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les Bacterianos o BAC fijados en microesferas Luminex®. La muestra marcada y los ADN de
referencia marcados se hibridan respectivamente con las mismas sondas BoBs™ comple-
mentarias. Después de la hibridacién se leen las intensidades de la sefial mediante el sistema
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instrumental Luminex® 100/200. Se puede aplicar al diagndstico prenatal rdpido con un kit
diseniado para descartar aneuploidias para los cromosomas 13, 18, 21 y los cromosomas
sexuales asi como ganancias y pérdidas de ADN asociadas con 9 sindromes de microdelecién
como son: Sindrome de DiGeorge, Sindrome de Williams-Beuren, Sindrome de Prader-Willi,
Sindrome de Angelman, Sindrome de Smith-Magenis, Sindrome de Wolf-Hirschhorn, Sin-
drome de Cri du Chat, Sindrome de Langer-Giedion, y Sindrome de Miller-Dieker. Basados en
esta misma tecnologia se ha desarrollado un kit llamado KaryoLite-BoBs™, que permite des-
cartar aneuploidias para los 24 cromosomas y que se puede aplicar al estudio de alteraciones
cromos6émicas numéricas en restos abortivos. En este trabajo se presentan los resultados
de nuestro grupo tras la aplicacién de la tecnologia de BAC-on-Beads™ en 332 muestras de
liquido amniético, 48 muestras de vellosidades coriales y en el estudio de aneuploidias en

71 muestras de restos abortivos.
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BACs-on-Beads™ technology applied to prenatal diagnosis and the
cytogenetic study of abortion remains
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BACs-on-Beads (BoBs) technology is based on DNA sequences from Bacterial Artificial Chro-
mosomes fixed in Luminex® microspheres. The study sample and the reference DNA are
labeled with similar but complementary BoBs™ probes. After the hybridisation, signal
intensities were analysed using the Luminex® 100/200 instrumental system. This techno-
logy has been applied to rapid prenatal diagnosis with a kit designed to analyse aneuploidy
for chromosomes 13, 18, 21 and sex chromosomes, and a panel of 9 microdeletion syndro-
mes: DiGeorge, Williams-Beuren, Prader-Willi, Angelman, Smith-Magenis, Wolf-Hirschhorn,
Cri du Chat, Langer-Giedion, and Miller-Dieker syndrome. Based on a similar technology,
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KaryoLite-BoBs™ kit allows the identification of aneuploidy for all 24 chromosomes, and

can be applied to the analysis of products of conception, among other possibilities. In this
study we present our current experience in the application of BAC-on-Beads™ technology
in 332 amniotic fluid samples; 48 chorionic villus samples and 71 samples from products of

conception.

© 2012 Asociacién Espanola de Diagnéstico Prenatal. Published by Elsevier Espaina, S.L. All

rights reserved.

Introduccién

Los defectos congénitos son una de las causas principales de
morbimortalidad en las sociedades desarrolladas. De ellos, el
6% es debido a cromosomopatias y se calcula que uno de cada
200 recién nacidos sufre alguna®. Estos defectos congénitos
pueden ser causados por una anomalia cromosdémica o por
una anomalia monogénica. Hay un pequeno grupo de defec-
tos congénitos provocados por causas ambientales, como las
infecciones fetales, aunque la mayoria de malformaciones
fisicas son de origen multifactorial, es decir, en ellas intervie-
nen tanto factores ambientales como genéticos.

Enla actualidad, hay un nimero creciente de estos defectos
congénitos que pueden ser detectados precozmente mediante
diagnéstico prenatal®. Se dispone de varios métodos de
cribado que facilitan un acercamiento al diagndstico de ano-
malias congénitas fetales. Un diagnostico prenatal ecografico,
mediante ecografia de alta resolucién, permite poner de mani-
fiesto ciertos rasgos fenotipicos, que se asocian a un riesgo
mas alto de cromosomopatia. En la poblacién general de bajo
riesgo, la efectividad en el cribado mejora si se evalda con-
juntamente marcadores ecograficos y bioquimicos durante el
primer trimestre. Concretamente, se trata de determinar la
translucencia nucal, la subunidad B libre de la Gonadotropina
Coriénica Humana (f2-hCG) y la Proteina Plasmatica A aso-
ciada al Embarazo (PAPP-A), en lo que se ha denominado test
combinado bioquimico-ecogrdfico del primer trimestre. Con
los marcadores tanto bioquimicos como morfolégicos obteni-
dos, se realiza una estimacién de riesgo, cuyo valor de corte
estd situado en aproximadamente 1/250, considerdndose un
riesgo alto de cromosomopatias aquellos valores mayores a
este?.

Si queremos hacer un diagnéstico cromosémico con-
cluyente, la herramienta es el cariotipo en células fetales
(amniocitos). El andlisis citogenético de las metafases obte-
nidas tras el cultivo celular es la piedra angular a la hora de
realizar un diagndstico prenatal. El cariotipo convencional es
un método altamente fiable para la deteccién de aneuploidias
y reordenamientos estructurales de un tamano superior a 5-
10 millones de pares de bases!. Sin embargo, las técnicas de
citogenética cldsica presentan entre otros inconvenientes: las
limitaciones inherentes a su limite de resolucién, ya que no
permite la deteccién de deleciones y duplicaciones de menos
de 5 Mb, asi como de alteraciones estructurales cripticas; el
periodo de espera de resultados es de 1 o 2 semanas (tiempo
necesario para llevar a cabo un cultivo celular); y la nece-
sidad de material cultivable vivo. Por este motivo, junto al
estudio clasico del cariotipo fetal, se ofrece la posibilidad de
un diagnéstico rapido complementario, en el que se estudian
solo aquellos cromosomas implicados en las aneuploidias més

comunes y compatibles con la vida, que son aquellas que
implican a los cromosomas sexuales y a los autosomas 13,
18 y 21. En el plazo de 24-48h tras la recepcién de la mues-
tra obtenemos resultados para estas pruebas. Las técnicas
de prenatal rapido mas usadas actualmente son: hibridacién
in situ fluorescente (FISH), Quantitative Fluorescence Polyme-
rase Chain Reaction (QF-PCR) y Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA).

En nuestro laboratorio, en los 2 ultimos anos, se ha imple-
mentado un nuevo test de diagnéstico prenatal rapido basado
en la tecnologia de BACs-on-Beads (BoBs™; CE-IVD) (Perkin
Elmer, Turku, Finlandia), llamado Prenatal-BoBs™, que utiliza
sondas de ADN procedentes de cromosomas artificiales bac-
terianos o BAC fijados en microesferas Luminex®. La muestra
marcada y los ADN de referencia marcados se hibridan res-
pectivamente con las mismas sondas BoBs complementarias.
Después de la hibridacién se leen las intensidades de la sefial
mediante el sistema instrumental Luminex® 100/200. El soft-
ware compara las intensidades de senal de la muestra y las
referencias para determinar cambios en el nimero de copias
de ADN en las regiones diana.

Este kit para diagnéstico prenatal rapido se ha diseniado
para descartar aneuploidias para los cromosomas 13, 18,
21 y los cromosomas sexuales asi como ganancias y
pérdidas de ADN asociadas con 9 sindromes de micro-
delecién como son: Sindrome de DiGeorge, Sindrome de
Williams-Beuren, Sindrome de Prader-Willi, Sindrome de
Angelman, Sindrome de Smith-Magenis, Sindrome de Wolf-
Hirschhorn, Sindrome de Cri du Chat, Sindrome de Langer-
Giedion, y Sindrome de Miller-Dieker.

Vialard et al. analizaron retrospectivamente mediante
Prenatal-BoBs, 404 muestras prenatales que previamente
habian sido estudiadas por métodos convencionales, demos-
trando la robustez de la tecnologia utilizada y estableciendo
una tasa de deteccién conjunta de aneuploidias para los cro-
mosomas 13,18,21,X/Y y de los 9 sindromes de microdelecién
de 1/1.700%.

Prenatal-BoBs™ se indica, preferentemente, como herra-
mienta de anticipacién para el despistaje de las aneuploidias
mas comunes, screening bioquimico-ecografico del primer tri-
mestre positivo, edad materna avanzada, ansiedad materna,
embarazo o hijo previo o historia familiar con anomalias
cromosémicas, reordenamiento cromosémico en los padres
y gestaciones obtenidas mediante técnicas de reproduccién
asistida.

Basados en esta misma tecnologia se ha desarrollado un
kit llamado KaryoLite-BoBs™, (Perkin Elmer, Turku, Finlandia),
que permite descartar aneuploidias para los 24 cromosomas
y que se puede aplicar al estudio de alteraciones cromosémi-
cas numéricas en restos abortivos. El estudio genético de las
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muestras procedentes de gestaciones no viables se convierte
en una herramienta crucial en parejas con gestaciones deteni-
das (p. €j. tras un tratamiento de reproduccién asistida), para
establecer la etiologia de las pérdidas gestacionales, aportar
asesoramiento reproductivo a la pareja, asi como plantearse
el abordaje de futuros tratamientos.

El objetivo de este trabajo ha sido validar la utilidad de
la tecnologia de BAC-on-Beads™ en el diagnéstico prenatal
rapido y en el estudio de aneuploidias en restos abortivos.

Materiales y métodos

Pacientes incluidas en los estudios

Pacientes con diagnéstico prenatal rapido mediante
Prenatal-BoBs™

Entre mayo de 2010 y enero de 2012 procesamos en nuestro
laboratorio para diagnéstico mediante Prenatal-BoBs™ un total
de 380 muestras de las que 332 procedian de liquido amni6-
tico (LA) y 48 de vellosidad corial (VC). Las muestras fueron
tomadas y transportadas a temperatura ambiente. Una vez
recepcionadas, se llevé a cabo una centrifugacién suave en el
caso de LA o la toma una pequena porcién de VC. Este mate-
rial se almacend a —20°C hasta su procesamiento que se inicia
con la extraccién de ADN.

En paralelo, se realizé cariotipo convencional a
287 muestras y aCGH (Array-based Comparative Genomic
Hybridization) a 9 muestras. Para el cariotipo convencional, el
LA se cultivé durante 10-12 dias, en medio de cultivo para tal
fin, condiciones de esterilidad a 37° C y 5% de CO,. Mediante
bandeo GTG, se tineron las metafases obtenidas del cultivo
previo. Se realiz6 el andlisis de 15-20 metafases de, al menos,
2 cultivos primarios. Los aCGH se utilizaron para la deteccién
de aneuploidias y variaciones patogénicas submicroscépicas
asociadas a 97 sindromes (BlueGnome, Cambridge, Reino
Unido).

Pacientes con estudio de restos abortivos mediante
KaryoLite-BoBs™

Entre marzo de 2011y enero de 2012 se procesaron 71 muestras
de restos abortivos procedentes de 67 gestaciones detenidas
durante el primer trimestre y obtenidos mediante biopsia
dirigida tras histeroembrioscopia. Cuatro de las muestras per-
tenecian a embarazos gemelares. Las muestras se recogieron
y transportaron en suero salino a temperatura ambiente.
Una vez recepcionadas se mantuvieron a 4°C hasta su

procesamiento. Todas las muestras fueron analizadas exito-
samente mediante KaryoLite-BoBs™,

Generalidades de la técnica de BoBs™

BoBs™ es una tecnologia de deteccién multiplex que uti-
liza microesferas en suspensién para revelar la presencia de
aneuploidias comunes y ganancias y pérdidas de material
genético?. Para ello, usa la tecnologia xMAP® (Luminex Corp,
Austin, Texas)® mediante una serie de microesferas marcadas
internamente con 2 fluorocromos con espectros en rojo y en
rojo lejano. Empleando combinaciones de 10 concentraciones
distintas de cada uno de estos 2 flurocromos se consiguen 100
espectros especificos o 100 tipos de microesferas diferentes.
Cada microesfera tiene acoplada una secuencia de ADN ampli-
ficada en un BAC. Un tercer fluorocromo cuantifica la interac-
cién molecular entre el ADN de la superficie y la secuencia
capturada de la muestra problema. Mediante un sistema de
citometria de flujo, cada microesfera es detectada por 2 laseres
diferentes que determinaran qué microesfera estamos anali-
zando, esto es, qué secuencia lleva unida en su superficie, qué
cantidad de ADN problema unido a la superficie.

En la figura 1 se resumen las principales etapas del ensayo:
1) obtencién del ADN genémico, 2) marcaje del ADN muestray
los ADN de referencia (masculino y femenino) con nucleétidos
biotinizados, 3) purificacién del ADN marcado, 4) hibridacién
del ADN marcado y purificado con una mezcla BoBs, 5) tras
una serie de lavados las microesferas se incuban con estrep-
tavidina/ficoeritrina que se une al ADN biotinizado, y 6) las
microesferas se lavan y se resuspenden de nuevo para reali-
zar la medicién mediante un sistema instrumental Luminex®
100/200™ con el software xPONENT® 3.1y el software de ana-
lisis BoBsoft 2.0™. El protocolo en el laboratorio requiere unas
24-48 horas (incluyendo extraccién de ADN).

El ADN se extrae de forma manual (QIAamp DNA Mini Kit,
Qiagen, Inc., Chatsworth, CA, USA), se amplifica y se marca
con un conjunto de cebadores cortos y aleatorios, posterior-
mente se hibrida sobre microesferas durante 16 horas y tras
varios lavados se afiade un fluoréforo que marca el ADN unido
a la superficie de las microesferas. Paralelamente, se hibrida
una referencia masculina y otra femenina. Después de varios
lavados se separan y analizan las microesferas mediante la
tecnologia Luminex®. Tras evaluar més de 50 microesferas de
cada regién del genoma se obtienen unos determinados valo-
res a partir de los cuales el software genera una tabla con
los resultados y una representacién grafica de las ganancias
y las pérdidas de material genético en las muestras problema.

; Medicién y
Marcaje de ADN

: Hibridacion analisis
‘ ADN ‘ ADN Micro- ‘

ADN — marcado hibridado esferas

genémico marcado BB 1 hiotina en micro- listas para - "
IS Aet e con biotina I PN
' purificada esferas analisis
Lavado y

Purificacion del ADN

unién del indicador

Figura 1 - Representacion de las principales etapas del ensayo. Imagen de PerkinElmer S.L.
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Tabla 1 - descripcion de los sindromes de microdelecién

y regiones cromosémicas incluidas en Prenatal-BoBs™

Regién Clones

Wolf-Hirschhorn (4p16,3)

Cry du Chat (5p15,3-p15,2)
Williams-Beuren (7q11,2)
Langer-Giedion (8q23-q24)
Prader-Willi/Angelman (15q11-q12)
Miller-Dieker (17p13,3)
Smith-Magenis (17p11,2)
DiGeorge (10p14)

DiGeorge (22q11,2)

Cromosoma 13 (13q13,3-g21,2)
Cromosoma 18 (18p11,32-q22,1)
Cromosoma 21 (21922,11-g22,3)
Cromosoma X (Xp22,31-q27,3)
Cromosoma Y (Yp11,2-q11,23)

(O BV, BV, BV B B S ) T I N BV, e RV, |

Asi, las microesferas que representan regiones del genoma sin
cambios en el nimero de copias deben de tener un valor igual
a 1 que indica que el numero de copias es igual a las refe-
rencias o controles. Las deleciones de regiones gendémicas son
detectadas por tener valores menores de 1y las duplicaciones
corresponden con valores mayores de 1.

Esta técnica ha sido testada para detectar alteraciones en
sangre, tejidos (VC o resto abortivo) o liquido amniético y
ha sido validada con cariotipo convencional. Muestras en las
que se conocian las alteraciones, fueron diluidas con mues-
tras de referencia, a distintas concentraciones para simular
mosaicismos y definir el limite de deteccién de mosaicismos
o contaminacién materna estableciéndose que podria detec-
tar la presencia de otra linea celular en porcentajes superiores
al 10-20%>.

Particularidades del Prenatal-BoBs™

Prenatal-BoBs™ evaltia 75 regiones cromosémicas diferentes
del genoma. Con este ensayo se pueden detectar aneuploi-
dias comunes de los cromosomas 13, 18, 21, X e Y y los
9 sindromes previamente enumerados (tabla 1). Las micro-
deleciones estudiadas han sido seleccionadas siguiendo los
siguientes criterios: sindromes con prevalencia relativamente
alta (1/4.000 hasta 1/200.000), mortalidad y/o morbilidad sig-
nificativa, signos ecograficos silentes o leves/inespecificos (p.
ej. RCIU), correlacién genotipo-fenotipo clara, sindromes no
detectables por cariotipo convencional y sindromes en los
que la delecién es el mecanismo mayoritario que produce la
patologia3~>.

Particularidades del KaryoLite-BoBs™

En el caso del KaryolLite-BoBs™, el fundamento técnico es el
mismo que el expuesto hasta ahora, con la particularidad de
que incluye 91 microesferas cada una de las cuales estd com-
puesta por 3 BACs y mapean en las regiones proximales y
terminales de cada brazo de cada uno de los 24 cromosomas
(fig. 2). Es importante mencionar que la técnica utilizada para
la obtencién de las muestras ha sido la histeroembrioscopia
dirigida que permite obtener muestras del feto o del trofo-
blasto, minimizando el riesgo de contaminacién materna®.

Resultados y conclusiones

Diagnéstico prenatal rdpido mediante Prenatal-BoBs™

Los resultados recopilados tras la utilizacién de esta técnica
se muestran en la tabla 2. Se obtuvieron resultados conclu-
yentes mediante Prenatal-BoBs™ en 379 de las 380 muestras
analizadas (99,7%). En 287 muestras se obtuvo un cariotipo
convencional (75,5% de los casos). En los liquidos amniéti-
cos, no en todos los casos se pudo obtener crecimiento celular
(n=7; 2,1%) o no se solicité (n=56; 16,9%) y en las biopsias
coriales el nimero de casos sin crecimiento fue mayor (n=18;
37,5%) y los no solicitados algo menor (n=7; 14,6%). Tan solo
una vellosidad corial resulté no informativa con la técnica de
Prenatal-BoBs™ (2,1%). Y un caso de no informatividad de los
cromosomas sexuales (0,3%) en los liquidos amniéticos.

Por otro lado el porcentaje de concordancia entre Prenatal-
BoBs™ y cariotipo fue 1,4% (n=4), ya que en todos los casos el
sexo diagnosticado no coincidia entre ambas técnicas pudién-
dose tratar de contaminaciones maternas importantes en
aproximadamente la mitad de los casos. El resto de discrepan-
cias fueron anomalias que no abarca el Prenatal-BoBs™, como
translocaciones Robertsonianas (n=2; 2,8%) o un caso de un
polimorfismo en el cromosoma 15. Una de las limitaciones de
esta técnica es su incapacidad para detectar poliploidias. Sin
embargo, en nuestra experiencia en los casos en los que tam-
bién se realizd cariotipo, no encontramos ninguna muestra
con poliploidia.

En los casos analizados con aCGH, en todos encontramos
concordancia entre el resultado del Prenatal-BoBs™ 7y el del
array. De todos los analizados (n=8), el resultado fue una
dotacién cromosdémica normal excepto en un caso en el que
encontramos un sindrome de Cat Eye, duplicacién en la regién
(22q11,2), que fue detectado con ambas técnicas debido a que
se localiza en la misma regién que el sindrome de DiGeorge,
causado por microdelecién que estd contemplado dentro del
Prenatal-BoBs™.

Estudio de restos abortivos mediante KaryoLite-BoBs™

Los resultados obtenidos con esta técnica se muestran en la
tabla 3. De un total de 71 muestras, en 58 (81,7%) las pacientes
habian concebido mediante el uso de técnicas de reproduc-
cién asistida (TRA), 46/58 (79,3%) con ovocitos propios, 12/58
(20,7%) recurrieron a la donacién de ovocitos y 13 (18,3%)
tuvieron embarazos espontaneos. Estas mujeres con gestacio-
nes espontaneas las consideraremos grupo control. La edad
media de los pacientes fue de 37,0 anos en el caso de emba-
razos espontaneos, 37,1 afios en TRA con ovocitos propios y
37,1 anios en receptoras de ovocitos. No observamos diferen-
cias estadisticamente significativas en cuanto a la edad entre
los grupos analizados.

La edad gestacional media en el momento de la pérdida fue
de 8,2+1,1 semanas en el grupo control, de 8,2+1,1 sema-
nas en mujeres que utilizaron gametos propios y de 8,2+
1,2 semanas en el caso de mujeres que usaron una donante
de ovocitos. En todos los casos la gestacién se detuvo antes de
la semana 11. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas tampoco para la edad gestacional de cada grupo.
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Figura 2 - Estructura general de las regiones cromosémicas diana de KaryoLite-BoBs™. Imagen obtenida de
KaryoLite-BoBs™: Results of the feasibility study on 151 samples from miscarriage and prenatal specimens. Dr. Simona De

Toffol.

Tabla 2 - Resultados obtenidos mediante la técnica de Prenatal-BoBs™ en LA y VC

Biopsia Corial

Liquido amniético

BoBs Cariot. Hallazgos cariotipo BOBs Cariot. Hallazgos cariotipo
Casos 48 22 332 265
Normales 39 18 318 255
XX 22 14 46, XX[14] /45, XX, der 149 118 2XY
(13;14) [17]
XY 17 4 46,XX 167 137 XX 46, XY,
15p+ + +45,XY,der
(13;14)
Anormales 8 4 13 8
+13 1 0 No crecimiento 1 0
+18 1 1 47, XX, +18 3 1
+21 5 3 47,XX,+21enlas 3 7 7
muestras
X0 1 0 No crecimiento - -
XX/XY = = 1 0 Cromosomas sexuales
no informativos
Otros - - 1 1 Cat Eye
NI 1 0 No crecimiento - -

NI: no informativos.

De los 13 embarazos espontdneos, 8 (61,5%) de los legra-
dos tuvieron resultado normal mientras que 5 (38,5%) tuvieron
resultado anormal. Cuando analizamos los resultados de estu-
dios de legrados de los 58 embarazos de TRA, observamos
que 29 (50%) presentaban resultado normal y 29 (50%) resul-
tado anormal, lo que coincidia con los datos bibliograficos
de los que disponemos’8. Si los restos fetales procedian de
embarazos tras TRA con ovocitos propios, 18 de los 46 casos
(39,1%) tuvieron resultado normal y 28 resultado anormal
(60,9%). Por el contrario, en los histerolegrados procedentes
de embarazos con ovodén, la mayoria presentaron resultado
normal (11/12; 91,7%), mientras que 1 solo presentd

resultado anormal (8,3%). Cuando comparamos los resulta-
dos de anormalidad en cada uno de los grupos estudiados
con el grupo control (38,5%) no observamos diferencias sig-
nificativas en TRA y ovocitos propios (p=0,2625) y tampoco
en donacién de ovocitos (p=0,1958). Sin embargo, si encon-
tramos diferencias estadisticamente significativas (p =0,0035)
cuando comparamos resultados de anormalidad entre TRA
con ovocitos propios y TRA con donacién de ovocitos. Estos
resultados citogenéticos en receptoras de ovocitos proceden-
tes de mujeres jovenes menores de 35 afnos, con cariotipo
normal, y testadas para alteraciones genéticas de alta pre-
valencia, nos llevan a pensar que son las caracteristicas del
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Tabla 3 - Resultados obtenidos mediante KaryoLite-BoBs™

Espontaneos TRA propios TRA ovodén TOTAL
N.° casos 13 46 12 71
Edad mujer +SD 37,0+4,8 37,1+4,7 37,1+5,2 37,1+4,7
Edad marido + SD 38,1+5,3 38+5,4 38,3+5,7 37,9453
Edad gestacional & SD 82+1,1 8,2+1,1 8,2+1,2 82+1,1
Resultados Normales 8 18 11 37
% Normales/total 61,6 39,1 91,7 52,1
N.° normales XX 3 8 5 16
N.° normales XY 5 10 6 21
Resultados Anormales 5 28 1 34
% Anormales/total 38,5 60,9 8,3 47,9
N.° trisémicos 2 21 1 24
% Trisémicos/anormales 40 75 100 70,6
N.° monosémicos 2 7 0 9
% Monosdémicos/anormales 40 25 0 26,5
N.° tetrasémicos 1 0 0 1
% tetrasémicos/anormales 20 3,6 100 2,9

entorno materno y no la calidad ovocitaria, el factor determi-
nante en el desenlace de estas gestaciones.

De los 34 casos estudiados con resultado anormal, 24
fueron trisémicos, 9 monosémicos y uno de ellos (de emba-
razo espontaneo) tetrasémico. En cuanto a los 24 casos con
trisomias detectadas, 2 de 5 (40%) procedian de gestacién
espontédnea, 21 de 28 (75%) de gestacién con gameto propio y
un solo caso en receptoras de ovocitos. No encontramos dife-
rencias estadisticamente significativas cuando comparamos
los 3 grupos estudiados.

Conrespecto alos 9 casos monosémicos, 2 de 5 (40%) proce-
dian de gestacién espontdneay 7 de 28 (25%) de gestacién con
gameto propio. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas cuando comparamos los 2 grupos citados. Nin-
guna de las muestras procedentes de TRA con donacién de
ovocitos mostrd un resultado monosémico.

Conclusiones
Prenatal-BoBs™

Prenatal-BoBs™ surge como una tecnologia para ofrecer un
resultado muy rapido a un coste mas reducido que otras téc-
nicas como por ejemplo la FISH. A diferencia de la FISH, este
ensayo permite la deteccién de, ademas de las aneuploidias
de los cromosomas 13, 18 y 21 y de los cromosomas sexua-
les, la deteccién de 9 sindromes originados mayoritariamente
por microdelecién. Asi, se puede considerar como un buen
sustituto de FISH y de la QF-PCR porque estas 2 técnicas no
proporcionan informacién sobre ese panel de sindromes.
Entre las ventajas de esta novedosa técnica destacamos que:

- Este ensayo no requiere de cultivo celular previo, lo que nos
permite obtener resultados en 24-48h

- Alto rendimiento

- No requiere sangre de los padres

- Disponemos de sondas de FISH para confirmar los hallazgos.

- Requiere poca cantidad de DNA en comparacién con aCGH

- Permite el estudio simultaneo de varios pacientes (hasta 94
pacientes)

Entre sus limitaciones encontramos:

- Un resultado negativo no excluye la presencia de otros
sindromes (desérdenes con otras etiologias no pueden des-
cartarse, como es el caso de las mutaciones puntuales)

- No detecta translocaciones equilibradas, ni inversiones

- No detecta poliploidias y mosaicismos de bajo grado

- No detecta alteraciones segmentales

Prenatal-BoBs™ es un método efectivo y rapido, sin
embargo, es apto solo para la deteccién de alteraciones
cromosémicas numeéricas grandes y, por tanto, deberia com-
plementarse con un cariotipo convencional y/o un aCGH.

KaryoLite-BoBs™

Hasta ahora, el estudio citogenético cldsico de los restos
fetales, se ha llevado a cabo mediante el cultivo celular de
los mismos. Con este tipo de técnicas se ha descrito una
incidencia de anomalias cromosémicas fetoplacentarias de
aproximadamente el 50% de los abortos espontaneos del
primer trimestre®. Sin embargo, la tasa de fracaso (no creci-
miento) en este tipo de cultivos oscila entre el 5 y el 42%°.
No se sabe bien por qué el éxito del crecimiento de los res-
tos fetales es, en ocasiones, tan bajo, aunque se especula con
la posibilidad de que sean las propias cromosomopatias exis-
tentes en estas células las que no permiten una proliferacién
celular normal™. Por lo tanto, no siempre es posible el diag-
nostico citogenético adecuado de los restos abortivos. En este
escenario las técnicas de biologia molecular, como la expuesta
anteriormente, pueden dar solucién a los obstaculos a los que
nos enfrentamos en el laboratorio cuando trabajamos con este
tipo de muestras.

Dado el fundamento metodolégico de KaryoLite-BoBs™,
esta técnica nos ha permitido la deteccién de aneuploidias en
el 100% de los tejidos abortivos analizados, mientras que en el
cariotipo convencional la obtencién de un resultado conclu-
yente estd sujeta a la calidad de los cromosomas obtenidos
tras el cultivo. Destacaremos, ademads, que esta técnica no
requiere cultivo celular, lo que nos evita problemas de con-
taminacién y nos proporciona resultados en 48 h. Puesto que
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se trata de una técnica basada en la cuantificacién del ADN,
se pueden infradiagnosticar mosaicismos de bajo grado, poli-
ploidias y anomalias estructurales equilibradas.

Por lo expuesto, consideramos que KaryoLite-BoBs™ se con-
vierte en una interesante herramienta para determinar la
etiologia cromosdémica de las perdidas gestacionales sin nece-
sidad de cultivo celular.
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