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RESUMEN

Introduccién: La fibrosis quistica es la enfermedad autosémica recesiva mas comun en la
: - poblacién caucasica y afecta aproximadamente 1:3000 recién nacidos. Objetivo: Estandari-

Lisset Gonzdlez Navarro ) . . ) . L .
Academia de Ciencias de Cuba. zar y validar un ultramicroELISA para la pesquisa neonatal de la fibrosis quistica y analizar
La Habana, Cuba los resultados de la generalizacion de esta prueba en la red de laboratorios SUMA de Cuba.
Métodos: Ensayo inmunoenzimatico heterogéneo para cuantificar tripsina inmunorreactiva
Traductor  on myestras de sangre seca sobre papel de filtro. Se evaluaron pardmetros de desempefio y
Darwin A. Arduengo Garcia se realizd un estudio piloto en 6 provincias de Cuba. Resultados: El tiempo de ejecucion es
Academia de Ciencias de Cuba. de 20 h, el rango Util de la curva de (0-500) ng/mL y la concentracion minima detectable de
La Habana, Cuba 1,5 ng/mL. Se obtuvo una buena correlacion con el kit comercial AutoDELFIA Neonatal IRT
(n=3958;r=0,88; p<0,01, k = 0,976). Durante el estudio piloto se evaluaron 6470 muestras,
obteniéndose un valor medio de TIR de 12,1 ng/mL. Un bebé fue confirmado mediante prue-
ba de sudor, constituyendo el primer recién nacido con fibrosis quistica pesquisado y diag-
nosticado precozmente en Cuba. Se obtuvo el registro sanitario en 2018 y se han producido
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32 lotes del ensayo. Hasta diciembre de 2021 se pesquisaron 281 717 bebés de los cuales
686 resultaron repetidamente elevados para un 0,24 % de positividad. Hasta este resultado
21 bebés han sido diagnosticados con fibrosis quistica. Conclusiones: El UMELISA® TIR
Neonatal es un ensayo preciso y exacto que constituye una herramienta novedosa y eficaz
para ser empleada satisfactoriamente en la pesquisa neonatal de fibrosis quistica en Cuba 'y
en otros paises de nuestro continente.

Palabras clave: fibrosis quistica; pesquisa neonatal; tripsina inmunorreactiva; ultramicroELISA

UMELISA® TIR NEONATAL: ultramicroassay for neonatal
screening of cystic fibrosis

ABSTRACT

Introduction: Cystic fibrosis is the most common autosomal recessive disorder in the Cau-
casian population and affects approximately 1: 3,000 newborns. It is one of the pathologies
recommended to be included in newborn screening programs of inherited-metabolic disea-
ses worldwide. Objective: To standardize and validate an ultramicroELISA for cystic fibrosis
newborn screening and analysis of the results of the generalization of this test in the network
of SUMA laboratories in Cuba. Methods: Heterogeneous enzyme-linked immunosorbent as-
say to quantify immunoreactive trypsin in dried blood samples on filter paper. They were eva-
luated performance parameters and it was carried out a pilot study in six Cuban provinces.
Results: The run time is 20 hours, the useful range of the curve is 0-500 ng/mL, and the mini-
mum detectable concentration is 1.5 ng/mL. The recovery percentages and the coefficients
of variation are adequate for this type of method. A good correlation was obtained with the
commercial AutoDELFIA Neonatal IRT kit (n = 3958, r=0.88, p <0,01, k = 0.976). During the pi-
lot study, they were studied 6470 samples, obtaining a mean IRT value of 12,1 ng/mL. A baby
was confirmed by sweat test and molecular biology technique, constituting the first cystic
fibrosis newborn to be investigated and early diagnosed in Cuba. It was obtained the sanitary
registration in 2018 and thirty-two lots of reagents have been produced (14,475 kits equiva-
lent to 4,168,800 determinations). Up to December 2021, 281,717 babies had been screened,
of which 686 were repeatedly elevated for 0,24% positivity rate. Twenty one babies have been
diagnosed with cystic fibrosis. Conclusions: The UMELISA® TIR Neonatal is a precise and
exact test that constitutes a novel and effective tool to be used successfully in cystic fibrosis
neonatal screening in Cuba and other countries of our continent.

Keywords: cystic fibrosis; neonatal screening; immunoreactive trypsin; ultramicroELISA

En Cuba el desarrollo del Sistema Ultramicro Analitico

INTRODUCCION

La base principal de la pesquisa neonatal (PN) es la cap-
tacion de todos los recién nacidos (RN) para la determinacion
de las enfermedades cuyos sintomas clinicos pueden ser im-
perceptibles en el momento del nacimiento y que con el tiem-
po pueden ocasionar al nifio graves dafnos fisicos y mentales.
Ademas, la PN permite comenzar el tratamiento de forma
oportuna antes de que los efectos de las enfermedades sean
irreversibles. Generalmente se practica en gotas de sangre
obtenidas del taldn, colectadas y secadas en papel de filtro. @

(SUMA) y de técnicas de ultramicroELISA, las cuales usan
s6lo 10 uL de reactivos, cred las bases para el establecimien-
to de programas masivos orientados al diagnostico de erro-
res congénitos. La fibrosis quistica (FQ) cumple con los crite-
rios para ser incluida en los programas de PN y forma parte
del cuadro basico de patologias (hipotiroidismo congénito,
fenilcetonuria, hiperplasia adrenal congénita, galactosemia,
deficiencia de biotinidasa, enfermedad de la orina con olor a
jarabe de arce, siclemia, toxoplasmosis congénita, deficiencia
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de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa) que de forma obliga-
toria se recomienda incluir en los programas para la PN de
enfermedades heredo-metabdlicas a nivel mundial.

La FQ es la enfermedad autosdmica recesiva mas comun
en la poblacion caucdsica y afecta aproximadamente entre
1:2000 y 1:4000 bebés nacidos vivos. @ Es una enfermedad
multisistémica, que generalmente se presenta en la infancia, y
se caracteriza principalmente por infecciones respiratorias recu-
rrentes, insuficiencia pancreatica exocrina y aumento de la con-
centracion de electrolitos en el sudor. © Es causada por mutacio-
nes en el gen regulador de la conductancia transmembrana de la
FQ (CFTR). ® Desde su descubrimiento en 1989 se han descrito
mas de 2000 mutaciones en la base de datos de mutaciones de
FQ, siendo la F508del la m&s comun de todas. ©

Los programas de PN para la FQ se han implementado
desde principios de la década de 1970, utilizando medicio-
nes iniciales de proteinas de meconio y luego de tripsina
inmunorreactiva (TIR) en muestras de sangre seca sobre
papel de filtro (SSP), generalmente en combinacion con
andlisis de mutaciones. ©®”) Esta prueba todavia se usa
ampliamente en los protocolos de deteccion de FQ a nivel
mundial. La concentracion de TIR es alta en la sangre de los
lactantes con FQ, probablemente debido a la filtracion de la
proteina a la circulacion después de una lesion pancreatica
exocrina. @9 La PN para la FQ ofrece la oportunidad de un
diagnostico temprano y calidad de vida en pacientes con
esta enfermedad.

Segun estudios realizados se plantea que la FQ afecta a
entre 1:1600y 1:14 000 RN en América Latina (9 y |a incidencia
en la poblacién cubana se ha estimado en 1: 9862 neonatos,
segun datos de la Comision Nacional de FQ. @V Sin embargo,
este valor se basa en estudios aislados y no existe un registro
sobre la incidencia real de la enfermedad en nuestro pais, por-
que hasta el afio 2019 no se habia establecido ningun progra-
ma de deteccion de esta patologia en el periodo neonatal.

Los objetivos de este trabajo fueron el disefiar, estandari-
zar y validar un ultramicroensayo para la PN de la FQ, el desa-
rrollo de un programa piloto para la PN de la FQ en 16 labora-
torios SUMA de 6 provincias de Cuba y analisar los resultados
de la generalizacion de esta prueba diagndstica en la red de
laboratorios de Cuba.

METODOS

Se disefid un ultramicroensayo enzimatico heterogéneo
de doble anticuerpo, para la cuantificacion de TIR en SSP. Este
proyecto se llevé a cabo en el Centro de InmunoEnsayo (CIE)
entre los afios 2014-2021.

Para desarrollar este trabajo fue necesario evaluar los an-
ticuerpos monoclonales (AcM) anti-TIR obtenidos en el CIE (?)
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y determinar las condiciones 6ptimas de funcionamiento del
ensayo. Los AcM fueron recubiertos directamente en la fase
sélida y conjugados a fosfatasa alcalina (FA) y biotina siguien-
do el método del glutaraldehido 9 y el método del éster de
succinamida 1% respectivamente. Para la preparacién de cali-
bradores y controles se emplearon eritrocitos lavados y hemo-
lizados ajustados al 55 % de hematocrito con plasma humano
libre de TIR por el método del carbon activado. Se evaluaron
los inhibidores de proteasas ShPI-1, rShPI-T1A y aprotinina en
una relacién de 6 pg de inhibidor por cada 20 ug de tripsina.
Se evaluaron tiempos de elucion de 1 hy de 16 h-18 h. La
validacion interna del ensayo incluyd pruebas de precision,
recuperacion, paralelismo, especificidad, determinacion de li-
mite de deteccion y cuantificacion, comparacion de métodos
y evaluacion de muestras de recién nacidos (RN) normales y
RN confirmados con la enfermedad.

Se realiz6 un estudio piloto para la PN de la FQ en va-
rios laboratorios SUMA de distintas regiones del pais. Se
estudiaron 6470 muestras de sangre del talén de RN co-
lectadas como promedio entre el quinto y el séptimo dias
de nacido correspondientes al programa cubano de PN de
enfermedades heredo-metabdlicas. Se escogid el proto-
colo TIR/TIR/ADN (figura 1) y se empled un nivel de corte
(NC) de 50 ng/mL para ambas determinaciones de TIR. El
estudio molecular se realizé en colaboracion con el Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM) mediante el uso de
un panel de 8 mutaciones. (19

Se calcularon la media, mediana, desviacion estandar
(DE), varianza y los percentilos de la distribucion. Ademas,
se evalud la influencia de la edad gestacional (EG), el peso
al nacer (PAN), el sexo, la forma de parto, el nimero de fetos,
la edad del RN al momento de colecta de la muestra (tiempo
de muestreo) y el tiempo de procesamiento de las muestras
(TPM) sobre los niveles de TIR.

A partir de enero del 2019 la FQ se incluyd dentro del
programa nacional para la PN ampliada de enfermedades
heredo-metabdlicas, siguiendo el mismo protocolo emplea-
do durante el estudio piloto. Este programa es dirigido por el
Departamento Materno-Infantil del Ministerio de Salud Publi-
ca, el cual coordina las acciones de las instituciones de sa-
lud encargadas del diagndstico, la confirmacion, el control de
los casos, el tratamiento, el seguimiento de los pacientes y la
atencion a sus familiares.

Los graficos se realizaron con la hoja de calculo de Micro-
soft Excel 2007. El analisis estadistico de los datos se realizd
a través del programa Statistica for Windows, version 4.5. Se
utilizaron pruebas no paramétricas (prueba U de Mann-Whit-
ney y prueba de medias para variables independientes) to-
mando como nivel de significacion p < 0,05.

Este articulo es distribuido en acceso abierto segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion—NoComercial 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

An Acad Cienc Cuba. 2024;14(2)

Medicion de TIR en SSP 5%-7™° dias (TIR1)

| |
Normal
—_—
> 50 ng/mL <S0ngmL | — 5 (No padece FQ)
]
Solicitar nueva SSP antes de los
15 dias de nacido (TIR2)
|
|
> 50 ng/mL <50 ng/mL

|
Remision a consulta
especializada de FQ
=  Estudio genético y
= Electrolitos en el sudor

> 1 Mutaciéon v/o Cl =60

0-1 Mutacion
CI < 60 mmol/L

Seguimiento durante
un afio

‘ mmol/L

Paciente FQ

Fig. 1. Protocolo escogido en el estudio piloto para la pesquisa neonatal de la fibrosis quistica

RESULTADOS

Las pruebas de normalizacion arrojaron que los mejores
resultados se obtuvieron al recubrir las placas con el AcM an-
ti-TIR 4C9C9 en solucion de Tris- HCI 0,05 M pH 8, a partir
de una concentracion de 6 pg/mL. El rango util de la curva
de calibracion oscila entre 0 ng/mL-500 ng/mL empleando
la aprotinina como inhibidor de proteasas. No se observa-
ron diferencias en el comportamiento de la curva de calibra-
cién para los 2 tiempos de elucion evaluados (figura 2); sin
embargo, el efecto del tiempo de elucidon sobre los niveles
de TIR en muestras de RN fue diferente al obtenido para la
curva de calibracion. En este caso si se observaron diferen-
cias significativas (p < 0,001) al comparar las medias de TIR
para los 2 tiempos evaluados. Al evaluar 3173 muestras se
observo que los valores de TIR fueron mas elevados en aque-
llas muestras que se eluyeron por un periodo de 16 h-18 h
(12,9 + 11,8 ng/mL) respecto a las que se eluyeron durante
1h (10,6 + 10,0) ng/mL, influyendo directamente en los per-
centilos calculados (51,7 ng/mL para muestras eluidas entre
16 hy 18 h vs 42,5 para muestras eluidas 1 h, valores calcu-
lados para el percentil 98,5), de ahi que se determind que el
tiempo de ejecucion del ensayo fuera de 20 h.

Los coeficientes de variacion intra e interensayo para
3 muestras fueron inferiores al 10 %. El porcentaje de recu-
peracion promedio obtenido, al evaluar controles comerciales

con concentraciones de TIR conocidas fue de 100,3 % + 11,3.
En la prueba de paralelismo el recobrado medio de las
concentraciones calculadas, después de la correccion con el
factor de dilucién, fue de 100,1 % + 12y los porcentajes indivi-
duales oscilaron entre 89 % y 118 %. La concentracion minima
detectable fue de 1,5 ng/mL y el limite de cuantificacion fue
de 4,5 ng/mL. La reactividad cruzada con proteinas relaciona-
das estructuralmente con la TIR mostro ser inferior al limite
de deteccion del ensayo. Se evaluaron 4406 muestras de RN
cubanos, obteniéndose una media de 12,8 ng/mL + 11,8 y un
valor limite de concentracion de 50 ng/mL calculado para el
percentilo 98,5 de la distribucion, el cual se implementé como
NC en el programa piloto de PN de la FQ. Se compararon los
resultados obtenidos de 3958 muestras entre nuestro méto-
doy el ensayo AutoDELFIA® Neonatal IRT de la firma nortea-
mericana Perkin Elmer, obteniéndose una buena correlacion
(r=0,88) (figura 3). El célculo del coeficiente kappa de Cohen
mostrd una concordancia casi perfecta para el 95 % de con-
fianza entre el UMELISA TIR NEONATAL y el ensayo de Perkin
Elmer (k = 0,976). Las muestras confirmadas de pacientes
fibroquisticos mostraron niveles TIR superiores a 70 ng/mL.
Como parte del estudio piloto para la PN de la FQ de enero
a junio del 2018 se procesaron los resultados de 6470 mues-
tras de neonatos, cifra que representa aproximadamente el
5,6 % de todos los RN en Cuba en dicho afio. La edad prome-
dio de muestreo fue de 6 dias con resultados disponibles a los
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Fig. 2 Curva de calibracién tipica y perfil de precision del ensayo con los 2 tiempos de elucion evaluados

9 dias de vida. El valor medio de TIR fue de 12,1 ng/mL + 13,2 (ran-
go 0 ng/mL-358 ng/mL) y la mediana fue de 9,0 (RIQ 4,9-15,5)
ng/mL. Los valores de los percentilos 97,5; 98,5 y 99,5 fueron
(39,6, 44,0 y 76,6) ng/mL, respectivamente. Como promedio, las
muestras se procesaron 3 dias después de su recolecciony 2 d
después de recibirse en el laboratorio.

Entre los RN estudiados 6418 neonatos tuvieron una
concentracion de TIRT por debajo del nivel de decision y se
informd como fibrosis quistica negativa. Hubo 52 muestras
gue mostraron valores = 50 ng/mL y se solicitd otra muestra
para determinar nuevamente la concentracién de TIR (tasa de
recitacion 0,8 %). En 16 de estos RN (0,24 %) los valores de
TIR2 fueron superiores a 50 ng/mL y se remitieron a centros
especializados en FQ para evaluacion clinica e indicacion de

350 -
B 300 -
2 250 -
€7 200 -
o
L2 150
=T
=z 100
- I 50
=
0

prueba del sudor y biologia molecular. Estas muestras se re-
colectaron como promedio a los 14 d y se procesaron en el
laboratorio a los 16 d con lo que se garantizo que se indicaran
las pruebas confirmatorias antes del mes de nacido. La re-
lacion varon/hembra fue de 1,13; un paciente fue bajo peso
y 2 pacientes fueron prematuros. Una de estas muestras se
evalud como positiva para la FQ por la técnica de biologia
molecular (F508del /3120 + 1G > A) y se confirmd posterior-
mente por la prueba de electrolitos en el sudor constituyendo
el primer RN con FQ pesquisado y evaluado precozmente en
Cuba. Al resto de los RN no confirmados se les dio seguimien-
to durante 1 afio en consulta especializada de FQ.

Se evaluaron algunos factores que pueden influir sobre
la cuantificacion de los niveles de TIR en manchas de SSP y

y=1,1435x - 7,2527
R2=0,783

0 50 100

150 200 250 300

AutoDELFIA® Neonatal IRT (ng/mL)

Fig. 3 Correlacion entre el ultramicroensayo y el estuche comercial de la firma Perkin Elmer
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sus efectos en los percentilos calculados para la poblacién en
estudio. Se estudié la influencia de la edad de gestacion (EG),
el peso al nacer (PAN), el sexo, la forma de parto, el nimero de
fetos, el tiempo de muestreo y el TPM sobre los niveles de TIR.
Se recopilaron datos demograficos de 6313 muestras de RN.
El valor medio de TIR fue significativamente menor en los RN
prematuros (n = 544; 10,3+ 9,6 ng/mL; p = 0,0002). Este grupo
se dividié en 2 subgrupos, RN prematuros (EG 35-36,9) sema-
nas y RN muy prematuros (EG < 35 semanas). Los valores
medios de TIR de ambos subgrupos fueron estadisticamente
diferentes del grupo con EG > 37 sem (p = 0,004y p = 0,0162;
respectivamente) influyendo directamente sobre los percenti-
los calculados.

Un comportamiento similar se aprecia al evaluar la in-
fluencia del PAN sobre los niveles de TIR. El valor medio de
TIR fue significativamente menor en los RN con PAN <2500 g
(n=518;10,9+10,2ng/mL, p=0,0411). Este grupo también se
dividio en 2 subgrupos, los RN con bajo peso [(1500-2499) gl y
los RN con muy bajo peso (< 1500 g). El valor medio de TIR del
primer subgrupo no fue significativamente diferente del grupo
con PAN > 2500 g (n = 455; 11,3 + 10,5 ng/mL, p = 0,2576).
Sin embargo, se observaron diferencias significativas cuan-
do se analizé el segundo subgrupo (n = 63; 8,6 + 8,0 ng/mL,
p = 0,0033), lo que afectd los percentilos calculados e influyd
en las diferencias entre los grupos.

Con relacién a la influencia del sexo sobre los niveles de
TIR las hembras tuvieron niveles medios de concentracion
ligeramente superiores a los de los varones. Al comparar am-
bas poblaciones, utilizando la prueba U de Mann-Whitney, se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con un
valor de p <0,0001, sin embargo, esta ligera diferencia no tuvo
efecto en los percentilos calculados para cada grupo.

Los nacidos a partir de partos distécicos o por cesarea
presentaron niveles de TIR inferiores a los de parto eutécico;
sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente signifi-
cativa entre el grupo nacido por cesarea en comparacion con
los RN por seccion vaginal (p = 0,0726). Lo contrario ocurrio
con los RN a partir de partos instrumentados donde la dismi-
nucion de los valores de TIR con respecto a los nacidos por
parto eutdcico si fue significativa y se afectaron los percenti-
los calculados (p = 0,002).

En el estudio de la influencia del numero de fetos sobre
los niveles de TIR se observé que en gemelos los valores de
la enzima fueron inferiores a los obtenidos en la muestra con-
trol, sin que esta diferencia resultara estadisticamente signi-
ficativa entre ambas poblaciones, al aplicar la prueba U de
Mann-Whitney (p = 0,3453).

También se analizaron el tiempo de muestreo y el TPM
a partir de que esta fue colectada. A pesar de que los valo-

res de TIR en las muestras recolectadas entre 0 d-4 d (n = 87,
9,9 + 7,9 ng/mL) fueron menores que en las muestras recolec-
tadasentre 5d-7d (n=5939; 12,1 + 13,5 ng/mL), no hubo dife-
rencias estadisticas entre estos grupos (p = 0,1785), aunque los
percentilos calculados fueron diferentes. Tampoco se encon-
traron diferencias significativas al comparar los valores medios
de TIR en aquellas muestras recolectadas entre los 8 dy 14 d
de vida (n = 293; 14,5 ng/mL + 19,2; p = 0,0945), y los percenti-
los no se vieron afectados. En el grupo de muestras colectadas
después de los 14 d de vida se observé una ligera tendencia
a disminuir los valores de TIR sin que esta diferencia resulta-
ra estadisticamente significativa (n = 46; 11,6 ng/mL + 158;
p =0,7843), aunque los percentilos se vieron afectados.

A pesar de que no se obtuvieron diferencias estadistica-
mente significativas al evaluar diferentes TPM (p > 0,05 para
todos los grupos) se observo que los valores de TIR disminu-
yeron cuando las muestras se procesaron después de 10 d de
recolectadas (12,2 ng/mL + 13,8 vs 10,1 ng/mL + 08,2) y los
percentilos se afectaron mas en la medida en que la muestra
se procesd mas tarde.

Los resultados de la normalizacion y validacion del en-
sayo, asi como los obtenidos durante el estudio piloto, per-
mitieron que el UMELISA® TIR NEONATAL recibiera en el afio
2018 el certificado de registro sanitario que otorga el Centro
para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispo-
sitivos Médicos (CECMED). De ahi que a partir de enero del
2019 se generalizé el uso de este diagnosticador a lo largo de
todo nuestro pais. Hasta diciembre de 2021 se pesquisaron
281 717 bebés de los cuales 686 resultaron repetidamente
elevados para un 0,24 % de positividad. Han sido diagnosti-
cados con FQ 21 bebés mediante prueba de electrolitos en
el sudor y técnica de biologia molecular. La edad media de
diagndstico fue 4,0 meses + 1,5 [rango entre (2-7) meses].
De todos los RN diagnosticados 85 % eran portadores de la
variante F508del, ya sea en forma homocigética o estado he-
terocigoto. Una de las muestras correspondié a 1 bebé con
fleo meconial y 2 eran de gemelos. Se reportd un caso falso
negativo en la provincia de Guantanamo, con un valor de TIR1
de 46 ng/mL, el cual fue referido a consulta de genética por
presentar sintomas compatibles con la enfermedad y antece-
dentes de FQ en su familia, siendo posteriormente evaluado
por técnica de biologia molecular (F508del/R334W) y prueba
de sudor. La edad de diagnostico fue de 7 meses. La sensibili-
dad, especificidad y valores predictivos positivos (VPP) fueron
95,45 %; 99,76 % y 3,1 %, respectivamente.

La distribucion por provincias de los RN examinados du-
rante los primeros 6 meses del programa demostro que La
Habana fue la provincia con mayor nimero de neonatos es-
tudiados, sin embargo, fue Santiago de Cuba quien informo el
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mayor nimero de resultados elevados (n =7 916; 0,2% TIR2
elevado vs. n = 5027; 0,44 % TIR2 elevado).

Del total de neonatos evaluados en el programa se reco-
pilaron los datos demograficos de las primeras 32 764 mues-
tras correspondientes a 3 provincias del occidente del pais
(La Habana, Mayabeque y Matanzas), asi como del munici-
pio especial Isla de la Juventud. La edad promedio de toma
de muestra fue de 6 d con resultados disponibles a los 11 d
de vida. El 1,7 % de las muestras se colectaron a los 20 d de
nacido el nifio y de ellas el 0,84 % correspondid a muestras
tomadas después de los 30 d.

El valor medio de TIR fue de 11,8 ng/mL + 11 [rango
(0-344) ng/mL] y la mediana fue de 9,8 (RIQ 5,2-15,2) ng/mL.
Los valores de los percentilos 98,5, 99 y 99,5 fueron (41,2; 44
y 52,2) ng/mL, respectivamente. En la figura 4 se muestra
la distribucion de frecuencias obtenidas para este grupo de
muestras en comparacion con los resultados del estudio pilo-
to. Como promedio, las muestras se procesaron 5 d después
de surecolecciony 2 d después de recibidas en el laboratorio.

DISCUSION

La PN de la FQ se hizo posible a partir del afio 1979 me-
diante el desarrollo de una metodologia para la determinacion
de los niveles de TIR en manchas de SSP. ) Desde entonces, se
han desarrollado programas nacionales o regionales de PN en
muchos paises, donde se ha demostrado la efectividad de rea-
lizar el diagnostico temprano, lo que ha permitido mejorar la ca-
lidad y esperanza de vida de los pacientes que la padecen. (1678

Frecuencia (%)
ETT— (%] ]
L] [ ] — n

n

=)

o5

An Acad Cienc Cuba. 2024;14(2)

Por las caracteristicas de la TIR, la mayoria de los ensa-
yos que se comercializan en la actualidad para cuantificar
los niveles de esta enzima en muestras de SSP son ensayos
inmunoenzimaéticos (EIE) heterogéneos de doble anticuerpo,
(19 de ahi que se trabajo en la evaluacién de los AcM anti TIR
obtenidos y caracterizados en el CIE, con el objetivo de desa-
rrollar un ultramicroensayo con las caracteristicas analiticas
requeridas para su utilizacion en la PN de la FQ.

Se estudiaron un total de 6 AcM altamente especificos por
la TIR 2y se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los resultados para las 2 disoluciones amortigua-
doras para el recubrimiento evaluadas, demostrandose que la
disolucion de TRIS fue la mas adecuada, con independencia del
AcM empleado. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Valdivia en el 2013, para AcM de la clase IgG1. @9

La meseta de recubrimiento con el AcM 4C9C9 se al-
canzo a una concentracion de 6 ug/mL y no se encontraron
diferencias entre los valores incluidos en la zona de meseta,
lo que significa que a esta concentracion la fase solida que-
do saturada de AcM y aunque se incremente la cantidad de
los mismos en el recubrimiento, la sefial de fluorescencia no
varia. Por tal motivo se decidio fijar la concentracion éptima
de recubrimiento del ensayo a 8 pg/mL. Resultados similares
han sido obtenidos por varios autores durante la normaliza-
cion de técnicas UMELISA empleando AcM de la clase 1gG1
en la fase sdlida. @020

La TIR es una molécula que sufre autolisis o puede ser
hidrolizada por otras proteasas que se encuentran en los glo-
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Fig. 4 Comparacion de la distribucidn de las concentraciones de TIR en recién nacidos cubanos empleando el UMELISA® TIR NEONATAL durante

el estudio piloto y la fase de generalizacion
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bulos rojos o en el suero. @2 Por tal razén se decidio utilizar
plasma libre de TIR con carbon activado para ajustar el hema-
tocrito al 55 %. Adicionalmente se observd que adicionando
aprotinina como inhibidor, se obtuvieron curvas lineales a lo
largo de todo el rango de medicion y buenas pendientes. Este
resultado concuerda con un estudio realizado por Liy cols,
donde se reporta un incremento de la recuperacion de TIR de
35 % a 51 % cuando preparan los controles mezclando eritro-
citos hemolizados con suero tratado con carbén activado. @
asi como un incremento significativo del porciento de recupe-
racion de los valores de TIR al comparar preparaciones con y
sin inhibidor (13 % sin inhibidor y 88 % con inhibidor). ?%

Otro de los parametros evaluados fue el tiempo de elu-
cion de calibradores, controles y muestras. La curva de
calibracion presentd el mismo comportamiento para los
2 tiempos de elucion estudiados. Sin embargo, la media de
la concentracion de TIR de las muestras que se eluyeron en-
tre 16 h-18 h fue estadisticamente superior que la obtenida
para las muestras que se eluyeron durante una hora, lo que
se refleja directamente sobre los percentilos calculados para
cada tiempo de elucion evaluado. Este fendmeno esta direc-
tamente relacionado con la calidad de la muestra de SSP, la
cual es un paso clave en la PN, donde la normalizacion de los
procedimientos y el entrenamiento integral del personal en la
toma de la muestra son esenciales en el aseguramiento de la
efectividad de los programas. %

La confiabilidad de las manchas de SSP depende de la
estabilidad de los analitos en las muestras almacenadas. @9
Para el caso especifico de los ensayos que miden TIR se
requiere una muestra con calidad superior en comparacion
con la requerida para otros analitos empleados en los pro-
gramas de PN. @9 Se ha demostrado que los factores am-
bientales provocan variaciones en los niveles de TIR. En un
estudio informado por Therrell y cols. en el 2012 @9 se en-
contro que la concentracion de TIR en muestras de SSP dis-
minuyo un 40 % cuando fueron almacenadas a 27 °Cy 80 %
de humedad durante una semana. Segun resultados del pro-
grama de PN de Wisconsin, las concentraciones de TIR en
manchas de SSP disminuyeron un 2 % cuando las mues-
tras se almacenaron a una temperatura entre 20 °C -25 °C
durante 24 h. " Esto conlleva a la obtencién de resultados
falsos negativos, lo cual tiene implicaciones graves pues se
reporta como sano a un nifio aquejado por la enfermedad,
afectédndose el inicio del tratamiento y poniendo en riesgo la
vida del paciente. Es por esta razén que se decidid escoger
la variante de elucion de calibradores, controles y muestras
durante 16 h-18 h como fase inicial de la prueba pues de
esta forma se garantiza una elucion total y homogénea de la
TIR presente en la muestra.

De acuerdo con los resultados obtenidos se demostré que
el UMELISA TIR NEONATAL es un ensayo preciso y exacto, se-
gun los criterios de calidad establecidos para este tipo de ensa-
yos. @829 En los EIE la precision intraensayo no debe superar el
10 %, mientras que la interensayo debe ser menor del 20 %. @8

El porcentaje de recobrado permite evaluar la exactitud
de una forma sencilla y eficaz. En los inmunoensayos estos
valores deben encontrarse entre 80 % y 120 %. ® Los por-
centajes obtenidos con nuestro ensayo, tanto en la prueba de
recuperacion como en la de paralelismo, estuvieron dentro de
los intervalos referidos con anterioridad.

Parala TIR no existe un estuche de referencia o “estandar
de oro’. Para el estudio de correlacion se empled el estuche
AutoDELFIA® Neonatal IRT, de la firma Perkin Elmer, por su
reconocido prestigio y amplio uso en varios programas de PN
de la FQ. (%39 En las pruebas de comparacion de métodos, a
medida que los coeficientes y la pendiente se acerquen a uno
y el intercepto tienda a cero, son mas semejantes el método
evaluado y el de referencia. ®®

El coeficiente kappa de Cohen es una medida estadistica que
ajusta el efecto del azar en la proporcion de la concordancia obser-
vada y se calculé como una medida de la confiabilidad entre los
ensayos. Valores de k entre 0,81 y uno indican una concordancia
casi perfecta entre los métodos evaluados. ¢V

Durante la fase de validacion del UMELISA TIR NEONATAL
se evaluaron 4406 muestras de RN provenientes del programa
cubano de PN de enfermedades heredo-metabdlicas. Este es-
tudio permiti¢ definir el NC de 50 ng/mL (calculado para el per-
centilo 98,5 de la distribucion), que se utilizd en el estudio piloto
para la PN de la FQ, realizado en 6 provincias de Cuba.

En los ultimos afios se ha incrementado el numero de pai-
ses que han incluido la FQ dentro de sus programas de PN de
enfermedades heredo-metabdlicas. Sin embargo, a pesar de
que todos los programas de PN de la FQ utilizan una primera
determinacion de TIR en sus algoritmos, una Unica medicion
de esta enzima trae aparejado un elevado porciento de resul-
tados falsos positivos, por lo que se requiere de pruebas adi-
cionales para mejorar la especificidad de la pesquisa. ©? La
mayoria de las estrategias combinan la determinacion de TIR
con estudios de paneles de mutaciones o analisis genético
extendido por secuenciacion. 29

El algoritmo de PN elegido para nuestro estudio fue
TIR/TIR/ADN teniendo en cuenta los resultados obtenidos
por Sontag y col. que demostraron que este protocolo es
mas sensible que el algoritmo TIR/TIR y proporciona la
mas baja tasa de deteccion de portadores entre todas las
estrategias que emplean analisis de mutaciones del gen
CFTR, por lo cual su impacto es minimo en la comunidad
no fibroquistica, y a pesar de que requiere una segunda co-
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lecta de muestra, el diagnostico puede materializarse en el
primer mes de vida del paciente. ¢

En nuestro estudio los laboratorios informaron semanal-
mente el desempeno de la pesquisa. Los parametros estadis-
ticos y los percentilos calculados fueron equivalentes a los
obtenidos durante la validacion interna de nuestro método. El
valor medio de TIR para la poblacién estudiada fue similar al
reportado por Torresani y cols. en un estudio piloto realizado
en Suiza en el afio 2013, empleando en este caso una estrate-
gia TIR/ADN/TIR. 9

Los indicadores de eficacia evaluados mostraron un efec-
tivo funcionamiento del programa, logrando que la colecta de
la segunda muestra ocurriera como promedio alos 14 d y que
la misma fuera procesada en el laboratorio a los 16 d, con
lo que se garantizd que se indicaran las pruebas confirma-
torias antes del mes de nacido. Se detectd una muestra que
tenia 2 mutaciones causantes de FQ (F508del/3120 +1G > A),
constituyendo el primer RN con FQ pesquisado y evaluado
precozmente en Cuba. Estas mutaciones se encuentran entre
las mas comunes reportadas en la poblacion cubana. (9 Un
estudio reciente ha informado que el 50 % de los pacientes
cubanos incluidos en el registro nacional de FQ tiene el defec-
to genético F508del, y el 13 % de ellos son homocigotos para
esta mutacion. ¢4

El diagnostico temprano del paciente con FQ mediante
PN tiene muchos beneficios. Cuando la FQ se diagnostica y
trata precozmente, mejora el estado nutricional, la curva de
crecimiento, el desarrollo cognitivo y la funcion pulmonar del
lactante y disminuyen las colonizaciones cronicas, las exacer-
baciones, la necesidad de ciclos de antibidticos y las hospitali-
zaciones. La literatura indica que es mas probable que se bene-
ficien de las intervenciones tempranas aquellos pacientes con
FQ diagnosticados dentro de los 2 primeros meses de vida. (®

Se obtuvo una tasa de recitacion de 0,8 % y el 0,24 % de
las muestras resultaron repetidamente elevadas. La especi-
ficidad fue del 99,2 % y la sensibilidad de 100 %. Lo anterior
demostro que es factible emplear un NC de 50 ng/mL corres-
pondiente al 98,5 percentilo de la distribucion.

En este trabajo también se evalu¢ la influencia de varios
factores perinatales sobre los niveles de TIR en muestras de
RN cubanos, asi como sobre los percentilos calculados. Se
evidencio el efecto de la EG y el PAN sobre la cuantificacion
de TIR, obteniéndose valores mas bajos de la enzima en los
neonatos con EG < 37 semanas o PAN < 2500 g con respecto
a los otros grupos evaluados. Aunque algunos autores han
observado niveles elevados de TIR en aquellos RN de me-
nos de 37 semanas o con PAN< 2 500 g, ©¥ los resultados
del presente estudio concuerdan con los informados por
Bourguignon y cols. en 1986, que encontraron que los valo-
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res medios de TIR en RN prematuros con EG < 32 semanas
eran inferiores respecto al otro grupo de prematuros (32-37)
semanas y al grupo de RN a término (> 37 semanas). ©® Un
estudio mas reciente realizado en la poblacion mexicana, de-
clara resultados similares reportando un valor medio de TIR
de 15,3 ng/mL paralos RN a términoy de 14,6 ng/mL para los
RN con EG < 37 semanas. ©¢” La disminucion de los valores de
TIR en RN prematuros se atribuye a que la funcién pancreati-
ca no esta desarrollada por completo en estos pacientes. ©°

Al evaluar el efecto del género se pudo observar que las
hembras presentan niveles medios de TIR ligeramente supe-
riores a los de los varones. Esto concuerda con lo informado
por Korzeniewski y cols. en el 2011, que encontraron que los
valores medios de TIR en hembras (28 ng/mL, n = 57 506)
fueron estadisticamente superiores a los encontrados en va-
rones (27 ng/mL, n = 60 073), aunque la magnitud de esta di-
ferencia es despreciable y no repercute sobre los percentilos
calculados. 9

Con respecto al tipo de parto y el numero de fetos hay
muy escasos reportes en la literatura que hayan analizado la
influencia de estos factores sobre los niveles de TIR. En un
trabajo realizado por Yau en el 2018 se llego a la conclusion
de que el perfil metabdlico de los RN por cesarea planificada
es diferente al de los RN por parto vaginal espontaneo (euté-
cico). ¥ Como en Cuba no se practica la cesérea de eleccion,
los RN por esta via transitan por una etapa previa de labor
de parto, lo cual podria explicar que no se hayan observado
diferencias entre los niveles de TIR de estos 2 grupos. Por otra
parte, el parto distdcico es un tipo de parto vaginal donde la
labor de parto se induce mediante el uso de farmacos o pro-
cedimientos tales como férceps o vacio. #® En este estudio se
obtuvieron valores de TIR inferiores en aquellos RN por parto
distocico lo que repercutié de forma negativa sobre los per-
centilos calculados. Si bien es cierto que el numero de mues-
tras analizadas en este grupo es pequefio, seria de mucho
interés estudiar mas a fondo las causas que provocaron este
resultado. Lo mismo ocurre con el grupo de gemelos, cuyo
tamafo de muestra también es pequefio para determinar el
comportamiento de esta variable. Sin embargo, en este grupo
el 50 % de los RN tenian un PAN < 2500 g y el 47 % fueron
prematuros, lo cual se correlaciona perfectamente con los re-
sultados discutidos con anterioridad.

También se evalud la influencia de la edad de toma de
muestra, asi como el TPM, sobre los niveles de TIR. Se ha
observado que los niveles de TIR disminuyen durante las pri-
meras 24 h de vida y luego permanecen practicamente cons-
tantes hasta el décimo dia de nacido. #® Por otra parte, los
resultados informados por el programa de PN de Massachus-
setts refieren que los niveles de TIR (calculados para el 95 per-
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centilo) durante los primeros 8 dias de vida son muy variables,
lo que dificulta establecer un NC confiable para muestras
colectadas mas tardiamente. ®® En cambio, los programas
de PN del Reino Unido, que colectan la muestra a los 5 dias
de nacido, reportan una variabilidad menor en los valores de
TIR cuantificados, lo cual conlleva a una mejor discriminacion
entre pacientes FQy RN que no padecen la enfermedad. % En
el presente estudio se obtuvieron resultados similares a los
reportados en la literatura; los valores de TIR correspondien-
tes a las muestras colectadas de (0 a 4) d fueron menores
que los obtenidos para las muestras tomadas entre 5dy 14 d,
disminuyendo nuevamente en aquellas muestras colectadas
después de los 14 d de nacidos. Si bien contamos con un pe-
qguefio numero de muestras correspondientes a los primeros
dias de vida del RN y las colectadas después de los 14 d, se
debe tener especial cuidado en la interpretacion de los resul-
tados correspondientes a las mismas para evitar la ocurren-
cia de algun resultado falso negativo, dado que el programa
cubano de PN de enfermedades heredo-metabdlicas estable-
ce que la toma de muestra debe realizarse entre el quinto y
séptimo dias de vida del neonato.

A pesar de que no se obtuvieron diferencias estadisti-
camente significativas entre los valores medios de TIR con
respecto al TPM, los valores de la enzima en las muestras
procesadas después de 10 d de colectadas fueron menores,
lo que incidié directamente sobre los percentilos calculados,
fendmeno que se acentué mas en las muestras que fueron
procesadas 15 d después de la colecta. Dadas las caracteris-
ticas de la TIR, la muestra que se requiere para los ensayos
que cuantifican esta enzima debe tener una mejor calidad con
respecto a la de los otros analitos que se determinan en el pe-
riodo neonatal. ®® Se ha demostrado que los niveles de TIR en
muestras almacenadas durante 5 semanas disminuyen con
respecto a los valores de las muestras frescas, ©% siendo esta
caida diferente en muestras de pacientes FQ y en aquellas
correspondientes a RN no fibroquisticos, pero con hipertrip-
sinemia, lo que sugiere que al menos 2 tipos de TIR pueden
estar presentes en la sangre de pacientes con FQ. “9

Estos resultados demuestran la importancia de la evalua-
cion de todos aquellos factores que influyen o que pueden
afectar los valores de TIR en neonatos, para considerarlos al
establecer NC que mejoren la eficiencia de los programas de
PN de la FQ. En la actualidad la mayoria de los programas
de PN de FQ no emplean NC fijos, sino que utilizan NC flo-
tantes, basados en los percentilos calculados de corrida en
corrida. Existen varios percentilos y protocolos para la deter-
minacion de estos NC flotantes los cuales son sometidos a
diferentes manipulaciones estadisticas, por lo que algunos
autores refieren que el nimero de muestras debe ser elevado

(> 300 muestras por corrida) para que el método de célculo
sea estadisticamente validado. 9

A pesar de que ningun programa de PN de FQ existente
en el mundo es capaz de detectar el 100 % de los pacientes
afectados con la enfermedad, estudios realizados en Holanda
y Canada han demostrado que la relacion costo-beneficio es
positiva para aquellas poblaciones donde se lleve a cabo la
PN de esta patologia con respecto a las poblaciones no pes-
quisadas, independientemente de la estrategia de pesquisa
elegida en cada caso. “'“2 Se ha demostrado que cuando los
costos asociados al tratamiento se reducen un 5 % como con-
secuencia del diagnostico temprano, la pesquisa traera como
resultado ahorros a largo plazo. “9

Los valores de especificidad y sensibilidad obtenidos
durante los 3 primeros afos de generalizacion del UMELISA
TIR NEONATAL en el programa cubano para la PN de la FQ
son similares a los reportados en la literatura. ?°4¥ No existe
consenso hasta el presente de cual es la estrategia ideal para
la PN de la FQ, sin embargo, para todos los algoritmos (inde-
pendientemente del marcador que se utilice como segunda
muestra) la especificidad reportada es superior al 99 %. “3
No ocurre lo mismo con la sensibilidad, donde los porcenta-
jes calculados difieren de un programa a otro de acuerdo a la
estrategia seguida en cada caso particular. En los EUA cada
estado realiza un algoritmo diferente parala PN delaFQy la
sensibilidad reportada se encuentra en un rango entre 85 % y
95 %. En un estudio piloto realizado en Alemania, que combi-
naba la determinacion de TIR con la proteina asociada a pan-
creatitis (PAP), lograron valores de sensibilidad entre 86 % y
96 %. Este valor oscild entre 90 %y 95 % en Francia y Reino
Unido empleando un algoritmo TIR/ADN/TIR y en Australia
mediante un esquema TIR/ADN. “3

Durante el transcurso de este estudio se reportd un caso
falso negativo con un valor de TIRT inferior al NC empleado en
el programa de PN. Este RN, ademas de desarrollar sintoma-
tologia caracteristica de la enfermedad, presentaba antece-
dentes familiares de FQ. Se confirmd su diagndstico median-
te técnica de biologia molecular: heterocigdtico compuesto
para las mutaciones F508del y R334W, 2 de las mas comu-
nes en nuestra poblacion. “9 A pesar de que F508del es la
mutacion mas frecuente y severa, hay varios estudios pobla-
cionales donde se han encontrado RN tanto heterécigoticos
como homocigdticos para esta mutacion cuyos niveles de
TIRT fueron muy inferiores a los NC establecidos por dichos
programas, ® lo cual indica que, indistintamente del NC esco-
gido para la pesquisa, siempre existe la posibilidad de que se
obtengan falsos negativos fisiolégicos legitimos. Es por esta
razon que el personal de atencion primaria de salud desem-
pefa un papel fundamental en la identificacion de aquellos
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nifos que presenten sintomas consistentes con FQ, aunque
los resultados de la pesquisa hayan sido negativos, con el ob-
jetivo de indicar los estudios diagndsticos correspondientes,
como ocurrio en el caso presentado en este estudio.

La obtencién de resultados falsos negativos para FQ es
mas comun que para otros desordenes genéticos incluidos
en los paneles de PN, lo cual viene dado fundamentalmente
por: los NC empleados en los programas de PN que utilizan
TIR como marcador, las variaciones estacionales asociadas
con la temperatura y las variables analiticas relacionadas con
el desempefio del estuche de reactivos. #® Adicionalmente, las
propias caracteristicas de la enfermedad determinan que la va-
riabilidad bioldgica individual sea relevante debido a que no to-
das las mutaciones del gen CFTR resultan en niveles elevados
de TIR, ® lo que deja abierta la posibilidad de que se presenten
resultados falsos negativos. También hay que considerar que
se ha reportado un nimero considerable de mutaciones para el
gen CFTR (muchas de las cuales se presentan en la poblacion
a muy baja frecuencia) y resulta imposible que los paneles co-
merciales de biologia molecular las incluyan todas. Por lo tanto,
la practica internacional recomienda que todo nifio con sinto-
mas sugestivos de la enfermedad, aungue tenga un resultado
de PN o de biologia molecular normal, debe ser referido al test
del sudor para confirmar o descartar la patologia.

Se recomienda que los paneles de mutaciones disponi-
bles para la PN de la FQ se adecuen a la genética de la pobla-
cion pesquisada y se destaca la importancia de incluir muta-
ciones encontradas en casos clinicos confirmados en dicha
poblacién. En un estudio reciente realizado en nuestro pais
se reporto el desarrollo de un nuevo ensayo basado en PCR
alelo-especifica y HRMA, para la deteccion de 18 mutaciones
del gen CFTR causantes de FQ, presentes en Cuba y América
Latina. “® El mismo incorpora 10 nuevas variantes al panel
de mutaciones de este gen que se detectan actualmente en
pacientes cubanos con sospecha de FQ. (" Este nuevo en-
sayo tiene como ventaja que utiliza manchas de SSP, lo cual
resultaria muy beneficioso para lograr un mejor desempefio
del protocolo de PN, incluso se podria valorar la posibilidad de
aplicar otra de las estrategias que se emplean a nivel mundial,
si se considera que el estudio de mutaciones puede realizarse
directamente en la muestra del RN colectada entre el quinto y
séptimo dias de nacido (TIRT). Pensamos que la combinacion
de esta metodologia con el empleo de un NC flotante en las
determinaciones de TIR podria contribuir en gran medida a
una mejora en la sensibilidad del programa.

Entre las mutaciones encontradas durante estos prime-
ros 3 afios de programa destaca la presencia de F508del en |a
mayoria de los pacientes diagnosticados con la enfermedad,
lo cual concuerda con lo reportado por Armas y cols. en el
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2018 acerca de la frecuencia de aparicion de esta mutacion
en la poblacién cubana. “ El andlisis de ADN detecta tan-
to formas clasicas como leves de la enfermedad, asi como
portadores de mutaciones. “” Existe desacuerdo sobre los
efectos ocasionados por la identificacion de portadores de
FQ debido a la posible afectacion psicolégica de pacientes y
familiares, *” aunque pensamos que su identificacion puede
contribuir a reducir la incidencia de la enfermedad, a través de
un adecuado consejo genético.

En el presente estudio se detectd un mayor nimero de
muestras repetidamente elevadas a la pesquisa en la provin-
cia de Santiago de Cuba con respecto a lo observado en el
resto del pais. Esto podria estar asociado a errores de ma-
nipulacion durante la realizacion de la técnica ya que la ma-
yoria de resultados repetidamente elevados a la pesquisa
(19 casos) se obtuvo en los primeros 2 meses a partir de que
se comenzé la generalizacion del programa.

Otra posible explicacion a este fendmeno podria estar
asociada al color de la piel. Existen estudios que reportan el
incremento de los niveles de TIR en RN afrodescendientes
en relacion al resto de los grupos poblacionales. 54849 En
un estudio realizado en el afio 2005 en la poblacion francesa,
Cheillan y cols. encontraron que los valores medios de TIR en
RN provenientes de familias del norte de Africa (21,17 ng/mL,
n = 8817) fueron estadisticamente superiores a los encontra-
dos en RN de origen caucasico (19,74 ng/mL, n = 26 310),
diferencia que repercutié sobre los percentilos calculados,
duplicandose el porciento de resultados con valores de TIR
por encima del NC establecido para la prueba, sin que estos
RN se confirmaran posteriormente como FQ. “® En otro estu-
dio realizado por Giusti y cols en el 2008, donde se analizan
los resultados del programa de PN de FQ durante 4 afios en
el estado de Nueva York, se demostro que el riesgo de tener
valores de TIR elevados se duplico en los RN afroamericanos
respecto al resto de los grupos poblacionales. 9 A pesar de
que no se sabe con exactitud la razon por la cual los niveles
de TIR se elevan en estos RN, el hecho de que ocurra en estos
2 grupos (norafricanos y afroamericanos) realza la posibilidad
de que exista una explicacién comun de base genética. 9

Segun datos de la Oficina Nacional de Estadistica e Infor-
macion de la Republica de Cuba, el color de la piel de la pobla-
cion del pais varia notablemente por territorios, siendo Santiago
de Cuba una de las provincias cubanas con el mayor porcien-
to de poblacién que se considera con color de la piel negro y
mestizo. ®® En un estudio realizado por Marcheco y cols en el
2015 se demostré que la poblacion de las provincias Santiago
de Cuba y Guantanamo presentaban el mayor porcentaje de
genes de ancestralidad africanos (39 % y 40 %, respectivamen-
te) y que los individuos que se reportaron con color de la piel
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negro presentaron un 65,5 % de sus genes de origen africano.
También se encontrd que en estas provincias el porciento de
ancestralidad africano es ligeramente superior en aquellos indi-
viduos que se reportaron con color de la piel blanco. ¢V

Los resultados obtenidos a partir del analisis de los datos
demograficos de las muestras correspondientes a la region
occidental del pais son muy similares a los hallados durante el
estudio piloto, lo cual demostré la reproducibilidad de la cuan-
tificacion de los niveles de TIR mediante el uso de diferentes
lotes de reactivos del UMELISA TIR NEONATAL. Se proceso
un pequefio porciento de muestras que fueron colectadas
después de los 30 d de nacido, indicador que se debe mejorar
en lo que avanza el programa para prevenir la ocurrencia de
falsos negativos, dado que la TIR no es un marcador eficaz
después de finalizado el periodo neonatal. 2549

Segun el registro nacional de pacientes con FQ la preva-
lencia de la enfermedad en Cuba es similar en todas las regio-
nes del pais. ®¥ Sin embargo, el 80 % de los RN diagnostica-
dos con FQ, luego de la implementacion del programa de PN
corresponden a nifios del oriente de la nacion, lo cual podria
indicar que haya existido un subdiagnostico de esta patologia
en dicha zona a lo largo de los afios. De manera similar se
comportan el resto de las enfermedades heredo-metabdlicas
incluidas en el programa cubano de PN, observandose una
mayor frecuencia de aparicion de estas patologias en las re-
giones central y oriental de nuestro territorio (comunicacion
personal, Vicedireccion de Programas Nacionales, CIE).

Aunque el programa de PN de FQ en Cuba esta recién
comenzando y se deben estudiar un mayor nimero de RN
para definir la incidencia real de esta enfermedad en nuestro
palis, de acuerdo a los resultados obtenidos hasta la fecha se
puede predecir que la FQ, dentro del programa cubano de PN
de enfermedades heredo-metabdlicas, constituird una de las
mas frecuentes en la poblacién cubana (comunicacion perso-
nal, Vicedireccion de Programas Nacionales, CIE).

Conclusiones

El UMELISA® TIR Neonatal es un ensayo preciso y exacto
que permite la cuantificacion de TIR en manchas de SSP de
RN. Su desempefio en la red de laboratorios SUMA ha resul-
tado satisfactorio y los indicadores de eficacia resultan ade-
cuados para la pesquisa, demostrandose que constituye una
herramienta novedosa para ser empleada satisfactoriamente
enla PN de FQen Cubay en otros paises de nuestro continen-
te que utilicen la Tecnologia SUMA.
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