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Talasemia; cionales pueden resultar insuficientes para detectar variantes raras, combinaciones
Analisis multigénico. multigénicas o alteraciones moduladoras del fenotipo. La secuenciaciéon masiva
(Next-generation sequencing, NGS) ha emergido como una herramienta clave para
Keywords: un abordaje diagnoéstico integral.
Hemoglobinopathies; Material y métodos: Se realizé un estudio observacional, descriptivo y retrospec-
NGS; tivo que incluyé 1.200 pacientes consecutivos remitidos a un centro de referencia
Molecular diagnosis; nacional entre octubre de 2024 y noviembre de 2025. Todas las muestras fueron
Thalassemia; analizadas mediante un panel NGS dirigido a los genes HBA1, HBA2, HBB, HBD,
Multigene analysis. HBGI1 y HBG2. Los resultados moleculares se integraron con los datos hematolo-

gicos y electroforéticos previos, aplicando las guias ACMG/AMP para la clasifica-
cién de variantes.

Resultados: El 80 % de los pacientes presentd alguna alteracién molecular en los
genes globinicos. Las mutaciones en HBB fueron las mas frecuentes (34,4 %),
seguidas de las alteraciones en HBAI/HBA2 (31,6 %). Se identificaron combina-
ciones multigénicas en el 13,3 % de los casos, predominantemente alfa-beta, con
un impacto modulador relevante sobre el fenotipo hematolégico. La NGS permitié
identificar variantes estructurales raras, deleciones extensas, deltapatias y altera-
ciones en genes gamma, asi como resolver multiples discordancias fenotipo-
genotipo y corregir diagnésticos preliminares basados exclusivamente en técnicas
convencionales.

Conclusiones: La implementaciéon de NGS multigénica proporciona un incremento
sustancial del rendimiento diagndstico en hemoglobinopatias, especialmente en
poblaciones heterogéneas. Este enfoque permite una caracterizaciéon molecular
integral, optimiza la interpretacidn clinica, mejora el consejo genético y posiciona
a la NGS como una herramienta esencial en el diagndstico moderno de estas
enfermedades.

Abstract

Background: Hemoglobinopathies are the most prevalent monogenic disorders
worldwide, and their diagnosis has become increasingly complex in multiethnic
populations. Conventional diagnostic methods may fail to detect rare variants,
multigenicinteractions, or genetic modifiers influencing phenotype. Next-genera-
tion sequencing (NGS) offers a comprehensive approach to overcome these
limitations.

Methods: We conducted a retrospective, observational study including 1,200
consecutive patients referred to a national reference center between October
2024 and November 2025. All samples were analyzed using a targeted NGS panel
covering HBA1, HBA2, HBB, HBD, HBGI, and HBG2. Molecular findings were
integrated with hematological and electrophoretic data, and variants were classi-
fied according to ACMG/AMP guidelines.

Results: Molecular alterations in globin genes were identified in 80% of patients.
HBB mutations were the most frequent (34.4%), followed by alterations in
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HBA1/HBA2 (31.6%). Multigenic combinations were detected in 13.3% of cases,
predominantly involving alpha and beta globin genes, with significant phenotypic
modulation. NGS enabled the detection of rare structural variants, large deletions,
delta-globin and gamma-globin alterations, and resolved numerous genotype-
phenotype discrepancies, leading to correction of preliminary diagnoses based

on conventional techniques.

Conclusions: Multigene NGS significantly enhances diagnostic accuracy in
hemoglobinopathies, particularly in demographically diverse populations. Its
ability to identify complex genetic configurations and modulatory variants
supports its integration into routine diagnostic workflows, improving clinical
interpretation, genetic counseling, and patient management.

INTRODUCCION

Las hemoglobinopatias constituyen el grupo
mas prevalente de enfermedades monogénicas a
nivel mundial, con una distribucién epidemiolé-
gica estrechamente ligada a patrones migratorios
histéricos y contempordneos [1]. Estas enferme-
dades incluyen, de forma predominante, los
sindromes talasémicos —resultantes de una produc-
cion insuficiente de cadenas globinicas alfa o beta—
y las variantes estructurales de hemoglobina, como
HbS, HbC, HbE o variantes ultra raras con impacto
variable en la estabilidad de la proteina [2].

En Europa y, de manera destacada, en paises con
alta diversidad demografica, el diagnostico de
hemoglobinopatias ha pasado de ser una tarea
relativamente estandarizada a un desafio clinico
creciente. La amplia variabilidad fenotipica, las
combinaciones genéticas complejas (como la doble
heterocigosis a/p) y la existencia de variantes
silenciosas 0 moduladoras hacen que las técnicas
tradicionales (High-Performance Liquid Chromato-
graphy HPLC, electroforesis capilar, PCR dirigida,
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
MLPA) resulten insuficientes para detectar con
precision todas las alteraciones relevantes [3].

La irrupciéon de la secuenciacién masiva
(Next-Generation Sequencing NGS) ha supuesto
un cambio paradigmatico. Esta tecnologia
permite analizar simultdneamente multiples
genes relacionados con la sintesis y regulacion
de la hemoglobina —incluyendo regiones codifi-
cantes, intronicas profundas y elementos regula-
dores—, aumentando drasticamente la capacidad
diagnostica frente a los métodos convencionales
[4]. Ademas, facilita la identificacion de variantes
raras o combinadas, asi como variantes de signifi-
cado incierto (VUS), que con métodos tradicio-
nales permanecerian sin diagnosticar [5].

En este contexto, la implementaciéon de NGS en el
laboratorio permite: a) aumentar la sensibilidad del
diagnostico molecular; b) reducir falsos negativos
relacionados con deleciones complejas; ¢) resolver
discordancias entre parametros hematoldgicos y
electroforéticos; d) mejorar la capacidad predic-
tiva sobre la expresion fenotipica; y e) optimizar el
consejo genético y las intervenciones clinicas [6].

El presente estudio describe la experiencia del
laboratorio de referencia en este tipo de patolo-
gias del Hospital Clinico San Carlos de Madrid,
en la que se analizaron 1.200 pacientes mediante
un panel NGS dirigido a HBAI, HBA2, HBB, HBD,
HBGI y HBG2.

Los objetivos principales fueron: 1) describir la
prevalencia de variantes en genes globinicos; 2)
evaluar el rendimiento clinico y diagnoéstico de
la NGS comparado con la préactica convencional;
3) analizar la correlaciéon entre el genotipo y el
fenotipo hematoldgico; y 4) presentar la casuistica
anual completa, como reflejo de la actividad de un
centro de referencia nacional para hemoglobino-
patias.

Este estudio constituye uno de los andlisis molecu-
lares mas amplios realizados en Espaia mediante
NGS, integrando una cohorte altamente diversa
que permite abordar la complejidad real de las
hemoglobinopatias en nuestro entorno.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se diseié como un andlisis observa-
cional, descriptivo y retrospectivo que incluyé a
1.200 pacientes consecutivos remitidos a nuestro
laboratorio para el diagnéstico de hemoglobi-
nopatias durante el periodo comprendido entre
octubre de 2024 y noviembre de 2025. Este tipo
de diseno es ampliamente utilizado en estudios de
caracterizacion molecular de hemoglobinopatias
en cohortes clinicas reales [7].

La poblaciéon estudiada reflej6 la diversidad
demografica del area sanitaria y de los centros
remitentes, que abarcan hospitales generales,
unidades de pediatria, consultas de hematologia
clinica y programas de cribado familiar y neonatal.
Se incluyeron tanto pacientes con sospecha clinica
de talasemia o variante estructural como casos en
los que las alteraciones hematologicas o electrofo-
réticas generaban dudas diagnosticas. Los princi-
pales motivos de derivacion incluyeron: microci-
tosis o anemia no explicada en estudio rutinario,
fenotipo hematolédgico discordante (por ejemplo,
HbA, en limite bajo o elevado sin mutacién identi-
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ficada previamente), hallazgos sugestivos en HPLC
o electroforesis capilar, cribado neonatal alterado,
estudio familiar de portadores y reevaluacion de
casos previamente estudiados mediante técnicas
convencionales con resultado no concluyente.

Dado que el centro actia como laboratorio
nacional de referencia, una proporcion relevante
de las muestras correspondia a casos complejos
o con discordancia fenotipo-genotipo previa, lo
que puede haber influido en la elevada tasa de
hallazgos moleculares observada.

Para cada muestra remitida se recogieron datos
clinicos basicos —edad, sexo, nacionalidad y
motivo de solicitud—, integrandolos posterior-
mente con los resultados hematimétricos. Los
parametros evaluados (Hb, VCM, HCM y ADE)
constituyen la base del algoritmo diagndstico
inicial recomendado para anemias congénitas y
hemoglobinopatias [8].

Las fracciones de hemoglobina (HbA,, HbF y
variantes estructurales) fueron determinadas
mediante HPLC y electroforesis capilar, técnicas
reconocidas como estdndar de referencia para el
cribado inicial de hemoglobinopatias durante la
ultima década [9].

La extraccion del ADN gendémico se realizd
utilizando el sistema automatizado BioRobot EZ1
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), siguiendo
las especificaciones del fabricante. La cuantifi-
cacion se efectud en un Qubit 4 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) con el kit Qubit™
dsDNA High Sensitivity Assay, un método fluori-
métrico ampliamente validado para asegurar la
pureza y concentracion del ADN previo al analisis
molecular [10].

El ADN obtenido se sometié a secuenciacidon
masiva mediante el panel Devyser Thalassemia
NGS (Devyser, Stockholm, Sweden), disefiado
especificamente para el analisis integral de
hemoglobinopatias. La aplicabilidad y eficiencia
de paneles NGS dirigidos para hemoglobinopa-
tias han sido demostradas en diversos estudios
recientes, que destacan su alta sensibilidad para
detectar SNV, indels y deleciones/duplicaciones
en genes globinicos [3,4,11].

El panel incluia secuencias completas de HBAI,
HBA2, HBB, HBD, HBGl y HBG2, abarcando
regiones codificantes y no codificantes con
relevancia clinica. La incorporaciéon simultanea
de genes alfa, beta, delta y gamma responde a la
necesidad creciente de identificar combinaciones
multigénicas y variantes moduladoras del fenotipo
[12].

El analisis bioinformatico se realiz6 mediante
AmpliconSuite v3.2, una plataforma especia-
lizada disefiada para el analisis de paneles de
amplicones. La clasificacion de variantes se llevé a
cabo siguiendo las guias ACMG/AMP, estandares
internacionales ampliamente adoptados en el
diagndstico molecular [5].
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Debido al elevado grado de homologia entre
HBA1 y HBA2, cualquier variante detectada en
regiones susceptibles de asignaciéon ambigua fue
confirmada mediante secuenciaciéon Sanger, ya
que las regiones con alta similitud de secuencia
son propensas a errores técnicos. Numerosos
estudios han demostrado que los hallazgos
deben confirmarse mediante técnicas indepen-
dientes basadas en principios distintos [13].

Asimismo, las grandes deleciones del cluster
alfa y beta fueron identificadas inicialmente
mediante el andlisis de profundidad de lectura
(read depth) generado por el panel NGS.
Posteriormente, estas alteraciones estructurales
fueron confirmadas mediante MLPA, técnica
considerada estandar de referencia para la
validacion de deleciones y duplicaciones en los
clasteres globinicos [14].

Como parte de nuestras medidas de control
de calidad, el laboratorio participa de forma
continuada en programas internacionales de
control externo especificos para hemoglobino-
patias (UK NEQAS) y aplica controles internos

externos en todas las técnicas, garantizando
la fiabilidad y trazabilidad de los resultados
obtenidos (UK NEQAS Haemoglobinopathy
scheme reports, 2018-2024. https://ukneqas.org.
uk).

Finalmente, el rendimiento diagnéstico del
panel se evalu6 integrando los hallazgos molecu-
lares con los datos hematoldgicos y electroforé-
ticos previos. Se consider6 que el NGS aportaba
un beneficio clinico cuando permitia resolver
discordancias fenotipo-genotipo, aclarar
HbA, limite, identificar persistencias heredi-
tarias de HbF, detectar combinaciones alfa/
beta complejas o corregir diagnosticos previos
basados tinicamente en hematimetria o técnicas
bioquimicas. Este enfoque combiné la potencia
analitica del NGS con la practica clinica real,
permitiendo una caracterizacién precisa y
comprensiva del perfil genético de las hemoglo-
binopatias en una cohorte amplia y diversa [15].

RESULTADOS

La cohorte estuvo constituida por 1.200 pacientes,
con una edad media de 33,4 + 22,1 afios (rango:
0-100). La distribuciéon por sexo fue equili-
brada, con un 51,8 % de mujeres y un 46,6 %
de varones. En términos de procedencia, la
poblaciéon analizada mostré una marcada hetero-
geneidad geografica. En 41 casos (3,4 %) no se
disponia de informacién sobre el pais de origen
en el momento del andlisis. Entre los 1.159
pacientes con procedencia conocida, 511 eran
de origen espafiol, 34 europeos y 326 procedian
de distintos paises de América Latina, princi-
palmente Colombia (n=85) y Republica Domini-
cana (n=83). Asimismo, se incluyeron mias de
80 pacientes del norte de Africa, casi todos



ANALES RANM

procedentes de Marruecos (n=71),y 183 de Africa
subsahariana, destacando los casos provenientes
de Guinea Ecuatorial (n=39), Nigeria (n=33) y
Senegal (n=31), entre otros. Ademas, se identi-
ficaron 19 pacientes de origen asiatico, princi-
palmente procedentes de Filipinas (n=12),
China (n=7) y Pakistan (n=6) (Figura 1). Esta
diversidad se reflejo directamente en el espectro
de variantes moleculares identificadas.

Un total de 240 pacientes (20 %) no presentaron
mutaciones en ninguno de los genes analizados
(HBAI1, HBA2, HBB, HBD, HBGI y HBG2). En
consecuencia, el 80 % de la cohorte (n=960)
mostré alguna alteracion molecular en los genes
globinicos estudiados, siendo las mutaciones en
el gen HBB las mas frecuentes, identificandose
en 413 casos, seguidas de las alteraciones en los
genes HBAI/HBA2, presentes en 379 pacientes.
Las mutaciones en los genes HBD (n=3) y HBG
(n=5) fueron poco frecuentes.

Se identificaron 160 pacientes (13,3 %) con altera-
ciones simultdneas en dos genes globinicos. La
combinacién mas comun correspondié a HBB
+ HBA (n=145), lo que representa un hallazgo
particularmente relevante por su impacto clinico.
También se observaron combinaciones menos
frecuentes entre HBB + HBD (n=4), HBB + HBG
(n=4), HBA + HBG (n=4) y HBA + HBD (n=3)
(Figura 2).

Variantes en el gen HBB

Se identificaron mutaciones en el gen HBB en 413
pacientes (34,4 %). De estos, 388 presentaban una
unica alteraciéon y 25 mostraban dos mutaciones,
configurando genotipos compuestos de especial
relevancia clinica.

Las hemoglobinopatias estructurales constitu-
yeron el grupo mayoritario entre los portadores
de una sola mutacidon (267 casos). La variante mas
frecuente fue HbS (n=139), seguida de HbC (n=53)
y Hb D-Los Angeles (n=15). Variantes menos
frecuentes, pero representativas de la mezcla
étnica de la cohorte, incluyeron Hb J-Baltimore,
Hb Hofu, Hb J-Chicago, Hb O-Arab, Hb Oviedo y
Hb C-Harlem (Tabla 1). La distribuciéon de HbS y
HbC coincidié con los patrones epidemioldgicos
conocidos en poblaciones de ascendencia africana
(HDbS: 38%; HbC: 24,7%), afrocaribenia (HbS: 22%;
HbC: 28,4%) y sudamericana (HbS: 32%; HbC:
38%).

Las beta-talasemias constituyeron un grupo
importante (146 casos). Las p°-talasemias (n=72)
estuvieron dominadas por la mutaciéon Codon 39
(C>T) (n=37), aunque también se identificaron
IVS-1-ntl (G>A), Codon 5 (-CT) y Codon 8 (-
AA) y otras variantes graves. Las p* talasemias
(n=45) mostraron predominio de las mutaciones
IVS-1-nt110 (G>A) e IVS-I-nt6 (T>C). También se
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Cohorte total n=1200 (100%)
Con mutaciones Sin mutaciones
n=960 (80%) n=240(20%)
Mutacion en un solo gen
n=800 (66,7%)
HBB
HBA1/HBA2
n=379(31,6%
HBDy HBG
n=3 (0,2%) y n=5 (0,
Mutacion en mas de un gen
n=160(13,3
HBB/HBA
n=145(12,1%
Otros dobles
n=15(1,2%)
Figura 2.
Tabla 1. Hemoglobinopatias estructurales en el gen HBB
Nombre comun Nomenclatura clasica Nomenclatura HGVS n
HbS CD 6 GAG>GTG [Glu>Val] HBB:c.20A>T 139
HbC CD 6 GAG>AAG [Glu>Lys] HBB:c.19G > A 53
HbS/HbS CD 6 GAG>GTG [Glu>Val]/CD 6 GAG>GTG [Glu>Val] HBB:c.20A > T/HBB:c.20A > T 17
Hb D-Los Angeles CD 121 GAA>CAA [Glu>Gln] HBB:c.364G > C 15
Hb J-Baltimore CD 16 GGC>GAC [Gly>Asp] HBB:c.50G > A 8
HbS/HbC CD 6 GAG>GTG [Glu>Val]/CD 6 GAG>AAG [Glu>Lys]  HBB:c.20A > T/HBB:c.19G > A 4
Hb Hofu CD 126 GTG>GAG [Val>Glu] HBB:c.380T > A 4
Hb J-Chicago CD 76 GCT>GAT [Ala>Asp] HBB:c.230C > A 4
Hb O-Arab CD 121 GAA>AAA [Glu>Lys] HBB:c.364G > A 3
Hb Oviedo CD 38 ACC>GCC [Thr>Ala] HBB:c.115A > G 2
Hb J-Amiens CD 17 AAG>AAC [ Lys>Asn] HBB:c.54G > C 2
Hb C-Harlem CD 6 GAG>GTG [Glu>Val]/CD 73 GAT>AAT HBB:c.[20A>T;220G > A] )

[Asp>Asn]

HbC/IVS-1-5 (G > C)

CD 6 GAG>AAG [Glu>Lys]/IVS-I-5 (G > C)

HBB:c.19G > A/HBB:c.92 + 5G > C

Hb D-Los Angeles/

CD 121 GAA>CAA [Glu>GIn]7CD 11 GTT>ATT

Hb Hamilton [Val>Tle] HBB:c.364G > C/HBB:c.34G > A 1
Otras 12
Total 267

HGSV: Human Genome Variation Society
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registraron 22 casos de 8fB° talasemia (deleciones
Spanish y Sicilian), 3 casos de HPFH y variantes
menos frecuentes como Hb Lepore (Baltimore o
Boston) (Tabla 2).

Dentro del grupo de genotipos compuestos de HBB
(n=25), se identificaron configuraciones clinica-
mente relevantes, entre ellas HbS/HbS (anemia
falciforme homocigota; n=17); HbS/HbC (n=4);
combinaciones doblemente estructurales (Hb D-Los
Angeles/Hb Hamilton) y doblemente heterocigotas
de beta talasemia [IVS-1-nt1(G>A)/IVS-2-nt1(G>A)
y Codon 39(C>T)/IVS-1-nt2 (G>A)]. Estas altimas,
debido a la coexistencia de dos alelos ° generan un
fenotipo de PB-talasemia mayor.

Variantes en los genes HBA1 y HBA2

Se detectaron 379 pacientes con mutaciones en los
genes HBA1 y HBA2, reflejando un elevado grado de
alteraciones en el cluster alfa.

La -a*’/aa, responsable de a' talasemia, fue la
variante mas prevalente, identificada en 198
pacientes en heterocigosis y 67 en homocigosis
(-a*7/-a*7a). También se detectaron deleciones
-a*?/aa (n=3) y -a*/aa (n=2). Las deleciones a°
estuvieron presentes en 30 pacientes, destacando
las variantes --SEA (n=14) y --FIL (n=6), tipicas del
sudeste asidtico, asi como la delecién ~-MED1, --KOL
y otras macrodeleciones de hasta 212 kb y HS40.

Tabla 2. Beta talasemia. Mutaciones en el gen HBB

Nomenclatura cldsica

Nomenclatura HGVS Fenotipo n
Codon 39 (C>T) HBB:c.118C>T [30 37
Spanish (deltabeta)’-Tal NG_000011.10:g.5144331_5237241del ~ GyAy(8p)° 19
IVS-1-110 (G>A) HBB:c.93-21G> A pt 15
IVS-I-1 (G>A) HBB:c92+1G> A BO 11
IVS-1-6 (T>C) HBB:c.92+6T>C pt 10
-29 (A>G) HBB:c.-79A > G Bt 4
IVS-II-1 (G>A) HBB:c.315+1G> A [30 4
Codon 8 (-AA) HBB:c.25_26delAA [30 3
Hb E HBB:c.79G> A pt 3
Ghanaian (HPFH-2) NC_000011.10:g.5158438_5242749del  GyAy(dp)° 3
Sicilian (deltabeta)®-Tal NG_000007.3:g.64336_77738del GYAY(8p)° 3
Codon 5 (-CT) HBB:c.17_18delCT [30 3
Codon 107 (+G) HBB:¢.323dupG [30 2
IVS-11-745 (C>G) HBB:c.316-106 C>G Bt 2
IVS-1-9 (C>T) HBB:c.92+9C > T Bt 2
-88 (C>T) HBB:c.-138C > T ptt 2
Codons 8/9 (+G) HBB:c.27_28insG [30 2
IVS-1-5 (G>C) HBB:c.92+5G>C B+ (severe) 2
IVS-I-1 (G>A)/1IVS-1-2 (G>A) HBB:c.92+1G> A/HBB:c.315+1G > A [30/‘30 1
Codon 39 (C>T)/IVS-1-2 (T>G) HBB:c.118 C> T/HBB:c.92 +2T>G [30/‘30 1
Hb Lepore-Boston-Washington NG_000007.3:g.63632_71046del OB fusion 1
Hb Lepore-Baltimore NG_000007.3:g.63564_70978del OB fusion 1
Otras 15
Total 146

HGSV: Human Genome Variation Society
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Esta ultima afecta al elemento regulador eritroide
principal del cluster a (HS40), cuya pérdida produce
una disminucién marcada de la expresiéon de HBAI
y HBA2, funcionalmente equivalente a una deleciéon
a’ al suprimir por completo la sintesis de cadenas a
en el alelo afectado. Las alfa talasemias no delecién
sumaron 35 casos, incluyendo a-5nt (HpH) (n=11),
mutaciones en 5’UTR (n=7), alteraciones en regiones
3’UTR, PolyAl y variantes puntuales distribuidas en
diferentes posiciones del gen (Tabla 3).

Dentro de las variantes estructurales de cadena alfa
se identificaron 21 casos, que incluyeron hemoglo-
binopatias como Hb Groene Hart, Hb Burgos, Hb
Agrinio, Hb Setif, Hb Tunis-Bizerte, Hb Hasharon,
Hb J-Medellin o Hb Riccarton. Estas variantes,
aunque descritas originalmente en regiones geogra-
ficas diversas (Europa, Mediterrdneo, norte de
Africa o América Latina), aparecen hoy dia en
poblaciones heterogéneas como la analizada, reflejo
de la movilidad demografica y de la mezcla étnica de
la cohorte (Tabla 4).

Dentro de las variantes detectadas en los genes HBA
se identificé el denominado polimorfismo africano,
que no representa una mutaciéon patogénica, sino
un fenémeno de reconversion génica entre HBAI
y HBA2. Este polimorfismo se asocié predomi-
nantemente a pacientes de origen subsahariano y se
observé también formando parte de combinaciones
multigénicas (por ejemplo, polimorfismo africano +
HbS o HbC). Esta reconversion genera un patrén de
secuencia hibrido sin impacto funcional, pero con
relevancia diagndstica, ya que puede confundirse con
variantes patoldgicas si no se interpreta en el contexto
adecuado.

Desde el punto de vista técnico, se identificé mediante
NGS como un patrén de reconversion génica parcial
entre HBA1 y HBA2, caracterizado por la presencia
de variantes especificas de uno de los genes en el
contexto del otro, sin alteracion en la profundidad de
lectura. Al no implicar variaciones en el nimero de
copias génicas, no es detectable mediante MLPA, que
mostrd un perfil normal en todos los casos analizados.
Los hallazgos fueron confirmados mediante secuen-
ciacion Sanger, que evidencié el patrén de reconver-
sion en las regiones diferenciales entre HBA1 y HBA2
(Figura Suplementaria 1).

Este patréon puede simular una alteracién de nimero
de copias en determinados amplicones del claster
alfa cuando se interpreta exclusivamente mediante
algoritmos automaticos de analisis, por lo que
requiere revision experta e integracion con técnicas
confirmatorias para evitar interpretaciones erréneas.

Asimismo, se identificaron 8 pacientes con triplica-
ciones del gen alfa. De ellas, cuatro estaban asociadas
a mutaciones en el gen HBB, formando combina-
ciones alfa-beta de especial interés clinico. En estos,
la triplicacién actué como un modulador fenotipico,
intensificando la microcitosis y agravando el fenotipo
en portadores heterocigotos de P-talasemia, lo que
subraya su relevancia diagnostica. Las restantes
triplicaciones correspondieron a reordenamientos
alfa aislados sin alteraciones beta concomitantes.
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Variantes en HBD y HBG

Aunque menos frecuentes, las variantes detectadas
en HBD (n=3) y HBG (n=5) resultaron esenciales
para la correcta interpretacion de perfiles
hematolégicos. Las mutaciones en HBD justifi-
caron valores de HbA, inesperadamente bajos o en
limite bajo de la normalidad, evitando confundirlos
con patrones atipicos de Pp-talasemia. Por su parte,
las variantes en la region reguladora —158 de HBG
justificaron los incrementos de HbF observados en
pacientes que no presentaban mutaciones capaces
de reducir la produccion de pB-globina.

Combinaciones multigénicas

Un hallazgo destacado del estudio fue la identifi-
cacion de 160 pacientes (13,3 %) con alteraciones
simultaneas en dos genes globinicos, proporcion
superior a la descrita en series convencionales y
que justifica el uso de un enfoque NGS multigénico
(Tabla 5).

Las combinaciones HBB + HBA constituyeron el
grupo predominante. Se identificaron 47 pacientes
con HbS + -a*’/aa; 15 con HbC + -a’’/aa, asi
como casos que combinaban beta-talasemias con
variantes alfa no delecién o con triplicaciones alfa.
Estas configuraciones evidenciaron un impacto
modulador significativo sobre el fenotipo, ya que
alteran parametros como el VCM, la concentracion
intracelular de hemoglobinas anémalas o la propor-
cion de HbA,.

Ademas, se observaron combinaciones menos
frecuentes, pero clinicamente relevantes entre
HBB y HBD (n=4), HBB y HBG (n=3) y HBA y
HBG (n=4). Estas interacciones explicaron perfiles
hematoldgicos no concluyentes, como HbA, en el
limite bajo de la normalidad o HbF inesperada-
mente elevada.

El andlisis mediante NGS permitiéo resolver
multiples discordancias fenotipo-genotipo
detectadas inicialmente por hematimetria o electro-
foresis, especialmente en pacientes con microc-
itosis no explicada, valores de HbA; no concluy-
entes o niveles de HbF inesperadamente elevados.
En los casos con HbA, en el limite bajo de la
normalidad, el panel permiti6 identificar deltapa-
tias, 8p° talasemias o combinaciones alfa-beta que
justificaban patrones electroforéticos ambiguos.

En varios pacientes, estos hallazgos moleculares
condujeron a corregir diagndsticos prelimin-
ares establecidos exclusivamente con parametros
hematoldgicos o electroforéticos, permitiendo
establecer el genotipo definitivo.

El andlisis simultdneo de los cuatro loci globinicos
permiti6 reconstruir de forma integral las configu-
raciones genotipicas, identificar efectos aditivos y
moduladores y evitar errores diagnosticos propios
de aproximaciones parciales. No se detectaron
combinaciones que afectaran de manera concomi-
tante a tres o mas genes.
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Tabla 3. Alfa talasemia. Mutaciones en los genes HBA1 y HBA2

Nomenclatura clasica Nomenclatura HGVS Fenotipo n
-3.7a/aa NG_000006.1:g.34247_38050del o 198
37al-37a NG 000006 115 34247 3805006l wla 67
--(SEA) NG _000006.1:8.26264_45564del19301 al 14
a-5nt HBA2:¢.95+2_95+6del TGAGG of 11
-22C>T HBA2:c.-59C>T VUS 7
--(FIL) NC_000016.10:g.151641_182316del al 6
Polimorfismo Africano NG_000006:g.[34247T>G;34311delGinsCTCGGCCC] 5
aaa(anti-3.7) NG_000006.1:g.34247_38050dup 5
37442 NC-000016.10 16985, 174075del wla’ 4
--(HS40) NC_000016.10:g.56407_153678del o’ 3
-4.20/aa NC_000016.10:g.169818_174075del o 3
44.6 kb delecién NC_000016.10:g.144215_188841del al 2
-5.2a/aa o’ 2
-37ala5n HBAZe9%2 346N GAGS wla’ 2
3'UTR +832 G>A HBA2:¢.*107A>G 2
--(KOL) NC_000016.10:g.(151719_151746)_(185067_185093)del al 1
192 kb delecién o’ 1
212 kb delecion ol 1
134 kb delecién o’ 1
--(MED 1) NG_000006.1:g.(23641_23662)_(41183_41203)del al 1
-3.7a/CDI A>G NG_000006.1:g.34247_38050del/HBA2:c.1A>G at/o’ 1
-37al--(HS40) NC-000016.1055 56407 183675del wlat 1
-3.7a/del-- NG_000006.1:g.34247_38050del a/al 1
-3.7a/Hb Koya Dora NG_000006.1:g.34247_38050del/HBA2:c.428A>C a/ot 1
-3.7a/Hb G-Philadelphia NG_000006.1:g.[34099C>R;34247_38050del] o 1
-3.7a/Hb Groene Hart NG_000006.1:g34247 38050del/CD 119 CCT>TCT [Pro>Ser] oot 1
-3.7a/Hb Hasharon NG_000006.1:g.34247_38050del/ HBA2:¢.142G>C a/ 1
a-5nt/Hb Taybe HBA2:¢.95+2_95+6delTGAGGHBA1:c.118_120del afa’ 1
-3.7a/Polimorfismo Africano NG_000006.1:g.34247_38050del/NG_000006:g. ot 1

[34247T>G;34311delGinsCTCGGCCC]
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IVS-1-ntl (G>T) HBA2:c.95+1G>T of 1
IVS-1-nt114 (G>T) HBA2:¢.96-4G>T of 1
IVS-1-nt117 (G>A) HBA2:¢.96-1G>A o 1
IVS-1-nt5 (G>A) HBA2:¢.95+5 G>A o 1
3’ UTR + 58 (T>C) HBA2:¢.*58T>C of 1
IVS-2-nt142 (G>A) HBA2:¢.301-1G>A o 1
Poly A (AATAAA>AATAAG) HBA2:c*94A>G o 1
CD23 (GAG>TAG) HBAI:c.70G>T o 1
IVS-2-ntl (G>A) HBAI:¢.300+1G>A o 1
CD82/83 (-CCTG) HBA2:¢.249_252del o 1
aoaanti-37/~(FIL) NC 000016 1055 131601 1825164 o !
ot 74k dcin B 008 L3247 g e
acaanti-37/-4.2a NC 000016 1055 1698T8. 1740754l @
Total 358
Tabla 4. Hemoglobinopatias estructurales en los genes HBA1y HBA2
Nombre comtn Nomenclatura clasica Nomenclatura HGVS n
Hb Groene Hart CD 119 CCT>TCT [Pro>Ser] HBA1:¢.358C>T 4
HDb Tunis-Bizerte CD 129 CTG>CCG [Leu>Pro] NM_000558.3(HBA1):c.389T>C 3
Hb Burgos CD 64 GAC>AAC [Asp>Asn] HBA1:c.193G>A 2
Hb J-Paris I CD 12 GCC>GAC [Ala>Asp] HBA2:c.38C>A 2
Hb Gurtubay CD 33 TTC>GTC [Phe>Val] HBA1:c.100T>G 2
Hb Agrinio CD 29 CTG>CCG [Leu>Pro] HBA2:¢.89T>C 1
HbD J-Biskra CD 52-59 (-24bp) HBA2: ¢.157_180del 1
Hb Setif CD 94 GAC>TAC [Asp>Tyr] HBA2:c.283G>T 1
HD Riccarton CD 51 GGC>AGC [Gly>Ser] HBAI:c.154G>A 1
Hb J-Medellin CD 22 GGC>GAC [Gly>Asp] HBA2:c.68G>A 1
Hb Iberia CD 104 TGC>CGC [Cys>Arg] HBA2:¢c.313T>C 1
Hb Hasharon CD 47 GAC>CAC [Asp>His] HBA2:c.142G>C 1
CD28 (GCC>GGC) (CD28 GCC>GGC [Ala>Gly] HBA2:¢.86C>G 1
Total 21
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Figura Suplementaria I.

Tabla 5. Mutaciones en dos genes diferentes mutados

HBA HBB HBD HBG n
-3.7a/aa HbS OA/OA (-/-) 47
-3.7alaa HbC OA/A (-/-) 15
Polimorfismo africano HbS OA/OA (-/-) 14
-3.7a/-3.7a HbS OA/BA (-/-) 13
-3.7a/aa HbS/HbS SA/SA (-/-) 8
aaa(anti-3.7)/aa HbS OA/BA (-/-) 7
-3.7a/-3.7a HbS/HbS SA/A (-/-) 3
Polimorfismo africano/-3.7a HbS OA/SA (-/-) 3
aa/aa Hb Hofu OA/0A (+/-) 3
-3.7a/aa IVS-1-nt110 (G>A) OA/BA (-/-) 2
-3.7alaa HbS/-29 (A> G) SA/0A (-7-) 2
5' UTR -22 C>T HbS SA/SA (-/-) 2
aaa(anti-3.7)/aa IVS-1-nt110 (G>A) SA/BA (-/-) 2
aaa(anti-3.7)/aa Codon 39 (C>T) OA/dA (-/-) 2
-3.7a/aa Hb Lepore Boston SA/BA (-7-) 1
-3.7a/aa Hb Sunnybrock OA/dA (-/-) 1
-3.7a/aa Codon 16 (-C) OA/BA (-/-) 1
-3.7a/aa Codon 24 GT>GGA OA/OA (-/-) 1
-3.7a/aa Codon 6 (-A) OA/BA (-/-) 1
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-3.7alaa HbE OA/SA (-/-) 1
-3.7a/aa HbC SA/SA (-/-) 1
-3.7a/aa HbC/-29 (A>G) OA/BA (-/-) 1
-3.7a/aa HbC/HbC SA/BA (-/-) 1
-3.7a/-3.7a Codon 24 GT>GGA SA/SA (-/-) 1
-3.7a/-3.7a HbC SA/BA (-/-) 1
-3.7a/CDI A>G HbS SA/SA (-/-) 1
-3.7a/HDb Fort Worth HbS OA/SA (-/-) 1
-4.2a/aa HbS OA/SA (-/-) 1
a-5nt/aa (Hph) Codon 39 (C>T) OA/OA (-/-) 1
5'UTR -22 C>T HbC OA/BA (-/-) 1
Poly A (AATAAA>AATAAG)  HbS SA/SA (-/-) 1
aaa(anti-3.7)/aa IVS-1-nt2 (T>G) 0A/SA (-/-) 1
aaa(anti-3.7)/aa IVS-1-nt6 (T>C) OA/dA (-/-) 1
Polimorfismo africano HbC OA/A (-/-) 1
Polimorfismo africano HbS/HbS SA/SA (-/-) 1
Polimorfismo africano HbC OA/dA (-/-) 1
Polimorfismo africano/-3.7a HbC 0A/0A (-7-) 1
lljglritrinncj);gismo africano/Hb HbS SA/SA (-1-) 1
Hb Constan Spring -29 (A>QG) SA/BA (-/-) 1
ao/aa Hb Niigata Codon 4 (ACT>ATT) (-/-) 1
ao/aa IVS-1-nt6 (T>C). Codon 4 (ACT>ATT) (-/-) 1
ao/aa IVS-2-ntl (G>A). Codon 4 (ACT>ATT) (-/-) 1
aa/aa IVS-2-nt781 (C>G). Hb B2 (-7-) 1
-3.7a/-3.7a HbA/HDbA Hb B2 (-/-) 1
-3.7a/aa HbA/HDbA Hb B2 (-/-) 1
aaa(anti-3.7)/aa HbA/HbA Codon 4 (ACT>ATT) (-/-) 1
-3.7alaa HbA/HbA OA/BA (+/+) 1
-3.7a/aa HbA/HDbA SA/SA (+/-) 1
a-5nt/aa HbA/HDbA SA/BA (+/-) 1
HB Groene Hart HbA/HbA OA/BA (+/-) 1
ao/aa Hb Hofu SA/SA \({;}{_)/ 1
Total 160
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DISCUSION

El presente estudio proporciona una vision
exhaustiva del espectro molecular de las hemoglo-
binopatias en una cohorte amplia y marcadamente
heterogénea, evaluada integramente mediante un
panel NGS dirigido a HBA1, HBA2, HBB, HBD,
HBG1 y HBG2. Esta aproximacién permitié no
solo caracterizar un volumen considerable de
variantes estructurales y talasémicas, sino también
identificar un numero significativo de configu-
raciones multigénicas, cuya relevancia clinica se
ha infravalorado tradicionalmente debido a las
limitaciones de las metodologias convencionales
[3,4,6]. Ademas, este estudio constituye uno de
los analisis moleculares mas amplios realizados en
el 4mbito espanol en la era post-NGS, incorpo-
rando una cohorte altamente diversa que refleja
con precisiéon la movilidad demografica contem-
poranea y su impacto en el espectro genético de
las hemoglobinopatias.

La diversidad geografica y étnica de la cohorte
analizada —con predominio de pacientes
procedentes de Espafa, el Caribe, Sudamérica y
Africa occidental— confiere a este estudio una
representatividad singular dentro del contexto
europeo, donde los patrones migratorios han
transformado de forma sustancial el perfil
genético de las hemoglobinopatias [16].

Desde un punto de vista epidemioldgico, las
variantes identificadas reproducen fielmente
las distribuciones geograficas conocidas, la
elevada prevalencia de HbS y HbC en pacientes
procedentes de regiones con ascendencia africana
o afrocaribefia; la presencia de [P-talasemia de
origen mediterraneo (como Codon 39 o delecci-
ones 8B° Spanish y Sicilian) en pacientes espafioles
y norteafricanos; y la deteccion de deleciones alfa
tipicas en poblacién espafiola y dreas africanas
(-a*7/aa) o asiaticas (--SEA, --FIL) [16-18]. Estos
hallazgos refuerzan la necesidad, ya reflejada en
estudios europeos recientes, de que la composicion
poblacional actual exige metodologias diagnds-
ticas que aborden simultdneamente variantes
con origenes y comportamientos clinicos muy
distintos, lo que justifica plenamente la adopcion
de paneles NGS amplios [4,19].

Unodeloselementos diferenciales de este trabajo es
la identificacion sistemadtica de un numero consid-
erable de combinaciones multigénicas, presentes
en 160 pacientes (13,3 %). Este porcentaje, muy
superior al que comunican series diagndsticas
basadas tnicamente en métodos bioquimicos o
aproximaciones secuenciales, subraya la comple-
jidad genética real de las hemoglobinopatias en
nuestro entorno [3,4].

La elevada proporciéon de configuraciones
multigénicas observada en nuestra cohorte debe
interpretarse asimismo en el contexto del perfil de
derivacion del centro. Como laboratorio nacional
de referencia, recibimos un numero signific-
ativo de casos complejos, incluidos pacientes

con fenotipos discordantes, estudios previos no
concluyentes o sospecha de interacciéon genética
multiple. Este sesgo de seleccién puede haber
contribuido tanto a la alta tasa global de positiv-
idad molecular (80 %) como a la frecuencia de
combinaciones alfa-beta superior a la descrita
en series poblacionales no seleccionadas. En este
sentido, nuestros resultados reflejan la casuistica
propia de un centro de alta especializacién mas
que la de una cohorte poblacional general.

Aunque no fue posible cuantificar retrospectiva-
mente el nimero exacto de casos remitidos especi-
ficamente por discrepancia genotipo-fenotipo
documentada, el analisis de los motivos de
derivacion y la experiencia clinica del laboratorio
indican que una proporcién relevante correspondia
a situaciones diagndsticas no concluyentes,
microcitosis no explicadas o perfiles electroforé-
ticos ambiguos. En estos contextos, el analisis
multigénico mediante NGS permitié establecer
el genotipo definitivo y esclarecer la correlacion
fenotipica en un numero significativo de pacientes.

Lascombinacionesalfa-betarepresentaronel grupo
predominante, como ya se ha descrito en estudios
que documentan la interaccién moduladora de las
deleciones alfa sobre el fenotipo de portadores
de HbS o P-talasemia [20-22]. La identificacién
de interacciones entre HBB y HBD, HBB y HBG,
o HBA y HBG coincide igualmente con la litera-
tura, que destaca como estas variantes pueden dar
lugar a perfiles electroforéticos ambiguos (HbA,
en el limite bajo de la normalidad, HbF elevada)
que requieren un enfoque multigénico para su
correcta interpretacion [23,24].

En este contexto, un aspecto técnico particu-
larmente relevante es la dificultad inherente
al analisis molecular de HBA1 y HBA2, debido
al elevado grado de homologia entre ambos
genes [25]. Aunque el panel NGS utilizado
permiti6o detectar de forma robusta variantes
puntuales, indels y deleciones, la asignacién
inequivoca de mutaciones localizadas en
regiones compartidas requiri6  confir-
macion mediante secuenciacion Sanger. Esta
necesidad ha sido ampliamente documen-
tada en estudios que analizan la arcI[uitectura
duplicada del cluster a y sus implicaciones
diagnoésticas [13]. Esta limitacion técnica
refuerza la importancia de integrar métodos
complementarios cuando se estudian regiones
altamente homdlogas, incluso en un contexto
NGS de alto rendimiento [13,26].

Un aspecto relevante del analisis de los genes
alfa es la presencia del denominado polimor-
fismo africano, que no corresponde a una mutacion
patogénica, sino a una reconversién génica parcial
entre HBA1y HBA2. Este proceso de gene conversion
es caracteristico de poblaciones de origen africano
y carece de efecto clinico, pero su identificacién
es esencial para evitar interpretaciones errdneas,
especialmente en individuos con microcitosis
o en combinaciones multigénicas donde podria
confundirse con una variante alfa no delecion [27].
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Diversos estudios han demostrado que la
coexistencia de deleciones alfa con variantes
estructurales como HbS o HbC puede modificar
de manera sustancial pardmetros hematimétricos
como el VCM o la concentracién intracelular de las
hemoglobinas anémalas, atenuando o exacerbando
determinados rasgos clinicos [20,21,28]. De
forma analoga, se ha descrito que la presencia de
triplicaciones alfa en portadores de (-talasemia
heterocigota se asocia con una mayor gravedad del
fenotipo [22], mientras que variantes en los genes
de la y-globina (HBG) explican niveles elevados
de HbF en pacientes que, a priori, no presentan
mutaciones depresoras en el gen HBB [24].

En nuestra cohorte, la elevada frecuencia de
combinaciones de mutaciones en HBA y HBB, asi
como la identificacion de alteraciones en los genes
de la y-globina, es coherente con este modelo de
interaccién genética. Estos hallazgos subrayan
la necesidad de interpretar los resultados dentro
del contexto del genoma globinico completo y no
desde un tnico gen, un principio ampliamente
destacado en estudios recientes que abogan por el
analisis integral del cluster globinico [4,19].

La utilidad clinica del enfoque multigénico
empleado es especialmente evidente en situaciones
en las que el fenotipo observado se desvia de lo
esperado, un fenémeno ampliamente documen-
tado en estudios de correlacidon genotipo-fenotipo
en hemoglobinopatias [5,15]. En este sentido,
el panel NGS permitié resolver discordancias
fenotipo-genotipo, aclarar perfiles de HDbA, y
HbF no concluyentes y corregir diagnoésticos
preliminares basados unicamente en parametros
hematoldégicos o bioquimicos. Este beneficio ha
sido senalado por varios grupos que comparan el
rendimiento de paneles NGS con métodos conven-
cionales [3,4,6,19].

El rendimiento diagndstico del panel Devyser
empleado quedo firmemente demostrado en nuestro
estudio. Su capacidad para detectar variantes
puntuales, deleciones extensas y alteraciones en
genes altamente homologos posiciona este enfoque
como una herramienta de alto valor anadido
en entornos clinicos con diversidad demogra-
fica. La incorporacién simultanea de HBD y HBG
aportd un valor adicional en casos con discrep-
ancias fenotipo-genotipo, permitiendo resolver
perfiles electroforéticos atipicos y clarificar la
contribucién de las deltapatias y variantes gamma
en la modulacién de HbA, y HDF, respectivamente
[23,24]. Este enfoque contrasta con las limitaciones
de HPLC, electroforesis capilar, PCR dirigida o
MLPA, técnicas que, si bien contintan siendo
esenciales, resultan insuficientes para capturar
variantes reguladoras, combinaciones complejas o
interacciones moduladoras entre genes.

Los resultados obtenidos se alinean con la
creciente evidencia internacional que respalda
la implementaciéon de NGS en el diagndstico
rutinario de hemoglobinopatias, especialmente
en regiones donde la diversidad de variantes
y la movilidad poblacional generan fenotipos

IMPLEMENTACION DE LA NGS EN EL DIAGNOSTICO DE HEMOGLOBINOPAT{AS
Ropero P, et al.
An RANM. 2026;143(01): 33 - 47

ANALES RANM

atipicos o discordantes [2,4,19]. Estudios
recientes publicados en Europa, Norteamérica
y Asia muestran una tendencia similar, aunque
con diferencias en la distribucién mutacional
atribuiblesavariacionesregionales[3,11,12,29,30].
En este contexto, el presente trabajo constituye,
hasta donde alcanzalaliteratura disponible, uno de
los andlisis moleculares mas completos realizados
en Espafa, tanto por el tamafio muestral como por
la profundidad diagndstica alcanzada.

No obstante, el estudio presenta ciertas limita-
ciones. Aunque el panel NGS permite un analisis
amplio, no cubre algunas regiones distales o
elementos reguladores cuya contribucion fenotipica
podria ser significativa en casos seleccionados. En
particular, no cubre de forma completa la regiéon
reguladora LCR del claster beta, donde se localizan
los sitios hipersensibles HS1-HS5 implicados en la
regulaciéon de HbF y algunas formas no delecionales
de HPFH. Tampoco incluye los enhancers eritroides
de BCL11A, los promotores extendidos y regiones
intergénicas profundas del cluster beta (como las
zonas upstream de HBG1-HBG2), ni las regiones
reguladoras distales del cluster alfa, especialmente
el enhancer HS-40, cuya alteracién puede modular
de forma significativa la expresion de HBA [31-33].
Asimismo, mutaciones intrénicas profundas o
reordenamientos estructurales complejos pueden
escapar a la deteccién por NGS de panel, lo que
refuerza la necesidad de estudios complementarios
en casos atipicos [31].

La identificaciéon de variantes de signifi-
cado incierto (VUS) requiere una interpre-
tacion cautelosa, especialmente en ausencia de
correlacién familiar o funcional. La literatura
sefiala la importancia de integrar predictores in
silico, bases de datos internacionales y, cuando
es posible, estudios funcionales o familiares
para ajustar su clasificaciéon [5,34]. Ademas, el
cardcter retrospectivo del estudio y la variabil-
idad en los motivos de derivacién pueden haber
generado cierto sesgo en la prevalencia observada
de algunas alteraciones, aunque la amplitud de la
cohorte contribuye a compensar esta limitacion.

A pesar de estas consideraciones, los hallazgos
del estudio tienen implicaciones clinicas directas.
La caracterizacion completa del genotipo permite
optimizar el consejo genético, orientar estrategias
de cribado familiar y prenatal, interpretar de forma
mas precisa los perfiles hematologicos en el limite
de la normalidad y ajustar el seguimiento clinico
de portadores con riesgo potencial de compli-
caciones, aspectos ampliamente reconocidos en
la literatura [5,15,20]. Asimismo, la identifi-
cacién temprana de combinaciones multigénicas
facilita la estratificacion prondstica y contribuye
a la eleccién de intervenciones terapéuticas mds
adecuadas, como el control de factores desenca-
denantes en portadores de Hb S con variantes
moduladoras o la prevencién de anemia crénica
en casos con interacciones alfa-beta complejas,
y podria tener implicaciones relevantes en la
interpretacion de la respuesta y los resultados de
futuras terapias génicas
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En conjunto, los resultados de este trabajo
refuerzan la necesidad de integrar tecnologias
NGS en el abordaje diagnéstico de las hemoglo-
binopatias, especialmente en contextos de alta
heterogeneidad demografica. La capacidad del
panel empleado para detectar variantes multiples,
estructurales y regulatorias, asi como configu-
raciones multigénicas con impacto clinico, sitia
este enfoque como una herramienta esencial
en la practica clinica contemporanea. Futuros
estudios multicéntricos podrian ampliar estas
observaciones y contribuir a establecer algoritmos
diagnosticos estandarizados que combinen de
manera Optima las pruebas bioquimicas tradicion-
ales con el analisis genémico de nueva generacion

[2].
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