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Resumen:

INTRODUCCION: La fibrosis quistica (FQ) es una de las enfermedades genéticas mortales mas frecuentes en la raza
caucasica. Afecta a multiples érganos y sistemas, especialmente el aparato respiratorio, el pancreas, las glandulas
sudoriparas y el sistema reproductor masculino. Si bien esta enfermedad genética es causada por mas de 1000
mutaciones del gen regulador de la conductancia de transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), existe una
mutacién mayoritaria, la delecion de tres pares de bases que codifican un Unico aminoacido (fenilalanina) en posicién
508 (mutacion DF508).
Hasta el presente, en nuestra region, la deteccidn de mutaciones del gen CFTR se realiza mediante PCR seguida de
corrida electroforética en gel agarosa y tincion con bromuro de etidio (SSP-PCR); técnica puesta a punto en nuestro
laboratorio. Ademas, nuestro grupo de trabajo implemento el uso de una técnica de PCR utilizando primers genéricos
seguida de corrida electroforética en PAGE vy tincidon con Gel Red (no cancerigeno).
MATERIALES Y METODOS:
Muestras: se trabajo con 10 muestras: 3 homocigotas para la mutacién DF508 (enfermos), 3 heterocigotas para la
mutacién DF508 (portadores), y 4 normales (sanos); ya identificados por método convencional de PCR acompafiado
de deteccion de amplicones por electroforesis en gel de agarosa.(PCR-SSP).
Procedimiento. Se realizo la extraccién de ADN a partir de muestras de sangre entera anticoagulada con EDTA
utilizando el método con CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio). Se realizd el control de la calidad y cantidad del
ADN extraido mediante corrida en gel de agarosa. Se amplific6 mediante un equipo CFX 96 Real time System de
BioRad ensayandose dos reacciones para cada una de las muestras: una reaccion con el par de primer que amplifica
la regién que no contiene la mutacion (WT/CD16) vy otra reaccién con el par de primers que amplifica la region que
contiene la mutacion DF508 (DF508/CD16).
Se utilizé una master mix KAPA SYBR Fast Q-PCR Universal Biosystem (2X), la cual tiene Syber (sustancia
fluorescente que se intercala a la doble hebra de ADN), dNTPs, tampdn de reaccidn y ADN polimerasa. A esta mezcla
se le adiciona los cebadores especificos y el ADN de las muestras. Todas las muestras se procesaron por duplicado,
empleando en cada caso controles negativos de reaccién (NTC: no template control).

RESULTADOS Y DISCUSION:

En las reacciones utilizando el par de primer (WT/CD16) se observa que el valor de Ct (la concentracidén en el punto
treshold ) es de 27 para el control sano y de 28 para el paciente heterocigota. Mientras que no se observa
amplificacién para el caso del homocigota. En las reacciones utilizando el par de primer (DF508/CD16) se observa que
el valor de Ct (la concentracién en el punto treshold ) es de 22 para el homocigota y de 24 para el paciente
heterocigota. Mientras que no se observa amplificacion para el caso del control sano. Los resultados obtenidos
presentan alta sensibilidad, especificidad y reproducibilidad al comparar con el método de PCR simple.

La técnica de Real Time representa una alternativa eficiente, confiable que permite detectar una de las mutaciones
mas frecuentes asociadas a la fibrosis quistica, obteniéndose resultados en corto tiempo y con un costo razonable.
Ademas la técnica permite la posibilidad de aumentar la especificidad de la reaccion por medio del agregado de
sondas especificas a la mezcla de reaccion.
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