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Herramientas y tecnologias
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Eficacia + Eficiencia = Efectividad

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

* Eficiencia: Consiste en utilizar los recursos
adecuadamente.

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



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



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



¢ Como? H1N1

Excrecion del virus
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¢ Como?

Viremia
Fiebre
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-
Tecnologias aplicadas al estudio de biomarcadores moleculares

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

2. Aspectos Técnicos:
1. Extraccién de Acidos nucleicos

2. PCR/RT-PCR

3. Real time PCR
4. Secuenciacion
5. MLPA

6. Microarray

3. Aspectos analiticos:
1. Controles de calidad
2. Validacién técnica
3. Validacién clinica m

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



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.

3



-______________________________________________________________________________________________
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 otros implican la repeticion de la
solicitud analitica, dando como resultado un incremento de los costos y en ocasiones, incluso
un diagnodstico 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). il



En Biologia Molecular, los

acidos nucleicos son el analito.
(ADN — ARN)



e
Extraccion manual de Acidos Nucleicos:

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

1. Lisis de las células.
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2. Degradacion de la fraccion proteica asociada al ADN. E Eg - ii &5 l.g
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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.

S B s B
Kits comerciales: High Pure Template (Roche), Stool Mini Kit (Quiagen) I‘ .
Ej: CMV Cualitativo, CMV CV, EBV Cualitativo, EBV CV. —ertas
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Extraccion automatizada de Acidos nucleicos:

sistema de extraccidon 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.

Ej: 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.

Si calculamos la relacionA260/A280 podemos determinar si el ADN es mas o
menos puro:

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

Ej: NanoDrop (Thermo Scientific)



PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa:
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PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:
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PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa: SRS iy
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PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa:

EStUd'OTQ', Investigacion
de evolucion ¢
orense
Estudios de identidad Aislamiento

y filiacion / de genes
\

Monitorizacién de / Diagnésﬁico
terapias asociadas de infecciones

con el cancer

Mutagénesis dirigida Diagéstico
_ _ de enfermedades '“ '_ o
hereditarias y cancer —erntas

[ CIBIC + INDEAR ]



PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:

Platean

Area of Detection
For Real-Time PCR Linear

YVariable vield
Log [DNA] Exponential

Y

Traditional PCR

Fases de la PCR Detection

Cviele &

Una PCR ideal deberia ser altamente especifica, #*'r"
. e e willlote
sensible y de gran rendimiento.



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

qm RNA
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Reverse

Transcription
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Seminested — Nested PCR:

—
N Mested PCR
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Se aumenta la sensibilidad y la especificidad de la PCR.



Electroforesis en gel de agarosa (PCR punto final) :

Area of Deteetion Platean
For Real-Time PCR Linear
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Real time PCR:

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

dentro del mismo vial cerrado.
For Real-Time PCR Linear
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Existen dos métodos para la deteccion: 1- Metodos No Especificos. #_' s
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2- Métodos Especificos.



Real time PCR:

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



Real time PCR:

1.0E1

1.E0

Fluorescence (4:5.510)
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PCR Multiplex Real Time No Especifico :

Adenovirus Influenza A

Coronavirus NL63

RSV
Influenza A H1 2009

Enterovirus Rhinovirus

Parainfluenza 4

Coronavirus HKU1 Influenza B

Metapneumovirus




The FilmArray® Respiratory Panel 2 (RP2) Bacteria Parasites
Sample type: Nasopharyngeal Swab
Viruses Bacteria
Adenovirus Bordetella parapertussis Campy.‘nbacfpr ﬁgjunf, coli and Cryptosporidium Adenovirus F 40/41
gOFOHaV?rUS EEELSJ; g?;defega pertussis . ndupsag;;w.‘f B Cyclospora cayetanensis Astrovirus
oronavirus amyaia pneumoniae ostridium diffici noxin . . .
Coronavirus 229E Mycoplasma pneumoniae Plesiomonas shigelloides Entamoeba hmmﬁmc‘g Nnmullms GliGlI
Coronavirus OC43 2 1 1 ge Giardia lamblia Rotavirus A
Human Metapneumovirus Sa!n-alof?eﬂa - Sapovirus (I, II, IV and V)
:—h;lman RI;:nowrus/Enterowrus Yersinia enterocolitica
nfluenza L . - FilmArray®
Influenza A/H1 Vibrio (parahaemolyticus, vulnificus and cholerae) Gl Panel BI o$ FIRE
Influenza A/H1-2009 Virio choleras
:”I:Uenza g\/"'3 97 1 (y Diarrheagenic E. coli/Shigella Run
n en a - - e I n < T
e : 0 Enteroaggregative E. coli (EAEC) e e
Parainfluenza Virus 1 ens'tl‘“t * Detected:  Enteroaggregative E. ool (EAEC) Controls: Passed
Parainfluenza Virus 2 y Enteropathogenic E. coli (EPEC) L ShigelaEntercinvasive E. ool (EIEC)
gara!ﬂﬂueﬂza Vs 8 99 3% Enterotoxigenic E. coli (ETEC) It/st Resul
araintiuenza VvVirus | | . . . . .
Respiratory Syncytial Virus Sp ecificity' Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) stx1/stx2 EEEEEE W%emm
E. coli 0157 Mot Detected smmmmm
. - . . Mot Detected Vibrio
Shigella/lEnteroinvasive E. coli (EIEC) ot Detected Vibrio cholerae
Mot Detected Yerzinia enferocolifica
- ® B “gw "gw .f" ic E. coli'Shigella
FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel e
Mot Detected Enterotoxigenic E. coli (ETEC) bt
Not Detested Shiga-like toxin-producing E. cali (STEG) afct/stx2
@ i NiA _E.oo.ﬁ0157. . )
1 Test. 14 Targets. All in about an hour. f Deteset ShgelsEnersnsie £ col (EEC)
_ Not Dot Crecaporscoytanensi
Viruses Fungi oot Exros o
Mot Detected Adenovirus F 40/41 vrees
Not Detected Astrovirus
Mot Detected Morovirus GIGI
Escherichia coli K1 Cytomegalovirus (CMV) Cryptococcus neoformans/gattii Nt Deterted P
Haemophilus influenzae Enterovirus
Listeria monocytogenes Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
Neisseria meningitidis Herpes simplex virus 2 (HSV-2)
Streptococcus agalactiae Human herpesvirus 6 (HHV-6) l
Streptococcus pneumoniae 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.

Utllizan sondas de secuencia
conocida para realizar la deteccic’)*n.



Real time PCR: meétodos especificos - TagMan

TagMan probe
Fluorophore ..—.. Quencher
Forward primer
— @ P
2 — Tagman™ probe Fluaraphare
! ! Reverse primer ;
Specific binding of probe

Extension during PCR
— e —— — —) .-T. hpmr G’Uﬂ'ﬁtl‘rﬂr

\ﬁj&'ﬂ ”
Probe displacement F'.;‘HW:'-":I-

-y
......

and cleavage :':'."l‘ . i . u
— — — — —— —.:) \... —_—— w;- .
[

PCR product
o . M

- -+ -
—Ertas

CIBIC + INDEAR




PCR Multiplex Real Time Especifico :

25+

HPV 16 +

HPV 18 +
[Type 16/18 Positive] — _

2ASC-US

Cumulative incidence rate (%)

i | — (Eswes) — ([
HPV + Screening

- HPV - \NlLM

45 150 270 390 510 630 750 87.0 99.0 111.0 1195

Follow-up time (months)

Channel 1 Channel 2 Channel 3 Channel 4

[ Negative ]

b

12 hrHPV genotypes Individually Individually Internal cellular 4‘ \_J
as a pooled result detects HPV16 detects HPV18 control (B-globin) b

L
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Real time PCR: metodos especificos - Probes

Quencher

mRNA Target

LightCycler™ Probes 2 Fluorecceine

Rad &40
Flucrophora  Flucrophore Ked 705
dorer el ey
F
Qligo Proba 1 CAiga Probs 2
Foremard *'
i - T & Z
' —eritas
- RG]
Ranreras Orec
prirmer CIBIC + INDEAR
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Fluorescence
Andlisis de mutaciones y polimorfismos utilizando Curvas de Disociacion: e . WL

e WE MUt
S Mutf/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 >
Temperature
. -dF/dT
i ~. W
. WWHMuUt

S Mut/Mut

>

Temperature



¢Como se cuantifica en
la PCR Tiempo Real?

A través de STD o por medio de

un gen de expresion e

constitutiva. N



Cuantificacion Absoluta

Relative Quantification

Relative Copy Number = eff &~ ~ 25
S c Tt c R aranda
w i
L
=
i
L]
H
o oo o » - =
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Cuantificacion Lelativa £
AC -
100 - 1,000,000 40 - Cycle Number (C)
i 100,000 %
= — 10,000 = 39 I
O
8 1,000 =
2 50 |- 100 S 30 |
— il o
= b 2
i B 1 £
l._
0 ____0__threshold 20
| | | | | | l i { m l
10 20 30 40 50 60 100 102 10* 108 4( PN
Thermal Cycles DNA template (copy numbers) TI ‘ LC { =
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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 terminacién especifica.

Anwutorradio grafia resultante]

T GAGAGGEG G A T CAAaT T O TG TGS GATAASTC CAGT
T GAGAGGG G A AT C AT T OC TG TG A A GAaT A TOC CAas
T GAGAGGG G A T C AT T O TG TG AACGAT ST O O
—_— T A ACEG G, AT A AT T O TG TG A GATAATOC O

—_— T GAGAGCEG G A AT AT T O TS TGS GAT A TO

T GAGAGGGEG G A AT CAAaT T O TG TG AU GAT ST
TCGAGAGGEG G T CAAT T OC TG TG AU GAT Su™

T GAGAGGEG G A AT C AT T OC TG TG AU GAa T

T GAGAGGG G A AT O AT T OC TG TGS GAT

T GAGAGCGG G AT CAAT T OC TG TG AT G

TCGAGAGGEG G AT CAATTOC TG TG AAC G

TCGAGAGGG G T CAATT O TGE TGS
TCGAGAGGEG G A AT CAaAaTT OCTGE TG A
TCGAGAGEG G AT CAAaTTOCTGE TG
TCGAGAGGG G A AT CAATTCTST
TCGAGAGGG G AT CAaAaTTOCTGE
TCGAGAGGG G, T CAATTOCT

—_— T CGAGAGGEGASAS T O TTC
TCGAGAGGG G AT OASATT

TCGAGAG G GASn T OAaT

TCGAGAG G GASUn T Clu™

TCGAGAG GGt T O

— T GAGAGCGEGAamaTC

TCGAGAG G GAsmun T

TCGAGAGE G Gausmu™

TCGAGAG G G 0™

TCGAGAG G G

TCGAGAGG S

TCGAGAGGE

TCGAGAG

TCGAG”
TCGAG
TC G~ '
TC S

IC ArtAa
v —artas
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Secuenciacion por método enzimatico automatizado:

Secuenciacion en electroforesis capilar: En la actualidad la reaccién de secuenciacién se basa en una modificacion de la PCR con
dideoxinucledtidos marcados con fluoroforos y se resuelve mediante una electroforesis capilar.

Ll
=" 3

fragments
dideoxynucleatides

g 4
o P}* i — &
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Secuenciacion:;

|| Antiretroviral Therapy

Pre-Treatment Initial Response Adherence Problems

Q00Q0C

Q000 O

Q00O

O XK XO O
QOO0 CXC]
Q@@ wild Type HIV
Q@@@ Resistant HIV

"
4‘{/,\,'_{ ;)
clas
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Genética forense:
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Secuenciacion NGS (Next Generation Sequencing):

]

SECUENCIACION POBLACIONAL

=
00® f.ﬁ ...PQIYMDDHTRE...
LN
SECUENCIACION NGS
o ...PQIYMDDHTRE...
® -9 P ...PQIYVDDHTRE...
2o® ® ...PQIYMDDHTRE...
X A & ..PQIYMDDHTRE....
0% @ ...PQIYMDDHTRE...
ps ..PQIYMDDHTRE... b

o
DTAO
4‘@[ 1aS
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Secuenciacion NGS:

NRTI
lamivudine (3TC)
abacavir (ABC) M184V
Zidovudine (AZT) M184v
stavudine (D4T) M184v
didanosine (DD} M184v
emifciabie (F10) I I O
tenafovir (TDF) M184V
NNRTI

efavirenz (EFV)
efravirine (ETR)
nevirapine (NVP)
rilpivirine {RPV)

Pl

atazanavirm (ATVIT)
darunavint (DRVIT)
fosamprenavirt (FPYIT)
indinavir/r (ICWIT)
lopimavirr (LPYIT)
nelfinavir (MFY)
saquinavinT (SQAVIT)
tipranavir (TPVT)

INSTI
dolutegravir (DTG) * 0

elvitegravir (EV(3) 4( PR

raltegravir (RAL) Ar
Table columns show additional mutations found at each threshold of sensitivity
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Como es la biﬂpﬁia liquida . con un analisis desangre se buscan células cancerosas. Esmenos imvaskvay mas ripida.
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Secuenciacion NGS: Exoma

EFICACIA
DIAGNOSTICA

RECIEN NACIDOS
sospechados de
tener un trastorno
monogénico

SECUENCIACION DE
% EXOMA
diagnosticos
correctos

W
& -+ -~
—Ertas
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-
MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification :

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

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X FPOCR primer seqgquence Y

h R Stuffosr Sequence

Hybridization sequence (ferft) Hybridization seguence {(right)

hM

=2. Ligation

S. PCR withh universal primers X and Y
exponential amphification of igated prob-== only

4. Fragment analvsis *

|
| AT
h'l ” [l J__l,‘,l, AiMaps sl e baaaaad | #_ L
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MicroArrays:

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

Make cDNA reverse transcript
Label cDNAs with flucrescent dyes

Control  Experimental Principle of cDNA microarray

assay for gene expression

%}’*‘%‘& &'3;’;% (after Gibson & Muse 2002)

Red = "up-regulation”

Green = "down-regulation”

Black = constitutive
expression

.lj '
—erntas
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¢Para informar - liberar un
resultado debemos conocer
algo mas?



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

o Variabilidad
Pre-analitica
Resultado Valor e e
dela verdadero Variabilidad Bioldgica
muestra
Imprecision
analitica
Bias Analitico \
(No veracidad) ARIABILIDAD TOTAL /
ERROR TOTAL '“'

- -+ -
—Ertas
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¢ De que esta compuesto el Error Total?

Tipos de Error

Error
Sistematico

Error
Aleatorio

B

/

Caracteristica del

Desempeio

Exactitud

Precision

B

/

Expresion de la
Caracteristica del

Desempeno

Incertidumbre

CV % /SD

Bias % / Error %
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Control de Calidad:

Valor I Media
Verdadero

- Error Total / N\
admisible

+ Error Total
admisible

Ui

Héritas
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Controles de Calidad — Control de muestra:

Channel 1 Channel 2 Channel 3 m

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

Herites
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Validacion Técnica:
. = & X

i

——

El control interno debe haber amplificado. ‘J

—— ——

———

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

El control negativo no debe presentar amplificacion.

.Ij '
—erntas
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Validacion Clinica:

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

Es necesario conocer el estado fisioldgico del paciente, sexo, edad, medicacion y adherencia a la mismay el
diagnostico. Ademas de util contar con los test 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 informacidn 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 mas importante en la generacion de resultados, ya que engloba los aspectos
pre-analiticos y analiticos, establecer criterios y el uso de test reflejos para la misma es indispensable para
conseguir buenas practicas en el laboratorio de analisis clinicos. ﬂ



Modelo de informe:
El modelo de informe debe tener las siguientes caracteristicas:

a. Testrealizado:
b. Tipo de muestra:
c. Resultado:

d. Observaciones:

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

Ej: Tamizaje de HPV:

Tipo de muestra: (Hisopo, cepillo, semen)

HPV 16: (Detectable / No Detectable)

HPV 18: (Detectable / No Detectable)

Otros genotipos de alto riesgo: (Detectable / No Detectable) '“
Observaciones:

®oo T



Modelo de informe:
Deteccidn cualitativa del ADN del virus del papiloma humano.

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

Se amplifica la region 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 deteccidon 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, histoldgica, anatomopatoldgica y colposcopica del
paciente.



Interpretacion del resultado:
BRCA 1y BCRA 2:
Descripcion genética:

En la paciente indicada se ha realizado un estudio molecular para el analisis de pequefas
deleciones/inserciones y mutaciones puntuales en la regién codificante y los sitios de splicing (10
pb intrdnicas flanqueantes) del gen BRCA1 y del gen BRCA2 mediante secuenciacion masiva o
NGS (Next Generation Sequencing).

Metodologia:

1- Amplificacion mediante PCR de los exones codificantes, asi como de las regiones intronicas
flanqueantes tanto del gen BRCA1 como del gen BRCA2.

2- Preparacion de librerias.

3- Secuenciacidén 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

todas las regiones analizadas de los genes BRCA1 y BRCA2. Todos los cambios identificados
han sido contrastados con distintas bases de datos internacionales (BIC, NCBI, LOVD, HGMD):



Interpretacion del resultado:

Cambio Detectado*

Cambio Detectado®
Gen Condicion RefSeq Proteina Referencia | Frecuencia de
. heterocigotos
MIM*113705 NM_007294.2 | NP_009225.1
Homocigosis | ¢.2082C>T p.Seré94Ser rs1799949 39,90%
Homocigosis | ¢2311T>C | p.Leu771Leu rs16940 43,30%
Homocigosis | ¢.2612C>T p.Pro871Leu rs799917 45-45,8%
BRCA1 —
Homocigosis | ¢.3113A>G | p.Glu1038Gly rs16941 43,3-45%
Homocigosis | €.3548A>G | p.Lys1183Arg rs16942 41,10%
Homocigosis | c.4308T>C p-Ser1436Ser rs1060915 39,60%
Homocigosis | ¢4837A>T | p.Ser1613Cys | rs1799966 43,30%
Interpretacion:

Mediante el analisis directo de los genes BRCA1 y BRCA2, en la paciente indicada, no se ha
detectado ningln cambio claramente patogénico asociado con la susceptibilidad al cancer.

Gen Condicién RefSeq Proteina Referencia | Frecuencia de
. heterocigotos
MIM*600185 NM_000059.3 | NP_000050.2
Heterocigosis c.865A>C p-Asn289Asp rs766173 10,90%
Heterocigosis | c¢.1365A>G p.Ser455Ser rs1801439 11,10%
Heterocigosis | ¢.2229T>C p.-His743His rs1801499 5,80%
BRCA2
Heterocigosis | ¢.2971A>G | p.Asn991Asp | rs1799944 6,20%
Heterocigosis | ¢.3396A>G p.Lys1132Lys rs1801406 33,30%
Homocigosis c.4563A>G | p.Leu1521Leu rs206075 2,60%
Homocigosis | ¢.6513G>C p.Val2171Val rs206076 5,30%
Heterocigosis | ¢.7242A>G p.Ser2414Ser rs1799955 38,80%

El cambio ¢c.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 sinébnimos (no producen un cambio en la proteina) y/o han

sido descritos en un porcentaje considerable en poblacidon control, por lo que se podrian

considerar cambios polimarficos sin ningun significado clinico, aungque 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 asociados con la
susceptibilidad al cancer.

Este resultado no permite confirmar ni descartar que exista una predisposicion familiar al cdncer 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 analisis mediante
MLPA, en la paciente arriba indicada

Los resultados del presente estudio han de ser evaluados teniendo en cuenta la clinica de Ia
paciente.

La paciente debe recibir consejo genético en una consulta especializada.



Muchas gracias.....
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