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RESUMEN

La inmunodeficiencia combinada grave (IDCG) es
la forma mas grave de inmunodeficiencia primaria, que
afecta sobre todo a los linfocitos T, y puede ser detectada
al nacer mediante la cuantificacion de los circulos de es-
cision del receptor de linfocitos T (TREC) en una muestra
de sangre impregnada en papel (DBS). La deteccion pre-
coz de esta enfermedad permite establecer de forma tem-
prana un tratamiento adecuado en el paciente, permitien-
do asi su curacion. El cribado neonatal de IDCG comenzo
en Catalufia en enero de 2017, siendo la primera region
espafola y europea en incluirla oficial y universalmente
en su programa. En el presente trabajo se presentan los re-
sultados obtenidos durante los tres primeros afios y medio
de experiencia (enero 2017 —junio 2020) empleando el kit
EnLite Neonatal TREC (Perkin Elmer), con un cutoff de
deteccion de TREC de 20 copias/uL. De 222.857 recién
nacidos analizados, cuarenta y ocho fueron detecciones
positivas: tres casos de IDCG (incidencia de 1:74.285);
diecisiete casos de linfopenia T no IDCG (incidencia de
1:13.109); veintidos casos falsos positivos (recuento de
linfocitos inicialmente normal, con normalizacién de
TREC entre los tres y seis meses de vida); un caso con
linfopenia transitoria (con un recuento de linfocitos ini-
cialmente bajo, que se normaliza en los meses siguientes);
y cinco pacientes se encuentran todavia en estudio.

Los resultados obtenidos aportan evidencias de los be-
neficios que supone incluir esta enfermedad en los pro-
gramas de cribado neonatal. Podria ser necesario un se-
guimiento todavia mas prolongado para acabar de definir
la incidencia exacta de IDCG en Catalufa.

Palabras clave: Cribado neonatal, Inmunodeficiencia
combinada grave, TREC, IDCG, Deficiencia PNP,
Programa de Cribado Neonatal de Catalufa.
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ABSTRACT
First universal newborn screening program
for severe combined immunodeficiency in
Europe. Three-years’ experience in Catalonia

Severe combined immunodeficiency (SCID), the most
severe form of T-cell immunodeficiency, can be scree-
ned at birth by quantifying T-cell receptor excision cir-
cles (TREC) in dried blood spot (DBS) samples. Early de-
tection of this condition speeds up the establishment of
appropriate treatment and increases the patient’s life ex-
pectancy. Newborn screening for SCID started in January
2017 in Catalonia, the first Spanish and European region
to universally include this testing. The results obtained
in the first three years and a half of experience (January
2017 — June 2020) are shown here, using EnLite Neonatal
TREC kit (Perkin Elmer) with 20 copies/uL as TREC de-
tection cutoff. Of 222,857 newborns screened, 48 tested
positive: three patients were diagnosed with SCID (in-
cidence 1:74,285); 17 patients had clinically significant
T-cell lymphopenia (non-SCID) with an incidence of 1 in
13,109 newborns; twenty two patients were considered
false-positive cases because of an initially normal lym-
phocyte count with normalization of TREC between 3 and
6 months of life; one case had transient lymphopenia due
to an initially low lymphocyte count with recovery in the
following months; and five patients are still under study.

The results obtained provide further evidence of the
benefits of including this disease in newborn screening
programs. Even longer follow-up could be necessary to
define the exact incidence of SCID in Catalonia.

Key words: Newborn screening, Severe combi-
ned immunodeficiency, TREC, SCID, PNP deficiency,
Catalonia Newborn Screening Program.
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INTRODUCCION

El cribado neonatal de la inmunodeficien-
cia combinada grave (IDCG) se implementd
inicialmente en Wisconsin (Estados Unidos de
América) en 2008. Actualmente, ya se reali-
za en todos los estados de ese pais, asi como
en Taiwan, Israel, Nueva Zelanda, Noruega,
y diferentes provincias de Canadd, Suiza,
Alemania, Irlanda, Suecia, Italia y Australia®.
En Catalufia, el cribado neonatal de IDCG
se implantd el 1 de enero de 2017, convir-
tiéndose en la primera comunidad autonoma
(CCAA) de Espana y en la primera region de
Europa en incluirla de forma oficial y univer-
sal en su programa de cribado. El beneficio
coste-efectivo de incluir la IDCG en los pro-
gramas de cribado se ha demostrado tanto en
EEUU® como en Europa® y, actualmente, se
encuentra en evaluacion a nivel nacional para
decidir su inclusion.

La IDCG es la forma mas grave de inmuno-
deficiencia primaria (afecta a los linfocitos T y
B) y se caracteriza en la mayoria de las oca-
siones por una linfopenia grave de linfocitos T.
Su incidencia en nuestra poblacion es de apro-
ximadamente 1:60.000 recién nacidos, con
importantes variaciones geograficas*>. Estos
pacientes requieren una intervencion clinica
inmediata para prevenir infecciones graves y
daflo organico, asi como para poder instaurar
precozmente el tratamiento curativo, mejoran-
do asi su supervivencia (92%)©. El tratamiento
consiste en el trasplante de progenitores hema-
topoyéticos (TPH)? o, en casos seleccionados,
el tratamiento enzimatico sustitutivo o la tera-
pia génica®".

El cribado neonatal de la IDCG se reali-
za principalmente mediante la cuantificacion
de los circulos de escision del gen del recep-
tor de linfocitos T (del inglés, T-cell Receptor
Excision Circles, TREC). Los TREC son molé-
culas de ADN circulares estables formadas por

el reordenamiento del gen del receptor del lin-
focito T durante su diferenciacion en el timo,
siendo un marcador de linfocitos T de reciente
formacion (esta poblacion celular esta extrema-
damente disminuida en la mayoria de los recién
nacidos con una IDCG). El ntimero de copias
de TREC se determina usando métodos cuan-
titativos basados en la amplificacion de acidos
nucleicos (PCR)®. La determinacion de KREC
(del inglés, K-deleting Recombination Excision
Circles) en el cribado neonatal podria permitir
detectar algunas otras entidades con defectos
de linfocitos B (como la agammaglobulinemia
ligada al cromosoma X), aunque, en la actuali-
dad, esta determinacion no se incluye en la ma-
yoria de programas de cribado universal de la
IDCGO.

La cuantificacion de TREC a través del cri-
bado neonatal también permite identificar otras
formas clinicamente relevantes de linfopenia
T, como el sindrome de microdelecion 22q11
(DiGeorge)®, el sindrome de Down o el sindro-
me CHARGE, entre otros!'*!V.

En Catalufia, el programa de cribado neona-
tal comenzo6 con la deteccion de la fenilceto-
nuria en 1969 y el hipotiroidismo congénito en
1982. Actualmente, aproximadamente 65.000
recién nacidos al afio son cribados para la de-
teccion de veinticuatro enfermedades (fenil-
cetonuria, hipotiroidismo congénito, fibrosis
quistica, enfermedad de células falciformes,
aminoacidopatias, acidurias organicas y defec-
tos de la beta oxidacion mitocondrial), siendo
la IDCG la ultima en incluirse"?. En el presente
trabajo se presentan los resultados obtenidos en
los tres primeros afnos y medio de experiencia.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en el estudio todas las mues-
tras de sangre impregnada en papel (DBS)
(n=222.857) recibidas en estos tres afios y me-
dio en el laboratorio del Programa de Cribado
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Neonatal (PCN) de Cataluna. Se excluyeron
del estudio las muestras con las siguientes ca-
racteristicas: toma de la muestra antes de las 44
horas o después de los siete dias de vida; trans-
fusiones; pobre amplificacion del ADN; y/o
mala calidad/escasa cantidad de muestra. Una
vez descartadas estas muestras, el estudio se
realizd en 220.706 recién nacidos (RN).

Desde el 1 de enero de 2017 al 30 de junio
de 2017, se llevo a cabo el estudio piloto
prospectivo con 33.040 RN para la validacion
e implementacion de nuestra estrategia,
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En enero de 2018 se actualizo el algoritmo
de decision, disminuyendo el cutoff de repeti-
cion (analisis por duplicado) de 34 a 24 copias/
pL de TREC. En enero de 2019 incorporamos
un criterio para repetir unicamente por simple
los resultados entre 21 y 24 copias/pL (mante-
niendo la repeticion por duplicado de los resul-
tados menores o iguales a 20 copias/ul). Asi
pues, el algoritmo que utilizamos actualmente
se resume en la figura 1.

La realizacion del estudio para la inclusion
de la IDCG en el PCN de Cataluia fue aproba-

obteniendo resultados comparables a los  do porel Departament de Salut de la Generalitat
descritos por el fabricante. de Catalunya. El consentimiento informado se
Figura 1

Algoritmo de decision para la deteccion de IDCG a través del cribado neonatal.

’ ALGORITMO DE DECISION PARA LA DETECCION DE IDCG ‘

¥

’ TREC <24 copias/pL

I

Si(21-24) Repetir por simple*
Si< 20 Repetir por duplicado (misma muestra)

\2 2

<20 copias/ul**
En2 de 3 resultados

> 20 copias/uL
En2de2 62 de3 resultados

Y

’ TRECs>34* copies/uL ‘

y

’ Normal/Deteccion Negativa ‘

Gen beta-actina > S0copies/pL.

|

l Recién nacidos a término (> 37 SG) ‘

I
v 1\

l

[ Prematuros (< 37 SG) |

I
\2 [z

’ TREC < 10 copias/uL** ’ TREC: 11-20 copias/uL**

’ TREC <5 copias/pL** ’ TREC: 6-20 copias/uL**

!

J

DETECCION ’ DETECCION ‘
POSITIVA POSITIVA
’ Solicitud de 2* muestra ‘ Solicitud de 2* muestra
| alas 37 SG
2 v
TREC<20** TREC>20
copi:lis/ uL copias/puL

’ Normal/Deteccion Negativa ‘

(*) El cutoff de repeticion cambio de 34 a 24 copias/uL en 2018; (**) Si el gen beta-actina es <50 copias/pL se solicita
una segunda muestra debido a la insuficiente calidad de la muestra; Abreviaturas: TREC, circulos de escision del gen del

receptor de linfocitos T.
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solicitd a los padres o tutores legales de los pa-
cientes incluidos en el estudio, a los que se les
tuvo que realizar un analisis genético.

La cuantificacion de TREC en DBS (discos
de 1,5 mm de diametro) se realizé con el kit
EnLite Neonatal TREC (Perkin Elmer, Turku,
Finlandia). Esta metodologia consiste en una
amplificacion de acidos nucleicos mediante PCR
conuna lectura fotométrica posterior (fluorescen-
cia a tiempo resuelto y transferencias de energia
de resonancia -del inglés TR-FRET-). Se realizd
la deteccion de forma simultanea de TREC y del
gen beta actina (empleado como control inter-
no de la reaccion en cada muestra). Empleando
placas de PCR de 96 pocillos, el proceso inclu-
y6 una primera parte de elucion del ADN de
la muestra y una segunda de amplificacion de
TREC y beta actina, mediante PCR e hibrida-
cion con sondas especificas. Posteriormente, la
placa fue leida en el fluorometro Victor EnLite
(Perkin Elmer), obteniendo resultados de ambos
en concentracion (copias/plL).

Las detecciones positivas fueron notificadas
a la Unidad Clinica de Referencia Diagnoéstica
(UCRD) para iniciar la evaluacion clinica e in-
munologica.

Se calculo la tasa de repeticion en la primera
muestra, la tasa de solicitud de segundas mues-
tras y la tasa de deteccion positiva. Para la vali-
dacion de los resultados se emplearon los pro-
gramas informaticos Specimen Gate (Perkin
Elmer) y Nadons (Limit4, Barcelona, Espaiia).

Todos los casos fueron visitados en la con-
sulta antes de los siete dias tras la comunica-
cion a la UCRD, donde se siguid el protocolo
mostrado en la figura 2 para la evaluacion clini-
ca e inmunoldgica. Se recogieron antecedentes
médicos y familiares y se realizé un meticuloso
examen fisico. Ademas, se ofrecio a las fami-
lias soporte psicologico, comenzando desde la
primera visita.

Para el analisis estadistico se empled el
programa informatico SPSS 23.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois).

RESULTADOS

Demograficos. De los 220.706 RN cribados,
el 51,5% fueron de sexo masculino y el 48,5%
femenino. La mediana de tiempo de toma de
muestra fue de 50 horas desde el nacimiento
(rango intercuartilico (IQR), 49-60). La media-
na de edad gestacional fue de 39 semanas (38-
40): 0,6% de prematuros extremos (n=1.324);
5,9% de prematuros (n=13.021); y 93,5% RN
a término (n=206.361). La mediana del peso al
nacer fue de 3.300 g (3.010-3.590) (tabla 1).

La mediana de TREC en la poblaciéon es-
tudiada fue de 101 copias/uL (IQR: 67-154),
siendo 20 copias/puL (cutoff de deteccion) el
percentil 0,6. En la tabla 1 se muestran los di-
ferentes valores de TREC para los subgrupos
mencionados.

Valores de cutoff y tasas. Los resultados glo-
bales mostraron una tasa de repeticion del 2%,
una tasa de solicitud de segundas muestras del
0,2% y una tasa de deteccion positiva del 0,02%
(figura 3). Con la aplicacion del cutoff de repe-
ticion inicial de 34 copias/pL (percentil 3) en
el primer algoritmo empleado (enero 2017-di-
ciembre 2017), se obtuvo una tasa de repeticion
del 3,34%, con tasas de solicitud de segunda
muestra y de deteccion positiva equivalentes a
las globales. Después de reducir el cutoff de de-
teccion a 24 copias/pL (percentil 1), se obtuvo
una tasa de repeticion del 1,4% en 2018, 1,5%
en 2019 y 1,6% en el primer semestre de 2020.
El cutoff de deteccion se mantuvo en 20 copias/
pL (percentil 0,6), obteniendo tasas de solicitud
de segunda muestra y de deteccion positiva si-
milares todos los afios.

Detecciones positivas. De las casi 221.000 mues-
tras, se obtuvieron cuarenta y ocho detecciones
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Figura 2
Protocolo inmunolégico y genético en los casos positives de IDCG.

DETECCION POSITIVAIDCG

)

Hemograma
Inmunofenotipo (T, B and NK)
LT CD4+ and CD8+ (HLA-DR+)
CD45RA/RO
TCR of/yd
Estudio linfoproliferacién in vitro
IgG, IgA, IgM e IgE
CMY en orina
Purinas y pirimidinas en orina

Vi Vi \z
No linfopenia Sospecha IDCG:
Inmunofenotipo normal’ Linfopenia sin criterios de IDCG? +CD3 T < 300 cels/uL
TREC normales a los 3-6 meses *<10% PHA de proliferacion

l l

Array (22q11.2)
AFP (>12 meses)®

l

Normal

l

Panel genético de IDP*
(323 genes incluida ATM)

Stop Seguimiento

(1) Protocolo de citometria de flujo publicado en Argudo-Ramirez et al!?; (2) Criterios de linfopenia y de IDCG segtin
Kwan et al®; (3) Los valores de AFP no son utiles antes de los 12 meses de edad, por lo que AFP se estudio solo en pacien-
tes mayores de un afio sin un diagnoéstico alternativo; (4) La lista de los 323 genes del panel de IDP se encuentra publicada
en'?; Abreviaturas: AFP, alfa-fetoproteina; ATM, ataxia telangiectasia; B, linfocitos B; CMYV, citomegalovirus; Ig, inmu-
noglobulina; NK, células natural killer; IDP, Inmunodeficiencia primaria; IDCG, inmunodeficiencia combinada grave; T,
linfocitos T; TCR, receptor de linfocitos T; TREC, circulos de escision del gen del receptor de linfocitos T.
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Tabla 1
Datos demograficos y valores de TREC en la poblacion estudiada.

TREC, copias/uL,

Tamafio muestral n=220.706" mediana (IQR) p-valor®
Total RN - 101 (67-152) -
Masculino 51,5% (113.663) 95 (63-109)
Sexo <0,05
Femenino 48,5% (107.043) 109 (72-164)
Toma de muestra, horas, mediana (IQR) 50 (49-60) - -
Semanas de gestaciéon (SG), mediana (IQR) 39 (38-40) - -
Prematuros extremos, <32 SG, % (n) 0,7% (1.545) 72 (44-131)
Prematuros, 32-36 SG, % (n) 5,6% (12.360) 95 (62-152) <0,05
RN a término, >37 SG, % (n) 93,8% (206.801) 101 (67-154)
eramoss et QR 300030 :
Bajopeso, % (n) 3,6% (7.445) 92 (59-138)
<0,05

Normopeso,% (n)

96,4% (199.356)

102 (67-154)

(1) Tamano muestral después de aplicar los criterios de exclusion; (2) Recién nacidos a término
(n=206.801); (3) Los test U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis se usaron para la comparacion
entre grupos (p-valor calculado con un 5% de nivel de significancia); Abreviaturas: IQR, rango
intercuartilico; RN: recién nacidos; SG: semanas de gestacion.
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Figura 3
Resultados del Programa de Cribado Neonatal de IDCG en Cataluiia
durante el periodo de estudio (enero 2017 - junio 2020)

222.857 RN Cataluiia
01/01/2017->30/06/2020

220.706 RN
e

CRITERIOS DE EXCLUSION I
|
216.217 Deteccion Negativa

(TREC>24 copias/pL) ! } ‘

4.489 Repeticién misma muestra (1252 Repeticién
(TREC<24 copias/uL)! 2,0%?
C |
3.997 Deteccion Negativa
(2/2 6 2/3 resultados >20 copies/pL)

‘__{ 444 Deteccién Negativa
(

2/2 6 2/3 resultados >20 copies/uL

1
‘ 470 2* muestras solicitadas

(2/3 resultados <20 copias/uL)

(‘, Tasa 2" muestras
{ 22 Deteccion Positiva 1* muestra

das 0,2%
(2/3 resultados <10 (RN a término) o
NORMAL/DETECCION NEGATIVA

26 Deteccién Positiva
2*muestra (<20 copias/uL
<5 (Pretermaturos) copias/uL) (20 copias/uL)
Tasa Deteccion 48 DETECCIONES POSITIVAS?
(No estudios adicionales) Positiva 0,02% (Unidad Clinica IDCG)
l 3IDCG

] [ 17 Linfopenias no-IDCG ] [ 1 Linfopenia Transitoria

l

] l 22 Falsos Positivos
(1) Cutoff desde 2018 (cutoff de 2017 = 34 copias/uL; (2) Tasa de repeticion (TR) de todo el periodo (TR de 2017=3,34%

(cutoff=34 copias/uL); TR de 2018-2020 = 1,5% (cutoff=24 copias/uL); (3) Cinco pacientes se encuentran actualmente en
estudio; Abreviaturas: RN, recién nacidos; IDCG, inmunodeficiencia combinada grave.
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positivas (TREC menor o igual a 20 copias/pL),
veintidés fueron en primera muestra (45,8%) y
veintiséis en segunda muestra (54,2%). En nin-
guno de los casos hubo historia de tratamiento
con inmunosupresion materna.

Los RN con deteccion positiva fueron
derivados a la UCRD de IDCG segln
el protocolo establecido. Los diferentes
diagnosticos de las cuarenta y ocho detecciones
positivas se muestran en la figura 4 y fueron
los siguientes: IDCG (tres), sindrome de
DiGeorge parcial 22qll (ocho), linfopenia
idiopatica (tres), quilotéorax congénito (dos),

prematuridad (tres) y sindrome de Down (uno).
Veintidos pacientes fueron falsos positivos
(TREC inicialmente bajos y recuento normal
de linfocitos, con normalizacion de TREC
entre los tres y seis meses de vida), un paciente
tuvo linfopenia transitoria (TREC y linfocitos
inicialmente bajos, con recuperacion en los
siguientes meses). Cinco pacientes siguen
actualmente en estudio, con diagnostico de
IDCG excluido, pero con necesidad de nuevos
analisis de TREC a los tres y seis meses de vida.
La incidencia de linfopenia T clinicamente
significativa no-IDCG fue de 1:13.109 recién
nacidos (35% de las detecciones positivas).

Figura 4
Diagnéstico definitivo de los pacientes con deteccion positiva
de IDCG en Cataluiia (enero 2017 - junio 2020)

En estudio

S,
o

i

e
o

e
.

&
&

<.f7<.+"<?§:§:§:
SEEEETS

Falsos positivos
(22/48)

o YAV
SR Sindrome Down

IDCG
3/48)

Sindrome DiGeorge
parcial 22q11.2
(8/48)

Linfopenia
transitoria®
(1/30)

nfopenia idiopatica
(3/48)

CEHF Juilotérax congénito
(2/48)

Prematuridad (3/48)|

(1/48)

(1) Falso-positivo debido al recuento de linfocitos inicial normal con normalizacion de TREC entre los 3-6 meses de vida;
(2) Linfopenia transitoria debido a un recuento bajo de linfocitos inicial con recuperacion en los meses siguientes; Nota: El
diagnostico final de los 18 pacientes con linfopenia no-IDCG son los que se ven enmarcados (n=18); Abreviaturas: IDCG,

inmunodeficiencia combinada grave.
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La incidencia de IDCG en Catalufa fue de
1:74.285 recién nacidos. Los tres recién naci-
dos detectados y diagnosticados de IDCG pre-
sentaron las siguientes caracteristicas:

El primer paciente detectado de IDCG fue
un vardn caucasico de treinta y cinco semanas
de gestacion con cero copias de TREC/uL en
el cribado neonatal. El recuento de linfocitos
fue de 0,4 x 10°/L, con un inmunofenotipo T-B-
NK* y una respuesta proliferativa a mitdgenos
ausente. Se realizo la secuenciacion completa
del exoma, pero no se encontraron mutaciones
causales. El paciente se sometio a un trasplante
de progenitores hematopoyéticos (TPH) a los
dos meses de vida (utilizando un acondiciona-
miento de intensidad reducida), con una buena
evolucion clinica y una reconstitucion inmuno-
logica completa.

El segundo paciente detectado de IDCG fue
un varén de treinta y ocho semanas de gesta-
cioén con cero copias de TREC/uL en el cri-
bado neonatal y padres consanguineos marro-
quis. Tenia antecedentes de hermana fallecida
en Marruecos, presentando sintomatologia des-
crita compatible con IDCG tipo Omenn. El re-
cuento de linfocitos fue de 0,4 x 10°/L con un
inmunofenotipo T-B-NK* y una respuesta pro-
liferativa a mitégenos ausente. Se realizd un
panel de secuenciacion masiva (NGS) que in-
cluia 323 genes causantes de IDP, y se encontrd
una mutacion patogénica en homocigosis en el
gen RAG?2 (¢.1338C>G / p.Cys446Trp). Ambos
padres eran portadores de la mutacion en hete-
rozigosis. El paciente se sometio aun TPH a los
dos meses de vida (utilizando un acondiciona-
miento de intensidad reducida), con una buena
evolucion clinica y una reconstitucion inmuno-
logica completa.

El tercer paciente detectado de IDCG
se diagnostico como deficiencia de purina
nucledsido fosforilasa (PNP). Fue un varon
de cuarenta semanas de gestacion con cuatro
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copias de TREC/uL en el cribado neonatal y
padres consanguineos marroquis. El recuento
de leucocitos fue de 4,02 x 10%/L con presencia
de linfopenia (0,9 x 10°/L), un inmunofenotipo
T-B+NK" y una respuesta proliferativa a
mitogenos ligeramente disminuida (45% del
control). En el andlisis genético (mediante el
mismo panel NGS de 323 genes anteriormente
descrito) se encontrd una mutacion patogénica
en homocigosis en el gen PNP (c.602A>G/p.
Glu201Gly), siendo ambos padres heterocigotos
para dicha mutacion. El paciente se sometio a
los dos meses de vida a un TPH haploidentico
de su padre (acondicionamiento de intensidad
reducida), con una buena evolucion clinicay una
reconstitucion inmunologica completa hasta el
momento y sin seflales de dafio neurologico.
Los estudios bioquimicos mostraron un
aumento de la concentracion de guanosina,
inosina, desoxiguanosina y desoxinosina en
orina, y una disminucion de la concentracion de
acido trico en plasma, asi como una actividad
enzimatica de PNP disminuida en DBS.

DISCUSION

En el presente trabajo exponemos nuestra
experiencia en el programa de cribado neonatal
de IDCG en Cataluia mediante la cuantifica-
cioén de TREC, la cual nos ha permitido detectar
pacientes asintomaticos afectos de una IDCG,
asi como condiciones de linfopenia no IDCG.
Después de tres aios y medio de experiencia y
mas de 223.000 RN cribados se detectaron tres
pacientes con IDCG y diecisiete con otras con-
diciones. Ademas, consolidamos nuestra estra-
tegia de deteccion, asi como el protocolo de ca-
racterizacion, diagnostico y seguimiento de los
casos positivos.

Como iniciativa pionera en Europa, fomen-
tamos la definicion de un unico enfoque técni-
co para el cribado neonatal de IDCG, de cara
a facilitar futuros estudios comparativos en-
tre diferentes paises. En esta linea, decidimos
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implementar el kit EnlLite Neonatal TREC
(Perkin Elmer, Turku, Finlandia), disponible
comercialmente, que también ha sido valida-
do por otros grupos, mostrando valores de me-
diana de TREC comparables con los publica-
dos!!31415:16) Egte kit permite la elucion de ADN
y la amplificacion de la secuencia de interés en
un solo proceso, asi como una estandarizacion
y reproducibilidad en cumplimiento con la nor-
ma ISO 15189. Con el objetivo de minimizar
la variabilidad entre lotes ya descrita anterior-
mente™, decidimos establecer un cutoff de re-
peticion (por duplicado) que fuera superior al
cutoff de deteccion (solicitud de segunda mues-
tra), para disponer de un intervalo o zona gris
entre ambos. El cutoff de repeticion inicial de
34 copias/pL (percentil 3) se decide cambiar a
24 copias/pL (percentil 1) en 2018, tras analisis
y valoracion de los datos acumulados; mientras
que el cutoff de solicitud de segunda muestra se
mantiene en 20 copias/uL. Con este cambio se
consigue una reduccion en la tasa de repeticion
del 3,3% (considerada demasiado alta en com-
paracion con lo publicado por otros autores'”)
al 1,4% (ahora si, comparable), obteniendo
también una reduccion en el coste por paciente
analizado.

Con nuestro algoritmo de deteccion se ob-
tiene una tasa de solicitud de segunda muestra
del 0,2% y una tasa de deteccion positiva del
0,02%, similares a las tasas publicadas y resu-
midas en la revision de van der Spek et al'.
Ademas, los percentiles de nuestra poblacion
correspondientes a los cutoffs empleados son
comparables a los correspondientes a otras en-
fermedades incluidas en nuestro programa, ta-
les como hipotiroidismo congénito y fenilceto-
nuria entre otras.

Mas tarde, en 2019 se introduce la repeticion
por simple en los casos en los que los TREC
estuvieran en el intervalo entre 21 y 24 copias/
pL. A pesar de esta mejora, tenemos la intencion
de reevaluar los datos cuando alcancemos una

experiencia de cinco afos, ya que consideramos
que es posible una disminucién mayor tanto
del cutoff de repeticion como del de deteccion,
optimizando aun mas nuestro algoritmo y sin
riesgo de perder diagnosticos de IDCG.

Desde el punto de vista metodolégico, cabe
destacar que mediante nuestro método no se
pudo cuantificar las copias de beta-actina en
algunas de las muestras de control externo de
la calidad del programa Proficiency Testing del
CDC. Este problema pudo estar relacionado
con algun tipo de inhibicion de PCR con esta
metodologia, tal y como nos sugirio el propio
CDC. No obstante, esta limitacion no afecta los
resultados de muestras de pacientes para la de-
teccion de IDCG.

Existen varios estudios que han utilizado
la cuantificacion de TREC y KREC de for-
ma combinada en cribado para detectar si-
multaneamente los defectos de linfocitos T y
B89 incluido un estudio pionero realizado
en Espana por De Felipe et a/®”. Sin embargo,
nosotros decidimos centrarnos en los pacien-
tes con IDCG clasica que cumplian comple-
tamente con los criterios de cribado neonatal,
acorde a la experiencia en Estados Unidos®®.
Aunque la inclusion de la cuantificacion de
KREC junto con los TREC permitiria la de-
teccion de pacientes con mutaciones hipomor-
ficas de fenotipo leaky IDCG y déficit de ade-
nosina desaminasa de aparicion tardia (ADA)
(192122 “también podria resultar en un aumento
de detecciones de falsos positivos, los cuales
se traducirian en mayores tasas de repeticion,
solicitud de segundas muestras y deteccion.
Por otro lado, cabe destacar que en el PCN
de Catalufia, desde noviembre de 2019, se in-
cluye en el estudio del cribado ampliado por
espectrometria de masas en tindem la cuan-
tificacion de la concentracion de adenosina y
desoxiadenosina en DBS (kit NeoBase 2 Non-
derivatized MSMS, Perkin Elmer), de manera
que los casos de déficit de ADA que no son
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detectados por el método de TREC serian de-
tectados con esta metodologia.

En total, hay cuarenta y ocho detecciones
positivas en los 220.706 recién nacidos criba-
dos (222.857 antes de aplicar los criterios de
exclusion). Todos son remitidos a la UCRD de
IDCG segun protocolo: veintidos pacientes re-
sultan falsos positivos, debido a los recuentos
de linfocitos totales, inicialmente normales,
con normalizaciéon de TREC entre los tres y
seis meses de vida, mientras que uno muestra
linfopenia transitoria al principio, con recupe-
racion en los meses siguientes, y cinco se en-
cuentran actualmente en estudio (aunque nin-
guno de los cinco pacientes en estudio cumple
con los criterios de IDCG definidos seglin
Kwan et al®).

El diagnostico de los tres casos positivos per-
miti6 la derivacion oportuna y precoz a un cen-
tro de tratamiento especializado para TPH, an-
tes de la aparicion de cualquier manifestacion
clinica que hubiese podido influir en la supervi-
vencia del paciente y en la evolucion del TPH.
Los pacientes evolucionaron muy favorable-
mente, logrando una reconstitucion de la fun-
cién inmunolégica completa. Cabe mencionar
que, en el tercer caso positivo detectado, diag-
nosticado con deficiencia de PNP, se encuentrd
una mutacion nueva en el gen PNP, atin no des-
crita en la literatura como causante de la enfer-
medad (datos atin no publicados).

La incidencia de IDCG encontrada en
nuestro estudio (1:74.285) es similar a la
descrita en otros paises de Europa Occidental
y EEUU®7 siendo superior a la publicada
previamente por nuestro grupo en 2019
(1:130.903) ya que, como anticipamos,
después de alcanzar los 200.000 RN cribados la
incidencia se consolida. Ademas, creemos que
la incidencia ird aumentando en los proximos
aflos, basandonos en un estudio retrospectivo
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realizado en nuestra CCAA previamente al
inicio del cribado, donde la incidencia obtenida
de casos de IDCG diagnosticados clinicamente
fue de 1:57.000 RN (datos no publicados).

Hemos de afiadir que la deteccion temprana
de pacientes con sindrome de delecion 22q11.2
permite una intervencion rapida para anticipar
complicaciones, segiin lo publicado por nues-
tro grupo®.

Cabe destacar que uno de los puntos fuertes
de nuestro enfoque en el cribado de esta enfer-
medad es el apoyo psicoldgico ofrecido a las
familias, ya que un resultado positivo en cual-
quier programa de cribado es motivo de preo-
cupacion para los padres. El apoyo psicoldgico
se intensifica en los momentos mas complica-
dos, como al ingreso en el hospital, y los padres
son acompanados en todas las fases relaciona-
das con el trasplante.

Como conclusiones, decir que la cuantifica-
cion de TREC en el cribado neonatal para la de-
teccion de IDCG se implementd satisfactoria-
mente en el programa de Catalufia'?. Después
de una experiencia de tres afios y medio, y mas
de 222.000 recién nacidos cribados, se identi-
ficaron tres pacientes con IDCG y otros dieci-
siete pacientes con otras causas de linfopenia
que también se beneficiaron del PCN. Ademas,
consolidamos nuestra estrategia de deteccion,
asi como el protocolo de caracterizacion, diag-
nodstico y seguimiento de casos positivos. Las
tasas de repeticion, solicitud de segundas mues-
tras y de deteccion positivas son similares a los
datos publicados. Nuestros resultados propor-
cionan mas evidencia para apoyar la inclusion
de la IDCG en los programas de cribado en el
resto de las comunidades autéonomas, asi como
en otras regiones y paises. Es posible que siga
siendo necesario un seguimiento mas prolonga-
do para acabar de definir la incidencia exacta de
IDCG en Cataluna.
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