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Organización de la labor bioquímica en el 
laboratorio de genética y genómica:
• Fase pre-analítica:  incluye todos los procesos desde la solicitud del 

análisis por parte del médico, hasta el procesamiento de la muestra.

• Fase analítica: abarca todos los procedimientos relacionados 
directamente con el procesamiento de la muestra.

• Fase post-analítica: comprende los procesos de interpretación del 
resultado y su validación, elaboración y emisión del informe. 
Consultas y pedidos posteriores. 



Fase preanalítica:

• Recepción, análisis e interpretación de las órdenes médicas.

• Asesoramiento, presupuesto de estudio, autorizaciones, 
coordinar turno.

• Entrevista con el paciente: Explicar el proceso, aliviar dudas, 
firma del consentimiento informado. 

• Toma de muestra y seguimiento.



¿Por qué organizamos una consulta con el 
paciente antes de la toma de la muestra?

• Muchos pacientes no tienen consulta previa con un médico genetista antes 
de acudir a una prueba genética. 

• Se genera un ambiente donde el paciente puede compartir sus dudas y 
preocupaciones al respecto del estudio solicitado.

• Se brinda la seguridad que el resultado va a ser confidencial y protegido.

• Se explican los alcances y limitaciones del procedimiento.



Rol de las habilidades blandas en la consulta:

• Las habilidades blandas, en inglés “soft skills” son aptitudes y 
competencias interpersonales que permiten a una persona 
desenvolverse en un entorno sin necesidad de conocimientos 
técnicos previos.

• Son rasgos de la personalidad que facilitan la interacción social, 
el desarrollo personal y profesional, y la ejecución de tareas.



Ejemplos de habilidades blandas en la 
consulta:
• Mostrarse con buen humor

• Ponerse en el lugar de ellos, lo más cercano que podamos.

• Evitar preguntas incómodas, por ejemplo “¿Todo bien?”, “¿Cómo estás?”

• No forzar la mano: la información que obtenemos es la 
que el paciente está dispuesto a dar.

• Responder con sinceridad, reconocer limitaciones.
“¿Cuándo va a estar listo el resultado?”



Dificultades de la fase preanalítica:
• Comprensión de las órdenes médicas:

-¿Qué dice? ¿Qué pide?

-¿Puedo hacerlo?

-¿Está bien solicitado?

• Conocer tus limitaciones:

Famosa “Letra de médico”
“Panel 80 genes”, falta de estandarización 
de las solicitudes.

Variantes mal descritas (o anotación histórica), omitiendo la nomenclatura actual. 
Importancia de solicitar el informe del caso índice. Referencias según transcripto MANE.
Ej: BRCA1 185delAG siendo su nomenclatura actual: NM_007294.4:c.68_69del

-¿Corresponde lo que pide el médico con mi prestación?



Fase analítica:
• Realización de PCR de punto final para la secuenciación de Sanger 

posterior de variantes familiares o confirmación de resultados de NGS.

• Secuenciación NGS para enfermedades heredables:
- Panel para cáncer hereditario.

- Exoma con filtrado de genes de acuerdo con el fenotipo y/o la patología sospechada del paciente.

• Análisis de fragmentos:
- Estudio de grandes rearreglos genómicos mediante MLPA.

- Estudio de inestabilidad microsatelital (MSI).

• Realización de PCR de largo alcance (LR-PCR) para discriminar gen de 
pseudogenes.



Secuenciación de Sanger
Variante en MSH2: c.1906G>C -p.(Ala636Pro)

Negativo (no portador)

Positivo (portador)



Long Range PCR (LR-PCR):
• Es una PCR que utiliza una polimerasa de alta eficiencia que 

permite obtener amplicones de más de 5000 pb
Convencional Long Range Nested

Producto (pb) <1300 >9.000 <1000

Polimerasa Taq ADN polimerasa
TaKaRa L.A. Taq DNA 
Polymerase Taq ADN polimerasa

Elongación (min) 1/1,5 15/18 1



LR-PCR de PMS2:
• Los primers diseñados hibridan en regiones del gen sin homología con los pseudogenes.

• Actualmente los amplicones abarcan los exones 1-6 (LR1), 6-10 (LR2), 10-15 (LR3).

Pseudogenes

LR-PCR

PMS2

• Luego, se realiza una PCR anidada con primers específicos para la región donde 
se encuentra la variante





MLPA

1) Desnaturalización e hibridación 2) Ligación 3) Amplificación por PCR

4) Separación por 
electroforesis capilar

5) Análisis informático

Sonda de MLPA



MLPA

Normal Deleción de exones 3 a 6 en MSH2



NGS



NGS

Variante en MSH2: c.1147C>T - p.(Arg383Ter)

Confirmación 
por Sanger

Visualización de las lecturas y variantes

Archivo VCF



MSS (Estable)

MSI (Inestable)

BAT25 BAT26 NR21 NR24 NR27

Azul: Sangre periférica
Rojo: Biopsia tumoralMSI



Fase post-analítica:
Recordando: comprende los procesos de interpretación del 
resultado y su validación, elaboración y emisión del informe.

• Posiblemente la parte más difícil del trabajo: el correcto análisis del 
resultado y su interpretación pueden cambiar el diagnóstico y 
conducta médica a seguir con el paciente. 

Ejemplos:

• Implementación de inmunoterapia en pacientes con inestabilidad microsatelital.

• Administración de fármacos inhibidores de PARP en pacientes con variantes 
germinales en BRCA1/2.

• Cambio en el inicio y frecuencia de los estudios preventivos en pacientes portadores 
de variantes patogénicas (mamografías, colonoscopías, etc).



Caso particular: análisis del NGS del caso índice
¿Cómo buscamos las posibles variantes causante de la patología?

¿Cómo clasificamos la variante de interés?

• Aplicación de filtros de búsqueda lógicos: Genes relacionados con la patología, parámetros de calidad 
adecuados, frecuencia poblacional de la variante, impacto alto según predictores bioinformáticos (REVEL, 
CADD), etc.



Criterios ACMG/AMP 2015

CanVIG - UK

ClinGen VCEP – BRCA1



Ejemplo de clasificación de la variante NM_000051.4(ATM):c.2921+1G>T hallada en un paciente



¿Debo clasificar las variantes que encuentro si ya 
están previamente clasificadas por otros?
• Las clasificación de una variante por otro laboratorio es una fotografía de la 

evidencia disponible hasta el momento.

• Cada año salen nuevos estudios funcionales, modelos predictores de 
proteína más potentes, mejores algoritmos predictores, más casos 
clínicos, guías más actualizadas, etc.

-Meta-predictor REVEL
-AlphaFold2
-SpliceAI
-PromotorAI

• Los clasificadores automáticos a menudo aplican criterios generales y no los 
criterios refinados de las guías de curadores expertos.



¿Qué dificultades se pueden encontrar al 
clasificar variantes?

• Fundamentalmente en variantes que quedan como VUS 
(variantes de significado incierto):

-No existen estudios funcionales (variantes novel, o muy poco frecuentes).

-No es posible o es difícil estudiar la segregación de la variante en la familia.

-Los algoritmos predictores no están bien entrenados para cierto tipo de 
variantes (Delins, deleciones e inserciones in-frame).



¿Qué ocurre si encuentro variantes por fuera del panel 
solicitado?
• Todo hallazgo reportable debe circunscribirse al consentimiento informado del paciente y 

tener evidencia de que su reporte lo beneficia.

• Ocurre generalmente en solicitudes de pocos genes, por ejemplo: BRCA1/2.



¿Y si no 
encuentro

variante
alguna?



Si no encuentro variantes a nivel germinal…

https://doi.org/10.1038/s41598-020-77037-7 https://siteman.wustl.edu/ncipdq/genetics-of-colorectal-cancer-pdq-health-professional-version/

Cáncer de mama Cáncer colorrectal

Los paneles comerciales incluyen los genes con mayor evidencia y asociación a síndromes de cánceres 
hereditarios (HBOC, Lynch, Li-Fraumeni, etc) dejando de lado genes de baja penetrancia o con los que no 
hay conducta clara a seguir.

No todo resultado negativo es “malo”, hay que analizar el resultado en el contexto clínico del paciente.



Copy Number Variants (CNVs):
Históricamente el MLPA es el Gold Standard para variantes que involucran grandes 
deleciones o inserciones.

Complementaban la secuenciación completa del gen de Sanger cuando no se 
observaban variantes SNV o pequeñas deleciones e inserciones.

La aparición de NGS permitió predecir, mediante algoritmos que comparan y analizan la 
cobertura entre pacientes y referencias, si existen o no alteraciones estructurales en los genes.

Falsos positivos
Y falsos negativos

El MLPA quedó relegado como técnica confirmatoria del NGS o para familiar. Actualmente la 
frecuencia de solicitudes de MLPA disminuyó considerablemente, lo que encarece la posibilidad de 
ofrecerlo.

¿Qué pasa cuando no hay MLPA diseñado para el gen donde se detecta un CNV? ¿Técnicas alternativas?



¿Qué ocurre una vez que entregamos el informe?

• Lo más probable es que nunca más oigamos del caso.

Falta de integración entre el laboratorio y los médicos.

• Pregunten por detalles técnicos del informe.

Tener cuidado con la forma de redactar. No sobre 
complicar con tecnicismos que puedan dar lugar a 
confusiones.

• Muy en el futuro….pregunten por actualización de clasificación de 
una variante VUS.



¡¡¡Muchas gracias!!!

¿Preguntas?
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