas graduadas de 50mL

e Frascos para almacenar los reactivos (sobrantes)

e Toallas de papel o papel absorbente

e Cronometro

e Cubiertas de plastico

e Agua destilada o desionizada

e Solucién de hipoclorito de sodio
REACTIVOS UTILIZADOS EN EL PROCESO

e Conjugado (peroxidasa de rabano picante, libera la hormona al lisar los
eritrocitos)

¢ Diluyente conjugado

e Fluorégeno HPPA

¢ Diluyente para HPPA-Fluorégeno

e Solucion de parada (estabiliza la reaccion)

e Solucién de lavado
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FUNDAMENTO DEL ENSAYO

Se basa en un fluoroinmunoensayo competitivo para la determinacién de 17-OH-
Progesterona a partir de muestras de sangre seca en papel filtro tomada del talén
del recién nacido como prueba principal para la deteccibn de Hiperplasia

Suprarrenal Congeénita.

La figura 8 muestra los compuestos bésicos del método, que suele hacerse en
microplacas de plastico que contienen 96 pocillos. Cada pocillo esta sensibilizado
por un anticuerpo monoclonal inmévil especifico de la hormona a estudiar (1). En
cada pocillo se colocan las muestras impregnadas con sangre seca en papel filtro
(2), después se afiade un segundo anticuerpo del conjugado, también especifico
de la hormona (3) que va a competir con la 17-OH-Progesterona de la muestra del
paciente para el enlace al anticuerpo especifico anexo a la superficie de la
microplaca. La muestra residual del paciente y el conjugado no ligado se eliminan
mediante lavado. Por udltimo un substrato de enzima incolora que contiene HPPA
de fluorégeno se agrega (4). La reaccion de la enzima con el fluorégeno resulta
en un producto final fluorégenico incoloro. La formacién del producto se determina
agregando una solucion buffer de glicina y se mide la fluorescencia en cada uno

de los pocillos con fluorometro de microplaca (5).
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Fig. 9 Principios basicos de inmunofluorescencia para la determinacion de la

concentracion de una enzima

La cantidad de enzima (17 HOP) existente en la muestra o en la referencia sera

proporcional a la cantidad del producto formado.
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PROCEDIMIENTO

1. Llevar los reactivos a temperatura ambiente (+20 °C a +25°C)

2. Rotular placas (96 pocillos cada una) con el numero asignado de proceso
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3. Perforar los discos de 3mm de controles y calibradores de sangre en la
placa con el ponchador DBS.

CONTROLES CALIBRADORES

CALIBRADORES

CONTROLES

4. Perforar discos de 3mm de las muestras de los pacientes en la placa con

el ponchador DBS en su pocillo y placa correspondiente.
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El proceso de inmunofluorescencia se realiza en dos dias.

» PRIMER DIA

= Afadir 200 pL de conjugado para liberar la enzima del papel filtro.

(Asegurar que los discos estén bien empapados apropiadamente)

p-Q.F.B. Anahi Viridiana Garcia Campos 42



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

= Agitar 60 minutos, 25 °C, 900 rpm en el agitador de placas

» Incubar durante 18 horas sin agitacion en refrigerador 2-4°C con el fin

de una mayor elucién de la muestra.
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> SEGUNDO DIA
= Retirar los discos de papel filtro con la bomba de vacio para realizar los
lavados correspondientes.

= Lavar 5 veces con 300 pL de la solucion de lavado en el lavador de
placas, con esto eliminamos el exceso de perturbadores que afecten la

prueba.
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= Agregar 200 pL de sustrato e incubar durante 1 hora a 2-3° C(medir la

reaccion de union)

= Agregar 100 pL de solucion de parada (detener la reaccién)
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=  Medir inmediatamente la fluorescencia a una excitacion de onda de 320

y una emision de 405 nandémetros

* Impresion de resultados
» Registro y seleccion de muestras normales y casos sospechosos
» Sellar fichas con las fechas de analisis y responsable de laboratorio,

agregar observaciones y poner resultados

Fuente de fotos: LESP MICHOACAN AREA TAMIZ NEONATAL
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EMISION DE RESULTADOS

Los resultados del Laboratorio Estatal de Salud Publica normales se envian junto
con las muestras a la unidad en que fue tomada la muestra por paquetes dentro

de un sobre bolsa con su oficio correspondiente

Reporte de resultados probables y/o sospechosos se corrobora el resultado por
duplicado y se notifica por correo electrénico, fax, teléfono y oficio al responsable
estatal y a la jurisdiccién o unidad correspondiente para su seguimiento, el cual
consiste en valoracién clinica y toma de muestra para realizar pruebas

confirmatorias.

Reporte de muestras inadecuadas se reportan por correo electrénico y fax al
responsable estatal y a la jurisdiccion o unidad correspondiente para una segunda

toma de muestra.
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15. RESULTADOS

Tabla 1. Frecuencia de tamiz neonatal por jurisdiccion sanitaria.

Frecuencia Porcentaje
Morelia 12,119 25.1 %
Zamora 7,039 14.6 %
Zitécuaro 4,628 9.6 %
Patzcuaro 5,666 11.8%
Urvapan 7,359 15.3%
La Piedad 4,068 8.4
Apatzingdn 4,507 9.4
Lazaro Cardenas 2,802 5.8
Total 48,188 100.0 %

En la tabla 1 podemos observar la frecuencia de las 48,188 muestras tomadas por
las distintas jurisdicciones sanitarias de enero del 2011 a febrero del 2013 de las
cuales Morelia tiene el nimero mas elevado con un porcentaje de 25.1 % (12,119)
seguido de Uruapan con un porcentaje de 15.3 % (7,359) siendo lazaro Cardenas

el de menor porcentaje con 5.8% (2,802).
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Grafica 1. Porcentaje de muestras procesadas en cada una de las jurisdicciones

en el estado de Michoacan de enero del 2011 a febrero del 2013.

NUmero de muestras procesadas en cada una de las jurisdicciones en
el estado de Michoacdn de enero del 2011 a febrero del 2013.
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Tabla 2. Tabla de contingencia de jurisdiccion sanitaria por tamiz de

interpretacion.

Interpretacion del Tamiz Neonatal
Normal Sospechoso Total
Jurisidiccion ~ Morelia Frecuencia 12,041 78 12,119
Sanitaria % del Total 24.99% 0.16% 25.15%
Zamora Frecuencia 6,980 59 7,039
% del Total 14.48% 0.12% 14.61%
Zitdcuaro Frecuencia 4,601 27 4,628
% del Total 9.55% 0.06% 9.60%
Pétzcuaro Frecuencia 5,640 26 5,666
% del Total 11.70% 0.05% 11.76%
Uruapan Frecuencia 7,308 51 7,359
% del Total 15.17% 0.11% 15.27%
La Piedad Frecuencia 4,049 19 4,068
% del Total 8.40% 0.04% 8.44%
Apatzingdn Frecuencia 4,481 26 4,507
% del Total 9.30% 0.05% 9.35%
Lazaro Cardenas Frecuencia 2,780 22 2,802
% del Total 5.77% 0.05% 5.81%
| Total | | Frecvencia | 47880 | 308 | 48188 |
% del Total 99.36% 0.64% 100.00%

En la tabla de contingencia de jurisdiccion sanitaria por tamiz de interpretacion
muestra la frecuencia y porcentaje de resultados normales y sospechosos en el
cual Morelia tiene una frecuencia de 1,2041 casos normales y 78 sospechosos,
Zamora tiene una frecuencia de 6,980 casos normales y 59 sospechosos,
Uruapan su frecuencia es de 7,308 casos normales y 51 casos sospechosos y el
de menor frecuencia La Piedad con un total de normales de 4,049 casos normales

y 19 casos sospechosos.
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Grafica 2. Muestra la frecuencia de normales y sospechosos en las distintas

jurisdicciones.

Total de casos sospechosos para 170HP por Jurisdiccion Sanitaria del
Estado de Michoacan de enero del 2011 a febrero del 2013.
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Tabla 3. Prueba de chi-cuadrado.

|
Chi-cuadrado de Pearson 10.970° 7 .140
Razén de verosimilitudes 11.033 7 137
Asociacién lineal por lineal .543 1 461
No. de casos vdlidos 48,188
a. O casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferiora 5.
La frecuencia minima esperadaes 17.91

La tabla 2 muestra la prueba chi cuadrada la cual indica valores altos debido a la
gran cantidad de muestras procesadas, el resultado es una chi cuadrada mayor a

0.05 lo que significa que no es estadisticamente significativa por ser valores

naturales.
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Tabla 4. Muestra el porcentaje de casos sospechosos reportados como

prematuros 17.86 % (55) y términos gestacionales 82.14% (253).

PORCENTAJE DE CASOS SOSPECHOSOS EN
TAMIZAJE NEONATAL DE 17O0HP EN RECIEN NACIDOS
DE TERMINO Y PREMATURO

Frecuencia Porcentaije
Recién nacido prematuro 55 17.86 %
Recién nacido Termino 253 82.14 %
Total 308 100.0 %
Total de Muestras 48,188 -

Se observa un gran niamero de casos prematuros lo cual indica un elevado de
casos falsos sospechosos (los prematuros tienen valores normales mas

altos).*

p-Q.F.B. Anahi Viridiana Garcia Campos 53



UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

Grafica 3. Muestra el porcentaje de casos sospechosos reportados de término y
prematuros, observandose que para casos prematuros contienen resultados

elevados para la 17 OHP.

Porcentaje de casos sospechoso en tamizaje neonatal de 17 OHP en
recien nacidos de termino y prematuros.
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Tabla 5. Muestra el total de casos confirmados segun su variante de los cuales

fueron 8 casos positivos.

Frecuencia
Total sospechosos 308
Recién Nacidos con resultado falso positivo 300
Positivos Confirmados: 8
Masas Tandem 5
Cariotipo/Clinica 3

En la tabla 5 se muestra el total de sospechosos segun su variante. De los 308
casos sospechosos se enviaron segundas muestras a confirmatorias siendo 51 en
papel filtro y 13 para fluorometria en tiempo real, el resto de las muestras
sospechosas fueron descartadas en reproceso dentro del LESP o por ser casos

prematuros.
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Tabla 6. Valores de referencia por percentiles calculados.

calculados
N 48,188

Media 4.45

Error estandar de la media 0.03

Mediana 3.22

Moda 1.71

Desviacion estandar 6.42

Percentil Valorde Referencia

98.0 17.15
98.5 19.54
99.0 23.52
99.1 24.72
99.2 26.27
99.4 30.50
99.5 34.57
99.6 37.54
99.7 43.08
99.8 51.29

La tabla 6 muestra los percentiles y los valores de referencia para el
establecimiento del punto de corte dentro del laboratorio de Tamiz Neonatal, los
valores de importancia son a partir de la percentil 99.0 con un valor de referencia
de 23.52.
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Grafica 4. Histograma poblacional logaritmico de valores de 17 OHP en recién

nacidos Michoacanos.
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N = 48,188

Muestra la distribuciébn poblacional en base logaritmica de recién nacidos
tamizados en el Estado de Michoacan para 170HP con un porcentaje de
confiabilidad del 95%. A partir de los valores de la grafica se obtuvieron la media y
la desviacion estandar para las concentraciones de 170HP y se establecieron los
valores de referencia. El valor de la media indica que la mayoria de nuestros
valores se obtienen en concentraciones de 4.45 ng/mL y los resultados de 3

desviaciones estandar se manejaran como alertas.
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Tabla 7. Establecimiento del valor de referencia por percentiles calculados.

Percentil R\e/?el::nccl:(iea No. de RN de termino No. De RN prematuros
Casos Caso Positivo Casos Caso Positivo

98.0 17.1 0 0 0 0
98.5 19.5 245 0 0 0
99.0 285 45 0 0 0
99.1 24.7 51 0 0 0
99.2 26.2 48 0 0 0
99.3 28.0 29 0 19 0
99.4 30.5 45 0 8 0
99.5 34.56 36 1 13 0
99.6 37.53 44 1 8 0
99.7 43.08 41 1 8 0
99.8 51.29 42 1 6 0
99.9 >71.52 43 4 5 0

Total 251 8 38 0

La tabla 7 muestra los percentiles y los valores de referencia para el
establecimiento del punto de corte dentro del laboratorio de Tamiz Neonatal en la
cual se observa que el mayor niumero de valores de concentracion de 170HP en
sangre seca, cae en la percentil 98.5 con 245 valores de referencia, 45 casos
caen en la percentil 99; 51 en la percentil 99.1; 48 en la percentil 99.2; 29 en la
percentil 99.3; 45 en la percentil 99.4 y 36 en la percentil 99.5, notandose que es
en esta percentil donde se reporta el primer caso positivo a HSC. En el caso de
los prematuros de observa que los valores obtenidos caen en percentiles
elevadas reiterando el caso de prematuros con altas concentraciones de 17 OHP
de los cuales no se reporta ningun caso positivo. Utilizando el valor de referencia
del inserto de obtienen un elevado numero de sospechoso lo que reitera el
establecimiento del valor de referencia 17 OHP de 30 ng/mL de sangre seca en
papel filtro.
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16. DISCUSION DE RESULTADOS

Se analizaron 48188 muestras de sangre seca en papel filtro en donde se
presentan los resultados obtenidos para 170HP en el estado de Michoacan
pertenecientes a las Jurisdicciones N°1 Morelia, N°2 Zamora, N°3 Zitacuaro, N°4
Patzcuaro, N°5 Uruapan, N°6 La Piedad, N°7 Apatzingan y N°8 Lazaro Cardenas
las cuales fueron procesadas de Enero del 2011 a febrero del 2013 en el
Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan en el departamento

de Tamiz Neonatal.

De acuerdo a la sumatoria de muestras procesadas se observé un mayor nimero
de muestras de recién nacidos tamizados en la J.S. N° 1 Morelia, seguido de J.S.
N° 5 Uruapan y por ultimo J.S. N° 2 Zamora. En la obtencion del nimero de
sospechosos los cuales fueron 308 se encuentra Morelia con el mayor numero,
con un total de 78 sospechosos, seguido de Zamora con 59 sospechosos y
Uruapan con 51 sospechosos, la jurisdiccidbn con menor casos es La Piedad con

19 casos.

Se observé una elevacion de la 17 OHP cercanos al valor de referencia en los
casos prematuros sin embargo se descartdé la patologia, de los 308 casos
sospechosos; 55 fueron prematuros y 253 de termino, siendo un porcentaje muy
elevado, por lo que se sugiere se mantengan con vigilancia médica para descartar
dicha patologia, disminuyendo los costos de busqueda, angustia de los padres y

estudios confirmatorios.

De los 308 casos sospechosos se enviaron segundas muestras a confirmatorias
siendo 51 en papel filtro y 13 para fluorometria en tiempo real, el resto de las
muestras sospechosas fueron descartadas en reproceso dentro del LESP o por

Ser casos prematuros.
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Se inicié con un punto de corte de 20 ng/ml de 170HP en sangre el cual era
sugerido por el inserto del fabricante, reportandose un gran nimero de casos
falsos positivos, descartandose en las confirmatorias.

En el departamento de tamiz neonatal se establecieron 3 rangos de, en primer
lugar los valores obtenidos de la concentracion de 170HP menor o igual a 29,9
ng/mL se consideraran como normal, en segundo lugar las concentraciones de
30,0 a 35,0 ng/mL, a las muestras con resultados dentro de estos valores se
considerara que se encuentran dentro de una zona de ambigiedad (zona gris) lo
qgue significa que son casos probables a HSC y en tercer lugar los resultados
obtenidos con un valor mayor o igual a 36,0 ng/mL se consideraran como

sospechosos.

Las muestras con resultados dentro de la zona gris y sospechosos se procesan
nuevamente por duplicado y aquellas con valores consistentemente mayores o
iguales a 30 ng/mL se reportaran como sospechosos y son canalizados con las

autoridades sanitarias para su seguimiento.

Realizado el analisis de las 48188 muestras recolectadas como parte del
programa de Tamiz Neonatal se establece un valor de referencia de 30.0 ng/mL
ubicada en la percentil 99.4, en el estado de Michoacan. Asi, cuando el
laboratorio de Tamiz Neonatal se obtenga un resultado de 170HP mayor o igual a
30,0 ng/mL se da notificacién electronica y via fax a la coordinacion estatal de
tamiz neonatal con copia a la jurisdiccién sanitaria responsable de la toma, para
busqueda del paciente y seguimiento del caso con el médico especialista o

endocrinologo quien realiza la evaluacion clinica del paciente.

La incidencia de HSC varia de acuerdo a la region geografica y caracteristicas
étnicas. Las tasas mas altas de HSC se han observado en poblaciones

particulares y aisladas geograficamente.
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Estudios multinacionales basados en el tamiz neonatal de HSC estiman que la
incidencia de la forma clasica de HSC es de 1: 14,199 RNV y de la forma

virilizante simple de 1: 57,543.

Se considera que en México la HSC en su forma clasica se presenta en 1 de cada
12,000 nacidos vivos.??

En otro estudio de reporte de incidencia de casos en el estado de Sonora de
100,433 egresos en 20 afios del Hospital Infantil de dicho estado, se reporta una
incidencia estimada de 1.9:10,000 RNV, con una predominancia mayor en
mujeres.”

En el estado de Nuevo Ledn estudios realizados en tamiz metabdlico neonatal por
espectrometria de masas en tAindem se hall6 que la frecuencia calculada para los

EIM es de 1:5000 recién nacidos.

De las 48188 muestras procesadas 47880 son normales lo que corresponde a un
99.36 % y los casos sospechosos 308 lo que equivale al 0.63% de la poblacién,
encontrando que en el Estado de Michoacan la frecuencia es 1:6023 recién
nacidos pueden desarrollar una de las formas de Hiperplasia Suprarrenal

Congénita.
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17. CONCLUSIONES

Se determina que el valor de referencia que se reportard como sospechoso de 17
OHP para neonatos en Michoacan con probable HSC sera de 30 ng/ml de sangre

en muestras de sangre de papel filtro.

La jurisdiccibn con mayor numero de muestras procesadas y sospechosas es la
J.S. N° 1 Morelia

Para los casos de recién nacidos prematuros menores a 37 semanas de
gestacion y peso menor a 2.5 kg., seran reportados pero se manejaran con
vigilancia médica, si el médico lo requiere en su valoracion clinica se le tomara
una segunda muestra para su analisis. Disminuyendo asi el nUmero de casos
reportados, costos de busqueda de casos, estudios confirmatorios y la angustia

de los padres mientras esperan el resultado de confirmacion.

Establecido el valor de referencia nos permiti6 la deteccion temprana e
intervencién oportuna de los casos positivos por lo que es importante el apoyo de
un equipo multidisciplinario y especialistas para detectar los casos con HSC

evitando secuelas irreversibles o la muerte de los pacientes.
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18. ANEXOS

Contenido del kit

e 10 microplacas recubiertas con anticuerpo

e Conjugado, 1.2ml/2.4ml 100x concentrado 170OH-Progesterona conjugado
para la peroxidasa de rabano contiene Metilisotiazolona como conservador

¢ Diluyente del conjugado, 130ml/250ml solucion salina buffer que contiene
Bronidox como conservador

e Substrato HPPA, 2x50ml/4x50ml 3-(p-Hidroxifenilo) acido propionico en
solucion buffer que contiene Kathon como conservador

¢ Diluyente para susbtrato —-HPPA- 45 ml de la solucién H,0,

e Solucion de paro 150ml 2x buffer de glicina concentrado

e Solucion de lavado 130ml/220ml 10x concentrado, solucion buffer que
contenga Bronidox como conservador

e Calibradores de la A-F filtro de papel grado 903 1 hoja, listo para utilizar
calibradores, 5 juegos, contiene Bronidox como conservador

e Controles C1-C2, filtro de papel grado 903, 1 hoja, listo para utilizar
controles, 5 conjuntos, contiene Bronidox como conservador

e Cubiertas de plastico 5 piezas/10 piezas

e Hoja con valores para controles y calibradores 1 pieza
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Tabla 8. Preparacion del reactivo

REACTIVO PREPARACION ESTABILIDAD DE
REACTIVOS
microplacas cubiertas

e S_

‘ Diluyente del conjugado
*Solucién del conjugado | Vertabla 9 Deseche cualquier
solucion de conjugado
no utilizada

H

R :Ir
4b Diluyente para 6 meses
fluorégeno HPPA
Ver tabla 10 10 meses
*Solucion sustrato
Diluir 1:10 con agual 6 meses
solucion de lavado destilada o desionizada
Calibradores Listos para usarse 3 meses
Controles

Solucion de parada Diluir la solucion de || Desechar solucion de
parada 1:2 con agua | parada no utilizada
destilada
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Tabla 9. Cantidades a utilizar para la preparacion del conjugado de acuerdo al

namero de placas que se estan procesando.

No de placa Conjugado Diluyente
170HP-HRP |l conjugado

O o ~NOoOOOTD WDN P

[ERN
o

Tabla 10. Cantidades a utilizar para la preparacion del sustrato de acuerdo al

namero de placas a procesar

No de placa Fluorégeno || Diluyente (4b)mL
de HPPA
(4a) mL

1
2
3
4
5
6
7
8
9

[EEN
o
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Los resultados se presentan como valores cuantitativos. Los calibradores se
preparan a partir de sangre humana con un valor de hematocrito de 50% a 55% y

calibrados de la siguiente manera:

Calibradores Valores en sangre

A 0,3
B 10,1
C 249
D 69,2
E 130,0
F 285,0

Valores de control de calidad

Los valores esperados para los controles son:

Controles Valores en sangre Rangos en sangre
C1 - <9,2
C2 38,7 21,3-56,1

Los resultados de las pruebas solo se aceptardn si se alcanzan los valores

esperados para los controles.
Valores esperados e interpretacion de resultados

La discriminacion entre sujetos normales y presuntos positivos para hipotiroidismo

congénito se basa en un valor limite para 170H 30 ng/mL.
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Material a utilizar para la toma de la muestra en tamiz neonatal

e Alcohol etilico al 70%
e Guantes

e Lanceta estéril

e Algododn estéril

e Papel filtro whatman 903

PROCEDIMIENTO

e Inmouvilizar el pie

e Limpiar el are a puncionar (se selecciona el area lateral ya que es una zona
con numerosos capilares que aporta buena cantidad de sangre, ademas se
evita lesionar el hueso calcaneo.

¢ Introducir la punta de la lanceta con un s6lo movimiento rapido y seguro

e La gota de sangre debe ser suficiente, uniforme e impregne la cara
posterior de la tarjeta de papel filtro

e Colocar la gota de sangre en el circulo del papel filtro, evitando el contacto
con el talon del bebe

e Esperara que caigan las nuevas gotas de sangre para llenar los circulos
faltantes

e Al término, levantar el pie del bebe por arriba del nivel del corazén y
presionar el &rea de la puncién con un algodén limpio y seco.

e Dejar secar la muestra por 3 horas a temperatura ambiente, no exponer a
calor directo ni utilizar medios fisicos.

e Evitar tocar con las manos las gotas de sangre para evitar contaminar el
papel y la muestra.

e Envolver las muestras en papel dextraza y/o papel cebolla.

e Utilizar desecantes para proteger las muestras de la humedad.

e Empacarlas en un sobre bien identificado para su envié al laboratorio.
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CARACTERISTICAS DEL PAPEL FILTRO

Desde los primeros estudios del Dr. Guthrie en 1963 y durante las Ultimas tres

décadas, el papel filtro es 100% algodon puro de calidad controlada para

absorcién (peso basico 185 g/m? grosor 0.545 mm., absorcién en agua 4.7

mL/100cm?, cenizas 0.06%, densimetro 3.0 seg., y superficie medio suave),

utilizado para recoleccion uniforme de las muestras de gotas de sangre, ha sido

seleccionado en casi todos los paises como el medio ideal para este fin. El papel

debe cumplir con estas caracteristicas y estar registrado en la SSA?. figura 8.

100% algoddn

\

Numero de folio

i \"'
Tintadi'ndelcil'ole, lineas 2009 SSA OOOOOOVO
iscontinuas
an -'""‘
b 1
Y ," ‘\‘

Minimo 30uL/gota

Grosor de 0.5mm

Fig. 10 Papel filtro especifico para la toma de muestra (whatman 903)
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Ficha de identificacién

La figura 9 muestra los datos que la madre debe proporcionar para el llenado de
la ficha de identificacion del recién nacido al que se le tomaran las muestra de

sangre en la Tarjeta Guthrie.

L] .
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¥ 4 X SECRETARIA DE SALUD bpdaveatipiadall i SSA OOOOOOO
" : 4 TAMIZ NEONATAL AL NACIMIENTO 2009
‘\ ’,' Nombre de & unwdad donde 2 foma & muestra Wedcoon £
S
FEEY Datos del reclén nacldo —
J “‘ Focha y hora ds nacimiento Sexo | Edad Gestacional| Producto | Pesorgm o E::‘:““"
! 1 / | i |0t vascutno | [y T | [y e Owe O | [Jrome
% ! ol - - ek e, Gt ()3 Cuidados nansivee
Vet Focha y hor de toma de musetrs Ol Fonen | (p Yeme | O, [ Takarom pre——
- -/ - /,. __‘,_,,“__D:'P‘“"' (ke — O tischertsmems  [Jareas
#2778
J * g Datos de la Madre [ 2romuatacns  [J4Apmo
' - n ombre compieto 4o 1 mads — —
\ ’ e — .
L W w et prars et ) ot Owe [es
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Fig. 11 Tarjeta Guthrie
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TOMA DE LA MUESTRA

Se utilizan muestras de sangre total seca (gotas) obtenidas de la puncion de talon
(fig. 10), que son colocadas en papel filtro para su transporte al laboratorio, la
toma de la muestra debe realizarse en un periodo de 72 horas después del
nacimiento ya que en este lapso de tiempo el recién nacido a obtenido una
alimentacion completa y esto nos va a ayudar a la identificacion de analitos

presentes en la muestra.*

Fig. 12 Lugar adecuado a puncionar para la toma de la muestra en el recién

nacido.
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Muestras inadecuadas

« Son aquellas muestras que no cumplen con los estandares de calidad y por
consiguiente no es apropiada para analizarla (fig.11), una muestra
inadecuada puede causar retraso en la deteccion y tratamiento de los nifios
afectados. Las razones porque se puede considerar que la muestra es

inadecuada son:

Muestra insuficiente

Muestra saturada

Muestra diluida o contaminada
Muestras con anillos de suero
Muestra coagulada

Muestras deshidratas que no eluyen

Muestras con mala absorcion

NN N N N N R

Muestras con doble gota

/‘\ /
®-

Fig.13 Muestra inadecuada

g »
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MUESTRA INSUFICIENTE

Causas:

1.- Se quit6 el papel filtro antes de que la sangre llenara por completo el circulo o
antes de que se absorbiera hasta el segundo lado.

2.- Se aplicé la sangre con un tubo capilar.

3.- Antes o después de la obtencién de la muestra de sangre, el papel filtro entro
en contacto con las manos o con sustancias tales como locion para las manos o

talco.

CAUSAS:
1.- El mismo circulo del papel filtro entr6 en contacto con gotas de sangre mas de

una vez.

2.- Se aplicé sangre a ambos lados del papel filtro.
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Muestra contaminada o diluida
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Muestras con anillos de suero

CAUSAS:

1.- alcohol del area de

puncion antes de la puncién.

No se sectd el

2.- El papel filtro entr6 en contacto con
alcohol, locion, etc.

3.- Se apretd excesivamente la zona que
rodea el area de puncion.

4.- La muestra no se seco correctamente.
5.- Se utilizo un tubo capilar para aplicar la

sangre al papel filtro.

CAUSAS:

1.- Se apreto la zona que rodea el area de
puncion.

2.- Antes o después de la obtencion de la
muestra, el papel entré en contacto con las
manos o sustancias tales como alcohol,
soluciones antisépticas, agua, locién para
las manos, talco, etc.

3.- Las manchas de sangre se expusieron

al calor directo.
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Muestra con coagulos

Causas:

Se aplico sangre al papel filtro probablemente con un dispositivo no
adecuado (jeringa o tubo capilar).
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Muestras adecuadas
Son aquellas muestras que tiene iguales caracteristicas y composicion que la
sangre del recién nacido, es representativa, relane todos los aspectos para su

analisis correspondiente y q nos garantiza la obtencion de resultados precisos (fig.

13).

Fig. 14 Muestra adecuada

La correcta aplicacion de los procedimientos de toma de muestra asegura la
obtencion de resultados confiables en los métodos de laboratorio, (la finalidad es

reducir el nimero de muestras rechazadas por mala calidad) *°.

Fuente fotogréafica: LESP area Tamiz Neonatal.
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