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RESUMEN. El hipotiroidismo congénito (HC), reconocido como la causa más
frecuente de retraso mental evitable en la infancia, es una enfermedad heredo
metabólica con una incidencia mundial de 1 : 4 000. La detección precoz y el
inicio de una terapia temprana evita el retardo en el crecimiento y en la madu-
ración ósea, lográndose un desarrollo psicomotor normal en los niños. La dispo-
nibilidad de ensayos para la determinación de las hormonas T4 y de estimula-
ción de la tiroides (HET) ha permitido el establecimiento de programas de pes-
quisa neonatal del HC. En el Centro de Inmunoensayo se desarrolló el UMELISA
TSH NEONATAL®, ensayo para la determinación de la HET en muestras de
sangre seca sobre papel de filtro de recién nacidos. En este ensayo, se emplean
discos de 5 mm de las muestras, calibradores y un control. Con el incremento
del número de enfermedades a diagnosticar en los programas de pesquisa, es
necesario aprovechar al máximo las muestras de sangre colectadas en papel de
filtro. En este trabajo, se describen las modificaciones realizadas al UMELISA
TSH NEONATAL® que permiten el empleo de discos de 3 mm . Se obtuvieron
perfiles de precisión entre 7,0 y 10,4 % y una exactitud relativa del 96,3 %. El
límite de detección es de 1 mUI/L . El ensayo modificado mostró una buena
correlación lineal con el UMELISA TSH NEONATAL® (r = 0,9). Las modifica-
ciones realizadas al ensayo no afectan su sensibilidad, precisión y exactitud,
por lo que puede ser empleado en la pesquisa neonatal del hipotiroidismo con-
génito.

ABSTRACT. Congenital hypothyroidism (CH), known as one of the most fre-
quent inherited-metabolic diseases in the world and the cause of avoidable
mental retardation in children, has a worldwide incidence of 1 : 4 000. Devel-
opmental delay and bone�s maturity is avoided by an early diagnosis and the
beginning of a rapid treatment, obtaining a normal psychomotor development
in children. The availability of assays to determine T4 and  thyroid stimulat-
ing hormones (TSH) might be implemented on neonatal screening programs
of congenital hypothyroidism. Immunoassay Center developed the UMELISA
TSH NEONATAL® to determine neonatal TSH levels in dry blood on filter
paper. This assay uses 5 mm discs in samples, standards and control. The num-
ber of diseases to diagnose in Neonatal Screening Programs has increased,
that is why it is necessary the maximum use of samples of blood collected in
filter paper, using 3 mm discs in many assays. The current work shows the
modification performed to UMELISA TSH NEONATAL®. These changes al-
low the use of 3 mm discs. The authors obtain precision profiles among 7.0,
10.4 and 96.3 % of relative accuracy. The sensitivity is 1 mUI/L . The modified
assay shows a good linear correlation and accuracy with the UMELISA TSH
NEONATAL® (r = 0.9). That modification does not affect the sensitivity, preci-
sion and accuracy of UMELISA TSH NEONATAL® that is why it can be used
in neonatal screening of congenital hypothyroidism.

INTRODUCCION

El hipotiroidismo congénito
(HC)es una enfermedad heredo
metabólica, reconocida como la cau-
sa más frecuente de retraso mental
evitable en la infancia y se caracte-
riza por el déficit en la producción o
utilización de las hormonas tiroi-
deas, causada por la ausencia anató-
mica o funcional de la tiroides. El HC
presenta una incidencia mundial de
1 : 4 000,1-5 en nuestro país es aproxi-
madamente de 1 : 3 000.6,7

Los pacientes no tratados pueden
presentar retardo en el crecimiento
y en la maduración ósea, así como
una disminución de la actividad
metabólica basal de los neonatos.1 La
detección precoz y el inicio de una
terapia temprana con hormonas
tiroideas evita que se produzcan es-
tas afectaciones, lográndose un de-
sarrollo psicomotor normal en los
niños.8

La disponibilidad de ensayos
para la determinación de las hormo-
nas T4 y de estimulación de la tiroides
ha permitido establecer programas
de pesquisa en varios países para de-
tectar los recién nacidos con T4 baja
o HET elevada. La mayoría de estos
programas utilizan la HET como de-
terminación primaria en los de pes-
quisa neonatal, lo que ha permitido
que su relación costo/beneficio se
vea favorecida al disminuir el núme-
ro de falsos positivos.9

El UMELISA TSH NEONATAL®

fue diseñado para la determinación
de las concentraciones de HET en
sangre de talón, utilizando discos de
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sangre de 5 mm de diámetro.10 Ac-
tualmente, con el incremento del nú-
mero de ensayos en los programas
de pesquisa neonatal, existe la ten-
dencia a realizar estas pruebas usan-
do discos de sangre de menor diáme-
tro para lograr un mejor aprovecha-
miento de las muestras.

El objetivo de este trabajo fue la
normalización de un ensayo para
cuantificar las concentraciones de
HET en discos de 3 mm de sangre
seca sobre papel de filtro, con la ca-
lidad analítica requerida; que fuera
comparable con los resultados del
UMELISA TSH NEONATAL®, ac-
tualmente empleado en la red de la-
boratorios de varios países latinoa-
mericanos.

MATERIALES Y METODOS
Disoluciones de trabajo

De conjugado prediluido del
UMELISA TSH NEONATAL® (diso-
lución A). Dilución intermedia del
conjugado anti-α-HET-fosfatasa
alcalina en disolución reguladora
Tris-BSA, ZnCl2 1,25 mol/L, NaN3
3 mmol/L, pH = 8.

De conjugado pre-diluido del en-
sayo modificado (disolución B). Di-
lución intermedia del conjugado
anti- α-HET-fosfatasa alcalina en di-
solución reguladora Tris-BSA,
ZnCl2 1,25 mol/L, NaN3 3 mmol/L,
Tween 20, pH = 8.

De conjugado listo para el uso
del ensayo modificado (disolución
C). Conjugado anti-α- HET-fosfatasa
alcalina en disolución reguladora
Tris-BSA, ZnCl2 1,25 mol/L, NaN3
3 mmol/L, Tween 20, suero de carne-
ro 0,3 %, pH = 8.

De lavado (disolución D). Diso-
lución reguladora Tris-HCl 0,37 mol
/L, NaCl 3,76 mol/L, Tween 20, pH
= 8.

Equipos y accesorios

El lector de placas fluorímetro-
fotómetro PR-521, el lavador automá-
tico de placas de Ultra MicroELISA,
MAS-301, el perforador de mano
P-51 para discos de 3 y 5 mm de
diámetro han sido desarrollados y
producidos en el Centro de Inmu-
noensayo.

Anticuerpos monoclonales anti-βββββ-
HET

Fueron empleados dos anticuer-
pos monoclonales que reconocen si-
tios diferentes de la cadena β de la
HET. Estos anticuerpos se purifica-
ron por cromatografía de afinidad en
proteína A-Sepharose CL-4B.10 Las
placas de poliestireno de 96 posicio-
nes con capacidad máxima de 30 µL,

(Greiner, Alemania), fueron sensibi-
lizadas con estos anticuerpos a con-
centraciones de 10 µg/mL .

Conjugado anti-ααααα-HET-fosfatasa
alcalina

El antisuero policlonal específi-
co anti-α-HET fue obtenido en car-
nero. Según el esquema de inmuni-
zación empleado, los animales se
inmunizaron con una mezcla de
HET comercial homogenizada con
adyuvante completo e incompleto de
Freund. Los anticuerpos específicos
anti cadena a se purificaron por
cromatografía de afinidad en AH
Sepharose 4B10 y se unieron covalen-
temente a la enzima fosfatasa alcalina
mediante una reacción con glutaral-
dehído en un paso, según el procedi-
miento descrito por Avrameas.11

Preparación de calibradores y con-
trol en sangre seca sobre papel de
filtro

Los calibradores y el control em-
pleados en el ensayo, fueron prepara-
dos con sangre humana proveniente
de los Bancos de Sangre de Ciudad
de La Habana, negativa a las prue-
bas de detección de anti-VIH 1 + 2,
HBsAg y anti-VHC. Los eritrocitos
fueron lavados con disolución de
NaCl 0,85 %. Se realizaron tres
centrifugaciones a 4 °C durante 5 min
a 1 235 g hasta que se eliminó la inter-
fase salina-sangre. Posteriormente, se
realizó la determinación analítica del
hematocrito por centrifugación en
tubo capilar, durante 5 min a 2 470 g a
25 °C . La masa de eritrocitos se ajus-
tó al 55 % con suero humano con
bajas concentraciones de HET. Los
calibradores fueron preparados con
HET comercial a concentraciones de
10, 25, 50, 100 y 200 mUI/L y el con-
trol del ensayo a una concentración
de 20 mUI/L . Después, fueron apli-
cados sobre papel de filtro Schleicher
and Schuell 903. Los calibradores y
el control fueron calibrados frente al
patrón internacional de HET huma-
na para inmunoensayos (segunda
preparación de referencia 80 558) de
la OMS.12

Procedimiento de trabajo del UME-
LISA TSH NEONATAL®

Fueron cortados discos de 5 mm
de las manchas de sangre seca em-
pleando el perforador de mano P-51,
se depositaron en las placas de
elución y se adicionaron 70 µL de la
disolución de elución (Dilución 1 : 21
de disolución A en otra de suero de
carnero preparada al 5 % con disolu-
ción D). Se incubaron las placas de
elución durante 1 h a temperatura

ambiente (20 a 25 ºC) en cámara hú-
meda. Posteriormente, se transfirie-
ron 10 µL del eluato hacia la placa
de inmunoreacción y se incubaron
durante  2 h a 37 ºC en cámara hú-
meda. Se realizaron seis ciclos de la-
vado con disolución D, para eliminar
los componentes no fijados. Se pro-
cedió al revelado de la reacción
inmunoenzimática mediante la in-
cubación del sustrato fluorescente 4-
metilumbeliferilfosfato durante
30 min a 23 ºC en cámara húmeda
con lo que se obtuvo el producto
fluorescente 4-metilumbeliferona.
La intensidad de la fluorescencia
emitida fue proporcional a la concen-
tración de HET presente en la mues-
tra y fue medida en el lector de placas
fluorímetro�fotómetro PR-521.

Procedimiento de trabajo del ensa-
yo modificado para discos de 3 mm

Procedimiento de elución con
disolución B. Fueron cortados discos
de 3 mm en las manchas de sangre
seca sobre papel de filtro. A cada dis-
co se le adicionaron 40 µL de la diso-
lución de elución (dilución 1 : 21 de
la disolución B en otra de suero de car-
nero preparada al 5 % con disolución D).

Procedimiento de elución con
disolución C. Fueron cortados discos
de 3 mm en las manchas de sangre
seca sobre papel de filtro. A cada dis-
co se le adicionaron 40 µL de la diso-
lución C.

En ambos procedimientos, las
placas de elución se incubaron du-
rante 30 min en cámara húmeda a
temperatura ambiente. A partir de
este paso, se siguió con el mismo
procedimiento de trabajo del ensa-
yo que emplea discos de 5 mm .

Pruebas para la optimización del
ensayo

Para la determinación de los co-
eficientes de variación (CV) intra e
inter-ensayo y los porcentajes de re-
cobrado, se evaluaron controles a los
que se añadieron cantidades cono-
cidas de HET. Se evaluó el paralelis-
mo del ensayo mediante diluciones
seriadas, con sangre cuyas concen-
traciones de HET fueron inferiores
a 1 mUI/L, a tres muestras con eleva-
dos contenidos de HET. Cada muestra
se evaluó en tres ensayos indepen-
dientes. Las concentraciones obteni-
das para cada dilución se corrigieron
multiplicando por el factor de dilu-
ción.

Para calcular el límite de detec-
ción del ensayo se evaluó el calibra-
dor de concentración 0 (n = 240). A
la  fluorescencia media obtenida se
le adicionaron tres desviaciones
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estándar y el resultado se interpoló
en la curva de calibración, lo que
permitió obtener la concentración
equivalente al límite de detección.

Determinación de las concentra-
ciones de HET en muestras de san-
gre seca sobre papel de filtro

Fueron determinadas las concen-
traciones de HET en 1 843 muestras
de sangre seca sobre papel de filtro
de recién nacidos. Las muestras,
provenientes del programa cubano
de detección de la fenilcetonuria,
fueron colectadas entre el quinto y
séptimo días de nacidos y evaluadas
en el UMELISA TSH NEONATAL®

y en el ensayo modificado para dis-
cos de 3 mm . Se estableció la corre-
lación entre ambos ensayos.

 Pruebas de estabilidad

Para verificar la estabilidad en el
tiempo de las disoluciones de con-
jugado pre-diluido y listo para el uso
del ensayo modificado, se prepara-
ron tres lotes de cada reactivo, los
que fueron sometidos durante un
año a un estudio de estabilidad en
vida de estante (2 a 8 ºC). Para reali-
zar  el gráfico de estabilidad, se cal-
cularon los porcentajes de recupe-
ración (R) del conjugado a través de
la expresión siguiente:

donde:
FConj. (Tiempo estabilidad)  Fluorescencia pro-

medio de los lotes del conjugado
en estudio.

FConj. (Tiempo 0)  Fluorescencia promedio
de los lotes de conjugado en
tiempo inicial del estudio.

RESULTADOS

Con ambos procedimientos de
elución en el ensayo modificado (diso-
luciones B o C), se obtuvo un comporta-
miento similar por lo que solo se mues-
tran los resultados con el procedimien-
to de elución con la disolución B (Fig. 1).

Se observó un incremento de la
fluorescencia en relación con la
concentración de HET que asocia-
do a una buena precisión intra-en-
sayo permite una adecuada sensi-
bilidad analítica. La determinación de
la concentración de HET en las mues-
tras se efectuó por interpolación en
la curva de calibración. El intervalo
útil de la curva fue de 10 a 200 mUI/L
de sangre y el modelo matemático se
ajustó a una función spline cúbica, si-
milar a la obtenida con el UMELISA
TSH NEONATAL® que emplea discos
de 5 mm .10

La relación lineal ante la respues-
ta a bajas concentraciones de HET
permitió estimar que la concentra-
ción mínima detectable es de 1 mUI
/L, teniendo en cuenta la fluorescen-
cia del calibrador 0 + 3 desviaciones
estándar.

Precisión y exactitud

 Se evaluaron controles prepara-
dos a concentraciones de HET que
abarcaron un amplio intervalo de la
curva de calibración del ensayo. Se
obtuvieron coeficientes de variación
intra-ensayo inferiores al 8 % y co-
eficientes de variación inter-ensayo
por debajo de 10,5 % (Tabla 1).  Al eva-
luar los controles a los que se añadie-
ron cantidades conocidas de HET, el
recobrado medio fue de (96,3 ± 4,1) %
y los porcentajes individuales osci-
laron entre 93 y 101 % (Tabla 2).

Ensayo de paralelismo
Se realizaron diluciones seriadas

a muestras de sangre, con elevadas
concentraciones de HET, se dispen-
saron en tarjetas de papel de filtro
Scheicher and Schuell 903 y se eva-
luaron en el ensayo.  Se obtuvieron
curvas paralelas al eje de las abscisas
(Fig. 2). Las concentraciones calcu-
ladas después de la corrección con
el factor de dilución fueron de ± 3,2 %
de la concentración original en la
muestra pura.

Determinación de las concentra-
ciones de HET en muestras sangre
seca sobre papel de filtro

Al evaluar la correlación (n = 1 843)
entre el ensayo modificado para dis-
cos de 3 mm y el UMELISA TSH
NEONATAL® (Fig. 3) se obtuvo la ecua-
ción de regresión: y = 0,875x + 0,094.
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Fig. 1. Curva de calibración obtenida con el UMELISA TSH NEONATAL® modifica-
do para discos de 3 mm de sangre seca sobre papel de filtro.

Tabla 1. Coeficientes de variación intra- e inter-ensayo correspondientes a la
determinación de la precisión del ensayo.

HST
)L/IUm(

oyasne-artnI
)61=n(

oyasne-retnI
)01=n(

ED )%(VC ED )%(VC

2,02 6,1 9,7 1,2 4,01

9,26 4,4 0,7 8,5 2,9

7,49 1,7 5,7 7,8 2,9

DE  Desviación estándar.   CV  Coeficiente de desviación.

Tabla 2.  Recobrados correspondientes a la deter-
minación de la exactitud del ensayo.

odarepserolaV odinetborolaV odarboceR

)L/IUm( )%(

2,02 4,02 0,101

9,26 6,85 2,39

7,49 7,98 7,49
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En esta ocasión, se pudo determi-
nar la presencia de una muestra con
una concentración de HET por en-
cima de 10 mUI/L (valor de corte em-

pleado para las muestras de talón).
Tal elevado resultado se corroboró
con el UMELISA TSH NEONATAL®.
Al evaluar las muestras en el UME-

LISA TSH NEONATAL® y en el en-
sayo modificado para discos de 3 mm,
en ambos casos se obtuvieron patro-
nes de distribución similares (Fig. 4).

Pruebas de estabilidad

Se comprobó que los lotes de la di-
solución de conjugado pre-diluido fue-
ron estables durante 12 meses, pues
los porcentajes de recuperación estu-
vieron por encima del 88 %  (Fig. 5).
En el caso de la disolución de conju-
gado listo para el uso, se observó que
a partir de los 8 meses de almacena-
miento, se obtienen fluorescencias
inferiores en un 20 % a las obteni-
das al inicio del estudio. Para los ob-
jetivos del trabajo, fue más factible
emplear la disolución de conjugado
pre-diluido por su mayor estabilidad
en el tiempo.

DISCUSION

Actualmente, existen muchos
métodos para determinar hipotiroi-
dismo congénito, ya sea por deter-
minación de T4 (para confirmar los
casos positivos se realiza la cuanti-
ficación de HET) o de HET (para con-
firmar los casos elevados evaluar la
T4), siendo esta última la vía más uti-
lizada.13-15 Ambas hormonas pueden
detectarse en suero humano o san-
gre seca sobre papel de filtro sien-
do esta última la modalidad más
usada internacionalmente en la
pesquisa neonatal.16

La determinación de las con-
centraciones de HET en el período neo-
natal y los estudios que han evaluado
las funciones cerebrales de los niños
hipotiroideos tratados precozmente,
muestran la importancia de la
implementación de estos programas
en muchos países, ya que se ha lo-
grado que lo niños aquejados de la
enfermedad presenten un rendi-
miento intelectual normal, pu-
diendo cursar y vencer los niveles
académicos correspondientes a su
edades. También ha permitido un
crecimiento y desarrollo acorde a
sus edades.17

Con la modificación del UMELI-
SA TSH NEONATAL® para discos de
3 mm de sangre seca sobre papel de
filtro, se logra un mejor aprovecha-
miento de la muestras, lo que posi-
bilita su empleo en el diagnóstico de
otras enfermedades incluidas en los
programas de pesquisa neonatal.

El ensayo modificado presenta
un tiempo de duración de 3 h y un
límite de detección de 1 mUI/L de
HET, lo que permite cuantificar can-
tidades mínimas de esta hormona y
favorecer de este modo, la sensibili-
dad del ensayo.

Fig. 2. Resultados correspondientes al ensayo de paralelismo del UMELISA TSH
NEONATAL® para discos de 3 mm .

Fig. 3. Correlación del ensayo modificado para discos de 3 mm y el UMELISA TSH
NEONATAL®.
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Fig. 4. Distribución de las concentraciones de HET en sangre seca sobre papel de
filtro obtenidas en el ensayo modificado para discos de 3 mm y el UMELISA TSH
NEONATAL®.
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El ensayo presenta una aceptable
precisión con coeficientes de varia-
ción intra-ensayo menores del 8 % y
coeficientes de variación inter-ensa-
yo inferiores al 10,5 %. Se logra de-
tectar con exactitud al analito en
cuestión y no a otras hormonas que
presentan en su estructura una ca-
dena α similar a la encontrada en la
HET. Los resultados de las pruebas
de recuperación indican que mues-
tras de sangre cuya concentración de
HET se encuentren dentro del inter-
valo de estimación del ensayo pue-
den medirse con una eficiencia de
recobrado del 96,3 %. Con el ensayo
de paralelismo se logró demostrar la
exactitud y reproducibilidad del ensa-
yo, con lo que se obtuvieron en todos
los casos concentraciones similares a
las de las muestras puras, al multi-
plicar por el factor de dilución.

Al evaluar las 1 843 muestras de
recién nacidos, se pudo correla-
cionar el ensayo modificado para dis-
cos de 3 mm con el UMELISA TSH
NEONATAL® y lograr un coeficien-
te de correlación de 0,9. Además, se
calculó y graficó la distribución de
frecuencias, para las concentracio-
nes obtenidas por ambos ensayos
con lo que en cada caso se lograron
distribuciones similares y caracterís-
ticas de esta hormona en poblacio-
nes de recién nacidos.18-26

CONCLUSIONES

Los resultados indican que el
ensayo modificado para discos de
3 mm responde a los criterios de ca-
lidad internacionalmente aceptados
para este tipo de inmunoensayos
enzimáticos, además de ser un mé-
todo rápido, preciso y exacto que

puede emplearse como una opción
para los programas de pesquisa
neonatal, pues permite el procesa-
miento de grandes cantidades de
muestras garantizándose la eficien-
cia en los resultados.

El hecho de poder modificar el
UMELISA TSH NEONATAL® a dis-
cos de 3 mm de sangre seca sobre
papel de filtro permite hacer un
aprovechamiento máximo de las
muestras de sangre del talón toma-
das en el período neonatal e incluir
una mayor cantidad de pruebas den-
tro de los programas de pesquisa
neonatal de enfermedades heredo
metabólicas.
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