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RESUMEN

Introduccion: El diagnostico prenatal mediante la hibridacién fluorescente in situ
disminuye el tiempo de diagndstico al no ser necesario el cultivo celular.

Objetivo: Describir las caracteristicas y experiencias del diagnostico prenatal por
hibridacion fluorescente in situ en Cuba.

Meétodo: En amniocitos in situ se aplicaron sondas CEP y LSI para la deteccién de
aneuploidias de los cromosomas 21,18,13, X y Y y sondas LSI para la deteccién de
deleciones asociadas a sindromes de microdelecion.

Resultados: Se remitieron al Centro Nacional de Genética Médica 629 casos de alto riesgo
genético. Prevalecio la indicacién de alteraciones fetales detectadas por ecografia. En 612
(97 %) casos se obtuvo un diagnostico satisfactorio, entre ellos, 50 (8,1 %) casos positivos,
con predominio del sindrome Down en 26 casos. Se corroboraron por citogenética

convencional 312 casos con 98 % de concordancia con los resultados obtenidos por
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hibridacién fluorescente in situ. Se utilizé el liquido amniotico refrigerado para corroborar
casos de diagnostico dudoso obtenido por citogenética y se detectaron 3 fetos con mosaicos
cromosomicos, el origen de un cromosoma marcador y la definicion del sexo fetal en un
caso.

Conclusiones: Con la tecnologia por hibridacion fluorescente in situ el diagndstico prenatal
logra una segura opcion de anélisis en aquellos casos de embarazos de alto riesgo genético.
Debido a limitaciones tecnolégicas, la prueba por hibridacion fluorescente in situ en células
amnidticas en interfase, se ha adaptado a nuestras condiciones, para lograr siempre un
diagndstico seguro con el menor perjuicio posible a la embarazada, el feto y su familia.
Palabras clave: diagndstico prenatal, citogenética molecular, hibridacién fluorescente in

situ, aneuploidia.

ABSTRACT

Introduction: Prenatal diagnosis by fluorescent in situ hybridization decreases the time of
diagnosis not being necessary the cell culture.

Objective: To describe the characteristics and experiences of prenatal diagnosis by
fluorescent in situ hybridization in Cuba.

Method: In in situ amniocytes CEP catheters were applied and LSI for the detection of
aneuploidies of the 21,18,13, X and Y chromosomes, and LS| catheters for the detection of
deletions associated with microdeletion syndromes.

Results: 629 cases of high genetic risk were referred to the National Center of Medical
Genetics. There was a prevalence of the indication of fetal abnormalities detected by
ultrasound. In 612 (97%) cases the diagnosis was achieved in a satisfactory form, among
them 50 (8.1%) positive cases, with predominance of Down syndrome in 26 cases. There
were corroborated 312 cases by conventional cytogenetics with 98% of agreement with the
results obtained by fluorescent in situ hybridization. It was used the cooled amniotic fluid
to corroborate cases of uncertain diagnosis obtained by cytogenetics and there were detected
3 fetuses with chromosomal mosaics, the origin of a marker chromosome and the definition
of fetal sex in one case.

Conclusions: With the technology by fluorescent in situ hybridization, the prenatal
diagnosis achieved a safe analysis option in cases of genetic high-risk pregnancies. Due to
technological limitations, the test by fluorescent in situ hybridization in amniotic cells in
interphase has adapted to the conditions in order to always achieve a safe diagnosis with the

less possible damage to the pregnant women, the fetus and its family.
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Introduccion

En Cuba, las aneuploidias de los cromosomas 21,18,13 y X constituyeron el 77 % de todas
las aberraciones cromosomicas detectadas en el diagndstico prenatal de mas de 75 000 casos
durante el periodo 1984-2012 seglin Méndez-Rosado y otros.

Estas anomalias cromosdmicas constituyen una carga para la sociedad y la familia desde los
puntos de vista econémicos, psicoldgicos y educacionales. La técnica de hibridacion in situ
por fluorescencia (FISH, por sus siglas en inglés) introducida internacionalmente desde hace
afios en el diagndstico prenatal citogenético constituye una poderosa herramienta para la
citogenética clinica al proveer un diagnostico muy rapido y seguro de las aneuploidias
anteriormente mencionadas. 34

No obstante, esta técnica tiene sus limitaciones,® que hay que considerar y que estan
expresadas en su lugar especifico, antes de las conclusiones de este trabajo.

Existen muchos datos en la literatura de la implementacién de este método diagndstico en
los paises desarrollados.®%" pero pocas publicaciones de estudios extensos en paises de
bajos ingresos donde no toda la tecnologia y screenings prenatales estan disponibles.&
En Cuba, pais donde no estan implementados los métodos biogquimicos de screening
prenatal, ni las tecnologias de punta usadas en paises desarrollados, microarreglos,
secuenciacion, entre otros, nos proponemos, a pesar de esas limitaciones, describir las

caracteristicas y experiencias del diagnostico prenatal por FISH, objetivo de este trabajo.

Métodos

Se realizd un estudio descriptivo—retrospectivo que incluyd los casos diagnosticados por el
método FISH en células en interfase durante el periodo 2009-2018 en el Centro Nacional

de Genética Médica de La Habana. El universo de estudio lo constituyeron 629 embarazadas
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remitidas desde toda Cuba, a quienes se les realizo esta prueba. Los datos seleccionados
comprendieron aquellos donde se pudo obtener un diagnostico mediante este método. Las
variables utilizadas en este estudio fueron: numero de procederes invasivos practicados
(amniocentesis), nimero de diagnosticos realizados, motivos de indicacion para hacer el
estudio prenatal y nimero y tipo de aberracién cromosdmica detectada.
Para cada variable, se obtuvieron sus valores absolutos y se calcularon los porcentajes para
comparar los resultados.
Para el diagndstico nos apoyamos en el software Citovision version 3.9, section Genus
(Applied Imagen, EE. UU.) con el que capturdbamos y procesdbamos las imagenes tomadas
desde microscopios Olympus (BX-51, Japdn).

Hibridacion in situ con fluorescencia para deteccion de aneuploidias
Esta prueba se estandariz6 en Cuba en el 2009. Se realiz6 desde las 14 semanas de embarazo
hasta pasadas las 32 semanas. Se realiz6 la amniocentesis mediante la extraccion de 20 mL
del liquido amnidtico (LA), 10 mL se utilizaron para la prueba FISH y 10 para el cultivo
convencional. La muestra para FISH no se cultiva; se procesa directamente aplicando a los
amniocitos dos tratamientos enzimaticos, el primero con tripsina (1:250) y el segundo con
pepsina (10 mg/mL). La preparacion se extiende sobre ldminas portaobjetos y se hibrida con
sondas que identifican los cromosomas 21,18,13, X y Y. Para la identificacion de los
cromosomas 18, X y Y, se usaron juegos de sondas Aneuvision (VYSIS, EE. UU.) para
sondas o-satélite CEP 18 (pl11.1-q11.1) marcada con fluorocromo Spectrum Aqua, X
(p11.1-gq11.1) marcada con fluorocromo Spectrum Green y Y (p11.1-g11.1) marcada con
fluorocromo Spectrum Orange. Para la identificacion de los cromosomas 13 y 21, se
utilizaron juegos de sondas Aneuvision (VYSIS, EE. UU.) para sondas LSI 13 (13qg14)
marcada con fluorocromo Spectrum Green y 21 (q22.13-g22.2) marcada con fluorocromo
Spectrum Orange. Al siguiente dia se hicieron lavados para eliminar el exceso de marcaje
de las sondas, se aplico el colorante diamidinofenilindol (DAPI) y se analizo con el
microscopio de fluorescencia. El resultado estuvo listo en dos dias.
El criterio para la definicion del mosaicismo cromosémico por FISH aln no estd bien
definido internacionalmente, pero consideramos que con 20 % o mas de células con un
patrén de signos diferentes, existe un alto riesgo de mosaicismo cromosomico. Este criterio
fue asumido de acuerdo a lo descrito en el prospecto del juego de sondas Aneuvision y la

experiencia de otros autores.?

@) ev-ro | 4

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




Revista Cubana de Pediatria. 2019;92(2):e822

Cuando existié un caso en que el conteo de sefiales andmalas del FISH oscilaba entre
10-19 % se dio como resultado dudoso y debia ser confirmado por citogenética
convencional.

Sindromes de microdeleciones-microduplicaciones
En los casos de las sondas empleadas para la deteccion de aberraciones que impliquen las
regiones dianas asociadas a estos sindromes, se utilizaron las sondas LS| TUPLE1 Spectrum
Orange/LSI ARSA Spectrum Green y LSI NP-25 Spectrum Orange/LSI ARSA Spectrum
Green para la region 22g11.2 (Sindrome Velocardiofacial) y LSI SRNPN Spectrum
Orange/CEP 15(D15Z1) Spectrum Green/ LSI PML Spectrum Orange y LSI D15S10
Spectrum Orange/CEP 15 (D15Z1) Spectrum Green/ LSI PML Spectrum Orange para la
deteccidn de la region critica de los sindromes Prader-Willi y Angelman. Para la deteccion
de la delecion asociada al sindrome de Williams-Beuren se utilizo la sonda LSl ELN
Spectrum Orange/LSI D7S485, D7S522 Spectrum Green.
El resultado del FISH se le comunicé al especialista en genética en cuanto estuvo listo,
mucho antes que el resultado de la citogenética convencional.

Diagnostico prenatal cromosomico

Este diagndstico se realizo por el método estandarizado en nuestro laboratorio basandonos
en los protocolos de las guias internacionales del ACT Cytogenetics Laboratory Manual. %
Este método se aplicd siempre que la edad gestacional en que se realiz6 el proceder invasivo
permitiese el posterior cultivo del liqguido amnidtico. En pacientes con edad gestacional de
mas de 22 semanas no se realiza el cultivo de amniocitos. En Cuba, el aborto terapéutico es
legal hasta las 26 semanas de gestacion y se hacia necesario asegurar el resultado

citogenético convencional antes de este limite.

Prueba FISH para la corroboracion de un resultado dudoso durante

el diagndstico prenatal por analisis cromosomico
En la amniocentesis se extraen 20 mL de liquido amniotico a la embarazada de riesgo
genético. Se utilizan 10 mL para realizar el cultivo celular y posterior obtencion de
cromosomas Y los restantes 10 mL son refrigerados a 4 °C. En el caso que resulte necesario.
este liquido amnidtico almacenado se puede reutilizar para un nuevo cultivo o realizar la
prueba FISH. Este método es empleado cuando obtenemos en primera instancia un resultado

dudoso o incompleto, por ejemplo, para descartar el mosaicismo cromosémico.*?)
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Aspectos éticos
En todos los casos se brindo a la pareja el asesoramiento genético y se pidio consentimiento
informado para realizar el procedimiento invasivo para la toma de muestras. Una vez
obtenido el diagndstico prenatal todas las muestras no utilizadas se desecharon. En las bases
de datos del laboratorio cada paciente tiene asignado un codigo, con el cual se realizo este
trabajo y se mantuvo el anonimato durante el procesamiento de la informacién. EI Comité
de Etica de la Investigacion Cientifica del Centro Nacional de Genética Médica aprobo la

realizacion de este estudio.

Resultados

Muestras colectadas
Durante el periodo 2009-2018 se realizaron 629 casos de diagnostico prenatal utilizando el
proceder invasivo por amniocentesis y posterior cultivo de liquido amniotico, que por
diversas indicaciones se sometieron a esta prueba. En 612 casos se logré un resultado

exitoso (tabla 1).

Tabla 1 — Resultados por afios del os casos diagnosticados y los casos positivos detectados

Afio Muestras de FISH FISH exitoso (%6) Casos positivos (%)
2009* 40 34 (85,00) 3(88)
2010 4 4 (100,00) -
2011 45 43 (9,05) 6 (13,30)
2012 94 92 (97,80) 6 (6,50)
2013 64 64 (100,00) 6 (9,30)
2014 76 75 (98,60) 5 (6,50)
2015 37 35 (94,50) 3(7,60)
2016 45 44 (97,70) 9 (15,90)
2017 110 109 (99,00) 6 (5,50)
2018 114 112 (98,00) 6 (5,30)
Total 629 612 (97,00) 50 (8,10)

*Se realizaron 26 casos de FISH que previamente se conocia el resultado del cariotipo.
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Los motivos de indicacién también variaron, los més frecuentes fueron aquellos asociados
a alteraciones fetales detectadas por ultrasonido que hacian sospechar una anomalia

cromosoOmica (tabla 2).

Tabla 2 — Asociacion entre los motivos de indicacion para la prueba FISH, los periodos
de gestacion con mayor nimero de muestras analizadas y los casos positivos detectados

Semanas Semanas

Motivo de de de ] Total
indicscion ” ke saibiraz Aberraciones detectadas prenatalmente por FISH s
del estudio (%; (16-19) 22:25) positivos
prenatal N N Ca Del® M No.
FISH No. No. ) 5 5 noso- el.* Marca- 0%
B (%) (%%) T3 B | R mas 22q11.2 dor )
Anomalias 337 68 177 15 10 o . 34
ultrasonido (55.00 (20,0) (52.2) 5 i K ) . 68.0)
Avanzada 233 100 43 - 5 9
edad matema (38.0) (432 (18.4) : . ) e ) . (18.0)
Ansiedad 5 5 1 Ly
matema (1,00 (100,0) - B - } - B 2.0)
Cormroborar 12 7 5 2 1 4
resultados (1,9) (58.3) 41,7 i . B ) . (8.0)
Antecedente 25 25 - 2
familiar (4.0) (100.0) 3 5 2 2 = = B (4.0)
Total oL 20 s 26 10 5 6 2 1 50 (100,0)
i {100,0) (33.4) (36.7) < : 7 R
*Delecion.

La tecnica de hibridacion in situ por fluorescencia

La prueba FISH fue proporcionada en el 97 % de los casos. Se detectaron 50 anomalias
cromosomicas (8,1 %). En la tabla 1 se muestra el desempefio por afios de nuestro
laboratorio.

El insuficiente nimero de células presentes en el liquido amnidtico constituyo la principal
causa de fallo en el diagndstico (11 casos, generalmente pacientes antes de las 16 semanas
de embarazo). En 6 casos el fallo se debio a errores técnicos al no producirse la hibridacion
de una sonda especifica. De los 17 casos sin resultados (629 admitidos y 612 exitosos)
13 se diagnosticaron por citogenética convencional y se detectaron 2 casos con trisomia 18.
En 4 casos las pacientes no tuvieron diagnostico. En los liquidos amnidticos sanguinolentos
la contaminacion con células maternas no fue lo suficientemente significativa como para
evitar un diagnostico certero.

Casos positivos detectados

La aberracion cromosomica mas frecuentemente detectada fue la trisomia 21 (26 casos)
seguida de la trisomia 18 (10 casos), las aberraciones que involucran los gonosomas
(6 casos), la trisomia 13 (5 casos), la delecion 22g11.2 (2 casos) y un caso de un cromosoma
marcador proveniente del 15 (inv dup 15). Dentro de las aberraciones de los gonosomas
tenemos un mosaico 48, XXXY/49,XXXXY, dos casos de 47,XXY, un 45,X, una 47,XXX
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y un pseudo isodicéntrico del cromosoma Y. Todos estos casos se diagnosticaron en
amniocitos en interfase. El caso del 46,X, idicY se corrobor6 en cromosomas fetales
(tabla 2).

El mayor porcentaje de casos positivos estuvo asociado a las malformaciones detectadas por
ultrasonido, el 68,0 % de los casos positivos, principalmente entre las 22-25 semanas de
gestacion, periodo en que en Cuba se realiza un ultrasonido de rutina a las gestantes.
Aquellos casos con avanzada edad materna constituyeron la segunda fuente de casos
positivos en nuestro estudio y fueron menos frecuentes en el periodo de las 22-25 semanas
de gestacion (tabla 2).

Las sondas para detectar deleciones en los sindromes de microdeleciones se aplicaron en
familias con antecedentes del sindrome velocardiofacial, sindrome de Prader-Willi o
sindrome Williams-Beuren. Se detectaron dos casos de delecion 22g11.2 en madres

portadoras de dicha aberracion.

Analisis de los resultados de la hibridacion in situ por fluorescencia

y la corroboracion por citogenética cromosémica convencional
Se realizaron 312 casos de citogenética convencional que fueron utiles para corroborar los
resultados del FISH. Existié 98 % de concordancia entre las aberraciones detectadas por
FISH y las aberraciones cromosdmicas detectadas por citogenética convencional. En 7 casos
no existio coincidencia: un presumible mosaico 45,X/46,XX en FISH y 46,XX en cultivo
de sangre fetal, un sindrome Down detectado por FISH y normal en cultivo de liquido

amnidtico y 5 casos de aberraciones cromosomicas estructurales (tabla 3).

Tabla 3 — Casos positivos no detectados por FISH y su seguimiento

Resultado Estudios
Cariotipo indicacion
del embarazo de seguimiento
46,XY,inv (9)(q22932) AEM Nacido vivo Nifio normal
46,XY,inv(2)(p11g1l4)mat AEM Nacido vivo Nifio normal
46,X,del Y(g12)pat Antecedente familiar Nacido vivo Nifio normal

CIUR simétrico, pielectasia renal izquierda,

46,XX,del(4)(p15.3)de novo fisura palatina (ultrasonido) Nacido vivo
Malformacion cardiovascular troncoconal
46,XYinv(5)(p15.231.1)mat . fmbaraz.z
y CIUR (ultrasonido) Interrumpico

Nifia afectada

(estudio posnatal)

Se corroboran

los hallazgos prenatales
en anatomia patoldgica.
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El mosaico 45,X/46,XX del FISH presentd 38 % de células con la linea monosdmica y el
resultado cromosomico en sangre obtenido por cordocentesis fue 46,XX en las 30 células
analizadas. En la ecografia fetal se detectd un retardo del crecimiento intrauterino y un
oligoamnios sin otras malformaciones visibles. La madre desarroll6 una hipertension severa
y se realizd una cesérea de urgencia a las 32 semanas de gestacion, el producto, una nifa,
presentd un bajo peso al nacer y fallecio a las 72 horas después del parto. Se confirmd en
anatomia patoldgica el retardo del crecimiento fetal. No se pudieron realizar estudios de
corroboracion citogenética en los tejidos de la nifia fallecida.

Se detect6 un falso positivo para la trisomia 21, es un caso que durante el anlisis con FISH
el 65 % de las células presentaba 3 sefiales para la region critica de este cromosoma. La
ecografia fetal fue normal y el analisis citogenético de los cromosomas presentd un resultado
46,XY en 20 metafases analizadas de 2 frascos de cultivo. La gestante decidié continuar la
gestacioén, nacié un nifio normal que actualmente tiene 3 afios de edad, su desarrollo es
normal y la madre ha rechazado cualquier estudio en la sangre del nifio.

Los casos que mayor incertidumbre provocaron fueron aquellos en que por la técnica FISH
se detecta un porcentaje de células con un codigo de sefiales diferente al set diploide, pero
que estas aparecen en una proporcion entre el 11-20 % de células afectadas. Esto podria
constituir un mosaicismo en baja proporcién. En nuestro muestreo registramos 8 casos con
este resultado, todos pudieron ser corroborados por diagnostico prenatal cromosomico,
todos fueron normales excepto uno en que se encontraron en cien metafases analizadas
3 células que presentaron la trisomia 21 en 2 frascos de cultivo.

Existieron 5 casos con rearreglos cromosémicos estructurales detectados por citogenética
convencional e imposibles de detectar por FISH (tabla 3).

De estos casos existieron 3 que presentaban reordenamientos cromosdémicos aparentemente
balanceados (inversiones) y 2 con reordenamientos desbalanceados (deleciones). En el caso
que se presentd la delecion 4p (detectada en el estadio posnatal) a pesar de presentar
maultiples malformaciones fetales no se le realizd cultivo del liquido amnidtico por la
avanzada edad gestacional de la paciente (24 semanas). El resultado del FISH para la
deteccion de aneuploidias de los cromosomas 21, 18, 13, X y Y fue normal y la pareja
decidio continuar la gestacion. La nifia nacio con maltiples malformaciones.

El caso de la inversion del cromosoma 5, el feto tenia una severa cardiopatia detectada por
ecografia a las 21 semanas de gestacion y retardo del crecimiento. El resultado del FISH

para deteccion de aneuploidias del 21,18,13, X y Y fue normal. El cariotipo fetal presento
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una gran inversion pericéntrica del 5, heredada de la madre como pudo corroborarse
posteriormente. La pareja decidid la interrupcién del embarazo y no se pudo obtener tejido
abortivo fetal para realizar otros estudios.

En los restantes 3 casos, la anomalia estructural fue heredada en 2 de ellos y en 1 caso no
se pudo corroborar su origen porque no se pudo estudiar al padre. Los tres nifios nacieron

normales y actualmente son normales.

Resultados prenatales dudosos (citogenética convencional) corroborados
por hibridacion in situ por fluorescencia

Existieron 12 casos de resultado incierto por la citogenética convencional. En 10 casos

existian dudas acerca de un posible mosaicismo fetal de bajo nivel y 2 casos que presentaron
dudas con el sexo fetal (tabla 4).

Tabla 4 — Casos con dudas diagndsticas y las pruebas de corroboracion realizadas por FISH

‘Niicleos con 1-4 Total %
iial < 3 5
Caso | Cariotipo convencional i Sonda e, pilulay de células Esmdps Seseguiniente
analizadas S y confirmacién
1 2 3 4 por FISH andmalas -
i f [ ‘Segunda muestra de
liquido ammidtico. 100
1| oxv21046XvRe) |1 | 89 |14 |0 | DAL 104 134 metafases, 3 con trisomia
b 21 Embarazo
mterrumpido.
47X 2102 T TLSI2L. [ 2 ~ Nifio fénoﬁpxcamente
2 ») p)
2 46 XY37] 0202 B0 e 210 38 L. 75 meses
| ‘ Anomalia ultrasonido
fetal. embarazo
3 47 XX+21[3] ) LSI21. < ) mtermumpido. Segundo
3 46, XX[15] 2 (1041422 | xae 150 28 cultivo de liquido
amniotico refrigerado:
47 XX+21[51/46 XX[10]
T T  Pliegue nucal > 9 mm.
2 g
4 | arxemesxxil o |33 |es |3 | SR 100 66 clinodactilia . Embarazo
# intermumpido
: 7.Xx21[2] . LSI2L. | [ & | Nifia fenotipicamente
2 146 XX[1T] 29502 L e 100 20 aormal 16 mékes.
[ Un nevus de Ota. 18
6 | 473xv+1spyaexyps) |1 | 153 |6 | o | CERI1S 160 375 meses. Desarrollo
Vysis :
3 psicomotor normal.
5 A AT N : CEP 18 . . Varén fenotipicameﬁte
f 47 XY+18[2] 46XY[21] | 3 | 112 5 Q Vysis 120 41 ol 18 maeses
‘ ‘ Bilateral genus varus al
8 47 XY+18[2] 46XY[36] | 4 | 149 7 Q C\E};ilss 160 43 nacimiento. Nifio normal,
2 28 meses.
Segundo cultivo con
liquido amnidtico
9 | a7xx-133046xx1) |0 | 143 |8 |0 | GRS 151 52 refrigerado: 46.XX (25
/ metafases). Nifia normal,
21 meses.
10 | 47xx3ppde30ms) (2 [ 96 |1 |1 | LSS 100 10 it lectscamens
Vysis normal. 24 meses.
’\CS?;I,&S Segundo cultivo con
CEP i liquido amnidtico
n | ssxxpmexypn |- | - |- |- | xv 100 2eiies refrigerado: 46.XY(20
Vysis 05 ce:h;.las metafases). Nifio Normal.
= XY 23 meses.
o — D13510 . Nitia fenotipicamente
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En estos 12 casos los estudios de corroboracién del resultado se realizaron con muestras de liquido
amniotico refrigerado. En 8 casos aparecieron 2 lineas celulares (tabla 4), la linea aberrada solo en un
frasco de cultivo, que hicieron sospechar un mosaicismo cromosomico pero el nimero de metafases
analizadas fue insuficiente para descartar este evento. En estos casos se analizaron al menos
100 células en interfase por FISH. Se detectaron 3 casos con mosaicismo cromosomico (casos 1,3 y
4) y 2 de ellos se verificaron a través del FISH y la citogenética convencional (caso 1y 3). El tercer
caso no pudo ser verificado a través de la citogenética convencional o mediante el estudio del material
abortivo, sin embargo, existi6 una asociacion entre el resultado del FISH y los hallazgos del
ultrasonido fetal (caso 4).
Se identificaron 7 casos de pseudomosaicismo. El porcentaje de células anémalas nunca excedio el
6 % de los nucleos analizados. Seis muestras refrigeradas se recultivaron y el resultado del FISH
corroborado a través del analisis del cariotipo (tabla 4).

Existié un caso con células 46,XX y 46,XY (caso 11) en un Unico frasco de cultivo. De las

cien células en interfase analizadas el 95 % tuvo un marcaje para el cromosoma X y un

marcaje para el cromosoma Y, ademas en el frasco de cultivo resembrado utilizando el

liquido amnidtico refrigerado solo se obtuvieron células 46,XY. El nifio a los dos afios es

normal y los padres han desestimado hacerle estudios de corroboracion. El caso 12 de la

tabla 4 fue un 47,XX +mar, no diagnosticable por citogenética convencional. En un

principio el marcador fue confundido con un cromosoma Y, pero el ultrasonido

correspondia a un feto hembra. En el andlisis por FISH en células en interfase se utilizé la

sonda para el gen SRY, y no obtuvo marcaje. Se realiz6 el marcaje con la sonda D15S10

del cromosoma 15 y se obtuvieron 4 marcajes para la region 15912, 3 marcajes

centroméricos y 2 marcajes de la region control 15g22. El diagnéstico quedd definido como

una tetrasomia parcial de la regién g11-13 del cromosoma 15. La madre decidio la

continuacion del embarazo y nacid una nifia aparentemente normal.

Discusién
La prueba FISH prenatal tiene en nuestro laboratorio un porcentaje de éxito de 97 % y como
se puede observar este se va incrementando en la medida que mejora la experticia técnica
del equipo dedicado a este diagnostico. tabla 2 Otros autores publican porcentajes de éxitos
mas elevados.®* Sin embargo, Bryndorf y otros, notifican 93 % de muestras con FISH

exitoso.”?” EI mayor nimero de casos fallidos de nuestro muestreo correspondieron al
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momento de estandarizacion de la técnica en el afio 2009. Consideramos que una de las
causas de casos fallidos durante este diagndstico se debe a la insuficiencia en el nimero de
células amnidticas presente en algunas muestras.

El motivo de indicacion de hallazgo de alguna alteracion fetal por ecografia prenatal fue el
que predomind en nuestro estudio lo cual explica el alto indice de positividad detectado. Es
conocida la relacion existente entre determinadas alteraciones fetales, como el aumento del
grosor de la translucencia o pliegue nucal, las cardiopatias, el retardo del crecimiento fetal
o la holoprosencefalia con las principales aneuploidias presentes durante el
embarazo.(!314.15.16)

Los estudios citogenéticos convencionales (312 casos) que se utilizaron para analizar los
resultados del FISH, detectaron 7 casos que no coincidieron con los resultados del FISH.
De estos casos existieron 5 que constituyeron aberraciones estructurales y las sondas
utilizadas no estan disefiadas para su deteccion. En un estudio internacional realizado por
Evans y otros, con 146 000 cariotipos prenatales, encuentran con la prueba FISH es capaz
de detectar 69,4 % de las anomalias fetales.*”

Existio un caso falso positivo para la trisomia del cromosoma 21. Durante la ecografia fetal
no se detectaron alteraciones. Casos similares se publican en la literatura.(181°2021)

sin que hasta el momento exista una explicacién plausible para este resultado. Se ha sugerido
como posible causa, células presentes en el liquido amniético de un gemelo fallecido en
etapas tempranas de la gestacion, un reordenamiento criptico o un mosaicismo de bajo nivel.
El hecho de que la ecografia fetal fuese normal no necesariamente indica que el feto lo sea.
Es conocido que fetos con sindrome Down no siempre presentan un ultrasonido alterado.?V
Con este caso se fue muy cauteloso y se espero0 el resultado de la citogenética convencional,
normal en 20 metafases analizadas. En las condiciones de Cuba, que no posemos las técnicas
de QF-PCR 0 aCGHs, debemos tener mucha precaucion para dar un resultado del FISH
alterado si el andlisis ultrasonografico es normal. Es imprescindible esperar por el resultado
cromosomico para brindar un diagndstico seguro a la paciente.

Respecto al caso del mosaico 45,X/46,XX detectado por FISH y no corroborado en la sangre
obtenida mediante la cordocentesis (46,XX), este feto si presentaba caracteristicas que
podrian ser compatibles con una linea 45,X como es el retardo del crecimiento intrauterino
y el bajo peso al nacer.?22%24 Debemos tener en consideracion que en el liquido amnidtico
estan presentes células de las tres capas germinales que componen al feto (ectodermo,
mesodermo y endodermo) no asi en la sangre fetal que solo estan presentes células del

mesodermo.
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El FISH en amniocitos en interfase no solo fue utilizado para el diagndstico de aneuploidias
cromosomicas, también se utilizd con buenos resultados para la deteccion de deleciones en
casos de sindromes de microdeleciones. Resultados exitosos en la deteccion de estas
aberraciones cromosomicas también han sido registrados en la literatura
internacional.(%4252627)

En nuestro estudio la contaminacién con células maternas no constituyé un problema
realmente. Los casos muy contaminados con sangre no se realizaron por FISH y se prefirio
el cultivo de amniocitos convencional. En general, estos casos deben ser evaluados muy
cuidadosamente, se debe aumentar el conteo celular de acuerdo al grado de contaminacion
con células de la madre; en los casos que se detecten dos lineas celulares, una aberrada y
una normal, se debe esperar por el resultado de la citogenética convencional. Se ha tenido
en cuenta para nuestro trabajo que aun en aquellos casos que el LA sea claro, se puede
presentar contaminacién con células maternas.

En Cuba, una peculiaridad del diagnostico prenatal por FISH, en células amnioticas en
interfase, es la corroboracion mediante esta prueba de los resultados dudosos obtenidos por
citogenética convencional de bandas GTG con la utilizando liquido amnidtico
refrigerado.? Varias articulos en la literatura internacional utilizan la técnica FISH para
corroborar resultados citogenéticos convencionales, 3293031 sobre todo en lo referente al
mosaicismo cromosomico en baja proporcién. En todos estos articulos se repite la
amniocentesis para obtener una nueva muestra. La estrategia del uso del liquido amniotico
refrigerado (guardado hasta 18 dias a 4 °C) evitd una segunda amniocentesis a las
embarazadas, el estrés que implica el proceder invasivo y la ansiedad que provoca el conocer
que se repite la prueba debido a un resultado dudoso.

El reporte mundial de defectos congénitos de March of Dimes®? ubica a Cuba como uno de
los paises de mas baja prevalencia del sindrome Down (7 en 1000 nacidos vivos). El
programa de diagnoéstico prenatal citogenético, la posibilidad del acceso a los programas de
salud de nuestra poblacion y la Red Nacional de Genética Médica, han sido determinantes
para alcanzar estos logros.

Entre las limitaciones del estudio y a pesar de los resultados aqui mostrados, debemos decir
que la técnica FISH tiene sus condiciones, en el hecho que no todas las anomalias
cromosomicas pueden ser detectadas, especialmente aquellas que involucran la estructura
de los cromosomas y entonces el diagnéstico debe ser complementado con el cultivo de los
amniocitos y la obtencion de cromosomas.Internacionalmente, en paises desarrollados,

existen otros métodos mas sofisticados y de mayor precision que se utilizan como
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herramienta de primera linea para el diagnostico prenatal,®>*?y es la prueba FISH cada vez
menos utilizada.

No obstante, podemos concluir que la tecnologia FISH aplicada al diagnostico prenatal aun
constituye una certera y rapida opcion de diagnostico en aquellos casos de embarazos de
alto riesgo genético, en un pais de bajos ingresos econémicos. La prueba FISH en células
amnioticas en interfase ha tenido que ser adaptado a nuestras condiciones para buscar
siempre un diagnostico seguro con el menor perjuicio posible a la embarazada, el feto y su

familia.
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