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Cribado neonatal de fibrosis quistica
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Objetivo

Analizar la eficacia del método utilizado para el cribado
neonatal de fibrosis quistica en Castilla y Leon, realizado
con muestras de sangre impregnadas en papel absorbente.

Material y métodos

Se estudiaron 36.086 recién nacidos desde enero de
1999 a junio de 2001 mediante cuantificacion de tripsino-
geno inmunorreactivo (TIR). Cuando los valores fueron
superiores a 60 ng/ml se buscaron mutaciones en el gen
CFTR con una cobertura del 87,5 % de los alelos mutantes
en nuestra poblacion. Se solicité estudio mediante test del
sudor en todos los nifios en los que se encontrd una mu-
tacion.

Resultados

Se detectaron valores de TIR > 60 ng/ml en 285 nifios
(0,79 %), se diagnostico fibrosis quistica en 8/285 (2,8 %)
y en otros 11/285 (3,9 %) se encontrd una mutacion, con
test de sudor negativo, por lo que se consideraron porta-
dores sanos. Hasta la actualidad no se tiene noticia de la
aparicion de ningun falso negativo.

Conclusiones

El método de cribado en dos fases utilizado cumple los
criterios exigibles con una sensibilidad del 98,5 %. El mo-
delo general del estudio puede utilizarse en otras comuni-
dades, aunque el rastreo de mutaciones debera ser opti-
mizado realizando programas piloto que identifiquen el
espectro local de mutaciones de fibrosis quistica.

Palabras clave:
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NEONATAL SCREENING FOR CYSTIC FIBROSIS
Objective

To analyze the efficiency of the method of neonatal
screening for cystic fibrosis (CF) used in Castille and Leon

(Spain), which is carried out with blood from Guthrie
spots.

Material and methods

A total of 36,086 newborns were studied from January
1999 to June 2001. Immunoreactive trypsinogen (IRT) was
quantified in all samples and genetic study covering 87.5 %
of mutations in the CFTR gene was carried out when IRT
levels were > 60 ng/mL. The sweat test was performed in
all children in whom at least one mutation was detected.

Results

IRT values of > 60 ng/mL were found in 285 children
(0.79 %). Of these, eight children (2.8 %) were diagnosed
with CF and a further 11 children (3.9 %) with a negative
sweat test were found to have one mutation and were thus
classified as healthy carriers. To date, no false negatives
have been detected.

Conclusions

The two-stage screening method fulfills the required cri-
teria. Its sensitivity is 98.5 % and the basic model can be
used in other regions although genetic screening should
be optimized by pilot programs to identify the local spec-
trum of CFTR mutations.

Key words:
CFTR. Neonatal screening. Cystic fibrosis. Genetic muta-
tions. Newborn. Immunoreactive trypsinogen.

INTRODUCCION

La fibrosis quistica es una enfermedad hereditaria autoso-
mica recesiva cuya incidencia en la poblacion caucisica
varia de un area geogrifica a otra. En los paises de Europa
occidental, la incidencia varia entre 1/2.000 y 1/5.000 nifios.

El gen causante de la alteracion codifica una proteina
transportadora de iones cloruro y recibe el nombre de
CF1R (cystic fibrosis transmembrane regulator). La muta-
cién mas frecuente es la F508del. Se trata de una delecion
de tres bases consecutivas en el exén 10 que provoca la
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desaparicion de una fenilalanina en la posicion 508 de la
proteina. En poblaciones espanolas, la frecuencia de esta
mutacion entre las causantes de fibrosis quistica varia de
valores cercanos al 50% en las regiones mediterrdneas! al
80 % observado en Asturias?. Este gradiente geografico
es similar al que se encuentra en el continente europeo.

La expectativa de vida de los afectados de fibrosis quis-
tica se ha incrementado sustancialmente en las Gltimas
décadas. En los afos 1940 la supervivencia era de unos
2 afnos de vida, mientras que en la actualidad supera los
30. Los signos y sintomas iniciales de la enfermedad pue-
den parecerse a los de otras enfermedades, lo que a me-
nudo retrasa el diagnostico?.

Se han propuesto y ensayado programas de cribado
neonatal de fibrosis quistica desde hace casi 30 anos, bajo
la premisa de que el diagnostico precoz y el tratamiento
presintomatico mejoraria la evolucion de la enfermedad?.
Los materiales biolégicos utilizados en los primeros pro-
gramas incluyeron meconio, heces, saliva y recortes de
unas. No es hasta 1979 cuando se describe el método
de cribado mediante la determinacion del nivel de tripsi-
nogeno inmunorreactivo (TIR) en manchas de sangre en
papel absorbente como las utilizadas en el test de Guth-
rie>. Aunque posteriormente se han propuesto otras de-
terminaciones como la lipasa o la proteina asociada a
pancreatitis (PAP)®, el andlisis de TIR continta siendo el
paso inicial mas comtnmente utilizado. El estudio de la
PAP es una alternativa potencial o un suplemento al TIR,
pero existe por ahora poca experiencia en su uso.

Los primeros programas de cribado neonatal de fibrosis
quistica obtuvieron una escasa aceptacion, debido sobre
todo al gran nimero de falsos positivos del método basado
en la deteccion del TIR. A partir de la identificacion de
CFIR se ensayaron las primeras estrategias en dos fases:
determinacion del nivel de TIR y estudio de la mutacion
F508del en los positivos’. En el Il Encuentro Internacio-
nal de Cribado Neonatal que tuvo lugar en Boston en
1996 se propuso una estrategia combinada basada en la de-
teccion de TIR seguida del estudio de mutaciones en CFTR
de las muestras positivas. Todo el estudio puede realizarse
con la misma muestra de sangre en papel absorbente.

En nuestro laboratorio se viene realizando el cribado
neonatal para hipotiroidismo y fenilcetonuria desde el
ano 1990. En 1999 se incluy6 por primera vez en Espafa
el estudio neonatal de la fibrosis quistica para toda la po-
blacion en el Programa de Diagnostico Neonatal de En-
fermedades Congénitas financiado por la Consejeria de
Sanidad y Bienestar Social de la Junta de Castilla y Leon.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo utilizado para el diagnostico neonatal de
fibrosis quistica en nuestro laboratorio se basé en el pro-
puesto en 1999 para su discusion dentro de la European
Concerted Action on Cystic Fibrosis (ECACF) y que, con
escasas modificaciones, fue aceptado y publicado en
2000 (fig. 1). El protocolo propuesto se basa en el estu-
dio secuencial de TIR (y/o PAP) y rastreo de mutaciones
en CFIR con una capacidad de deteccion superior al 80%

> 60 ng/ml

N
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Figura 1. Esquema del protoco-
lo del cribado neonatal de fibro-
sis quistica. TIR: tripsinogeno
inmunorreactivo.
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de los alelos mutantes fibrosis quistica. Para alcanzar esta
tasa de mutaciones detectadas, es peciso conocer antes
las mutaciones causantes de fibrosis quistica en cada po-
blacion, ya que éstas y sus frecuencias relativas pueden
cambiar de una regioén a otra como ya se ha comentado.
Basandonos en un estudio de este tipo que habiamos rea-
lizado previamente!!, pudimos disefiar el método de ani-
lisis de mutaciones 6ptimo en nuestro caso. En el labora-
torio se realizaron las siguientes determinaciones.

1. Estudio del TIR. El nivel de TIR se determind utili-
zando el AutoDELFIA® Neonatal IRT (Wallac Oy, Turku,
Finlandia). Se estableci6 el nivel de 60 ng/ml como limi-
te de la normalidad, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante que coincidieron con el percentil 99 (Py) de
720 muestras analizadas.

2. Estudio del ADN. Se extrajo ADN de las muestras po-
sitivas para el estudio del TIR utilizando Chelex 100'2. El
rastreo de mutaciones de fibrosis quistica se realiza segiin
el siguiente protocolo (tabla 1):

a) Deteccion de la mutacion F508del mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) de un fragmento
del ex6n 10 del gen CFTRy electroforesis en gel de po-
liacrilamida al 8%. En nuestra poblacién esta mutacion
representa el 67,7% de los alelos mutantes.

b) Rastreo de mutaciones mediante electroforesis en
gel de gradiente desnaturalizante (EGGD) de fragmentos
amplificados por PCR que incluyen en cada caso uno o

TABLA 1. Protocolo de estudio secuencial
de mutaciones CFTR en las muestras positivas
para TIR y porcentaje del espectro
de mutaciones FQ cubierto

Determinacion Porcentaje acamulado
DF508 67,70
Multiplex A (exones 11,14b y 17b) 76,04
Duplex exones 5y 18 79,25
Multiplex C (exones 3, 12y 23) 81,33
Exon 7 85,50
Exo6n 13 (primer fragmento) 87,50

TIR: tripsindgeno inmunorreactivo; FQ: fibrosis quistica.

TABLA 2. Nimero de muestras estudiadas por presentar
niveles de tripsingeno inmunorreactivo
superiores a 60 ng/ml (identificacion
de enfermos y portadores)

1999 2000 2001 Total

TIR > 60 ng/ml 141 97 47 285(0,79%)
Enfermos con fibrosis quistica 4 2 2* 8(1/4.510)
Portadores 1 8 2% 11

*Datos referidos a 6 meses.
TIR: tripsindgeno inmunorreactivo.
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varios exones con sus regiones intronicas flanqueantes.
Esta técnica permite detectar cualquier mutacion presen-
te en el fragmento amplificado. Los fragmentos incluidos
en el estudio son: multiplex A (exones 11, 14b y 17b);
daplex exones 5 y 18; multiplex C (exones 12, 3 y 23);
exon 7, y exén 13 (primer fragmento).

El estudio completo cubre el 87,5% de los alelos mu-
tantes. Cuando se detecta una mutacion, el estudio se am-
plia hasta alcanzar el 95% de las mutaciones!!.

¢) En los casos en que se detecta la existencia de va-
riaciones en la secuencia de ADN mediante EGGD se
identifica la mutacion, bien mediante secuenciacion di-
recta del fragmento, o mediante digestion especifica con
enzimas de restriccion.

Los resultados, tanto de las muestras que resultaron po-
sitivas (portadoras de 2 mutaciones), como de las dudo-
sas (1 mutacion detectada) fueron informadas a los hos-
pitales de referencia.

En los casos dudosos se realizo el test del sudor en el
hospital, con el fin de aclarar si se trataba de afectados en
los que la segunda mutacion no habia sido encontrada,
o bien se trataba de individuos sanos portadores de una
mutacion. Debe tenerse en cuenta que los portadores sa-
nos de mutaciones de fibrosis quistica tienen una proba-
bilidad de dar un resultado falso positivo de entre 2 y
3 veces mayor que la poblacion general'3.

En los casos en que se identifica una sola mutacion, el
protocolo de la ECACF propone la realizaciéon de una se-
gunda determinacion utilizando otro nivel de corte. Con
los datos disponibles, el resultado obtenido sélo puede
ser orientativo y no puede confirmar ni descartar el diag-
nostico de fibrosis quistica, al menos mientras no se dis-
ponga de mas datos relativos al ritmo de disminucion de
los niveles de TIR en enfermos y en portadores sanos.
En nuestro programa se solicitd una segunda muestra en
todos los casos en los que se encontrd un nivel de TIR
por encima del umbral de 60 ng/ml con el fin de obtener
informacion en este sentido que pueda resultar Gtil en el
futuro.

RESULTADOS

Se han estudiado hasta el presente muestras proceden-
tes de 36.086 recién nacidos (tabla 2), de las cuales
285 (0,79%) presentaron valores superiores a 60 ng/ml. El
valor de TIR promedio fue de 96,7 ng/ml (desviacion es-
tindar [DE], 45,5; limites, 60-334 ng/ml).

En total se detectaron 8 afectados, lo que representa
una incidencia de 1 cada 4.510 recién nacidos vivos
(2,8% de los positivos para TIR). En este grupo, el valor
promedio de TIR fue de 184,4 ng/ml (DE, 88,9; limites,
83-265 ng/mb).

Se han detectado ademds 11 portadores sanos entre
los positivos para TIR (3,9 %) con un valor promedio para
el TIR de 114,1 ng/ml (DE, 57,1; limites, 60-250 ng/ml).
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Las mutaciones identificadas en enfermos y portadores,
asi como los niveles de TIR que presentaron, se recogen
en la tabla 3.

Aunque no puede excluirse la existencia de falsos ne-
gativos, no consta que se haya diagnosticado de fibrosis
quistica en nuestra region a ningln nifio que hoy tenga
menos de 2 afos y medio.

DiscusiON

El hecho de que un programa especifico de cribado sea
o no recomendado, depende de si la enfermedad en
cuestion, asi como el test propuesto, satisface unos crite-
rios acordados. Los criterios generales recogidos por Wil-
son y Jungner en 1998 se han estudiado recientemente
por Corey en el contexto de la fibrosis quistica'>. Bésica-
mente, las cuestiones planteadas se resumen sefialando
que el cribado neonatal de fibrosis quistica esta justifica-
do si se demuestra que el diagnostico precoz mediante
cribado mejora las expectativas del nifio y de la familia,
hasta el punto de justificar el coste del programa. En los
Gltimos anos, el nimero de trabajos publicados a favor de
la implantacion de programas de este tipo es innumera-
ble, en ellos se toman en consideracion aspectos diferen-
tes del problema, desde la mejora en la supervivencial®,
en la funciéon pulmonar!”18 estado nutricional y creci-
miento!, reduccion de la mortalidad?’, frecuencia de in-
fecciones por Pseudomonas aeruginosa®!, coste de los
tratamientos e, incluso, reduccion de la incidencia de
nuevos casos?%%3,

Aunque el orden cronolégico de las pruebas diagnosti-
cas se invierte, el protocolo diagnostico seguido cumple
con los criterios establecidos en el panel consenso para el
diagnostico de la fibrosis quistica?¥, y con el protocolo
de diagnostico de fibrosis quistica que establece el Gru-
po de trabajo de fibrosis quistica de la Sociedad Espano-
la de Neumologia Pediatrica®>. En ambos se acepta que la
suma de niveles de TIR elevados junto con presencia de
dos mutaciones en CFTR o una mutacion y prueba de su-
dor positiva son criterios suficientes de diagnostico de fi-
brosis quistica.

Actualmente, en casi todos los paises occidentales
existen programas de diagnostico neonatal de fibrosis
quistica. Sin embargo, la poblacién cubierta actualmente
es muy variable, y va desde el 16% en el Reino Unido?
hasta cerca del 100 % en Australia. En Francia, el pro-
grama cubre actualmente a mas del 60% de los recién
nacidos.

Como en todos los programas de cribado neonatal, el
consentimiento informado se obtiene a través de una do-
cumentacion que se entrega en los hospitales en la que
se explican los estudios que se van a realizar, plazos e
instrucciones para la obtencion de la muestra. Esta es re-
mitida junto con una ficha con datos del recién nacido,
direccion y teléfono de contacto. La ficha debe estar fir-
mada por el padre o la madre.

TABLA 3. Relacion de mutaciones encontradas
en enfermos de fibrosis quistica y portadores
y nivel de tripsinégeno inmunorreactivo (TIR)
detectada en la muestra

Mutaciones TIR (ng/ml)
Enfermos
1 F508del/F508del 265
2 F508del/F508del 221
3 F508del/1812-1G — A 172
4 F508del/1898 + 1G — A 320
5 F508del/¢?* 100
6 F508del/F508del 97
7 F508del/¢?* 228
8 F508del/:?* 83
Portadores de una mutacion
1 G542X 70
2 F508del 118
3 V5621 85
4 G542X 90
5 F508del 70
6 F508del 100
7 F508del 77
8 Mut. exon 5** 170
9 Mut. ex6n 12** 80
10 F508 del 124
11 G576A 250

*La segunda mutacion no se ha identificado, el diagnostico final se realizo
mediante determinacion de electrolitos en sudor.
*La mutacion fue localizada, pero atn no se ha identificado.

Segun el protocolo propuesto por la ECACEF, los labora-
torios de cribado deben ser capaces de detectar, como
minimo, el 80% de los alelos mutantes de fibrosis quisti-
ca, considerando 6ptima una sensibilidad del 90%. Con
estas sensibilidades, serfamos capaces de identificar al
menos una mutacion en el 96% de los enfermos en el pri-
mer caso y en el 99% en el segundo. Con el 87,5% de
los alelos mutantes que se estin detectando actualmente,
la sensibilidad del sistema es del 98,5 %.

La deteccion del 80 % de las mutaciones resulta dificil
de alcanzar en algunas regiones espafnolas, debido a la
excesiva heterogeneidad de la mutaciones causantes de
fibrosis quistica. En este aspecto, es particularmente im-
portante conocer la frecuencia relativa de la mutacion
F508del, ya que mientras en regiones como Asturias el es-
tudio de esta mutacion es casi suficiente, en la mayoria de
las regiones, entre ellas la nuestra, se requieren estrate-
gias mads complejas. En nuestro caso, nos basamos en un
estudio anterior!'! para disefiar el protocolo expuesto en
este trabajo y que, probablemente, fuera suficiente en la
gran mayoria de las regiones. Por el contrario, los méto-
dos comerciales disponibles para la deteccion directa de
mutaciones no ofrecen la sensibilidad requerida en la ma-
yor parte de las regiones. El mds completo de los exis-
tentes es capaz de detectar la mutacion F508del y el 30 %
de las restantes en la poblacion espafiola?® lo que exige
que la poblacién que va a estudiarse debe presentar una
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frecuencia de F508del superior al 70 % para alcanzar la
sensibilidad minima propuesta y del 85% para la 6ptima.

Debe tenerse en cuenta que los datos que se presen-
tan en el presente trabajo no son extrapolables a otras
regiones, debido precisamente a la variabilidad de las
mutaciones presentes en cada area geografica y a sus fre-
cuencias relativas. Los protocolos deben ser disefiados y
optimizados después de realizar estudios piloto con el fin
de determinar las mutaciones mas frecuentes en las res-
pectivas poblaciones'.

De las 36.086 muestras analizadas hasta hoy en nues-
tro programa, en el 0,79 % se realiz6 estudio de ADN; sin
embargo, como puede observarse en la tabla 2, este por-
centaje se redujo desde el ano 2000 hasta el 30 de junio
de 2001 al 0,54 %. Esta disminucion se debe a que el ana-
lisis de TIR se realiza desde entonces con un sistema au-
tomdtico, lo que mejora la repetitividad del ensayo res-
pecto al método manual.

Desde la implementacion del programa se han detec-
tado 8 casos de fibrosis quistica de 36.086 muestras ana-
lizadas, lo que da una incidencia de uno cada 4.510 re-
cién nacidos; sin embargo, creemos que el tamafno de la
muestra estudiada es atin pequefio para asumir este va-
lor como el de incidencia de fibrosis quistica en nuestra
region.

Entre los nifios con niveles de TIR superiores a
60 ng/ml se encontraron 11 casos que mostraron niveles
normales de electrolitos en sudor pero que son portado-
res de una mutacion en el gen CFTR. Ignoramos si todos
ellos son portadores sanos, o si algunos de ellos tiene
ademas alguna mutacion leve no detectada que cursa con
test del sudor negativo; algunas mutaciones de este tipo
se encuentran en formas leves de fibrosis quistica o se
relacionan con fenotipos atipicos asociados a fibrosis
quistica como la esterilidad en varones por agenesia de
vasos deferentes del testiculo, las bronquiectasias dise-
minadas y otros problemas respiratorios, o la pancreatitis
cronica. Es cierto que estos procesos son infrecuentes en-
tre los portadores, pero ignoramos si estos portadores
con valores de TIR elevado constituyen un subgrupo del
conjunto de portadores.

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.
Es necesario por lo tanto ofrecer un adecuado asesora-
miento genético a estas familias, asi como realizar el es-
tudio genético de los padres. Seria discutible si estos ana-
lisis deben incluirse en el programa de deteccion precoz
o realizarse desde el hospital de referencia.

Para concluir, puede decirse que el protocolo de diag-
nostico neonatal de fibrosis quistica que se ha puesto en
marcha en nuestra comunidad hace mas de 2 anos, cum-
ple con los criterios de calidad propuestos por la ECACF
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y ha demostrado ser un método sensible. Solo el tiempo
dird en qué medida un programa como éste mejora las
expectativas de los enfermos de fibrosis quistica y de sus
familias, o si es capaz de reducir la incidencia de la en-
fermedad.
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