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RESUMEN

Introduccién: EI MLPA (amplificacion de sondas dependien-
te de ligandos multiples) es un método reciente, basado en
la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), de cuantifi-
cacion relativa del nimero de copias normales y anormales
de acido desoxirribonucleico (ADN) de hasta 40 secuencias
genomicas diferentes. Su uso se ha difundido tanto en la
investigacion como en el diagnéstico clinico. Recientemente,
el MLPA se ha utilizado en diagnostico prenatal y en el estudio
de abortos. Objetivo: Presentar los primeros resultados obte-
nidos con MLPA en el diagnéstico perinatal de las principales
aneuploidias de los cromosomas 13, 18, 21, Xy Y. Material y
métodos: Se obtuvo acido desoxirribonucleico genémico de
tejidos sin cultivar de aborto, biopsia de vellosidades coriales
(VC), liquido amniético (LA), cordon umbilical (CU) de 6bitos
o sangre periférica (SP) de recién nacidos, en 13 casos con
patologia perinatal. Para el MLPA se utilizé el kit p 290 para
diagndstico prenatal y sus productos se cuantificaron en un
secuenciador ABI Prism 3130. Todos los casos se procesaron
para cariotipo en forma paralela. Resultados: Se obtuvieron
resultados con MLPA entre dos y tres dias en las 13 muestras
estudiadas. Seis de ellas mostraron aneuploidias. El carioti-
po se obtuvo entre 15 y 21 dias en 11 casos, cinco fueron
aneuploides y dos fallaron. Los resultados entre MLPA y
cariotipo fueron concordantes en las fallas del cultivo celular,
el diagndstico se obtuvo por MLPA. Conclusiones: El MLPA
es un método Util y rapido en el diagnostico perinatal de las
principales aneuploidias; ademas, tiene la ventaja de permitir
estudiar tejidos con baja viabilidad celular como ocurre en
algunos casos de aborto u 6bito.

Palabras clave: Diagndstico prenatal, aneuploidia, cariotipo,
MLPA.

ABSTRACT

Introduction: The MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) is a new method based on polimerase chain
reaction (PCR) for relative quantification of normal and abnor-
mal numbers of copies of desoxyribonucleic (DNA), up to 40
different genomic sequences. Its use is widespread in both,
research and clinical diagnosis. MLPA recently began to be
used in prenatal diagnosis and study of pregnancy losses.
Objective: Present the first results obtained with MLPA in
perinatal diagnosis of major aneuploidies of chromosomes
13, 18, 21, X and Y. Methods: Genomic DNA was obtained
from different uncultivated tissues: abortion, chorionic villus,
amniotic fluid, umbilical cord blood or peripheral blood in 13
cases with perinatal pathology. MLPA kit p290 for prenatal
diagnosis was used and its products were quantified in ABI
Prism 3130 sequencer. All cases were processed in parallel
for karyotype. Results: MLPA results were obtained in 2 to
3 days in the 13 samples studied. Six of them showed aneu-
ploidy. Karyotype was obtained between 15 and 21 days in
11 cases, five were aneuploidy and two failed. The results
obtained with MLPA and karyotypes were concordant and in
cases where the cell culture failed, the diagnosis was obtained
by MLPA. Conclusions: MLPA is a rapid and useful method
in the perinatal diagnosis of major aneuploidies, it also has
the advantage of allowing the study of tissues with low cell
viability, as in some cases of abortion and fetal death.

Key words: Prenatal diagnosis, aneuploidy, karyotype,
MLPA.
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INTRODUCCION

Las anomalias cromosdmicas son una causa bien
establecida de pérdida de la gestacion. Las mas
comunes son aneuploidias autosémicas (— 75%),
seguidas de poliploidia (— 13%), anomalias de los
cromosomas sexuales (— 8%) y rearreglos estructu-
rales no balanceados (— 4%).12 Las trisomias de los
cromosomas 21, 13 o 18, asi como las aneuploidias
de los sexocromosomas, engloban aproximadamente
el 95% de cariotipos fetales anormales detectados en
cultivos de células de liquido amnidtico (LA).2

Durante mas de cinco décadas, las anormalidades
cromosomicas en la etapa prenatal se han identificado
mediante citogenética convencional, que requiere de
células cultivadas. Su resultado depende del nime-
ro de células en division, por lo que el diagnoéstico
generalmente esta disponible en 10 a 15 dias.*® En
el cariotipo, la resolucion es de aproximadamente 5
a 10 Mb, lo que hace pérdidas o ganancias menores
gue facilmente pasan desapercibidas como ocurre
en la mayoria de los sindromes por microdelecién o
microduplicacion.

En los ultimos afos, las técnicas moleculares se
han vuelto mas asequibles, permitiendo el diagnéstico
en tiempos tan cortos como 48 a 72 horas y utilizando
células no cultivadas. Las principales técnicas son el
FISH (Fluorescence in situ hybridization) y la QF
PCR (Quantitative fluorescence polimerase chain
reaction). En el FISH se utilizan sondas marcadas
con fluorocromos de diferentes colores con las que se
detecta el nimero de centromeros de los cromosomas
de interés, permitiendo observar variaciones en el
numero de cromosomas especificos. EI FISH es un
método laborioso con limitaciones en su aplicacién
a nivel diagnéstico, particularmente en centros con
grandes volimenes de muestras. La QFPCR se basa
en la amplificacién y deteccién semicuantitativa
de algunos segmentos de acido desoxirribonucleico
(ADN: DNA, desoxyribonucleic acid) de cromosomas
especificos, por medio de la union de cebadores Uni-
cos para cada region. Al amplificarse los marcadores
polimorficos para los cromosomas de interés (13, 18,
21, Xy Y) se obtiene una gréfica con picos que indi-
can el nUmero de alelos de las regiones investigadas.

La UK Health menciona que QFPCR es tan fiable
y precisa como FISH y cariotipo para las aneuploidias
definidas, con una sensibilidad y especificidad del
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95.65y 99.97%, respectivamente. Ademas, se detecta
de forma fiable la triploidia. Una ventaja importante
sobre el FISH es la posibilidad de la automatizacion
y el procesamiento por lotes de muestra, lo que dis-
minuye el costo individual .

Recientemente se ha difundido otra metodologia
gue es el ensayo de MLPA, desarrollado por la em-
presa MRC-Holland y publicado en 2002 como un
método semicuantitativo para el andlisis selectivo
de los cambios en el nimero de copias del acido
desoxirribonucleico.” Se ha desarrollado un ensayo
comercial de MLPA basado en la discriminacion de
longitud de los productos de ligacion para la deteccién
de aneuploidias en los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21.
Este ensayo puede incluir también 20 sindromes por
microdelecién con implicaciones clinicas.

Estudios previos han demostrado que MLPA es
una prueba apropiada para la aplicacion de rutina
en el diagnostico prenatal.®812 Kooper y colabora-
dores, en 2008, realizaron un estudio en 1,000 LA,
concluyendo que es posible utilizar MLPA como
prueba Unica de diagnostico para las aneuploidias
més comunes.!!

MLPA permite la cuantificacién relativa de hasta
50 secuencias diana diferentes en una reaccion y no
requiere células vivas o en cultivo celular. Es menos
intensiva en trabajo y menos costosa en comparacion
con cariotipo FISH e incluso QFPCR. EI método de
MLPA se ha aplicado ampliamente, ademas de las
aneuploidias, en el diagnostico molecular de enferme-
dades genéticas tales como el tipo de distrofia muscu-
lar de Duchenne (DMD) y ataxia espinocerebelosa.l314

Hasta donde sabemos, no hay otros estudios publi-
cados en México que validen el método de MLPA en
el diagnostico prenatal o perinatal de las principales
aneuploidias.

OBJETIVO

Los objetivos de este trabajo son presentar los
primeros resultados obtenidos en el diagndstico
perinatal de las principales aneuploidias de los
cromosomas 13, 18, 21, Xy Y utilizando la técnica
de MLPA en el laboratorio de genética del Insti-
tuto Nacional de Perinatologia (INPer) y discutir
las ventajas y desventajas de este método con los
resultados obtenidos con el estandar de oro que es
el cariotipo.
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MATERIAL Y METODOS
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ANALISIS ESTADISTICO

Durante el periodo de marzo a octubre de 2012, se
estudiaron 13 muestras de material de aborto, LA,
liquido de higroma cervical fetal, cordén umbilical y
sangre periférica de fetos o recién nacidos con ano-
malias diversas.

El 4cido desoxirribonucleico de célulasde LAy
liguido del higroma se aislé6 mediante la utiliza-
cion del kit QlAamp DNA mini (Qiagen, Hilden,
Alemania); el ADN de células de cordén umbi-
lical, sangre periférica y vellosidades coriales,
se aislé por medio del kit Wizard Genomic DNA
purification (Promega, Wisconsin, EUA). En am-
bos casos se sustituyé el buffer de rehidratacion
del kit por Buffer Tris 0.5mM, y el volumen de
solvente sugerido (200 uL) se redujo a 50 ulL.
Se determinaron los cocientes de absorbancia
260/280 y 260/230.

La prueba de MLPA se efectud con el kit p290 Lote
B1-1009, siguiendo el procedimiento indicado por el
fabricante (www.mrc-holland.com). Los productos
obtenidos de la reaccion en cadena de la polimerasa
se cuantificaron por electroforesis capilar en un ana-
lizador ABI 3130, modificando tiempo de inyeccién,
tiempo de corrida y voltaje de corrida; el analisis se
realiz6 con el software Coffalyser V 1.0 aplicacién
propia de MRC-Holland.

Se compararon los electroferogramas, en donde
se representa la comparacion de las intensidades
de fluorescencia (altura) versus el tamafio de la
sonda (tamafo en pares de bases), de las mues-
tras con respecto al patrén del kit. Se consideré
satisfactoria la prueba cuando las sondas control
(Q, D, y tres fragmentos de tamarfio constante en
88, 92 y 96 nt) cumplieron los criterios marcados
por el fabricante y la altura del pico mas bajo fue
mayor a un tercio con respecto a la altura del pico
mas alto.

Se realiz6 una normalizacion intramuestra en cada
area del pico de la sonda, seguida de una normaliza-
cion interanalitica con respecto a las dos muestras
de referencia normales (un hombre y una mujer)
que se corrieron paralelas en el mismo ensayo. Esta
normalizacién es esencial ya que las variaciones en
las condiciones experimentales pueden dar lugar a
diferencias cuantitativas.

Los resultados MLPA se expresan como la re-
lacién media por cromosoma con un intervalo de
confianza (IC) del 95%. Al hacerlo, el valor medio
esperado de 1.0 representa dos copias de la secuencia
diana en la muestra, mientras que una o tres copias
de la secuencia diana en nuamero espera valores
medios de 0.75 o0 1.25, respectivamente.

Cantidad Método de Requerimiento 260/280— Concentracion
Tipo de tejido necesaria extraccion de cultivo celular 260/230 (ngluL)

Liquido amnidtico 2-3mL QIAamp DNA mini No 1.88-1.31 16.6
Liquido del higroma 3mL QIAamp DNA mini No 1.75-1.89 20
Cordon umbilical 10 mg Wizard Genomic No 1.49-1.32 82.2

DNA purification
Sangre periférica 0.5mL Wizard Genomic No 1.82-1.89 20

DNA purification
Vellosidades 1-5 mg Wizard Genomic No 1.69-1.42 102.2
coriales DNA purification

Comparacion de los tejidos, métodos de extraccion y calidad de ADN.
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REsuULTADOS

Se muestran los primeros resultados de MLPA
en el INPer que comprenden el diagnéstico de 13
muestras perinatales. Once casos fueron fetos o
recién nacidos que tuvieron datos ultrasonograficos
o clinicos de enfermedad fetal, un recién nacido apa-
rentemente sano y un caso de aborto espontaneo de
primer trimestre. De los siete casos de diagndéstico
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prenatal, en seis se estudié LAy en uno el liquido de
higroma cervical fetal. Hubo dos ébitos y un aborto
espontaneo en los que se estudié cordon umbilical en
los dos primeros y vellosidades coriales en el tltimo.
Finalmente, en tres casos el estudio se realizé en
sangre periférica de recién nacidos vivos.

El acido desoxirribonucleico genémico se extrajo
de las células sin cultivar de cinco distintos tipos de
tejido. Las cantidades y calidad obtenidas se muestran
en el cuadro I.

a b
i 28
" iR A R L R ’ e T T R "zggggé
:gzgﬁaﬁnggg? ggigéaggﬁégﬁ%&.bgggggégﬁggﬁ . gggsﬁggggﬁggéggggﬁ
b PR AR P bR R R A LR AR T LS R i e e
Mapview Location Mapview Lecation
c . d
28 i"f = i‘]""‘ ;
2 g8 ‘i‘"; j:1 2 i
Tatm v B o - Bovelg xy ﬁa“ E8,0 g~ E-Tc 2 o o o0, S8 o _%E.EES" o i
5. G0 4TRg q'?— 5 = if@;.‘.‘-—r_’ ¥ Su PRAY gote ngy, 3., 807R S':.',-":;gﬂ 5..-\_.,..;9 " o ~3-2g
a"’f*‘@ﬁnﬁésﬁﬁ-gfﬁﬁs e %%s%igggi;g' gt i s T heness
P TTlTTTHTTIg SR I TN cstss00Es 1000 btRess1L A bot e
LTI 14111111_11[11--n-1[1111[1111¥}{§1 13000 ERAA53A0RANARNRERRYpRAAERH]I 1] 1E%
- : P il
ﬁ%?‘?? JijRincazeguses é";uéé gode ApEdEegE3s “FEEELET L L P P PR I e FEEP T
e e
2SI BBSEEBERAR A NRAAARERRASRRARE ARAAARN RHRRAAARS gggggsssgsga_g__g_gE_Zmgggggg_!_-ggﬁnngﬁggmt it
Mapvicw Location e 1 acnliom
2.5 e
e . g -
Boof 7o8g o - giedefust it Tead of oy
R R e R s S s PR L A
3 i*F }*ia [ i’i X % M Teacs
1| ey ¥+ H‘-} - -
. RS P 28 .2 523 £.9 Gl 0 4 il SEI AP S D I £ 9
T 3 i 2 J,iliﬁ- Figura 1. Gréficas de dispersién representativas de
. los analisis de MLPA. a) mlpa X:Y (P290)x1; 13, 18,
I B I I N N e TR TR I T Y 21 (p290)x2; b) mipa X(P290)x2; 13, 18, 21 (p290)x2;
§§§§§Q§§§§§§§§§E§§£§§g§§§E§§§§ﬁ§§§§§§§ggg E 53553_& c) mFI)pa X:XY (ngé)pfl; 13,21(;290)x2;18 (Png)xs;Xd)
LEech bR B R R R R mipa X:Y (P290)x1; 13,18(P290)x2;21(P290)x3, y €)

mipa X(P290)x1; 13, 18, 21 (P290)x2.



176

Perinatol Reprod Hum 2012; 26 (3): 172-179

Estrada-Juarez H y cols.

Cuadro Il

Muestra Resultado MLPA

Cariotipo Diagnéstico clinico

VC-1 mipa X:Y (P290)x1; 13, 18, 21 (p290)x2

Masculino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

LA-1 mipa X:Y (P290)x1; 13,21(P290)x2;18 (P290)x3
Masculino compatible con trisomia 18
LA-2 mipa X(P290)x2; 13, 18, 21 (p290)x2

Femenino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

LA-3 mipa X(P290)x2; 13,18(P290)x2;21(P290)x3
Femenino compatible con trisomia 21
LA-4 mipa X(P290)x2; 13, 18, 21 (p290)x2

Femenino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

LA5  mipaX:Y (P290)x1; 13,18,21 (P290)x2

Masculino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

LA6  mipa X(P290)x2; 13, 18, 21 (p290)x2

Femenino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

LH.1 mipa X(P290)x1; 13, 18, 21 (P290)x2
Monosomia X

CuU-1 mlpa X:Y (P290)x1; 13,18(P290)x2;21(P290)x3
Masculino compatible con trisomia 21

CuU-2 mlpa X(P290)x2; 13, 18, 21 (p290)x2

Femenino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

SP-1  mipa X(P290)x2; 13, 18, 21 (p290)x2

Femenino compatible con disomia 13, 18, 21 (normal)

SP-2 mipa X(P290)x1; 13, 18, 21 (P290)x2
Monosomia X

SP-3 mipa X:Y (P290)x1; 13,18(P290)x2;21(P290)x3
Masculino compatible con trisomia 21

46,XY Aborto espontaneo 12 sdg

47,XY,+18 RN con sindrome de Edwards
46,XX RN clinicamente sano (sospecha de
Sindrome de Down descartada)
47, XX,+21 RN vivo con sindrome de Down
46, XX RN con toxoplasmosis congénita
46,XY RN con hernia diafragmatica
46,XX Embarazo en curso. Displasia 6sea
45X Feto con hidrops, aborto 16 sdg
Sin Hidrops fetal. Obito de 34 sdg
resultado
Sin Hidrops fetal. Obito de 28 sdg
resultado

46, XX Hidrops fetal. RN con probable enferme-
dad hematolégica
45X RN con sindrome de Turner

47 XY,+21 RN con sindrome de Down

Resultado de MLPA y cariotipo, asi como diagnostico clinico.VC: vellosidades coriales, LA: liquido amniético, LH: liquido de higroma cervical,
CU: cordon umbilical, SP: sangre periférica, RN: recién nacido, sdg: semanas de gestacion.

En los 13 casos fue posible obtener el diagndsti-
co por MLPA, y al compararlos con los resultados
obtenidos por cariotipo se observo concordancia
en los 11 casos con ambos resultados. En dos casos
(cordon umbilical en o6bitos) el cultivo celular fa-
116, por lo que el cariotipo no se pudo obtener; sin
embargo, el MLPA si permiti6 tener un resultado.
En el cuadro 11 se muestra el resultado del MLPA
y el cariotipo, asi como el diagnéstico clinico a la
resolucion de la gestacion. Las dos muestras que
no se analizaron por cariotipo (CU-1 y CU-2), se
interpretaron en MLPA como “mlpa X:Y(P290)
x1; 13,18(P290)x2; 21(P290)x3”, explicaAndose

como masculino compatible con trisomia 21 y la
otra como “mlpa X(P290)x2; 13,18,21(P290)x2”,
explicAndose como femenino con disomia 13, 18 y
21 (normal). La figura 1 muestra las gréaficas de
dispersién representativas de los analisis de MLPA.
Los resultados del analisis de concordancia de am-
bas técnicas se muestran en el cuadro I11. El tiempo
en que se obtuvieron los resultados por medio de
MLPA fue de 2.5 dias, independientemente del
tejido estudiado en comparacion con por lo menos
10 dias para el cariotipo; los requerimientos para
la realizacién de ambas pruebas se muestran en
el cuadro IV.
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Discusion

Actualmente se utilizan diferentes métodos basa-
dos en la deteccion de las aneuploidias mas comunes
en tejidos sin cultivar, como el FISH 0 QFPCR, para
proporcionar un resultado rapido dentro de 24-48
horas posteriores a la toma de la muestra. En los al-
timos afos, el uso de MLPA para la deteccién rapida
de aneuploidias de los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21
ha surgido como una alternativa. Slater y colabora-
dores evaluaron los resultados del anélisis de MLPA
para la deteccién prenatal de las aneuploidias mas
comunes en un ensayo ciego, prospectivo, realizado

Cuadro IIl.

MLPA Cariotipo
Normal 7 6
Anormal (total) 6 5
Trisomfa 21 3 2
Trisomia 18 1 1
Trisomia 13 0 0
Monosomia X 2 2
Total 13/13 11/13
Correspondencia 100% 84.6%

Andlisis de concordancia (n = 13) resultado del estudio de
MLPA y cariotipo.
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en 492 muestras de LA.'3 Los resultados muestran
que ninguna prueba analizada por MLPA fall6 y la
identificacién fue clara en los casos con aneuploi-
dias autosémicas. La determinacion del sexo fue
también del 100% de precision. Basandose en estos
resultados, los autores sugirieron que MLPA es una
prueba rapida, flexible, sensible y robusta para la
deteccion de aneuploidias prenatales. Gerdes y cols.
informaron de un estudio sobre 1,593 muestras (809
de LA y 784 de vellosidades coriales) en las que se
realiz6 el diagndstico prenatal mediante el uso de
ambas técnicas, citogenética convencional y MLPA.1°
Para los propositos del estudio, el analisis MLPA se
organizo para la finalizacién y respuesta dentro de
dos dias desde la recepcién de la muestra. Los datos
revelaron que MLPA es una técnica confiable, rapi-
da y robusta para proporcionar el resultado rapido.
Van Opstal y colaboradores reportaron un estudio
prospectivo sobre 4,000 muestras de LA utilizando
MLPA para detectar aneuploidias de los cromosomas
13, 18, 21 y sexuales, obteniendo 3,932 concluyentes
(98.3%) y 68 (1.7%) resultados no concluyentes.!?
Entre los resultados concluyentes, en 76 casos (1.9%)
con analisis normal de MLPA, el cariotipo mostré
otras anomalias que consistieron en alteraciones
estructurales, triploidia 69,XXX, mosaicismo de sexo-
cromosomas, aneuploidias de cromosomas distintos
a los investigados y mosaico con un marcador extra.
Este es un hallazgo esperado por el disefio propio de
la prueba de MLPA para las principales aneuploidias
que se presenta también con FISH o QFPCR. Los
resultados no concluyentes de este estudio se debie-

Cuadro IV.

MLPA Cariotipo

Cultivo celular No 3 dias

Liquido amniético 2-3 mL 12-20 mL

Liquido del higroma 3mL 10-20 mL

Cordon umbilical 1 mg 1-20 g

Sangre periférica 0.5mL 1-3mL
Vellosidades coriales 1mg 10-100 mg

Tiempo de entrega de resultados 1.5a 2.5 dias 10-30 dias

Anadlisis de resultados Software Interpretacion del citogenetista

Comparacion de los requerimientos necesarios para realizar MLPA y cariotipo.
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ron a la presencia de contaminacion con sangre de
la muestra de LA, a cantidad insuficiente de ADN o
a razones desconocidas.

En nuestro estudio, aun cuando son pocas mues-
tras, la deteccién por MLPA ha sido buena. Compa-
ramos el tiempo de entrega de resultados de ambas
técnicas y para cariotipo fueron necesarios al menos
10 dias; en cambio, por medio de MLPA obtuvimos el
reporte con lainterpretacion en 2.5 dias. Por medio de
MLPA fue posible conocer el diagnéstico de dos casos
en los que el cultivo fallé, probablemente debido a que
se trataba de tejido obtenido dos o tres dias después
de la muerte fetal.

Los 11 casos con resultados por ambas técnicas
fueron concordantes y en los dos casos con resulta-
do exclusivamente por MLPA, el cuadro clinico fue
compatible. Esta metodologia introduce una valiosa
herramienta en los casos en los que el cultivo celular
se compromete por la baja viabilidad de las células,
como ocurre en aborto o muerte fetal, y abre la posi-
bilidad diagnéstica en muchos casos de falla por los
métodos tradicionales.

Otra ventaja de la técnica de MLPA es que los
kits se han complementado con diversas sondas
para poder diagnosticar otras patologias como son
los sindromes por microdelecién/microduplicacién
o0 bien detectar las regiones subteloméricas de todos
los cromosomas, lo que nos daria una vision mas
amplia que abarca al resto de los cromosomas. Hoy
en dia, el cariotipo sigue siendo el estandar de oro en
la deteccion de las anomalias cromosdmicas numéri-
cas y estructurales y en la deteccién de mosaicismo
gue con frecuencia no es detectado con las técnicas
moleculares; sin embargo, el MLPA representa una
alternativa util, eficiente y precisa en el diagndstico
de la patologia genética que se presenta en el periodo
perinatal.

Guoy colaboradores desarrollaron un método com-
binado de MLPA/rtPCR en donde el par de cebadores
utilizados para la deteccién rtPCR era el mismo que
el par de cebadores universales utilizado en el kit
SALSA MLPA P095. Las sondas de hibridacién para
los cromosomas 13, 18 y 21 fueron modificados de la
mezcla original del kit P095. Especificamente, el frag-
mento de relleno fue reemplazado con una secuencia
de sonda de deteccién de unién en el rtPCR. Tal
secuencia es comun a las ocho sondas de hibridacion
especificas para un tipo de cromosoma, pero varia con
las sondas de hibridacién para los diferentes tipos de

Estrada-Juarez H y cols.

cromosomas. De acuerdo con este disefio, el tamafio
de la sonda de hibridacion fue < 80 nucledtidos. De
esta forma se pueden detectar simultaneamente las
trisomias 21, 18 y 13 en una sola reaccién; se investi-
garon 144 muestras clinicas ciegas incluyendo 32 ca-
sos de trisomia 21, 11 casos de trisomia 18, un caso de
trisomia 13, y 100 muestras de controles no afectados,
comparando los resultados con el analisis de cariotipo.
MLPA/rtPCR pudo detectar correctamente todos los
casos de trisomia, incluso cuando estaba presente en
mosaico, lo que sugiere que este enfoque puede tener
aplicabilidad en el diagnéstico prenatal no invasivo
con muestras de sangre materna.'® Recientemente,
Yan y colaboradores han desarrollado un método de
matriz basada en MLPA para la rapida deteccién
de aneuploidias comunes que contiene 116 sondas
universales que cubren los cromosomas X, VY, 13, 18
y 21, y 8 genes autosémicos de control denominado
array-MLPA. En un estudio ciego de 161 muestras de
sangre periférica y 12 muestras de LA previamente
estudiadas por cariotipo, estos autores demuestran
que el 97.7% de las muestras, incluyendo todas las
de LA, fueron identificadas correctamente por array-
MLPA. Este estudio evidencia la correcta aplicacion y
un fuerte potencial de array-MLPA en el diagnostico
clinico y las pruebas prenatales para la deteccion
rapida y sensible de aneuploidias cromosomicas.”

CONCLUSIONES

La MLPA es una técnica reciente en nuestro pais
para el diagndstico de las principales aneuploidias;
€s una prueba que presenta las ventajas de ser mas
rapida (2.5 dias) que el cariotipo (15 dias) y de no
requerir cultivo celular.

En nuestro estudio se pudo corroborar la utilidad
del MLPA en el diagnostico de los casos con poca
viabilidad y por ende baja probabilidad de obtencion
de cultivo celular adecuado para estudio citogenético.

Debe tenerse en cuenta que el diagnostico prenatal
rapido por MLPA incluye las principales aneuploidias
(13, 18, 21, Xy Y) pero no puede detectar rearreglos
balanceados, mosaicos ni alteraciones que involucren
a otros cromosomas.

La experiencia mundial sugiere que es posible
aplicar MLPA, bajo los criterios en que fue ideada. Es
claro que aun no se debe excluir el cariotipo o FISH,
en la intencién diagnéstica; sin embargo, MLPA si



MLPA (amplificacién de sondas dependiente de ligandos multiples)

representa una alternativa en aquellas muestras en
gue por fallas en el cultivo celular, cantidad de mues-
tra, o necesidad de resultados rapidos, el cariotipo no
pueda llevarse a cabo.
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