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Resumen Actualmente las guias clinicas para el manejo de pacientes con leucemia mieloide crénica incluyen
el monitoreo molecular de BCR-ABL1 por PCR cuantitativa en tiempo real; esta metodologia per-
mite definir la respuesta molecular. A pesar de la probada importancia prondstica de la respuesta molecular, en
muchos casos no se tiene en cuenta que la PCR cuantitativa puede producir datos muy variables, que pueden
afectar la validez de los resultados, y hacer dificil la comparacién entre diferentes laboratorios. Por lo tanto, para
un manejo clinico éptimo, es absolutamente necesaria la estandarizacion de las metodologias de medicién de
BCR-ABL1. La estrategia para obtener valores de BCR-ABL1 comparables consiste en la adopcion de la escala
internacional. La conversion a la escala internacional se logra mediante la aplicaciéon de un factor de conversién
especifico para cada laboratorio; este factor de conversién se puede obtener mediante el uso de calibradores
secundarios validados, que hoy se producen en Argentina, en el marco del programa nacional de armonizacion.
Por otra parte, con el objetivo de mitigar las diferencias entre laboratorios y facilitar criterios uniformes en la
interpretacion de los resultados y presentacion de los informes, decidimos preparar estas guias de laboratorio.
Esto permitira ademas a los laboratorios poder evaluar su calidad de trabajo, tarea muy importante, en parti-
cular para aquellos centros mas aislados, que no tienen facil acceso a costosos kits comerciales o programas
internacionales de intercambio de muestras.

Palabras clave: leucemia mieloide crénica, monitoreo molecular, estandarizaciéon

Abstract Guidelines for molecular monitoring of BCR-ABL1 in chronic myeloid leukemia patients by
RT-qPCR. Current clinical guidelines for managing chronic myeloid leukemia include molecu-
lar monitoring of BCR-ABL1 transcript quantitative reverse-transcription PCR. Despite the proven prognostic
significance of molecular response, it is not widely appreciated that quantitative reverse-transcription PCR
potentially produces highly variable data, which may affect the validity of results, making comparability be-
tween different laboratories difficult. Therefore, standardized reporting of BCR-ABL1 measurements is needed
for optimal clinical management. An approach to achieve comparable BCR-ABL1 values is the use of an
international reporting scale. Conversion to the international scale is achieved by the application of labora-
tory specific conversion factor that is obtained by using validated secondary reference calibrators. Moreover,
with the aim to mitigate the interlaboratory imprecision of quantitative BCR-ABL1 measurements and to fa-
cilitate local laboratory results interpretation and reporting, we decide to prepare laboratory guidelines that
will further facilitate interlaboratory comparative studies and independent quality-assessment programs, which
are of paramount importance for worldwide standardization of BCR-ABL1 monitoring results, in particular for
those most isolated laboratories, with not easy access to commercial kits or sample interchange programs.
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La introduccion del Gleevec (Mesilato de Imatinib,
Novartis) como inhibidor de tirosin quinasas (ITKs), en
el tratamiento de primera linea de la leucemia mieloide
cronica (LMC), transformd, no solamente el abordaje tera-
péutico de la LMC, sino también la evolucién misma de la
enfermedad y la metodologia necesaria para monitorear
la respuesta al tratamiento. Estos fenémenos se profundi-
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zaron con la llegada de los ITKs de segunda generacion,
como por ejemplo el Tasigna (Nilotinib, Novartis), que por
Su mayor potencia, provoca, en la mayoria de los casos,
una rapida normalizacion de los parametros hemato-
I6gicos y citogenéticos'. Consiguientemente, gracias a
estas terapias molecularmente dirigidas, la mayoria de
los pacientes con LMC, tratados en la fase crénica de la
enfermedad, alcanzan la repuesta citogenética completa
(RCC) al cabo de un afo de tratamiento. Sin embargo,
aun con RCC, la médula ésea puede todavia contener un
numero muy elevado de células leucémicas (alrededor de
10° células); esto sugiere dos importantes cuestiones: la
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primera, que la normalizacion de los valores citogenéticos
se debe a la baja sensibilidad de esta metodologia de mo-
nitoreo, y no a la efectiva desaparicion de la enfermedad,
la segunda, la necesidad de recurrir a metodologias de
monitoreo mas sensibles.

Es asi que en el estudio IRIS (International Randomized
Study of Interferon and STI571) fue necesario implementar
la PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR) con el ob-
jeto de medir, con una sensibilidad superior (hasta 10 000
veces mas sensible), los niveles de transcripto quimérico
BCR-ABL 1 en leucocitos de sangre periférica, de aquellos
pacientes que alcanzaban la RCC2. En base a los resultados
obtenidos en el IRIS, teniendo en cuenta la profundidad de
la respuesta molecular alcanzada y el tiempo necesario para
conseguir ese valor, se pudieron establecer “endpoints’ mo-
leculares con significado prondstico®. El mas significativo de
ellos seguramente fue la definicion de respuesta molecular
mayor (RMMa; BCR-ABL1/gen control < 0.1%) que hoy
todavia representa uno de los principales objetivos clinicos
a alcanzar. También, a partir de este estudio, se definieron
los umbrales moleculares para caracterizar la respuesta
optima, warningy falla, que tienen en cuenta no solamente
la profundidad de la respuesta terapéutica alcanzada, sino
también el tiempo necesario para obtenerla“.

Ademas de estas importantes cuestiones prondsticas,
el IRIS evidencio, por primera vez, otro importante as-
pecto vinculado al manejo clinico del paciente con LMC:
la necesidad de una armonizacion de las metodologias
de gRT-PCR. Efectivamente, los resultados molecu-
lares obtenidos en el IRIS son informados de acuerdo
a metodologias armonizadas a una escala unica de
referencia, conocida como escala internacional (IS, del
inglés International Scale). Por lo tanto hoy, la correcta
interpretacion clinica de los resultados cuantitativos, de-
pende estrictamente de la posibilidad de contar con un
laboratorio alineado a la IS.

Es interesante destacar que tanto la guia Americana
(NCCN, National Comprehensive Cancer Network), como
la Europea (ELN, European Leukemia Net), consideran al
monitoreo molecular por qRT-PCR la mejor opcién para
definir respuesta terapéutica y el seguimiento del paciente;
pero esto es valido siempre y cuando los estudios proven-
gan de laboratorios alineados a la IS y validados todos los
anos; por tal motivo, a nuestro criterio, la estandarizacion,
tiene que formar parte de un programa integral en el marco
del control clinico de los pacientes con LMCS.

Nosotros recomendamos realizar el monitoreo molecu-
lar en forma regular durante el tratamiento cada 3 meses;
sin embargo hay algunas diferencias con respecto a la
frecuencia sugerida, dependiendo de la guia consultada:
la ELN recomienda hacerlo a partir del tercer mes y luego
cada 3 meses hasta alcanzar la RMMa; luego al menos
cada 6 meses. La NCCN recomienda hacerlo al diagnds-
tico y luego cada 3 meses (o0 cada 6 una vez alcanzada
la RCC) durante 3 afios. Lo importante es entender que
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un monitoreo molecular frecuente posibilita al médico:
1) determinar con precisién y rapidez qué nivel de re-
puesta alcanzé su paciente y si puede mantenerla en el
tiempo; esto permite identificar rapidamente los casos con
menor probabilidad de una respuesta optima; 2) detectar
tempranamente aumentos en los niveles de BCR-ABL1,
posibilitando tomar rapidamente decisiones que pueden
tenerimpacto en la evolucion a largo plazo. Hay evidencias
que indican que un aumento significativo en los niveles de
BCR-ABL1 (> 1 Log) durante el tratamiento anticipa con
cierta precision la posible recaida. 3) La disponibilidad de
estudios moleculares seriados y a intervalos regulares
permite conocer que, a pesar de la remision molecular
alcanzada, la batalla contra el clon leucémico esté todavia
en curso, y que cualquier reduccion prematura en la “in-
tensidad” del tratamiento podria favorecer el crecimiento
del clon leucémico, con el consecuente aumento de los
niveles de BCR-ABL1. A pesar de que la suspension tem-
poraria del tratamiento a veces responde a una decisién
clinica (p.ej. toxicidad de la dosis utilizada) muchas veces
es el resultado de una baja adherencia del paciente. Por
lo tanto, realizar tests regularmente facilita identificar los
periodos de baja adherencia. 4) El incremento en los
niveles del BCR-ABL1 podria también representar una
sefal de selecciéon de algun clon mutado que confiera
resistencia a los inhibidores; sin embargo, cabe aclarar
que las mutaciones explican en promedio solo un 50%
de los casos resistentes, con un porcentaje muy variable
(entre 19y 91%), que depende del método de deteccion,
la poblacion en estudio y el estadio de la enfermedad. Por
lo tanto otras causas de resistencia, tanto dependientes
como independientes del BCR-ABL 1 pueden estar dificul-
tando una buena respuesta al tratamiento.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, el objeto de
este trabajo es proponer criterios para la armonizacion,
interpretacion e informe de los tests moleculares reali-
zados, con el propdsito de monitorear la respuesta de
pacientes con LMC tratados con inhibidores de tirosina
quinasa. Estas recomendaciones son el producto de un
consenso que se logré gracias a la colaboracion de un
grupo de expertos argentinos en el tema, que a través de
su experiencia personal y las sugerencias de otras guias
internacionales, consideraron util preparar este documen-
to dirigido y adaptado para la realidad latinoamericana.
Esperamos que este trabajo contribuya a unificar criterios
y mitigar las diferencias, haciendo mas eficaz la toma de
decisiones terapéuticas adecuadas.

Papel de la escala internacional para la
armonizacion de las pruebas moleculares
para BCR-ABL1: recomendaciones generales

A pesar de que la gRT-PCR es la metodologia de eleccion
para el monitoreo molecular a nivel mundial, todavia falta
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uniformidad y consenso en cuanto al procedimiento para
obtener los resultados; ademas, es un método complejo,
donde intervienen muchos factores, entre ellos: conser-
vacion de las muestras, extraccion del ARN, retrotrans-
cripcion del ARN a ADNc, eficiencia de la qRT-PCR,
plataforma utilizada y gen control empleado.

Por estas razones, la variabilidad final en los resultados
puede ser muy elevada, comprometiendo su potencial
significado clinico.

La IS representa un método practico y tedricamente
adoptable por cualquier centro, que posibilita la compa-
rabilidad de los resultados de qRT-PCR obtenidos en
diferentes laboratorios; consecuentemente, los médicos
de cualquier parte del mundo pueden adoptar las guias
internacionales de tratamiento para pacientes con LMC.
Esta escala se establece en el afio 2005, en ocasién
del meeting de un grupo de expertos en LMC en el NIH
(National Institute of Health, Bethesda, EE.UU.); ademas
de la IS, como referencia para informar los resultados de
gRT-PCR, el grupo de expertos evidenci6 la necesidad
de determinar un factor de conversion (FC) especifico,
como herramienta para adoptar esta escala.

La IS es una derivacién del estudio IRIS que, al uti-
lizar por primera vez un material unico de referencia,
compuesto por ARNs de 30 pacientes con LMC al diag-
néstico, sin tratamiento, lleva a cabo el primer proceso
de estandarizacion. Con este material, cada uno de
los 3 laboratorios principales que participaron del IRIS
(Adelaida, Londres y Mannheim), pudo estimar un valor
de referencia especifico (valor basal), calculando el pro-
medio de los cocientes BCR-ABL 1/gen control obtenidos
mediante gRT-PCR de las 30 muestras. Esto posibilité la
comparabilidad de los resultados de qRT-PCR, ya que
estos se expresaban como reduccién logaritmica con
respecto al valor basal obtenido en cada laboratorio. Por
eso, a veces, cuando nos referimos a la RMMa hablamos
de una reduccién de 3 Logs con respecto al valor basal
(que no representa el valor inicial de cada paciente).
Para poder transformar a una escala unica de valores,
y hacer méas sencilla la comparacioén y la interpretacion
de los resultados, se introdujo la IS; de forma totalmente
arbitraria se establecié que en la IS, el valor basal equi-
vale al 100% (para esto se hacia necesario calcular un
factor de conversion, facilmente obtenible realizando el
cociente 100%/valor basal%). En términos absolutos, por
lo tanto, la RMMa adquiere en la IS, el valor del 0.1% ya
que esto equivale a 3 Logs por debajo del 100%. Esta
claro que este mismo proceso de conversién tendrian que
realizarlo todos aquellos laboratorios que quisieran alinear
sus resultados a la IS; el problema es que, si al tiempo del
IRIS los laboratorios disponian del material de referencia
inicial, este obviamente no era suficiente para que mas
laboratorios en el mundo puedan determinar su FC a la
escala internacional. Lo que si habia eran metodologias
certificadas que podian garantizar la propagacion de la

IS a través de un intercambio de muestras de pacientes;
el laboratorio australiano de Timothy Hughes y Susan
Branford en Adelaida se hizo cargo de esta importante
tarea, que a pesar de ser laboriosa, costosa y accesible
solo para grandes centros, ha posibilitado la armonizacion
del monitoreo molecular de varios laboratorios, inclusive
en Argentina®.

Sin embargo, lo ideal en este campo seria disponer
de un material de referencia universal, que pueda ser
recibido por el laboratorio que quiera estandarizarse,
con frecuencia anual, para garantizar la conservacion
del FC. Por tal motivo The first World Health Organization
International Genetic Reference Panel for quantitation of
BCR-ABL mRNA fue aprobado por una comision de ex-
pertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en
2009; este material de referencia universal esté disponible
para los laboratorios de todo el mundo, como calibrado-
res “primarios” de la OMS’. Técnicamente este material
consiste en una mezcla de lineas celulares liofilizadas
que expresan 4 niveles diferentes de BCR-ABL1 en un
rango de valores entre 10% y 0.01%,; estos calibradores
primarios tienen un valor nominal asignado, en base a
una extensa caracterizacion con metodologias de qRT-
PCR ya certificadas a la IS. Sin embargo, la dificultad
en producir este material biolégico sumado a la gran
demanda, obligé a la organizacion internacional a redu-
cir su ambicioso proyecto de estandarizacion mundial y
limitar su disponibilidad solamente para aquellos centros
que puedan producir calibradores “secundarios”, es decir
cuenten con las herramientas y know-how necesarios
para generar calibradores derivados de los primarios; la
tendencia entonces en este campo, es la de favorecer e
incentivar iniciativas locales que puedan ayudar a des-
centralizar la produccion y distribucion de los calibradores.

En Argentina, por primera vez, gracias a la colabo-
racion entre academia (Academia Nacional de Medicina
de Buenos Aires), investigacion y desarrollo (CIO-FUCA,
Instituto A. Fleming de Buenos Aires) y farmacéutica
(Novartis Argentina SA), se concibié una iniciativa (Fig.
1) que tiene como principal objetivo generar calibradores
secundarios para que todos aquellos laboratorios que
quieran realizar el monitoreo molecular de la LMC, pue-
dan hacerlo de acuerdo a la IS. El material en cuestion
es concebido con los mismos criterios de los calibradores
primarios de OMS y distribuido localmente con el soporte
técnico necesario para su correcto uso e interpretacion.
Para su elaboracion es importante generar stocks iniciales
de HL-60 y K562 criopreservados en nitrégeno liquido,
que permitan contar con grandes cantidades de células
con un numero de pasaje similar. Por otro lado, las células
cosechadas para la realizacion de los calibradores deben
encontrarse en fase de crecimiento exponencial, nunca
superando una densidad de 1 x 10° células/ml. La mezcla
inicial de células HL-60 y K562, consiste en una dilucion
50:1, la cual se corresponde con un valor nominal de %
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BCR-ABL1/ABL1 cercano al 10%. Esta primera dilucién
es utilizada para realizar diluciones seriadas de factor
10, obteniendo mezclas cuyos valores nominales son
cercanos a 1%, 0.1% y 0.01%. A continuacion, 2 x 10°
de células en un volumen de 1ml de PBS son distribuidas
en viales de vidrio aptos para liofilizacion, y mantenidos
en hielo hasta el momento de ser colocados en el equi-
po (AdVantage-Plus freeze dryer, VIRTIS), el cual debe
encontrarse pre-enfriado a -50°C. Al finalizar el ciclo de
liofilizacion, los viales son sellados y guardados a -20°C
hasta el momento de su distribuciéon. Su estabilidad a
temperatura ambiente ha sido demostrada hasta los 6
meses. Sin embargo, en lo posible, es recomendable
almacenar los calibradores a -20 °C, y el ARN extraido a
partir de ellos debe ser guardado a -80 °C.

Con el objetivo de que cada laboratorio pueda conocer el
limite de deteccidn de su metodologia, se ha elaborado un
quinto calibrador secundario, cuyo valor nominal es de alre-
dedor de 0.001%, es decir, 1-log de reduccion con respecto
al calibrador mas diluido. Este calibrador no es utilizado en
el célculo del FC, sino que permite determinar cual es la
capacidad del método de detectar respuestas moleculares
profundas (RM59). En caso de que el resultado, para este
calibrador, sea indetectable, puede deberse a distintos
factores, consideraremos las siguientes situaciones: 1) el
numero de copias de ABL1 es menor que 100 000; 2) el
numero de copias de ABL1 es mayor a 100 000.

En el primero de los casos los laboratorios deberan
introducir modificaciones a su protocolo de qRT-PCR, que
permitan aumentar el numero de copias del gen control.
Los factores que pueden contribuir a dicho aumento
incluyen: evaluar la calidad de la muestra y del ARN
obtenido; aumentar la cantidad de ARN y/o de random
primers en la retro-transcripcion; modificar los tiempos de
retro-transcripcion; evaluar la presencia de inhibidores en
la reaccion de qPCR provenientes de la retro-transcripcion
(mediante diluciones del ADNc).

Desarrolloy
producciénde
panelesde 5
calibradores
secundarios
liofilizados

Estandarizaci6n
del laboratorio de
referencia con los

calibradores
primarios dela
WHO

Control de calidad
del material
liofilizado y

asignacion del
valor nominalala
escala
internacional
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En el segundo caso, es posible que exista una diferen-
cia en la eficiencia de retro-transcripcion del gen control
ABL1 en comparaciéon con BCR-ABL1. Dado que las
curvas de eficiencia son normalmente realizadas con
plasmidos, no evaluan las diferencias en la eficiencia
de retro-transcripcion. Es importante tener presente que
el paso de retro-transcripcién introduce una variabilidad
significativa en el proceso de cuantificacion, particular-
mente en una situacién de baja expresion del gen target,
baja concentracion de ARN, y pobre calidad del material
de partida®. Se sugiere entonces, a manera de analisis
exploratorio (no de rutina), evaluar la eficiencia del paso
de retro-transcripcion utilizando curvas de ARN. Para
ello, es recomendable utilizar un ARN carrier (como
ARNt de otra especie, p.ej. levadura) como diluyente. La
eficiencia de amplificacién de BCR-ABL 1y el gen control
debe ser similar para que la cuantificacion sea vélida a
lo largo de un rango amplio de cantidades iniciales de
gen target.

En conclusién, el material que se entrega para la
armonizacion corresponde a 2 paneles de 5 calibra-
dores secundarios (10 viales en total) necesarios para
determinar el FC a la escala internacional, para cualquier
metodologia de PCR cuantitativa del BCR-ABL1. Cada
ampolla contiene la mezcla de las dos lineas celulares
liofilizada, en 5 proporciones diferentes, que reproducen
5 niveles de expresion diferentes del reordenamiento qui-
mérico, en un rango de cocientes BCR-ABL1/gen control
entre 10%-0.001%. Como se muestra en la Fig. 1, este
material es utilizado para el programa de estandarizacién
a la escala internacional en América Latina; gracias a esta
iniciativa ya contamos con 18 laboratorios estandarizados
mediante este proceso, provenientes de 7 paises dife-
rentes latinoamericanos (Argentina, Uruguay, Paraguay,
Costa Rica, Panamd, Guatemala, Colombia). El programa
sigue vigente para garantizar el seguimiento de los 18
laboratorios y abierto para que mas laboratorios se sumen.

Distribuciénde los
calibradores
secundarios para
su uso local conlas
metodologias de
rutinaen cada
laboratorio

Fig. 1.— Esquema representativo del disefio general del programa de estandarizacion,
desde la armonizacion del laboratorio de referencia mediante los calibradores
primarios de OMS, hasta la obtencion del FC especifico para los laboratorios que
participan del programa a través de los calibradores secundarios. WHO: OMS
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Recomendaciones generales para el proceso
pre-analitico y analitico

La qRT-PCR es una metodologia particularmente po-
derosa pero al mismo tiempo muy compleja; involucra
muchos pasos y su éxito depende fundamentalmente
de la cantidad y calidad del ARN total que se obtiene a
partir de la muestra bioldgica. Una baja cantidad de ARN
total reducira la sensibilidad del ensayo, perjudicando la
posibilidad de detectar una respuesta molecular profun-
da, mientras que una baja calidad afectara ademas la
comparabilidad de los resultados con estudios anteriores,
generando posiblemente toma de conductas terapéuticas
sub-6ptimas.

Pre-analitico: obtencion de muestras de sangre,
procesamiento y extraccion de dcidos nucleicos.

El seguimiento molecular del paciente con LMC por qRT-
PCR puede realizarse a partir de médula 6sea (MO) o
sangre periférica (SP), en ambos casos anticoaguladas
con EDTA al 0.5%. Cualquiera haya sido la eleccién del
tipo de muestra es mandatorio no modificarla y mante-
ner el mismo tipo de muestra durante el seguimiento del
paciente, garantizando asi una mejor comparabilidad de
los resultados en el tiempo. Dada la facilidad de acceso
y obtencion que la SP posee suele ser ésta la muestra
preferida.

El volumen de SP necesario para un buen rendimien-
to dependera del numero de células hematopoyéticas
nucleadas presentes en la misma y de la optimizacion
del procedimiento de separacién en cada laboratorio.
Por eso es recomendable poder contar con un conteo
celular previo; en caso de que este no sea posible se
recomiendan por lo menos 10 ml de sangre para pacien-
tes en tratamiento (> 10 ml para aquellos pacientes en
respuesta molecular profunda).

La sangre puede almacenarse a 4 °C hasta el momento
de procesarla (hasta 24 horas maximo). Es importante que
los tubos contengan la cantidad de sangre indicada, ya
que la cantidad de EDTA en los tubos esta calculada para
ese volumen. Si la concentracion de EDTA es mas alta
de lo estandar, puede ocasionar inhibicion en la reaccién
de PCR. Las muestras de SP son sometidas a un fraccio-
namiento celular. Existen dos procedimientos posibles:

e Utilizacion de un buffer de lisis de globulos rojos
(RCLB).

* Utilizacion de un buffer amonio (solucién de NH,CI
14.4 mM y NH,HCO, 1 mM) en agua bidestilada.

En ambos casos el pellet celular obtenido se puede
congelar a -20 °C por 3-4 dias como maximo antes de ser
procesado; nosotros recomendamos el uso del método
con buffer de amonio, sin congelar la muestra.

La separacién por centrifugacion en gradiente de
densidad con Ficoll-Hypaque o Ficoll-Paque plus no es

recomendable para los casos de LMC porque afecta a la
sensibilidad del ensayo y la posibilidad de poder detectar
enfermedad minima residual.

La extraccion del ARN desde MO o SP debe hacerse
por un método que asegure la calidad del acido nucleico.
Debe implementarse un procedimiento de aislamiento en
un ambiente libre de nucleasas y, de ser posible, en un
espacio destinado solamente para el procesamiento de la
muestra. Las ARNasas se pueden introducir accidental-
mente en cualquier punto del procedimiento a través de
una técnica inadecuada. Dado que la actividad ARNasas
es dificil de inhibir, es esencial prevenir su introduccion.
Las siguientes indicaciones se deben observar cuando
se trabaja con ARN:

* Siempre use guantes desechables sin talco. La
piel a menudo contiene bacterias y hongos que pueden
contaminar una preparacion de ARN y ser una fuente de
ARNasas.

« Utilice recipientes estériles, material de plastico libre
de ARNasas y pipetas automaticas reservadas para el
trabajo con ARN para prevenir la contaminacion cruzada.

Para la purificacion del ARN, se somete el pellet ce-
lular a una extraccién con tiocianato de guanidinio/fenol/
cloroformo y una posterior precipitacion con isopropanol.
Este procedimiento puede ser realizado mediante TRI-
zol (ThermoFisher), que ademas posibilita posponer la
extraccion y guardar la muestra bioldgica lisada a -20
°C hasta una semana. Finalmente el ARN precipitado
se lava con etanol 75% y se re-suspende en agua libre
de ribonucleasas, para conservarse a -20 °C o0 a -80 °C
segun el tiempo requerido para uso posterior. La canti-
dad de ARN puede evaluarse espectrofotométricamente
a 260 nm y su pureza a 280 y 230 nm. En este sentido,
se recomienda una evaluacion estricta de la calidad del
material obtenido, cualquiera sea el método de extraccién
utilizado, mediante la relacién de absorbancia a 260 nm
vs. 280 nm, que estima la contaminacion con proteinas,
y la relaciéon de absorbancia a 260 nm vs. 230 nm, que
estima la contaminacion con alcoholes (egj. fenoles) con-
taminantes durante la extraccion.

Recomendamos evitar el uso de las membranas de
silice para la extraccién de acidos nucleicos debido a la
baja capacidad de extraccion cuando se utilizan volu-
menes de muestras grandes y con muchas células. Sin
embargo, estas membranas pueden resultar utiles cuando
se hace necesario limpiar una muestra de ARN extraida
con TRIzol y que resulté contaminada con algun inhibidor
de la reacciéon de PCR (en general se pueden identificar
estos casos cuando el gen control no muestra sefial o es
muy débil durante la reaccién de PCR). Estas columnas
permiten realizar un lavado y purificaciéon del ARN en
forma muy sencilla, rapida y efectiva.

Finalmente, la muestra de ARN puede ser conservada
con el agregado de inhibidor de RNAsas para su mayor
durabilidad en el tiempo, en particular para prevenir de-
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gradacion frente a eventuales descongelamientos que
pueda sufrir la muestra almacenada.

Analitico: copiado del ARN a ADNc y amplificacion
por PCR en tiempo real (real time).

La aplicacion clinica de una metodologia de biologia
molecular requiere informacion sobre la sensibilidad y
especificidad analitica, la precisién y reproducibilidad del
ensayo, es decir caracterizar una serie de parametros
técnicos como parte del proceso de estandarizacion.
Estos pardmetros pueden ser definidos a través de los
calibradores secundarios ya que, ademas de poder usar-
los para estimar el FC, permiten caracterizar sensibilidad,
precisién y reproducibilidad.

La sensibilidad analitica del método se refiere al
numero minimo de copias que pueden ser medidas con
precision; esto difiere del concepto de sensibilidad clini-
ca que representa el porcentaje de individuos con una
determinada enfermedad que es detectado positivo para
esa condicion particular. La sensibilidad se expresa como
limite de deteccién (LOD, del inglés Limit of detection), que
es la concentracién minima que puede ser detectada con
una precision razonable (generalmente con probabilidad
del 95%). EL LOD tedricamente alcanzable para una
PCR es de 3 copias (teniendo en cuenta la distribucion
de Poisson).

Cuando hablamos de especificidad analitica nos
referimos a la capacidad de detectar el target especifico
en lugar de otros inespecificos; mientras que la especi-
ficidad diagndstica es el porcentaje de individuos sin la
enfermedad para los cuales el método nos da un resultado
negativo.

La precision del ensayo se refiere a la diferencia entre
el valor experimentalmente obtenido y el valor real para
una determinada muestra.

La repetitividad (también conocida como variabilidad
intra-ensayo) se refiere a la precision y estabilidad del
ensayo en mediciones repetidas sobre la misma mues-
tra en la misma corrida. Puede expresarse como desvio
estandar (SD; cuando consideramos el C, 0 el nimero de
copias) o bien como coeficiente de variacién (CV; cuando
consideramos el numero de copias pero no valido para
el C). La reproducibilidad (también conocida como va-
riabilidad inter-ensayo) se refiere a la variabilidad en los
resultados entre corridas o entre diferentes laboratorios y
se expresa como SD o CV del nimero de copias (nunca
como variacion del C)°.

Problema de la variabilidad

El mismo proceso de armonizacion del testmolecular a la
escala internacional mediante los calibradores secunda-
rios posibilita al laboratorio conocer los parametros aso-
ciados a la variabilidad, tanto intra- como inter-laboratorio,
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y sensibilidad o limite de deteccién del método. Estos
parametros deben ser conocidos por cada laboratorio
por distintos motivos:

- distinguir el componente técnico de la variaciéon en
la respuesta molecular de los pacientes en respuesta al
tratamiento

- evaluar la reproducibilidad del método y por lo tanto
la validez de su FC a lo largo del tiempo

- detectar eventuales problemas que puedan surgir en
el proceso completo de monitoreo

La metodologia empleada para la cuantificacion de
transcriptos por retro-transcripciéon y PCR en tiempo real
posee una variabilidad intrinseca al método que, en condi-
ciones optimas, ronda el 30%, medida como coeficiente de
variacion. Esta variacion corresponde a mediciones reali-
zadas con la misma metodologia, los mismos operadores,
en el mismo laboratorio. Si adicionamos la variabilidad
aportada por los distintos métodos de extraccion de ARN,
conservacion de muestras, retro-transcripcion, gen control
utilizado, y cuantificacion por gPCR, la misma puede ser
mucho mayor; esto es evidenciado por el amplio rango
de FC obtenido (entre 0.18 y 13.5) en un estudio de 36
laboratorios que realizaron la armonizacion de su método
con el laboratorio de Adelaida®.

Para poder evaluar el CV de cada laboratorio, a partir
del ARN extraido de los calibradores secundarios, se
hace necesario realizar varias reacciones de retro-trans-
cripcion, las cuales seran evaluadas en distintas corridas,
realizadas durante varios dias. De este modo, puede
estimarse la variacion intra- e inter-corrida, que incluye
a la variabilidad aportada por el método de extraccion
de ARN, retro-transcripcién y qPCR. El protocolo deta-
llado del proceso de calibracion mediante calibradores
secundarios es indicado por el laboratorio encargado
de producirlos y distribuirlos, que estara encargado de
analizar la calidad de los datos.

EI CV es una medida de la dispersion de los datos que
es independiente de la escala y unidad de la variable, lo
cual permite comparar facilmente dicha dispersion. El
calculo del CV intra- e inter- corrida se realiza mediante
la siguiente férmula:

CV =SD/M

SD = desvio estandar muestral

M = media muestral

Importante: esto es valido siempre y cuando el nimero
de muestras sea grande (n > 30)

Indicaciones generales para el ensayo

A continuacion, algunas recomendaciones generales a
tener en cuenta en la préactica diaria del test analitico: 1)
utilizar siempre la misma metodologia validada, siguiendo
siempre un mismo protocolo propio de cada laboratorio.
2) Utilizar siempre la misma cantidad de muestra (ARN
o0 ADNc) para todos los pacientes, y también el mismo
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volumen para la reacciéon de BCR-ABL1 y del gen con-
trol. 3) Estandarizarse a la escala internacional (esto es
imprescindible para poder comparar los resultados con
otros laboratorios). 4) Controlar los parametros de la
cuantificacion en cada corrida, teniendo en cuenta que
las eficiencias de amplificacion de BCR-ABL1y gen con-
trol deben ser lo mas similares posibles. Graficamente,
esto implica que las curvas de cuantificacion para cada
transcripto deben ser paralelas y superpuestas. Matema-
ticamente esto significa que tienen el mismo valor de pen-
diente y ordenada al origen. Los valores de la pendiente
y la ordenada al origen de cada uno deben mantenerse
similares en las distintas corridas.

La utilizacién de la curva de calibracién elegida requie-
re algunas consideraciones adicionales: la teoria indica
que lo ideal es realizar una curva de calibracion para el
gen control y otra para BCR-ABL1 en cada corrida. Sin
embargo, los laboratorios de referencia han observado
una variabilidad inter-corrida de las curvas que no es
significativa si todos los parametros del proceso se
mantienen constantes. Por lo tanto, la frecuencia debe
determinarse en cada laboratorio, en funcién del nimero
de muestras que se procesan en simultaneo. Sin embar-
go, es absolutamente necesario realizar una curva de
calibracion nueva cada vez que algun factor del proceso
se modifique. Es recomendable llevar un registro de los
valores de C, obtenidos para las curvas de calibracion a
lo largo del tiempo. Esto permite evaluar la calidad del
material utilizado para la construccion de las curvas y
para la cuantificacion. Las curvas de calibracion permiten
evaluar la eficiencia de amplificacion de los genes control
y BCR-ABL 1. Esta debe ser similar para ambos genes, y
mayor al 90%. Los datos de C,son utilizados para realizar
una regresion lineal, lo cual permite estimar el numero
de copias en la muestra incognita por interpolacién del
valor de C,obtenido. Esto implica que es estrictamente
necesario que el valor de C, de la muestra esté incluido
en el rango de cuantificacion de la curva de calibracion,
ya que la extrapolacién puede llevar a graves errores
en la estimacion. Los valores de C, para los puntos mas
diluidos de la curva suelen presentar mayor variacion
que los méas concentrados, debido al mayor peso que
tiene la fluctuacion al azar en los primeros. Por lo tanto,
es recomendable cuantificar como minimo por duplicado
los puntos mas diluidos de la curva.

Los controles positivos de ARN (de baja y alta carga
tumoral) son utiles para decidir si una corrida es aceptable
o no (Fig. 2). Una manera sencilla de hacer esto es eva-
luar los SD de los calibradores (por ejemplo el calibrador
cercano al 10% y aquel cercano al 0.1%); registrar el valor
medio y los SD en un periodo de tiempo y determinar asi
la variacion del método. Una vez establecido el interva-
lo, exigir que los valores que se van obteniendo de las
muestras de pacientes estén dentro de ese intervalo (valor
medio + 2SD). Si una curva o una largada, no cumple los

2 controles de ARN: uno de alta y otro
de baja carga de BCR-ABL1

Al menos 1
control

>2SD ?

Ambos
Controles

>25D ?

Corrida NO aceptable

Fig. 2.— Algoritmo sugerido para la toma de decisiones con
respecto a la corrida de gRT-PCR. Al tener en cuenta la
variabilidad del método y el valor de los controles positivos
de ARN (de alta y baja carga de transcripto quimérico)
se puede decidir en forma objetiva cuando es necesario
repetir una corrida por completo, debido a que hubo una
diferencia significativa en los valores esperados, que po-
drian indicar algun error metodolégico o cambio en las
condiciones.

requisitos, es necesario repetirla para no incluir un factor
mayor de variacion. Recordar que los métodos molecu-
lares tienen un CV elevado. Verificar el CF cada vez que
se produzca un cambio en la metodologia (instrumento,
metodologia, enzimas, volimenes de reaccion, etc.) o al
menos una vez por afo, segun como lo indique el labo-
ratorio de referencia.

Otro dato a tener en cuenta es que la escala interna-
cional, y las respuestas moleculares, son validas para
las variantes mas frecuentes de p210 (e13a2 y e14a2)
pero existen casos de LMC que expresan variantes raras
de BCR-ABL1. El monitoreo de estos casos requiere un
tratamiento especial. Se recomienda generar un método
de cuantificacion, por ejemplo por clonacién del producto
de fusion en un plasmido para generar una curva es-
tandar especifica para esa variante (p.ej. e1a2; e19a2).
Los resultados para el monitoreo se pueden expresar en
funcion del nivel basal, como disminuciones logaritmicas.
Es fundamental en estos casos aclarar que los endpoints
moleculares establecidos con valor pronéstico no incluyen
estas otras isoformas de la oncoproteina.
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Recomendaciones para la correcta
interpretacion de los resultados moleculares

La cuantificacion se expresa como un cociente (%) entre
el nimero de copias de BCR-ABL 1y el nimero de copias
de un gen de referencia, generalmente ABLT:

N copl-as BCR-ABL1/ x 100 x FC = Cociente(%)'
N° copias gen control

IS = indica que el resultado esta alineado a la escala
internacional

El uso de un gen control apropiado permite hacer el
ensayo mas reproducible y comparable en el tiempo. Los
tres genes control mas estudiados y empleados son BCR
(utilizado en el estudio IRIS), ABL1y GUSB (utilizados
por el consorcio europeo). El uso de estos genes es reco-
mendable dado que el nivel de expresion y estabilidad son
muy similares al de BCR-ABL 1. Es interesante observar
que el resultado cuantitativo que se obtiene a través de
la qRT-PCR es un valor relativo (no absoluto), que surge
del cociente entre el nimero de copias estimado de BCR-
ABL 1y el nimero de copias estimado para el gen control
(gracias a curvas estandar de diluciones plasmidicas).
Sin embargo, este cociente, una vez transformado a la
IS a través de la multiplicacion por el FC, adquiere un
significado absoluto, debido a que la escala internacio-
nal esta anclada a dos valores especificos (el 100% vy el
0.1%). Por este motivo también, los valores de gRT-PCR
expresados en la IS, al tomar un significado absoluto se
vuelven independientes del valor inicial de BCR-ABL1
de cada paciente.

Cuando se cumplen las condiciones anteriores, se
pueden calcular el numero de copias de BCR-ABL1y
de ABL1 en cada muestra. Una muestra se considera
evaluable cuando contiene al menos 10 000 copias de
ABL 1 en cada muestreo (si se corre por duplicado). Esto
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implica que muestras de ARN que no logran este numero
deben considerarse NO evaluables para la cuantificacion
y se debe solicitar una nueva muestra del paciente.

De manera similar a la definicion de RMMa, que se
basa en el limite de 0.1%'® (3 Logs de reduccién con
respecto al valor basal del IRIS, RM3?) definimos la
RM*° (0.01%'S, 4 Logs de reduccion), RM*5 (0.0032%
1S/ 4.5 Logs de reduccion) y RM5°(0.001% 'S, 5 Logs de
reduccién) (Tabla 1).

Tedricamente, el minimo ndmero de copias de BCR-
ABL1 cuantificable deberia ser el punto més bajo de la
curva. Sin embargo, nosotros recomendamos adoptar un
criterio mas objetivo en la definicion de muestras positivas
o negativas; el cutoffde positividad deberia corresponder
al valor del numero de ciclos obtenido por la intercepta al
origen (valor de “b” en la funcidon matematica de la curva)
+1C,. Por ejemplo:

¢ Cual seria el limite de positividad en una corrida con
una “b” = 39.5?

Ciovory=395+1=405

Por lo tanto:

Muestras > 40.5 =» Negativa (-)

Muestras < 40.5 = Positiva (+)

De acuerdo a ello se consideran indetectables aquellas
muestras con valores de C, > (b + 1).

También hay que tener en cuenta que los controles
negativos no deberian en ningin momento mostrar senal
por encima del threshold fijado; sin embargo podemos
tolerar una positividad de estos controles hasta el limite
dado por (b + 2);

¢ Cual seria el limite de tolerancia de los controles
negativos en una corrida con una “b” = 39.5?

Coouory=395+2=415

Por lo tanto:

Controles negativos > 41.5 = OK

Controles negativos < 41.5 = Warning(Repetir corrida)

Cuando se corren muestras por duplicado o triplicado y
se obtienen valores positivos y otros negativos (definidos

TABLA1.— Valores de referencia de la escala internacional y definicion de la
respuesta molecular

% BCR-ABL1/ABLA1 Reduccion Resp. N° copias
logaritmica Molecular gen ABL*

< 0.001% o indetectable > 5.0 log RM 5.0 > 100 000

< 0.0032% o indetectable > 4.5 log RM 4.5 > 32 000

< 0.01% o indetectable > 4.0 log RM 4.0 > 10 000

<0.1 -0.01% > 3.0 log RMMayor

<1-0.1% > 2.0 log RMMenor

<10-1% > 1.0 log RMMinima

> 10% < 1.0 log RMNula

*En el caso de resultados indetectables se debe tener en cuenta el nuimero de copias
del gen ABL para establecer el nivel de respuesta molecular (RM).
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en base a los criterios de arriba); se recomienda siempre
considerar la muestra como positiva.

Teniendo en cuanta el LOD tedrico que mencionamos
mas arriba, cuando el valor de copias obtenido es un
numero menor a 3, se recomienda llevarlo a 3 copias y
hacer los célculos correspondientes con ese valor''.

Lo ideal seria tener un duplicado o triplicado de las mues-
tras; sin embargo, a veces por cuestiones de presupuesto
y de cantidad de muestras que se pueden incluir en cada
corrida resulta conveniente evitar repetir el ensayo. Por lo
tanto nosotros recomendamos realizar duplicados ad hoc, es
decir repetir aquellas muestras que tienen un cociente muy
cercano al cutoffde cada categoria de respuesta molecular
(es decir que se encuentre dentro del intervalo de variabilidad
del ensayo, para ese nivel de expresion) (Fig. 3). En estos
casos se recomienda sumar las copias de BCR-ABL1 y las
copias de ABL para calcular la relacion, siempre y cuando
ABL sea > 10 000 en cada réplica. O sea:

Cociente%(IS) = (BCR-ABL' + BCR-ABL?) / (ABL' +
ABL?) x 100 x FC

Esto se realiza para obtener un dato mas preciso
y fehaciente del estado del paciente, sobre todo para
aquellos casos con respuestas moleculares mas profun-
das (> RM*9).

Bcr-Abl1 Detectable

[100%
RMN
£10% FCV(%) = 17.1
RMMi T.
L1%
RMMe - k. ?
L0.1% « Fovin) =243
RMMa 4 \
1o L0.01% =0 2} cvien =303
25 0.0032% —
s 0.001%=t == === == === LoD

Tiempo

Fig. 3.— Grafica representativa para repetir el test molecular
en base al criterio ad hoc. Cuando el resultado cae en el
area gris (intervalo que indica el coeficiente de variacion
especifico por cada nivel de expresion del BCR-ABL1) es
recomendable repetirlo y promediar el valor de los dos es-
tudios, con el objeto de aumentar la precision del resultado
final. Los puntos marcados con (?) deberian ser repetidos,
mientras que para aquellos con el smile no es necesario.

Dado que las respuestas moleculares se definen en
base al N° de copias de ABL, aquellos laboratorios que
utilicen otro gen de referencia, como BCR o GUSB, es
recomendable que establezcan con sus propios métodos
cual es la relacion entre ABL y el gen de referencia utili-
zado, para equiparar los numeros de copias. Por ejemplo,
algunos laboratorios europeos definieron que GUSB
equivale a 2.4x (n copias de ABL1). Para realizar esto es
necesario analizar muestras en paralelo con ABL1 y el
gen de referencia a equiparar.

Recomendaciones para estandarizar las
respuestas moleculares indetectables

En la era de los ITKs de segunda generaciéon y apa-
ricion de protocolos de discontinuacion, es cada vez
mas importante no solamente tener una metodologia
alineada a la IS, sino también poder medir respuestas
moleculares muy profundas, es decir, contar con me-
todologias de alta sensibilidad. Debido a la potencia
de los ITKs, durante el tratamiento la masa tumoral
puede bajar a niveles que son indetectables aun para
la gRT-PCR; tampoco en este caso podemos asumir
que el clon leucémico haya desaparecido ya que se
estima que pueden permanecer hasta 10° células
leucémicas; la negatividad en estos casos se debe a
que la dilucién de células tumorales esta por debajo
del limite de sensibilidad del método. La definicién de
la respuesta molecular necesita tener en cuenta que
la sensibilidad del ensayo es variable de centro a cen-
tro, y también de muestra a muestra. Por esta razon
el término respuesta molecular completa (RMC), muy
utilizado en un principio, hoy ha sido reemplazado por
respuesta molecular (RM) de acuerdo al nivel de sen-
sibilidad que se pudo alcanzar en cada muestra; este
parametro obviamente esté directamente relacionado
con la calidad y cantidad de ARN y es cuantificable a
partir de la estimacién del numero de copias del gen
control. La RM por lo tanto se expresa de acuerdo al
numero de copias que se pudieron medir del gen control
en cada muestra, pudiendo en algunos casos sumar
estas copias provenientes de multiples mediciones de
la misma muestra. Es asi que podemos uniformar la
definicién de respuestas moleculares indetectables
teniendo en cuenta el numero de copias del gen con-
trol, que es el que marca la sensibilidad con la cual
podemos descartar la presencia de BCR-ABL1; RM*°
cuando ABL1> 10 000 copias, RM**con ABL1> 32 000
copias, y RM5°con ABL1 > 100 000 copias (Tabla 1).
Esto obviamente depende también de la capacidad
de cada laboratorio de medir en forma comparable los
valores absolutos del numero de copias del gen control.
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APENDICE

Pldasmido de referencia

El sistema utilizado para estimar el nimero absoluto de copias varia entre los distintos laboratorios. Mientras que la
mayoria utiliza curvas de plasmidos comerciales, cuya cantidad de copias por unidad de volumen esta certificada,
es posible también utilizar curvas de plasmidos producidos in-house. Aunque la variabilidad aportada por la curva
de calibracidon dentro de un mismo laboratorio resulta parcialmente absorbida por la armonizacion del proceso a la
escala internacional, este factor puede contribuir a la variabilidad inter-laboratorio, y es necesario realizar algunas
consideraciones con respecto a su utilizacion.

La construccion de una curva de calibracion implica contar con muestras cuyo numero de copias del gen a medir
sea conocido. Si se trata de plasmidos comerciales, éstos ya son provistos como tubos diferentes que contienen
cantidades conocidas de plasmidos en un rango determinado. Actualmente los plasmidos comerciales que existen
en el mercado ofrecen distintos rangos de cuantificacion, con lo cual es necesario seleccionar adecuadamente el
producto a adquirir para que incluya el rango de cuantificacion de las muestras normalmente medidas en el laboratorio.
En el caso de plasmidos in-house, la estrategia consiste en obtener una solucién de plasmidos linearizados, muy
concentrada, que pueda ser cuantificada con alta precision, la cual es utilizada para realizar diluciones seriadas que
abarquen el rango necesario para la cuantificacion de las muestras. Es necesario tener en cuenta que la realizacion
de diluciones seriadas es un factor que puede introducir variabilidad al proceso, especialmente en las diluciones
mayores. Para minimizar la degradacion del ADN, una posibilidad es el agregado de ADN o ARN exdgeno, tal que
no aporte secuencias del gen de interés (por ej. ARNt, disponible comercialmente), pero si masa de acido nucleico,
contribuyendo a la estabilidad y manejo del mismo. Con respecto a la cuantificacion del stock inicial, es recomendable
la utilizacion de PCR digital para obtener un valor preciso. De lo contrario, es posible cuantificar el plasmido mediante
la combinacion de medicion de la absorbancia (por ej. con Nanodrop) con un analisis de la calidad del plasmido (por
ej. con gel de agarosa o BioAnalyzer). Finalmente, es recomendable la esterilizacion por filtrado de dicha solucion,
para minimizar la degradacion del ARN, la cual puede llevar a un error en la estimacion del nimero de copias.

En la actualidad se encuentran disponibles plasmidos de referencia que han sido elaborados con el objetivo de
minimizar la variabilidad inter-laboratorio en la cuantificacién del nimero absoluto de copias de BCR-ABL1y gen
control'. Este plasmido incluye, en la misma molécula, las secuencias correspondientes a los transcriptos de BCR-
ABL1 (variante e14a2), y de los tres genes control: ABL1 (incluido en la secuencia de BCR-ABL1), GUSBy BCR.
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Por lo tanto, puede ser utilizado por laboratorios que emplean distintos genes control. Su distribucion esta mediada
por el Institute for Reference Materials and Measurements de Bélgica, y por distribuidores autorizados de la Unidn
Europea. Este material incluye 6 diluciones plasmidicas, cuantificadas por PCR digital y evaluadas por gPCR, que
abarcan un rango de 1x10°¢ a 10 copias por .

Informe de resultados

El informe de los resultados tiene que incluir toda la informacién relevante para una correcta interpretacion clinica
del valor numérico informado; sin embargo tiene que ser conciso para no generar confusion entre los médicos y/o
pacientes. Ademas, los informes provenientes de diferentes centros deberian coincidir en cuanto al formato y al
tipo y cantidad de informacion reportada para que sea mas facil su interpretacion en el tiempo, cuando los pacientes
cambian el lugar donde realizan el monitoreo (Fig. 4). Por lo tanto un buen informe tiene que ser:

1. Facil de leer y conciso

2. Comparable entre diferentes centros

3. Contener informacién suficiente para entender la condicion del paciente

ACADEMIA NACIONAL DE MEDICINA I.I.HEMA

LABORATORIO GENETICA HEMATOLOGICA
Cuantificacion del transcripto BCR-ABL p210

Método: QRT-PCR Equipo: Rotor Gene. Kit: Molecular MD
Estudio Estandarizado a la Escala Internacional (IS)

Protocolo N°: 9129

Informacion del paciente

Médico/Inst. [ | TE/contacto I

Informacion de la muestra

Fecha ingreso 11/01/2016 Tipo muestra remitida SP

Resultado del estudio

BCR ABL copias ABL copias 70500

Apellido | | Nombre | |
Diagnoéstico LMC Fase |:[
Marca ITK | Nilotinib/Novartis | meg/dia
Tto. meses Linea de tratamiento |:|
|

[ sp ]

Resultado: | RM 4.5% IH
1.000
100
10
1
0.02744
RMMa 0.0107
01 RM4.0 RM4.0 b i
RM45S
0.01 =t
0.0032 '\-o
0.001
0.0001
» > > o o ©
& & & S N S
o o o < & &

o & o & o
**Valores de referencia en escala internacional (IS)

RM 5.0: <£0.001% o Indectectable con ABL copias > 100 000

RM 4.5: <0.0032% o Indectectable con ABL copias > 32 000

RM 40: < 0.01% o Indectectable con ABL copias > 10 000

RM Mayor: 0.01-0.1%

RM Menor: 0.1-1%

RM Minima: 1-10% Jefe Lab. Genética Hematologica
Rmn: < 10% Academia Nac. Medicina

Fig. 4.— Ejemplo de informe con todos los datos que deben incluirse en el
mismo. El resultado del estudio corresponde al dltimo punto de la curva
reportada en el grafico.

Las figuras pueden apreciarse en color en www.medicinabuenosaires.com
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Informe de resultados: Listado de informacion importante

— Nombre y apellido del paciente
— Coadigo unico interno del paciente (p.ej. DNI)
— Cddigo unico interno de la muestra
— Edad o fecha de nacimiento del paciente
— Sexo
— Tipo de muestra (SP o MO)
— Fecha de ingreso
— Inhibidor y dosis
— Estandarizacién a la escala internacional
— Resultados PCR cuantitativa:
o Numero de copias de BCR-ABL1
o Numero de copias de ABL
o Cociente BCR-ABL1/Gen control (de acuerdo a la IS)
o Nivel de respuesta molecular alcanzada de acuerdo a la escala internacional
— Gréfica del historial de los estudios anteriores del paciente (Follow-up)
— Firmay aclaracion del responsable

Listado de informacion opcional

— Plataforma empleada y tipo de quimica

— Fecha de extraccion de la muestra

— Fecha del informe

— Fecha de diagnéstico inicial

— Informacién del médico solicitante

— Tipo de transcripto BCR-ABL1 (PCR cualitativa)

— Limite de deteccion del método

— Estudios de mutaciones en ABL1 (tipo de mutacién, método de deteccién, cuantificacion de la mutacion)
— Comentarios (recomendacién préximo estudio, eventual repeticion, aumentos bruscos en los valores etc.)
— Tabla recordatoria de los valores de referencia a la escala internacional

— Tabla recordatoria de la respuesta



