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RESUMEN

ANTECEDENTES: La detecciéon del hipotiroidismo congénito (HC) por el screening
neonatal evita la morbilidad fisica con retardo mental. El screening del Hospital Privado de
Cérdoba (HPCba) utiliza como marcador bioquimico TSH sérica= 10 pU/ml y T, como
complemento. HIPOTESIS: Es un método eficaz en el screening neonatal el uso de TSH
sérica con un nivel de corte apropiado y rangos de referencia acorde a la edad. OBJETIVOS:
Evaluar la capacidad de TSH sérica para detectar HC y obtener la frecuencia de HC. Definir el
valor 6ptimo de corte y valores de referencia para TSH sérica. Identificar factores de riesgo
que inciden sobre la elevacion de TSH. MATERIALES Y METODOS: Todos los recién
nacidos (RN) entre afios 2001 y 2007. Se excluyeron TSH procesadas en otro laboratorio,
menores de 0.5 mUI/ml, y las obtenidas después de 20 dias de vida. Fueron excluidos los RN
fallecidos antes del mes y con menos de 1.500 grs. La poblacién en estudio se dividié en 3
grupos: total, grupo problema (TSH >10) y grupo control. Las herramientas estadisticas:
pruebas t de Student, analisis de regresion logaritmica, curvas ROC, media, desvio estandar y
logaritmo natural y antinatural. RESULTADOS: Total de RN 7.869, fallecidos 43, excluidos
980. De los 6.846 estudiados 6.546 (87,47%) presentaron TSH <10 uU/ml y 300 (3,83%)
TSH >10 pU/ml. Del total de RN se confirmé HC en 6 (0,07%) ubicando la incidencia en

1:1.304 con igual relacién femenino-masculino. L.a media de TSH sérica fue de 4,42 (£ 4,17)

wU/ml. El 75% fueron testeados a los 5,85 (£ 2,58 dfas). Con el valor de corte utilizado
(TSH=10 pU/ml) 4,38% fueron falsos positivos, reducidos a 1,28% con el uso
complementario de T,; este elevado porcentaje obligé a un exhaustivo analisis que permitié
sugetir un nuevo valor de TSH sérica= 20 pU/ml. Se observo relacion inversa entre edad del
RN vy la posibilidad de tener TSH >10 pU/ml, por lo que se definieron rangos de referencia
para TSH sérica segiin edad del RN. Se identificaron los siguientes predictores asociados a
TSH sérica >10 uU/ml: sexo masculino, RN hospitalizados, edad gestacional < 36 y > 40
semanas, y peso del RN < 2.500grs y > 4.000grs. Dentro del grupo problema hubo una
tendencia a tener TSH mayor de 20 pU/ml en RN de madres multipara, con enfermedad
tiroidea, y en los RN por cesairea. CONCLUSIONES: El uso de TSH sérica demostré ser un
correcto método para la deteccién de HC. Su sensibilidad podria mejorar con un valor de
corte para TSH séricas = 20 pU/ml y con valores de referencia acorde a la edad del RN. Se
propone el estudio de un futuro programa de screening usando el nuevo valor de corte para

TSH sérica.
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SUMMARY

BACKGROUD: The detection of congenital hypothyroidism (CH) through Neonatal
Screening prevents impaired cognitive and motor development problems. The screening of
the Hospital Privado of Cérdoba (HPCba) has serum TSH=10 uU/ml as biochemical marker
and complements with T,, HYPOTHESIS: Serum TSH is a sensible methodology for
neonatal screening with suitable cut-off and age-reference levels. OBJECTIVES: To evaluate
the serum TSH methodology’s capacity in detecting CH and to assess the frequency the CH in
our population. To define the optimum cut-off value and age reference ranges for serum TSH.
To identify risk factors for high values of TSH in our population. METHODS: All
newborn’s (NB) in the period 2001-2007. Serum samples for TSH excluded: the processed in
others medical care centers, obtained after 20 days of life and < 0.5 pU/ml. There were
excluded those NB that died before the first month of life and with less that 1.500g. The
population was focused in three groups: total population, problem group (TSH>10) and
control group. Statistical tools: t-Student tests, logarithmic regressions and ROC curves,
measurement transformations from the logarithmic family mean and standard deviation.
RESULTS: Total NB 7.809; died 43 and excluded 980. Results of 6.846 samples were
analyzed; of these 6.546 (87,47%) were detected with TSH<10 uU/ml, 300 (3,83%) with
TSH>10 uU/ml, and in 6 (0,07%) the CH was confirmed. The incidence was 1:1.304 and was
1:1 male/female rate. The mean of TSH was 4,42 (£4,17) uU/ml. In 75% of the NB the

screening was checked at 5,85 (£2,58) days. The cut-off value of serum (TSH>10pU/ml)
thrown 4,38% false positive, but using T, as a complementary diagnostic that percentage got
reduced to 1,28%. This percentage demanded a posterior analysis that finally suggest a new
cut-off value of TSH=20uU/ml. The TSH value was inversely related to days of age and for
this reason reference levels for serum TSH were defined according to age. Multivariate models
identified the following variables as possible predictors associated with serum TSH
>10uU/ml: male sex, a gestational age lower than 36 weeks and higher than 40 weeks, a NB
weight lower than 2.500 g and higher than 4.000 g and the hospitalized NB. Within the
problem group there was a tendency to have TSH>20 U/ml in NB of multiparac women,
mothers with thyroid disease and in those born by cesatean. CONCLUSIONS: The use of
serum TSH had showed to be a correct method for detection of CH. Its sensibility could be
improved with a cut-off value in serum TSH=20uU/ml and with NB age- reference values. It

is proposed the study of a future screening selected under the new serum TSH cut-off value.
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INTRODUCCION

En la Declaracién de Helsinki la Asociaciéon Medica Mundial (Finlandia 1964) define “Es
mision del médico proteger la salnd de la poblacion. Sus conocimientos y conciencia estin dedicados al
cumplimiento de esa mision”. La capacitacién para tal fin son logrados bajo la disciplina académica
denominada Medicina, que al ser considerada una ciencia goza de los atributos de la misma. La
ciencia es un sistema de conocimientos que logra sus objetivos por procesos de investigacion,
expresados en enunciados cientificos y caracterizados por un lenguaje propio. Por lo tanto el
médico esta capacitado para investigar y utilizar en su tarea vocablos propios de su disciplina
tanto como universales (1).

Dentro de este contexto merece considerar el significado de “screening”. La traduccion literal
de la palabra “screen” significa mampara, pantalla, biombo; y la palabra “screening” seleccién,
proteccion contra, pantalla, cedazo o tamiz (2). La traduccién al espafiol para “screening test”
lo define como “exploracion selectiva o deteccidn selectiva” (3). Debido al amplio espectro de
vocablos sinénimos nos permitiremos seguir usando en este trabajo el término de Screening,.
Aplicando este lenguaje natural con fines especificamente médicos el concepto de screening
serfa una pesquisa, un monitoreo para detectar una enfermedad con el fin de prevenir sus
consecuencias. Esta practica llevada a cabo en el neonato es definido como un programa para
la deteccion sistematica de una enfermedad en el recién nacido (RN). Los test de screening se
utilizan en la deteccién precoz de una enfermedad cuya magnitud es suficiente como para
garantizar los recursos de salud puablica. La definicién de la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) sobre screening dice: “Es /fa identificacion presuntiva de enfermedad o defecto no reconocido
mediante la aplicacion de test, excamenes u otros procedimientos los cuales pueden ser aplicados rapidamente.
Los test de screening seleccionan personas aparentemente sanas quienes probablemente no tienen una enfermedad
de aquellas quienes probablemente tienen la enfermedad. Un fest de screening no esta pensado para hacer
diagndstico. Personas con respuestas positivas o sospechosas deben ser referidos a sus médicos para el diagndstico
y tratamiento necesario” (4).

Un programa de screening debe reunir ciertas caractetisticas: a) que los métodos empleados
sean simples, no costosos y extensivos a un gran numero de personas; b) orientado a una
enfermedad grave, frecuente, conocida, diagnosticable y tratable; ¢) que el marcador sea fiable,
con alta sensibilidad y especificidad, y empleado en el momento adecuado de la historia

natural de la enfermedad; y d) debe ser posible su aplicacién masiva (4).
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El término Hipotiroidismo Congénito (HC) es usado para definir el cuadro clinico derivado de
un déficit de hormonas tiroideas presente desde el nacimiento. Colocando al HC bajo estas
premisas vemos que retune las caracteristicas suficientes y necesarias para ser una enfermedad
reconocida por screening. Se trata de una enfermedad grave que no tratada precozmente lleva
al retardo mental y al compromiso de diversas alteraciones metabdlicas, siendo una de las
enfermedades mas frecuente que pueden ser pesquisadas al nacer. El HC tiene caracter
permanente originado por un defecto anatémico (disgenesia o agenesia) o funcional
(dishormonogénesis); o bien transitorio debido a causas materno-placentaria, sustancias
iodadas, medicaciones, anticuerpos, y otras. Es diagnosticable a través de determinaciones
hormonales y es tratable desde su deteccion en una forma sencilla por Tiroxina sintética cuyo
financiamiento esta contemplado por todos los programas sanitarios (2, 5).

La modalidad de prevencién primaria es aquella que se lleva a cabo precozmente, es decir
antes que los cambios organicos propios de la enfermedad se inicien, ello requiere conocer la
historia natural de la enfermedad a los fines de optimizar el momento oportuno para hacer el
diagnéstico precoz. Conocido este “tiempo” la importancia reside entonces en encontrar el
elemento adecuado para tal diagnéstico, esto es posible siempre que existan sintomas o signos
capaces de detectarla, ya sean alteraciones en la exploracién fisica 6 parametros bioquimicos
en cualquiera de los liquidos organicos. Cuanto mayor es el intervalo de tiempo entre la
aparicién de los elementos mencionados y la fase de estado de la enfermedad mas
oportunidades habrd para realizar intervenciones que beneficien la accién preventiva. La
identificacién del recién nacido (RN) en riesgo permite establecer una conducta preventiva
adecuada de la enfermedad atn asintomatica. El reconocimiento precoz por screening de una
enfermedad lleva a dos tipos de consecuencias; una, que el RN hasta entonces considerado
sano es potencialmente enfermo; y la otra, que el nifio potencialmente enfermo es sano. Si
bien el screening ha demostrado ampliamente sus beneficios para lograrlo debe respetarse la
vigilancia permanente del programa, caso contrario nifios “olvidados” son potencialmente
enfermos, lo que hace que esta actividad requiera una responsabilidad sanitaria de primera
magnitud (6, 7).

Un programa de screening para HC involucra a padres, médicos y profesionales de la salud, a
los padres porque son participes en el programa cuando conocen el beneficio de esta actividad
preventiva para la salud de sus hijos, a los médicos porque deben estar preparados para

interpretar un resultado de screening, y a la salud publica porque debe estar comprometida a
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realizar programas eficientes (8). El disefio de un programa adecuado debe contemplar: a) total
participacion de la poblaciéon de RN, b) notificaciéon a los padres de la participacion de sus
hijos en el screening, c) apropiado test para la pesquisa, d) seguimiento estricto de los sujetos
con test positivo, e) diagnoéstico precoz de los RN con test confirmado positivo, f) apropiado
asesoramiento y tratamiento de los pacientes (9, 10, 11).

Los paises que tienen implementado el screening estan obligados ética, legal y financieramente
a cumplir con el programa que detecta la enfermedad. La Republica Argentina incorpora a su
legislacion el hipotiroidismo congénito al screening neonatal en la ley 23.413 y su modificacion
23.874, reglamentada en agosto de 1996 (12). En tanto que en Cérdoba la ley 7.468 dice:
“Extracto: declara obligatorio en todo el territorio de la Provincia de Cdrdoba la prevencion del hipotiroidismo

congénito y fenilcetonuria mediante el diagndstico en los recién nacidos Fecha: 15/10/1986 (13).

Busqueda de predictores apropiados para el programa de screening.

e Marcadores clinicos.
La identificacién de elementos utiles para la deteccién precoz del hipotiroidismo congénito
ocupa un extenso capitulo en la Historia de la Medicina. En los afios 70, antes de la aplicacién
de marcadores bioquimicos, se usaban marcadores clinicos confeccionados con una serie de
sintomas y signos en el RN a los que se adjudicaba un puntaje entre 5y 15 puntos (14, 15).

(Tabla 1).

Tabla 1: Marcadores clinicos para Hipotiroidismo Congénito.

Signo/Sintoma Puntuacién Signo/Sintoma Puntuacion
Sexo femenino 1 Hipotermia, palidez, frio 1
Hernia umbilical 2 Piel moteada 1
Mixedema/ fascie tipica 2 Fontanela amplia 1
Constipacion 2 Peso de Nac. >3.500 grs 1
Ictericia prolongada(> 3d) 1 Gestacion > 40 semanas 1
Macroglosia 1 Hipotonia 1
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e Marcadores Bioquimicos

La puntuaciéon por signos y sintomas referidos son utiles como complementos del diagndstico
porque al ser de expresion tardia impiden su uso como herramientas de screening neonatal,
esa situacion obligd a la busqueda de otros marcadores tales como los bioquimicos. La historia
del programa neonatal para HC con marcadores bioquimicos tuvo que afrontar muchas
dificultades, algunas de las cuales aun hoy son un desafio. El primer programa de Screening
bioquimico para hipotiroidismo se establece en Québec (Canadd) en el afio 1974, a pesar de
que las primeras técnicas por radioinmunoensayo (RIA) de Tiroxina (T,) aplicadas en papel de
filtro ya habian sido presentadas en congresos, sociedades de investigacion y publicaciones
pero habian sido consideradas irrelevantes entre los afios 1972 y 1973. La primera publicacién
aparece en francés en el afo 1973 y en abril de 1974 es incorporada con el screening de
fenicetonuria en la Provincia de Québec. El mismo centro, con el objeto de mejorar la
precisiéon del screening, durante los afios 1975-1976 publica un ensayo para TSH y para
Tiroglobulina ligadora de T, en papel de filtro (16).

En la mayoria de los centros sanitarios la TSH es utilizada como el marcador bioquimico para
el programa de screening y la técnica empleada es en sangre entera disecada en papel de filtro
(spot), dicha metodologia fue originalmente disefiada para los programas de fenilcetonuria
(test de Guthrie) (17). Hay condiciones para que la muestra sea éptima como son el tiempo de
la toma y la calidad de la misma. Con respecto al tiempo es deseable que ésta se obtenga entre
los dias 2- 6 de vida del RN, y en el caso que el RN sea derivado precozmente a otro centro
asistencial debe ir con la indicacién para que en el segundo lugar se realice la prueba. En
cuanto a la calidad de la muestra se debe considerar que ésta sea suficiente, tomada en un solo
sitio, que el papel a utilizar sea de buena calidad, y que el material lo sature correctamente,
respetando estas premisas se intenta evitar su invalidez; pero atn tomando todos estos
recaudos técnicos pueden resultar casos falsos positivos 6 falsos negativos (18).

Se sugiere que la sensibilidad de TSH para la deteccién precoz de hipotiroidismo es de un
97,5% y su especificidad de un 99%, sin embargo escapan a la deteccién los hipotiroidismos
de origen hipotalamo-pituitarios, lo cual llevé a proponer determinaciones de Tiroxina (T,)
como marcador bioquimico alternativo. La T, es mas sensitiva para los casos mencionados
pero menos especifica debido a la alta frecuencia de falsos positivos sobre todo en
prematuros. El método de screening con TSH permite detectar los hipotiroideos primatios

permanentes y compensados; pero pueden no detectarse los hipotiroidismos secundarios y
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terciarios, las deficiencias de Tiroglobulina ligadora (TBG) y los nifios prematuros donde la
TSH se eleva tardfamente. Con la determinacion de T, se detectan los hipotiroidismos
primarios permanentes, los secundarios y terciarios, deficiencias de TBG e hipertiroxinemias;
pero no pueden detectarse los hipotiroidismos compensados y las hipertiroxinemias por
deficiencia de yodo. Por lo expuesto podemos decir que la fiabilidad del laboratorio es crucial
en el momento de elegir el método de deteccion, considerando su sensibilidad, especificidad y
valor predictivo o linea de corte (19). En muchos paises tales como Japén, Australia, varios
europeos y sudamericanos presentan programas basados en TSH, mientras que en muchos
estados de Norte América tienen programas de screening con determinaciones de T, ambos
son capaces de detectar HC pero con las limitaciones ya expuestas (20).

Los marcadores bioquimicos son aun motivo de constante evaluacién con marcado interés en:
el adecuado origen de la muestra (sangre de corddn, suero, o sangre periférica), la forma
conveniente de obtenerla (disecada en papel de filtro, liquida en tubos), cual determinacién
hormonal es la mas adecuada (T, 6 TSH), y cuando es el tiempo de vida del RN mads éptimo.
Ademas, el advenimiento de nuevas técnicas de ensayo suman un nuevo desafio por lo cual la

historia del screening para HC es un constante objeto de investigacion.

e M¢étodos estadisticos

Los resultados del screening son meramente identificadores de un RN como “sospechoso de
la enfermedad”- prueba positiva o negativa- y a partir de entonces el programa esta obligado a
validar sus resultados con un nuevo control de laboratorio y una evaluacién clinica. Por lo
tanto el ideal buscado en un test de screening es aquel donde los hallazgos de positivos o
negativos para la enfermedad estén acordes con la ausencia o presencia de dicha enfermedad.
Desafortunadamente, esto no es facil de lograr, por lo tanto para certificar una prueba se
toman los porcentajes en que los hallazgos del test coinciden con los diagnésticos definitivos
bajo las consignas de sensibilidad y especificidad. Si se utiliza una prueba dicotémica cuyos
resultados se pueden interpretar como positivos (+) o negativos (-); la sensibilidad es la
agudeza o probabilidad que tiene de identificar correctamente a un sujeto enfermo, o sea (+)
para la enfermedad; y especificidad es la capacidad de identificar correctamente a los sujetos
no enfermos, lo que es (-) para la enfermedad (19). Por lo tanto un test con alta sensibilidad y
baja especificidad produce pocos falsos negativos, identifica correctamente a las personas

enfermas, pero genera muchos falsos positivos o individuos sobre diagnosticados. En cambio
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un test con alta especificidad y baja sensibilidad produce pocos falsos positivos pero falla en
identificar personas con problemas es decir produce muchos falsos negativos (4).

El empleo en la practica médica de una prueba diagnodstica requiere de la eleccion de un
elemento a utilizar como marcador y su valor de corte. El movimiento de este valor dependera
si se desea mayor especificidad 6 sensibilidades en dicho test, ya que con ello se modifica el
valor que separa los positivos de los negativos y para tomar esta decisiéon es importante
determinar los riesgos que derivan del resultado de esta pruecba (4). Existe una zona de
posibles resultados de la prueba donde se superponen los sanos con los enfermos, por lo que
si queremos aumentar la probabilidad de detectar enfermos debemos mover el punto de corte
a la izquierda con el riesgo de aumentar los falso positivos; mientras que si movemos el punto
a la derecha disminuimos los falsos positivos pero aumentamos los falsos negativos. La
metodologia estadistica mas usada para este disefio es la llamada curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic), que permiten una clasificacion de los valores de la prueba segun
sean inferiores o superiores al elegido. Fue disefiada en los afios 50 para problemas practicos
en la decision de seflales por radar, inicia su debut en Biomedicina dentro del area de
Radiologfa expandiendo su aplicacién en relaciéon a cualquier método diagndstico que genere
resultados numéricos; y como tal, fue empleada para evaluar marcadores tiroideos en el
screening neonatal (21, 22).

Los conceptos de sensibilidad y especificidad permiten evaluar la validez de una prueba
diagnéstica pero carecen de utilidad por si mismos en la practica clinica. Para su aplicacion es
imprescindible conocer previamente los riesgos y beneficios que traerfan las decisiones
médicas derivadas de aplicar el resultado de la prueba. Tanto la sensibilidad como la
especificidad proporcionan informacién acerca de la probabilidad de tener HC (positivo o
negativo) en funcién de la verdadera condiciéon de ser un HC, esa informacién se completa
por medio de los valores predictivos (23). El valor predictivo positivo es la probabilidad de
padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo en el test. El valor predictivo
negativo es la probabilidad de que un sujeto con un resultado negativo esté realmente sano.

Es importante considerar en el disefio de un ensayo clinico con metodologia cientifica que el
valor de la informacioén obtenida debe tener relacién con las teorfas previas que motivaron la
investigacién y no exclusivamente por su nivel de significacién. Por lo que la validez
estadistica no es una medida del conocimiento humano sino una medicion de la certeza, no es

suficiente por si misma para que una afirmacién sea considerada cientifica. a experiencia, la
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observacion y el compromiso con los pacientes aportan conocimientos que a veces son
dificiles de randomizar pero son importantes en la toma de decisiones. El ideal serfa lograr que
el aporte estadistico se soporte cientificamente con la informacién obtenida por los
conocimientos de la observacién (24, 25, 26). La aplicacién de estas herramientas estadisticas
en el screening neonatal de HC han sido consideradas de gran utilidad para lograr un punto de
corte 6ptimo del marcador elegido, ejemplo de ello es la aplicacién de Morisette and Dussault

en su estudio sobre la eleccién de corte para T, como marcador en su screening neonatal (27).

Ventajas y desventajas de marcadores bioquimicos.

o Determinaciones de TSH.

La revisién de programas de screening neonatal ha puesto en alerta sobre el valor protagénico
del punto de corte, dado que su definicién es decisiva para evitar que RN posiblemente
enfermos queden sin detectar y que la poblacidn de falsos positivos sea menor. Esta necesidad
ha llevando a ensayar distintas metodologias para interpretar correctamente los resultados del
screening.

Podriamos mencionar que muchas condiciones técnicas impiden determinar un punto de
corte universal para TSH, entre ellas:

a) El método de extraccién y conservacion de la muestra, sea ésta en papel de filtro o en suero.
Hiroaki Inomata y col. proponen para interrelacionar el punto de corte para TSH en sangre
total disecada (spot) con valores de TSH séricos, multiplicar por una constante de 1,6 los
valores obtenidos por técnicas de spot, y ademas sugieren que cada centro deberfa definir su
propio valor de corte (28).

b) Segun el ensayo utilizado el valor de TSH para el corte del screening se ha modificado
constantemente. En trabajos recientes sobre evaluacion de costo-beneficio desde el afio 1997
se propone bajar la cifra de normalidad de 25 mU/1 a 10 mU/1 de TSH para técnicas de spot,
con este valor se disminuye significativamente los falsos negativos pero aumenta
considerablemente los falsos positivos (29). En una bisqueda constante para lograr un punto
de corte apropiado, con un equilibrio entre sensibilidad y especificidad, diversos grupos han
evaluado sus programas. Gjurkova y col examinaron su programa de screening por un periodo

de 6 afios, usando un valor intermedio de los referidos TSH=15 mU/1 (ensayos DELFIA)
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con el que observan una incidencia de HC = 1:2.804 y un indice de confirmacién® del 0,09%
con un valor predictivo del 20% (30).

En nuestro pais el programa de screening del Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez de Buenos
Aires en una reciente presentacién muestra su experiencia al comparar dos periodos de tiempo
del screening para HC usando spot con un ensayo DELFIA. Inicialmente utilizaban un punto
de corte de 15 mU/1 y luego bajaron dicho punto a 10 mU/1 y observaron que al bajar el
punto de corte se pudieron detectar un 14% de nifios que hubiesen quedado fuera con el valor
de 15 mU/L. La incidencia de HC en estos dos tiempos fue de 1:1.881 y 1:2.341
respectivamente.. Hsta estrategia tiene la ventaja de mejorar el VPP ya que para el punto de 15
mU/1= 68% y para 10 mU/1= 34,92%, pero tiene la desventaja de aumentar el indice de nifios
citados para una segunda muestra, ya que para 15 mU/1= 0,067% y para 10 mU/1 = 0,12%,
por lo que concluyen que no obstante el costo adicional al aumentar el nimero de segundas
muestras sigue justificindose frente a un posible diagndstico olvidado (31).

Todo lo expuesto y muchas otras experiencias quedan meritoriamente reflejadas en la
reflexién que al respecto dice: “E/ costo de testificar un hipotiroidismo congénito es tan bajo que palidece
al compararlo con los cientos necesarios para cuidar a un iinico nifio severamente afectado debido a su condicion

de no tratado, sin mencionar la terrible pérdida emocional y financiera de la familia” (32).

e Determinaciones de TSH y T, juntos.

Para evitar un alto nimero de falsos positivos una opcién es aumentar la sensibilidad de la
técnica usada, por ejemplo utilizando dos marcadores tales como TSH y T,, empleandolos uno
como screening y el otro para definir en la segunda muestra. Shigenobu Nagataki y col. en una
publicacién de los afios 80 muestran su experiencia sobre un ensayo propio para spot aplicado
masivamente (11.337 RN) con determinaciones de TSH y T, en muestras obtenidas entre el
5to y 7mo dia de nacimiento. La sensibilidad para este ensayo se ubicé en un valor para T, =
10 ug/ly para TSH = 10 mUI/I, los pacientes que fueron (+) para el screening tuvieron buena
correlaciéon (T student) cuando se los compard con diagnéstico certero de HC por las
muestras individuales de confirmacién, lo que permite avalar la sensibilidad de esta

metodologia (33).

2 Pacientes citados para una segunda determinacion, definidos por algunos autores como indice de re-llamado.
En inglés “recall rate %”.
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En una publicacién mas reciente sobre una experiencia de 12 afios (1989 - 2001) Zamboni G
y col analizan su grupo de falsos negativos con determinaciones de TSH y T, juntas, con los
resultados que podrian haber surgido de usar solo TSH. Sobre un total de 745.000 RN en el
screening con ambas determinaciones 10 RN (10/745.000) fueron “perdidos” -falsos
negativos- porque sus determinaciones de TSH y T, fueron normales, el diagndstico recién se
hizo en la infancia. Si el programa hubiese medido solo TSH un adicional de 11 RN se
hubieran sumado a los 10 referidos (21/745.000) debido a que pudieron ser detectados por

determinaciones de T, baja (34).

e Determinaciones de T.

Las determinaciones de T, y su punto éptimo de corte también han variado con los ensayos y
la experiencia de la metodologfa usada en el screening. Inicialmente el corte se establecia en el
valor correspondiente al 3% de las determinaciones consideradas normales, ello es T,= <6
ng/dl; luego se considero el valor cotrespondiente al corte del 20% de los valores muestrales
obtenidos en el dia ello llevé a perder los HC subclinicos (ej tiroides ectopica), por lo que en la
actualidad la mayorfa de los programas usan el valor establecido al 10% que significa T,= <9
ng/dl En los programas que aplicaron determinaciones de T, en los pacientes por encima del
valor de corte se usé TSH para la confirmacién del diagnéstico (35).

Wang y col en la bisqueda de definir el uso de T, observan dos situaciones, una al usar
primero TSH (TSH) con un valor de corte TSH = 15 mUI/L, y otra cuando usan primero T,
y luego TSH (T,/TSH); ambos programas son en spot y las determinaciones procesadas por
un ensayo DELFIA. En el primer caso sobre el total de RN encuentran 2.198 sanos y 117
con HC confirmado de los cuales 9(7,69%) se hubiesen perdido al usar T, solamente como

primer marcador (22).

e Determinaciones de TSH, T, y Tiroglobulina (TBG).

Interesados en encontrar otro marcador que evite los riesgos dados por las determinaciones
con solamente TSH y T, Kempers y col. proponen un nuevo método de confirmacion, para el
programa de screening en Holanda, empleando determinaciones de T,, TSH y TBG (30).
Esta propuesta obedece a que muchos de los falsos positivos pueden ser por causa de
deficiencia de TBG. La metodologia consistié en analizar T, primeramente en muestras de

sangre en papel de filtro entre el 4to y 7mo dia; luego se las compara con la media del dia si es
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< 1,6 DS se determina TSH y TBG en la misma muestra. Esta metodologia aplicada en
430.764 nifios registra una incidencia total de 1:1.800 y les permite clasificar a los HC de
origen tiroideo (1:2.500) 6 central (1:21.000), y si son permanentes (1:2.200) o transitorios
(1:12.000). El riesgo de esta metodologia es que hay un grupo de RN que padecen
enfermedades severas o son prematuros extremos los cuales presentan niveles bajos de TBG y

al screening son referidos como positivos pero en realidad son falsos positivos.

® Determinaciones de T, libre (T, ) y T; libre (T, ).

El advenimiento de determinaciones de T, y Ts; ha proporcionado un nuevo elemento para
evaluaciones mas precisas del estado funcional tiroideo, sobre todo en los neonatos, dando
lugar a la investigacion de parametros de referencia para la normalidad. En nifios sanos, la
relaciéon sérica de TSH con T, y Ty, permite observar que TSH tiene un marcado
incremento en las primeras 24 horas un declive luego hasta lograr valores de adulto al 4to dia y
las Tiroxinas libres tienen un incremento significativo entre las 24 y 48hs (37). Estas variables
fisiol6gicas no permiten su uso como marcador de screening por lo que ain no se ha
estandarizado su uso. Sin embargo actualmente hay una tendencia de reemplazar a T, total por
mediciones de T, j, pero como aun no hay suficientes programas con su aplicacion queda
limitado para la confirmacién del diagnéstico.

Otras determinaciones de hormonas tiroideas (HT) como de Tri-iodotironina (T;) y Tri-
iodotironina reversa (T ;) no son recomendables como marcadores en el screening porque
aportan valores poco precisos y ademas su linea de corte para separar normalidad de

anormalidad es dificil de definir (38).

Consideraciones para optimizar el programa.

e Tiempo apropiado para la obtencién de la muestra.

La concentracién de hormonas tiroideas son bajas en la primera mitad del embarazo, en este
tiempo el feto depende de la funcién tiroidea materna, el eje hipotdlamo —hipéfiso —tiroideo
esta maduro recién al momento del parto en el nifio a término. Después del parto hay
elevacion fisiolégica de TSH que ocurre a las 24 hs, con los consecuentes cambios dindmicos
de T, y T; entre el primer y segundo dia del nacimiento (5, 39, 40, 41, 42). Considerando

estas razones fisioldgicas se puede decir que el tiempo apropiado para tomar la muestra y
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evitar los falsos positivos es luego de las 48hs de vida del RN. Actualmente el alta precoz de
las maternidades obliga a considerar esta situaciéon ya que en muchos lugares el RN se va de
alta antes de las 48hs de vida y por ende puede perderse la oportunidad de realizarse la prueba.
Debido a la dificultad derivada de esta situacion se han ensayado programas con muestras para
TSH en sangre de cordén (4). Esta metodologia se inicia en los aflos 1974 - 1975, con los
programas de Klein y Walfish pero se transforma en un método poco practico ya que las
variables del parto, las condiciones del RN y las dificultades propias de la manipulacion y el
transporte son posibles causas de error en las determinaciones de TSH lo que condiciona su
uso (19). También Prato FS y col en Londres aplican un método de screening en sangre de
cordén, usando como primer marcador T, = 8 pg/dl (RIA) en las muestras con valores
menores de este corte en la misma muestra se mide TSH, si la los valores son > 25 mU/I
(RIA) se toma una segunda muestra de sangre de talén. Con este programa se observa una
incidencia de 1:3.456 considerandose el método empleado con sangre de cordén como
eficiente para detectar HC (43).

Con idéntico propésito Grufieiro-Papendieck L y col estudiaron el porcentaje de falsos
positivos si las muestras se tomaban antes de las 48hs de vida. Se analizaron valores de TSH,
por ensayo DELFIA, en 338 nifios con fracciones de tiempo cada 6hs de vida, y una linea de
corte TSH= >15 pU/ml; el porcentaje mas alto de falsos positivos fue antes de las 6 hs de
vida (48,4%) el cual cafa a 0% a partir de las 30 hs de vida, lo cual hace proponer a estos
observadores que es preferible el riesgo de falsos positivos antes que la posibilidad de quedar
sin diagnostico (44).

En un esfuerzo dirigido a no perder posibles nifios hipotiroideos, la Academia Americana de
Pediatria menciona que con el uso de ensayos inmunofluorométricos de ultima generacién
para TSH los valores obtenidos en las primeras 24hs de vida no son tan altos como con
ensayos antetiores y usualmente es util la linea de corte considerada entre 20 y 25 mU/1 para
técnicas de spot. Ello sugiere considerar la extraccién en las primeras 24 hs como asi también
recomienda que en nifios nacidos en el hogar al igual que nifios en estado de enfermedad

critica o neonatos pretérminos la extraccién se repita al séptimo dia (5).

e Valores de TSH y edad gestacional.

Los prematuros y prematuros extremos crean un nuevo capitulo para la interpretacién del

screening y la determinacion de los valores 6ptimos de TSH en esas situaciones. Usando
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técnicas de spot y procesadas las muestras con un ensayo inmunofluorométrico (IFMA Delfia
Wallac) con un punto de corte definido para TSH= 15 mUI/], Gruifieiro y col evaluaron su
eficacia en RN clasificados segun las semanas de gestacién: a Término (T) = >37 semanas,
Pretérmino = 33 - 37 semanas, Pretérmino severos </= 32 semanas. Concluyen que fue un
método eficiente en la deteccién de HC pero resaltan la necesidad de estar atentos en los RN
pretérminos severos porque podrian ocurrir falsos negativos sugiriendo una segunda
evaluacion. Los falsos negativos en este grupo pueden estar condicionados a la elevacién
tardia de TSH dada por distintas situaciones tales como la inmadurez del eje hipotalamo-
hipéfiso-tiroideo, un balance de yodo negativo, la disminucién de tiroglobulina intratiroidea, la
exposicion prolongada a sustancias iodadas, y las enfermedades severas no tiroideas que
requieren uso de corticoides y/6 dopamina (45).

Usando TSH sérica Adams y col evaluaron nifios sanos pretérminos y a término, y los
agruparon segun la edad de de gestacidon (40). Las muestras de sangre fueron obtenidas en la
primera semana de vida, de sangre arterial o venosa, la TSH fue procesada por técnicas RIA
de alta sensibilidad. Se obtienen valores de TSH (mUI/I) que se clasificaron segun las edades
gestacionales (semanas) en los siguientes rangos: 0,2- 30,3 (25-27 sem), 02,-20,6 (28-30sem),
0,7-27,9 (31-33 sem), 1,2-21,6 (34-36sem) y 1,0- 39 (a término). Lo interesante de este trabajo
es que aporta valores por edad gestacional que pueden ser tomados como referencia cuando se
hace la confirmacién y hay dificultades para definir el diagnéstico, no obstante hay que ser
cauteloso dado que el numero total de pacientes de 12, 33, 65, 64, y 45 RN respectivamente es
relativamente bajo para poder sacar conclusiones.

Con el mismo interés Wiedemann y col valoran TSH séricas, procesadas por un ensayo de
inmunofluorescencia (“IMx hTSH”) y los RN son clasificados acorde a su peso de nacimiento.
Las determinaciones se hacen al quinto dia de vida en 1.712 RN a término (>2.500gt), y en 64
nifios a término pero con desérdenes neonatales. En los primeros obtuvieron una media para
TSH = 0,4 -9,05 mU/, mientras que en los otros TSH= 0,14-6,39 mU/l. Consideraron una
especial conducta para 131 prematuros en quienes midieron TSH al séptimo y 14 dias a los
fines de evitar falsos negativos, obteniendo una media de TSH = 2,35 y 2,12 respectivamente
en RN con peso 1.500-2.500gr, en tanto que prematuros extremos (<800gr) las
concentraciones fueron de TSH= 18,6 y 28 mU/I tomadas en iguales tiempos de vida (47).
Como se puede observar este trabajo emplea la misma conducta sugerida por Grufieiro y col

mencionada anteriormente (45).

MLY 21



e Marcadores bioquimicos.

1. Técnicas empleadas.

En los dltimos 15 afios, los ensayos de TSH han evolucionado tecnolégicamente hacia una
mejor sensibilidad y precision. Los ensayos por Radioinmunoensayo (RIA) de TSH estin
disponibles desde la década del 60, si bien los ensayos inmunométricos (IMAs) surgieron en
1968, no fue hasta la década del 80 que experimentaron un gran desarrollo debido a la
disponibilidad de anticuerpos monoclonales (MAbs) anti-TSH. Los IMAs se dividen en
diferentes tipos segun la molécula utilizada para marcar; cuando se emplea un radioisétopo
(I125): inmunorradiométricos (IRMA), una enzima: inmuno- enzimométricos (IEMA), una
particula fluorescente: inmunofluorométrico (IFMA), y una molécula quimiluminiscente:
inmunoquimiluminimétricos (ICMA). Sobre la base de la sensibilidad funcional, surgié6 una
nomenclatura generacional que dio origen a los RIAs considerados como ensayos de primera
generacion, mientras que los IRMAs, IEMAs, IFMAs son de segunda generacion y los ICMAs
son de tercera y cuarta generacion (48). Esta evolucion ha originado una constante busqueda
de referencias para la normalidad, lo que obliga a una permanente definicién de los valores de
corte segun el ensayo utilizado en el screening.

Cuando se usan muestras de sangre entera liquida la técnica consiste en recoger, por puncion
capilar del talén del RN, aproximadamente dos tubos de vidrio capilares (150ul) lo que
asegura suficiente plasma para las determinaciones de TSH y T, (49). Las muestras de sangre
disecada en papel de filtro (test de Guthrie) son empleadas en los programas de screening que
incorporan las determinaciones de TSH a las de Fenilcetonuria, cuando se pretende una
determinacién de T, se considera suficiente una gota de aproximadamente 3 mm de didmetro,

en cambio si se desea procesar TSH debe ser alrededor de 6,5 mm (50).

2. Linea 6 punto de corte (cut off).

El trabajo de Griffiths y col es mencionado por otros autores como referencia sobre lineas de
corte y presenta una conducta metodolégica similar a nuestro programa. Su experiencia
consiste en medir las concentraciones de TSH y T, (RIA) en plasma, utilizando como linea de
corte TSH= 20 mU/], en muestras con valores supetiores se procesa T, , y se cita al paciente
si T, es menor que 8 ug/ml (49). Esta conducta permite seleccionar en quienes se procesa T,

en la primer muestra de sangre, evitando los factores sociales y psicolégicos que implica para
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el RN y la madre el sistema de confirmacién, ademas agiliza el encuentro con el paciente
verdaderamente en riesgo.

Con determinaciones de TSH (RIA) en suero, obtenidas por puncién de talén al quinto dia de
vida con el punto de corte tomado atbitrariamente en TSH = 12 pUI/ml Delange y col
obtienen un 0,6 % de falsos positivos, razén por la cual deciden modificar el punto en TSH=
20 uUI/ml lograndose una reduccién a 0,27% de falsos positivos, y en ambos casos los HC
quedan incluidos (42). Ademas lo destacable en este trabajo es la visionaria propuesta al
sugerit como “probablemente sea efectiva” el uso de la técnica de papel de filtro para
detecciones simultaneas de HC con enfermedades metabdlicas, adelantandose asi de alguna
manera a la practica ampliamente usada en el mundo actualmente.

Para determinaciones de TSH en spot, Hulse y col informan los resultados sobre una
metodologia escalonada con una linea de corte original al séptimo dia para TSH= 25 mU/I1
(RIA), en casos de TSH >80 mU/1 se considera positivo, peto en > 25 y < 80 se repite el
mismo test en spot y si son elevados se toman muestras para TSH sérica. Esta conducta
permitié detectar 26 HC pero en cuatro de ellos el diagndstico estuvo retrasado, dos se los
cuales fue hecho por la clinica antes de recibir los resultados del screening (51).

El conocimiento de la linea de corte para los diferentes ensayos bioquimicos utilizados en los
programas del screening para HC requiere de una interpretacion eficiente. En ese intento
Jones JH, Mackenzie | y col. (52) comparan los ensayos durante 2 periodos de tiempo del
programa realizado en Inglaterra, 1ro: afios 1979-1993 y el 2do: afios 1994-2003. En ese
tiempo se utilizaron varios ensayos para las determinaciones de TSH que son expresados en
miliunidades por litto (mU/]) y se toman como linea de corte para el screening: <25 patra
ensayo Corning RIA (1979-1982), <15 para Radioinmunoensayo RIA (1982-1989), <10 para
Inmunorradiométrico ISD IRMA (1989-2002), y <8 (a partir del 2002) para Inmunoensayo
port fluorescencia DELFIA.

Los nuevos ensayos de TSH han demostrado mayor sensibilidad, sin embargo la tendencia de
un alta precoz en las maternidades sigue siendo un desafio para los programas de screening,.
El uso de TSH por ensayos inmunoflurométrico puede ser de utilidad ya que se ha
demostrado que las TSH en las primeras 24hs no son tan altas como con los ensayos
anteriores y usualmente menor que el corte de 20 a 25 mU/1 (5).

No solo el alta precoz es una tendencia actual sino también el uso de valores de corte muy

bajo para TSH lo que origina un elevado numero de falsos positivos quienes a su vez van a
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requerir un seguimiento especial. Atento a ello se introduce el criterio de valorar TSH acorde a
la edad al momento de obtener la muestra considerandose esta medida como segura y efectiva
para reducir esta importante poblacién de falsos positivos (53).

Otro factor importante en programas para screening es la precision de las mediciones en
laboratotio, con este intetés Jewel y col analizan TSH y T, de 70.000 RN en muestras de spot
recolectadas por 45 laboratorios y observan como un factor significativo de error son las

imprecisiones originadas por las concentraciones muy cercas del limite de corte (54).

Interpretacion de los resultados del screening.

Dado que la deteccién precoz del HC es el objetivo final del screening la interpretacién de sus
resultados es indiscutible, lo cual no es una tarea facil ya que estin influenciadas por muchos
factores, tales como: a) Neonatales: peso, pequefio o grande para edad gestacional, sexo, edad
gestacional, gemelar, defectos de nacimiento, enfermedades severas. b) Gineco-obtétricos:
primer embarazo, abortos previos, diabetes gestacional, tabaquismo, uso de farmacos.
¢) Exposicién a drogas: por contacto de sustancias iodadas ¢ medicacién durante el perfodo
neonatal (52, 55, 50, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63). d) Maternos: edad de la madre, enfermedades
tiroideas, consanguinidad (64, 65).

Un enfoque sobre la etiopatogenia del HC ayuda a elaborar un diagnéstico mas certero, al
igual que los criterios sobre la diversidad de posibilidades de los resultados del screening (52,

40). (Tabla 2) (Tabla 3)

Tabla 2: Clasificacién etiopatolégica del hipotiroidismo congénito.

1. HC Hipotalamo — Hipofisario o secundatio/terciatio
2. HC Tiroideo o Primario
a)Permanente
e Disgenesias tiroideas: atiriosis, ectopias 6 hipoplasias
¢ Dishormonogénesis, defectos en la respuesta o insensibilidad a TSH,
defectos en captacidn, transporte u organificaciéon del Yodo, defectos en sintesis de
Tiroglobulina, defectos en la desyodacién, defectos en “pendrina”(Sindrome de
Pendrel)
b)Transitorio
3. HC periférico: Sindrome de resistencia a las hormonas tiroideas.
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Tabla 3: Criterios de inclusion para el diagnéstico de hipotiroidismo congénito.

Categorias
de diagndstico

Criterios a tener en cuenta

HC definitivo o
Permanente.

TSH elevada
T4 baja

En RN a término con alguna de las siguientes situaciones:

e Confirmada TSH elevada y T4 y/é T4l subnormales, debe ser
reportado urgentemente para confirmar el diagnéstico

e Imagen tiroidea anormal

e TSH > 10mU/1 en nifios > 1 afio en tratamiento

e TSH > 15 cuando se interrumpi6 el tratamiento

e TSH venosa > 40 mU/]l en hermanos de nifios con probada
dishormonogénesis.

El tratamiento con Levotiroxina deberfa ser iniciado tan rdpido como se

confirma el diagndstico

Probable HC
TSH ligeramente elevada

T4 y/6 T4 (1) subnormales

Nifio sano, a término, que no reune los criterios anteriores pero su TSH
confirmadora sigue elevada con Ty y/6 T4l subnormales (10%).

Repetir la muestra observando los valores de TSH segun los dfas de vida
del RN. Si contintan se procede igual que Hipertirotrofinemias (*)

Elevacion transitoria de
TSH

TSH ligeramente elevada

T4 y/6 T4 (Dnormales

e 'TSH elevada al screening pero normal en la recitacion y T4 normal.
Queda sin medicar.(1:50 000)

e Si son hijos de madres medicadas con drogas antitiroideas o con
enfermedad tiroidea autoinmune con conocida presencia de
Anticuerpos Inhibidores de TSH (TRabs) /1:180 000) esperar 1-3
semanas y re-chequear. Si la situacién persiste tratarlo como en los
estados inciertos.

Estados inciertos
("TSH elevada
(Hipertirotrofinemia)
transitoria
T4subnormales
(Hipotiroxinemia)

transitoria

e Sin los criterios antes mencionado pero:

e Tienen TSH medianamente elevada en forma persistente después del
mes de vida con concentraciones de T4 y/6 T4l normales. La
decisién en estos nifios es medicarlo hasta los 3 aflos de vida y
entonces re-evaluarlos.

e Tienen TSH normal pero bajas T4 ( menos de 2 SD para su edad =
<10ug/dl) podrian tener insuficiencia tiroidea por:

e Enfermedades con disturbios en proteinas ligadoras ( 1:5 000)

e Hipotiroidismos centrales (1:25 000- 1:50 000)

e Hipotiroidismo primatio con retraso en elevacién de TSH (1:100
000), RN con bajo peso y bajo peso extremo, y RN a término pero
con enfermedades severas. Tomar una segunda muestra, y
eventualmente seguimiento durante la infancia si hay conocido
riesgos por dishormonogénesis familiar.

e Constantes infusiones de dopamina o glucocorticoides, prematuros,
nifios con enfermedades severas. En ellos re-valorar una vez que su
estado general esté mds estable.

e RN con malformaciéon medio facial, u otra dismorfia.

e E] tratamiento en estos nifios, a excepcién de los Hipotiroidismos
centrales y los con retraso en la elevacion de TSH, no ha mostrado
ser beneficioso. La conducta es apropiada para cada caso.

e Nifios mellizos monocigéticos, tomar 2da muestra a las 2 semanas,
posible pasaje sanguineo entre ellos, por ende error en el screening.
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1. En los HC Hipotalamo — Hipofisario

Ocutre cuando el HC cursa con TSH normal o baja, con Hormonas tiroideas (HT) también
bajas, en tales casos obedece a una anormalidad pituitaria o hipotalamica y son denominados
secundarios o terciarios.

2. En los HC tiroideos o primatios.

El defecto compromete a la glandula tiroidea los que se denominan HC primarios Son
permanentes los originados por alteraciones anatémicas (“morfogénesis”) de la glandula
tiroides, o bien por defectos enzimaticos (“dishormonogénesis™) en el proceso de sintesis de
las hormonas tiroideas (73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80).

Se considera transitorio aquel que normaliza su funcién tiroidea en un periodo variable de
tiempo dependiendo de la intensidad, entre las posibles causas tenemos iatrogenia, déficit de
yodo y alteraciones inmunitarias, entre otras (71, 81, 82).

3. E1 HC periférico es denominado Sindrome de Resistencia periférica.

Se caracteriza por elevaciones de T, libre y no supresién de TSH sérica, los niveles de T; y T,
totales estan siempre elevados. Es considerada una alteracién genética por mutaciones de los
genes que codifica los receptores - intracelulares en tejidos periféricos- de hormonas tiroideas
(T5 vy T,), ello condiciona la respuesta disminuida a la accién de las hormonas tiroideas en los

tejidos (71, 72, 83).

Metodologia del screening para HC en el Hospital Privado Cordoba.

Cuando decidimos poner en funcionamiento un programa de screening para hipotiroidismo
en el Hospital Privado no escapamos a todos los desafios ya mencionados y el compromiso
que debia asumir cada integrante del mismo, sin desconocer la necesidad de una investigacién
permanente. Comienza en el afio 1994 con informacién a los padres y muestras voluntarias de

los RN, a partir del afio 2001 se transforma en un programa de la institucion.

e Organizacién del programa.

Desde el afio 2001 funciona un programa computarizado —software- denominado “screening”,
el cual fue elaborado por el Departamento de Cémputos de nuestro hospital. En él se
contempla la informacién minima y suficiente para permitit un seguimiento 6ptimo del
screening. Tienen acceso al programa unicamente las personas autorizadas para ejecutarlo

y cada una de ellas solamente pueden insertar la informaciéon que les compete a su area, por lo
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tanto la secretaria de partos no tiene acceso para incorporar datos del laboratorio, tampoco el
laboratorio puede modificar datos de filiacion y endocrinologia pediatrica no puede cambiar
los datos ya registrados y a su vez es el tnico que puede visualizar los pacientes remarcados en
riesgo; este resguardo le confiere seguridad a la informacion allf registrada (Tabla 4).

La metodologia para registrar la informacién es la siguiente: a) la secretarfa de partos registra
los datos de filiacién del RN: nombre, nimero de su historia clinica, nombre de la madre con
su respectiva historia clinica, la fecha de nacimiento; b) al dar el alta al paciente los padres
reciben un pedido explicito para el laboratorio “screening” y la informacién y que deben
volver para la extraccién de sangre después del 3er dia de vida y antes de la semana, en caso
que el RN pase a cuidados de neonatologia es en este servicio donde se extrae el material para
la muestra; c) el programa tiene un sistema especial que permite distinguir a los nifilos que no
realizaron su extraccién en nuestro laboratorio indicando los dias que lleva de demora para
realizar el estudio. En estos RN con demora se los contacta telefénicamente y son encuestados
sobre el lugar en donde se hizo la determinacion y los resultados obtenidos, en el caso que no

hubiese sido ejecutada la practica se los cita con caracter de urgente.

e Técnicas y procesamiento del material.

Nuestro marcador bioquimico para hipotiroidismo es la TSH sérica dado que se procesa
diariamente en nuestro hospital por lo que fue considerada como segura, rapida y confiable.
El uso de marcadores con técnicas propias de la institucién con valores de corte apropiado ha

demostrado ser eficientes en los programas de screening (84).

e Resultado del screening.
Una vez procesada la muestra el laboratorio registra los resultados diariamente en el programa
“screening”. La linea de corte se tomé en base a la bibliograffa ya mencionada y fue TSH =

10 uU/mly para T, = 10ng/dL

e Identificacién de RN en riesgo.
El programa esta disefiado para que los valores mayores a la linea de corte se vean con color,

ello permite identificar con facilidad los RIN en riesgo para citarlos a nuevo chequeo. (Tabla 4)
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e Confirmacién del diagnostico.

Semanalmente Endocrinologia Pediatrica chequea los RN que son considerados en situacién
de riesgo e inicia el proceso de confirmacion.

Una vez que el laboratorio confirma la sospecha de HC se evalta al paciente de la siguiente
forma: a) entrevista (anamnesis): Historia familiar y del RN; b) sintomas y signos del RN
relevantes del HC (referencia tabla 1); ¢) exdmenes complementatrios: Rx de rodilla para
evaluar nuicleos de osificaciéon (Edad 6sea). Laboratorio de todas las hormonas a nivel sérico,
ecograffa de tiroides y centellograma tiroideo con Tc 99; d) tratamiento: confirmado el

diagnéstico se inicia el tratamiento.

Tabla 4: Copia parcial del registro de screening para HC del HPCba.

Nombre HClin Nombre Fecha Fecha valor
HClin madre madre RN RN nacimiento muestra TSH
492444 FM 592708 CV L 15/09/2006 = = 0
592664 BDA 592692 ABT 15/09/2006 = - 0
523985 FK 592817 F] 16/09/2006 22/09/2006 4,24
513453 ON 592818 DOM 16/09/2006 22/09/2006 2,5
473362 Q 592819 PQC 17/09/2006 22/09/2006 43
581871 GM 592823 SGF 17/09/2006 22/09/2006 4,24
576818 Z M 592820 MZ] 18/09,/2006 = = 0
562832 Y C 592821 LIB 18/09/2006 22/09/2006 0,68
545557 FT 592822 MFC 18/09/2006 22/09/2006 1,96
437556 BC 593067 BF 18/09/2006 22/09/2006 5,27
533427 GN 592906 M GL 19/09/2006 = = 0
558638 HS 592907 JHYV 19/09/2006 25/09/2006 2,59
394163 BN 592908 V BS 19/09/2006 29/09/2006 3,78

El color verde destaca los valores TSH>10 (linea de corte) y el color amarillo los RN sin evaluacién y
por ende son quienes hay que citar.

Consideramos que nuestro screening asi programado cumple con las recomendaciones de la

[13

Academia Americana de Pediatria cuando dice “.../a eleccion del método deberia estar basada sobre la

experiencia en el programa, las necesidades de la poblacion y la disponibilidad de los recursos” (85).
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HIPOTESIS A INVESTIGAR

e la pesquisa para el diagnostico de HC con TSH sérica es un método confiable.
Permite establecer valores limites relacionados a la edad del nifio.

e Cuando TSH se encuentra fuera de los limites de confianza la determinacion de
Tiroxina (T,) en la misma muestra colabora con la identificacién de los falsos
positivos.

e Las dificultades encontradas en el programa de screening neonatal para hipotiroidismo
congénito ejecutado en el Hospital Privado de Cérdoba son similares a las referidas en
la literatura.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivos generales:

Evaluar la eficacia diagnostica, en una poblacién definida, de la TSH sérica como método de

screening para hipotiroidismo congénito.

Objetivos especificos:

Evaluar el uso y la seguridad diagnéstica de TSH sérica como marcador en un
screening neonatal para hipotiroidismo.

Investigar el valor 6ptimo para TSH sérica como marcador de hipotiroidismo
congénito.

Obtener parametros poblacionales de referencia para TSH en relacion a la edad del
RN al momento de la determinacién.

Estimar el rol sobre la elevacién de TSH de algunos factores tales como peso del RN,

tipo de parto, medicaciones, edad gestacional y enfermedad tiroidea materna.
Valorar la frecuencia de hipotiroidismo congénito en la poblacién estudiada.

Proponer las reformas necesarias para mejorar la metodologia aplicada.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas del estudio.

Estudio epidemiolédgico descriptivo, analitico, longitudinal y retrospectivo.
Tamaifio poblacional.
Todos los nifios nacidos en el Hospital Privado de Cérdoba (HPCba) con determinaciones de
TSH durante el petiodo comprendido entre 1° de septiembre del 2001 y 1° de septiembre del
2007.
Tamafio de la muestra.
Dado que en este estudio se buscaba explorar exhaustivamente el comportamiento de las
variables candidatas a ubicar a los RN en el grupo de falsos positivos, la conducta fue
comparar dichas variables en el grupo de RN sanos. Para ello se utilizaron para el grupo de
falsos positivos las totalidad de los casos presentados, mientras que para el grupo de nifios
sanos (cantidad significativamente mayor) se tomé una muestra aleatoria simple. (z = 300).
Seleccioén de 1a poblacion.
- Criterios de inclusion:
Todos los nifios recién nacidos en el HPCba entre septiembre del 2001 y septiembre del 2007
con las siguientes caracteristicas:

e Que estuviesen registrados en el programa de screening neonatal del HPCba.

e Que las determinaciones de TSH hubiesen sido procesadas por el laboratorio del

HPCba.

® Que las muestras hubiesen sido tomadas antes de los 20 dias de vida.
- Criterios de exclusién:
Todos los nifios recién nacidos en el HPCba entre septiembre del 2001 y septiembre del 2007
que presentaban:

e Determinaciones de TSH procesadas en otro centro asistencial.

e  Muestras para TSH tomadas después de los 20 dias de vida.

e Determinaciones de TSH = < 0.5 uU/ml.

e Menos de 1.500 grs. al momento de nacer.

e Fallecimiento en el primer mes de vida.

e Ausencia de determinaciones en screening pero clinicamente eutiroideos.

e Sin datos.
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Disefio del estudio

- Datos de todos los RN:

Registro de la némina de recién nacidos (RN).

N° de Historia Clinica (HCI) del RN y de la madre.

Fecha de Nacimiento (FNac). Registro de los fallecidos.

El sexo segin el nombre registrado del RN y/é informacién de la historia clinica.
Fecha de la extraccién de sangtre para la determinacién de TSH (FExt).

Valor de Tirotrofina sérica (TSH).

Valor de T, cuando la hubiera.

- Datos de los RN de la muestra seleccionada:

Este grupo muestral esta constituido por los 300 RN que en la muestra tuvieron valores de

TSH > a 10 pU/ml (grupo problema) y 300 RN control (grupo control). Este ultimo se

obtuvo del grupo con TSH >10 pU/ml (grupo sano).

Datos de filiaciéon de los RN. Edad Gestacional (EG) Peso del RN. Puntaje de
APGAR (Anexo 6. I). Internacién’, causa y tiempo de la misma.

Nifios con Trisomia 21-Sindrome de Down (T21).

Enfermedades Severas(ES).

Madres hipotiroideas (MH+) 6 Hipertiroidiroideas (MH-), con anticuerpos positivos
antiroideos (AcTPO+) y/ 6 anticuerpos antireceptor de TSH (Ac TRab +).

Efecto de drogas(ED): Inmunosupresores, corticoterapia prolongada y Amiodarona.
Importante exposicion tépica al yodo (ETY) en la madre y/é el RN.

Inherentes al embarazo: Madre primipara o multipara. Embarazos multiples.
Inherentes al parto: Vaginal / Cesitea / Parto Complicado. Se definié este ultimo
cuando presente: ruptura precoz de membranas, liquido meconial, trabajo de parto
prolongado (mas de 20hs), uso de forceps y presentacién podalica.

Imégenes en lo HC confirmados: Ecografia y /6 Centellografia con Tecnecio (Tc 99).

3 La categoria dias de internacién pretende evaluar a los nifios con compromiso severo o leve de salud, y su
incidencia sobre TSH. Se define con enfermedad severa a los nifios que al momento de la muestra estaban en
cuidados intensivos neonatales con sopotte tespiratotio, antibidticos y/o apottes nutticionales o endovenosos
por alguna razén y que requieren internacién por mas de 5 dias.
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Técnicas e instrumentos.

- Lugar donde se realiz6 la investigacion.

El trabajo de investigacién se llevo a cabo en el Hospital Privado de la ciudad de Cérdoba (HP
Cba) Republica Argentina.

- Recursos disponibles.

e Programa de Screening Neonatal, registrado en el sistema informatico bajo un
software denominado “Screening Neonatal”, confeccionado para tal fin por el
Departamento de Cémputos del HP Cba.

e Libro de Partos con registro de los recién nacidos.

e Historias Clinicas en archivo con identificaciéon numeral individual, con registro por
sistema informatico.
e Laboratorio con especialista en Endocrinologia para determinaciones hormonales.
e Registro unificado de pacientes en archivo informatico para identificar los casos que
debieran ser recitados o encuestados telefénicamente.

- Instrumento de medicién cuantitativa.
Las determinaciones de TSH y Hormonas Tiroideas Periféricas: Tiroxina (T,), Tri-
iodotironina(T3), Tiroxina libre(T, (1)), al igual que los Anticuerpo Antiperoxidasa (AcTPO)
fueron procesadas en analizador automatico equipo Roche Elecsys inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia ECLIA de 3ra generacién con intervalo de medicién de 0,005 y
100 mU/1. Este ensayo para la determinaciéon de TSH se basa en un sistema de doble
anticuerpos monoclonales anti-TSH humana, que le permite reconocer epitopes de la
molécula de TSH de manera que ésta queda atrapada formando un sandwich, son ensayos
sandwich conocidos como de doble anticuerpo. El proceso se llevé a cabo en el Laboratorio
de Endocrinologfa del HP Cba, institucién donde se ejecuta el programa de screening,.
- Instrumento de medicién cualitativa.
En los pacientes que conformaron el grupo problema y el grupo control se relevaron de las
Historias Clinicas el puntaje obtenido al nacer por el test de APGAR. (Anexo 1). La
clasificacién fue: Bueno = 6 — 10 puntos. Regular = 4 - 6 puntos. Malo = <3 puntos.
Recoleccion de datos.
El soporte informdtico consistié en la elaboracién de una base de datos dentro del programa
Microsoft Office Excel. La informacién considerada relevante para definir la incidencia y que

no pudiese ser recogida de las fuentes del HP Cba se investigaron telefénicamente, tal es el
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caso de los nifilos cuyo screening o seguimiento fue realizado en otro centro asistencial. La
informacién de los registros del HP Cba se obtuvieron de las siguientes fuentes:

Del software “Screening ”: valor sérico de TSH y edad del recién nacido al momento de la
determinacion.

De las Historias Clinicas de los RN del grupo problema y del grupo control: la edad
gestacional, tipo de parto y peso del recién nacido. Trastornos perinatales, malformaciones y/
u otra situacién patoldgica no tiroidea influenciable sobre los valores de TSH. Confirmacion
de hipotiroidismo congénito.

De las Historias Clinicas de las madres de neonatos con TSH elevadas: enfermedades tiroideas
y/6 alteraciones gineco-obstétricas influenciable sobre los valores de TSH.

Algoritmo definir como sospechoso de HC a un RN

La secuencia de eventos a considerar para definir a un RN como sospechoso de HC no se
modificé desde el inicio del programa en el afio 2001. El mismo consiste en utilizar un valor
de TSH = 10 uU/ml como linea de corte, y una vez procesadas las muestras se procede de la
siguiente forma:

Se cita al paciente.

ConTSH > a 10 pU/ml y T, < 10 ug/dl Procesada en el suero conservado si lo hubiere (¥).
Con TSH > a 10 uU/ml vy sin determinacién de T, (¢j falta de matetial)
Todo RN con TSH > a 20 pU/ml aun cuando fuese T,, > 10 ug/dL Idem (*¥).
No se cita al paciente.
Con TSH < a 10 uU/ml.
Con TSH > a 10 pU/ml pero < 20 pU/ml y T,, > 10 ug/dl Idem (¥).

En los HC confirmados.

De las Historias Clinicas de los RN con diagndstico definitivo de HC se obtiene: Descripcion
clinica del nifio, antecedentes perinatales, informe de imagen de la glandula tiroides por
centellografia Tc 99 y/6 ecografia tiroidea, fecha de inicio de la terapia.
Procedimientos analiticos.
- Variables del estudio:

e Valor de TSH. La obtenida en todos los nifios.

e FHdad al momento de la extraccién: entre 2 y 20 dias.

e Tipo de parto.: Natural. Natural complicado / Forceps. Cesitea Programada 6 no.

e Tipo de embarazo: Simple / Multiple.

e Peso de nacimiento.
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1.500 grs. - 2.500 grs. 2.500 grs. — 3.500 grs. 3.500 grs. — 4.500 grs. > 4.500 grs.

e Test de APGAR (considerada la evaluacién a los 5” del nacimiento)
Bueno= 6- 10puntos Regular= 4-6 puntos Malo = < 3 puntos

e Situaciones inherentes al RIN.
Sindrome de Down / Trisomia 21 (T21)
Enfermedades severas (ES) a considerar: Puntaje de APGAR malo/Distress
respiratorio / Sepsis /Enfermedad neurolégica / Cirugia neonatal /Enfermedad
gastrointestinal / Defectos cardiacos congénitos /Desnutricion fetal.

e Efecto de drogas. Exposicion tépica al Yodo (ExY) madre y RN. Exposicion a
farmacos (ExF): a considerar: Corticoterapia / Inmunosupresores / Amiodarona

e Antecedentes maternos de enfermedad tiroidea.
Hipotiroidismo (H+) / Hipertiroidismo (H-)
Anticuerpo Antiperoxidasa Positivo (AcTPO+)

e Edad gestacional (referido en semanas).

< 36 semanas. 36 — 40 semanas > 40 semanas.

e En RN confirmados HC (ademas de las anteriormente mencionadas).
Tiroxina total (T,) / Tiroxina Libre (T, ;)/ Triiodotironina (T)/ Imagen tiroidea.

e Procesamiento estadistico y analisis de los datos: con el software estadistico SPSS.

Tratamiento estadistico de los datos

En cuanto al tratamiento estadistico de los datos, se realizé un primer andlisis exploratorio en
base al total de nifios recién nacidos (RN) en el Hospital Privado entre septiembre de 2001 y
septiembre de 2007. Para ello se tuvo en cuenta los criterios de inclusion y exclusién descritos
anteriormente. Se obtuvo asi el grupo de nifilos que quedaron definitivamente para el estudio
que se clasificaron en dos grupos considerando el valor de TSH obtenido en el andlisis y bajo
el valor de corte para TSH = 10.

Del anidlisis de la poblacién total en estudio se obtuvieron las medidas descriptivas del
conjunto de datos que permitieron identificar el comportamiento de la poblacién total y
descubrir las variables que fueron relevantes. Los datos analizados fueron: valores de TSH,
edad del RN al momento de la muestra y sexo del nifio. Los resultados fueron expuestos en
tablas de contingencia a los fines de explorar el comportamiento de dichas variables

individualmente y asociadas.
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Una vez identificados dentro del total de nifios aquellos RN con TSH >10 se constituyé el
grupo problema y se los excluy6 de la poblacion inicial. Sobre el grupo remanente de RN
considerados sanos se seleccioné una muestra aleatoria de 300 nifios a través del método de
muestreo aleatorio simple®. La correcta aplicacién de un muestreo’ permitié facilitar el
tratamiento estadistico de los datos (por el menor nimero de observaciones) y también evitar
el problema de sobre identificacion de datos de este grupo con respecto del grupo problema.
Identificados los dos grupos de relevancia (problema y control) se analizaron las variables de
estudio y su comportamiento en ambos. Las variables fueron categorizadas para aplicar el
analisis estadistico segin su naturaleza, en variables cuantitativas continuas y discretas, y
variables cualitativas. Para las variables cuantitativas se calcularon medidas de tendencia
central: media, moda, mediana; y cuando fue necesario medidas de dispersion: desviacion
estandar, amplitud, maximo y minimo y correlacién lineal. Para las variables cualitativas se
analizaron las proporciones.

La relacion inversa (R) del 40 % entre TSH y T4 se obtuvo calculando el coeficiente de
correlacion lineal, cuya formula es: + = [ cov(x,y)) / (DS(x).DS(y) ]. En el numerador la
covarianza de TSH y T4 es decir la dispersién simultanea entre ambas variables. En el
denominador el producto de las desviaciones estandar de cada una de las variables.

Para el analisis comparativo de dos variables se hizo un contraste de independencia que
pretendié rechazar o no la hipétesis nula de que ambas variables son independientes (test chi
cuadrado). Se compararon sus caractetisticas en términos estadisticos a partir pruebas t de
Student de diferencias de medias para muestras independientes’ . Para determinar el efecto
que tienen las variables sobre el valor de TSH en los distintos grupos se realizé un analisis de
regresion logaritmica que permitié determinar los posibles factores de riesgo que influyeron
para que un nifio considerado falso positivo obtenga valores normales en la segunda muestra.
Para poder aplicar dicho método estadistico algunas variables, en ocasiones, fueron
codificadas permitiendo con ello determinar bandas de confianza en la estimacién de los

parametros.

4 Muestreo donde cada individuo posee la misma probabilidad de ser seleccionado.

5 Si el tamafio de muestras aleatorias es lo suficientemente grande, sus medias muestrales tienden a una
distribucién normal (o gaussiana) con medio igual a la media poblacional. Tal caracteristica justifica el uso
correcto de pruebas en base a distribuciones t-de Student y analisis de regresion, entre otros analisis estadisticos,
llevados a cabo a lo largo de esta seccion.

¢ La hipétesis de que ambas variables son independientes se testea a partir del test de independencia asociado a la
distribucién x2. Este test tiene como hipétesis de partida o hipétesis nula (Ho) que las variables son
independientes entre sf, es decir, que una no influye en la otra. Cuando el valor de significacién es menor a un
nivel de 0,05 decimos que existe asociacion, quiere decit que si p<0,05 se rechaza HO.
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Para definir el punto de corte que permiti clasificar a los pacientes en categorias o estados en
relacién con la enfermedad, estar o no estar enfermo, se aplicé el método de las curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic). Generalmente la exactitud diagndstica se expresa como
sensibilidad y especificidad diagnéstica y uno de los métodos ampliamente utilizados para tal
efecto es el método ROC con el cual se pretendié confirmar si el valor de TSH = 10 era
6ptimo como linea de corte o debia ser modificado.

Se establecieron intervalos o rangos de referencia para TSH a partir de mediciones de
determinados valores en un grupo poblacional sano considerando que son representativos de
la poblacién general. En las mediciones biolégicas se asume que los valores pueden caer en un
patrén simétrico (curva gausiana) o asimétrico. Para poder obtener intervalos de referencia de
TSH segun el dia de obtencién de la muestra, una de las formas es a través de la estimacion
por intervalos de la TSH promedio, por dfa de muestra (proponiendo intervalos de confianza
del 95%). Como la TSH es una variable numérica, debe cumplir con la condicién de tener
distribucién normal’, de lo contrario no podriamos calcular los intervalos. Nuestra TSH no
siguié una distribucién normal por lo tanto una forma de trabajar los datos que no cumplen
esa condicion, es transformiandolos en normales. Estadisticamente la transformacion mas
comun es calcular a cada valor de la TSH el logaritmo natural (In). Cuando se hizo la
transformacion, la nueva variable In (TSH) es normal para cada dia de muestra lo que permitié
calcular los rangos de referencia como intervalos de confianza. Tomando ambos extremos
(limite inferior y limite supetior de confianza) se quité luego la transformacién matematica, o
sea hizo antilogaritmo y se obtuvo los valores reales de TSH. Para nuestra poblacion en
estudio se aplicé la Variable Logaritmica de TSH £ 2 desvio estandar ya que abarca
aproximadamente el 95 % del total de observaciones.

Se siguieron las normas del American Psychological Association para la escritura del material
cuantitativo, tanto numérico en general como de indole estadistico y matematico (80)

Los graficos se confeccionaron con el software estadistico GranphPad Sofware.Version 4.03,

afio 2005.

7 Normal es el nombre de la funcién de probabilidad que tienen que seguir los datos para analizar, es una
distribucion simétrica en forma de campana, que no significa que tiene que ser igual para cada dia.
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RESULTADOS

1. Analisis de la poblacidn total.

e Analisis descriptivo de la poblacién total.
Por el periodo comprendido entre Septiembre del 2001 y septiembre del 2007, nacieron en el
Hospital Privado de Cérdoba (HP Cba) 7.869 nifios. El Hipotiroidismo Congénito (HC) se
confirmé en 6 (0,07%) sobre el total de 7.826 recién nacidos (RN) vivos, por lo que la
incidencia es de 1:1.304. Esta incidencia se obtuvo luego de conocer que todos los nifios
excluidos eran eutiroideos, informacién relevada de las historias clinicas o por interrogatorio a

sus padres. (Figura 1)

Total de R. Nacidos (RN) 7.869 (100%)
2001 - 2007 (6 afios)

Fallecieron- en ler mes de vida- 43 (0,55%)
Quedan vivos 7.826 (99,45%)

Excluidos del estudio Incluidos en el estudio

Sin TSH en el HP Cba
821 RN (10,43%)

l

980 RN (12,45%)

Con TSH en el HP Cba

159 RN (2,02%)

l

Screening en otra institucion
808 (10,26%)

Informe por H Clinica

12 (0,15%)

Informe por terceros

1 (0,01%)

TSH <0,50 U1/ ml
35 (0,44%)

Con TSH a mis 20 dias
64 (0,81%)
Prematuros

60 (0,766%)

6.846 RN (87%)

Figura 1: Analisis descriptivo de la poblacién total de 7.869 recién nacidos (RN) del Hospital Privado
de Cérdoba (HPCba).
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La poblacién en estudio qued6é conformada por 6.846 RN  (100%) que realizaron el
screening en el HP Cba agrupados segun la linea de corte, es decir por valores de TSH menor
o mayor a 10 pU/ml. De la poblacién sana se generé el grupo control que se utilizé para
confrontar con el grupo problema el analisis de las variables de riesgo. La distribucién

poblacional segun el sexo se puede observar en figura 2.

Quedan en estudio

n= 0.846 RN (100%)

f = 3.456 (50.48%)
7= 3.390 (49.51%)

Linea de corte TSH = 10 uU/ml

Grupo sanos
Con TSH < 10 pUI/ml
n = 6.546 RN (95,6%)

Grupo problema
Con TSH >10 pUI/ml
7 =300 RN (4,4%)

f»=3276 f~=180
n=73270 7n=120
Por muestreo aleatorio simple Post 2da evaluacion
Grupo Control Grupo enfermos Grupo Falsos
(HC) Positivos
f~=136 fr=3 fn=177
n=164 n=73 n=117

Figura 2: Analisis descriptivo de 6.846 RN que realizaron el screening en el HP Cba y cumplen con
los criterios de inclusiéon conformando la poblacién en estudio del presente trabajo. Distribucion
segun linea de corte utilizada (TSH =10 uU/ml) § masculino § femenino.

e Variable dfas muestra en la poblacién total en estudio. (VVariable numérica x)
Los dias entre el nacimiento y el momento en que se realiz6 el screening con TSH
conformaron la variable dfas de muestra o edad del nifio. Se observé que la distribucién de la
misma es una curva asimétrica con inclinacién a la derecha demostrando que las
determinaciones de TSH en su mayoria se realizaron en los primeros dias de vida con un
promedio de 5,85 dias (DE * 2,58). El 75% de los RN obtuvieron la muestra para la

determinaciéon de TSH antes de los 7 dias y el 97% antes de los 12 dias.
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TSH (wU/ml)

e Relacion de la variable dias de muestra con TSH. (I ariables numeéricas x/ y).
Se observé un descenso de los valores de TSH del total de RN en estudio (#»= 6.840)
conforme al transcurso de los dias en que se obtuvo la muestra; es decir, a mayor edad del
niflo menor valor de TSH (Figura 3). Este comportamiento de TSH se confirmé

estadisticamente al asociar x / y (Chi-cuadrado de Pearson) y se obtuvo una p = <0,000.

(Anexo 2).
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Figura 3: Distribucion de los valores de TSH sérica en el total de RN en estudio (IN= 6.846) segun los
dias de muestra. En cajas se limitan los Pc 25 —Pc 75 y la raya horizontal sefiala la media para TSH. En
bigotes los rangos de TSH para cada dia cuyos valores extremos se consignan en el cuadro inferior. El

nimero de nifios evaluados en cada dia (n=) se sefialan en recuadro al extremo superior del bigote de
cada caja. Pc= Percentil
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e Variable TSH en la poblacion total en estudio. (I ariable numiérica y)

Sobre el total de RN los valores de la media fue para TSH sérica =4,42 (DE £ 4,17) uU/ml, y
se observé que en un 75 % de RN los valores de TSH fue < que 5,44 pU/ml.

e Variable género o sexo del RN en la poblacién total en estudio. (IVariable categdrica 3)
Del total de 6.846 RN fueron varones 3.456 (50,5%) y 3.390 (49,5%) mujeres. Considerando
como hipétesis nula (HO) que existe asociacion entre el sexo de los nifios y los dias en que se
tomo la muestra se aplico el test estadistico y se obtuvo un valor de significacién p = 0,71 por

lo que se niega dicha asociacién. (Figura 4) (Anexo 3)

250llllllllllllllllllllllllllllllllllllll 250

200 o 200
150 150
100 . s L 100
° [ ] mujeres
50 s 50
© \varones
5 50
£ 5 45
o
=
2 u 40
T
(9p]
= 35 35
[ ) ¢ ()
30 00, g 30

dias 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11|12 13 14 15 16 17 18 19 20
nfem 30 314 855 646 507 461 186 104 74 5 46 37 27 12 11 2 9 6 10
nmasc. 28 342 815 696 560 460 198 101 80 5 36 15 21 17 7 4 5 8 8

Figura 4: En el recuadro se agrupan la poblaciéon total por sexo en relacién a los dias en que se obtuvo la
muestra. El grafico muestra los valores individuales de TSH por sexo segin dias de obtencién de la
muestra. Las lineas horizontales representan la media de TSH por dia y por sexo.
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e Relacion de TSH con variables sexo y dias de muestra en la poblacion total. (17ariables
% %)

Anteriormente qued6 demostrado dos situaciones; una, que TSH disminuye en el transcurso
de los dias; y otra, que tanto varones como mujeres acumulaban poblaciones similares en los
distintos dias de obtencién de la muestra. (Figura 6) Se distribuyé conforme los dias de
muestra la poblacién total por sexo segun los valores de TSH y se estudié estadisticamente el
comportamiento de ésta con ambas variables; es decir, TSH con sexo y con dias de muestra.
Para ello se codificaron las variables y se aplicé un analisis de Regresién Logistica. (Anexo 4).
Realizada esta prueba sobre las variables se concluyé que:

Existi6 evidencia de relacién estadistica entre las vatiables TSH/sexo con p= 0,001 y por

analisis de regresion se pudo decir que el sexo femenino tuvo una probabilidad del 32,9 %

menor que el sexo masculino de tener TSH >10. Es el complemento de 67,1 % (0,671 x

100) descripto en el anexo 4.

Existié evidencia de relacidon estadistica entre las variables TSH/dfas de muestra con

p= 0,001. El andlisis de regresién permitié decir que por cada dfa de vida del RN la

probabilidad de tener TSH >10 disminufa un 27,4%. Es el complemento de 72,6 % (0,726

x 100) descripto en el anexo 4.

2. Analisis del grupo problema = 300) y grupo control(n = 300).

El grupo problema quedé integrado por 300 RN con TSH >10 nU/ml, y el grupo control se
constituyé por 300 RN extraidos del grupo de TSH < 10 uU/ml por muestreo aleatotio
simple. En esta poblacién se analizaron las variables consideradas como posibles factores de

riesgo para que determinados RN pertenezcan a un grupo u otro.

e Valores de TSH en grupo problema y grupo control.
La media de TSH fue para el grupo problema TSH =14,97 uU/ml (DE £ 13,4) y para el
grupo control TSH = 4,01 pU/ml (DE *+ 21). Las medias ya permiten ver una franca
diferencia entre ambos grupos lo que se corroboré estadisticamente y no permite decir, con
un 95% de confianza, que la media de TSH del grupo problema estuvo en 12,50 pU/ml
como maximo y 9,41 uU/ml como minimo por sobre la media del grupo testigo. (Anexo 5).

e Distribucién de RN segtn dias de la muestra en grupo problema y control
Al screening la edad media (DE) de los nifios del grupo problema fue de 4,65 dias (DE
11,82), y en los del grupo control de 5,58 dias (DE £2,01) (p= 0,000). Por t de Student se
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demostrd, con un 95 % de confianza, que los nifios del grupo control tuvieron una edad
mayor que el grupo problema entre 0,62 y 1,24 dias. (Anexo 6). Al observar la frecuencia de
RN segtin dias de la muestra vemos que en el grupo problema las determinaciones de TSH se

hicieron a edades mas tempranas que en el grupo control (p=0,000). (Figura 5)
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Figura 5: Distribucién de los RN de los grupos problema (n= 300) y control (n= 300) segun los dias
de obtencién de la muestra del screening para TSH.

e Descriptivo del RN y analisis de sus variables.

Entre los nifios del grupo control y problema se comparé el efecto de las variables que son
propias de los RIN: edad gestacional, sexo, peso de nacimiento, test de APGAR, si estuvieron
internados o no y los dias de internacién. (Tabla 5)

En el grupo problema los RN menores de 2.500grs estuvo conformado por 16 varones y 18
mujeres; en los RN con peso mayor de 2.500gts pero menor de 4.000grs se agruparon 150
varones y 100mujeres; y de los 16 RN mayores de 4.000grs 12 fueron varones y 4 mujeres. En
el grupo control esta relacién fue la siguiente: en el primer estadio de peso 8 varones y 9

mujeres, en el segundo 211 varones y 149 mujeres, y en el dltimo 7 varones y 6 mujeres.
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Tabla 5: Descriptivo de antecedentes del RN del grupo problema y grupo control.

TSH media(+ DE)

Variables

Menos de 36
36 a2 40
Mas de 40

Varén

Muyjer

1,5225
2,52 4,0.
Mas de 4,0

Bueno

Regular

Si

Menos de 5

Igual o mas de 5

GRUPO GRUPO
PROBLEMA CONTROL
(1=300) (n=300)
14,97 (£13,4) 4,01 (+2,1)

Frecuencia (%)

Edad gestacional (semanas)

20 (6,7) 10 (3,3)
266 (88,7) 285 (95)
14 (4,7) 51,7
Género
180 (60) 136 (45,3)
120 (40) 164 (54,7)
Peso (Kg)

34 (11,3) 17 (5,7)
250 (83,3) 270 (90)
16 (5,3) 13 (4,3)
Test de APGAR
293 (97,7) 300 (100)

7 (2,3) 0
Internado

75 (25) 29 (9,7)

225 (75) 271 (90,3)

Tiempo internacion ( dfas)
42 (50) 19 (65,5)
33 (44) 10 (34,5)

(*) El nimero es insuficiente para realizar estudio estadistico

MLY

Frecuencia (%)

Chi cuadrado de

Pearson

p = 0,000

p=0,016

p =0,000

p=0,046

)

p =0,000

$=0,172
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Realizando luego un contraste de independencia se pudo identificar variables estadisticamente

significativas y no significativas.

No fueron significativas las siguientes variables: test de APGAR vy los dias de internacién. El
test de APGAR con un puntaje “regular” agrup6é 7 RN en el grupo problema, 3 de ellos con
buena recuperacién y no se hospitalizaron, mientras que los 4 restantes requirieron
internacién. El tiempo de internacién se agrupd segun los dias en menores o mayores a 5 dias
que sometidos al andlisis no arrojé diferencia estadistica.

La historia clinica perinatal revel6 que no hubo ningin RN con exposicién a sustancias
yodadas o bociégenas. La misma fuente permitié conocer que en ambos grupos hubo un total
de 7 nifios con alguna malformacién congénita y/o compromiso severo; en el grupo control,
dos con malformacién renal, uno con anoftalmia, uno con cardiopatia congénita, uno con
toxoplasmosis congénita, uno con sindactilia y otro con malformacién anal; en el grupo
problema, tres con cardiopatia congénita, un Sindrome de Trisomia 21, uno con hidrocefalia,
un con pie bot, dos con compromiso intestinal uno de ellos con onfalocele gigante y
atrapamiento de asas intestinales y otro con defecto en la pared abdominal y asas intestinales

al descubierto.

Fueron significativas las variables: edad gestacional, sexo, peso de nacimiento y RN internado.
Se analiz6 luego solamente las variables significativas:

a) Edad gestacional: el grupo de RN con menos de 36 semanas de gestacion fue mayor en el
grupo problema que en el control (p= 0,006).

b) Sexo: se observé mayorfa de varones (60%) en el grupo problema con respecto a las
mujeres (40%), que hizo una relacién masculino/ femenino = 1,5:1; mientras que en el grupo
control fue a la inversa hubo un escaso predominio de mujeres (54,66%) sobre varones
(45,33%) con una relaciéon masculino/ femenino = 1:1,2. (Figura 6). Esta situacion fue
distinta a la observada anteriormente cuando analizamos la poblacién total donde no hubo
diferencia significativa entre ambos sexos (varones 50,5% vs mujeres 49,5%), por lo que el

predominio de varones sobre mujeres es una caracteristica propia al grupo problema.
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Figura 6: Distribucién de la poblacién de RN del grupo control (n= 300) y del grupo problema
(n=300) desde el dia 2 hasta el dia 14 de vida segun el sexo (O masculino O femenino).

¢) El peso de los nifios de ambos grupos: el peso fue considerado segun las siguientes
categorias: de 1.500 grs. a 2.500 grs.; de 2.500 grs. a 4.000 grs. y mayores a 4.000 grs. Se
realizé para cada categoria entre ambos grupos el contraste de independencia (Chi cuadrado
de Pearson) que no permitié observar diferencia porcentual para la categoria de nifios
mayores de 2.500 grs., sin embargo en nifios menores de 2.500 grs. el grupo de problema
acumul6 un 66,66% en relacién a un 33,33% del grupo control lo que se refleja en una p =
0,046.

d) Estado del RN como internado o no internado: al identificarlos en los dos grupos vimos
que en el grupo problema habia 75 nifios (72%) internados mientras que solo 29 nifios (28%)
integraban el grupo control( p=0,000).

Grado de significancia de las variables:

Luego de conocer las variables con significancia se aplicé un analisis estadistico de Regresion
Logistica sobre los 600 casos seleccionados para valorar el grado en que estos factores
influyeron para que un RN integrara inicialmente el grupo problema y a la segunda muestra
fuese normal por lo que es considerado falso positivo. Se consideraron para la primera etapa

del analisis todas las variables previamente codificadas. (Tabla 6).
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Tabla 6: Logistica de las variables del RN.

Cocficiente (B) | Significacién | Razén de Odds Exp(B)
BEBE INTERNADO (no) -1,266 ,000 ,282 (1)
SEXO (mujer) -,582 ,001 ,559 (2)
DIAS DE MUESTRA -,258 ,000 772 (3)
PESO (< 2,56 > 4Kp) ,500 062 1,648(4)
Edad Gestacional (< 36 /> 40 sem.) ,572 107 1,772 (5)

El estudio de Regresién Logistica permitié concluir que:

(1) Un RN no internado tuvo un 71% (1- 0.282) menos de probabilidad de ser falso positivo
que uno internado.

(2) Las mujeres tuvieron una probabilidad del 44% (1- 0.559) menor que los varones de ser
falso positivo o lo que es lo mismo que los varones tuvieron una probabilidad de un 56% mas
que las mujeres de ser falso positivo.

(3) Por cada dia adicional que transcurre en tomar la muestra la probabilidad de ser falso
positivo disminuy6 en un 23% (1- 0.772).

(4) Con un nivel de significaciéon del 6% un RN con menos de 2.500 grs o mas de 4.000 grs
tuvo una probabilidad del 64 %(1- 1.648) mas de ser falso positivo que uno con peso normal.
(5) Un RN con edad gestacional menor a 36 y mayor a 40 semanas tiene una probabilidad un

77 % mayor de ser falso positivo que uno entre 36 y 40 semanas, a un nivel de significacién

del 10%.

e Descriptivo de antecedentes maternos y sus variables.
Se analizaron los antecedentes de enfermedades tiroideas maternas y las variables relacionadas
con el parto en el grupo control y problema. La variable sobte el uso de medicacién materna
se consider6 las relacionadas con enfermedades tiroideas y otras que pudieran influir en el
metabolismo tiroideo (ej corticoterapia prolongada). Para realizar el contraste la variable
enfermedades fue categorizadas en dos grupos: Enfermedades tiroideas (hiper e
hipotiroidismo) y Otras. La prueba de Chi cuadrado no mostré diferencia significativa para

ninguna variable entre ambos grupos. (Tabla 7)
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Tabla 7: Antecedentes maternos del grupo problema y del grupo control.

GRUPO
PROBLEMA (»=300)

GRUPO
CONTROL (#=300)

Variables Frecuencia (%) Frecuencia (%) dC?lpe:;ifado
Embarazos previos |
Primipata 166 (55,3) 155 (51,7)
Multipara 112 (37,3) 123 (41) p=0,588
Multipara c/abotto previo 22 (7,3) 22 (7,3)
Embarazo / parto actual |
Tipo de embarazo
Sir{qp.le 293 (97,7) 291 (97) »= 0612
Multiple (gemelares) 7 (2,3) 903
Tipo de parto
Vaginal Normal 160 (53,3) 177 (59)
Vaginal con Forcep 15 (5) 10 (3,3) »=0,159
Cesarea Programada 63 (21) 69 (23) ’
Cesarea No Program 62 (20,7) 44 (14,7)
Riesgos en el parto:
Con complicaciones 16 (5,3) 10 (3,3) $=0229
Sin complicaciones 284 (94,7) 290 (96,7) ’
Antecedentes patoldgicos
Enf. maternas:
Hipertiroidismo 3 2 (0,7
Hipotiroidismo 40 (13,3) 34 (11,3) p=03062
Otras 12 (4) 23 (7,7)
No referidas 245 (81,7) 241 (80,3)
Antic.Tiroideos
TPO(+) y TRab (+) 7 (2,3) 7 (2,3) Ambos Iguales
TPO(-) 14 (4,7) 31,7 »=10,063
No referidas 279 (93) 290 (96,7)
Madre Medicada
NaT4 40 (13,3) 34 (11,3)
MMI 3(1) 2(0,7) »=0315
Otras 51,7 6 (2
No referidas 252 (84) 258 (80)
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3. Analisis del grupo problema (2 = 300).
Se dividi6 la poblacién de 300 RN segun los valores de TSH en dos categorias:
TSH =>de10y <20 pU/ml y en TSH >20 pU/ml.

e Relaciéon de TSH y T, en grupo problema.

El algoritmo programado en el screening prevefa determinaciones de T, Gnicamente en los
RN con TSH = > de 10 uU/ml, por lo tanto la poblacién a estudiar estd limitada a los nifios
del grupo problema. Dentro de los 300 nifios de este grupo en 226 nifios las determinaciones
de T, se obtuvieron en la primera muestra, mientras que en los 74 restantes se requirié un
nuevo control de TSH debido al escaso material en la primera extracciéon. De los 226 nifios
un grupo de 212 (71%) no se recitaron por tener valores de T, > 10 ug/dl; mientras que en 14
se obtuvo una segunda muestra. El grupo de 88 (29%) convocados a una segunda muestra se
constituy6 por 14 RN con T, menores a 10 ug/dl y 74 RN por falta de determinacion de T,
La conducta de usar un segundo marcador en la primera muestra redujo el nimero de 300 a
88 RN derivados para la muestra de confirmacioén lo que significé una caida del porcentaje de
4,38% a 1,28%. En los 14 RN de rtiesgo por T, < 10 ug/dl la media fue de T, = 6,10 (DE *
2,08) ug/dl, y en los 212 RN con T, > 10 ug/dl la media fue de 13,92 (DE *£ 2,26) ug/dl
(» = 0,000 bilateral). (Tabla 8)

Tabla 8: Tabla de contingencia TSH / T,

TSH pU/ml T,ug/dl

n T, <10 T4 > 10
Menor de 20 205 (91,8%) 7 (3,41%) 198 (96,58%)
Mayor de 20 21 (9,2%) 7 (33,33%) 14 (66,66%)
Total 226 14 (6,19%) 212 (93,80%)

Para observar el comportamiento de TSH con respecto a T, se tomé el grupo que tenfan
ambas determinaciones (#=220) y se las analizé por separado segin un corte interno para
TSH= 20 pU/ml y T, =10 ug/dl. Se pretendié ver si a TSH mayores le correspondian T,
menores de 10, clasificados de esta manera se observé que en el grupo de TSH < 20 uU/ml
el 96,58 % tuvieron T, >10 ug/dl; mientras que en el grupo de TSH > 20 uU/ml el 66,66 %
tuvieron T, >10 ug/d}; ello permitié observar que la diferencia entre ambos fue del 29,82 %.

Para comprobar la relacién entre TSH y T, se hicieron pruebas estadisticas de asociaciéon (HO)
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entre las variables y se observé una p < 0,000 en el estadistico, tanto en pruebas unilaterales
como bilaterales, ello nos permitié concluir que existia relacién estadistica entre la TSH y T,
ambas categorizadas en dos grupos. (Anexo 7) Para definir el grado de relacién que se habia
establecido entre TSH y T, se calcul6 el coeficiente de correlacion lineal (R), mediante el cual
se demostrd que dicha relacién era de un 40 % en sentido inverso entre los valores de TSH y

T, , a mayor TSH menor T, [R = -0.40].

e Relacion de TSH con variables del nifio y la madre en grupo problema.

Para valorar si alguna variable estaba asociada a valores mas elevados de TSH dentro del

grupo problema se establecieron dos grupos de TSH > y < 20 uU/ml y en ellos se analizaron

los antecedentes situaciones perinatales y de patologias maternas. (Tabla 9)

Tabla 9: Descriptivo de las variables en el grupo problema.

PRGOI;;;_.I])E?\/IA TSH <20 pU/ml TSH >20 pU/ml Chi cuadrado
_ 274 (91,3 %) 26 (8,7%) de Pearson
n= 300
Variables Frecuencia (%) Frecuencia (%)
Poblacién 274 (100) 26 (100)
RN internado 62 (22,6) 13 (50)
p=0,04
RN no internado 212 (77,4) 13 (50)
Antecedentes obstétricos maternos
Primf 157 (57,3 9 (34,6
rimipara (57,3) (34,6) 5=051
Multipara 117 (42,7) 17 (65,4)
Parto actual
Normal 164 (60) 11 (42,3)
p=0,64
Cesarea 110 (40) 15 (57,7)
Antecedentes patolégicos maternos
Medicacidn tiroidea
Si 37(13,5) 8 (33,4)
No 237 (86,5) 18 (69,6) »=0,12

La relacién entre ambos que arrojé los siguientes resultados:

e Dentro de las variables del RN fue estadisticamente significativa Unicamente la
situacién si el nifio estuvo internado o no. Frente a esta variable significativa se valor

el tiempo de internacién y no se encontrd significancia (p= 0,137). (Anexo 8)
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e Dentro de las variables maternas hubo un menor grado de significancia si la madre fue
primipara o multipara, si el parto fue natural o cesarea y si estaba medicada o no.
Nuevamente se aplico el analisis de Regresion Logistica para confirmar los cruces
significativos con TSH en el grupo problema y poder determinar en que grado los factores de
riesgo contribuyeron para que un RN obtenga valores de TSH > 20. (Anexo 9)
Los factores significativos fueron:
e Que el RN esté internado, la probabilidad es 3,4 veces mayor que si el bebé no esta
internado. A un nivel de significacién del 5 %.
¢ Que la madre esté medicada por enfermedad tiroidea, la probabilidad de que el nifio
tenga una TSH > 20 es 4 veces mayor que si la madre no estd medicada. A un nivel de
significacién del 10%.
e Que el parto sea por cesarea, la probabilidad es 2 veces mayor que para el parto
normal. A un nivel de significacion del 10%.
e Que la madre sea multipara, la probabilidad es 2,2 veces mayor que si es primipara.

A un nivel de significacién del 10%.

4. Analisis del grupo de nifios enfermos (Hipotiroidismo Congénito).

Del total de 300 nifios del grupo problemas en su confirmaciéon diagnéstica solo 6 (2%)
resultaron ser hipotiroideos congénitos (HC). Lo que correspondié al 0,07% sobre un total de
7.826 RN generando una incidencia de 1:1.304. Todos fueron detectados antes de los 8 dfas
de vida e iniciaron la terapia con Levo-tiroxina (NaT4) antes de los 20 dias de vida.

LLa media (rango) de la obtencién de la muestra al screening fue 4,65 (3-8) dias y para el inicio
de la terapia de 13,35 (7-20) dias. En la primera determinacién todos los RN tuvieron
TSH > 25 uU/ml y solo un RN tuvo T, mayor de 10 ug/dl, este RN por pertenecer al grupo
de TSH mayores a 20 pU/ml se repitié el laboratotio y en esta segunda determinacion la
TSH fue atin miés elevada y su T, cayé a un valor menor a 10 ug/dl lo que definié su estado
de “sospechoso para HC”. (Tabla 16, nifio N° 4)

Todos lograron un puntaje mayor a 7 puntos a los 5 minutos del nacimiento evaluado por el
test de APGAR. El sexo fue igual entre femeninos y masculinos (3 y 3). Ninguno tuvo bajo
peso ni fue prematuro, un nifio tuvo una edad gestacional de 41 semanas y en otro su edad
gestacional fue menor a 36 semanas. Los antecedentes maternos, neonatales y las

caracteristicas clinicas y bioquimicas de los HC se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Descriptivo de antecedentes del RN del grupo enfermo

RN
Ano de deteccién

ler muestra
TSH (WU/ml)
T4 (ug/dl)

Edad al screening

Muestra de
confirmacion

TSH (uU/ml)
Ty (ag/dl)

Edad al chequeo
Edad que inicia
terapia

Dias

Variables

EdadGestacional(sem)
Sexo

Tipo de parto

Peso (gramos)

Enf. Tiroidea materna
Antic tiroideos
maternos

Motivo de Internacién

Estado glandular

N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6
2002 2002 2003 2007 2007 2007
51,25 110,2 74 27,03 200 32,75

9 9,3 7,9 11,9 1,7 6,9
5 4 8 8 4 3
51 4717 93,97 53,57 92,3
9 6,1 1 7,7 54
8 13 19 10 12
20 13 19 20 7 13
41 35 37 37 38 38
M M F F F M
Forcep Natural C. Prog C. Prog Natural C. No Prog
4,220 2.550 2.670 3.060 3.190 3530
Si Si Si
TPO(+)
TPO(+) TRab (+)
Distress Distress
resp resp Hiperbilirrub.
Atiriosis

5. Linea de corte

Como toda prueba el método de screening espera lograr la exactitud diagndstica,

generalmente expresada como sensibilidad y especificidad. Una prueba dicotémica es aquella

que logra resultados positivos o negativos, donde la sensibilidad es la probabilidad de

clasificar correctamente a un individuo cuyo estado real sea positivo, lo cual constituye la
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fraccién de verdaderos positivos (FVP), y la especificidad es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo cuyo estado real es negativo, lo cual es representado por uno
menos la fraccioén de falsos positivos (1-FEP).

Con este criterio de estudio nuestra poblaciéon quedé configurada de la siguiente forma:

e Sensibilidad: Fraccion de verdaderos positivos  (FVP) = VP/(VP+FN)
(FVP) = 6/(6+0)=1
e Especificidad: 1 - Fraccion de falsos positivos  (FFP) = 1- FP/(VN+FP)
=1- (294/(6.546+294)
=1-0,04298
=0,9570

Ademas de la sensibilidad y de la especificidad, resultaron importantes como herramientas

para analizar el procedimiento diagnostico los siguientes valores:

e Valor predictivo negativo: VPN = VN / (VN+FN)
VPN = 6.546/(6.546+0)=1

e Valor predictivo positivo: VPP = VP / (VP+FP)
VPP = 6/(6+294) = 0,02

En el analisis de los valores obtenidos por el screening con TSH sérica no hubo ningun valor
para el evento falso negativo, confirmando que la metodologia utilizada para detectar
hipotiroidismo en RN no tiene problemas de identificacién, o sea no falla en detectar a los
pacientes enfermos. Sin embargo, al observar un numero alto en la categoria de falsos

positivos (7 = 294) obliga a investigar como mejorar la precision de la prueba. (Tabla 11)

Tabla 11: Resultado de la prueba en la poblacién total y su estado respecto a la enfermedad.

Verdadero Diagnéstico

TSH Enfermos Sanos
Positiva 6 (VP) 294 (FP)
Negativa 0(FEN) 6546 (VN)

VN: Verdadero Diagnéstico. VP: Verdaderos Positivos
FP: Falsos Positivos. FN: Falsos Negativos

MLY 54



Para reducir la poblacién de falsos positivos se intent6é determinar un conjunto de niveles de
decision o valores de corte que permitieran una clasificaciéon dicotémica (superiores e
inferiores al valor elegido); para ello se utilizé los valores obtenidos en la prueba de screening
y se realizé un analisis a través de las Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) prendiendo
lograr el punto 6ptimo de corte. Se aplicé las Curvas ROC a la poblacién total de RN =
0.840, y luego al grupo seleccionados (control y problema) de 600 RN.

Primeramente se observé la distribucion de TSH en la poblacién bajo el supuesto de
normalidad, para ello se aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov la que concluyé que “la
variable TSH no es normal”. (Anexo 10). Esta condicién de la distribucién de la TSH obligé a
elegir una prueba no paramétrica, la mas simple conocida es la distribucion empirica
construida a partir de los datos. Para calcular la curva ROC se represent6 todos los pares
sensibilidad y 1- especificidad (FFP y FVP) para todos los posibles valores de corte a
considerar en TSH. Se confeccioné la curva ROC representando graficamente esta relacion,
para ello se coloco cada posible valor de corte de la FFP (1 — especificidad) en el eje x de
coordenadas; y la FVP (sensibilidad) en el eje y de coordenadas. Finalmente se obtuvo una
curva creciente donde cada punto representa un par S/1-E. Cuanto mds proxima es una
curva ROC a la esquina superior izquierda (punto 1.00), mas alta es la exactitud global de la

prueba, es decir mayor capacidad de discriminacién. (Figura 7)

1.00

.75

.50

.25

0.00
.10 -00 10 20 30 40 50 .60 .70 .80 .90 1.00

Sensibilidad

1 - Especificidad

Figura 7: Curva ROC para TSH de la poblacién total en rojo.
Linea de referencia que expresa la nula capacidad de discriminacién en verde.
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Una vez obtenido el grafico de la Curva ROC la parte que queda bajo el grafico es el indicado
como area bajo la curva (ABC ROC). El ABC ROC se considera una medida de bondad en la
evaluacion de las pruebas diagnoésticas y se expresa como un indice numérico que representa
toda la curva y puede variar entre 0,5 y 1. E1 ABC ROC =1 (previsién perfecta) significa alta
capacidad para separar sanos de enfermos; y la minima a un valor de 0,50 (prevision de azar)
indicando poca capacidad de separar sanos de enfermos. E1 ABC ROC de TSH en nuestra
poblacién total fue de 1,000 (p < .000) con un intervalo de confianza al 95% de 1,000 - 1,000,
indicando que la exactitud de la prueba es del 100%. (Anexo 11)

El candidato como nuevo valor de corte se estipulé de la siguiente forma: a) para el valor de
corte minimo al valor de contraste observado minimo menos 1, y b) para el valor de corte
maximo al valor de contraste observado maximo mas 1. Todos los demas valores de corte son
la media de dos valores de contraste observados ordenados y consecutivos. Se aplicé esta
condicién a nuestra poblacién luego de lo cual se obtuvo para el valor minimo 30,6300 — 1 =

29,6300; y para el valor maximo 32,6850 +1 = 33,6850. (Tabla 12)

Tabla 12: Sensibilidad y especificidad para cada punto de corte TSH en la poblacién total.

VALOR DE CORTE
Positivo si es mayor o igual que(a) Sensibilidad 1- Especiﬁcidad
,5000 1,000 1,000
5050 1,000 1,000
5150 1,000 999
5250 1,000 999
5350 1,000 999
,5450 1,000 ,999
30,4250 1,000 001
30,6300 1,000 000
31,6800 1,000 ,000
32,6850 1,000 ,000
33,2300 ,833 ,000
42,4800 ,833 ,000
52,4100 ,667 ,000
65,0400 ,500 ,000
93,3550 333 000
155,1000 167 000
201,0000 000 000

Nota: Debido a la extension del descriptivo -1155 analisis- se presenta una fracciéon del mismo.
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Por este andlisis se pudo concluir que:

El punto de corte aproximadamente estaria entre los valores 29 y casi 34 de TSH.
Para verificar este enunciado y a los fines de obtener mayor precision sobre la linea de corte
se estudi6 la poblacién de muestra #» = 600. Esta determinacién se fundamenté en que

cuando no se conoce la poblacién total una opcién es utilizar la muestra. (Tabla 13)

Tabla 13: Resultado de la prueba en el grupo de muestra y su estado respecto a la enfermedad.

TSH Verdadero diagnéstico ( # nifios)
Enfermo Sano
6 Verdadero 294 Falso Positivo
Positiva Positivo (VP) (FP)
Negativa | 0 Falso 300 Verdadero
Negativo (FN) Negativo (VN)

Sensibilidad: Fraccion de verdaderos positivos (FVP) =VP/(VP+FN) (FVP) = 6/(6+0)=1
Especificidad: 1 - Fraccién de falsos positivos(FFP) = 1 - FP/(VN+FP) =
1-(294/(300+294) =1-0,4949 =0,5050

Se observé que la variable no es normal y bajo este supuesto se realiz6 el andlisis de la curva

ROC aplicando el mismo procedimiento utilizado en el caso de la poblacion total. (Figura 8)

1,07

0,81

o
=)

Sensibilidad
o
N

0,21

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 8: Curva ROC para TSH del grupo de muestra (n=600 RN) en rojo.
Linea de referencia que expresa la nula capacidad de discriminacién en verde.
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El ABC ROC de TSH en el grupo seleccionado fue del 0,998 (p < .000) con un intervalo de
confianza al 95% de 0,994- 1,002; lo que nos indicé que la exactitud de la prueba fue del
99,8%. (Anexo 12)

Se aplicé nuevamente la misma metodologia donde el menor valor de corte es el valor
minimo menos 1, y el mayor valor de corte es el valor maximo mas 1y se obtuvo como valor
minimo de corte 25,9850 -1 = 24,99; y como valor maximo de corte 25,9850 +1 = 26,99.
(Tabla 14)

Tabla 14: Sensibilidad y especificidad para cada punto de corte TSH en el grupo seleccionado.

VALOR DE CORTE
Positivo si es mayor o igual que(a) Sensibilidad 1 - Especificidad

-,4300 1,000 1,000

,5750 1,000 ,998

,6250 1,000 ,997

,6800 1,000 ,995

,7400 1,000 ,993

,8250 1,000 ,992
24,7450 1,000 ,012
25,9850 Il 1,000 I ,010
28,4400 ,833 ,010
30,0900 ,833 ,008
30,4250 ,833 ,007
30,6300 ,833 ,005
31,6800 ,833 ,003
32,6850 ,833 ,002
33,2300 ,667 ,002
42,4800 ,667 ,000
62,6250 ,500 ,000
92,1000 ,333 ,000
155,1000 ,167 ,000
201,0000 ,000 ,000

Nota: Debido a la extension del descriptivo -503 analisis- se presenta una fracciéon del mismo.

Se pudo concluir que:

e El punto de corte estaria aproximadamente entre los valores 25y 27 de TSH.

Del estudio estadistico al que fue sometida la poblacién total y la muestra se puede concluir

que la linea de corte 6ptima es de TSH= 25 que fue el menor valor obtenido con la
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metodologia aplicada. Esta nueva linea de corte reduce el grupo de 300 a 12 RN a recitar para

confirma el diagnéstico, optimizando asi el programa de screening. (Figura 9)
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Figura 9: Distribucion poblacional. Corte actual TSH = 10 wU/ml en rojo. Propuesta de corte

TSH = 25 pU/ml en verde.

6. Intervalos de referencia para TSH segun edad del nifio.

El diagnéstico de HC en la mayoria de los casos puede realizarse por el marcado incremento

en el RN de TSH, sin embargo en algunos casos las mencionadas elevaciones no son tan

francas y la precision diagnostica es dificil, incrementada por el comportamiento cambiante

de la funcién tiroidea después del nacimiento. Con el interés de aportar elementos de ayuda

en estas situaciones se establecio los rangos o intervalos de referencia para TSH segin los dias

de obtencién de la muestra. Del total de 6.846 RN se excluyeron los 6 HC, y 99 muestras
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obtenidas entre los dias 14 y 20, debido al escaso numero de determinaciones, resultando
6.741 RN sanos la poblacién en estudio.

Para poder obtener rangos de referencia se utilizaron dos metodologfas estadisticas:

e Primera: como la TSH es una variable numérica sin distribucién normal, y para poder
calcular los intervalos debe cumplir con la condicién de tener distribucién normal, se los
transformé en normales calculando el logaritmo natural (In) para cada valor de TSH. Con esta
variable transformada -ln (TSH)- se calcul6 para cada dia de muestra los intervalos de
confianza al 95% los que fueron utilizados como rangos de referencia para TSH segun la edad
del RN (Anexo 13). Los resultados finales de los intervalos de confianza de la variable
transformada - In (TSH)- se convirtieron luego nuevamente a la variable original TSH pU/ml
mediante la transformacién matemadtica (operacién de antilogaritmo) de los limites inferior y

superior, para obtener los intervalos de confianza en valores reales de TSH. (Tabla 15) (Figura

12)

Tabla 15: Limites de confianza inferior y superior para TSH sérica.

Dias TSH pU/ml TSH pU/ml
Limite inferior de confianza (95 %) Limite superior de confianza (95 %)
2 4,46 0,32
3 3,81 4,24
4 3,78 4,03
5 3,50 3,74
6 3,26 3,48
7 3,34 3,58
8 3,31 3,69
9 2,98 3,48
10 3,08 3,61
1 3,22 3,82
12 2,93 3,77
13 2,52 3,30
14 2,27 3,20
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Segunda: para calcular los rangos de referencia con media y desviacion estandar (DE) se
suma y resta a la media la DE. En nuestro caso se tom6 la media de la misma variable
logaritmica - In (I'SH) - y se sumé una vez la desviaciéon estandar (DE) se obtuvo asi el
intervalo (Media £ 1 DS), que como la variable era normal, abarcé por regla empirica
aproximadamente el 68 % del total de las observaciones, y tomando * 2 desvio estandar de
las medias de In (TSH) se abarcé aproximadamente el 95 % del total de observaciones. Sobre
los DE de la variable logaritmica de TSH -In (TSH)- se realiz6 nuevamente la transformacién
matematica, procedimiento antilogaritmo, y se logré los rangos de referencia para TSH en
valores reales (uU/ml) = 1y 2 DE, la media por ser una valoracién geométrica no permite

hacer la conversién antilogaritmica. (Tabla 16) (Figura 10)

Tabla 16: Descriptivo de rangos de referencia para TSH sérica = 1y 2 DE

Media Media Media Media
; Media Desv. tip. -2DS —-1DS +1DS + 2 DS
DIAS
in (TSH) n (TSH) TSH TSH TSH TSH
pU/ml uU/ml pU/ml uU/ml
56 2 1,6694 0,6510 1,44 2,77 10,18 19,52
656 3 1,3950 0,6977 1,00 2,01 8,11 16,29
1668 4 1,3625 0,6640 1,04 2,01 7,59 14,74
1340 5 1,2855 0,6289 1,03 1,93 6,78 12,72
1066 6 1,2148 0,5522 1,12 1,94 5,85 10,17
922 7 1,2400 0,5334 1,19 2,03 5,89 10,04
381 8 1,2514 0,5403 1,19 2,04 6,00 10,30
205 9 1,1690 0,5700 1,03 1,82 5,69 10,06
154 10 1,2050 0,4960 1,24 2,03 5,48 9,00
113 1 1,2547 0,4651 1,38 2,20 5,58 8,89
81 12 1,2012 0,5695 1,06 1,88 5,87 10,38
52 13 1,0579 0,4854 1,09 1,77 4,68 7,60
48 14 0,9920 0,5929 0,82 1,49 4,88 8,83
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Figura 10: Limites superior e inferior de confianza para TSH sérica segin dias de vida del RN en
negro. Rangos de referencia para TSH sérica en £ 1 DE en rojo. Rangos de referencia para TSH
séricaen T 2 DE en azul.
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DISCUSION

Los objetivos propuestos al iniciar esta investigacién seran los hilos conductores que serviran

de guia al investigador en la discusion.

Evaluacion de la eficacia diagnostica del método empleado.

e Cobertura de nuestro programa de screening,

La mayoria de los nifios con HC son asintomaticos y normales al nacer lo que hace imposible
su reconocimiento a través de la clinica, por lo cual es esencial buscar otro recurso para su
detecciOn precoz ya que ello implica prevenir el retardo mental y la morbilidad fisica derivada
de un diagnéstico tardio. Surge entonces el screening neonatal que bajo condiciones de un
programa apropiado resulta ser una herramienta de indiscutible efectividad. Dicho programa
debe ser capaz de cubrir con certeza la poblaciéon total de RN y establecer un alerta sobre los
errores propios de la coordinacién tales como una recoleccion deficitaria, muestras
insuficientes, mala interpretacién de los resultados y problemas en el llamado para la
confirmacion.

La literatura refiere que para considerar un buen programa de screening su cobertura debe
superar el 95% de la poblacion pesquisada (12). En nuestro registro encontramos un total de
7.869 de RN, de los cuales quedaron vivos 7.826 RN al mes de vida, de ellos en uno (0,01%)
la informacién se obtuvo por terceros ya que no pudo ser localizado, este analisis permite
decir que el programa obtuvo una cobertura del 99,99%. Al igual que nosotros otros centros
informan coberturas similares cumpliendo asi con la premisa de superar el 95%; entre otros,
encontramos Espafia con 99,9%, Escocia con 99,5 %, Australia con 99%, y California con
98,6% (52, 65, 87, 88).

Las cifras de RN encontradas en la literatura estan relacionadas con el perfodo de tiempo que
se informa -meses o afios- y del grado de cobertura poblacional que en esa época se alcanza,
asi vemos en las primeras publicaciones de los afios 70 se informan poblaciones totales de
1.805 neonatos, en las décadas del 80-90 encontramos cifras ya mayores como 37.928, 87.444
y otras; para llegar a informes mas recientes después del afio 2000 donde los informes se
basan sobre registros epidemiolégicos mayores a 1.000.000 de determinaciones (42, 51, 53,
89, 90). Si bien nuestro screening no alcanza cifras poblacionales de tanta magnitud numérica
el hecho de haber logrado una alta cobertura sobre la poblacién total de RN le confiere

relevancia a los resultados obtenidos en los estudios ya que se han trabajado los objetivos
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sobre datos confiables que sumados a técnicas estadisticas apropiadas otorgan excelencia a las
conclusiones.

En resumen, nuestro programa de screening no modificé su sistematizaciéon desde su
inicio, no “perdié” ningun diagnéstico de HC y obtuvo una cobertura que autoriza
considerarse del 100% situaciones que permiten definirlo como exitoso y confiable en
su metodologia para detectar HC. Con ello se cumple con uno de los objetivos
especificos iniciales de este estudio que proponia evaluar la seguridad de TSH sérica

como método de diagnostico para HC.

e Incidencia de HC en nuestra poblacion.
Del total de RN vivos (7=7.820) se detectaron 6 HC mediante el screening de TSH llevado a
cabo en nuestra institucién este nimero permitié estimar una incidencia de 1:1.304. Es una
incidencia alta comparada con la mayoria de la literatura, sin embargo informes similares
surgen de programas que usan TSH como marcador con una alta cobertura poblacional. En
una reciente publicacién del programa de screening multicéntrico llevado a cabo en
Macedonia alcanzando una cobertura maxima del 97,89%, entre los afios 2005-2007,
informan una incidencia de 1:2.804 (30). En Italia el Registro Nacional de HC (programa del
Ministerio de Salud) refiere una incidencia de 1:2.400 para el periodo del 1995- 2005 de HC
definitivos, no toman en cuenta en esta cifra los HC transitorios (91). Recientemente, afio
2009, un informe del screening aplicado en el norte de Italia refiere que usando una linea de
corte baja para TSH les permite detectar denominados los ellos como “insospechados
hipotiroideos” originados por defectos funcionales y por lo tanto su incidencia es mayor
1:1.446 (92). En el afio 2003 Grecia refiere para el HC una incidencia de 1:2.321, luego en una
publicacién del afio 2007 vemos como aumenta a 1: 1.333 (64) (93). La Comunidad Europea
publica en el afio 2007 un relevamiento sobre el estado del screening neonatal del afio 2004
sobre 47 estados europeos, en ¢l informan que solo 2 estados no tenfan un programa de
screening para HC, que la incidencia variaba entre 1:1.300 a 1:13.000, y que la linea de corte
para TSH tenfa un rango entre 5 - 25 entre los paises informantes (93). Otro trabajo
interesante es el informe provisto por el Instituto de Seguridad Social de México donde sobre
un total de 2.777.292 RN se obtuvo una incidencia de 1:2.313, en ¢l se destaca que por el
método de spot entre los afios 1997-2000 su porcentaje de cobertura fue de 80%, y que a
partir de entonces alcanzan una cobertura del 93,3% pero con muestras de sangre de cordon

umbilical (94). En nuestro pais, un informe parcial de la ciudad de Buenos Aires, entre los
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afios 1994-2003 sobre un total de 447.802 la incidencia es de de 1:1.881, y entre 2003-2007(4
afios) sobre un total de 215.409 muestras la incidencia es de de 1:2.341; mientras que el
informe del registro de la provincia de Buenos Aires entre los afios 1995-2004 refiere un
incidencia de 1:2.425 sobre un total de 1.377.455 determinaciones con una cobertura del
56,8% sobre el total de RN (31, 95).

Los programas referidos usan como marcador TSH en sangre entera mientras que nosotros
usamos TSH en suero por lo que las comparaciones pueden ser discutibles, sin embargo una
alternativa de discusion interesante podria ser el observar el comportamiento de otro
programa llevado a cabo en la misma ciudad ya que se han referido distinta incidencia segun
etnias y zonas geograficas (90, 92, 93, 94). Para ello se consult6 el Programa de Pesquisa
Neonatal de la provincia de Cérdoba, dependiente del Ministerio de Salud de la Nacién en la
Republica Argentina, cuya metodologfa consiste en obtener muestras de sangre entera
(técnicas de spot) en diversos centros asistenciales que luego son enviadas al laboratorio de
Endocrinologfa del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de Cérdoba®, alli son
procesadas en ensayos de ultima generacion utilizando una linea de corte de TSH= 13 mU/L.
En dicho registro se pudo observar, entre octubre de 1996 y octubre de 2009, una incidencia
para HC de 1:2.214 sobre un total de 221.450 muestras; esta referencia permite observar la
tendencia de HC en una zona geografica de Argentina donde probablemente nuestra
incidencia sea mayor porque el numero de muestras procesadas es menor y porque dos nifios
en nuestro screening tuvieron valores (32 y 27 mU/ml) que al considerar la conversién a
sangre entera estain muy cerca de la linea de corte de TSH=13 mU/I usado por el programa
mencionado.

Hablamos de factores demograficos como modificadores de incidencia pero también lo es el
tipo de marcador ya que el uso de TSH puede dejar algunos casos de hipotiroidismo terciarios
sin diagnosticar mientras que T, puede perder algunos los nifios que tienen valores normales
al screening y luego descienden como es el caso de tiroides ectopica por ejemplo. Otra
situacién a tener en cuenta es el tipo de ensayo bioquimico que se utiliza dado que los de

ultima generacién con marcadores inmunolégicos, similares al nuestro, demuestran mayor

8 Ministerio de Salud de la Nacién. Programa Materno Infantil. Direccién Nacional de Maternidad e Infancia.

Pesquisa neonatal. betp:/ /www.msalgov.ar/ bt/ Site/ promin/ UCMIS AL UD/ index.htm  Registro de la Provincia de

Coérdoba. Informes en la institucién, no publicados.
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sensibilidad. Para comparar dos programas deben contar con todas las variables en estudio,
situacion muy dificil ya que la mayoria de las publicaciones se proponen distintas
investigaciones y por ende no rednen todas las condiciones Optimas para establecer una
comparacion. Con respecto al uso T, como primer marcador un programa llevado a cabo en
Holanda encuentra una incidencia de 1:1.800; lo interesante de esta publicacion es el
comentario que hacen los autores sobre la incidencia de HC en Holanda como “una de las mids
altas del mundo” agregando que no hay razén para asumir que la poblacién tenga mas riesgo
que otros paises aludiendo que el alto nimero de pacientes HC se debe a la probabilidad de
detectarlos por un método eficiente (36). Por otro lado en el afio 2007 se ha reportado un
incremento del 73% en la incidencia de HC en la poblacién del estado de New York
(EEUU) entre los afios 1978 y 2005 a pesar de no haber cambiado la estrategia del screening,
por lo que han evaluado todas las razones posibles para este incremento sin poder identificar
una causa definida por lo que sugieren como una posible explicacién la deteccion de HC
transitorios (90).

De este analisis se puede decir que nuestra incidencia de HC es similar a las referidas
por programas que usan tanto TSH como T, como marcadores con lineas de corte

bajas, y con aquellos que logran una amplia cobertura poblacional.

TSH sérica como un método confiable para el screening.

Es indiscutible el valor de TSH como marcador en el screening para HC demostrado desde su
inicio y a lo largo de 35 afios (1974-2009) por lo que su uso como marcador bioquimico en
nuestro programa de screening no es exclusivo, sin embargo nuestras determinaciones
procesadas en suero y con un ensayo de ultima generaciéon es a nuestro conocimiento una
experiencia novel. Nuestra decision de utilizar TSH sérica estuvo acorde con los lineamientos
generales publicados sobre las condiciones que deben cumplir el test de screening en Pediatria
donde se sefiala: “E/ screening debe tener simplicidad, conveniencia, confort fisico y psicoldgico en instancias
de los testeantes, padres y nifios” (4). Estas consignas se cumplen en nuestro programa ya que el
laboratorio de Endocrinologfa esta ubicado dentro del mismo hospital, cuenta con el
equipamiento necesario, bioquimicos especialistas en Endocrinologfa, el ensayo utilizado es de
ultima generacién y se procesa diariamente todas las muestras para TSH sérica. Otra hubiese
sido la situacién si la eleccién recayera en el uso de muestras por spot ya que en ese €aso
estabamos obligados a derivar todas las determinaciones a otra institucién, con la consecuente

demora y dificultades propias generadas por el transporte y retorno de la informacién,
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razones que pondrian en riesgo la maxima efectividad en el programa (18, 19). Con respecto
al éxito de utilizar una metodologia especial no somos pioneros; Boemer y col demuestran su
experiencia de un inmunoensayo desarrollado en su institucion para TSH, que aplicado en el
screening de Bélgica sobre una poblacién de 16.459 RN fue exitoso en detectar HC con un
0,5% de falsos positivos (84).
Evaluar la técnica elegida era otro objetivo propuesto en este trabajo y luego de lo
expuesto podemos con seguridad decir que en los centros donde las determinaciones
de laboratorio estan contempladas dentro de la practica diaria su uso es una buena
estrategia para el screening neonatal.

e Valores de TSH sérica como nuestro primer marcador bioquimico del screening y de

T, como segundo marcador.

La eleccién del valor de corte para TSH sérica no fue una eleccién facil ya que si bien usamos
un ensayo de ultima generacion los valores mencionados para screening en ellos son de
muestras de sangre entera disecada en papel de filtro lo que no nos permite utilizarlos como
referentes. En los inicios del screening se usaban determinaciones séricas de TSH pero los
ensayos no son los que se usan actualmente; uno de los primeros informantes al respecto es
Delange y col en el afio 1977 quienes observaron en un grupo piloto el comportamiento de
TSH sérica por RIA en muestras obtenidas de cordén y al 5to dia de vida luego de lo cual
definen su umbral para TSH sérica en 12 uU/ml atendiendo que el 99,4% de sanos estaban
debajo de esa linea, concluye que la TSH sérica sobre el 5to dia es una técnica apropiada para
detectar hipotiroidismo en el RN y sugieren un valor TSH= 20 pU/ml para futuras
evaluaciones debido al nimero de falsos positivos (42). Lo atrayente de este trabajo es la
visionaria propuesta de agregar las determinaciones de TSH al screening de fenilcetonuria en
papel de filtro aludiendo que ésta seria una practica interesante, esta tltima reflexién fue un
heraldo a la practica hoy mundialmente difundida con la técnica de Guthier.
Después de la propuesta de Delage muchos programas informan el uso de técnicas en papel
de filtro para determinaciones en el screening. En Londres, sobre una poblaciéon de 87.444
RN se encuentra una incidencia de 1:3.363, con determinaciones al séptimo dia de vida y una
linea de corte para TSH= 25 mU/1 (RIA), la dificultad encontrada fue el diagnéstico tardio en
dos casos, por lo que las determinaciones de TSH ligadas al screening de fenilcetonuria son
factibles con especial atencién en el programa por la posible demora en el diagnéstico (51).
Otra dificultad es la evolucion que han tenido los ensayos bioquimicos para medir TSH lo que

ofrece otro reto a la hora de determinar el valor de corte para un screening. En un intento de
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homologar conductas sobre los valores obtenidos en papel de filtro de distintos ensayos
Jones JH, Mackenzie ] y col programan su conducta segun los resultados acorde al ensayo
usado entre los afios 1979-2003. En ese tiempo se utilizaron varios ensayos para las
determinaciones por spot de TSH expresados en miliunidades por litro (mU/1) y clasificados
pata el screening en normales /dudosos /altos /. Los ensayos y sus valores son los siguientes:
Corning RIA (1979-1982)= <25/25-49/>50; Radio- inmunoensayo RIA (1982-1989)=
<15/15-39/>40; Inmunorradiométrico ISD IRMA (1989-2002)= <10/10-39/>40;
Inmunoensayo por fluorescencia DELFIA (a partir del 2002)= <8 /8-24 />25 (52).

Una vez homologado los ensayos un nuevo problema surge cuando los valores se refieren a
determinaciones en suero o en sangre entera disecada obtenida en papel de filtro, en un
intento de homologar estas diferencias la literatura aporta criterios a tener en cuenta. Para
ensayos de TSH y T, por RIA en un trabajo de correlacion entre muestras de papel de filtro y
séricas publicado en el afio 1980, se refiere como de alta sensibilidad un corte para TSH
sérica = 10 mU/l y para T,= 10 ug/1 (33). Hiroaki Inomata y col en el afio 1999 quien utiliza
sangre entera en papel de filtro expresan “...en e/ caso en que TSH sea mayor que 10 wU/ml una
nueva muestra de sangre debe ser recogida”’, ademas agrega ““... para el caso de un indicador sérico un valor
de indicador en sangre entera debe ser multiplicado por 1.6” (28). En una publicacién del llevada a
cabo en nuestro pafs en el afio 1997 la Dra Iorkansky menciona al hablar sobre valor de corte
que “...s7 las unidades estan expresadas TSH= 20 uU/ mil sérica para sangre total el valor puede ser 10 ya
gue los calculos programados en los distintos equipos de laboratorio asumen un hematocrito de 50% en los
recién nacidos”(2). La Academia Americana de Pediatria (AAP) textualmente expresa: ““...algunos
laboratorios informan los resultados de screening por unidades de sangre, un valor que es aproximadamente la
mitad de la concentracion en suero” (5). En una muy reciente publicacién del afio 2009 Korana y

“

col mencionan “... fos valores de TSH son aproximadamente el 40-50% de aquellos medidos en suero”
cuando se los refiere con sangre entera disecada (96). Por lo expuesto consideraremos para
nuestra referencia los valores séricos de TSH como un 50% de los valores expresados por
técnicas de spot, por lo cual nuestro valor de TSH 10 pU/ml equivaldtia a TSH = 5 mU/1L

Cuando se utilizan lineas de corte bajas le confiere al programa seguridad para diagnosticar
HC pero arrojan un alto porcentaje de recitacion, por lo que en nuestro caso para reducir esta
poblacién de falsos positivos se utiliz6 la estrategia de procesar en la misma muestra a T,
como segundo marcador en aquellos nifios con TSH > 10 uU/ml. Esa decision originé otra

polémica ya que debia definirse el valor de corte para T,. Las publicaciones referidas antes del

afio 2001 (inicio de nuestro screening) definfan como presuntamente positivos valores T,
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=/< 86 9 ng/dl o un valor equivalente al Pc 20 de las determinaciones del ensayo usado en
el laboratorio donde se procesan las muestras lo que le confiere una sensibilidad del 99,8%
pero con un alto costo debido al gran nimero de falsos positivos (35, 43, 50, 53). Luego de
estas observaciones se tomé6 como valor de corte para T, = 10 ng/dl, y se emple6 una
estrategia escalonada donde en valores de T, < 10 ng/dl se obtendtia una segunda muestra.
Las estrategias escalonadas son referidas en la literatura como exitosas ya sea usando ambas
determinaciones (TSH y T,) simultineamente o bien selectivamente. Griffiths y col utilizan
determinaciones simultineas de TSH y T, con el siguiente disefio: a) en TSH<20 uU/l con T,
>8 ug/ml ninguna accién, b) en TSH= 20-29 uU/1 con T, >8 ug/ml ninguna accion, c) si T,
es <8 ug/ml se recita al paciente, d) cuando TSH es mayor de 30 y <40 uU/] se repite la
muestra independientemente del valor de T,, €) si TSH es >40 uU/I se cita al paciente al
hospital para control del especialista (49). Kempers y col refieren esta metodologia de dos
marcadores en un programa llevado a cabo en Holanda donde T, fue su primer marcador y
TSH su segundo marcador, se aplic6 sobre 430.764 muestras - afios 2002 y 2004-
encontrando una incidencia de 1:1.800; atribuyendo a la eficiencia metodolégica su alta
incidencia (30).

El comentario precedente fue en un estrategia escalonada con dos marcadores; pero, otra
alternativa es el uso de dos marcadores en la misma muestra con valores de corte bajo. Esta
metodologia ha demostrado ser capaz de reducir los falsos positivos y de poseer mayor
capacidad para detectar falsos negativos que si se usara una sola determinacién. Asi lo
demuestra una publicacién del afio 2004 sobre el screening en el norte de Italia entre los afios
1989 y 2001 donde comparan la efectividad del uso de ambas determinaciones -TSH y T, - en
la misma muestra (spot) con la efectividad TSH sola y concluyen que hubiesen perdido 21 RN
que fueron detectados por T, baja (34). No cabe dudas que esta situacion seria la ideal pero
no puede escaparse del analisis el costo significativo que origina el proponerla en un programa
de screening que por definicién debe abarcar el maximo de la poblacién mundial.

Con la determinacién de TSH solamente nuestra poblacién de nifios en riesgo por tener
valores superiores al corte fue de 300 RN, sin embargo al realizar las determinaciones de T,
esta poblacién se redujo a 88 RN. Esto demuestra que la estrategia selectiva de
determinar T, en la misma muestra sérica en aquellos nifios que superaron el valor de
corte para TSH colabora con la identificaciéon de nifios con HC, a su vez es una
técnica facil de ejecutar y acorta los tiempos del confirmacion con un costo efectivo

en el programa.
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e Linea de corte actual y porcentaje de falsos positivos.

Si nos referimos al porcentaje originado por la determinacion solamente de TSH no cabe
dudas que nuestro porcentaje de nifios para reconfirmacion del 4,38% fue alto; sacando los 6
HC confirmados y considerando el grupo que queda luego de las determinaciones de T, el
porcentaje se reduce a 1,20 %, este ultimo sigue siendo elevado frente a los mencionados en la
literatura para el grupo de falsos positivos por lo que merece una revisién. Buylikgebiz en el
afio 2000, sobre una poblaciéon de Londres, menciona que usando como marcador TSH
(técnica de spot) con linea de corte en 15 mU/l (método inmunofluorométrico) o en
20 mU/1 (método RIA) la proporcion de nifios para una muestra de confirmacion es igual al
0,05% (19). Muy similar al mencionado en el afio 2008 por el screening en paises menos
desarrollados como Macedonia que refieren un 0,09% usando TSH con igual técnica
haciendo el corte en 15 mU/Il (método inmunofluorométrico DELFIA) (30).

Observando los trabajos donde con técnicas eficientes para la detecciéon de HC obtienen bajo
indice de falsos positivos independientemente de la industrializacién, desarrollo social o etnias
cabe preguntarse ¢a qué se debe nuestro alto porcentaje de falsos positivos?

A la luz de lo discutido hasta ahora la respuesta mas apropiada es que el valor de corte patra
TSH es muy bajo; sin embargo, en los dltimos afios hay una tendencia de bajar estos valores a
los fines de poder detectar los casos de HC transitorios atn a expensas del costo que
signifique la recitacién. En una presentacion hecha en el afio 2007 en la Reunién anual de la
Sociedad Latinoamericana de Endocrinologia Pediatrica (SLEP) un grupo de profesionales
argentinos refieren que entre los afios 1994-2003 con una linea de corte de TSH=15 mU/1
(método inmunofluorométrico DELFIA) su indice de reconfirmacion alcanza un 0,06%, pero
entre los afios 2003-2007 con una linea de corte mas baja TSH=10 mU/l (método
inmunofluorométrico DELFIA) es de 0,12% (31). En una publicacién mds reciente, afio
2009, un grupo de investigadores del norte de Italia hacen la misma evaluacién de dos
estrategias con distintos valores de corte para técnicas de spot. Refieren que antes del afio
1999 su corte es de TSH=20 mU/], luego entre los afios 1999-2002 usan un corte en
TSH=12 pU/1 (método inmunofluorométrico DELFIA), mientras que entre los afios 2003-
2005 su valor de corte es de TSH=10 mU/]; con esta decisién su incidencia es de 1:1.466 con
un indice de reconfirmacién del 0,87% vy al respecto refieren “..nosotros estimamos que la
reduccion del valor de corte de 20 a 10 produjo un aceptable incremento (+22%) en el nimero de test por
neonato/ aiio” (92). Es interesante para nuestro trabajo esta publicacion ya que su linea de corte

considerada “baja” de TSH= 10 mU/l para técnicas de spot correspondetia a
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determinaciones séricas TSH= 20 mU/Il que es el doble de nuestra linea actual lo que de
alguna manera refuerza la idea que nuestro valor actual es muy bajo.

La desventaja de los valotes bajos de corte TSH < 20 mU/1 es que son acompafiados de
altos porcentajes en los indices de confirmacion, esta premisa se ve reflejada si observamos la
ya mencionada recopilacién publicada en el afio 2004 sobre el screening neonatal en Europa
en la cual se puede observar que los porcentajes en los indices de confirmacion oscilan entre
0,04 y 8,0 con incidencias para HC que van desde 1:1.333 a 1. 13.886 (93). (Anexo 14).

En la practica el uso del punto de corte para TSH es tan dificil que aun dentro del mismo
programa y con igual técnica los informes reportan disidencias; ejemplo de ello queda al
descubierto luego de una auditoria a 16 laboratorios que integran el programa de screening en
el RN del Reino Unido. Dicho programa usa técnicas de spot y su algoritmo establece que
TSH > 20 mU/I se considera positivo mientras que valores entre 10-20 se considera de riesgo
y en ambos casos se repite el ensayo; pero a pesar de tener definida esta estrategia encuentran
que se emplean entre los distintos centros valores de corte que oscilan entre 5, 6, 8 y 10
mU/1; y que ademas algunos remiten para una segunda determinacién RN con valores entre 5
y 10 mU/1 situaciéon que les permitié detectar un HC por debajo de los valores de 10 mU/1
(97). Recientemente el informe de uno de los estados mencionados del Reino Unido refiere
que con un punto de corte de TSH = 6 mU/1 obtiene un 0,23% de falsos positivos y concluye
que con umbral bajo de corte en el screening incrementa el grupo de falsos positivos en nifios
a término en un 126% pero que permite que algunas anormalidades funcionales tiroideas
puedan ser detectadas (98). Nuestro corte de TSH sérica = 10 pU/ml setfa similar al de 5
mU/] para determinaciones en spot del estado de Gales, nosotros con ese corte no tenemos
falsos negativos pero no podemos comparar con el referido informe ya que en él no se cita
ese indice, como tampoco los falso positivos.

No escapa a esta dificultad la eleccién del punto de corte para T, , nuestro valor de corte
ubicado en T, sérica = 10 ug/dl (idem nmol/l) es similar al primer marcador empleado por el
grupo de Victoria (Australia) quienes usan como segundo matrcador TSH = 5 mU/1 en sangre
entera lo que equivaldria a nuestra TSH sérica=10 pU/ml, lo interesante de este programa es
que sus valores de corte son muy similares al nuestro lo cual permitiria sacar conclusiones
sobre la poblacién de falsos positivos pero no es posible ya que este grupo no lo refiere en su
publicacién (99). Otra forma de evaluar si nuestro valor de corte para T, fue el optimo es
observar la media obtenida en el grupo de confirmacion que resultan ser luego falsos

positivos y compararla con otros programas, para ello resulté interesante un estudio realizado
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en EEUU (afio 2009) donde se obtiene una media de T, = 5,90 (DE 0,88) ug/dl en un grupo
de 131 falsos positivos. Nuestros valores de la poblacién de riesgo, con T, por debajo 10
ug/dl que definimos como grupo falsos positivos, tuvieron una media de T, = 6,10 (DE
2,08) ug/dl ambas muy similares lo que nos permite considerar que nuestro valor de corte
para T, no debe modificarse (100).
Finalmente podemos decir que nuestro programa es exitoso para detectar HC, que su
incidencia es muy similar a aquellos que usan valores de corte bajos para TSH, que
tiene un porcentaje de falsos positivos elevado el cual requiere revision, mientras que
el valor de T, no necesita ser modificado.

e Analisis de los valores de TSH obtenidos en el screening.
La media de TSH sérica en nuestra poblacion total (6.846 nifios) fue de 4,42 uU/ml y el 75%
de ella tuvo TSH menor de 5,44 nU/ml. Luego de separar la poblacién por TSH 10 pU/ml
vemos que los RN con valores TSH >10 (grupo problema) tuvieron una media de
TSH=14,97 uU/ml, que es de casi 4 veces la media de los RN con TSH <10 (grupo control)
en quienes fue de TSH=4,01 nU/ml.
Los cambios dinamicos fisiolégicos de las concentraciones de TSH sérica relacionados con la
edad son claramente vistos al observar los valores obtenidos a medida que transcurren los
dias desde el nacimiento. L.as mayores concentraciones se vieron entre las 24 y 48hs con
valores de TSH de 5,82 y 4,12 uU/ml y a pattir del dia 12 hasta el dia 20 la media para TSH
fue de 2,52 uU/ml; el comportamiento fisiolégico de la caida de TSH en el transcurso de los
dias quedé reflejado con los valores maximos TSH=33,71 uU/ml dado al 5to dia y al dia 20
de TSH=6,26 uU/ml.
La diferencia establecida entre las medias del grupo problema y control, y el
comportamiento fisiolégico de TSH en nuestras determinaciones en el trascurso de

los dias son nuevos elementos para calificar a nuestro método como eficiente.

e Tiempo apropiado para la obtencién de la muestra e inicio de la terapia.
La bibliograffa sobre screening subrayan como importante que: a) ante resultados del
screening de TSH anormales o en limites de normalidad las determinaciones en suero deben
ser realizadas para confirmar el diagndstico previo a ningun tratamiento; b) que el tiempo de
tomar la muestra (5to dia) es independiente de la edad de gestacion, del tipo de alimentacién,
o enfermedad del RN; ¢) que debe ponerse atencidn sobre el retraso en obtener la segunda

muestra, no mas de 10 dias de la primera; d) agilizar de todas las maneras posibles (fax, e-mail,
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teléfono, etc) el contacto con los referentes del nifio en el caso de screening positivos (52). La
Academia Americana de Pediatria (AAP) enuncia textualmente “E/ screening del RN y la terapia
tiroidea iniciada dentro de las dos semanas de vida puede normalizar el desarrollo congnitivo” (5).
Evaluando nuestro programa bajo las premisas mencionadas vemos que ellas se cumplieron
ya que la mayoria de las determinaciones de TSH en nuestra poblacién se acumuld en la
primera semana de vida de los RN con un 75%, y antes de los 12 dias de vida lo hizo el 97%,
con una media total de 5,85 dias. Los nifios con HC confirmado tuvieron su screening
también en la primer semana de vida, con una media de 4,68 (rango de 3-8) dias y el inicio de
su tratamiento fue con una media 13,35 (rango 7-20) de dias de vida, lo que significa que el
tiempo transcurrido desde el screening y los estudios definitivos para el diagnéstico del HC
esta dentro del considerado como éptimo por la literatura.

Son interesantes los informes sobre la disminucién del tiempo en que se inicia el tratamiento
en los HC a medida que el programa de screening fortalece sus mecanismos de deteccion. Al
respecto, en la comunicacion del afio 2008 el Registro Nacional Italiano de HC refiere que la
edad de inicio de la terapia tuvo una media de 23 dias entre los afios 1987-1999, reduciéndose
a 19 dias entre los afios 2000-2004 (91). En una publicaciéon de Jones, Mackenzie y col sobre
el progreso del screening en Escocia se repite esta progresion ellos comparan dos periodos el
primero entre 1979-1993, y el segundo entre 1994-2003, en el primero la edad media del
screening es de 7 dias (rango 1 a 56) y el inicio de la terapia una media 13,5 (rango 2 a 313)
dias mientras que en el segundo periodo el tiempo del screening tiene una media de 6 (rango 1
a 70) dias y el inicio del tratamiento tiene una media de 11 (rango 1 a 200) dias. En la misma
publicacién destacan la diferencia que hay entre el inicio terapéutico y el tipo de
hipotiroidismo, los HC primarios inician mas precozmente que los de otras causas como
ectopias, dishormonogénesis, hipoplasia o pasaje de anticuerpos maternos quienes registran
una media mayor sobre los 16 dias (52). En nuestra experiencia se reflejan estas dos
situaciones ya que si bien todos los nifios tuvieron su screening a la semana de vida y la media
de inicio de la terapia fue sobre los 13 dias, tres HC iniciaron la terapia mas tardiamente (19 y
20 dfas) de los cuales dos fueron detectados en los primeros afios del programa de screening,
y en un tercero se debié a una elevacion tardia de TSH. Ello permite referir el éxito del
programa logrado en el transcurso del tiempo donde adn los casos de dificil diagnéstico
pudieron ser localizados en el tiempo adecuado.

Por otro lado es importante valorar el tiempo del screening de todo el grupo problema (300

nifios), ya que la deteccién precoz de los HC podria haber sido por azar, sin embargo vemos
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que la media de la primera muestra del screening en este grupo fue de 4,65 (DS 1,82) dias
practicamente la misma que de los HC y aun inferior a la media de 5,58 (DE 2,01) del grupo
control descartamos el hallazgo fortuito.

Al observar que los HC en su totalidad fueron detectados antes de los 14 dias de vida

subraya la efectividad del programa en cuanto a la precocidad de la deteccién.

Formacién del grupo de falsos positivos. Posibles factores que contribuyen a la por la
elevacion transitoria de TSH.

Se han examinados muchos factores demograficos, del RN y de la embarazada como posibles
candidatos capaces de afectar el desarrollo y la funcién tiroidea del RN y por lo tanto ser
elementos contribuyentes a determinaciones de TSH mas elevadas al momento del screening
(51, 56, 57, 61, 63, 88, 91, 94, 97, 101, 102). En este estudio se realizé un analisis de multiples
variables sobre la poblacién considerada de riesgo (positivos al screening) comparada con un
grupo de nifios considerados sanos para examinar el impacto maternal, del parto y factores de
los RN sobre la TSH neonatal y el nivel de hormonas tiroideas. Los predictores fueron
primeramente examinados por separados en dos estados: maternos-perinatales, y los propios
del neonato; y luego para su discusién se clasificaron segin su significancia al anilisis
estadistico: variables no significativas y significativas.

e Variables no significativas.

La literatura ofrece estudios sobre variables relacionadas con los antecedentes gineco-
obstétricos propios de la madre y su relacién con TSH; entre ellas el tipo de parto clasificado
como vaginal o cesarea. La relacién de TSH con el tipo de parto es controversial ya que se ha
mencionado una posible pero no demostrada asociacion del yodo tépico con la elevacion de
TSH en las ceséareas; por otro lado un grupo de investigadores que estudiaron TSH en sangte
de cordén encontraron un aumento en los RN por parto vaginal; mientras que Turan y col no
encuentran significancia sobre TSH en los nifios nacidos por parto vaginal o cesarea (electivas
o de urgencia), como tampoco con el tipo de anestesia utilizado (63, 103, 58). En nuestra
poblacioén al comparar el grupo problema con el grupo control no encontramos diferencia
entre los partos vaginales (#=175 vs 187) y por cesirea (#=124 vs 113); en cuanto a la
poblacién de HC confirmados hubo iguales proporciones por parto vaginal y cesarea; pero
cuando se observéd las variables predictivas para pertenecer al grupo con TSH >20 se

observé que los nifios nacidos por cesitea y de madres multiparas tenfan el doble de
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probabilidad de integrar este grupo; sin embargo no hubo valor predictivo para las cesareas
programadas o no.

Otra variable interesante es la duracién del parto, al respecto un estudio publicado en el afio
1977 analiza los valores de TSH al 5to dia y su relacién con la duracién del parto en sus
tiempos de dilatacion y expulsivo, equivalentes a los denominado en este trabajo como “con
complicaciéon” o “sin complicacién”, y al igual que nosotros no encuentran diferencia
significativa (42). Sin embargo otras publicaciones mencionan elevaciones de TSH en sangre
de cordén en hijos de madres con trabajo de parto prolongado independientemente de que
tipo de expulsivo presentara, adjudicando este hecho a un grado de stress fetal (57). Este
stress podria ser equivalente al medido en nuestro grupo problema como cesireas no
programadas (de urgencia), pero al compararlas con las programadas no se pudo demostrar
como una variable significativa. En cuanto a las posibles influencias de sustancias yodadas
como antisépticos éstas no son usadas en nuestra institucion para ese fin y nuestro screening
fue con TSH sérica y no con sangre de cordén, ambas situaciones no permiten su
comparacion con estas referencias bibliograficas.

Otro hecho investigado en nuestra poblacion fue la relaciéon de TSH elevada con el tipo de
embarazo (simples o multiples), gestas anteriores (primipara o multipara), e historia previa de
abortos espontineos, luego del estudio no se encontréd ninguna diferencia significativa. Meda
y col estudiaran los distintos factores relacionados al embarazo y TSH en un grupo de RN de
ocho centros de screening (norte, centro y sur de Italia), clasificando la poblacién en nifios
sanos e HC, al finalizan su estudio no encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos (56). Sin embargo otro estudio de tipo tangencial sobre 300 determinaciones de TSH
obtenidas por muestras de sangre de cordén encuentra TSH mas elevadas en las madres
primiparas que las multiparas responsabilizando este hecho al stress del parto (57).
Publicaciones mas recientes mencionan el incrementado riesgo de padecer HC en embarazos
multiples como consecuencia de las técnicas de reproduccion asistida y drogas inductoras de
ovulacién (91). Nosotros no estudiamos esa variable y probablemente es un comentario ain
precoz el aventurar un efecto de la fecundidad asistida sobre eje hormonal tiroideo.

En cuanto a las enfermedades tiroideas maternas en nuestro grupo no hubo diferencia
significativa entre el nimero de madres con hipertiroidismo o hipotiroidismo cuando se
examinoé los nifios del grupo problema y control (14% vs 12%), lo mismo ocurre entre los HC
confirmados donde solo el 50% de madres registraban enfermedad tiroidea. Sin embargo

cuando se analiz6 los nifios del grupo problema se observé una tendencia a tener TSH mas

MLY 76



clevadas en los hijos de madres que recibfan medicacién por enfermedad tiroidea. Con
respecto a esta situacion un estudio retrospectivo de screening en una poblacion griega revela
que un 2,7% de todos los casos de HC transitorio se deben a enfermedad tiroidea materna, en
oposicién a esta observacion un estudio llevado a cabo en Roma refiere que tanto en los HC
permanentes como en los HC transitorios hay una alta frecuencia de enfermedad tiroidea
familiar con una diferencia significativa si el padre se ha reportado con historia positiva de
enfermedad tiroidea (56, 64).

Si no se puede establecer una fuerte relacion sobre la presencia de enfermedad tiroidea se
busca asociar el riesgo a la presencia de anticuerpos antitiroideos. Este interés se encuentra
desde las primeras épocas del screening neonatal donde en muchos trabajos se ha ligado
estrechamente la presencia de anticuerpos como factor de riesgo para HC y como posible
causa etiolégica en los HC transitorios; ademas se han estudiado las posibles consecuencias en
el desarrollo intelectual de los hijos de madres con deficiencia tiroidea en el embarazo hasta
tal punto de proponerse un screening de funcion tiroidea en todas las mujeres embarazadas.
(62, 81, 104, 105, 106, 107). En el estudio de nuestra poblacién seleccionada las madres con
anticuerpos positivo fueron iguales en ambos grupos (2,3%), sin embargo es importante
referir que esta informacién solo se pudo encontrar en un grupo reducido de madres y para
sacar conclusiones relevantes deberia contarse con los anticuetpos (+) o (-) de todas las
madres con o sin diagnéstico de enfermedad tiroidea de ambos grupos (7= 600), ya que
algunas podrfan tener anticuerpos (+) y no diagnosticada su enfermedad. Si enfocamos
nuestra observacion sobre la presencia de anticuerpos en las madres de los nifios con
diagnéstico de HC, en quienes esta determinacién se realizé en todas vemos igual porcentaje
de anticuerpos positivos y negativos. Por lo tanto el estudio de anticuerpos en nuestra
poblacién tiene sesgos lo que no permite una acertada evaluacion, no obstante la influencia de
enfermedad tiroidea materna sobre el desarrollo intelectual del neonato es un tema que no
termina de discutirse y es motivo de permanentes revisiones.

El Test de APGAR alos 5 minutos se ha considerado como una expresién del stress perinatal
sufrido por el RN y se ha usado como una herramienta para seleccionar poblaciones sanas a
partir de puntajes mayores a siete (46). Algunos investigadores han reportado que el puntaje
del APGAR de los 5 es inversamente proporcional con TSH de cordén y de spot, pero esta
observacién podtia es rebatida por otra publicaciéon donde un RN con diagnéstico de HC
leve (TSH 31 mU/I) obtiene puntaje normal con el test de APGAR y luego se descompensa

falleciendo a los 40 dias por un distress respiratorio severo (57,101, 108). La obtencién de un
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puntaje regular en el test de APGAR relacionado a TSH elevadas permitiria algin analisis
especial, pero en nuestro grupo solo siete nifios (2%) del grupo problema obtuvieron
evaluacién regular lo que no permite aplicar un analisis estadistico. Estas observaciones
podrian aventurar el comentario que es probable que el puntaje del APGAR no sea la mejor
herramienta para evaluar factor de riesgo en los RN con un valor de TSH elevado.

En nuestro grupo tampoco se pudo asociar elevaciones de TSH a enfermedades severas del
RN que hubieran requerido mayor tiempo de internaciéon como tampoco a malformaciones o
patologias genéticas como han sido mencionadas en la literatura (56, 61, 91, 99).

e Variables significativas.
> Sexo.

En la poblacién total que realizé el screening la relacién masculino / femenino fue de 1:1,
pero esta referencia no puede ser comparada en la literatura ya que en los estudios
poblacionales de screening hechos después de las 48hs de vida no mencionan la relacién
segun el sexo de los nifios, es probable que esta situacién se deba a que es un dato muy dificil
de recabar en grandes estudios poblacionales, la tinica forma serfa evaluar el sexo de todos los
RN de un area y luego de esa poblacién quienes registran el screening, pero los informes
encontrados al respecto se basan sobre las muestras recibidas que en muchos casos no cubren
el 100% de la poblacién. La informacion sobre poblaciones totales es referida cuando el
screening se obtiene en muestras de cordon umbilical; en un programa realizado en Londres
la relacién masculino/ femenino es de 1,1:1 en la poblacién total y en el grupo por debajo de
la linea de corte predominan los varones sobre las mujeres con una relaciéon de 2,2:1 donde la
mayoria de estos varones pesan menos de 2.550 grs por lo que infieren que este fendémeno
obedece al peso de nacimiento (43). Para nosotros es atractiva la asociaciéon de esta relacion ya
que es muy similar a nuestra relaciéon masculino/femenino 1,5:1 dentro del grupo problema
positivos. Consistente con nuestro hallazgo también otros autores han reportado una
tendencia de los varones en tener TSH mas elevadas que las mujeres tanto en sangre de
cordén como en sangre disecada en spot (57, 96). En un intento de explicar esta situacion se
asoci6 al sexo masculino con menor capacidad de tolerancia al efecto de los eventos
estresantes perinatales, apoyados en el incrementado numero de varones con distress
respiratorio y muerte subita, tanto como a un pH en arteria umbilical y APGAR también
menor en varones; estas observaciones se han apoyado en determinaciones de TSH en sangre
de cordén (101). En busqueda de una explicacion para nuestro caso, donde la muestra se

tom6 después de las 48hs, investigamos si este fenémeno obedecia a que en los varones la
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muestra se obtenfa antes que en las mujeres, este interés se fundamenta sobre el conocido
comportamiento dinamico de TSH y su descenso en el transcurso de los dias. Por ende si en
los varones se realizaba el screening con menos horas de vida podria ser el factor
determinante de su mayoria dentro del grupo de falsos positivos. Esta hipdtesis no pudo
demostrarse ya que cuando se correlaciond estadisticamente los valores de TSH con el sexo y
el tiempo de la muestra no se encontré diferencia entre el grupo de sexo femenino y
masculino, por lo que el predominio de varones sobre mujeres en el grupo de riesgo aun
necesita mayores investigaciones.

Otra situacién a considerar es el sexo en los HC confirmados donde encontramos una
relacién femenino/masculino= 1:1, esta relacién no es la esperada para acordar con los
informes de los programas mundiales sobre el franco predominio de 2:1 femenino sobre
masculino (5, 89, 90). sPodria ser una proyeccién del predominio masculino descubierto en el
grupo problema? Esta deduccién es solo un supuesto porque no se puede inferir conclusiones
muy robustas debido al bajo niumero de casos HC en nuestra poblacién. Por otro lado es muy
interesante el comentario de un reporte donde se menciona que esta relacién de predomino
femenino sobre masculino va decreciendo, el mismo surge de un andlisis hecho sobre el
programa de screening en EEUU donde se comparan los HC del ano 1987 y el ano 2000
encontrandose una relacion masculino/ femenino 1:1,05 y de 1:1,02 en los respectivos afios,
sin embargo en algunas areas como Texas siguen refiriéndose que las mujeres tienen un 1,9
veces mayor incidencia que los varones (90). El predominio de femenino sobre masculino ha
generado algunas hipétesis como el rol de anticuerpos fetales o de algun efecto materno sobre
el crecimiento de las células tiroideas (99). Lo cierto es que este fenémeno ain permanece
inexplicable.

» Edad gestacional y peso de nacimiento.

Debido a que el peso de nacimiento estia estrechamente ligado a la edad gestacional es
esperable que ambos tengan igual correlacién con los valores de TSH neonatal. Muchos
estudios examinan el impacto de la edad gestacional y el peso de nacimiento sobre el estado
tiroideo neonatal; especialmente en los pretérminos en quienes por el pobre desarrollo del eje
hipotalamo—hipéfiso-tiroideo la TSH se eleva mas tardiamente al contrario que los niflos a
término quienes experimentan un pico de TSH a los 30’ post parto para declinar luego de las
24 horas. Este comportamiento fisiolégico no permite analizar por separado el peso de la
edad gestacional y por ende la correlacion de ambas con los valores de TSH, esta variable a

sido motivo de muchos estudios en su mayoria con determinaciones en muestras de cordén
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donde algunos informes muestran correlacién positiva o0 negativa y otros ninguna correlacién
(101). Una forma mas especifica de valorar la relacién TSH/peso es ajustar el peso a la edad
gestacional y no analizarlos como variables independientes, Herbstman y col realizan esta
correccién y observan una leve asociacién positiva entre peso de nacimiento y niveles de TSH
con disminucién de T, en sangre de cordén (57). Se ha sugerido que nifios con HC
permanentes tienen gestas mas prolongadas y son macrosémicos mientras que los HC
transitorios tienen baja edad gestacional y bajo peso; y en nifios que en la segunda evaluacién
son normales o sea pertenecen al grupo de falsos positivos muestran una alta proporcién los
pequefios y de bajo peso al nacer (51, 56, 87, 88). Cuando analizamos el comportamiento de la
edad gestacional y el peso entre nuestro grupo control con el grupo problema encontramos
una diferencia significativa a predominio del grupo problema para los nifios con menos de 36
semanas y mas de 40 semanas de edad gestacional, tanto como un predominio significativo de
nifios con menos de 2.500 grs. Atentos a esta situacion propia del grupo problema se agrupd
a los nifios de esta poblacion con edad gestacional menor 36 semanas con los mayor a 40
semanas y se encontrd que tienen una probabilidad mayor (77 %) de ser falso positivo que los
niflos a término; en tanto que al agrupar los nifios con menos de 2.500 grs. y mas de 4.000 grs.
se observd que este grupo tiene una probabilidad mayor (64 %) de ser falso positivo que uno
con peso normal. En el grupo de HC solo un nifio tuvo edad gestacional mayor de 40
semanas y un peso mayor a los 4.000 grs. Estos hallazgos en nuestra poblacién de riesgo son
consistentes con los referidos en la literatura, y sobre el grupo de HC no se puede sacar
conclusiones debido a la escasa poblacion.
» 'TSHy el estado de salud del RN. RN internado y no internado.

Durante el periodo perinatal es esperable distintas situaciones que obliguen a los RN a ser
sometidos a practicas mas agresivas y por ende a internaciones hospitalarias creando un
estado incierto en la aplicacion de los criterios para HC y las interpretaciones de los valores
obtenidos de TSH. Entre estas situaciones estin los nifios prematuros extremos, los
dismérficos, los sindromes genéticos y los nifios enfermos por diversas patologias lo que
hacen que estos RN sean considerados inicialmente como Hipertirotropinemia transitoria y
por ello se retrase en algunos casos el diagnéstico definitivo. Ademas de las patologias propias
que soporta el RN enfermo estan las modificaciones de los valores hormonales derivadas de
las conductas terapéuticas (¢j exanguineo-transfusion) y medicamentos tales como Dopamina

y corticoides entre otros (60, 67, 68, 69). No es menos importante el aumento tardio de TSH
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que se ha observado en RN internados en unidades de cuidados intensivos (UTI) quienes
tuvieron un screening normal inicial (70).

Para evaluar el efecto de la enfermedad del RN sobre los valores de TSH se los clasificé6 como
“internados” y “no internados”; y pretendiendo cuantificar el grado de compromiso de la
enfermedad por el tiempo de su estadia en la UTT se los clasifico en “menos de 5 dias” o
“mas de 5 dias” y se aplicé este analisis sobre el grupo problema y control. Los estudios
estadisticos demostraron asociacién positiva entre los valores de TSH con el grupo internados
y por analisis de logistica se determiné que un RN no internado tiene menos probabilidad
(71%) de ser falso positivo que un RN internado, pero no se encontrd relacién con el tiempo
de internacion y los valores de TSH. Esta situacion se vuelve a repetir cuando se analizo la
variable internacion solo en el grupo de falsos positivos donde se vio una tendencia de tener
TSH >20 pU /ml con una probabilidad 3,4 veces mayor si el RN esta internado frente a uno
no internado. No se analiz6 por separado los motivos de internaciones ni los tipos de
conductas terapéuticas relacionados con los resultados del screening como han sido
informados en otras publicaciones (50).

En el grupo de HC confirmados el 50% estuvo internado y las causas fueron en dos distress
respiratorio y en uno hiperbilirrubinemia ambas situaciones estrechamente relacionadas con el
HC. Si bien el objetivo de este estudio no fue investigar las situaciones propias del HC y las
variables de su estudio como etiologia, tiempo de diagnéstico y conducta terapéutica se
puede informar, ademas de los discutido anteriormente, que el HC en nuestra poblacién
presentd dos picos en el afio 2002 y 2007, que un solo nifios fue atiridtico, y que todos

iniciaron la terapia antes de los 20 dias de vida.

Nuevo valor de corte para TSH.

La accesible disponibilidad para las determinaciones de hormonas tiroideas y el conocido
beneficio individual y en la salud publica derivado de la deteccién precoz del HC ha
expandido el esfuerzo para detectar enfermedades tiroideas en el RN. Generalmente los
valores referidos por los ensayos bioquimicos estin basados en grupos de individuos sanos y
permiten servir de testigo frente a posibles pacientes tanto en el diagnéstico como en el
control terapéutico. Sin embargo estos limites referenciales de concentraciones hormonales
no necesariamente son valores sensibles y eficaces para la detecciéon de la enfermedad
congénita debido a la incidencia de los factores propios de ese grupo etario. La concentracion

de un valor hormonal dado (“valor predictivo”), en nuestro caso TSH, y la probabilidad de
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asociacién con la presencia o ausencia de enfermedad es mds apropiada para decidir cual es la
conducta adecuada a aplicar en un estudio poblacional. No es menos importante el hecho que
el ajustar el punto de corte deriva en la reduccién de falsos positivos, al respecto el Hospital
Italiano de Buenos Aires menciona que el ajustar permanentemente su punto de corte durante
un periodo de 18 afios les permitié reducir en un 91,3% los falsos positivos (109).

La aplicacién de nuestro screening con el corte establecido de TSH = 10 pU/ml no perdié
ningin nifio presuntamente enfermo y fue capaz de detectar 6 (0,07%) con HC en una
poblacién total de 7.826 RN vivos lo que sin dudas lo califica como altamente sensible, sin
embargo es poco especifico ya que ubica a 300 RN por arriba de la linea de corte
configurando un 3,83% de posibles enfermos. Una experiencia similar pero con mayor
porcentaje de falsos positivos y menor numero de casos confirmados es la que informa Lott y
col quienes luego de analizar el programa desarrollado en Ohio (EEUU) sobre un total de
161.244 RN testeados en el afio 2002 encuentran 8.024 (4,98%) por arriba de su linea de
corte, de los cuales 57 (0,04%) son HC (110).

En varias ocasiones la eleccién del punto de corte se ha tomado arbitrariamente observando
la experiencia de otros, ello ha llevado luego a buscar un elemento que permitiera identificar
un mejor valor predictivo o valor de corte para TSH capaz de limitar la poblacién de riesgo
con mas precisién. Surgen asi varias posibilidades estadisticas entre ellas ubicar el corte en un
valor mayor al percentilo 90 o 95 con el riesgo de aumentar los casos falsos negativos, o bien
calcular un punto 6ptimo a través del uso del analisis estadistico ROC, una técnica que ha
ganado popularidad dltimamente en el laboratorio médico para la evaluacion de los test para
diagnéstico (22, 84, 111).

El ABC ROC es un indicador que cuantifica la agudeza diagndstica de un test de laboratorio
donde un valor = 1 es considerado como perfecto para un test de screening (22). De la
aplicacion ROC a nuestra poblacion total (7= 6.846) se obtuvo, con un intervalo de confianza
del 95%, un valor del ABC ROC= 1(exactitud del 100%) lo que permite considerar
estadisticamente certera nuestra propuesta de corte para TSH sérica del screening neonatal.
Otra opcién estadistica es estudiar muestras cuando no se conoce el total de la poblacion,
conociendo esta posibilidad y dado que la muestra ya habia sido seleccionadas se hizo
también el estudio ROC sobre el grupo de 600 RN y con un intervalo de confianza del 95%
se obtiene un valor del ABC ROC = 0,998 indicando que la exactitud de la prueba es del
99,8%. Después del anlisis por las curvas ROC aplicadas a la poblacién total se arribé a un

punto sugerido de corte para TSH entre 29 y 34, esta misma metodologia aplicada sobre el
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grupo seleccionado indicé entre 25 y 27 como valores 6ptimos para el futuro corte de TSH.
De lo expuesto podemos decir que estadisticamente se generd una “regién incierta” entre 25 y
34 donde ninguna conclusién sobre el estado del paciente puede emitirse sin correr riesgo,
por lo tanto lo mas apropiado es tomar el menor valor de corte referido deduciendo que
ningun RN con diagndstico de HC debetia caer debajo del valor TSH = 25 pU/ml. Por lo
expuesto podemos decir que la eleccion del valor sefialado tiene una fundamentada
demostracion estadistica sin embargo esta decision deberfa apoyarse sobre otros elementos
para fundamentar atin mas la nueva propuesta, al respecto la literatura considera como una
herramienta apropiada la evaluacién obtenida por los conocimientos de la observacién (24).
En las publicaciones al respecto podemos ver que definir un valor de corte es atin hoy motivo
de un permanente debate, al respecto Pryce y col publicaron en el afio 2007 un trabajo al que
titularon ‘3 Es ¢/ actual nivel de corte para el screening de HC mny alto?” y para respondetla realizan
una auditoria sobre el screening en el Reino Unido encontrando distintos niveles de corte
para TSH que van desde 5 a 10 mU/1, y que los niveles mas bajos son capaces de detectar HC
indetectables a valores mayores; por lo que concluyen que es una investigacion que merece set
continuada en el tiempo (97). Otra informacién mas reciente (Milan —Italia- afio 2009) sobre
el impacto epidemiolégico del uso de TSH a niveles bajos en el screening neonatal refiere que
al bajar su valor de corte de TSH=12 mU/I’ a TSH=10 mU/1" la incidencia de HC
aumenta, por lo que concluyen que e/ uso de niveles bajos de corte para TSH lleva a detectar un
ndimero insospechado de nirios con HC” (92). En un trabajo del afio 2008 llevado a cabo en Bélgica,
Boemer y col, informan sobre la dificil tarea de definir un valor de corte apropiado para
técnicas de spot en un ensayo propio, en esa investigacion utilizan al igual que nosotros un
analisis de curvas ROC y de transformaciones logaritmicas, definen la “regién incierta” y
enumeran técnicas estadisticas capaces de ayudar a seleccionar un umbral confiable,
finalmente arriban a una propuesta que ubica para su ensayo un valor de corte de TSH =20,1
mUI/1 (84). Orientados en la misma busqueda un grupo de investigadores de nuestro pais
deciden bajar su umbral de 15mUI/1 a TSH= 10mUI/1" (spot) el cual también les permite
categorizar las etiologias del HC; a su vez refieren que para la confirmacién del diagnéstico de

HC consideran como valor normal TSH sérica= 24,25 mU/ml" (12, 30, 112).

? Para nuestra técnica setfa equivalente a TSH=24 pU/ml

10 Para nuestra técnica serfa equivalente a TSH=20 pU/ml

' Para nuestra técnica serfa equivalente a TSH = 20 uU/ml

12 'TSH sérica igual a nuestra propuesta estadistica de TSH sérica=25 pU/ml
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Otro criterio tomado en cuenta es la observacion de cuan lejos de la media normal se

encuentra el valor patolégico, al respecto Delage y col comentan en sus conclusiones que “/z

sensibilidad del método es confirmada por la sustancial desviacion observada entre la  media normal y los

casos patoldgicos cuyos valores obtenidos fueron 15- 50 veces mayores.” (42).

Atendiendo los comentarios citados y considerando que debemos redefinir una nueva linea

de corte se analizan las siguientes situaciones:

e En nuestros HC la media TSH= 82,53 uU/ml que es 80 veces el valor de la linea de corte
TSH= 10 pU/ml, y 19 veces la media de la poblacién normal (TSH=4,42). El menor
valor TSH al screening en el grupo de HC fue de TSH= 27,03 pU/ml el cual se ubicaa 6

veces sobre la media de la poblacién normal.

e Considerando un hematocrito del 50-55% nuestro valor propuesto por el estudios de
TSH sérica = 25 pU/ml setia equivalente a TSH= 12,5 mU/I en sangre disecada (técnicas
de spot) el cual estd dentro de los valores mas bajos referidos como ideal, aunque no el
mas bajo. Si atendemos lo referido en la literatura un valor 6ptimo deberia ubicarse
alrededor de TSH= 10 mU/1 equivalente a TSH sérica= 20 uU/ml.

e Siacomodamos la poblacién por sobre el valor de la propuesta estadistica = 25 pU/ml el
grupo problema queda constituido por 12 RN lo que significa un 0,15 % sobre la
poblacién total de 7.826 RN vivos. Si realizamos una nueva evaluacién de la poblacion
estudiada bajo el punto de corte en 20 se reduce nuestro grupo problema de 300 a 26 RN
lo que significa que el porcentaje del indice de confirmaciéon de un 3,83% cae a un 0,33%
que es el doble de 0,15% cuando tomamos la sugerencia estadistica de 25.

Luego de este anlisis, considerando que el beneficio es superior al costo del numero de nifios

que necesitan una segunda determinacion, y con un enfoque suficientemente conservador se

propone como confiable un valor para la nueva linea de corte TSH sérica = 20 pU/ml.
considerando que el programa bajo esta nueva linea de corte debe ser evaluado nuevamente
para poder sacar conclusiones de su efectividad.

Ademas es remarcable como ya lo cita la literatura observar la evolucién de los nifios con

bajos valores de T, en quienes es posible una elevacién tardia de TSH; ya que valores

considerados dentro del rango fisiologico (T,= 6,3-37,7 pg/dl) no han demostrado estar

asociados a dafios cognitivos en evaluaciones realizadas a los seis meses de edad (113, 114,

115, 116).
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Rangos de referencia para TSH segun la edad del RN.

No ofrece dudas después de lo expuesto que el screening neonatal con TSH ha demostrado
ser eficiente para detectar HC reduciendo con ello la morbilidad derivada de su omision. Sin
embargo, el conocimiento de las fluctuaciones fisiologicas de TSH sérica seguin la edad del
RN permite sugerir que si ajustamos el valor de TSH acorde al momento de obtener la
muestra podria mejorarse la especificidad del screening. Podriamos decir entonces que los
intervalos de referencia en la poblacién pediatrica serfan de gran utilidad. Una publicacién
reciente (afio 2009) Soldin y col expresan “/los intervalos de referencia son una herramienta que aynda
a interpretar los resultados del laboratorio en pacientes individnales” esta es una definicién apropiada
para reflejar nuestro objetivo al proponernos determinar los intervalos de referencia (117).

Se habla de intervalos de referencia de una poblacion sin enfermedad tiroidea y no intervalos
de normalidad dado que la definicién de normal como salud absoluta es una presuncién de
salud que ofreceria dificultades en la interpretacién (40).

La aplicacion de intervalos de referencia podrian reducir el grupo de falsos positivos. Esta
reflexién también estd avalada en la literatura que menciona que si se ajusta el punto de corte
de TSH a la edad, un criterio “ISH edad-dependiente”, se reduce el numero de falsos
positivos aproximadamente un 50% reclasificando a los nifios de este grupo problema como
sanos. Distintas estrategias se han aplicado con el objeto de encontrar el valor apropiado para
el screening neonatal, entre ellas podemos observar la utilizada por Allen y col quienes
clasifican a todos los nifios segin su edad y observan los valores obtenidos en los casos
patologicos estableciendo asi distintas lineas de corte (53). Otra metodologfa es la utilizada
por Lott y col quienes valoran el punto de corte estableciendo los rangos para TSH segun el
Pc 95 centrado, ademas observan que la brecha entre maximo y minimo es mas estrecha a
medida que aumenta la edad; asi para RN con menos de 24hs el rango para TSH es entre 1,77
— 46,4 pUI/ml mientras que para mayores de 4 dias estd entre 0 — 12 pUI/ml, y ademas
observan que en su poblaciéon ningin HC tiene TSH debajo de 29 pUI/ml para técnicas de
spot y ensayo de tercera generacion (110).

Aplicando lo sefialado debemos considerar primeramente que para poder establecer
referencias poblacionales debemos trabajar con individuos sanos y que la exactitud de los
métodos estadisticos requieren muestras suficientes, por ambas razones sacamos del estudio
los nifios confirmados como HC y la escasa poblaciéon de nifios nacidos después de los 14
dias, quedando entonces formado el grupo para el estudio por 6.741 nifios sanos nacidos

entre los 2 y 14 dias. A las determinaciones de TSH en la metodologia estadistica se aplicé el
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logaritmo natural — In(TSH) - y luego la operacién antilogaritmica (118). Una vez definido el
grupo de nifios sanos se establecié para cada edad los limites superior e inferior con In (TSH)
y luego con la operacién antilogaritmica obtuvimos los valores reales superior e inferior para
TSH natural (Tabla 15, Figura 16). Esta estrategia es referida por Kawahara y col quienes la
aplican para obtener intervalos de referencia de TSH y Tiroxina libre durante la primera
semana de vida, Marwaha y col para intervalos de referencia de hormonas tiroideas en nifios
escolares normales, y también Jensen y col para determinar intervalos de referencia de TSH
sérica en adultos sanos (37, 119, 120). Es interesante destacar que al igual que Lott y col
nuestra TSH tiene rangos mas estrechos a medida que avanza la edad del RN lo que permite
reforzar, una vez mas, la relevancia de nuestras conclusiones (110).

Otro criterio para obtener rangos de normalidad ademas del limite inferior y superior, arriba
descriptos, es aplicar valores estadisticos como la media y desvio estaindar (DE). Este criterio
fue empleado por un grupo de investigadores de Santa Fé (Argentina) en el afio 1997 para
obtener rangos de referencia de TSH en el primer mes de vida, al igual que nosotros sus
determinaciones fueron en suero y fueron procesadas por un ensayo IRMA. La diferencia con
nuestro trabajo reside en que no hicieron la correccién de normalidad en los valores de TSH,
su poblacién es mas pequefla (#=2.841 muestras), es una seleccién de pacientes no poblacién
de screening y no refieren dia por dia sino que categorizaron su muestra en cinco periodos de
tiempo, pero a pesar de ello es muy interesante la relacién con nuestra experiencia ya que sus
determinaciones son séricas y estd aplicado en la misma drea geografica (121). Por ello es
interesante comparar sus resultados con los nuestros, al hacerlo vemos que sus valores de la
media y £ 1 DE a las 48hs es igual a TSH 1,93-10,47 uU/ml y en ese mismo petiodo patra
nosotros la media + 1 DE es igual a TSH 2,77-10,18 uU/ml estos resultado permiten decir
que no hay diferencia significativa y que la escasa variacion podria obedecer al nimero de
pacientes de cada grupo (14 vs 56 respectivamente); su segundo grupo estd comprendido
entre los dias 3 y 7(n= 358) donde su media = 1 DE es igual a TSH 1,48-7,58 uU/ml y si
agrupamos nuestra poblacién en igual perfodo de tiempo (7= 5.652) vemos que los valores
maximos y minimos observados durante ese tiempo (Tabla 16, Figura 17) corresponden para
la media £ 1 DE a TSH 1,93-8,11 pU/ml lo que tampoco oftrece diferencias. Al igual que
nosotros a partir del séptimo dia ellos no encuentran grandes variaciones de los valores de
TSH, esta observacion es mencionada en la literatura como una leve adaptacion a los valores

de los adultos (49, 110, 119).
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Una vez establecido el comportamiento de TSH en nuestra poblacién normal observamos
que el dia que acumula mayor pico de TSH es al 2do dia, y que el dia que concentra mayor
poblacién es al cuarto dia. Luego de definido estos picos observamos los valores de la media
de TSH en ellos para ver si el nuevo valor de corte propuesto los cubre, y encontramos que la
media + 2 DE de TSH a los 48hs limita un rango entre 1,44 — 19,42 wUI/ml; y al cuarto dia
un rango entre 1,04 -14,74 nUI/ml. Este analisis demuestra que bajo ninguna de estas dos
variables el pico maximo de TSH super6 el valor de 20 pU/ml, sugiriendo que un valor de
corte TSH sérica = 20 pU/ml dificilmente no detecte algin RN posible candidato a HC al

screening

CONCLUSIONES.

> El programa de screening neonatal del HPCba, ejecutado con control personalizado a
través de los diversos pasos del programa sistematizado de screening, revela tener simplicidad
en su ejecucion, conveniencia en el uso del laboratorio propio, confort fisico y psicolégico
para los operadores, padres y niflos, y capacidad para confirmar el diagnéstico e iniciar el
tratamiento con la celeridad que ello requiere.

> El uso de TSH sérica con un valor de corte TSH= 10 pU/ml demuestra ser un test
eficiente para la deteccién de HC con un 100% de sensibilidad. Su uso como marcador
bioquimico en el screening para del HC neonatal es confiable

> Se observa un comportamiento descendiente de los valores y estrechez de los rangos
de TSH después de las 48hs y en el transcurso de los dias, en coincidencia con las conocidas
variaciones fisiolégicas de hormonas tiroideas en el RIN.

> En la primera semana de vida el 75% de los RN son testeados con TSH sérica, con
una frecuencia maxima entre el 4to y 5to dia. Se dispone del tiempo suficiente para la
confirmacién del diagnéstico en los casos de dudas.

> La incidencia para HC de nuestra poblacién de 1:1.304 es una frecuencia similar a las
logradas en screening masivos y con valores de corte bajos.

> Al examinar el impacto de los posibles factores sobre la elevacion transitoria de TSH,
luego del analisis de multiples variables aplicado sobre entre el grupo problema y el grupo
control, se demostré una correlacién positiva al 5% con: el sexo masculino, la edad
gestacional menor de 36 semanas y mayor de 40 semanas, el peso del RN agrupados menores
de 2.500 grs y mayores de 4.000 grs, y los RN que por su estado de salud requieren

internacion.
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> El analisis de multiples variables entre el grupo problema y el grupo control para
examinar el impacto de los posibles factores sobre la elevaciéon transitoria de TSH no
encuentra correlacion al 5% con el puntaje de APGAR a los 5 del nacimiento, el tiempo de
internacién, ni con ninguna variable materna tanto gestacional como de patologias tiroideas.

> Las anormalidades encontradas entre las variables y las elevaciones de TSH
probablemente marquen algin riesgo en la poblacién estudiada a desarrollar enfermedad
tiroidea en el transcurso de la infancia. Se sugiere realizar una nueva evaluacién del estado
tiroideo a todo el grupo de nifios que pertenecen al grupo de falsos positivos.

> Dentro del grupo problema el analisis de las variables demuestra que la tendencia de
tener TSH mayor de 20 pU/ml estd relacionada positivamente al 5% con la internacion del
RN y al 10% con la enfermedad tiroidea materna, con los partos por cesirea y con las madres
multiparas.

> En el grupo de HC observamos que la deteccion se efectta antes de los 8 dias de vida
por el screening, todos son medicados antes de los 20 dias, y uno solo es atiriético.

> En los HC no se encontré diferencia entre TSH y las variables: sexo, tipo de parto, y
antecedentes patolégicos. La ausencia del predominio femenino sobre el masculino referido
por la mayoria de los programas, probablemente se deba a la escasa poblacion detectada. Es
una propuesta para futuras investigaciones.

> El uso de T, en la misma muestra en aquellos RN que tuvieron TSH por arriba del
valor de corte colabora en la deteccién precoz de los presuntos HC, acortando los tiempos
para la confirmacién del diagnéstico.

> El valor de corte para TSH sérica arroja un porcentaje 4,38% de falsos positivos, con
el uso complementario de T, se reduce a 1,20%. Ambos valores ain son elevados frente a
otros informes de programas de screening por lo que se propone un nuevo valor de corte
para TSH.

> Luego del analisis basado sobre experiencias referidas en la literatura sobre screening,
del comportamiento de nuestro grupo y de la aplicacién estadistica especifica, se decide como
apropiada para determinaciones sétricas un nuevo valor de corte para TSH= 20 uU/ml. Se
propone una nueva revision sobre su especificidad y sensibilidad en un tiempo y poblacién
suficiente a los fines de obtener conclusiones relevantes.

> Nuestro aporte sobre de valores de referencia para TSH sérica segin los dias de
nacimiento hasta el dia 14, permite establecer un algoritmo de gran ayuda para el diagnéstico

en situaciones especiales de HC.
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ANEXOS

1. Test de APGAR.

Test de Apgar

Puntuacién de 0

Puntuacién de 1

Puntuacion de 2

El color de la piel

cianosis

acrocianosis

sin cianosis

Pulso (frecuencia)

ausente

<100

> 100

Reflejos

sin respuesta

mueca / llanto débil

buena respuesta

Tono muscular

ninguno

algunos, flexion

movimiento activo

Respiracion

ausente

débil o irregular

fuerte

2. Pruebas de chi-cuadrado aplicada a TSH (y) / dias de muestra(x).

Estadistico Valor gl Sig. asintética (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 96,689(a) 2 ,000

Razén de verosimilitud 106,445 2 ,000

Asociacién lineal por lineal 86,410 1 ,000

N de casos validos 6.846

3. Pruebas de chi-cuadrado categoria género / categoria dias de muestra.

Valor gl Sig. asint6tica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 5,296(a) 2 ,071
Razon de verosimilitud 5,302 2 071
Asociacion lineal por lineal 772 1 ,380
N de casos validos 6846
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4. Relacion logistica entre sexo y dias de muestra.

4.1 Codificacion para género.

Codificacién para TSH

Género Codificacion Valor original  [Valor interno
Sexo |Varén ,000 TSH < /=10 0
Mujer 1,000 TSH >10 1
Variables en la ecuacion.
B E.T. [Wald ol Sig. Exp(B)
Paso 1(a) Sexo (1) 399 121 [10,894 1 1001 671
Dias muestra | 351 {038 (69,703 1 1000 726
Constante 11,238 197 [39,669 1 ,000 ,290
5. Prueba de muestras independientes. TSH.
Estadistico. TSH GRUPO PROBLEMA  |GRUPO TESTIGO
” 300 300
Media TSH 14,97 4,01
[Desviacion tipica 13,42 2,12
Prueba de Levene para la igualdad de varianzas
Prueba de 95%
muestras Significancia Diferencia  |Error de lantervalo de confianza
independientes Sig. |(bilateral) |de medias |diferencia  |para la diferencia
TSH Inferior  [Supetior
Se han asumido ,000 ,000 10,9551 ,78456 9,41428 12,4959
varianzas iguales
No se han asumido ,000 10,9551 78456 | 9,41145 12,4987
varianzas iguales
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6. Prueba de muestras independientes. Dias de muestra.

Dias de muestra GRUPO PROBLEMA  |GRUPO TESTIGO
7 300 300

Media dias 5,58 4,65

Desviacién tipica 2,01 1,82

Prueba de Levene para la igualdad de varianzas

95%
Prueba muestras Significancia Diferencia |[Error de [ntervalo
independientes Sig. (bilateral) de medias  {iferencia de confianza
Dias muestra [nferior  Buperior
Se han asumido 1005 ,000 93 ,157 ,618 1,235
varianzas iguales
No se han asumido 000 93 157 618 | 1,235
varianzas iguales
7. Estadistico de asociacion entre TSHy T ,.
Sig. Sig. Sig.
asintética | exacta exacta
Valor ol (bilateral) | (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de 24111 1 000
Pearson
Correccion por 19,931 1 ,000
continuidad
Razon de 14,920 1 ,000
verosimilitud
Estadistico exacto de
Fisher ,000 ,000
Asoc1ac1on lineal por 24,004 1 000
lineal
N de casos validos 226

8. Relacion TSH con tiempo de internacion del nifio en grupo problema.

8.1 Tabla de contingencia TSH /tiempo de internacién en grupo problema.

Tiempo de internacién

< 5 difas 5 o mas dias Total
TSH < 20 37 25 62
TSH > 20 5 8 13
Total 42 33 75
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8.2 Pruebas de chi-cuadrado TSH /tiempo de internacién en grupo problema.

Sig. asintética | Sig. exacta Sig. exacta
Valor ol (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de
Pearson 1,963(0b) |1 161
Cortreccién por
continuidad(a) 1,197 ! 274
Razon de 1,953 1 162
verosimilitud
E.stadlstlco exacto de 222 137
Fisher
Asociaciéon lineal por
; 1,937 1 164
lineal
N de casos validos 75

9. Regresion logistica para confirmar los cruces significativos con TSH en
el grupo problema.

9.1 Codificacién de las variables categéricas e independiente (TSH)
: Codificacion Valor original Valor interno
Sexo |Varon ,000 Menor de 20 0
Mujer 1,000 Mayor de 20 1
9.2 Regresion Logistica de variables significativas en el grupo problema.
Variables en la ecuacion Frecuencia | Codificacion de paradmetros
1) 1)
Antecedentes del parto Normal o forceps 175 ,000
Cesarea 125 1,000
bebe internado Si 75 1,000
No 225 ,000
Embarazos Primaria 167 ,000
Multipara 133 1,000
Drogas Maternas Tiroideas (1) y (2) | Toma drogas 48 1,000
No toma drogas 252 ,000
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10 One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test.

En cuanto a las técnicas paramétricas las mas empleadas se basan en suponer una distribucién

normal o de Gauss para los datos. En la practica no es adecuado utilizar directamente el modelo

de probabilidad normal, ya que la mayorfa de parametros biologicos suelen alejarse de ese

modelo presentando asimetrfa mds o menos marcada, ya sea con colas hacia el lado izquierdo o

hacia el lado derecho por lo que una transformacién sencilla es suficiente para lograr una

variable modificada que si sigue una distribucion de probabilidad normal. Para verificar si los

datos siguen o no una distribucién normal, se suele utilizar los graficos de ajuste a una normal, y

algtin contraste especifico para tal fin, como puede ser la prucha de Kolmogorov-Smirnov, prueba de

Apnderson-Darling, prueba de Shapiro-Francia, prueba de Shapiro-Wilks, la prueba de ch?, o la prueba de

Cramer-von Mises. (1106)

TSH

N 6846
Normal Parameters(a,b) Mean 4,4200
Std. Deviation 4,16582

Most Extreme Differences Absolute ,185

Positive , 156

Negative -,185
Kolmogorov-Smirnov Z 15,292

Asymptotic Significance (2-tailed) ,000

a Test Distribution is Normal

b Calculated from data

11 Area bajo la curva de la poblacion total.

) Intervalo de confianza asintético
Area bajo la al 95%
curva ABC Limite
ROC Error tip.(a) | Sig. asintética(b) Limite inferior superior
1,000 .000 .000 1.000 1.000

12 Area bajo la curva del grupo seleccionado (600RN).

) Intervalo de confianza asintético
Area Error tip.(a) | Sig. asintética(b) al 95%
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior supetior inferior supetior inferior
,998 ,002 ,000 ,994 1,002

MLY

107



13 Intervalos de confianza.

dias muestra N Media Desv. tip.

2 TSH 56 6,4480 4,04371
N valido (segun lista) 56

3 TSH 656 5,0699 3,565302
N vélido (segun lista) 656

4 TSH 1668 4,8207 3,31021
N vélido (segun lista) 1668

5 TSH 1340 4,4076 3,16099
N valido (segun lista) 1340

6 TSH 1066 3,8992 2,19849
N valido (segun lista) 1066

7 TSH 922 3,9794 2,26316
N valido (segun lista) 922

8 TSH 381 4,0864 3,01701
N vélido (segun lista) 381

9 TSH 205 3,7840 2,40906
N valido (segun lista) 205

10 TSH 154 3,7716 1,98170
N valido (segun lista) 154

11 TSH 113 3,9048 1,89496
N valido (segun lista) 113

12 TSH 81 3,9244 2,49188
N valido (segun lista) 81

13 TSH 52 3,2454 1,74483
N valido (segun lista) 52

14 TSH 48 3,3769 3,48167
N valido (segun lista) 48

Se denomina intervalo de referencia a una pareja de valores que corresponden a los limites de
determinados percentiles de la distribucién de probabilidad de los datos, y que son simétricos
con respecto a la mediana. A partir de una muestra de 7 sujetos se trata de estimar un intervalo
de referencia de ¢ %, donde frecuentemente ¢ es el 95% o el 90%. Se procede primero a la
conversion logaritmica / (TSH) y una vez que ya se puede suponer que los datos transformados
siguen una distribucién de probabilidad normal de forma aceptable, se estiman los percentiles
mediante la distribucién normal, y después se deshacen las transformaciones, para obtener los

limites de referencia en las unidades de los datos. (118)
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14 Neonatal Screening in Europa; the situation in 2004. (93).

Table 4 Frogram
statistics for congenital

hy pothyroidism
Infants Labs  Method*  Cutoff  Recall [Magnosis  Prevalence
screened mIlVL  rate (%)  confirmed

Austria 79 (22 1 [ 15 .15 x 12 927
Belarus 85 561 1 b 25 .3 9 149 507
Belgium Flanders 65 dbh 3 D 15 .14 16 14 092
Belgum Wallonia 01 94 3 E, R 20-25 0.0k 14 14 428
Bosnia-Herzegovina 9 763 1 L] 20 0.52 i

Iiulgaria 65 141 1 D 15 011 24 12714
Croatia 40 273 1 D n.d. n.d. 7 15 753
Cyprus 8421 1 [ 12 1.2 5 1:1 a8
Czech Republic 07 6id 2 (b} 15 .00 1 1:2 960
Denmark 67 169 1 [ 15 0.7 n 13199
Estomia 13 B8 1 F 10 017 1 1:13 886
France RT3 212 DR 2025 .1 287 1:2 848
Germany T 973 15 A D 1530 .13 24h 12 955
Gresce 106 655 1 R 10 1.2 &0 1:1 333
Hungary™ 50 756 1 L 20 0.9 n 1:2 2007
leeland 4 312 1 D 15 n.d. 1 14 312
Ireland 62 () 1 [ 10 (L8 n 12 6%
Ttaly 533 n F.R 7 0.9 328 1:1 748
Latvia 20 340 1 F 10 0.9 3] 13 390
Lithuania 29 153 1 E.F 0 (126 3 19718
Luxembourg 5652 1 A 15 0.12 4 1:1 413
Malta 3 BRT 1 n.d. 11 B 1 143 887
Moldova®

Metherlands? 194 781 5 A 10 .34 a6 12 951
MNorway 57 285 1 L] & 1.45 n.d. n.d.
Poland 354 973 8 L 15 (L4 115 13 087
Portugal 108 564 1 [ 20 (106 43 12 525
Russia 1305778 48 (b 20 0102 421 143 102
Scotland 54 612 1 A & 0.159 19 12 874
Serbia 578 1 D 15 .22 19 1300
Slovakia 52 X3 1 I 10 (1.5 15 13 484
Slovenia 18 249 1 [ & 0.75 f 13 042
Spain 452125 I AD 10 (.38 235 111 924
Sweden 101 450 1 b 20 0033 a2 13170
Switzerland 75 842 2 D 15-25 n.d. 17 14 461
Ukrame 27 (PR 3 n.d. 20 126 8 13 387
Wales 32 (87 1 n.d. 5 0.3 18 1:1 783
Total 5 BR& 965 2173 12 7R
Mz thods:

A= AutoDelfia;

D = Delfia;

E = ELISA;

F=FIA; [ = ILMA;
L=LIA; R = RIA.
Hungary: 2001 data.
“Moldova : no screening
in 200,

“Metherlands: primary
screening for Ty, TSH
in lowest 20%.
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15 Casos excluidos.

Uno de los criterios de exclusiéon considerados al seleccionar la poblacién en estudio es los RN

cuyas determinaciones fueron realizadas luego de los 20 dias de vida, este grupo retne un total

de 64 nifios cuya media de TSH es de 3,39 uU/ml con un rango de 0,88 a 8,69, ninguno de

ellos tuvo diagnéstico de HC. Otro grupo también excluido fueron los prematuros extremos

en quienes tampoco se detecté HC. El tercer grupo incluye los nifios con TSH menores de

0,50 pU/ml en quienes cuando se tepiti6 el laboratorio fue normal, solo dos RN tuvieron un

hipertiroidismo transitorio cuyas madres eran hipertiroideas.
Carta de aprobacion del protocolo por el HP Cba.
Adjunto

Certificacion de consulta al registro de pezquisa neonatal de Cba.

Adjunto
ABREVIATURAS y GL.OSARIO

Segun orden de aparicion

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

HC: Hipotiroidismo Congénito

TSH: Tirotrofina Hipofisaria

T4: Tiroxina

RN: recién nacido

RIA: radioinmunoensayo

TBG: Tiroglobulinas ligadoras

Curvas ROC: Receiver Operating Characteristic.
Cut-off: punto o linea de corte

Técnicas de spots = técnica de recoleccion en papel de filtro
RIA: Radioinmunoensayo

DELFIA: Inmunoensayo por fluorescencia

VPP: Valor predictivo positivo

T student: prueba estadistica de diferencia de medias
TBG: Tiroglobulina

DS: Desviacién Estandar

T4 1: T4 libre

T31:T3 libre

T3: Tri-iodotironina

T3 r: Tri-iodotironina reversa

IFMA: inmunofluorométrico Delfia Wallac

IMx hTSH : inmunofluorescencia

IMAs: ensayos inmunométricos

MADs : ensayos por anticuerpos monoclonales anti-TSH
ISD IRMA: Inmunorradiométrico

IRMA: inmunorradiométricos

IEMA: inmunoenzimométricos
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ICMA:inmunoquimiluminimétricos

TRabs: Anticuerpos Inhibidores de TSH

HT: Hormonas tiroideas

TRH: Factor liberador de TSH

RHT: Tejido blanco para Hormonas Tiroideas

HP Cba: Hospital Privado de Cérdoba

HCI: Historia Clinica

FNac: Fecha de Nacimiento

FExt: Fecha de la extraccion de sangre

T21: Trisomia 21

ES: Enfermedades Severas

MH-+: madre hipotiroidea

MH-: Hipertiroidiroidea

AcTPO(+) : Anticuerpos Antiroideos Antiperoxidasa positivos

ED: Efecto de drogas

ETY: Exposicién tépica al yodo

Tc 99: Tecnecio 99

Vs: versus, opuesto, contrario

FVP: fraccién de verdaderos positivos  FEP: fraccién de falsos positivos

1-FFP: uno menos la fracciéon de falsos positivos

VN: Verdaderos negativos (sanos)  VP: Verdaderos positivos  (enfermos)

FP: Falsos positivos (prueba positiva, pero es sano) FN: Falsos negativos (prueba negativa,
pero es enfermo)

S y E: Sensibilidad y Especificidad

ABC ROC: area bajo la curva

Glosario de términos estadisticos:

Xy, X,,....Xn = Muestra poblacional

u = Media poblacional

6 = Desvio estandar poblacional. El término desviacion estindar fue incorporado a la estadistica
por Kail Pearson en 1894. Se puede obtener tomando la raiz cuadrada positiva de la varianza
o® = Varianza. La varianza representa la media aritmética de las desviaciones con respecto a la
media elevada al cuadrado

X = Media de la muestra

§* = Varianza de la muestra Si prestamos atencién sélo a una muestra de la poblacién,
obtenemos en su lugar la varianza muestral

S = Desvio estandar de la muestra

6 = Pardametro o valor a estimar

B = Coeficiente (funcién) que se estima.

E.T.= Desviacién estandar de ese coeficiente estimado (B)

Wald = surge de hacer el cuadrado del cociente entre B y E.T, y es uno de los estadisticos
utilizados para probar la hipétesis B=0.

gl = son los grados de libertad que en caso de variables dicotémicas o continuas es 1, pero en
caso de variables con k categorias (mas de 2) los grados de libertad seran k-1.

Sig. = es el p valor o valor de significacién, a partir del cual definimos si el valor de B es
significativamente distinto de cero, para eso sig debe ser menor que 0,05 (si ese es el nivel de
error que vamos a fijar)

Exp (B)=es el numero e elevado al valor de B, y este resultado es el que se interpreta.
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