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DIAGNÓSTICO GENÉTICO: ETAPAS



 Enfermedades con frecuencia de portador alto: FQ 
(1/25), AME (1/40), FRAXA (1/125)

 Riesgo de tener un hijo afectado, en función de la 
compatibilidad de los progenitores para las 
enfermedades testeadas

 También usado en dadores de gametos

PRECONCEPCIONAL

Brindar información a los progenitores de la posibilidad de 
transmisión de enfermedades hereditarias. Principalmente de 
aquellas de herencia recesiva.



PREIMPLANTACIONAL

Selección de embriones para tratamiento de fertilidad in vitro

PGT: Test Genético Preimplantacional

Técnica actualmente utilizada, donde a partir de biopsia embrionaria (D5) se realiza la 
secuenciación de todo el genoma a baja cobertura y permite seleccionar embriones 
euploides, o sin una condición genética definida a priori en la familia. 

PGTA Aneuploidías

PGTSR Traslocaciones

PGTMMendelianas



Ventajas: 
Evitar la biopsia del embrión 

Metodología a priori menos compleja y menos 
costosa

Limitaciones:
FN presencia de células del cumulus (origen materno) 
FP se piensa que pueden ser mosaico, células que el 

embrión elimina (rescate de trisomía)

 Serviría principalmente para la selección de embriones euploides, y cuando fuese aneuploide se
debería confirmar por método invasivo.

 Falsos negativos es un gran problema si se logra el embarazo y no se aborta espontáneamente!

NICS: Noninvasive Chromosome Screening
Método basado en WGS para la detección de aneuploidías o traslocaciones 
desbalanceadas, a partir del ADN secretado por los blastocistos al medio de 

cultivo.



PRENATAL Detectar precozmente anomalías congénitas con el fin de: 
• Brindar tratamiento prenatal o perinatal
• Tomar acciones al momento del parto para controlar la afección
• Interrupción voluntaria del embarazo
• Preparación emocional para los progenitores

 Edad materna avanzada
 Abortadoras recurrentes
 Antecedentes familiares
 Voluntad o ansiedad materna
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DIAGNÓSTICO GENÉTICO PRENATAL



Non-Invasive Prenatal Screening (NIPS)



Non-Invasive Prenatal Screning (NIPS)

Tasa de Falsos Positivos:
Screening combinado: 3-5%

NIPS: 0.5%

PPV:VP/(VP+FP)



www.heritas.com.ar/vision
Twitter @heritasArg

http://www.heritas.com.ar/vision


-Sangre entera colectada en 
tubos especiales para evitar 
liberación del ADN genómico 
materno
-Se separa el plasma y se 
extrae ADN libre

-Preparación de bibliotecas 
Truseq Nano y enriquecimiento 
de regiones de interés
-Secuenciación con 
secuenciador Illumina® 
NextSeq500, HO 1x75pb

Extracción cfADN Biblioteca y Secuenciación Análisis Bioinformático

-Conteo estadístico de secuencias 
para cada cromosoma y 
comparación contra la DB 
euploide
-Sistema de cuádruple puntaje e 
inspección visual de los plots
- Determinación de %FF y sexo 
fetal por machine learning

Análisis Genético

-Análisis de resultados y 
confección de reporte en 
contexto clínico
-Asesoramiento genético a 
cargo de médico genetista 
especialista

Flujo de trabajo NIPS



5-10% cffDNA
Depende de 
1. Edad gestacional (minimo 10 semanas)
2. High BMI, 
Menos del 3% --- falsos negativos!!

DNA ya fragmentado a 
nivel nucleosomas
(120 a 200 bp)

Illumina Single reads
1x75 bp
NextSeq500

1/3 a ¼ unique 
mapped reads

Non-Invasive Prenatal Screening (NIPS)

Target
Sequencing

 Metodología de secuenciación

Whole Genome
Sequencing



Construcción de la BD euploide y validación

Whole Genome
Sequencing

 Base de datos de referencia euploide: 68 mujeres embarazadas

 Validación con controles comerciales 
- 6 controles SeraCare® NGS 
- Trisomías T21, T18, T13 a diferentes FF
- Ensayos de sensibilidad y especificidad

 Metodología de secuenciación

 Cohorte de validación
16 mujeres embarazadas con riesgo 

aumentado de presentar aneuploidías

Z Score: Cuanto off-target está operando un proceso



T21
8%

T21
4%

T21
2%

T21
1%

T18
12%

T13
12%

CONTROLES POSITIVOS

Utilizados para puesta a 
punto y como controles 

interno



Cálculo de fracción fetal

SeqFF (Sequenom) Kim SK, et. al. 

Determination of fetal DNA fraction from the plasma of 

pregnant women using sequence read counts. Prenat Diagn. 

2015 Aug;35(8):810-5. doi: 10.1002/pd.4615. Epub 2015 Jun 
3

Defrag (wisecondor)Roy Straver, et, al. 

WISECONDOR: detection of fetal aberrations from shallow 

sequencing maternal plasma based on a within-sample 

comparison scheme, Nucleic Acids Research, Volume 42, 

Issue 5, 1 March 2014, Pages e31, 

https://doi.org/10.1093/nar/gkt992

%FF: FRACCIÓN FETAL

% de fragmentos de ADN de origen fetal en 
relación al monto total de ADN que contiene el 

plasma materno



•Support Vector Machine

•Fetal gender assignment by ultrasound

SVM para determinación de sexo fetal

SEXO FETAL



 Validación de sexo fetal con 44 muestras de cohorte externa*

1 18

23 0

3 16

23 0

Sensitivity : 0.9583

Specificity : 1.0000

Pos Pred Value : 1.0000

Neg Pred Value : 0.9474

Sensitivity : 0.8846

Specificity : 1.0000

Pos Pred Value : 1.0000

Neg Pred Value : 0.8421

* Bayindir B, et al; Noninvasive prenatal testing using a novel analysis pipeline to screen for all autosomal fetal 

aneuploidies improves pregnancy management. Eur J Hum Genet. 2015 Oct;23(10):1286-93.

SVM para determinación de sexo fetal



•Autosomal representation (AR) chr21: % reads 

mapped chr21 / all autosomal reads 

•Z-score chr21: ( AR chr21 - median( AR chr21 DB ) ) / 

SD ( AR chr21 DB )

•ZZ-score chr21: ( Z-score chr 21 - median ( Z-scores 

autosomes ) ) / SD (Z-scores autosomes)

•BM chr21: median of z-scores measured per 5Mb bin in 

the autosome of interest

•OM: median of the 5Mb Z-scores over the remaining bins

Puntajes para detección de aneuploidías fetales

RESULTADOS POSIBLES:
 DETECTADO

 NO DETECTADO
 NO DETERMINADO

El uso de 4 puntajes permite discriminar 
CNVs maternos

*Eur J Hum Genet. 2015 Oct;23(10):1286-93. doi: 10.1038/ejhg.2014.282. Epub 2015 Jan 14.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25585704


Disponible: mayo 2017

Trisomía 21, 18 y 13

Monosomía del X

Sexo fetal

Otras Trisomías (7, 9, 15, 16, y 22)

Hallazgos incidentales con alteración ecográfica 



N=89,817



Microdeleciones???



External Quality Assessment (EQA) – College of American Pathologists (CAP)
2018 - NIPT-A – 1er envío

Challenges:
 Extracción de 3 muestras de ADN circulante a partir de plasma 

(1mL)
 A informar: 

 Edad Gestacional , Edad Materna
 % Fracción Fetal en ADN circulante
 Aneuplodias posibles T21, T18 y T13
 Sexo fetal
 Interpretación del resultado



Resumen resultados CAP

Edad Gestacional

% Fracción Fetal

Aneuplodías

Sexo Fetal

Interpretación

VISION NIPT completó con 
éxito todos los resultados de 

Proficiencia de calidad
externa del esquema 2018 

de la CAP

NOVIEMBRE 2018  EMQN 
NOVIEMBRE 2018  CAP-NIPT-B



Consentimiento informado



Modelos de reporte



Establecer las bases moleculares de la patología del paciente
Brindar herramientas que puedan utilizarse para la prognosis, 
tratamiento y asesoramiento familiar
Diferentes técnicas moleculares en función de la anomalía que se 
quiera identificar

POSTNATAL



Anomalías Congénitas

Definición de la OMS

“Las anomalías congénitas se denominan también defectos de nacimiento, trastornos congénitos 
o malformaciones congénitas. Se trata de anomalías estructurales o funcionales, como los 
trastornos metabólicos, que ocurren durante la vida intrauterina y se detectan durante el 

embarazo, en el parto o en un momento posterior de la vida”

 Se manifiestan de forma prenatal (ej.: polidactilia) o 
al nacimiento (ej.: sordera congénita)

 Afectan un 2-3% de los RN

 La etiología de las anomalías congénitas es en gran 
parte desconocida, siendo algunas de ellas de origen 
genético.



Anomalías Cromosómicas NUMÉRICAS

ESTRUCTURALES



Anomalías Numéricas Conceptos generales:
 Poliploidías/Aneuploidía

 CNVs: Copy Number Variations, deleciones o duplicaciones
 Hay múltiples variaciones en el número de copia en nuestro genoma en población general

 Algunas se asocian claramente a patologías bien caracterizadas (Ej. Sme de DiGeorge)



Métodos de detección de CNVs



CARIOTIPO vs CGH ARRAY

Mayor número de variantes VOUS
NO detecta anomalías equilibradas

NO da información posicional

Mayor resolución (100 veces más) 
Más rápido y menos engorroso

El tipo de muestra es menos problemática



Características de los arrays

TIPOS

FORMATO Y RESOLUCIÓN
UTILIZADOS EN



ADN referencia ADN muestra

-Sangre entera con EDTA
-Sangre en papel

-Biopsia en parafina

Extracción ADN

-Fragmentación del ADN
-Marcaje diferencial de muestra/referencia

-Hibridación de muestra/referencia

Digestión, marcaje e hibridación

-Escaneo de la imagen 
- Extracción de datos con software

Obtención de datos

Flujo de trabajo CGH

 Resolución a lo largo de todo el genoma de 150Kb
 Resolución en zonas de interés de 50Kb

 Resolución 100 veces mayor que el cariotipo convencional
 Aumento del rédito diagnóstico en un 15% en relación al cariotipo convencional



Interpretación de variantes

BENIGNA PATOGÉNICAVOUS

VOUS 
LB

VOUS 
LP

CONSIDERACIONES:
 Familiarización con los síndromes de genes contiguos
 Tamaño y naturaleza de la CNV
 Contenido genético
 Presencia en bases de datos de población control



Interpretación de variantes

Revisiones expertas de enfermedades en un formato 
estandarizado y con un enfoque muy clínico y aplicado

DB resultados de estudios de individuos controles 
en un formato normalizado

Catálogo de genes y enfermedades genéticas



CGH array…CUANDO?

 Discapacidad intelectual / Retraso global del desarrollo 
(incidencia 1-3%)

 Trastorno espectro autista (incidencia 0,7%)
 Anomalías congénitas (incidencia 2-3%)
 Talla baja 
 Epilepsia 
 Dismorfias
 Cromosoma marcador
 Cariotipo alterado para definir región involucrada

The American Journal of Human Genetics 86, 749–764, May 14, 2010
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