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




b
~o1@s  Eficacia + Eficiencia = Efectividad

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

e Eficiencia: Consiste en utilizar los recursos
adecuadamente.

* Efectividad: Cumplir con los objetivos planteados
utilizando la menor cantidad de recursos posibles.
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ARN del SARS-CoV-2
y antigeno

" Anticuerpos IgM
B Anticuerpos IgG

Incubacién Debilitamiento Convalecencia
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El paciente empieza a
recuperarse:

Estadio asintomatico

La IgG permanece
en la sangre
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Historia natural de la infeccion por VPH
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Diagnosis, Pretreament
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iEntonces!...é¢ Por qué se han
desarrollado tantas
herramientas para realizar
diagnosticos utilizando la
biologia molecular?
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Porque introducen un

cambio positivo en la vida de
los pacientes.




,“ ‘ Tecnologias aplicadas al estudio de biomarcadores moleculares 9 o
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1. Aspectos Pre-analiticos

2. Aspectos Técnicos:

1. Extraccidn de Acidos nucleicos
PCR / RT-PCR / NESTED PCR
Real time PCR
Secuenciacion Sanger
NGS

ke wnN

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

4. Aspectos Post- analiticos:

1. Modelo de informe
2. Interpretacion del resultado
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Entre un 40 % y un 70 % de los errores cometidos en un laboratorio clinico se
originan en esta etapa.

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.

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.
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En Biologia Molecular, los

acidos nucleicos son el analito.
(ADN — ARN)




'“ Aspectos técnicos: Extraccion de acidos nucleicos. S
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Extraccion manual de Acidos Nucleicos:

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

1.Lisis de las células.

2.Degradacion de la fraccion proteica asociada al ADN. Ea EF YT . lg
A &= 'R & E—E :
3.Purificacion. Consta de 3 fases: E gé EE EE h =) EH

AN
o

a. Precipitacion.

ST 8 T
° AN
et
o (N

-
2 n-x
: oy
m—

a. Lavado del pellet

d. RecuperaC|én. 19 20 21 22 v X



'“ Aspectos técnicos: Extraccion de acidos nucleicos. SR
—eritas -

(&) o
Medicha de procision Extraccidon semi-automatizada de Acidos Nucleicos:

& Q
CROSA

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)




'“ Aspectos técnicos: Extraccion de acidos nucleicos. oy
" II
Nz Extraccion automatizada de Acidos nucleicos: j
Hortas \
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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.

Ej: MagNA Pure (Roche)




0 ' PCR - Reaccidn en cadena de la polimerasa:
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Free nucleotides

s\ 12,
/-'.“
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/kl |

DNA polymerase

0

".

Original Helicase
template
BN Ap-l ) Lagging _-b

strand
Replication

alll
- Adenine i

a=x Thymine
e Cytosine
ammx Guanine DNA polymerase

771
0. .

Original (template) DNA strand

Kary Mullis



PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa: -

l“l I

L A7 Lamm
Heﬂtas nucleotide 5' I 3 ~
Medicina de precision / hydrogen j T —" 3 s \ H

bond . [

_ 5" I -

5’—3'/ 0 ('3
p— o Denaturation e Annealing e Elongation e o
N\ 9 3)
\ 3 - -
~ N — —

DNA primer ' I

'Y ~ .
original DNA 5 ¥
to be replicated 3’ el
~ 0

|

~N
Desnaturacion Desnaturacion

100

94 °C Extension / 94 °C
f, 72 oC

50-60°C
Anillaje

Temperatura

Tiempo




'“ PCR - Reaccidn en cadena de la polimerasa:
0
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Platean

Area of Detection
For Real-Time PCR Linear

Yariable vield
Log [DNA] Exponential

Y

Traditional PCR

Fases de la PCR Detection

Una PCR ideal deberia ser altamente especifica,
sensible y de gran rendimiento.
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Nota introductoria

«Bericht iiber meine mit Universitits- Jubiliums-
Reisestipendium unternommene Reise nach Paris
und Berliny

Primera edicion

(1886
1956

Fecha de redaccion.)
Int. ]. Psycho-Anal., 37, n” 1, pdgs. 2-7. Traduccién
de James Strachey.

Edicién en alemain

1960 J. y R. Gicklhorn,

Laufbabn im Lichte der Dokumente,

Sigmund Freuds akademi-
Viena,

Traduccion en castellano *
1956 «Informe sobre mis estudios en Paris y Berlin,
realizados con la ayuda de una beca de vis
ccd|d1 por ¢l Fondo de Jubileo univ

13, n? 3, pdgs. 256-65. Traduccion de Ludovico
Roscmlml.

El informe con que comienzan, apropiadamente, estas
Obras completas es el relato de un hecho histérico —el
desplazamiento del interés cientifico de Freud de la neuro-
logia a la psicologia— narrado por su protagonista cn la
misma €poca en que sucedio.

Las circunstancias en que Freud obtuvo, en 1885, una
beca de viaje de la Universidad de Viena han sido relatadas
en detalle por Ernest Jones (1953, pdgs. 82-4). La subven-

= {Cf. la «
xxviii y n. 6.}

Advertencia sobre la cdicién en castellanos, supra, pig
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'“. PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa:
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35 - 60 Ciclos

- 100 — Desnaturacion Desnaturacion
S ension / 94 °C
© ';‘l 72C
P /
2 W 50-60°C
E Anillaje
2

0

Tiempo




'“ PCR - Reaccidn en cadena de la polimerasa:
0

it 3 K
Sifitets

] -~
A
nucleotide /i_-: \ . e 14
- S — N~ Amplicon = producto de la amplificacion
5’ I 3 1 7
Ll 0 o por Métodos Moleculares de un fragmento
§ , Denaturation Annealing Elongation
w0 ® ° S 3 de ADN o ARN.
N ¥ — — -~
™~ DNA primer \ ¥ I -_
original DNA 5 3
to be replicated 3 I -
NE B
~N

TAMANO: TEMPERATURA DE MELTING: SECUENCIA:

bp M C-

+

S ORI WRITIR || = OGRS TR e ORI TTCCACACAACATACGAGBCCGEG AAG

B 5 B - 141 150 16
g 135
’5‘ A00 g w 1 |
8 g 105 -
§ 200- g 90 -
g § 7s-
200 [T
A3
E 0.0 < %’ 30
8 13
140 bp 00 00~
11111 L T T T 1 T 1] 1] 1 1] T 1
X 72 M % 78 80 B2 BA 86 B 0 92 7072 M W MW B2 BAEG B 00 2 M

Termperatre (°C) Ternperatre (°C)




RT - PCR — Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa:
l“l
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qm RNA

C—3 FProimer

Reverse
Transcription

AAA CDODONA

Aamplified
DMNA




'“ Nested PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa: o
0

e “ Ilﬁ
m\f@ Qﬁ@@% — &@@p&‘
-~ Mested PCR
—
=
—
<
e
Semi-Mested PCR
-~
OR
—
~

Se aumenta la sensibilidad y la especificidad de la PCR.
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,“" Electroforesis en gel de agarosa (PCR punto final) :
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Fases de la PCR
Platean

Linear

Los procesos de amplificacion y deteccion A
ocurren desfasados. |

Variable vield
Log [DNA] Exponential

GEL DE AGAROSA

Traditional PCR
Dhetection

Fuente de

e - ﬁ&*ﬁ. e

Cyvele o

[ Pesar Agarosa ]

una técnica que se emplea
para separar los acidos
nucleicos y las proteinas
en funcién del tamafo, la
carga eléctricay otras
propiedades fisicas

ChemiDoc |
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' AZFa deletion = 0.8 Mb

: I

. . UsPSY  DDX3Y.
eﬂ aS PCR Multiplex punto final : ¥
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SRY ™, sY84 L0 27 cyasy

sY134 sy255

€3 8¢ EE  Egf 3;SEEsEs Eg ey = 833y ¢
=

W RS T 8§83 YsEFzF i :- ° 5 &33§ 8§
oS e o 2

1 2 3 4 PNM12 349PNMI12 3 4 PN
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La real time PCR es cinética: LOS procesos de amplificacion y deteccion ocurren

Fluorescencia

Real time PCR:

dentro del mismo vial cerrado.

Plateau

/‘."‘-‘,‘
~ Tty
2 - Area of Deteetion Plateau
/.' g //’ For Real-Time PCR o
Fa S e Yariable vield
logaritmica mail
Traditional PCR
Detection
CT (CP) L EE E TET ] U TEE T EEE T e
U MBRAKA L «a: Fases de la PCR
- %
gl oy o o s
%] 18 27 36 45

Numero de ciclos

Existen dos métodos para la deteccion: 1- Métodos No Especificos.
2- Métodos Especificos.
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Real time PCR:

Los meétodos no especificos se basan en
el uso de moléculas intercalantes que
tienen afinidad por el ADN de doble cadena
y que al ser oxidados generan una senal
fluorescente (SYBR).
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The FilmArray® Respiratory Panel 2 (RP2)

Sample type: Nasopharyngeal Swab

Viruses Bacteria

Adenovirus Bordetella parapertussis
Coronavirus HKU1 Bordetella pertussis
Coronavirus NL63 Chlamydia pneumoniae
Coronavirus 229E Mycoplasma pneumoniae
Coronavirus 0C43

Human Metapneumovirus

Human Rhinovirus/Enterovirus

Influenza A

Influenza A/H1

Influenza A/H1-2009

Influenza A/H3

Influenza B

Parainfluenza Virus 1

Parainfluenza Virus 2

Parainfluenza Virus 3

Parainfluenza Virus 4

Respiratory Syncytial Virus

FilmArray® Meningitis/Encephalitis Panel

1 Test. 14 Targets. All in about an hour.

Viruses
Escherichia coli K1 Cytomegalovirus (CMV)
Haemophilus influenzae Enterovirus
Listeria monocytogenes Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
Neisseria meningitidis Herpes simplex virus 2 (HSV-2)

Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae

Human herpesvirus 6 (HHV-6)
Human parechovirus
Varicella zoster virus (VZV)

211

97.1%

Sensitivity’

99.3%

Specificity’

Bacteria

Campylobacter (fejuni, coli and
upsaliensis)

Clostridium difficile (toxin A/B)

FPlesiomonas shigelfoides

Salmonella

Yersinia enterocolitica

Vibrio (parahaemaolyticus, vulnificus and cholerae)
Vibrio cholerae

Diarrheagenic E. coli/'Shigella

Enteroaggregative E. coli (EAEC)

Enteropathogenic E. coli (EPEC)

Enterotoxigenic E. coli (ETEC) It/st

Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) stx1/stx2
E. coli 0157

Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC)

Parasites

Cryptosporidium
Cyclospora cayetanensis
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia

Adenovirus F 40/41
Astrovirus
Norovirus GI/GII
Rotavirus A

Sapovirus (I, I, IV and V)

FilmArray®

BIO$FIRE

Gl Panel
wirw. BloFireDu.com
Run Summary
Sample ID: 4873848 Run Date: 08 Apr 2018
10:51 AM
Detected: Enteroaggregative E. coli [EAEC) Controls: Passed
ShigellaEntersinvasive E. coli [EIEC)
Result Summary
Bacteria
Mot Detected Campylobacter
Not Detected Cloatridium difficile toxin A/B
Not Detected Pieciomonas shigeloides
Not Detected Salmonelia
Not Detected Vibrio
Not Detected Vibrio cholerae
Not Detected Yereinia enterocalifica
Diarrheagenic E. coli'Shigella
o Detected Enteroaggregafive E. colf (EAEC)
Not Detected Enteropathogenic E. cofi (EPEC)
Not Detected Enterotoxigenic E. coli (ETEC) it
Not Detected Shiga-like toxin-producing E. coli {STEC) shei/ate2
5 NA E. ool 0157
4 Detected Shigella/Entercinvasive E. coli (EIEC)
Parasites
Not Detected Cryplozporidium
Not Detected Cycloapora cayetanensis
Not Detected Entamoeba histofyfica
Not Detected Giardia lamblia
Viruses
Not Detected Adenovirus F 40041
Mot Detected Astrovirus
Not Detected Norovirus GIGI
Mot Detected Ratavirus A
Not Detected Sapovirus
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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

ofgﬁe
oy
il
\%osp&/
b o104
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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 deteccion.




H-'lll- Real time PCR: métodos especificos - TaqMan
ortas
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TagMan probe

Fluorophore ..—.. Quencher

Forward primer
o @
A — Tagman™ probe Fluorephore

! ! Reverse primer ke |

Specific binding of probe

Extension during PCR Raporie
— e — —) .-T-. r G’Ll'ﬂ'btl"rﬂl'

SNP site

Probe displacement P
and cleavage o

)

PCR product




PCR Multiplex Real Time Especifico :

Channel 1 Channel 2 Channel 3 Channel 4

12 hrHPV genotypes
as a pooled result

Heﬂtas
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Individually
detects HPV16

Individually
detects HPV18

HPV 16 +

¥ ._-,'-/'._

ﬁ*:i‘

\
el

Internal cellular
control (B-globin)

(Type 16118 Positive] —————> (CoIpoSEopY

Asc-us

T ey ) — (s —
Screening
\NILM

Cumulative incidence rate (%)

99.0 111.0 119.5

Follow-up time (months)

Negative
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) Q
L RO

|Quencher FRET Quencher
3 Donor Dye m Acceptor Dye :
mRNA Target
LightCycler™ Probes B e

Rad 540

Flugrophera Flucrophors Red 705

dorer oCCHERkT

M w F
g Prokss 1 Chigo Proks 2

DA Targst



Fluorescence

Analisis de mutaciones y polimorfismos utilizando Curvas de Disociacion: e ~. WHWwWt

e WE MUt
S MutfMut

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 >
TEeEmperature
-dF/dT
i . WL
. WWEMut
S MutfMut
g

Temperature
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= ¢Como se cuantifica en

la PCR Tiempo Real?

A través de STD o por medio de
un gen de expresion
constitutiva.
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Vs Relative Quantification

Relative Copy NMumber = eff ©~ ~ 2%

C Tost C Referance

Cuantificacion Lelativa

L1 B
=
i
[ ]
La
v
]
100 1,000,000 40 u_::
- 100,000 %
o — 10,000 > 35 |-
O
8 1,000 -
2 50 100 E 30 +
o= 10
s ) Cycle Number (C)
= = 1 e 25
|_
0 ____0__threshold 20
| | | | | | L i 1 i
10 20 30 40 50 60 100 102 10* 108

Thermal Cycles DNA template (copy numbers)




a' . Secuenciacion por método enzimatico:

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

Autorradio grafia resultante]

T GAGAGGEG G A T C AT T O TG TG A GAaTAARTC CAaGT
TG AGAGEG G A AT C AT T OC TG TGS A GAaTASATC CAaG
T GAGAGGG G T A AT T O TG TG AU GAT ST O O
—_— T GAGGAGCEG G A AT CAAT T O TG TG A GAT A TC O

— T GAGCGAGCEG G A AT CAaAaT T O TS TGS GAaT AATO

T GAGAGCGEG G AT CAAT T O TG TG AU GAaT ST

T GAGAGGEG G A T CAAT T OC TG TGS GAT S0

T GGAGAGGGEG G A AT AT T O TG TG AAUC GAT =

T GAGAGEG G A AaAa T CAaAaTT OCTGE TG ASCGAT
TCGAGAGGEG G AT CAAT T OC TG TG AT G
TCGAGAGEG G AT CAATTOC TG TG G

TCEGAGAGGG G Ao AT CAaAaTT O TG TG A0
TCEGAGAGGGG G A AT CAaAaTT O TG TG~
TCGAGAGGEG G AT CAATTOCTGE TG
TCGAGAGGG G T CAATTCTST
TCGAGAGGG G AT OAaAaTTOCTGE
TCGAGAGGG G AT CAATTOCT
—_— T GAGAGGE G T A TTC
TCGAGAGGG G AT OAATT
TCGAGAGG G T OaAT
TCGAGAG G GAmun T Cau™
TCGAGAG G G T T
— T GAGAGGEGASATC
TCGAGAG G G0 T

TCOCGAGAGE G GAumu™
TCGAGAG G G 0™
TCGAGAG G G

TCGAGAGG G
TCGAGAGS

TCGAGAG
TCGAG"
TCGAG
TC G~
TC G




* ' Secuenciacion por método enzimatico automatizado:

/ ' . LY 4 . . . . 7 . . 7
Hemtag Secuenciacion en electroforesis capilar: En la actualidad la reaccion de secuenciacion se basa en una
Vedonade precision - modificacidn de la PCR con dideoxinucledtidos marcados con fluordforos y se resuelve
mediante una electroforesis capilar.

capillary
electrophoresis
tube

N

larger
fragments

G|
(
G |

dideoxynucleatices

smaller
fragments

é\

< |[|lHNEENEEENEEE
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Secuenciacion:

Il Antiretroviral Therapy

Pre-Treatment Initial Response Adherence Problems

00 a0

QOO QO

Q000 @

QOO @0O @)
Q000 @ OO
Q@@@ Wild Type HIV
Q@ @@ Resistant HIV




'“i Secuenciacion NGS (Next Generation Sequencing):

Heﬂtas SECUENCIACION POBLACIONAL
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' " Secuenciacion NGS:
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NRTI
l[amivudine (3TC)
abacavir (ABC) M184Y
Zidovudine (AZT) M184V
stavudine (D4T) M184V
didanosine (DDI) M184V
emiicitabine (FTC) wsev 1 ]
tenofovir (TDF) M184v
NNRTI

efavirenz (EFY)
etravirine (ETR)
nevirapine (NVF)
rilpivirine {RPY)

Pl

atazanavir (ATVIT)
darunavint (DRVIT)
fosamprenavint (FPVIT)
indinavir/r (ICVIT)
lopinavir/r (LPIT)
nelfinavir (NFY)
saquinavirT (SCWVIT)
tipranavirr (TPVITr)
INSTI

dolutegravir (DTG)
elvitegravir (EVG)
raltegravir (RAL)

Table columns show additional mutations found at each threshold of sensitivity
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¢Para informar - liberar un

resultado debemos conocer
algo mas?
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. Variabilidad
Pre-analitica
Resultado Valor e e s
dela — verdadero Variabilidad Biolodgica
muestra

Imprecisidn analitica (CV%)

|

Bias Analitico
(SESGO) MARIABILIDAD TOTAL /

ERROR TOTAL

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




N

Hortas

Medicina de precision

= Error Total
admisible

Verdadero

IMPRECISION

+ Error Total
admisible
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Validacion Técnica:

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

El control interno debe haber amplificado.

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

El control negativo no debe presentar amplificacion.



,“ 0 Validacion Clinica: ff
Hértas | o L

Veoorae oo Eneste 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 fisiologico del paciente, sexo, edad, medicacion y
adherencia a la misma y 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 informacion disponible.

En caso de no tener informaciodn 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.



N

Hortas

Medicina de precision

ovo M%
Modelo de informe: I

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 obtencion del resultado, y de
ser necesario una aclaracion de que los resultados obtenidos deben ser interpretados en
funcion del estado fisioldgico 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)
e.Observaciones:
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Interpretacion del resultado: "
\Rosb?'\
Deteccidn cualitativa del ADN del virus del papiloma humano.

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

Se amplifica la regién 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, histologica, anatomopatoldgica y colposcopica del
paciente.
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iMuchas gracias!

ezubillaga@cibic.com.ar
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