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SCID; Objective: To apply, in Brazil, the T-cell receptor excision circles (TRECs) quantification tech-
Neonatal screening; nique using real-time PCR in newborn screening for severe combined immunodeficiency (SCID)
TRECs; and assess the feasibility of implementing it on a large scale in Brazil.

T lymphocytes; Methods: 8715 newborn blood samples were collected on paper filter and, after DNA elution,
Combined TRECs were quantified by real-time PCR. The cutoff value to determine whether a sample was
immunodeficiency; abnormal was determined by ROC curve analysis, using SSPS.

Primary Results: The concentration of TRECs in 8682 samples ranged from 2 to 2181 TRECs/ p.L of blood,
immunodeficiency with mean and median of 324 and 259 TRECs/ L, respectively. Forty-nine (0.56%) samples were
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below the cutoff (30 TRECs/ uL) and were reanalyzed. Four (0.05%) samples had abnormal results
(between 16 and 29 TRECs/pL). Samples from patients previously identified as having SCID or
DiGeorge syndrome were used to validate the assay and all of them showed TRECs below the
cutoff. Preterm infants had lower levels of TRECs than full-term neonates. The ROC curve
showed a cutoff of 26 TRECs/pL, with 100% sensitivity for detecting SCID. Using this value,
retest and referral rates were 0.43% (37 samples) and 0.03% (3 samples), respectively.
Conclusion: The technique is reliable and can be applied on a large scale after the training of
technical teams throughout Brazil

© 2016 Published by Elsevier Editora Ltda. on behalf of Sociedade Brasileira de Pediatria. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Triagem neonatal para imunodeficiéncia combinada grave no Brasil

Resumo

Objetivo: Aplicar no Brasil a técnica de quantificacdo de T-cell Receptor Excision Circles
(TRECs) por PCR em tempo real para triagem neonatal de imunodeficiéncia combinada grave
(SCID) e avaliar se é possivel fazé-la em grande escala em nosso pais.

Métodos: Foram coletadas em papel filtro 8.715 amostras de sangue de recém-nascidos e,
apos eluicao do DNA, os TRECs foram quantificados por PCR em tempo real. O valor de corte
para determinar se uma amostra é anormal foi determinado pela analise de curva ROC com o
programa SSPS.

Resultados: A concentracao de TRECs em 8.682 amostras analisadas variou entre 2 e 2.181
TRECs/uL de sangue, com média e mediana de 324 e 259 TRECs/pL, respectivamente. Das
amostras, 49 (0,56%) ficaram abaixo do valor de corte (30 TRECs/plL) e foram requantifica-
das. Quatro (0,05%) mantiveram resultados anormais (entre 16 e 29 TRECs/uL). Amostras de
pacientes com diagndstico clinico prévio de SCID e sindrome de DiGeorge foram usadas para
validar o ensaio e todas apresentaram concentracao de TRECs abaixo do valor de corte. Recém-
-nascidos prematuros apresentaram menores niveis de TRECs comparados com os nascidos a
termo. Com o uso da curva ROC em nossos dados, chegamos ao valor de corte de 26 TRECs/ L,
com sensibilidade de 100% para deteccao de SCID. Com o uso desse valor, as taxas de repeticao
e encaminhamento ficaram em 0,43% (37 amostras) e 0,03% (3 amostras), respectivamente.
Conclusdo: A técnica é factivel e pode ser implantada em grande escala, apos treinamento
técnico das equipes envolvidas.

© 2016 Publicado por Elsevier Editora Ltda. em nome de Sociedade Brasileira de Pediatria. Este
€ um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

emigradas do timo e que estdao diminuidas em todas as for-
mas de SCID.>

As imunodeficiéncias graves combinadas (SCID, do inglés
Severe Combined Immunodeficiency) sao um grupo de
doencas heterogéneas caracterizadas por anomalias graves
no desenvolvimento e na funcao de linfocitos T, B e NK. Sao
reconhecidas como emergéncias pediatricas, pois levam a
infeccoes graves e de repeticao e sao fatais nos dois pri-
meiros anos de vida se nao forem diagnosticadas e tratadas
corretamente."?

Devido a gravidade da doenca e a urgéncia no diag-
nostico e tratamento, em 2005, pesquisadores americanos
desenvolveram a triagem neonatal (TN) para SCID que con-
siste na quantificacdo de TRECs (do inglés-T-Cell Receptor
Excision Circles) por PCR em tempo real (qRT-PCR).>* Os
TRECs sao pequenos pedacos circulares de DNA formados
durante o processamento timico normal, quando ocorre o
rearranjo dos genes do receptor de célula T. Como nao se
reproduzem durante a divisao celular, funcionam como mar-
cadores para o numero de células T naive recentemente

Na maioria dos casos, a TN € o Unico meio de se detec-
tarem as SCID antes que as infeccdes se instalem, uma vez
que mais de 80% dos casos ndo tém historia familiar positiva
para imunodeficiéncia primaria.®

Um nUmero importante alterado ap6s o desenvolvimento
da triagem neonatal foi o de incidéncia da doenca. Como
muitas criancas vao a obito antes que o diagndstico seja
feito, estimava-se a incidéncia da SCID em 0,10/10.000. Com
a experiéncia americana, esse nimero hoje esta proximo de
0,17/10.000 (1:58.000), ou seja, quase o dobro.®’

No Brasil nao existe um teste de triagem neonatal
para imunodeficiéncias primarias aplicado a rotina médica,
o diagnodstico dessas patologias esta muito aquém do
desejado.?~"° Por esse motivo, o objetivo deste trabalho foi
aplicar no Brasil a técnica de quantificacdo de TRECs por
gRT-PCR para TN de imunodeficiéncias combinadas graves
e avaliar se é possivel aplica-la em grande escala em nosso
pais.
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Métodos

Todas as amostras foram coletadas de acordo com as normas
éticas vigentes do Comité de Etica em Pesquisa do ICB-USP
(Parecer 967/CEP), foi solicitada a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos pais ou responsa-
veis pelo recém-nascido (RN). A concentracao de TRECs foi
determinada apos coleta de sangue a partir de puncéo no
calcanhar de RN, dentro da rotina ja existente para o teste
do pezinho, em cartdes de papel filtro 903. Foram analisadas
amostras de criancas nascidas em trés servicos de materni-
dades e Associacao de Pais e Amigos dos Excepcionais em Sao
Paulo (Apae-SP), localizados na regiao metropolitana de Sao
Paulo, e amostras coletadas na Clinica de Medicina Preven-
tiva do Para (Climep). Discos de 3,2 mm de didmetro foram
picotados das amostras em papel filtro e foram adicionados a
uma placa de polipropileno de 96 pocos onde se fez o proce-
dimento de eluicdo do DNA como ja descrito anteriormente.3
Em todas as placas, além das amostras dos RNs, foram usa-
dos um controle positivo (sangue de adulto com baixos niveis
de TRECs) e um controle sem alvo (um pedaco do papel fil-
tro sem amostra). A reacao de qRT-PCR para TRECs e/ou
beta-actina foi feita conforme descrito.®'" Todos os rea-
gentes usados foram adquiridos da Life Technologies® (Life
Technologies, EUA).

Inicialmente, usou-se o valor arbitrario de corte de
30 TRECs/pL de sangue para determinar se uma amos-
tra era normal, com base no valor estabelecido por Baker
et al. de 25 TRECs/pL. Nos casos em que o resultado
ficou abaixo desse valor, um novo picote da mesma amos-
tra teve sua analise de TRECs repetida acompanhada da
analise de beta-actina, como controle da extracdo. Apods
a segunda analise, as amostras com valores abaixo de
30 TRECs/pL e beta-actina acima de 8.000/pL foram
consideradas anormais e 0s pacientes encaminhados para
pediatra imunologista para consulta e testes confirmato-
rios (hemograma e determinacao do nimero de linfocitos
T, B e NK). Aquelas com TRECs abaixo de 30/pL e
beta-actina abaixo de 8.000/pL tiveram resultado clas-
sificado como inconclusivo e nova amostra deveria ser
solicitada.

1.250 =
1.000 =
750 =

500

Numero de amostras

250 =

A analise dos dados foi feita com estatistica descri-
tiva. Com a aplicacdo do teste de Kolmogorov-Smirnov
os dados nao apresentaram distribuicao normal e foram
entao apresentados segundo mediana e valores interquartis.
A comparacao das concentracoes de TREC entre recém-
-nascidos a termo e pré-termo foi estabelecida por meio
do teste de Mann-Whitney no programa GraphPadPrism 5.0
(GraphPadPrism, EUA). O valor de corte para determinar se
uma amostra é anormal foi determinado por analise de curva
ROC (area sob a curva) com o programa SSPS (IBM Corp. Rele-
ased 2013. IBM SPSS Statistics para Windows, versao 22.0,
NY, EUA).

Resultados

Foram coletadas amostras de 8.715 RN, 3.353 (38%) prove-
nientes da Climep e o restante, dos hospitais localizados na
regiao metropolitana de Sao Paulo. Desse total, 33 foram
consideradas inadequadas devido a falha na coleta. Assim,
8.682 amostras foram analisadas quanto a concentracao de
TRECs e os valores obtidos na primeira quantificacao varia-
ram de 2 a 2.181 TRECs/ pL de sangue, com média e mediana
de 324 e 259 TRECs/pL, respectivamente. De acordo com se
o protocolo estabelecido, as amostras com valores abaixo do
corte (30 TRECs/plL) foram reanalisadas. Assim, 49 (0,56%)
amostras foram requantificadas e apenas quatro (0,05%)
tiveram resultados anormais, com TRECs entre 16 e 29/pL.
Dentre essas quatro amostras, uma foi proveniente de um
RN de 27 semanas (24 TRECs/pL), sexo masculino, que nao
pode ser localizado para que o protocolo fosse comple-
tado. Os trés RN restantes foram examinados e submetidos
a avaliacao do nimero de linfécitos, cujos resultados foram
normais em todos os casos. Na figura 1 pode-se observar a
distribuicao das amostras de acordo com a concentracao de
TRECs obtida na primeira analise.

Para verificar a eficacia do ensaio, foram analisadas e usa-
das como controles amostras de pacientes com diagndstico
clinico prévio de SCID (n=5) e sindrome de DiGeorge (n=2).
Todas as amostras de SCID apresentaram valores de TRECs
abaixo de 3TRECs/puL e as amostras de DiGeorge tiveram
resultados de 5 e 24 TRECs/pL (tabela 1).
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Figura 1

Distribuicao de 8.682 amostras de recém-nascidos, de acordo com a concentracdo de TRECs/uL de sangue. Os TRECs

foram quantificados por PCR em tempo real quantitativo a partir de DNA extraido de papel filtro.



Tabela 1

avaliacdo apos triagem neonatal alterada

Imunofenotipagem de linfocitos para pacientes com diagnostico clinico de imunodeficiéncias primarias e amostras encaminhadas a imunologista pediatrico para

Pacientes com diagnostico clinico de imunodeficiéncia primaria

Amostras de triagem
neonatal reanalisadas
e encaminhadas
a imunologista pediatrico

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6 Paciente 7 Amostra 1 Amostra 2

Idade 2a5m 1a2m 5m 6m 3m 1a11m 8m 40 dias 2m12d
TRECs/uL 5 24 0 0 0 2 0 21 16
Hipdtese diagnostica S. DiGeorge S. DiGeorge SCID SCID SCID (RAG1) SCID SCID - -
Linfocitos totais 2614 7682° 6783 (57%) 5676 (33%) 6364 (74%) 2710° 5382 (60%) 6471
CD3 9537 3773 3615 (53,3%) 3321 (58,5%) 3451 (58,9%) 3290 (51,7%) 510 (24%)* 2852,5 (53%) 4051 (61%)
CD4 608° 954 (12%) 461,9° (6,8%) 2390 (42,1%) 342 (5,8%)? 1591 (25%) 239(11,3%)? 1954 (36,3%) 2895 (44%)
CD4+CD45RA+CCR7+(naive) 2,9 (0,6%) 5,7 (0,24%)* 0,8 (0,052%)? 1260 (64,5%)
CD4+CD45RA-CCR7- 400,5 (86,7%)° 1995 (83,5%)° 1519 (95,5%)° 216,9 (11,1%)°

(memoria periférica)
CD8 2892 2675° (35%) 2815 (41,5%)° 257,72 (4,54%) 2220 (37,9%)° 1426 (22,4%) 53 (2,5%)° 710,4 (13,2%) 1019 (15%)
CD8+CD45RA+CCR7+ 2,2 (0,08%)2 0,3 (0,13%)* 2,42 (0,17%)* 503,7 (70,9%)

(naive)
CD8+CD45RA-CCR7- 2550 (90,6%)°  165,4 (64,2%) 1176 (82,5%)° 26,8 (3,77%)

(memoria periférica)
CD16+CD56+ 343 2205 (32,5%)° 1862 (32,8%)° 2354,7 (37%)° 171 (8,1%) 904,2 (16,8%) 709 (11%)
CD19 1254° 441,6 (6,5%)? 22,7 (0,4%)° 1828 (31,2%) 4,5 (0,07%)? 1294 (61%) 1130 (21%) 1092 (27%)

TRECs, T cell receptor excision circles; S. DiGeorge, sindrome de DiGeorge; SCID, severe combined immunodeficiency; RAG1, recombination activation gene 1; CD, cluster of differentiation;
CCR7, chemokine (C-C motif) receptor 7.
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Figura 2 Concentracao de TRECs/pL para RN prematuros e ‘,’
a termo. TRECs foram quantificados por qRT-PCR em amostras ‘.‘
de sangue de 239 recém-nascidos prematuros (30-36 semanas) '.’
e em 2.177 recém-nascidos a termo (37 a 42 semanas). Recém- 0.0 T T T T
-nascidos prematuros apresentaram concentracoes de TRECs 00 02 10'4 i .do’; 08 10
mais baixas do que os nascidos a termo (237 TRECs/pL vs. 300 - especiiicidade
TRECs/pL, respectivamente; *p < 0,05, teste de Mann-Whitney).  Figura 3  Curva ROC para valor de corte de TRECS de 26/pL,

A concentracao de TRECs esta representada em boxplot e mos-
tra mediana, 25° e 75° percentis e minimo e maximo.

Parte das amostras provenientes da Climep (2.416) con-
tinham dados sobre a idade gestacional: 9,9% (239) dos
neonatos eram prematuros (30-36 semanas de idade ges-
tacional). Isso permitiu que se comparasse a concentracao
de TRECs entre os dois grupos e chegou-se a conclusao de
que os prematuros tém niveis de TRECs menores do que os
nascidos a termo (fig. 2).

Com o uso, arbitrariamente, de 30 TRECs/p.L como valor
de corte inicial, tivemos uma taxa de repeticoes de 0,56%
(49 amostras). Apds a segunda quantificacdo, apenas qua-
tro amostras mantiveram valores anormais, o que resultou
em uma taxa de encaminhamento para servico pediatrico
especializado de 0,05%. Ao analisar a curva ROC para nos-
sas condicoes (fig. 3), chegamos ao valor de corte de
26 TRECs/uL, com area sob a curva de 1,00 e sensibilidade
de 100% para deteccao de SCID. Com o uso desse valor,
recalculamos as taxas de repeticdo e encaminhamento,
que resultaram em 0,43% (37 amostras) e 0,03% (3 amostras),
respectivamente.

Discussao

As SCID resultam de uma gama de defeitos moleculares e
os defeitos tanto na imunidade celular como na humoral
levam a apresentagdes clinicas similares. Na maioria dos
casos, os sintomas se iniciam entre o segundo e terceiro més
de vida e as complicacdes infecciosas sao a caracteristica
predominante da doenca, com preponderancia de infeccoes
oportunistas (por exemplo, por P. jirovecii). Os sinais clinicos
sdo inespecificos e incluem infeccoes do trato respiratério,
candidiase mucocutanea resistente a terapia topica, derma-
tite eczematosa e infeccdes bacterianas locais e sistémicas
(otite, mastoidite, rinite purulenta e conjuntivite, doenca
séptica, meningite, artrite e abscessos locais). Muitas vezes,
o primeiro sinal é a reagado a vacina de BCG, que pode se

com area sob a curva de 1,00.

apresentar como uma reacdo localizada ou disseminada.'?
As infeccoes graves e de repeticao levam ao crescimento
inadequado. Além disso, parasitas intracelulares (Listeria,
Legionella), assim como virus (Epstein-Barr e citomegalovi-
rus), podem causar complicacées fatais.'3

No Brasil, um estudo multicéntrico comprovou o grave
problema do subdiagnéstico das SCID em nosso meio.
Em 15 anos (1996 a 2010), apenas 70 casos foram diag-
nosticados em 23 centros contatados no pais. Considerando
a provavel incidéncia de 0,17 caso de SCID para 10.000
nascidos vivos (1:58.000) e a média de 2.900.000 nascidos
vivos/ano de 1996 a 2010, esperavamos 750 casos de SCID
nesse periodo. Como somente 70 foram documentados, mais
de 90% dos casos passaram sem o diagnéstico adequado.®
Esses numeros mostram claramente a dificuldade encon-
trada no Brasil de se fazer o diagndstico de SCID. Como
comentado anteriormente, os sinais e sintomas sao inespe-
cificos, podem variar de infeccdes comuns na fase neonatal
a dificuldade de crescimento. As criancas nascidas em fami-
lias com casos prévios de SCID podem ser beneficiadas pela
historia positiva e tém a possibilidade de ter o diagnostico
precoce feito. No entanto, 80% dos casos nao tém historia
prévia® e o diagndstico muitas vezes ocorre somente quando
as infeccdes de repeticao ja deixaram sequelas.

Devido a urgéncia no diagndstico e tratamento, este tra-
balho teve como objetivo validar a técnica de quantificacao
de TRECs por gRT-PCR para TN das SCID e aplicar a técnica
no Brasil.

Os resultados mostram que apés se analisarem amos-
tras de 8.682 neonatos, chegou-se a um valor de corte de
26 TRECs/plL, o que implicou a reandlise de 0,43% das
amostras. A acuracia da técnica foi validada por meio da
quantificacdo de TRECs em cinco casos de SCID com diag-
nostico clinico prévio, cujos resultados variaram de 0 a
2 TRECs/pL (tabela 1). O indice de reteste de 0,43% esta
dentro dos valores relatados na literatura (0,20 a 3,26%) e
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pode ser considerado um valor adequado, importante para
a implantacao de um teste em alta escala, o que evita a
elevacdo dos custos e expectativas e estresse desnecessarios
nos parentes.’'# A porcentagem de amostras a serem repeti-
das esta diretamente relacionada ao valor de corte usado,
que varia entre 7 e 252 TRECs/ pL nos diferentes estudos fei-
tos até o momento. Isso se deve as diferentes metodologias
usadas tanto para extracao de DNA quanto para a reacao
de PCR."™ O valor de corte encontrado para as amostras
(26 TRECs/pL) esta muito proximo do valor usado por Baker
et al. (25 TRECs/ulL), trabalho no qual este estudo se baseou
para validar a técnica em nosso laboratorio.? E importante
ressaltar que esse valor de corte teve sensibilidade de 100%
para deteccao de SCID, mas trabalhos recentes descreveram
que varios outros tipos de linfopenias T também pude-
ram ser detectados por meio dessa metodologia: sindrome
de DiGeorge, trissomia do 21, ataxia-telangiectasia, trisso-
mia do 18, sindrome CHARGE, anomalias cardiacas, entre
outras.®

O menor valor na concentracao de TRECs/pL encon-
trado em prematuros ja foi relatado em outros trabalhos
que também mostram que o resultado tende a normalizar
quando a crianca atinge a idade gestacional ajustada de
37 semanas.” ' Assim, esses resultados sao compativeis com
a literatura internacional e foram validados por controles
positivos da doenca.

A técnica de quantificacdo de TRECs por PCR em tempo
real foi aplicada em pequena escala e, neste estudo, teve
um custo estimado de US$4 por amostra. Esse valor, ape-
sar de considerar somente custos em reagentes, pode ser
comparado ao custo da TN para hiperplasia adrenal congé-
nita (HAC), calculado de acordo com o estudo piloto feito
no Estado de Goias, de USS$7.'® Considerando-se o nimero
de nascidos vivos no Brasil em 2.013 de quase 3 milhoes
de criancas,” o custo total seria de aproximadamente
US$12 milhdes, menor do que da TN para HAC, patologia
recentemente incluida no Programa Nacional de Triagem
Neonatal.® Vale ressaltar que é necessario acrescentar cus-
tos adicionais (busca ativa e exames confirmatorios) a esse
valor e que, em grande escala, esse valor tende a diminuir.

Dentre as linfopenias T com possibilidade de ser diagnos-
ticadas por meio da quantificacao de TRECs, as SCID sao, sem
duvida, as mais graves. A maior parte das criangas com SCID
nao é diagnosticada até que varias infeccdes graves se mani-
festem ou que a crianca apresente déficit de crescimento e
a menos que haja histéoria familiar de SCID, o diagndstico
€ muitas vezes retardado e as chances de cura diminuidas.
Ademais, o argumento irrefutavel para a inclusao das SCID na
triagem neonatal é o fato de que as SCID sao as Unicas pato-
logias passiveis de triagem neonatal que podem ser curadas
pelo tratamento quando o diagnostico é feito de maneira
precoce."’

0 transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) é
curativo e esta disponivel no Brasil.? Quando instituido antes
de 3,5 meses de vida, resulta em um indice de sobrevida de
95%; apos essa idade, a sobrevida em longo prazo cai para
60-70% e a incidéncia de complicacdes infecciosas e seque-
las aumenta dramaticamente.? Consequéncias ainda piores
ocorrem quando o TCTH é feito com infeccdes ativas durante
o procedimento: a sobrevida cai para 50%, mostra mais uma
vez que o diagndstico precoce melhora, substancialmente,
o desfecho. 20

Ainda com relagdo aos aspectos econdmicos, € necessa-
rio considerar os custos do TCTH e complicacdes decorrentes
das varias infeccoes a que os portadores de SCID estao sujei-
tos. Varios estudos compararam o custo do TCTH precoce
com o tardio: o tratamento precoce completo, feito até
os trés meses e meio (antes que as infeccoes se instalem),
custa até quatro vezes menos do que quando feito apos essa
idade (USS$ 365.785 vs. USS 1,43 milhdo).?' Quando consi-
derado somente o custo do transplante, a diferenca foi de
USS 120.000 contra USS 360.000 quando o TCTH foi feito
antes e apos trés meses e meio, respectivamente.?? Esses
valores, calculados para os EUA, mostram o grande beneficio
da triagem neonatal para SCID em detrimento dos elevados
custos decorrentes do diagnéstico tardio e das complicacdes
que esse atraso pode acarretar.?!

Quando analisamos os valores do TCTH antes e depois
dos trés meses e meio temos uma margem de US$ 240.000
de economia, quando o transplante é feito precocemente.
Considerando o custo obtido para este estudo de USS 4, seria
possivel triar cerca de 60 mil criancas. Assim, a introducéo
deste teste em alta escala praticamente se pagaria, pois
a economia gerada com o diagnostico de uma crianga com
SCID encaminhada para TCTH precoce possibilitaria cobrir os
custos dos testes necessarios para diagnosticar outra crianca
(quando considerada a incidéncia de 0,17/10.000).

Salienta-se que os dados econémicos apresentados refle-
tem os custos nos EUA e é necessario que estudos de
custo-beneficio sejam feitos no Brasil e considerem o sis-
tema de salide aqui existente.

A implantacao do teste de triagem neonatal para SCID é
crescente no mundo todo. Varios paises estao incluindo a
SCID em suas rotinas de triagem neonatal ou tém estudos
pilotos em andamento (EUA, Canada, Ira, Taiwan, Israel,
Espanha, Franca, Suécia e Inglaterra).”?* A implantacao
como rotina em nosso pais poderia melhorar significativa-
mente esse tragico panorama apresentado anteriormente
sem que uma nova plataforma seja requerida.

A aplicacdo da quantificacao de TRECs na triagem neo-
natal de 8.682 recém-nascidos resultou num valor de corte
de 26 TRECs/pL com indice de reteste semelhante ao de
estudos internacionais. Este estudo mostrou que a técnica
usada é factivel e pode ser implantada em grande escala,
apos treinamento técnico das equipes envolvidas.
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Apéndice. Material adicional

Pode-se consultar o material adicional para este artigo na
sua versao eletronica disponivel em doi:10.1016/j.jpedp.
2016.05.006.
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