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1.-INTRODUCCION

1.1. DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LA ENFERMEDAD

La fibrosis quistica es una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva, causada por la mutacion en el gen CFTR. El gen esta situado en el
brazo largo del cromosoma 7 y se compone de dos alelos situados en los
loci (7q31) de cada cromosoma homadlogo que forman el par. El gen CFTR

esta compuesto por 27 exones.

Es una enfermedad rara, aunque su incidencia es de las mas
elevadas entre las mismas, siendo de las que figuran dentro de Ia
clasificacion de ORPHANET (2013):

CIE-10 - E84
Numero de
Oroh ORPHA586
rphanet : o
P OMIM 219700
Fibrosis Quistica
Sinonimos: FQ o
(FQ) UMLS C0010674
Mucoviscidosis
P | ia: 1-9 / 100 000 o
revalencia / MeSH “ D003550
Autosomico
Herencia: )
recesivo MedDRA e 10011762
Edad de inicio o Neonatal /
aparicion: infancia SNOMED e 190905008
CT

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno genético caracterizado por la
produccién de sudor con un alto contenido en sales y de secreciones
mucosas con una viscosidad anormal. Es el trastorno genético mas comun
entre los nifnos caucasicos. La incidencia es variable: es mucho menos

comun en las poblaciones asiaticas y africanas que en las europeas y
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norteamericanas, con variacion dentro de cada pais. Se desconoce la
prevalencia exacta en Europa, pero se estima que se situa entre 1/8.000 y
1/10.000 individuos. Es una enfermedad cronica y generalmente
progresiva, que suele aparecer durante la infancia temprana o, mas
raramente, en el nacimiento (ileo meconial). Cualquier 6érgano interno
puede verse afectado, aunque las principales manifestaciones afectan al
aparato respiratorio (bronquitis cronica), al pancreas (insuficiencia
pancreatica, diabetes del adolescente y ocasionalmente pancreatitis) y,
mas raramente, al intestino (obstruccion estercoracea) o al higado
(cirrosis). La forma mas comun de FQ se asocia a sintomas respiratorios, a
problemas digestivos (esteatorrea y/o estreimiento) y a anomalias del
crecimiento pondero-estatural. La mortalidad y morbilidad dependen del
grado de afectacion broncopulmonar. La esterilidad masculina es un rasgo
frecuente. También se han registrado formas tardias, que generalmente

son de gravedad intermedia o monosintomaticas.

La FQ es una enfermedad autosémica recesiva causada por
mutaciones en el gen CFTR (cromosoma 7). Se han identificado mas de
1800 mutaciones. Un 70% de los casos estan causados por el alelo F508,
mientras que otras 30 mutaciones explicarian otro 20% mas. Es la
enfermedad autosomica recesiva mas frecuente en nuestro entorno,
calculandose en una incidencia de aproximadamente 1/2500 recién
nacidos vivos, lo que supone una frecuencia de portadores de alrededor de
1/30. Aunque la mutaciéon mas frecuente es la AF508, en la actualidad se
conocen mas de 1800 mutaciones, lo que complica el diagndstico
molecular asi como los casos frontera, en los que la mezcla de mutaciones

hace que los valores de TIR estén proximos a la normalidad.

No hay una correlacion clara entre el genotipo y el fenotipo. Ademas
de la heterogeneidad alélica y de la ocurrencia de mutaciones multiples en
el mismo gen, una amplia gama de factores puede influir en el fenotipo,

incluyendo el ambiente y genes modificantes de la enfermedad.

El diagnéstico se sospecha durante la infancia por Ilas

manifestaciones clinicas asociadas y se confirma mediante los resultados
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de la prueba del sudor(concentracion del cloruro excesiva por encima de
60 mmol/l), se puede ademas confirmar con la identificacion de alguna
mutacion del gen CFTR. El diagnéstico neonatal mediante cribado esta
disponible desde finales de 2002 y ha permitido diagnosticar el 95% de los

casos en los lugares en que se ha implantado.

El producto codificado por el gen es una glicoproteina de 1.480
aminoacidos que funciona como un canal de ién cloro, que se conoce con
el nombre de regulador de conductancia transmembranal de la FQ (Cystic
fibrosis transmembrane regulator)(CFTR) o proteina transportadora CI-

acoplada a ATP.

1.2. INCIDENCIA DE LA FIBROSIS QUISTICA

La incidencia de la FQ es muy variada, siendo tanto su frecuencia,
como las mutaciones asociadas de una gran variabilidad, en las siguientes
tablas se muestran las incidencias de algunas comunidades de Espana y

algunos paises:

Tabla 1. Incidencia de la FQ en distintas comunidades (Espana)

COMUNIDAD INCIDENCIA

Castilla-Ledn 1/4510
Cataluia 1/5532
Baleares 1/5905

Tabla 2. Incidencia de la FQ en distintas poblaciones.

POBLACION INCIDENCIA
Francia 1/4700
Inglaterra 1/2913
Costa Mediterranea 1/8885
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En el trabajo de Ezquieta et al (Ezquieta, 2005) se citan varias
publicaciones que ponen de manifiesto la heterogeneidad de la poblacion
espanola. Sin embargo, los autores eluden otras referencias que
contribuyen a acotar las prevalencias de FQ en nuestra poblacion. Por
ejemplo, los programas de cribado neonatal iniciados en las comunidades
de Castilla y Ledén, Cataluna y Baleares entre 1999 y 2000. En lIa
Comunidad de Castilla y Ledn (Telleria, 2002), tras el analisis de 36.086
neonatos se estimé una prevalencia de 1/4.510, mientras que en Cataluna
(Gartner, 2003) ésta es de 1/5.532 sobre una casuistica de 243.422 y en
Baleares (Gil, 2003) de 1/5.905 después de analizar 35.435 muestras.

Estas prevalencias se encuentran en el rango esperado, habida
cuenta de las descritas en otros paises mediterraneos como Francia
(Claustres, 2000) (1/4.000) e Italia (Bossi, 1999) (1/4.700). También la
heterogeneidad de las poblaciones francesa e italiana ha sido
ampliamente documentada y descubre diferencias importantes. Francia
evidencia una de las situaciones mas extremas: en la Bretana (Scotet,
2000) cuya poblacion es de origen celta, la prevalencia de FQ es de
1/2.913, mientras que en la costa mediterranea los afectados representan
1/8.885, un descenso que se atribuye al alto porcentaje de inmigracion, en
su mayor parte procedente del Norte de Africa (Des Georges, 2004). La
inmigracién es un factor variable, previsiblemente en aumento, que debe
evaluarse con atencion. Asi, segun Ezquieta et al (Ezquieta, 2005) senalan
que, en 2003, un 12% de los nacimientos en la Comunidad de Madrid
procedieron de la poblacion inmigrante, formada en su mayoria por

hispanos.
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INTRODUCCION

1.3. ALTERACIONES BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS DE LA

ENFERMEDAD

El gen de la CFTR esta localizado en el cromosoma 7 y tiene 24

exones (Figuras 1y 2):

~4 -~ ~4 ~4 ~ ~ ~ ~ ~ ~
°. R © © F=] L E=] L =] E=]
[§) - - - %] N [} W [5) [
- (3] B N - - - - [0} m
w [N = = = w = [ (N
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Figura 1. Localizacién del gen CFTR.
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La proteina transportadora de Cl- acoplada a ATP se localiza en las
membranas celulares y actua como un canal o bomba anionica (Figuras 2y
3). La expresion de la CFTR se produce en las células epiteliales de las
superficies humedas de: Tracto gastrointestinal, tracto respiratorio, tracto
reproductivo y glandulas sudoriparas. La FQ se caracteriza por alteraciones
en la proteina CFTR que juega un rol en la regulacién del flujo
hidroelectrolitico transmembrana. Estas alteraciones provocan cambios en
las caracteristicas de las secreciones exocrinas. La ausencia de una proteina
CFTR funcional a nivel de la membrana de la célula epitelial provoca la
producciéon de sudor con un alto contenido en sales (asociada a un riesgo
de deshidratacion hipoténica) y de secreciones mucosas con una

viscosidad anormal (que causa estasis, obstruccion e infeccion bronquial).

EPITELIO ALVEOLAR:
ACLARAMIENTO MUCOCILIAR
Y TRANSPORTE DE ELECTROLITOS

—2C1°

N2
L

ot
L
LUMEN e
-
MUCUS -

GLANDULA
SUBMUCOSAL

Figura 3. Papel de la proteina CFTR en la formacién del moco en el alveolo.
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GLANDULA SUDOR: PRODUCCION Y
TRANSPORTE DE ELECTROLITOS

PIEL
™ 5 i (O &
CONDUCTO — et ped 3
REABSORTIVO K

—

PLIEGUE Na
SECRETORIO ]

H,0

Figura 4. Papel de la proteina CFTR en la formacién del sudor.

Mediante estudios con inmunofluorescencia, se ha detectado Ia
proteina CFTR en el pancreas exocrino, tanto en las células acinares como
en los conductos proximales. En la membrana apical del epitelio ductal
proximal, los canales del cloro (proteina CFTR), activados por el AMPc,
regulan el intercambio cloro/bicarbonato (Figura 5). En la FQ, la disfuncion
del canal del cloro altera la secrecion de agua y bicarbonato, con Ia
consiguiente acidificacion e insuficiente hidratacion de las secreciones
acinares ricas en proteinas, que se hacen viscosas y pueden formar tapones
proteicos en los conductos, con posterior destruccion de las células
acinares, lo que da lugar a fibrosis pancreatica y malabsorcion. Al no existir
CFTR en los islotes de Langerhans, la afectacion de éstos se produce por la

fibrosis y las alteraciones vecinales.
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Secreci in scrat
e en petaaa

Uueto prodmsd

10 Darvrsst
AXSNe y Gl

Figura 5. Papel de la CFTR en la secrecién pancreatica exocrina.

Las alteraciones citologicas acinares mas tempranas en la FQ
(Scheele, 1996) son secundarias a la disminucion del pH en la luz acinar,
por la insuficiente secrecion ductal de bicarbonato, de tal forma que se
impide el transporte de los granulos de zimégeno en la fase de endocitosis
apical, con una importante disminucion de dichos granulos en la porcion
apical de las células acinares, y con una acumulacion excesiva de
zimoégenos en la luz acinar, donde fueron vertidos por exocitosis; esto
produce una dilatacidon progresiva de la luz acinar, a la vez que se pierde la
porcion apical de las células acinares. El pancreas normal segrega unas
600.000 Ul de lipasa al dia: Para prevenir la esteatorrea tras una comida
tipica (que contiene unos 20 g de grasa), deben liberarse al intestino
delgado al menos 30.000 Ul de lipasa (equivalente al 10-15% de Ia
secrecion normal de lipasa pancreatica postprandial) (Regan, 1977). Al
progresar la insuficiencia pancreatica, la actividad de la lipasa disminuye
mas rapidamente que la de la amilasa y la proteasa; tanto la lipasa
pancreatica como la contenida en los preparados comerciales son
destruidas mas facilmente por el pH acido gastrico que la amilasa y la
proteasa (Roy, 1988), por ello, la creatorrea resulta mas facil de corregir
que la esteatorrea. Pese a una muy reducida secrecion de la lipasa

pancreatica, se absorbe hasta un 60% de la grasa de la dieta (Cox, 1979),
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gracias a la actividad de la lipasa lingual y de la gastrica y de la colipasa

pancreatica (Abrams, 1986).

El 85% de los pacientes con FQ tienen manifestaciones clinicas de
insuficiencia pancreatica (Lapey, 1974), en clara relacién con el genotipo
AF508, aunque otras mutaciones también cursan con esteatorrea. El resto,
principalmente si tienen la mutacion R117H, mantienen una funcidn
suficiente para una digestion normal. Incluso en neonatos prematuros, el
aumento de la tripsina inmunorreactiva sérica refleja ya la anémala
funcion pancreatica, siendo como se apuntara la base del cribado

neonatal.

Estructura CFTR.

La proteina esta conformada por dos dominios transmembranales
(MSD1 y MSDZ2), con seis subdominios transmembranales (TM), dos
dominios enlazadores de nucleotidos (NBD1 y NBDZ2), un dominio
regulador R. Se encuentra mayormente embebida en la membrana, que
provee al canal o poro de intercambio de iones Cl- a través de ella.
(Morales, 1999) Cada MSD esta conformado por 6 hélices
transmembranales (Foskett, 1998) y, aparte de los “giros” que intervienen
entre las hélices TM 1 y 2 en el MSD1 y entre 7 y 8 en la posicidon
correspondiente en el MSD2, poca mas estructura de CFTR se presenta

expuesta en la superficie exofacial de la membrana celular (Kopito, 1999).

Funcion CFTR.

La CFTR funciona como un canal de CI- de baja conductancia
regulado por AMPc y que es independiente del voltaje. Se requiere de la
fosforilacion mediante Protein Kinasa A (PKA) dependiente de AMPc y de
la union o hidrélisis de ATP para que el canal se active. La fosforilacion
ocurre en el Domino R (RD) y la hidrdlisis en uno o ambos NBD's (Morales,

1999). Las fracciones TM6 y TM12 del MSD1 forman el poro del canal y la
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TM6 forma una parte crucial en la determinacion de sus propiedades
permeables al actuar como un filtro selectivo, (Gupta, 2003) dandole al
CFTR una ventaja enorme en comparacion con el resto de los canales

idnicos que suelen ser menos selectivos.

Tabla 3. Funciones de la proteina CFTR (Ratjen, 2003; Rommens, 1989;
Navarro, 2002; Molina, 2002; Mckone, 2003; Gibson, 2003).

Equilibrio del agua

Mecanismo de defensa

Propledadas de ligazén de Pseudornona asruginosa
Acclon sobre canales de ENaC*

Accién sobre la rectificacion de canales de cloro
Accién sobre los canales de polasio

Accién sobre canales de bicarbonalo

Accién sobre canales de acuaporina

Aclivacion de las (3-defensinas humanas-1

* ENaC: Canales de Sodio Sensibles

Regulacion de la Actividad del CFTR.

El CFTR es regulado por cinasas y fosfatasas y por nucleétidos de
Adenina, Mg2+ y fosfato inorganico (Pi). La cinética de la apertura y cierre
es caracteristicamente lenta con largas aperturas (60-200 ms) y cierres
independientes de voltaje (100-400 ms). La caracteristica mas inusual de la
regulacion del CFTR es su dependencia de la hidrdlisis de ATP. Con cada
ciclo de hidrdlisis, el canal normalmente emplea el 50% del tiempo
conduciendo CI-. Se ha especulado que la sensibilidad al ATP puede
facultar al CFTR a determinar el estado metabdlico de la célula y regular su

actividad de acuerdo a ello. (Foskett, 1998)
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1.4. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA FIBROSIS QUISTICA

La produccién de una proteina no funcional causada por mutacion
se traduce en diversas formas clinicas que dependen de la severidad del

déficit que exprese la mutacion:

- Formas severas: sintomas malabsortivos y respiratorios cronicos de
iniciacion precoz.
- Formas atipicas o monosintomaticas:

e esterilidad masculina

e sindromes por pérdidas excesivas de sales a través del sudor

e poliposis nasal y sinusitis.

En ambos casos las alteraciones clinicas estan causadas por
alteracion en la viscosidad de las secreciones exocrinas, dificiles de
eliminar, acumulandose en los conductos excretores, que producen un
amplio abanico de sintomas. Las manifestaciones clinicas se pueden

resumir en la siguiente tabla:

Tabla 4. Manifestaciones clinicas producidas en las alteraciones del gen

regulador de conductancia transmembranal de la FQ.

Defecto basico

I

Disfuncion glandular exocrina |

Secrecion mucosa anormal y obstruccion

l

|

. Intestino Conductos Conductos Sisiema
B
b b delzado pancreaticos Biliares reproducior
l I I I |
= 2 Degeneracion Fibrosis ¥ Tapon de
Obsixruccion Meconio . 1:
Secundaria biliar focal s
bronguial condensado e del % moco cervical
A L N Anomalia
[ [ pan::mas com:nlecmnw cond. Welf
Neumonias Obsiruccion Agquilia Cirrosis :
cronicas Intestinal Pancreatica bhiliar - s
¥ Fertilidad
Enfisema del Sindrome de . reducida
obhsiructive recién mala Hiperiensién M =95% de
generalizado nacido ahsorcion porial esterilidad
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Y concretando por sistemas:

1.4.1. Manifestaciones clinicas sistema respiratorio

La enfermedad fibroquistica del pulmon, esta caracterizada por la
obstruccidn causada por secreciones espesas de las vias aéreas,
acompanada de Ila infeccion bacteriana cronica y una respuesta
inflamatoria excesiva, que son las responsables de la mayor parte de la
morbilidad y mortalidad (Rojo, 2007).

La infeccion endobronquial mas frecuente es la producida por la
bacteria Pseudomona aeruginosay se caracteriza por su multirresistencia a
los antimicrobianos y se asocia a un gran deterioro pulmonar y muerte. A
los 17 anos, cerca del 70 % de los afectados presentan esta bacteria en sus

cultivos de esputo (Ferkol, 2006).

La infeccion y colonizacién de las vias respiratorias por Pseudomona
aeruginosa se ha relacionado con las exacerbaciones de la enfermedad
pulmonar y con el deterioro progresivo de la funcién pulmonar (Couriel,
2002).

1.4.2. Manifestaciones nutricionales

La afectacion del estado nutricional esta provocada, entre otros
factores, por un incremento de las infecciones, los problemas pulmonares,
el mal funcionamiento pancreatico y fallos en la eliminacion de las enzimas
pancreaticas al tubo digestivo y el defecto basico de la enfermedad que a
su vez provoca un aumento del gasto energético, un crecimiento de las
pérdidas y aumento de los requerimientos. El déficit energético también
resulta del incremento en el consumo de oxigeno y del gasto energético en
reposo, esto contribuye a empeorar la enfermedad pulmonar, lo que hace
mas dificil la recuperacion de las exacerbaciones (Escribano, 2000).
Pencharz (1984) demostré que los pacientes con FQ presentan un

aumento del gasto energético entre 25 y 80 % superior que los pacientes
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sanos por la hipertermia, expectoracion, tos y el esfuerzo respiratorio que

conlleva la enfermedad.

Los trastornos digestivos observados en los pacientes son
consecuencia de la insuficiencia pancreatica exocrina que se correlaciona
particularmente con la mutacion AF508, que determina la forma clinica
severa (Navarro, 2002). Para que no se afecte el estado nutricional de estos
pacientes, es necesaria una nutricion apropiada. Los pacientes con FQ
deben tener un adecuado manejo nutricional, con un ajuste apropiado de
acuerdo con la edad, sexo, estado fisiologico y momento evolutivo, y a las
recomendaciones propias para la enfermedad, ademas, de enzimas
pancreaticas suplementarias y suministros de vitaminas liposolubles, lo que

garantiza mantener y mejorar el crecimiento y desarrollo (Aida, 2005).

La anorexia, a menudo relacionada con las infecciones respiratorias
se refleja en que suelen ingerir menos del 80 % de la energia requerida, lo
que se convierte en factor esencial de malnutricion, la cual a su vez, agrava
la funcion respiratoria y facilita la sobreinfeccién (Escribano, 2000). En una
situacion de malnutricion aguda inicialmente se detiene la ganancia
ponderal y se mantiene la velocidad de crecimiento, asi, en algunas series
de enfermos, alrededor de la tercera parte de los pacientes se ubicé por
debajo del percentil 10, en la relacion P/E, por tanto, se clasific6 como bajo
peso. Este indicador se asocia a una inadecuada ingesta caldrica. Diversos
estudios han mostrado que alrededor del 50 % de los pacientes con FQ,
estan situados por debajo del percentil 10 de peso y talla para la edad
(Morrison, 1997). Esto es debido a que muchos pacientes con FQ no
tienen apetito durante la enfermedad, aunque estén estabilizados y libres
de infeccibn pulmonar, pueden presentar problemas emocionales y
trastornos de la conducta, pérdidas energéticas por las heces que reflejan
el grado de insuficiencia pancreatica y problemas intestinales que, ademas,
de aumentar el desaprovechamiento de los alimentos, pueden originar
dolor abdominal que contribuyen a disminuir el apetito. La alteracién en
los habitos alimenticios por falta de apetito junto a la mala absorcion

intestinal, favorece la pérdida de peso, y provoca un balance energético
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negativo (Asociacion Argentina Lucha FQ Pancreas, 2006). La reduccion
de las areas de musculo y grasa del brazo se han observado también como

muestras de desnutricion aguda (Navarro, 2002).

La evaluacion de los indicadores bioquimicos no refleja en muchos
casos el estado real, y da sensacion de un estado nutricional adecuado en
relaciéon con las proteinas totales y la albumina sérica. Este indicador se
evalué una vez al anno en alguna de las consultas de estos pacientes. La
proteina total sérica es un indicador poco sensible del estado proteico
visceral, sus niveles disminuyen solo cuando se manifiesta la malnutricién
proteica. La hipoalbuminemia es un indicador que refleja estrés fisiologico
importante, observandose en un grupo de pacientes de 10-14 anos de
edad (Gibson, 1990), que mantuvo una ingesta deficiente en cuanto a
energia, proteinas y grasas, clasificandose con desnutricion aguda, debido
a las infecciones recurrentes y el gasto energético que conlleva la
enfermedad. Una disminucion en los niveles séricos de albumina,
generalmente, indica una disminucion de la sintesis hepatica, causada por
una limitacion en el aporte de sustratos durante el ayuno o en estados
catabdlicos; como también en enfermedades gastrointestinales e
infecciones, en este caso no habia alteraciones hepatica, pero si la
enfermedad de base que ocasiona trastornos gastrointestinales, que
puede provocar esta disminucion en los valores de albumina. No se

observo anemia en ningun paciente estudiado.

La FQ es una enfermedad multiorganica que afecta al pancreas,
tanto exocrino como endocrino. La diabetes mellitus relacionada con FQ
se debe a una disminucién en la secrecion de la insulina secundaria por la
insuficiencia pancreatica. La alteracion de la funcidn endocrina del
pancreas es una manifestacion tardia en el proceso de la enfermedad. La
prevalencia de DM es 100 veces mas elevada en los pacientes con FQ, y
solo en aquellos con insuficiencia exocrina pancreatica asociada y
preferentemente en los pacientes portadores de la mutacién AF508
(Stewart, 1997).
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1.4.3. Manifestaciones en Ios electrolitos

La fibrosis quistica se presenta en épocas muy calurosas o en estados
de hipertermia. En esta situacion, las pérdidas electroliticas llevan a una
situacion de shock en el que el paciente presenta una deshidratacion
hiponatrémica grave, temperatura corporal alta y signos de colapso
cardiovascular o bien una depleciéon crénica de electrolitos dando lugar al
sindrome de Pseudo-Bartter. El tratamiento consiste en reposicion de
fluidos y correccion del déficit de electrélitos con altos aportes de sodio,
cloro y potasio para corregir la alcalosis. Es necesario prevenir esta
complicacion mediante la suplementacion con NaCl (22 mEgq/kg/dia)

utilizando sal de mesa comun, suero de rehidratacion oral, etc.

Ademas, en los pacientes con FQ existe una pérdida aumentada de
cloro y sodio por el sudor, secundario a la alteracion de la CFTR a nivel de
las glandulas sudoriparas, pérdidas gastrointestinales y en el aparato
respiratorio, que condicionan un estado de hiponatremia, hipocloremia y
alcalosis metabdlica, originando los denominados sindromes pierde sal.
Asi, una de las formas clinicas de presentacion de la FQ en lactantes y
ninos pequenos, es la deshidratacion hiponatrémica e hipoclorémica. En
adultos, es mas frecuente el denominado golpe de calor, que vinculados
con el acceso a un diagnostico precoz e implementacion inmediata de un

tratamiento apropiado.

Se ha postulado que el genotipo determina la cantidad de proteina
funcionante. Asi, se senala que para que el pancreas se afecte debe haber
menos del 1% de CFTR normal, mientras que las glandulas sudoriparas se
afectan con menos del 5%, existe clinica pulmonar con menos del 4,5% y

ausencia congénita de vasos deferentes con menos del 10% (Chu, 1993).

En esta ultima situacion se encontraria el caso de la mutacion IVS8-
6(5T) (localizada en el intron 8, mutacion de splicing), también conocida
como alelo 5T (Kerem, 1997; Chillébn, 1995) cuya presencia en los varones
se asocia con frecuencia a una agenesia congénita de los vasos deferentes

(CBAVD) y a poca o ninguna manifestacion pulmonar o digestiva, aunque
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parecen implicados otros factores genéticos no conocidos. EI mecanismo
molecular por el que ocurre este fendbmeno no esta completamente
dilucidado. Parece que esta mutacion permitiria la existencia de,
aproximadamente, un 10% de proteina activa, cantidad que seria
suficiente para el normal funcionamiento del tejido pulmonar o digestivo,
pero no asi del aparato genital masculino. La presencia de esta mutacion
en ambos cromosomas nho se considera diagnoéstica de FQ, pero la
asociacion de un alelo 5T con una mutaciéon reconocida como causante de

enfermedad si es diagnostica (Rosenstein, 1998).

Un caso similar ocurre con la mutacion R117H (mutacién leve
relacionada con edad tardia de inicio de los sintomas, suficiencia
pancreatica y concentraciones bajas de cloro en el sudor), que
acompanada de la mutacion 5T en el mismo cromosoma se asocia a
enfermedad, aunque ninguna de las dos, de manera aislada, puede

considerarse mutacion de FQ.

1.5. DIAGNOSTICO DE LA FIBROSIS QUISTICA

Los criterios diagnosticos de la enfermedad son el de la presencia de
1 o mas de los sintomas anteriores, junto con historia familiar, o el cribado
neonatal positivo. Para la confirmacion del diagnéstico las pruebas
complementarias son las de funcion pulmonar, funcion pancreatica, test
del sudor positivo al menos en dos ocasiones con valores > 60 mEq/I (90%
de los pacientes). Pero el diagndstico definitivo es el genético de los dos
alelos mutados, con las restricciones anotadas debidas a la gran cantidad
de mutaciones. Las manifestaciones clinicas mas relevantes se producen a
nivel respiratorio y digestivo, siendo las respiratorias las relacionadas
principalmente con Ila mortalidad. Aunque los sintomas suelen
manifestarse en la infancia, su amplia variabilidad clinica puede demorar el

diagnéstico hasta la edad adulta.
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El diagnéstico de FQ es fundamentalmente clinico, confirmado por

técnicas diagndsticas en centros con experiencia en FQ.
1.5.1. Diagnéstico bioquimico

- Albumina meconial y lactasa. El contenido de albumina en el
meconio de los neonatos con FQ es elevada con respecto a los
neonatos no afectados por Ila enfermedad. ElI poder de
discriminacion de la prueba del meconio es pobre, con un
porcentaje elevado de falsos positivos y falsos negativos.

- Enzimas del liquido amniético. En la década de los ochenta del
siglo XX, era el método elegido para el diagnoéstico prenatal de FQ.
Actualmente este método ha sido desbancado por los diagnosticos
genéticos.

- El “Test del sudor” sigue siendo el método diagnéstico
principal de la FQ. El test del sudor continua siendo el patron oro. La
constatacion, en dos muestras de sudor, de concentraciones de
CI>60 mmol/lI confirma el diagnéstico de FQ. Salvo raras
excepciones, el diagnoéstico se puede excluir con niveles de Cl < 30
mmol/I. Las concentraciones de Cloro en sudor entre 30-59 mmol/I
son consideradas como dudosas, recomendandose la realizacion de
un estudio genético mediante un kit comercial que contenga el
panel de las mutaciones mas frecuentes de FQ en la poblacion de

origen.

Falsos negativos (Barrio Gomez de Aguiero, 2009)

- error técnica, edema zona estimulada

- hipoproteinemia, RN de pocos dias de vida
Falsos positivos

- pseudohipoaldosteronismo congénito (con hiperpotasemia)

- insuficiencia suprarrenal, hipotiroidismo
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- malnutricidbn mixta, sd nefritico, retraso crecimiento
psicosocial

- diabetes insipida nefrogénica, anorexia nerviosa

- glucogenosis tipo I, fucosidosis, déficit Glucosa 6P-DH

- Klinefelter, sindrome de Mauriac, Down

- colestasis familiar, displasia ectodérmica, disautonomia
familiar

- PG mucho tiempo

- hipogammaglobulinemia, ID adquiridas

- dermatitis atopica

Un resultado positivo del cribado (TIR elevado y 2 mutaciones) debe
confirmarse mediante el test del sudor. Las células secretoras de las
glandulas sudoriparas de los individuos sanos producen una secrecion
isotonica que en su curso por el conducto excretor, impermeable al agua,
se va haciendo mas hipotdnica. La secrecidon de las glandulas sudoriparas
de pacientes con FQ es isosmolar, igual que en los sujetos sanos, pero en
pacientes con FQ la secrecion es mas escasa y la impermeabilidad del
conducto excretor al ion cloro hace que su concentracion aumente en el

sudor.

En el test del sudor se estimula la produccidn de sudor por
iontoforesis (método terapéutico de introduccion del farmaco en los
tejidos por medio de corrientes eléctricas) con pilocarpina y se recoge en
un colector (Macroduct) o en otro soporte para su procesamiento. De
momento ni la conductividad del sudor ni su osmolalidad deberan usarse

para diagnosticar la FQ, aunque en un futuro podrian aceptarse.

Para garantizar una buena muestra de sudor se recomienda que el
RN tenga al menos 2 semanas de vida y un peso superior a los 2 kg. El
Clinical and Laboratory Standards Institute de los EEUU (2011) permite
realizar un test del sudor a partir de las 48 horas de vida. Valores: i) Normal
<40 mmol/l;) Borderline 40-60 mmol/l;) Patologico >60 mmol/l. Dos

resultados positivos confirman el diagnéstico.
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1.5.2. Diagnéstico genético

El diagndstico genético se inicia a partir del trabajo colaborativo de
Tsui y Collins (1989) que permitié la identificacion y deteccion de la
delecion de los 3 pares de bases entre los 250.000 que forman el gen
(Riordan, 1989; Telleria, 2002). El hecho de esa delecion de los 3 pares de
bases (TTT, en el exéon 1.501-1.681) hace que la CFTR carezca de
fenilalanina en posicion 508; con esta proteina de membrana anémala no
habra transporte del CI- ni de su contraién y, en consecuencia, el moco ho
estara hidratado suficientemente, desencadenandose las manifestaciones
de esta grave enfermedad. Es la mutacion mas frecuente: en la poblacion
blanca aproximadamente el 50% de los pacientes afectos de FQ son
homocigotos para esta mutacion, habiéndose obtenido un 70% de
frecuencia en cromosomas de fibrosis quistica, pero existen otras
mutaciones. Esta variabilidad ha hecho que técnicas recientes de genética
molecular, como el estudio de fragmentos de restriccidon, vayan cediendo
el paso a otras, que utilizan la posibilidad de transformar cualquier
alteracion en la secuencia del ADN en un sitio de reconocimiento alelo
especifico para la enzima de restriccion (PCR-site-mutagénesis, PSM). El
hecho real es que cada vez se descubren mas familias “no informativas”,
por otras mutaciones (30%) y que no presentan otro diagnostico que el

clinico.

Sin embargo, dado el gran numero de mutaciones, y segun el
European Concerted Action on Cystic Fibrosis (Dequeker, 2000) se
deberian identificar un minimo de 80% de las mutaciones de la poblaciéon
estudiada en el cribado para disminuir los falso negativos. A la fecha el
Consorcio Internacional de Fibrosis Quistica ha reportado mas de 1,300
mutaciones diferentes y alrededor de 200 polimorfismos en el gen CFTR.
Su distribucion en el gen no parece ser al azar, ya que se ha detectado una

alta frecuencia de mutaciones en ciertos exones como el 4,7, 11, 17b y 20.
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Figura 6. Mutaciones gen CFRT (Cystic Fibrosis Genetic Analysis

Consortium; 2012).

1.6. CRIBADO NEONATAL

La FQ es una de las enfermedades raras para las que existe la
posibilidad de realizar un cribado neonatal con el que poder detectarla
precozmente e iniciar un seguimiento estrecho del nifio, con el objetivo de
retrasar, o disminuir, el impacto negativo que supone un diagnostico

clinico tardio en Ia evolucion de la misma.

Se ha demostrado la importancia de un diagnostico temprano para
un tratamiento precoz y un correspondiente descenso de la morbi-
mortalidad. De lo que se deduce la importancia del cribado neonatal de
dicha patologia. Aunque la FQ carece de un tratamiento curativo, a lo
largo de los ultimos anos se ha producido un incremento significativo en la
mediana de supervivencia y en la calidad de vida de estos pacientes, ligado

al tratamiento integral en Unidades de FQ y al desarrollo de terapias
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especificas como las enzimas pancreaticas acido-resistentes, antibioterapia
antipseudomonas, disefno de farmacos para uso inhalatorio, trasplante

pulmonar y hepatico y un correcto seguimiento y tratamiento nutricional.

Hace ya mas de 25 anos, diferentes paises iniciaron la realizacion de
un cribado neonatal para el diagnéstico precoz de la enfermedad,
basandose en la determinacion, en la primera semana de vida, de tripsina
inmunorreactiva (TIR) en sangre seca de talon recogida mediante filtro,
debido a su nivel aumentado en los pacientes con FQ, probablemente en
relaciéon a la obstruccidon de los conductos pancreaticos (Paz-Valinas, 2004;
AECNE, 2008; Serra, 2000; Mérelle, 2008).

Desde entonces, distintos estudios han demostrado que los nifos
diagnosticados por cribado presentan mejores parametros nutricionales y
respiratorios y un mejor desarrollo intelectual que los diagnhosticados tras
presentar manifestaciones clinicas (Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium (CFGAC), 2007 Database; Castellany, 2010; Castellany, 2009;
Gartner, 2010).

Esta inclusion de la fibrosis quistica ha tenido toda una serie de
altibajos, asi, en 1998, una editorial BMJ subtitulaba: "No hay evidencia de
ningun beneficio” (Wald, 1998), lo que fue recibido con una rafaga de
cartas de indignacion (Dodge, 1998; Farrell, 1998). Posteriormente, una
revision sistematica Cochrane (Mérelle, 2001) analizé6 dos ensayos que
involucraron a mas de un millon de bebés, y favorecio la progresiva
implantaciéon del cribado. En 2004 se publican las recomendaciones del
Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, 2004;
Grosse, 2004) que recomienda el cribado para todos los estados,
ampliandose progresivamente desde entonces, siendo el ultimo estado

Texas en asumirlo (Cystic Fibrosis Foundation,2007).

1.6.1. Ventajas cribado neonatal fibrosis quistica

- Descenso de la colonizacién crénica por microorganismos potencialmente

patégenos (fundamentalmente Pseudomonas aeruginosay.
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- Mejoria de la funcion pulmonar (menor deterioro del FEV1). La funcién
pulmonar se utiliza a menudo como predictor de mortalidad.
Lamentablemente, el estudio Wisconsin no encontré diferencias en el
FEV1 a las 7 - 8 anos, y ninguna diferencia en términos cuantitativos
radiografia de torax (Farrell, 2003). Analisis posteriores han mostrado que
el grupo de ninos con diagnoéstico posterior tuvo peores puntuaciones en
la radiografia de torax inicial, aunque con el tiempo no hubo diferencias
entre los dos grupos, hasta que los efectos de P. aeruginosa sobrevinieron,
siendo peores en el grupo cribado a los 10 anos (Farrell, 2005). Otro
estudio compard la funcion pulmonar de ninos menores de 24 meses con
fibrosis quistica, detectados por cribado con aquellos que lo habian sido
por clinica, observandose que los flujos espiratorios forzados (Vmax FRC)
fueron de 229 ml/seg en los del grupo cribado y de 104 mi/seg en los del
grupo de clinica, la resistencia de la via aérea evaluada por pletismografia
fue de 0,71 (cribado) y 1,70 (clinica) (D Alessandro, 2005). Un estudio
australiano demostro significativamente mejor resultado en funcion
pulmoén en los ninos cribados hasta 15 anos de edad, en comparacién con
los no cribados (McKay, 2005).

- Mejoria del estado nutricional (peso y talla), muy ligado a la supervivencia
y al progreso de la enfermedad pulmonar. Una mejor nutricion fue el
resultado en el ensayo Wisconsin, en ninos diagnosticados por cribado que
tienen significativamente mayor altura, peso y percentiles del perimetro
craneal (Farrell, 1997). Los resultados muestran que la desnutricion severa
persiste después de retraso en el diagnostico de la FQ y de puesta al dia
puede no ser posible. Lliegamos a la conclusion que el diagnostico precoz
de la FQ mediante el cribado neonatal combinada con la terapia
nutricional agresivo puede resultar en mejorado significativamente el
estado nutricional a largo término. (Farrell, 2001). El desarrollo y estado de
la nutricion adecuada en los pacientes con fibrosis quistica (FQ) es un
aspecto decisivo en el tratamiento de la enfermedad e influye de manera
particular y favorablemente en el curso de la enfermedad; asi como en la

calidad de vida. Sin embargo, a lo largo de la evolucién, diversos factores
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entre los que se incluyen la insuficiencia pancreatica exocrina, la
enfermedad pulmonar croénica y la anorexia que acompana a la infeccion,
pueden ser negativo en el balance de la energia, lo que desencadena
desnutricién en el paciente. Incluso, circunstancias biologicas propias de la
edad, como la aceleracion puberal del crecimiento, pueden acentuar el
deterioro nutricional en un momento evolutivo en el que ademas, suelen
debutar otras complicaciones como la diabetes. (Martinez, 2005; Murray,
1999).

Estos cuadros de pérdida brusca de peso se acompanan de una
deplecion en las reservas proteicas, por ser una de las primeras que se
pierde y también en las reservas energéticas, debido a una ingesta
dietética inadecuada, deficiente en proteina y grasas, y al aumento del
requerimiento de energia debido a las reagudizaciones respiratorias que
conlleva la enfermedad y a la presencia de la insuficiencia pancreatica que
presentan estos pacientes, donde se observdé un deterioro nutricional.

(Navarro HM, 2002).

La FQ es una enfermedad multiorganica que afecta el pancreas,
tanto exocrino como endocrino. La diabetes mellitus relacionada con FQ
se debe a una disminucion en la secrecion de la insulina secundaria por la
insuficiencia pancreatica. La alteracion de la funcidn endocrina del
pancreas es una manifestacion tardia en el proceso de la enfermedad. En
todos los pacientes estudiados los niveles de glucemia tuvieron valores
normales. Hay que destacar que la prevalencia de DM es 100 veces mas
elevada en los pacientes con FQ, y solo en aquellos con insuficiencia
exocrina pancreatica asociada y preferentemente en los pacientes
portadores de la mutacion AF508, que constituye la mayoria de los

pacientes del estudio.(Stewart, 1997; Rosenecker,1995).

La enfermedad fibroquistica del pulmoén, esta caracterizada por la
obstruccién por secreciones espesas de las vias aéreas, la infeccion
bacteriana cronica y una respuesta inflamatoria excesiva, son la

responsable de la mayor parte de la morbilidad y mortalidad (RojoM,2007).
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La infeccion endobronquial mas frecuente fue la producida por la
bacteria Pseudomona aeruginosay se caracteriza por su multirresistencia a
los antimicrobianos y se asocia a un gran deterioro pulmonar y muerte. A
los 17 anos, cerca del 70 % de los afectados presentan esta bacteria en sus

cultivos de esputo (Ferkol, 2006).

La infeccion y colonizacién de las vias respiratorias por Pseudomona
aeruginosa se ha relacionado con las exacerbaciones de la enfermedad
pulmonar y con el deterioro progresivo de la funcién pulmonar (Couriel,
2002).

El déficit energético también resulta del incremento en el consumo
de oxigeno y del gasto energético en reposo, esto contribuye a empeorar
la enfermedad pulmonar, lo que hace mas dificil la recuperacién de las
exacerbaciones (Escribano, 2000). Pencharz (1984) demostré que los
pacientes con FQ presentan un aumento del gasto energético entre 25 y
80 % superior que los pacientes sanos por la hipertermia, expectoracion,

tos y el esfuerzo respiratorio que conlleva la enfermedad.

Los trastornos digestivos observados en los pacientes son
consecuencia de la insuficiencia pancreatica exocrina que se correlaciona
particularmente con la mutacion AF508, que determina la forma clinica

severa. (Navarro, 2002).

- Mejoria del desarrollo cognitivo del nifo.

- Disminucién del numero de hospitalizaciones (Accurso, 2005; Chatfield,
1991; Dankert-Roelse, 2005).

- Disminuciéon de la mortalidad debido al mejor prondstico actual y a la
menor mortalidad en la nifiez (Dodge, 2007), aunque esto ha sido dificil de
evaluar y demostrar, en analisis en EEUU mediante los datos del registro
de FQ de 1986-2000 encontraron que los pacientes diagnosticados por

sintomas o ileo meconial en lugar de por cribado tenian un riesgo
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significativamente mayor de acortar surpervivencia (Lai, 2005). Una
revision reciente de los datos en EEUU comparando nifos cribados con los
que no lo fueron, encontré una modesta disminucion de alrededor del 2%

en el riesgo de mortalidad (Grosse, 20006).

- Pretratamiento sintomatico: las complicaciones son mucho menos
comunes con el tratamiento adecuado en bebés cribados, por ejemplo, el
9% de los bebés diagnosticados por sintomas clinicos tenian desequilibrio
electrolitico o edema en comparacion al 3% de bebés cribados (Accurso,
2005).

- Mayor confianza en la profesion médica: no hay duda de que los padres
cuyos nifnos han sido diagnosticados tardiamente, tienen un desconfianza
innata de los médicos y de trabajadores de la salud. Sobre todo cuando los
padres ven anormalidades en sus hijos y son tratados como padres
neuraoticos, asi que no es sorprendente que el diagnhdstico tardio se asocia
con mayor ansiedad de los padres (Al-Jader, 1990), ingresos hospitalarios
repetidos y un mal control de sintomas (Castellani, 2003). Un estudio
holandés mostré que un corto periodo pre-diagnéstico (definido como el
de confirmacion de diagndstico de FQ de menos 3 meses) se asocio con
menos sentimientos negativos de los padres, y aumento de la confianza en
la profesion médica en comparacién con los diagnhosticados después de 3
meses (Mérelle, 2003).

- Consecuencias psicolégicas padres: existen datos que sugieren que el
cribado tiene el mayor potencial para reducir a largo plazo consecuencias

psicoldgicas adversas que un retraso diagnostico (Wilfond, 2005).

- Otros beneficios:

- Posibilidad de realizar planificacion familiar precoz una vez diagnosticada
la enfermedad en el primer hijo. Son conocidas las limitaciones del estudio
de las mutaciones de FQ por su gran numero. Pero éste analisis es
fundamental y es recomendado en todo paciente con FQ. A pesar de las

deficiencias metodoldgicas, se reconoce la utilidad del diagnodstico
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molecular para el consejo genético como unico método capaz de
establecer si otros miembros de la familia son portadores (\Wheeler, 2001;
Ciske, 2001).

- Permitir el estudio de portadores en familiares de riesgo. Se ha
demostrado que da lugar a malentendidos y respuestas emocionales
negativas de los padres. Los estudios han demostrado que incluso 1 afo
mas tarde, algunos padres creian que su nifo tenia FQ o aun podria
desarrollarla. Algunos padres también creen que su hijo "No es normal” y
podria llegar a ser enfermo como resultado de ser portador. Este es un
asunto complicado, ya que aunque los portadores de FQ tienden a estar en
perfecto estado de salud, los datos muestran un grupo de portadores de
fibrosis quistica con bronquiectasias idiopaticas, infeccibn micobacteriana
pulmonares no tuberculosa, rinosinusitis cronica idiopatica y pancreatitis
cronica (Ziedalski, 2006; Wang, 2005; Weiss, 2005). Los padres no
entienden la informacién consejo genético”) comprension de los padres
puede ser evaluada rutinariamente inmediatamente después y varios
meses después del consejo genético. En el futuro, profesionales del cribado
de FQ deben dar seguimiento a esta estrategia mediante la creacion de
soluciones y herramientas que se ocupan de estas areas problematicas que
empiezan con los elementos con mayor puntuaciéon y difundir
ampliamente las posibles soluciones (Campbell, 2005).

- Beneficios psicosociales: mejoria de la calidad de vida de los cuidadores,
disminucion de la ansiedad familiar y de la carga asistencial, ligada al fallo

de medro o a los problemas respiratorios recurrentes del nifo.

Estos beneficios, sumados a las experiencias exitosas en otras
comunidades, han hecho que su implantacion haya sido continua, asi en el
ano 2012, en Espana la cobertura por comunidades esta como se muestra
en la figura siguiente, habiéndose implantado en dicho arno el cribado

neonatal en la Comunidad Valenciana.
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I comunidades con cribado neonatal en FQ
- Comunidades sin cribado neonatal en FQ
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Figura 7. Cobertura del Cribado Neonatal de Fibrosis Quistica en Espaha

en el afo 2012.

1.6.2. Estrategias cribado neonatal fibrosis quistica

Las estrategias para la deteccidon neonatal de la fibrosis quistica han ido

evolucionando, asi:

- 1960: deteccion de la albumina en el meconio: poca sensibilidad y
especificidad.

- 1979: se demostro que la concentracion de tripsinogeno
inmunorreactivo (TIR) estaba aumentado en las muestras de sangre
de recién nacidos que padecian fibrosis quistica (Crossley, 1979), A
partir de ese momento, el primer programa midiendo TIR en sangre

en papel se instauré en Nueva Zelanda en 1979 (Crossley, 1979)

Los neonatos con fibrosis quistica tienen aumentada Ia
concentracion de tripsina inmunorreactiva (TIR) en la sangre, incluso en los

casos de insuficiencia pancreatica, ello es debido a fibrosis pancreatica de
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los pacientes con FQ incluso en el periodo intrauterino, lo cual produce
reflujo de enzimas pancreaticas dentro de la circulaciéon. Desde 1979,
cuando Crossley y cols. observaron que los ninos con FQ presentaban
niveles elevados de Tripsina Inmunorreactiva (TIR) en sangre de cordon,
se considerd factible la realizacion del cribado neonatal masivo de FQ a

través de esta determinacion.

La TIR es una familia de moléculas producida por el pancreas
exocrino y esta constituida por tripsina y distintas formas de tripsinégeno
indistinguibles desde el punto de vista inmunolégico, de las cuales en
condiciones normales, menos del 0,1% de la produccién diaria alcanza la
circulacion siendo la principal via de eliminacion el rinén. Una vez en la
circulacion la tripsina se encuentra unida a o1-antitripsina (15 %) y a y2-
macroglobulina (85 no siendo posible encontrarla en su estado libre a

consecuencia de la actividad antiproteasica del suero.

Si bien la TIR se encuentra aumentada en individuos con FQ,
también se ha observado un incremento de TIR en individuos normales
con inmadurez del sistema ductal, en portadores de FQ (66%) y en
neonatos con otras patologias como: trisomias del 13, 18 y 21, infecciones
congénitas (citomegalovirus y otras subclinicas), insuficiencia renal,
perfusion pancreatica deficiente y atresia intestinal. Por otro lado se ha
descrito que el estrés perinatal puede ser responsable hasta del 25% de los

casos positivos.

El cribado de FQ a través de los niveles de TIR es una herramienta util
para identificar niflos afectos. La aplicacion de esta técnica junto con la
identificacion de ninos con ileo meconial, permite la identificacion
temprana en ninos menores de dos meses de edad, con una incidencia
esperada a la de la enfermedad (Hammond, 1991; Steinberg, 1960;
Kramm,1962).

Las concentraciones de TIR pueden no estar elevadas en ninos con ileo
meconial, confirmando que estos niveles en niRos que presentan este

transtorno (Hammond, 1991; Rock,1990; Duhamel, 1984).
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Habitualmente el aumento en el recién nacido es debido a FQ, y
expresa la obstruccion de los conductos pancreaticos con reflujo de Ila
tripsina a la sangre. Los valores de TIR se normalizan cuando se produce la

destruccion de los acinos, habitualmente hacia los 6 meses.

Actualmente el cribado neonatal de la FQ se basa en el estudio de
TIR, que se cuantifica en la misma muestra de sangre obtenida por puncion
en el taléon, que se recoge en el papel de filtro para el cribado
endocrinometabdlico neonatal a las 48 horas de vida. Aproximadamente
el 0,5% de los RN tienen unos niveles de TIR por encima del valor de corte,
pero menos del 10% de ellos tendra la enfermedad. Para cuantificar TIR se

utilizan métodos basados en el inmunoensayo.

Existe un punto critico, que es el establecimiento del punto de corte
en primera muestra, para lo cual cada laboratorio debe establecer sus
propios puntos de corte, teniendo en cuenta que la concentracion de TIR
es dependiente de la edad del recién nacido, disminuyendo notablemente

a partir de los 20-21 dias de vida.

Los valores del TIR disminuyen pasadas las primeras semanas de vida
por lo que se debe tener muy en cuenta la edad del paciente, tanto que se

recomienda utilizar valores de corte especificos para cada edad.

Por el contrario, la TIR en muestras muy precoces y en RN con ileo
meconial con FQ puede ser negativo, y por el contrario podria elevarse en
RN prematuros, con asfixia perinatal o de etnia negra sin FQ. Hay un
aumento significativo, doble riesgo de TIR elevado, entre los RN
afroamericanos y entre los norteafricanos residentes en Europa en relacion
con la poblacién general a pesar de una significativa menor incidencia de

FQ entre ellos (1/17.000), lo que podria tener una base genética comun.

La influencia étnica en el nivel de TIR ha sido estudiada previamente
(Gregg, 1997), mostrando una sobrerrepresentacion de los
afroamericanos en los bebés recién nacidos cribados positivos (10% de la

poblacion general, llegando a 28% en los positivos) a pesar de la menor
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incidencia de fibrosis quistica en esta poblacion. Este hallazgo es muy
similar a otros estudios, donde el porcentaje de los ninos del norte de
Africa aumenté de 25% en la poblacion general al 40% en resultados
positivos, sin FQ. Variaciones étnicas de los valores de referencia son un

fenémeno bioldgico descrito recientemente.

Varios estudios proponen determinar parametros étnicos para la
interpretacion de estos resultados tales como la testosterona (Heald,
2003), la proteina C reactiva (Anand, 2004), el factor de von Willebrand
(Sukhu, 2003), el antigeno prostatico especifico (He, 2004) o lipoproteina
en plasma (Watson, 2003), pero hasta la fecha no se han publicado
parametros neonatales biologicos. También existen variaciones étnicas en

el peso al nacimiento (Alshimmiri, 2003; Madan, 2002).

El intervalo de referencia de TIR puede variar segun el origen étnico
de los recién nacidos. Los recién nacidos de familias del Norte de Africa
tienen valores mas altos de TIR y la mayoria de los recién nacidos cribados
positivos en esta poblacidon podria ser considerada como "falsos positivos”
(Cheillan, 2005).

Asi, en el cribado neonatal de la FQ llevado a cabo en Francia, en la
region Rédano-Alpes desde octubre de 2002 mediante una estrategia de
tres etapas (TIR / ADN / TIR), ha mostrado que este protocolo es el mas
eficaz, siendo utilizado por varios programas de cribado (Corbetta, 2002;
Farriaux, 2003). El principal problema de Francia es un porcentaje mayor
de lo esperado de falsos positivos en las pruebas. La hipotesis es que la

gama de referencia del TIR podria ser diferente segun la etnia de los RN.

También se muestran valores mas altos de TIR asociados con la
trisomia 13 (Priest, 1991), asfixia perinatal (Rock, 1989) o Ilactantes
enfermos (Ravine, 1993). Sin embargo, otros estudios son contradictorios,

en particular sobre el efecto de la infeccion (Wilson, 1994).

A pesar de estas consideraciones no se recomienda una estrategia

especial para los bebés prematuros y recién nacidos enfermos. Sin
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embargo puede ser util registrar el origen étnico del RN para poder

relacionarlo con posibles desviaciones de los resultados analiticos.

Los valores de corte a las 48 horas de vida se pueden establecer de
distintas maneras: un valor absoluto, habitualmente 60-65 ng/ml aunque
se pueden aceptar valores de hasta 90-105 ng/ml, o un valor cambiante en
funcion de los resultados obtenidos en un periodo de tiempo determinado
que puede ser un dia o un mes aceptando como patoldgicos los valores

superiores al P90, P95 6 98 para ese periodo.

Los portadores de una sola mutacion del CFTR (heterocigotos)
presentan unos valores de TIR significativamente superiores a los no
portadores, aunque en la mayor parte de los casos dentro de rango. Esta
diferencia es mayor en los portadores de mutaciones con insuficiencia
pancreatica. Se estima que la TIR solo detecta aproximadamente el 1,5% de

los heterocigotos.
La utilizacion de TIR presenta las siguientes limitaciones:

- La concentracion de TIR a los 3-7 dias es sensible pero poco
especifica, teniendo un VPP= 3-10% (Wilcken, 2007) existiendo
estado de hipertripsinemia neonatal transitoria en no fibrosis
quistica dando falsos positivos. Una segunda muestra a los 15 dias
aumenta la especificidad.

- Existe elevacion de TIR sin FQ en: Neonatos con APGAR bajas;
asfixia u otros problemas de salud perinatal, medicacion,
malformacidon congénita, etc.; infecciones congénitas; trisomia 13 y
18; origen africano.

- A una edad superior a los 30-35 dias disminuye la sensibilidad (Rock,
1990), porque existe atrofia secundaria de las células acinares, que
son sustituidas por tejido fibrético, igualandose la concentraciéon de
TIR en pacientes y en no pacientes.

- Es importante por ello establecer puntos de corte acordes a la edad
a la que se va a realizar el cribado neonatal (2-20 dias y 21-30 6 21-
35 dias).
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- Se necesita la optimizacion del punto de corte para minimizar los
falsos positivos y negativos (Wilcken, 2003)
e VPP 12 TIR: deberia estar entre 3-10%
e VPP 22TIR :deberia estar entre 45-55%
e Para permitir > 95 % ninnos FQ detectados
- Existe una situacion, ileo meconial (IM), en la cual se pasa
directamente al test del sudor, sin determinaciones de tripsina

inmunorreactiva.

Estas ultimas consideraciones, conducen a un numero apreciable de
falsos positivos, por lo que es necesario establecer protocolos que
confirmen el cribado sin llegar a provocar en los padres de los recién
nacidos situaciones de estrés emocional e incertidumbre. Para ello se han
establecido diferentes protocolos en el cribado neonatal de la fibrosis

quistica, entre los cuales estan:

1.6.2.1. Estrategia TIR/TIR:

IRT-1(3-7 dias)

1
[ ]
< cut-off >cut-off
NORMAL IRT-2 (<30 DIAS)
I
] 1
< cut-off > cut-off**

NORMAL »TESTSUDOR

** Dependencia de la concentracion de TIR con la edad

Figura 8. Esquema del protocolo de cribado neonatal de FQ con doble

determinacion de TIR.
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1.6.2.2. Estrategia TIR/DNA:

IRT (3-7 DIiAS)

>cut-off
DNA (1-48 mutaciones)

’ [1_48 mmuta(:il]nEs]

< cut-off
NORMAL

0 mutaciones 2 mutaciones 1 mutacion
NORMAL FQ TESTDE SUDOR

TESTSUDOR TESTSUDOR

Figura 9. Esquema del protocolo de cribado neonatal de FQ con

determinacion de TIR seguida del estudio de mutaciones.

Como ya se ha indicado, segun European Concertated Action on
Cystic Fibrosis en este caso se deberian identificar un minimo del 80% de
las mutaciones de la poblacion estudiada en el cribado para disminuir los
falsos negativos. Asi, el American College of Medical Genetics (ACMG])
(Grody, 2001) propone un panel de 25 mutaciones ampliadas en 2004 a

31, mas 14 en etnias especificas (Watson, 2004).

Esta estrategia permite un punto de corte para TIR mas bajo que
TIR/TIR, con lo que se evitan falsos negativos por TIR; evita una segunda
muestra: las TIR positivas, se analizan mutaciones en la misma muestra y

asi evita ansiedad de los padres por falsos positivos en TIR.

El cribado neonatal para la fibrosis quistica sobre la medicién de TIR
en muestras de sangre seca detecta aproximadamente el 90% de los casos
con enfermedad grave. Las formas mas leves se pueden perder. A veces se
requiere una segunda muestra de sangre de al menos 0,5% de los bebés si

la deteccion se basa sélo en TIR, pero esto puede evitarse mediante el
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analisis de la mutacion de fibrosis quistica en su lugar. La deteccién basada
en el ADN plantea otros problemas. Hay claras ventajas a corto plazo de
cribado neonatal para la FQ y la creciente evidencia de que reduce la

morbilidad a largo plazo. (Gregg RG, 1993).

La combinacién de ensayo de TIR ademas el analisis del genotipo
(1998-1999) parece ser un método mas fiable de deteccion de FQ que la
medicion TIR sélo o combinado con sdélo la mutacion AF508 (Padoan,

2002).

1.6.2.2.1. Seleccion de las mutaciones a estudiar

Existe un factor que determina los falsos negativos y falsos positivos
que es la eleccion de numero de mutaciones a detectar, a mas mutaciones,
mayor sensibilidad (disminucion de falsos negativos) pero disminuye la
selectividad (aumentando los falsos positivos), siendo necesario llegar a un
equilibrio y una seleccion adecuada de las mutaciones mas frecuentes

presentes en la poblacion a cribar (Comeau, 2004).

Es necesario también tener en cuenta la distinta gravedad de las

mutaciones, asi:

e Mutaciones responsables de fibrosis quistica: AF508, G542X,
711+1G>T,...

e Mutaciones asociadas a patologias del adulto: L997F, D44 3Y-
G576A-R668C, R258G,...

e Mutaciones sin consecuencias clinicas: 1148T, M470V, F508C,
1716G>A.,...

e Mutaciones con expresion clinica desconocida: L9678,
Y1014C,...

A mayor n° de mutaciones estudiadas:

e VENTAJAS: disminucion de falsos negativos, aumento de la

sensibilidad..
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e DESVENTAJAS: aumento de n° de pruebas del test del sudor,
aumento de portadores

e VPP similares

1.6.2.2.2. Deteccion de portadores

Al aumentar el numero de mutaciones a estudiar, aumentan
también las posibilidades de detectar portadores sanos, lo cual conlleva

una serie de ventajas e inconvenientes:

e A favor: se realiza un consejo genético permitiendo un
asesoramiento reproductivo. Permite un cribado poblacional a
parejas identificando a los portadores, de tal manera que
disminuye la incidencia de la enfermedad.

e En contra: se genera ansiedad a los padres (hijo enfermo o no

enfermo), llevando una sobrecarga del consejo genético.

1.6.2.2.3. Variabilidad étnica de la fibrosis quistica

La expresion heterogénea de la proteina CFTR evidencia que las
diferentes mutaciones se manifiestan con una evolucién clinica altamente
variable. La combinacion de los distintos tipos de mutaciobn en un
individuo y la evaluacion de las caracteristicas clinicas que presentan los
pacientes permiten establecer las correlaciones entre el genotipo y el
fenotipo. Incluso antes de que se identificase el gen CFTR se sabia que
parte de las diferencias clinicas de los pacientes FQ estan determinadas
genéticamente. Alrededor del 15% de los pacientes FQ son pancreaticos
suficientes (SP) comparado con la mayoria de los pacientes con FQ, los
cuales precisan del tratamiento con enzimas pancreaticos (pancreatico

insuficientes, IS) (Wilschanski, 1995).
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a) Variabilidad étnica de las mutaciones

La mutacion AF508 es responsable del 60% de los enfermos FQ en el
mundo. Esta mutacidn es responsable de formas muy severas (aquellas
acompanadas de insuficiencia pancreatica). En la mayor parte de los
pacientes aparecen los primeros sintomas durante la lactancia, es decir,

con menos de 1 ano de edad (Dyce, 2000).

La frecuencia de esta mutacion en la poblacion mundial es de 66 %
(Aradjo, 2005). Esta mutacion provoca una alteracion en el proceso post-
transcripcional de la proteina, con una disminucidon del trafico de Ia
proteina madura desde el aparato de Golgi a la superficie celular apical
(Loo, 1998). Se encuentra aproximadamente en el 70 % de los
cromosomas fibroquisticos en Estados Unidos y Canada, si bien varia su
incidencia, dependiendo del grado de heterogeneidad genética en las

distintas poblaciones (Murray, 1999; Garcia, 1999).

394delTT |

CFTRdele2,3

G551D ,.

T338I

Figura 10. Variabilidad de la frecuencia de mutaciones entre la poblacién

de Europa.
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Heterogeneidad y diferencias geograficas

F508del G542X

e "D-
i At o STESY
*)'.' . AN f.- e EAMLw -
W ~vl 510 ; P
o o 90
el ity g / L
WIS 0 1 43l 7 .
(J oL 80/0 ‘u\‘ L W— .
' 14%

Figura 11. Distribucién en Esparia de las mutaciones mas frecuentes.

Esta presente con un maximo de incidencia en Dinamarca de 87,2 %,
un minimo en Turquia de 21,3 %, (Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium, 1990; European Working Group on CF Genetics, 1990;
Estivill, 1997). Pocas han sido las publicaciones de FQ en América Latina;
al ser principalmente una combinacion de tres poblaciones: Indios-
americanos, africanos y caucasicos, su incidencia varia en los diferentes
paises: 45 % en México (Villalobos, 1997); 50,8 % en Brasil (Maroéstica 1998;
Bernardino, 2000); entre 57 % y 60,9 % en Argentina (Luna, 1997); en
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Uruguay es de un 40 % (Luzardo, 2001) y en Cuba se reporta un 34 %
(Collazo, 1995).

Hay otras mutaciones poco frecuentes que estan restringidas a
determinadas regiones geograficas o grupos étnicos como la 3120+1 G®A,
que con un cuadro clinico similar a la mutacién AF508, se presenta en
pacientes homocigéticos con una insuficiencia pancreatica severa y
sintomas respiratorios con un patrén clinico severo que conduce a la
muerte precoz (Carles, 1996). Esta mutacion ha sido caracterizada como
una mutacion relativamente comun en las poblaciones sudafricanas y

consiste en la ruptura del sitio 5 de empalme en el intron 16 del CFTR.

La FQ es muy rara en poblaciones negras de Africa, quienes tienen
una mezcla minima con la raza blanca. S6lo unos pocos casos han sido
reportados y muy pocos han sido estudiados a escala molecular. EIl
investigador Padoa (1999) realizé un estudio en Sudafrica con una
muestra de 1360 sujetos aparentemente saludables no relacionados
detectandose nueve portadores de la mutaciéon y en un estudio de sujetos
enfermos se concluyé que dos de cada cinco pacientes negros
fibroquisticos dieron positivos a la prueba de electrolitos en sudor y son
heterocigo6ticos para dicha mutacion donde se obtuvo una frecuencia de
portadores de 1/91 en sudafricanos negros, hallandose la mutacion entre
el 15-65 % de los cromosomas fibroquisticos de esta poblacion. También
Padoa (1999) y otros investigadores encontraron un individuo de origen

camerunés con un cromosoma que contenia la mutacion 3120+1G°A.

En un estudio realizado en Baltimore (EEUU), en un grupo de 82
afroamericanos con cromosomas fibroquisticos se identifico la mutacion
3120+1G®A con una frecuencia de 12,3 % (Macek, 1997). Una frecuencia
similar de 12,5 % obtuvo Bienvenu (1996) en estudio realizado en la Isla

Reunion (Francia).

Existe la mutacion 3120 G®A, frecuente en las poblaciones
caucasicas, la cual no puede diferenciarse de la 3120+1G®A mediante el

estudio molecular utilizando la enzima de restriccion BstN I. Para lograr

50



Variables condicionantes en el CN de FQ mediante TIR INTRODUCCION

esto es necesario realizar la secuenciacion del fragmento del gen donde

aparecen dichas mutaciones.

La mutacion G542X es comun en los paises del Mediterraneo, la
frecuencia mas alta se ha encontrado en Islas Baleares con un 16,7 %, la
frecuencia en la poblacién mundial es de 4,4 % (Francia 3,1 %, Italia 4,8 %,
Espana 7,7 %, Cuba 6%).

La mutacion N1303K, esta presente alrededor del Mediterraneo,

alcanzando su mayor frecuencia (17,2%) en Tunez (Estivill, 1997).

La especificidad de mutaciones en regiones geograficas definidas

indica un origen comun. La mutacion CFTRA2,3 se ha identificado en el

Este y Centro de Europa con frecuencias del 2-6 %. El mismo haplotipo
observado utilizando marcadores intragénicos fundamenta la hipoétesis del

origen comun de esta mutacion (Dérk, 2000).

Un caso interesante es la mutacion R334\, para la cual el analisis de
un amplio numero de pacientes ha permitido definir claramente su
asociacion a IP (insuficiencia pancreatica) de inicio tardio con variabilidad
inter e intrafamiliar, mientras los datos clinicos iniciales (incluyendo los
estudios funcionales) sugirieron que se trataba de una mutacién SP
(Gasparini, 1991). Esta mutacion provoca un cambio de arginina por
triptéfano en el codén 334 del gen CFTR, ocurre en el primer dominio
transmembranal. Ha sido reportada en diferentes poblaciones, Ia
incidencia en la poblacion mundial es de 0.1 %, en la poblacién espanola la
frecuencia es de 1 %. Esta mutacion se ha encontrado asociada con los
haplotipos 17-46/47-13 de los microsatélites (IVS8CA- IVS17BTA) (Morral,
1994).

Otra de las mutaciones detectadas en la poblacion mundial es la
R553X, que consiste en un cambio de C por T en el nucleétido 1789 en el
exon 11 y es responsable de una mutaciéon de parada en el aminoacido
553. La frecuencia reportada en el consorcio de Fibrosis Quistica es de

1,5%, en la poblacién espanola es de 0,34 %, en Chile es de 4,2 %, la mas
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alta encontrada en todo el mundo, ellos explican las diferencias
encontradas en la poblaciéon chilena por una posible prevalencia de genes

Indio-americanos a la poblacién chilena (Rios, 1994).

La mutacion G85E esta localizada en el primer dominio
transmembranal del gen CFTR, ocurre aproximadamente en el 1 % de los
cromosomas fibroquisticos espanoles, dicha mutacion es un cambio de
nucledtido G®A en la posicion 386 en el exén 3, la cual provoca cambio de
glutamico por glicina en el codén 85 en el primer dominio MSD en el CFTR,
provocando una degradacion rapida de la proteina, antes del transito a
través del complejo de Golgi. La prevalencia mundial es de 0,2 %, y las
frecuencias mas altas han sido reportadas en EEUU (0,7 %) , Italia (1,7 %) y
Espana (1 %) (The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994;
Friedman, 1997; Bonizzato, 1995; Casals, 2001). Esta mutacion ocurre en el
70 % con suficiencia pancreatica y también presenta variabilidad
intrafamiliar y hay la influencia de otros factores en el genotipo, tales como
el medio ambiente los cuales estan involucrados en la severidad de la
enfermedad (Chillén, 1995).

La mutacion 2183AA®G es una mutacidon del corrimiento del marco
de lectura, la cual provoca una terminacion prematura de codoén 38 en el
exon 13. Fue descrita por primera vez en tres pacientes canadienses y
después se encontré una frecuencia significativa en el centro y sur de
Europa. En el noreste de Italia la frecuencia es de 9.3%, 2.1 % en Bélgica,
1.8 en Grecia, 1 % en Bulgaria y Francia, 0.4 % en el centro y norte de
Alemania, 2.5 % en Turquia, 0.8 % en Bulgaria y 0.5 % en Espana. Esta
mutacion ha sido descrita asociada a un fenotipo severo, con insuficiencia
pancreatica, variables complicaciones pulmonares, en ocasiones
complicaciones con bacterias patdogenas y otras complicaciones tales como
problemas hepaticos y bronquiectasias (Kilinc, 2000). En los pacientes de
Espana y Turquia esta mutacion se encontraba asociada al alelo 7T del
polimorfismo IVS8-6(T) (Chu, 1993) y al haplotipo de los microsatélites
IVS8CA, IVS17bTA y IVS17bCA, en Espana al haplotipo (16-30-13) y en
Turquia a los haplotipos (16-31-13) y (16-32-13) (Morral, 1993).
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Otra de las mutaciones descritas, 3272-26A>G ha sido encontrada
en Espana, Grecia, Alemania, Portugal y Bélgica, el 73 % de los paciente
portadores de la misma resultaron heterocigéticos compuestos con AF508,
ademas se ha encontrado con las mutaciones R1162X, E822X, G542X,
N1303K, 2869insG, L206W, entre otras. Por lo general los pacientes que
resultan heterocigoticos para esta mutacion, la cual se describe como
moderada y otra mutacion grave, se comportan como pacientes con un
cuadro clinico moderado, en estos casos hay una significativa reduccion de
la severidad del fenotipo, sin embargo en estos pacientes se encuentra
aumentado el porciento de ellos que presentan polipos nasales (37 %)
(Amaral, 2001).

b) Polimorfismos

Ademas de las mutaciones en el gen CFTR, polimorfismos genéticos
en regiones no codificantes pueden tener un impacto en los niveles de

CFTR funcional y en el fenotipo FQ (Kiesewetter, 1993).

Otras mutaciones de CFTR en regiones no codificantes han sido
asociados con fenotipos FQ atipicos. El analisis mutacional evidencia la
especificidad entre este fenotipo y la variante 5T [IVS8-6(5T)] (Haardt,
1999; Larriba, 1998). El alelo 5T en la secuencia del intrén 8 resulta en la
delecion del ARNm del exén 9 del gen CFTR, conduciendo a la reduccion
de los niveles de la proteina CFTR normal, no generando las cantidades
para apoyar las funciones fisiologicas requeridas. El polimorfismo de
timidinas en el final del intron 8 del gen CFTR, 3 alelos diferentes han sido
encontrados dependiendo del numero de timidinas (5, 7 6 9) presentes en
este sitio (Chu, 1991). El numero de timidinas determina la eficiencia del
intron 8 como aceptor. La eficiencia disminuye cuando es mas pequeno el
numero de timidinas encontradas debido a la alta frecuencia de la
variante cinco timidina (5T) en pacientes con ausencia congénita bilateral
de los vasos deferentes (CBAVD) con respecto a la poblacion general (21
contra 5 %), la variante 5T fue clasificada como una mutacién CBAVD con
penetrancia incompleta. El alelo 5T en el intron 8 del gen CFTR conduce a

baja proporciobn de ARNm transcripto faltando el exén 9.
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Consecuentemente, la variante 5T produce bajos niveles anormales de la

proteina CFTR.

La variante 5T es la causa mas frecuente asociada a la CBAVD
(Chillén, 1995). Mutaciones FQ han sido encontradas en el 65% de
individuos con CBAVD, sugiriendo que pacientes CBAVD con mutaciones
en el gen CFTR tienen una forma ante todo genital de FQ (Anguiano,
1992). La presencia de una mutacion CFTR en un alelo y la variante 5T en
el otro puede conducir a un déficit de transcripto normal (Teng, 1997; Mak,
1997).

En resumen el alelo 5T en el intron 8 del gen CF7R esta en
aproximadamente el 10% de los individuos. El humero de repeticiones CG

adyacentes a 5T influye en la penetrancia de la enfermedad.

Groman (2004), determinando el humero de repeticiones TG en 98
pacientes (hombres infértiles debido a la ausencia congénita de los vasos
deferentes), se encontraron 92 pacientes con FQ no clasica y 27 individuos
no afectados. Cada uno de los individuos de este estudio tiene una
mutacion severa CFTR y en el otro 5T. De los individuos no afectados, 78 %
(21 de 27) tiene adyacente a 5T 11 repeticiones TG, comparado con el 9 %
(10 de 107) de los individuos afectados. Inversamente, 91 % (97 de 107) de
los individuos afectados tienen 12 o 13 repeticiones TG, contra solo 22 %
(6 de 27) de los individuos no afectados. Estos individuos con 5T
adyacente a 12 6 13 repeticiones TG fueron sustancialmente mas probable
a tener un fenotipo anormal que estos con el alelo 5T adyacente a 11
repeticiones TG. Determinandose que el numero de repeticiones TG puede
predecir si el alelo 5T es benigno o patogénico. En Francia, el alelo 5T
estuvo presente en 7 de 36 pacientes, la frecuencia del alelo fue de 9,7%,

mientras que en la poblacidon general es de 5% (Audrezet, 2002).

La mutacion AF508 tiene una fuerte asociacion con el alelo 9T. Esto
se puede inferir debido a que los diez casos homocigoticos AF508 tienen el

alelo 9T/9T y 37 de 38 heterocigéticos tienen al menos un alelo 9T
(Roland, 2002).
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La cuestion que se plantea en nuestro articulo era si polimorfismos
7T/9T debe ser informado como cribado positivo. En vista de la elevada
frecuencia de R117H-7T ,el resultado incierto de la asintomatica
ninos,dificultades de los médicos en el manejo de estos situaciones, Scotet
et al (Scotet V, 2006) propone la retirada de la variante R117H de los
paneles de las mutaciones de FQ del recién nacido debe ser consciente de
la utilizacibn de mutaciones asociadas a fenotipos mas leves pueden

conducir a resultados que son dificiles de interpretar (Comeau AM, 2007).

En resumen, en Espana se tienen como mas frecuentes Ilas
mutaciones expresadas en la tabla y su distribucion en Espana que se

observa en la figura :

Tabla 5. Mutaciones encontradas en Espana.

Pais Vasco Asturias Diversas dreas geograficas Castilla-Ledn Sur de Esparia
Casals el al 1992 Colo et al, 1594 Casals at al, 1957 Telleria et al, 1583 [Andalucia)
(186) [15) {17} (14} Gomez-Llorente et al,
2001 (18)
Pt Frec.  Mul  Frec. Pt Frac. [t Frac. [t Frac.
(%) (%) (%) (%) (%)
AFS08 BT AFS0B 775 AFB0E 332 AFS08 G54 AFB0E 435
GM2X 5 Ga42X 2,43 Ga42X 18 Ga42X 114
W1303K 2 55 T1+#1G=T 18 RI340 ]
1881+1 Skbi—G 1,87 121 3delT 28 R1162X K)
T11+1G—T 1.1 1M1G—A 26 2TR9+5G—4 23
R1162% 1,64 B10§EC 26 R117H 1
R14W 1,64 1T7-1G—=A 11 AIS0T 1
R1066C 1,09 S8R 11 WH282% 1
1608delCA 1,01 Vhe21 13
QE90X 1,01 G376A 13
2183A8—G 13
2r89+0G—4 13
Q90X 11
JB4H+1G—A 11
M1203K 13
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Figura 12. Distribucién de las mutaciones mas frecuentes en Espaia.

1.7. RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Existe una relaciéon entre el genotipo, mutaciones que presenta el
paciente y el fenotipo, manifestaciones clinicas y su gravedad. En la
siguiente tabla se resumen las mutaciones mas frecuentes y su

combinacién y las manifestaciones clinicas y su gravedad asociadas.
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Tabla 6. Mutaciones, su combinacion y manifestaciones asociadas.

Organos afectados

Mutacién RTFQ Vasos Glandulas Pulmdn Pancreas
funcional (%) deferentes sudoriparas

Mormalimutacion a0 - - - -
ST/ET pelimorfismo  con  tipo 10 + - - -
normal

R117Hen 7T +4-5 ++ - +- -
A455E +4 ++ +/- +- -
3B849+10kbCaT +4 +/- - +- -
R117H en 5T +1 ++ + + -
G551 D {1 ++ ++ ++ ++
AF508 <1 ++ ++ ++ ++
G52X <1 += = ++ ++

FQ: fibrosis guistica; RTFQ: regulador de la conductibilidad transmembrana de la fibrosis quistica; ++: comienzo temprano
de la enfermedad, normalmente grave; + comienzo tardie o enfermedad leve; +'-: enfermedad leve o clinicamenta
insignificante; - funcién normal.

Las mutaciones del gen TFQ son clasificadas como moderadas o
graves dependiendo de si confieren suficiencia o insuficiencia pancreatica.
Sin embargo, esta relacion entre genotipo y fenotipo no es aplicable a

todos los sistemas afectados (Davidson, 1998).

También fue pronosticado que una mutacién grave podria producir
un fenotipo grave si estaba en estado homocigético o en combinacién con
otra mutacion grave (Murray, 1999). En los individuos portadores de un
alelo mutado, se espera que se exprese s6lo en un 50% de su dotacion
genética normal, pero no presentan el fenotipo enfermo, esto sugiere que
una reduccion del 50% de la expresion del gen RTFQ normal es
insignificante desde el punto de vista fisiolégico y del desarrollo (Pilewski,
1999).

Con la finalidad de entender mas acerca de la fisiopatologia de la
FQ, las mutaciones se han clasificado en cinco clases de acuerdo con la

alteracion que se genera en la proteina.
Clase I: mutaciones que bloquean la sintesis de la proteina
Cerca de la mitad de las mutaciones en el gen CFTR que pertenecen

a este grupo conducen a la formacion de proteinas truncadas y no
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funcionales. Entre ellas se encuentran aquellas que generan codones de
terminacion (18%), corrimiento del marco de lectura (22%) y las que
afectan el proceso de corte y empalme del RNA (8%). Las dos primeras

generalmente causan ausencia total de la proteina (Zielenski, 1995).

Clase II: mutaciones que afectan el procesamiento postraduccional

La biosintesis de la proteina CFTR requiere pasos de maduracion
complejos, por lo que algunas mutaciones, como la AF508, afectan este
proceso y generan péptidos anormales que quedan atrapados en el
reticulo endoplasmico (RE) donde son degradados por el sistema
ubiquitina—proteosoma (vida media de 0.5h) (Cheng, 1990; Amaral,
2004).

Clase llI: mutaciones que afectan la regulacion del canal de cloro

Las mutaciones clasificadas en esta categoria son aquellas que
generan proteinas que parecen estar correctamente localizadas en la
membrana apical, pero que no funcionan adecuadamente como un canal

ionico.

Algunas de estas mutaciones afectan los dominios NBDs y el
dominio R (Hiestad, 1994). El grado de alteracion puede variar desde una
leve reduccidon de la actividad del canal (mutaciones G551S, G1244E y
G1349D) hasta la pérdida grave de su funcion (mutaciones G551D y
S1255P) (Carson, 1995).

Clase IV: mutaciones que afectan la conductancia del canal de cloro

Estas mutaciones se localizan en regiones del gen que codifican para
algunos de los segmentos TMs de la proteina (Mansoura, 1998); por
ejemplo la R117H en la regiéon TM2, la G314E y G314Q en TM5 y la
R334\, R347P y R347H en TM6. En estos casos aunque la regulacion del
canal es adecuada, su conductancia es anormal. Estudios recientes
mostraron que algunas mutaciones del dominio R también pertenecen a

este grupo (Vankeerberghen, 1998).
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Clase V: mutaciones que causan reduccion en la sintesis de la proteina

Las mutaciones de esta clase incluyen aquellas localizadas en el
promotor, las cuales reducen la transcripcion y las mutaciones puntuales
que conducen a un procesamiento erroneo del mRNA o a sustituciones de
aminoacidos como la P574H y la A455E. Las proteinas mutadas tienen una
actividad normal tanto en regulacién como en conductancia; sin embargo,

su procesamiento postraduccional es ineficiente (Zielenski, 1995).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

2.1. NECESIDAD DE VALORES DE REFERENCIA PARA CADA
LABORATORIO

Dado el distinto grado de prevalencia de la fibrosis quistica en los
distintas comunidades, es necesario que cada laboratorio establezca su
base de datos con sus propios valores de corte de TIR, asi como de las
distintas mutaciones y polimorfismos, para un adecuado proceso de
cribado al que se ajusten los presupuestos de cada comunidad. Cada
laboratorio debe establecer sus propios puntos de corte, siendo este un
punto critico:

- Puntos de corte fijos (p99, optimizado)

- Puntos de corte variables (p95 ensayo diario)

Desde el inicio del cribado neonatal (McCready, 1963) se han
utilizado diferentes programas como se ha visto en el apartado
correspondiente.

En el algoritmo de TIR / TIR, tanto el primero y el segundo valor de
TIR deben estar por encima de los puntos de corte fijos para recomendar la
prueba del sudor, por lo que el TIR inicial es el paso crucial. Tipicamente, se
utilizan en los Estados Unidos, 100 o 105 ng / ml (primero) y 70 ng / ml
(segundo). Estos valores de corte se han establecido en un intento de
maximizar la sensibilidad y el valor predictivo positivo. Aunque el valor de
corte inicial para TIR / TIR ha disminuido con el tiempo a partir de 140
ng/ml (McCready, 1963) a 100 6 105 ng/ml (Sontag, 2005) en varios
intentos para disminuir falsos negativos en el método TIR / TIR. Esto ha
hecho que los laboratorios de cribado neonatal hayan ido incorporando
un valor de corte de TIR inferior (56 ng /ml) (Kerem, 1989). Estos hechos
hacen importante establecer un punto de corte e ir adaptandolo a los
datos que se vayan obteniendo. Por ello se establece después de un ano de
funcionamiento del Programa de Cribado Neonatal de Fibrosis Quistica en

la Comunidad Valenciana, el obtener puntos de corte acordes con los
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resultados obtenidos para la provincia de Alicante en el Laboratorio de

Cribado del Hospital General Universitario de Alicante.

2.2. Necesidad de valores de referencia en diferentes periodos del

La tecnologia ha evolucionado (Comeau, 2004), pero poco se ha
hecho para investigar los efectos de dichos cambios en la sensibilidad y la

equidad de los ensayos.

Asi, de acuerdo con la conclusion de un reciente estudio (Ross,
2008) en el que se analizaron las variaciones en los niveles de TIR durante
10 anos, en un total de 660 443 ninos, mediante lo que se han podido
determinar los factores que influyen en el valor de TIR de manera
significativa. En este estudio, variaciones estacionales y tan elevado
numero de reactivos se observaron a lo largo de los 10 anos. Los niveles de
TIR durante los meses de verano fueron inferiores a los de los meses de
invierno de forma constante durante todo el periodo. La media general +-
de los valores de SD para todos los periodos estudiados fue 56,8+- 0,02
(verano) y 60,8+- 0,02, (invierno) siendo significativa la diferencia (p<O,
001). Las mismas tendencias se muestran al investigar el percentil 95
segun la estaciéon con el tiempo. Aunque los valores medios de cada
verano y el invierno variaron de afno en ano, y que pueden atribuirse a la
variacion causada por el cambio de lotes de reactivos, la causa mas
probable es la diferencia tan acusada de temperaturas en la localidad del

estudio (Wisconsin), que pueden oscilar desde -14 °C hasta los 28 °C.

Esta tendencia estacional apoyaria la necesidad de utilizar puntos de
corte variables, pues en dicho estudio, en EEU mediante la aplicacion de
un punto de corte inicial de TIR de 105 ng/ml, pasando al punto de corte
variable estacionalmente, el porcentaje de muestras en el verano que
estaria por encima del punto de corte pasaria de 0,25% a 0,59% de las

muestras analizadas y en invierno del 0,76% al 0,36%. El porcentaje de las
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muestras con valores de TIR >105 ng/ml también varié segun lote de

reactivos desde el 0,30% como el mas bajo y 0,59% como el mas alto.

Aunque se han notificado casos de inestabilidad de TIR con Ia
temperatura, (Cabrini, 1990; Dhondt, 1994) se necesitaria una evaluacién
sistematica de estas variables con una base de datos suficientemente

grande.

Con la variacion observada queda claro que un punto de corte
variable de TIR es una buena estrategia para manejar este problema. Las
sensibilidades mostradas se calcularon sobre una poblacion con marcadas
variaciones estacionales de la temperatura y pueden no ser generalizables

a otras poblaciones.

Por otra parte, la composicion racial y étnica de una region es un
factor determinante en el mejor protocolo de cribado neonatal para cada

poblacioén (Gregg, 1997).

Por todo lo anotado, parece también interesante observar si en el
caso de la provincia de Alicante se produce esa variacion estacional para

poder adecuar los puntos de corte de la manera mas eficaz.

2.3. Porcentaje alto de nacimientos de madres de otros paises.

Desde finales de la década de 1990, Espana ha sido el escenario de
un importante fenémeno inmigratorio que ha invertido la tasa de
migracion neta, hasta entonces negativa (ONU, 2010). Segun datos del
Instituto Nacional de Estadistica, la poblacion inmigrante pasé de
representar el 7% de la poblacion espanola en 2004 al 12,2% en 2010 (INE,
2010). Este fenbmeno inmigratorio es muy patente en la Comunidad

Valenciana y de los mayores porcentajes de Espana.

En la Comunidad Valenciana se ha producido durante los ultimos

anos un crecimiento paulatino del numero de hijos de inmigrantes, que
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esta referido en la tabla siguiente. Dicho crecimiento se ha visto frenado en
los dos ultimos anos debido a Ia crisis econdmica y la vuelta a sus paises de

algunos inmigrantes.

Tabla 7. Evolucion del porcentaje de poblacion segun nacionalidad en la
Comunidad Valenciana, 2000 - 2010. Fuente: Situacion de la salud infantil

y perinatal en la Comunitat Valenciana 2010. OSIP.

Residentes O - 4 anos

ano % espanoles % extranjeros
2000 98,30 1,70
2001 97.59 2,41
2002 95,72 4,28
2003 93,68 6,32
2004 92,39 7.61
2005 90,95 9,05
2006 89,91 10,09
2007 88,31 11,69
2008 86,30 13,70
2009 85,37 14,63
2010 84,97 15,03

Este aumento es mayor en la provincia de Alicante, frente al resto de

la Comunidad, como se muestra en la figura siguiente:
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Figura 13. Distribucion de la poblacion menor de 18 anos de padres

extranjeros segun provincia de residencia de la Comunidad Valenciana,

2010 OSIP.

Por paises de origen, como se observa en la figura siguiente, punto

a tener en cuenta a la hora de disenar estrategias del estudio de

mutaciones a realizar.

Rumania [ 12722
Reino Unido _:puaz
Marruecos _:l 7380
Ecuador _:| 6636
Colombia -:| 4694
Argentina -:| 3471
Bolivia -:| 303
Bulgaria -:| 2.990
Francia -]1,519
Alemania -juua

Uruguay -] 1.282

N s e —————— YT

Fusnts: Demografia y posiacion, CIaS de POBICIAN y CENS0s demograncos. INSTMto Nacional de Estagistca.

Figura

wWaw.in2 es

14. Poblacion extranjera menor de 15 anos segun pais de

nacimiento Comunitat Valenciana, 2010 OSIP.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los valores de referencia de Tripsina Inmunorreactiva
(TIR) para el cribado neonatal de fibrosis quistica en los recién nacidos de

la provincia de Alicante.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir del objetivo general se han propuesto los siguientes

objetivos especificos:

- Determinar los percentiles de los valores de TIR en las muestras
acumuladas durante un ano de implantacion del programa.

- Evaluar la posible variacion de los valores de TIR durante los meses
del ano.

- Valorar las posibles variaciones de los valores de TIR con el sexo de
los neonatos.

- Determinar la influencia de la edad gestacional en los valores de TIR.

- Valorar la posible influencia del tipo de alimentacion sobre los
valores de TIR.

- Valorar la influencia de la edad maternal sobre los niveles de TIR.

- Determinar si los valores de referencia han de modificarse segun el
origen de la madre del recién nacido.

- Evaluar con los datos de los estudios genéticos realizados y las
mutaciones encontradas la posibilidad de modificar los valores de

referencia a los nuevos percentiles encontrados.
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4. MATERIAL Y METODOS

4. 1. POBLACION

El presente estudio se realizé con las muestras de sangre desecada
sobre papel obtenida para el cribado neonatal de todos los recién nacidos
en la provincia de Alicante y remitidas al HGUA en un periodo completo

de 12 meses desde marzo de 2012 a febrero de 2013, ambos inclusive.

De estos ninos se recogieron los datos: edad gestacional, sexo,
tiempo desde el nacimiento a la extraccion de sangre, tipo de lactancia,
comarca de residencia de los padres, edad materna y pais de origen de la
madre, todos ellos constan en la ficha del recién nacido entregada a los

padres para realizar el cribado neonatal de enfermedades metabdlicas.

4.1.1. Criterios de inclusion:

Todos los recién nacidos en la provincia de Alicante durante el
periodo de tiempo de marzo de 2012 a febrero de 2013 con las

condiciones siguientes:

- Muestras de sangre desecada sobre papel en el laboratorio de
Cribado Neonatal del Hospital General Universitario de Alicante.
- Nifnos en los que la muestra de sangre desecada sobre papel estaba

acorde con los criterios de calidad preanalitica definidos (Espada, 2001).

4.1.2. Criterios de exclusion:

- No se aplico en este estudio ningun criterio de exclusion.
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4.1.3. Muestreo

Las muestras se recogieron en los diferentes hospitales de la red
publica y privada segun el protocolo de la Conselleria de Sanidad de Ila
Comunidad Valenciana y segun los criterios de calidad en la toma de

muestras.

Previo a la extraccion se rellend el formulario especifico utilizado de
rutina por el programa de Cribado Neonatal de la Comunidad Valenciana

en el que constan los datos de identificacion y datos clinicos del nifo.

La muestra debe tomarse antes de los 30 dias de vida debido a que
la TIR disminuye en forma progresiva hasta valores normales luego de este
tiempo. Esto ocurre debido a que el tejido fibroso y graso van
reemplazando al tejido pancreatico normal (Revista Fundacién Bioquimica
Argentina 1997; Wilcken, 1993; Heeley, 1992).

Las muestras obtenidas cada dia se conservaron en condiciones
adecuadas hasta el envio al laboratorio para su procesamiento. Todos los
hospitales tienen al menos dos dias de envio al laboratorio de cribado

mediante mensajeros especificos.

Una vez en el laboratorio, el procesado de las mismas incluye:
- Numeracion de las muestras.

- Traslado de los datos del niflo recogidos en la ficha en papel
proporcionada por la Conselleria de Sanidad a la aplicacién

informatica especifica de la Conselleria (MetaB).

- Analisis de las muestras mediante el método analitico descrito

posteriormente.
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- Introduccién de los valores de tripsindbgeno inmunoreactivo en la

ficha informatizada del nifno de la aplicacion informatica MetaB.

Todo este proceso se realizé segun los protocolos del laboratorio
PNT-CN-01: "Recepcion de muestras, identificacion y registro informatico" y
PNT-CN-10: "Determinacion de TSH y TIR en sangre desecada en papel de

filtro analizada en AutoDelfia", y que se presentan como anexos.

Para esta investigacion se creé6 un archivo Excell al que se
trasladaron los valores de tripsina inmunorreactiva de las muestras que
cumplieron los criterios de inclusion y exclusion establecidos, junto con los
datos pertinentes (mes de nacimiento, EG, dias a la toma de muestra, tipo
de lactancia, sexo, comarca, edad materna y pais de origen de la madre) de

forma totalmente anonima y no filiable.

Con las muestras obtenidas se definieron distintos subgrupos
atendiendo a las variables:

- Sexo: ninos y ninas.

- Mes del ano

- Tipo de alimentacion: Materna, féormula, mixta y dieta absoluta.

- Comarca en la que viven los padres: Marina Alta, Alcoia-Comtat,

Marina Baixa, Valles del Vinalopé, L'Alacanti, Baix Vinalopo6 y Vega Baja.

- Grupos de edad gestacional. La division de las muestras segun edad
gestacional se realizé de acuerdo a la clasificacion de los recién nacidos
segun edad gestacional, considerando a los nifnos con edad gestacional
inferior a 32 semanas recién nacidos muy pretérmino (RNMPT), de 32 a 37
semanas pretérmino (RNPT) y de 37 en adelante a término (RNT) (Avery,
1988; Saenz 2008; Comision de Estandares de la Sociedad Espariola de

Neonatologia).

- Origen de la madre: Espafia, Africa, América, Resto Europa y Asia.
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- Tipos de mutaciones mas frecuentes.

- Tipos de polimorfismos.

Pueden no coincidir los totales en cada una de las divisiones por
subgrupos, pues puede faltar alguna de las variables en la ficha del recién
nacido, como edad gestacional, tipo de lactancia, dia de extraccion,

comarca, edad materna o pais de origen de la madre.

4.2. DETERMINACIONES ANALITICAS

4.2.1. Método de cuantificacion de tripsina inmunorreactiva en
sangre desecada en papel

La cuantificaciéon de tripsina inmunorreactiva se realiza mediante el
“kit Neonatal Autodelfia TIR” de Perkin Elmer, optimizado para Ia
determinacion cuantitativa de TIR en muestras de sangre seca sobre papel
y segun el protocolo del laboratorio que se presenta en los anexos,
elaborado siguiendo las normas relativas a la calidad y competencia
(AENOR 2007), documento PNT-CN-10: "Determinacion de TSH y TIR en

sangre desecada en papel de filtro analizada en AutoDelfia".

Utiliza un método basado en una modificacion del procedimiento

fluorométrico publicado por McCaman y Robins (McCaman 1962).

El ensayo TIR neonatal proporciona alta sensibilidad analitica con el

limite en blanco de 0,43 ng/ml para Delfia y 0,53 ng/ml.
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Para la imprecision intraensayo clinicamente, la zona esta cerca de
un 9%. Todos los calibradores y controles son de lote especifico para

asegurar que cada lote es del mismo nivel.

El sistema automatico permite un mejor rendimiento en precision,

fiabilidad y buen coste-efectividad para la deteccién de la fibrosis quistica.

El ensayo se basa en sandwich directo: técnica en la cual dos
anticuerpos monoclonales se unen a diferentes epitopos en la molécula
diana. La senal se mide con alta sensibilidad analitica mediante

fluorometria (figura 15).

IRT
molecule
= ' Incubation
" L+o0o + =K
"-\t\//
Solid phase Eu-labelled l gEU
anti-IRT 1gG anti-IRT IgG
r—'/< C) *—‘//< a :
N + Enhancement ) \‘ ~ fEu

’*;\,/ y solution \//
W T \ I

Fluorescence
measurement

Figura 15. Esquema de la reaccion de formacion del complejo fluorescente

de la TIR para su cuantificacion.

Consiste en la reaccion inmunoloégica entre una molécula de anti_TIR IgG

con la TIR sanguinea y la formacion del sandwich con una nueva molécula
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de anti-TIR IgG marcada con Europio, soluble en el medio de incubacion.
Posteriormente se provoca la disociacion del Eu del complejo y se
promueve su fluorescencia siendo ésta proporcional a la cantidad de TIR

que ha servido de puente.

La fluorescencia se lee utilizando una longitud de onda de

excitacion de 390 nm y una longitud de onda de emision de 486 nm..

Las concentraciones se han expresado en ng/ml, al ser estas
unidades las que se reflejan en la ficha informatizada en el programa

MetaB y que figuran en todos los programas de control utilizados.

4.2.2. Controles de calidad en el entorno de los valores de normalidad

4.2.2.1. Control Interno.

En cada serie analitica se introducen tres controles proporcionados
por Perkin Elmer junto con el “kit Neonatal AutoDelfia TIR”, uno de
concentracion alta aproximada segun lote de 90 ng/ml de TIR en sangre,
otro cercana al punto de corte de alrededor de 60 ng/ml de TIR en sangre

y otro de valor normal de unos 30 ng/ml.

En la siguiente figura se representan los valores de estos controles
obtenidos en el laboratorio de Cribado Neonatal del HGUA en 18 series

analiticas distintas:
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CONTROLES PERKIN ELMER

120

80

60 M‘AAA?‘#

40

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

=—4—TIRPERKIN3 ——TIRPERKIN 2 TIRPERKIN 1

TIR PERKIN 3 media: 92,85 ng/ml  CV:57%  N: 18
TIR PERKIN 2 media: 62,08 ng/ml CV:6,1% N: 18
TIRPERKIN 1 media: 27,38 ng/ml CV:6,2%  N: 18

Figura 16. Controles internos de TIR proporcionados por Perkin Elmer.

- De uno a cuatro controles suministrados por Center for Disease
Control/ (CDC) Atlanta. USA, enviados por el programa de
intercomparacion y utilizados como controles internos una vez enviados
los resultados al programa de control de calidad de CDC con
concentraciones medias aproximadas segun lote de 15 ng/ml, 45 ng/mli,
85ng/ml y 140 ng/ml de TIR en sangre, y que estan representados en la

siguiente figura:
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CONTROLESTIR CDC

180

160 /
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40 — ey — —
2 e ————X
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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TIRCDC 4 media: 149,2ng/ml  CV:7,1%  N: 10
TIRCDC 3 media: 78,98 ng/ml  CV:53% N: 10
TIRCDC 2 media: 43,31 ng/ml  CV:93% N:10
TIRCDC1 media: 13,38 ng/ml  CV:88% N: 10

Figura 17. Controles TIR CDC

Se aceptan los controles siempre que exista una variacion interserial
inferior al 20%. Los criterios de aceptacion de los controles quedan
reflejados en la especificaciéon de calidad del laboratorio E2-PNT-CN-03:

"Control interno de calidad” que se presenta en los anexos.

4.3.2.2. Evaluacion externa de la calidad

Como evaluacion externa de la calidad, se participa, en los siguientes
ejercicios de intercomparacion, segun las recomendaciones establecidas

(Hawkins, 2006; Gella, 2009; Izquierdo, 2011):

- “Infant Screening Quality Assurance Program”. Center for Disease
Control (CDC) Atlanta. USA. Evaluacion semestral con tres niveles de

concentracion para procesar en cinco series analiticas diferentes.
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- “Infant Screening Quality Assurance Program”. Center for Disease
Control (CDC) Atlanta. USA. Evaluacion trimestral con cinco problemas de
distintas concentraciones, entre los cuales puede haber algun patologico y
de los que se remite resultado indicando si esta en rango normalidad o

anormalidad

- Programa de “Evaluacién Externa de la Calidad de la Asociacidon
Espanola de Cribado Neonatal (AECNE)”, en la que se suministran tres
controles mensuales por AECNE. Una vez remitidos los resultados, son
analizados todos los meses estadisticamente por AECNE y publicados en la
pagina web de la sociedad, asi como el conjunto de resultados de todo el
ano. Se siguen las guias de participacion en programas de

intercomparacion (ENAC, 2008).

Los resultados de septiembre 2012 se presentan en las figuras
siguientes para cada uno de los tres niveles analizados. Estan indicados
mediante una flecha los resultados del laboratorio de Alicante, siendo
desconocida la asignacion de los demas resultados al resto de laboratorios

participantes:
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PROGRAMA DE EVALUACION EXTERNA DE LA CALIDAD
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Figura 18. Informe Septiembre 2012 de los controles externos de calidad

de TIR realizados por AECNE (www.aecne.es).
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Los criterios de aceptacion de los controles quedan reflejados en la
especificacion de calidad del laboratorio E3-PNT-CN-03: "Control externo

de calidad” y que se presenta en los anexos.

4.3. ESTUDIO GENETICO

A todas las muestras que superaron el punto de corte establecido
previamente de 65 ng/ml de TIR se les ha realizado el estudio genético en
el laboratorio de Genética del Hospital la Fé de Valencia, analizando las
mutaciones mas frecuentes en Espana mediante el sistema de analisis
ELUCIGENE CF-EU2v1 (Gen- Probe Life Sciences LtdP) para el rastreo de
diversa mutaciones en el gen CFTR, incluyendo las mas frecuentes en
diferentes poblaciones. El nivel de deteccion de este ensayo en

cromosomas FQ de la poblacién esparola es 2 80%.

También se ha incluido el estudio del polimorfismo IVS8-9T, IVS8-7T,

IVS8-5T (éste junto con el numero de repeticiones de TG adyacentes).

Las mutaciones estudiadas han sido: R347H, R347P, 2789+5G>A,
3120+1G>A, 711+1G>T, R334W, 1507del, F508del, 3849+10KbC>T,
1677delTA, 1078delT, V520F, L206\X/, W1282X, R560T, 2347delG, Q890X,
R553X, Gb551D, S549R(T>G), S549N, M1101K, G542X, 3905insT,
Y1092X(C>A), S1251N, 444delA, 1811+1.6kbA>G, 1717-1G>A, R117H,
R117H, R117C, N1303K, Y122X, 394delTT, G85E, R1066C, 1898+1G>A,
\X/846X, 2184delA, D1152H, CFTRdele2.3, P67L, 2143dellT, EG6O0X,
3659delC, 3272-267>G, 621+1G>T, A455E, R1162X, R1158X.

Y los polimorfismos 9T, 7T y 5T mediante el Intron 8 poliT's
(9T/7T/5T) y TGn adyacente.
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4.3. ESTUDIO ESTADISTICO

Los datos obtenidos se han procesado a través del paquete
estadistico IBM- SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, 2000)
version 20.0. Se han obtenido estadisticas descriptivas, como frecuencias,

proporciones, medidas de tendencia central y de dispersion.

Posteriormente para decidir el uso de pruebas paramétricas o no
paramétricas se aplicé la prueba de normalidad y bondad de ajuste de
Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba rechaza o aprueba la hipétesis de
normalidad de los datos, e indica si la estadistica inferencial a aplicar es

mediante pruebas paramétricas o no paramétricas.

Las distribuciones han sido analizadas mediante el test de la Chi
cuadrado y se han realizado los calculos de las prevalencias y odds ratio
mediante el Programa para analisis epidemioldgicos de datos tabulados de

la Junta de Galicia, Epidat, version 3.1.

Se ha considerado un nivel de significacion para p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA

5.1.1. Valores de TIR

Los valores de TIR no presentan una distribucién normal segun la
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (p<0,0001) con una media
de 22,2 y desviacion estandar de 14,0. Claramente hay una distribucion
que se alarga hacia valores altos.

La distribucion esta expresada en la figura siguiente:

Media = 22 164
| Desviacion tipica = 13,7094

2 N= 14872
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Figura 19. Distribucidén de los valores de TIR en el total de la muestra
(n=14872).
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RESULTADOS

Calculando los percentiles se han obtenido para el total de la

muestra los siguientes valores

Tabla 8. Percentiles de los valores de TIR.

Percentiles de TIR (ng/ml)
50 75

5 10 25

8.8 10,5 13,7 19,0

26,

6 37,1

90 95
45,8

99 99,5
69,4 80,7

5.1.2. Valores de las demas variables cuantitativas

Los valores medias y desviaciones estandar de las demas variables

cuantitativas estan expresados en la tabla siguiente:

Tabla 9. Edad gestacional, edad a la extracciéon y edad de la madre en la

muestra total.

n Media SD
Edad gestacional (semanas) 14450 39,0 1,9
Edad extraccion (dias) 14016 54 3,3
Edad madre (anos) 14688 31,6 6,7

5.1.3. Distribucion de las variables cualitativas

Los porcentajes de las distribuciones segun las variables cualitativas

estan expresados en la tabla siguiente:
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Tabla 10. Porcentajes de la muestra segun sexo, tipo de lactancia, comarca

de nacimiento y origen de la madre.

Variable N %
Sexo:
Ninos 7600 51,2
Ninas 7241 48,8

Tipo lactancia:

Materna 9372 65,0
Formula 2087 14,5
Mixta 2932 20,3
Dieta absoluta 21 0,1
Comarca
Marina Alta 1217 8,3
Alcoia-Comtat 9260 6,5
Marina Baixa 1179 8,0
Valles del Vinalop6 1288 8,8
L'Alacanti 4914 33,5
Baix Vinalopé 2767 18,9
Vega Baja 2339 16,0

Origen madre

Espana 11062 75,3
Africa 1029 7.0
América 1057 7,2
Resto Europa 1155 7,9
Asia 381 2,6

5.2. VARIACION ESTACIONAL DE LOS VALORES DE TIR

La distribucion mensual de la muestra esta expresada en la tabla
siguiente:
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Tabla 11. Distribucion de la muestra segun mes del afio y

temperatura media (Tutiempo, 2013).

MES T media (°C) N° MUESTRAS
Enero 12,9 1357
Febrero 12,1 1313
Marzo 12,9 1374
Abril 16,1 1297
Mayo 20,3 1270
Junio 25,0 1013
Julio 26,2 1186
Agosto 27,7 1300
Septiembre 23,6 1192
Octubre 19,8 1147
Noviembre 15,2 1354
Diciembre 12,5 1072

Se han analizado las variaciones de los valores de TIR segun el mes,
mediante la representacion de la mediana y de varios percentiles, estando

representados en la figura:
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Figura 20. Variacién estacional de los valores de TIR.

5.3. INFLUENCIA DEL SEXO EN LOS VALORES DE TIR

Se ha analizado la posible influencia del sexo en los valores de TIR, al
no ser distribuciones normales se ha realizado el estudio estadistico
mediante test no paramétrico, encontrando los valores que se expresan en

la siguiente tabla:

Tabla 12. Media, SD de los valores de TIR [ng/ml) segun sexo.

Nifos 7592 21,5 13,7 0,000
Ninas 7238 22.8 13.5
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Se observa un valor medio superior para las ninas, por lo que se han

realizado los percentiles de ambos, que figuran en la tabla siguiente:

Tabla 13. Percentiles de los valores de TIR ([ng/ml) segun sexo.

Nifos 18,5 44,0 67,4 77,5
Ninas 19,6 47,1 70,6 83,5

Aun asi, el numero de ninos con valores 2 65 ng/ml de TIR es de 97
frente al de ninas de 102, valores que no son significativos por la prueba
de Chi cuadrado con una OR de 1,0 ( IC 95% 0,95-1,04).

Se confirma que los valores en ninas de todos los percentiles son

mayores que en los ninos.

5.4. INFLUENCIA EDAD EN LOS VALORES DE TIR

Con el fin de observar la variacion de los valores de TIR con los dias
de vida a la extraccion de la muestra se representa la mediana de los
mismos segun los dias de extraccion, observandose que es practicamente
constante hasta el dia 19-20 de vida del recién nacido, lo que se confirma

mediante la representacion logaritmica.

94



Variables condicionantes en el CN de FQ mediante TIR

RESULTADOS

60,0

40,0

Mediana TRIPSINA

wmpq4 © @

oo

10 1I5
DIAS EXTRACCION

Figura 21. Variacién de la mediana de TIR (ng/ml) con los dias de vida del

recién nacido.

Todas las muestras, que han tenido valores para estudio genético, o

sea TIR 2 65 ng/ml han sido tomadas con menos de 20 dias de vida del

recién nacido, excepto una, de origen africano y cuyo valores ha sido 146

ng/ml y sin mutacion conocida y polimorfismo 7T/7T.

5.5. VARIACION DE TIR CON EDAD GESTACIONAL

Se ha representado la variacion de la mediana de TIR con las

semanas de gestacion, observandose (figura

) que a partir de las 37

semanas se estabiliza el valor de TIR, existiendo una mayor variacion

aparente entre los ninos prematuros, posible a la prematuridad a al menor

numero de muestras de estos ninos, para verificar si existe variacion

respecto a la edad gestacional se ha realizado el estudio de las variables
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estadisticas media, mediana y percentiles agrupando a los recién nacidos

en tres grupos de edad gestacional (tabla ).
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Figura 22. Variacion de la mediana de TIR con la edad gestacional del
recién nacido.

Los valores obtenidos estan reflejados en la siguiente tabla:

Tabla 14. Valores de TIR (ng/ml) segun grupo de edad gestacional.

s32sem 158 27,3 20,6 21,3 51,3 64,5 83,0
32-37 978 23.2 11,7 20,5 38,0 45,9 64,2
sem

237sem 13310 22,0 13,7 18,8 36,8 45,4 69,3
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Con el valor de corte de 65 ng/ml se han obtenido los casos dudosos
que se establecen en la tabla siguiente:

Tabla 15. Distribucion por grupo de edad gestacional de las muestras de
valor de TIR 2 65 ng/ml).

Grupo edad TIR 2 65 ng/ml Total casos
gestacional

RNMPT 8 178

RNPT 13 1735

RNT 178 12563

Distribucidon que es significativamente diferente segun grupo de EG
(P<0,0001 test Chi cuadrado) y con OR de los RNMPT frente a los RNT de
3,3 (IC 95% 1,6-6,8) y de los RNPT de 0,5 (IC 95% 0,3-0,9).

5.6. VARIACION TIR CON TIPO DE LACTANCIA

Los valores de los parametros estadisticos obtenidos estan reflejados

en la siguiente tabla:

Tabla 16. Valores de TIR (ng/ml) segun tipo de alimentacion.

Materna 9352 22,0(13,6) 18,7 37,0 45,8 69,4
Mixta 2932 22,2(12,4) 19,5 37.4 45,3 65,1
Férmula 2087 21,9(12,0) 19,1 36,1 44,0 62,8
Dieta 21 53,3(52,9) 42,5 94,9 234,6 -
absoluta

Test Kruskal-Wallis p=0,044

Al ser tan distintos los valores estadisticos en el grupo de dieta
absoluta, se ha analizado el numero de casos dudosos dividiendo Ila
muestra en dos grandes grupos, con alimentacion y con dieta absoluta,
obteniéndose 7 casos dudosos de 21 de las muestras analizadas con dieta

absoluta, frente a 192 casos dudosos del resto de la muestra analizada, lo
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que es muy significativo (p<0,0001 en el test de Chi cuadrado) y una OR de
36,9 (IC 95% 14,7-92,5).

5.7. VALORES DE TIRY COMARCALIZACION

Se ha realizado el estudio de las variables estadisticas teniendo en
cuenta la comarca de residencia de los padres de los recién nacidos,

figurando los datos en Ila tabla siguiente:

Tabla 17. Valores de TIR (ng/ml) segun comarca de residencia de los

padres.

Comarca n Media P50 P 90 P95 P99
(SD)

MarinaAlta 1217 22,4(29,7) 13,0 37.4 46,6 84,3

Alcoia- 960 20,7(12,4) 17,4 35,8 44,9 80,7

Comtat

Marina 1179 21,9(16,6) 18,7 34,9 44,1 89,9

Baixa

Valles del 1288 22,6(15,8) 19,4 37.8 47,7 79,1

Vinalopé

L'Alacanti 4914 21,8(12,4) 18,9 36,6 44,0 79,0

Baix 2767 22,1(13,3) 19,1 37,0 45,9 79,1

Vinalop6

VegaBaja 2339 23,2(144) 197 39,7 49,2 89,4

Test Kruskal-\¥/allis p<0,0001
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5.8. INFLUENCIA DE LA EDAD MATERNA EN LOS VALORES DE
TIR

Se ha analizado la variacion de los valores de TIR con la edad
materna, observandose los valores para la mediana que se representan en

la figura siguiente:

28,0

26,0

24 0

22 07

! Q

20,04

Mediana IRT
o
o

18,07 o

16,0

14,0

T T T T
10 20 30 40 a0 60

EDAD MATERNA (afios)

Figura 23. Variacion de la mediana de TIR (ng/ml) segun edad de Ia
madre.

Se observa que hay valores de TIR mayores en los extremos de edad
de la madre, en concreto por debajo de los 20 afios y por encima de los 40
anos. Por ello, se ha estudiado el numero de dudosos en tres grupos de
edad de la madre: < 20 anos, entre 20-40 anos y > 40 anos, obteniéndose la

siguiente distribucion:

99



Variables condicionantes en el CN de FQ mediante TIR

RESULTADOS

Tabla 18. Distribucion por grupo de edad materna de las muestras de valor

de TIR 2 65 ng/ml).

Grupo edad materna TIR 2 65 ng/ml Total casos
<20 anos 8 375

20-40 ainos 185 13845

>40 anos 6 479

No siendo significativa (test Chi cuadrado) la distribucién por dichos

grupos de edad materna.

5.9. ANALISIS DEL ORIGEN ETNICO Y LOS VALORES DE TIR

Se han analizado los parametros estadisticos segun el origen de la

madre, estando representados los valores en la tabla siguiente:

Tabla 19. Valores de TIR (ng/ml) segun origen de la madre.

Origen N Media(SD) P50 P90 P95 P99

Espanha 11062 22,2(13,7) 19,0 37,0 45,4 79,4
Africa 1029 23,8(16,6) 19,9 41,3 53,4 113,2
América 1057 20,8(11,3) 18,2 33,4 41,7 75,6

Resto 1155 22,1(12,2) 19,4 37,4 44,5 75,9

Europa

Asia 381 20,1(12,1) 17,6 34,2 46,2 74,6

Test Kruskal-Wallis p<0,0001

Se observan valores claramente superiores entre los recién nacidos

de origen africano y ligeramente inferiores entre los de origen asiatico, con

diferencias que son significativas (p<0,0001).

Del mismo modo apuntado en el apartado anterior, los ninos de

madre africana tienen valores estadisticos diferentes a los de los demas

origenes, por lo que se ha realizado la distribucion de casos dudosos segun

estos dos grupos, se encuentran 22 casos dudosos de 1032 analizados de
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origen africano frente a los 177 casos dudosos del resto de origenes, con
una OR de 1,7 (IC 95% 1,1-2,6) que es significativo (p= 0,025).

5.10. ANALISIS MULTIVARIANTE

Como se ha observado en los apartados anteriores, parece que los
valores de TIR son superiores en los meses de invierno, bajan a partir de los
20 dias, son valores inferiores en los nifos a término, claramente mayores
en ninos con dieta absoluta, aumentan a edades extremas de la madre, en
concreto por debajo de los 20 annos y en madres con edad superior a los 40
anos y por ultimo tienen valores superiores los ninos cuya madre es de
origen africano.

Pero existe claramente unas influencias que pueden estar cruzadas,

asi son conocidas las influencias mostradas en la siguiente figura:

Edad madre .

=40 afios / ' - ~
I
Wy L]
Lactancia materna, ;
formula, mixta y dieta F
F 4
! ’
/ , ;
F ;f
Grupos Edad Gestacional I" )
RNMPT, RNPT yRNT Y ,f
1 ! ’f
| rf ,
| ¥ f’
I ’

b F
b * .L,:_ E
|?a|nres altosde TIR

—— _} Influencias a determinar

Figura 24. Posibles factores que pueden influir en valores anormales de
TIR.
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Con el fin de eliminar posibles injerencias de unas variables con
otras, se ha realizado el analisis multivariante de estas variables,
estableciendo como variable dependiente dicotdmica los valores hormales
de TIR o por encima del punto de corte establecido de 65 ng/ml, variable
cuantitativa la temperatura media del mes de nacimiento del nino, y como
variables cualitativas el sexo; grupos de edad gestacional; RNMPT = 32
semanas, RNPT 32-37 semanas y RNT 2 37 semanas; la edad de extraccidon
hasta los 20 dias y superior a dicha edad; tres grupos de edad de la madre:
< 20 anos, entre 20 y 40 anos y > 40 anos; y origen africano de la madre

frente al resto de recién nacidos.
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Tabla 20. Significacidon, odds ratio e intervalo de confianza del mismo,

segun el analisis multifactorial respecto a sexo, grupo étnico africano,

grupo dias extraccion, grupo edad materna, grupo lactancia y temperatura

media.
Sig. (p) OR .C. 95% para OR
Inferior | Superior

Sexo 398 1.1 0,9 1.5
Africa vs resto 055 16 1.0 25
Dias extraccion
<20vsz20 , 714 1,5 0,2 10,6
Edad materna ,405
Grupo EM < 20

179 1 4
vs 20-40 ainos ! 6 0.8 3,
Grupo EM > 40
vs 20-40 anos ,928 1,0 0,5 2,4
Edad _ 129
gestacional
EG(1) ,500 1,4 0,5 4,2
Grupos EG(2) 067 0,6 0.3 1,0
LACTANCIA ,000
LMvsLF ,022 0,5 0,3 0,9
LM vs L mixta ,096 0,7 0,5 1,1
LM vs Dieta ,000 22.4 7.1 70,5
Tem!)eratura 067 1.0 1.0 1.0
media

La probabilidad de encontrar un valor de TIR igual o superior a 65

ng/ml, esta representada en las siguientes figuras:
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Figura 25. Probabilidad de que el valor de TIR de un nifio de madre

africana y no africana sea 2 65 ng/ml.
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Figura 26. Probabilidad de que el valor de TIR de los tres grupos de edad

gestacional sea 2 65 ng/ml.
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Figura 27. Probabilidad de que el valor de TIR de los grupos de tipo de
lactancia sea 2 65 ng/ml.

5.11. VALORES DE REFERENCIA DE TIR EN EL CRIBADO
NEONATAL DE FIBROSIS QUISTICA

A partir de los datos reflejados anteriormente, parece aconsejable,
buscando un numero menor de repeticiones o realizaciones de estudio
genético, optimizar el punto de corte a partir de unos percentiles

adecuados a la poblacion en estudio.

Para ello parece aconsejable tomar las medidas de eliminar del
cribado neonatal mediante la muestra de los primeros dias a aquellos nifios
con dieta absoluta y realizarles el cribado de fibrosis quistica cuando se

haya estabilizado su ingesta o las causas que llevaron a la misma, y por
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otro lado, establecer un punto de corte distinto para los recién nacidos de
madre africana.
Los valores de normalidad excluyendo estos dos colectivos estan

expresados en la siguiente tabla:

Tabla 21. Percentiles de los valores de TIR en la muestra total y excluyendo

los nifios con dieta o de madre africana (Grupo estandar).

grupo Percentiles de TIR (ng/ml)

5 10 25 50 75 20 95 29 99,5
Total
(14872) 88 10,5 13,7 190 26,6 37,1 458 694 80,7
Estandar
(13244) 88 104 13,7 189 264 368 453 688 79,0

Con una distribucion que esta representada en la siguiente figura:

Media = 220
a Desviacion tipica = 13,2747
25 _ M=13.244

209

Porcentaje de frecuencia

55—

T T T | I
0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0
TRIPSINA

Figura 28. Distribucion de los valores de TIR en el grupo de muestras

estandarizadas (n=13244).
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Y para los ninos de madres africanas se podrian establecer los rangos

de valores de normalidad que figuran en la tabla siguiente:

Tabla 22. Percentiles de los valores de TIR entre los recién nacidos de
madre africana (n=998).

Percentiles de TIR (ng/ml)

5 10 25 50 75 920 95 929 29.5
8,6 10,6 13,8 19,8 28,9 41,4 54,1 97,7 137,0

5.12. VALORES ALTOS DE TIR Y ESTUDIOS GENETICOS

5.12.1. Porcentaje de valores altos con punto de corte establecido de
65 ng/ml

Se han encontrado entre los 14872 ninos recién nacidos analizados,
199 muestras con valores superiores al punto de corte establecido
inicialmente de 65 ng/ml de TIR, lo que supone un porcentaje de muestras

a seguir en estudio genético del 1,34%.

5.12.2. Distribucion de las mutaciones y polimorfismos
En las 199 muestras con valores superiores a 65 ng/ml de TIR se han
analizado las mutaciones mas frecuentes en Espafna, dando los siguientes

resultados en relacion a las mutaciones encontradas:

108



Variables condicionantes en el CN de FQ mediante TIR

RESULTADOS

Tabla 23. Mutaciones encontradas en recién nacidos con TIR 2 65 ng/ml..

Mutacién n %
Alelo 1

Sin mutacion 183 92,0
AF508 9 4,5
D1152H 4 2,0
R1162X 2 1,0
L206\W 1 0,5
Alelo 2

Sin mutacion 198 99,5
AF508 1 0,5

Con estos valores, se ha encontrado una incidencia durante el ano

analizado para FQ de 1/14872, dato que no se puede extrapolar a la

poblaciéon de la provincia de Alicante al ser un periodo pequeno, se debe

de recopilar informacion en periodos mas largos.

Respecto al numero de portadores encontrados de la mutacion

AF508 de 1/22 es practicamente la descrita para la poblacion general, y

por tanto el cribado de fibrosis quistica mediante TIR no discrimina de una

forma especifica a los portadores de dicha mutacion.

Y respecto a los polimorfismos:

Tabla 24. Polimorfismos encontrados en recién nacidos con TIR 2 65 ng/ml

(n=199).

Polimorfismo n %
5T/7T 10 5,0
5T/9T 3 1,5
7T/7T 131 65,8
7T/9T 51 25,6
9T/9T 4 2,0
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5.12.3. Distribucion de las mutaciones y polimorfismos segun valor de
TIR

Con el fin de dilucidar si la existencia de mutaciones o polimorfismos
esta mas elevada en alguno de los valores de TIR se ha realizado la
distribucion de la muestra en varios grupos de valores de TIR,

obteniéndose la siguiente distribucidén de las mutaciones:
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Tabla 25. Distribucion de las mutaciones y polimorfismos segun valores de

RESULTADOS

TIR (n=199).
TIR (ng/ml) Mutaciones Polimorfismos
=200 6 7T/7T (50%)
7T/9T (50%)
150-200 4 1 AF508 7T/7T (50%)
7T/9T (50%)
125-150 7 1 AF508 7T/7T (42,9%)
7T/9T (57.1%)
100-125 17 1 AF508 7T/7T (94,1%)
7T/9T (5,9%)
90-100 17 1 homo AF508 | 5T/7T (5,9%)
2D1152H 7T/7T (70,6%)
1 R1162X 7T/9T (17,7%)
9T/9T (5,9%)
80-90 27 1L206\W/ 5T/7T (3,7%])
7T/7T (59,3%)
7T/9T (33,3%)
9T/9T (3,7%)
70-80 67 4 AF508 5T/7T (3,0%])
1 R1162X 5T/9T (1,5%)
7T/7T (71,6%)
7T/9T (22,4%)
9T/9T (1,5%)
65-70 53 2 AF508 5T/7T (11,2%)
1D1152H 5T/9T (3,7%)

7T/7T (57,4%)
7T/9T (25,9%)
9T/9T (1,9%)
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Las combinaciones de las mutaciones con los polimorfismos estan

expresadas en la siguiente tabla:

Tabla 26. Combinaciones de mutaciones y polimorfismos en las muestras
con TIRz 65 ng/ml (Nn=199).

Mutacion Polimorfismo
1 AF508/AF508 19T/9T
8 AF508 8 7T/9T
4 D1152H 37T/7T
17T/9T
2R1162X 27T/7T
1 L206\W/ 17T/7T
183 Sin mutacioén encontrada 10(5,5%) 5T/7T
3(1,6%) 5T/9T
126(68,9%) 7T/7T
43(23,5%) 7T/9T
3(1,6%) 9T/9T

5.13. PROSPECCION DE LOS RESULTADOS QUE SE
OBTENDRIAN CON UN NUEVO PUNTO DE CORTE

El numero de casos a remitir para el estudio genético en caso de
eliminar los nifnos con dieta absoluta y con el nuevo punto de corte de TIR
> 68,8 ng/ml seria de 149 recién nacidos, lo cual supone un ahorro de 50
muestras en un ano, lo que supondria el 25% de muestras a estudio
genético, y su repercusion sobre los resultados del estudio genético seria la
pérdida de 2 portadores de la mutacion F508 del y 1 portador de la
mutacion D1152H.
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RESULTADOS

Tabla 27. Combinaciones de mutaciones y polimorfismos en las muestras
con TIRz 68,8 ng/ml y sin dieta (n=149)

Mutaciéon TIR2 65 | Polimorfismo  TIR2 | Mutaciones Polimorfismos
ng/ml. 65 ng/ml. perdidas perdidos
1 AF508/AF508 19T/9T
8 AF508 87T/9T -3 AF508 -37T/9T
4 D1152H 37T/7T -1 D1152H
17T/9T -1 7T/9T

2R1162X 27T/7T
1 L2006\ 17T/7T
183 Sin mutaciéon 10(5,5%) 5T/7T -46 Sin
encontrada 3(1,6%) 5T/9T mutacion

126(68,9%) 7T/7T encontrada -25 7T/7T

43(23,5%) 7T/9T -12 7T/9T

3(1,6%) 9T/9T

Si ademas se establece como criterio el punto de corte para los

recién nacidos de madre africana en su percentil 99, o sea en 97,7 ng/ml

de TIR, el numero de nifnos descartados del estudio genético hubiese sido

de otros 9 nifnos, sin pérdida de ninguna de las mutaciones encontradas.

Con estas tres medidas, eliminacion dieta absoluta, nuevo punto de

corte para la poblacion general y punto de corte especifico para los recién

nacidos de madre africana, se hubiesen tenido que hacer 140 estudios

genéticos, lo que supondria un ahorro del 30,0%.

113



114



UNIVERSITAS

Miguel H

06/ DISCUSION

Variables condicionantes en el cribado neonatal de fibrosis quistica mediante

tripsina inmunorreactiva




116



Variables condicionantes en el CN de FQ mediante TIR DISCUSION

6.- DISCUSION

6.1. DISENO Y TAMANO DE LA MUESTRA.

Se ha realizado un estudio descriptivo de los valores de Tripsina
inmunoreactiva (TIR) obtenidos en el cribado neonatal de todos los recién
nacidos en la provincia de Alicante desde su implantacion en febrero de
2012.

Todas las muestras cumplieron los criterios de inclusion y exclusion
establecidos, en concreto todas las muestras analizadas cumplieron los
criterios de calidad preanalitica establecidos en la bibliografia sin ninguna
intervencion ni modificacion sobre las variables establecidas, el estudio se
realizé de forma totalmente anénima, utilizandose unicamente los datos

de las fichas del cribado neonatal de forma estadistica.

Se han obtenido dichos datos de forma totalmente anénima de las
fichas del cribado neonatal de los recién nacidos de la provincia de
Alicante, nacidos durante un periodo de 12 meses, del 1 de marzo de 2012
al 28 de febrero de 2013.

La toma de muestras se realizd en las consultas de enfermeria
pediatrica especializada de los hospitales en los que se ha establecido de
este modo (Hospital General Universitario de Alicante, Hospital
Universitario de San Juan, y Hospital Virgen de los Lirios de Alcoy), en las
unidades de neonatos en el caso de los nifos ingresados, siempre por los
mismos profesionales, con formacion especifica para esta tarea, por lo que
es muy infrecuente el caso de muestra insuficiente, mala impregnaciéon o
mala calidad en la muestra, en los cuales ha sido utilizada la segunda

muestra para el cribado de fibrosis quistica.
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Se han estudiado algunas de las condiciones que podrian influir en
los valores de corte del cribado neonatal de TIR elevado establecidos
previamente para la poblacién general de recién nacidos de 65 ng/ml,
como son el tipo de alimentacion (lactancia materna, féormula, mixta o
dieta absoluta), la edad gestacional, los dias transcurridos desde el
nacimiento hasta la toma de la muestra, comarca de residencia de los

padres, origen materno, edad de la madre.

En las muestras iguales o superiores al punto de corte se ha
realizado el estudio genético incluyendo mutaciones y polimorfismos y
prueba de cloro en sudor en aquellos con estudio genético positivo o

valores de IRT superiores a 100 ng/ml.

Se ha partido de una muestra total de 14872 recién nacidos, con la
que, teniendo en cuenta que la variable a comparar es el valor de TIR, se
han realizado grupos segun las distintas variables analizadas (edad
gestacional, edad a la toma de muestra, tipo de alimentacién: lactancia
materna, con féormula, mixta o dieta absoluta, dias transcurridos desde el
nacimiento hasta la toma de muestra, comarca, origen materno, edad de la
madre, estudio genético incluyendo mutaciones y polimorfismos y prueba
de cloro en sudor), con el fin de poder analizar la posible repercusion de

éstas en las concentraciones de TIR.

Del mismo modo se realizaron subgrupos combinando las distintas
variables, con el fin de utilizar muestras homogéneas. En esta distribucion

de subgrupos, todos tuvieron un numero suficiente de muestras.

Ademas se realizo el estudio genético en todos los nifos que tenian
concentraciones de TIR igual o superiores a 65 ng/ml, buscando las
mutaciones mas frecuentes y polimorfismos que pudieran confirmar la
existencia de fibrosis quistica u otras manifestaciones clinicas relacionadas

con esta patologia.
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El tamano muestral de 14872 recién nacidos es superior al
establecido para un 95% de confianza (z=1,96) y un margen de error del
1%, en cuyo caso son necesarias 9604 muestras. La cuantificacion de TIR
esta en una media de 22 y desviacion estandar de 14, muy alejadas del
valor de corte establecido previamente de 65 ng/ml; con una variabilidad
en los interensayos establecida mediante los controles internos y externos

en el entorno de normalidad de alrededor del 6%.

6.2. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.

Aunque no ha sido objetivo de esta memoria el estudio de las
caracteristicas de la poblacion de recién nacidos de la provincia de
Alicante, se observa una gran similitud de la poblacién estudiada con las
caracteristicas de poblaciones semejantes descritas en la bibliografia. Asi,

al estudiar en la muestra total:

- El porcentaje de edad gestacional (semanas): 39 semanas, frente
otros estudios (media 39,4).

- Edad de la madre: 31,6 anos, frente 31,4 frente otros estudios (Rizo,
2013).

- Los porcentajes del tipo de alimentacion se destaca que existe un
mayor porcentaje de ninos que reciben lactancia materna (65%)])

respecto a otros tipos de alimentacion.

El tipo de lactancia esta directamente relacionado con la edad
gestacional del recién nacido, cuanto mayor es la edad gestacional existe
mayor porcentaje de nifos que reciben lactancia materna y esto es debido
al menor tiempo de estancia hospitalaria de estos ninos; a que los ninos
pretérminos necesitan de formulas enriquecidas, en los que se
recomiendan aportes proteicos bastante mas elevados que los contenidos
en la leche materna (Hay, 2008), y a las dificultades que tienen los nifnos
hospitalizados para recibir lactancia materna, etc. (Merewood, 2006;
Nakao, 2008; \X/alker, 2008; Vieira, 2010).
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Respecto a la distribucion de la muestra por sexo, se obtuvo una
muestra homogénea, no encontrandose practicamente diferencias en la
poblacion estudiada y siendo comun el pequefno incremento en porcentaje

de ninos frente al de ninas en los ultimos anos (Manero, 2012; Rizo, 2013).

No es homogénea la distribucion de la muestra en cuanto a la
comarca, destacando un porcentaje de recién nacidos mas elevado en la
comarca I’Alacanti con un 33,5%, seguida de la comarca del Baix Vinalop6,

acorde con la distribuciéon de la poblacion de la provincia de Alicante.

Tampoco es homogénea la distribucion de recién nacidos respecto al
origen de la madre, encontrandose un alto porcentaje de recién nacidos de
madre no espanola 24,7%, acorde a lo descrito en anos previos para la
provincia de Alicante (Rizo, 2013) y del resto de la Comunidad Valenciana

(Aguado, 2011).

Respecto la distribucion de la muestra por meses de nacimiento no
se encontraron diferencias significativas entre los meses analizados, siendo

el numero de nacimientos practicamente constante durante todo el ano.

6.3. INFLUENCIA DEL SEXO EN LOS VALORES DE TIR

En el estudio de la variacion en la concentracion de TIR respecto al
sexo neonatal se observan niveles mas altos de tripsina inmunorreactiva
en las ninas respecto a los ninos (valores medios de 22.8 frente 21.5 y
percentil 99.5 de 83.5 frente 77.5 respectivamente) con una diferencia

estadisticamente significativa.

Estas pequenas diferencias se diluyen al efectuar el estudio
estadistico multifactorial. En un estudio (Vernooij-van Langen, 2012), los
varones mostraron menores concentraciones de PAP (proteina asociada a

la pancreatitis que se usa junto con la TIR en algunos paises en el cribado
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neonatal) que en las mujeres; esta diferencia no fue estadisticamente
significativa; asi pues se concluy6é que el sexo no aumenta el riesgo de un

resultado positivo de la prueba de cribado.

No se ha encontrado ninguna referencia en relacion a posibles
diferencias en los niveles de TIR entre nifios y niRas; por lo que se llega a la
conclusion de que se trata de un hallazgo casual y sin ninguna repercusion

para los valores de referencia.

6.4. INFLUENCIA DE LA EDAD NEONATAL EN LOS
VALORES DETIR

En el presente estudio se observa, coincidiendo con la bibliografia
como los niveles de TIR permanecen practicamente constantes hasta el dia
20 de vida del recién nacido (con una mediana de tripsina de 20 ng/ml),
para después descender de forma significativa como apuntan otros
estudios. En ese sentido se apunta en la bibliografia que la concentracion
de TIR a los 3-7 dias es sensible pero poco especifica, teniendo un VPP= 3-
10% (Wilcken, 2007), existiendo estado de hipertripsinemia neonatal

transitoria en recién nacidos sin fibrosis quistica dando falsos positivos.

Una segunda muestra a los 15 dias aumenta la especificidad, siendo
la causa de que en algunos laboratorios de cribado se tenga como
protocolo la doble muestra para TIR en los casos que en la primera muestra
se supere el punto de corte, con los inconvenientes de rellamada, estrés de

los padres, etc.

A una edad superior a los 30-35 dias disminuye la sensibilidad (Rock,
1990), porque existe atrofia secundaria de las células acinares, que son
sustituidas por tejido fibrético, igualandose la concentraciéon de TIR en

pacientes y en no pacientes, dejando de ser un parametro analitico valido.
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Por ello es importante establecer puntos de corte acordes a la edad a
la que se va a realizar el cribado neonatal (2-20 dias y 21-30 6 21-35 dias),
necesitando la optimizacién del punto de corte para minimizar los falsos

positivos y negativos (Wilcken, 2003).

] Neonato
con FQ

TIR ng/ml

5 10 15 20 25 30 35 40

Dias de vida

Figura 29. Variacion de TIR con los dias de vida.

Existe un punto critico en el cribado neonatal de FQ mediante la
cuantificacién de TIR, que es el establecimiento del punto de corte en Ila
primera muestra, para lo cual cada laboratorio debe establecer sus propios
puntos de corte, teniendo en cuenta que la concentracion de TIR es
dependiente de la edad del recién nacido, disminuyendo notablemente a
partir de los 20-21 dias de vida. Los valores del TIR disminuyen pasadas las
primeras semanas de vida por lo que se debe tener muy en cuenta la edad
del paciente, tanto que se recomienda utilizar valores de corte especificos

para cada edad.

Por ello sera necesario vigilar el cumplimiento del protocolo
establecido de toma de muestras entre los 3-5 dias de vida (Aguado, 2011)
y para los casos en que se incumplan dichos plazos, tener valores de

referencia adecuados a la edad de toma de la muestra.

122



Variables condicionantes en el CN de FQ mediante TIR DISCUSION

6.5. INFLUENCIA DE LA EDAD GESTACIONAL EN LOS
VALORES DETIR

Al estudiar la posible variacion de los niveles de TIR respecto a la
edad gestacional, se determinaron valores mas elevados cuanto menor es
la edad gestacional del nifo con una diferencia estadisticamente
significativa; observandose como a partir de la semana 37 el valor se

estabiliza (Figura 22).

Este hecho puede deberse al estado general de salud de los nifnos
pretérmino, ninos que en general tienen mayor patologia asociada, dietas,

etc, por lo que al realizar el estudio multifactorial esta diferencia se diluye.

La edad gestacional esta directamente relacionada con el peso al
nacimiento, asi pues un nino pretérmino pesa menos que uno a término,
confirmandose este hecho en estudios en los que se ha observado que los
recién nacidos con bajo peso al nacimiento (<2500 g) tuvieron mayores
niveles de TIR con una diferencia estadisticamente significativa frente los

ninos con normopeso (>2500 g) (Kloosterboer, 2009).

En el presente estudio, la media, mediana y hasta el percentil 95
siguen la tendencia de disminuir al aumentar la edad gestacional, sin
embargo al realizar el estudio de los casos que superan el punto de corte
original el orden del factor de riesgo es RNMPT > RNT > RNPT, hecho que se
diluye bastante y deja de ser significativo en el estudio multivariante. Es un
punto que necesitaria de un mayor numero de muestras para poder

corroborarlo o descartarlo.

6.6. INFLUENCIA DEL TIPO DE LACTANCIA EN LOS
VALORES DE TIR

Cuando se estudio la variaciéon en la concentracion de TIR segun el
tipo de alimentacion en Ila muestra total, se observé que Ilas

concentraciones de TIR no variaban de forma significativa entre los tres
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grupos de alimentacion (lactancia materna, lactancia con férmula y mixta)
pero llama la atencion la elevaciéon de los niveles de TIR en neonatos con
dieta absoluta encontrandose una diferencia estadisticamente
significativa, observandose como llega a ser la media de TIR mas del doble
que en los otros casos (Tabla 15), y se tienen nifos con valores de TIR
superiores al punto de corte en mucha mayor medida que en los demas

casos de recién nacidos.

Este hecho se confirma mediante el estudio multivariante que da
probabilidades de estar por encima del punto de corte para los recién
nacidos con dieta absoluta del orden de 20 veces superior que los nifios
alimentados. Este hecho esta sin duda relacionado con que estos nhifnos
estan sometidos a dieta absoluta por su patologia inherente y ésta es

causante del incremento de TIR.

Si bien la TIR se encuentra aumentada en individuos con FQ,
también se ha observado un incremento de TIR en individuos normales
con inmadurez del sistema ductal, en portadores de FQ (66%) y en
neonatos con otras patologias como: trisomias del cromosoma 13, 18y 21
(Priest, 1991), infecciones congénitas (citomegalovirus y otras subclinicas),

insuficiencia renal, deficiente perfusion pancreatica y atresia intestinal.

También se muestran valores mas altos de TIR asociados con asfixia
perinatal (Rock, 1989) o lactantes enfermos (Ravine, 1993). Por otro lado
se ha descrito que el estrés perinatal puede ser responsable hasta del 25%

de los casos positivos.
Hay que destacar que en el presente estudio no se ha encontrado

ninguna mutacion en los casos de TIR superiores a 200 ng/ml y

unicamente 3 portadores AF508 por encima de 100 ng/ml.
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6.7. INFLUENCIA DE LA COMARCA DE RESIDENCIA DE LOS
PADRES EN LOS VALORES DE TIR

Cuando se estudiaron Ilas concentraciones de tripsina
inmunorreactiva segun la comarca de residencia de los padres se
determiné un aumento en la concentracion de dicho parametro en la
comarca de la Vega Baja con una diferencia estadisticamente significativa,
encontrandose una media de 23.2 ng/ml y percentil 99 de 89.4, respecto a
los nifnos de la comarca de Alcoy con menos niveles de TIR (media 20.7 y
percentil 99 de 80.7).

Esto puede ser debido a que la zona de la Vega Baja acoge un alto
porcentaje de inmigracion, en su mayoria procedente del Norte de Africa.
Asi pues la heterogeneidad de las poblaciones influye en la prevalencia de
la fibrosis quistica (Ezquieta, 2005), pues aunque los africanos, mas en
concreto los nacidos de madre norteafricana, cursan con niveles mas altos
de TIR, la prevalencia de Ila fibrosis quistica es mas baja en esta raza, siendo

mas frecuente en la raza caucasica.

La inmigracion es un factor variable, previsiblemente en aumento,

que debe evaluarse con atencion.

6.8. INFLUENCIA DE LA EDAD MATERNA EN LOS VALORES
DE TIR

Al estudiar la posible variacion de la concentracion de TIR respecto a
la edad materna se observa que hay valores de TIR mas elevados en
extremos de edad materna, por debajo de los 20 arhos y por encima de los
40 (Figura 23).

No cabe duda que la embarazada de mayor edad, tiene mas
probabilidades de encontrarse con complicaciones, que son el resultado
del proceso natural del envejecimiento materno, lo cual lleva asociado un

embarazo con mayor numero de complicaciones, mayor riesgo de
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prematuridad (Cortés, 2013) y presencia de mayor numero de patologia
neonatal y mortalidad fetal, neonatal y perinatal (Rodas, 1992), como se

observa en la tabla siguiente:

Tabla 28. Patologias del recién nacido segun edad materna (Rodas, 1992).

MENDS 18 1B A35 MAS 35
HIFERBILIEFEUINEMIA 1264 %] 1047 %] 1140%
FPEEMATURGS 1379 %] 1182%| 1578%
MACROSOMICOS 1.91 % A7 %] 1096 %
ANOMALIAS CONGENITAS 3.07 % 228 % 219 %

Entre las patologias peri-neonatales mas frecuentes de hijos de
madres mayores de 35 anos predominan el Prematuro y el Macrosémico lo

cual coincide con las patologias maternas mas relevantes: RPM y Diabetes.

Segun el mismo estudio, no son mayores los casos de Anomalias
Congénitas en el grupo de madres de mas 35 anos, coincidiendo en esta

observacion con otros autores (Delgado, 1992).

También la mayor tasa de mortalidad perinatal en madres anosas y
el incremento en la terminacion mediante cesarea abdominal en las
madres anosas, puede conducir a porcentajes de Apgar deprimidos mayor
y patologias asociadas, dieta etc. que conduzcan a valores de TIR

superiores.

En relacién al incremento de TIR en madres de edad inferior a los 20
anos, cabe indicar también el mayor riesgo entre las adolescentes de
prematuridad (Cortés, 2013) y que la maternidad en adolescentes conlleva
mayores riesgos de salud para ellas y sus hijos, aumentando la morbilidad,
mortalidad y repercusiones en el recién nacido, asi todos los reportes
internacionales coinciden en que los problemas comienzan en el utero:

desnutricion, restriccion del crecimiento intrauterino y bajo peso al nacer,
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que junto a la prematuridad, seran las condiciones determinantes en la
mayor morbilidad y mortalidad de éstos en relacion a la poblacién general
(Trave, 1989; Escobedo, 1995; Jasklewicz, 1994; Bortman, 1998; Mendoza,
L.A. 2012).

Puesto que existe una relacién directamente proporcional entre ser
madre en edades extremas con mayor numero de patologias neonatales,
esto podria explicar el porqué de niveles mas elevados en la TIR en dichos

ninos al nacimiento.

En el presente estudio se observan que hay valores de TIR mayores
en los extremos de edad de la madre, en concreto por debajo de los 20 y
por encima de los 40 anos, pero cuando se realiza la distribucion por grupo
de edad materna de las muestras de valor de TIR 2 65 ng/ml no es
significativa la distribucion por dichos grupos de edad materna,

confirmandose en el estudio multivariante.

Asi pues, en otros estudios se aprecia como las madres mas jovenes y
las anosas tienen mas riesgo de prematuridad (Rizo, 2013; Cortés 2013), lo

que conllevaria a un aumento en los niveles de TIR.

6.9. INFLUENCIA DEL ORIGEN ETNICO MATERNO EN LOS
VALORES DE TIR

Cuando se estudiaron Ilas concentraciones de tripsina
inmunorreactiva segun la etnia materna se observaron valores claramente
superiores en los recién nacidos de origen africano, con diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.0001), dato que concuerda con la
bibliografia (Gregg, 1997).

Ademas también se han encontrado valores de TIR ligeramente

inferiores en los neonatos de madres asiaticas y americanas.
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Si se efectua el estudio de los recién nacidos de etnia africana
respecto al resto de la muestra mediante el estudio multivariante se
obtiene una diferencia casi estadisticamente significativo (p=0.055) y una
probabilidad mayor (OR 1,6) de que el neonato que procede de madre
africana tiene mayor posibilidad de tener los niveles de TIR por encima del

valor de referencia.

La influencia étnica en el nivel de TIR ha sido estudiada previamente
(Gregg, 1997), mostrando una sobrerrepresentacion de los afroamericanos
en los bebés recién nacidos cribados positivos (10% de la poblacion
general, llegando a 28% en los positivos) a pesar de la menor incidencia de

fibrosis quistica en esta poblacion.

Este hallazgo es muy similar a otros estudios, donde el porcentaje de
los nifios del norte de Africa aumenté de 25% en la poblacion general al

40% en resultados positivos, sin FQ.

Hay que senalar que en el presente estudio se dividié el origen
materno en: Espana, resto de Europa, Africa, América y Asia; aunque el
origen africano corresponde mayoritariamente a paises del Norte de Africa

(Marruecos principalmente).

Variaciones étnicas de los valores de referencia son un fenémeno
biolégico descrito recientemente. Asi, los recién nacidos de familias del
Norte de Africa tienen valores mas altos de TIR y la mayoria de los recién
nacidos cribados positivos en esta poblacion podria ser considerada como

"falsos positivos” (Cheillan, 2004).

Cabe destacar que la fibrosis quistica es el trastorno genético mas
comun entre los niflos caucasicos. La incidencia es variable: es mucho
menos comun en las poblaciones asiaticas y africanas que en las europeas

y norteamericanas, con variaciones dentro de cada pais. La prevalencia
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varia entre 1 en 2000 en Irlanda frente a uno en cerca de 500.000 en
Japoén (Bush, 2003; Lewis, 2000).

6.10. INFLUENCIA DE LA ESTACIONALIDAD EN LOS
VALORES DE IRT

Aunque en el presente estudio no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de TIR con los meses de
nacimiento de los neonatos (tabla 11), algunos articulos muestran lo
contrario; asi pues un estudio (Kloosterboer, 2009) refiere que se
encontraron variaciones estacionales en los niveles de TIR del neonato en

10 anos de investigacion.

Los valores de TIR durante los meses de verano fueron inferiores a
los de los meses de invierno durante todo el periodo de investigacion.
Aunque las medias de cada verano e invierno variaron de ano en ano,
estas variaciones pueden ser atribuidas a los cambios de lote de reactivos.
Puede ser que estas diferencias estacionales sean atribuibles a los grandes
cambios en la temperatura ambiente donde se realizé dicho estudio
(Wisconsin); desde inviernos muy frios hasta veranos calurosos, con
diferencias de temperaturas medias que pueden ir de -8,9°C a 20,6 °C

(Protiempo, 2013) o sea una diferencia térmica de casi 30°C.

El presente estudio se ha realizado en muestras de recién nacidos en
la Provincia de Alicante en las que la diferencia de temperaturas maxima
de 27,7°C y minima de 12,1°C es mucho menor (Tutiempo, 2013), de forma
que aunque se observa un pequeno incremento, este deja de ser
significativo al hacer el estudio multivariante considerando la temperatura

media mensual en dicho estudio.
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6.11. VALORES DE REFERENCIA

Dado que las variables que influyen significativamente en los valores
de los niveles de TIR en la poblacion analizada de la Provincia de Alicante,
son como se ha visto previamente, la etnia africana (teniendo en cuenta
que la mayoria son norteafricanos) y la dieta absoluta, parece aconsejable
optimizar un punto de corte a partir de percentiles adecuados a la

poblacion estudiada.

Los valores de normalidad excluyendo los recién nacidos con dieta
absoluta y nacidos de madres africanas, el percentil 99 se puede establecer
en 68,8ng/ml y para los ninos de madres norteafricanas subir el punto de

corte a su percentil 99 que esta en el valor de TIR de 27,7 ng/ml.

Respecto a los ninos que reciben dieta absoluta, cualquiera que sea
su causa, seria recomendable demorar la toma de muestra para la
determinacion de TIR, hasta que el nifio reciba algun tipo de alimentacion,
ya sea leche materna, férmula o mixta, siempre que se normalice el estado
de salud de los ninos antes del mes de vida, dada la pérdida de valor de la
determinacion de TIR después de este periodo y teniendo en cuenta la

necesidad de valores de referencia adecuados para esas edades.

Con estas medidas se efectuarian un menor numero de repeticiones

y de realizacion de estudios genéticos.

6.12. VALORES ALTOS DE TIR Y ESTUDIOS GENETICOS

Se han encontrado entre los 14872 nifnos recién nacidos analizados,
199 muestras con valores superiores al punto de corte establecido
inicialmente de 65 ng/ml de TIR, lo que supone un porcentaje de muestras

a seguir en estudio genético del 1,34%.
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En dichas muestras y segun protocolo establecido y con el
consentimiento informado previo, se han analizado las mutaciones mas
frecuentes en Espana mediante el sistema de analisis ELUCIGENE CF-
EU2v1, que incluye un porcentaje mayor del 80% de las mutaciones
encontradas en Espana, que cumple los requisitos marcados por la
European Concertated Action on Cystic Fibrosis, que indica la necesidad
de identificar un minimo del 80% de las mutaciones de la poblacion

estudiada en el cribado para disminuir los falsos negativos.

Existe un factor que determina los falsos negativos y falsos positivos
que es la eleccion de numero de mutaciones a detectar, a mas mutaciones,
mayor sensibilidad (disminucion de falsos negativos) pero disminuye la
selectividad (aumentando los falsos positivos), siendo necesario llegar a un
equilibrio y una seleccion adecuada de las mutaciones mas frecuentes

presentes en la poblacion a cribar (Comeau, 2004).

Es necesario también tener en cuenta la distinta gravedad de las

mutaciones, asi:

» Mutaciones responsables de fibrosis quistica: F508del, G542X,

711+1G>T,...

» Mutaciones asociadas a patologias del adulto: L997F, D443Y-G576A-
R668C, R258G,...

» Mutaciones sin consecuencias clinicas: 1148T, M470V, F508C,
1716G>A.,...

» Mutaciones con expresion clinica desconocida: L967S, Y1014C,...

En la poblacién estudiada se han encontrado 4 mutaciones:

- 1 homocigoto AF508;

- 8 heterocigotos AF508;

- 4 heterocigotos D1152H;
- 2 heterocigotos R1162X
- 1 heterocigoto L206\.
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Esto supone una incidencia durante el ano analizado para FQ de
1/14872, dato que no se puede extrapolar a la poblacién de la provincia
de Alicante al ser un periodo pequeno, se debe de recopilar informacion en

periodos mas largos.

Respecto al numero de portadores encontrados de la mutacién
AF508 de 1/22 entre las muestras analizadas, es practicamente la descrita
para la poblacion general en Espana (Telleria,1999; Araujo, 2005), y por
tanto el cribado de fibrosis quistica mediante TIR no discrimina de una

forma especifica a los portadores de dicha mutacion.

Hay que recordar que el objetivo del Programa de Cribado Neonatal
no es el de encontrar portadores, sino discriminar aquellos que pueden ser

positivos para FQ.

Los portadores de una sola mutacion del CFTR (heterocigotos)
presentan unos valores de TIR significativamente superiores a los nho
portadores, aunque en la mayor parte de los casos dentro de rango. Esta
diferencia es mayor en los portadores de mutaciones con insuficiencia
pancreatica. Se estima que la TIR solo detecta aproximadamente el 1,5% de
los heterocigotos. En los individuos portadores de un alelo mutado, se
espera que se exprese so6lo en un 50% de su dotacion genética normal,
pero no presentan el fenotipo enfermo, esto sugiere que una reduccion del
50% de la expresion del gen CFTR normal es insignificante desde el punto

de vista fisiologico y del desarrollo (Pilewski, 1999).

En relacion con los portadores de una sola mutacion, debe tomarse
en consideracion otro aspecto mas: cuando una pareja ha tenido un hijo
portador, el riesgo de que el siguiente sea enfermo es de 1/100-1/120 si se
asume una frecuencia de portadores en la poblacion del 1/25-1/30
(Telleria, 1999).

Es necesario por lo tanto ofrecer un adecuado asesoramiento

genético a estas familias, asi como realizar el estudio genético de los
padres (Telleria, 1999).
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La distribucion de las mutaciones encontradas no se ajusta a
excepcion de la AF508, a las referidas por otros autores en algunas areas
geograficas de Espana, asi hay coincidencia generalizada respecto a la
mutacion AF508, pero no respecto a la segunda en frecuencia la G542X en
Asturias, Castilla-Leén y Andalucia (Tabla 4, Figura 10), que no esta
presente en la poblacién de la provincia de Alicante analizada (Casals,
1992; Coto, 1994; Casals, 1997; Telleria, 1999; Gomez-Llorente, 2001).

Las mutaciones G542X, R1162X N1303K pertenecen a la clase 1
dentro de la clasificacion que esta descrita para las mutaciones en el gen
CFTR. La mutacion G542X se produce en el exon 11 y consiste en una
terminacion precoz de la cadena, la R1162X es una mutacion sin sentido
que se encuentra en el exon 19 y la N1303K en el exén 22 y consiste en un
corrimiento del marco de lectura. Dichas mutaciones son graves con
insuficiencia pancreatica y producen una clinica que permite un

diagnastico precoz (Garcia, 1999).

La mutacion AF508, que se ha encontrado mayoritariamente entre
las mutaciones halladas, es responsable del 60% de los enfermos FQ en el
mundo. Esta mutacidn es responsable de formas muy severas (aquellas
acompanadas de insuficiencia pancreatica). En la mayor parte de los
pacientes aparecen los primeros sintomas durante la lactancia, es decir,
con menos de 1 ano de edad (Dyce, 2000). La frecuencia de esta mutacion
en la poblacion mundial es de 66 % (Araujo, 2005). La delecion de los 3
pares de bases (TTT, en el exén 1.501-1.681) hace que la CFTR carezca de
fenilalanina en posicion 508; con esta proteina de membrana anémala no
habra transporte del CI- ni de su contraidon y, en consecuencia, el moco no
estara hidratado suficientemente, desencadenandose las manifestaciones

de esta grave enfermedad.

La mutacion G542X es comun en los paises del Mediterraneo, la
frecuencia mas alta se ha encontrado en Islas Baleares con un 16,7 %, la

frecuencia en la poblacibn mundial es de 4,4 % (Estivill, 1997), pero
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durante el ano analizado no ha sido descrita en ningun caso en la

Provincia de Alicante.

Otra de las mutaciones detectadas en la poblacion mundial es la
R553X, la frecuencia reportada en el consorcio de Fibrosis Quistica es de

1,5% y en la poblacion espanola es de 0,34 %.

La mutacion G85E esta localizada en el primer dominio
transmembrana del gen CFTR, ocurre aproximadamente en el 1 % de los
cromosomas fibroquisticos espanoles provocando una degradacion rapida
de la proteina (The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium, 1994;
Friedman, 1997; Bonizzato, 1995; Casals, 2001).

La mutacion 2183AA®G es una mutacidon del corrimiento del marco
de lectura, la cual provoca una terminacién prematura de codon 38 en el
exon 13.Se encontré una frecuencia significativa en el centro y sur de
Europa. Su frecuencia es de 0.5 % en Espana. Esta mutaciéon ha sido
descrita asociada a un fenotipo severo, con insuficiencia pancreatica,
variables complicaciones pulmonares, en ocasiones complicaciones con
bacterias patégenas y otras complicaciones tales como problemas

hepaticos y bronquiectasias (Kilinc, 2000).

De la comparacion entre las incidencias generales encontrados en
todos estos estudios y lo descrito en el presente trabajo cabe deducir que
es necesario profundizar y llegar a un mayor numero de muestras para
poder concluir la semejanza o diferencia de la poblacidon de la provincia de

Alicante con el resto de Espana y Europa.

Respecto a los polimorfismos encontrados en recién nacidos de la
provincia de Alicante en el presente estudio con TIR 2 65 ng/ml fueron:
5T/7T (5%); 5T/9T (1,5%); 7T/7T (65,8%); 7T/9T (25,6%) y 9T/9T (2%)])

(tabla 23). Es claramente mayoritario el polimofismo 7T/7T.

Ademas de las mutaciones en el gen CFTR, polimorfismos genéticos
en regiones no codificantes pueden tener un impacto en los niveles de

CFTR funcional y en el fenotipo FQ (Kiesewetter, 1993).
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Otras mutaciones de CFTR en regiones no codificantes han sido
asociados con fenotipos FQ atipicos. El analisis mutacional evidencia la
especificidad entre este fenotipo y la variante 5T[IVS8-6(5T)] (Haardt,
1999; Larriba, 1998).

El alelo 5T en la secuencia del intron 8 resulta en la delecion del
ARNmM del exén 9 del gen CFTR, conduciendo a la reduccién de los niveles
de la proteina CFTR normal, no generando las cantidades para apoyar las

funciones fisiolégicas requeridas.

El polimorfismo de timidinas en el final del intron 8 de el gen CFTR, 3
alelos diferentes han sido encontrados dependiendo del numero de

timidinas (5, 7 6 9), presentes en este sitio (Chu, 1991).

El numero de timidinas determina la eficiencia del intron 8 como
aceptor. La eficiencia disminuye cuando es mas pequefno el numero de
timidinas encontradas (Chu, 1993) debido a la alta frecuencia de Ia
variante cinco timidina (5T) en pacientes con ausencia congénita bilateral
de los vasos deferentes (CBAVD) con respecto a la poblaciéon general (21
contra 5 %), la variante 5T fue clasificada como una mutacion CBAVD con

penetrancia incompleta.

El alelo 5T en el intron 8 del gen CFTR conduce a baja proporcion de
ARNmM transcripto faltando el exon 9. Consecuentemente, la variante 5T
produce bajos niveles anormales de la proteina CFTR. La variante 5T es la

causa mas frecuente asociada a la CBAVD (Chillén, 1995).

Mutaciones FQ han sido encontradas en el 65 % de individuos con
CBAVD, sugiriendo que pacientes CBAVD con mutaciones en el gen CFTR

tienen una forma ante todo genital de FQ (Anguiano, 1992).

La presencia de una mutacion CFTR en un alelo y la variante 5T en el otro
puede conducir a un déficit de transcripto normal (Teng, 1997; Mak,
1997).
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En resumen el alelo 5T en el intron 8 del gen CFTR es encontrado en
aproximadamente el 10 % de los individuos. En este estudio se ha
encontrado una frecuencia de este alelo en la poblacion estudiada de
6,5%.

El namero de repeticiones CG adyacentes a 5T influye en la
penetrancia de la enfermedad (Groman, 2004), determinando el numero
de repeticiones TG en 98 pacientes (hombres infértiles debido a Ia
ausencia congénita de los vasos deferentes), se encontraron 9 pacientes
con FQ no clasica y 27 individuos no afectados. Cada uno de los individuos
de este estudio tiene una mutacion severa CFTR y en el otro 5T. De los
individuos no afectados, 78 % (21 de 27) tiene adyacente a 5T 11
repeticiones TG, comparado con el 9 % (10 de 107) de los individuos
afectados. Inversamente, 91 % (97 de 107) de los individuos afectados
tienen 12 o 13 repeticiones TG, contra solo 22 % (6 de 27) de los individuos
no afectados. Estos individuos con 5T adyacente a 12 o 13 repeticiones TG
fueron sustancialmente mas probable a tener un fenotipo anormal que
estos con el alelo 5T adyacente a 11 repeticiones TG. Entonces
determinaron que el numero de repeticiones TG puede predecir si el alelo

5T es benigno o patogénico. (Groman, 2004).

En Francia, el alelo 5T estuvo presente en 7 de 36 pacientes, la
frecuencia del alelo fue de 9,7 %, mientras que en la poblacion general es
de 5 % (Audrezet, 2002).

La mutacion AF508 tiene una fuerte asociacion con el alelo 9T. Esto
se puede inferir debido a que los diez casos homocigoticos AF508 tienen el
alelo 9T/9T y 37 de 38 heterocigoticos tienen al menos un alelo 9T
(Roland, 2002). Esta asociacion ha sido observada antes (Friedman, 1997).
Esta misma asociacion se ha encontrado en el presente estudio, tanto en el

homozigoto como en los heterocigotos.

Un porcentaje de mutaciones CFTR son deleciones / inserciones de
gran tamano que no pueden ser detectadas mediante las técnicas de

cribaje. Para su caracterizacion se necesitan técnicas mas complejas como
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Southern Blot, la electroforesis en campos pulsantes, RCP multiplex

cuantitativa de pequenos fragmentos fluorescentes (Audrézet, 2004).

Probablemente el continuo avance de la tecnologia sera un factor
decisivo en la implantacion de nuevos métodos de analisis mas eficaces,
algunos ya disponibles, como los secuenciadores multicanales, el analisis
en cromatografia liquida de alto rendimiento desnaturalizante (DHPLC)

(Ravnik-Glavac, 2002) y otros, todavia en fase experimental (microchips).

La mutacion IVS8-6(5T) (localizada en el intron 8, mutacion de
splicing), también conocida como alelo 5T (Kerem, 1997; Chillon, 1995)
cuya presencia en los varones se asocia con frecuencia a una agenesia
congénita de los vasos deferentes (CBAVD) y a poca o ninguna
manifestacion pulmonar o digestiva. Parece que esta mutacion permitiria
la existencia de, aproximadamente, un 10% de proteina activa, cantidad
que seria suficiente para el normal funcionamiento del tejido pulmonar o
digestivo, pero no asi del aparato genital masculino. La presencia de esta
mutacion en ambos cromosomas no se considera diagnostica de FQ, pero
la asociacion de un alelo 5T con una mutacion reconocida como causante

de enfermedad si es diagnostica [Rosenstein, 1998).

En el estudio también cabe destacar que entre los ninos con niveles
de TIR 2 65 ng/ml, no por mayor concentracion de éste parametro se
encuentran mas mutaciones (tabla 24), pues en el grupo de 20-100 ng/ml
se han encontrado un paciente homocigoto AF508, 2 heterocigotos
D1152H y otro heterocigoto R1162X; mientras que entre los nifios con TIR

2 200 ng/ml, no se encontré ninguna mutacion.

Con el fin de eliminar posibles variables de confusion de unas con
otras, se realizé el analisis multivariante de estas variables, estableciendo
como variable dependiente dicotomica los valores normales de TIR o por
encima del punto de corte establecido de 65 ng/ml, variable cuantitativa la
temperatura media del mes de nacimiento del nifno, y como variables
cualitativas el sexo; grupos de edad gestacional; RNMPT = 32 semanas,

RNPT 32-37 semanas y RNT 2 37 semanas; la edad de extraccion hasta los
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20 dias y superior a dicha edad; tres grupos de edad de la madre: < 20
anos, entre 20 y 40 anos y > 40 anos; y origen africano de la madre frente

al resto de recién nacidos.

Es necesario optimizar el punto de corte a partir de unos percentiles
adecuados a la poblacion en estudio. Para ello parece aconsejable tomar
las medidas de eliminar del cribado neonatal a aquellos ninos con dieta
absoluta y realizarles el cribado de fibrosis quistica cuando se haya
estabilizado su ingesta o las causas que llevaron a la misma, y por otro
lado, establecer un punto de corte distinto para los recién nacidos de

madre africana.

El numero de casos a remitir para el estudio genético en caso de
eliminar los niflos con dieta absoluta y con el nuevo punto de corte de TIR
> 68,8 ng/ml seria de 149 recién nacidos, lo cual supone un ahorro de 50
muestras en un ano, lo que supondria el 25% de muestras a estudio
genético, y su repercusion sobre los resultados del estudio genético seria la
pérdida de 2 portadores de la mutacion AF508 del y 1 portador de la
mutacion D1152H.

Si ademas se establece como criterio el punto de corte para los
recién nacidos de madre africana en su percentil 99, o sea en 97,7 ng/ml
de TIR, el numero de ninos descartados del estudio genético hubiese sido

de otros 92 nifnos, sin pérdida de ninguna de las mutaciones encontradas.

Con estas tres medidas, eliminacion de muestras de neonatos con
dieta absoluta, nuevo punto de corte para la poblacién general y punto de
corte especifico para los recién nacidos de madre africana, se hubiesen
tenido que hacer 140 estudios genéticos, lo que supondria un ahorro del
30,0%.
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7.- CONCLUSIONES

1.- Los percentiles de normalidad establecen un punto de corte de 68,8
ng/ml de TIR, mayor que el utilizado (65 ng/ml) en el primer aro de

implantacién del Cribado Neonatal de FQ.

2.- Evaluando la muestra total de recién nacidos analizados con el punto
de corte de 68,8 ng/ml en lugar de 65 ng/ml se pueden evitar 50 estudios

genéticos.

3.- La temperatura ambiente es un factor a tener en cuenta a la hora de
determinar los valores de referencia de TIR, pues aunque en la provincia de
Alicante no existen diferencias importantes de °C entre las diferentes

estaciones, existen otras comunidades donde esta variable podria influir.

4.- El sexo del recién nacido no influye sobre los niveles de TIR.

5.- Los recién nacidos muy pretérminos (<32 semanas) dan valores de TIR

superiores a los nacidos a término.

6.- Los recién nacidos sometidos a dieta absoluta dan valores de TIR muy
superiores, con una probabilidad 20 veces mayor de estar por encima del

valor de referencia establecido y sin mutaciones.

7.- Es aconsejable realizar el cribado de FQ a los neonatos con
alimentacion especial, una vez inicien alimentaciéon materna, formula o
mixta, entre las que no se han determinado diferencias en las

concentraciones de TIR.
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8.- Valores extremos de edad materna (>40 anos y <20 afnos) parecen tener
impacto sobre el aumento de niveles de TIR, por mayor numero de RNPT y
patologia peri-neonatal, pero al realizar el estudio multivariante se

demuestra que no influye en dichos niveles.

9.- La etnia africana, concretamente los niAos nacidos de madres

norteafricanas tienen niveles de IRT mayores que los de otras etnias.

10.- Si se establece como criterio el punto de corte para los recién nacidos
de madre africana en su percentil 99 de 97,7 ng/ml de TIR, el numero de
ninos descartados del estudio genético hubiese sido de otros 9 nifos, sin

pérdida de ninguna de las mutaciones encontradas.

11.- Ninguno de los estudios genéticos que se hubieran rechazado
utilizando el nuevo punto de corte habrian dado positivo con 2

mutaciones o polimorfismos de riesgo.
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8.- ABREVIATURAS

TIR: Tripsina inmunorreactiva

FQ: Fibrosis Quistica

IP: Insuficiencia pancreatica

SP: Suficiencia pancreatica

EG: Edad Gestacional

RN: Recién nacido

RNT: Recién nacido a término

RNPT : Recién nacido pretérmino
RNMPT: Recién nacido muy pretérmino
LM: Lactancia materna

IM: ieo meconial

CFTR: Proteina transportadora de Fibrosis Quistica

CBAVD: Agenesia congénita de conductos deferentes
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1. Objeto
El objeto del presente documento es describir las actividades
desarrolladas por el LABORATORIO de ANALISIS CLINICOS DEL HOSPITAL
GENERAL DE ALICANTE para definir el proceso que se sigue para la
recepcion de las muestras de cribado neonatal y el registro de la peticion.

2. Alcance
Describir las actividades empleadas en el LABORATORIO DE ANALISIS
CLINICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para la recepcion y
registro de todas las muestras para Cribado Neonatal de los recién nacidos de
la Provincia de Alicante remitidas por los hospitales, centros de salud de la

misma o por los representantes de los recién nacidos.

3. Referencias y definiciones

— UNE-EN-ISO 9001:2008: Sistemas de Gestion de la Calidad (SGC) -
Requisitos.

— UNE-EN-ISO 9000:2000: SGC - Fundamentos y Vocabulario.

— UNE-EN-ISO 9004:2000: SGC - Guia de la Mejora Continua.

— Decreto 108/2000 para la Autorizacion de los Laboratorios Clinicos.

— Manual de la Calidad

— Protocolos de Cribado Neonatal en vigor de la Direccion de Salud Publica

de la Conselleria de Sanidad.

— Documento Calidad Preanalitica: “Procedimiento para la obtencion y

recogida de especimenes de sangre sobre papel de filtro en los Programas
de Deteccidén Precoz Neonatal de Errores Congénitos del Metabolismo”. M.
Espada. E. Dulin. Quimica Clinica 2001; 20(2) 81-88.
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4. Desarrollo

4.1. Recepcion y control de la calidad de las muestras.

Las fases previas de recogida de muestras y fichas con los datos de
filiacion del recién nacido, asi como el envio a la Seccion estan especificados
en la documentacion que se adjunta y que es emitida por la Conselleria de
Sanidad de la Comunidad Valenciana.

La recepcion de las muestras de sangre desecada impregnada en papel
se realiza sobre una mesa despejada, en la cual se van abriendo los sobres de
las muestras y las fichas, comprobandose la recepcion de cada muestra con
los listados remitidos, éstos son fechados y firmados si hay conformidad.

Si existen errores, omisiones o falta de muestras se comunica
inmediatamente la incidencia por teléfono al centro de envio y se registra en la
ficha informatizada del recién nacido en MetaB.

Se codifican las muestras y las fichas del nifio con la fecha del dia de
recepcion y un namero correlativo iniciado en 1.

Se separan las muestras de HIPOTIROIDISMO y ANEMIA
FALCIFORME (fichas y papel de filtro con distintivo color verde, en documentos
referidos) de las muestras para HIPERFENILALANINEMIAS y FIBROSIS
QUISTICA (ficha y papel de filtro con distintivo color rojo, en documentos
referidos).

Se anotan en la ficha del recién nacido en MetaB aquellas muestras que
son insuficientes, deficientes o incluso sin sangre impregnada (Documento
Calidad Preanalitica).

Se llama telefénicamente a los padres o tutores de los nifios con
muestras deficientes para que remitan una nueva muestra, indicandoles el
centro mas cercano al que pueden acudir. Si no hay teléfono consignado se
envia carta con esta misma finalidad.

Se registra en la ficha informatizada del recién nacido en MetaB.

Las fichas pasan a su registro informatico y archivo, y las muestras se
guardan en cajas herméticas en la camara frigorifica (BG-5) hasta su
procesamiento y durante un periodo de, al menos, 1 afio. Su conservacion y

uso posterior esta descrito el PNT-CN-05.
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Se aceptaran todas las muestras en las que el papel de filtro este
impregnado de sangre por los dos lados en cantidad suficiente para poder
extraer un disco totalmente impregnado, con el taladro de muestras. Se
rechazaran las que no cumplan este requisito. También se rechazaran aquellas

muestras de nifios que ya tengan las pruebas realizadas

4.2. Registro informético

Se utiliza para todo el proceso del cribado neonatal el Programa de la
Conselleria de Sanidad “MetaB”, al que se accede mediante un password
personal.

El sistema informético estd disefiado para permitir a todos los usuarios
entrar en los campos de introduccion de datos del recién nacido y muestras, no
asi en el de resultados, validacion de los mismos e informes a los que
Unicamente tiene acceso el personal facultativo.

Se introduce el numero SIP del recién nacido o lectura del nimero de
referencia barrado de la ficha, que es Unico y comdn a los dos volantes
posibles del mismo nifio.

En el caso de que éste no sea reconocido, se introduce el nombre y
apellidos del nifio, cuidando la duplicidad de nifios con los mismos nombres y
apellidos y diferenciandolos mediante el dia de nacimiento. Después se
introducen todos los demas datos presentes en las fichas y la muestra.

Debido a que el sistema de numeracion de la muestra en el programa no
permite la misma numeracién correlativa para segundas muestras de una
misma determinacion en el mismo nifio, el sistema de informatizacion de
segundas muestras (por deficiente la primera, resultados dudosos, etc.) se
realiza mediante los digitos de dia de recepcién, mes, dos digitos del afio
seguido por el numero asignado en la recepcion (ddmmaanCref). Esta
numeracion debera de tenerse en cuenta para la introduccién informatica de los

resultados de las mismas.
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4.3. Conservacion de fichas y soporte informatico.

Las fichas, por su contenido en datos personales, se guardaran en el
laboratorio de forma controlada, archivandose en las estanterias del laboratorio
al menos durante cinco afios, y bajo las condiciones de seguridad de todo el
Laboratorio General. Su destruccion se efectuara de forma que no puedan ser
identificados ni recogidos los datos de las mismas, no siendo necesaria su
conservacion después de transcurrido dicho tiempo al estar los datos
archivados en soporte informéatico.

La destruccion se efectuara siempre de mas antigua a actual, por periodos

de afios completos.

5. Responsabilidades

Es responsabilidad del personal administrativo y técnico de la seccién la
realizacion de la recepcion, control de las muestras y registro informatico segun
este documento.

La asignacién de password es funcién del Facultativo Responsable de la
Seccion que lo solicita a los Servicios Informaticos de la Conselleria de
Sanidad y es responsabilidad del usuario su utilizacién personal.

Es responsabilidad del Facultativo la supervision y el cumplimiento de éste

procedimiento.

6. Formatos

e Programa de la Conselleria de Sanitat “MetaB”
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AGENCIA SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS
g VALENCIANA DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE
DE SALUT HOSPITAL GENERAL
PNT-CN-10 Determinacion de TSHy TIR en sangre desecada
Edicién 0 sobre papel en el Autodelfia
1. OBJETO
2. ALCANCE
3. REFERENCIAS Y DEFINICIONES
4. DESARROLLO
5. RESPONSABILIDADES
6. FORMATOS/ESPECIFICACIONES
7. INDICADORES
8. FORMATOS
9. ANEXOS
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5. Objeto

Describir las actividades desarrolladas por el LABORATORIO de ANALISIS
CLINICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para realizar la
determinacion cuantitativa de tirotropina (TSH) y tripsina inmunoreactiva (TIR)
en especimenes de sangre desecada en papel de filtro.

6. Alcance
Describir las actividades empleadas en el LABORATORIO DE ANALISIS
CLINICOS DEL HOSPITAL GENERAL DE ALICANTE para realizar la
determinacién de TSH y TIR en especimenes de sangre neonatal recogidos
sobre papel de filtro. Estas determinaciones se utilizan para el cribado

neonatal de hipotiroidismo congénito y fibrosis quistica respectivamente.

7. Referencias y definiciones

— UNE-EN-ISO 9001:2008: Sistemas de Gestiéon de la Calidad (SGC) -
Requisitos.

— UNE-EN-ISO 9000:2000: SGC - Fundamentos y Vocabulario.

— UNE-EN-ISO 9004:2000: SGC - Guia de la Mejora Continua.

— Decreto 108/2000 para la Autorizacion de los Laboratorios Clinicos.

— Manual de la Calidad

— Manuales incluidos en los kits de TSHy TIR

8. Desarrollo

4.1. Principios del método
Los ensayos estan basados en la técnica de inmunofluorescencia doble en

fase solida, técnica directa del “sandwich”. Se basan en la reaccion simultanea
del analito: TSH o TIR con los anticuerpos monoclonales fijados en la placa, y
con los anticuerpos monoclonales marcados con europio del trazador.
Posteriormente y en presencia de una solucion intensificadora se realiza la
lectura de la fluorescencia del quelato formado por los iones de europio que es

proporcional a la concentracion de analito: TSH o TIR.

4.2. Caracteristicas analiticas del método.

En especimenes de sangre recogidos sobre papel de filtro:
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TSH

El intervalo de trabajo esta entre 1,5-300 uU/ml de tirotropina en sangre.

El valor de referencia discriminante se ha establecido en 10 uU/ml en sangre,
por consenso internacional y de la Asociacion Espafola de Cribado Neonatal
(AECNE).

Para una mayor seguridad, se repetira el analisis de toda aquella muestra que
tenga un valor entre 7,5-10 pU/ml.

Los resultados de precision y limite de determinacidn se encuentran en los
informes de validacion suministrados por la casa comercial y son comprobados
continuamente en el laboratorio.

TIR

El intervalo de trabajo esta entre 5 y 500 ng/ml de tripsina inmunoreactiva en
sangre.

El protocolo de cribado seguido por la Comunidad Valenciana es el
TIR/ADN/TIR para el cual se ha establecido como valor discriminante de la
primera determinacion de TIR 65 ng/ml, a partir de este valor, se realiza la
determinacion de mutaciones en la misma muestra, realizada en el laboratorio
de genética del Hospital La Fé de Valencia, si aparece alguna mutacion se
comunica al centro de seguimiento, si no aparecen mutaciones, se realiza una
segunda determinacién de TIR en una nueva muestra en papel, que sera
normal si es inferior a 100 ng/ml, si la TIR en esta segunda muestra es superior
100 ng/dl, se comunica al centro de seguimiento y a los padres. tal como se
describe en el Programa de cribado de enfermedades congénitas de la
Comunidad Valenciana.

Los resultados de precision y limite de determinacién se encuentran en los
informes de validacion suministrados por la casa comercial y son comprobados

continuamente en el laboratorio

4.3. Aparatos
e Autodelfia
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4.4. Reactivos, Calibradores y Controles
Los reactivos son especificos y exclusivos para la realizacion del analisis de
la TSH O TIR neonatal y son suministrados por Perkin Elmer Life Sciences,
bajo la forma comercial de Kit Autodelfia Neonatal hTSH y Kit Autodelfia
Neonatal IRT.
e Reactivos
TSH

- Solucion madre de trazador anti-hTSH-Eu (aprox. 20ug/ml), 6 vialesde
1.1 ml. Conservar en la Camara Frigorifica BG-5 a 2-8°C hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial.
- Tampon de ensayo Neo h TSH, 3 frascos de 120ml preparado para su
uso. Conservar en la Camara Frigorifica a 2-82C, conservar en la Camara
Frigorifica BG-5 a 2-8°C hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del vial.
- Tiras de microtitulacion anti hTSH 12x8x12 pocillos recubiertos de
anticuerpo dirigidos frente a un sitio especifico de la subunidad beta de la
hTSH, 12 placas. Conservar en la Camara Frigorifica BG-5 a 2-8°C hasta
la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.
- Etiquetas de cddigo de barras para el cassette de reactivo, 3 unidades,
los cédigos son esopecificos de lote.
- Etiquetas adicionales de codigo de barras para las placas, 3 unidades,
especificas de lote.

TIR

- Solucion madre de trazador anti-IRT-Eu (aprox. 50 ug/ml), 6 viales de 2.4
ml. Conservar en la Camara Frigorifica BG-5 a 2-8°C hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta del vial.

- Tampdn de ensayo IRT, 3 frascos de 120ml preparado para su uso.
Conservar en la Camara Frigorifica a 2-82C, conservar en la Camara
Frigorifica BG-5 a 2-8°C hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del vial.

- Tiras de microtitulacion anti IRT 12x8x12 pocillos recubiertos de

anticuerpo monoclonal de raton dirigidos frente a un sitio especifico de la
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molécula de IRT, 12 placas. Conservar en la Camara Frigorifica BG-5 a 2-
8°C hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

- Etiquetas de cddigo de barras para el cassette de reactivo, 6 unidades,
los codigos son especificos de lote.

- Etiquetas adicionales de cddigo de barras para las placas, 3 unidades,

especificas de lote.

El control de los lotes de reactivo en uso se registra en el R2-PGS-CN

4.4.1. Calibradores.
TSH

Contiene 6 calibradores, con concentraciones aproximadas de: 1, 10, 25,
50, 100, 250 uU/ml de TSH en sangre, con pequefias variaciones segun lotes.

En la especificaciéon E1-PNT-CN-10 (calibracion TSH) estan definidos los
materiales de calibracién que se utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia
de utilizacién, el tratamiento de los datos y los criterios de aceptacion y
evaluacion de resultados.

TIR

Contiene 6 calibradores, con concentraciones aproximadas de: 0, 25, 50,
100, 250, 500 ng/dl de TIR en sangre, con pequefias variaciones segun lotes.

En la especificacion E2-PNT-CN-10 (calibracion TIR) estan definidos los
materiales de calibracion que se utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia
de utilizacion, el tratamiento de los datos y los criterios de aceptacion y

evaluacioén de resultados

4.4.3. Control de la calidad del método
Control Interno.

TSH

En el Kit de se incluye 1 hoja de papel con 5 juegos de manchas de
sangre seca, los valores aproximados de los mismos son 15 y 60 uU/ml, con
pequefias variaciones segun lote, En la especificacion E3-PNT-CN-10 (control

interno TSH) estan definidos los materiales de calibracion que se utilizan, a qué
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técnicas aplican, la frecuencia de utilizacion, el tratamiento de los datos y los

criterios de aceptacion y evaluacion de resultados
TIR

En el Kit de se incluye 1 hoja de papel con 5 juegos de manchas de
sangre seca, los valores aproximados de los mismos son 30, 70 y 110 ng/ml,
con pequefas variaciones segun lote, En la especificacion E4-PNT-CN-10
(control interno de TIR) estan definidos los materiales de calibracion que se
utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia de utilizacion, el tratamiento de los

datos y los criterios de aceptacion y evaluacion de resultados

Conservar todos los componentes de los kit de TSH y TIR neonatal en la
Cémara Frigorifica (BG-5) 5+3 °C hasta la fecha de caducidad indicada en el

envase

e Evaluacion Externa de la Calidad.

Como evaluacion externa de la calidad, el laboratorio participa en los siguientes
ejercicios de intercomparacion:

- “Infant Screening Quality Assurance Program”. Center for Disease
Control (CDC) Atlanta. USA. Evaluacion trimestral con cinco problemas
de distintas concentraciones por envio, cuyos resultados se imprimen y
guardan en carpeta de controles externos.

- Programa de “Evaluacién Externa de la Calidad en la Deteccién
Precoz Neonatal” llevada a cabo entre todos los centros de cribado
neonatales nacionales por la Asociacion Espafiola de Cribado
Neonatal (AECNE) con tres niveles de concentraciones mensuales,
cuyos resultados se imprimen y guardan en carpeta de controles

externos.

En la especificaciénes E5-PNT-CN-10. (control externo TSH) y E6-PNT-CN-10
(control externo TIR) estan definidos los materiales de control externo que se
utilizan, a qué técnicas aplican, la frecuencia de utilizacion, el tratamiento de los

datos y los criterios de aceptacion y evaluacion de resultados.
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4.5. Requisitos especificos de seguridad

Debido a que no siempre se puede establecer que especimenes pueden
resultar infecciosos, todas las muestras de sangre deberan tratarse siguiendo
las “Precauciones universales” recogidas en las guias para la manipulacion de
especimenes publicadas por la U.S. Centres for Disease and Control y la
NCCLS.

4.6. Caracteristicas de la muestra

La Seccion de Cribado neonatal recibe los especimenes de sangre sobre
papel de filtro obtenidos mediante puncion en el talén. El procedimiento de
extraccién y envio de las muestras estan descritos en la normativa de la
Conselleria de Sanidad, la recepcion de las muestras esta descrita en el
documento PNT-CN-01.

4.7. Registro de los resultados y comunicaciéon de los mismos.

Los resultados se registran en la ficha informatizada del recién nacido
del programa MetaB, mediante la opcion registro de resultados, exclusiva del
personal facultativo

Las hojas de trabajo, con sus correspondientes resultados, controles y
calibraciones (R2-PNT-CN-02 Calibraciones, controles y resultados del Cribado
Neonatal de TSH y R1-PNT-CN-10 (Calibraciones, controles y resultados del
Cribado Neonatal de TIR) se imprimen y guardan en papel durante al menos
tres afos, se guardan en las estanterias de la seccién por afos, los del mes en
curso estan en un AZ eliminandose consecutivamente.

Los resultados de genética vienen por correo desde el laboratorio de La
Fé, se guardan en R2-CN-PNT-10

Una vez introducidos los resultados, se validan, apareciendo para su
validacion individual, todos aquellos casos que hayan sido dudosos, repeticion
de muestras por cualquier motivo, valores altos, etc.

Los casos patolégicos son comunicados a los padres y centros de
seguimiento para que sean sometidos a analisis de confirmacion diagndstica y
tratamiento y se guarda un registro en papel en R5-PGS-CN Carpeta registros

positivos
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9. Responsabilidades

Es responsabilidad del personal técnico de la seccién el desarrollo del
método en todas sus fases bajo la supervision del personal facultativo.

Es responsabilidad del personal facultativo de la seccion el registro y la
validacion de los resultados.

La llamada para cita y peticion de nuevas muestras una vez indicada por el
personal facultativo puede realizarla cualquiera de los estamentos del personal,
Gnicamente cuando los padres soliciten una informacion adicional, sera el
personal facultativo el encargado de darsela.

Se procurard no realizar en viernes o dias previos a festivos la
comunicacion de valores dudosos o altos para no intranquilizar a los padres.

La comunicacion de resultados positivos a los centros de seguimiento sera

realizada por el personal facultativo o bajo su supervision.

10.Formatos/Especificaciones

e E1-PNT-CN-10 Calibracion TSH neonatal en autodelfia

e E2- PNT-CN-10 Calibracién TSH neonatal en autodelfia

e E3- PNT-CN-10 Control interno TSH neonatal en autodelfia
e E4- PNT-CN-10 Control interno TIR neonatal en autodelfia
e E5- PNT-CN-10 Control externo TSH neonatal en autodelfia
e EG6- PNT-CN-10 Control externo TIR neonatal en autodelfia

11.Indicadores

12.Formatos

e Programa de la Conselleria de Sanitat “MetaB”.

e F7-PGS-CN. Hoja de trabajo para técnicas de cribado neonatal

e F2-PNT-CN-02 Calibraciones, controles y resultados del Cribado
Neonatal de TSH

e F1-PNT-CN-10 Calibraciones, controles y resultados del Cribado
Neonatal de TIR

e F2-PNT-CN-10 Resultados de genética

e F2-PGS-CN Control de reactivos.
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e F3-PGS-CN “Dietario del afio en curso”. Registro repeticiones

e F5-PGS-CN Carpeta positivos

13.ANEXOS

¢ Algoritmo funcionamiento fibrosis quistica
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ANEXOS

TR

|
POSITIVO NEGATIVO
>65 ng/ml <65 na/ml
ESTUDIO RESPUESTA
GENETICO PADRES
4 I )\ I
0 MUTACIONES [ 1 MUTACION } [2 MUTACIONES}

[ VALORTIR>
100ng/mi

- J -

(AVISAR SERVICIOS)
CLINICOS

J

J |

TEST SUDOR Y
CONSEJO
GENETICO Y

~

RESPUESTA

NORMAL,
PADRES

} [REPETIR TIRALAS}
3 SEMANAS
| I |
[ <40 ng/ml } [ >40 ng/ml }

NORMAL,
RESPUESTA

PADRES
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AGENCIA
[4) VALENCIANA
. DE SALUT

DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE
HOSPITAL GENERAL

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

LABORATORIOS CLINICOS

TIR autodelfia

E2-PNT-CN-02

CRITERIOS DE ACEPTACION

CONTROLES | TECNICAS | UBICACION FRECUENCIA TRATAMIENTO DE Y EVALUACION DE
DATOS RESULTADOS
En uso: . Los datos se | Se acepta la serie si:
C1 (BAJO) Camara C1 en primera placa procesan - Los resultados control tienen
TIR frigorifica por duplicado, sencillo | 5 omaticamente en|un CV igual o inferior al 20%
C2 (MEDIO) BG-5 en siguientes el programa
. informatico  Multical, | Se revisa la serie si:
C3 (ALTO) C2 en primera placa el cual guarda la|- Dos o mas controles
por duplicado, sencillo | intormacién a modo | sobrepasan el 20% de CV. En
Incluidos en el en siguientes registro  grafico e |estos casos se rechaza la serie
kit autoDELFIA informatico. si los valores alterados se

Neonatal TIR
kit PerkinElmer

C3 en primera placa
por duplicado, sencillo
en siguientes

Los datos se pasan
de forma manual al
programa MedlabQC,
en aplicaciones de
equipo del ordenador
H1200INF1024-M

encuentran en la zona de corte,
valorando la variabilidad
bioldgica y capacidad
diagnéstica de la prueba,
siempre a criterio del facultativo.

Controles en papel, listos para uso.
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AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

{

DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE

HOSPITAL GENERAL

CONTROL EXTERNO DE CALIDAD

LABORATORIOS CLINICOS

TIR autodelfia

E3-PNT-CN-02- 03

CRITERIOS DE ACEPTACION Y

CONTROLES FRECUENCIA TRATAMIENTO DE DATOS EVALUACION DE RESULTADOS
PROGRAMA DE El facultativo rellenara el archivo Excel | Aceptacién: Resultados dentro de la media
3 niveles de sangre | correspondiente (Mis documentos archivo 1517. galcula:nladpara todos los Igbc;ratorlcc;.s por AECNE

TIR |impregnada en “afio en curso”) con los resultados obtenidos y la | S! resultados por encima de la media: )
CONTROL EXTERNO . papel presuncion diagndstica haciendo constar en las IS(’; giiltlrzcieinirftz?rlmjglemo del parametro mediante

ng/mb | que se reciben una | mismas: SOs
DE CALIDAD AECNE |sandré | yez al mes - Cadigo del laboratorio Se llama al servico tecnico.

- Ngmero del control Idem para CDC
NuUmero de lote del kit
PROGRAMA
1) 5 niveles de El facultativo rellenard la pégina web

TIR sangre impregnada | correspondiente en la direccion
CONTROL EXTERNO en papel wwwhn.cdc.gov/nsgap/public/dafault.aspx con los

ngl/ml gue se reciben cada |resultados obtenidos y la presuncién diagnostica
DE CALIDAD CDC Sangré | tres meses haciendo constar en las mismas:

- Cadigo del laboratorio
Numero del control

Controles en papel, listos para uso.
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