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PALABRAS CLAVE Resumen

Array de hibridacion Fundamento y objetivo: La citogenética convencional detecta un 3-5% de los pacientes con
genomica retraso global del desarrollo/discapacidad intelectual y/o malformaciones congénitas. La
comparada; amplificacion de sondas multiples dependientes de ligacion permite incrementar la tasa diag-
Sindrome de nostica entre 2,4-5,8%. Actualmente, los arrays de hibridacion genémica comparada o aCGH
microdelecion; son la herramienta diagnostica con mayor rendimiento en estos pacientes, en malformaciones
Discapacidad congénitas y trastornos del espectro autista. El objetivo del presente trabajo ha sido evaluar
intelectual; la eficiencia del uso del aCGH como técnica de primera linea diagndstica en estas y otras
Retraso global del indicaciones (epilepsia, talla baja).

desarrollo; Pacientes y método: Se ha estudiado a 1.000 pacientes afectados por las patologias menciona-
Trastornos del das mediante la técnica de aCGH.

espectro autista; Resultados: Se detectaron desequilibrios de efecto patogénico en un 14% de los pacientes
Malformacion (140/1.000). Segln el fenotipo, se diagnosticaron un 18,9% de los pacientes afectados de retraso
congénita global del desarrollo/discapacidad intelectual; un 13,7% de las malformaciones congénitas;
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un 9,76% de las patologias psiquiatricas, un 7,02% de los casos con epilepsia y un 13,3% de los
pacientes con talla baja. Dentro de las malformaciones congénitas destacan las del sistema
nervioso central con un 14,9% y las cardiopatias congénitas con un 10,6% de diagnosticos. En
las patologias psiquiatricas destacan los pacientes con trastornos del espectro autista, con un
8,9% de diagnosticos.

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran la efectividad y la eficiencia de la utilizacion del
aCGH como test de primera linea en el diagnostico genético de los pacientes con sospecha de
desequilibrios genoémicos. Todo ello avala su inclusion dentro del Sistema Nacional de Salud.
© 2017 Asociacion Espafola de Pediatria. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Comparative genomic hybridisation as a first option in genetic diagnosis: 1,000 cases
and a cost-benefit analysis

Abstract

Background and objective: Conventional cytogenetics diagnoses 3-5% of patients with unex-
plained developmental delay/intellectual disability and/or multiple congenital anomalies. The
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification increases diagnostic rates from between 2.4
to 5.8%. Currently the comparative genomic hybridisation array or aCGH is the highest per-
forming diagnostic tool in patients with developmental delay/intellectual disability, congenital
anomalies and autism spectrum disorders. Our aim is to evaluate the efficiency of the use of
aCGH as first-line test in these and other indications (epilepsy, short stature).

Patients and method: A total of 1000 patients referred due to one or more of the abovemen-
tioned disorders were analysed by aCGH.

Results: Pathogenic genomic imbalances were detected in 14% of the cases, with a variable
distribution of diagnosis according to the phenotypes: 18.9% of patients with developmen-
tal delay/intellectual disability; 13.7% of multiple congenital anomalies, 9.76% of psychiatric
pathologies, 7.02% of patients with epilepsy, and 13.3% of patients with short stature. Wit-
hin the multiple congenital anomalies, central nervous system abnormalities and congenital
heart diseases accounted for 14.9% and 10.6% of diagnoses, respectively. Among the psychiatric
disorders, patients with autism spectrum disorders accounted for 8.9% of the diagnoses.
Conclusions: Our results demonstrate the effectiveness and efficiency of the use of aCGH as
the first line test in genetic diagnosis of patients suspected of genomic imbalances, supporting
its inclusion within the National Health System.

© 2017 Asociacion Espanola de Pediatria. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/
4.0/).

Introduccion

Se estima que la prevalencia en la poblacion general
del retraso global del desarrollo/discapacidad intelectual
(RGD/DI) es de un 1-3%', de los trastornos del espectro
autista (TEA) del 0,7%’ y de las malformaciones congé-
nitas (MC) de un 2-3%'3, suponiendo un grave problema
sanitario y social. El diagndstico genético de estos pacien-
tes es de gran utilidad en su manejo clinico, permite un
prondstico preciso y, sobre todo, es fundamental para la
prevencion de la aparicion de nuevos casos (asesoramiento
genético familiar). Hasta recientemente, el estudio de estos
pacientes se ha venido realizando mediante un conjunto de
técnicas de laboratorio de bajo rendimiento individual. La
técnica mas utilizada, el analisis cromosomico convencio-
nal o cariotipo, detecta grandes pérdidas o ganancias de
material genético y reorganizaciones estructurales en un 3-
5% de los pacientes con RGD/DI y/o MC"*®. Para mejorar
este rendimiento diagndstico, se complemento la citoge-
nética convencional con las técnicas de hibridacion «in

situ» fluorescente (FISH) y amplificacion de sondas mdltiples
dependientes de ligacion (MLPA). Gracias a estas técnicas,
en pacientes con RGD/DI y MC con un resultado previo de
cariotipo aparentemente normal, se han comunicado un
2,4-3,7% de diagnosticos adicionales con el estudio de las
regiones subteloméricas’® y un 5,8% de diagnésticos adi-
cionales gracias al estudio de los principales sindromes de
microdelecion o microduplicacion®.

El reciente desarrollo de los arrays de dosis para la detec-
cion de anomalias de copia (de polimorfismos de un solo
nucleotido o SNP arrays y de hibridacion gendémica com-
parada o aCGH) ha incrementado muy significativamente
el niumero de diagnosticos, permitiendo el diagnostico de
un 15-20% de los pacientes con RGD/DI, MC o TEA®. Los
arrays de SNP, inicialmente disenados para interrogar miles
de polimorfismos de un nucledtido a lo largo del genoma,
también permiten evaluar el nimero de copias de ADN
comparando la intensidad de la hibridacion del ADN del
paciente con las sondas inmovilizadas en el array o matriz de
puntos.
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Los aCGH permiten explorar de manera simultanea la
dosis de ADN en multiples loci del genoma al comparar
las cantidades relativas de ADN de 2 genomas (control y
paciente), marcados con fluorocromos distintos, que se unen
con fragmentos de ADN de secuencia conocida o «sondas»
que estan fijados a un portaobjetos o soporte de vidrio. El
color de la fluorescencia en cada punto del aCGH informa
sobre la cantidad relativa de cada ADN y permite inferir la
presencia de ganancias o de pérdidas en regiones concretas
del genoma. Existe un gran nimero de plataformas de aCGH,
con diferencias notables en su rendimiento diagndstico. Las
hay basadas en sondas de bacterial artificial chromosomes
(BAC) y en sondas de oligonucledtidos. Las sondas pue-
den investigar zonas localizadas a intervalos regulares del
genoma humano (esqueleto o backbone) o regiones de las
que se sabe estan relacionadas con patologia, o ser una
mezcla de las 2'°. El consorcio International Standard Cyto-
genetic Array (ISCA) proporciona recomendaciones que han
sido adoptadas por la mayoria de los fabricantes de arrays.
La comparacion de las principales plataformas comerciales
llevada a cabo en un estudio multicéntrico'" concluyd que
los arrays de oligonucledtidos CGH con disefio ISCA y for-
mato 8x60K son los que proporcionan mayor rendimiento
coste/beneficio. Debido a consideraciones clinicas y econo-
micas, las guias cientificas recomiendan el uso de los arrays
como técnica de primera linea diagnostica en pacientes con
DI/RGD, MC y/o TEA, en sustitucion de las técnicas de cario-
tipo, MLPA y FISH> 1216,

Presentamos nuestra experiencia en el diagndstico
mediante aCGH de 1.000 pacientes con RGD/DI, MC, tras-
tornos psiquiatricos (TEA, TDAH, esquizofrenia, trastorno
bipolar), epilepsia, talla baja, y otros (dismorfias, fenotipo
peculiar, miopatias, hipercrecimiento) como técnica de pri-
mera linea, en sustitucion de las técnicas de cariotipo, MLPA
y FISH. Se trata de la mayor serie con estas caracteristicas
descrita en nuestro pais, ya que hasta ahora se han publi-
cado series de menor tamano o utilizando los aCGH como
técnica de tercera linea, en pacientes con resultado nor-
mal en otras técnicas de diagndstico genético tales como el
cariotipo y la MLPA",

Tabla 1
con datos procedentes de la literatura

Pacientes y método
Pacientes

En el periodo de enero del 2012 a enero del 2015 se realiza-
ron 1.222 estudios con la técnica de aCGH en la Unidad de
Arrays del Area de Genética Clinica y Molecular del Hospital
Universitario Vall d’Hebron de Barcelona. En todos los casos
se realizd una visita clinica antes y después del estudio.
De ellos, 1.000 corresponden a pacientes con una o mas de
las siguientes patologias: RGD/DI, MC, trastornos psiquiatri-
cos (TEA, TDHA, esquizofrenia, trastorno bipolar), epilepsia,
talla baja y otros como dismorfias, fenotipo peculiar, mio-
patias e hipercrecimiento, todos ellos sin estudios genéticos
previos, derivados por Genética Clinica, Neurologia y Endo-
crinologia Pediatrica del hospital. El resto de los estudios
corresponden a 4 grupos: 1) estudios familiares (n = 167); 2)
fetos con anomalias ecograficas (n = 41); 3) caracterizacion
de anomalias previamente diagnosticadas con otras técni-
cas, principalmente el cariotipo (n = 4), y 4) pacientes (n =
10) con antecedentes de otros estudios genéticos previos.

Método

Para conocer la tasa de diagnodsticos en relacion con las alte-
raciones fenotipicas, se procedio a la exhaustiva revision de
las historias clinicas de todos los pacientes para permitir la
correcta interpretacion de los estudios de aCGH. Gracias a
ello se establecio una clasificacion de las patologias y se con-
tabilizo el nUmero de pacientes cuyo fenotipo se ajustaba a
cada una de ellas. Los pacientes podian presentar una o mas
de las patologias de la clasificacion (tabla 1).

EL ADN de los pacientes se obtuvo a partir de 3 ml de san-
gre periférica con el Kit Gentra Puregene Blood (Quiagen,
EE. UU. n. cat 158422), siguiendo el protocolo suministrado
por el fabricante. En unos pocos casos, el ADN habia sido
extraido por diversos métodos en otros centros o laborato-
rios hospitalarios.

Tasa diagnostica alcanzada con la técnica de aCGH en relacion con los distintos fenotipos estudiados. Comparacion

Indicaciones patologia Total pacientes

analizados (n = 1.000)

Pacientes con resultado
patologico (n = 140)

Diagnosticos (%) Diagnosticos en

la literatura (%)

RGD/DI 406 77
Malformaciones 394 54
cc 188 20
SNC 107 16
Trastornos psiquiatricos 164 16
TEA 134 12
Epilepsia 57 4

Talla baja 105 14
Otros 298 36

18,9 10-192628
13,7 10-12528
10,6 3,6-29%%:%
14,9 14,5-22,5°132
9,75

8,9 73

7,01 7,3-20%4%
13,3 10"

12,08

Trastornos psiquiatricos incluyen: TEA, TDAH, psicosis esquizofrénica, trastorno bipolar. Otros: incluye dismorfias, fenotipos peculiares,
miopatias, paresias, hipercrecimiento. Los pacientes presentaban uno o mas de los fenotipos descritos.

CC: cardiopatias congénitas; RGD/DI: retraso global del desarrollo/discapacidad intelectual; CC: cardiopatias congénitas; SNC: sistema
nervioso central; TDAH: trastorno por déficit de atencion e hiperactividad; TEA: trastornos del espectro autista.
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Los procedimientos utilizados fueron realizados
tras obtencion de un consentimiento informado de los
padres.

La validacion de la técnica de aCGH se efectu6 con 2
plataformas distintas de arrays de oligonucledtidos: CGH
Microarray Kit 4x 180K (Agilent Technologies, EE. UU., n. cat
G4426B) con ~180.000 sondas distribuidas de forma aproxi-
madamente equidistante o backbone y CGH Microarray Kit
8x60K diseno ISCA (Agilent Technologies, EE. UU., n. cat
G4827A) con menor nimero de sondas (~60.000). de las
cuales 40.208 estan distribuidas de forma uniforme (back-
bone) y 18.851 distribuidas a una mayor densidad y dirigidas
a regiones de interés recomendadas por el consorcio ISCA.
Se procedio de acuerdo con las recomendaciones del fabri-
cante. Debido a su mayor rendimiento, se decidié realizar
todos los estudios de aCGH con la plataforma de 8x60K
disefo ISCA. Las imagenes obtenidas con una resolucion de
3 micras (DNA microarray scanner, Agilent Technologies, EE.
UU., G2505C) se analizaron con el programa Cytogenomics
2.1. (Agilent Technologies, EE. UU.). Para facilitar la evalua-
cién del significado patologico de las anomalias de niUmero
de copia (CNV) detectadas y su contenido génico, se utilizd
el software de desarrollo propio «EasyArray», escrito en los
lenguajes de programacion Phyton y VisualBasic. EasyArray
compara cada una de las CNV detectadas con los estudios de
controles normales incluidos en Database of genome variants
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) y una base de datos de
elaboracion propia con los principales sindromes de micro-
delecion/microduplicacion, asi como si su contenido génico
esta incluido en la base de datos de enfermedades géni-
cas de UNIPROT (http://www.uniprot.org/). Finalmente.
EasyArray facilita la consulta de las bases de datos del
consorcio ISCA (https://www.iscaconsortium.org), Gene-
Cards (http://www.genecards.org), OMIM (http://www.
omim.org) y Decipher (https://decipher.sanger.ac.uk). El
programa orienta hacia una clasificacion de las CNV como
patogénicas, inciertas, o benignas y facilita la redaccion de
los informes de acuerdo con las recomendaciones del Ameri-
can College of Medical Genetics'*. A fin de reducir el nimero
de estudios familiares y lograr un equilibrio entre sensibili-
dad analitica y clinica, no se informan las variaciones de
copia de significado incierto de tamafio menor de 400 Kb°.
Todas las CNV inciertas y patogénicas detectadas se confir-
maron mediante FISH, MLPA, cariotipo o un segundo estudio
de aCGH.

Se realizé analisis estadistico con el programa SPSS ver-
sion 15.0 aplicando el test de la chi al cuadrado para
valorar si existia una asociacion entre el potencial diagnos-
tico y el nimero de alteraciones fenotipicas en un mismo
paciente.

Finalmente, a fin de poder comparar la tasa diagnodstica
y el coste de las diversas técnicas en nuestra poblacion,
todas las anomalias detectadas por aCGH como técnica de
primera linea fueron revisadas a fin de determinar si habrian
sido detectadas mediante las técnicas de MLPA subtelo-
mérica (P070, MRC Holland, Holanda), MLPA de sindromes
recurrentes (P245y P297, MRC Holland, Holanda) y cariotipo
convencional (anomalias de mas de 6 Mb)'® con un cambio
de patrdén de bandas juzgado como suficiente por un cito-
genetista experto. Para el analisis del coste por ensayo, se
siguieron las directrices del Consenso para la implementa-
cion de los arrays en la genética clinica’.

Resultados

Los resultados de la comparativa entre las 2 plataformas de
aCGH (4x 180K y 8x60K ISCA v2, ambas de Agilent Techno-
logies) mostraron claramente una mayor especificidad de la
plataforma 8 x60K ISCA v2 en la deteccion de CNV patogéni-
cas. Asi, por ejemplo, una delecion patogénica de 0,043 Mb
fue detectada por solo 4 sondas con la plataforma de 4 x 180K
y con 11 sondas utilizando la plataforma 8 x60K ISCA v2. En
otro caso, una duplicacion patogénica afectando a la totali-
dad del gen RAF1 se detectd con 10 sondas con la plataforma
4x180K y con 18 sondas con la plataforma 8x60K ISCA v2.
Como consecuencia de estos resultados, se decidio utilizar
la plataforma 8 x60K ISCA v2 detectandose desequilibrios de
efecto patogénico en un 14% de los pacientes (140/1.000),
en 17 casos se detectd mas de una CNV patogénica. Se detec-
taron desequilibrios de significado incierto de mas de 400 Kb
(variants of uncertain significance [VOUS]) en un 6,1% de los
pacientes (61/1.000).

Se detectaron anomalias de copia patogénicas en un
18,9% de los pacientes afectados de RGD/DI (77/406),
un 13,7% de las MC (54/394), un 9,76% de las patologias
psiquiatricas (16/164), un 7,02% de los casos con epilep-
sia (4/57) y un 13,3% de los casos remitidos por talla
baja (14/105). El rendimiento diagnédstico fue del 12,08%
(36/298) para las diversas patologias clasificadas en la cate-
goria «otros» (incluyendo dismorfias, fenotipos peculiares,
miopatias, paresias, hipercrecimiento). Dentro de las MC
destacan las anomalias del sistema nervioso central, con un
14,9% de diagnosticos (16/107), y las cardiopatias congéni-
tas, con un 10,6% de diagnosticos (20/188). En el grupo de
las patologias psiquiatricas, destacan los pacientes con TEA,
con un 8,9% (12/134) de diagnoésticos (tabla 1).

Al agrupar los pacientes en funcion del niUmero de ano-
malias fenotipicas que presentaban, se observo que la tasa
diagnostica se incrementaba de forma estadisticamente sig-
nificativa (p = 0,0223) en los pacientes con un mayor nimero
de anomalias fenotipicas (tabla 2).

En nuestra serie se han detectado microdeleciones y
microduplicaciones en mosaico, como, por ejemplo, una
delecion 1p36 de 12.6 Mb en un paciente con cardiopatia,
confirmada mediante técnicas de FISH en un 9,8% de las célu-
las de un cultivo de sangre; una duplicacion 1g21.1-q32.1
de 61,38 Mb en un paciente con epilepsia confirmada por
cariotipo y FISH en un 1,2% de las metafases y una delecion
intersticial 18921.31-q22.2 de 14,6 Mb en un paciente con
RGD, no detectada por el programa, pero si presente en el
grafico que proporciona el mismo y que se contabilizé en un
43,3% de las metafases analizadas (fig. 1).

Finalmente, tras revisar a los 140 pacientes cuyas ano-
malias fueron detectadas con aCGH, se concluyé que 43
(30,7%) habrian sido detectadas también por otras técnicas:
6 (4,2%) mediante cariotipo convencional, 6 (4,3%) mediante
cariotipo y MLPA, vy, finalmente, 31 (22,1%) mediante MLPA.

Discusioén

Este trabajo presenta la mayor serie de estudios de aCGH
como primera eleccion en pacientes con diversas patologias
descrita en nuestro pais, ya que hasta ahora se habian publi-
cado series de menor tamano o utilizando los aCGH como
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Tabla 2 Porcentaje de diagndsticos mediante la técnica de aCGH en funcion del niUmero de anomalias fenotipicas presentes

N.° de anomalias fenotipicas
registradas en la historia clinica

Total pacientes
analizados (n = 1.000)

Pacientes con resultado de aCGH
patoldgico (n = 140)

Diagnosticos (%)

>2 68 15 20
2 288 48 16,6
1 644 77 11,9
Las diferencias entre los grupos son estadisticamente significativas (p = 0,0223).
Chr1 Chr 1 Chr 18
A Chromosome view B Chromosome view C Chromosome view
CGH pane CGH pane CGH pane
232 1 0 1 2 34 , 43 2 1 _0 1 2 34 23 2 10 1 2 34
1 B P —— B2 :
, i - p11.31 E:
pi1.22
q12.1
q12.3
q21.2
q21.32
q22.1
q22.3
4]

del(1)(p36) [23/233]

Figura 1

dup(1)(q21932.1) [4/335]

del(18)(q21.3) [13/30]

Casos de mosaicismos detectados por hibridacion gendmica comparada. A) Delecion 1p36 en mosaico en un paciente

con cardiopatia: detectada mediante aCGH (1) y confirmada en un 9,8% de las células analizadas por FISH. Solo una Unica senal en
el nucleo de la fotografia, indicada por la flecha, corresponde a la region 1p36 (2). B) Duplicacion 1g21.1-q32.1 en un paciente con
epilepsia: detectada mediante aCGH (1), confirmada en un 1,2% de las células analizadas por FISH. Las tres seiiales inferiores del
nlcleo de la fotografia, a las que se dirige la flecha, corresponden a la region 1g21q32.1 (2) y cariotipo (3). C) Delecion 18q21.31-
g22.2 en un paciente con RGD: detectada mediante aCGH(1) y confirmada en un 43,3% de las células analizadas por cariotipo

2).

técnica de tercera linea, en pacientes con resultado nor-
mal en otras técnicas de diagnostico genético, tales como
el cariotipo y la MLPA",

Con un 14% de pacientes con anomalias detectadas
(tabla 1), nuestros resultados confirman que actualmente
el aCGH es la técnica individual con un mayor rendimiento
diagndstico en los pacientes con RGD/DI, MC y TEA®. El
rendimiento diagndstico no es uniforme y varia mucho en
funcion del tipo y el nUmero de anomalias fenotipicas que se

observan en los pacientes (tablas 1y 2), coincidiendo nues-
tros resultados con los estudios publicados por otros autores
(referencias en la tabla 1).

Las indicaciones clasicas del estudio de aCGH incluyen
RGD/DI, TEA y MC>, con unas tasas diagndsticas del 18,9,
el 14,8 y el 13,7%, respectivamente. Nuestros resultados y
los de otros autores'® indican la conveniencia de incluir la
talla baja como nueva indicacion del estudio del aCGH, ya
que se ha detectado aproximadamente un 13,3% (14/105) de
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RGD/DI

Genes

PLCXD1, GTPBP6, NCRNA00107,

PPP2R3B, SHOX, CRLF2, CSF2RA,

IL3RA, SLC25A6, NCRNA00105, ASMTL,
P2RY8, SFRS17A, ASMT, DHRSX,ZBED1,
CD99, XG, XGPY2, GYG2, ARSD,

ARSE, ARSH, ARSF, MXRA5, PRKX,
NLGN4X, VCX3A

Figura 2 A) Pedigri de una familia portadora de una delecion Xp22.33-p22.31. B) Resultado del analisis mediante aCGH, que
implica la pérdida de los genes SHOX y ARSE, principales responsables de las alteraciones fenotipicas.

anomalias, de las cuales solo un 21,42% (3/14) afectan al gen
SHOX. Nuestros resultados también sefialan la conveniencia
de incluir como indicacion del estudio de aCGH las epilepsias
aisladas, sin malformaciones del sistema nervioso central,
con un 7% de diagnosticos.

Como beneficio adicional, los estudios de aCGH permiten
una caracterizacion de las anomalias mas precisa que la FISH
o la MLPA comercial, a veces con implicaciones de asesora-
miento reproductivo importantes, por ejemplo, la figura 2
muestra una delecion que incluye el gen SHOX y otros genes
no seudoautosémicos, como el ARSE, en portadoras con talla
baja y varones afectados de un fenotipo mucho mas grave
incluyendo talla baja, condrodisplasia punctata y RGD/DI.

Los aCGH permiten el diagnostico de sindromes de micro-
delecion con puntos de rotura atipicos que pueden ser
invisibles por FISH, el método diagndstico mas extendido.
En particular, nuestra serie ha permitido detectar un nuevo
punto de rotura recurrente en la region critica del sin-
drome de Williams que en los casos de delecion permite la
hibridacion parcial de las sondas de FISH comerciales mas
utilizadas, produciendo falsos negativos?’.

Los aCGH detectan las ganancias y las pérdidas de mate-
rial genomico con mucha mas precision que el cariotipo,
pero son incapaces de detectar las anomalias equilibra-
das (principalmente translocaciones e inversiones) que en
alglin caso pueden ser causa de patologia. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que estas representan solamente una
muy pequena proporcion de las alteraciones clinicamente
relevantes>?'.

Los estudios de aCGH indican la presencia de un
mosaicismo cuando se observan valores intermedios de fluo-
rescencia, si bien es dificil deducir el grado del mismo. En
este sentido, nuestros resultados han sido dispares, ya que

mientras se diagnosticaron facilmente anomalias que solo
se observaron en un 9,8 y un 1,2% de metafases analiza-
das (fig. 1 A y B), mosaicos observados en mas de un 40%
de las metafases provocaron cambios de fluorescencia tan
sutiles que no fueron detectados por el programa de analisis
Cytogenomics, aunque si se visualizaban en el grafico pro-
porcionado por el mismo (fig. 1 C). Una posible explicacion
es que las diversas técnicas analizan poblaciones celulares
diferentes: linfocitos T procedentes de cultivos celulares
estimulados con fitohemaglutinina en los estudios de cario-
tipo/FISH y todas las células sanguineas nucleadas en los
aCGH.

La diferencia entre la tasa diagnostica en funcion de las
diversas indicaciones puede justificar las disparidad de los
resultados publicados, con tasas diagnosticas tan extremas
como el 7,6% de Shen et al.”2 y el 35% de Aradhya et al.?>.
Ambos estudios analizan el genoma con una resolucion simi-
lar (35 Kb) pero difieren en la poblacion analizada: poco
definida fenotipicamente en el primer estudio y pacien-
tes seleccionados por presentar un fenotipo considerado
muy indicativo de tener una anomalia de copia (CNV) en
el segundo. Las grandes series publicadas utilizando la téc-
nica de aCGH como primera opcion diagnostica, como por
ejemplo las de Ahn et al.?* con 8.300 pacientes y Shaffer
et al.® con 8.789 pacientes, aportan la deteccidn de un gran
numero de CNV patogénicas pero detallan poco el feno-
tipo de las mismos. Por otro lado, las series de pacientes
bien caracterizadas fenotipicamente frecuentemente son
de pequeno tamano y focalizadas en un tipo concreto de
patologia, como por ejemplo la de Rosello et al.?’, con 246
pacientes con DI. Nuestra serie aporta los resultados del
estudio de aCGH como primera opcion diagnostica en 1.000
pacientes con una detallada clasificacion fenotipica.
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1.2 LINEA DIAGNOSTICA
costes

I

Técnica
Numero de pacientes
Numero de diagndsticos

A aCGH técnica de 12 LINEA DIAGNOSTICA % (incremento diagnésticos)

arrayCGH
1.000
140

14,00%

Coste prueba (€) x nimero de pacientes
Paciente vs CONTROL —*

coste total (€)

355,39 x 1.000
355.390,00€

2.2 LINEA DIAGNOSTICA
costes

x 1,97 I 4 < 7
\\ / N/ \./
Técnica CARIOTIPO MLPA (3) arrayCGH
Numero de pacientes 1.000 988 957
Numero de diagndsticos 12 31 97
% (incremento diagndsticos) 1,20% 3,10% 9,70%
Numero acumulado de pacientes diagnosticados 12 43 140
B aCGH técnica de 3.2 LINEA DIAGNOSTICA % (diagnésticos acumulado) 1,20% 4,30% 14,00%
Coste prueba (€) x nimero de pacientes 1,21,55 x 1.000 = 243,37 x 988 = 355,39 x 957 =
costes (€) 121.550,00 € 240.449,56 € 340.108,23 €
Costes acumulados 121.550,00 € + 361.999,56 € + 702.107,79 €

3.2 LINEA DIAGNOSTICA

costes

Figura 3

Calculo de los costes para cada una de las dos estrategias diagnosticas. A: calculo del coste del uso del aCGH como

primera opcion diagnostica. B: calculo de los costes del uso del aCGH como tercera opcion, tras el cariotipo y la MLPA. De los
140 casos diagnosticados mediante aCGH, 12 se hubieran diagnosticado mediante cariotipo (de los cuales 2 eran aneuploidias
y 10 desequilibrios de mas de 6 Mb); 31 se habrian diagnosticado mediante MLPA con ensayos de anomalias subteloméricas y de
sindromes genémicos recurrentes, y los 97 casos restantes se habrian diagnosticado mediante aCGH, después de un resultado normal
de cariotipo y MLPA. Costes'®: cariotipo 121,55 € /ensayo; MLPA 243,37 € /3ensayos MLPA; aCGH 355,39 € /ensayo.

El enfoque tradicional de cariotipo y MLPA (estrategia B) hubiera conseguido menos de un tercio de los diagnosticos en nuestra
poblacion (43/140). Implementar el array para lograr el 100% de los desequilibrios multiplica por 1,97 el coste que supondria aplicar

el array como primera y Unica opcion (estrategia A).

En consecuencia, el presente estudio permite contras-
tar con fiabilidad en términos de efectividad y eficiencia
la estrategia del aCGH como primera opcion diagnostica en
la deteccion de desequilibrios gendmicos frente a la estra-
tegia estandar de cariotipo, estudio de MLPA y la adicion
del estudio de aCGH como opcidon de tercera linea (fig. 2).
La comparacion de las series publicadas de pacientes estu-
diados con cariotipo, FISH, MLPA o aCGH es complicada ya
que analizan poblaciones diferentes. El presente estudio
permite una aproximacion basada en una poblacién Unica,
asumiendo que el aCGH detecta la casi totalidad de las ano-
malias clinicamente relevantes. La estrategia tradicional de
estudio de cariotipo y MLPA disponibles para estas patologias
(2 kits de trastornos genémicos recurrentes y uno de anoma-
lias subteloméricas) habria diagnosticado solo 43 (30,7%) de
los 140 pacientes diagnosticados por aCGH a un coste apro-
ximado de 362.000 € (1.000 cariotipos + 988 MLPA), al que
habria que anadir el coste de 957 aCGH para llegar a diag-
nosticar los 140 pacientes, con un coste global de 702.107
€ (fig. 3). El estudio de los mismos pacientes Unicamente
por aCGH seria de unos 355.390 €. En resumen, el enfoque
tradicional de MLPA y cariotipo hubiera logrado menos de un
tercio de los diagndsticos en nuestra poblacion, y se alcan-
zaria la deteccion del 100% de los desequilibrios detectables
por aCGH multiplicando el gasto por 1,97.

Nuestros resultados ilustran la efectividad y la eficiencia
de la utilizacion de los aCGH como primera opcion en el
diagnostico genético de los pacientes con RGD/DI, MC, TEA,
talla baja y epilepsia. Estos resultados y el analisis coste-
beneficio avalan su inclusion dentro del Sistema Nacional de
Salud en complementacion y sustitucion de las técnicas de
cariotipo, MLPA y FISH.

La evolucién en aCGH es continua y recientemente han
aparecido nuevos disenos de array que incluyen sondas back-
bone y sondas dirigidas segin consorcio ISCA, y ademas
garantizan una cobertura a nivel de exdn de un nimero sig-
nificativo de genes. En este nuevo contexto se necesitan
estudios adicionales para reevaluar el coste-beneficio entre
las plataformas de aCGH 8x60K y 4x180K.
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