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Relevant aspects of the congenital adrenal hyperplasia

newborn screening

Mirna Angélica Hinojosa-Trejo,* Sletza Lissete Arguinzoniz-Valenzuela,? Luz del Alba Herrera-Pérez,* Guillermo
Caamal-Parra,? Isabel Ibarra-Gonzalez,* Marcela Vela-Amieva,® Lidia Elizabeth Bolafios-Cérdova,! Ifiaki Gon-

zélez-Baqué,? Erika Paola Garcia-Flores!

Resumen

INTRODUCCION: El beneficio del tamiz neonatal de la hiperplasia suprarrenal con-
génita estd demostrado y la determinacion de la 17 aOHP (17-aOHP) en sangre es
el biomarcador mas utilizado. En México no se conoce bien la prevalencia de esta
enfermedad diagnosticada mediante tamiz neonatal.

OBJETIVO: Dar a conocer la prevalencia de hiperplasia suprarrenal congénita al na-
cimiento y describir los valores de 17aOHP en recién nacidos mexicanos segtn el
sexo, edad gestacional y edad de vida extrauterina al momento de la toma de la
muestra, peso al nacimiento y condicién de salud.

MATERIALES Y METODOS: Estudio retrospectivo y longitudinal efectuado en recién na-
cidos entre el 1 de enero de 2017 y 31 de mayo de 2018 en unidades médicas de
la Secretaria de Salud de México. En todos los sujetos de estudio se efectud la deter-
minacién cuantitativa de 17aOHP mediante fluoroinmunoensayo en sangre seca en
papel filtro. Todas las muestras de recién nacidos con valor de 170OHP mayor de 20
nmol/L se notificaron inmediatamente para su localizacion y efectuarles las pruebas
confirmatorias.

RESULTADOS: La prevalencia al nacimiento de hiperplasia suprarrenal congénita ob-
tenida en este trabajo fue de 12.6 por cada 100,000 recién nacidos, es decir, 1:7920
recién nacidos tamizados. Las concentraciones de 17aOHP en sangre en papel filtro
de los recién nacidos tuvieron diferencias significativas segtin el peso, edad gestacio-
nal y el estado de salud. La proporcion de rellamados fue de 0.14%. Un hallazgo de
este estudio es el elevado niimero de recién nacidos sospechosos que fallecieron sin
poder ser confirmados (106 muertos de 1820 sospechosos, 5.82%).

CONCLUSION: La prevalencia al nacimiento de hiperplasia suprarrenal congénita en
este trabajo fue de 12.6 por cada 100,000 (1:7920) recién nacidos tamizados en la
Secretaria de Salud de México. Para disminuir el nimero de casos sospechosos no
localizados es necesario reforzar el componente postanalitico del tamiz neonatal.

PALABRAS CLAVE: Hiperplasia suprarrenal congénita; deficiencia de 21-hidroxilasa;
17a-hidroxiprogesterona; tamiz neonatal.

Abstract

INTRODUCTION: The benefit of the newborn screening for congenital adrenal hyper-
plasia has been demonstrated and the determination of 17-ahydroxyprogesterone
(1700OHP) in blood is the frequent used biomarker. In Mexico the prevalence of this
disease determined by newborn screening is not well known.

OBJECTIVE: To present the congenital adrenal hyperplasia birth prevalence obtained
through newborn screening and to describe 17aOHP blood concentrations in Mexi-
can newborns according to sex, gestational age and extrauterine life age at the time of
sampling, birth weight and health condition.
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MATERIAL AND METHODS: Quantitative determination of 17aOHP by immunoflou-
rometric assay in dry blood on filter paper. All those newborns whose samples had a
1700HP blood concentration value >20 nmol/L, were immediately notified for their
localization and confirmatory tests.

RESULTS: The birth prevalence of congenital adrenal hyperplasia obtained in this work
was 12.6 per 100,000, ie 1:7,920 screened newborns. The 17 aOHP blood concen-
trations had significant differences according to weight, gestational age and health
status. The recall rate was 0.14%. A finding of this study is the high number of sus-
picious newborns who died without being able to be confirmed (106 dead/1,820
suspects, 5.82%).

CONCLUSION: The congenital adrenal hyperplasia birth prevalence was 12.6 per
100.000 (1:7,920) screened newborns. It is necessary to reinforce the newborn
screening postanalytical component to reduce the number of non-localized and un-
confirmed cases.

KEYWORDS: Congenital adrenal hyperplasia, 21-hydroxylase deficiency, 17a-hy-
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droxyprogesterone, newborn screening.

INTRODUCCION

La insuficiencia suprarrenal es la incapacidad
en la formacién o sintesis de cortisol. En 1865,
Luigi De Crecchio, un patélogo italiano, reporté
el primer caso conocido de hiperplasia supra-
rrenal congénita, al describir un individuo con
anatomia externa masculina, interna femenina
y glandulas suprarrenales de gran tamano.' Casi
un siglo después, con el uso de la cortisona, se
introdujo el tratamiento para sindrome adreno-
genital.? La hiperplasia suprarrenal congénita
engloba un grupo de siete enfermedades mo-
nogénicas autosémicas recesivas causadas por
mutaciones en los genes que codifican las vias
enzimaticas de la biosintesis de cortisol: 21-hi-
droxilasa (210OH), 11B-hidroxilasa (11pOH),
17a-hidroxilasa (17aOH, también conocida
como 17, 20-liasa), 3p-hidroxiesteroide deshi-
drogenasa tipo 2 (3pHSD?2), proteina reguladora
de la esteroidogénesis aguda (StAR, por sus siglas
en inglés), enzima de escisién de la cadena late-
ral del colesterol P450 (SCC) y oxidorreductasa
P450 (POR).2 El defecto comun de todos estos
trastornos es la disfuncion de la sintesis de cor-
tisol, que provoca hipersecrecion de hormona
liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas

en inglés) y hormona adrenocorticotropa (ACTH,
por sus siglas en inglés) y consecuentemente
hiperplasia de las gldandulas suprarrenales.’

La hiperplasia suprarrenal congénita impli-
ca multiples desequilibrios hormonales que
pueden manifestarse con fenotipos clinicos y
bioquimicos muy diferentes, con o sin trastor-
nos de la producciéon de mineralocorticoides
y esteroides sexuales. Se han descrito formas
severas (clasicas) y leves (no clasicas) segin el
grado de afeccion de la enzima involucrada. Las
formas clasicas, con déficit enzimatico absoluto
se manifiestan en la etapa neonatal; las formas
no cldsicas con deficiencias enzimaticas par-
ciales casi siempre son de manifestacion tardia
(infancia, adolescencia o adultez), o incluso
permanecen asintomaticas (formas cripticas).**

Epidemiologia

La hiperplasia suprarrenal congénita es la causa
mas frecuente de alteraciones en la diferen-
ciacion sexual. Mds de 95% de los casos de
hiperplasia suprarrenal congénita son produci-
dos por una deficiencia de 210OH, caracterizada
por menor produccion de cortisol y aldosterona
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y exceso de androgenos. Se estima que la in-
cidencia de hiperplasia suprarrenal congénita
clasica varia entre 1:10,000 a 1:20,000 recién
nacidos y la forma perdedora de sal tiene una
incidencia de 1:13,000 y ocurre en 75% de
los casos de hiperplasia suprarrenal congénita.
La frecuencia de la forma virilizante simple es
cerca de 1:40,000 recién nacidos y sucede en
25% de los casos.® Existe una gran variacion en
la frecuencia de esta enfermedad dependiendo
del drea geografica y de la etnia estudiada; las
poblaciones aisladas, como los esquimales Yupik
de Alaska (1:280 recién nacidos vivos) y los habi-
tantes de la isla francesa de la Reunién (1:2,100
recién nacidos vivos) son quienes tienen mayor
prevalencia. En Arabia Saudita (1:5,000 recién
nacidos vivos), Brasil (1:7,500 recién nacidos
vivos) y Filipinas (1:7,000 recién nacidos vivos)
también es frecuente. En cambio, la frecuencia es
baja en Nueva Zelanda (1: 21,270 recién nacidos
vivos). En Estados Unidos la incidencia es menor
en la poblacién de origen africano (1:42,000
recién nacidos vivos) que en la poblacién blanca
(1:15,000 recién nacidos vivos).® En México, el
IMSS a nivel nacional reporta una incidencia
de 1: 8,743

Patogénesis y manifestaciones clinicas

Todos los tipos de hiperplasia suprarrenal
congénita son monogénicos y la mayoria de
los pacientes son heterocigotos compuestos
(65-75%). Hay una buena correlacién geno-
tipo-fenotipo. Las manifestaciones clinicas
dependen de la actividad enzimdtica residual *®
Las manifestaciones clinicas de la hiperplasia
suprarrenal congénita dependen de la enzima
deficiente y severidad del bloqueo.?

Los programas de tamiz neonatal tienen como
objetivo la identificacién presintomdtica y el tra-
tamiento temprano de los defectos metabdlicos
congénitos tratables, para reducir la morbilidad
y mortalidad y las posibles discapacidades
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asociadas con esas enfermedades.® El beneficio
de la deteccion temprana de la hiperplasia su-
prarrenal congénita lo han demostrado diversos
autores;” """ sin embargo, el tamiz neonatal para
esta enfermedad es complejo y tiene importantes
dificultades,’ entre ellas la baja especificidad
de los métodos analiticos inmunolégicos que
cuantifican la 177aOHP y que pueden tener una
reaccion cruzada con los esteroides.'> Ademas, la
17aOHP puede elevarse por el estrés secundario
a cualquier enfermedad, sobre todo en los recién
nacidos prematuros, lo que contribuye a un alto
ndmero de notificaciones de casos sospechosos,
también conocidos como rellamados, que gene-
ralmente terminan siendo falsos positivos.'> 41>
Conocer los valores en sangre de la 17aOHP en
la poblacién neonatal y su relaciéon con los fac-
tores que la afectan es indispensable para hacer
una adecuada interpretacion del resultado del
tamiz neonatal. En México, el Centro Nacional
de Equidad de Género y Salud Reproductiva
(CNEGSR) es la unidad de la Secretaria de Salud
responsable de las politicas nacionales de los
programas de Salud Materna y Perinatal, entre
los que se incluye el tamiz metabdlico neonatal.
El tamiz neonatal para hiperplasia suprarrenal
congénita se realiza a nivel nacional desde
2011, de conformidad con lo establecido en el
articulo 61 de la Ley General de Salud y con la
normatividad oficial vigente.'®17.18

El objetivo de este estudio fue: dar a conocer la
prevalencia de hiperplasia suprarrenal congénita
al nacimiento y describir los valores de 17aOHP
en recién nacidos mexicanos segln el sexo,
edad gestacional y edad de vida extrauterina
al momento de la toma de la muestra, peso al
nacimiento y condicién de salud.

MATERIALES Y METODOS

Estudio retrospectivo y longitudinal efectuado
del 1 de enero de 2017 al 31 de mayo del
2018 en recién nacidos atendidos en unidades
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médicas de la Secretaria de Salud de México.
En todos los sujetos de estudio se efectud la de-
terminacion cuantitativa de 17aOHP mediante
fluoroinmunoensayo en sangre seca en papel
filtro. Todas las muestras de recién nacidos con
valor de 17aOHP mayor de 20 nmol/L se noti-
ficaron inmediatamente para su localizacién y
efectuarles las pruebas confirmatorias.

Para la toma de muestra solo se solicité consen-
timiento informado verbal a los padres o tutores
del recién nacido.'®'"'® Del total de recién
nacidos tamizados, 6,605 (0.52%) muestras se
consideraron inadecuadas para el procesamiento
bioquimico, ya sea por ser insuficientes las gotas
de sangre, por tener algin tipo de contaminacién
visible, halos de suero o sobreposicion de gotas
de sangre.

Datos demograficos

La fecha de nacimiento, el peso al nacimiento,
la edad al momento de la toma de la muestra, la
existencia o no de prematuridad (menos de 37
semanas de gestacion) y la condicién de salud
(sano o enfermo), se obtuvieron de la ficha de
identificacion de cada recién nacido y se con-
signaron en el reporte de datos del laboratorio.

Métodos analiticos

Cuantificacion de 1700OHP. La determinacion
cuantitativa de 17aOHP humana se realizé en
las gotas de sangre seca recolectadas en papel
filtro mediante fluoroinmunoensayo a tiempo
resuelto utilizando estuches de reactivos co-
merciales (PerkinElmer-Wallac Oy, Mustionkatu
6, FI-20750 Turku, Finlandia). Se utilizé el ins-
trumento Genetic Screening Processor® (GSP®
PerkinElmer), siguiendo las instrucciones del
fabricante y empleando seis calibradores por
duplicado y tres controles de concentraciones
baja, media y alta en cada placa de 96 pocillos.
Cada una de las muestras de sangre en papel
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filtro se perfor6 mediante instrumentos automa-
tizados (Panthera-puncher-9, PerkinElmer®) con
los que se obtuvo un circulo estandarizado de
3.2 mm para proceder a la determinacion bio-
quimica. Los valores de 170OHP se expresaron
en nmol/L de sangre (factor de conversion: 1
nmol/L=0.33 ng/mL).

Se sigui6 el algoritmo establecido por el
CNEGSR en el que todas las muestras con valor
de 17aOHP en sangre mayor de 20 nmol/L se
volvieron a analizar por duplicado en el mismo
espécimen. Los resultados se interpretaron segin
la propuesta de Pearce y su grupo, que toma
en cuenta el peso al nacimiento en 4 grupos
diferentes menor o igual a 2,251 g; de 1,751 a
2,250 g; de 1,001 a 1,750 g; y menos de 1,000
g."? También se establecié un valor de corte de
emergencia (100 nmol/L) con el que todas las
muestras se notificaron inmediatamente para
que se efectuaran las pruebas confirmatorias y
para la evaluacion clinica del recién nacido. El
laboratorio que realizo el andlisis de las muestras
estd inscrito en el Programa de Control de Cali-
dad Externo de Calidad del Centers for Diseases
Control and Prevention (CDC) de Atlanta 'y en el
Programa de Evaluacion Externa de la Calidad
de la Fundacion Bioquimica Argentina.

Estudios confirmatorios iniciales. Se efectué la
cuantificacion sérica de la 17aOHP, aldosterona,
androstenediona, cortisol, dehidroepiandroste-
nediona, testosterona total y la determinacion
de electrolitos séricos (cloro, sodio y potasio).

Disefo del estudio. Para el analisis del efecto
de la edad del recién nacido al momento de la
toma de la muestra y el peso al nacimiento en las
concentraciones sanguineas de 17aOHP, sélo se
consideraron 1,236,822 muestras que tuvieron
consignados estos datos en la ficha demogréfica
de identificacion de la muestra, mismas que se
dividieron en tres grupos segiin el momento de
la toma de la muestra: Grupo 1 (G1), muestra
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de sangre para el tamiz obtenida antes de los 3
dias de vida; Grupo 2 (G2), muestra obtenida
entre el tercero y quinto dias de vida; y Grupo 3
(G3), muestra obtenida después del quinto dia de
vida extrauterina. Estos grupos se subdividieron
en cuatro grupos segln el peso al momento del
nacimiento (menos de 1,000 g; de 1,001 a 2,499
g; de 2,500 a 3,499 g y mas de 3,500 g).

La prevalencia al nacimiento se calculé dividien-
do el nimero de casos confirmados observados
entre el ndmero de recién nacidos tamizados.
También se consigné el ndmero de recién na-
cidos que, al localizar a los padres o tutores los
refirieron como fallecidos. Por ltimo, se calculd
por entidad federativa la proporcién de casos no
localizados en relacién con el nimero de recién
nacidos sospechosos y la tasa de falla [no loca-
lizados (por todas las causas)/total de tamizados
x 100,000 recién nacidos tamizados].

Los datos numéricos se presentan como pro-
medios, medianas, percentiles, intervalos y
porcentajes. El andlisis estadistico se efectud
mediante el programa de acceso libre Compre-
hensive R Archive Network (https://cran.r-project.
org). Se utilizé prueba de Mann-Whitney para
comparar las diferencias entre los grupos. Se
considerd significacion estadistica a los valores
de p < 0.05.

RESULTADOS

En las unidades médicas de la Secretaria de
Salud se tamizaron 1,263,870 recién nacidos
(Cuadro 1). Los casos sospechosos (rellama-
dos), confirmados, no localizados, prevalencia
al nacimiento y tasa de falla de localizacion se
mencionan en el Cuadro 2. Las causas de falla
en la localizacion de los casos sospechosos
fueron variadas y algunas imputables a los pa-
dres (renuencia, migracién o domicilio falso), al
sistema de localizacién estatal, o se debieron al
fallecimiento del recién nacido.
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En la Figura 1 se observan claramente las dife-
rencias en el ndmero de rellamados obtenidos
tomando un valor de corte fijo de 20 nmol/L,
comparado con el criterio de categorizacion por
peso al nacimiento (5,960 muestras sospecho-
sas, rellamado de 0.47% vs 1,806, rellamado
de 0.14%).
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<1000 g 1001-2499 2500-3499 =>3500g
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|

Figura 1. Comparacion del nimero de muestras sos-
pechosas solicitadas con el valor de corte (VC) fijo y
tomando en consideracién el peso del recién nacido.
n = 1,806 recién nacidos que tuvieron consignado
el peso al nacimiento en la ficha de identificacion.

Las concentraciones promedio de 170OHP en
sangre en papel filtro de los recién nacidos prema-
turos fueron de 6.69 nmol/L y en los de término de
3.85 nmol/L. En los recién nacidos sanos fueron
de 3.88 nmol/L y en los enfermos se encontrd
6.62 nmol/L, con diferencias significativas en los
grupos analizados. Figuras 2 Ay B

El efecto de la edad del recién nacido al momento
de la toma de la muestra y el peso al nacimiento
en las concentraciones sanguineas de 17aOHP,
de acuerdo con los grupos y subgrupos estable-
cidos, se observan en la Figura 3. Se encontraron
diferencias significativas en los grupos: los valores
de 17aOHP fueron mayores en los recién nacidos
con peso menor de 1,000 g (subgrupo 1) y dismi-
nuyen conforme el peso fue mayor.
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Cuadro 1. Recién nacidos tamizados, nimero de muestras adecuadas, edad de la toma de muestra de tamiz para hiperplasia
suprarrenal congénita

Entidad RN Muestras Edad de los RN al momento de toma de muestra
tamizados adecuadas

< 3 dias % 3 -5 dias % > 5 dias %

Aguascalientes 16,896 16,878 32 0.2 14,254 84.5 2,592 15.4

Baja California Sur 6,272 6,245 10 0.2 5,371 86 864 13.8

Chiapas 59,709 59,204 273 0.5 38,233 64.6 20,698 35

Ciudad de México 42,795 42,694 108 0.3 35,769 83.8 6,817 16

Colima 7,657 7,647 231 3.0 6,454 84.4 962 12.6

Estado de México 150,948 150,558 204 0.1 147,274  97.8 3,080 2

Guerrero 61,337 61,212 93 0.2 44,649 72.9 16,470  26.9

Jalisco 77,353 77,051 141 0.2 56,162 72.9 20,748  26.9

Morelos 22,739 22,727 18 0.1 16,166 71.1 6,543 28.8

Nuevo Leén 31,997 31,928 24,260 76.0 5,125 16.1 2,543 8

Puebla 96,041 95,773 143 0.1 67,103 70.1 28,527  29.8

Quintana Roo 19,930 19,772 48 0.2 17,992 91 1,732 8.8

Sinaloa 26,928 26,908 36 0.1 20,433 75.9 6,439 239

Tabasco 31,556 31,235 160 0.5 15,330 49.1 15,745 50.4

Tlaxcala 19,524 19,506 91 0.5 12,441 63.8 6,974 35.8

Yucatén 12,858 22,715 667 2.9 12,188 53.7 9,860 43.4
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que contribuye al incremento de falsos positivos
(Figura 2, Cuadro 3). La mayoria de las entidades
federativas participantes toma las muestras en-
tre el tercero y quinto dias de vida extrauterina
(78.2%); destacan algunas diferencias: Nuevo
Leon y Colima tuvieron una proporciéon mayor
de toma de muestra temprana antes del tercer dia
de vida (76 y 3%, respectivamente, Cuadro 1).

La prevalencia al nacimiento de hiperplasia
suprarrenal congénita obtenida en esta inves-
tigacion fue de 12.6 por cada 100,000 recién
nacidos tamizados; es decir, 1:7920 recién na-
cidos tamizados. Estos datos son similares a las
cifras encontradas por el IMSS.” Los estados con
mayor prevalencia fueron: Campeche, Guerrero
y Nuevo Leén con 42.9, 26.1 y 25.1 x 100,000
recién nacidos tamizados, respectivamente. En
todos los estados de la Republica se encontraron
casos de hiperplasia suprarrenal congénita, ex-
cepto en Baja California Sur, pero en este estado
la tasa de falla de localizacién fue elevada (16.0
x 10, 000 recién nacidos). Cuadro 2

En algunos paises industrializados, con pro-
gramas muy bien establecidos de tamiz para
hiperplasia suprarrenal congénita, se describe
una proporcién de falsos positivos menor de
0.5%, pero hay programas que reportan entre
0.02 a 0.25%.% En este ensayo se encontraron
0.09% de falsos positivos, valor subestimado
puesto que una proporcion significativa de sos-
pechosos no pudieron localizarse y, por lo tanto,
concluir el proceso del tamiz neonatal. El costo
econémico y psicosocial asociado con los falsos
positivos es grande e incluye desde el andlisis por
duplicado de las muestras por arriba del valor de
corte, notificacion del caso sospechoso, locali-
zacion y confirmacion, si ademas se le agrega el
gasto del seguimiento clinico, el costo se vuelve
significativamente mayor."?

Una aportacion de esta investigacion es demos-
trar en la poblacion de recién nacidos mexicanos

INV

la utilidad de la interpretacion del resultado me-
diante el criterio del peso al nacimiento,'” puesto
que cuando no se hace ese ajuste, el nimero
de rellamados es 3.3 veces mas alto (0.47%)
comparado con el ajustado (0.14%). Figura 3

Un hallazgo sorprendente de este ensayo es
el elevado niimero recién nacidos fallecidos
del grupo de casos sospechosos (106 muertos
por cada 1820 sospechosos, 5.82%) con un
maximo en Durango (18 muertos por cada 52
sospechosos, 34.6%) y en la Ciudad de México
(8 muertos por cada 42 sospechosos, 19.04%)
(Cuadro 2). Entre esos recién nacidos fallecidos
existe la posibilidad de que haya un ndmero
de casos verdaderos de la enfermedad que no
pudieron confirmarse y tratarse a tiempo, a pesar
de haber sido tamizados. El advenimiento del
tamiz neonatal para la deteccion de hiperplasia
suprarrenal congénita representa uno de los
programas mas exitosos para disminuir la mor-
talidad en el periodo neonatal tardio, ? y el tamiz
para esta enfermedad cumple con los criterios
clasicos de Wilson y Jungner.?* Sin embargo, se
requiere robustecer los sistemas postanaliticos y
de seguimiento de tamiz neonatal para que todo
sospechoso de la enfermedad sea localizado,
confirmado y reciba atencion médica inmediata.

Una limitante de este estudio fue que, para la
confirmacién del diagndstico, solo se realizé
un perfil bioquimico general de esteroides y
electrolitos, y actualmente se sabe que pueden
efectuarse estudios mas completos que incluyan
la espectrometria de masas en tandem, pruebas
farmacoldgicas especializadas de estimulacion
de la hormona adrenocorticotrépica con cosyn-
tropin, y pruebas genéticas para confirmar el
diagnéstico.* #*

CONCLUSION

La prevalencia al nacimiento de hiperplasia
suprarrenal congénita en este trabajo fue de
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12.6 por cada 100,000 (1:7920) recién nacidos
tamizados en la Secretaria de Salud de México.
Para disminuir el nimero de casos sospechosos
no localizados es necesario reforzar el compo-
nente postanalitico del tamiz neonatal.
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