PROTOCOLO DE
CRIBADO NEONATAL
DEL DEFICIT DE
BIOTINIDASA

Grupo de trabajo de cribado neonatal.

Ponencia de cribado Poblacional

' febrero- 2020



Elaboracion del documento:

Grupo de trabajo de protocolos de cribado neonatal de la Ponencia de cribado

poblacional de la Comisidn de Salud Publica:

Ministerio de Sanidad

Unidad de Programas de Cribado
Maria Vicenta Labrador Cariadas
Marta Navarro Gémez

Expertos externos

Elena Dulin liiguez

Comunidades y ciudades auténomas

Comunidad auténoma de Andalucia
Isabel Maria Rddenas Luque
Comunidad autonoma de Aragén
Yolanda Gonzalez Irazabal
Principado de Asturias

Eva Garcia Fernandez

Comunidad auténoma de Canarias
Patricia Carrillo Ojeda

Comunidad auténoma de Cantabria
Ana Maria Eguiraun Sande
Comunidad auténoma de CastillaLa
Mancha

Rosa Arizmendi Gonzdlez

M2 Angeles Fuentes Guillén
Comunidad auténoma de Castillay
Ledn

Pedro Redondo Cardena
Comunidad autonoma de Cataluia
José Luis Marin Soria

Comunidad auténoma de Murcia
Inmaculada Gonzdlez Gallego

Comunidad auténoma de Extremadura
Jests Maria Remoén Alvarez-Arenas
Comunidad auténoma de Galicia
Ramodn Vizoso Villares

Comunidad auténoma de Las Islas
Baleares

Maria del Carme MedaBolunya
Comunidad auténoma de La Rioja
Yolanda Ruiz del Prado

Comunidad auténoma de Madrid
Sara Santos Sanz

Maria Dolores Lasheras Carbajo
Comunidad auténoma de Navarra
Nieves Ascunce Elizaga

Comunidad auténoma del Pais Vasco
Antonio Arraiza Armendariz
Mercedes Espada Sdenz-Torre
Comunidad autéonoma Valenciana
Dolores Salas Trejo
MSCBS-INGESA

Maria Antonia Blanco Gala



Sociedades Cientificas

Asociacion Espanola de errores congénitos del metabolismo
Mari Luz Couce Pico

Sociedad Espafola de Epidemiologia

Raquel Zubizarreta Alberdi

Sociedad Espaiiola de Medicina de Laboratorio

Daisy Castifieiras Ramos

Revision y aprobaciéon del documento:
Ponencia de cribado poblacional: febrero-2020
Comisién de Salud Publica Fecha: septiembre-2020

La informacion contenida en este documento debera referenciarse en caso de
utilizacion

Referencia sugerida:

Grupo de trabajo de protocolos de cribado neonatal de la Ponencia de cribado
poblacional. Protocolo de cribado neonatal del déficit de biotinidasa. Ministerio de
Sanidad, 2020.

1 | Protocolo de Cribado del Déficit de Biotinidasa




La deficiencia de biotinidasa (DB) es una enfermedad metabdlica hereditaria autosémica
recesiva que conduce a un descenso de los niveles séricos de biotina (1,2). La biotina es una
vitamina hidrosoluble del complejo B que actia como cofactor esencial de cuatro carboxilasas
gue intervienen en la regulacién del metabolismo energético: en el catabolismo de
aminoacidos ramificados (propionil-CoA carboxilasay 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa), sintesis
de acidos grasos (acetil-CoA carboxilasa) y en la gluconeogénesis (piruvato carboxilasa) (3,4).
La DB se clasifica en funcidn de la actividad enzimatica residual que presente la biotinidasa. De
estaforma, cuando presenta una actividad inferior al 10 % la deficiencia es considerada total o

grave, mientras que sise encuentra entre un 10-30 % se considera parcial o leve (5-7).

La incidencia de la enfermedad se ha estimado, a nivel mundial, en 1:60.000 recién nacidos
vivos mientras que en Europa su incidencia se estima en 1:47.486 (8,9). Los datos existentes
en Espafia a través del Programa para la deteccién precoz de enfermedades endocrino-
metabdlicas en periodo neonatal de Galicia arrojaron una incidencia de 1:72.930 entre los

afios 1987-2015 (10).

Los signos clinicos de esta enfermedad se presentan entre la primera semana de vida y la

adolescencia aungue la mayoria de sintomas se manifiestanentre los 3 y 6 meses (9).

Los pacientes con DB grave o severa pueden presentar cuadros clinicos variables e
inespecificos aunque principalmente pueden ser clasificados en: afecciones neurolégicas
(convulsiones, hipotonia, ataxia, atrofia éptica, sordera neurosensorialy retraso del desarrollo
psicomotor y mental), afecciones dermatolégicas (eccemas, caida del cabello y alopecia) y
afecciones infecciosas (1,11,12). La mayoria de los individuos con DB parcial permanecen
asintomaticos, no obstante se han descrito casos enlos que pueden desarrollaralgunos de los

sintomas anteriormente descritos durante periodos de estrés por enfermedad o ayuno (4,13).

El tratamiento precoz de esta patologia previene la aparicion de alteraciones bioquimicas asi
como de las manifestaciones clinicas comentadas. La administracidn oral de biotina libre de
manera precoz es fundamental en algunos pacientes ya que, aunque el tratamientoresuelve la
mayoria de los sintomas clinicos, algunos de ellos como la hipoacusia, atrofia dptica y

afectacion neurolégica son irreversibles (8,12).

El objetivo de este documento es definir un marco dentro del SNS que permita abordar en
todas las comunidades autéonomas, de manera homogénea y de acuerdoa criterios de calidad,

el proceso de cribado del déficit de biotinidasa.
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Actualmente son 7 las enfermedades que forman parte del Programa poblacional de cribado
neonatal de enfermedades endocrino-metabdlicas de la cartera comuin de servicios del
Sistema Nacional de Salud (SNS). La DB cumple con los requisitos especificos para ser incluida
en dicho Programa. En 2018 se aprobd la propuesta de incluir la DB en la Ponencia de Cribado
Poblacional de la Comisidon de Salud Publica y posteriormente se aprobé en la Comision de
Salud Publica del Consejo Interterritorial del SNS y en la Comisién de Prestaciones,

Aseguramientoy Financiacion del SNS.

El objetivo del cribado de DB es la deteccidn precoz, diagndstico, tratamientoy seguimiento de
los recién nacidos con esta patologia para evitar las lesiones y las discapacidades asociadas a la

enfermedad.

La prueba de cribado consiste en la medida de la actividad de biotinidasa en una muestra de
sangre seca impregnada en papel, utilizando para ello un ensayo enzimatico cualitativo o

semicuantitativo.

Respectoalas muestras es importante sefalar que deben estartotalmente secas antes de su
envio al laboratorio porque la humedad provoca una pérdida significativa de la actividad
enzimatica, lo que provocaria falsos positivos. Aproximadamente el 50 % de los falsos positivos
se deben a un mal manejo de las muestras por su exposicion a unas condiciones excesivas de

calor o humedad (13).

Actualmente los programas de cribado utilizan bien un ensayo colorimétrico semicuantitativo
o cualitativo o bien un ensayo fluorimétrico semicuantitativo para medir la actividad de la

biotinidasa en las muestras de sangre secaimpregnada en papel:

e Colorimétrico: se realiza inicialmente una hidrdlisis enzimatica del sustrato biotinil
acido-p-aminobenzoico (BPABA), por la biotinidasa presente en la muestra, enacido p-

amino-benzoico (PABA). Posteriormente se realiza la deteccién de PABA a partir de la
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formacién de un complejo de color purpura que absorbe a 546 nm (reaccién
colorimétrica) (14).

Fluorimétrico: la biotinidasa presente en la muestra hidroliza la biotinil 6-
aminoquinolina (BAQ) utilizado como substrato, en un producto fluorescente, el 6-
aminoquinolina (6-AQ) que se mide con un fluorimetro utilizando una longitud de

onda de excitacién/emisionde 355 nm/460 nm (15).

Ambas técnicas de cribado son validas si bien el método fluorimétrico puede ser ligeramente

mas especifico y sensible que el método colorimétrico(15).

La actividad de la biotinidasa, en los métodos semicuantitativos utilizados, se expresada en

unidade

s enzimaticas (U) donde 1U es igual a 1nmol del producto final formado en 1 minuto y

en 1 decilitro de sangre. 1U=1 nmol/min/dL de sangre (16).

Los laboratorios de cribado deben trabajar con unos estandares de calidad elevados por lo que

serecomienda la acreditacion bajo la norma 1SO 15189 aplicable a los laboratorios clinicos.

Recomendaciones:

Se recomienda que antes de iniciar las pruebas, cada laboratorio establezca sus
propios valores de referencia y que sean reevaluados periddicamente. Para ello se
aconseja medir la actividad de la biotinidasa en una muestra de individuos normales
asicomo de individuos con deficiencias totales o graves y parciales o leves (4).

Se recomienda que el limite de decisidon se obtenga por cdlculo de percentiles y
aplicando dicho percentil al resultado obtenido (absorbancia, unidades de
fluorescencia o unidades enzimaticas). Se recomienda establecer como limite de
decision el percentil 0.5.

Las muestras con una actividad biotinidasa superior al punto de corte establecido
seran consideradas negativas.

Cuando se produce un resultado alterado, inferior al punto de corte establecido, se
repite el ensayo sobre la misma muestra por duplicado. En funcién del resultado
obtenido se tomara la decisidn de solicitar una segunda muestra o bien remitirlo a la
Unidad Clinica de Seguimiento cuando la actividad enzimatica sea inferior al 10 % del

valor medio de la poblacién de referencia.

q
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Cuando sea necesario solicitar una segunda muestra se solicitara ese mismo dia y
sobre ella serealizard la misma determinacion y con los mismos equipos.

Se considera un resultado posible positivo cuando los resultados obtenidos en la
primera muestra y en segunda muestra, si se requiere, presenten una actividad
enzimatica inferior a los limites de decisién establecidos para las muestras
consideradas normales.

Pueden darse falsos positivos en recién nacidos prematuros, asi como en aquellos
casos que presenten hiperbilirrubinemia, ya que la actividad enzimatica puede ser
inferior ala poblacidon normal (17).

Pueden darse falsos negativos en recién nacidos que hayan recibido una transfusion
(plasma u otros componentes sanguineos que afecten de forma transitoria la actividad

de la biotinidasa).

El Programa de cribado neonatal de DB debe contar con las Unidades Clinicas de Seguimiento

gue sean necesarias para poder atender a la poblacién

Asi mismo debe contar con un laboratorio de diagndstico diferencial que lleve a cabo la

confirmacién diagndstica.

Los laboratorios de confirmacion y diagndstico de la enfermedad (DB) deberan al menos estar

sometidos a programas de evaluacién externa de la calidad, asi como disponer de valores de

referencia de actividad de biotinidasa propios.

Se define “caso” de deficiencia de biotinidasa como aquel recién nacido con una actividad

enzimatica de la biotinidasa inferior al 30 % del valor medio de la poblacién de referencia (si se

encuentra entre un 10-30 % se considera déficit parcial y profundo cuando es inferior al 10 %).

Pruebas de confirmacion diagndstica:

Muestra Ensayo
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Suero Actividad de biotinidasa mediante ensayo cuantitativo, expresada la
actividad enzimatica en unidades enzimaticas: 1U=1nmol/min/mL de suero
Orina Determinacion de acidos orgdnicos en orina mediante cromatografia de

gases/espectrometria de masas.

Secuencia de priorizacidon de dichas pruebas:

Prioridad de las pruebas de confirmacion

Actividad de biotinidasa en suero mediante ensayo cuantitativo

Determinacion de acidos orgdnicos en orina mediante mediante cromatografia

de gases/espectrometria de masas.

Otras pruebascomplementarias:

Muestra Ensayo

Sangre

Gasometria venosa, lactato/piruvatosangre

Sangre/EDTA | Estudio molecular mutaciones o secuenciacién del gen

Estudio molecular de mutaciones en progenitores y hermanos si se

considera para consejo genético

Recomendaciones:

La prueba de confirmacién diagnéstica se basa en la determinacién de la actividad
enzimatica de la biotinidasa en suero mediante método colorimétrico o fluorimétrico,
siempre cuantitativo.

Cada laboratorio deberia establecer sus valores de referencia, idealmente con la
mayor cantidad de pacientes por actividad enzimatica y grupo de edad (los nacidos a
término tienen entre 50-70 % de actividad de biotinidasa de un adulto). Los
laboratorios, ademas, deben verificar y actualizar periddicamente sus rangos de
referencia a medida que se analicen muestras adicionales de recién nacidos y se

identifiqguen aquellos con deficiencia (4).
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e El estudio molecular del gen de la biotinidasa para la deteccidon de mutaciones es a
menudo util, pero no es necesario en todos los casos. El diagndstico molecular,
mediante el andlisis de mutaciones especificas o la secuenciacion completa del gen de
biotinidasa, es util para diferenciar entre si a nifios con déficit profundo de biotinidasa,
con déficit parcial y portadores de déficit profundo.

e La actividad enzimatica se medira en unidades enzimaticas (U). 1 U = 1 nmol de
producto final que se forma durante un minuto y en un mililitro de suero (1

nmol/min/mL en suero).

Valores analiticos para considerar el resultado como positivo.

El Colegio Americano de Genéticay Gendmica Médica (ACMG) en su documento de guiasy

normas técnicas facilitd unos valores orientativos de actividad de biotinidasa en suero:

Tabla 1: Referencia de actividades de biotinidasa reportada por ACMG (4)

Poblacion Actividad Biotinidasa media £ SD

(nmol/min/mLsuero)(n)

Individuos normales 7.57+£1.41 (100)
Heterocigotos 3.49+0.72(21)
Individuos con DB sintomaticos 0.12+0.18(23)
Individuos con DB profunda 0.1910.16 (41)
Individuos con DB parcial 1.47+0.41 (23)

n: nimero de individuos cribados; SD: Desviacion estandar

Algunas CCAA han establecidovalores de referencia:

Valores de referencia actividad biotinidasa en suero

Pais—\lasco,- 7,8-13,5 nmol/min/mL de suero
Navarra
Galicia 6.6 + 1.7 nmol/min/mL suero
Baleares 7-15 nmol /min/mL suero
Murcia 6.6 £1.7 nmol/min/mL suero

Los recién nacidos pueden recibir suplementos de biotina en dosis farmacoldgicas de 10- 40

mg/dia. Las recomendaciones generales establecen dosis de 5-10 mg/dia en pacientes con DB
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total o grave y de 1-5 mg/dia en aquellos con DB parcial o leve aunque dependerd en ultimo

término del profesional sanitarioy de las necesidades del paciente (3,5,8).

Se recomienda el tratamiento de todos los recién nacidos con deficiencia grave

independientemente de que presentasensintomas elmomento del diagndstico(5).

Si bien no es necesario que los pacientes sigan una dieta especial, es recomendable que se
evite el consumo de huevo crudo ya que contiene avidina, una proteina capaz de unirse a la

biotina disminuyendo su biodisponibilidad (3).

Los pacientes con DB deben realizar controles periddicos en las unidades de referencia

establecidas incluyendo exdmenes auditivos, oftalmoldgicos, dermatolégicos y neuroldgicos.

En los resultados positivos confirmados, el Programa debe lograr prevenir la apariciéon de la
posible clinica asociada a dicha enfermedad. Si bien es cierto que algunos pacientes pueden
permanecer asintomdticos y que parte de la sintomatologia puede resolverse con la
administracién de biotina, la importancia del cribado de esta enfermedad reside en prevenir la
aparicion de problemas irreversibles como la hipoacusia, la atrofia dptica o el retraso del

desarrollo (8).

En lineas generales se recomienda controles auditivos y visuales periddicos (5).
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Anexo l. Algoritmo de cribado de deficiencia de biotinidasa
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