
DETECCION DE MUTACIONES 
EN PATOLOGIAS DE ORIGEN 

GENETICO



Fibrosis Quística

-Enfermedad genética severa mas 
frecuente en la población 
caucásica (1/2500 nacidos)

-Mutación en el GEN CFTR 
(regulador de la conductancia 
transmembrana de la fibrosis 
quística). Mut. mas frecuente 
ΔF508 (66%).

-Defecto o ausencia de una 
glicoproteína de membrana.

Patrón de herencia:



Cómo hacemos la Mix??????

ADNADN

H2O-PCR

Buffer PCR

MgCl2
dNTPs

PRIMER REVERSE

Taq polimerasa

N M

PRIMERPRIMER

FOWARD  NFOWARD  N
PRIMERPRIMER

FOWARD M o FOWARD M o Δ

PCR-ALELO 
ESPECIFICA



5´............ATC TT 3´

5´............ATT GG 3´

Primer N Primer Primer NPrimer 

paciente a      paciente b

N/N             N/

..........TAG AA ...............3´

Primer N

Primer 

.........TAA CC.............3´ 

PCR-ALELO 
ESPECIFICA

FQ: Mutacion en gen CFTR,
Mas frecuente ΔF508 (66%)

TTT/C:F
GG_:G



Pcr alelo específica!!!!!

Con este ensayo puedo saber

Si el paciente tiene x mutación (voy a 
buscar una mutación determinada)

NO puedo saber qué otra mutación tiene 
(no es una estrategia de búsqueda de 

mutaciones)



Polymerase 
Chain 
Reaction 
(PCR)



• 94°C  3 min (desnaturalización inicial 
del templado) 

• 94 °C 1 min (desnaturalización)
• 60 °C 1 min (hibridización)       30 ciclos
• 72 °C 1 min (extensión)

• 72°C  3 min (extensión final de 
productos incompletos)

Programa de PCR



Master Mix:
ul

-Buffer 10X 2,5
-MgCl2 50mM 1,25
-dNTP 10mM 0,5
-Primer Rev 10uM 2,5
-H2O (Vol f 25ul) 13,125
-Taq polim (5U/ul) 0,125

Subtotal 20

Cada grupo: 
-Primer F (N o Δ) 2,5 
-DNA paciente 2,5

Vol total 25

2 Tubos/Gr: 

#Gr N #Gr Δ

-Master Mix 20ul +           +
-Primer F 2,5ul N Δ
-DNA 2,5 ul + +

Gr 1 a 4 DNA L
Gr 5 a 8 DNA H
Gr 9 a 12 DNA F 



Master Mix: un grupo:
ul X30 ul

-Buffer 10X 2,5
-MgCl2 50mM 1,25
-dNTP 10mM 0,5
-Primer Rev 10uM 2,5
-H2O (Vol f 25ul) 13,125
-Taq polim (5U/ul) 0,125

Subtotal 20

Cada grupo: 
-Primer F (N o Δ) 2,5 
-DNA paciente 2,5

Vol total 25

75
37,5
15
75
394
3,75
600



Las mutaciones son cambios en la secuencia de 
ADN que pueden o no conferir un cambio 
fenotípico.

POLIMORFISMO MUTACION

GRANDES PEQUEÑAS

2-250 X 106 pb 1- 50000 pb

Variaciones normales de la 
sec de ADN >1% de la 
poblacion.



MUTACIONES

ESTRUCTURALES Y NUMERICAS

DELECIONES

INSERCIONES

CAMBIO DE SENTIDO

STOP

SPLICING

CAMBIO MARCO DE LECTURA

DINAMICAS

M
A
C
R
O

M
I
C
R
O



Clases mutaciones



ESTRATEGIAS DE BUSQUEDAS 
DE MUTACIONES

GRANDES VS PEQUEÑAS

CONOCIDAS VS DESCONOCIDAS

ESTATICAS VS DINAMICAS



MUTACIONES GRANDES



CITOGENETICA

BANDEO G

PINTADO CROMOSOMICO

FISH



Southern blot



Detección de mutaciones de tamaño 
pequeño.

Conocidas                          Desconocidas



Fibrosis Quística
También es conocida como fibrosis quística 

pancreática.

-Enfermedad genética severa mas 
frecuente en la población caucásica 
(1/2500 nacidos)

-Insuficiencia pancreatica e 
instestinal. Daño Pulmonar. 

-Mutación en el GEN CFTR (reg. de 
la conductancia transmembrana de la 
fibrosis quística)

-Defecto o ausencia de la 
glicoproteína de membrana CFTR.



Test del sudor

CLORURO:

Normal <40mEq/L

Dudoso >40<60mEq/L

Patológico >60mEq/L



Tripsina Inmunoreactiva



Modelo del CFTR



Tipos de mutaciones del CFTR



MUESTRA 
ADN

INCÓGNITA



N/N    N/N     N/G85E

exón 3

Hinf I

309 pb

32 pb 105 pb 172 pb

277 pb

277 pb

172 pb

105 pb

32 pb PCR-RFLP
Restriction Fragments
Lenght Polimorphysm



PCR-ASO

Allele Specific Oligonucleotide



Single-Strand Conformation
Polymorphism (SSCP) is the most
widely used DNA screening
method. SSCP detects single-base 
sequence changes by abnormal
electrophoretic migration of one or
both single strands on a 
nondenaturing polyacrylamide gel 

The abnormal band
found by SSCP is
normally verified
using sequencing.

SSCP



Secuenciación

manual

automática



Gel de agarosa corrido el sab 14/05 (1er. Turno)

M  1N 1Δ 2N 2D    3N 3Δ 4N  4Δ 5N  5Δ 6N 6Δ 7N 7Δ 8N 8Δ

N Δ Δ

M  9N 9Δ 10N 10Δ 11N11Δ Controles + C- M



Gel de agarosa corrido el sab 21/05 (2do. Turno)
M  1N 1Δ 2N 2D      3N  3 Δ 4N  4Δ 5N 5Δ

M  6N 6Δ 7N 7Δ 8N8Δ 9N9Δ 10N10Δ H H  L 
N Δ Δ


