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RESUMEN

El alelo HLA B-27 es un factor asociado a la susceptibilidad genética de padecer espondiloartritis
(SpA), enfermedad inflamatoria cronica donde interviene el sistema inmune. La técnica de PCR,
con el empleo de sondas especificas (PCR-SSP), ha sido empleada para la determinacion de este
alelo, sin embargo, requiere para su realizacion una concentracion de ADN entre 50-100 ng, lo
cual constituye, entre otras, una desventaja del método. El objetivo del presente trabajo es la
implementacién de una nueva tecnologia que, basada en los mismos principios del PCR-SSP,
remeda los inconvenientes del método anterior, pues detecta dicho polimorfismo en un limite de
2 ng en menor tiempo. EI PCR en Tiempo real (PCR-TR) se realizo0 empleando un estuche
comercial LightMix HLA-B27, SimpleProbe TIBMOLBIOL (ROCHE) y se procesd en un
equipo de PCR-RT Llghtcycler 96 (ROCHE). Se empled un panel de 5 muestras controles
determinadas mediante el método de alta resolucion OLERUP SSP® y se analizaron 50 muestras
de ADN de pacientes con sospecha clinica SpA. Los resultados obtenidos mostraron
concordancia entre ambos métodos lo que muestra la sensibilidad y especificidad de la nueva
técnica. EI PCR-TR es una prueba mas sensible, especifica y rapida para la deteccién del alelo
HLA B-27 y permite un diagnéstico mas eficiente en menor tiempo, lo cual repercute en

beneficio del paciente.
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INTRODUCCION

El alelo HLA-B*27 es un factor asociado a la susceptibilidad genética de padecer

espondiloartritis (SpA), enfermedad inflamatoria crénica donde interviene el sistema inmune.® 2

La técnica de PCR, con el empleo de sondas especificas (PCR-SSP), ha sido empleada para la
determinacion de este alelo, sin embargo, requiere para su realizacion una concentracion de ADN
entre 50-100 ng, lo cual constituye, entre otras, una desventaja del método. El objetivo del
presente trabajo es la implementacion de una nueva tecnologia que, basada en los mismos
principios del PCR-SSP, remeda los inconvenientes del método anterior, pues detecta dicho

polimorfismo en un limite de 2 ng en menor tiempo.3*
OBJETIVOS
General: Implementacion del PCR-TR para la deteccion del alelo HLA-B*27.

Especifico: Demostrar la concordancia entre los métodos de PCR-TR y Olerup SSP de alta

resolucion para la deteccion del alelo HLA-B*27.
MATERIALES Y METODOS

Muestra: El material genético se obtuvo a partir de sangre total con EDTA como anticoagulante,
empleando el estuche comercial High Pure Template Preparation Kit (ROCHE) segun las normas
del fabricante. EI ADN obtenido se cuantificd en un espectrofotometro NanoDrop TM One. Para
la implementacion del método PCR-TR se analizaron 5 muestras de ADN positivas para el alelo
HLA-B*27 las cuales fueron determinadas por el método de alta resolucion OLERUP SSP®.
Fueron analizadas un total de 50 muestras de ADN genémico de individuos con diagndsticos
presuntivos de SpA. Como control negativo del ensayo se emple6 el agua y controles negativos

brindados por el estuche.
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PCR-TR: La determinacién del alelo HLA-B*27 se realiz6 en un equipo de PCR en Tiempo Real,
LightCycler 96 (Roche diagnostic LightCycler system), empleando el estuche comercial
LightMix HLA-B*27, SimpleProbe TIBMOLBIOL, el cual emplea sondas especificas de
hibridacién. Como control interno utiliza un fragmento del gen de la beta-globina el cual muestra
un pico de temperatura de disociacion (Tm=56°C). Se analizaron las temperaturas de disociacion
siendo considerados positivas aquellas muestras en que se observaban dos picos, uno
correspondiente al gen constitutivo de la beta-globina y otro los 64°C (segin las normas del
fabricante) correspondiente a la presencia del alelo HLA-B*27. Se diagnosticaron como

negativas aquellas en las que solo amplificaron el gen de control interno.

Analisis estadistico: Los datos se analizaron empleando el programa SPSS para Windows,

version 20.0. Se realiz6 un andlisis de concordancia, empleando el indice Kappa.
RESULTADOS

Las muestras de ADN procesadas mediante la técnica de PCR-TR para la determinacion del alelo
HLA-B*27, mostraron concentraciones mayores de 2ng/ml y una pureza entre 1.8 y 2.0 lo cual

permitio la realizacion del ensayo con calidad y seguridad de los resultados.

Las muestras que previamente fueron determinadas como positivas para el HLA-B*27 por el
método de alta resolucion OLERUP SSP® resultaron positivas también por el método de PCR-
TR. La concordancia entre ambos métodos fue del 100% lo que demuestra la eficiencia del

mismo (Tabla)

De las 50 muestras analizadas por el PCR-TR, el 16 % (n=8) resultaron positivas para el alelo
HLA-B*27 y el 84 % (n=42) resultaron negativas.

-
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Tabla. Resultados de las muestras estudiadas por ambos métodos

Muestras Resultados Olerup Resultados PCR-RT

TM1(°C) TM2(°C) Resultado
1 Positivo 53,96 62,53 Positivo
2 Positivo 53,96 62,53 Positivo
3 Positivo 53,98 62,52 Positivo
4 Positivo 54,00 62,51 Positivo
5 Positivo 54,02 62,51 Positivo

TML1: temperatura melting del control interno (valor de referencia 54+2,5°C).
TM2: temperatura melting del alelo HLA-B*27 (valor de referencia 62,5+2,5°C).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron concordancia entre ambos métodos lo que muestra la
eficiencia de la nueva técnica. EI PCR-TR es una prueba mas sensible, especifica y rapida para la
deteccion del alelo HLA-B*27 y permite un diagnostico mas eficiente en menor tiempo, lo cual

repercute en beneficio del paciente.
RECOMENDACIONES

Recomendamos el empleo del PCR-TR en la plataforma roche para la deteccion del alelo HLA-

B*27 y su empleo como herramienta diagndstica
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