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V617F mutation in exon 14 of Janus Kinase 2 gene (jak-2) is used as a molecular marker for the
diagnosis of Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms  (Phi-) such as Polycythemia
Vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET) and Primary Myelofibrosis (MFP). To detect this
mutation, we used conventional polymerase chain reaction technique (PCR), a simple and
inexpensive technique, however, has some drawbacks that current technology allows to solve.
During the last years, more sensitive molecular techniques have been incorporated in clinical
practice to support the diagnosis, prognosis and follow-up of hematological patients. For its
implementation in the clinical routine should be considered technical and economic aspects, so
in this work, we evaluate the Real Time PCR technique as a diagnostic method for the detection
of the Jak-2-V617F mutation, using in house primers design. Our result show that the technique
implemented has a concordance index of 0.87 with the conventional PCR used in the molecular
diagnosis of myeloproliferative neoplasms. In addition, it has the same specificity, greater
sensitivity and, shorter execution time in relation to conventional PCR. The implementation of
this diagnostic method in our Hospital is technically possible and commercially convenient.
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INTRODUCCION tirosina quinasa que se encuentran asociadas a re-

ceptores de citoquinas”. Normalmente, al unirse

a Janus quinasa-2 (Jak-2) es parte de la familia  a su ligando se produce la homo o heterodime-
de proteinas de transmembrana con actividad  rizacién del receptor y la subsecuente activaciéon
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de Jak-2 mediante fosforilacién. Esta activacién
permite el reclutamiento y la fosforilacién de la
proteina STAT, la que se dirige al nicleo para
estimular la expresién de los genes asociados a la
proliferacién celular®. En el afio 2005 se repor-
t6 la mutacién VO617F que sustituye una guanina
por una timidina en la posicién 1849 en el exén
14 del gen Jak-2, traduciéndose en el reemplazo
del aminodcido fenilalanina por una valina®. La
consecuencia funcional de esta mutacién es una
activacion constitutiva de la via de senalizacion
Jak/STAT, generando una proliferacién anormal
de células hematopoyéticas y su transformacion
hacia neoplasias mieloproliferativas (NMP) como
policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE)
y mielofibrosis primaria (MFP)“. Estos trastornos
clonales se encuentran estrechamente relacionados
y su diagndstico se basa en criterios aportados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)®. Aun-
que el mecanismo no es completamente compren-
dido, el fenotipo final de la alteracién se encuentra

también modulado por la alteracién de otros ge-
nes, tales como MPLy CALR®.

A partir del afio 2008, la OMS incorporé la pre-
sencia de la mutacién VOI7F en el gen de Jak-2
como criterio diagndstico de las neoplasias mielo-
proliferativas, detectdndose en el 95% de los pa-
cientes con PV en 50 a 60% de los casos con TE
y, en 50% de los pacientes con MFP. Adicional-
mente, la mutacién ha sido detectada en algunos
casos raros de leucemia mielomonocitica crénica,
sindrome mielodispldsico, mastocitosis sistémica y
leucemia neutrofilica crénica”, aunque no se ha
establecido su valor clinico en estas patologias.
Actualmente, se evaltia la cuantificacién de Jak-2
V617F como una herramienta para monitorear la
respuesta al tratamiento de las patologias que por-

tan la mutacién®?.

La determinacion de la mutacién Jak-2 puede
realizarse mediante PCR cualitativa, segtin la téc-
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nica descrita por Baxter en 2005%; sin embargo,
esta técnica no detecta bajas cargas mutacionales,
disminuyendo su sensibilidad, y requiere del uso
de bromuro de etidio, compuesto que cada vez se
usa menos, considerando su potencial mutagénico
y dificultades en su manipulacién. En la actuali-
dad, la mayorias de los métodos se basan en kit
comerciales de gqPCR"? por su sensibilidad y es-
pecificidad, pero son de alto costo. Por lo anterior,
desarrollamos y validamos un método de PCR
en tiempo real (QPCR) in house de alta sensibilidad
y especificidad analitica, sustentable para nuestra
institucién y que valida un modelo de crecimiento
en el drea de la biologfa molecular.

MATERIALES Y METODOS

1. Muestras de DNA para estudio
de mutacion V617F

Para la determinacién de la mutacién V617F en Jak-
2 mediante RT-PCR se utilizaron 46 muestras: 32
muestras de DNA almacenadas a - 80°C provenian
de sangre periférica de pacientes con sospecha diag-
néstica o diagnosticados como NMP y 14 muestras
de DNA congelado a -80°C, provenientes de indivi-

duos sanos, donantes de Banco de Sangre.

2. PCR convencional para deteccion
de mutacion V617F

Se reanalizaron todas las muestras mediante el
protocolo usado por el Laboratorio de Terapia
Celular para deteccién cualitativa de la mutacién.
En el Esquema I se detallan la concentracién de
reactivos de amplificacién (A), la secuencia de los
partidores utilizados (B) y las condiciones de ter-
mociclado (C). Mediante electroforesis en gel de
agarosa, se identificé la presencia de una banda de
364 pb que corresponde a la amplificacién del gen
Jak-2 completo y una banda de 202 pb que deter-
mina la presencia de la mutacién V617F en el gen
de jak-2 (Figura 1).
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Esquema l. Condiciones para la reaccion de PCR convencional

®

Reactivo Volumen Partidores Secuencia 5’ ...3'
Tampdn 5X 5 JAK-2 Reverse GTCCTACAGTGTTTTCAAGTTTCA
MgCl, 50mM 2.5 Jak-2 V617F Forward TTGGTTTTAAATTATGGAGTAATT
dNTPs 10mM 1 JAK-2 Normal Forward AGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG
Partido forward 10 uM 2.5
Partido reverse 10 uM 2.5 ©
Taq DNA pol 5U/uL 0.5 Paso Temperatura Tiempo
H,0 hasta 25 L Denaturacion inicial 94°C 5 minutos
DNA 100 ng
94°C 60 segundos
A. Mezcla de reaccion para amplificacion de gen Jak-2 wild y 35 ciclos 58:C 60 segundos
Jak-2V617F 72°C 60 segundos
B. Secuencia de partidores utilizados en reaccion de PCR Extension final 79°C 10 minutos
C. Condiciones de termociclado

Figura 1. Amplificacion de mutacion en exon 14 del gen de Jak-2 mediante PCR convencional

®

Amplificado 364 pb

Jak-2 Jak-2
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Sustitucion G—T (mutacion V617F)
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V617F reverse
= @& «—
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A. Estrategia de amplificacion para deteccion de mutacion V617F. Se realizan dos reacciones. En la primera se utilizan con partidores
Jak-2 wild y Jak-2 reverse para verificar la presencia del gen Jak-2. En la segunda, se usan los partidores Jak-2 V617F y Jak-2 reverse que
detecta especificamente el nucledtido T (y no G) en la posicion 1849 del gen de Jak-2, indicando la presencia de la mutacion.

B. Andlisis del producto de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Se observa un producto de amplificacion de 364 pb en
todas las muestras utilizadas (M1 a Mb), mientras que sélo las muestras M1, M2, M3, M4 y M5 muestran una banda de 202 pb, indicando la
presencia de la mutacion en el gen de Jak-2 (Jak-2 V617F +). La muestra sin DNA (agua) se utiliza como control en la reaccién de PCR para
descartar una contaminacion de los reactivos.
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Esquema Il. Condiciones para la reaccion de PCR en tiempo real

®

Reactivo Volumen (pL) Conc. final Secuencia (5" to 3’) Partidores
2x sensimix ™Il Probe 12.5 1x CTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGA Forward Jak-2Q-PCR
10 pM Partidor Forward Jak-2 0.75 0.3 uM GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAC ~ Reverse Jak-2 wild Q-PCR
10 pM Partidor Reverse Jak-2 0.75 0.3uM GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAA  Reverse Jak-2 V617F Q-PCR
Wild (o V617F) FAM-TGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT-BHQI  Sonda Jak-2 Q-PCR
10 pM sonda Jak-2 0.5 0.2 uM
Templado 100 ng
Agua Hasta 25 pL ©
Volumen final 25 L Ciclos T° Tiempo Observacion
A Vel g ifcacid 2 i 1 95°C 10m Activacion polimerasa
. Mezcla de reaccion para amplificacion de gen Jak-2 wild y 10 95°C 10 Lectura de
Jak:2VOL7F 60°C 40s fluorescencia al final
B. Secuencia de partidores utilizados en reaccion de PCR.
. . del paso
C. Condiciones de termociclado.

3. PCR en tiempo real (qPCR) para
deteccion de mutacion V617F

La técnica de qPCR para deteccién y la carga mu-
tacional V617F fue desarrollada a partir del méto-
do descrito por Larson” con leves modificaciones.
Se utilizé el reactivo SensiMix™ II Probe kit, el
que contiene todos los insumos para la reaccién
del qPCR, excepto los partidores y sonda. Estos
tltimos fueron fueron sintetizados de acuerdo a la
secuencia descrita’’ y agregados exdgenamente a
la mezcla de reaccién de qPCR. En el esquema II
se detallan la concentracién de reactivos de ampli-
ficacién (A), la secuencia de los partidores utiliza-
dos (B) y las condiciones de termociclado (C). La
reaccién de PCR se realizé en un termociclador
Light Cycler™ 48011 y las curvas de amplificacién
tipicas para la mutacién V617F y el alelo normal
se muestran en la Figura 2. Para la cuantificacién
relativa de la mutacién V617F, se utilizé el método
de 2 descrito por Livak®". La férmula -Ct =
Ctmur_ thild
tacional V617F en relacién al alelo Wild (no mu-
tado). Se consideré una muestra V617F positiva o

se utiliz para definir la carga mu-
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negativa cuando el Ct_ fue menor o mayor al
ciclo 40 del programa de amplificacién, respecti-
vamente, asignandoles un Ct_ arbitrario de 41 a
las muestras V617F negativas.

4. Test de concordancia
entre los dos métodos

Para evaluar la concordancia entre el PCR con-
vencional y qPCR se calculé el indice Kappa (K)
descrito por Cohen""?. Para la interpretacién del
resultado, se siguié la tabla definida por Altman"?
mostrada a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Valoracion del indice Kappa

Valoracion indice Kappa
Valor de K Fuerza de la concordancia
<0.20 Pobre
0.21-0.40 Déhil
0.41 -0.60 Moderada
0.61 -0.80 Buena
0.81-1.00 Muy buena
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Figura 2. Amplificacion de Jak-2V617F mediante Real Time PCR

19.308 JAK-2 alelo Wild
> e O a0 ve
S 16.308
$ 13308 2097 26.53
= 11.808 _
2 e 1849 26.85
3 8808 1636 — 26.23
|:> —_ <:] $ 738| |08 2611
S 5.808 _
2 138 C NEG
2.808
1.308
-0.192 —
5 10 15 20 25 30 35 40
) [ N Cydes
FASE ANHELING =~ —mm
>4 o 16.940 Jak-2 mut V617F
ceesssa 15.440
- _
m—) E 13.940 Name cP
o 2 oowo| [2097
FASE EXTENSION é 9:440 1819 — 2728
g 7940 1636 — 35.00
> Forward Jak-2 QPCR g oa0 2098 34.56
2 M0 o Neg—
< Reverse Jak-2 wild QPCR 2440
1.940
@ Reverse Jak-2 V617F QPCR 0.440 —
=—=%- Sonda Tagman Jak-2 QPCR 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles

A. Estrategia de amplificacion para deteccion de la mutacion V617F. Se realizan dos reacciones: en la primera se utilizan los partidores
reverse Jak-2 wild Q-PCR y forward Jak-2 Q-PCR para amplificar el alelo wild (nucleétido G en posicion 1849 del gen de Jak-2) y en la
segunda, se usan los partidores reverse V617F Q-PCR y forward Jak-2 Q-PCR para amplificar la mutacion V617F. Ambas reacciones de
PCR utilizan la sonda Tagman Jak-2 Q-PCR conjugada a flourocromo reportero FAM que permite la deteccion del producto amplificado
mediante emision de fluorescencia. En el recuadro, se esquematiza la hidrélisis de la sonda en la fase de extension por accién de la DNA
polimerasa que permite la deteccion del producto de PCR.

B. Gréfica de las curvas de amplificacion de los alelos wild y V617F mostrada por el equipo Light Cycler. Las muestras 2097, 1849, 1636
y 2096 amplifican el alelo wild del gen Jak-2, mientras que sélo las muestras 1849, 1636 y 2096 amplifican el alelo V617F (muestras
positivas). Ademas, el CP (equivalente a Ct) mostrado en recuadro, permite determinar la carga de la mutacion en cada muestra mediante

el método de 2°4¢,

Para ver esta imagen en color, visitar: https://bit.ly/2He5fbv

RESULTADOS lizadas, 23 fueron positivas para ambos métodos,

20 fueron negativas y en tres hubo discrepancias,
1. Comparacion de método de PCR

convencional versus qPCR siendo 3 positivas por gPCR y negativas para PCR

convencional. De acuerdo a estos valores se calculd

Para validar el método de qPCR se evalué la con-
cordancia con el PCR convencional utilizado

como método referencia. De las 46 muestras ana-

www.redclinica.cl

el indice Kappa (-) que resulté en 0,87 lo que se
traduce en que ambos métodos poseen un nivel

o fuerza de concordancia “muy buena”. (Tabla 2).

211



Tabla 2. Analisis de concordancia entre PCR
convencional y Real Time PCR - Calculo de indice

Kappa
Real time PCR
PCR convencional V617F+ V617F- Marginal
VO17F+ 23 0 23
V617F- 3 20 23
Marginal 26 20 46
ACUERDO OBSERVADO 0,93
ACUERDO ESPERADO 05
iNDICE  ERROR 1.C Fuerza de
KAPPA ESTANDAR 95% la concordancia
0,870 0,073 (0,727 1,012) Muy buena

2. Analisis de la especificidad y
sensibilidad del método de qPCR

La mutacién V617F en el gen de Jak-2 es una al-
teracion adquirida que se asocia a NMP y estd au-
sente en individuos sanos"*". En nuestro estudio,
todos los individuos donantes sanos (n= 14) fue-
ron negativos para la mutacién V617F con ambos
métodos, mientras que pacientes con diagnésti-
co confirmado de PV, MFI o TE (n=10) fueron
positivos, obteniendo un 100 % de especificidad
para el método. En las otras muestras Jak-2 V617

+ (n=13) no se obtuvo informacién del diagnéstico
clinico, por lo que fueron excluidas de este andlisis.

En relacién a la sensibilidad, se obtuvo un limite de
1/10000 (0.01%) para la detecciéon de V617F]ak-2,
mediante el método de qPCR, mientras que la téc-

nica convencional presenté un nivel de deteccién

de 0,1% (Figura 3).

3. Cuantificacion relativa de carga
mutacional V617F mediante método 2-:Ct

La carga molecular de la mutacién V617F en el gen
JAK2 varfa considerablemente dentro de las NMP.
Esta variabilidad contribuye a la determinacién del
fenotipo, asi como al curso clinico de la patologfa'®.
La cantidad de DNA adecuada para cuantificar la
carga relativa de Jak-2V617F / Jak-2 wild por el mé-
todo de 244, estuvo en el rango de 0,1 a 100 ng.
En este rango, la relacién 2*4“se mantiene cons-
tante y no varfa de acuerdo a la cantidad de DNA
utilizado (Figura 4). Con estos resultados, se utilizé
una cantidad de 100 ng de DNA como templado.

Los resultados de la cuantificacién mostraron que
las muestras positivas V617F (+) tienen un 2" me-
dio de 0.42 con un rango de 0.0003 a 11.47, mien-

Figura 3. Sensibilidad de las técnicas moleculares utilizadas en la deteccion de la mutacion V617F

®
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Mediante dilucion limitante, se evalud la sensibilidad mediante PCR convencional (A) y PCR en tiempo real (B) en una muestra Jak-2V617F+.
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Figura 4. Validacion de la cuantificacion relativa de la mutacion V617F mediante el método de 22:¢

Jak-2
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A. Relacion entre cantidad de DNA y valor 2-AACt obtenido. La
relacion 2-AACt es la misma entre el rango de 1 a 100 ng de DNA.

B. Eficiencias de amplificacién para alelo V617F y wild. La
pendiente de ambas curvas para ambos alelos es igual en los
rangos de 1-100 ng de DNA, lo que permite aplicar el método
de 2-AACt.

tras que las muestras negativas tienen una media
de 0.00002 con un rango de 0 a2 0.00038 (Figura
5). Los puntos en gris, que en el grifico represen-
tan las muestras discrepantes con el PCR conven-
cional, poseen un 2 menor a 0.01, indicando
una baja carga del alelo mutante (Figura 5). Dos
muestras consideradas negativas que superaron el
umbral, tuvieron una menor amplificacién para el
alelo wild (Ct_,, fueron de 28.8 y 29.8), lo que
incidi6 en el cédlculo de la carga de la mutacién.
De acuerdo a lo anterior, la carga mutacional en
una muestra debe considerar: 1) La amplificacién
para el alelo mutado V617F con un Ct < 40, y 2).
La amplificacién del alelo wild con un Ct < 28.
Esto evita la confusién de valores de 22t sobre
el limite considerado como Jak-2 V617F positivos.

www.redclinica.cl

4. Analisis de las muestras
discordantes entre los métodos

En relacién a las tres muestras discordantes que
fueron positivas para V617F con la técnica de PCR
en tiempo real y negativas por la técnica de PCR
convencional: una procedia de un paciente con
diagnéstico de mielofibrosis idiopdtica (MFP); la
segunda, de un paciente con diagndstico de trom-
bocitemia esencial (TE) y la tercera muestra prove-
nia de un paciente con un hematocrito sobre 52%
y hemoglobina de 18 gr/dl con criterios clinicos
diagnéstico de NMP. Las discrepancias entre los
resultados reflejan mds bien una diferencia en la
sensibilidad de ambos métodos. La amplificacién
de la mutacién V617F (Ct) mediante gPCR en las

tres muestras se detectd sobre el ciclo 34 de un
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Figura 5. Cuantificacion relativa de mutacion Jak-2 V617 mediante método 2t
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Maximum 11,47 0,00038
Mean 1,101 5,526e-005
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Std. Error 0,4700 2,079e-005
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Jak2 V617F

A. Grafico muestra los valores de 2-DDCt en muestras consideradas positivas o negativas de acuerdo a la técnica de real time PCR. El
umbral de deteccion se marcé en 0.0003 y se muestra en linea punteada. Los puntos grises representan las tres muestras discrepantes
entre el PCR convencional y el real time PCR, y los puntos blancos, las muestras negativas con un valor igual o mayor al umbral.

B. Cuadro estadistico que muestra la media, el promedio, los rangos de 2---Ct en muestras positivas y negativas para la mutacion V617F.

maximo de 40 ciclos, una deteccién “tardia” que
indica una baja carga mutacional y que podria ex-
plicar la negatividad en el PCR convencional.

DISCUSION

Implementamos el método de qPCR in house para
la deteccién de la mutacién de V617F en el gen
de Jak-2 y la comparamos con el PCR convencio-
nal utilizado en el diagnéstico molecular de NMP.
Nuestros resultados muestran que existe un gra-
do de concordancia muy bueno entre los métodos
confirmando lo publicado por Larsen?, entregan-
do una alta sensibilidad y especificidad de la téc-
nica de qPCR, por lo que esta metodologia puede
ser aplicada en el diagndstico molecular de NMP.

Para un test molecular de uso clinico, se puede
usar un kit comercial o una técnica desarrollada
en el mismo laboratorio, llamado PCR “in house”,
el cual es necesario estandarizar antes de su uso
para otorgar un resultado confiable, reproducible y
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atil en la toma de decisiones"®. A diferencia de la
forma comercial cuyo diseno generalmente permi-
te la deteccién de un solo gen, los insumos utiliza-
dos en un qPCR in house pueden adaptarse para la
deteccién de diferentes genes cambiando sélo las
sondas y partidores utilizados. Ademds es posible
utilizarlos en diferentes plataformas o instrumen-
tos de PCR y una vez estandarizado, el método
in house termina siendo mds econémico que un
kit comercial. Una de las desventajas para el desa-
rrollo de este tipo de procedimiento es el tiempo
empleado para la estandarizacién y la validacién
del desempeno de la prueba. Existen una serie de
recomendaciones para laboratorios que desarrollan
técnicas moleculares y que abarcan desde las dreas
y flujo de trabajo, la capacitacién del personal y el
equipamiento disponible hasta el uso de insumos
y reactivos!”. En ese sentido, la Unidad de Biolo-
gia Molecular del Servicio de Laboratorio Clinico
cumple con todos los estdndares para la realizacion

de la técnica de qPCR.
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Al igual que otras metodologias, la técnica de
qPCR requiere de controles técnicos que garan-
ticen la entrega de resultados confiables para el
diagnéstico clinico. Como parte del procedi-
miento de amplificacién por PCR se incluye un
control positivo (DNA portador mutacién V617F
en el gen de Jak-2), un control negativo (DNA sin
presencia de mutacién VO17F en el gen de Jak-2)
y un control sin DNA para descartar contami-
naciéon de los reactivos. Ademds, como control
interno se realiza un PCR para el alelo wild del
gen de Jak-2, el cual debe mostrar una curva de
amplificacién en todas las muestras, permitiendo
la validacién de la calidad del DNA en la mues-
tra problema. La ausencia de amplificacién para
este alelo invalida la deteccién de la mutacion
V617F y es necesario repetir la determinacién o
realizar una nueva extraccién de DNA desde una
nueva muestra de sangre periférica del paciente.
Adicionalmente es recomendable que la técnica
molecular implementada esté suscrita a un pro-
grama de control de la calidad externa que mo-
nitoree el desempefo del método para deteccion
de Jak-2V617F, especialmente cuando se trabaja
con técnicas in house. En comparacion a la tée-
nica de PCR convencional, el formato en tiempo
real implementado presenté una mayor sensibili-
dad, disminuyé el tiempo de ejecucidn, no utilizé
residuos téxicos como el bromuro de etidio, ni
generd contaminaciones post-PCR que pudiesen
interferir con el resultado.

Recientemente, un panel de expertos internacio-
nales ha propuesto la cuantificacién JAK2V617F
como una herramienta potencialmente til
para monitorear la respuesta al tratamiento de
los nuevos firmacos dirigidos contra JAK2 en
el desarrollo clinico de la NMP®7*®). Por otro
lado, en varios estudios"®?'?? se ha medido el
impacto clinico de la cuantificacién de la car-
ga mutacional de JAK2VG617F en pacientes con
neoplasias mieloproliferativas crénicas Ph nega-

www.redclinica.cl

tivas cldsicas, relacionando la carga alélica de la
mutacién con el desarrollo de eventos trombé-
ticos. Dada la relevancia clinica de cuantificar
la carga de la mutacién V617F, empleamos el

2-8C¢ descrito por Livak®?

método de para me-
dir la carga relativa de la mutacién V617F. Este
método es el mds apropiado para la normaliza-
cién de datos y calcula la proporcién de la mu-
tacién con respecto a su alelo normal sin reque-
rir una curva de calibracién con estidndares de
concentracién conocida. Su aplicacién requiere
definir el rango de DNA donde la eficiencia de
amplificacién es la misma para ambos alelos y su

relacién 2-44C

permanece constante. En nues-
tra técnica definimos que para la aplicacién del
método descrito por Livak, la cantidad ideal de
DNA a utilizar se encuentra en el rango 10-100
ng. Utilizando esta estrategia de cuantificacién
pudimos observar que existe una gran variabi-
lidad en la carga relativa de la mutacién V617F,
probablemente reflejando la heterogeneidad en
las muestras estudiadas. Nuestro andlisis se limi-
ta a los aspectos metodoldgicos; sin embargo, en
trabajos futuros podria asociarse la cantidad de
la mutacién V617F a otros pardmetros clinicos,
como por ejemplo, el tipo de NMP asociada o el
estado clinico del paciente. Cabe senalar que el
umbral de deteccién fijado (0.03%) permite dis-
tinguir entre las muestras V617F positivas de las
muestras negativas, pudiendo ser utilizado para
evaluar la respuesta molecular al tratamiento
con inhibidores de Jak-2.

Finalmente, nuestro Hospital cuenta con el equi-
pamiento y la estructura adecuada para la aplica-
cién rutinaria de la técnica implementada, con-
tando con personal entrenado para el anilisis e
interpretacion de los datos obtenidos, lo que ga-
rantiza un mejor manejo clinico, situacién que
puede influir positivamente en la calidad de la
atencion brindada a los pacientes. Ademis, la im-
plementacién de métodos moleculares in house
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crea un modelo de accién, alternativo a un kit
comercial que permite incorporar nuevas técni-
cas para el diagnéstico de patologias con genes
conocidos o la deteccién de alteraciones genicas
descritas recientemente o de baja frecuencia para
uso clinico o de investigacién.

CONCLUSION

Se implementd la técnica de qPCR para la detec-
cién de la mutacién V617F en el gen de Jak-2, la
cual puede ser empleada de forma rutinaria y con-
fiable para el diagnéstico y seguimiento de pacien-
tes con neoplasias mieloproliferativas crénicas.
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