Analisis de aneuploidias por las técnicas de QF-
PCR y cariotipo en los afos 2012-13 en el HU
Miguel Servet de Zaragoza

EVA BARRIO OLLERO

Genética y Reproduccion, HU Miguel Servet

Dpto. Anatomia e Histologia Humanas. Universidad de Zaragoza
PhD. Bioquimica

Tutora: Silvia Izquierdo Alvarez
Genética y Reproduccién, HU Miguel Servet
FEA Genética



Eva Barrio
Master en Salud Publica. Dic 2013
Andlisis de aneuploidias por las técnicas de QF-PCR y cariotipo en los afios 2012-13 en el HU Miguel Servet de Zaragoza

TITULO: ANALISIS DE ANEUPLIODIAS POR LAS TECNICAS D E QF-PCR Y
CARIOTIPO EN LOS ANOS 2012-13 EN EL H.U. MIGUEL SER VET, DE ZARAGOZA

RESUMEN

Objetivos: EIl objetivo de este estudio es poner de manifiesto si la QF-PCR, técnica de
diagndstico prenatal para las aneuploidias de reciente puesta a punto es realmente eficaz
y presenta alguna ventaja a la hora de poder compararla con el cariotipo que es la técnica

de rutina en nuestro laboratorio

Material y métodos: Los datos provienen del Laboratorio de Genética del Hospital
Universitario Miguel Servet, durante los aflos 2012 y 2013. Las muestras provienen de
toda la Comunidad Autonoma de Aragon. Se recogen muestras desde enero del 2012
hasta el presente. Mediante el software PRISCA V4.0. El punto de corte utilizado es 1/250
para trisomia 21 y 1/100 para la trisomia 18. Se hace un andlisis de las variables de la
base de datos. Distribucidon de patologia cromosdémica por sexo fetal, por indicacion

diagnéstica.

Conclusion: Cariotipo y QF-PCR detectan de la misma forma anomalias cromosémicas,
por tanto los criterios de eleccion tienen que ser distintos de los limites de deteccion de
aneuploidias. Sin embargo QF-PCR es mas sencilla y rapida aunque mas cara. Para

confirmar las patologias encontradas se debe realizar un FISH
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INTRODUCCION

El término «diagndstico prenatal» agrupa todas aquellas acciones diagnosticas
encaminadas a descubrir durante el embarazo un «defecto congénito», entendiendo por
tal «toda anomalia del desarrollo morfolédgico, estructural, funcional o molecular presente
al nacer (aunque puede manifestarse mas tarde), externa o interna, familiar o esporéadica,
hereditaria o0 no, Unica o multiple» (Comités de Trabajo de la OMS, 1970, 1975, 1982).

El diagnédstico prenatal tiene como finalidad diagnosticar con la mayor precocidad posible
un defecto congénito o bien establecer la ausencia del mismo, ya que la confirmacion de
la normalidad contribuye a reducir la ansiedad materna durante el resto de la gestacion.

El sindrome de Down, el sindrome de Edwards y el sindrome de Patau son las tres
trisomias autosomicas viables mas frecuentes. Las incidencias en nacidos vivos son
aproximadamente 1:700, 1:3000 y 1:21.700, respectivamente. Las aneuploidias de los
cromosomas sexuales mas frecuentes son el sindrome de Turner en mujeres y el
sindrome de Klinefelter en varones. La causa mas frecuente del sindrome de Turner es la
monosomia del cromosoma X (cariotipo 45, X), y la del sindrome de Klinefelter, una copia
adicional del cromosoma X (cariotipo 47, XXY). Las incidencias en nacidos vivos son
entre 1:2000 y 1:5000 mujeres en el caso del sindrome de Turner y entre 1:500 y 1:650
varones en el del sindrome de Klinefelter (1).

El nombre de sindrome de Down viene del Dr. John Langdon Down, y se introdujo en
1866, aunque ya se habia descrito anteriormente. Es causado por una trisomia de la
totalidad o de parte del cromosoma 21 (2). Ademas de una discapacidad cognitiva de
mayor o menor grado, los individuos con sindrome de Down suelen compartir una serie de
caracteristicas comunes, como hipotonia (bajo tono muscular), lengua prominente, ojos
en forma de almendra debido a un pliegue epicantico, fisuras palpebrales oblicuas
ascendentes, pliegue palmar Unico y extremidades mas cortas de lo normal. También
tienen un mayor riesgo de defectos cardiacos congénitos y de presentar una forma de la
enfermedad de Alzheimer al envejecer.

El sindrome de Edwards fue descrito por primera vez por el Dr. John Edwards en 1960.
Es causado por una trisomia de la totalidad o de parte del cromosoma 18. Como en el
sindrome de Down, el riesgo de tener un nifio con sindrome de Edwards aumenta con la
edad materna. Las caracteristicas clinicas tipicas incluyen bajo peso al nacer, defectos

cardiacos, malformaciéon gastrointestinal, malformacion urogenital, problemas
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neuroldgicos y anomalias craneofaciales. La mediana del tiempo de supervivencia es de
unos 4 dias.

El nombre sindrome de Patau viene del Dr. Klaus Patau, que describi6 la enfermedad con
la asociacién cromosdmica. Es causado por una trisomia de la totalidad o de parte del
cromosoma 13. Los bebés con sindrome de Patau estan gravemente afectados por
diversas anomalias. Las caracteristicas tipicas incluyen retraso del -crecimiento
intrauterino, bajo peso al nacer, defectos cardiacos congénitos, microcefalia,
holoprosencefalia con fisura palatina y microftalmia, apnea central, polidactilia y pies en
mecedora. La mediana del tiempo de supervivencia es de unos 2,5 dias.

El sindrome de Turner en mujeres es causado por una monosomia del cromosoma X.
Aproximadamente el 98 % de los embarazos de fetos con sindrome de Turner acabaran
en aborto espontdneo. Las nifias supervivientes muestran una serie de caracteristicas
tipicas, como corta estatura, amenorrea primaria y cuello palmeado (derivado de higroma
quistico, un saco relleno de liquido, en el Gtero). También suelen sufrir cardiopatia
congénita y pueden tener rifiones en forma de herradura.

El sindrome de Klinefelter en varones es causado por la presencia de una copia adicional
del cromosoma X. Los varones con sindrome de Klinefelter son estériles y pueden tener
una discapacidad cognitiva leve. Suelen ser mas altos que la media, pueden presentar
ginecomastia que requiera reduccion quirurgica, y tienen un mayor riesgo de osteoporosis
debido a los menores niveles de testosterona.

El diagndstico prenatal es un tema de importante de Salud Publica ya que muchas de las
mujeres embarazadas requieren de alguna técnica diagnostica para detectar algun
defecto congénito. Las técnicas de analisis y filiacion de las patologias mas frecuentes
llevan mucho tiempo realizandose, pero con el avance cientifico, se van descubriendo
nuevas técnicas que ganan en rapidez, fiabilidad y sensibilidad, pero que pueden resultar
MAas costosas.

El objetivo de este estudio es verificar si la Quantitative Fluorescence Polymerase Chain
Reaction (QF-PCR), técnica de diagndstico prenatal para las aneuploidias de reciente
implementacion en los laboratorios de genética es realmente efectiva y presenta alguna
ventaja a la hora de poder compararla con el cariotipo que es la técnica de rutina que se

estaba empleando hasta la actualidad en los laboratorios de diagnéstico prenatal.
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MATERIAL Y METODOS
Los datos recopilados y analizados en el presente trabajo provienen del Laboratorio de

Genética del Hospital Universitario Miguel Servet, durante los afios 2012 y 2013.

Material

Las muestras estudiadas desde enero del 2012 hasta la actualidad provienen de toda la
Comunidad Autonoma de Aragon: Hospital de Barbastro de Huesca, Hospital de Alcafiz,
Hospital Obispo Polanco de Teruel, Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de
Zaragoza y desde la consulta de diagnéstico Prenatal del Hospital Universitario Miguel

Servet.

Métodos
Los datos se han tratado con la anonimidad, la confidencialidad y la seguridad de los
datos como se exige en la Ley de Proteccion de Datos. El analisis estadistico de los datos

se realizd mediante el programa SPSS version 19.0.

Cribado prenatal de alteraciones cromosomicas fetal es

En la actualidad se dispone de métodos efectivos de cribado que combinan informacion
clinica, bioguimica y ecografica de cada gestante de aquellas alteraciones cromosémicas
en las que dicho cribado solo se basa en la informacién proporcionada por la ecografia
junto a datos clinicos de la embarazada.

Cribado prenatal de las aneuploidias fetales mas co  munes

En el &mbito de la deteccion de las cromosomopatias fetales, la trisomia 21 o sindrome
de Down ha sido uno de los objetivos prioritarios por tratarse de la aneuploidia mas
frecuente en recién nacidos vivos y la causa mas frecuente de retraso mental severo.
Dada la estrecha relacion existente entre cromosomopatia fetal y edad materna, esta se
ha empleado como criterio para la seleccion de las gestantes candidatas a una técnica
invasiva y, de hecho, hasta hace poco tiempo ha sido el método mas empleado,
ofreciéndose generalmente una técnica invasiva cuando la gestante tenia una edad = 35
afios. Debido a la cantidad de falsos positivos, que superaban la tasa del 5% admitidos

en un cribado poblacional, se recomienda no realizar el cribado GUnicamente por edad.
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En el dia a dia se utilizan otros métodos de cribado que calculen el riesgo de sindrome de
Down teniendo en cuenta no solo la edad de la gestante, sino también las caracteristicas
fenotipicas ecograficas del feto (marcadores ecograficos) y los marcadores bioquimicos
de cromosomopatia en sangre materna, es decir, se trata del denominado: cribado
combinado del primer trimestre. Estos programas de cribado permiten un calculo del
riesgo de sindrome de Down especifico para cada gestante en funcion de los valores
obtenidos para dichos marcadores. Con ello se establecen gestaciones de alto o de bajo
riesgo de presentar trisomia 21. En los casos de alto riesgo, es potestad de la gestante

decidir si desea 0 no realizarse una técnica invasiva para el diagnaostico.

Marcadores ecograficos

El mejor marcador ecografico de las aneuploidias fetales mas comunes, y en especial del
sindrome de Down, es, sin duda, la translucencia nucal (TN), o grosor de la zona
econegativa de la nuca del feto. El incremento del grosor de la TN, medida entre las
semanas 11 y 14, se correlaciona con la presencia de aneuploidias y fundamentalmente
con la trisomia 21 (1).

Es el marcador ecografico que presenta mayor efectividad para tal fin y, por tanto, la
ecografia del primer trimestre desempefia un papel muy importante en el cribado prenatal
de las aneuploidias.

La TN debe ser medida utlizando los criterios de la Fetal Medicine Foundation
(www.fetalmedicine.com).

Los fetos afectados de trisomia 13 (sindrome de Patau) y trisomia 18 (sindrome de
Edwards) también suelen presentar un incremento de la TN y, por lo tanto, esta también
se utiliza como marcador para estas cromosomopatias.

La misma técnica debe ser utilizada para la valoracion de la TN en gestaciones multiples,
aunque generalmente su realizacion es mas compleja.

La ecografia morfologica de la semana 20 debe ser realizada siguiendo los criterios de la
Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO).

Es importante recordar que las gestaciones con una TN > al percentil 99 o superior a 3,5
mm que presenten un cariotipo normal son susceptibles de la realizacién de una ecografia

morfoldgica precoz que incluya una valoracion cardiaca (2).
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Marcadores bioquimicos
Los marcadores bioquimicos son proteinas detectadas en la sangre materna y cuyo
aumento o disminucion, segun el marcador, se correlaciona con la presencia de trisomia
21, motivo por el que son muy utiles en el establecimiento de un indice de riesgo de
sindrome de Down.
Segun la edad gestacional en la que presentan su mejor tasa de deteccion, se distinguen
2 tipos de marcadores bioquimicos: del primer y del segundo trimestre.
Son marcadores bioquimicos del primer trimestre:
» Fraccion 3 libre de la gonadotropina coridnica (f3-HCG), que esta elevada en la
trisomia 21.
* Proteina plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A), que esta disminuida en la
trisomia 21.

Son marcadores bioquimicos del segundo trimestre:

Alfafetoproteina (AFP), disminuida en la trisomia 21.

fR-HCG, aumentada en la trisomia 21.

Estriol no conjugado (UE3), disminuido en la trisomia 21.

Inhibina A, aumentada en la trisomia 21.

La estimacion del riesgo de que una gestante sea portadora de un feto con trisomia 21 se
lleva a cabo una vez que se han determinado los marcadores bioquimicos mediante un
programa (software) especifico, al que se afiaden los marcadores ecograficos cuando se
realiza en el primer trimestre y datos antropométricos (edad materna, talla, peso materno,
grupo racial o étnico, consumo de tabaco, diabetes dependiente de la insulina, gestacion
gemelar, etc.) de la gestante (3-4).

Técnicas invasivas

Las técnicas invasivas permiten completar el diagnéstico de numerosas afecciones fetales
y, por ello, su implantacién en los paises desarrollados es muy amplia.

Por su caracter invasivo, no estan exentas de complicaciones y conllevan cierto riesgo de
interferir en la evolucién de la gestacion.

Por tanto, es esencial seleccionar las gestaciones que pueden beneficiarse de su
realizacion. A pesar de esta selecciéon, aproximadamente el 5% de las gestantes recibiran
la recomendacién de someterse a una técnica invasiva.

La indicacién mas comun es el diagnéstico de las aneuploidias.




Eva Barrio
Master en Salud Publica. Dic 2013
Andlisis de aneuploidias por las técnicas de QF-PCR y cariotipo en los afios 2012-13 en el HU Miguel Servet de Zaragoza

Las técnicas invasivas mas empleadas son la biopsia corial y la amniocentesis (5-7).

Biopsia corial

Consiste en la extraccion de una muestra de trofoblasto por via transcervical o
transabdominal. Permite estudios citogenéticos, moleculares y bioquimicos. Debido a que
el cribado de aneuploidias ha evolucionado mucho en los ultimos afios, esto ha supuesto
un aumento de las biopsias coriales. En la actualidad se considera que es la técnica de
eleccion cuando es necesario estudiar el cariotipo fetal antes de la semana 15 de
gestaciéon y cuando se tienen que hacer estudios moleculares.

Las técnicas de laboratorio aplicadas rutinariamente pueden ser el método directo
(procesamiento inmediato) o semidirecto (incubacion entre 24 h y 3 dias), que estudian
células ya en division presentes en el trofoblasto, o el cultivo largo, que genera células
procedentes del mesénquima vellositario y que puede prolongarse entre 2 y 3 semanas.

El estudio realizado a partir de las vellosidades coriales proporciona un resultado valido
en el 99% de los casos y tiene un elevadisimo grado de precision, especialmente para el
diagnéstico de las aneuploidias mas comunes. En estos casos, la contaminacién materna
es poco frecuente. Otra fuente de error son los mosaicos confinados a placenta, se
observan en un 1-2% en cultivos cortos y 0.1% de los largos.

El mayor riesgo de la biopsia corial, es el riesgo de aborto.

Amniocentesis

Se distinguen 2 tipos: la precoz o del primer trimestre, que se realiza entre las semanas
11y 14 + 6, y la clasica o del segundo trimestre, que se realiza de la semana 15 + 0 en
adelante.

La eficacia de la amniocentesis (AC) ha sido demostrada en varios estudios multicéntricos
en los que se ha comprobado que la precision diagnostica esta por encima del 99%.

Son raros los fracasos de cultivo, complicacién cuya frecuencia se sitia en la mayoria de
los laboratorios con experiencia por debajo del 1%.

La tasa de mosaicismos es menor que para la biopsia corial y se sitia alrededor del
0,25%, pero la mayoria (70%) se confirma en el feto.

El mayor de los riesgos de la amniocentesis es el de la interrupcion del embarazo.
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Técnicas de diagndstico citogenética y molecular

QF-PCR

La QF-PCR (Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction) combina la PCR,
Reaccion en Cadena de la Polimerasa que permite la amplificacion del DNA que
corresponde a cada uno de marcadores de los cromosomas donde se quiere estudiar las

aneuploidias, con la técnica de fluorescencia cuantificable.

Las muestras de células se obtienen de modo similar a las descritas (amniocentesis,
vellosidades coroideas, sangre fetal...), pero la QF-PCR muestra las siguientes ventajas
(8, 9):

« No requiere cultivo de células por lo que es mas rapida

- Permite realizar el diagnéstico de las aneuploidias y otras importantes anomalias

cromosémicas en 24-48 horas
- Tiene una alta sensibilidad

« Muestra una alta especificidad

CARIOTIPO
En el diagndstico citogenético se realiza un estudio cromosémico que analiza los posibles
cambios en el niumero y estructura de los cromosomas, determinando su correlacién con

enfermedades, causadas por las anormalidades cromosémicas.

El estudio cromosémico también se le conoce con el nombre de cariotipo, y que permite el
ordenamiento de los cromosomas de acuerdo con su tamafio y con la localizacién del
centromero.

Mediante ésta técnica junto a la tincion de bandas G (Giemsa) se pueden detectar
anormalidades tanto numeéricas como estructurales, en una poblacion célular (o
mosaicismos cromosémico), o incluso en una Unica célula.

La mayor desventaja del bandeo cromosdmico es que esta limitado a células en division

(cromosomas en metafase), lo que requiere utilizar técnicas de cultivo celular retrasando

| 10
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el diagnostico. Asimismo, la resolucién esta limitada a reordenamientos cromosomales
muy grandes de entre 5-8 Mb de tamafo.

A pesar de estas limitaciones, el bandeo cromosomico es la técnica citogenética mas
ampliamente usada en las practica clinica de rutina para la identificacion de

anormalidades cromosémicas en pacientes.

FISH EN INTERFASE

La técnica de FISH también se puede utilizar sobre células en interfase, para determinar
el nUmero de copias de uno o varios cromosomas. La ventaja principal de la FISH en
interfase es que se puede realizar muy rapidamente, normalmente en 24 horas, porque no
requiere crecimiento de las células en el laboratorio.
Un buen ejemplo es el ensayo de aneuploidia, que se realiza sobre células del liquido
amnidtico cuando hay una alta indicacion clinica de las trisomias mas comunes. Se
desnaturalizan los ndcleos de la muestra, se hibridan con sondas especificas para los
cromosomas 13, 18, 21, X e Y, y los resultados se obtienen en 24 horas.
La prueba de aneuploidia debe de acompafarse también de un cariotipo para desechar
cualquier anomalia no detectada mediante FISH.

Célculo de riesgo

Mediante el software PRISCA V4.0. El punto de corte utilizado es 1/250 para trisomia 21y
1/100 para la trisomia 18, estos puntos fueron los inicialmente recomendados por el
proveedor del software. El programa de calculo no esta disefiado para estimar el riesgo de
otras aneuploidias aunque como aumentan la concentracion de hormonas en sangre

también se puede utilizar.

Descripcién de las variables

Disponemos de dos bases de datos recogidas en el mismo tiempo, desde enero de 2012
hasta el 30 de julio de 2013. Se disponen de 872 gestantes que se han sometido a una
técnica invasiva y a las que se les ha hecho un diagndstico prenatal por QF-PCR y 757

muestras de liquido amnioético a las que se les ha hecho un cariotipo

1. Datos de la paciente. Se recoge el nombre completo y los apellidos, el nUmero de

historia clinica.

| 11
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2. Fecha de analisis. El dia que se recibe la muestra en el laboratorio.

3. Aio de Nacimiento de la gestante. Con esta variable podemos tener la edad de la
gestante en afios para poder relacionarla con otras variables y que puede aportar

datos importantes al estudio.

4. Semanas de gestacion.

5. Indicacién diagnéstica. Nos indica el motivo por el que la gestante se somete a una
técnica invasiva de diagnostico prenatal. Las causas las agrupamos en cribado
positivo, cuando se han sometido a una prueba de cribado en la semana 10-12.
Antecedentes, si la paciente o su pareja tienen antecedentes de aneuploidia o
patologia cromosdmica. Edad materna cuando el criterio para el diagndstico es la
edad avanzada de la madre (>35). Marcador ecografico, en esta indicacién
diagnostica incluimos la deteccidn ecogréfica de malformaciones o de marcadores,
como la traslucencia nucal, que hagan preciso el diagndstico prenatal. Ansiedad
materna. Embarazos gemelares y otros para el resto de las indicaciones

diagndsticas.

6. Doctor que envia la muestra.

7. Consulta desde la que se envia.

8. Centro desde el que se envia.

9. Sexo fetal.

10.Resultado del andlisis. En esta epigrafe incluimos el resultado de las pruebas

realizadas, tanto en cariotipo como QF-PCR

| 12
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RESULTADOS

Se han estudiado 872 embarazadas por la técnica de QF-PCR y 757 por la técnica del
cariotipo en la seccion de Genética y Reproduccion del HUMS durante el afio 2012 y
hasta julio del 2013. Las pacientes firman un consentimiento informado cuando se hacen
la prueba. Los datos estan tratados con la privacidad y confidencialidad que exige la ley.
Se someten a una amniocentesis y las muestras de liquido amniotico son estudiadas por
cariotipo y QF-PCR

Las patologias halladas en el Hospital, durante los afios 2012 hasta julio del 2013 son las
gue se resumen en la tabla 1.

Podemos observar que la mas frecuente es el sindrome de Down, seguido de los
Sindromes de Edwards, Patau y las patologias cromosomicas ligadas a los cromosomas

sexuales, Klinefelter, Turner, Triplo X

Descripcion de las patologias detectadas por QF-PCR y cariotipo

QF-PCR CARIOTIPO

SINDROME DE DOWN 17 17
SINDROME DE EDWARDS 8 7
SINDROME DE PATAU 2 2
SINDROME DE KLINEFELTER 2 5
SINDROME DE TURNER 1 1
TRIPLO X 2 5
TRIPLOIDIA 1 2
TRISOMIA 22 0 2
45, XX t(13;14)(q10;q10) 0 3
46, XY inv(9) 1 0
46, XX del(18)(p11;p12;q18) 1 0
SINDROME DE DIGEORGE 1 0
NORMAL 836 713
PATOLOGICAS 36 44
TOTAL 872 757

Tabla 1. En esta tabla se describe la distribucién de las patologias halladas en cada uno de los casos y el

namero de ellas y el porcentaje

Las muestras con resultados patologicos representan el 4% (36 casos) si se analizan por
QF-PCR y suponen el 6% (44 casos) si la técnica utilizada es el cariotipo de bandas de

alta resolucion (p>0.05). El aumento del porcentaje observado con el cariotipo se debe a
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gue la técnica QF-PCR es una técnica para la deteccidon de aneuploidias, mientras que

con el cariotipo podemos detectar translocaciones, inversiones y delecciones.

Estadisticos de contraste

QFPCR CARIOTIPO
Chi-cuadrado 5,923 3,615°
gl 5 7
Sig. asintot. ,314 ,823
QF-PCR CARIOTIPO
B NORMAL B PATOLCGICAS B NCRMAL ®PATOLOGICAS

Fig 1. En esta figura se representa el porcentaje de detecciones normales y patoldgicas en las dos técnicas.

Cuando analizamos los resultados obtenidos por QF-PCR podemos observar que la

patologia mas detectada es el sindrome de Down con un 47%, después sindrome de

Edwards (22%) y el resto de las aneuploidias y alteraciones cromosomicas detectadas en

menos de un 6%, como se describe en la figura 2.

QF-PCR
m SINDROME DE DOWN = SINDROME DE EDWARDS = SINDROME DE PATAU
= SINDROME DE KLINEFELTER m SINDROME DE TURNER = TRIPLO X
= TRIPLOIDIA = TRISOMIA 22 A5, XX 1t 13;14)(q10;q10)
m 46, XY inv(9) m a6, XX del(18)(pll;pl2;gl8) m SINDROME DE DIGEORGE

0%

Fig 2. Distribucién de las patologias detectadas con QF-PCR

14




Eva Barrio
Master en Salud Publica. Dic 2013
Andlisis de aneuploidias por las técnicas de QF-PCR y cariotipo en los afios 2012-13 en el HU Miguel Servet de Zaragoza

El mismo andlisis lo realizamos cuando trabajamos con cariotipo. Sindrome de Down

(39%), Edwards (16%), como se puede observar en la figura 3.

CARIOTIPO
m SINDROME DE DOWN = SINDROME DE EDWARDS = SINDROME DE PATAU
= SINDROME DE KLINEFELTER m SINDROME DE TURNER = TRIPLO X
= TRIPLOIDIA = TRISOMIA 22 A5, XX t(13;14)({q10;q10)
m 46, XY inv(9) m a6, XX del(18)(pl1;p12;g18) m SINDROME DE DIGEORGE

0%
O%e

026

Fig 3. Distribucion de las patologias detectadas con el cariotipo convencional.

Cuando se trata de cariotipo, podemos observar que se detectan una serie de anomalias

cromosOmicas, inversion, delecién y translocacion que no estan en el ambito de deteccién

de la QF-PCR, puesto que no constituyen alteraciones cromosémicas numéricas.

15



Eva Barrio
Master en Salud Publica. Dic 2013
Andlisis de aneuploidias por las técnicas de QF-PCR y cariotipo en los afios 2012-13 en el HU Miguel Servet de Zaragoza

DISTRIBUCION D E LAS PATOLOGIAS POR SEXO.
Este apartado se describen las variables por sexo, observamos como se reparten las

aneuploidias por sexo y vemos si estas diferencias son significativas

Sexo femenino

Tenemos un total de 407 mujeres que representan el 46.67% en el caso de muestras de
liquido amnidtico analizadas por QF-PCR y 350 mujeres en el caso de cariotipo (46,2%).
La proporcion de fetos de sexo femenino se reparte por igual en las muestras que se

hacen por cada técnica.

QF-PCR CARIOTIPO

SINDROME DE DOWN 11 10
SINDROME DE EDWARDS 1 0
SINDROME DE PATAU 0 1
SINDROME DE KLINEFELTER 0 0
SINDROME DE TURNER 1 1
TRIPLO X 2 4
TRIPLOIDIA 2 2
TRISOMIA 22 0 0
45, XX t(13;14)(910;q10) 0 3
46, XY inv(9) 0 0
46, XX del(18)(p11;p12;q18) 1 0
SINDROME DE DIGEORGE 1 0
NORMAL 388 329
PATOLOGICAS 19 21
TOTAL 407 350

Tabla 2. Distribucién del nimero de casos de fetos de sexo femenino, por patologia segun la técnica empleada

De los 407 fetos con sexo femenino, 388 son normales y 19 patoldgicos, que representan
el 95% y el 5%, respectivamente para los casos analizados con QF-PCR.

De los 350 fetos femeninos estudiados por cariotipo, 329 son normales y 21 casos
presentan patologia. El porcentaje que representan es el 94% y el 6% respectivamente.
Las diferencias no son significativas, p>0.05
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QF-PCR CARIOTIPO

®NORMAL H PATOLOGICAS B NORMAL ® PATOLOGICAS

Fig4. En esta figura se representa el porcentaje de detecciones normales y patoldgicas en las dos técnicas en mujeres.

Distribucion de las aneuploidias detectadas por ambas técnicas. Como se muestra en la

figura 5, el 58% de las afectas de una aneuploidia son por Sindrome de Down. Se

diagnostican en un porcentaje de un 11% casos de Triplo X y Triploidia

QF-PCR
m SINDROME DE DOWN m SINDROME DE EDWARDS  ® SINDROME DE PATAU
m SINDROME DE KLINEFELTER m SINDROME DE TURNER = TRIPLO X
= TRIPLOIDIA = TRISOMIA 22 = 45, XX t{13;14)(q10;q10)
m 46, XY inv(9) m 46, XX del(18)(p11;p12;q18) m SINDROME DE DIGEORGE
5o; 5%

0%

0%
0%

5%
0%

0%

Fig 5. Distribucion de las patologias detectadas con QF-PCR
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En el caso de las muestras de liquido amniético (LA) que se estudian por cariotipo, el 48%

pertenece a casos de sindrome de Down y el resto se reparte de forma mas uniforme,

como se muestra en la figura 6.
Las diferencias no son estadisticamente significativas,

CARIOTIPO
| SINDROME DE DOWMN m SINODROME DE EDWARDS M| SINDROME DE PATAL
HSINDROME DE KLINEFELITER B SINDROME DE TURMNER M IRIPLO X
= | RIPLOIDIA = RISOMIA 22 W A5, XX t(12;11)(q10;q10)
W 46, XY inv(9) m 46, XX del(18)(p11;p12;q18) m SINDROME DE DIGEORGE

0% _ 0% 0%

0% 0%

Fig 6. Distribucion de las patologias detectadas con el cariotipo convencional.
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Sexo masculino

Tenemos un total de 419 varones que representan el 50.12% en el caso de muestras de
liquido amniético analizadas por QF-PCR y 363 varones en el caso de cariotipo (47.95%).
La proporcion de fetos de sexo masculino se reparte por igual en las muestras que se
hacen por cada técnica.

QF-PCR CARIOTIPO

SINDROME DE DOWN
SINDROME DE EDWARDS
SINDROME DE PATAU
SINDROME DE KLINEFELTER
SINDROME DE TURNER
TRIPLO X

TRIPLOIDIA

TRISOMIA 22

45, XX t(13;14)(q10;q10)

46, XY inv(9)

46, XX del(18)(p11;p12;918)
SINDROME DE DIGEORGE
NORMAL 399 339
PATOLOGICAS 20 24
TOTAL 419 363

O O P O O N O O N N N O
O ©O O O M N O O O Pk N N

Tabla 3. Distribucién del nimero de casos de fetos de sexo masculino, por patologia segun la técnica empleada

De los 419 fetos con sexo masculino, 399 son normales (95%) y 19 (5%) patoldgicos,
para los casos analizados con QF-PCR.
De los 363 fetos masculinos estudiados por cariotipo, el 94% son normales y el 6%

patoldgicos. Las diferencias no son significativas, p>0.05.

QF-PCR CARIOTIPO

B NORMAL M PATOLOGICAS B NORMAL W PATOLOGICAS

Fig 7. En esta figura se representa el porcentaje de detecciones normales y patoldgicas en las dos técnicas en varones
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Si analizamos la distribucion de las patologias que se obtienen con las distintas técnicas

de laboratorio, observamos que para la QF-PCR, el 30% son sindrome de Down, el 35%

son Sindrome de Edwards y el resto se distribuyen de forma homogénea, representando

un 10% (fig7)

0% 0% __ 0%

0%

QF-PCR
= SINDROMFE DF DOWRN = SINDROMF DF FDWARDS = SINDROMFE DF PATALJ
m SINDROMF DF KIINFFFI TFR m SINDROMF DF TURNFR = TRIPI O X
= TRIPI OIDIA m TRISOMIA 272 a5, XX 1(13;14)(q10;q10)
m 46, XY inv(9) m 46, XX del{ 18)(p11;p12;q18) = SINDROMFE DF DIGFORGF

Fig 7. Distribucion de las patologias detectadas con QF-PCR

Edwards y Down suponen un 29% para los casos de cariotipos, el 21% de las patologias

detectadas son sindrome de Klinefelter. En el caso de las muestras de LA que llegan al

laboratorio y se analizan con un cariotipo, se observa que el porcentaje de las patologias

prevalencia.

halladas es bastante homogéneo segun la frecuencia y la
CARIOTIPO
N SINDROME DE DOWMN M SINDROME DE EDWARDS W SINDROME DE PATAU
= SINDROME DE KLINEFELTER = SINDROME DE TURNER = TRIPLO X
= TRIPLOIDIA = TRISOMIA 22 45, XX 1(13;14)(g10;910)
m 16, XY inv(9) m 16, XX del(18){p11;p12;q18) m SINDROME DE DIGEORGE
0% 0% 0% 0%

Fig 8. Distribucion de las patologias detectadas con el cariotipo convencional
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DISTRIBUCION DE LAS PATOLOGIAS POR INDICACION DIAGN OSTICA
QF-PCR

En este capitulo se va a describir como relacionamos el hallazgo de patologia segun la
indicacion diagnostica.

De los 413 casos que se enviaron por tener cribado positivo (45.5%), 393 son normales
(95.1%) y 20 (4.9%) patoldgicos. Se mantiene la proporcion como en los casos totales, sin
tener en cuenta el diagndstico.

Se reciben 174 muestras por marcador ecografico positivo (19,95%) del total y se hallan
167 normales (96%) y 7 patoldgicos (4%).

Cuando son los antecedentes de patologia cromosdémica la indicacion diagnéstica, se
recogen 38 muestras (4,4%) y solo se obtiene un resultado patolégico (2.63%).

Motivo de prueba invasiva: edad materna. 150 casos (17,2%), 7 casos patolégicos que
suponen un 4,7%.

Para las muestras recibidas por ansiedad, embarazos gemelares y otros motivos, no se
hallan casos patoldgicos.

Podemos decir que el cribado del primer trimestre es una buena prueba diagndstica
puesto que la mayoria de los casos que encontramos con patologias viene por haber

tenido un cribado combinado positivo.

DIAGNOSTICO DOWN EDWARDS KLINEFELTER PATAU TURNER T RIPLOX TRIPLOIDIA 46, XX del(18) 46, XY DIGEORGE
(p11;p12;918) inv(9)

CRIBADO 12 4 0 1 1 1 1 1 0 0
POSITIVO

MARCADOR 2 3 1 0 0 0 0 0 0 1
ECOGRAFICO

ANTECEDENTES 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EDAD MATERNA 2 1 1 1 0 1 0 0 1 0
ANSIEDAD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GEMELAR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
OTROS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 17 8 2 2 1 2 1 1 1 1

Tabla 4. Distribucién de patologias por indicacion diagnostica para técnica de QF-PCR
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Fig. 9. En esta figura se muestra como se distribuyen las patologias segun la indicacion diagndstica

Se puede observar que la patologia mas frecuente es el sindrome de Down y se detecta
en un mayor porcentaje en aquellas gestantes que tienen un cribado combinado del
primer trimestre positivo. La siguiente patologia mas frecuente es el sindrome de
Edwards. En este caso, el cribado positivo es un buen método de diagnostico, pero
también los marcadores ecograficos. En el resto de anomalias no hay diferencias tan

grandes como para poder afirmar que se diagnostica mejor por un método que por otro
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CARIOTIPO

Hacemos el mismo analisis para las muestras a las que se les hizo un cariotipo.

Cribado positivo . Supone un 48% del total de las muestras. De las muestras enviadas
por cribado positivo se encontraron 316 (92.4%) normales y 26 (7,6%) con patologia.
Marcador ecografico . Supone un 19.3% del total de las muestras. De las enviadas por
marcador ecografico se encontraron 131 (95%) normales y 7 (5%) con patologia
Antecedentes. 35 muestras en total que suponen un 4,9%. Se obtuvieron 31 (88.6%)
resultados normales y 4 (11,4%) con patologia.

Edad materna . De las 147 (20.6%) muestras, 140 (95.2%) fueron normales y 7(4.8%)
patolégicos

El resto de los motivos de cariotipo dieron resultados normales, igual que cuando se hace

QF-PCR

DIAGNOSTICO DOWN EDWARDS KLINEFELTER PATAU TURNER T RIPLOX TRIPLOIDIA TRISOMIA22 45, XX
t(13;14)
(910;910)

CRIBADO 11 4 3 1 1 2 2 1 1

POSITIVO

MARCADOR 3 1 1 0 0 0 0 2 0

ECOGRAFICO

ANTECEDENTES 1 0 1 0 0 0 0 0 2

EDAD MATERNA 2 2 0 1 0 2 0 0 0

ANSIEDAD 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GEMELAR 0 0 0 0 0 0 0 0 0

OTROS 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TOTAL 17 7 5 2 1 4 2 3 3

Tabla 5. Distribucién de patologias por indicacion diagnostica para técnica de cariotipo.
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CARIOTIPO

M CRIBADO POSITIVO B MARCADOR ECOGRAFICO M ANTECEDENTES M EDAD MATERNA B ANSIEDAD M GEMELAR  OTROS

Fig. 10. se representa en la siguiente grafica como se reparte las muestras segun la indicacion diagnostica y el resultado

patolégico

Se continua observando, como en el caso de QF-PCR que se distribuyen de la misma
manera. La mayor parte de los casos patoldgicos vienen porque han tenido un resultado
del cribado combinado del primer trimestre positivo. EI Sindrome de Down es el mas
frecuente de todas las anomalias cromosomicas.

Haciendo un test Chi-cuadrado, los resultados obtenidos por QF-PCR y Cariotipo no

presentan diferencias estadisticamente significativas.
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EDAD MATERNA

Al analizar como influye la edad materna en el diagnostico de aneuploidias.

Se calculan las medias de edad de cada uno de los distintos grupos de patologias. Se

comparan con la media y

significativas. Aun asi hay diferencias que son para mencionar.

Informe

ANOS

RESULTADOS Media N Desuv. tip.
NORMAL 36,04 798 5,155
DOWN 38,29 17 4,845
EDWARDS 39,25 8 3,536
PATAU 41,50 2 3,536
KLINEFELTER 34,00 2 8,485
TURNER 34,00 1 .
TRIPLO X 42,50 2 3,536
TRIPLOIDIA 36,00 1 .
Total 36,14 831 5,155

Tabla 6. tabla de medias de edades por grupos de patologia

destaca que las diferencias

no son estadisticamente

Tabla de ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
ANOS * Inter- 315,946 7 45,135 1,709 ,103
RESULTADOS grupos
Intra-grupos 21736,581 823 26,411
Total 22052,527 830

Tabla 7. Vemos que no hay diferencias estadisticamente significativas

Para todas las aneuploidias, la edad materna es un factor importante a excepcion del

Sindrome de Klinefelter y del Sindrome de Turner que estan por debajo de la media,

Triploidia que esta en la media, el resto de las patologias estan asociadas a la edad

materna de una forma proporcional.
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DISCUSION

Se han estudiado 872 embarazadas por la técnica de QF-PCR y 757 por la técnica del
cariotipo en la seccion de Genética y Reproducciéon del HUMS durante el afio 2012 y
hasta julio del 2013.

Se someten a una amniocentesis y las muestras de liquido amniotico son estudiadas por
cariotipo y QF-PCR.

De las patologias halladas en el Hospital, durante los afios 2012 hasta julio del 2013
(tabla I), podemos observar que la mas frecuente es el sindrome de Down, seguido de los
Sindromes de Edwards, Patau y las patologias cromosomicas ligadas a los cromosomas
sexuales, Klinefelter, Turner, Triplo X.

Las muestras con resultados patologicos representan el 4% (36 casos) si se analizan por
QF-PCR y suponen el 6% (44 casos) si la técnica utilizada es el cariotipo de bandas de
alta resolucion (p>0.05). El aumento del porcentaje observado con el cariotipo se debe a
que la técnica QF-PCR es una técnica para la deteccion de aneuploidias, mientras que
con el cariotipo podemos detectar translocaciones, inversiones y deleciones.

Por las dos técnicas evaluadas, el resultado mas frecuente es el sindrome de Down
(Figuras 2 y 3), para el que existen los mejores marcadores. Este resultado esta de

acuerdo con los datos de la literatura.

DISTRIBUCION D E LAS PATOLOGIAS POR SEXO.

En la distribucion por sexo, los fetos femeninos suponen un 46% en ambas técnicas. Se
detectan un porcentaje de patolégicos muy similar y el sindrome mas frecuente es el
Sindrome de Down, 58% y 48% para QF-PCR respectivamente. El resto de las
aneuploidias se reparten uniformemente (figuras 4, 5y 6).

En el caso de los fetos de sexo masculino, los porcentajes de deteccidén de patologia son
similares a las mujeres (Figura 7), pero existe una clara diferencia en cuanto a distribucién
(Figura 8). El sindrome de Down y de Edwards tienen casi el mismo porcentaje, 30%. No
hay en datos en la literatura que indique que la incidencia del Sindrome de Edwards sea
mayor en varones, lo cual puede significar que hay poca cantidad de muestra como para
que se puedan hacer (11).
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DISTRIBUCION DE LAS PATOLOGIAS POR INDICACION DIAGN OSTICA

En cuanto a como relacionamos el hallazgo de patologia segun la indicacion diagnostica,
podemos decir que se mantienen las proporciones como en los casos totales, sin tener
en cuenta el diagnéstico (Tabla 4).

En las muestras de pacientes que han tenido un cribado positivo es donde se detecta un
mayor numero de resultados patoldgicos con lo cual podemos decir que el cribado del
primer trimestre es una buena prueba diagnéstica puesto que la mayoria de los casos que
encontramos con patologias viene por haber tenido un cribado combinado positivo.

Con ninguna de las dos técnicas se hallan anomalias si vienen al laboratorio por ansiedad

materna, embarazos gemelares y el grupo heterogéneo otros.

EDAD MATERNA

La edad materna es un factor importante a excepcion del Sindrome de Klinefelter y del
Sindrome de Turner que estan por debajo de la media, Triploidia que esta en la media, el
resto de las patologias estan asociadas a la edad materna. Esta descrito en la literatura
(2) que la edad materna afecta, pero que no es conveniente utilizarlo como criterio

exclusivo.

Las limitaciones de este estudio son que esta realizado en un espacio de tiempo corto con
lo cual el nUmero de muestras puede resultar escaso para estudiar la incidencia de las

distintas patologias y como se distribuyen.

La recogida de datos es complicada y el analisis al ser variables cualitativas es
complicado, sin embargo el hecho de que no haya diferencias significativas, hace que los

resultados permitan generalizar los resultados.

El objetivo inicial del estudio consistia en realizar un estudio sobre los limites de deteccion
de las dos técnicas aqui expuestas, QF-PCR y cariotipo y hemos podido comprobar que
ambas técnicas se comportan de la misma manera, lo cual no hace que una sea mejor

que la otra.

| 27



Eva Barrio
Master en Salud Publica. Dic 2013
Andlisis de aneuploidias por las técnicas de QF-PCR y cariotipo en los afios 2012-13 en el HU Miguel Servet de Zaragoza

Hemos observado que con el cariotipo podemos diagnosticar alguna patologia tipo
translocacion, delecion o inversion, pero en el ambito que se utiliza el diagnostico
prenatal, para la deteccion de las aneuploidias mas frecuentes, el cariotipo, no aporta
nada nuevo. La QF-PCR es una técnica mucho mas rapida, lo que le da un valor afiadido,
aunque también tiene un coste mas elevado.

Con ambas técnicas es necesario, en caso de patologia, comprobar por FISH.

Estos resultados permiten elegir cualquiera de las dos técnicas, segun la disponibilidad de

cada una de ellas, facilitando el trabajo en el laboratorio.

CONCLUSIONES

Tanto la técnica de cariotipo como la QF-PCR, permite detectar las aneuploidias mas
frecuentes con la misma sensibilidad. El cariotipo es una técnica mas lenta y laboriosa,
pero mas econdémica. En los casos de diagndstico prenatal, dado la ansiedad que lleva
para la gestante, la rapidez en el diagndéstico le da un valor afiadido. Se pueden usar las
dos técnicas segun la eleccion del momento. En todos los casos, habria que confirmar por
FISH.

En cuanto a las indicaciones diagndsticas por las que se hacen estas pruebas, el cribado
positivo es un buen indicador de anomalia cromosomica, la edad materna estd muy
relacionada, pero por si sola no seria un buen indicador. Y ansiedad materna, embarazos
gemelares y las causas esporadicas no serian indicadores de patologia cromosdmica.
Constituye un tema relevante dentro de la Salud Publica el cribado y deteccion de
anomalias cromosomicas. Una buena indicacion diagndstica y una eleccion adecuada de

la técnica podrian ser econdmicamente mas rentable lo cual permitiria un uso prolongado.
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