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11, RESUMEN

El protozoario intracelular Toxoplasma gondii es un parasito que infecta tanto a aves
como a mamiferos, incluyendo al hombre. La infeccién que causa, la toxoplasmosis, es
generalmente asintomdtica en individuos sanos, pero puede causar complicaciones severas
en fetos y en pacientes inmunocomprometidos. En este laboratorio se trabaja el modelo
murino de la toxoplasmosis y en ¢l se prueban diferentes candidatos a vacuna. Para evaluar
el grado de proteccién que ofrece una vacuna, es necesario determinar cuantitativamente la
carga parasitaria que existe en el tejido de los ratones. Es por ello que en el presente trabajo
se desarrollé una técnica competitiva de PCR para cuantificar ADN del parisito, la cual,
proporciona un método directo para determinar la carga parasitaria. Como blanco de 1a PCR
se utilizd el gen Bl de T.gondii que se encuentra repetido 35 veces en tandem dentro del
genoma del parisito. Los iniciadores que se eligieron (Rd-1 y Rd-2) amplifican un
segmento de 301 pb. Se sintetizé un competidor heterdlogo (estindar interno), que consta
de un segmento del fago lambda flanqueado por las secuencias de los iniciadores Rd-1 y
Rd-2, el cual se encuentra clonado en un plismido. El estindar es muy similar a el blanco
en cuanto a longitud y %GC, pero difiere de éste en que a la mitad de su longitud tiene un
sitio de restriccién para Mspl. La técnica consiste en coextraer el ADN gendmico del
cerebro de un ratén infectado junto con €l ADN del parésito, someterlo a una
coamplificacién con una serie de diluciones del estandar intemo, digerir los productos con
Mspl y separarios por electroforesis en gel de agarosa. Debido a que las eficiencias de
amplificacién para ambos moldes, fueron diferentes, se normalizé al estindar en funcién
del blanco. Finalmente, se logré desamrollar una técnica de PCR competitiva para
cuantificar ADN de T.gondii. El método resultd sensible (detecta 2.3 taquizoitos en 500 ng
de ADN de cerebro de ratén) y reproducible a nivel intraensayo. Este fue aplicado

exitosamente en condiciones que simulan ADN extraido del cerebro de un ratén infectado.



1. INTRODUCCION

1. TOXOPLASMOSIS
1.1 AGENTE ETIOLOGICO

La toxoplasmosis es una infeccidn causada por el protozoario Toxoplasma gondii,
que pertenece al grupo de parasitos intracelulares obligados que se han vuelto altamente

adaptativos para invadir y desarrollarse en las células huéspedes (Smith et al., 1995).

T. gondii pertenece al Phylum: Apicomplexa, Clase: Sporozoea, Subclase: Coccidia,
Orden: Eucococcidiida y Suborden: Eimeriina (Levine et al., 1980).

1.2 RANGO DE HUESPED

T. gondii tiene su estado sexual restringido a los enterocitos de los felinos, pero el
estado asexual es capaz de invadir y desarollarse dentro de muchos tipos celulares
diferentes en todas las especies de animales de sangre caliente {(mamiferos y aves). Esta
amplia especificidad de tejido y de huésped implica que €l parisito debe usar caminos muy

conservados para su interaccién con la célula huésped (Smith et al., 1995).
1.3 CICL.O DE VIDA DE Toxoplasma gondii

El ciclo de vida de Toxoplasma gondii esti compuesto por una etapa asexual y una

sexual (Fig 1).

La etapa asexual ocurre en huéspedes intermediarios y definitivos. T. gondii invade
las células del huésped y comienza a dividirse por endodiogenia, un proceso semejante a

la divisidn binaria, dentro de una vacuola parasitéfora. Se usa ¢l término taquizoito para



designar esta forma de! parasito caracterizada por un ciclo de divisién rapida. El tiempo de
divisién es usualmente de 6-B hrs para el taguizoito de la cepa virulenta RH. Cuando el
numero de parasitos dentro de la célula alcanza de 64-128 ( en cultivo de tejidos), la célula
se rompe liberando taquizoitos que infectan a las células adyacentes. De esta manera, un
tejido o un organo infectado, pronto muestra evidencia de un proceso citopitico. La
mayoria de los taquizoitos son eliminados por la respuesta inmune humoral y celular. De 7
a 10 dias después de la infeccidn sistémica por taquizoitos, se desarrollan quistes tisulares
que contienen bradizoitos, la forma asexual de division lenta del parasito. Estos quistes
tisulares se encuentran en una gran variedad de érganos del huésped, pero principalmente
dentro del sistema nervioso central y en miisculo, donde pueden persistir por todo el tiempo
de vida del huésped (Kasper et al., 1993).

Cuando los quistes son ingeridos {por cjemplo al ingerir productos de carne poco
cocidos), la pared de! quiste sufre una ripida digestidén por las secreciones gistricas En
huéspedes no felinos, los bradizoitos ingeridos invaden el epitelio intestinal y se
transforman ¢n taquizoitos que se dividen rapidamente, para después seguir con el patrén de

infeceidn mencionado anteriormente (Kasper et al., 1993).

El ciclo de vida sexual del pardsito se define por la formacién de ooquistes /
esporozoitos y ocurre dnicamente en las células enteroepiteliales de los huéspedes
definitivos (felinos). Este ciclo de vida comienza con l2 ingestion de los quistes tisulares y
termina después de varios estados intermediarios, en la produccion de micro y
macrogametos. El microgameto es flagelado, permitiendo al pardsito buscar al
macrogameto. La fusién de los gametos produce un cigote que se envuelve en una
membrana rigida, formandose el ooquiste que es excretado en las heces. Durante la
infeccion aguda, un gato puede excretar hasta 100 milones de parisitos por dia. Después de
2-3 dias de exponerse al aire a temperatura ambiente, el ooquiste no infeccioso esporula y
se forman en su interior 8 esporozoitos. Estos ooquistes muy estables ahora son altamente
infecciosos y pueden permanecer viables por muchos afios en el suelo. Ellos pueden ser
ingeridos por un huésped intermediario, tal como una mujer embarazada, un cerdo o tal vez

un ratén. Una vez digeridos, los esporozoitos liberados infectan el epitelio intestinal



preduciends taquizoitos asexuales de rapido crecimiento y por ultimo bradizoitos (Kasper
et al,, 1993).

intermediario

1.4 EPIDEMIOLOGIA Y ESPECTRO CLINICO DE LA TOXOPLASMOSIS

La toxoplasmosis es una de las infecciones cronicas parasitarias mas prevalentes en
humanos, infectando del 10-25% de la poblacién mundial (Dubey et al., 1988), mientras
que en México, se ha reportado una seroprevalencia a nivel nacional del 32% (Velasco et
al., 1992). Sin embargo la toxoplasmosis es generalmente asintomdtica en personas

inmunocompetentes.

La toxoplasmosis postnatal adquirida puede ser localizada o generalizada, siendo la
linfadenitis la forma de toxoplasmosis mas frecuente en el hombre y transcurre sin el
menor problema ya que la infeccidn es resueita espontaneamente en semanas o en meses

(Dubey et al., 1993).



La toxoplasmosis congénita ocurre sdlo cuando la mujer se infecta por primera vez
durante el embarazo ya que mientras la madre raramente tiene sintomas de la infeccidn, ella
pasa por una parasitemia temporal durante la cual se desarrollan lesiones focales en la
placenta y el feto puede ser infectado. Al principio hay una infeccién generalizada en el
feto, mas tarde la infeccién es climinada de los tejidos viscerales y se puede localizar en el
SNC (Dubey et al., 1993). Cuando la infeccién en el feto ocurre temprano en el embarazo,
puede resultar en muerte intrauterina o en una severa enfermedad neuroldgica y si la
infeccidn ocurre mas tarde en el embarazo entonces tiende mds a ser asintomatica y hasta

puede resultar en un nifio sin secuelas (Remington et al., 1989),

T. gondii puede causar también un severo dafio neuroldgico o hasta la muerte en
pactentes inmunocomprometidos, ya sea por alguna terapia con farmacos o por enfermedad,
ésto es debido a la reactivacidn de los quistes que aparecieron y persistieron en los tejidos
de la persona tras la infeccién primaria. La liberacién de los bradizoitos y su transformacion
a taquizoitos pueden causar una severa toxoplasmosis diseminada y/o encefalitis que
pueden ser fatales. De manera particular, los pacientes de mayor riesgo son los pacientes
con SIDA, en los que la prevalencia de la toxoplasmosis es del 10% al 50%. Debido a este
hecho, los estudios sobre 7. gondii se han ampliado en éstas tiltimas décadas (Burg et al,,
1989).

1.5 CEPAS DE Toxoplasma gondii

Hay grandes diferencias en la virulencia de varias cepas y aislados de T. gondii. Esta
diversidad de virulencia puede tener un impacto considerable en la epidemiologia,
inmunologia, patologia y en la relacién huésped - parisito. La virulencia puede ser estimada
como: el tiempo que le toma al animal morirse después de ser infectado y el porcentaje de
mortalidad o ¢l nimero de pardsitos necesarios para matar a animales infectados (Sibley et
al,, 1996).

De manera general, las cepas de T gondii estdn agrupadas en dos amplios fenotipos

basados en la habilidad de matar a un ratén tras haberlo retado con taquizoitos. Las cepas



agudamente virulentas como RH tienen una LD,y de diez organismos y la infeccidn
siempre conduce a una muerte tipicamente rapida (6-10 dias). Las cepas no virulentas como
113CE, Beverley y S-1 tienen valores de LDy, en un rango de 10* a >10° y los animales
sucumben usualmente entre los 10 a 20 dias postinfeccidn y los sobrevivientes viven con la
infeccién cronica. Se ha reconocido que diferentes especies y cepas de huésped varian en su
susceptibilidad a la infeccién por T. gomdii. La virulencia aguda aparentemente es
independiente de la cepa de ratén usada; aunque algunas cepas no virulentas (i.e. Me49)
muestran un incremento en su virulencia en ratones singénicos comparada en ratones no

singénicos (Sibley et al., 1996).
1.6 MODELO ANIMAL DE LA TOXOPLASMOQSIS

El modelo animal mas usado para la toxoplasmosis es el modelo murino. Los
ratones se pueden inocular de manera intraperitoneal o subcutinea con cualquiera de los
tres estados infecciosos de T. gondii (taquizoitos, quistes tisulares u ooquistes) pudiéndose

también inocular oralmente con ooquistes o quistes tisulares (Dubey et al., 1993).

Cuando son inoculados por via intraperitoneal los taquizoitos crecen en las células
de la cavidad peritoneal del raton, algunas veces produciendo. ascitis, y también crecen en
la mayoria de los demis tejidos para después desarrollar quistes tisulares. La ascitis se
desarrolla en 4-14 dias después de la inoculacién intraperitoneal dependiendo de la
virulencia de la cepa (Dubey et al., 1993). Los quistes tisulares pueden ser vistos en los

sobrevivientes después de 1-8 semanas de la inoculacién en promedio (Dubey et al., 1997).

Para evaluar el estado de infeccién, pueden hacerse pruebas seroldgicas para la
bisqueda de anticuerpos. Por otro lado los cerebros de los ratones pueden ser
homogeneizades y examinados por microscopia de contraste de fase buscando y/o contando
los quistes tisulares (Ho-len et al., 1992).

Otra manera de evaluar la infeccién es expandir el mitmero de parasitos presentes en

el espécimen a un nivel en el que pueden ser detectados, lo cual puede hacerse por



reincculacion en un ratdén sano o por crecimiento en lineas celulares. Para ello, el parisito
puede multiplicarse en una gran variedad de lineas celulares: lineas continuas establecidas
como células-L, VERO, fibroblastos, o Hep-2, y lineas de pasajes finitos tales como MRC-
5 y células primarias de rifién de mono. Las células infectadas pueden ser identificadas a los
4 dias por microscopia directa con tincidn de Giemsa, pero mas ripidamente por
inmunofluorescencia indirecta después de la fijacién de los cultivos con acetona (Ho-len et
al.,, 1992).

2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

2.1 FUNDAMENTO DE LA PCR

La técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un procedimiento
ripido para la amplificacién enzimdtica in vitre de un segmento especifico de ADN (Coen,
1994). En la PCR, la DNA polimerasa usa el principio de sintesis de la cadena
comptementaria de ADN en direccién 5° a 3° usando un ADN molde de cadena sencilla,
empezando en una regién de doble cadena (Graham et al., 1991). Por lo que en este caso se
necesita conocer la secuencia nucleotidica de los sitios que bordean a la regién por
amplificar y, con base en ella, sintetizar dos pequefios oligonucledtidos de
aproximadamente 20 nucléotidos, cada uno complementario a cadenas opuestas de la regién
de ADN (Sambrook et al., 1989). Estos oligonucledtidos se unen a su segmento
complementario dentro del ADN molde creando 1a regién de doble cadena necesaria para el
inicio de la sintesis del ADN in vitro, por lo que se les llama iniciadores (Graham et al.,
1991}.

Los requerimientos de la reaccién son simples: desoxinucledtidos (dNTP) que
proveen la energia y nucledsidos para la sintesis de ADN, la DNA polimerasa termoestable
(Taqg DNA polimerasa proveniente de Thermus aquaticus) que permite el uso de altas

temperaturas para la desnaturalizacion, el alineamiento y la extensién, los iniciadores, ¢l



ADN molde, todo en una solucién amortiguadora que contiene cloruro de magnesio
(Graham et al,, 1991).

Iniciaimente, se desnaturaliza por calentamiento al ADN molde, cuando la
temperatura baja, los iniciadores (agregados en un vasto exceso molar) se alinean con su
secuencia complementaria en el ADN molde, lo cual requiere que los iniciadores
encuentren su blanco correcto dentro del ADN molde (Fig 2). Inmediatamente después del
alineamiento de los iniciadores, la DNA polimerasa se ancla al complejo de doble cadena
iniciador - ADN molde, y entonces extrae dNTPs libres del medio y hace ia extension a lo
largo de 1a hebra de ADN en el sentido 5" a 3" (Kidd et al., 1995). En esta primera ronda de
sintesis se producen nuevas cadenas de longitud indeterminada que, como las cadenas
originales, pueden hibridizarse con los iniciadores tras la desnaturalizacion y el
alineamiento. Con cada ciclo de desnaturalizacién, alineamiento y extensidn, eslos

productos se acumulan sélo aritméticamente {Coen et al., 1994).

En el segundo ciclo de desnaturalizacidn, alineamiento y extensidn, se sintetizan dos
cadenas sencillas que juntas componen un producto discreto de doble cadena exactamente
de la longitud del segmento de ADN bordeado por las secuencias de los iniciadores. Cada
cadena de este producto discreto contiene en su extremo una secuencia complementaria a
uno de los dos iniciadores y por lo tanto puede participar como molde preferencial en los
ciclos subsecuentes. La cantidad de este producto se duplica en cada ciclo subsecuente,
acumulindose exponencialmente asi que tedricamente, n ciclos resultan en una

amplificacién de 2" veces del producto discreto (Coen et al., 1994).

El producto principal de esta reaccién exponencial es un segmento de ADN de
doble cadena cuyos extremos estan definidos por los extremos 5° de los oligonucledtidos y
cuya longitud esta definida por la distancia entre las secuencias complementarias a los

iniciadores (Kidd et al., 1995).
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2.2 CURVA EXPERIMENTAL DE LAPCR

La cantidad de productos de PCR es funcién de la cantidad inicial de ADN y es

descrito por la siguiente ecuacion:
N=N, (I +eff)f’

donde N, es el niimero de copias del ADN inicial, N es la cantidad de ADN después de n
ciclos de amplificacién, y eff es la eficiencia de la amplificacién. El valor actual de la
eficiencia depende de factores que pueden ser unicos para cada par de iniciadores y
sequencias intermedias a ser amplificadas. Si la eficiencia fuera constante ¢ igual a 1, la
representacién grafica de la ecuacién mostraria una relacién lineal entre N y N, para
cualquier valor de n. Pero como con cualquier reaccion enzimatica, no se puede esperar que
esta relacion sea lineal indefinidamente, ya que la eficiencia de la PCR varia a lo largo de
los ciclos de amplificacidn (Hornkoshi et al., 1992), lo cuai se puede observar en la cinética

de reaccion mostrada en la figura 3 donde se grafica la cantidad de producto de PCR



generado contra el numero de ciclos, mostrando que existen tres fases bien definidas

durante !a amplificacién:

Fase de meseta

4.4 F

43

42 L

40 F

Log [producto}

Fase exponencial

37T ¥
36
3s L

Fase de primeros ciclos

34

5 10 15 20 25 30 33

Nomero de ciclos

Figura 3. Cinética experimental de la PCR
Se grafica cantidad de producto contra el mimero de c:clos
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2.2.1 FASE DE LOS PRIMEROS CICLOS

Se trata de una fase de monitoreo: durante los primeros ciclos, el fragmento de ADN
deseado es seleccionado por una unién especifica con los iniciadores (Kidd et al., 1995) y la

eficiencia se eleva desde cero hasta su valor maximo.

Tener finaimente un resultado exitoso requiere, primero, que los iniciadores usados
se unan muy bien en los lugares deseados, pero pobremente en cualquier otro lugar del
ADN molde sobre todo durante los primeros ciclos. La unién eficiente del iniciador a la
secuencia deseada, depende del disefio de los iniciadores {secuencia y longitud} y de las
condiciones de rigor de la reaccién (especialmente la concentracién del ion magnesio vy la
temperatura de alineamiento). Esencialmente cualquier interaccidon del iniciador con el
ADN molde puede conducir a un producto de extensidn cuya especificidad puede ser dificil
de controlar durante los primeros ciclos, dado el vasto exceso molar de los posibles sitios
de alineamiento en ¢l ADN molde con respecto al sitio deseado. Tales moléculas
adicionales no deseadas producidas en un estado temprano del proceso pueden resultar en

un resultado muy heterogéneo al final (Kidd et al., 1995).

Se han desarrollado una variedad de técnicas para cambiar el balance dinimico
hacia e} producto deseado. Una de ellas es el comienzo en caliente (Hot Start) de la PCR,
que consiste en poner en contacto todos los clementos de la reaccion a altas temperaturas,
de modo que el alincamiento y extensién de secuencias errdneas o la formacién de dimeros
de iniciadores no ocurra bajo condiciones de baja rigurosidad durante la primera transicién
de baja temperatura (ambiente) hasta el primer paso de desnaturalizacién (Kidd et al.,
1995). Una reciente variacidn consiste en adicionar una Taq polimerasa bloqueada
quimicamente lo cual previene que la polimerasa esté activa durante la primera transicion
de temperatura y es hasla que termina la pnmera etapa de desnaturalizacion, cuando el

bloqueo se elimina y puede comenzar la extension.
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2.2.2 FASE DE AMPLIFICACION EXPONENCIAL

Durante los ciclos subsecuentes, el numerc de copias del fragmento de ADN
deseado se incrementa exponencialmente (Kidd et al., 1995), la eficiencia es constante y la
cantidad de ADN amplificado () a cualquier valor de n es directamente proporcional a la
cantidad de ADN inicial.

Durante la mayoria de los ciclos de la etapa de amplificacion de la PCR, los ADN
moldes son segmentos perfectamente demarcados, amplificados en ciclos anteriores. La
complejidad del monitoreo es reducida efectivamente por el gran exceso del material
recientemente amplificade que posee sitios perfectamente complementarios a ambos
iniciadores (Kidd et al., 1995).

Asi, cualquier molécula presente sera duplicada en nimero en cada ciclo y su razén
permanecera inalterada por muchos ciclos mientras todas se incrementen en nimero. Los

linicos requerimientos para que la fase proceda son:

» Una cantidad suficiente de moléculas de iniciadores y enzima

» Condiciones que permitan un alineamicnto completo de Ios iniciadores, una extension
completa (por ejemplo, concentraciones adecuadas de nucledtidos libres), y una
desnaturalizacion completa de las moléculas producidas antes del inicio del ciclo
siguiente (Kidd et al., 1995).

2.2.3 LA FASE DE MESETA

Conforme los productos de reaccién se acumulan, toda la enzima presente se ocupa
totalmente y la razén iniciador - molde decrece, mientras que la razén molde - molde
(amplificados de ciclos anteriores) aumenta, promoviéndose asi el autoalineamiento de las
cadenas molde. Cuando el autoalincamiento se vuelve mas significante o la cantidad de

enzima se vuelve limitante, la reaccién comienza a saturarse y cesa de ser exponencial
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(Kidd et al., 1995) entonces la eficiencia desciende y se pierde la relaciéon lineal.

La fase de amplificacion es finita para cualguier blanco. Los ciclos térmicos mas
alla de esta fase desvian la amplificacidon en falsos blancos que no fueron los preferidos
durante los primeros ciclos, debido a que los falsos blancos estin en baja concentracion, un
menot porcentaje de ellos se realinearan a ellos mismos en comparacién con aquellos
productos (blancos verdaderos) que sc encuentren en mayor concentracién (Kidd et al,,
1995).

En algunos casos de extremo exceso de producto, es posible que se dé ia
concatemerizacion del producto, resultando en bandas de peso molecular mucho mis alto
que el del producto deseado. Este artefacto puede prevenirse por reduccién del nimero de

ciclos y mediante un cilcuio cutdadoso de la razon iniciador - molde (Kidd et al., 1995).

2.3 CONTROL ENZIMATICO DE LA CONTAMINACION EN PCR

La PCR es especialmente sensible a la contaminacién, ya que produce abundante
amplificado a partir de trazas del ADN original. Cualquier posible contaminacién debe ser
eliminada para que los resultados de la PCR sean significativos. EI ADN contaminante
puede originarse de 3 fuentes. ADN de otras muestras a probar, ADN de materiales
experimentales como clonas recombinantes o ADN generade de previas amplificaciones de
la misma secuencia blanco. Esta iltima fuente de contaminacion es la mas comin y
también la que causa mis problemas y es llamada contaminacion por acarreamiento.
Detectar 1a contaminacién por acarreamiento por inclusién de un control negativo en las

reacciones es esencial (Dieffenbach et al 1995).

El métedo mas ampliamente usado para la descontaminacion de PCR esté basado en
sustituir timina por uracilo en el ADN producto de la PCR. El ADN producido en tales
condiciones es normal en muchos aspectos (puede ser cortado con muchas enzimas de
restriccién y ser hibridizado a sondas), excepto que contiene decenas o centenas de

desoxiuridinas. Una preincubacion de todas las reacciones de amplificacion con la enzima
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uracil DNA glicosilasa (UDG) resulta en la remocién de los uracilos del ADN acarreado
(sin afectar ADN blanco y dUTP), creando decenas o centenas de sitios abisicos. Las DNA
polimerasas se paran en estos sitios. Ademds, tales sitios son labiles al calor y se rompen
durante los ciclos de temperatura, lo que previene la amplificacién. Si el dUTP es usado
rutinariamente en todas las amplificaciones, entonces todos los productos tendrin uracilo y
seran susceptibles a la UDG. Este método es poderoso y debido a que actia en reacciones
completas justo antes de los ciclos de temperatura (todos los componentes estin presentes,
incluyendo €l ADN blanco), ningin producto de PCR acarreado, sin importar su fuente,

puede escapar a la destruccion (Longo et al., 1990 y Dieffenbach et al., 1995).

2.4 PCR CUANTITATIVO

La PCR es una metodologia altamente sensible y especifica para la deteccién de
&cidos nucleicos y es una herramienta muy 4til para la cuantificacion de la cantidad de
acidos nucleicos especificos presentes en una mucstra.  Una via simple para la
cuantificaciéon por PCR es la medicién de la cantidad de producto de amplificacion en la
fase exponencial por referencia a una serie de diluciones de un estdndar externo. Como
quiera, la cuantificacién exacta con este tipo de PCR es impedida por un gran nimero de
variaciones que pueden ocurrir durante la preparacién de las muestras o en el curso de Ja
reaccion, y variaciones menores en las condiciones de reaccién, ya que todas ellas son
enormemente aumentadas durante el proceso de amplificacion. Estas variaciones pueden ser
superadas parcialmente por la normalizacion de la cantidad de productos de PCR del ADN
molde especifico con respecto 2 un molde de referencia interna como €l gen celular de 1a p-
globina amplificado en e! mismo tubo. Una alternativa es la dilucién limitante usando la
metodologia de PCR anidado {nested PCR), que puede ser usada en combinacién con el
analisis estadistico de Poison para la evaluacién de los resultados (Zimmermann et al,,
1996).
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2.5 PCR COMPETITIVA CUANTITATIVA (qcPCR)

La cuantificacion mds precisa del ADN molde puede ser obtenida por una PCR
competitiva. Este ensayo estd basado en la coamplificacion competitiva de la secuencia
blanco especifica junto con concentraciones conocidas de un estindar interno en un tubo de
reaccién. El estandar intemo tiene que compartir con el blanco especifico los mismos sitios
de reconocimiento de los iniciadores, y tanto el blanco especifico como el estandar deben
ser amplificados por PCR con una eficiencia similar, ademas debe ser posible cuantificar
los productos de PCR del blanco especifico y del estindar intemo por separado. La
cuantificacion es entonces realizada comparando la sefial de PCR del blanco especifico con
la sefial de PCR del competidor (estindar inlemo), cuya concentracién es conocida

{Zimmermann et al., 1996).

Ya que tanto el blanco como el estindar interno se encuentran bajo las mismas
condiciones de amplificacion, el uso de este sistema compensa el alto mimero de factores

incontrolables que afectan ] rendimiento de la PCR (Forster, 1994),

Experimentalmente, a los tubps de reaccién que contienen las muestras con una
cantidad constante del blanco original se les adiciona una dilucién seriada del estindar
competidor, y se realiza la coamplificacion, lo que da como resultade el patrén de 1a figura
4 tras resolver los productos de la PCR competitiva en un gel de agarosa. Cuando la razén
molar de los productos de la PCR generados del blanco original y del competidor es igual a
1, 1a cantidad del blanco es igual a ia del competidor, Como la cantidad del competidor
agregada es conocida, entonces la cantidad del blanco puede ser determinada (Siebert et al.,
1995).

En teoria, una sola concentracién del estdndar competitivo coamplificado con el
molde especifico puediera ser suficiente para la cuantificacién, por interpolacién con una
curva de calibracién obtenida mezclando cantidades constantes del estindar interno con
varias concentraciones conocidas del blanco original. Pero se ha demostrado que las

mediciones cuantitativas son més exactas cuando las razones molares del blanco original y
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del estandar competitivo son iguales o similares, por lo que es preferible el usar protocolos
de PCR cuantitativa que usen la coamplificacién de una concentracidn del molde

especifico con varias diluciones del estindar interno (Zimmermann ¢t al., 1996).

Desde que este método fue descrito por primera vez (Gilliland et al., 1990), ha sido
usado ampliamente para la cuantificacién de ADN y ARN celulares, asi como acidos
nucleicos virales y bacterianos. Ejemplos reportados incluyen la cuantificacién: de ADN
mitocondrial; de expresién de citocinas; de virus tales como el de la hepatitis B, hepatitis C,
el citomegalovirus humano, herpes simplex, o el virus de la inmunodeficiencia humana tipo
[ (HIV-]); vy de bacterias, especialmente aquéllas de bajo crecimiento como mycobacterias

(Zimmermann et al., 1996).
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2.6 VENTAIJAS DE LA qcPCR

La mayoria de los protocolos descritos para la PCR competitiva sugieren el uso de
30 a 50 ciclos, que en la mayoria de los casos llevan a la PCR mdés alli de la fase
exponencial. Otras publicaciones recomiendan restringir el analisis cuantitativo competitivo
a la fase exponencial de acumulacidn del producto ya que es sdlo durante la fase
exponencial de la amplificacion que la cantidad de productos es proporcional a la cantidad
inicial de ADN. Esta fase exponencial debe ser determinada cuidadosamente y puede
diferir no sélo debide a ia naturaleza del molde especifico a ser cuantificado, sino también
con respecto al equipo que estd siendo usado, lo que es una gran complicacién para esta
técnica (Zimmermann et al., 1996). Como quiera, estudios recientes que se han dirigido a
este problema han mostrado que la amplificacion del blanco original y del estandar intemo
competitivo proceden durante las fases exponencial y no exponencial hasta la fase de
meseta con una eficiencia similar, por lo que no es necesario realizar el ensayo durante la
fase exponencial de la amplificacién, lo que tal vez sea la ventaja més grande de usar PCR
competitiva (Siebert et al, 1993, Murphy et al, 1990, Zimmermann et al., 1996).

Cuando existen diferencias menores entre las eficiencias de amplificacién del blanco
y del estindar interno, esto puede ser compensado al usar un factor de correccién, es decir
al normalizar o estandarizar a los competidores (estandar intemo) contra el blanco para ast
poder validar las determinaciones hechas con dicho estindar {(McCulloch et al,, 1995;
Férster et al., 1994).

Por este método es posible medir pequefios cambios en la cantidad relativa de ADN
0 ARNm con una exactitud razonable. Claramente se puede discemir un cambio de 2 a 4
veces, haciendo el método comparable con hibridizaciones Southern o Northemn y slot/dot,

pero con la sensibilidad, velocidad y conveniencia de la PCR (Sicbert et al, 1993).
Finalmente, en protocolos en los que este método ha sido usado, ha mostrado tener

un rango de cuantificacién de entre tres (Yerly et al.,, 1992; Aoki et al,, 1990} y cuatro

ordenes de magnitud (Lee et al., 1991; Mallet et al., 1995; Pannetier et al,, 1993; Riister et
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al., 1995).

2.7 TIPOS DE ESTANDARES INTERNOS PARA LA PCR COMPETITIVA

El competidor o estandar interno ideal debe ser ripidamente preparado, facilmente
distinguible del blanco, amplificarse con una eficiencia comparable, proveer un resultado
independiente del nimero de ciclos y no requerir de radicisétopos para su cuantificacién

{McCulloch et al, 1995).

El generar y probar un estindar intemo apropiado y €l elegir un par de iniciadores
son los aspectos mas cruciales en la puesta en marcha de un protocolo de PCR competitiva,
El camino mas simple para escoger unos iniciadores apropiados es, siempre que sea
posible, usar iniciadores que sean ampliamente usades o bien descritos en la literatura. St se
tiene que disefiar iniciadores nuevos, dos herramientas muy poderosas son las bases de
datos de secuencias y los programas de computacion especializados (Zimmermann et al,,
1996). Debido a que diferentes pares de iniciadores para un mismo gen pueden exhibir
diferencias de hasta 1000 veces en la sensibilidad (He et al., 1994), debe ponerse un énfasis
especial en probar la eficiencia y especificidad del par de iniciadores antes de construir el

estidndar intemo.

Una vez que se ha seleccionado el par de iniciadores adecuado, pueden ser usadas
varias estrategias para construir el estindar interno. Los estandares intemos para la PCR
cuantitativa son fragmentos que comparten las secuencias de reconocimiento de los
iniciadores con el blanco especifico y pueden producir productos de PCR que se distingan

del blanco original tras una electroforesis de ADN (Zimmermann et al., 1996).
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2.7.1 ESTANDARES HOMOLOGOS

La manera mas facil de distinguir entre ¢l blanco original y el estandar intemo es
por diferencias en el tamafio de los dos productos. Esto puede lograrse, por ejemplo,
construyendo estindares que tienen la misma secuencia que €} blanco especifico pero que
contienen una delecién o una insercién. También se pueden obtener diferencias entre el
blanco y ¢l cstandar al incorporar sitios de restriccion (Zimmermann et al, 1996). Un
refinamiento de este método es reemplazar el sitio de restriccién del blanco, cuando se
construye el estindar, por otro sitio de restriccion diferente, y entonces digerir la mezcla
amplificada con cada enzima por separado a lo que se le llama el método de doble corte
{(McCulloch et al, 1995). Otra manera de construir estandares internos es el intercambio de
nucleétidos en el blanco especifico, lo cual puede ser identificado tras una hibridizacién
diferencial con sondas especificas para las secuencias original y 1a estindar (Zimmermann
et al, 1996},

Estas estrategias pueden resultar en un blanco y un estindar que comparten la
mayoria de sus secuencia nucleotidica con el objetivo de minimizar diferencias en la
eficiencia de amplificacién entre ambos. Una desventaja de estos métodos es que pueden
formarse heteroduplex, que pueden interferir con ¢l anilisis si no pueden ser separados del
blanco y del competidor ya que pueden correr a diferente velocidad en el gel o pueden ser
resistentes a la digestion. La formacién de estos heteroduplex se incrementa conforme la

PCR se acerca a la fase de meseta (McCulloch et al, 1995),

2.7.2 ESTANDARES HETEROLOGOS

Una forma béasicamente diferente para construir un estindar competitivo €s usar un
gen espaciador no especifico o segmento de  ADN heter6logo. Estos competidores tienen
secuencias nucleotidicas totalmente diferentes a la original, excepto por las secuencia de los
iniciadores de la original que se encuentran unidas a sus extremos 5°. Estos pueden crearse

de varias maneras:
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1. Ligando las secuencias de los iniciadores a los extremos de fragmentos de ADN
obtenidos por digestién con enzimas de restriccion {Siebert et al., 1995).

2. Amplificando un ADN heterélogo con un par de iniciadores compuestos. Los
iniciadores compuestos contienen las secuencias de los iniciadores del blanco continuas
a las secuencias que alinean con ¢l fragmento de ADN heterdlogo. Asi, durante la
amplificacion las secuencias de los iniciadores de! blanco son incorporados en los
productos (Siebert et al., 1995).

3. Finalmente también se ha descrito la generacidén de estindares competitivos por la
amplificacion de muiltiples fragmentos de ADN de material celular en una PCR de baja
rigurosidad. Este procedimiento resulta en una variedad de productos de PCR de
diferentes tamaiios, de los cuales se puede purificar el mis apropiado y usarlo como
estindar interno en un ensayo cuantitativo de PCR competitiva (Zimmermann et al.,
1996).

El uso de un mismo par de iniciadores para amplificar ADNs de diferentes tamafios
no garantiza eficiencias de amplificacién iguales. Incluso se ha observado que hay una
relacién inversamente exponencial entre la eficiencia de amplificacion y el tamafio del
templado, por lo que es muy importante minimizar las diferencias de tamafio entre el
estandar y el blanco. También se recomienda que tanto el estdndar como el blanco tengan

contenidos similares de G+C (McCulloch et al, 1995; Vanden et al., 1993).

El molde competitivo construido en cualquiera de los modos anteriores, usualmente
es separado por electroforesis en gel y purificado. Puede usarse directamente en un ensayo

competitivo, pero también puede ser clonado en plasmidos (Zimmermann et al., 1996).

Después es importante determinar exactamente la concentracién del estindar
interno. Asi que es aconsejable, no sdlo cuantificar espectrofotométricamente €l plasmido
competidor que va ha ser usado como estindar interno, sino también venificar su calidad
electroforéticamente. Ademas la concentracidn del estandar intemo puede ser verificada por
PCR en combinacién con dilucién de punto final, tomando en cuenta la distribucion de

Poisson (Zimmermann ¢t al., 1996).
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2.8 DETECCION Y ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Para la deteccion y el andlisis de los productos amplificados, hay disponibles una

gran variedad de procedimientos.

Los productos de PCR de diferentes tamaiios, usvalmente son separados por
electroforesis en gel, en gel capilar o por HPLC. El método mas ficil y el mas usado es la
electroforesis en gel sumada a la tincidn con bromuro de etidio u otro colorante fluorescente
equivalente, para visualizar las bandas de ADN. El gel puede estar hecho de polyacrilamida
o de agarosa. Para la cuantificacion de las bandas de ADN, puede ser usado un sistema de
video y anilisis de imdgenes, pudiéndose analizar por densitometria los geles directo del
transiluminador o de la fotografia. La cantidad de colorante incorporado por moiécula de
ADN depende de la longitud de la misma, por lo que debe hacerse la correccién que tome
en cuenta esto al momento de comparar las cantidades molares del blanco y del estandar
para la cuantificacion. Para determinar la cantidad de blanco debe construirse una grifica en
la que el logaritmo de la razén de la intensidad de la sefal correspondiente al estndar
interno sobre la del blanco, usualmente corregida por la diferencia de tamafios, es graficada
en funcién del logaritmo de la concentracion del estdndar intemo agregado. Esto produce
una gréfica lineal (Fig. 5) y para encontrar el mimero de copias de ADN blanco presentes
en la muestra, se hace una interpolacién para Y= 0 que es el punto en que los productos de
amplificacion del estindar y del blanco estin en concentraciones iguales (Zimmermann et
al., 1996).

Un procedimiento més sensible que la tincién con bromuro de etidio es el marcaje
de los oligonucledtidos o de los NTPs con fluorescencia o radiactividad. En el caso del
marcaje radiactivo, después de la separacién electroforética, se puede cuantificar la
radiactividad incorporada en las bandas cortadas, se puede hacer una densitometria de la
autoradiografia del gel, o una radioimagen del ge! seco. En el caso del marcaje fiuorescente,
los productos pueden separarse en geles de poliacrilamida y cuantificarse clegantemente
usando un secuanciador automitico de ADN con inductor laser de fluorescencia

{(Zimmermann et al., 1996).
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Otro método es realizar una separacién electroforética de productos no marcados,
transferirlos 2 una membrana y cuantificar después de hibridizar con sondas marcadas de
manera radiactiva o no radiactiva. Alternativamente los productos pueden hibridizarse con
sondas marcadas antes de la separacion (hibridizacién en liquido). Para levar a cabo una
cuantificacion mas automatizada, s¢ han reportado métodos que envuelven la captura de los
productos de PCR en soportes sélidos (como microplacas o esferas magnéticas) seguida por
cuantificacidn del material capturado por hibridizacidn con sondas marcadas (Zimmermann
et al., 1996).

Log (Puyuc/Patisdar)

04 P
0.2
0.0
-0.2
0.4

36 40 44 48 52

Log [estindar]

Figura 5. Representacién grifica de los resultados de una gcPCR

Se graficd el logaritmo de la razén molar del producto de amplificacién del blanco sobre el
producto de amplificacién del estandar interno contra el logaritmo de la concentracién de
estandar interno.

La concentracién dei blanco se obtiene interpolando para y=0.
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2.9 BLANCOS PARA PCR DENTRO DEL GENOMA DE T. gondii

Durante los ultimos afios se han desarrollado un considerable mimero de ensayos de
PCR para el diagnéstico de la toxoplasmosis. En base a la secuencia de varios genes del
parasito  se han disefiado diferentes pares de iniciadores yfo sondas. Algunas de las
secuencias son de genes que son monocopia como P30 (Weiss et al, 1991), otras son
secuencias repefitivas multicopias tal como el gen Bl (Burg et al, 1989), otras son
andnimas como TGRIE (Cristina et af, 1992), mientras que otro blanco es el gen

multicopia de un ARNTr de la pequeria subunidad ribosomal 18s (Guay et al, 1993).

Sin embargo la secuencia del gen Bl que estd repetido 35 veces, es conservada y

especifica para T.gondii ha sido la mé4s estudiada y utilizada (Pelloux et al, 1996).

El gen B1 fue aislado y descrito por primera vez en 1987, al hacer una bisqueda en
una libreria genémica en Agtl] de la cepa RH de T.gondii con un suero policlonal de ratén
contra un lisado de taquizoitos del parasito. Se encuentra dentro de un fragmento EcoRI de
2.2kb repetido en tandem dentro del genoma (Boothroyd et al, 1987). Debido a su
naturaleza repetitiva, el gen B] es un blanco muy atractivo para detectar al parasito T.
gondii a través de una PCR especifica para B1. El nimero de copias del gen Bl dentro del
genoma fue determinado por hibridizacién comparativa con ADN genémico de la cepa RH
y ADN de un plasmide donde fue clonada la secuencia de Bl. Se concluyé que hay
alrededor de 35 copias del gen Bl dentro del genoma de T.gondii. Aln no se ha logrado
tdentificar el polipéptido codificado por el gen B1, pero se sabe que ¢! ARNm para dicho

gen ¢s de alrededor de 1.6kb, y que la secuencia del gen posee un intron (Burg et al., 1989).

Se ha demostrado que es un gen altamente especifico para T. gondii, lo cual se ha
probado al tratar de amplificar con los oligos reportados por Burg (694-714 y 887-868)
ADN de una variedad de organismos relacionados de manera cercana, como lo sen
Sarcocystis, Neospora, Plasmodium, Aspergillus, Candida, Cryptococcus y Absidia spp. sin
encontrar en ningin caso alguna sefial detectable indicando que esta combinacidn es

especifica para T gondii (Burg et al,, 1989). La especificidad de este gen también ha sido
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probada con los oligos descritos por Pelloux et al. (1996) al tratar de amplificar ADN de
Trypanosoma, Plasmodium falciparum, Leishmania, Mycobacterium tuberculosis y

citomegalovirus.

También se ha reportado que el gen Bl se encuentra en todas las cepas que se han
probado hasta la fecha, incluyendo varios aislados de pacientes con SIDA. Burg reporté que
logrd obtener amplificado con sus oligos (694-714 y 887-868) para cuatro cepas: RH, C56,
P y C asi como para dos aislados de pacientes con SIDA (Al y A2) lo que indica que el gen
se encuentra conservado por lo menos en la region amplificada. Ademds diferentes cepas
contienen aproximadamente el mismo nimero de copias, segin los resultados obtenidos
(Burg et al,, 1989). Grover et al. {1990) lcgraron la deteccién de B1 por PCR con los
mismos oligos en un total de 15 cepas mas. Grop et al. (1992) obtuvieron amplificado con
sus oligos para la cepa RH asi como para 5 aislados clinicos de Europa central BK, ALT,
177, NTE y 561.

Otra evidencia de su conservacion es que en todos los casos de los oligos reportados
se han usado pruebas de hibridizacion para confirmar que el amplificado obtenido sea
efectivamente de la region deseada (Burg et al,1989; Grop et al,1992; Bretagne et al, 1993,
Pelloux et al, 1996). Alternativamente también se han realizado anélisis de restriccién de

los segmentos amplificados (Grop et al,1992).

También en todos los casos, en cuanto a nivel diagnéstico, la PCR basada en el gen
B1 ha mostrado un nivel de especificidad y sensibilidad igual o mayor al de los métodos
tradicionales para la deteccién del parisito, como lo son ¢l cultivo en células en placa
(Grover et al, 1990; van de Ven et al, 1991; Bretagne et al,1993; Hohlefield et al, 1994;
Pelloux et al, 1996), la inoculacién en ratones (Grover et al, 1990; van de Ven et al, 1991;
Grof} et al, 1992; Hohlefield et al,1994; Pelloux et al, 1996}, microscopia (van de Ven et al,
1991; Grop et al, 1992; Bretagne et al, 1993) o incluso otras técnicas diagndsticas como las
serolégicas (Grover et al, 1990; Grof et al, 1992; Hohleficld et al,1994; Pelloux et al,
1996).
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En latabla 1 se enlistan y esquematizan los pares de oligonucledtidos descritos hasta

la fecha para el gen Bl de T. gondii, asi como la sensibilidad reportada para cada case.

Tabla 1. Oligonucleotidos disefiados y repertados para la_amplificacién del gen Bl de
T gondif

PAR

REFERENCIA LONG. DEL

OLIGO  OLIGO

SENSIBILIDAD

AMPLIFICADO 1 2
1 , Burg et al (1989) 694- 887- 10 taquizoitos
. 714 868 /100,000 leucos
2 ‘ Grop et al (1992) 634 pb 547- 1180- |10 taquioitos
R 567 1160 | /2x10° células
3 |Bretagne etal 115 pb 1793- 1907- |5 moléculas de
| 99y 1817 1881 estandar interno
a2 TPelioux etai (1996) | 301 pb 38- 388- |10 taquizoitos /
5 110 368 1 ug ADN
S humano
5 <lLab. Pascal Hérion |328 pb 1367- 1694- 1100 taquizoitos
1(1997) 1390 1671
GEN B1 DE T. gondii
0 nt 2220nt
4 1 5 3
— — — >

*»
r
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El protozoario intracelular Toxoplasma gondii es un parésito que infecta tanto a aves
como a mamiferos, incluyendo al hombre. La infeccién que causa, la toxoplasmosis, es
generalmente asintomaética en individuos sanos, pero puede causar complicaciones severas
en fetos y en pacientes inmunocomprometidos. Por lo anterior, el desarrollo de una vacuna

para controlar a este agente infeccioso, seria de gran utilidad.

Para lograr este objetivo, en este laboratorio se trabaja en ¢l modelo murino de la
toxoplasmosis y en €l se prueban diferentes candidatos a vacuna. Para evaluar el grado de
proteccién que offece una vacuna, es necesario determinar cuantitativamente la carga
parasitaria que existe en el tejido de los ratones. Hasta ahora ésto se ha realizado mediante
1a observacion microscopica y ef conteo de quistes presentes en el tejido. Debido a que esta
técnica es muy tardada y relativamente poco sensible, es necesario contar con otra técnica
que ofrezca ventajas sobre la ya existente. Es por ello que en este proyecto se desarrollari
una técnica de PCR para cuantificar ADN del pardsito, 1a cual, proporcionara un método
directo para determinar la carga parasitaria, de una manera mas ripida y sensible que el

conteo de quistes.

La utilizacién de una técnica competitiva con un estandar interno, es necesaria
porque la técnica de PCR por si sola no es cuantitativa, ya que con minimas variaciones en
las condiciones de reaccién, se pueden oblener diferencias apreciables en los productos

obtenidos en una y otra amplificacién de la misma muestra.

Y. OBJETIVOS

Desarrollar y optimizar una técnica de PCR competitiva para ADN de Toxoplasma
gondii que sea til para la deteccion cuantitativa del parasito en una muestra de tejido de

ratén.
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V1. HIPOTESIS DE TRABAJO
La técnica de PCR competitiva nos permitird desarrollar un ensayo para la

cuantificacion de ADN de T. gondii presente en una muestra de tejido (cerebro) de raton

infectado.
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VII. MATERIAL Y METODOS

1. EQUIPO

Balanza analitica Sartorius basic

Balanza semianalitica Sartorius MC1

Baiio refrigerador recirculante Cole Parmer Polystat

Bafio seco Termolyne Type 16500

Baflo térmico con agitacién modelo New Brunswick Scientific 6760
Baiio térmico HETO OB13

Camara de electroforésis BioRad Wide Mini Sub Cell
Cimara Polaroid Fotodyne Incorporated

Centrifuga BECKMAN J2-21

Centrifuga clinica Sorvall T 6000D

Espectrofotémetro UJV/Visible Beckman DU.65

Fuente de poder Life Technologies 250

Gabinete de seguridad Class IIA/B3 Biological safety cabinet Forma Scientific
Homo de microondas Panasonic

Incubadora WTC binder

Microcentrifuga Ependorff 5415

Microcentrifuga IEC Micro Max

Micropipetas Labsystems, Finnpipette

Parrilla de agitacién Thermolyne Cimarec 2

Plataforma giratoria Bellco Biotechnology

Potenciémetro Cole Parmer 05669-20

Propipeta eléctrica Drummond Scientific

Roto Torque Cole Parmer

Termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR Systemn 2400
Transtluminador Fotodyne FotoPrep

Vortex Scientific Industries 2 Genie
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2. REACTIVOS

5-bromo-4-cloro-indolil §-galatosido (X-gal} USB
Acetato de amonio Baker

Acetalo de potasio Baker

Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS} Sigma
Acido acético Baker

ADN del fago Lambda cepa CI857Sam7 Lakeside
Agar Bacto DIFCO

Agarosa para electroforésis Gibco BRL

Alcohol isoamilico Merck

Amortiguador para PCR 1 y II Perkin Elmer
Ampicilina Sigma

AmpliTaq Gold Perkin Elmer

AmpliTaq Perkin Elmer

Azul de bromofenol Sigma

fB-mercaptoetanol Sigma

Bromuro de etidio Sigma

Cloroformo Baker

Cloruro de calcio Baker

Cloruro de magnesio 25 mM Perkin Elmer
Cloruro de sodio Sigma

Columnas para purificacién de plasmidos QIAGEN TIP 100
dATP, dTTP, dGTP, dCTP 100 mM Pharmacia
DNAzol Gibco BRL

Dodecil sulfato de sodio (SDS) BioRad

dUTP Lakeside

Enzimas y amortiguadores de digestién Lakeside
Estuche “TA cloning Kit” Invitrogen

Etanol abscluto Merck
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Eter Baker

Etilen diamino tetraacetato de sodio (EDTA) Sigma
Extracto de levadura Bacto DIFCO

Fenol ultrapuro Gibco BRL

Glicerol Sigma

Glucosa Sigma

Hidréxido de sodio Baker

Isopropanol Baker

Isopropil B-tiogalactopiranosido (IPTG) Sigma
pBKS+ Stratagene

Proteinasa K Bochringer

RNAsa Sigma

Sulfato de amonio Baker

T4 DNA ligasa y su amortiguador 10X Lakeside
Tirosina Sigma

t-octilfenoxipoletoxietanol (Triton X100) Sigma
Triptona Bacto DIFCO

Tris ((hidroximetil) aminometano) grado electroforésis BioRad
Tris ((hidroximetil) aminometano) grado biologia molecular Sigma
Tween 20 Sigma

Uracii DNA Glicosilasa (UNG}) Lakeside

3. MATERIAL BIOLOGICO
E. coli cepa DH5a F’ Gibco BRL
T. gondii cepa RH

T .gondii cepa Me49
T .gondii cepa Wiktor
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4. INICIADORES

Los iniciadores Rd-1 y Rd-2 fueron reportados por Pelloux et al. (1996), juntos
amplifican un segmento de ADN de 301 pb dentro del gen Bl de T. gondii que va del
nucledtido 88 al 388 con 155 nt que son G o C. El oligonucledtido Rd-1 comresponde a los
nucledtidos 88-110 de 1a cadena en sentido 5°-3° dentro del gen Bl, y tiene la siguiente
secuencia: 5'-AAG GGC TGA CTC GAA CCA GAT GT-3'. El oligonuclestido Rd-2
corresponde a los nucledtidos 388-368 de la cadena en sentido 3°-5" dentro del gen Bl, y
tiene la siguiente secuencia 5'-GGG CGG ACC TCT CTT GTC TCG-3".

Los iniciadores XP-5 y XP-6 son iniciadores compuestos que amplifican una
secuencia de 271pb del genoma del fago lambda cepa C18578am7 y ademis contienen en
los exiremos 5°, las secuencias correspondientes a los iniciadores Rd-1 y Rd-2
respectivamente, que son usados para amplificar un segmento de 301 pb del gen Bl dentro
del genoma de T. gondii. Para elegir la secuencia a amplificar dentro del genoma de
lambda, se realiz6 una bisqueda con ¢l programa GeneWorks versién 2.5.1 dentro de la
funcién “Bisqueda de iniciadores para PCR” de la siguiente manera. La bisqueda se hizo
dentro de la secuencia del fago lambda silvestre encontrada en la base de datos GenBank88
pero en la regién 1-35460 nt que son los que comparte con la cepa CI857Sam7, que es con
la que se cuenta en el laboratorio. Las demds condiciones fueron: la diferencia entre las
temperaturas de fusion de los dos oligonuctettidos no debe ser mayor a 3°C, la
concentracion de las sales es de 50 mM, la concentracién de ADN es de 50 nM, la longitud
del amplificado debe estar entre 240-280 nt, la temperatura de fusion de} amplificado debe
estar cntﬁz 75-85°C, los oligonucleétidos no deben de tener mis de 3 residuos consecutivos
iguales, no debe haber residuos ambiguos dentro de los oligonuclettidos, el tltimo residuo
de los oligonuciedtidos debe ser G o C, la longitud de los oligenucledtidos debe ser entre
16-22 nt con un optimno de 20 m, la temperatura de fusién de los oligonucledtidos debe ser
entre 50-70°C con un dptimo de 60°C y el porcentaje de GC de los oligonucledtidos debe
ser entre 40-60%.
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Producto de esta bisqueda se obtuvo una lista de pares de iniciadores, de entre los
cuales se seleccioné el compuesto por dos iniciadores que juntos amplifican un segmento
de ADN de 271 pb dentro del genoma del fago lambda cepa CI857Sam7 que va del
nucledtide 17712 al 17982, con una temperatura de fusion de 78°C, una temperatura de
alineamiento tedrica de 57°C, un contenido de GC de 134 nt y un sitio MsplI que produce un
corte en el nucledtido 135. El oligonucledtido A corresponde a los nucledtidos 17712-
17731 de la cadena en sentido 5-3" dentro del genoma de lambda y tiene la siguiente
secuencia: 5'-CGT TTA TGA CCC GAC GGT AC-3". E! oligonuclestido B corresponde a
los nucledtidos 17982-17963 de 1a cadena en sentido 3°-5° dentro del genoma de lambda, y
tiene la siguiente secuencia 3°-ATG GGA TTC GGT TAT CTT GC-3",

De este modo, los iniciadores compuestos XP-5 y XP-6 tienen las siguientes

secuencias:

XP-5:
5-AAG GGC TGA CTC GAA CCA GAT GT CGTT TAT GAC CCG ACG GTA C-37
secuencia 88-110 de Bl secuencia 17712-17731 de lambda

XP-6:
5 -GGG COG ACCTCT CTT GTC TCG ATG CGA TTC GGT TAT CTT GC-37
secuencia 388-368 de Bl secuencia 17982-17963 de lambda

Los oligonucledtidos Rd-1, Rd-2, XP-5 y XP-6 se mandaron sintetizar por Oligos
Ete. Los oligonucledtidos llegaron liofilizados, fueron hidratados y diluidos con agua MQ.
Se cuantificaron espectrofotométricamente y se ajustd la concentracién final a 20 pM,
usando como coeficientes de extincion: 4.37, 5.44, 2.39 y 2.69 nmol/QD, respectivamente.

De esta solucién se hicieron alicuotas de 50 pl que se guardaron a -70°C.
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5. PREPARACION DEL FENOL
5.1 Saturacidn del fenol

Llevar a TA un frasco de feno! destilado, aflojar la tapa y poner el frasco en BM a
65°C hasta fusion. Agregar agua MQ hasta el cuello del frasco, cerrar bien y agitar hasta
obtener una emulsién fina. Guardar a 4°C hasta la separacién de las fases (una noche).

Eliminar la fase acuosa y guardar a 4°C en la oscuridad (estable 6 meses).

5.2 Equilibracién del fenol

Mezclar 15 mi de feno! mas 15 ml de Tris 1 M pH8, agitar, decantar y eliminar la
fase acuosa superior. Agregar 15 mi de Tris 0.1 M pH 8, agitar, decantar y eliminar la fase
acuosa superior.

5.3 Preparacién del fenol saturado con Tris 0.1M pH8

En una botella de 100 ml agregar 12.5 mg de hydroxiquinoleina, 12.5 ml de fenol
equilibrado y 62 ml de Tris 0.1 M pH 8. Agitar y decantar.

5.4 Prepracion det fenol - cloroformo - alcohol isoamilico

En una botella de 100 ml agregar t2.5 mg de hydroxiquinoleina, 12.5 ml de fenol
equilibrado, 12 ml de cloroformo, 0.5 m! de alcohol isoamilico y 50 ml de TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8). Agitar, decantar y eliminar fase acuosa superior. Agregar 50 ml de
TE, agitar decantar y eliminar la fase acuosa superior. Agregar 10 ml de TE y guardar a 4°C

en Ia oscuridad (estable un mes).
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6. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN GENOMICO

6.1 ADN de T. gondii

El ADN de T. gondii de las cepas Wikior y Me49 habia sido previamente purificado

en el laboratorio por el método de 1a proteinasa K.

6.2 Purificacién de ADN de cerebro de ratén por el método de la proteinasa K

Se sacrificd un ratén cepa Swiss por dislocacidn cervical, se extrajo ¢l cerebro y se
homogeneizé en 600 pl de DPBS (NaCl 138 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO, 8.1 mM,
KH,;PO, 1.2 mM) quedando una concentracién aproximada de 25X107 células/m, se
tomaron 650 ul de la suspensidn y se colocaron en un tubo para microcentrifuga que se
centrifugdé a 3000 g por 5 min en una microcentrifuga (6000 rpm), se elimind el
sobrenadante y se resuspendié en TE suficiente para llevarlo a un volumen final de 1 ml.
La suspension se transfirid a un matraz Erlenmeyer de 125 ml, se agregaron 10 ml de
amortiguador de extraccion (Tris 10 mM, EDTA 0.1 M, SDS (.5%, RNAsa 20 pg/ml pH 8)
y la suspensién se dispersd. Se incubd por 1 h a 37°C en un bafio térmico de agua. Se le
agreg6 proteinasa K (20 mg/ml) a una concentracién final de 100 pg/ml y se incubé 3 h a
50°C en un bafio térmico de agua, agitando periédicamente. Se dejo enfriar a TA y se
transfirid a un tubo de polipropileno de 30 ml para centrifuga agregando después 11 ml de
fenol saturado con Tris 0.1 M pH 8. Se mezcld suavemente durante 15 min en Roto Torque
y después se centrifugd 15 min a 2410 g con el rotor H100 en la centrifuga clinica (3300
mpm) a TA. Se transfirié 1a fase acuosa (parte superior) a un tubo limpio de polipropileno de
30 m| para centrifuga con una pipeta pasteur cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de
diametro) y se le agregaron 11 ml de fenol saturado con Tris 0.1 M pHB8. Se mezclé
suavemente durante 15 min en Roto Torque y después se centrifugd 15 min a 2410 g con el
rotor H100 en la cenirifuga clinica (3300 rpm) a TA. Se transfind la fase acuosa (parte
superior) a un tubo limpio de polipropileno de 30 ml para centrifuga con una pipeta pasteur
cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de didmetro) y se le agregaron 11 ml de fenol -

cloroformo - alcohol iscamilico. Se mezcld suavemente durante 40 min en Roto Torque y
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después se centrifugé 15 min a 2410 g con el rotor H100 en la centrifuga clinica (3300 rpm)
a TA. Se transfirid la fase acuosa (parte superior) a un tubo limpio Corex de 30 ml con una
pipeta pasteur cortada {orificio de aproximadamente 3 mm de didmetro). Se midi6 el
volumen de la fase acuosa con una pipeta de plistico graduada (desechable). Se agregaron
0.2 volimenes de acetato de amoniol0 M y se mezcld suavemente girando el tubo, después
se agregaron 2 vohimenes de etanoi absoluto a TA, el tubo se sello con papel parafitm y se
invirtid varias veces hasta que las soluciones estuvieron totalmente mezcladas. Se
centrifugd 10 min a 4306 g con el rotor JS13.1 (6500 rpm) a TA y se descartd el
sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a vacio. Se agregaron 10 ml de ctanol al
70% a -20°C lentamente sin resuspender 1a pastilla. Se centrifugé 10 min a 4306 g con el
rotor JS13.1 (6500 rpm) a TA y se descartd ¢l sobrenadante con una pipeta Pasteur
conectada a vacio. Se agregaron 10 ml de etanol al 70% a -20°C |entamente sin resuspender
1a pastilla, se centrifugd 10 min a 4306 g con el rotor JS13.1 (6500 rpm) a TA y se descartd
el sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a vacio. Entonces se dejé evaporar hasta
la ditima gota de liquido colocando el tubo verticalmente dentro de un desecador conectado
al vacio, sin secar la pastilla. Se agregaron 250 pl de TE y se colocd el tubo verticalmente
sobre una plataforma giratoria a TA por 24 h. Después se incubd 24 h a 4°C. Entonces la
solucién se transfirié a un tubo para microfuga utilizando una punta para micorpipeta
cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de didmetro) y se centrifugé a 15750 g en una
microcentrifuga (13000 rpm) por 5 min. Se transfirié el sobrenadante a un tubo para
microfuga Jimpio usando una punta para micropipeta cortada (orificio de aproximadamente

3 mm de diametro) y se guardd a 4°C.

El ADN se cuantificé como se menciona en cuantificacién de ADN. Se obtuvo un
total de 323 pg de ADN (rendimiento 1.24 pg de ADN por mg de cerebro) con una razon
Agee/ Asgo= 1.92.
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6.3 Purificacién de ADN de cerebro de ratén por el método de DNAzol

Todas las operaciones donde los recipientes con soluciones o reactivos estuvieron
abiertos se realizaron dentro del gabinete de bioseguridad. Todo lo que se utilizd dentro del

gabinete y que no tuviera ningtin reactivo o solucidn, fue irradiado 15 min con U.V. antes

de usarse.

Se sacrifico un ratén cepa Swiss por dislocacion cervical, se extirpé el cerebro, se
pesd y se transfirié a un homogeneizador de tejido, se agregaron 300 pl de DPBS, se
homogeneizo por 3 pasajes del pistilo y se aforéd a un volumen de 1 ml con DPBS. Se
homogeneizé con pipeta Pasteur y se transfirié la suspensibn a un tubo para
microcentrifuga. Se tomaron muestras de 100 pl que se colocaron en tubos para
microcentrifuga y se centrifugaron a 2500 g por 5 min (5000 rpm). Se retird ¢t sobrenadante
y se congelaron las muestras colocindolas en nitrégeno liquido. Se almacenaron a -80°C

hasta su procesamiento.

Se saco del ultracongelader una alicuota de macerado de cerebro (40 mg de tejido).
Inmediatamente se le adicioné 1 ml de DNAzo! y se lisaron las células por subir y bajar en
la punta 50 veces. Se sedimentd el homogeneizado por centrifugar 2 veces a 10,000 g por
10 min en la microcentrifuga (11,000 rpm) a TA. Se transfirié el sobrenadante viscoso a un
tubo nuevo para microcentrifuga y se precipité ¢l ADN presente por adicién de 0.5 ml de
etanol absoluto mezclando la muestra por inversién e incubando a TA por 3 min. Se
centrifugé a 10,000 g en una microcentrifuga (11,000 rpm) por 5 min. Se eliminéd el
sobrenadante. El precipitado se lavd con 1 ml de etanol al 95%, invirtiendo e} tubo 6 veces
y centrifugando a 4000 g en una microcentrifuga (7000 rpm) por 2 min para después
remover el sobrenadante. El precipitado se lavd nuevamente con | ml de etanol al 95%,
invirtiendo el tubo 6 veces y centrifugando a 4000 g en una microcentrifuga (7600 rpm) por
2 min para después remover el sobrenadante. Se dejo secar el precipitado dejando el tubo
abierto durante 15 min a TA Después se agregaron 300 pul de NaOH 8 mM vy el precipitado
se resuspendié haciéndolo pasar por una punta cortada (didmetro aproximado de 3 mm) 30

veces ¢ incubdndolo por 15 min a 45°C en un bafio seco. Después se dejo mezclar
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suavemente toda la noche en el RotoTorque a TA Se centrifugé a 11500 g2 en una
microcentrifuga (12000 rpm) por 10 min y se transfirid el scbrenadante a un tubo para
microcentrifuga nuevo, Se hizo l|a cuantificacion del ADN como se menciona en
CUANTIFICACION DE ADN pero diluyendo y leyendo contra un blanco de NaOH 8
mM. Se obtuvo un total de 75.6 pg (rendimiento de 1.89 pg de ADN por mg de cerebro) de
ADN con una razdn A,ef/Az50 = 1.8. Se ajusto el pH de la solucién original de ADN a pH 8,
agregando 1500 pl de Tris’"HC1 0.1 M pH 7 por cada 8000 p!l de NaOH 8 mM que se usaran
para disolver el ADN. Por dltimo se ajustd la concentracién final de ADN a 200 pg/mt con
TE.

7. CUANTIFICACION DEL ADN

Se hizo una dilucidén con TE de la solucién a cuantificar para que diera una
absorbancia de aproximadamente .3 a 260 nm. La solucidn diluida se mezcl6 con vortex,
dejando 10 min a TA para volver a mezclar con vortex y dar un pulso en la
microcentrifuga. Se midid la absorbancia a 260 nm y 280 nm contra un blanco de TE.
Posteriormente se hizo el calculo de las razones de absorbancias Ay, / Agge ¥ el célculo de
la concentracién, éste ultimo considerando la dilucién inicial ¥ que una solucién de ADN
de doble cadena de 50 ug/ml tiene una absorbancia de 1 en una cuveta con un trayecto

optico de 1 cm (Sambrook et al., 1989).
8. DILUCION DEL ADN BLANCO

Para preparar las diluciones del ADN blanco, se partié de soluciones concentradas
de ADN purificado por los métodos aqui descritos y almacenado a 4°C. Todas las
operaciones donde los tubos con solucién de ADN se abrian, fueron hechas dentro del
gabinete de bioseguridad. Todas las diluciones se hicieron en TE dentro de tubos para
microcentrifuga limpios, autoclaveados e irradiados con U.V. Cuando la solucién de ADN
no iba a digerirse antes de la PCR, se calentaba por 2 min en un BM a cbullicién entre

dilucién y dilucién, a menos que se indique otra cosa en el experimento. Cuando la solucién
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iba a ser digerida antes de la PCR, se calentaba por 10 min a 70°C en un bafio seco entre

dilucién y ditucidn.

9. DIGESTION DE ADN GENOMICO

Todas las operaciones donde los recipientes con soluciones o reactivos estuvieron

abiertos se realizaron dentro del gabinete de bioseguridad.

En un tubo para microcentrifuga se agregaron el ADN gendmico, el TE que fuera
necasario para diluir y el volumen necesario de amortiguador de digestién 10X, Se mezclé
la reaccién con una punta de micropipeta, para después incubarla a 4°C (en un bafio de
hielo} por 2 h. Terminado este plazo se adicioné a cada reaccién 10 U de enzima de
restriccion (10 U/pl) por cada pg de ADN a digerir teniendo como limitante que el volumen
de enzima agregado no debe exceder el 10% del volumen final de reaccidn. Entonces se
mezcld 1a reaccion con la punta de micropipeta y se incubd por 2 h a 37°C en un baiio seco.

Al final para inactivar la enzima, se incubd por 15 min a 65°C.

Las enzimas y la composicion de los amortiguadores de restriccién usados se

mencionan en la tabla 2,

ENZIMA AMORTIGUADOR COMPOSICION
EcoRI B [ Tris-HC1 10 mM, MgCl, 5§ mM, NaCl 100 mM y
t mercaptoethanol 1 mM pH 8
HindIII L | Tris-HC1 10 mM, MgCl, 10 mM, dithioerythrito] 1
| mM y mercaptoethanol 1 mM pH 7.5
Mspl B | Tris-HC1 10 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM y
| mercaptoethanol 1 mM pH 8

Tabla 2. Enzimas y amertiguadores de restriccion de Lakeside
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10. PREPARACION DE LISADO DE TAQUIZOITOS

Todas las operaciones donde los recipientes con suspension de taquizoitos, solucién

de ADN o algin reactivo se abrian, fueron hechas dentro del gabinete de bioseguridad.

Se colect6 el sobrenadante (5 ml) de un frasco de cultivo de células linea VERO
infectadas con la cepa RH de T. gondii, en un tubo de plastico estéril. Se centrifugd a 834 g
¢n la centrifuga clinica con el rotor H-100 (2000 rpm) por 10 min. Se descarté el
sobrenadante y se resuspendié en 5 ml de DPBS. Se centrifugd a 834 g en la centrifuga
clinica con el rotor H-100 (2000 rpm) por 10 min y se descarté el sobrenadante. Se
resuspendio la pastilla en 5 m! de DPBS. Se hizo la cuenta de taquizoitos presentes en esta
suspensién, con una cimara de Neubauer. Se hizo una dilucién en DPBS de esta
suspension, para tener 1000 taquizoitos/5 ul y de ahi se hicieron diluciones seriadas de 1:10
de 1 ml cada una para obtener suspensiones con las siguientes concentraciones: 1000
taquizoitos/5 pl, 100 taquizoitos/5 pl, 10 taquizoitos/S ul y 1 taquizoito/ 5 ul. Las 4
suspensiones mas un bianco de DPBS se centrifugaron a 4000 g en la microcentrifuga
{6500 rpm) por 15 min. Se descartd el sobrenadante y Ia pastila se resuspendié en 1 ml de
agua MQ estéril. Se incubé en BM a ebullicidn por 10 min, se dejo6 enfriar y se centrifugé a
Vmax en la microcentrifuga por 15 min. Se hicieron alicuotas de 50 ul que se guardaron a -
20°C.

El dia que se necesitaron se sacé una alicuota de cada concentracion y se incubé en
BM a ebullicién por 1 min, se dejo enfriar y se centrifugd a Vmax en 1a microcentrifuga por

10 min.
11. GENERACION DEL ESTANDAR INTERNO POR PCR
Todas las operaciones pre-PCR donde los recipientes con soluciones o reactivos

estuvieron abiertos se realizaron dentro del gabinete de bioseguridad. Durante €l ensamblaje

de las reacciones todas las soluciones se mantuvieron sumergidas en un bafio de hielo.
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11.1 Amplificacién del segmento de ADN del fago lambda con los oligos

compuestos

El protocole fue elaborado basindose en el protocolo original del estuche de P.E. Se
ensamblaron tres PCR, dos con 50 ng y 5 ng respectivamente de ADN del fago lambda
cepa CI8575am7 y un blanco sin ADN. Se usé el amortiguador I para PCR 10X de Perkin
Elmer (Tris-HC1 160 mM pH 8.3, KC1 500 mM, MgCl, 15 mM).

Estas son las concentraciones finales de cada reactivo en la reaccion de PCR de 50
p! de volumen total: TrissHCI 10 mM pH 8.3, KC1 50 mM, MgCl,; 1.5 mM, dATP 200 uM,
dGTP 200 puM, dCTP 200 pM, dTTP 200 pM, iniciador XP-5 0.8 uM, iniciador XP-6 0.8
pM, 1.25 U de AmpliTaq.

Por iiltimo los tubos se colocaron dentro del termociciador y se corrid el programa

siguiente: 5 min a 95°C, 30 ciclos de 30 5 2 95°C, 30 s a 57°C y 1 min a 72°, una incubacién

de 5 min a 72°C y manteniendo a 4°C hasta el siguiente paso.

Se analizaron 5 pl de cada reaccién por electroforesis en gel de agarosa y el resto de

los productos se guardaron a -20°C.

11.2 Reamplificacion del amplificado con los oligos Rd-1 y Rd-2

Este protocolo fue extraido de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue
modificado al cambiar el uso del amortiguador reportado por el amortiguador II de PE para

PCR, ademis de eliminar la utilizacién de UDG y dUTP.

Se hizo una dilucidn 1:1000 del amplificado de 5 ng de ADN de lambda, y se

ensamblaron dos reacciones, una con 5 pl de esta dilucidn y otra con un blanco de reaccidn.

41



Estas son las concentraciones finales de cada reactivo en la reaccién de PCR de 50
ul de volumen total: TrissHCl 10 mM pH 8.3, KC1 50 mM, MgCl; 2 mM, dATP 100 uM,
dGTP 100 uM, dCTP 100 pM, ATTP 100 pM, iniciador Rd-1 0.4 puM, iniciador Rd-2 0.4
uM, 1.25U de AmpliTaq.

Por ultimo los tubos se colocaron dentro del termociclador y se corrié el programa
siguiente: 5 min a 95°C, 30 ciclos de 30 52 95°C, 30 s a 70°C y 1 min a 72°, una incubacidn

de 5 min a 72°C y manteniendo a 4°C hasta el siguiente paso.

Se analizaron 5 pl de cada reaccidn por electroforesis en gel de agarosa y el resto de

la reaccion de reamplificacion se usé inmediatamente para la ligacién al vector.
12. LIGACION DEL PRODUCTO DE PCR AL VECTOR pCR2.1

Las reacciones se hicieron segin el protocolo sugerido en ¢l inserto de! estuche

“Original TA cloning Kit"” de Invitrogen.
El estuche contiene los siguientes reactivos:

o plasmido pCR2.1 linearizado (25 ng/pl) en TE

+ Amortiguador para ligacién 10X (60 mM Tris. HC1 pH 7.5, 60 mM MgCly, 50 mM
NaCl, | mg/ml de albimina bovina, 70 mM (-—mercaptoetanol, 1 M ATP, 20 mM
dithiothreitol y 10 mM de espermidina)

» T4 ADN ligasa (4 unidades Weiss/pl)

» Agua esténl

La reaccién de ligacion contenfa 4 ng de reamplificado con Rd-1 y Rd-2, Tris-HCI
pH 7.5 6 mM, MgCl, 6 mM, NaCl § mM, 100 pg/ml de albiimina de suero bovino, p-
mercaptoetanol 7 mM, ATP 100 uM, dithiothreitol 2 mM, espermidina 1 mM, 50 ng de
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pCR2.1 y 4 U weiss de T4 ADN ligasa en un volumen final de 10 pl. El control de

recircularizacién contenia lo mismo, excepto los 4 ng de reamplificado con Rd-1 y Rd-2.

Las reacciones se incubaron toda la noche a 14°C en un BM recirculante y se

guardaron a -20°C.
13. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
13.1LB

Para preparar el medio de Luria Bertani (LB), se disuelven 10 g de NaCl, 10 g de
triptona Bacto, 5 g de extracto de levadura Bacto, en un litro de agua MQ, se ajustael pH a
7.5 con NaOH 5 M. Se esteriliza en autoclave 20 min a 120°C.

13.2 LB - Ampicilina

Para preparar LB ampicilina, al medio anterior, inmediatamente antes de usarse se
agrega 1 ml de ampicilina (100 mg/ml) por cada litro de LB para obtener una concentracion

final de 100 pg/ml.
13.3 Placas de LB agar - ampicilina - [PTG - Xgal

Se disuelven 10 g de NaCl, 1 g de triptona Bacto, 5 g de extracto de levadura Baclo,
en un litro de agua MQ, se ajusta el pH a 7.5 con NaOH 5 M. Se agregan 15 g de agar
Bacto y se esteriliza en autoclave 20 min a 120°C. Al sacar de la autoclave, el medio se

agita para homogeneizarlo.

Antes de vaciar en las placas, el medio se funde et el horno de microondas y se
equilibra a 48°C, se agrega | ml de ampicilina (100 mg/ml) por cada litro de LB para
obtener una concentracién final de 100 ug/ml. Entonces se vacian 30 ml en cada caja petri.

Una vez que el medio solidifique se depositan en su superficie 80 pl de X-gal al 2% en
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dimetilformamida y 40 pi de IPTG 100 mM. Inmediatamente se reparten en toda la placa

con un tridgngulo de vidrio estéril.
14. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Todas las operaciones donde los recipientes con soluciones o reactivos estuvieron

abiertos se realizaron dentro del gabinete de bioseguridad.

Se inoculd un tubo para cultivo de 50 ml con 5 ml de medio LB con una asada de la
cepa de E.coli DH50F" guardada en agar profundo y se incubd a 28°C en un bafio con
agitacion a 300 rpm por 16 h. Se inocularon 100 ml de medio LB en un matraz de 500 m!

con 2 ml de precultivo y se incubo a 37°C en un bafio con agitacién a 300 rpm.

Después de 2.5 h se empezé a medir la DO*® cada 30 min primero y conforme se
acercaba a 0.2 cada 15 min. Cuando la DO alcanzé 0.2-0.25 se transfirié el cultivo a
cuatro tubos para centrifuga de polipropileno estériles y se enfriaron sobre hielo por 10 min.
Se centrifugo a 2000 g en el rotor JA20 (5000 rpm) por 10 min a 4°C. Se decanté ¢l medio
de cultivo y se guardaron los tubos con la pastilla de células sobre hielo, las pastillas se
rompieron agitando los tubos con el vortex. Cada pastilla se resuspendié en 12.5 ml de
NaCl (9 g/) estéril a 0°C y se juntaron las suspenciones en 2 tubos (25 ml/tubo). Se
centrifugé a 2000 g en el rotor JA20 (5000rpm} por 10 min a 4°C y se decantd el
sobrenadante. A cada pastilla se le agregaron 25 ml CaCl, 0.1M a 0°C y se resuspendié por
pipeteo. Se incubo en hielo por 30 min agitando suavemente cada 10 min. Se centrifugd a
2000 g en el rotor JA20 (5000 rpm) por 10 min a 4°C y se decanté el sobrenadante. Cada
pastilla se resuspendié en 2 ml de CaCl, 0.1 M, glicerol 15% a 0°C. Se distribuyercn
alicuotas de 100 pl en tubos de 17 X 100 mm de polipropileno estériles FALCON
preincubados en hielo. Las alicuotas se incubaron en hielo 18 h, después se guardaron a -
70°C.
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15. TRANSFORMACION DE BACTERIAS

Todas las operaciones donde los recipientes con bacterias, soluciones o reactivos

estuvieron abiertos se realizaron dentro del gabinete de bioseguridad.

Las reacciones de ligacion se incubaron 15 min a 65°C en un bafo seco. Se
removieron del ultracongelador a -70°C 4 tubos cada uno con 100 pul de células competentes
DH5aF’. Se derritié el contenido manteniéndolos en la mano y al momento que la
suspension se derritid, los tubos se transfirieren ripidamente a un bafio de hielo donde se
incubaron por 10 min. Entonces, se adicion6 a cada tubo B-mercaptoetanol para llegar a una
concentracién final de 20 mM, mezclande con una punta para micropipeta. En ese
momento s¢ agregé el ADN (2 u! de reaccidn de ligacién o ADN control) y se mezcld el
contenido de los tubos girando suavemente el tubo sin calentar 1a parte de abajo del tubo
donde se encontraban las células. Los tubos se dejaron en un baiio de hielo por 30 min para
después transferirse a una gradilla en un bafio termostitico a 42°C donde se dejaron sin
agitar por 90 s. Entonces los tubos se transfirieron ripidamente a un bafio de hielo y ahi se
dejaron por 5 min para después agregarle a cada uno 900 ul de LB e incubar por 45 min en
upa bafio a 37°C con agitacién de 200 rpm. Entonces los tubos se sacaron del bafio y se
plaquearon 200 pl de cada uno en una caja de Petri con agar LB - X-gal - IPTG -
Ampicilina. Las cajas se incubaron 2 37°C y el resto de [as células en los tubos se guardaron
a 4°C. Ademés de las cajas plaqueadas con las ¢élulas (4 cajas), s¢ colocé otra caja que sdlo

tenia medio como control de esterilidad.

16. AISLAMIENTO DEL ADN PLASMIDICO POR EL METODO DE
“MINIPREP”

En tubos para cultivo de 50 ml se sembraron colonias aisladas en 5 ml de medio

liquido LB - Ampicilina. Los cultivos se incubaron a 37°C en un bafio con agitacién a 300

rpm por 16 h.
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Se transfirieron 3 ml de cada cultivo a 2 tubos para microcentrifuga (1.5 ml de
cultivo en cada uno) dentro del gabinete de bioseguridad y el resto de los cullivos se guardd
a 4°C. Los tubos para microcentrifuga con los 3 ml de cultivo se centrifugaron a 9500 g en
una microcentrifuga (10000 rpm) por 1 min. Usando un capilar afilado conectado a vacio se
removié un 90% del sobrenadante; después de dejar decantar por un minuta se removié el
sobrenadante restante dejando la pastilla lo més seca posible. Se agregaron a cada pastilla
50 pl de solucién I a 0°C (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8 ¥
lysosima 4 mg/ml) y, sin cerrar las tapas, se resuspendié la pastilla usando el vortex a
velocidad alta. Se incubd 5 min a TA y durante éste tiempo se juntaron las suspenciones
que provenian de un mismo cultivo en un sélo tubo. Se agregaron a cada tubo 200 pl de la
solucidn II recién preparada a TA (NaOH 200 mM y SDS 1%} se cerré ia tapa y se mezcld
invirtiendo el tubo rdpidamente 3 veces para después incubar en hielo por § min.
Inmediatamente se agregaron 150 ul de acetato de potasio pH 4.8 a 0°C, se cerr6 la tapa, se
mezcld con vortex a baja velocidad en posicion invertida durante 10 s y se incubé por 5 min
en un bafio de hielo. Se centrifugd por 5 min a Vmax (16000 g) en una microcentrifuga a
4°C para después transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Al sobrenadante se agregaron
450 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, se mezcld con vortex, se centrifugd por 3
min a Vmax en una microcentrifuga a T.A y se transfirié la fase superior (acuosa) con una
micropipeta a un tubo limpio. Se repitié la extracciéon con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico. Se agregaron 450 pl de éter saturado con agua, se mezcld con vortex, se
centrifugé a V.max en una microcentrifuga por 3 min y se eliminé la fase superior de éter
aspirando con un capilar afilado conectado a vacio. Se repitié la extraccion con éler y al
final se dejaron los tubos abiertos para permitit que se evaporara el resto del éter. Se
agregaron 2 volimenes (700 ul) de etanol absoluto a TA, se mezcld con vortex, se incubo 2
min a TA, se centrifugd por 10 min a Vmax en una microcentrifuga y se descartd el
sobrenadante por aspiracién con un capilar afilado conectado a vacio. Se agrego 1 ml de
etanol al 70% a -20°C, se centrifugd a Vmax por 5 min y se descartd el sobrenadante por
aspiracion con una capilar afilado conectado a vacio. La pastilla se dejé secar al aire hasta

que no se vieran restos de liquido (aproximadamente 30 min); entonces se resuspendié cada
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pastilla en 100 pl de TE-RNAsa (Tris 10 mM, EDTA | mM pH 8, RNAsa 50 pg/ml) con

vortex y se incubo a 37°C por 1 h para finalmente guardarse a -20°C.

17. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO POR CROMATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO IONICO (Columnas QIAGEN)

Se sembré en un tubo para cultivo de 50 ml con 5 ml de medio liquido LB -
Ampicilina, una asada de bacterias gnardadas en agar profundo y se incubd a 28°C en un
bafio con agitacion a 300 rpm por 16 h. Se inoculd un matraz ErlenMeyer de 100 mi con 30
ml de medic LB - Ampicilina con 50 pl de este precultivo y se incubé a 37°C en un baiio
con agitacidn a 300 rpm por 16 h. El cultive se transfirié a un tubo de polialémero con
tapén de rosca estéril y se centrifugd a 1960 g en el rotor JA20 (5000 rpm) por 10 min 2
4°C para después decantar perfectamente el sobrenadante dejando e! tubo en posicién
invertida por unos minutes sobre papel absorbente. La pastilla se resuspendid en 4 ml de
amortiguador P1-RNAsa (RNAsa 100 pg/ml, TrissHCl 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8)
pipeteando hacia arriba y abajo en una pipeta de 5 ml hasta que no queden aglomerados. Se
ailadieron 4 ml de amortignador P2 (NaQOH 200 mM, 3DS 1%), se mezclé suavemente
invirtiendo ¢l tubo 6 veces y se incubd 5 min a TA Se afiadieron 4 mi de amortiguador P3 a
4°C (acelato de potasio 3 M pH 5.5), se mezcld de inmediato pero suavemente invirtiendo
el tubo 6 veces y se incubé en hielo por 15 min. Durante este tiempo se mezclé por
inversion el tubo cada 5 min. Se centrifugd a 30,000 g en el rotor JA20 (18000 rpm) por 30
min a 4°C. Rapidamente se recupero ¢l sobrenadante claro con una pipeta Pasteur y se pasd
a un tubo de policarbonato limpio y autoclaveado. Se centrifugd a 30000 g en el rotor JA20
{18000 rpm) por 15 min a 4°C, se recuperé rapidamente el sobrenadante y se pasé a un tubo
limpio de policarbonato autoclaveado. Se equilibré una columna QIAGEN TIP 100
aplicandole 4 ml de QBT (NaCl 750 mM, MOPS 50 mM pH 7, etanol 15%, Triton X100
0.15%) y dejando que se drenara por gravedad. Una vez que el flujo de la columna se
detuvo automaticamente (al alcanzar ¢l menisco la parte superior de la columna) se aplicd
el sobrenadante a la columna (inmediatamente después de la Gltima centrifugacidn, por lo
que estaba perfectamente claro) y se dejé que entrara a la resina por gravedad. Entonces se
aplicaron a la columna 10 ml de amortiguador QC (NaCt 1 M, MOPS 50 mM pH 7, etanol
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15%) dejande que entraran completamente a la columna por gravedad. Se aplicaron de
nuevo 10 ml de amortiguador QC. El ADN se eluy6 con 5 ml de amortiguador QF (NaCl
1.25 M, Tns-HC! 50 mM pH 8.5, etanol 15%); y se colectd en un tubo Corex de 15 mi
dejando que la columna drenara por gravedad sin aplicar presion. El ADN se precipitd
agregando 0.7 volumenes (3.5 ml) de isopropanol a TA, se mezcld y centrifugd
inmediatamente en el rotor JA20 a 24000 g (14000 rpm) por 30 min a 4°C. Antes se marcd
el lado del tubo que hacia frente al exterior del rotor para ubicar mas ficilmente 1a pastilla.
Se elimind cuidadosamente el sobrenadantle con una pipeta Pasteur afilada conectada a
vacio cuidande de no tocar la pared del tubo con la marca. Se afiadieron 5 ml de etanol al
70% a -20°C sin mezclar y se centrifugd a 24000 g en el rotor JA20 (14000 rpm} por 15
min a 4°C. Se elimindé cuidadosamente ¢l sobrenadante con una pipeta Pasteur afilada
conectada a vacio, sin tocar de nuevo 1a pared del tubo del lado de 1a marca. La pastilla se
dejd secar al aire aproximadamente 30 min hasta que no se vio restos de liquido. Se
agregaron 400 pl de agua MQ y se agité esporadicamente en vortex mientras se incubd por
1 h a TA Después la solucion se transfirié a un tubo para microcentrifuga y se centrifugd a
16000 g en una microcentrifuga (14000 rpm) por 5 min. Se transfirié ¢l sobrenadante a un

tubo para microcentrifuga limpio y la solucion se guardd a -26°C.
18. SECUENCIACION DE ADN

Para secuenciar el inserto de! plasmido pCRLamB1.5, se mandaron 5 pg del ADN
plasmidico purificado por QIAGEN al Departamento de Bioquimica de la Universidad de
Queen en Kingston Ontario, Canadd. El equipo usado para la secuenciacidn fue el
Secuenciador Automitico de Applied Biosystems modelo 377 versién 2.1.1. Los
iniciadores usados para la secuenciacién fueron los iniciadores universales para Mi3

(sentido directo y sentido contrario), que se encuentran flanqueando el sitio de insercion.
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19. DIGESTION DE ADN PLASMIDICO Y DE PRODUCTOS DE PCR

En un tubo para microcentrifuga se agregaron el ADN, el TE si era necesario para
diluir y el volumen necesario de amortiguador de digestion 10X. Después se adiciond a
cada reaccién 10 U de enzima de restriccidn (10 U/pl) por cada pg de ADN a digerir
teniendo como limitante que el volumen de enzima agregado no debe exceder el 10% del
volumen final de reaccidon. Entonces se mezcld la reaccién con vortex y se incubé por 2h a

37°C en un baflo seco. Al final la enzima se inactivé incubando por 15 min a 65°C.

Las enzimas y la composicion de los amortiguadores de restriccion usados se

mencionan en la tabla 2.
20. PROTOCOLO DE PCR

Todas las operaciones pre-PCR, fueron hechas dentro del gabinete de bioseguridad.

Las operaciones post-PCR siempre fueron hechas fuera del gabinete.

Antes de comenzar el protocolo, el gabinete de bioseguridad se sanitizé con alcohol
al 70%, se introdujo todo lo gue se fuera a utilizar dentro y ademés se colocaron en
gradiflas, todos los tubos para microcentrifuga y para PCR, que se iban ha utilizar
(abiertos), se destaparon las cajas de puntas para micropipetas, para que todo se irradiara

con U.V. por 15 min.

Durante los experimentos se utilizaron dos diferentes soluciones amortiguadoras.
Una fue la solucién amortiguadora II para PCR de Perkin Elmer 10X (TrissHC1 100 mM
pH 8.3, KCl 500 mM}; la otra, la solucién amortiguadora reportada por Pelloux et al (1996)
(Tris-HCI 670 mM pH 8.8, (NH,),S80, 160 mM, Tween 20 0.1%). En ambos casos el

magnesio fue agregado aparte en una solucién de MgCl, 25 mM de Perkin Elmer.
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20.1 PCR con AmpliTaq

Este protocolo fue extraide de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue
modificado al eliminar !a utilizacién de dUTP y UDG.

Las soluciones que se encontraban atmacenadas a -20°C, se descongelaron, lo cual
incluye las alicuotas de los iniciadores, la solucién amortiguadora, la solucién de MgCl, v
los nucledtidos. Los iniciadores, la solucién amortiguadora y la soluciéon de MgCl, ademas
sc calentaron por 1 min en un BM a ebullicion. Todos los tubos con las soluciones,
incluyendo las gradillas con los tubos de las reacciones de PCR que se estaban
ensamblando, se mantuvieron sumergidos en hielo. La AmpliTaq se sacd de -20°C directo

al bario de hielo.

Se prepard una mezcla de nucledtidos agregando 380 pl de agua MQ, 5 ul de
solucién de dATP (100 mM), 5 pl de solucion de dGTP (100 mM), 5 ul de solucién de
dCTP (100 mM) y 5 u! de solucién de dTTP (100 mM). Al final se mezcld todo con vortex,

Entonces se preparé una mezcla maestra de reaccidn que conlenia todos los
elementos de la reacciéon de PCR en agua MQ), exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra
se preparaba agregando por cada reaccién lo siguiente: 29.75 ul de agua MQ, 5 pl de
solucion amortiguadora 10X reportada por Pelloux et al.(1996), 4 pl de solucién de MgCl,
(25 mM), 4 pl de la mezcla de nucledtidos, 1 pi del iniciador en sentido directo (20 uM), 1
ul del iniciador en sentido contrario (20 uM) y 0.25 pl de AmpliTaq (5 U/ ul), llegando asi

aun volumen final de 45 pl, por reaccién. Al final se mezcld todo con vortex.

A los tubos de PCR se agregaron, primero 5 pl de la solucién de ADN a amplificar
o TE en el caso de los blancos de reaccién y después se agregaron 45 pl de la mezcla
maestra. Los tubos se cerraron y se les dio un pulso en la microcentrifuga (5 s a 8000 rpm).

Los tubos se colocaron dentro del termociclador y se corrio el programa siguiente: 5 min a
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95°C, 40 ciclos de 305 a2 95°C, 30 s a 70°C y | min a 72°, una incubacién de 5 min a 72°C y

manteniendo a 4°C hasta el siguiente paso.

Una vez terminado de correrse el programa correspondiente en el termociclador, los
tubos de las reacciones se transfirieron del termociclador a un bafio de hielo. A cada tubo de
reaccidén se le agregaron 5 pl de amortiguador de carga para electroforesis 10x {azul de
bromofenol 2.5 mg/m]l, SDS 1%, glicerol 50%, TAE 10X), se mezcld con vortex y se le dio
un pulso en la microcentrifuga (5 s a 8000 rpm). Entonces se cargaron en el gel de agarosa

I1 pl de cada reaccidn y el resto de cada reaccidn se guardd temporalmente a 4°C,

20.2 PCR con AmpliTaq Gold

Este protocolo fue extraido de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue
modificado al eliminar la utilizacién de dUTP y UDG, ademdés de cambiar el uso de la
AmpliTaq y del amortiguador reportado por AmpliTag Gold (bloqueada quimicamente) y
amortiguador II de PE para PCR,

Las soluciones que se encontraban almacenadas a -20°C, se descongelaron, lo cual
incluye las alicuotas de los iniciadores, la solucién amortiguadora, la solucién de MgCl, y
los nucledtidos. Los iniciadores, 1a solucidn amortiguadora y la solucién de MgCl, ademaés
se calentaron por | min en un BM a ebullicion. Todos los tubos con las soluciones,
incluyendo las gradillas con los tubos de las reacciones de PCR que se estaban
ensamblando, se mantuvieron a TA, a exepcidn de 1a AmpliTaq Gold que se sacé de -20°C
directo al bafio de hielo.

Se preparé una mezcla de nucledtidos agregando 380 pl de agua MQ, 5 upl de
soluctén de dATP (100 mM), 5 pl de solucidn de dGTP (100 mM), 5 pul de solucion de
dCTP (100 mM) y 5 ul de soluciéon de dTTP (100 mM). Al final se mezcld todo con

vortex.
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Entonces se preparé una mezcla maestra de reaccién que contenia todos lo
clementos de la reaccion de PCR en agua MQ, exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra
se preparé agregando por cada reaccion lo siguiente: 29.75 pl de agua MQ, 5 pl de solucién
amortiguadora 10X, 4 p! de solucién de MgCl, (25 mM), 4 pl de la mezcla de nucledtidos,
1 ul del iniciador en sentido directo (20 uM), 1 p! del iniciador en sentido contrario (20

uM)} y 0.25 ul de AmpliTaq Gold (5 U/ pl), ltegando asi a un volumen final de 45 pl, por

reaccion. Al final se mezcld todo con vortex.

A los tubos de PCR se agregaron, primero 5 pl de la solucidn de ADN o TE en el
caso de los blancos de reaccion y después 45 pl de la mezcla maestra. Los tubos se cerraron
y se les dio un pulso en la microcentrifuga (5 s a 8000 rpm). Los tubos se colocaron dentro
del termociclador y se corrié el programa siguiente: 10.5 min a 95°C, 40 ciclos de 30 s a
95°C, 305 2 70°C y 1 min a 72°, una incubacién de 5 min a 72°C y manteniendo a 4°C hasta

el siguiente paso.

Una vez terminado de correrse el programa correspondiente en el termociclador, los
tubos de las reacciones se transfirieron del termociclador a un bafio de hielo. A cada tubo de
reaccion se le agregaron 5 pl de amortiguador de carga para electroforesis 10x, se mezclo
con vortex y se le dio un pulso en la microcentrifuga (5 s a2 8000 tpm). Entonces se
cargaron en el gel de agarosa 11 pi de cada reaccion y el resto de cada reaccion se guardd

temporalmente a 4°C.

20.3 PCR con AmpliTag Gold y UDG

Este protocolo fue extraido de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue
modificado al cambiar el uso de la AmpliTaq y del amortiguador reportado por AmpliTaq

Gold (bloqueada quimicamente) y amortiguador Il de PE para PCR.

Las soluciones que se encontraban almacenadas a -20°C, se descongelaron, lo cual

incluye las alicuotas de los iniciadores, 1a solucién amortiguadora, la solucién de MgCl; y
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los nucledtidos. Los iniciadores, la solucion amortiguadora y la solucién de MgCl, ademas
se calentaron por 1 min en un BM a e¢bullicién. Todos los tubos con las soluciones,
incluyendo las gradillas con los tubos de las reacciones de PCR que se estaban
ensamblando, se mantuvieron a TA, a exepcién de la AmpliTaq Gold y la UNG que se
sacaron de -20°C directo al bafio de hielo.

Se preparé una mezcla de nucledtidos agregando 380 p! de agua MQ, 5 pl de
solucion de dATP (100 mM), 5 pl de solucidén de dGTP (100 mM), 5 pl de solucién de
dCTP (100 mM) vy 10 pl de solucién de dUTP (100 mM). Al final se mezcld todo con

vortex.

Entonces se prepard una mezcla maestra de reaccién que contenia todos lo
elementos de la reaccién de PCR en agua MQ), exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra
se prepard agregando por cada reaccidn lo siguiente: 29.55 pl de agua MQ, 5 ul de solucién
amortiguadora 10X, 4 ul de solucién de MgCl, (25 mM), 4 nl de la mezcla de nucleétidos,
t pl del iniciador en sentido directo (20 uM), 1 pl del iniciador en sentido contrario (20
uM), 0.25 pl de AmpliTag Gold (5 U/ ul) y 0.2 pl de UNG (1 U/ pl), llegando ast a un
volimen final de 45 pl, por reaccién. Al final se mezclé todo con vortex.

A los tubos de PCR se agregaron, primero 5 pl de la solucion de ADN o TE en el
caso de los blancos de reaccion y después 45 pl de la mezcla maestra. Los tubos se cerraron
y se les dio un pulso en la microcentrifuga (5 s a 8000 rpm). Los tubos se colocaron dentro
del termociclador y se corrié el programa siguiente: 3 min a 50°C, 10.5 min a 95°C, 40
ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 70°C y 1 min a 72°, una incubacion de 5 min a 72°C y

manteniendo a 72°C hasta el siguiente paso.

Una vez terminado de correrse el programa correspondiente en el termociclador, a
cada uno de los tubos de las reacciones se agregd 50 ul de cloroformo, se mezclé con
vortex y se dio un pulso en la microcentrifuga. Entonces de cada tubo se tomaron 25 pl de

la fase acuosa (parte superior) y se transfirieron a un tubo para microcentrifuga limpio,

53



donde se guardaron a -20°C. Para hacer la electroforesis, se tomaron 10 pl de cada reaccién

¥ se mezclaron con 1} de amortiguador de carga para electroforesis.

21. PROTOCOLO DE q¢PCR

Este protocolo fue extraido de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue
modificado al cambiar el uso de la AmpliTaqg y del amortiguador reportado por AmpliTaq
Gold (blogueada quimicamente) y amortiguador II de PE para PCR.

Las soluciones que s¢ encontraban atmacenadas a -20°C, se descongelaron, lo cual
incluye las alicuotas de los iniciadores, 1a solucidn amortiguadora, la solucidén de MgCl, y
fos nucledtidos. Los iniciadores, 1a solucién amortiguadora y la solucién de MgCl; ademas
se calentaron por 1 min en un BM a ebullicién. Todos los tubos con las soluciones,
incluyendo las gradillas con los tubos de las reacciones de PCR que se estaban
ensamblando, se mantenian a TA, a exepcion de la AmpliTaq Gold y la UNG que se

sacaron de -20°C directo at bafio de hielo.

Se preparé una mezcla de nucledtidos agregando 380 pl de agua MQ, 5 pl de
solucion de dATP (100 mM), 5 ul de solucién de dGTP (100 mM), 5 pl de solucién de
dCTP (100 mM) y 10 pl de solucién de dUTP (100 mM). Al final se mezclé todo con

vortex.

Entonces se prepard una mezcla maestra de reaccion que contenia todos lo
elementos de 1a reaccion de PCR en agua MQ, exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra
se prepard agregando por cada reaccidn lo siguiente: 24.55 ul de agua MQ, 5 pl de solucion
amortiguadora 10X, 4 pl de solucién de MgCl,; (25 mM), 4 pl de la mezcla de nucledtidos,
1 ul del iniciador en sentido directo, 1 ul del iniciador en sentido contrario, 0.25 ul de
AmpliTaq Gold (5 U/ ui) y 0.2 pl de UNG (1 U/ pul), llegando asi a un volumen final de 40

pl, por reaccion. Al final se mezcld todo con vortex.
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A los tubos de PCR, se agregaron, primero 5 ul de la solucién de ADN o TE en el
caso de los blancos de reaccién, fuego 5 pul de una solucion del estindar interno y
finalmente 40 pl de la mezcla maestra. Una vez que se terminaron de ensamblar las
reacciones de PCR, los tubos se cerraron y se les dio un pulso en la microcentrifuga (5 s a
8000 rpm). Los tubos se colocaren dentro del termociclador y se corrié el programa
siguiente: 3 min a 50°C, 10.5 min a 95°C, 40 ciclos de 30 s a 95°C, 3052 70°C y |l min a

72°, una incubacién de 5 min a 72°C y manteniendo a 72°C hasta el siguiente paso.

Una vez terminado de cormrerse el programa correspondiente en el termociclador, a
cada uno de los tubos de las reacciones se les agregd 50 pl de cloroformo, se mezcld con
vortex y se le dio un puiso en la microcentrifuga. Entonces de cada tubo se tomaron 25 pl

de la fase acuosa (parte superior) y se transfirieron a un tubo para microcentrifuga limpio,
donde se guardaron a -20°C.

Después de la extraccién con cloroformo se colocaron 8 pt de los productos de PCR,
1 pl de amortiguador de restriccién L 10X y 0.5 pl de enzima de restriccidn Mspl (10 U/jl)
en un tubo para microcentrifuga. Se mezclé con vortex y se incubd a 37°C dentro de un
baiio seco por 2 h; después ia enzima se inactivd por incubacién a 65°C en un bafio seco por
15 min. Se agregé 1 pl de amortiguador de carga para electroforesis 10X y se realizo la

electroforesis,
22. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
22.1 Preparacién de! gel de agarosa

El gel de agarosa se preparé colocando en una botella 2 cantidad de agarosa y el
volumen de TAE Ix (Tris 40 mM, EDTA | mM, dcido acético 20 mM, pH 8)
comrespondientes al porcentaje peso/volumen deseado. La agarosa se fundié en un homo de
microondas y después se reconstituyé con agua MQ el volumen perdido por evaporacion.

La solucidn se equilibré a 50°C en un bafio termostitico y después se vertié dentro del
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molde con e} o los peines ya fijos, donde se dej6 solidificar por 30 min. Pasado este tiempo
se retird el o los peines y se coloco el gel dentro de la cAmara de electroforesis cubriéndolo

con TAE Ix hasta lmm arriba de su superficie.

22.2 Preparacion de los estindares de tamaiio

En un tubo para microcentrifuga se mezctaron 200 pi de una solucidn a 25 pg/pl de
ADN del fago lambda cepa CI857Sam7, 22 ul de amortiguador B 10X, 2 pl de EcoRI (10
u/ul) y 2 pl de HindlIl (10 u/pul). Se incubd una noche a 37°C, se agregaron 23 pl de EDTA

05 M y se incubo a 65°C por 10 min, las alicuotas se guardaron en tubos para

microcentrifuga a -20°C.

Como referencia de tamaiio se cargd en un carril de cada gel una solucién que
contenia 2.5 pl de esta solucién (500 ng de ADN), 7.5 pl de TE y 1 pl del amortiguador de
carga 10X.

22.3 Electroforesis

Se agregd 1/10 del volumen de amortiguador de carga 10x a las muestras antes de
cargarlas al gel. La electroforesis se corrié a 75 v (voltaje constante) hasta que el azui de

bromofencl presente en el amortiguador de carga migrara a % a lo largo del gel.

22.4 Tinecidn

Se saco el ge! sin ¢l soporte y se tifid por 30 min con agitacidn lenta sobre una
plataforma giratoria dentro de un recipiente de plastico cubierto de la luz con una solucidn
de bromuro de etidio a 1 pg/ml en TAE 1X. La solucion de bromuro de etidio se sustituyo

por agua RO para destefiir el gel, con agitacién lenta en una plataforma giratoria por 15min.

56



22.5 Fotografiado
Una vez destefiido el gel, se colocod sobre el transiluminador y se observé con luz

U.V. a 302 nm. Se fotografié con filtro anaranjado con una abertura de 5.6 y un tiempo de

exposicién de % o ¥ de segundo, usando peliculas Polaroid.
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VIIL. RESULTADOS

1. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PCR PARA LA DETECCION DE
ADN DE T gondii USANDO LOS INICIADORES Rd-i y Rd-2

El primer experimento se disefié para probar los iniciadores Rd-1 y Rd-2, reportados
por Pelloux et al. (1996} y verificar si era posible reproducir los resultados obtenidos en

dicha referencia.

Un requisito indispensable de la técnica es que los iniciadores sean especificos para
¢l blanco dentro de Bl y el estandar interno, por lo que no deben de amplificar nada en el
resto del ADN presente en la reaccidn. Considerando que en las condiciones reales, ademas
del ADN de T.gondii, estara presente ADN de cerebro de ratén debe demostrarse que los
iniciadores no amplificarin nada dentro del genoma de ratén. También era necesario
comprobar que los iniciadores Rd-1 y Rd-2 fuesen capaces de amplificar el gen B1 de la

cepa Med9 que se usa en los ensayos de vacunacidn que se llevan a cabo en el laboratorio.

Por lo anterior se realizd una serie de ampiificacion usando como ADN molde
diluciones seriadas de ADN de la cepa Wiktor, de la cepa Me49 y una cantidad fija de ADN

de cerebro de ratén purificado con proteinasa K.

El protocolo usado fue una modificacién del reportado por el autor, ya que se
utilizaron los equipos y componentes de reaccién equivalentes (de diferente proveedor) y se
elimind el sistema de control de contaminacién enzimatico (dUTP, UDG y la incubacidén

previa a 50°C) sustituyendo los 200 pM de dUTP por 100 pM de dTTP.

Como se puede cbservar en ia figura 6, en la amplificacion del ADN de la cepa
Wiktor, se obtuvo en todos los casos una banda de amplificado del tamafio esperade (menor
de 500 pb). Ademas la amplificacion resulté ser reproducible dentro de! mismo
experimenio, ya que se observa una intensidad similar para los triplicados de cada

concentracion de ADN,
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20pg 20pg O02pg 1p9

ADN de T.gondil ADN de
{cepa Wiktor) ratén

20pg 20pp OZpg 0

ADN de T.gondii
(cepa Med9)

Figura 6. Especificidad de la PCR

Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1:10 de
ADN de T gondii, cepas Wiktor y Med9 o 1 ug de ADN de cerebro de raton purificado
usando proteinasa K. Los iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2, las condiciones de amplificacion
estan descritas en “Material y Métodos™ (protocolo de PCR con AmpliTaq). Después de la
PCR, 10 pl (20%) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y tincién con bromuro de etidio. 0 es un btanco de PCR sin ADN.
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Por otro lado en cuanto a la sensibilidad, se logran ver 3 de 3 bandas para la
concentracion de ADN que equivale a 23 taquizoitos (2.0 pg). Por lo anterior se puede decir
que la técnica resulté reproducible a nivel intraensayo, y con una sensibilidad de 23
taquizoitos. Los resultados también muestran que en la amplificacion en presencia de 1 pg
de ADN de cerebro de ratén, se puede observar un barrido que corresponde al ADN
gendmico y ademas algunas bandas bien definidas correspondientes a amplificados de
tamafios diferentes al amplificado de T.gondii. Estas bandas corresponden a amplificados
inespecificos. En la amplificacidn del ADN de la cepa Me49 se pueden observar resultados
similares a los obtenidos con la cepa Wiktor; solo hay una ligera disminucién en la
intensidad de las bandas de amplificado de l1a dltima dilucién de ADN (correspondiente a

2.0 pg o 23 taquizoitos).

Por 1ltimo, se puede observar que en algunos carriles hay bandas difusas de un
tamafio mucho menor a de las bandas del amplificado esperado. Es muy probable que estas
bandas sean producto de la formacidén de multimeros de intciadores (Carbonari et al., 1993).
Estos multimercs se forman porque mientras la mezcla de reaccién permanece a
temperaturas bajas (antes y durante el asenso de temperatura para la primera
desnaturalizacion) se alinean 2 o mas iniciadores, creando asi un complejo de doble cadena
iniciador - iniciador sobre el cual, la Taq polimerasa comienza a sintetizar. De esta manera
se unen varios iniciadores de manera irreversible formandose asi los multimeros de doble

cadena.

2. AMPLIFICACION CON AmpliTaq Gold

Para resolver el problema de inespecificidad que se presento, se implementd el uso
del comienzo en caliente (Hot start) al sustituir a {a AmpliTaq por la AmpliTag Gold
(enzima bloqueada quimicamente). Para probarla se hizo una amplificacién usando como
molde diluciones seriadas 1:10 de ADN de 1a cepa Wiktor, de la cepa Me49, asi como ADN
de cerebro de raton purificado con proteinasa K. El protocolo para implementar €l uso de
esta enzima fue el recomendado por el proveedor de la misma. El amortiguador usado fue el

amortiguador 11 para PCR de Perkin Elmer, ya que la enzima solo puede recuperar su
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funcionalidad en este amortiguador. El tiempo de desnaturalizacién inicial se incrementd a
10.5 min, lo necesario para quitar el bloqueo quimico de la enzima y que esta pudiera

polimerizar normalmente.

Como se observa en la figura 7, con el uso de la AmpliTaq Gold, ya no hubo
amplificacidn inespecifica del ADN de cerebro de ratén. De este momento en adelante, se
adoptd el uso de la Amplitag Gold en todas las reaciones de PCR. Sin embargo, se observa
claramente la existencia de bandas definidas comrespondientes a amplificados del mismo
tamafio que el amplificado de T.gondii en el blanco de reaccién y en las reacciones que

tenian sélo ADN de ratén como molde. Esto significa que hubo contaminacién.
3. CONTROL DE LA CONTAMINACION

Para controlar el problema de contaminacién, se realizé una limpieza en parte del
equipo e instalaciones que se ocupaban para ensamblar las reacciones de PCR. La limpieza
consistié en lavar con agua y jabén, para después irradiar con luz U.V. durante toda una

noche.

Otra medida tomada fue el ser mas estricto en Ia separacion de las operaciones pre

PCR y postPCR, en las 4reas de trabajo, equipo y soluciones usadas en cada caso.

Por otro lado, se implementé dentro de cada reaccién de PCR, el uso del control
enzimético de la contaminacién por acarreo. Este control se logra sustituyendo el dTTP por
dUTP, adicionando a cada reaccién la enzima Uracil DNA Glicosilasa (UDG), agregando
un incubacién de 3 min a 50°C previa a la primera etapa de desnaturalizacion, extendiendo

1a ultima incubacién a 72°C hasta el momento de sacar los productoes del termociclador para
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20p9 20py O02pg 1Tpo

ADN de T.gondii ADN de
{cepa Wiktor) ratén

20pg 20pg O02pg 0

ADN de T.gondil
{cepa Me49)

Figura 7. Especificidad de la PCR usando la AmpliTa Id

Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1:10 de
ADN de T.gondii, cepas Wiktor y Med49 o 1 ug de ADN de cerebro de raton purificado
usando proteinasa K. Se sustituyé la AmpliTaq por la AmpliTAq Gold (blogqueada
quimicamente). Los iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2, las condiciones de amplificacién estan
descritas en “Material y Métodos” (protocolo de PCR con AmpliTag Gold). Después de la
PCR, 10 pl (20%}) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y tincion con bromuro de etidio. 0 es un blanco de PCR sin ADN.
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finalmente hacer una extraccién con cloroformo de cada tubo con productos. El protocolo

para implementar esta técnica, fue tomado de lo reportado por Pelloux et al. (1996).

Para verificar si la limpieza y el cambio de soluciones habian logrado eliminar la
contaminacion se hizo una serie de amplificaciones, utilizando dUTP en vez de dTTP (sin
usar la UDG). Con la utilizacion del dUTP, se evitd el seguir generando productos de PCR
no susceptibles al control enzimatico. Los resultados se observan en la figura 8, donde se
puede ver que en ¢l blanco de reaccidén no hay ninguna banda de amplificado, por 1o que se
elimind la contaminacién existente. Como se ve en la amplificacion de! ADN de la cepa
Wiktor, los resultados (banda visible en dos de tres amplificaciones con 2.3 taquizoitos) son
comparables en sensibilidad y reproducibilidad intraensayo con amplificaciones anteriores.
En cuanto a la amplificacion en presencia de 1pg de ADN de cerebro de ratén purificado
con proteinasa K, se puede observar un bamrido que corresponde al ADN gendmico sin

ninguna banda definida por lo que no hay amplificado inespecifico.

Los resultados de la amplificacion de ADN de la cepa Me49 (figura B) son
comparables en cuanto al tamafio del amplificado con los obtenidos para la cepa Wiktor.
Sin embargo el limite de deteccién para esta cepa (banda visible en tres de tres
amplificaciones con 23 taquizoitos} fue aproximadamente 10 veces menor que con la cepa

Wiktor (banda visibie en dos de tres amplificaciones con 2.3 taquizoitos).
4, EFECTO DE LA UDG

Para determinar el efecto del pretratamiento con UDG sobre los resultados de la
PCR del segmento amplificado por Rd-1 y Rd-2 en el gen Bl de T.gondii, se hicieron dos
series de amplificaciones usando como molde diluciones seriadas 1:10 de ADN de la cepa
Wiktor. En la primera serie no se incluyé UDG mientras que en la segunda, si se incluyé.
En ambas series se agregd una incubacion de 3 min a 50°C previa a la primera etapa de

desnaturalizacidén y una extensién de la Gltima incubacién a 72°C hasta ¢l momento de sacar
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ADN de T.gondii ADN de
(cepa Wiktor) ratén
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ADN de T.gondii
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Figura 8. Efecto de !a sustitucion de dTTP por dUTP
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1:10 de

ADN de T gondii, cepas Wiktor y Me49 o 1 pg de ADN de cerebro de raton purificado
usando proteinasa K. Se sustituyo el uso de 100 pM de dTTP por 200 uM de dUTP. Los
iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2, las condiciones de amplificacién fueron modificadas de las
descritas en “Material y Métedos™ (protocole de PCR con AmpliTaq Gold). Después de la
PCR, 10 ! (20%) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y tincion con bromuro de etidio. 0 ¢s un blanco de PCR sin ADN.
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los productes del termociclador para finalmente hacer una extraccién con cloroformo de

cada tubo con productos.

En la figura 9, se ve que hay una disminucién de la sensibilidad en las reacciones
pretratadas con UDG (banda visible muy tenue en 1 de 3 amplificaciones con 0.2 pg de
ADN cquivalente a 2.3 taquizoitos) con respecto a las reacciones sin UDG (banda visible
tenuc en 2 de 3 amplificaciones con 0.2 pg de ADN equivalente a 2.3 taquizoitos). De lo
cual se puede decir que el efecto del pretratamiento con la UDG en reacciones ensambladas
con dUTP disminuye la sensibilidad de la técnica de manera no significativa, lo cual
coincide con lo reportade por Pang et al., (1992). Esta ligera reduccion de sensibilidad
probablemente se deba a que la actividad residual de la enzima no puede ser detenida del

todo. Adn asi la sensibilidad es adecuada para las necesidades del proyecto.

5. AMPLIFICACION DE LISADO DE TAQUIZOITOS

Con la intencion de tener una cuantificaciéon mas exacta de la sensibilidad de la
técnica, se realizo la amplificacion directa de taquizoitos lisados por calentamiento {Grop et
al., 1992). Esto se hizo debido a que los parasitos que se usaron para obtener el ADN de
T.gondii, stempre tienen un cierto grado de contaminacion con células huéspedes y como

consecuencia no se conoce el grado exacto de pureza del ADN obtenido.

Se hicieron diluciones de taquizoitos, se lisaron por calentamiento y después se
sometieron a amplificactén. En la figura 10 se muestran los resultados, obteniéndose una
sensibilidad de 2 de 3 bandas visibles en amplificaciones cotrespondientes a 10 taquizoitos,
lo que es aproximadamente 4 veces menos que la sensibilidad obtenida con ADN
purificado (banda visible en 2 de 3 amplificaciones con a 2.3 taquizoitos). Este bajo nivel
de deteccion fue debido probablemente a la presencia de inhibidores de amplificacién
dentro del lisado total, por lo cual no se pudo concluir nada mas con respecto a la

sensibilidad.
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20pg 0.2pyg 20pg 0O2pg 0

ADN de T.gondii (cepa Wiktor)
SIN UDG CON UDG

Figura 9. Efecto de la presencia de la Uracil DNA glicosilasa sobre la sensibilidad de la PCR
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1:10 de
ADN de T gondii, cepa Wiktor. En todas las reacciones se sustituyd el dTTP por ¢l JUTP y
en las reacciones que se indica se adicioné Uracil DNA glycosilasa. En cuanto a las
incubaciones, se agregd una incubacion de 3 min a 50°C previa a la primera etapa de
desnaturalizacion, ademas de que al terminar la extension final de 5min a 72°C se dejo a esta
temperatura hasta sacar los tubos del termociclador. Los iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2, las
condiciones de amplificacion estan descritas en “Material y Métodos™ (protocolo de PCR
con AmpliTaq Gold y UDG). Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una
extraccion con un volumen igual de cloroformo y 10 ul de la fase acuosa {20%) fueron
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2% y tincion con bromuro de etidio. 0
es un blanco de PCR sin ADN.

0 3%

16000 19 18 1 0

Taquizoitos de T.gondii
(cepa Wiktor)

Figura 10. Amplificacion de un lisado_de taquizoitos

Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde un lisado total de taquizoitos
de T.gondii, cepa Wiktor. Los iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2, las condiciones de
amplificacion estin descritas en “Material y Métodos™ (protocolo de PCR con AmpliTaq
Gold y UDG). Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una extraccion con un
volumen igual de cloroformo y 10 pl de la fase acuosa (20%) fueron analizados por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y tincidn con bromuro de etidio. @ es un blanco de
PCR sin ADN.
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6. OPTIMIZACION DEL NUMERO DE CICLOS

Se intenté aumentar la sensibilidad avmentando el numero de ciclos, para lo que se
realizaron dos amplificaciones independientes usando el mismo procedimiento que en el
experimento anterior, pero con la diferencia de que en vez de usar 40 ciclos térmicos, en la
primera amplificacidn se usaron 45 ciclos y en la segunda se usaron 50 ciclos. En la figura
11 se muestran los resultados de la amplificacién con 45 y 50 ciclos sobre lisado de
taquizoitos, y si se compara con la figura 10, se ve que el aumentar el mimero de ciclos,
aumenta también la intensidad de las bandas, pero la sensibilidad no varia, ya que en los 3
casos oscila entre | de 3 bandas visibles o 2 de 3 bandas visibles en las amplificaciones que

corresponden a 10 taquizoitos. Por lo tanto se regresoé al niimero de ciclos original.

7. AMPLIFICACION EN PRESENCIA DE ADN DE CEREBRO DE RATON

Inicialmente, las extracciones de ADN se realizaron con la técnica de la proteinasa
K -fenol-cloroformo, que es ia técnica de referencia. Sin embargo, esta técnica es lenta
implica muchas manipulaciones, lo cual es poco recomendable para un protocolo de PCR.
Por ello se verificd si era posible sustituir esta técnica por el método comercial de
extraccién DNAzot de GIBCO, el cual reportan que es ripido, eficiente y adecuado para
PCR (Ally et al., 1995), por lo que se hizo una extraccién de ADN de cerebro de ratén con
este método obteniéndose un rendimiento de 1.89 pg de ADN por mg de cerebro de ratén y

una razon de absorbancias Ajg/Agde 1.8

La razén de absorbancias Age/Aggy 5 una indicacién de la pureza del ADN, ya que
si esta por encima del rango significa que tiene un alto contenido de ARN (Felsenfeld et al.,
1965 y Allen et al., 1972), mientras que si esta por debajo significa que estd contaminado
con proteinas o impurezas fendlicas. La razén de absorbancias A,g/Agg, obtenida fue de
1.8, la cual es muy buena considerando que el rango para asegurar purcza es de 1.7-2
{Sambrook et ai., 1989). Ademas si se compara con el valor obtenido en la extraccién del
mismo lejido pero con el métode de referencia (proteinasa K-fenol-cloroformo), que fue

de 1.9, estd muy cercano. Sin embargo esta determinacién no descarta otros tipos de
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Taquizoitos de T.gondii
{cepa Wiktor}

1000 100 10 1 0

Taquizoitos de T.gondii
{cepa Wiktor)

Figura 1. Efecto del mimero de ciclos sobre la sensibilidad de la PCR
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usande como molde un lisado total de taquizoitos

de T.gondii, cepa Wiktor. Los iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2, las condiciones de
amplificacion estan descritas en “Material y Métodos™ (protocolo de PCR con AmpliTaq
Gold y UDG). En a las PCR se sometieron a 45 ciclos de amplificacion y en b a 50 ciclos.
Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una extraccion con ua volumen igual de
cloroformo y 10 4 de la fase acuosa (20%) fueron analizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y tincion con bromuro de etidio. 0 es un blanco de PCR sin ADN.



contaminantes que pueden afectar el desarrolio de la PCR por 1o que se hicieron otras

pruebas,

Una prueba mas de la pureza del ADN, fue que se logré obtener una eficiencia de
digestién enzimatica con EcoRI de alrededor del 95-100%, con respecto a la desaparicién
de fa banda de ADN intacto (al comparar ef ADN digerido con ¢l no digeride), lo que

indica la ausencia de inhibidores para este tipo de reaccion enzimatica (figura 12).

Entonces se procedid a probar la téenica de PCR en una simulacidon de las
condiciones reales, es decir que ademis de 1a presencia del ADN gendmico con el gen Bl
también se encontrara presente el ADN del cerebro de raton purificado con DNAzol. De ese
medo se determinaria si la presencia de ADN de cerebro de ratdn purificado con este
método afectaba la amplificacion de B1. Se amplificaron diluciones 1:10 de ADN de la
cepa Wiktor agregando o no, a cada reaccidn, 500 ng de ADN de ratén. Todo el ADN que
se sometid a amplificacidn, incluyendo et purificado con DNAzol, fue previamente digerido

enzimaticamente con EcoRI.

Dentro del genoma de T. gondii, las 35 copias del blanco (gen B1) se encuentran en
tandem, mientras que en el estandar interno cada molécula de ADN contiene una sola
secuencia blanco, esto puede significar que las copias de Bl sean menes accesibles para la
Taq que las moléculas estindar, y por o tanto que haya diferencias entre las eficiencias de
amplificacién de ambos moldes. Para evitar esto, la amplificacién se realizdé sobre ADN
gendmico digerido con Eco Rl, donde se han separado las copias del gen B1, ya que esta

enzima corta en el segundo nuctedtido de cada copia del gen B1 (Burg et al., 1989).
Como se ve en la figura 13, los resultados de la amplificacién no cambian con la

presencia de ADN de cerebro de ratén, por lo que se mostré que bajo condiciones muy

cercanas a las de muestras reales, la sensibilidad y la reproducibilidad intraensayo de la
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Figura 12, Analisis del ADN de cerebro de ratén purificado con DNAzol

Se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, 250 ng de ADN de cerebro de
ratdn purificado con DNAzol {A) y 250 ng de ADN de cerebro de ratén purificado con
DNAzol y digerido con EcoRI (B). Después de la electroforesis, el gel fue tefiido con
bromuro de etidio.
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20pg 20pg 0.2pg 0

ADN de T.gondif
(cepa Wiktor)

20pg 20pg 02pg O

ADN de T.gondii (cepa Wiktor)
+ 500 ng de ADN de cerebro de ratén

Figura 13. Efecto de la presencia de ADN de cerebro de raton sobre Ia amplificacion del gen
B\ de T gondii

Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1:10 de
ADN de T.gondii (cepa Wiktor), como inciadores Rd-1 y Rd-2 y las condiciones de
amplificacion descritas en “Material y Métodos” (protocolo de PCR con AmpliTaq Gold y
UDG). En b se adiciond al ADN de T.gondii, ADN de cerebro de raton purificado con
DNAzol. Las diluciones de ADN molde con o sin ADN de raton fueron digeridas con EcoRI
antes de ensamblar las PCR. Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una
extraccion con un volumen igual de cloroformo y 10 pl de la fase acuosa (20%) fueron
analizados por electroforesis en un get de agarosa al 2% y tincion con bromuro de etidio. 0
es un blanco de PCR sin ADN.
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amplificacién del segmento de B1, no cambiaron con respecto a la obtenida usando sélo
ADN de T gondii.

Como para esta prueba se usé ADN purificado con DNAzol, se demostré que era
posible la amplificacién de B1 en presencia de ADN de cerebro de ratén purificado con este
método. De esto se concluye que el ADN purificado con DNAzol no posee ningiin
tnhibidor para la PCR, por lo que es factible usarlo para purificar ADN para PCR a partir de

cerebros de rawon infectados con T. gondii.

8. CONSTRUCCION DEL ESTANDAR INTERNO

8.1 Disefio y caracteristicas

Se escogid usar un estandar heterdlogo en vez de uno homoélogo ya que, de ese
modo, se evita la formacion de heterodiplex que puedan interferir con el analisis
(McCulloch et al.,, 1995). La secuencia heterologa se buscé dentre del genoma del fago
lambda cepa CI857Sam7, debido a que se conoce toda su secuencia y el ADN se
encontraba disponible en el laboratorio. Para minimizar las posibilidades de que el estandar
interno y el blanco tuvieran eficiencias de amplificacién muy diferentes, se minimizaron las
diferencias de tamafio y de porcentaje de GC entre ambos (McCulloch et al. 1995). Para
poder diferenciar los productos de amptificacion del gen Bl y det estandar interno durante
el anilisis, al momento de seleccionar la secuencia del estandar, se buscé que ésta tuviera
un sitio de restriccién que no compartiera con el blanco y que estuviera aproximadamente a
la mitad de su longitud (Zimmermann et al., 1996), asi los productes de amplificacion de
ambos podrian ser distinguidos en una electroforesis en gel de agarosa tras una digestién
enzimatica. Otra caracteristica que debia tener el sitio de restriccién era que solo contuviera
guanosinas y citosinas ya que, en los productos de amplificacién se sustituyeron las timinas
por uracilos para el control enzimatico de la contaminacién (Bodner et al.,, 1983) y esto

pudiera afectar el corte por la enzima de restriccion.
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En la tabla 3 se muestran algunas caracteristicas de] segmento original de lambda, el
segmento de lambda mas las secuencias de Rd-1 y Rd-2 (estandar interno) y el segmento
blanco en Bi. Como se puede observar los iltimos dos son similares en longitud y
porcentaje de GC, mientras que el estindar intemo contiene un sitic de reconocimiento para
Mspl, que no se encuentra ¢n el blanco en Bl. La secuencia de reconocimiento para Mspl

es CCGG, y como no contiene ni T ni A es compatible con el método de control enzimatico

de la contaminacion.

La razén de clonar al estindar intemo en un plasmido fue que de éste modo se tiene
una mejor manera de almacenarlo, ya que a mayor tamafio de ia molécula de ADN, mayor

estabilidad. Por otro lado, teniendo a! estindar interno en un plismido, es muy econémico

producirlo en grandes cantidades, ademas de que es mas facil de purificar y cuantificar.

Iniciadores Segmento de . Scgmento de 2.+ Segmente blanco
Rd-1 + Rd-2 Itd-1 + Rd-2 en Bl
Longitud 44 pb 271 pb 315 pb 301 pb
Cantidad de 26 nt 134 nt 160 nt 155 nt
GoC
%GC o 49.45% 50.79% 51.50%
CortedeMspl | ~~ —-—_ | nucledtido 135 | nucledtido 158 no hay

Tabla 3. Caracteristicas del estindar interno y del blanco.

8.2 Generacién

Para generar el estindar interno se eligié el amplificar el ADN heterdlogo dentro del
genoma de lambda con un par de iniciadores compuestos que contienen las secuencias de
los iniciadores Rd-1 y Rd-2 continuas a las secuencias que alinean con el fragmento
heterdloge ya que de ese modo las secuencias de los iniciadores Rd-1 y Rd-2 son
incorporados a los productos de la amplificacién (Siebert et al., 1995). El esquema de este

método para sintetizar al estindar interno se puede ver en la figura 14.
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Figura 14. Esquema de las reacciones de sintesis del estdndar interng {competidor)

Primero se realizd una amplificacidn con los iniciadores compuestos XP-5 y XP-6,
usando como molde 50 ng y 5 ng de ADN del fago lambda cepa CI857Sam7. Como se ve
en la figura 15a, en ambos casos 1a amplificacién resultd en una banda del tamafio esperado

(menor de 500 ng).
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Fue necesario asegurarse que la secuencia de Rd-1 y Rd-2 se encontrara intacta y
completa en el estandar intemo, ya que los oligonucledtidos que son tan largos como los
iniciadores compuestos {40 0 mas nucléotidos) suelen estar incompletos hacia el extremo 5°
con mas frecuencia que oligonucledtidos mas pequefios como Rd-1 y Rd-2 (alrededor de 20
nt). Para ello, después de obtener de la amplificacidén con los iniciadores compuestos un
producto del tamaiio esperado, este ultimo fue reamplificado, pero ahora con los iniciadores
Rd-1 y Rd-2. En la figura 15b se muestra que la amplificacion resulté en una banda de peso

molecular similar a a de la amplificacion anterior.

Antes de seguir con la clonacién del estindar intemo, se comprobé que e! producto
de la amplificacién tuviera el sitio de reconocimiento para Mspl aproximadamente a la
mitad de su longitud. En la figura 16 se ve que efectivamente el amplificado contiene el
sitio Mspl, ya que la digestion con esta enzima produce una banda de menor tamafo

(aproximadamente la mitad) que la banda del amplificado.
8.3 Clonacién

Entonces se procedid a clonar este amplificado de lambda con secuencias de los
iniciadores Rd-1 y Rd-2 en sus extremos {estandar intemo-). En cuanto al sistema de
clonacidn, se utilizé un estuche de Invitrogen especial para clonar productos de PCR. basado
en la propiedad de la Taq de afiadir una A extra en el extremo 3°. El plasmido del estuche
{(pCR2.1) posee en cada extremo 3’ una T cohesiva para la A exira presente en los
productos de PCR (figura 17). Con el fin de hacer la clonacién, unz alicuota del
amplificado fue ligado con el vector pCR2.1 y los productos de la ligacién fueron usados
para transformar células competentes de £.coli cepa DH5a F'. No pudo utilizarse la cepa
de £.coli Top 10 F* que es la recomendada por ¢! proveedor, ya que no se contaba con esa
cepa en el laboralorio. Se sustituyd por la cepa de E.coli DHS5o F' que comparte muchas
caracteristicas genotipicas con Topl0 F’ (tabla 4) por lo que también pudo ser transformada

con el plasmido del estuche.
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Figura 15, Generacion del estandar interno por PCR

En a se hizo una amplificacion usando como molde 50 ng (carril 2) y 5 ng (carril 3) de ADN
de lambda CI8578am7, ademas de un blanco de reaccion sin ADN (carril 1). Se usaron los
iniciadores compuestos XP-5 y XP-6 y las condiciones de amplificacion son las mencionadas
en “Material y Métodos™ (Generacion del estandar interno). Después de la PCR, 10 pl
(20%) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2% y
tincion con bromuro de etidio.

En b se hizo una amplificacién usando como molde una dilucion §:1000 del producto de la
amplificactén anterior (correspondiente a 5 ng de ADN de lambda) (carril 5), ademas de un
bianco de reaccion sin ADN (carril 4). Se usaron los iniciadores Rd-1 y Rd-2 y las
condiciones de amplificacion son las mencionadas en “Material y Metodos™ {Generacién del
estandar intemo). Después de la PCR, 10 pl (20%) de los productos fueron analizados por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y tincidon con bromuro de etidio,

12

Figura 16, Digestion del segmento amplificado de lambda con Mspl
Se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% 5 pul (10%) de los productos de
reamplificacion del fragmento del fago lambda con Rd-1 y Rd-2 (1) y 5 p! de los mismos

productos después de su digestion con Mspl (2). Después de la electroforesis, el gel fue
tefido con bromuro de etidio.
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CEPA DE GENOTIPO

E.coli
DHS5aF"  F’ ¢80d lacZ AMI5, A (lacZYA-argF) U 169, endAl reAl, hsd17 (r,- my, ),
__deoR, thi-1, supE44, gyrA96, relAl, lambda-
|TOPIOF" F'{ lacl® Tni0 (Tet)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 680 lacZa MIS.
: AlacX74 recAl araD139 Aara-lfeu) 7697 galU galK rpsL (St” ) endAl nupG

Tabla 4. Genotipo de las cepas de E.coli.

Para poder explicar tos resultados de la transformacién es necesario mencionar
como funciona el sistema de clonacién elegido (figura 17), ya que permite la seleccion de
las bacterias transformadas por el plasmido basdndose en !a resistencia a la ampicilina. Esto
es debido a que el plasmido pCR2.1 posee un gen de resistencia a Ia ampicilina, y como la
cepa de E.coli usada para la transformacion (DHSaF ") es sensible a la ampicilina, sélo las
bacterias transformadas con el plasmido podran crecer en un medio con ampicilina. Ademas
el sistema utilizado permite la seleccion de las bacterias transformadas por el plasmido con
el inserto (recombinante) gracias a la pérdida de a-complementacion. Esto es debido a que
el plismide posee una regidn codificante para el fragmento N-terminal de la PB-
galactosidasa y la cepa de E.coli usada para la transformacién (DH5aF ‘) posee en su ADN
una regién que codifica para el fragmento C-terminal de la (-galactosidasa; esto provoca
que las bacterias con el plasmido y en presencia de IPTG produzcan una proteina
enzimaticamente activa {a-complementacién), la cual hidroliza al X-gal presente en el
medio produciendo un pigmento azul (colonias azules). Como el sitio de clonacion del
plasmido se encuentra dentro de la regién codificante para el fragmento N-terminal de la p-
galactosidasa, la presencia del inserto rompe el marco de lectura evitando asi la -

complementacién, y produciendo colonias sin pigmento {colonias blancas).
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lacla ATG

A o Prinor Hh'dm K;lnl Sac'I ?mﬂl Sral
CAG GAA ACA GCT AJG CATG ATT AQCG CCA AGC TTG GFA CCG AGE TCG GAT CCA CTa
€ CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGO GGT TCG AAC CAT GGC TCOG AGC CTA

OGT GAT
85X} Ec:ﬂl Eq'aﬂl
GTA ACG OCC OCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT P R Tl aoC CAA TTC TOG
CAT TGC COO GGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG Af TT CE3 CTT AAG ACG
Aval
PaaR7 |

t Nott xnal Nnn': t Apat |

BsX ba
1 t ! 1 ! !
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CO3 OCG CTC GAG CAT GCA TCY AGA OO0 GUC AAT TCG[coo T
TA GGT GTG ACC GCC QOC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG A

Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Foward [-40] Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCAICTG GOC GTC GIT TTA (JAA CJ3T COT GAC TOO GAA AACH
\T C AGC ATA AT GTTA AGT COG CAG CAA AAT GTT GCA CT6 ACC CIT TY /

-

Figura 17. Mapa del vector pCR2.1
La secuencia del sitio miltiple de clonacién se muestra con un producto de PCR insertado

por clonacion T/A. El producto de PCR clonado estd flanqueado por sitios EcoRl de cada
lado.
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#
caja

Cantidad de ADN usado para Colonias  Colonias
transformar las bacterias sembradas  hlancas azufes

Comentario

i 1 '0.4ngdepBKS+superenmrollado| 22 ' 186  Control de transformacion
I 2 '2ngdepCR2.1 | i 2 ' Control de recircularizacién
R | . en la ligacion

3 '2ngde pCR2.1 ligado a 0.16 ng! 25 2 Reaccién de ligacion,
i __dereamplificado e relacién 1:1
4 sin ADN — o Control de células
L | . . competentes sin ADN

5 {sin ADN ni células competentes | _. ¢ __ . Control de esterilidad del
1 L I | N medio

Tabla 5, Resultados de la transformacion.

Los resultados de la transformacién se muestran en la tabla 5 y se explican a

continuacion:

* Lacaja |l fué el control de transformacion, ya que ahi las bacterias fueron transformadas
con un plasmido superenrollado (pBKS+ intacto) que es la conformacién que mas
eficientemente transforma a la bacteria. Asi que el numero de bacterias transformadas
con este plasmido fue un indicador de la eficiencia de las células competentes para ser
transformadas. En base ai nimero total de transformantes obtenidas en la caja 1, se
caleulé 1a eficiencia de transformacién, que fue de 6.45x10° UFC/pg de ADN (pBKS+
superenroliado). El valor de la eficiencia de transformacidn se encuentra ligeramente por
debajo del rango de eficiencia de transformacion reportado para las células competentes
preparadas por el método utilizado (Sambrook et al., 1989). Esto probablemente se deba
a que las células competentes tenian aproximadamente un afio de haberse preparado, lo
cual es mas de lo recomendado para que las células mantengan una buena eficiencia de
transformacién. Sin embargo, la eficiencia obtenida fue suficiente para los fines det
experimento. Por otro lado, contrario a lo esperado, no todas ias bacterias transformadas
con el plasmido produjeron el pigmento azul (x-complementacidn), e incluso Ias que lo
produjeron lo hicieton de manera deficiente, ya que las colonias eran azul claro. Debido

a que las transformantes de las cajas 2 y 3 que estaban pigmentadas tenian un color azul
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intenso, no es posible que las bacterias fueran las causantes de lo ocurrido en la caja 1,
por lo que probablemente se deba a que el plasmido que se utilizd (pBKS+) tenfa alguna

mutacion que le impedia realizar eficientemente la a-complementacion.

s La caja 2 fue el control de recircularizacién, en esta caja las bacterias fueron
transformadas con e! plasmido pCR2.1 linearizado e incubado con ligasa en ausencia de
inserto, por lo que se esperaba que hubiera pocas transformantes, lo cual ocurrid, ya que
la mayoria del plasmido tedricamente se encontraba en forma lineal y por lo tanto es
poco eficiente para transformar bacterias. El objetivo principal de este control fue tener
una referencia de que porcentaje de! plasmido se recirculanizé espontineamente (sin
inserto) ya que, con el tiempo, las T en los extremos 3° del vector se degradan y se
produce la autoligacién de los extremos romos. Estos plasmidos recircularizados
producen transformantes que no tienen a-complementacién porque la autoligacién de los
extremos romos causd un cambio en el marco de lectura del gen que codifica para el
fragmento N-terminal de la B-galactosidasa. Segin el instructivo del estuche de
Invitrogen, €l porcentaje de plasmidos recircularizados que producen colonias blancas
debe ser menor al 5%; en este caso fue del 60%, pero ain asi sirvi6 como referencia para
saber que porcentaje de colonias blancas de la caja 3 (ligacién con el inserto) realmente

corresponden a colonias de bacterias con el plasmido recombinante.

» Lacaja 3 contenia las bacterias que recibieron la ligacidn 1:1 del vector con el inserto;
el nimero de colonias obtenidas y el porcentaje de colonias blancas (92.6%) fueron muy
superiores a los obtenidos en la caja 2, lo cual sugiere que la mayoria de estas colonias

conlenian un plasmido con el inserto.

La caja 4 contienia bacterias no transformadas para verificar que éstas no tuvieran
resistencia a la ampicilina por si mismas antes de que se les transformara con el plasmido,
ya que de ese modo podrian pasar por transformantes y confundirse con etlas, sin embargo

no fueron resistentes.
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e Lacaja 5 fue el control de contaminacién del medio, y como no hubo crecimiento, es

una prueba de que las cajas se manejaron en condiciones estériles.

Se tomaron 10 colonias blancas de la caja 3; para venficar que contenian el
plasmido recombinante, de cada una se purificd el ADN plasmidico con la técnica de
MINIPREP y el ADN piasmidico se analizd por electroforesis. En 1a figura 18a se muestra
que para las 10 clonas, se obtuvo ADN plasmidico en varias conformaciones y que el
lamane de la conformacién mayoritaria tiene un tamafio de aproximadamente 2740 pb.
Tedos los ADN plasmidicos migraron a la misma velocidad con excepcion del de la clona

6, que migrd mas rapido.

Para determinar si estos plasmidos contenian un inserto del tamafio esperado, se
digirié el ADN con EcoRI que tiene sitios de reconocimiento a cada lado del sitio de
insercién. En la figura 18b, se ve un anilisis por electroforesis de las digestiones, y se
puede observar que todos los plasmidos se digirieron en un 85-90% y que a excepcién del

de la clona 6, todos contienen un inserto del tamafio esperado (menor de 500ng).

Por lo anterior, se puede observar la gran eficiencia de clonacién que proporciona
este sistema para los productos de PCR, puesto que de 10 clonas seleccionadas por ser p-

galactosidasa negativas, 9 tuvieron el inserto.

Para asegurarse de que el inserto presente en estas clonas era el esperado, se

realizaron las siguientes pruebas:

1. Se escogieron al azar 5 de las clonas con inserto y se amplificaron con Rd-t y Rd-2. En
la figura 19a se muestra que la amplificacién de estos S plasmidos (clonas 1, 3,5, 7y 9)
resultd en todos los casos en una banda del tamaiio esperado, por lo que todas presentan
en la secuencia del inserto, los sitios de reconocimiento de los iniciadores Rd-t y Rd-2.
Ademas de estas 5 clonas con inserto, también se amplificod el ADN plasmidico de la

clona 6 que no contenia el inserto (control negativo); el resultado fue una banda del
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Figura 18. Clonacién del estindar interno en e| vector pCR2. 1: andlisis del ADN plasmidico
de las colonias transformacdas

Se punificd por la técnica de “Miniprep” el ADN plasmidico de 10 colonias transformadas
{(blancas). Se analizaron, por electroforesis en gel de agarosa al 2%, 8 ul de cada solucion
de ADN plasmidico (a) y 2 pl de cada solucién de ADN plasmidico después de su digestién
con EcoRlI {b). Después de las eleciroforesis, el gel fué tefiido con bromuro de etidio.
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misme tamafio que las de las clonas con inserto pero de menor intensidad, la cual se
picnsa es producto de la contaminacién del ADN plasmidico de la clona 6 por ADN

plasmidico de las otras clonas.

2. Para verificar que el estindar interno tuviera un sitio Mspl en su centro, se digirieron con
Mspl los productos de amplificacién del ADN plasmidico de las 5 clonas (1, 3, 5, 7y 9).
En la figura 19b se muestra que la digestién produjo en todos los casos una sola banda
del tamafio esperado. Esto significa que los productos de amplificacién poseen un sitio

de reconocimiento para Mspl aproximadamente a la mitad de su longitud.

3. Se secuencid una clona de las anteriores para verificar que tenia la secuencia completa e
intacta de los iniciadores Rd-1 y Rd-2. De este modo, se puede asegurar una
complementariedad completa y por lo tanto una eficiencia de amplificacién més parecida
a la del blanco en B1. Por ello, la clona 5 s cultivo nuevamente y se purificd el ADN
plasmidico de la misma por cromatografia en columna de intercambio iénico (QIAGEN)
(figura 20} y después se determind la concentracién espectrofotométricamente. Una
alicuota de ésta solucién que contenia 5 pg de éste plasmido pCRLamB1.5 se mando a
secuenciar. Los resultados de la secuenciacién estan en la figura 21, donde se muestran
las secuencias obtenidas para ambas hebras, con los inciadores universales M13 sentido
directo e inverso. En la figura 22 se muestra que ambas secuencias se alinearon
perfectamente v no hubo ninguna discordancia entre las dos hebras. Ademds, las
secuencias de los dos inciadores Rd-1 y Rd-2 también se encuentran perfectamente

conservadas.
Por lo anterior se puede decir que se enconitré que el inserto de la clona

pCRLamB1.5 tenia ia secuencia esperada y por lo tanto se decidié utilizarla como estandar

interno.
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Figura 19 _Caracterizacion por PCR y digestion con enzima de restriccion de cinco de las
clonas obtenidas en la clonacion det estindar interno en el vector pCR2. 1

Se eligteron 5 {clonas 1, 3, §, 7 y 9) de las 10 clonas obtenidas en la clonacion del estandar
interno en ¢l vector pCR2.1. 5 pl de diluciones 1:2000 de las soluciones de ADN plasmidico
correspondientes a estas clonas se sometieron a amplificacion con los inciadores Rd-1 y Rd-
2 usando el mismo protocolo que el usado durante la generacion del estindar interno
(reamplificacion con Rd-1 y Rd-2). Ademis se amplifico también el ADN plasmidico de la
clona 6 que no contenia el inserto. Como control positive (P), se reamplifico una dilucion
1:1000 del producto de la amplificacion (con los iniciadores XP-5 y XP-6) de los 5 ng de
ADN de lambda. Como control negativo (B) se hizo un blanco de reaccion sin ADN.

En 2,10 pl (20%) de los productos de amplificacion fiieron sometidos a electroforesis en gel
de agarosa a} 2% y tincidn con bromuro de etidio.

En b, 5 pl (10%) de los productos de amplificaciéon se¢ digirieron con la enzima Mspl,
previamente a la electroforesis. Como referencia (S), se colocaron 5 ptl del preductio de
amplificacion de Ja clona 1, sin digenir.
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Figura 20 Anafisis_por electroforesis en gel de apargsa del plasmido pCRLamBl1.5
purificado por cromatografia de intercambio idnico (columnas QIAGEN)
En A, 137 ng de ADN plasmidico de la clona pCRLamB1.5 purificado en columna

QIAGEN sometido a electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% y tefiido con bromuro de
etidio.
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9. SENSIBILIDAD A Mspl DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION
OBTENIDOS EN PRESENCIA DE dUTP

Se hizo una prueba para determinar si los productos de PCR con uracilo en vez de

timina podian ser digeridos eficientemente con Mspl.

Para ello, los preductos de dos amplificaciones (usando como molde el ADN
plasmidico de la clona 5 purificado por MINIPREP) uno con dUTP y otro con dTTP,
fueron digeridos con la enzima Mspl (figura 23). Se observé que no habia diferencia en la
eficiencia de la digestién, por lo que esta digestion es compatible con el uso del contro}
enzimatico de la contaminacion. Sin embargo si pudo observarse una menor intensidad en
las bandas de los productos obtenidos con uracilo, comparadas con los productos con
timina, lo cual ya habia sido observado anteriormente al probar el efecto del pretratamiento
con UDG.

10. TITULACION DE pCRLamB1.5 (ESTANDAR INTERNQ) SOLO Y CON
ADN DE CEREBRO DE RATON

Para obtener el estandar interno, €l ADN de! plismido pCRLamB1.5 fue purificado
a escala mediana (aproximadamente 100 pg) por cromatografia de intercambio idnico sobre
columna QIAGEN. Este método se eligid por la alta calidad del ADN que se obtiene, ya
que la razon de absorbancias del ADN plasmidico fué de Azp/Ajg=1.9. Antes de la
amplificacién fue necesario linearizar el plasmido, para lo cual se eligio digerirlo con
EcoRl, debido a que es mias eficiente la amplificacion de ADN linear que la de ADN
circular (Sambrook et al., 1989).

Para conocer el limite de deteccion de a técnica al amplificar al estandar interno, se
decidid titularlo. Para ello, se amplificé una serie de diluciones 1:3 de ADN del plasmido
pCRLamBI1.5 (estdndar interno) purificado por QIAGEN y linearizado por digestién con

EcoRI. El resultado de la amplificacién (figura 24) muestra que se obtuvo una buena
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Figura 23. Comparacién de la eficiencia de digestion con Mspl de productos de
amplificacion con uracilo y con timina

Se hicieron dos amplificaciones de una dilucién 1;2000 de la solucion de ADN plasmidico
obtenida por “Miniprep”, de la clona 5. En los carriles marcados dUTP, las condiciones son
las reportadas en “Material y Métodos™ (protocolo de PCR con AmpliTaq Gold y UDG). En
los carriles marcados dTTP, las condiciones son las mismas con fa diferencia que se uso 100
uM de dTTP en véz de 200 pyM de dUTP. Se tomaron 5 pl del producto de las
amplificaciones y se digirieron con la enzima Mspl. Después de la digestion, la totalidad de
las reacciones fueron analizadas por electroforesis en un gel de agarosa al 2% (D). Como
referencia (S) se colocaron 5 pl del producto de cada amplificacién, sin digerir. Como
control negativo {B) se hizo un blanco de PCR sin ADN.
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Figura 24. Titulacion de] estandar intermo por PCR

Se amplifico por triplicado una serie de diluciones 1:3 del plasmido pCRLamB1.5 (estandar
interno) purificado por QIAGEN vy linearizado con EcoRI. Los iniciadores fueron Rd-1 y
Rd-2, las condiciones de amplificacion se mencionan en “Material y Métodos” (qcPCR). El
ADN blanco fué sustituido por 5 pl de TE. Después de la amplificacion, los productos se
sometieron a una extraccion con un volumen igual de cloroformo, una congelacion, una
descongelacién y 8 pl (16%) de los productos de la PCR fueron digeridos con Mspl, los
productos de la digestion fuercn analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. A
corresponde al amplificado no digerido. 0 es un blanco de PCR sin ADN.
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Figura 25. Titulacion por PCR del estandar interno_en presencia de ADN de cerebro de
ratén

Se hizo el mismo experimento que en la figura 24, con la diferencia de que se sustituyeron
los 5 ul de TE por 5 pl de una solucién con 500 ng de ADN de cerebro de raton purificado
con DNAzol. A corresponde al amplificado no digerido. 0 es un blanco de PCR sin ADN.
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QIAGEN y lincarizado por digestién con EcoRl, junto con una cantidad constante de ADN
de T.gondii de la cepa Wiktor equivalente a 23 taquizoitos (825 moléculas de B1) digerido
con EcoRl. Los resuitados de la coamplificacion (figura 26} mostraron que la intensidad de
las bandas de los productos de amplificacidn del estindar intemo, se acercaba mas a la
intensidad de las bandas de los productos de amplificacion de! ADN de T.gondii (cepa
Wiktor) en la dilucién correspondiente a 3400 moléculas del estandar interno, aunque
aparentemente se necesitaria una dilucién mayor (10,000 moléculas) para tener mayor

certeza.

En el caso de que ambos moldes tuvieran una misma eficiencia de amplificacién, la
cantidad de moléculas en este punto debia coincidir. Como no sucedié asi, se concluye que
sus eficiencias de amplificacién no son iguales. Ya que aproximadamente fueron necesarias
3400 moléculas del estindar para producir la misma cantidad de producto que 825
moléculas de blanco, se puede decir que la eficiencia de amplificacién del estindar es

aproximadamente 4.1 veces menor a la del blanco en B1.
12. DIGESTION DEL ADN MOLDE

Los experimentos anteriores se realizaron con ADN molde (blanco y estindar
interno) digerido antes de la amplificacién; para ahorrarse ese paso, se decidid repetir el
experimento anterior pero usando ADN de T.gondii (cepa Wiktor) sin digerir, y ademas
agregando una dilucién mas del estindar interno (10,000 moléculas). Los resultados de la
coamplificacion (figura 27) mostraron que la intensidad de las bandas de los productos de
amplificacién del estandar interno, se acercaba mas a la intensidad de las bandas de los
productos de amplificacién del ADN parasitarioc en un punto intermedio entre la dilucién

correspondiente a 3000 y la dilucién correspondiente a 1000 moléculas del estindar interno.
Estos resultados mostraron que por lo menos en cuanto a la eficiencia de la

amplificacién, no habia diferencia significativa entre digerir o no digerir el ADN de

T.gondii, por lo que se prefirid el no digerir. Ademas confirmaron lo encontrado en el

94



A MO0 1130 340 113 0 B

Moleculas del Estindar Intemo

Figura 26. PCR cuantitativa competitiva con_el estandar interno linearizado_y_el_blanco
digerido

Se coamplificd por triplicado una serie de diluciones 1:3 del plasmido pCRLamB1.5
(estandar inerno) purificado por QIAGEN y linearizado con EcoRI junto con 2 pg de ADN
de T.gondii cepa Wiktor digerido con EcoRl, equivalente a 23 taquizoitos. Los iniciadores
fueron Rd-1 y Rd-2, las condiciones de amplificacion se mencicnan en “Materiel y Metodos”
{qcPCR). Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una extraccion con un volumen
igual de cloroformo, una congelacion, una descongelacion y 8 pl (16%) de los productos de
la PCR fueron digeridos con Mspl. Los productos de la digeston fueron analizados por

electroforesis en un gel de agarosa al 2%. A corresponde al amplificado no digerido y B es
un blanco de PCR sin ADN.
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Figura 27. PCR cuantitativa competitiva con el estindar interng linearizado v el blanco no
digerido

Se coamplificé por triplicado una serie de diluciones 1:3 del plasmido pCRLamB1.5
(estandar inermo} purificado por QLIAGEN y linearizado con EcoRI junto con 2 pg de ADN
de T.gondii cepa Wiktor equivalentes a 23 taquizoeitos. Los iniciadores fueron Rd-1 y Rd-2,
las condiciones de amplificacion se mencionan en “Material y Métodos™ (qcPCR). Después
de la PCR, las reacciones se sometieron & una extraccion con un vojumen igual de
cloroformo, una congelacion, una descongelacion y 8 pl (16%) de los productos de la PCR
fueron digeridos con Mspl. Los productos de la digestdon fueron analizados per
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. B es un blanco de PCR sin ADN.

96



experimento anterior, sobre la diferencia entre las eficiencias de amplificacién del blanco en

B1 y del estandar interno.

13. SIMULACION DE LAS CONDICIONES REALES

Por dltimo, la técnica se probd en condiciones que simulaban a las reales (una
muestra de cerebro de raton infectade): se coamplificd una cantidad constante de ADN de
T.gondii (la cepa Wiktor, 23.5 taquizoitos) sin digerir junto con diluciones de
pCRLamB1.5, todo en presencia de 500 ng de ADN de cerebro de ratén purificado con
DNAzol. Los resultados de la amplificacidn (figura 28) muestran que no hubo ningin
cambio con respecto a los obtenidos en la coamplificacion sin ADN de cerebro de ratén,
por lo que la presencia del ADN de cerebro de ratén no afecta en nada a la coamplificacion

de los dos moldes y por lo tanto la técnica es viable,
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Figura 28. PCR cuantitativa competitiva con_estandar interno linearizado y blanco no
digerido en presencia de ADN de cerebro de ratén

Se hizo el mismo experimento que en la figura 27, con la diferencia de que, junto con los 2
pg de ADN de T.gondii (cepa Wiktor), se agregaron 500 ng de ADN de cerebro de raton
purificado con DNAzol. B contiene Gnicamente 500 ng de ADN de cerebro de ratén.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

1. SELECCION DEL BLANCO DE AMPLIFICACION Y DISENO DEL
ESTANDAR INTERNQ

Las razones por las que se decidid escoger como blanco de la amplificacion dentro
del genoma de T. gondii al gen Bl, fueron mencionadas anteriormente (Introduccién:

blancos para PCR dentro del genoma de T. gondii) y se resumen a continuacidn:

» esun gen conservado y altamente especifico para T. gondii.

s ha sido el mas estudiado y usado como blanco para PCR dentro del genoma del parasito.

+ es un gen repetido 35 veces en el genoma de T. gondii, lo que hace que la técnica sea
mas sensible, pues el que haya un mayor nimerc de moléculas blance por parasito hace

posible detectar un menor nimero de parésitos.

Se decidio que los iniciadores usados serian unos previamente repo:tados en la
literatura y no disefiar unos neevos, debido a que diferentes iniciadores para el mismo gen
pueden exhibir una diferencia en sensibilidad de hasta 1000 veces (He et al., 1994}, lo que
hace que el encontrar un par de iniciadores con la eficiencia y sensibilidad adecvadas, sea

algo que puede consumir mucho tiempo y recursos.

Por otro lado, debido a que la eficiencia de la Taq polimerasa empieza a decaer a
partir de los 500 nucledtidos polimerizades (Rychlik, 1993), era necesario que el blanco de
amplificacién tuviera un tamaiio cercano o inferior a 500 pb. Por otro lado también era
necesario que el segmento blanco fuera lo més grande posible, ya que a mayor tamaiio del
amplificado, éste es mas ficil de detectar por electroforesis y por lo tanto hay una mayor
sensibilidad de la técnica de PCR. Ademas, como se vid anteriormente (Resultados: disefio
y caracteristicas del estindar interno), la longitud final de los productos del estandar intemo
{ya digeridos) seria la mitad de la longitud de los preductos del blanco, por lo que a mayor

tamafio del blanco, mayor seria la diferencia de tamafio entre éste y el estandar interno y
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mas sencillo seria separar electroforéticamente los productos de amplificacién de ambos.
Como se puede observar en la tabla 1, el par de iniciadores que mas se acercaba a estas
necesidades fue el reportado por Pelloux et al. (1996), ya que amplifican un segmento de
301 pb; ademds estos iniciadores amplifican el ADN de T. gondir con una sensibilidad de 1
taquizoito o de 10 taquizoitos en presencia de 1 pg de ADN contaminante (humano) y se ha
probado que no amplifican ADN de especies relacionadas con 7. gondii. Por todo lo
anterior, los iniciadores elegidos fueron los reportados por Pelloux et al. (1996): Rd-1

(nucledtidos 88-110) y Rd-2 (nucledtidos 388-368).
2. REPRODUCIBILIDAD Y SENSIBILIDAD DEL ENSAYO

El protocolo que se usé inicialmente para la PCR estuvo basado en €l que Pelloux et
al. (1996} usaron junto con los inciadores Rd-1 y Rd-2; solo se modificd para adecuarlo a
los reactivos y equipo existentes en el laboratorio, ademds de eliminar el control enzimético
de la contaminacidén. El protocole implementado resultd ser reproducible a nivel

intraensayo, y tener sensibilidad de 2.3 taquizoitos similar a la reportada de 1 taquizoito.

Para asegurarse de la reproducibilidad a nivel interensayo e intraensayo y como
resultado de la experiencia previa en este laboratorio {datos no reportados), se implemento
dentro del protocolo: el calentar las alicuotas de los iniciadores y el calentar as seluciones
de ADN entre cada dilucién por 1 6 2 min en un BM en ebullicién con el propésito de
homogeneizar las soluciones que habian sido semetidas a congelacion - descongelacién o a
almacenamiento a 4°C, ya que estos procesos pueden convertir una solucién en una mezcla
no homogénea a nivel molecular. Por lo tanto de ese modo se puede asegurar una misma
concentracidn de los reactivos en todas las reacciones o un mismo nimero de moléculas de
ADN blance en los triplicados, Cuando se observaron problemas de falta de
reproducibilidad interensayo, el problema se soluciond al calentar las soluciones

amortiguadora y de MgCl, antes de ensamblar las PCR (Allen ¢t al., 1992).
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3. ESPECIFICIDAD

Un requisito indispensable de la técnica es que los iniciadores sean especificos de!
blance dentro de B y del estindar intemo ya que si hay secuencias de alineacién para los
iniciadores en el resto del ADN, competirian con el ADN blanco en B y con el estindar
intemo, haciendo imposible la cuantificacién. Como ya se observd anteriormente, en
presencia de ADN de la cepa Wiktor, los iniciadores producen una sola banda de
amplificacién, lo que significa que son especificos para esa regién dentro del genoma de
T.gondii, En las condiciones reales, ademas del ADN de T.gordii estara presente ADN de
cerebro de ratén, por lo que los iniciadores no deben amplificar nada dentro del genoma de
ratén. Por ello se implementd el comienzo en caliente (Hot Start) usando la AmpliTaq
Gold, (Taq Polimerasa bloqueada quimicamente), ya que de esa manera se obtuvo la
especificidad deseada. Este comienzo en caliente (Kidd et al,, 1995) asegura que la Taq
Polimerasa sélo comience a polimerizar después de la primera desnaturalizacidn, evitando
polimerizaciones a temperaturas meneres, que suelen ser debidas a alineaciones poco

especificas.

4. CONSERVACION

Se demostré que la secuencia amplificada por Rd-1 y Rd-2 se encontraba
conservada en la cepa Med49 de T gondii, ya que al amplificar con eslos iniciadores, fue
posible obtener un amplificado de! mismo tamafio que con la cepa Wiktor. Sin embargo el
limite de deteccién fue aproximadamente 10 veces menor que con la cepa Wiktor. Esto
puede deberse a que el ADN usado para la determinacién de sensibilidad, fue preparado a
partir de un sobrenadante de cultivo celular, €l cual si bien contenia en su gran mayoria
taquizoitos, no estaba completamente libre de células de la monocapa. Esto quiere decir que
la pureza del ADN de T.gondii pudiera variar ligeramente de una cepa a la otra, y por lo
tanto podria verse afectado el nivel de deteccién aparente. Otra explicacién seria que el
niimero de copias del gen Bl sea menor en esta cepa de T.gondii, y que por lo tanto

disminuya el nivel de deteccidn, pero ésta tltima explicacion es poco probable debido a que
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en las cepas de T gondii en las que se ha determinado, se ha encontrado aproximadamente

el mismo namero de copias de B1 (Burg et al., 1989).

5. CONTROL DE LA CONTAMINACION

Debido a la sensibilidad de la técnica, es muy facil que se detecte 12 mis minima
contaminacién con ADN molde existente en reactivos y equipo. Para controlar la presencia

de contaminacion se tomaron varias medidas.

1. Manejar zonas de prePCR y postPCR. Los reactivos, material desechable, micropipetas,
microcentrifugas, etc., usados en la preparacion de las reacciones eran diferentes a los
usados para el postratamiento y anélisis de los productos. Ademds, las reacciones de
PCR eran ensambladas en un gabinete de bioseguridad.

2. Todo el material usado para montar las reacciones de PCR a exepcién de las soluciones,
los reactivos y la microcentrifuga, eran irradiados con U.V. antes de ensamblar las
reacciones.

3. En todas las series de reacciones se incluyd un blanco o control negativo sin ADN para
verificar la ausencia de contaminantes en los reactivos.

4. En cuanto se tuvieron problemas de contaminacién se pensé que la mayor fuente de
contaminacion eran los productos de PCR anteriores, por ello se implementd un control
enzimético de la contaminacién por acarreo (Longo et al, 1990), que consiste en que
todos los productos de PCR generados tengan uracilo en vez de timina, para que asi
puedan ser eliminados selectivamente si estin presentes en una reaccién nueva por
medio del uso de 1a Uracil DNA glicosilasa. Para implementar este sisterna se siguié en
gran paric ¢l protocolo original de Pelloux et a2l {1996) ya que se usaron las
concentraciones de dUTP y UDG que se mencionan ahi. En ese protocolo la razon de
sustituir 100 uM de dTTP por 200 uM de dUTP es que la Tagq polimerasa tiene una
menor afinidad por el dUTP que por el dTTP (Pang et al., 1992). Normalmente se
aumenta la concentracién del MgCl, debido a que el aumento de concentracidén en ¢l

dUTP aumenta la cantidad de jon magnesio secuestrado, pero en este caso no fue
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necesario, ya que el protocolo original de Pelloux ya contemplaba esta concentracién de
dUTP. La primera incubacion de las reacciones a 50°C mencionada por Pelloux et al.
{1996) y también implementada aqui, tiene el objetivo de que 1a UDG actie sobre los
posibles productos de PCR contaminantes con uracilo. Debido a la actividad residual de
la UDG a temperaturas menores de 72°C después de los ciclos térmicos de Ja PCR
(Thornton et al., 1992), se adiciond al protocolo el mantener las reacciones a 72°C, hasta
ser retiradas del termociclador, en vez de mantenerla a 4°C como en el comin de los
protocolos. Por la misma razdn, después de terminados los ciclos térmicos, las
reacciones se someten a una extraccién con cloroformo y una congelacién que
desnaturalizan las proteinas presentes, produciendo la inactivacién de la UDG (Holhfeld

et al., 1994).

La implementacién de esta técnica de control de contaminacién no afecta la
reproducibilidad pero produce una reduccién de sensibilidad de la PCR, la cual
probablemente se deba a que la actividad residual de la enzima no puede ser detenida del
todo (Pang et al., 1992). Alin asi la sensibilidad es adecuada para las necesidades del

proyecto.
6. AMPLIFICACION DEL LISADO DE TAQUIZOITOS
No fue posible tener una cuantificacién mas exacta de la sensibilidad de ia técnica al
amplificar taquizoitos lisados debido a la presencia de inhibidores de amplificacién deniro
del lisado total, por lo cual no se pudo concluir nada més con respecto a la sensibilidad.

7. OPTIMIZACION DEL NUMERO DE CICLOS

Se intenté aumentar la sensibilidad aumentando el namero de cicles, sin resultado,

por lo que se regres6 al nimero de ciclos original.
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8. SELECCION DEL METODO DE EXTRACCION DE ADN

Inicialmente, las extracciones de ADN se realizaron con la técnica de proteinasa K-
fenol-cloroformo, que es la técnica de referencia. Sin embargo esta técnica es muy larga e
implica muchas manipulacienes. Para una técnica de PCR cuantitativa, donde se necesita
procesar un gran numero de muestras al mismo tiempo, €s necesario que la técnica sea
ripida y tenga el menor nimero de pasos posibles para asi poder evitar mucha
manipulacion, ya que ésta podria favorecer la contaminacién cruzada de las muestras. Se
selecciond el método de extraccién DNAzol de GIBCO entre una gran variedad de métodos
comerciales, debido al bajo costo, Ia alta eficiencia de extraccién (1.89 pg de ADN por mg
de cerebro de ratdn), 1a poca manipulacion requerida (son 5 pasos), la rapidez con la que se
lleva a cabo (60 min méaximo), la facilidad para manejar varias muestras al mismo tiempo, y

que es de los pocos que estan recomendados para la extraccion de ADN para PCR.

La calidad del ADN purificado por este método fue determinada por la razén de

absorbancias A,qy/Aqgs, andlisis por electroforesis en gel de agarosa y digestion enzimdtica.

La dltima prueba y la mas concluyente fue el probar que la presencia de ADN de
cerebro de ratdn purificado con este método no afectaba la amplificacién de B1. En una
simulacién de las condiciones reales, es decir, que ademis de la presencia del ADN
genomico con ¢} gen Bl también se encontrara presente el ADN del cerebro de ratén
purificado con DNAzol (500 ng), la sensibilidad y lIa reproducibilidad intraensayo de la
amplificacion del segmento de Bl no cambiaron con respecto a la obtenida usando sdlo
ADN de T.gondii. Esto significa que en condiciones reales, va a ser posible detectar el
ADN de 2.3 parisitos presente en 500 ng de ADN de cerebro de raton. Se eligio la cantidad
de 500 ng de ADN de cerebro de ratén, porque es el maximo recomendado para PCR de
ADN gendmico de mamifero en el instructivo del estuche de Perkin Eimer, que es el

proveedor de la mayoria de reactivos y equipo usados aqui para hacer la PCR.

También se puede establecer que el limite de deteccién del método es de 2.3
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taquizoitos, y en este caso es definido como la dltima dilucién de ADN que produce un
amplificado visible en por lo menos 2 de 3 ensayos (triplicado). En cambio el limite de
cuantificacion del método debe ser mas confiable que e limite de deteccion, por lo que es
de 23 taquizoitos, y en este caso se define como la iltima dilucién de ADN que produce un

amplificado visible y reproducible o de ]a misma intensidad en 3 de 3 ensayos (triplicado).

9. ESTANDAR INTERNO

Una vez que el estandar fue sintetizado y clonado, para asegurarse de que el inserto
presente (estandar intermo) en las clonas transformantes era el esperado, se realizaron varias
pruebas como la amplificacién con los iniciadores Rd- 1 y Rd-2, la digestion con Mspl, €
incluso la secuenciacion del inserto de una de las clonas. Al secuenciar se encontrd que el
inserto de la clona pCRLamB1.5 tenia la secuencia esperada y se decidié utilizarla como

estandar intemo.
10. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS

En las condiciones de amplificacidn reales, los productos de PCR con uracilo en vez
de timina, pueden ser digeridos eficientemente con Mspl, por lo que los productos del
estandar podrian ser separados de los productos del blanco en Bl sin ningin problema al

usar ¢l control enzimatico de la contaminacion.
11. NORMALIZACION DEL ESTANDAR INTERNO CONTRA EL BLANCO

Como se puede ver en los resultados, al titular el estandar interno sélo o con ADN
de ratén, el nivel de deteccidn obtenido hizo pensar que el estdndar interno poseia una
eficiencia de amplificacién similar a la del blanco en Bl. Sin embargo, al momento de
comparar las eficiencias de ambos moldes en una coamplificacién, se demostré que las
eficiencias no eran similares, ya que {a eficiencia del estindar interno fue aproximadamente

4.1 veces menor que la del blanco.
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Debido a lo anterior, es necesario normalizar a pCRLamB1.5 contra el blanco en B1
para poder usar a pCRLamBL.5 como estindar interno, es decir, que para una
cuantificacion se usard el factor de correccion de 4.1 moléculas del estandar por cada
molécula del blanco en Bl (McCulloch et al., 1995 y Féster et al., 1994). Dicho de otra

manera, 3400 moléculas de pCRLamB1.5 equivalen a 23 taquizoitos de T.gondii.

12. DIGESTION DEL ADN MOLDE

En el genoma de T.gondii, el gen Bl se encuentra repetido en tindem y debido a
esta cercania de las copias, 1a eficiencia de amplificacion del blanco pudiera verse afectada
en comparacién con la eficiencia de amplificacion del estindar intermo, ya que éste se
encuentra en meléculas linearizadas de un pldsmido, lo cual lo hace mis accesible para la
Taq. Entonces seria necesario separar las copias del gen, para que fuera valido usar un
estandar intermo como éste, ya que sélo asi se puede decir que €] blanco dentro de B1 y &l

estandar interno, son igualmente accesibles para la Taq.

Sin embargo al hacer la coamplificacién de ambes moldes, se demostré que por lo
menos en cuanto a la eficiencia de la amplificacidn, no habia diferencia significativa entre
digerir o no digerir el ADN de T.gondii, por lo que se prefirié el no digerir.

13. SIMULACION DE LAS CONDICIONES REALES

Por tltimo, la técnica probéd ser efectiva en condiciones que simulaban a las reales,

es decir, una coamplificacién en presencia de ADN de cerebro de ratdén, lo cual demostrd

que la técnica es viable para ser aplicada en una muestra de cerebro de ratén infectado,
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14, COMPARACION DEL METODO DESARROLLADO CON LO
REPORTADO EN LA LITERATURA

Al comparar la técnica desarrollada con técnicas similares reportadas en la literatura

s¢ pueden observar las ventajas que tiene sobre lo que ya se ha hecho.

Previo a este trabajo, Bretagne et al. {1995) ya habian desarrollado una qePCR para
T.gondii, en donde construyeron su estandar intemo segiin el mismo principio que el usado
aqui. La técnica desarrollada aqui tiene varias ventajas comparada con la reportada por
Bretagne et al.: la diferencia relativa de longitud entre el estiandar y el blanco es mucho
menor (4.7%) que en ia reportada por Bretagne et al. (24.3%), lo cual significa que las
eficiencias de amplificacién pueden ser mas parecidas en la técnica usada aqui (McCulloch
et al,, 1995); en la técnica de Bretagne et al,, la manera de diferenciar los productos del
blanco y del estindar era por su tamaiio, por lo que era necesaric marcar los productos con
un fluorocromo y analizarlos en un secuenciador automitico de ADN, mientras que en la
técnica desarrollada aqui, hay una diferencia de un sitio de corte entre ambos (estandar y
blanco), lo que hace que la separacion sea mas sencilla, econdmica y que se acople mis a

las necesidades y recursos existentes.

Una ventaja que tiene la técnica reportada por Bretagne et al. en comparacién con la
desarrollada aqui, s su mayor sensibilidad ya que logra detectar 5 moléculas de estandar
intemo. Sin embargo, el nivel de sensibilidad que se obtuvo con la técnica desarrollada aqui

(2.3 taquizoitos) es suficiente para ¢! objetivo de 1a misma.

En la referencia donde se encuentran reportados por pnimera vez los iniciadores Rd-
1 y Rd-2 utilizados aqui (Pelloux et al., 1996), también se describe una cPCR con un
estandar interno heterélogo. Una desventaja de este estandar interno, es que !a técnica que
usaron para sintetizarlo es muy complicada comparada con la amplificacién con iniciadores
compuestos usada aqui. Por otro lado, los autores apenas lograron separar

electroforéticamente los productos del estandar y del blanco en un gel de agarosa al 2%, ya
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que ambos productos sélo difieren en longitud por 59 nt, mientras que en la técnica usada
aqui, la diferencia entre los productes ya digeridos es de 158 nt, por lo que la separacidn
electroforética es mucho mejor. Otra desventaja del estandar reportado es que la diferencia
relativa de longitud entre el estandar y el blanco es mucho mayer (19.6%) que en la técnica
usada aqui (4.6%), lo cual significa que las eficiencias de amplificacién pueden ser mas

parecidas en la técnica usada aqui (McCulloch et al., 1995).

En cuanto a la sensibilidad de la técnica (2.3 taquizoitos/ 500 ng de ADN de ratén),
se encuentra en el rango de las sensibilidades reportadas en estudios previos con varios
iniciadores para el gen Bl, que van desde 5 moléculas de ADN blanco (Bretagne et al.,
1993) hasta 10 taquizoitos/i pg de ADN humano (Burg et al., 1989, Grof et al, 1992, y
Peiloux et al., 1996).
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X. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar una técnica de PCR competitiva para cuantificar ADN de
T.gondii. El método resultd sensible {detecta 2.3 taquizoitos en 500 ng de ADN de cerebro
de ratén) y reproducible a nivel intraensayo. Este fue aplicado exitosamente en condiciones

que simulan ADN extraido del cerebro de un ratén infectado.

XI. PROPUESTAS

Para estudios posteriores, se propone integrar a esta técnica el analisis de imdgenes
para la cuantificacion exacta del ADN del parasito. Ademas seria util una validacién de fa
misma al compararla con las técnicas convencionales para la cuantificacién de Toxoplasma

gondii: el cultivo en lineas celulares y la inoculacién en ratones.
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