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Resumen

La trombofilia hereditaria es un factor predisponente para la enfermedad tromboemboélica venosa, frecuentemen-
te asociada a los polimorfismos factor V de Leiden (G 1691A) y protrombina G20210A. La identificacion molecular
de estas variantes resulta clave para la estratificacion del riesgo y la implementacién de estrategias profilacticas.
El objetivo de este trabajo fue optimizar y validar un método in house, basado en la reaccién en cadena de la
polimerasa seguida de andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (PCR-RFLP) para la
identificacién de ambos polimorfismos. Se realizé una reaccion en cadena de la polimerasa in silico para evaluar
la especificidad de los cebadores, seguida de la optimizacién de las condiciones de amplificacién mediante gra-
diente térmico. Los productos amplificados se sometieron a digestidn enzimatica con Mnl | y Hind lll y a posterior
analisis por electroforesis en gel de agarosa. La validacién incluyé sensibilidad y especificidad analitica, exactitud
(mediante secuenciacion de Sanger), veracidad, interferencias, robustez y precision. Se obtuvieron amplicones
especificos de 267 pb para factor Vy 506 pb para protrombina con temperaturas 6ptimas de hibridacién de 58°Cy
59°C. EImétodo presentd sensibilidad y especificidad del 100%, con concordancia total respecto de un laboratorio
externo y la secuenciacion. No se detectaron interferencias, y los ensayos mostraron alta repetibilidad y reprodu-
cibilidad. En conclusidn, la técnica optimizada constituye una herramienta rapida, precisa, robusta y de bajo costo
para la deteccion de estos polimorfismos que favorece la identificacién de individuos con predisposicién genética
a eventos trombdticos.
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Background: Hereditary thrombophilia is a predisposing factor for venous thromboembolic disease, frequently
associated with Factor V Leiden (G1691A) and Prothrombin G20210A polymorphisms. Molecular identification of
these variants is essential for risk stratification and the implementation of prophylactic strategies. Aim: The aim
of this study was to optimize and validate an in-house method based on polymerase chain reaction followed by
restriction fragment length polymorphism analysis (PCR-RFLP] for the detection of both polymorphisms. Meth-
ods: An in silico polymerase chain reaction was performed to assess primer specificity, followed by optimization
of amplification conditions by using a thermal gradient. Amplified products were subjected to enzymatic digestion
with Mnll and Hindlll and subsequently analyzed by agarose gel electrophoresis. Validation included analytical
sensitivity and specificity, accuracy by Sanger sequencing), trueness, interference testing, robustness, and pre-
cision. Results: Specific amplicons of 267 bp for Factor V and 506 bp for Prothrombin were obtained, with optimal
annealing temperatures of 58 °C and 59 °C, respectively. The method demonstrated 100% sensitivity and speci-
ficity, with complete concordance compared to an external laboratory and sequencing results. No interferences
were detected, and the assays showed high repeatability and reproducibility. Conclusion: The optimized technique
represents a rapid, accurate, robust, and cost-effective tool for the detection of these polymorphisms, facilitating
the identification of individuals with genetic predisposition to thrombotic events.
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de longitud de fragmentos de restriccién para factor V de Leiden y protrombina G20210A.

Introduccién

La trombofilia se define como un trastorno de la hemos-
tasia que predispone al desarrollo de eventos trombéticos
incrementando la morbimortalidad®. La enfermedad trom-
boembdlica venosa (ETV], que incluye la trombosis venosa
profunda (TVP] y la embolia pulmonar (EP), constituye una
de las principales causas de mortalidad intrahospitalaria pre-
venible y la tercera causa de muerte cardiovascular luego del
infarto agudo de miocardio y el accidente cerebrovascular®.
Se trata de una entidad multifactorial en la que interactdan
factores genéticos, ambientales y adquiridos®3°. En Argenti-
na, se estima que hay mas de 60.000 casos anuales de ETV,
con una elevada mortalidad asociada a EP3.

Entre los factores hereditarios mas relevantes, se en-
cuentran los polimorfismos del factor V de Leiden (G1691A)
y protrombina G20210A°. El primero genera resistencia a la
proteina C activada, mientras que el segundo incrementa la
estabilidad del ARNm y los niveles de protrombinal®”, Estas
variantes aumentan significativamente el riesgo trombético
especialmente en presencia de factores adquiridos®>®.

La deteccién de estos polimorfismos estd recomendada
en pacientes con eventos trombdticos tempranos o recu-
rrentes®”8. En este contexto, resulta fundamental disponer
de metodologias diagndsticas confiables. Si bien en la actua-
lidad existen metodologias para la deteccién de variantes
genéticas, como la PCR en tiempo real o la secuenciacion, la
técnica de PCR-RFLP constituye una herramienta Util para la
identificacién de los polimorfismos puntuales previamente
caracterizados. Esta eleccién se fundamenta en su elevada
especificidad analitica, robustez, reproducibilidad y bajo cos-
to operativo, ademas de requerir equipamiento ampliamente
disponible en laboratorios de diagnéstico molecular®.

El presente trabajo tiene como objetivo optimizar y validar
una técnica in house de PCR-RFLP para la deteccién del factor
V de Leiden y la protrombina G20210A. La validacién de mé-
todos desarrollados en laboratorio requiere la evaluacién de
pardmetros, como sensibilidad, especificidad, exactitud, vera-
cidad, interferencias, robustez y precision, a fin de garantizar
resultados confiables para su aplicacién clinica'®3,

Materiales y métodos
Muestras

El &cido desoxirribonucleico [ADN] utilizado se obtuvo a
partir de sangre periférica anticoagulada con EDTA dipotasi-
co, proveniente de individuos homocigotas normal/normal

y heterocigotas para los polimorfismos analizados. No se
incluyeron muestras homocigotas variantes debido a la baja
frecuencia poblacional de estos genotipos por lo que la valida-
cién se realizé con los genotipos clinicamente mas prevalen-
tes y disponibles. Las muestras fueron previamente tipifica-
das en otra institucion de salud.

Extraccion de ADN

Se centrifugaron 1000 uL de sangre a 12000 rpm duran-
te 4 minutos (en microcentrifuga Numak]), y se descarté el
sobrenadante. Los eritrocitos se eliminaron por lisis osmé-
tica con agua libre de nucleasas (cuatro lavados). El pellet
leucocitario se resuspendid en 500 UL de solucién de homo-
genizacion con CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio, Sigma
Aldrich) e incub6 a 60 °C durante 1 hora. La purificacién se
realizé mediante extraccion con cloroformo, alcohol isoami-
lico (24:1; Cicarelli) y posterior precipitacion con isopropanol
(Cicarelli). EIADN se lavé con etanol al 70 % (Cicarelli), se secé
y se resuspendi6 en 100 uL de agua libre de nucleasas; se
conservaron las muestras a -20 °C.

Seleccidn de oligonucledtidos cebadores y PCR in silico

Tras una revisién bibliografica, se seleccionaron dos pares
de oligonucleétidos cebadores para factor V y protrombina*
(Tabla 1). La validacidn in silico se realizé mediante el pro-
grama Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/] de los Institutos Nacionales de Salud (NIH] ali-
neando las secuencias con el genoma de referencia de Homo
sapiens disponible en la base de datos del Centro Nacional
de Informacién Biotecnolégica (NCBI, GenBank]. El analisis
se efectud utilizando el ensamblado de referencia GRCh38.
p14 (por su sigla en inglés, Genome Reference Consortium
Human Build 38 patch release 14, Primary Assembly), con el
fin de predecir la especificidad de los cebadores y los posibles
productos de amplificacion.

Optimizacién de condiciones de amplificacion por PCR

Las reacciones se realizaron en un termociclador BIORAD
T100 (California, Estados Unidos), en un volumen final de 30
L. Para la amplificacién del gen del factor V, la mezcla de re-
accién contuvo 1 x de buffer de PCR, 2,0 mM de MgCl, (Biody-
namics), 0,05 mM de dNTPs (Biodynamics], 0,4 UM de cada
cebador (IDT, Biodynamics, Tabla 1) y 1 U de ADN polimerasa
(Promega) y, para protrombina, 1 x buffer de PCR, 1,5 mM
MgCl> (Biodynamics) 0,2 mM de dNTPs (Biodynamics), 0,8

Tabla I. Secuencias de oligonucleétidos cebadores.

Gen Secuencia Tm (°C) Tamaﬁ.o'del F.2ef.erer’1c'ia
amplicén bibliografica
Factor V Fw 57-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA -3~ 66 267 pb [6]
Factor V Rew 5 - TGTTATCACACTGGTGCTAA-3~ 56
Protrombina Fw | 5°- GCACAGACGGCTGTTCTCTT-3~ 62 506 pb [14]
Protrombina Rew | 5"-ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC -3~ 66
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de longitud de fragmentos de restriccién para factor V de Leiden y protrombina 620210A.

Tabla Il. Perfil térmico para la amplificacién por PCR de fragmentos del gen del factor V y de la protrombina.

FactorV Protrombina
Desnaturalizacidn inicial 94°C/ 1 minuto 95°C/ 2 minutos
Desnaturalizacién 94°C/ 30 segundos 94°C/ 30 segundos
Pegado de cebadores 54-56-58°C/ 30 segundos 55-57-59°C/15 seg
Extension 72°C/ 30 segundos 72°C/ 60 segundos
Extension final 72°C/ 5 minutos ?2°C/ 5 minutos
N° de Ciclos 37 40
Incubacion 4°C/ o0 4°C/ o0

UM de cada cebador (IDT, Biodynamics, Tabla I] y 1 U de ADN
polimerasa (Promega). Las condiciones térmicas de ciclado
se describen enla Tabla Il. En todos los ensayos, se incluyd un
control negativo consistente en 2 UL de agua destilada.

La temperatura de fusién (Tm]) se estimé mediante la for-
mula de Wallace® y se fijé una temperatura de alineamiento
5 °Cinferior. Luego, se evalu6 por duplicado un gradiente tér-
mico que incluyé el valor tedrico calculado y el reportado en
la bibliografia. Para el factor V, se ensayaron 54, 56 y 58 “C y,
para la protrombina, 55, 57 y 59 °C.

Deteccidn de amplicones por electroforesis

Los productos de amplificacién se separaron por electro-
foresis en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de eti-
dio (Cuba electroforética, Labnet International, Inc. y Enduro™
Power Supplies Labnet International, Inc., Nueva Jersey, Esta-
dos Unidos] y visualizados por transiluminacién ultravioleta
(MaestroGen Inc., Hsinchu City, Taiwan). Se emple6 un marca-
dor de peso molecular de 100 pb (Cienmarker, Biodynamics),
y las corridas se realizaron a 100 V durante 30 minutos.

Digestion con enzimas de restriccién

Los ensayos de restriccién enzimatica se realizaron en un vo-
lumen final de 20 UL empleando productos de PCR de individuos
homocigotas normal/normal y heterocigotas. La digestién se efec-
tud con la enzima de restriccion Mnl 1 {10 U, New England BioLabs)
para el factor V de Leiden y Hind Ill {8 U, New England BioLabs) para
la protrombina G20210A, con incubacién a 37 °C durante 40 minu-
tos. Los productos se separaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 3% con bromuro de etidio, a 100 V durante 40 mi-
nutos y se visualizaron por transiluminacién UV. Los patrones de
restriccion esperados segln el genotipo se muestran en la Tabla lll.

Parametros de validacién

Para todos los ensayos se utilizé un lote maestro de re-
activos preparado para minimizar variables, en alicuotas y
conservado a-20°C.

Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica se evalug utilizando una muestra
homocigota normal y una heterocigota para cada polimorfis-
mo. Se realizaron ensayos por duplicado de PCR y digestién
enzimatica variando las proporciones de ADN molde y de pro-
ducto amplificado a fin de establecer la relacién éptima para
la correcta identificacién de los polimorfismos. Las condicio-
nes determinadas se detallan en la Tabla IV.

Especificidad analitica

La identificacion de los polimorfismos se evalué por quin-
tuplicado durante cinco dias consecutivos utilizando tres
muestras homocigotas normales y tres heterocigotas para
cada variante analizada, previamente tipificadas por un labo-
ratorio externo mediante PCR-RFLP.

Exactitud. Genotipificacion por secuenciacion

A partir de un panel de ADN previamente tipificado, se se-
leccionaron aleatoriamente 10 muestras para su andlisis por
PCR-RFLP y posterior secuenciacidn de Sanger: cinco corres-
pondientes al gen del factor V y cinco al de protrombina. Los
productos de PCR se purificaron con perlas magnéticas AMPu-
re XP (Beckman Coulter, Inc.). Para cada muestra, se realiza-
ron dos reacciones de secuenciacién de Sanger, una por cada
cebador, utilizando el BigDye ™ Terminator v3.1 Cycle Sequen-
cing Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) en un volumen final de
10 uL: 4 UL de mezcla reactiva, 2 UL de cebador forward o re-

Tabla lll. Patrén de bandas esperado en funcion del genotipo para el factor V de Leiden y la protrombina G20210A.

Genotipos

Factor V Leiden

Protrombina G20210A

Normal/normal 163 + 67 + 37pb

406 + 100 pb

Normal/variante

200 + 163 + 67 + 37pb

406 + 100 + 383 + 23 pb

Variante/variante 200 + 67 pb

383+ 100+ 23 pb

» pb, pares de bases.
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de longitud de fragmentos de restriccién para factor V de Leiden y protrombina G20210A.

Tabla IV. Condiciones de PCR-RFLP para polimorfismos de nucledtido Gnico en genes del factor V y la protrombina.

Volumen de ADN/ Volumen total de PCR | Volumen de productos de PCR/ Volumen
total de reaccién de restriccion
1,5u1/30 uL 10 ul/20 uL
Factor V de Leiden 3ul/30 uL 10 ul/20 uL
Sul/30 uL 10 ul/20 uL
3ul/30 L 10 ul/20 uL
Protrombina G20210A 1,5u1/30 uL 10 ul/20 L
1,5u1/30 uL 6,0 ul/20 uL

verse, 2 UL de ADN purificado y 2 UL de agua estéril libre de
nucleasas. El ciclado incluyé desnaturalizacion inicial a 96 °C
por 1 minuto, seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos,
50 °C por 5 segundos y 60 °C por 4 minutos, con una incuba-
cién final a 4 °C por 10 minutos. Los productos se purificaron
mediante precipitacién con EDTA 125 mMy etanol al 100 %, con
lavados en etanol al 70 % y se eluyeron en Hi-D™ i Formamide
(Thermo Fisher Scientific Inc.). La electroforesis capilar se rea-
liz6 en un ABI 3500 Genetic Analyzer en condiciones estandar
(125 minutos), utilizando arreglo capilar de 50 cm y polimero
POP-7 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Las secuencias se anali-
zaron con SeqScape™ Software v4.0 (Thermo Fisher Scientific
Inc.) identificando variantes respecto de las secuencias de re-
ferencia NG 011806.1 (pos. 41.721; factor V Leiden, G1691A) y
NG 008953.1 (pos. 25.313; protrombina G20210A).

Veracidad

Se evalué mediante un estudio de recuperacién compa-
rando los resultados con los de un laboratorio externo que
emplea la misma técnica (tres muestras homocigotas nor-
males y tres heterocigotas por variante, por quintuplicado,
30 determinaciones para factor V de Leiden y 30 determina-
ciones para protrombina G20210A) y mediante comparacion
de métodos contrastando cinco muestras de cada gen con los
resultados obtenidos por secuenciacién de Sanger.

Interferencias

Para evaluar posibles interferencias, la prueba se aplicé
a muestras con condiciones potencialmente interferentes:
recuentos de leucocitos elevados (15900 células/mm3] y
disminuidos (4280 células/mm3); hiperglucemia (207 mg/

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% .

123 4567

267 =p

1 2 3 ..%8..5.46.0

<= 506

» Izquierda: PCR del factor V: calles 1-2: Ta 54°C; calles 3-4: Ta 56°C; calles 5-6: Ta 58°C; calle 7: marcador de peso molecular
(Cienmarker, Biodynamics).; calles 1, 3 y 5: control positivo; calles 2, 4 y 6: control negativo. Derecha: PCR de la protrombina:
calles 1-2: Ta 55°C; calles 3-4: Ta 57°C; calles 5-6: Ta 59°C; calle 7: marcador de peso molecular (Cienmarker, Biodynamics);
calles 1, 3 y 5: control positivo; calles 2, 4 y 6: control negativo.
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de longitud de fragmentos de restriccién para factor V de Leiden y protrombina 620210A.

Tabla V. Concordancia entre el método PCR-RFLP en estudio y la tipificacién molecular externa para la deteccién de vari-

antes del factor V de Leiden y la protrombina G20210A.

Tipificacién molecular externa

Normal/normal Normal/variante

PCR-RFLP en estudio Normal/normal

15 0

Normal/variante

0 15

dL); lipemia (triglicéridos: 334 mg/dL); asi como hemdlisis e
ictericia (bilirrubina total: 3 mg/dL). Asimismo, se incluyeron
muestras de pacientes en tratamiento con anticoagulantes.

Robustez y precisién

La precision se evalué mediante ensayos de repetibilidad
y reproducibilidad intralaboratorio. Para la repetibilidad, un
operador analizé durante cinco dias consecutivos una mues-
tra homocigota normal y otra heterocigota para cada polimor-
fismo utilizando el mismo equipamiento. La reproducibilidad
intralaboratorio se determiné mediante el analisis indepen-
diente de las mismas muestras realizado por un segundo

operador durante cinco dias.

Andlisis estadistico

La concordancia entre los resultados obtenidos mediante
la técnica PCR-RFLP y los métodos de referencia se evalué
mediante el porcentaje de acuerdo y el coeficiente kappa de
Cohen’®. Los intervalos de confianza del 95% (IC95%) para
las proporciones de concordancia se estimaron mediante el
método exacto binomial de Clopper-Pearson. Los analisis es-
tadisticos se realizaron con el software Jamovi versién 2.6
(The Jamovi Project, Sydney, Australia) considerando un nivel
de confianza del 95%.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 3%, PCR-RFLP del factor V de Leiden y la protrombina G20210A .

wWh=n
(se @]
(V8 apTa)]
I’u oo
(@ {8){8)

100pb

» Callel: marcador de peso molecular 100 pb (Cienmarker, Biodynamics); calles 2-4: factor V de Leiden: calle 2, productos de
PCR sin digerir; calle 3, muestra homocigota normal; calle 4, muestra heterocigota. Calles 5-7: protrombina G20210A: calle 5,
producto de PCR sin digerir; calle 6, muestra homocigota normal; calle 7, muestra heterocigota.
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de longitud de fragmentos de restriccién para factor V de Leiden y protrombina G20210A.

Tabla VI. Concordancia entre los genotipos determinados por PCR-RFLP y secuenciacién de Sanger para los polimorfismos

factor V de Leiden y protrombina G20210A.

Factor V de Leiden

Secuenciacién de Sanger

Normal/ normal Normal/ variante

Normal/ normal 4 0
PCR-RFLP
Normal/ variante 0 1
Protrombina G20210A
Secuenciacién de Sanger
PCR-RFLP Normal/ normal Normal/ variante
Normal/ normal 2 0
Normal/ variante 0 3
Resultados Especificidad analitica
PCRin silico La evaluacién mostré resultados concordantes con los

El alineamiento de los cebadores con la secuencia geno-
mica de referencia de Homo sapiens permitié predecir los
productos de amplificacién. Para el factor V, se obtuvo un
amplicén especifico de 267 pb y uno inespecifico de 557 pb,
mientras que, para la protrombina, se observo Gnicamente un
amplicén especifico de 506 pb.

Optimizacidn de la PCR: gradiente de temperatura

La amplificacién del fragmento del gen del factor V mostré
en todas las condiciones una banda especifica de 267 pb de
buena intensidad en el control positivo. No obstante, se ob-
servaron productos inespecificos en las temperaturas mas
bajas, que disminuyeron a 58° C (Figura 1, izquierda).

Para la protrombina, el control positivo mostré una banda
especifica de 506 pb en las tres temperaturas evaluadas (Fi-
gura 1, derecha). En todos los ensayos, se incluyé un control
negativo (agua), sin observarse amplificacion.

Sensibilidad analitica

Se establecieron las cantidades éptimas de ADN molde para la
amplificacion y la digestién enzimatica, adecuadas para la detec-
cién de ambos polimorfismos. Para el factor V se emplearon 5 UL
de ADN enla PCRy 10 UL del producto amplificado en la digestion
(volumen final: 20 L), mientras que, para la protrombina, se uti-
lizaron 1,5 UL y 6,0 UL, respectivamente (Figura 2).

genotipos esperados, observandose los patrones de bandas
correspondientes en todos los casos (Tabla V). La técnica op-
timizada identificé correctamente el 100% de las muestras
previamente tipificadas como normal/normal y normal/va-
riante tanto para el factor V de Leiden como para la protrom-
bina G20210A.

Exactitud. Secuenciacidn

La secuenciacién de un fragmento del gen del factor V en
las muestras seleccionadas identificé cuatro genotipos ho-
mocigotas para el alelo normal (G) y uno heterocigota (G/A)
en la posicién 41.721, correspondiente al sitio de reconoci-
miento de la enzima Mnl I. En el caso de la protrombina, se
observaron dos genotipos homocigotas normales (A) y tres
heterocigotas (A/G) en la posicién 25.313, que incluye el sitio
de reconocimiento para la enzima Hind Il (Tabla V1).

Veracidad

La concordancia entre la técnica PCR-RFLP y la secuencia-
cién de Sanger fue del 100% (10/10 muestras; IC95%: 69,2—
100%), sin observarse discrepancias en la asignacion de ge-
notipos (Tabla VI). El coeficiente kappa de Cohen fue de 1,00,
lo que indica concordancia perfecta entre ambos métodos.
Asimismo, el estudio de recuperacion (Tabla V] evidenci6 una
concordancia del 100% con los resultados previamente infor-
mados por un laboratorio externo mediante PCR-RFLP (30/30
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determinaciones; IC95%: 88,4—100%). El valor de kappa obte-
nido (k = 1,00) confirmé una concordancia interlaboratorio
perfecta.

Interferencia

En las condiciones optimizadas, ninguno de los factores
evaluados mostré interferencias en la deteccién por PCR-
RFLP de las variantes del factor V de Leiden y de la protrom-
bina G20210A.

Robustez y precisién

Las muestras con genotipos homocigotas normales y he-
terocigotas mostraron 100% de concordancia en las pruebas
de repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio tanto con
el mismo operador como entre operadores.

Discusién

En el presente estudio, se logré optimizar y validar ana-
liticamente una técnica de PCR-RFLP para la deteccién de
dos polimorfismos asociados a trombofilia hereditaria, cum-
pliendo con el objetivo propuesto de desarrollar un método
confiable, accesible y reproducible. La evaluacién inicial del
analisis in silico de la PCR, para el gen del factor V, predijo,
ademas del amplicén esperado, la generacién de un producto
inespecifico de 557 pb. Sin embargo, dicho producto no fue
observado experimentalmente en ninguna de las condicio-
nes evaluadas. No obstante, considerando esta posibilidad
tedrica, se realizé un gradiente de temperaturas de hibrida-
cién que permitié definir temperaturas de alineamiento mas
especificas que las previamente reportadas para optimizar la
especificidad de la reaccién y minimizar la eventual forma-
cién de productos inespecificos. Este hallazgo concuerda con
lo descrito por Burd??, quien destaca la importancia de la opti-
mizacién empirica de las condiciones de PCR en ausencia de
protocolos estandarizados universales.

En cuanto al desemperfio analitico, la técnica mostré
adecuada especificidad, evidenciada por la correcta discri-
minacién de genotipos sin interferencias detectables, en
concordancia con los criterios de Jennings!, que destacan la
evaluacion de reactividad cruzada y de inhibidores en ensa-
yos moleculares. Estos ultimos, ya sean compuestos endé-
genos o exdgenos, pueden afectar la actividad de la ADN po-
limerasa e interferir en la amplificacién. Dado que el método
de extraccién empleado incluye etapas de lisis y purificacion
orientadas a eliminar estos compuestos, no se observaron
efectos adversos, lo que refleja la eficacia del procedimiento.

La sensibilidad analitica se defini6 en funcién de la capa-
cidad del método para generar sefiales interpretables, depen-
dientes de la cantidad de ADN y de la adecuada resolucion
electroforética. Esta sensibilidad analitica no es equivalente
a la sensibilidad clinica o diagnéstica, que resulta pertinen-
te cuando la prueba se utiliza para detectar una enfermedad
en una poblacién especifica. En este estudio, no se evalué la
sensibilidad diagndstica, dado que el método esta destinado
a la deteccion de polimorfismos asociados a riesgo trombati-

de longitud de fragmentos de restriccién para factor V de Leiden y protrombina 620210A.

co y no al diagnéstico directo. Por lo tanto, el ensayo aporta
informacién acerca de predisposicién genética, cuya inter-
pretacion clinica debe realizarse en conjunto con factores
clinicos y ambientales®?.

Si bien se observé concordancia completa entre la técnica
PCR-RFLP, la secuenciacion de Sanger y los resultados previa-
mente informados por un laboratorio externo, el reducido nu-
mero de muestras evaluadas mediante secuenciacion limita
la precision de las estimaciones estadisticas y se reflejaen la
amplitud de los intervalos de confianza obtenidos. La canti-
dad de muestras confirmadas por secuenciacién estuvo con-
dicionada por la complejidad operativa y los costos asociados
a esta metodologia de referencia. No obstante, la ausencia
de discrepancias entre los métodos comparados respalda la
exactitud analitica de la técnica evaluada®.

Una limitacién del presente estudio fue la ausencia de mues-
tras correspondientes a individuos homocigotas variantes para
los polimorfismos evaluados debido a la baja frecuencia de
estos genotipos en la poblacién y a la limitada disponibilidad
de muestras previamente caracterizadas. En consecuencia, el
desemperio analitico del método para esta condicién genética
no pudo ser verificado experimentalmente. Sin embargo, la vali-
dacidn se realiz6 utilizando los genotipos normal/normal y he-
terocigota, que constituyen los genotipos mas frecuentemente
encontrados en la practica diagndstica. Estudios futuros con
un mayor nimero de muestras, que incluyan particularmente
genotipos homocigotas variantes, permitiran consolidar la evi-
dencia analitica del método.

Por otra parte, los ensayos de precision y robustez mos-
traron una reproducibilidad intralaboratorio éptima, sin varia-
bilidad entre operadores ni entre corridas, lo que respalda la
estabilidad operativa del método, incluso considerando las
etapas manuales inherentes a los métodos moleculares no
automatizados®. La utilizacién de un lote maestro de reac-
tivos fabricados conforme a las buenas practicas de manu-
factura (ANMAT, Administracién Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica y FDA, Food and Drugs Admi-
nistration) en alicuotas y conservado en condiciones contro-
ladas contribuy6 a minimizar fuentes de variacion asociadas
a la preparacion de reactivos fortaleciendo la consistencia de
los resultados obtenidos. La concordancia observada entre
operadores respalda ademas, la robustez del método frente
a variaciones intralaboratorio, lo que resulta particularmente
relevante para su implementacién en entornos diagndésticos.

Conclusién

En conjunto, los resultados demuestran que la técnica de
PCR-RFLP optimizada constituye una alternativa valida frente
a métodos mas complejos, como la secuenciacion, especial-
mente en entornos con recursos limitados. No obstante, su
aplicacién debe circunscribirse a la deteccién de polimorfis-
mos genéticos evitando extrapolaciones hacia el diagnéstico
clinico directo de trombofilia, en linea con el alcance real de
la metodologia evaluada. La técnica presenta un desempefio
analitico adecuado en términos de especificidad, exactitud
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y precision por lo que cumple con los requisitos necesarios
para suimplementacién en el laboratorio. Su utilidad radica en
la identificacién confiable de variantes genéticas relevantes
contribuyendo como herramienta complementaria en la eva-
luacién del riesgo trombético, sin sustituir la valoracién clini-
caintegral del paciente.
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