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¢, Por que se han desarrollado
tantas herramientas para
realizar diagnosticos utilizando
la biologia molecular?



Eficacia + Eficiencia = Efectividad

* Eficacia: Todo aquello que nos sirve para cumplir el
objetivo que se ha planificado.

e Eficiencia: Consiste en utilizar losrecursos
adecuadamente.

* Efectividad: Cumplir con los objetivos planteados
utilizando la menor cantidad de recursos posibles.
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? H1N1

Diagnostico virologico posible (hisopos)

| |
Diagndstico serolégico posible (muestra de sangre)

Titulo de anticuerpos

Excrecion del virus

Duracion media del
periodo de incubacion
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A Como? HPV

Historia natural de la infeccion por VPH
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i Entoncesl...¢ Por que se han
desarrollado tantas
herramientas para realizar
diagnosticos utilizando la
biologia molecular?



Porque introducen un
cambio positivo en la vida de
los pacientes.....



e
Tecnologias aplicadas al estudio de biomarcadores moleculares

1. Aspectos Pre-analiticos:
1. Tomade muestra
2. Conservacion de la muestra
3. Preparacién de la muestra para el analisis

1. Aspectos Técnicos:
1. Extraccién de Acidos nucleicos
PCR/ RT-PCR
Real time PCR
Secuenciacion
M LPA
Microarray

SIS

2. Aspectosanaliticos:
1. Controles de calidad
2. Validacion técnica
3. Validacién clinica m

3. Aspectos Post- analiticos:
1. Modelo de informe
2. Interpretacion del resultado



I EE————————————————
1. Aspectos Pre-analiticos:

Entre un 40 %y un 70 % de los errores cometidos en un laboratorio clinico se
originan en dicha etapa.

En |la fase pre-analitica pueden diferenciarse dos etapas; una primera extra-
laboratorio y la segunda dentro del laboratorio.

Los errores que pueden generarse son de significancia distinta y su medida
es dificil ya que algunos de ellos se ponen de manifiesto en la fase analitica y
otros no se evidenciaran.

J



1. Aspectos Pre-analiticos:

Consideraciones:

Un almacenamiento de las muestras sin las condiciones adecuadas, puede alterar las
condiciones fisico-quimicas de las mismas hasta llegar al punto de deteriorarlas.

Algunos errores no afectan clinicamente al paciente, pero otrosimplican la repeticion de la
solicitud analitica, dando como resultado un incremento de los costos y en ocasiones, incluso
un diagnéstico incorrecto o un tratamiento inadecuado que incide en la salud del paciente.

Debe tenerse en cuenta que muchas veces, en la evolucion de un paciente o en el
monitoreo de la eficacia terapéutica, son muestras irrepetibles, es decir, que no pueden
volver a tomarse (ejemplo: monitoreo de la carga viral en un paciente en tratamiento
antiviral en Hepatitis C). i



En Biologia M olecular, los
acidos nucleicos son el analito.
(ADN — ARN)



Extraccion manual de Acidos Nucleicos:

Los pasos necesarios para una correcta extraccion y purificacion mediante un procedimiento quimico
son:

1.Lisis de las células.

1.Degradacién de la fraccion proteica asociada al ADN.
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1.Purificacion. Consta de 3 fases:

oA

a. Lavado del pellet B R R R g

a. Precipitacion.

a. Recuperacion.
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Extraccion semi-automatizada de Acidos Nucleicos:

El procedimiento puede realizarse por separacion fisica con la ayuda de minicolumnas equipadas
con una membrana de silica que retiene especificamente los acidos nucleicos.

Kits comerciales: High Pure Template (Roche), Stool Mini Kit (Quiagen) m :

Ej: CMV Cualitativo, CMV CV, EBV Cualitativo, EBV CV. —ertas



Extraccion automatizada de Acidos nucleicos:

sistema de extraccion basado en el uso de particulas magnéticas que permite el
aislamiento rapido y automatizado de acidos nucleicos.

El acido nucleico obtenido es altamente puro y puede ser usado en multiples
aplicaciones, tales como PCR convencional o cuantitativa, secuenciacion, analisis
mediante arrays, etc.

E: MagNA Pure (Roche)
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Cuantificacion y estimacion de la pureza del ADN obtenido:

El ADN presenta un maximo de absorbancia a 260 nm, mientras que las proteinas
lo tienen a 280 nm, aunque a 260 nm también presentan absorbancia.

S calculamos larelacionA260/A280 podemos determinar si el ADN es maso
menos puro:

A260/ A280= 1,9-1,7 (ADN puro)

E: NanoDrop (Thermo Scientific)




PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:

Chromosome

Free nucleotides DNA polymerase
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:
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BIOLOGIA MOLECULAR DE

PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa: LA CELULA

35 -60 Ciclos
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PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa:
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:

Area of Detection Platean
For Real-Time PCR Linear

Variable vield
Log [DNA] Exponential

Traditional PCR
Fasesde la PCR Detection

Cyvele B

Una PCRideal deberia ser altamente especifica, #ﬂl’r
sensible y de gran rendimiento.



RT-PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa:
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Seminested — Nested PCR:

A
o Mested PCR
A
~
A
~
A
Semi-Mested PCR
<~
OR
A
~

Se aumenta la sensibilidad y la especificidad de la PCR.



_ _ Fasesde la PCR
Electroforesis en gel de agarosa (PCR punto final) : Area of Detection Plateau

For Real-Time PCR Linear

Los procesos de amplificacion y deteccion
ocurren desfasados.

Variable vield
Log [DNA] Exponential

Traditional PCR
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PCR M ultiplex punto final : 100Kb
AZFa deletion = 0.8 Mb
» . I
- = - Z = USPOY  DDX3Y.”
M1 2 M3 4
SRY e
e Voo Y134 3Y335

RBMY1A1

—ertas

[ CIBIC + INDEAR |

12 3 4 PNM12 34PNMI12 3 4 PN



Real time PCR:

La real time PCRes cinética: LOS procesos de amplificacion y deteccion ocurren

dentro del mismo vial cerrado.
For Real-Time PCR Linear
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Real time PCR:

Los metodos no especificos se
basan en el uso de moleculas
Intercalantes que tienen afinidad
por el ADN de doble cadena y que
al ser oxidados generan una senal
fluorescente (SYBR). .



Real time PCR: meétodos no especificos
SYBR Green

a) Amplification Plot
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PCR M ultiplex Real Time No Especifico :

Adendvirus influenra A

Coronavirus NLE3

Influenza A H1 2009

Enterovirus Rhinovirus

Parainfluenza 4

Coronavirus HKU1 Influenza B

Metapneumovirus




The FilmArray® Respiratory Panel 2 (RP2)

Sample type: Nasopharyngeal Swab

Bacteria

Viruses Bacteria iy
Adenovirus Bordetella paraperlussis Campylobacter (jejuni, coli and Cryptosporidium Adenovirus F 40/41
Coronavirus NL63 Chlamydia pneumoniae Clostridium difficile (toxin A/B) k : :
Coronavirus 229E Mycoplasma pneumoniae Plasiamonas shicelicidos Entamoeba histolytica ND!’DVIITUS GliGll
Coronavirus OC43 2 1 1 o8 Giardia lamblia Rotavirus A
Human Metapneumovirus 531'”"'_0-:7&”3 3y Sapovirus (I, Il, IV and V)
:—thlman Rr;:nowrus/Enterowrus Pathogens Yersinia enterocolitica -
nfluenza i ; i B FilmAr
Influenza A/H1 Vibrio (parahaemolyticus, vulnificus and cholerae) 1 Gl Panel B |0$ FIRE
Infiuenza A/H1-2009 Vibrio cholerae
:n;: uenza g/HS 97 1 (y Diarrheagenic E. coli/Shigella Run Summary
nruenza : : e ID: n E r
Parainfluenza Virus 1 n 8/ 0* Enteroaggreqative E. coli (EAEC) e R oA
. i SenSItIVIty . B Detected: Em?emaggregai_iveE:wﬁtEAl_EC] Controls: Passed
Parainfluenza Virus 2 Enteropathogenic E. coli (EPEC) Shig asive E. call EIEC)
arainfluenza virus S 99 3% Enterotoxigenic E. coli (ETEC) It/st Resul sunmay __
nfluenz Iru l_ > 59 . . . . s Not Detected Campylobacter
Respiratory Syncytial Virus Specificit Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) stx1/stx2 Kot Detocted s alfice osin A
p y E Cﬂﬁ D1 5? Mot Detected Flesiomonas shigelloides
s Not Detected Salmonelia
Mot Detected Vibwio
Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC) Not Detected Vibrio cholerae
Not Detected Yereinia enterocolifica
] & - g mgE .[:;... ic E coli/Shigella
FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel TR meeos
Mot Detected s:ualiﬁelﬂffmdun}m E .Lm (STEG) st 1/ate?
¥ 0 NA _E.mnimﬁ?. _ )
1 Test. 14 Targets. All in about an hour. o Detecs SPieloEnersnissie £ o ()
‘ o o
Viruses Fungi i e s
Mot Detected Adenovirus F 40041 v
Mot Detected Astrovirus
Mot Detected Norm'_irus GIGI
Escherichia coli K1 Cytomegalovirus (CMVY) Cryptococcus necformansigattii :;t Bxﬁi ;_:;T;A
Haemophilus influenzae Enterovirus
Listeria monocytogenas Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
MNeissernia meningitidis Herpes simplex virus 2 (HSV-2)

Streplococcus agalactiae
Strepfococcus pneumaniag

Human herpesvirus 6 (HHV-8)
Human parechovirus
Varicella zoster virus (VZV)
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Real time PCR:

Los metodos especificos siguen el
principio conocido como FRET para
generar la senal.

Utilizan sondas de secuencia
conocida para realizar la deteccié*n.



Real time PCR:

TagMan probe

Fluorophore ..—.. Quencher

Forward primer

SNP site
5 O
3’
! ! Reverse primer
Specific binding of probe
Extension during PCR . .
Probe displacement ...,
and cleavage .’."‘.‘-
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PCR product
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PCR M ultiplex Real Time Especifico :

25+

Cumulative incidence rate (%)

HPV 16 +

HPV 18 +
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Real time PCR: metodos especificos - Probes

mRNA Target
H Th
LightCycler™ Probes 2 Fluoresceine "
Rad &40
Flucraophers Flucrophers Red 705
dorc Qe
F
Dliggo Proks 1 CAigo Proks 2
Ferwiard ) h * l
primer oy = W A(éH*r Q
- L d )
Reanerss Arecis
prirner
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Fluorssoe e

Analisis de mutaciones y polimorfismos utilizando Curvas de Disociacion: it ~. WAL
~ WMt
T Mut/Mut

1- Se realizan curvas de Fluorescencia vs. Temperatura luego de finalizada la
reaccion

2- De estas curvas se determina el Tm (temperatura de fusion de cada producto
generado, que es directamente dependiente de la secuencia del mismo)

3- Tan solo la diferencia en una base entre dos secuencias genera una

diferencia en la Tm, lo cual Nos permite diferenciarlos »

Ferypoerature

AF/dT
ke ~ WL

e WL MLt
e Mut/Put

TeEmperature



¢ Como se cuantifica en
la PCR Tiempo Real?

A traves de STD o por medio de

un gen de expresion e
- - —erntas
constitutiva.



Cuantificacion Absoluta

Relative Quantification

Relative Copy Number = eff %= ~ 28¢

VS € Test C ratorance
i1
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Cuantificacion Relativa
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Secuenciacion por método enzimatico:

El método de Sanger (1977) se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una terminacion especifica.

TCGAGASI S G st T IO AA T T O TS TSSO S TAnTE CAaIST
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Secuenciacion por método enzimatico automatizado:

Secuenciacion en electroforesis capilar: En la actualidad la reaccién de secuenciacién se basa en una modificacién de la PCR con
dideoxinucleétidos marcados con fluor6forosy se resuelve mediante una electroforesis capilar.
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Genética forense:
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M LPA - M ultiplex Ligation-dependent Probe Amplification :

MLPA es una Multiplex PCR, que permite que en una misma reaccion se pueda detectar copias anormales de secuencias gendomicas
diferentes de ARN o ADN.

1. Deaemnatwuration amd Hykbridi=zasticom
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Secuenciacion:

‘I Antiretroviral Therapy

Pre-Treatment Initial Response Adherence Problems

Wild Type HIV
Resistant HIV

"
4({/\/'_(, -
GI |d_:]
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Secuenciacion NGS (Next Generation Sequencing):

]
‘O ‘!\f

SECUENCIACION POBLACIONAL

N,
8% % ...PQIYMDDHTRE...
L B
SECUENCIACION NGS
° ...PQIYMDDHTRE...
® -8 ® ...PQIYVDDHTRE...
9% & ...PQIYMDDHTRE...
299 & ...PQIYMDDHTRE...
0% ® ...PQIYMDDHTRE...
Y ...PQIYMDDHTRE... b
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Secuenciacion NGS:

NRTI
l[amivudine (3TC)
abacavir (ABC) M1i84V
Zidovudine (ALT) Mi84V
stavudine (D4T) Mig4v
didanosine (DDI) M184V
emiricitabine (FTC) T A (N
tenofovir (TDF) M184v
NNRTI

efavirenz (EFV)
efravirine (ETR)
nevirapine (NYF)
rilpivirine (RPV)

Pl

atazanavir (ATVIr)
damunavint (DRVIT
fosamprenavint (FPVI
indinavir/r {(IDVIT)
lopinavirit (LFVIr)
neffinavir (NFV)
saquinavirT (SQVIT)
tipranawvinm (TPVIT)

INSTI
dolutegravir (DTG) * !

elvitegravir (EVG) 4‘ .

raltegravir (RAL)
Table columns show additional mutations found at each threshold of sensitivity
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Como es la biopsia liquida . con un analisis de sangre se buscan células cancerosas. Esmenos imvaskay mas ripida,
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Secuenciacion NGS: Exoma

EFICACIA
DIAGNOSTICA

RECIEN NACIDOS
sospechados de
tener un trastorno
monogénico

SECUENCIACION DE
% EXOMA
diagnosticos
correctos

o
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MicroArrays:

Es una superficie sdlida a la cual se une una coleccion de fragmentos de ADN. Se usan para analizar expresion diferencial de genes. Su
funcionamiento consiste en medir el nivel de hibridacién entre la sonda especifica, y su target, que se refleja comunmente mediante
analisisde imagenes de la intensidad de fluorescencia.

Make cDNA reverse transcript
Label cDNAs with fluorescent dyes

Principle of cDNA microarray

assay for gene expression
(after Gibson & Muse 2002)

Red = "up-regulation”
Green = "down-regulation”

Black = constitutive
expression

.lj :
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¢,Para informar - liberar un
resultado debemos conocer
algo mas?



Debemos conocer la composicion de un dato de Laboratorio...

Variabilidad
Pre-analitica

Resultado
de la
muestra

Variabilidad Bioldgica

Valor
verdadero

Imprecision

analitica

Bias Analitico
(No veracidad) MARIABILIDAD TOTAL/

ERROR TOTAL '“'
Artag
k_JI |Ldk_ﬁl
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¢, De que esta compuesto el Error Total?

Tipos de Error

=gge]
Sistematico

Error
Aleatorio

.

p

Caracteristica del

Desempeno

Exactitud

Precision

.

p

Expresion de la
Caracteristica del

Desempeno

Bias %/ Error %

Incertidumbre

CV %/ SD
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Control de Calidad:

Valor

Verdadero

= Error Total i N
admisible

+ Error Total
admisible

.
eritas

CIBIC + INDEAR




Controles de Calidad — Control de muestra:

Channel 1 Channel 2 Channel 3 Channel 4

12 hrHPV genotypes Individually Individually Internal cellular
as a pooled result detects HPV16 detects HPV18 control (B-globin)

M
Heritas

CIBIC + INDEAR




Validacién Técnica: )
‘ ~ ¥

s

El control interno debe haber amplificado. ‘J

[T

| e B

e

El control positivo debe haber amplificado. Su desempeno se debe
ajustar a los parametros establecidos.

El control negativo no debe presentar amplificacion.

(o
—ernas
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Validacion Clinica:

En este punto vuelven a ser importantes los aspectos Pre-analiticos, la informacion aportada por el medico
en la orden es fundamental para la validacion clinica.

Es necesario conocer el estado fisiolégico del paciente, sexo, edad, medicacion y adherencia ala mismay el
diagnostico. Ademas de util contar con lostest realizados sobre la misma muestra (ej: serologia,
citogenética, etc.).

El resultado obtenido debe concordar el estado del paciente al momento del realizar el estudio y para eso es
necesario cruzar toda la informacion disponible.

En caso de no tener informacion previa se deben realizar test reflejos para confirmar la validez de nuestro
resultado.

La validacion clinica es el paso masimportante en la generacion de resultados, ya que engloba los aspectos
pre-analiticos y analiticos, establecer criterios y el uso de test reflejos parala misma es indispensable para
conseguir buenas practicas en el laboratorio de analisis clinicos. "l



M odelo de informe:
El modelo de informe debe tener las siguientes caracteristicas:

a.Test realizado:
b.Tipo de muestra:
c.Resultado:
d.Observaciones:

Se debe dar informacion sobre el método utilizado para la obtencién del resultado, y de
ser necesario una aclaracion de que los resultados obtenidos deben ser interpretados en
funcion del estado fisiologico del paciente.

Ej: Tamizaje de HPV:

a.Tipo de muestra: (Hisopo, cepillo, semen)

b.HPV 16: (Detectable / No Detectable)

c.HPV 18: (Detectable / No Detectable)

d.Otros genotipos de alto riesgo: (Detectable / No Detectable) m
e.Observaciones:



M odelo de informe:
Deteccidn cualitativa del ADN del virus del papiloma humano.

El estudio esrealizado por medio de la plataforma Cobas 4800 (Roche) — Reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real.

Se amplifica laregién L1 del genoma de HPV.

El ensayo detecta los siguientes genotipos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 66)

Aclaracion: “Otros genotipos de alto riesgo” implica la deteccién de uno o mas de los
siguientes genotipos 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 66.

Nota: Los resultados obtenidos en este estudio deben interpretarse en conjunto con la
informacion clinico-ginecologica, histolégica, anatomopatoldgica y colposcopica del
paciente.



Interpretacion del resultado:
BRCA 1 y BCRA 2:

Descripcion genética:

En la paciente indicada se ha realizado un estudio molecular para el analisisde pequenas
deleciones/insercionesy mutaciones puntuales en la region codificante y los sitios de splicing (10
pb intrénicas flanqueantes) del gen BRCAT y del gen BRCA2 mediante secuenciacion masiva o
NGS (Next Generation Sequencing).

M etodologia:

1- Amplificacién mediante PCR de los exones codificantes, asi como de las regiones intronicas
flanqueantes tanto del gen BRCA1 como del gen BRCAZ2.

2- Preparacion de librerias.

3- Secuenciacién de las librerias.

4- Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas.

Resultados:
En las siguientes tablas se resumen los cambios detectados, con una cobertura mayor a 100x, en

todaslasregiones analizadas de los genes BRCA1 y BRCAZ2. Todos los cambiosidentificados
han sido contrastados con distintas bases de datos internacionales (BIC, NCBI, LOVD, HGMD):



Interpretacion del resultado:

Cambio Detectado* Cambio Detectado®
Gen Condicion RefSeq Proteing Referencia | Frecuencia de ol Condicién RefSeq Proteina ReiErEncis EZ‘:::;;E;::
. heterocigotos MIM*600185
MIM*113705 NM_007294.2 | NP_009225.1 NM_000058.3 | NP_000050.2
—— Heterocigosis c.865A>C p.Asn289Asp rs766173 10,90%
Homocigosis | ¢.2082C>T p.Ser694Ser rs1799949 39,90%
Heterocigosis | ¢.1365A>G p.Ser455Ser rs1801439 11,10%
Homocigosis | ¢.2311T>C | p.Leu771Leu rs16940 43,30%
Heterocigosis | ¢€.2229T>C p.His743His rs1801499 5,80%
Homocigosis | ¢.2612C>T p.Pro871Leu rs799917 45-45 8% BRCA2
BRCA1 Heterocigosis | ¢.2971A>G | p.Asn991Asp | rs1799944 6,20%
Homocigosis | ¢.3113A>G | p.Glu1038Gly rs16941 43,3-45%
Heterocigosis | ¢.3396A>G p.Lys1132Lys rs1801406 33,30%
i i 0,
HOImdEgoSE | e dBASARG i Ea (1820151 S GIETHE A1 Homocigosis | c4563A>G | p.Leut521leu| rs206075 2.60%
Homocigosis | c.4308T>C | p.Ser1436Ser | rs1060915 39,60% Homocigosis | c.6513G>C | p.Val2171Val 206076 5.30%
Homocigosis | ¢.4837A>T | p.Ser1613Cys | rs1799966 43,30% Heterocigosis | c.7242A>G | p.Ser2414Ser | rs1799955 38,80%
Interpretacion:

Mediante el andlisisdirecto de los genes BRCA1 y BRCAZ2, en la paciente indicada, no se ha
detectado ningun cambio claramente patogénico asociado con la susceptibilidad al cancer.

El cambio ¢.2971A>G (p.Asn991Asp) en el gen BRCA2, cuya frecuencia de heterocigotos ha
sido descrita, es considerada variante sin importancia clinica (BIC).

El resto de los cambios detectados son sinGnimos (no producen un cambio en la proteina) y/o han
sido descritos en un porcentaje considerable en poblacion control, por lo que se podrian
considerar cambios polimérficos sin ningun significado clinico, aunque esto queda abierto a nuevas
investigaciones sobre la susceptibilidad al cancer.



Interpretacion del resultado:

Conclusion:

La paciente no es portadora de cambios, ni en la secuencia analizada del gen
BRCA1 ni en la secuencia analizada del gen BRCA2, que estén claramente asociadoscon la
susceptibilidad al cancer.

Este resultado no permite confirmar ni descartar que exista una predisposicion familiar al cancer de mama.
Recomendaciones:

Este estudio no permite detectar grandes deleciones ni duplicaciones (5-10% de las mutaciones
en BRCA1 y un porcentaje algo menor en BRCA2), por lo que se recomienda su anélisis mediante
MLPA, en la paciente arriba indicada

Losresultados del presente estudio han de ser evaluadosteniendo en cuenta la clinicade la
paciente.

La paciente debe recibir consejo genético en una consulta especializada.



Muchas gracias.....
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