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Resumen:

Introduccion: La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno autosémico recesivo grave con una incidencia
aproximada de 1/3000 recién nacidos. Es causada por mutaciones en el gen regulador de la conductan-
cia transmembrana de la FQ. El diagndstico precoz de esta patologia se realiza mediante la determina-
cion de tripsina inmunorreactiva (TIR) en manchas de sangre seca sobre papel de filtro de recién naci-
dos.

Objetivo: Desarrollar un ensayo de ultramicroELISA (UMELISA®) tipo sandwich para la medicion
de TIR en manchas de sangre seca en papel de filtro de recién nacidos.

Materiales y Métodos: Se utilizdo como fase solida tiras recubiertas con un anticuerpo monoclonal de
alta afinidad dirigido contra TIR para garantizar la especificidad del ensayo.

Resultados: El rango ttil de la curva es de 0-500 ng/mL y la minima concentracion detectable fue de
4,8 ng/mL. Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron inferiores al 10%. El valor medio de
recuperacion fue 100,3 = 11,2%. La reactividad cruzada con proteinas estructuralmente relacionadas
con la TIR fue menor que el limite de deteccion del ensayo. Se analizaron 3953 muestras de recién na-
cidos del Programa cubano de Pesquisa Neonatal y la concentracion media de TIR fue de 12,6 ng/ml. El
analisis de regresion mostrd una buena correlacion con el estuche AutoDELFIA® Neonatal IRT (n
=4033,r=0,83 k=0,976 p <0,01).

Conclusiones: Las caracteristicas de desempefio analitico de nuestro UMELISA® TIR NEONATAL
sugieren que se puede utilizar para la pesquisa neonatal de la FQ.
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I. INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es uno de los trastornos hereditarios autosdmicos recesivos mas comunes en
las poblaciones caucésicas, causado por mutaciones en el gen regulador de la conductancia transmem-
brana de la FQ, que afecta aproximadamente a 1 de cada 3000 recién nacidos (1-4). La identificacion
temprana de la FQ mediante la pesquisa neonatal (PN) se asocia con mejoras en la funcidon nutricional,
respiratoria, gastrointestinal y cognitiva, asi como en la supervivencia general de los pacientes q pade-
cen la enfermedad (5, 6, 7, 8).

En 1979, el desarrollo de una prueba para medir el tripsina inmunorreactiva (TIR) en manchas de
sangre seca hizo factible la PN universal para la FQ y proporcioné a los laboratorios una posible prueba
de deteccion para identificar a los bebés con FQ en las primeras semanas de vida, a menudo antes de
presentar signos clinicos (9).

En la década de 1980, comenzo6 el desarrollo de una tecnologia en Cuba que permitio el estudio de
una gran cantidad de muestras con el menor costo posible. A partir de estos esfuerzos iniciales se desa-
rrollaron las técnicas Ultra Micro Analiticas (SUMA) y ultramicroELISA (UMELISA®). Estas pruebas
combinan la alta sensibilidad de los ensayos micro-ELISA actuales con el uso de ultramicro volimenes
de muestras y reactivos.

En Cuba, la PN se introdujo en 1986 para la deteccion del hipotiroidismo congénito, utilizando una
mancha de sangre seca sobre papel de filtro en el quinto dia de vida del bebé. Con el transcurso de los
afios, se afiadieron otras cuatro enfermedades a la PN, que incluyen fenilcetonuria, hiperplasia suprarre-
nal congénita, galactosemia y deficiencia de biotinidasa (10).

Teniendo en cuenta estas experiencias exitosas, el objetivo de este trabajo fue disefiar, desarrollar y
validar un ensayo tipo UMELISA® para medir TIR en manchas de sangre seca en papel de filtro de re-
cién nacidos que podria emplearse en la pesquisa neonatal de la FQ.

II. METODO

A. Reactivos quimicos y anticuerpos monoclonales:

Todos los reactivos fueron de grado analitico y las soluciones se prepararon en agua destilada. Los
anticuerpos monoclonales anti-TIR fueron obtenidos en el Centro de Inmunoensayo y son altamente
especificos por la TIR (11)

B. Equipos y accesorios

Se utiliz6 la tecnologia del Sistema Ultra Micro Analitico (SUMA). El sistema, fabricado por el Cen-
tro de Inmunoensayo (CIE), incluye reactivos e instrumental. El equipo comprende un fotoémetro espec-
trofluorimetro totalmente computarizado para la lectura, cuantificacion, validacion e interpretacion au-
tomatica de los resultados (PR-621) y un lavador de placas (MW-2001). Los reactivos se presentan en
formato de kits con cantidades suficientes para 288 determinaciones (volimenes de 10 uL. de muestras y
reactivos).
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C. Controles

Se usaron controles preparados en el Laboratorio de Pesquisa Neonatal del CIE con una concentra-
cioén conocida de TIR que abarcaban el rango analitico de la curva estandar para la evaluacion del ensa-
yo. Ademas, se evaluaron controles comerciales, con el objetivo de determinar la exactitud relativa de
nuestro método.

Adicionalmente, se evaluaron 3943 muestras de sangre seca del Programa Cubano de Pesquisa Neo-
natal. Las muestras se obtuvieron rutinariamente mediante puncion de taloén y se recogieron en tarjetas
de papel de filtro Whatman 903. Se calcularon la media y la desviacion estandar de la concentracion de
TIR.

C. UMELISA® TIR NEONATAL

Para la medicion de concentraciones de TIR, se poncharon discos de sangre de 3 mm de calibradores,
controles y muestras y se colocaron en cada pocillo de las microplacas de elucion, seguido de la adicion
de 70 uL del conjugado AcM anti TIR-fosfatasa alcalina. Después de la etapa de elucion en una camara
himeda a temperatura ambiente durante 16-18 horas, se transfirieron 10 pl de eluato al pocillo de las
placas recubiertas con anticuerpos monoclonales especificos anti-TIR. La reacciéon inmunoldgica se
produjo durante 2 horas a temperatura ambiente en una caimara himeda y luego a las placas se les apli-
caron 6 ciclos de lavado. Se afiadieron 10 pl de sustrato fluorogénico y se incubaron a temperatura am-
biente en una camara humeda durante 30 minutos. Finalmente, la fluorescencia fue medida automatica-
mente en el lector de fotdmetro fluorimétrico. La validacion e interpretacion automatica de los
resultados fueron realizadas utilizando un software especifico para este ensayo.

C. Correlacion de métodos

La correlacion con el kit comercial AutoDELFIA® Neonatal IRT fue estudiada utilizando 4033
muestras de sangre seca sobre papel de filtro de recién nacidos. Los parametros estadisticos evaluados
se obtuvieron usando Excel 2000. La correlacion de Pearson y los coeficientes Kappa de Cohen (valores
r y k) se usaron para calcular la correlacion entre los niveles de TIR en sangre usando UMELISA® y el
kit de IRT Neonatal AutoDELFIA®.

IIT. RESULTADOS

A. Curva de calibracion

En la Fig. | se muestra la curva estandar tipica obtenida con el UMELISA® TIR Neonatal. La curva
de calibracion fue construida automaticamente por el software, trazando en un gréfico los valores me-
dios de fluorescencia para cada estandar (eje y) y su concentraciones teodricas esperadas (eje x). La Fluo-
rescencia es directamente proporcional a la cantidad de TIR presente en la muestra.
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Fig. 1 Curva de calibracion tipica del UMELISA® TIR NEONATAL
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Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se determinaron de acuerdo con las Directri-
ces CLSI (12). El LOD, definido como la menor cantidad de TIR presente en una muestra que se puede
detectar con una probabilidad del 95%, fue de 4,8 ng/mL.

El LOQ, la cantidad més baja de TIR presente en una muestra que puede determinarse cuantitativa-
mente en nuestro UMELISA® con una precision y exactitud adecuadas, fue de 19 ng/ml.

B. Precision y Recuperacion

La precision y la recuperacion se determinaron siguiendo las Directrices CLSI (13). Para evaluar la
precision, se analizaron muestras que representan 3 niveles diferentes de concentraciones de TIR que
abarcan el rango analitico de la curva de calibracion. Se calcul6 la media, DS y CV intra e interensayo
obteniéndose valores entre 5,6-7,0 % y 8,6-9,7 % respectivamente, dependiendo de las concentraciones
de TIR evaluadas (Tabla 1).

Tabla 1. Precision del UMELISA® TIR NEONATAL

Concentracion de Intraensayo (n=24) Interensayo (n=10)
la muestra (ng/mL) DE CV (%) DE CV (%)
30,5 1,7 5,6 2,6 8,6
67,9 4.4 6,5 6,6 9,7
133,1 9,3 7,0 11,8 8,9

Los resultados obtenidos cuando se evaluaron los controles comerciales se muestran en la Tabla 2.
Las recuperaciones porcentuales oscilaron entre 90,8-110,7% con un valor promedio de 100,3 + 11,2%.
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Tabla 2. Recuperacion del UMELISA® TIR NEONATAL

Controles Esperado Determinado %
(ng/mL) (ng/mL) Recuperacion
CDC USA)
A1609 15,1 17,6 116,7
B1609 65,1 57,5 88,3
C1609 138,2 134,5 97,3
D1609 231,1 263,5 114
PEEC (Argentina) |
90-179 126 116 92,1
90-180 2923 290,7 99,5
91-182 396,4 4435 111,9
93-185 56,9 62,1 109,3
93-186 132,4 118,2 89,3
95-189 15,4 15,5 100,6
95-190 119 100,3 84,3

C. Reactividad Cruzada

Las reacciones cruzadas con algunos compuestos que son similares a la TIR o pueden estar presentes
en concentraciones anormalmente altas en la sangre de recién nacidos, se muestran en la Tabla 3. La
especificidad fue satisfactoria debido a que la fluorescencia de tales enzimas no excedi6 la correspon-
diente a una concentracion de tripsina de 4,8 ng / ml.

Tabla 3. Reactividad Cruzada del UMELISA® TIR NEONATAL

RC obtenida con el UMELISA® TIR Neo-

Analito Concentracion

natal
al-antitripsina (humana) 2 mg/mL <4,8 ng/mL
a2-Macroglobulina (humana) 5 mg/mL <4,8 ng/mL
a-Quimotripsina (humana) 1 pg/mL <4,8 ng/mL
a-Quimotripsinogeno tipo VII (bovino) 1 pg/mL <4,8 ng/mL
a- Quimotripsinogeno A tipo II (bovino) 1 pg/mL <4,8 ng/mL
a- Quimotripsindgeno tipo I-S (bovino) 1 pg/mL <4,8 ng/mL
Trypsindgeno (bovino) 1 pg/mL <4,8 ng/mL
Tripsina type IX-S (porcino) 1 pg/mL <4,8 ng/mL
Fosfolipasa A2 (bovino) 1 pg/mL <4,8 ng/mL

D. Andlisis de muestras y correlacion de métodos

Los resultados de la primera aplicacion del ensayo a la deteccion de la FQ en recién nacidos se mues-
tran en la Fig. 2. La concentraciéon media de TIR en muestras de sangre seca de 3953 recién nacidos
sanos (edades 5-7 dias) fue 12,6 +11,2. Todas las muestras se obtuvieron de neonatos aparentemente
sanos.

Durante el transcurso de este estudio, se analizaron retrospectivamente muestras de sangre seca de 6
nifios con FQ, confirmadas mediante la técnica de biologia molecular y la prueba del sudor. Las man-
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chas de sangre de estos nifios tenian niveles de TIR por encima de nuestro punto de corte, y se habrian
identificado correctamente si hubiera existido un programa de deteccion con UMELISA® TIR
NEONATAL.

Fig. 2 Distribucion de los valores de TIR en poblacion cubana de neonatos utilizando el UMELISA® TIR NEONATAL
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Utilizando nuestro ensayo y el kit comercial comercial AutoDELFIA® Neonatal IRT, se evaluaron
3948 muestras de sangre seca del Programa brasilenio de pesquisa neonatal. Los resultados de los anali-
sis de correlacion se muestran en la Fig.3.

Los resultados de estos ensayos estuvieron altamente correlacionados por la correlacion de Pearson (r
=0,83, p <0.01) en el amplio rango de la curva de calibracion de nuestro ensayo.

La fiabilidad entre evaluadores entre los ensayos se cuantificd utilizando el estadistico kappa. El co-
eficiente kappa de Cohen (k), si se usa e interpreta adecuadamente, proporciona informacion valiosa
sobre la confiabilidad de los procedimientos de diagnostico. Los resultados mostraron una alta concor-
dancia general entre UMELISA® TIR NEONATAL y AutoDELFIA® Neonatal IRT kit (k = 0,976).

Fig. 3 Correlacion entre UMELISA® TIR NEONATAL y AutoDELFIA® Neonatal IRT kit
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IV. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un UMELISA® tipo sandwich para medir TIR en manchas de sangre seca sobre
papel de filtro de recién nacidos usando conjugado de AcM anti TIR-fosfatasa alcalina y anticuerpos
monoclonales especificos inmovilizados en placas de poliestireno.

La evaluaciéon general de los resultados muestra que el UMELISA® TIR NEONATAL tiene carac-
teristicas similares a otros ensayos comercialmente disponibles en términos de precision, exactitud y
utilidad clinica, por lo que podria ser potencialmente util en la pesquisa neonatal de la FQ.

A partir del 1" de enero de 2018, se iniciard un programa piloto cubano de deteccion de FQ con
UMELISA® TIR NEONATAL. Los resultados de este programa permitiran analizar los valores de TIR
en relacion con estos factores con el fin de modificar el nivel de corte preliminar y mejorar la eficacia y
el valor predictivo de nuestro programa de deteccion de FQ.

En resumen, el UMELISA® TIR NEONATAL, como parte de la tecnologia SUMA, es un ensayo
simple, preciso, y exacto que puede utilizarse para llevar a cabo un programa de deteccion de FQ en
recién nacidos.
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