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Papel de la inmunofluorescencia
y el diagnóstico molecular en la caracterización
de  la discinesia ciliar primaria

Role of Immunofluorescence and Molecular Diagnosis

in the Characterization of Primary Ciliary Dyskinesia

Estimado Director:

La discinesia ciliar primaria (DCP) se caracteriza por una alte-
ración en la estructura ciliar que dificulta el aclaramiento de las
secreciones respiratorias1,2.  Su herencia es autosómica recesiva y se
han descrito hasta 40 genes causales en >  70% de los pacientes3.  Con
las técnicas disponibles actualmente el diagnóstico de confirmación
de la DCP es difícil y  las guías europeas recomiendan una combina-
ción de pruebas4. La detección de óxido nítrico nasal (NOn) bajo es
útil como prueba de cribado4,5, pero solo está  validada en mayores
de  5 años y puede ser normal en algunos casos4,5. La ultraestruc-
tura ciliar con microscopia electrónica (ME) tiene falsos positivos,
relacionados con alteraciones secundarias por infecciones respira-
torias, y falsos negativos, pudiendo ser normal en  el 21% de los
casos4. El estudio del batido ciliar con videomicroscopia óptica de
alta velocidad es muy  útil  para el diagnóstico4,6, pero también tiene
falsos positivos por infecciones respiratorias, existe una falta de
estandarización en la  preparación de las  muestras, necesita inter-
pretación por personal con experiencia y  tiene un componente de
subjetividad4.

Además del diagnóstico molecular3,  se  ha publicado que la
inmunofluorescencia puede contribuir a  definir el defecto especí-
fico de la DCP y  mejorar su diagnóstico7.  El objetivo de este artículo
es presentar dos casos (hermanas) que muestran la  utilidad de la
combinación de estas técnicas para llegar al diagnóstico preciso del
defecto proteico y  molecular causante de la DCP.

El estudio fue aprobado por el Comité de Ética, y se solicitó la
autorización de los padres y las pacientes para su inclusión en el
mismo.

Caso 1. Mujer de 16 años, nacida a término. Ingresó a  los 3 días
de vida por bronquiolitis. Posteriormente presentó otitis recurren-
tes, rinitis crónica, bronquitis de repetición y  bronquiectasias en
el lóbulo medio. A los 4 años de edad, el estudio por ME mos-
tró una pérdida del 40% del  brazo externo de dineína (ODA) y
del 70% del brazo interno (IDA), diagnosticándose de DCP. En los
cultivos de esputo se aíslan habitualmente Haemophilus influen-
zae y Pseudomonas aeruginosa,  por lo que es tratada con colistina
nebulizada, y realiza fisioterapia respiratoria y suero salino hiper-
tónico al 7% nebulizado. La espirometría (valores de referencia
GLI-20128,9) muestra FVC 3,36 l  (z-score −0,08), FEV1 2,23 l  (z-score
−2,21), FEV1/FVC 66% (z-score −2,83), FEF25-75% 1,42 l/s  (z-score
−3,19).

Caso 2. Mujer de 13 años, nacida a  término. Ingresó a  los 11 días
de vida por bronquiolitis. Posteriormente presentó neumonía en el
lóbulo superior derecho y  bronquitis de repetición. A  los 12 meses,
el  estudio por ME mostró una pérdida del 30% del ODA y del 70%
del IDA, por lo que se  diagnosticó también de esta enfermedad. En
la tomografía computarizada torácica presenta atelectasias en  el
lóbulo medio y  en  la língula, engrosamiento peribronquial y patrón
de aireación heterogéneo. Los cultivos de esputo son positivos para
H. influenzae. Es tratada con fisioterapia respiratoria y  nebulizacio-
nes con suero hipertónico al 7%. La espirometría muestra FVC 1,97 l

(z-score −0,91), FEV1 1,45 l  (z-score −2,18), FEV1/FVC 73% (z-score
−2,18), FEF25-75% 0,98 l/s (z-score −3,12).

En el último año se han reevaluado a  las pacientes mediante nue-
vas técnicas diagnósticas disponibles. El valor de NOn fue muy  bajo
en  ambas: 53,3 ppb (V’NO 15,2 nl/min) y 61 ppb (V’NO 17,2 nl/min).
Se recogió muestra de epitelio respiratorio ciliado en  el meato
nasal inferior con un cepillo de 2  mm de diámetro para estudio de
videomicroscopia e  inmunofluorescencia, y una muestra de sangre
periférica para el estudio genético.

Se analizó la frecuencia y el patrón de batido ciliar con una
cámara de grabación de alta velocidad (MotionPro

®

X4, IDT, CA,
EE.UU.) acoplada a un microscopio óptico, observándose en  las dos
hermanas ausencia de motilidad ciliar.

Para realizar el estudio genético se extrajo el ADN  genómico de
sangre periférica de las dos pacientes y sus progenitores. Las mues-
tras de una de las hermanas y de los padres se analizaron con la
metodología TruSight One Sequencing Panel (Illumina, San Diego,
CA, EE.UU.) y se secuenciaron con la plataforma MiSeq (Illumina).
Este panel incluía 20 genes relacionados con la DCP. Los resulta-
dos se  analizaron mediante los programas VariantStudio v2.2.1,
Alamut Visual v2.11, VarSome y diferentes predictores de pato-
genicidad. Se consultó la frecuencia alélica (Genome Aggregation
Database) y la evidencia científica de patogenicidad en  Human
Gene Mutation Database. Las variantes candidatas se confirmaron,
incluyendo la otra hermana, mediante secuenciación Sanger. Las
hermanas son heterocigotas compuestas en el gen DNAH5 para las
variantes probablemente patogénicas no descritas anteriormente
c.4625 4628delGAGA:p.(Arg1542ThrfsTer6) y c.12706-2A>T. Los
padres son heterocigotos para una de las mutaciones. Este gen codi-
fica una de las  cadenas pesadas del ODA y es  esencial para la función
ciliar10.

Para confirmar si se  expresaba o no la  proteína mutada DNAH5
se  realizaron estudios de inmunofluorescencia en células del epite-
lio respiratorio. Se usaron anticuerpos primarios (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO,  EE.UU.) contra la tubulina acetilada ciliar y  cua-
tro proteínas de la estructura ciliar: DNAH5 (ODA); DNALI1 (IDA);
RSPH4A (conexiones radiales), y GAS8 (nexina-complejo regulador
de la dineína). Los  resultados mostraron una completa ausencia de
la proteína DNAH5 en el axonema ciliar (fig. 1A) y presencia de
DNALI1, RSPH4A y GAS8 que colocalizan con  la tubulina acetilada
ciliar (fig. 1B-D).

Los resultados de la inmunofluorescencia concuerdan con el
estudio genético y confirman que las mutaciones descritas cau-
san una completa falta de expresión de la proteína DNAH5 en el
axonema ciliar y provocan un defecto del ODA11,12. En nuestro
análisis de videomicroscopia se ha observado inmovilidad ciliar,
concordante con lo descrito en  estos casos11.  El hallazgo por ME
de alteración en  IDA además de en ODA podría explicarse por
la alteración de los IDA por cambios secundarios a infecciones
respiratorias13, por el hecho de que en sujetos sanos pueden no
observarse los IDA en más  del 50% de los dobletes14, o por artefactos
de procesamiento15.

La inmunofluorescencia tiene limitaciones4,7,  como no disponer
de anticuerpos para todas las proteínas defectuosas, o fallo de la
técnica por ausencia de cilios o por interferencia del  moco o  sangre
en  la muestra, pero junto al estudio molecular, puede aproximarnos
de manera adecuada al diagnóstico de esta enfermedad y  hallar el
defecto específico que la causa, lo que será necesario confirmar en
estudios más  amplios.
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Figura 1. Análisis por inmunofluorescencia de la  ultraestructura ciliar. En la primera columna se muestra la presencia de  cilios en la  célula mediante tubulina acetilada (en
verde), en la segunda el resultado de  la incubación con anticuerpos primarios contra las proteínas ciliares (en rojo) y en la  tercera el merge de la tubulina con cada proteína
ciliar  y  el núcleo marcado con DAPI (azul). A)  Ausencia de la proteína DNAH5 (componente de brazos externos de dineína) en el  axonema ciliar. B-D) Presencia y colocalización
de  la tubulina y las proteínas del axonema ciliar (en amarillo): B) DNALI1 (componente de brazos externos de dineína); C) RSPH4A (componente brazos radianes), y D) GAS8
(componente de la nexina-complejo regulador de la dineína).
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Indicadores de calidad asistencial en patología
respiratoria en  la Comunidad de Madrid

Respiratory Care Quality Indicators in the Community of  Madrid

Estimado Director:

La gestión de la calidad, su medición y mejora se han establecido
como líneas prioritarias en todos los centros sanitarios, siendo los
indicadores herramientas fundamentales en  su monitorización1-3.

Algunas sociedades científicas se han planteado el abordaje de
aspectos más  concretos de una enfermedad4-6,  destacando en nues-
tra área la referente a  estándares para la acreditación de unidades7,
todas ellas sin entrar en el detalle de analizar los indicadores que
puedan permitirnos evaluar el proceso asistencial en torno a  una
determinada enfermedad. Ante este vacío documental, Neumoma-
drid elaboró una Guía de calidad en  patología respiratoria8 que, tras
ser avalada por la Sociedad Española de Calidad Asistencial, se  pro-
pone medir indicadores que permitan analizar la  capacidad para
reconocer la realidad de la  calidad asistencial de la Neumología en
nuestra Comunidad.

Presentamos un estudio retrospectivo y transversal, sobre
13 indicadores de la Guía8 seleccionados por los componentes
de cada grupo de trabajo de Neumomadrid y  supervisados por el
grupo de Calidad, representativos y reproducibles de cada enferme-

dad en que se había estructurado la Guía (tabla 1,  anexo, material
suplementario).

El grupo de Calidad elaboró una plantilla para reclutamiento de
datos que junto con las normas para el mismo, se  hicieron llegar
a todos los jefes de servicio a  quienes habíamos solicitado previa-
mente su participación.

El  reclutamiento se llevó a  cabo desde el 15 de octubre al
15 de noviembre del 2017, con un grado de participación ajus-
tado a  la complejidad de cada hospital. De los 23 centros con
Servicio de Neumología, 14 participaron ofreciendo resultados para
alguno de los indicadores, lo cual representa su intervención sobre
un total de 4,7 millones de habitantes, 4 centros lograron reclu-
tar información de 12 de los 13 indicadores y 3 del 100%, lo cual
representa su intervención sobre 2,5 millones de habitantes.

Los resultados obtenidos representan la medida del total de los
hospitales participantes, quedando reflejados mediante frecuen-
cias relativas (%), así como grado de participación para cada uno
de los indicadores

De los 13 indicadores registrados, uno era de estructura (enfer-
mería), 4 de proceso (broncofibroscopia, pleura, sueño-VMNI y
cáncer de pulmón) y 8 de resultados (fibrosis quística ([FQ], TEP,
pediatría, enfermedad pulmonar intersticial difusa, EPOC, asma,
infecciones y tabaco).

Así, la evaluación de los datos (tabla 1, anexo, material
suplementario) puso en evidencia resultados favorables al alcanzar

dx.doi.org/10.1183/13993003.01090-2016
dx.doi.org/10.1016/j.anpedi.2009.10.026
dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2017.07.015
dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2017.07.015
dx.doi.org/10.1164/rccm.201607-1351OC
dx.doi.org/10.1164/rccm.201607-1351OC
dx.doi.org/10.1183/09031936.00080312
dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2017.07.019
dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2017.07.019
dx.doi.org/10.1038/ng817
dx.doi.org/10.1164/rccm.200411-1583OC
dx.doi.org/10.1164/rccm.200601-084OC
dx.doi.org/10.1080/01913123.2017.1365990
dx.doi.org/10.1513/pats.201103-028SD
dx.doi.org/10.1513/pats.201103-028SD
dx.doi.org/10.1080/01913123.2017.1362088
mailto:amoreno@vhebron.net
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2019.01.021
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.arbres.2019.01.030&domain=pdf

	Papel de la inmunofluorescencia y el diagnóstico molecular en la caracterización de la discinesia ciliar primaria
	Financiación
	Conflicto de intereses
	Agradecimientos
	Bibliografía
	Financiacin
	Conflicto de intereses
	Agradecimientos

	Bibliografía
	Indicadores de calidad asistencial en patologia respiratoria en la Comunidad de Madrid
	Anexo Material adicional
	Bibliografía

	Importancia del manejo especializado en el destete prolongado
	Bibliografía
	Influenza and Pneumococcal Vaccination in Chronic Respiratory Patients - Are We in the Right Path?
	References
	Acute Respiratory Distress Syndrome Secondary to Histoplasmosis-induced Hemophagocytic Lymphohistiocytosis
	References
	Social Determinants of Community-acquired Pneumonia: Differences by Age Groups
	References

