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Diagndstico biomolecular de anomalias genéticas asociadas a Fibrosis
Quistica usando indicadores mutagénicos.

Biomolecular diagnosis of genetic abnormalities associated with Cystic Fibrosis using
indicators mutagenic.
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Resumen

Pacientes diagnosticados con Fibrosis Quistica provenientes del Instituto de Salud del Nifio del
Ministerio de Salud del Pert y del Hospital IV E. Rebagliatti Martins (Seguridad Social), fueron
evaluados durante el segundo semestre del 2013 con la finalidad de detectar mutaciones del Gen
C.ETR. (Regulador de la Conductancia Transmembrana de la Fibrosis Quistica). Mediante el método
de la A R.M.S-PC.R (Reaccién en Cadena de la Polimerasa- Sistema de amplificacién de la Mutacién
Refractaria), se analizaron 28 muestras, encontrandose que en el 21,42% estaban presente dos
mutaciones y el 32,21% una mutacion. La prevalencia de DF508 en Perq, es relativamente baja
(31,30%) en comparacion con el promedio latinoamericano (43,54%). Al contrario los pacientes
peruanos presentan una tasa importante de G542X (7,40%) en comparacién con los de Latino-
américa (5,10%).

Abstract

Patients diagnosed with Cystic Fibrosis from the Institute of Child Health, Ministry of Health of Peru
and E. Rebagliatti Martins Hospital (Social Security), were evaluated during the second half of 2013
in order to detect mutations in the CFTR gene (Transmembrane Conductance Regulator of Cystic
Fibrosis). By the method of the ARMS-PCR (Chain Reaction Polymerase-system amplification
refractory mutation), 28 samples were analyzed, finding that the two mutations were 21,42% and
32,21% this mutation. The prevalence of DF508 in Peru is relatively low (31,30%) compared to the
Latin American average (43,54%). On the contrary the peruvian patients presented a significant
rate of G542X (7.40 %) in comparison with the Latin American (5,10 %).
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Introduccion

La Fibrosis Quistica (F.Q.) es la enfermedad
genética, provocada por mutaciones recesi
vas en el gen de la C.ETR. (Regulador de la
Conductancia Transmembrana de la Fibro
sis Quistica). Este gen codifica una proteina
transmembrana que controla el transporte
de cloro y regula indirectamente el intercam
bio de sodio entre la célula y el medio ex-
tracelular. La F.Q. se expresa solo en los pa
cientes que posean dos alelos del C.ET.R.
mutados (generalmente heredados de los
padres). Los defectos de la C.ET.R inducen
la acumulacion de cloro y sodio, en las célu
las epiteliales de los 6rganos que producen
secreciones mucosas como pulmones, pan
creas, higado, intestinos, conductos defe-
rentes, glandulas sudoriparas. Las impor
tantes concentraciones en iones intracelu
lares inducen la entrada de agua en las cé
lulas por 6smosis, resultando en un moco
deshidratado y espeso en estos 6rganos.
Esta alteracion, provoca disfunciones diges
tivas severas y acumulacién de secrecion
mucosa en las vias respiratorias lo que se
traduce en déficit de crecimiento y de peso,
bronquitis, rinitis, cirrosis, diabetes, este
rilidad y lo que es mas importante, dismi
nucioén de la funcion pulmonar.

El diagnéstico inicial de la F.Q. puede reali
zarse con el andlisis de la Tripsina inmuno
rreactivo (I.R.T.) en los recién nacidos. Los
pacientes que presentan tasas anormalmen
te elevadas de tripsina en la sangre al nacer
0 que muestran un cuadro clinico respirato
rio o digestivo parecido a los mencionados
son evaluados por la prueba del sudor. Esta
prueba de referencia para el diagnéstico
final, analiza la concentracién de sales en
el sudor que es anormalmente elevada en
los pacientes con F.Q. Una vez la detectada
la enfermedad, el diagnostico final se realiza
con la identificacién de las mutaciones del
gen C.ETR por técnicas de biologia molecu
lar. La dificultad reside en que se ha repor
tado mas de 1900 mutaciones y que sus
prevalencias varian en funcién de los ori
genes étnicos del paciente ademas de mu
taciones especificas a ciertas regiones (De
queker et al; 2009). El campo del diagnés

tico ha evolucionado en los Ultimos afios
con el avance tecnolégico. Desde 1988, afio
del descubrimiento de la primera mutacion
de la C.ETR. (del 508) se han determinado
mas de 1900 mutaciones (Castellani et al;
2008). Una amplia mayoria de los estudios
han sido realizados en paises del Norte
(Estados Unidos y Unién Europea).

Las investigaciones demostraron que existe
una gran variabilidad de prevalencia de las
mutaciones en funcién del origen étnico,
con algunas mutaciones que son especifica
mente locales y hasta presentes solamente
en los miembros de una sola familia. Muy
pocas publicaciones tratan de la identifica
cién y de la prevalencia de las mutaciones
en América latina y son generalmente res
tringidas a nimeros no mayores a 30 mu
taciones ofrecidas por los kits comerciales
(Raskin et al; 1993, Morales-Machin et al;
1997, Restrepo et al; 2000, Keyeux et al;
2003, Valle et al; 2007, Moya-Quiles et al;
2009, Lay-Son et al;, 2011.). Estos kits co
merciales son disefiados para identificar
hasta el 90% de las mutaciones en pobla
ciones noreuropeas o norte americanas,
pero identifican dificilmente mas del 50%
de las mutaciones Latinoamericanas (Perez
etal; 2007).

Existen dos grandes vias para identificar
las anomalias del gen C.ETR, la primera
consiste en buscar mutaciones especificas
conocidas. Las primeras investigaciones,
iniciaron con la utilizacién de técnicas de
tipo Reaccién en Cadena de Polimerasa
(P.C.R.) y secuenciacion o variantes (Sher
lock et al. 1998, Dequeker et al; 2009). Ra
pidamente otras técnicas las suplantaron
(Tomaiuolo, Spina and Castaldo 2003), en
particular la P.C.R-Amplification Refractory
Mutation System (A.RM.S-P.C.R) (Ashavaid et
al; 2005, Grody, Cutting and Watson_2007).
Esta ultima técnica es particularmente in
teresante por ser rapida, barata y requerir
equipamientos basicos de biologia mole-
cular. Esta técnica esta implementada como
rutina en el diagnoéstico de primera linea
de las mutaciones mas comunes en nume
rosos laboratorios de referencia. En el es
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tudio se propuso implementar Técnicas de
ARM.S-PCR. en el Diagnéstico de Fibro sis
Quistica.

La segunda via consiste en técnicas de ba-
rrido del gen C.ETR, lo que permite identi
ficar las mutaciones mas raras. La mejor
opcion residiria en la secuenciacién comple
ta del gen C.ETR, sin embargo el importante
tamafio de este gen (4,5Kb post episaje) y
el costo elevado de la secuenciacion son
limitantes a corto plazo. Una alternativa
ventajosa reside en el andlisis de alta resolu
cion de la curva de disociacion (H.R.M.A)
que permite encontrar la posiciéon de la
mutacion en el gen C.ETR y secuenciar una
region limitada (Montgomery et al,, 2007).
Los especialistas de esta técnica ahora mun
dialmente difundida son equipos Franceses,
liderados por el Dr. Ferec (Audrezet et al;
2008).

Los pacientes con F.Q. exhiben un promedio
de vida de 38 afios en los Estados Unidos o
la Uni6on Europea, mientras que raramente
superan algunos afios sin tratamientos ade
cuados (Hoffman and Ramsey 2013). En el
Perd, dos hospitales de Lima atienden a

todos los pacientes del pais con EQ. (el Ins
tituto Nacional de Salud del Nifio y el Hos
pital Nacional E. Rebagliatti Martins. Segiin
las prevalencias disponibles para Latino-
américa, entre 60 y 150 ninos nacen cada
afio con EQ. en el Pert. El servicio de segui
miento de EQ. del Hospital Rebagliatti, crea
do hace 12 afios solo cuenta con alrededor
de 30 pacientes de los cuales apenas 3 son
mayores de edad. En el Instituto Nacional
de Salud del Nino, el servicio atiende a cerca
de 30 pacientes que son menores de edad
en su gran mayoria. Esto demuestra que
muchos pacientes con E.Q. no son identifi-
cados.

El estudio se propuso desarrollar las biotec
nologias médicas en la Universidad Nacio
nal de Tumbes, utilizando la Fibrosis Quis
tica como modelo para desarrollar tecnolo
gias de diagndstico de anomalias genéticas.
Asi como Implementar Técnicas de P.C.R-
ARMS en el Diagndstico de Fibrosis Quisti
ca, e identificar las mutaciones del gen
C.ETR con técnicas de H.R.M por P.C.R en
tiempo Real en los pacientes con Fibrosis
Quistica en el Pert.

Material y Métodos

Para tomar contacto con la poblacion, en
un primer momento, se realizé una sensi
bilizacién de los padres de pacientes con
F.Q. a través reuniones y conferencias en
Lima en el Hospital Nacional E. Rebagliati
con presencia de los médicos pediatras.
Luego se revel6 la informacion a través de
las redes sociales, del sitio web de la aso
ciacion Fibrosis Quistica Peru (FI.Q.U.L-
PERU) y de los médicos, que contactaron
directamente los padres de los pacientes y
les explicaron sobre la importancia de
participar.

Durante todo el proyecto, un gran esfuerzo
fue realizado para preservar las normas
éticas asi como los derechos de los pacien
tes con EQ. Por ello se elaboraron cartas de
informacion y de compromiso de participa
cidn, asi como consentimientos informados
para participaren el estudio. Previo al mues
treo, los padres de familia firmaron una de

claraciéon de consentimiento de participa
cion y la carta de aceptacién de toma de
muestra de sangre.

Muestra y Muestreo: El analisis fue dirigido
exclusivamente a los pacientes con EQ. diag
nosticado mediante un cuadro clinico ca-
racteristico y un diagnostico positivo a la
prueba del sudor. Las muestras fueron 2-4
ml de sangre fresca colectadas en tubos
vacutainer con anticoagulante Etilen Dia-
mino Tetra Acético (E.D.T.A.), conservadas
a 4°C hasta su extraccion. Estas muestras
fueron analizadas a ciego, se llevaron con
un cddigo propio a cada paciente al labora
torio mixto de la Universidad Nacional de
Tumbes-Inca'Biotec SAC. El hospital donde
se tomo la muestra tenia la relacion codigo-
paciente. Se tomaron muestras por duplica
dos para cada paciente y analizadas por
espectrofotometria. Las muestras que mos
traban las mejores concentraciones y cua
lidades de A.D.N fueron retenidas para el
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diagnoéstico molecular. Al finalizar el anali
sis, los resultados fueron enviados a los
médicos que se encargan de entregarlos a
los pacientes.

La primera etapa de muestreo se inici6 en
la Ultima semana de diciembre del 2013 y
termind la tercera semana del mes de enero.
El segundo muestreo inicio desde el 15 de
febrero en ambos hospitales. Todos los insu
mos, materiales y equipamientos pudieron
ser adquiridos localmente, a excepcion del
Kit de A RM.S.- PC.R. que no existe en Peru.
Al no poder conseguir el Kit se disefié uno
propio, en la Universidad Nacional de Tum
bes con asesoria del equipo técnico; para
el efecto se adaptaron protocolos obtenidos
del CHU de Nantes (Francia), de Perone et
al, (2010) y Ferrie et al., (1992). Cada reac
cion fue optimizada para obtener resulta-
dos confiables.

Todas las muestras fueron evaluadas con
un control positivo que permite: 1) evaluar
la cualidad del A.D.N extraido (control in-
terno) o 2) por algunas mutaciones de un
AD.N control obtenido de un centro de
referencia de F.Q. en Francia que cargaba
una mutaciéon conocida (DF508, G551D,
G542X, N1303K), que permite validar el
diagndstico. Los tamafios de los amplicones
obtenidos fueron estimados gracias al uso
de marcadores de peso moleculares (MPM)
y fueron del tamafio esperado.

Desarrollo de las pruebas moleculares: La
identificacion de las mutaciones se realizd
en 2 etapas; 1) la extraccion de AD.N y 2)
la amplificacion de la region de A.D.N. de
interés.

Protocolo de extraccion de muestras san
guineas: Existen varios protocolos de ex-
traccion de A.D.N., que comprenden etapas
de lisis celular, purificacion (separacion del
A.D.N. de los otros compuestos celulares),
precipitacion y recuperacion del A.D.N. total.
La evaluacidn, estandarizacion y validaciéon
de estos protocolos se realizoé con muestras
de sangre colectadas al azar. Se evaluaron
dos protocolos. El protocolo de extraccion
N°1 permitié la obtencién de un “pellet” de
A.D.N visible, atestando del éxito de la extrac
cion.

La cualidad del A.D.N obtenido fue evaluada
mediante espectrofotometria Ultravioleta
V. Este andlisis se realiz6 en los ambientes
de Inca’Biotec SAC en Guayaquil debido a
que la Universidad Nacional de Tumbes no
dispone de este equipo. Esta prueba permi
te determinar la concentracion y la pureza
del A.D.N. extraido (ausencia de contami
nantes y residuos) mediante la medicion
de absorcion 230/260 y 260/280nm.

Se realizé una prueba adicional de almace
nar la sangre a 4°C por 1, 18 y 25 dias antes
de realizar la extraccion con el fin de evaluar
la evolucion de la cualidad del A.D.N y asi
definir la ventana de muestreo de los pa-
cientes con F.Q. en los hospitales de Lima.

Analisis por ARM.S.- PCR. La ARM.S-PCR
o P.C.R de sistema refractario de amplifica
cién de mutacion es una técnica que permi
te detectar una mutacion puntual de A.D.N.y
es basada sobre el uso de sondas especi
ficas capaz de reconocer la version normal o
mutada del alelo investigado. El analisis de
cada mutaciéon evalia, en paralelo, la pre
sencia de la secuencia de A.D.N. mutada y
normal en dos reacciones distintas, o sea
una reacciéon para averiguar si esta pre-
sente la secuencia mutada y una reacciéon
para amplificar la secuencia normal.

Existe kits comerciales que permiten eva-
luar de forma simultdnea la presencia de
varias mutaciones (Multiplex A.R.M.S-PC.R))
Estos kits permitirian evaluar de forma si
multanea hasta 32 mutaciones para diagnos
ticar el 57% de las mutaciones encontradas
en Latinoamérica. La mayoria de estas mu
taciones siendo ausentes o a prevalencias
inferiores al 0.1%.

La ARMS P.C.R es una técnica simple que
permite detectar mutaciones especificas.
Por lo tanto esta herramienta no conviene
para la busqueda de mutaciones raras, o
nuevas. Para este tipo de diagnostico se
utiliza una técnica mas sofisticada y delica
da conocida como H.R.M.A que se realiza
sobre un equipo de tipo P.C.R en tiempo
real.

La gP.C.R o P.C.R en tiempo real es una va-
riante de la P.C.R utilizada para amplificar
y simultaneamente cuantificar el fragmento



Diagnostico biomolecular de anomalias genéticas asociadas a Fibrosis Quistica

amplificado. Considera el mismo principio
que la P.C.R pero se le adiciona una sustan
cia fluorescente sola o acoplada a una sonda
que emite una luz bajo ciertas condiciones
de excitacién. La cantidad de luz emitida
es proporcional a la apariciéon de los frag-
mentos amplificados. La medicién de esta
luz en un termociclador equipado de senso
res para medir fluorescencia permite cuan
tificar el fragmento en tiempo real, o sea
mientras aparecen.

Algunos termocicladores en tiempo real
permiten realizar analisis de HRM o sea
analizar la curva de disociacién en alta re-
solucion. Esta técnica consiste en monito
rear las pequefas variaciones en la desa-
paricion de la fluorescencia durante la fase
de desnaturalizacion (cuando se incrementa
la temperatura en el termociclador para
abrir las cadenas de A.D.N). En efecto, una
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mutacidn representa un cambio, una adi-
cién o una pérdida de nucleétidos en una
region de A.D.N dada. Asi, una variaciéon en
la secuencia del alelo mutado pueda reque
rir mas o menos calorias para abrirse que
su homéloga normal. El andalisis del HRM
del gen C.FT.R consiste en amplificar las 27
regiones codantes del gen (2 sondas por
region) y de analizar los perfiles térmicos
de los fragmentos amplificados. Las anoma
lias son detectadas y su perfil permite iden
tificar la mutacidén. Se recomienda secuen
ciar la region sospechosa por seguridad.

Fue objetivo del estudio demostrar que esta
técnica es aplicable localmente en la Univer
sidad Nacional de Tumbes. Para ello se con
sider6 realizar una amplificacion utilizando
como modelo la mutacién DF508 como
prueba de concepto.

Resultados

Los ratios de absorbencia a 260/280nm y
260/230nm de soluciones de A.D.N prove
nientes de muestras de sangre extraidas

después de diferentes tiempos de almace
namiento, se representa en la Tabla 1.

Tabla 1. Tiempo de almacenamiento, concentracién y cuantificacion en el espectrofotémetro de
las muestras usadas como prueba para evaluar la evolucién de la calidad del A.D.N.

Tiempo

Muestra P ug/ml A260/280 A260/230
almacén
Muestra 1 25 dias 611 1.83 2.27
Muestra 2 25 dias 377 1.78 2.17
Muestra 3 18 dias 355 1.79 2.29
Muestra 4 1 dia 285 1.96 2.38
Muestra 5 1 dia 718 1.91 2.42
Control Extraccion Mismo dia 12 - e

Los ratios de absorbancias a 260/280nm
variaron entre 1.78 (25 dias) y 1,96 (1 dia)
lo que indica una buena cualidad de extrac
cién. Asi mismo, ratios de absorbancias a
260/230nm entre 2 y 2.4 son consideradas
como aptos para la PC.R.

Se seleccionaron las 10 mutaciones puntua
les mas representadas de aquellas referidas
en la literatura cientifica para Latinoamérica
y en paises vecinos directos al Perd. Como
se indica en la Tabla 2. En éstas mutacio-
nes permiten, en teoria, identificar 55,9%
de las mutaciones en comparacion con el

kit comercial de 30 mutaciones que permi
te determinar 57% de las mutaciones. Ello
debido a que muchas mutaciones presen-
tan prevalencia de menos de 0,1%.

Las encuestas realizadas entre hospitales
y laboratorios farmacoldgicos mostraron
que la poblacidn total de pacientes con EQ.
atendida en el Pert estd compuesta de 49
pacientes. De estos pacientes, 6 habian rea
lizados sus andlisis de mutaciones en el
extranjero (EE.UU.,, Chile y Francia), como
se indica en la Tabla 3.
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Tabla 2. Prevalencia de las mutaciones mas frecuentes del gen C.ET.R en América latina.

Prevalencia de la mutacion

Tipo de Mutacion América latina Chile Ecuador
DF 508 46,70% 39,30% 31,40%
621+1G>T 0,16% NA NA
G551D 0,14% NA NA
N1303K 1,65% 1,80% 1%
G542X 5,10% 5,53% 2%
3659 del C 0,09% NA NA
1717-1G 0,30% NA NA
w1282X 1,13% 3,17% NA
R553X 0,50% NA NA
R1162X 0,01% 1,20% NA
Promedio 55,9% 51,0% 34,40%

NA: No analizado o igual a 0.

Tabla 3. Mutaciones del C.E.T.R de los pacientes peruanos con Fibrosis Quistica diagnosticados al

extranjero.
Paciente  Mutacién Alelo 1 Mutacién
Alelo 2

1 DF508 R1162X
2 DF508 p.Q220X
3 DF508 G551D.
4 DF508 F57L
5 DF508 C.1116+2T>C
6 DF508 2789+5G>A

El resumen del diagnéstico de los 28 pa-
cientes se presenta en la Tabla 4.

De las 10 mutaciones evaluadas, 2 fueron
encontradas, la DF508 y la G542X. Se pudo
encontrar 2 mutaciones en 6 de 28 pacien
tes (21,42%) y al menos 1 mutacién en 9
de 28 (32,21%) pacientes. Puesto en ana-
lisis por cromosoma se ha analizados 56
alelos diferentes.

A partir de estos resultados, se evalud la
factibilidad de realizar andlisis por H.RM.A
sobre la mutacion DF508, en pacientes
homocigotos (DF508/DF508) y heteroci-
gotos composite (DF508/normal).

La muestra 1 corresponde a 1 paciente que
carece de la mutacion DF508; Las muestras

2, 3, 4 corresponden a A.D.N de pacientes
homocigotos con la mutacién DF508; la
muestra 5 corresponde a un A.D.N de pa-
ciente heterocigoto (una mutacién DF508
y un alelo normal). En la Figura 1, se puede
apreciar las diferencias de perfiles entre
las muestras negativas, las muestras homo
cigotas y la muestra heterocigota.

Para facilitar la lectura, se removio del pro
grama los 2 controles negativos obteniendo
el grafico, que se presenta en la Figura 2.
Las pequefias diferencias observadas en la
parte derecha del grafico corresponden a
ligeras diferencias de temperaturas de
desnaturalizacion.
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Tabla 4 Resumen del diagnostico de los 28 pacientes analizados para las 10 mutaciones evaluadas.

. Resultado Resultado

Codigo de la muestra (sangre) Alelo 1 Alelo 2
211105 EPG DF508 DF508
3000109-GCS 14/01/14 DF508 G542X
210305 BVC DF508 DF508
231004 SHJ DF508 ND
08032011-MVA DF508 ND
060204 JGR DF508 ND
050606-PARA ND ND
061200 WCA ND ND
040812 MMF DF508 DF508
291002-CVN ND ND
16092010-CAQ ND ND
140101-CRC DF508 DF508
23098 FDO ND ND
24062001-PDR 7/01/2014 DF508 ND
050701 REV ND ND
MLS 161195 ND ND
AXMC 230403 ND ND
F A A G542X ND
Female NBMF 291011 ND ND
Female TRKA 310702 DF508 ND
Female RQGA 230308 27/01/2014 ND ND
Male GPNN 10061985 TM 11/02/14 ND ND
APGM 27062005 DOB:Q 7/Jun./2005 05/Feb./14 ND ND
LDPL100304 DOB 10/03/04 TM:22/01/14 DF508 ND
M.C.V.V.03/02/14 DF508 G542X
S.P.A.V.03/02/14 G542X ND
A.F.R.20/02/14 ND ND
25051000 GS] G542X ND
Total 15/28 6/28

ND: No determinado

Tabla 5. Comparacién de las prevalencias de las mutaciones del gen C.F.T.R de los pacientes perua
nos diagnosticadas con las prevalencias de pacientes de Chile, Ecuador y América latina.

Tipo de Prevalencia de la mutacion por alelo
Mutaciéon América latina Chile Ecuador Peru
DF 508 46,70% 39,30% 31,40% 32,4% (22/68)
621+1G>T 0,16% NA NA 0%
G551D 0,14% NA NA 0,15% (1/68)
N1303K 1,65% 1,80% 1% 0%
G542X 5,10% 5,53% 2% 7,4% (5/68)
3659 del C 0,09% NA NA 0%
1717-1G 0,30% NA NA 0%
w1282X 1,13% 3,17% NA 0%
R553X 0,50% NA NA 0%
R1162X 0,01% 1,20% NA 0,15% (1/68)
Cobertura 55,9% 51,0% 34,4% 42,6%

NA: No analizado o igual a 0.
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Discusion

La Fibrosis Quistica es una enfermedad
compleja, multidisciplinaria por requerir
especialistas en campos de Genética, Pato
logia-Clinica, Microbiologia, Fisioterapia,
nutricion y es motivo de profundas inves
tigaciones en el mundo. Ademas, la F.Q. es
una enfermedad mal diagnosticada y mal
tratada en el Peru en comparacién con los
paises del Norte o con paises vecinos como
Argentina, Brasil y Chile. El atraso del pais
resulta de su carencia en unidades de diag
noéstico genético para identificar los pacien
tes y de equipos biomédicos y personal es
pecializados en el diagnoéstico de F.Q.; dos
componentes esenciales para prevenir la
enfermedad y prolongar la esperanza de
vida de los pacientes.

Con relacién a las 10 mutaciones selecciona
das, basadas en la literatura cientifica, se
debe acotar que las prevalencias pueden
variar fuertemente de un pais a otro como
es el caso de Ecuador con 34,4% de las mu
taciones identificadas, debido a la gran va
riabilidad geografica-étnica de las mutacio
nes. Actualmente en Perd, sélo se han rea
lizado analisis puntual de un grupo de mu
taciones. Vela en el 2002 y Aguirre en el
2001 analizaron la incidencia de una sola
mutaciéon (DF508) en tres pacientes y doce
pacientes, respectivamente.

Todas de las muestras fueron evaluadas con
un control positivo que permite evaluar la
cualidad del A.D.N. extraido (control inter
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no) o por algunas mutaciones un A.D.N con
trol obtenido de un centro de referencia de
F.Q. en Francia que cargaba una mutacién
conocida (DF508, G551D, G542X, N1303K)
que permite validar el diagnostico.

Los tamafios de los amplicones obtenidos
fueron estimados gracias al uso de marca-
dores de peso moleculares (MPM) y fueron
del tamaiio esperado.

Se logré recuperar 28 muestras de sangres
de los 49 pacientes con EQ. presentes en
Perd. En los pacientes faltantes no fue posi
ble la toma de muestras (pacientes de pro
vincias). Este kit pudo encontrar 2 mutacio
nes en 6 de los 28 pacientes (21,42%) y al
menos 1 mutacion en 9 de 28 (32,21%) pa
cientes. Al contrario, no se pudo diagnos-
ticar mutaciones en 13 de 28 pacientes
(46,4%).

A nivel de alelos, pudimos haber diagnosti
cado 29 de 68 alelos o sea el 42,6% de los
alelos totales. La compilacién de los resul
tados de analisis y resultados de encuestas
indica que la mutacién la mas comun es la
DF508 con 32,4% (22/68), la G542X con
7,4%, y las mutaciones G551D, R1162X,
F57L, p.Q220X, C.1116+2T>C,y 2789+5G>A
con 0,15%. Es importante resaltar que las
mutaciones G551D, R1162X diagnosticadas

en otros laboratorios eran contempladas
dentro del kit de ARMS P.C.R de la Univer
sidad Nacional de Tumbes.

En comparacién con los paises latinoame
ricanos vecinos, Perd tiene una prevalencia
de DF508 relativamente baja en compa-
racion con el promedio latinoamericano
(43,54%) o concretamente con paises como
Argentina (59,15%), Uruguay (56,58%),
Brasil (43,06%) o Chile (39,30%). Peru
tiene una prevalencia de DF508 similar a
Cuba (34,03%), Ecuador (31,37%) y muy
superior a Costa Rica (22,92%). Al contra
rio, Perd muestra una prevalencia superior
de G542X comparado con Argentina (4,9%),
Brasil (5,33%), Chile (5,55%) Ecuador
(1,96%), similar a la de Uruguay (7,89%)
y muy inferior a Costa Rica que presenta
una tasa record a nivel mundial de 25%
(Perez et al., 2007).

La cobertura total del kit utilizado en esta
investigacion presenta una prevalencia muy
baja si se considera que el mismo kit de 10
mutaciones permitiria identificar 87,8%
de las mutaciones en el norte de Europa.
Estos resultados confirman que muchas mu
taciones presentes en la poblaciéon peruana
son probablemente muy raras y dificiles a
diagnosticar sin usar técnicas de barrido de
A.D.N.

Conclusiones

1. Se diagnosticaron las 10 mutaciones mas
frecuentes del C.ETR en los paises de La
tinoamérica, en 65,1% de los pacientes
con Fibrosis Quistica atendidos en Pert.

2. Se encontraron las dos mutaciones en 6
de los 28 pacientes (21,42%) y al menos
una mutacién en 9 de 28 pacientes
(32,21%). Sin embargo, no se pudo diag
nosticar mutaciones en 13 de 28 pacien
tes (46,4%).

3. La mutaciéon mas comiin fue la DF508 con
32,4% (22/68),1a G542X con 7,4%, y las

mutaciones G551D, R1162X, F57L y
p.Q220X C.1116+2T>C, y 2789+5G>A con
0,15%.

4. En Peru se presenta una prevalencia de
DF508 que es relativamente baja (32,4%)
en comparacion con el promedio latino
americano (43,54%). Al contrario los
pacientes peruanos presentan una tasa
importante de G542X (7,4%) en compa
raciéon con sus vecinos latinoamericanos
(5,1%).
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