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Implementacion de algoritmo diagnostico para detectar neonatos
con Fibrosis Quistica en el Hospital Dr. Guillermo Rawson de San Juan
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La fibrosis quisitca (FQ) es una enfermedad
cronica y hereditaria que representa un
grave problema para la salud. Es una
enfermedad degenerativa que afecta
principalmente a los pulmones y al sistema
digestivo. A continuacidn le presentamos un
trabajo realizado en el Hospital Dr. Guillermo
Rawson de la provincia de San Juan,
Argentina, en el cual implementan un
algoritmo diagndstico para FQ empleando
las diferentes técnicas disponibles en el
hospital publico.
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Introduccién

En nuestra provincia la pesquisa
neonatal de Fibrosis Quistica (FQ) se realiza
desde marzo del 2010, con el método de
tripsinainmunoreactiva (IRT).

El laboratorio de Biologia Molecular
(BM) funciona desde el afio 2000 en el
Hospital Dr. Guillermo Rawson (HDGR)
donde se investigd 10 mutaciones para FQ,
cubriendo el 76% de los enfermos segun la
frecuencia enla poblacién argentina. A partir
delafio 2014, se implementd la busqueda de
36 mutaciones cubriendo asi mas del 80% de
las mutaciones existentes para la enfer-
medad.

El otro método disponible en el
laboratorio, considerado de eleccidon para
confirmar sospecha clinica de FQ, es el Test
del Sudor (TS), implementado en el sector
publico a partir de agosto del 2015.

Dada la posibilidad de contar con
numerosas herramientas para confirmar el
diagnéstico de FQ, se propone implementar
un algoritmo diagndstico utilizando
diferentes estrategias de combinacién de
metodologias.

Objetivos
Establecer un algoritmo diagndstico
para FQ empleando las técnicas disponibles

en el hospital publico.

Armar diferentes vias de algoritmo
diagndstico segun la edad el paciente.

Materiales y métodos

Se analizaron 45.052 muestras de
sangre seca de neonatos (obtenida entre las
48 horas y 5 dias de vida) desde marzo del
2010 a diciembre de 2015. Se utilizo6 para
medir IRT el método InmunoChem Neonatal
Trypsina-MW Elisa, Laboratorio Bacon, para
papel de filtro. Los casos positivos fueron
recitados antes de los 30 dias y se les realizd
una segunda determinacion de IRT. Aquellos
que fueron mayor al valor de corte en la
segunda muestra, se les realiz6 Biologia
molecular o Test del sudor segun la edad del
paciente.

El TS se realiz6 por el método Gold
Standard de Gibson y Cooke. La Estimu-
laciéon del sudor se hizo por iontoforesis con
pilocarpina (QPIT). El Andlisis cuantitativo
de la concentracidn de cloruros se obtuvo
por titulacién de CI con técnica Schales y
Schales.

Hasta el aflo 2014 se investigaba la
presencia de 5 mutaciones que afectan los
exones 10, 11y 21 del gen responsable de la
fibrosis quistica (CFTR) y un sitio de splicing
mediante una reaccidon en cadena de la
polimerasa alelo especifica (AS-PCR) que
permite la deteccion de los alelos mutados y
normales:

- F508 (delecion 3 pb. en el exdn 10)

- G542X y G551D (mutaciones puntuales en
elexon11)

-N1303K (mutacién puntual en el exén 21)
-1717-1G—A (sitiode splicing)

Ademads se estudiaron 5 muta-
ciones que afectan a los exones 3, 7, 20y al



intron 19 del gen CFTR mediante la ampli-
ficacion con primers especificos y posterior
digestidon con enzimas de restriccion:

- W1282X y S1255X (mutaciones puntuales
en el exon 20)

-R334W (mutacion puntual del exén 7)

- 3849+10Kb (mutacidén puntual en el intron
19)

- G85E (mutacion puntual del exdn 3)

A partir del afio 2014 se incorpord
la determinacion de 36 mutaciones por el
test de INNO LIPA CFTR19 — INNO LIPA
CFTR17 +Tn Update.

Resultados

De las muestras de sangre seca de
RN analizadas, 145 fueron elevadas para IRT
(mayor a 130 ng/ml), de las cuales 129
fueron negativas en la segunda deter-
minaciéndeTIR.

Alos 16 RN positivos para la segunda
determinacion de IRT, se lesrealizd BM, y se

encontraron mutaciones en 5 pacientes. Los
11 pacientes no confirmados, 10 presen-
taron valores de TIR cercanos al punto de
corte, concluyendo que fueron falsos
positivos para la técnica empleada. Solo un
paciente arrojé un valor de TIR mayor a 750
ng/ml y no se observé ninguna mutacién
(Figura1).
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Figura 2. Mutacién AF 508: Banda de 139 pb.

De los 5 pacientes con FQ, 2 fueron
homocigotas para AF508 (Figura 2) y G542X
(Figura 3); 3 fueron heterocigotas (G542X/
W1282X, AF508/G85E y AF508/W1282X).
(Figurady5).

Debido alaimplementacidn reciente
del TS, solo en un paciente de 1 mes de vida,
se realizd el TS no pudiendo concluirlo
debido a que el peso del sudor no alcanzé los
75 miligramos.
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Figura 3. Mutacion G542X.Paciente Homocigota
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Figura 4. Mutacion W1282X: digestién con Mnl
1.Alelo Normal: Bandas de 183,182y 106 pb. Alelo
Mutado: Bandasde 183y 288 pb
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Figura 5. Mutacién G542X: Bandade 174 pb

Discusiony conclusiones

La estrategia implementada en el
HDGR para FQ dependera de la edad del
paciente, ya que en pacientes mayores de 30
dias la segunda determinacion de IRT da
falsos negativosy los pacientes menores de 3
meses, el TS carece de sentido por la baja
tasa de sudoracion a esa edad y el mayor
numero de falsos negativos (FN). Por ello se
concluyd utilizar las siguientes estrategias:

Aquellos pacientes con IRT positiva con
menos de 30 dias se les realizardn una
segunda IRT (estrategia IRT/IRT).

Aquellos pacientes con IRT positiva con
mas de 30 dias se les realizard BM (estrategia
IRT/BM).

Paralos pacientes con dos IRT positivas y
mayores de 3 meses de vida se realizara el TS
seguido de BM para los casos con TS positivo
(estrategia IRT/IRT=TS — BM).

Para los pacientes con dos IRT positiva y
menores de 3 meses, se realizard BM (estra-
tegia IRT/IRT- BM). Si sélo se encuentra 1
mutacidn, se realiza el test del sudor. (Figura
6).

La derivacién directa de estos
pacientes al laboratorio de BM reduciria la
edad al diagnodstico y los FN en el TS en este
rango etario.

Las diferentes estrategias propues-
tas como algoritmo diagndstico de FQ,
facilitaran el diagndstico precoz y el manejo
adecuado segln la edad del paciente;
permitiendo llegar a un diagndstico seguroy
colaborando asi con la implementacion de
estrategias terapéuticas tempranas en

nuestra poblacién hospitalaria con FQ.
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Figura 6
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