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Genotipado de las mutaciones p.Cys282Tyr, 
p.His63Asp y p.Ser65Cys del gen HFE mediante 
PCR a tiempo real con sondas TaqMan  
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http://www.omim.org/geneMap/6/118?start=-3&limit=10&highlight=118


 

  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/11/


 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos Color Cantidad Conservación 

HFE282 Master Mix Disco morado 2 x 180 µl -20ºC 

HFE63 Master Mix Disco verde 2 x 180 µl -20ºC 

HFE65 Master Mix Disco azul 2 x 180 µl -20ºC 

General Master Mix Disco blanco 2 x 900 µl 4ºC 

Positive Control Tapa naranja 2 x 100 µl -20ºC 

Tabla 1. Componentes del kit imegen-HFE 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

  

 

 

 

 

 



 

  

 

HFE282 Master Mix   HFE63 Master Mix  
 

HFE65 Master Mix 

M1  M1  M1 

M2  M2  M2 

M3  M3  M3 

CP  CP  CP 

NTC 

 

NTC  NTC 

                                Figura 1. Ejemplo de la plantilla de PCR. M, muestras; NTC, no template control; CP, positive control 

 

 

 

 

 

 

 

Mix de PCR Sonda Receptor Genotipado Quencher 

HFE282 

HFE282-G-P VIC® Normal MGB 

HFE282-A-P FAMTM Mutante MGB 

HFE63 

HFE63-C-P VIC® Normal MGB 

HFE63-G-P FAMTM Mutante MGB 

HFE65 

HFE65-A-P VIC® Normal MGB 

HFE65-T-P FAMTM Mutante MGB 

Tabla 2. Información de las sondas 



 

  

 

 

Campos 

Etapa 1 

Lectura 

Pre-PCR 

Etapa 2 

Activación 

enzimática 

Etapa 3 

PCR 

Etapa 4 

Lectura 

Post-PCR 

Nº de Ciclos 

 

1 ciclo  

50 ciclos 

1 ciclo 1 ciclo 
Desnaturalización 

Unión de 
oligonucleótidos/ 

Extensión  

Temperatura 60ºC 95ºC 95ºC 60ºC 60ºC 

Tiempo 1 minuto* 10 minutos 15 segundos 1 minuto* 1 minuto* 

Tabla 3. Programa de PCR óptimo para el 7500 FAST o StepOne (Thermo Scientific) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 
 

 

 

 



 

  

 



 

  

 



 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  



 

  

 

 



 

  

 

   

Control 
Resultado 

Causa 
FAM VIC 

Control Positivo 

+ + Resultado esperado 

- - 

Fallo de amplificación en la PCR1 + - 

- + 

Muestra 

+ + 

Resultado esperado + - 

- + 

- - Fallo de amplificación de la muestra2 

Control Negativo de PCR 

- - Resultado esperado 

+ + 

Contaminación de la PCR con ADN humano3 + - 

- + 

 
Tabla 4. Interpretación de los posibles resultados 



 

  

 

 

 

 

 

 

 


